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Resumen

CTCF es una proteina arquitecténica que organiza el genoma dentro del nucleo en
casi todas las células eucariotas. Hay evidencias que sugieren el papel clave que
CTCEF tiene durante la espermatogénesis donde su eliminaciéon da como resultado
la produccién anormal de espermatozoides e infertilidad en un modelo murino. Sin
embargo, los defectos producidos por la eliminacibon de CTCF en la
espermatogénesis no han sido del todo caracterizados. En este trabajo se realizé
secuenciacion de células individuales como herramienta para evaluar las
alteraciones transcripcionales en células espermatogénicas con y sin la presencia
de CTCF. Los andlisis bioinforméticos, estructurales y bioquimicos, revelan los
defectos en los procesos biologicos que explican el dafio producido en los
espermatozoides maduros. De esta manera, en la etapa temprana de la
espermatogénesis las alteraciones no son tan evidentes; sin embargo, conforme
las células germinales avanzan en la especializacion o espermatogénesis los
programas transcripcionales, morfolégicos y bioquimicos se van alterando. En
conclusion, este estudio resalta la contribucion de CTCF en la especializacion de
los gametos masculinos y provee una descripcién fundamental de su funcion en las

etapas de la espermatogénesis.



Abstract

CTCF is an architectonic protein that organizes the genome inside the nucleus in
almost all eukaryotic cells. There is evidence that CTCF plays a critical role during
spermatogenesis as its depletion produces abnormal sperm and infertility in mice
model. However, the defects produced by its depletion throughout spermatogenesis
have not been fully characterized. In this work, we performed single cell RNA
sequencing in spermatogenic cells with and without CTCF. Bioinformatic, structural
and biochemical analysis uncovered altered biological process that are involved in
mature sperm damage. At early stages of spermatogenesis, transcriptional
alterations are mild. As germ cells go through the specialization stage or
spermiogenesis, transcriptional, morphology and biochemical profiles become more
altered. In conclusion, our study sheds light on the contribution of CTCF to the
phenotype of male gametes and provides a fundamental description of its role at

different stages of spermiogenesis.

Vi
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1 Introduccidn

En los eucariontes superiores, el gendma dentro del ndcleo se encuentra
organizado de manera especifica para cada tipo celular [1]. Esta organizacion
permite una regulacion espacio-temporal de la transcripcion a través de una
intrincada dindmica de condensaciéon y descondensacion de la cromatina. Por lo
tanto, cualquier proceso celular en los diferentes grados de diferenciacion,
micro/macro ambiente e incluso estados patoldgicos, son gobernados por esta

organizacion espacio-temporal del genoma [2].

La cromatina por su parte, es una combinacion de proteinas y ADN (Acido
desoxirribonucleico) que juntos forman los cromosomas, los cuales se localizan en
el nucleo de las céulas de organismos superiores, a su vez, los cromosomas
contienen bloques estructurales de empaquetamiento referidos como nucleosomas
gue estan formados por histonas, quienes se caracterizan por su afinidad a las
cargas negativas presentes en el ADN, asi lo empaqguetan y organizan [3]. Por lo
tanto, el grado de organizacion de la cromatina es el reflejo del grado de
empaquetamiento del ADN, estableciendo territorios cromosomales y generando
dominios y subdominios que conforman la estructura tridimensional de genoma
[4,5]. En ese sentido, hay reportes en la literatura que sefialan a proteinas clave
que propician la formacion de los dominios y subdominios asociados
topologicamente (TADs, por sus siglas en Inglés) en el genoma de cada célula,

como es el caso del factor de unién a secuencias CCCTC (CTFC) [1].



Este factor de transcripcion regula la organizacién de la cromatina [6]. CTCF es una
proteina de aproximademente 727 aminoacidos que se expresa de manera ubica y
Su presencia es conservada evolutivamente en animales con simetria bilateral [1],
adémas, contiene tres dominios funcionales: un dominio amino terminal (-NHz), un
dominio central que contiene 11 dedos de zinc y un dominio carbonilo terminal (-
COOH). En el caso de las células germinales masculinas de ratones, se demostrd
gue la ausencia de esta proteina tiene efectos sobre el proceso de

espermatogenesis [7].

1.1 El ratén como modelo experimental

El raton doméstico (Mus musculus), generalmente vive en proximidad de las
poblaciones humanas, en torno a casas, zonas urbanas o campos de cultivo. Se
postula que su origen fue en el continente asiatico y debido a las migraciones
humanas se expandieron por el mundo [8]. A principios del siglo XX, el ratdén
doméstico comenzd a tomar notoriedad en los estudios genéticos descritos en la
herencia de varios fenotipos de color en el pelaje [9] y para el afio de 1909, se
obtuvo la cepa de ratones endogamica C56BL [10] que ha sido ampliamente
utilizada como modelo en estudios de biomedicina. Posteriormente, en el afio de
1980, se reportaron datos sobre la insercion de ADN exdgeno en la linea germinal
de raton, lo que representd un avance importante en la genética de mamiferos. De
esta manera, se demostré que era posible generar animales con genes exdgenos
integrados en el genoma de manera estable, manejable y reproducible [11]. De
manera general, la transgénesis consiste en la insercion de un cambio genético en

la linea germinal, heredable por todas las células del organismo [8].



Por otra parte, el uso del raton doméstico como modelo experimental ofrece
ventajas como lo son: ciclo reproductivo corto, tiempo de vida acelarado (1 afio de
ratén = ~30 afios en humanos), tamafio pequefio, permitiendo la facil manipulacion,
procrean numerosas camadas Yy se pueden reproducir en cautiverio.
Adicionalmente, debido a la divergencia evolutiva relativamente “reciente” del raton
y del humano, nuestro antepasado comun (hace aproximadamente 75 millones de
afnos), el 99 % de los genes de raton resultan tener analogos en humanos. Ademas,
los genes aparecen en el mismo orden en ambos genomas [12]. Esta homologia
entre las dos especies, hacen del ratobn una herramienta adecuada para analizar

formas en las que el material genético codifica la informacion.

1.2 Los ratones KO condicionales

El término “knock out” (KO) en las ciencias gendmicas hace referencia a animales
a los que se les inactiva o elimina uno o mas genes, lo que permite obtener
informacion sobre funcién génica [13], sin embargo, el uso de estos organismos
representan algunas desventajas como: que no todas las alteraciones en genes
producen resultados detectables o que no podrian ser aplicadas en humanos.
Ademas, muchas de las inactivaciones son letales para el desarrollo del embrién
volviéndolas incompatibles con la vida [14]. En consecuencia, para los estudios de
efectos de la anulacion de expresion de genes cuyas proteinas son escenciales
para el desarrollo, se generan ratones KO condicionales en los que se induce la
anulacién de expresion del gen a estudiar en el animal adulto y esto permite el
desarrollo embrionario normal [8]. Para generar este tipo de animales, se emplea

el sistema de recombinacién Cre/loxP.



1.3 El sistema de recombinacién Cre/loxP

La recombinasa CRE del bacteriéfago P1 tiene 38 kDa y pertenece a la familia de

recombinasas de reconocimiento especifico del sitio de accidon y cataliza la
recombinacién entre dos sitios de reconocimiento loxP [15]. Durante el ciclo de vida
de bacteriéfago P1, la funcion de la recombinasa CRE es circularizar el ADN viral
una vez inyectado en la bacteria huésped. De esta manera, la proteina CRE
reconoce los sitios loxP localizados en los extremos del ADN viral. Por otra parte,
cada sitio loxP tiene 34 pares de base (pb) y estd formado por una secuencia
espaciadora central de 8pb, el sitio de entrecruzamiento y dos secuencias
flanqueantes palindromicas de 13 pb, compuestos por dos elementos de unién de
la recombinasa CRE con “elementos de unién a la recombinasa” (RBEs, por sus
siglas en inglés). El nicleo central asimétrico define la orientacion del sitio loxP que
determina si la recombinacion dara lugar a escisién o inversion de la secuencia

enmarcada entre los sitios loxP [8].

De esta manera, el sistema Cre-loxP es una estrategia ampliamente utilizada en la
mutagénesis dirigida, especifica de tejido. La insercién y orientacion de los sitios
loxP (insertados en la secuencia de ADN a recombinar) determinaran la secuencia
gendmica a escindir, mientras que la disponibilidad en el tiempo y/o el espacio de
la recombinasa CRE determinara cuando y donde se produce la recombinacion y
en consecuencia el “knock-out” condicional generado. Los sitios loxP se disponen
en pares que flanquean el segmento de ADN a eliminar. Cuando la proteina CRE

se expresa, larecombinasa se une a los sitios loxP, los corta por la mitad y después



une las dos mitades restantes tras haber eliminado el ADN situado entre ambos

[8,15].

1.4 La espermatogénesis

La produccidon de espermatozoides en mamiferos, también conocida como
espermatogénesis, involucra procesos complejos de divisibn celular y
especializacion que resultan en la formacién de células germinales altamente
diferenciadas con el propésito de fertilizar al gameto femenino y producir un nuevo
organismo [16]. En las gonaddas masculinas dentro de los tubulos seminiferos, las
espermatogonias (células diploides) entran en mitosis para asegurar un constante
suministro de células germinales. Un tipo especifico de espermatogonias entran al
procesos de meiosis y el ADN es duplicado para asegurar el intercambio genético
entre los cromosomas homoélogos. Después de dos rondas ininterrumpidas de
divisiones meidticas se producen 4 células haploides con eventos de recombinacion
[17]. Estas células haploides también conocidas como espermatidas entran a un
proceso de especializacion que las prepara para el viaje final: la busqueda de la
célula germinal femenina (Figura 1). Durante este proceso conocido como
espermiogénesis, ocurren una serie de cambios morfolégicos que dan como
resultado la forma clasica tipo torpedo del espermatozoide maduro [18,19]. Durante
las etapas de la espermatogénesis, la estructura de la cromatina y los perfiles

transcripcionales son dinamicos y especificos [20-23].

Estudios recientes sobre la organizacion de la cromatina en la etapa meidtica y

haploide mostraron que la organizaciéon tridimensional del genoma es bastante



diferente. Por su parte, en el estado meibtico, el genoma esta organizado en TADs
[23], mientras que en las células haploides se encuentra completamente
reorganizado dando lugar al epigenoma especifico del espermatozoide que es
necesario para recapitular la estructura de la cromatina durante el desarrollo

embrionario [22-24].

Espermatogonia I Espermatocitos I Espermatidas |
Indiferenciada Diferenciada Espermatocito 1° Espermatocito 2° Eﬂ’:&g’nﬁfgs Ezﬁgggj‘égja
B> &I @>@>@> 0> X
Mitosis Meiosis | y Il Temprana  Media Tardia Espermatozoide

Figura 1. Espermatogénesis. Proceso de espermatogénesis dividido en tres etapas. La primera
conocida como mitosis cuyo objetivo es mantener el epitelio seminifero renovado y participan las
espermatogonias. La segunda es conocida como etapa meidtica en la cual ocurren los procesos de
recombinacién homéloga (recombinacién meidtica) participan los espermatocitos primarios y
secundarios. La Ultima etapa del proceso es conocida como espermiogénesis y es donde ocurre la
especializacién de las células haploides, participan las espermatidas y al culminar este proceso se
genera el espermatozoide con su morfologia tipica de torpedo. Espermatocito 1°; Espermatocito
primario, Espermatocito 2°: Espermatocito secundario.

1.5 Recambio y retencion de histonas durante la espermatogénesis

Durante la espermatogénesis los espermatocitos entran en la etapa de
especializacion celular conocida como espermiogénesis. En ese punto la mayoria
de las histonas asociadas al ADN son reemplazadas por protaminas (proteinas
nucleares con carga positiva y de baja masa molar). El reemplazo se lleva a cabo
por la presencia de variantes de histonas especificas de testiculo y por la presencia
de modificaciones post-traduccionales (PTMs) en las colas de las histonas
(acetilacion, crotonilacion, ubiquitinacion, etc) [19]. Algunos nucleosomas (en
esperma de raton ~ 10%) son retenidos en lugares clave (sitios de inicio de la

transcripcion) debido nuevamente a las PTMs como las mono y dimetilaciones en

los residuos de lisina de las histonas [19]. Los objetivos del desplazamiento de las



histonas por protaminas son dos. El primero es neutralizar la carga del ADN [25],
propiciando la compactacion del genoma paterno en un indice de 1/20 el volumen
comparado con el nacleo de células somaticas lo que provoca que el nucleo del
espermatozoide sea altamente hidrodindmico [26,27] y el segundo es proteger al

genoma paterno de nucleasas y factores ambientales [26].

Por otra parte, se ha sugerido que la retencion adecuada de histonas en el
espermatozoide de mamiferos desempefian un papel en la memoria epigenética
inter y transgeneracional [28]. Sin embargo, no hay evidencia contundente
disponible de la funcion clave de la dinamica entre la organizacion de la cromatina,
el establecimiento del epigenoma y el mantenimiento de la informacién epigenética
en el espermatozoide, solo se ha sugerido que las proteinas arquitectonicas como
CTCF y los complejos de cohesinas en conjunto con marcas epigéneticas en
histonas retenidas contribuyen con el establecimiento del epigenoma en

espermatozoide del raton [7].

1.6 La proteina CTCF

La proteina arquitecténica CTCF (factor de union a secuencias CCCTC) es un
factor de transcripcion multifuncional que se conserva evolutivamente, tiene una
funcion clave en la conformacion tridimensional de la cromatina [6,29] en el
posicionamiento de los nucleosomas [30], asi como para la impronta génica [1].
Debido a la ubicuidad de CTCF en diferentes tipos celulares y la gran variedad de
funciones en las que participa, se le considera un factor esencial para el desarrollo

de la vida [6]. Asi mismo CTCF esta compuesta por tres dominios altamente



conservados en vertebrados y no vertebrados. El dominio N-terminal interacciona
con el complejo de cohesinas que contribuyen a la formacion de asas (loops),
mientras que el C-terminal interactla con otras proteinas de unién al ADN [31] y el
dominio central que contiene los 11 dedos de zinc que interracionan con secuencias

especificas en el ADN [1], (Figura 2).

(link flexible]

25 ; ; . ‘. CC-Terminaljl
DNA 2i730<W5

N-Terminal |

() Secuencia de DNA
. Subunidad SA2 del complejo de cohesinas
) Subunidad SCC1 del complejo de cohesinas

@ Proteina CTCF

Figura 2. Modelo molecular de unién de CTCF al complejo de cohesinas y al ADN. La longitud
de unidn flexible es variable en el extremo N-Terminal y se postula que es indispensable para la
correcta interaccion de CTCF con el complejo de cohesinas, Tomado y adaptado de [31].

1.7 Aislamiento y secuenciacion de ARN de célula Unica

La célula es la unidad funcional de cualquier organismo, sin embargo, existen
diferentes tipos celulares con caracteristicas y funciones que juntas forman un téjido
u 6rgano de cualquier ser vivo, por lo que, la presencia y los niveles de ARN (Acido
ribonucleico) en una célula definen su identidad y sus funciones fisiolégicas. De
esta manera, en los ultimos afios, el uso de tecnologia de secuenciacion de ARN a

nivel de célula individual ha representando un reto para las ciencias

computacionales, los modelos matematicos y las tecnologias de alto rendimiento



gue por fortuna los avances actuales hacen posible la cuantificacion del
transcriptoma a nivel de célula Unica. Esta técnica es referida como secuenciaciéon
de ARN de célula Unica (scRNAseq por su abreviacién en inglés) [32] que ha sido
aplicada en varias especies [33] y especialmente en diferentes téjidos humanos en
estado sano o patoldgico. Asi, al comparar los andlisis de transcriptoma de RNA-
seq (secuenciacién de acido ribonucleico por sus abreviacion en inglés) de todo el
tejido que contiene mezclas de células con los obtenidos por scRNAseq, esta Ultima
proporciona la oportunidad de diferenciar la composicion célular de cada téjido y
entender los procesos moleculares. Ademas de determinar la dindmica en los
estados transcripcionales de cada célula con el objetivo de entender la diversidad

celular de cada tejido [34,35].

Por lo tanto, el desarrollo y avance de scRNAseq, ha permitido identificar tipos
celulares de acuerdo a su transcriptoma completo [36]. Adicionalmente, se ha
enfatizado que el uso de scRNAseq no es una sola técnica, sino un conjunto de
protocolos los cuales tienen como objetivo: 1) el aislamiento de células, 2) la
preparacion de librerias y 3) la secuenciacion de las muestras. De esta manera, el
aislamiento de las células requiere la disociacion del érgano/tejido/cultivo celular
para la obtencion de una suspensién celular que a través de la tecnologia de fluidos
cada célula se puede aislar en una gota de aceite. Por otra parte, la preparacion de
las librerias involucra una serie de amplificaciones de fragmentos de ARNm (acido
ribonucleico mensajero) que se seleccionan por el extremo 3 o 5 segun las
caracteristicas del fabricante. Por ultimo, la profundidad de secuenciacion

generalmente utilizada es de 25,000-50,000 lecturas por célula [36], (Figura 3).
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Figura 3. Protocolos involucrados en el uso de scRNAseq. 1) la disgregacién del tejido/organo
es clave, en ella pueden ser utilizados métodos enzimaticos o mecanicos. Posteriormente se obtiene
una suspension celular que servira como muestra para el aislamiento utilizando tecnologia de
microfluidos y que se marcaran con los codigos de barra. 2) La preparacion de las librerias incluye
la sintesis de ADN complementario (cDNA por sus siglas en inglés) debido a que se realiza un
enriquecimiento de ARNm y se realiza la construccion de las librerias afiadiendo adaptadores
moleculares que serviran para el proceso de secuenciacion. 3) La secuenciacién se realiza en
plataformas comerciales de alto rendimiento con una profundidad de lectura que oscila de las 25,000
a las 50,000 lecturas por célula.

1.8 Tecnologia de microfluidos

La tecnologia de microfluidos en el aislamiento de células es la responsable del
encapsulamiento y aislado a través de diferentes canales. Uno de esos canales
conduce el aceite, el cual, sirve para encapsular a la célula individualmente,
mientras que los otros dos canales conducen la suspension celular y la mezcla
maestra de codigos de barras. De tal manera que todos los canales convergen para
gue cada gota de aceite generada contenga perlas con un codigo de barra
especifico para identificar a la célula aislada. En cada gota, los transcritos de ARNm
son unidos a un identificador molecular tnico (UMI, por sus siglas en inglés). EI UMI
es una secuencia corta de nucleétidos que sirve como un marcador molecular que

se acopla al fragmento de ADN o ARN para la formacién de las librerias y ayuda a

reducir el ruido de fondo producido durante la secuenciacion [37] (Figura 4) .
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Figura 4. Tecnologia de microfluidos y disefio de perlas identificadoras. Se obtiene la
suspensién celular que debe ajustarse a la concentracion indicada por el fabricante. Posteriomente,
la suspension es cargada en el cartucho para realizar el aislamiento de las células. Cada gota
contine perlas identificadoras que permiten bioinforméaticamente identificar el origen de cada
transcrito por célula. En el caso de las perlas disefiadas por BIO-RAD, contienen una fase bloque
de nucledtidos en longitud variable, tres secuencias de cdédigo de barra y una secuencia que
contiene el identificador molecular. Al final del disefio de la perla contiene una secuencia de poli-T
(T: timina) que selecciona el ARNm maduro. Tomado y modificado de [38,39].

En este estudio, se utilizé scRNAseq para identificar los defectos transcripcionales
producidos por la ausencia de CTCF en las principales etapas de la
espermatogénesis. Se encontré que las alteraciones transcripcionales ocurren en
las etapas tempranas y medias durante la espermiogénesis. Sin embargo, en las
etapas tardias también se observaron alteraciones significativas en los perfiles
transcripcionales, funciones bioldgicas y defectos morfoldgicos. De esta manera,
se describié el impacto que tiene la ausencia de CTCF durante las etapas

principales de la espermatogénesis.

2 Antecedentes

La generacién de organismos transgénicos permiten estudiar y describir la funcion
de genes o proteinas durante un proceso especifico. De esta forma al eliminar un
gen del genoma en un organismo se produce un individuo transgénico knock-out
(KO), en el cual, se pueden estudiar los procesos biolégicos afectados en ausencia

de dicho geny su proteina.

11



Para el caso de la proteina CTCF, no se puede generar un organismo KO debido a
gue es una proteina escencial para el desarrollo, por lo que la ausencia de CTCF
no es compatible con el desarrollo de individuos [40]. Sin embrago, previamente en
nuestro grupo de investigacion, se generd un modelo de ratén KO condicional (Ctcf-
cKO) [7], en el cudl, el gen de Ctcf es eliminado Unica y exclusivamente durante la
espermatogénesis [7]. En dicho modelo, el gen de Ctcf esta flaqueado por
secuencias de corte especificas para la proteina CRE recombinasa (sitios loxP).
Esta recombinasa, no es enddgena del ratén, por lo que el gen de Ctcf no esta
afectado en estos ratones. Sin embargo, al cruzar estos ratones con otra linea de
ratones que expresan la proteina CRE recombinasa de manera tejido-especifica
(ratdn knock-in) se obtiene una decendencia de ratones que eliminan al gen de Ctcf
de manera especifica de los tejidos que expresan a la CRE recombinasa (Figura
5A). En este caso, se usaron ratones en los que el gen ctcf tiene sitios loxP en
ambos extremos y ademas expresan a la proteina CRE recombinasa solo en
células que inician la espermatogénesis. Debido a que la transcripcion del gen para
la CRE recombinasa esta controlado por el promotor del gen Stra8 que a su vez
solo se expresa al dia 3 post-natal en las espermatogonias y es detectado en
espermatocitos en etapa de pre-leptoteno [41] [42], logrando eliminar al inicio de la

etapa de meiosis al gen de Ctcf (Figura 5A).

En estos ratones Ctcf-cKO, la meiosis y espermiogénesis son completadas (Figura
5B), sin embargo, se reportaron anomalias morfologicas en el testiculo como atrofia
del tubulo seminifero y un bajo conteo espermatico, lo que conlleva a problemas de

infertilidad. Ademas, los espermatozoides generados por los ratones Ctcf-cKO
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tienen morfologia anormal del nicleo, alteraciones en los niveles de PRM1 y una
reduccion en el patron de incorporacion de la histona H2B [7], lo que postula que

CTCF esté involucrado en procesos de retencién de histonas.

A @ @
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Mitosis I Meiosis 1 y Il Espermiogénesis
Indiferenciada Diferenciada Espermatocito 1°  Espermatocito 2° Espermatidas Espermatidas Espermatozoide
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D))) ))) OO €. > &*’

Figura 5. A) Generacién de ratones KO condicionales. Se usan dos lineas de ratones
transgénicos: (1) un ratén “floxed” que porte el gen de Ctcf flanqueado por secuencias loxP. (2) un
ratén transgénico CRE con el promotor de Stra8 que es tejido-especifico que expresa la proteina
recombinasa CRE solo al inicio de la espermatogénesis. El cruce del ratéon “floxed” con el
transgénico para CRE originara un animal (3) cuyo genoma es portador del transgén Cre y del gen
“floxed”. La expresion de CRE inducira la recombinacion de las secuencias loxP, de tal forma que
se inactivara el gen de Ctcf sélo en tejidos en los que exista expresion de Stra8 y en consecuencia
de CRE. B) Eliminacidn del gen Ctcf al inicio de la meiosis. El sistema Cre/loxP recombinasa
activado por la via de sefializacion de Stra8 elimina a Ctcf y a partir de la meiosis la proteina CTCF
se deja de expresar. Este sistema lo hace especifico para testiculo y permite evaluar los efectos que
provoca la ausencia de CTCF durante la espermatogénesis. Modelo basado en lo reportado por [7].
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3 Justificacién

Existen reportes que mencionan que la organizacién del genoma en el nucleo del
espermatozoide esta orquestada por proteinas arquitecténicas como CTCF e
histonas. Adicionalmente, se sugiere gque estas proteinas confieren cierto tipo de
memoria epigénetica durante el desarrollo embrionario de un nuevo organismo.
Ademas, se postula una relacién directa entre la presencia de CTCF con la
retencién de histonas y la organizacion del genoma en el espermatozoide. En ese
sentido, estudios previos demostraron que algunas histonas no son retenidas en
ausencia de CTCF. En consecuencia, es probable que CTCF contribuya al correcto
establecimiento y organizacion del genoma del espermatozoide. Por esta razén, es
importante describir los efectos estructurales y moleculares relacionados con la
ausencia de CTCF durante el proceso de espermatogénesis en el ratén.
Favorablemente, el contar con un modelo murino, el cual no expresa CTCF durante

la espermatogénesis permite investigar algunos de estos efectos.

4 Hipotesis

CTFC es una proteina estructural que regula la organizacion y funciéon del genoma
en espermatidas de ratén, por lo que la ausencia de CTCF causard alteraciones
estructurales y moleculares que dejardn anormalidades morfolégicas en la

espermatogénesis del raton.
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5 Objetivo general
Evaluar los programas transcripcionales y las alteraciones estructurales durante la

espermatogénesis de raton en ausencia de CTCF.

5.1 Objetivos particulares

» Analizar el transcriptoma de células individuales durante la
espermatogénesis en ratones Ctcf-cKO.

= |dentificar vias de enriquecimiento alteradas relacionadas con funciones
biolégicas durante la espermatogenesis en ratones Ctcf-cKO.

= Asociar los defectos presentes en los programas transcripcionales con las
alteraciones en proteinas relacionadas con la organizacion del genoma en
células espermatogénicas de ratones Ctcf-cKO.

= |dentificar los cambios morfolégicos asociados a los programas
transcripcionales afectados durante la espermatogénesis en ratones Ctcf-

cKO.

6 Materiales y métodos

6.1 Animales

Los ratones utilizados para este trabajo tienen un transfondo genético de la cepa
C56BL/6J. El protocolo experimental fue avalado por los comités de bioética la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Autonoma de México
(P1_2019 08 002), y de ética y bioseguridad del Hospital Infantii de México

Federico Gémez (HIM/2021/061).
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En este estudio, se utiliz6 un modelo murino transgénico previamente generado y
validado en el cual, Ctcf es eliminado durante la espermatogénesis [7]. Por su parte,
los ratones utilizados tenian entre 12 y 15 semanas de edad con el objetivo de
disminuir las variaciones relacionadas a este factor. De esta manera, se compar6
el ratén condicional knockout (Ctcf-cKO con genotipo Stra8-iCre-Ctcf 72) contra el
raton silvestre (WT) con genotipos Ctcf 7, Ctcf Wf o Ctcf ", Todos los ejemplares
fueron manipulados de acuerdo a lo establecido por la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones técnicas para la produccion” [43]. Los
ratones fueron anestesiados y eutanasiados por dislocacion cervical para
posteriormente, ser colocados en una bandeja de diseccidn y realizar la extraccion

quirargica de ambos testiculos.

6.2 Secuenciacon de ARN de células individuales

Se realizé la disociacion de las células testiculares de acuerdo con lo reportado
previamente [44] con ligeras modificaciones. Brevemente, se extrajeron los
testiculos de dos ratones WT y dos ratones Ctcf-cKO y se les removio la tanica
albujinea. Inmediatamente, se colocaron los tubulos seminiferos en pequefias cajas
petri para su separacion mecanica y después se transfirié el tejido a un tubo coénico
de 15 mL adicionado con 5 mL de buffer enzimético (20 mM Hepes pH 7.2, 6.6 mM
piruvato de sodio, 0.05% lactato en 1x HBSS), suplementado con 100 U/mL de
colagenasa tipo | y 2 U/mL de Dnasa. Los tubulos fueron incubados durante 15
minutos a 32 °C y la suspensioén celular fue pasada por filtros de material sintético
de 40 ym utilizando un tubo nuevo para cada condicion. Adicionalmente, se agrego6

suero fetal bovino a una concentracion final del 2%. Se sedimentaron las células
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por centrifugacion a 1000 g durante 10 minutos a 4 °C, luego con cuidado se aspir6

el sobrenadante para después afiadir 1 mL de buffer enzimatico.

Posteriormente, se resuspendié el sedimento celular y la suspension fue transferida
a tubos de 1.5 mL para después centrifugar a 1000 g durante 10 minutos a 4 °C.
Transcurrido el tiempo, se aspiré el sobrenadante con el objetivo de eliminar la
mayor cantidad posible de eritrocitos de la suspension celular, se realizaron 3
lavados en bafio frio con PBS pre-enfriado y después se centrifugd para formar el
sedimento. Finalmente, las células testiculares fueron resuspendidas en PBS
adicionado con 0.1% de BSA y la concentracién celular fue ajustada a 2.5X108
células/mL. Solo las suspensiones celulares con viabilidad mayor al 90% fueron
usadas en los subsecuentes andlisis y ambos paramétros (concentracion y
viabilidad celular) fueron determinadas utilizando el contador automatico TC20 de

BIO-RAD (Figura 6).

Después, se realiz6 el aislamiento de células individuales y el marcado con cédigos
de barras de las suspensiones celulares generadas usando el sistema basado en
gotas (One-touch ddSEQ, BIO-RAD) siguiendo las especificaciones del fabricante.
Por ultimo, se generaron las librerias de las células aisladas y marcadas con el
codigo de barra usando la enzima Nextera incluida en el SureCell WTA 3' Library
Prep Kit (Illumina) y se realiz6 la secuenciacion de ultima generacion usando la
plataforma NextSeq 500/550 de Illumina con una profundidad de 250,000

lecturas/célula.
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Una vez realizada la secuenciacion, se obtuvieron archivos denominados FASTQ,
gue basicamente contienen datos de secuenciacion e informacién sobre calidad, a
estos se les determina un puntaje de calidad en escala logaritmica resumida en la
Tabla 1, cada puntaje representa la probabilidad de que un nucleétido sea
incorporado o llamado incorrectamente durante el proceso de secuenciacion. De
esta manera, a través de un grafico de seméaforo se verifico que los archivos en
este estudio tienen buenos puntajes de calidad resultado del proceso de
secuenciacion (Figura 7). Posteriomente, se generaron cuatro bases de datos de

dos réplicas bioldgicas provenientes de ratones WT y Ctcf-cKO.
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Figura 6. Contador automatico celular. Representacion grafica del contador portatil que emplea
laminillas desechables cuadriculadas tipo hemocitométro para un volumen de 10 plL y con espacio
para dos muestras. El contador utiliza microscopia con auto-enfoque que analiza varios planos
focales permitiendo resultados en 30 segundos y en tiempo real. Este aparato puede contar células
con un diamétro de 6 a 50 um y en un intervalo de concentracion 5x10%—-1x107 células/mL.

Tabla 1. Interpretacion de los puntajes de calidad, tomada y adaptada [45].

Phread Puntaje de calidad Probabilidad de incorporacién Porcentaje de presicion de
incorrecta de la base incorporacion
10 lenl10 90%
20 1en 100 99%
30 1 en 1000 99.9%
40 1 en 10,000 99.99%
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Figura 7. Gréafico de seméforo con puntajes de calidad. La zona de color verde indica que los
archivos FASTQ tienen puntajes buenos de calidad, es decir, la probabilidad de incorporacion
incorrecta de una base es de 1 en 10,000.

6.3 Analisis de Datos

Con el objetivo de procesar los datos de secuenciacion del ARNm de células
individuales, se generaron cuatro matrices de conteo de expresion alineando los
datos crudos contra el genoma de referencia de raton (GRCm38.98) siguiendo
reportes previos utilizando los algoritmos: ddSeeker y scPipe [39,46] con los

parametros establecidos para los analisis subsecuentes de las matrices de conteo

de expresion.

Para los analisis posteriores de las matrices de conteo se utilizaron los paguetes
cargados en R: harmony version 0.1.0 [47] para integrar las bases de datos y
corregir el ruido de fondo durante la secuenciacion y Seurat version 4.1.0 [48] para
la reduccion de dimensiones e identificacion de poblaciones celulares referidas de

aqui en adelante como “clusters”. Finalmente, se uso Monocle3 version 1.2.6 para
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el analisis de pseudotiempo [49]. Brevemente, se crearon los objetos de Seurat con
las matrices de conteo y se realiz6 el procesamiento de acuerdo con las guias de
procesamiento que utilizan la paqueteria de Seurat [48]. En el caso de los
paramétros de control de calidad que incluyen: el filtrado para excluir células con
mas de 7,000 y menos de 200 genes identificados y células que con mas del 10%
de expresiéon de genes mitocondriales [50,51]. Para la normalizacion y escalamiento
de los datos se utilizaron las funciones “LogNormalize” y “ScaleData” en Seurat
antes de la integracion con harmony. Finalmente, para la reduccién de dimensiones
y la formacion de clusters se utilizaron los parametros de dimensiones = 1:15, con

una resolucién de 1.0 en Seurat y harmony.

Por otra parte, los genes diferencialmente expresados (DGE, por su abreviacion en
inglés) se determinaron con la funcion “Fold.change” con los paramétros pre-
establecidos en Seurat. Adicionalmente, los mapas de similitud fueron creados con
los clusters de este estudio y los previamente reportados [21] y esto se realizd
comparando los DGE marcadores especificos en ambos estudios utilizando la
funcion “FindAllMarkers” en Seurat y seleccionando los genes con un valor de p

ajustado < 0.05) y con la siguiente férmula:

(Genes en comiin)x100

[(N1 genes + N2 genes) — Genes en comun]

ey

Donde:

Genes en comun: son el numero de genes compartidos en ambos clusters
N1 genes: nimero total de DGE en el cluster de referencia

N2 genes: numero toal de DGE en el cluster de éste estudio
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6.4 Andlisis de enriquecimiento de vias

Para analizar las anotaciones de las funciones biologicas de los genes regulados
de manera positiva 0 negativa se uso el servidor en linea (internet) de la base de
datos para la anotacion, visualizacion y descubrimiento integrado (DAVID, por sus
siglas en inglés) [52], utilizando el genoma de Mus musculus como referencia para
los analisis de ontologia de genes (GO, por sus siglas en inglés). Ademas, para un
andlisis mas robusto de enriquecimiento de rutas biolégicas se utilizé GSEA [53].
Se obtuvieron y usaron todas las anotaciones reportadas contenidas en la base de
datos de raton GSKB [54]. Las diferencias significativas fueron asignadas con un

FDR < 0.05 and valor de p < 0.01.

6.5 Mapas de enriquecimiento

Los mapas de interaccion se construyeron con la informacién obtenida del analisis
de enriquecimiento de vias usando el software Cytoscape version: 3.9.1. Se tomé
en cuenta el indice de Jaccard con valores = 0.4. Se asoci6 significancia estadistica
en las vias de enriquecimiento de acuerdo con los genes compartidos. Ademas, se
determinaron las etiquetas de las colecciones de funciones bioldgicas usando la
funcion de “AutoAnnote”. Un mapa preliminar se obtuvo con Cytoscape, sin

embargo, el disefio final se realizé en Affinity Designer version 1.10.4.

6.6 Procesamiento de cortes histolégicos
La técnica de microscopia electronica y los analisis de inmunofluorescencia se
llevaron a cabo de acuerdo a la metodologia previamente reportada [7]. Se

emplearon los siguientes anticuerpos primarios: rabbit polyclonal anti-Transition
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Protein 1 (TNP1) de Abcam, catalogo: ab73135; mouse monoclonal antibody anti-
Transition Protein 2 (TNP2) de Santa Cruz Biotechnology, catalogo: sc-393843;
mice anti-Protamine 1 (PRM1) y mice anti-Protamine 2 (PRM2) de Briar Patch
Biosciences LLC, catalogo: HuplN and Hup2B respectivamente. Para las
inmunofluorescencias se utilizaron los anticuerpos secundarios: goat-anti-rabbit
IgG, Alexa Flour 594 from Invitrogen, catdlogo: A-11008; goat-anti-mouse IgG,
Alexa Flour 488 from Invitrogen, catalogo: A28175; goat-anti-mouse IgG, Alexa

Flour 594 from Invitrogen, catalogo: A32742.

6.7 Western Blot de proteinas de testiculos de ratones

Para la técnica de western blot se utilizaron ambos testiculos de dos ratones WT y
dos Ctcf-cKO. Primero, se anesteciaron los animales para posteriormente realizar
las eutanasias. En seguida, se hicieron las extracciones de los testiculos con el
posterior retiro de la tunica albujinea. Luego, se colocaron los testiculos en tubos
conicos de 14 mL adicionados con 5 mL de medio HEPES pH 7.4, para comenzar
con la disgregacion mecénica utilizando el homogeneizador manual TissueRupture
Il de Qiagen durante 5 minutos en cada muestra. Se utilizaron una serie de Buffer
para la extraccion fraccionada de las proteinas celulares como previamente se

reporté [55].

Brevemente, se centrifugaron las suspensiones celulares a 100 RFC (Fuerza
centrifuga relativa) a 4°C para obtener un precipitado denominado “botén”, el cual
fue resuspendido y lavado agregando 1 mL de PBS 1X frio y después se centrifugo

a 100 RFC a 4°C. Luego, se retiré el PBS y se agregaron 2.5 mL de buffer 1
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(consultar anexo, seccién 12.2) adicionado con inhibidor de proteasas. Se incub6
la suspensién celular durante 10 minutos y después se centrifugo a 2,000 RFC para
obtener un botén celular. Posteriormente, se aspird el sobrenadante y se conservo

porque en él se encuentran las proteinas de la fracciéon del citosol celular.

Por otra parte, al boton obtenido se le agregaron 2.5 mL del buffer 2 (consultar
anexo, seccion 12.2) para resuspenderlo y se incubo durante 30 minutos, para
después centrifugarlo a 7,000 RFC durante 10 minutos para obtener un botén y
restos celulares. El sobrenadante se aspira y se conserva porque en este extracto
se encuentran las proteinas unidas a la membrana de los organelos, como el
reticulo endoplasmatico, golgi, mitocondrias y proteinas luminares nucleares. Por
su parte, al botén se le agregaron 2.5 mL de buffer 3 frio (consultar anexo, seccién
12.2) y se re-suspendio con vortéx. Luego, se incubaron las muestras a 4°C durante
1 hora, para favorecer la solubilizacién del nucleo y la digestion del ADN gendémico.
Después, se centrifugaron las muestras a 7,000 RFC durante 10 minutos para
obtener el botén de proteinas insolubles. El sobrenadante se conservé porque

contiene el extracto con proteinas nucleares y de membrana.

Por dltimo, al botén de células de cada muestra se les agreg6 2.5 mL de buffer 4
(consultar anexo, seccion 12.2) para resuspenderlo con vortéx y calentarlo.
Después, se centrifugo a 8,000 RFC durante 10 minutos para que se formara el
boton con los restos celulares. El sobrenadante se conserva porque contiene la
fraccion de proteinas nucleares insolubles. Por ultimo, el sobrenadante/boton de

cada extracto fue cuantificado por el método de bradford.
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Posteriormente, se calcularon las diluciones correspondientes para que en 15 pL
de volumen tuvieran una concentracién de 200 ug/mL. Finalmente, a las diluciones
se les agreg6 Laemmli Sample Buffer 1X de BIO-RAD y se calentaron a 90°C
durante 10 minutos y se dejaron enfriar a temperatura ambiente, para su posterior
preservacion o procesamiento. La muestras se cargaron en un gel de SDS-
poliacrilamida al 15% y se realizd la electroforesis utilizando el equipo Mini-
PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell de BIO-RAD, inicialmente las
muestras se corrieron a 40 volts durante 20 minutos y posteriormente a 120 volts

durante 60 minutos.

Concluida la electroforesis, se realiz6 la transferencia de las proteinas a una
membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF) usando el equipo Mini Trans-Blot Cell
de BIO-RAD a 40 volts durante 120 minutos en camara fria. Después, se realizo el
bloqueo de la membrana de PVDF con una solucion de Blotting Grade Blocker de
BIO-RAD al 5% en TBS 1X + Tween al 0.1% (TBST) y se incub6 durante 30 minutos
en agitacion a temperatura ambiente. Luego, se agregaron los anticuerpos
primarios para TNP1, TNP2, H2B de Santa Cruz Biotechnology, catalogo: sc-
515937. Los tres anticuerpos primarios se diluyeron 1:1000 en TBST y se dejaron

incubar toda una noche en agitacion a 4°C.

Al dia siguiente, se retir0 el anticuerpo primario de las membaranas y se lavaron 3
veces con TBST durante 5 minutos. Después, se les agregl el anticuerpo
secundario acoplado a la peroxidasa [1/1000] (BIO-RAD, Num. De Cat. 1705046) y

se incubd durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente. Por ultimo, las
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membranas se lavaron 3 veces con TBST durante 5 minutos y se revelaron
utilizando el kit de deteccién Western Blotting Cytiva Life Sciences Amersham ECL
Select (Cytiva RPN2235). La captura de imagen se realiz6 con el equipo de

deteccion de quimioluminiscencia Fusion FX (Vilber).

7 Resultados

7.1 Lasecuenciacion de ARN de célula Unicarevela las poblaciones celulares
de la espermatogénesis

Previamente, se reportd que la eliminacion condicional de Ctcf durante la
espermatogénesis de raton produce espermatozoides maduros anormales [7]. Sin
embargo, para determinar las etapas de la espermatogénesis en las que estas
alteraciones toman lugar se realizé scRNAseq de células espermatogénicas de dos
ratones wild type (WT) y dos ratones Ctcf-cKO. Después del procesamiento de las
muestras, preparacion de librerias para secuenciacion y secuenciacion, se

obtuvieron un total de 909 células.

Posteriormente, se realiz6 el control de calidad para filtrar células con alto o bajo
conteo de genes y alto porcentaje de expresion de genes mitocondriales resultando
en un total de 908 células que pasaron los controles de calidad (Figura 8A-B). En
seguida, se realiz6 la integracion de las diferentes bases de datos para
homogenizar variaciones relacionadas al procesamiento de muestras (Anexos-
Figura suplementaria 1A y 1B). Por ultimo, se realiz6 la reduccion de dimensiones
y la proyeccion de perfiles transcripcionales de las células usando el método de
reduccion de dimensiones UMAP por sus siglas en inglés (Uniform Manifold

Approximation and Projection for Dimension Reduction).
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La proyeccion revel6 10 clusters, en ambos genotipos (Figure 9A and 9B). Aunque,
ambos genotipos mostraron los mismos clusters, se identificaron cambios en las

proporciones en el nimero de células dentro del mismo cluster (Figura 8B-C).

Debido a que se utilizdé una plataforma de microfluidos de baja captura de células
comparada con la plataforma mas usada que es de mayor captura (ddSEQ de BIO-
RAD vs Chromium de 10X Genomics, respectivamente), se decidié incrementar el
namero de lecturas por célula para asi compensar y estimar de manera mas robusta
los perfiles transcripcionales del sistema [56]. Primero, se exploro si los 10 clusters
con las 908 células (405 y 503 células de los testiculos de los genotipos WT y Ctcf-
cKO) representan las poblaciones celulares que se encuentran en los testiculos de
raton. Para esto, se comparo y graficd el porcentaje de similitud (definido como el
porcentaje de marcadores moleculares compartidos entre dos clusters) entre los
genes diferencialmente expresados (DGE) de cada uno de los 10 clusters y los
DGE de cada uno de los 17 clusters obtenidos previamente utilizando scRNAseq

de 4,651 células provenientes de testiculos de dos ratones WT [21].

De esta manera, se identific que los clusters 4, 7 y 8 del presente estudio muestran
el mayor porcentaje de similitud con los clusters que contienen marcadores para
células de Sertoli y peritubulares (clusters 15y 17 en [21]) (Figure 9C). Por otra
parte, el cluster 5 tiene un perfil transcripcional relacionado con
espermatogonias/espermatocitos (clusters 10, 8, 6 y 9 en [21]). Por su parte, el
cluster 2 es similar a los espermatocitos/espermatidas redondas (clusters 6, 9, 12,

2,7,13, 11y 5 en [21]). Finalmente, los clusters 0, 1 y 3 muestran similitud con las
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espermatidas redondas tempranas, medias y tardias (clusters 12, 2, 7, 13, 11, 5, 3,

1y 4 en[21]) (Figure 9C).

Para corroborar las similitudes previas y la asignacién de la identidad a los clusters,
se inspeciono la expresion especifica de marcadores moleculares para células de
Leydig, Sertoli y espermatogonias reportados previamente en dos estudios
diferentes [21,57]. En consecuencia, se encontré que los clusters 4, 6, 7, 8y 9
muestran marcadores moleculares para células somaticas (células de Sertoli y
Leydig) (Figura 9D), mientras que las células del cluster 5 expresan marcadores
para espermatogonias y células meidticas (espermatocitos) (Figura 9D). Por su
parte, el cluster 3 muestra expresion de marcadores para espermatocitos y
espermétidas redondas (Figura 9D). Por ultimo, se identific6 que los clusters 3, 1y
0 contienen marcadores para espermatidas redondas (Figura 9D). Debido a que los
clusters 4, 6, 7, 8 y 10 contienen células somaticas donde la eliminacién condicional
de Ctcf no es activa [7], se decidi6 remover estos clusters para los posteriores

andlisis (Figura 10).

Adicionalmente, para aportar mas evidencias sobre la correcta identificacion de los
clusters se utilizoé un paquete en R (ScType version 3.0) [58], el cual es un anotador
automatico de células que utiliza marcadores moleculares previamente publicados
[57] (Anexos-Tabla supplementaria 1). De esta forma, la identificacion automatica
mostro resultados similares a los obtenidos previamente, donde los clusters de
células somaticas se conservan, mientras que los relacionados al proceso de

espermatogénesis cambian ligeramente pero corresponden a la generacion de
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células haploides (Figura 11). Estos resultados justifican una vez mas la depuracion
de las células somaticas para los subsecuentes andlisis y la identificacion de las

etapas representativas de la espermatogénesis en el resto de las poblaciones
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Figura 8. Control de calidad y proporciones celulares. (A) Grafica de violin de genes y porcentaje
de genes mitocondriales presentes en células de testiculos de raton WT y Ctcf-cKO. (B) Tabla con
el ndmero de células que corresponden a cada cluster en ambos genotipos (WT y Ctcf-cKO). (C)
Gréfica de barras con la proporcion de células de cada cluster. El ancho de las barras es
proporcional al nimero de células contenidas en el cluster.

28



10 10 Ctef-cKO Wild Type
B B :
8 8 6 8
5 5 Y " 0
5. b ®1
® 2
o~ g TR ®3
o, RN 7L . ® 4
< 01 8y w o e s
= 9 '-? 6
5 1 7
8
-5 -5 7 9
7 7
3 & 2
=10 -1
-4 0 4 8 40 4 8 40 4 8
UMAP 1
~ \C Clusters (Hermann et al., 2018)
g 17 -> Peritubular Cells
N |Cluster 9 o 14 -> Sertoli Cells
_i [Cluster 8 Similarity 45 > sertoli Cells
= |
= Cluster 7 | 40 16 -> Undifferentiated Spermatogonia
pt Cluster 6 10 -> Differentiating Spermatogonia
o [Cluster 4 30 5. Leptotene/Zigotene Spermatocytes
o |Cluster 5 20 6 ->Pachytene/ Diplotene
= |Cluster 2 9 -> Diplotene & 2° Spermatocyte
@ |Cluster 0 10 12 -> Round Spermatids Steps 1-3
% Cluster 1 [ 0 2 ->Round Spermatids Steps 1-3
3 |Cluster 3 | | 7 -> Round Spermatids Steps 1-3
@] M~ E 0 0o ®oe e NN~ ® M 13 -> Round Spermatids Steps 4-5
L s L s o= 8§ 6 8 = 8 6 5= = 8 8 8 8 11 -> Round Spermatids Steps 4-5
B EEBEEEEEREEEEREEEEE 5 -> Round Spermatids Steps 4-5
8 (% 8 S S S O O 5 o O 5 5 O O 0O O 3 -> Round Spermatids Steps 6-7
> 1 -> Round Spermatids Steps 6-7
Clusters (Hermann et al., 2018) - G L

4 -> Round Spermatids Steps 6-7

Celulas Somaticas Espermatogonia/Espermatocitos Espermatidas Redondas

1 I
91 1 1’ )
1 I
8 - I
! ! Average Expression
I I
74| - | o @ Iz
| I
6 . ' ! TIIT I K
w | I 0
gife-00 -l .1 -1
g | I
O 51 : e o « . 8 ® e ® 8 o @ .l: Percent Expressed
| - 0
24 1 ele o . s 25
1
| | e 50
°1 | | -3
1 [ @ 100
J I I
| I
1 [

L e e e L R LA S S S s B s S S T

O o N o \ 2 O gv
%63 (\‘3{ \\ q\‘ i \';\'z?’o A “@@ X e}'\ % R Wg{;ﬁ%g M WO e \& g{“&‘?\?@?@‘&\&
W
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su clave de color del lado izquiero. (C) Heatmap que muestra los porcentajes de similitud compartida
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Espermétidas redondas.

Por ultimo, para comprobar las identidades y obtener una mejor resolucién de los
clusters con células espermatogénicas, se realizé un analisis de trayectoria usando
Monocle 3. Este algoritmo utiliza y aprende la secuencia de cambios en la
expresion génica por los que debe pasar cada célula como parte de un proceso
bioldgico dinamico. Una vez que ha aprendido la “trayectoria” general de los
cambios en la expresion génica, Monocle 3 puede colocar cada célula en su

posicion adecuada en la trayectoria [49].

Con el analisis de pseudotiempo, el cluster 5 se estableci6 como el estado inicial
(espermatogonias/espermatocitos) seguido del cluster 2
(espermatocitos/espermétidas redondas), después el cluster 0, cluster 1 y cluster

3. Sin embargo, estos Ultimos tres clusters inicialmente identificados como
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espermatidas redondas, son ahora identificados como espermatidas redondas

tempranas, medias y tardias (Figura 12A y 12B). Con estos hallazgos se verificd

gue los clusters identificados recapitulan la espermatogénesis en ambos genotipos

(Figura 10, 11 y 12B-C) lo que hace posible analizar los defectos transcripcionales

durante la espermatogénesis en ausencia de CTCF en las células de ratones Ctcf-

cKO.
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Figura 11. Identificacién automatica de los clusters utilizando ScType. La identificacién celular
se llevo a cabo utilizando marcadoores moleculares especificos para poblaciones celulares
presentes en testiculo de ratdn previamente publicadas [57] y compilados en la Tabla suplementaria
1. Espermatidas-R: Espermatidas redondas.
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Figura 12. Prediccién de la trayectoria y anotaciones funcionales en DAVID. (A) Analisis de
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especializacién del proceso. La proyeccion fue construida usando el UMAP previo y con un
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identificaciébn de clusters por marcadores moleculares. (C) Linea del tiempo del proceso de
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espermatogénesis localizando los clusters identificados en este trabajo basado en el mapa de
similitud, identificacién de marcadores moleculares y analisis de pseudotiempo. Esperméatidas-R:
Espermétidas redondas. ER-T: Espermatidas Redondas Tempranas, ER-M: Esperméatidas
Redondas Medias, ER-L: Espermatidas Redondas Tardias. (D) Expresion Diferencial de Genes
(valor de p ajustado <0.05) usado entre células de testiculos de raton Ctcf-cKO contra células de
ratones WT de cada cluster y se muestran los primeros 5 términos de ontologia de genes (Top 5
GO) de los genes regulados de manera positiva (up-regulated) recuadros verdes y los genes
regulados de manera negativa (down-regulated genes) recuadros amarillos.

7.2 Alteraciones en los perfiles transcripcionales de espermatogonias y
espermatocitos

Para evaluar si la pérdida de Ctcf produce alteraciones transcripcionales durante la
espermatogénesis, se realizdé la DGE entre las células provenientes del mismo
cluster pero distinto genotipo (Ctcf-cKO vs WT). Después, para obtener una vision
global de las funciones biologicas de las proteinas codificadas por los genes
regulados de manera negativa y positiva, se llevo a cabo un analisis con el software
DAVID que proporciona un conjunto completo de herramientas de anotacién
funcional para comprender el significado biolégico detras de grandes listas de
genes y se seleccionaron los cinco términos mas representados estadisticamente
[52,59]. En ese sentido, se encontraron alteraciones menores entre las células Ctcf-
cKO comparadas con las WT de los clusters 4, 6 y 7, mientras que en los clusters

8 vy 9 no se identificaron genes alterados, todos estos clusters fueron identificados

como células somaticas.

En el caso de los clusters 4, 6 y 7 se identificaron 13, 30 y 8 genes regulados de
manera negativa, respectivamente (logfc.threshold = 0.25 y valor de p ajustado
<0.05, Anexos-Listas 1-3). La mayoria de estos genes muestran términos de
ontologia de genes (GO por su abreviacion en inglés) relacionados con procesos

de sefializacion a excepcion del cluster 7 en el cual no se observo ningin término

33



GO (Figura 12D). Por otra parte, en el cluster identificado como
espermatogonias/espermatocitos se detectaron 3 genes regulados de manera
negativa y 13 de manera positiva en células provenientes de ratones Ctcf-cKO
(valor de p ajustado <0.05, Anexos-Lista 4) mientras que los genes regulados de
manera negativa no tienen asociados ningun GO, en cambio, los regulados de
manera positiva estan relacionados mayoritariamente con anotaciones de
componentes celulares (Figura 12D), lo que sugiere que las alteraciones
transcripcionales en espermatogonias y espermatocitos no provocan cambios

mayores en la viabilidad y funcién de estas células.

Adicionalmente, los niveles de ARNm de marcadores meioticos cruciales (genes:
Stra8, Dazl, Kit, Id4, Piwil2, Syce2, Sycp3, Rec8) en estos clusters no mostraron
diferencias significativas entre las células de los ratones WT y Ctcf-cKO (Figura 13),
lo que concuerda con datos previos donde se demuestra que los puntos de revision
de las vias de sefializacion biolégicas (i.e., formacion del complejo de

recombinacion sinaptonémico) no estan alterados [7].

Por su parte, en las células Ctcf-cKO del cluster identificado como
espermatocitos/espermatidas, se encontraron 3 genes regulados de manera
negativa y 46 regulados de manera positiva (adjusted p value <0.05, Anexos-Lista
5). Los genes regulados de manera negativa estan asociados con componentes
integrales de la membrana, mientras que los regulados positivamente estan
involucrados mayoritariamente en procesos extracelulares y metabdlicos (Figura

12D). Esto sugiere que los procesos de especializacion celular no estan del todo
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afectados a nivel de ARNm por la ausencia del gen Ctcf, lo cual concuerda con la

etapa de identificacién celular (Figura 12C-D).

7.3 Los defectos en perfiles transcripcionales de espermétidas
redondas provocan anormalidades en funciones bioldgicas

Durante la espermatogénesis, ocurren cambios drasticos en la morfologia que dan
como resultado la forma tipica de torpedo y fisiologia como la gran cantidad de
mitocondrias presentes en las células haploides que se diferencian al
espermatozoide maduro [19]. Por otra parte, una mayor regulacién y cambios en
los perfiles transcripcionales en espermatidas redondas producen varios clusters o
tipos celulares con firmas moleculares Unicas como las observadas en estudios
previos de scRNAseq [20,21,57] y en este estudio. Concordantemente con lo
mencionado, los clusters que representan las espermétidas redondas tempranas,
medias y tardias mostraron un niamero menor de genes regulados de manera

positiva comparado con los que estan regulados de manera negativa.

Por su parte, en las esperméatidas redondas tempranas, los 35 genes regulados
positivamente estan relacionados con actividades metabdlicas (Anexos-Lista 6),
mientras que en las esperméatidas redondas medias, los 33 genes regulados
positivamente estan involucrados en procesos mitocondriales y en la formacion del
axoén (Anexos-Lista 7). Finalmente, en las espermartidas redondas tardias los 6
genes regulados positivamente estan involucrados con los componentes
mitocondriales (Figura 12D), (Anexos-Lista 8). A su vez, se identificaron 86, 632 y

297 genes regulados de manera negativa en las espermatidas rendondas
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tempranas, medias y tardias, respectivamente (Anexos-Listas 6-8). Todos estos
genes tienen anotaciones relacionadas con la espermatogénesis, desarrollo de las

espermatidas, flagelo del esperma y procesos de diferenciacion, (Figura 12D).
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Figura 13. Graficas de violin. Se muestran los niveles de ARNm detectados por scRNAseq de
algunos marcadores pre-meitticos y meidticos cruciales en los clusters identificados como
espermatogonia/espermatocitos y espermatocitos/espermatidas. No se encontraron diferencias
significativas valor de p >0.05.
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Previamente, se reporto la presencia de alteraciones severas en la morfologia de
los espermatozoides maduros provenientes de ratones Ctcf-cKO [7], por lo que se
decidié realizar un analisis mas robusto para caracterizar las vias bioldgicas
alteradas y sobrerepresentadas durante la espermatogénesis que pudiera explicar

los defectos morfoldgicos en el espermatozoide maduro.

El andlisis consistio en un enriquecimiento de vias usando la herramienta GSEA
[53] y con el uso del software Cytoscape se visualizaron las vias de enriquecimiento
(representadas como nodos cuyo tamafio es proporcional al nUmero de genes des-
regulados en una base de datos especifica). Cuando varias vias estan asociadas
por similitud se muestran como circulos interconectados, representando un nivel de
proceso de alto grado en una funcion biolégica especifica [60]. Con éste analisis,
se identificaron vias biologicas sobre-representadas (vias biolégicas alteradas o
enriquecidas) en células de la espermatogénesis provenientes de ratones Ctcf-
cKO, (Figura 14A-E). En ese sentido, en el  cluster de
espermatogonias/espermatocitos no se encontraron vias enriquecidas (Figura
14A), mientras que en el cluster de espermatocitos/espermétidas se observaron
vias alteradas relacionadas con la expresion de genes en testiculos o
espermatidas, metilacion de promotores en el ADN y la expresion diferencial de
genes en modelos KO para la diferenciacion de espermatocitos/espermatidas
(Figura 14B). Entre los modelos de raton KO con defectos transcripcionales
similares a las vias identificadas en este cluster se reportan los siguientes: la

obstruccion del desarrollo de espermatidas nulos para el gen Tslcl [61], la
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progresion detenida de los espermatocitos en ratones nulos para el gen Spoll”y

Cldn11”- [62,63].
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Figura 14. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) de células provenientes del raton Ctcf-cKO
contra células del ratédn WT y expression diferencial de genes clave para el recambio de
histonas. (A-E) Mapas de enriquecimiento de vias o funciones bioldgicas alteradas en células Ctcf-
cKO contras células WT. Las comparaciones fueron realizadas en cada cluster. Cada circulo verde
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(nodo) representa una via. Un vinculo entre vias fue establecido cuando dos vias tienen un indice
de Jaccard > 0.4, dado el gen expresado. Todas la vias enriquecidas tienen un FDR < 0.05 y un
valor de p < 0.01. (F) Gréfica de violin con la expresion de los perfiles de los genes Tnpl, Tnp2,
Prm1 y Prm2 en esperméatidas redondas tempranas, medias y tardias de ratones Ctcf-ckO y WT.
Las diferencias estadisticas estan basadas en el Wilcoxon rank sum test, los asteriscos indican un
valor de p <0.05.

Por su parte, en el cluster de las espermatidas redondas tempranas se encontraron
vias relacionadas con el nacleo de espermatozoides anormales, flagelo, motilidad
espermética y con la metilacion de promotores en el ADN entre otras (Figura 14C).
Finalmente, en los clusters de espermatidas redondas medias y tardias se
identificaron vias fisiologicas involucradas en la movilidad del espermatozoide,
nucleo anormal en el esperma y obstruccion del desarrollo de espermétidas en
ratones nulos para el gen Tslcl [61] (Figura 14D-E). Todos estos hallazgos indican
que las espermatidas redondas sufren alteraciones transcripcionales que podrian

provocar malformaciones en el espermatozoide maduro de los ratones Ctcf-cKO.

7.4 Laviade incorporacion de protaminas esta afectada en las espermatidas
de ratones Ctcf-cKO

Para corroborar los resultados obtenidos por los datos de GSEA que sugieren
anormalidades en el desarrollo de espermatidas y en el nucleo del espermatozoide,
se decidi6 analizar las proteinas clave involucradas en el proceso de recambio de
histonas por protaminas [18,19]. Primero, se observé la alteracion en la regulacién
de los niveles de ARNm de los genes de Tnpl, Tnp2, Prml1 y Prm2 en las
espermatidas redondas (tempranas, medias y tardias) identificadas en la etapa de
espermiogénesis (Figura 14F). Posteriormente, se decidié detectar la incorporacion
de estas proteinas en el nacleo de espermatidas utilizando inmunofluorescencia en

cortes histologicos de testiculos de ratén Ctcf-cKO y WT. Se observé que mientras
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en espermatidas elongadas/elongamiento del raton WT, ambas proteinas TNP1 y
TNP2 son co-expresadas (Figura 15A-E), en el 25% de los tubulos seminiferos
analizados de las espermétidas del ratén Ctcf-cKO en algunas espermatidas (sin la
forma elongada tipica) se detecté la sefial solo para TNP1 (Figura 15F-J). Ademas,
para estimar la interferencia por el ruido de fondo, se realizaron los controles

negativos (cortes histolégicos con solo anticuerpo secundario) (Figura 16).

Por otra parte, se encontr6 de manera general que la sefial para ambas proteinas
(PRM2 y PRM1) en espermatidas redondas en ambos genotipos Ctcf-cKO y WT
(Figura 15K-R y Figura 17A-L, respectivamente). Sin embargo, aunque la
identificacién de la sefial para PRM1 en espermatidas fue detectada (17E-H) el 30%
de los tubulos seminiferos analizados del raton Ctcf-cKO mostraron “espermatidas”
con un patron de expresion alterado (Figura 17I-L). Una vez mas, se utilizaron
controles negativos para estimar el ruido de fondo (Figura 18). Estos datos sugieren
gue el proceso de incorporaciéon de protamina esta alterado en las esperméatidas
del ratén Ctcf-cKO. Adicionalmente, se decidio explorar los niveles de las proteinas
H2B, TNP1 y TNP2 presentes en las fracciones celulares citoplasmaéticas,
nucleares solubles y nucleares insolubles de testiculos de ambos genotipos (WT y

Cfcf-cKO).

De manera cualitativa se encontré que los niveles de H2B en los testiculos de raton
en la fraccion insoluble (asociada a la cromatina) estan pertubardos, lo cual,
concuerda con los hallazgos reportados previamente, donde la sefal para la H2B

en espermatozoides maduros esta disminuida en el genotipo Ctcf-cKO [7],
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sucediendo algo similar para la proteina TNP1 al compararlos con los extractos de

la fraccion insolubles de los testiculos de raton WT (Figura 19).

7.5 Las espermétidas del ratén Ctcf-cKO muestran anormalidades en la
formacion del acrosomay la compactacién nuclear

Finalmente, se caracterizaron algunas de las vias morfologicas alteradas en los
perfiles transcripcionales en espermatidas redondas previamente identificadas con
los analisis de DAVID y GSEA. De esta manera, se realizO una caracterizacion
morfologica detallada de las células en espermatogénesis utilizando microscopia
electronica de transmision (ME). Se describieron principalmente dos fenotipos en
las espermatidas que confirman los hallazgos de la morfologia anormal en el

espermatozoide obtenida por los analisis de términos GO y GSEA.

El primero, esta relacionado con la biogénesis del acrosoma. En espermatidas
redondas provenientes del ratbn WT, se observd que el saco del acrosoma y la
capucha del acrosoma (Hc) con su respectiva formacion esférica en la superficie
del nlcleo se encuentran como se esperaba [64] (Figura 20A), mientras que en las
espermatidas redondas del raton Ctcf-cKO estas dos estructuras estan planas

discrepando con lo usualmente reportado (Figura 20B).

Siguiendo el proceso de diferenciacion espermética de una forma esférica a una
asimétrica en los pasos 8-10, se observd que el acrosoma y el Hc estan
condensados y aplanados dando lugar a una vesicula acrosomal altamente

electrodensa [65] (Figura 20C). Sin embargo, no se observaron estos cambios en
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la formacion de la vesicula del acrosoma en las espermatidas elongadas del ratdon

Ctcf-cKO (Figura 20D).
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Figura 15. Micrografias de Inmunofluorescencia para los anticuerpos TNP1, TNP2 y PRM2 en
cortes histologicos de testiculos de raton WT y Ctcf- cKO. (A-E) Muestran inmunodeteccion
simultanea para TNP1 y TNP2 en espermatidas elongadas de cortes WT. (F-G) Inmunodeteccion
simultaneal para TNP1 y TNP2 en espermatidas elongadas de testiculos de raton Ctcf-cKO. La
espermatidas elongadas con imunodeteccion para ambas proteinas estan sefialadas con flechas,
mientras que las espermatidas anormales con sefial solo para TNP1 estan indicadas con asteriscos.
El 25% de los tubllos seminiferos muestran espermatidas con un patréon anormal de
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inmunodeteccion. (K-N) Immunodeteccion de PRM2 en espermatidas elongadas de cortes de
testiculo WT. (O-R) Immunodeteccién de PRM2 en espermétidas elongadas de cortes histoldgicos
de testiculo de raton Ctcf-cKO. Las espermétidas elongadas con inmunodeteccién para PRM2 se

indican con flechas. Los andlisis se realizaron en tres ratones de cada genotipo.
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Figura 16. Micrografias de controles negativos paraTNP1, TNP2 y PRM2 en cortes
histolégicos de testiculos de raton Wild Type y Ctcf-cKO. Se identificaron los cortes histoldgicos
de los tubulos seminiferos, las laminillas se incubaron con solucion salina de fosfatos (PBS) en lugar
del anticuerpo primario y los anticuerpos secundarios para la deteccién de TNP1, TNP2 y PRM2.

Adicionalmente, en espermatidas elongadas del raton WT, se observo que la
vesicula acrosomal estaba bien definida en la regién apical del ndcleo de

espermatidas elongadas (Figura 20E), mientras que en espermatidas elongadas
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del ratén Ctcf-cKO se observé una vesicula acrosomal no bien definida localizada
en regiones nucleares diferente a la zona apical (Figura 20F). Finalmente, se
observé que el acrosoma en espermatidas elongadas de los testiculos de ratbn WT
estd tipicamente localizado en la zona apical y esta bien delimitada (Figura 20G),

pero en espermatidas elongadas del ratén Ctcf-cKO no se formd apropiadamente

(Figura 20H).
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Figura 17. Micrografias inmunofluorescentes para el anticuerpo de PRM1 en cortes
histolégicos de testiculos de raton WT y Ctcf- cKO. (A-D) Inmunodeteccién para PRM1 en
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esperméatidas elongadas de cortes de testiculos de raton WT. En algunas espermatidas elongadas
de manera representativa la sefial para PRM1 se indica con flechas. (E-H) Immunodeteccion de
PRM1 en espermatidas elongadas provenientes de cortes de testiculo de ratdon Ctcf-cKO. En
algunas espermatidas elongadas de manera representativa la sefial para PRM1 se indica con
flechas. (I-L) Immunodeteccion de PRM1 en espermatidas elongadas de cortes histologicos de ratén
Ctcf-cKO . 30% de los tubulos seminiferous analizados contienen células con sefial anormal para
PRML1 sefialada con un circulo.
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Figura 18. Micrografias de controles negativos para PRM1 en cortes histologicos de
testiculos de raton Wild Type y Ctcf-cKO. Se identificaron los cortes histolégicos de los tubulos
seminiferos, las laminillas se incubaron con solucion salina de fosfatos (PBS) en lugar del anticuerpo
primario y los anticuerpos secundarios para la deteccién de PRM1.
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Figura 19.- Western blot para proteinas nucleares. En la parte superior de la imagen se muestran
las fracciones celulares evaluadas. C: Citoplasmatica; S= Fraccion soluble nuclear; |= Fraccion
insoluble nuclear. Se utilizaron 2 ratones de cada genotipo. H2B: Histona 2B, TNP1: Proteina de
Transicion 1; TNP2: Proteina de Transicion 2.

El segundo fenotipo que se detect6é esta relacionado con la envoltura nuclear y
aunque no se detectaron defectos en las espermétidas redondas en las primeras

etapas (Figura 20 I-J), si se detectaron los defectos en la forma del ndcleo de
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espermatidas provenientes del raton Ctcf-cKO cuando recien comienza la
elongacion de la esperméatida. En este punto, se observd la continuidad de la
envoltura nuclear (Figura 20K) en las esperméatidas WT, sin embargo, se identificd
la alteracion en la continuidad de la envoltura nuclear en las espermatidas del raton
Ctcf-cKO (Figura 20L). En cuanto a la compactacién de la cromatina, se observo
gue en espermatidas del ratbn WT se presenta un patron de compactacion
homogéneo (Figura 20M) no ocurriendo esto en el caso de las espermétidas del
raton Ctcf-cKO (Figura 20N). Por ultimo, se observo que la forma anormal de ndcleo
es evidente en espermétidas del ratén Ctcf-cKO comparadas con las espermatidas

del raton WT (Figura 200-P).

8 Discusion

A pesar de que CTCF es una proteina clave en la formacion del espermatozoide,
en la fertilidad y del establecimiento del epigenoma en raton [22], se sabe poco de
su funcién a lo largo de las diferentes etapas de la espermatogénesis. En este
estudio con el andlisis del transcriptoma de células individuales en diferentes etapas
de la espermatogénesis se encontré que no hay mayores alteraciones en las
funciones biolégicas de las células en mitosis y meiosis en ausencia de CTCF. Sin
embargo, las células haploides que estan en espermiogénesis tienen cambios
significativos en sus perfiles transcripcionales y en la morfologia. De acuerdo con
esto, los analisis de términos GO y GSEA de los genes alterados indican que en
las espermatidas redondas tempranas, medias y tardias tienen defectos en la
diferenciacion de espermatidas y en la morfologia del espermatozoide.

Adicionalmente, se observaron defectos en el proceso de recambio de histonas por
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protaminas, en la compactacion nuclear y en la biogénesis del acrosoma en las

diferentes etapas de la espermiogénesis.
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Figura 20. Micrografias de microscopia electrénica de transmision de espermatidas
provenientes de testiculos de ratones WT y Ctcf-cKO. (A) Micrografia que muestra el saco del
acrosoma (linea roja) y la capucha de la cabeza (Hc) (linea con barras negra) de una espermatida
redonda de ratén WT. (B) Saco del acrosoma anormal (linea discontinGa roja) y capucha de la
cabeza (linea con barras negra) de una espermatida redonda de ratén Ctcf-cKO. (C) Capucha de la
cabeza plana y condensada (circulo negro) de una esperméatida en elongamiento provemiente del
raton WT. (D) Capucha de cabeza anormal (circulo negro discontinio) de espermatidas en
elongamiento provenientes de raton Ctcf-cKO. (E) Acrosoma propiamente formado en la region
apical anterior de una esperméatida elongada de raton WT (flecha de cabeza doble roja). (F)
Acrosoma mal posicionado (flecha de cabeza doble discontinua roja) en espermatida elongada de
ratén Ctcf-cKO. (G) Acrosoma en la regién apical anterior en una espermatida elongada de testiculo
de raton WT (flecharoja). (H) Acrosoma anormal y morfologia alterada de una espermatida elongada
de testiculo Ctcf-cKO (flecha roja). (I) y (J) Adecuada morfologia nuclear y compactacién de la
cromatina en espermatidas redondas de testiculos de raton WT y Ctcf-cKO. (K) Esperméatida
elongada con material electrodenso asociado a la envoltura nuclear y de la membrana nuclear
(flechas azules) de ratones WT. (L) Espermatida elongada con envoltura nuclear discontinua
proveniente de raton Ctcf-cKO (flechas azules). (M) Espermatida elongada con cromatina
condensada (linea azul con barras) proveniente de ratén WT. (N) Espermartida elongada con
condensacion anormal de la cromatina de testiculo de raton Ctcf-cKO (linea discontinua azul). (O)
Espermatida elongada de testiculo que muestra un completo empaquetamiento de la cromatina
dentro del nucleo (linea azul del contorno) de raton WT. (P) Espermatida elongada de testiculo que
muestra un aparente empaqguetamiento de la cromatina (linea de contorno discontinua azul) pero
con morfologia anormal de la cabeza en ratones Ctcf-cKO. La barra representa una escala de 2 um.

En un estudio previo, se reportd que el espermatozoide maduro proveniente de la
cauda de epididimo de los ratones Ctcf-cKO presentan malformaciones en el
acrosoma y la compactacion nuclear [7]. Por lo que los hallazgos reportados en
este estudio aportan que los defectos son producidos por alteraciones en los
perfiles transcripcionales de genes relacionados en espermétidas redondas. En los
estudios de scRNAseq de la espermatogénesis de ratdbn se reporta la
heterogeneidad celular [20,21], por lo que se utilizaron marcadores estado
especificos de estos estudios para identificar y validar los clusters en el diagrama
de flujo bioinforméatico. Adicionalmente, se ha documentado que el uso de
scRNAseq puede descubrir tipos celulares que son enmascarados cuando se usa

RNAseq de todo el tejido [66,67].
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Concordantemente, se encontré que durante el estado de espermatidas redondas
de los ratones Ctcf-cKO, la metilacién de promotores en el ADN esta afectada, este
hallazgo debe ser explorado apropiadamente en nuestro modelo de raton Ctcf-cKO,
porque de acuerdo con estudios previos la metilacion del ADN en la linea germinal
tiene el potencial de regular la expresion génica en la decendencia. Las fallas en
este proceso podrian tener consecuencias graves en el desarrollo post-fertilizaciéon
[68]. En el ratén, la desmetilacion del genoma ocurre en estados tempranos del
desarrollo de las células germinales primordiales. Sin embargo, una onda de
metilacion de novo afiade memoria epigenética a sitios gendmicos especificos
(regiones improntadas) en la etapa de pro-espermatogonia antes del nacimiento

[69,70].

De esta forma se identificé que la metilacién en promotores del ADN es afectada
en los andlisis durante la etapa de espermétidas redondas de ratones Ctcf-cKO,
esto podria implicar que en la condicion WT en un proceso continuo. Sin embargo,
aun no se ha reportado la metilacion de novo en el ADN durante la diferenciacion
de espermétidas. En su lugar, se ha sugerido que los mecanismos activos de la
metilacion del ADN estan actuando para reprimir transposones en la linea germinal
ya que MORCL1 reprime los elementos transponibles en la linea germinal de ratones
macho [71]. De acuerdo con esto, la transcripcion del gen responsable de la
represion de transposones MORC1, se encuentra afectada (analisis de GSEA) en

espermatidas redondas de los ratones Ctcf-cKO.
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A pesar de los bajos conteos, el espermatozoide con algunas alteraciones
morfologicas y bioquimicas se sigue produciendo en ausencia de CTCF [7]. En este
estudio se encontr6 que la mayoria de estos defectos son creados a nivel
transcripcional en espermatidas redondas y resultan en un fenotipo que se observa
a lo largo del proceso de la diferenciacion del espermatozoide. Sin embargo, el
mecanismo exacto por el cual CTCF controla esta funcion bioldgica no ha sido del
todo descrita. Un posible mecanismo que se puede asociar a CTCF es el
establecimiento de epigenoma del espermatozoide y la retencién/reemplazo de
histonas [22]. En espermatidas redondas, CTCF y el complejo de cohesinas ocupa
regiones gendmicas especificas orquestando la organizacion del genoma o del
epigenoma del espermatozoide [22,72]. De tal forma que la auscenia de CTCF, la
desorganizacion del epigenoma conlleva a los defectos transcripcionales descritos
y la formacion de espermatozoides anormales, no funcionales y con defectos en el

proceseso de retencion de histonas.

Por otra parte, se ha especulado que BORIS (un paralogo de CTCF) podria
contribuir junto con CTCF con organizar el genoma de las espermatidas. De manera
interesante, se ha demostrado que las unidades heterodimericas CTCF/BORIS
regulan la transcripcién en algunos genes especificos de espermatidas redondas,
reprimiendo genes y que contribuyen de cierta manera a la organizacion del
genoma del esperma [73]. Adicionalmente, se demostrd que la expresion ectépica
de Boris en células que no expresan BORIS, produce un intercambio de unién de
homodimeros de CTCF/CTCF por heterodimeros de CTCF/BORIS en la cromatina

[74]. Por lo tanto, aunque la contribucion individual de CTCF y BORIS a la
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espermatogénesis son diferentes [75], seria interesante estudiar si con la ausencia
de CTCF en regiones especificas del genoma BORIS es capaz de unirse a esos
sitios e interactuar con los motivos de union a los que preferencialmente se une
CTCF. En general, se puede especular que la ausencia de CTCF en espermatidas
redondas tiene un impacto fuerte en la organizacion del epigenoma alterando los
programas transcripcionales regulatorios especificos del esperma. Sin embargo,
estudios detallados de accesibilidad de la cromatina a nivel de célula Unica seria
necesarios para explorar esta hipotesis. Adicionlamente, este estudio subraya la

importancia de CTCF para la correcta progresion de la espermiogénesis.

9 Conclusiones

Se logr6 analizar el transcriptoma de células idividuales durante la

espermatogénesis de ratones Ctcf-cKO.

= Se identific6 que las vias de enriquecimiento alteradas durante la
espermatogénesis de ratones Ctcf-cKO estan relacionadas con defectos en
la diferenciacion de espermatidas.

» Se identific6 que estan alteradas la proteinas clave TNP2 y PRM1 para la
compactacion del genoma en espermatidas de ratones Ctcf-cKO.

» Finalmente, se asocio que las vias de enriquecimiento detectadas con los

hallazgos morfolégicos son principalmente defectos en la biogénesis del

acrosomay en la envoltura nuclear.
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10 Modelo propuesto

Testiculo de raton .
Espermatogonia
Wild Type

Indiferenciadas Diferenciadas Espermatocito 1° Espermatocito 2° Espermatidas Espermétidas
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Mitosis Meiosis | and Il Temprana Media Tardia Espermatozoide
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ANORMALIDADES EN LA ESPERMATOGENESIS

. Alteraciones transcripcionales en los niveles de mRNA
de: Tnp1, Tnp2, Prm1y Prm2.

*  Vias de enriquecimiento relacionadas con morfologia
nuclear anormal y motilidad del espermatozoide.

. Espermatidas elongadas con anormalidades en la
biogénesis del acrosoma y defectos en la envoltura
nuclear.

Esquema de la espermatogénesis de raton. En la parte superior se representa la progresion
normal de la espermatogénesis de raton en presencia de CTCF. Mientras que en la parte inferior se
enlistan los principales hallazgos que provoca la ausencia de CTCF durante la espermatogénesis
de raton. ER-T: Espermatidas Redondas Tempranas, ER-M: Espermatidas Redondas Medias, ER-
L: Espermatidas Redondas Tardias.
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11 Perspectivas

Este estudio utilizé tecnologia de vanguardia que ha revolucionado la descripcién
de procesos bioldgicos (desarrollo, envejecimiento, patologias) en los cuales el
papel del scRNA-seq ha sido clave, sin embargo, el modelo de ratén empleado aun
no ha sido del todo descrito, algunos aspectos importantes que valdrian la pena
explorar serian: realizar pruebas de capacitacion espermatica en ambos genotipos,
también se podria caracterizar utilizando secuenciamiento de ultima generacion los
ARNs presentes en esperma maduro de ambos genotipos, incluso evaluar las
interacciones de la cromatina en células individuales para determinar que territorios
asociados topolégicamente se pierden en ausencia de CTCF. Una vez teniendo la
descripcion de estos procesos se podria considerar utilizar los espermatozoides del
raton Ctcf-cKO para pruebas de fertilizacion in vitro y evaluar que efectos tiene la

ausencia de CTCF en las primeras etapas del desarrollo embrionario.
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13.1 Tabla Suplementaria 1
Tabla suplementaria 1. Marcadores moleculares especificos para células de testiculo de raton

Tipo celular Marcador molecular
Leydig VCAM1, CYP17A1, HSD17B11, HSD3B6, BMI1, ITGB1, TOB1, UBAL,
PGK1, ZBTB16
Sertoli NOTCH1, NOTCH2, CLOCK, PER1, DYRK2, ADGRAS, ITGB1, KITL,

SOX8, RHOX5, WT1, WSB2, TEXT19.2, BIK, ETV5

Espermatogonias

SMAD4, SMADS5, USPY9, TFCP2, BEX1, U2AF1, PHF5A, TOP2A,
SMC1B, CLOCK, TAF3, TAF7, UCHL1, BRCA2, CRABP1, CCNB1,
CCNA2, CD9, MOV10L1, TEXT14, TEXT15, NXF2, USP26, ESX1,
ZFP318, MITF, UTP3, RAD21, TAF4B, KIT, NANOSS3, SOHLH1, ACTB,
H3F3B, EPCAM, SOHLH2, TAF7L, TEX11, HIST1H1A, SCML2, STRAS,
TEXT19.1, DAZL.

Espermatocitos

U2AF1, PHF5A, TOP2A, SMC1B, SYCEL, DYRK1B, PRSS44, PRSS42,
PRSS43, ZMYND15, TBP, PIWIL1, SYCES, PIN1, BRCA2, SMADI1,
CCNB2, CCNB1, CCNE2, MEIOC, NEK2, DAZAP1, KHDRBS1, YBX2,
BRDT, OVOL1, POU5SF2, ADAM2, TESK1, PDHA2, CCNA1, TDRD1,
PIWIL2, RNF17, DDX4, TEX12, STK31, SYCP2, SYCP1, HSPAZ2,
ZFP35, FER, WDR33, PBX4, GPAT2, STAGS3, CLGN, PCNA, BOLL,
SPO11, KDM3A, HORMAD1, ID4, HORMAD2, BSG, SYCP3

Espermétidas
redondas tempranas

TEX40, DYRKS3, DRYK2, ZMYND15, TRIM27, TBP, FOXJ1, BMI1,
SMADG6, CCND3, CCNB1, CCNB2, DDX25, GK2, GYKL1, PABPC2,
ADAD1, MAK, CCNA1, DDX4, TUBA3A, HSF2, STAT4, NR6A1, ZNRF4,
PMFBP1, KLF17, CAMK4, SLXL1, ACRV1, REC8, CREM, H3F3

Espermétidas
redondas medias

BCL2L11, SUFU, LXH1, REXO1, SPA17, MEIG1, NR6A1, HSPALL,
ZNRF4, SPZ1, PMFBP1, MSH4, ACTL11, HIL1S, PGK2, TNP2, ACTB,
PRM1, TNP1, PRM2

Espermatidas
redondas tardias

H1FNT, AKAP4, DYRK1B, CDKN1C, SUFU, REXO1, GAPDHS, SMCP,
SPAl7, MEIG1, CRISP2, MEAl, STAT4, HSPAILL, ZNRF4, SPZ1,
PMFBP1, ACTL11, CAMK4, HILS1, PRM2

Endoteliales

VWEF, TIE1, TEK, LY6C1

13.2 Preparacion de buffers para fraccionamiento de proteinas de testiculo

de ratén

Buffer 1

150 mM de NacCl

Digitonina Buffer (Citosol)

50 mM HEPES pH 7.4

Buffer 2

NP40 Buffer (Organelos de Membrana)
150 mM de NaCl

50 mM HEPES pH 7.4

Benzonasa

50 mM HEPES pH 7.4
0.5% deoxicolato de sodio
0.1% Sulfato Docecil de Sodio (SDS)

25 pg/mL digitonina 1% NP40

Buffer 3 Buffer 4

RIPA Buffer (Membrana nuclear) E-RIPA Extraccién Buffer (proteinas
150 mM de NacCl insolubles)

150 mM de NaCl

50 mM HEPES pH 7.4

0.5% deoxicolato de sodio

0.1% Sulfato Docecil de Sodio (SDS)
100 mM Ditiotreitol (DTT)
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13.3 Listas de Genes Diferencialmente Expresados

Lista 1 de genes diferencialmente expresados cluster 4
Gene p_val avg_log2FC pct.1 pct.2 p_val_adj

BOD1 4.63E-08 -0.941810618 0 0.444 0.00079423
PPHLN1 4.63E-08 -1.173769097 0 0.444 0.00079423
CORO2A 5.08E-07 -1.884377436 0.062 0.667 0.00871529
SURF1 7.82E-07 -1.893007501 0.062 0.667 0.01341827
SCARBL1 1.02E-06 -1.642297501 0.092 0.778 0.01755883
GNPDA2 1.68E-06 -1.715981545 0.015 0.444 0.02878396
RBX1 1.69E-06 -1.142937611 0.092 0.778 0.02899616
RPE 2.03E-06 -1.48610326 0.015 0.444 0.0347609
G2E3 2.67E-06 -1.193915633 0 0.333 0.04587972
GM12231 2.67E-06 -1.943191135 0 0.333 0.04587972
GSR 2.67E-06 -1.347637043 0 0.333 0.04587972
SLC45A4 2.67E-06 -0.892837603 0 0.333 0.04587972
TEX43 2.67E-06 -1.41367327 0 0.333 0.04587972

Lista 2 de genes diferencialmente expresados cluster 6
avg_log2FC

ARCN1 8.52E-09 -2.104796982 0 0.75 0.00014624
HSP90AA1 8.52E-09 -3.567478881 0 0.75 0.00014624
JMJID1C 8.52E-09 -2.209468903 0 0.75 0.00014624
KMT2A 8.52E-09 -3.068364856 0 0.75 0.00014624
NUP205 8.52E-09 -2.652969461 0 0.75 0.00014624
PSPC1 8.52E-09 -2.842553092 0 0.75 0.00014624
SPINT1 8.52E-09 -3.116782235 0 0.75 0.00014624
SYCP1 8.52E-09 -4.005757758 0 0.75 0.00014624
TOMM70A 8.52E-09 -2.224189977 0 0.75 0.00014624
UBA2 8.52E-09 -1.753030872 0 0.75 0.00014624
VPS50 8.52E-09 -2.325121971 0 0.75 0.00014624
ZMYM5 8.52E-09 -2.070894695 0 0.75 0.00014624
NEMF 8.40E-08 -2.711282597 0.047 1 0.00144214
MIER1 5.68E-07 -3.003242905 0.023 0.75 0.00975322
AFTPH 8.53E-07 -2.509572528 0.023 0.75 0.0146326
CDKN2D 8.53E-07 -3.03831146 0.023 0.75 0.0146326
LUC7L3 8.53E-07 -2.734610229 0.023 0.75 0.0146326
MARCH?7 8.53E-07 -3.743804634 0.023 0.75 0.0146326
PAIP1 8.53E-07 -1.963492363 0.023 0.75 0.0146326
RBM39 8.53E-07 -2.929477964 0.023 0.75 0.0146326
THUMPD3 8.53E-07 -2.370545994 0.023 0.75 0.0146326
VAMP3 8.53E-07 -2.332078326 0.023 0.75 0.0146326
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YIPF4 8.53E-07 -3.411918412 0.023 0.75 0.0146326
CuL1l 1.27E-06 -2.168377584 0.023 0.75 0.02182183
FAM20B 1.27E-06 -2.102875038 0.023 0.75 0.02182183
IFRD1 1.27E-06 -2.401267025 0.023 0.75 0.02182183
PDRG1 1.27E-06 -2.089415973 0.023 0.75 0.02182183
TLN1 1.27E-06 -2.568380066 0.023 0.75 0.02182183
ZC3H7A 1.27E-06 -2.415105744 0.023 0.75 0.02182183
SETX 2.77E-06 -2.578733961 0.093 1 0.04759586
Lista 3 de genes diferencialmente expresados cluster 7
ZPBP 4.74E-08 -2.161094211 0.026 0.857 0.00081416
4933424G06RIK 5.85E-08 -1.667167278 0 0.714 0.00100378
TOR1AIP2 5.85E-08 -1.694617515 0 0.714 0.00100378
1700001L19RIK 2.16E-07 -2.269116112 0.079 1 0.00370342
TPRN 1.62E-06 -1.832428664 0.026 0.714 0.02772245
1700113HO8RIK 1.68E-06 -1.806046615 0 0.571 0.02875499
FAM183B 1.68E-06 -1.551107106 0 0.571 0.02875499
SLCO6C1 2.73E-06 -1.330289649 0.026 0.714 0.0467931

Lista 4 de genes diferencialmente expresados en el cluster de espermatogonias/espermatocitos

1.15E-09 4920231294 0.92 0.294 1.97E-05
GSTM2 2.78E-09 3.580083587 0.84 0.118 4.76E-05
FABP3 1.42E-08 3.438869749 0.76 0.059 0.0002439
EPHX1 1.04E-07 3.176010248 0.64 0 0.00178788
HSD3B6 1.04E-07 2.921287925 0.64 0 0.00178788
LCN2 2.06E-07 3.959651419 0.76 0.176 0.00353548
ACSBG1 2.15E-07 2.361406748 0.68 0.059 0.0036975
APOE 2.58E-07 3.578783779 0.8 0.265 0.00443645
CLU 3.66E-07 3.190096012 0.8 0.265 0.00628931
MT-ND4 4.95E-07 1.568284663 0.96 0.735 0.00850247
CST3 6.61E-07 2.24891861 0.92 0.618 0.01134745
MT-CYTB 1.53E-06 0.973165561 0.96 0.794 0.02628204
ALDH2 2.22E-06 2.727847408 0.64 0.088 0.03804782
ARL 6.00 2.67E-06 -1.014407577 0 0.618 0.04590601
PANK2 2.67E-06 -1.413173819 0 0.618 0.04590601
TOP2A 2.67E-06 -1.612912135 0 0.618 0.04590601
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Lista 5 de genes diferencialmente expresados en el cluster de espermatocitos/espermatidas
Gen p_val avg_log2FC pct.1 pct.2 p_val_adj

MT-CYTB 8.31E-17 2.716867921 1 0.551 1.43E-12
GSTM1 4.67E-16 3.479932958 0.929 0.295 8.01E-12
MT-ND4 1.81E-14 2.948132108 0.929 0.449 3.11E-10
APOE 1.82E-14 2.717900558 0.81 0.154 3.13E-10
PTGDS 6.10E-14 3.294695292 0.857 0.256 1.05E-09
CLU 2.35E-13 2.554790566 0.81 0.231 4.03E-09
CYP17A1 2.83E-12 1.868137351 0.548 0.013 4.85E-08
LCN2 9.01E-12 2.464857427 0.714 0.167 1.55E-07
MT-ND2 9.51E-12 1.932550241 0.81 0.244 1.63E-07
FABP3 1.70E-11 2.077717431 0.595 0.051 2.92E-07
IGFBP7 2.40E-11 1.782842771 0.643 0.09 4.13E-07
DCN 3.88E-11 3.001594345 0.667 0.115 6.66E-07
CYP11A1 3.91E-11 1.901689443 0.476 0 6.71E-07
HBB-BS 3.91E-11 2.2800242 0.476 0 6.71E-07
HMGCS2 1.19E-10 1.706859611 0.595 0.064 2.05E-06
AGT 1.66E-10 2.577684332 0.619 0.115 2.84E-06
CST3 2.23E-10 2.286640139 0.738 0.269 3.82E-06
GSN 3.11E-10 2.401598199 0.667 0.154 5.34E-06
ALDH1A1 4.02E-10 2.042076301 0.595 0.077 6.90E-06
ACSBG1 4.49E-10 1.69989543 0.524 0.038 7.71E-06
SPARC 8.07E-10 1.794902758 0.619 0.115 1.38E-05
ALDH2 9.86E-10 1.712738711 0.524 0.051 1.69E-05
GSTM2 1.15E-09 2.62217416 0.643 0.167 1.98E-05
MT-ND1 1.23E-09 2.237635325 0.786 0.346 2.12E-05
CITED1 2.47E-09 1.394393554 0.476 0.038 4.24E-05
RBBP7 3.15E-09 1.765123681 0.548 0.077 5.40E-05
EPHX1 9.02E-09 1.802981081 0.405 0.013 0.00015473
FADS2 3.03E-08 1.280151444 0.381 0.013 0.00051973
HSD3B6 3.03E-08 1.542291907 0.381 0.013 0.00051973
APOC1 3.74E-08 1.682291129 0.405 0.026 0.00064219
SELENOP 4.47E-08 1.283303929 0.429 0.038 0.00076647
SERPINF1 5.06E-08 1.258377269 0.381 0.013 0.00086909
HSD3B1 7.29E-08 1.386947889 0.333 0 0.00125052
AKRI1CL 7.31E-08 1.110556313 0.476 0.064 0.00125542
IGFBP6 1.94E-07 1.161093763 0.476 0.064 0.00332984
AKR1A1 2.01E-07 1.273983459 0.429 0.051 0.00345775
COMT 2.28E-07 0.716394994 0.952 0.962 0.00391425
1700013D24RIK 3.79E-07 -1.255915923 0.5 0.846 0.00650568
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TLES 4.88E-07 1.267857302 0.476 0.09 0.00838234
CHCHD10 5.89E-07 1.520484114 0.5 0.128 0.01011251
ACAA2 7.77E-07 0.923244538 0.286 0 0.01334068
CTSD 8.15E-07 0.941825409 0.357 0.026 0.01398159
ADAMTS5 8.53E-07 0.890703179 0.357 0.026 0.01464599
TMEM176A 1.44E-06 1.167726013 0.333 0.026 0.02471545
BC051142 1.78E-06 -0.96393944 0.881 0.962 0.03061528
GSTA4 1.82E-06 0.956366624 0.333 0.026 0.03117948
FTH1 1.90E-06 1.83458417 0.786 0.628 0.03257997
LYz2 2.06E-06 0.972600041 0.31 0.013 0.03536975
ADAM39 2.10E-06 -1.047652944 0.167 0.628 0.03611627

Lista 6 de genes diferencialmente expresados en el cluster de espermatidas redondas tempranas
Gen p_val avg_log2FC pct.1 pct.2 p_val_adj

FAM243 3.03E-11 -1.809616101 0.04 0.633 5.20E-07
5031439G07RIK 1.14E-09 -1.631434839 0.04 0.565 1.96E-05
1700017N19RIK 6.48E-08 -1.50781465 0.06 0.503 0.00111145
1700012A03RIK 6.05E-11 -1.377995694 0.44 0.898 1.04E-06
SPACA4 4.44E-07 -1.371764765 0.08 0.503 0.00761968
PKIB 7.86E-09 -1.342820708 0.2 0.741 0.00013492
CEP295NL 1.51E-08 -1.331247805 0.22 0.769 0.00025881
TSSK6 4.94E-12 -1.326489287 0.5 0.98 8.48E-08
TPPP2 2.49E-10 -1.315897665 0.38 0.891 4.28E-06
1700024P04RIK 1.86E-09 -1.296253633 0.32 0.884 3.20E-05
MICOS13 1.23E-09 -1.293820217 0.26 0.844 2.11E-05
LYZL6 7.54E-07 -1.276840829 0.04 0.429 0.01294128
CEP112 2.58E-08 -1.261168496 0.16 0.68 0.00044212
IQCF3 3.34E-10 -1.227468474 0.54 0.966 5.74E-06
LPIN1 4.51E-08 -1.22136687 0.18 0.66 0.00077369
1700009J07RIK 3.23E-07 -1.215886703 0.2 0.68 0.00554508
1700034E13RIK 8.59E-09 -1.198621247 0.26 0.789 0.00014746
ITPR30S 3.76E-07 -1.196027765 0.08 0.524 0.00644598
SMKR-PS 6.24E-07 -1.187829247 0.18 0.626 0.01071526
UBQLN3 6.67E-09 -1.165541282 0.18 0.714 0.0001145
CARHSP1 1.60E-07 -1.136648579 0.14 0.626 0.00274712
1700013G24RIK 1.79E-09 -1.124187926 0.48 0.959 3.07E-05
UBE2W 4.63E-07 -1.113768309 0.06 0.49 0.00793875
CHL1 4.66E-09 -1.108666754 0.34 0.878 8.01E-05
PHACTR1 1.13E-07 -1.100300544 0.06 0.531 0.00193754
DCUN1D1 5.70E-07 -1.10015455 0.18 0.646 0.0097772

63



1700113HO08RIK 5.99E-07 -1.099235083 0.08 0.517 0.01028547
ERGIC2 5.78E-07 -1.085988064 0.14 0.592 0.0099203
1ISG20L2 6.88E-07 -1.073827544 0.2 0.66 0.01180015
GTSF1L 1.79E-07 -1.071015957 0.22 0.701 0.00307347
1700031M16RIK 3.55E-08 -1.064325351 0.26 0.803 0.00060993
BCL2L14 2.83E-07 -1.062869981 0.3 0.816 0.00485408
1700016P0O4RIK 2.45E-07 -1.059053193 0.18 0.66 0.00421114
CSTL1 1.90E-06 -1.044318761 0.24 0.673 0.0325933
IQCF4 3.28E-07 -1.042920442 0.36 0.85 0.00562492
TCTEX1D2 2.75E-06 -1.030302876 0.08 0.497 0.04718935
4930571K23RIK 3.91E-08 -1.027777588 0.6 0.918 0.00067067
1700011L22RIK 5.87E-07 -1.02347513 0.12 0.585 0.0100819
CCDC50 2.07E-06 -1.012333252 0.16 0.612 0.03552616
SMCP 2.35E-15 -1.009029194 0.88 1 4.04E-11
NUPRI1L 2.32E-08 -0.99954051 0.56 0.959 0.00039886
4921507P07RIK 1.23E-06 -0.984391264 0.4 0.81 0.02112951
SPATC1 1.27E-08 -0.982980153 0.14 0.694 0.00021863
LRRC8B 1.64E-07 -0.967765019 0.22 0.789 0.00281856
1700019DO0O3RIK 1.31E-06 -0.949092467 0.4 0.884 0.02245633
CRAT 2.11E-07 -0.946405385 0.3 0.81 0.00361493
MEA1 7.05E-07 -0.940492036 0.22 0.687 0.01209511
4933415F23RIK 7.14E-07 -0.932311374 0.28 0.762 0.01226268
GNPAT 2.13E-06 -0.924547315 0.12 0.558 0.03662805
1700129CO0O5RIK 7.89E-07 -0.918598936 0.3 0.789 0.01354662
4933411K16RIK 4.96E-07 -0.916285697 0.58 0.932 0.00851499
ST6GALNAC2 4.79E-08 -0.91259929 0.76 0.973 0.00082268
GM9999 3.13E-08 -0.912483366 0.58 0.952 0.00053655
SPZ1 2.08E-07 -0.901598985 0.58 0.966 0.00357152
1700001C19RIK 4.82E-07 -0.892014362 0.48 0.905 0.00827156
TBC1D20 3.00E-07 -0.891513132 0.36 0.878 0.00515504
CYPT12 1.83E-07 -0.877410047 0.36 0.912 0.00314261
1700003E16RIK 4.47E-07 -0.876151044 0.46 0.912 0.00767115
GALNTLS 1.98E-07 -0.87319296 0.38 0.837 0.00339755
FSCN3 1.48E-06 -0.87182958 0.2 0.66 0.02540385
SPATA19 8.76E-07 -0.853697735 0.4 0.864 0.01503214
Al507597 7.01E-07 -0.84731402 0.36 0.878 0.01203128
RPLA41 5.40E-07 -0.838196541 0.26 0.789 0.00926574
ANKEF1 5.88E-07 -0.813972764 0.32 0.796 0.01008448
GAPDHS 7.45E-11 -0.807126662 0.9 1 1.28E-06
FAM71F2 1.75E-06 -0.80110082 0.58 0.932 0.0300304
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DNAJB8 2.34E-06 -0.796165751 0.5 0.939 0.04018777
SPATA3 4.84E-07 -0.796037507 0.66 0.952 0.00830449
DBILS 7.10E-11 -0.794326237 0.9 1 1.22E-06
ODF1 3.74E-10 -0.791105018 0.88 0.98 6.42E-06
CRISP2 6.14E-10 -0.781929707 0.86 1 1.05E-05
OTUB2 2.35E-07 -0.780111324 0.36 0.857 0.00403765
TXNDC2 1.35E-06 -0.777639095 0.44 0.891 0.02314069
CDIPTOS 1.11E-06 -0.764492505 0.58 0.98 0.01899398
LRRC57 1.73E-06 -0.759094257 0.52 0.918 0.0296704
OAZ3 4.83E-12 -0.755175915 0.92 1 8.30E-08
CABYR 5.86E-07 -0.715823098 0.3 0.83 0.01005914
RNF138 4.37E-07 -0.68378173 0.78 0.98 0.00750635
FABP9 2.12E-06 -0.674537302 0.78 0.986 0.03639439
BC048671 7.68E-07 -0.660160503 0.14 0.633 0.01317795
SAYSD1 2.34E-06 -0.653522322 0.26 0.714 0.04009159
PRM2 5.14E-12 -0.634087862 1 1 8.82E-08
GSTM5 4.11E-07 -0.571032147 0.9 1 0.00704646
ODF2 2.30E-06 -0.496677053 0.94 1 0.03947121
PRM1 7.70E-08 -0.483133045 1 1 0.00132111
TNP1 2.54E-06 -0.455274276 0.96 1 0.0435675
ALDH1B1 1.91E-09 1.323106807 0.26 0.007 3.28E-05
GAMT 1.67E-06 1.515790894 0.28 0.048 0.02863915
VCAM1 6.02E-07 1.561425914 0.36 0.082 0.01032861
MT-ND1 1.13E-08 1.646770375 0.82 0.592 0.00019323
DEFB19 8.68E-08 1.741567603 0.54 0.218 0.00148924
FADS1 1.86E-10 1.757272791 0.26 0 3.19E-06
CES1D 3.27E-10 1.787964255 0.3 0.014 5.62E-06
TMEM176B 7.09E-08 1.78954431 0.32 0.048 0.00121645
FTH1 2.00E-09 1.794321826 0.78 0.653 3.43E-05
FXYD6 1.17E-08 1.794361556 0.28 0.02 0.00020027
TLES 1.38E-07 1.806465373 0.42 0.116 0.00236017
AARD 1.25E-06 2.00625989 0.54 0.279 0.02151284
APOC1 1.33E-10 2.202048893 0.48 0.095 2.28E-06
EPHX1 3.76E-13 2.205730246 0.38 0.014 6.45E-09
CD81 1.16E-07 2.22928977 0.4 0.102 0.00199858
CLU 1.14E-09 2.343119427 0.68 0.367 1.95E-05
ACSBG1 5.15E-12 2.464783119 0.46 0.061 8.84E-08
MT-CYTB 7.72E-21 2.474159 0.98 0.803 1.33E-16
MT-ND4 1.88E-19 2.515216998 0.94 0.748 3.23E-15
ALDH2 1.70E-11 2.56712707 0.52 0.109 2.91E-07
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LCN2 1.48E-11 2.589011062 0.68 0.265 2.54E-07
CYP11A1 1.23E-18 2.638243903 0.54 0.02 2.10E-14
FABP3 6.60E-11 2.715389241 0.46 0.082 1.13E-06
FADS2 8.71E-13 2.716236009 0.42 0.034 1.50E-08
CST3 1.05E-15 2.740245506 0.78 0.286 1.80E-11
HSD3B6 1.08E-10 2.806454244 0.38 0.041 1.86E-06
ALDH1A1 4.97E-14 2.845604839 0.68 0.211 8.52E-10
GSTM2 3.89E-15 2.917929768 0.72 0.231 6.68E-11
CYP17A1 1.02E-15 2.919693946 0.44 0.014 1.76E-11
AKRI1CL 5.13E-17 3.022491348 0.54 0.041 8.80E-13
HBB-BS 1.67E-12 3.308406604 0.36 0.014 2.87E-08
APOE 1.21E-15 3.421553979 0.78 0.313 2.08E-11
AGT 3.64E-14 3.440358448 0.6 0.122 6.25E-10
PTGDS 2.61E-18 3.66363707 0.82 0.313 4.48E-14
GSTM1 2.05E-21 3.777533753 0.92 0.483 3.52E-17

Lista 7 de genes diferencialmente expresados en el cluster de espermatidas redondas medias
Gen p_val avg_log2FC pct.1 pct.2 p_val_adj

4930503B20RIK 5.48E-17 -1.495052101 0.263 0.93 9.40E-13
4930570D08RIK 4.05E-20 -1.453179698 0.015 0.579 6.95E-16
SPATA19 5.67E-13 -1.427431616 0.511 0.93 9.74E-09
PPP1R2-PS7 2.37E-14 -1.360770998 0.226 0.842 4.07E-10
CYLC2 4.93E-14 -1.338718545 0.234 0.86 8.46E-10
SPATA4 2.09E-12 -1.247688743 0.365 0.93 3.58E-08
KLK1B8 1.24E-12 -1.225168656 0.248 0.825 2.12E-08
TNP1 8.48E-18 -1.207731114 0.993 1 1.46E-13
H2AL2A 1.18E-12 -1.171977099 0.387 0.947 2.03E-08
IQCM 9.25E-14 -1.159566686 0.08 0.596 1.59E-09
DYDC2 1.47E-14 -1.133604559 0.175 0.842 2.52E-10
TSACC 1.58E-11 -1.122998542 0.372 0.93 2.72E-07
IQCF1 8.75E-12 -1.117769891 0.409 0.93 1.50E-07
CCDC33 4.84E-12 -1.114075053 0.139 0.684 8.30E-08
2610318NO2RIK 1.55E-11 -1.103963984 0.657 0.947 2.66E-07
PRSS58 1.62E-12 -1.100579685 0.234 0.86 2.78E-08
HMGB4 4.37E-13 -1.090895462 0.796 0.982 7.51E-09
CHCHD3 1.80E-12 -1.090720462 0.234 0.877 3.10E-08
1700017LO5RIK 1.25E-17 -1.089491496 0.08 0.719 2.15E-13
TEX37 4.97E-10 -1.064140561 0.635 0.947 8.54E-06
KCTD16 1.46E-11 -1.04344612 0.292 0.895 2.50E-07
1700034E13RIK 7.49E-10 -1.043043447 0.387 0.877 1.28E-05
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FAM229A 1.29E-11 -1.039024091 0.715 0.965 2.22E-07
ZFAND3 3.49E-10 -1.024995923 0.496 0.965 5.98E-06
TMCO2 5.84E-09 -1.021989035 0.226 0.702 0.00010031
FHLS5 8.77E-11 -1.013104901 0.19 0.719 1.51E-06
1700029B22RIK 1.28E-13 -1.009451662 0.131 0.719 2.19E-09
FMN1 8.99E-16 -1.000874057 0.153 0.789 1.54E-11
GM11634 7.80E-10 -0.989229138 0.307 0.895 1.34E-05
CCDC70 1.45E-09 -0.988470383 0.336 0.877 2.48E-05
FAM71F1 4.64E-09 -0.987830851 0.431 0.912 7.96E-05
BC049762 4.42E-11 -0.983157271 0.19 0.719 7.58E-07
1700024P04RIK 4.25E-10 -0.972379333 0.445 0.965 7.29E-06
PSMF1 8.62E-11 -0.96887804 0.635 0.947 1.48E-06
RBM28 2.28E-13 -0.968067244 0.124 0.702 3.91E-09
LKAAEAR1 1.10E-12 -0.963568102 0.234 0.877 1.89E-08
TNP2 3.13E-15 -0.962225181 0.993 1 5.38E-11
ARL 9.00 4.64E-12 -0.95517889 0.139 0.667 7.96E-08
DNAJB9 5.30E-15 -0.946312513 0.08 0.649 9.09E-11
WDR31 1.75E-15 -0.944297485 0.109 0.719 3.00E-11
RIIAD1 8.19E-12 -0.940121303 0.226 0.825 1.41E-07
RASA3 7.24E-17 -0.938138729 0.109 0.772 1.24E-12
Al507597 6.90E-10 -0.935836316 0.474 0.912 1.18E-05
2700046G09RIK 1.10E-15 -0.933718933 0.015 0.474 1.89E-11
CTAG2 2.60E-13 -0.932414958 0.204 0.825 4.46E-09
GM16541 1.67E-13 -0.927220396 0.124 0.702 2.86E-09
GM12669 5.82E-10 -0.923960968 0.022 0.333 9.98E-06
C030037D0O9RIK 1.56E-14 -0.92313072 0.095 0.649 2.67E-10
SMIM24 2.34E-08 -0.915668193 0.599 0.982 0.00040078
IQCF3 7.59E-11 -0.910254443 0.686 0.965 1.30E-06
1ISG20 6.78E-17 -0.909496782 0.08 0.684 1.16E-12
CSTL1 1.66E-08 -0.909067493 0.35 0.842 0.00028511
GM5767 1.06E-12 -0.908408074 0.241 0.86 1.82E-08
SPATA24 3.19E-10 -0.902318059 0.715 0.982 5.48E-06
GM9795 1.07E-15 -0.901927313 0.036 0.544 1.83E-11
NOXRED1 5.10E-14 -0.900153853 0.175 0.807 8.76E-10
SRPK2 7.90E-10 -0.897869933 0.299 0.86 1.36E-05
1700011L22RIK 1.49E-13 -0.892883649 0.204 0.877 2.56E-09
CYPT3 2.77E-08 -0.889346582 0.394 0.877 0.00047611
CDC34B 1.04E-17 -0.884977294 0.051 0.632 1.79E-13
ROPN1 3.51E-09 -0.881312904 0.584 0.965 6.02E-05
DNAJB7 8.50E-09 -0.880986474 0.146 0.579 0.00014595
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LRRC1 1.25E-10 -0.873362213 0.058 0.456 2.14E-06
PUDP 1.58E-12 -0.866247068 0.095 0.614 2.71E-08
EFCAB3 3.09E-16 -0.863346391 0.102 0.719 5.30E-12
MEIG1 9.80E-10 -0.85819268 0.745 0.982 1.68E-05
CEP295NL 8.19E-09 -0.846510892 0.416 0.895 0.00014054
CEP112 2.62E-10 -0.845908786 0.299 0.877 4.49E-06
GM8730 2.17E-11 -0.842885057 0.029 0.404 3.72E-07
CCDC7A 4.81E-10 -0.834587203 0.139 0.614 8.26E-06
RGSL1 1.63E-08 -0.834474529 0.029 0.316 0.00027988
1700008P0O2RIK 2.30E-13 -0.833184966 0.175 0.825 3.95E-09
BAZ1A 6.29E-08 -0.831051734 0.022 0.281 0.00107883
GM36423 2.46E-12 -0.830708368 0.212 0.825 4.21E-08
EIF5 6.63E-10 -0.825077776 0.277 0.825 1.14E-05
FRAT1 1.23E-08 -0.823605828 0.204 0.684 0.00021079
STAT4 2.11E-10 -0.823070108 0.263 0.842 3.62E-06
LPIN1 3.14E-10 -0.822096589 0.241 0.825 5.39E-06
TMSB10 5.43E-10 -0.821156855 0.226 0.772 9.31E-06
TASP1 7.02E-13 -0.821087772 0.139 0.719 1.21E-08
CBY3 2.85E-12 -0.816495343 0.153 0.737 4.89E-08
GM4332 7.68E-12 -0.815472622 0.241 0.842 1.32E-07
FAMS53C 8.51E-10 -0.808342729 0.255 0.825 1.46E-05
1700034G24RIK 1.50E-10 -0.80325508 0.146 0.632 2.57E-06
ASB1 1.15E-10 -0.801572108 0.226 0.842 1.98E-06
NQO2 7.79E-15 -0.799420664 0.131 0.754 1.34E-10
1700013F07RIK 1.92E-11 -0.798757419 0.197 0.772 3.29E-07
1700020A23RIK 3.14E-10 -0.798144653 0.321 0.895 5.39E-06
GM4665 1.12E-12 -0.793219042 0.19 0.789 1.91E-08
GPRC5B 3.62E-14 -0.789402587 0.117 0.702 6.22E-10
MICAL3 9.12E-10 -0.788803025 0.234 0.772 1.56E-05
HMGB1-RS17 7.25E-09 -0.786321969 0.277 0.807 0.00012445
TBATA 8.71E-12 -0.784843241 0.168 0.754 1.50E-07
ALKBH3 3.19E-12 -0.78364292 0.095 0.596 5.47E-08
KLK1B26 9.25E-16 -0.780263366 0.095 0.702 1.59E-11
DEFB33 4.81E-12 -0.779870803 0.124 0.649 8.26E-08
STPG3 4.42E-14 -0.779615359 0.182 0.842 7.58E-10
GALNTLS 2.45E-08 -0.77654631 0.474 0.93 0.00042018
H2AL1N 3.10E-11 -0.776424918 0.175 0.737 5.32E-07
TESCL 1.69E-13 -0.776362368 0.204 0.86 2.90E-09
ACTRT2 2.79E-07 -0.775251369 0.591 0.947 0.00479224
1700061N14RIK 7.25E-10 -0.773816452 0.102 0.544 1.24E-05
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GSTT4 4.82E-07 -0.773362298 0.445 0.93 0.00827288
CEP170 1.03E-11 -0.772912008 0.182 0.789 1.76E-07
CYLC1 4.02E-15 -0.769988986 0.102 0.702 6.90E-11
DPYSL3 7.35E-08 -0.761949341 0.438 0.912 0.00126227
CDC34 1.47E-07 -0.755955368 0.679 0.93 0.00253027
RNF133 1.98E-07 -0.751690151 0.445 0.912 0.00340385
ACTE1 4.29E-09 -0.751502866 0.321 0.895 7.37E-05
MORN4 1.14E-12 -0.749258218 0.058 0.526 1.95E-08
FAM220A 4.07E-11 -0.748409349 0.088 0.561 6.99E-07
WBSCR25 5.93E-09 -0.748061006 0.307 0.895 0.00010174
ASB9 1.40E-12 -0.746980232 0.161 0.772 2.40E-08
TTLL6 1.84E-07 -0.745217121 0.022 0.263 0.00315649
CCDC183 8.42E-16 -0.745118371 0.095 0.719 1.44E-11
PSMAG6 6.00E-07 -0.741041162 0.438 0.947 0.01030264
HAUS4 2.50E-06 -0.740153891 0.08 0.368 0.04287123
GM6472 1.34E-10 -0.738675154 0.044 0.421 2.30E-06
EIF1-PS1 7.22E-14 -0.737238028 0.073 0.579 1.24E-09
EHBP1L1 4.87E-12 -0.737227459 0.095 0.596 8.35E-08
ACOT7 5.72E-09 -0.737020126 0.416 0.965 9.83E-05
FAM243 4.89E-12 -0.732354749 0.19 0.772 8.39E-08
4930592103RIK 1.31E-13 -0.731832824 0.08 0.614 2.25E-09
1700052122RIK 8.27E-15 -0.731186642 0.066 0.614 1.42E-10
TMCO5 1.52E-08 -0.726443034 0.27 0.772 0.00026012
USsP2 1.49E-07 -0.725245441 0.431 0.895 0.00255609
CYP2A12 1.07E-17 -0.721689952 0.08 0.719 1.84E-13
CDRT4 9.15E-07 -0.719689529 0.482 0.93 0.01569831
CDKN1C 3.08E-10 -0.718699205 0.19 0.719 5.28E-06
AY702102 7.87E-10 -0.718413642 0.066 0.439 1.35E-05
SNRPD2 1.03E-09 -0.717554453 0.212 0.754 1.77E-05
SAMD4 2.50E-07 -0.717228994 0.358 0.877 0.00429557
ARL2BP 2.86E-06 -0.71635282 0.606 0.93 0.04904073
AlF1 9.14E-07 -0.715846879 0.606 0.947 0.01568716
RMDN2 2.51E-10 -0.713975095 0.131 0.632 4.31E-06
COMMD3 7.96E-10 -0.713527403 0.044 0.404 1.37E-05
GM4875 2.11E-10 -0.713083645 0.058 0.456 3.62E-06
EVA1C 1.91E-11 -0.71126893 0.058 0.491 3.27E-07
BTG1 1.55E-13 -0.711070698 0.102 0.667 2.65E-09
PKIB 1.15E-08 -0.710865445 0.365 0.93 0.0001981
4930449C09RIK 3.44E-08 -0.709293331 0.358 0.912 0.00059076
ADAM3 1.33E-07 -0.706060761 0.387 0.912 0.00228138
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H1FNT 9.30E-08 -0.703776372 0.796 0.982 0.00159686
PRDX4 1.74E-08 -0.702569476 0.314 0.86 0.00029907
MICOS13 5.02E-08 -0.701449183 0.474 0.965 0.00086158
FABP12 8.18E-14 -0.700234306 0.146 0.754 1.40E-09
BC048562 4.21E-16 -0.696682857 0.036 0.561 7.23E-12
SPCS1 5.27E-09 -0.692497409 0.255 0.825 9.05E-05
GM4366 1.11E-12 -0.691812458 0.095 0.614 1.91E-08
ARMC12 1.77E-07 -0.688259047 0.358 0.86 0.00303167
CCDC54 1.25E-06 -0.687657608 0.46 0.947 0.02144319
CCDC198 5.67E-13 -0.681627218 0.08 0.596 9.73E-09
SVIP 8.89E-09 -0.679209351 0.336 0.93 0.00015259
BPIFA3 9.47E-08 -0.677998679 0.328 0.807 0.00162609
CCDC189 5.72E-12 -0.677300326 0.248 0.895 9.81E-08
IFT172 6.60E-09 -0.673285657 0.372 0.93 0.00011333
MCM7 1.32E-07 -0.672986505 0.051 0.351 0.00226487
1700012BO7RIK 1.76E-07 -0.672979234 0.38 0.877 0.00302453
LARP1B 6.56E-12 -0.672496898 0.131 0.702 1.13E-07
CPXM1 9.00E-10 -0.670276248 0.051 0.421 1.54E-05
1700084D21RIK 3.36E-13 -0.669614758 0.029 0.456 5.77E-09
TMIGD3 3.95E-07 -0.669528027 0.08 0.404 0.00677725
1700013G24RIK 7.41E-07 -0.668573673 0.664 0.965 0.01272136
LIAS 4.39E-14 -0.666366072 0.022 0.456 7.54E-10
PRSS52 9.46E-08 -0.665623857 0.153 0.579 0.00162296
LELP1 8.41E-07 -0.663056353 0.467 0.877 0.01443248
GM49462 4.81E-10 -0.661795217 0 0.263 8.26E-06
CNTNAPSB 6.47E-10 -0.66147855 0.124 0.614 1.11E-05
FAM71A 2.50E-09 -0.659975672 0.058 0.421 4.29E-05
TMEM191C 2.18E-09 -0.655481864 0.307 0.877 3.75E-05
4930570E03RIK 1.79E-09 -0.655291771 0.066 0.439 3.06E-05
CTBP2 4.78E-08 -0.653595113 0.022 0.281 0.00081967
USP50 3.08E-08 -0.652330898 0.277 0.825 0.00052788
AC166172.1 1.54E-10 -0.651846597 0.102 0.579 2.64E-06
GM13539 3.68E-12 -0.651658522 0.007 0.351 6.32E-08
DNAJB3 4.13E-07 -0.650370545 0.774 0.965 0.00709657
GM47819 3.63E-12 -0.64966063 0.08 0.561 6.23E-08
1700003F12RIK 3.58E-08 -0.649277289 0.788 0.965 0.00061386
CDV3-PS 5.16E-11 -0.646747143 0.044 0.439 8.85E-07
MTFR1 6.13E-07 -0.645764585 0.365 0.86 0.01051588
CFAP57 5.30E-09 -0.641600133 0.007 0.263 9.10E-05
1ZUMO3 1.51E-13 -0.64130183 0.102 0.667 2.58E-09
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GM17202 6.50E-11 -0.640363673 0.007 0.316 1.12E-06
SPAG17 1.65E-12 -0.640177978 0.124 0.667 2.83E-08
1700010D01RIK 1.01E-13 -0.638120738 0.08 0.614 1.74E-09
SPATC1 1.84E-08 -0.63630395 0.314 0.895 0.00031565
MCU 1.52E-12 -0.63619672 0.051 0.491 2.62E-08
4930505A04RIK 2.39E-11 -0.63525511 0.153 0.702 4.11E-07
BCL2L14 4.61E-08 -0.625839663 0.336 0.86 0.000792
1700061F12RIK 2.69E-12 -0.625728353 0.022 0.404 4.62E-08
TXNDC8 1.41E-10 -0.62256732 0.175 0.719 2.42E-06
4930448K20RIK 1.40E-11 -0.622552276 0.08 0.561 2.40E-07
CDKL3 1.24E-08 -0.621961736 0.234 0.772 0.00021343
LRRC43 8.92E-11 -0.618139477 0.124 0.632 1.53E-06
PIFO 1.36E-12 -0.617630858 0.051 0.509 2.34E-08
SRXN1 9.20E-12 -0.616988959 0.124 0.649 1.58E-07
TEX30 2.71E-07 -0.616892533 0.263 0.789 0.00464802
MGATAE 1.10E-10 -0.613978854 0.058 0.474 1.89E-06
PACRG 9.11E-09 -0.613742763 0.234 0.737 0.00015635
TMEM269 8.75E-13 -0.607115337 0.007 0.368 1.50E-08
1700031M16RIK 1.15E-06 -0.606524296 0.474 0.877 0.01979112
4930486103RIK 5.17E-10 -0.605212 0.036 0.386 8.88E-06
uQcCc1 6.75E-11 -0.603322346 0.029 0.386 1.16E-06
GM20163 1.68E-08 -0.602210532 0.029 0.316 0.0002883
PDCD5-PS 4.77E-10 -0.6002915 0.066 0.474 8.19E-06
LPP 2.38E-07 -0.600152276 0.27 0.789 0.00408874
THEGL 9.60E-07 -0.600070476 0.358 0.825 0.01648077
9130023H24RIK 3.82E-12 -0.599874074 0.007 0.351 6.56E-08
MORN3 4.06E-08 -0.599239861 0.328 0.877 0.00069702
DSCAML1 5.33E-13 -0.598539041 0.022 0.421 9.14E-09
GM4984 2.81E-13 -0.597786248 0.08 0.596 4.83E-09
FAM221B 6.41E-10 -0.597629338 0.226 0.789 1.10E-05
CCDC28A 3.29E-08 -0.597259277 0.248 0.754 0.00056492
1700057G04RIK 1.28E-11 -0.595658069 0.139 0.702 2.20E-07
NAAGO 2.39E-10 -0.593534123 0.19 0.754 4.11E-06
1700015F17RIK 1.65E-06 -0.591907322 0.328 0.825 0.02839159
SPATA25 2.29E-12 -0.590875361 0.088 0.596 3.93E-08
1700019M22RIK 4.17E-12 -0.58924568 0.117 0.649 7.16E-08
GM9843 6.16E-09 -0.588874361 0.226 0.754 0.0001057
GM8566 8.45E-14 -0.588634643 0.058 0.561 1.45E-09
ZDBF2 3.96E-08 -0.587708241 0.292 0.825 0.00067904
RAB3IL1 4.96E-09 -0.586905403 0.27 0.825 8.51E-05
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GDPD1 2.44E-08 -0.586650687 0.307 0.842 0.00041811
GM40709 1.02E-06 -0.5837255 0.029 0.263 0.0174891
PPP3R2 2.42E-10 -0.583570446 0.219 0.825 4.15E-06
CPTP 2.40E-10 -0.582460291 0.117 0.596 4.12E-06
TMEM64 9.67E-11 -0.582122867 0.168 0.702 1.66E-06
4930511MO6RIK 1.76E-13 -0.58176136 0.007 0.386 3.03E-09
CDCA2 1.31E-09 -0.581267639 0.212 0.789 2.25E-05
1700018B0O8RIK 2.23E-07 -0.579182642 0.255 0.737 0.00383155
1700109G14RIK 3.17E-11 -0.577913488 0.109 0.614 5.45E-07
LPCAT3 4.06E-13 -0.57770923 0.102 0.667 6.97E-09
SMKR-PS 4.94E-10 -0.577587087 0.226 0.825 8.48E-06
LY6K 3.56E-11 -0.577116151 0.073 0.509 6.12E-07
CDIPTOS 1.53E-06 -0.575324811 0.752 1 0.02620794
ZFP704 1.49E-10 -0.572856548 0.051 0.439 2.55E-06
BZw1 1.42E-08 -0.572471324 0.263 0.825 0.00024438
4921539E11RIK 5.67E-11 -0.571113759 0.124 0.632 9.73E-07
4930413G21RIK 1.40E-14 -0.570077708 0.124 0.754 2.40E-10
ITSN2 2.53E-09 -0.569950779 0.109 0.544 4.34E-05
FAM110A 1.30E-09 -0.568554372 0.204 0.789 2.23E-05
TEPP 2.66E-06 -0.567855861 0.387 0.86 0.04561627
1700100L14RIK 3.02E-11 -0.566579499 0.109 0.614 5.18E-07
ACSL5 2.26E-14 -0.566364591 0.036 0.509 3.89E-10
4930406D18RIK 9.06E-15 -0.56443814 0.058 0.579 1.56E-10
RPL37 2.48E-15 -0.562950911 0.088 0.684 4.26E-11
CCIN 1.23E-09 -0.561970927 0.124 0.596 2.11E-05
RCC1 3.16E-07 -0.561369008 0.307 0.842 0.0054176
1700034J05RIK 7.23E-08 -0.559816209 0.117 0.526 0.0012403
PTTG1IP 1.08E-07 -0.558729609 0.277 0.754 0.00186167
1700003011RIK 1.11E-11 -0.558578474 0.058 0.491 1.90E-07
PDZK1IP1 5.47E-07 -0.556266257 0.058 0.351 0.00939065
OSBPL1A 7.55E-08 -0.555633124 0.131 0.544 0.00129569
1700016P04RIK 1.79E-07 -0.555626153 0.372 0.877 0.00307533
LRRC27 8.81E-08 -0.555370513 0.277 0.789 0.0015116
EIF1 1.62E-09 -0.554892116 0.241 0.807 2.77E-05
1700009J07RIK 7.17E-08 -0.554172216 0.336 0.895 0.00123075
4933421010RIK 1.76E-08 -0.55376427 0.255 0.789 0.00030127
4932412D23RIK 1.10E-06 -0.553032279 0.036 0.281 0.01896075
TUBB4B 6.09E-07 -0.55265591 0.416 0.877 0.01044527
MAGI1 1.25E-11 -0.549763067 0.022 0.386 2.14E-07
1700066J03RIK 4.59E-10 -0.548979101 0.036 0.386 7.88E-06
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CCDC57 5.14E-08 -0.546245353 0.307 0.842 0.00088151
PRM2 3.55E-14 -0.545698535 1 1 6.08E-10
4933407105RIK 1.62E-11 -0.545172596 0.073 0.526 2.78E-07
5033406009RIK 5.66E-11 -0.544865299 0.022 0.368 9.71E-07
ASB12 2.69E-08 -0.544849076 0.029 0.316 0.00046162
TMOD4 5.58E-11 -0.544830872 0.029 0.386 9.58E-07
1700029F12RIK 2.64E-06 -0.544427543 0.504 0.982 0.04538948
BTBD9 3.42E-09 -0.544123623 0.066 0.439 5.86E-05
1700030C14RIK 2.14E-11 -0.543158953 0.109 0.632 3.66E-07
HYPM 6.82E-07 -0.539251758 0.35 0.877 0.01170956
FSCN3 1.74E-09 -0.539051295 0.27 0.86 2.98E-05
R3HCC1 1.11E-09 -0.537993418 0.088 0.509 1.91E-05
GM16226 1.43E-08 -0.536646517 0.241 0.789 0.00024483
FAMS3E 2.97E-10 -0.534922964 0.117 0.596 5.09E-06
DNAJC5B 3.65E-07 -0.533726126 0.401 0.947 0.00626687
DNAJC7 1.04E-07 -0.533075464 0.226 0.737 0.00178953
TEX50 2.24E-13 -0.532477174 0.051 0.526 3.84E-09
4930589P08RIK 1.95E-09 -0.532123689 0.146 0.632 3.35E-05
IPO13 1.38E-10 -0.531956679 0.088 0.544 2.37E-06
1700016A09RIK 1.66E-13 -0.531561952 0.044 0.509 2.85E-09
GSTCD 2.51E-09 -0.53149878 0.051 0.404 4.31E-05
1700125H03RIK 1.81E-13 -0.531033014 0.051 0.526 3.10E-09
1700008B11RIK 2.99E-12 -0.530913191 0.109 0.649 5.14E-08
4933400A11RIK 2.62E-11 -0.530347356 0.029 0.404 4.50E-07
IFITM7 1.09E-06 -0.529183524 0.058 0.333 0.01868321
UBQLNL 1.47E-06 -0.528846356 0.292 0.789 0.02514731
TTLL1O 9.64E-08 -0.524459968 0.328 0.86 0.00165455
ALDOARTL1 1.39E-08 -0.524234211 0.204 0.719 0.00023896
1700015011RIK 6.05E-10 -0.522318777 0.015 0.316 1.04E-05
CCSAP 3.28E-07 -0.521917782 0.328 0.877 0.00562315
JAZF1 1.73E-08 -0.521891306 0.219 0.737 0.00029717
GM10120 4.09E-11 -0.520490245 0.015 0.351 7.02E-07
0610009L18RIK 2.30E-14 -0.519889055 0.146 0.807 3.95E-10
H2AL1M 1.48E-10 -0.517684274 0.015 0.333 2.54E-06
GM136 3.47E-08 -0.516824684 0.212 0.719 0.00059545
RNF41 1.25E-07 -0.515642317 0.095 0.456 0.00214962
CYSTM1 5.41E-07 -0.514530751 0.343 0.912 0.00928986
EIF4A2 2.18E-11 -0.513411286 0.095 0.579 3.73E-07
PDCL2 2.89E-07 -0.512992298 0.38 0.877 0.00495318
SPANXN4 2.91E-13 -0.512027071 0.044 0.509 5.00E-09
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TEX26 6.46E-09 -0.511762404 0.066 0.439 0.00011089
4930428D20RIK 1.14E-13 -0.511248691 0.036 0.491 1.95E-09
GM13605 6.60E-09 -0.510489669 0.036 0.351 0.00011326
NACA 6.52E-12 -0.509072747 0.051 0.474 1.12E-07
1700095K22RIK 2.07E-08 -0.507550979 0.029 0.316 0.00035452
1ZUMO1 5.22E-09 -0.507178707 0.022 0.316 8.95E-05
TNFAIP2 3.96E-08 -0.506820227 0.044 0.351 0.00068006
GM4535 6.47E-10 -0.504038635 0.015 0.316 1.11E-05
GLRX2 6.45E-09 -0.503144852 0.226 0.807 0.00011062
INSIG1 1.20E-06 -0.498766246 0.036 0.281 0.02051816
NDRG3 4.28E-12 -0.498658477 0.109 0.649 7.35E-08
1700016PO3RIK 3.21E-11 -0.497951976 0.015 0.351 5.52E-07
KLK1B3 4.38E-11 -0.496794637 0.015 0.351 7.52E-07
MRRF 2.51E-09 -0.496619517 0.051 0.404 4.31E-05
1700001CO2RIK 8.24E-07 -0.49421151 0.372 0.912 0.01413519
RPLP2 5.99E-11 -0.49145721 0.036 0.421 1.03E-06
CFAP126 6.26E-09 -0.491433493 0.131 0.596 0.00010748
FAM122C 1.59E-10 -0.48939012 0.073 0.509 2.73E-06
LIN7A 7.06E-08 -0.488930206 0.153 0.614 0.00121218
FAM227A 1.39E-08 -0.486502269 0.051 0.386 0.00023784
RNF148 4.37E-10 -0.486012043 0.088 0.526 7.49E-06
1700023F06RIK 7.98E-10 -0.485505721 0.102 0.544 1.37E-05
GM6960 6.40E-12 -0.484869582 0.015 0.368 1.10E-07
1700025F22RIK 9.29E-13 -0.481175082 0.036 0.474 1.59E-08
GLB1L3 5.09E-07 -0.478658066 0.058 0.351 0.00874107
ZFP474 1.02E-10 -0.477844186 0.095 0.561 1.75E-06
GM12462 1.30E-09 -0.476880321 0.007 0.281 2.23E-05
EFCAB10 8.54E-08 -0.476720091 0.036 0.316 0.00146541
4930513L16RIK 1.86E-14 -0.476479078 0.036 0.509 3.19E-10
IGF2BP3 4.89E-08 -0.475776674 0.255 0.789 0.00083906
FGF14 7.40E-10 -0.474496542 0.015 0.316 1.27E-05
PFKFB3 7.50E-14 -0.471859902 0.044 0.526 1.29E-09
ZBBX 4.22E-10 -0.471778183 0.19 0.772 7.23E-06
R3HDM1 3.53E-07 -0.471136675 0.102 0.456 0.00606228
PTPMT1 5.39E-07 -0.466862555 0.307 0.877 0.00925539
MAPK6 2.23E-11 -0.46648497 0.146 0.719 3.83E-07
RAB3IP 2.90E-12 -0.464605827 0.124 0.702 4.98E-08
CLK4 1.93E-08 -0.463100483 0.066 0.421 0.00033097
SCFD2 1.62E-10 -0.462853447 0.036 0.404 2.78E-06
BRPF3 1.08E-11 -0.461970168 0.036 0.439 1.86E-07
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1700016C15RIK 1.54E-08 -0.461965954 0.19 0.702 0.00026353
1700018A23RIK 9.09E-10 -0.461426968 0.007 0.281 1.56E-05
GM31752 1.42E-08 -0.460988846 0.022 0.298 0.00024431
DCUN1D3 2.66E-10 -0.460459059 0.19 0.772 4.56E-06
LMNTD1 2.95E-08 -0.460341419 0.08 0.456 0.00050633
DNALI1 1.70E-09 -0.458938199 0.204 0.737 2.92E-05
MAN1A2 1.26E-07 -0.456888186 0.044 0.333 0.00215892
LEXM 5.47E-10 -0.456783949 0.197 0.754 9.39E-06
ITGAE 4.33E-10 -0.455467985 0.051 0.439 7.44E-06
SLC30A4 6.65E-10 -0.455083246 0.234 0.825 1.14E-05
GM16726 4.90E-13 -0.454537425 0.015 0.404 8.40E-09
SORBS3 1.66E-08 -0.453141944 0.109 0.526 0.0002846
ACSBG2 2.15E-08 -0.451657448 0.204 0.702 0.00036984
H1FX 5.13E-11 -0.450887807 0.088 0.561 8.81E-07
PFN5 4.11E-13 -0.450482229 0.051 0.526 7.05E-09
FKBPL 3.90E-10 -0.450426626 0.204 0.789 6.70E-06
KBTBD11 2.64E-10 -0.449709591 0.073 0.491 4.53E-06
ZFP451 2.46E-10 -0.449345428 0.036 0.404 4.22E-06
4930455C13RIK 2.88E-09 -0.448775386 0.015 0.298 4.94E-05
4930518J20RIK 7.85E-12 -0.445840718 0.095 0.614 1.35E-07
1700095B10RIK 7.05E-14 -0.445676462 0.058 0.561 1.21E-09
MAPK1IP1L 2.41E-07 -0.445603297 0.022 0.263 0.00413312
4930442L01RIK 2.10E-11 -0.445278879 0.117 0.632 3.60E-07
RNF24 4.48E-10 -0.444113848 0.102 0.561 7.69E-06
GM5941 4.37E-08 -0.443701786 0.124 0.526 0.00074983
TEX46 2.71E-12 -0.442062843 0.146 0.702 4.65E-08
FBXO39 2.29E-09 -0.440788521 0.117 0.561 3.93E-05
CHID1 1.55E-09 -0.440326729 0.058 0.439 2.67E-05
PRM1 1.54E-08 -0.440142356 1 1 0.00026509
GM15756 1.19E-09 -0.438203877 0.226 0.772 2.04E-05
1700020G17RIK 1.14E-10 -0.438065264 0.146 0.684 1.96E-06
EIF1AX 4.36E-07 -0.43583307 0.248 0.737 0.00747675
E330034G19RIK 8.39E-07 -0.432588309 0.029 0.263 0.01440231
RSBN1 1.04E-11 -0.431486063 0.015 0.368 1.79E-07
JUND 1.40E-11 -0.430163086 0.168 0.772 2.40E-07
LUZP1 1.26E-08 -0.428027833 0.204 0.754 0.00021669
TLE3 4.00E-09 -0.426087838 0.197 0.737 6.86E-05
1700013MO8RIK 2.85E-08 -0.424179113 0.029 0.316 0.00048938
DNAJB4 1.69E-06 -0.42261485 0.285 0.789 0.02906323
4930413F20RIK 4.08E-09 -0.422594253 0.073 0.456 7.01E-05
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1700072B07RIK 4.38E-11 -0.421315455 0.015 0.351 7.52E-07
GM16159 1.05E-06 -0.4181142 0.029 0.263 0.01797901
TMEM151A 9.30E-09 -0.417532169 0.036 0.351 0.00015967
GM28411 2.32E-09 -0.416255162 0.036 0.368 3.98E-05
LYZLAOS 1.38E-09 -0.413741495 0.022 0.333 2.37E-05
ERO1LB 4.12E-08 -0.410549517 0.058 0.386 0.00070738
1700063HO6RIK 3.26E-10 -0.410292024 0.007 0.298 5.60E-06
ADCY10 3.20E-09 -0.409634872 0.131 0.596 5.48E-05
BC048507 2.35E-08 -0.409291577 0.292 0.877 0.00040369
SRPK1 1.94E-08 -0.409190048 0.182 0.684 0.0003336
MRPL54 7.54E-07 -0.408944141 0.263 0.754 0.01293771
DNAJC18 9.22E-09 -0.408617268 0.182 0.684 0.00015822
MAP2 2.30E-11 -0.408544304 0.109 0.632 3.95E-07
IQCF5 2.61E-08 -0.408530413 0.277 0.842 0.00044835
GM14857 3.50E-07 -0.40832082 0.088 0.421 0.00601075
4933417A18RIK 7.33E-08 -0.407790163 0.073 0.421 0.00125857
GM15104 6.20E-10 -0.407137773 0.161 0.684 1.06E-05
KCNIP2 1.69E-09 -0.405998438 0.029 0.351 2.91E-05
FANK1 2.68E-07 -0.404946825 0.219 0.719 0.00459834
BC061195 5.85E-11 -0.404706555 0.022 0.368 1.00E-06
LNPK 3.53E-08 -0.402247885 0.146 0.596 0.00060629
CHD5 5.23E-07 -0.39977743 0.153 0.561 0.00896958
DNAAF3 3.47E-10 -0.398566735 0.051 0.439 5.95E-06
CCDC50 6.51E-07 -0.397344075 0.255 0.772 0.01117796
PPP2R5A 1.13E-07 -0.397109687 0.044 0.333 0.00194268
DDA1 2.15E-06 -0.396572763 0.292 0.807 0.03694127
LRRC46 1.07E-07 -0.395557647 0.328 0.895 0.00183378
AARS2 5.26E-10 -0.394907909 0.168 0.719 9.02E-06
SPPL2C 2.16E-06 -0.394877023 0.328 0.86 0.0370269
4930503L19RIK 4.66E-10 -0.394734438 0.058 0.456 8.00E-06
2010109A12RIK 3.03E-08 -0.394260891 0.073 0.421 0.0005204
ASNS 6.79E-07 -0.393576896 0.131 0.509 0.01165119
EFCABG6 1.70E-06 -0.393147581 0.255 0.719 0.02913937
4931422A03RIK 1.38E-09 -0.393103646 0.022 0.333 2.37E-05
CD96 2.32E-08 -0.389607218 0.029 0.316 0.00039875
1700120K04RIK 5.31E-09 -0.386887377 0.168 0.684 9.11E-05
ELL2 3.75E-10 -0.386157927 0.058 0.456 6.44E-06
4933402J07RIK 1.95E-08 -0.385374812 0.328 0.877 0.00033485
ULK4 7.81E-08 -0.385034839 0.102 0.491 0.00134102
BCO1 1.55E-09 -0.384970944 0.058 0.439 2.67E-05
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POMT1 3.72E-07 -0.384663185 0.029 0.281 0.00638504
1700019L13RIK 9.59E-07 -0.383687237 0.234 0.719 0.01646605
TCEA2 3.63E-10 -0.383306922 0.175 0.737 6.22E-06
BRSK2 2.09E-06 -0.382429358 0.051 0.316 0.03581841
GM11149 7.10E-08 -0.382288114 0.022 0.281 0.00121803
4921536K21RIK 1.77E-07 -0.38221165 0.248 0.772 0.00303463
GM38132 9.27E-08 -0.38159628 0.029 0.298 0.00159119
GM44649 3.78E-08 -0.381295638 0.015 0.263 0.0006493
TBC1D14 5.87E-12 -0.381138237 0.08 0.579 1.01E-07
APOH 1.92E-10 -0.38013066 0.066 0.474 3.30E-06
AQP7 8.99E-09 -0.379435177 0.153 0.649 0.00015427
COPS5 1.66E-12 -0.378137058 0.08 0.596 2.85E-08
SLAIN2 3.38E-09 -0.378099063 0.212 0.789 5.80E-05
4932414N04RIK 1.64E-06 -0.377992691 0.036 0.281 0.02807035
4930414N06RIK 4.35E-10 -0.377825493 0.109 0.579 7.47E-06
BCL2L11 5.18E-11 -0.376416056 0.095 0.579 8.89E-07
DNAJB14 2.36E-09 -0.375898334 0.204 0.754 4.05E-05
4930555F03RIK 4.81E-10 -0.375689057 0 0.263 8.26E-06
ST8SIA30S 3.17E-10 -0.375570885 0.022 0.351 5.43E-06
TRIM45 1.85E-10 -0.375505981 0.044 0.421 3.17E-06
TMC5 1.19E-07 -0.375267087 0.036 0.316 0.0020386
FAM193A 1.83E-06 -0.374543704 0.124 0.491 0.03141506
SDC2 7.94E-14 -0.373011941 0.051 0.544 1.36E-09
GM7568 3.43E-08 -0.37111481 0.015 0.263 0.00058895
IPO4 5.29E-09 -0.370247981 0.139 0.614 9.07E-05
G6PC3 2.28E-09 -0.369726062 0.168 0.719 3.92E-05
4930548J01RIK 4.06E-09 -0.369580627 0.102 0.526 6.96E-05
FTO 4.56E-08 -0.369011976 0.088 0.456 0.00078243
GM16279 9.10E-11 -0.368558944 0.036 0.404 1.56E-06
AFG3L1 6.16E-07 -0.368239813 0.117 0.491 0.01057717
ACBD6 8.53E-07 -0.367908764 0.241 0.737 0.0146449
KLC3 2.40E-07 -0.367201865 0.095 0.456 0.0041188
YPEL1 4.02E-07 -0.366379623 0.299 0.895 0.00690112
IP6K1 1.96E-09 -0.366071408 0.175 0.702 3.36E-05
CCDC169 6.04E-13 -0.366052624 0.109 0.667 1.04E-08
B330016D10RIK 3.63E-12 -0.364217016 0.051 0.491 6.24E-08
GM29508 9.57E-09 -0.36278945 0.036 0.351 0.00016429
METTL26 2.32E-07 -0.362189897 0.088 0.439 0.00398051
LYPD4 3.30E-07 -0.359927848 0.19 0.649 0.00566647
RFFL 3.56E-07 -0.359773558 0.226 0.719 0.00610738
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GM49048 2.63E-12 -0.358185904 0.073 0.561 4.51E-08
YOD1 3.66E-09 -0.357983843 0.19 0.737 6.28E-05
ACTRT1 1.88E-10 -0.356792479 0.036 0.404 3.23E-06
SCP2D1 1.02E-06 -0.356769145 0.248 0.737 0.01758372
CEP350 2.41E-10 -0.355474926 0.051 0.439 4.13E-06
TEX22 3.52E-09 -0.355178069 0.168 0.684 6.05E-05
1700022H01RIK 2.49E-12 -0.354446598 0.073 0.561 4.27E-08
4930432J09RIK 6.95E-08 -0.35355814 0.029 0.298 0.00119248
GPANK1 4.90E-08 -0.351908702 0.073 0.421 0.00084128
ADIG 1.02E-09 -0.349340618 0.095 0.544 1.76E-05
GM44419 3.54E-07 -0.34904306 0.051 0.333 0.00608412
TTLL13 3.52E-09 -0.348743255 0.175 0.684 6.05E-05
GM28496 2.82E-08 -0.348720219 0.015 0.263 0.00048415
FBXW10 5.38E-07 -0.347973934 0.131 0.509 0.00923874
1700003E24RIK 1.61E-12 -0.347962405 0.088 0.596 2.77E-08
1700025M24RIK 3.48E-09 -0.347954641 0.036 0.368 5.97E-05
GM14285 2.65E-11 -0.347021984 0.131 0.684 4.54E-07
1700017DO1RIK 1.38E-09 -0.346733336 0.19 0.754 2.36E-05
GRIP10S1 5.27E-07 -0.346363047 0.051 0.333 0.00905283
GM4202 3.23E-07 -0.345898733 0.029 0.281 0.00554856
ING1 1.52E-06 -0.345895792 0.102 0.439 0.02610795
ZSWIM7 1.01E-07 -0.34365301 0.036 0.316 0.00172916
ATP6AP1L 2.31E-09 -0.343504945 0.058 0.439 3.97E-05
1700029M20RIK 1.89E-06 -0.343291831 0.044 0.298 0.03236015
TRAPPC2L 7.07E-11 -0.343235508 0.146 0.684 1.21E-06
4930507D10RIK 5.37E-09 -0.340756308 0.029 0.333 9.21E-05
FBXO44 1.40E-09 -0.340715306 0.117 0.596 2.40E-05
GM15350 6.70E-08 -0.339827529 0.066 0.404 0.00115072
RNF151 4.27E-07 -0.337022529 0.314 0.842 0.00733057
4930404N11RIK 3.86E-11 -0.335423935 0.058 0.491 6.62E-07
CCDC93 3.06E-07 -0.335182105 0.036 0.298 0.00525904
PATJ 1.67E-11 -0.332908901 0.073 0.526 2.86E-07
PLEKHO2 7.60E-09 -0.330914912 0.131 0.596 0.00013037
SAX010S 9.76E-08 -0.328729879 0.058 0.368 0.00167463
ZFP91 6.18E-11 -0.326926407 0.095 0.579 1.06E-06
GM27211 7.57E-08 -0.32619488 0.066 0.404 0.00129848
OXCT1 1.53E-06 -0.32561499 0.051 0.316 0.02622985
GM16015 7.79E-11 -0.325163582 0.007 0.316 1.34E-06
A730035117RIK 1.16E-09 -0.325062764 0.058 0.439 1.99E-05
GM34358 5.12E-09 -0.324159826 0.007 0.263 8.78E-05
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SCLT1 6.29E-09 -0.323012673 0.146 0.632 0.00010795
GRAMD2 3.11E-11 -0.322917229 0.073 0.526 5.34E-07
TCP10A 1.77E-11 -0.322681953 0.051 0.474 3.04E-07
CEP128 1.28E-10 -0.322473675 0.088 0.561 2.20E-06
CDC14B 3.84E-09 -0.321274972 0.153 0.649 6.59E-05
GM10308 6.74E-09 -0.320736552 0.051 0.386 0.00011564
CAPRIN1 1.88E-06 -0.320360583 0.095 0.421 0.03219595
GM31166 2.68E-07 -0.3187495 0.066 0.386 0.00459754
TMEMG60 1.28E-06 -0.318428527 0.117 0.474 0.02200901
GM5460 2.09E-09 -0.317438041 0.029 0.351 3.59E-05
GM30853 2.12E-07 -0.317304426 0.088 0.439 0.00364591
NTM 4.27E-12 -0.317077306 0.007 0.351 7.32E-08
1700001K23RIK 2.62E-13 -0.316050035 0.022 0.439 4.50E-09
SUDS3 1.77E-06 -0.314843634 0.212 0.649 0.03037421
TCEAL1L 1.43E-06 -0.313594124 0.044 0.298 0.02459786
1700036G14RIK 8.01E-08 -0.313487773 0.022 0.281 0.00137456
1810044D09RIK 1.39E-08 -0.310571997 0.131 0.579 0.00023937
1700008N11RIK 1.58E-06 -0.310337117 0.044 0.298 0.02718679
SOX50S3 2.09E-07 -0.309721667 0.058 0.368 0.00359198
MIPEP 1.00E-06 -0.309413835 0.255 0.719 0.01716165
COX8C 3.37E-10 -0.309213234 0.08 0.526 5.78E-06
1700007PO6RIK 4.94E-07 -0.308480149 0.044 0.316 0.00848624
1700030J22RIK 2.06E-06 -0.308339437 0.277 0.754 0.03528865
CCDC181 1.00E-06 -0.307962134 0.263 0.772 0.01722642
MEX3B 6.70E-08 -0.307945918 0.066 0.404 0.00115072
4930572K03RIK 6.78E-07 -0.307663266 0.058 0.351 0.01163079
ERC1 2.44E-07 -0.306733355 0.029 0.281 0.00418139
SH2B3 8.87E-07 -0.306459984 0.029 0.263 0.01522615
MBD3L1 6.41E-11 -0.306364758 0.088 0.544 1.10E-06
MICAL2 1.63E-07 -0.30596476 0.153 0.579 0.00279527
SIAH2 2.67E-08 -0.305684047 0.226 0.754 0.00045835
1700031P21RIK 5.58E-08 -0.305277587 0.182 0.632 0.00095753
170006 7KO01RIK 2.63E-08 -0.305206732 0.102 0.509 0.00045099
1700024G13RIK 1.87E-10 -0.304170439 0.175 0.719 3.22E-06
TGOLN1 9.01E-08 -0.303615723 0.029 0.298 0.00154613
ZNHIT1 3.52E-10 -0.303466206 0.153 0.702 6.04E-06
SORT1 7.79E-11 -0.302625149 0.117 0.632 1.34E-06
MTX1 3.79E-08 -0.302534283 0.197 0.702 0.00064998
PLA2G2C 3.26E-11 -0.301653562 0.058 0.491 5.60E-07
ZNRD1AS 1.09E-07 -0.301594789 0.182 0.649 0.00186567
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1700084F23RIK 5.40E-08 -0.3010003 0.022 0.281 0.00092639
ABHD16B 4.62E-09 -0.300225928 0.175 0.702 7.93E-05
4930519H02RIK 4.45E-08 -0.299795504 0.015 0.263 0.00076343
PLB1 4.19E-09 -0.299618785 0.066 0.439 7.20E-05
DGKH 6.90E-10 -0.298928239 0.044 0.404 1.18E-05
VWAS3A 1.14E-09 -0.298537582 0.109 0.579 1.95E-05
GM18899 4.81E-10 -0.297536418 0 0.263 8.26E-06
TEX52 4.86E-08 -0.297151264 0.08 0.439 0.00083371
FEM1C 8.46E-08 -0.297133683 0.168 0.614 0.00145237
VHL 7.58E-08 -0.296869154 0.27 0.825 0.00130147
1700065J18RIK 2.97E-09 -0.295231717 0.015 0.298 5.10E-05
EIF3L 2.06E-08 -0.29293681 0.022 0.298 0.00035392
HAGLR 1.74E-06 -0.292816704 0.088 0.386 0.02990791
PRSS54 3.72E-08 -0.292080816 0.095 0.474 0.00063879
CEP164 7.62E-09 -0.291728847 0.036 0.351 0.00013073
ODF3B 4.51E-09 -0.29146994 0.161 0.667 7.75E-05
TINF2 6.76E-11 -0.29135421 0.036 0.421 1.16E-06
1700096J18RIK 7.07E-10 -0.291155445 0.161 0.702 1.21E-05
1700031F10RIK 5.42E-09 -0.290633821 0.19 0.702 9.30E-05
PMIS2 8.56E-08 -0.289095236 0.197 0.702 0.00146936
RANGAP1 1.08E-07 -0.28815523 0.292 0.86 0.0018547
NR4A1 3.95E-09 -0.287870796 0.044 0.386 6.78E-05
4930556L07RIK 1.31E-06 -0.286511815 0.029 0.263 0.02240288
GM49796 1.51E-09 -0.285833472 0.153 0.649 2.59E-05
CPEB3 3.61E-10 -0.285678883 0.197 0.772 6.20E-06
GM31786 1.46E-08 -0.285488938 0.051 0.386 0.00025075
1700080016RIK 8.40E-10 -0.284873004 0.058 0.439 1.44E-05
IQGAP1 5.86E-11 -0.284798917 0.102 0.579 1.01E-06
GM45185 7.10E-08 -0.284511248 0.022 0.281 0.00121803
CAPZA3 2.42E-07 -0.284336271 0.307 0.877 0.00415732
DPH3 5.75E-08 -0.283640372 0.248 0.789 0.00098629
UBE4BOS3 8.30E-09 -0.281914823 0.036 0.351 0.00014245
GM6863 6.43E-08 -0.281664735 0.051 0.368 0.00110416
1700064M15RIK 1.82E-08 -0.281482545 0.095 0.491 0.0003129
PHC1 3.82E-07 -0.28140019 0.117 0.491 0.00654927
APP 2.82E-06 -0.280381974 0.058 0.333 0.04836802
RSF10S1 1.09E-08 -0.279825524 0.051 0.386 0.00018733
PCYT1A 7.54E-08 -0.277710241 0.117 0.526 0.00129329
DUSP18 4.78E-08 -0.277673402 0.044 0.351 0.00082026
NRAS 6.91E-07 -0.275920251 0.051 0.333 0.01185863
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TOB1 1.84E-06 -0.275832185 0.044 0.298 0.03156708
OCEL1 4.76E-07 -0.274638835 0.117 0.474 0.00817778
C0OQ10B 2.36E-06 -0.272644126 0.226 0.667 0.04050438
RBM25 1.34E-06 -0.272312182 0.029 0.263 0.0230245
GM550 1.24E-10 -0.27109728 0.139 0.667 2.12E-06
BANF2 1.44E-06 -0.271073544 0.066 0.351 0.02466447
SLC39A13 8.18E-11 -0.269949047 0.117 0.632 1.40E-06
FAM20A 8.85E-08 -0.269140707 0.073 0.421 0.00151859
GM5901 3.38E-09 -0.26862935 0.168 0.684 5.80E-05
CARHSP1 4.52E-09 -0.267595319 0.241 0.825 7.75E-05
UBE2G2 2.07E-07 -0.267321027 0.255 0.807 0.00355457
1700003122RIK 7.45E-09 -0.267111716 0.029 0.333 0.00012791
GM614 5.23E-08 -0.266972208 0.109 0.526 0.0008984
WWP2 3.26E-08 -0.266721376 0.175 0.667 0.00055935
PRSS40 2.63E-14 -0.266237689 0.066 0.596 4.52E-10
RFX3 1.44E-06 -0.266043365 0.036 0.281 0.02464532
LY6G6C 4.43E-10 -0.265604807 0.08 0.509 7.60E-06
TMEMS8 9.53E-08 -0.265261174 0.19 0.684 0.00163493
SYCE3 5.51E-08 -0.265176632 0.051 0.368 0.00094641
GRK4 8.49E-10 -0.264605868 0.066 0.474 1.46E-05
D130020L05RIK 3.81E-09 -0.264240595 0.131 0.596 6.53E-05
CAMK4 6.35E-10 -0.264022424 0.146 0.684 1.09E-05
OSGIN1 2.69E-08 -0.263555359 0.248 0.807 0.00046131
GM20389 7.08E-11 -0.262030886 0.051 0.456 1.22E-06
TRIM54 5.23E-09 -0.261648222 0.058 0.421 8.97E-05
MAK 6.56E-08 -0.261603814 0.088 0.456 0.0011255
FAM76A 2.00E-08 -0.260183777 0.197 0.737 0.00034323
BC050972 1.47E-07 -0.259020915 0.044 0.333 0.00252753
DUSP3 2.52E-07 -0.258580612 0.212 0.702 0.00432752
GGNBP2 9.64E-07 -0.258426017 0.175 0.614 0.01653828
LYRM7 1.01E-08 -0.25822573 0.044 0.368 0.00017379
1700028116RIK 6.16E-07 -0.257292719 0.058 0.351 0.01057798
GM27002 1.81E-08 -0.257278087 0.058 0.404 0.00031134
GSK3B 8.52E-09 -0.256997408 0.212 0.772 0.00014624
CALR3 1.06E-07 -0.256853585 0.212 0.719 0.00181337
UPK3BL 1.16E-07 -0.25589592 0.036 0.316 0.00198354
GM13872 4.24E-08 -0.254247421 0.102 0.491 0.00072797
4930578I06RIK 4.88E-09 -0.253975434 0.131 0.614 8.38E-05
1700003P14RIK 1.55E-10 -0.253661948 0.073 0.509 2.66E-06
RABEPK 5.12E-08 -0.253527585 0.212 0.737 0.00087842
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ATG7 1.02E-09 -0.252759626 0.036 0.386 1.75E-05
D7ERTD443E 2.04E-09 -0.252610534 0.109 0.561 3.51E-05
KANSL1 1.62E-07 -0.251979849 0.051 0.351 0.00277425
TTC23 1.77E-08 -0.2516635 0.109 0.526 0.00030406
GM3219 4.59E-08 -0.25125502 0.015 0.263 0.00078849
GM11213 3.65E-07 -0.250733233 0.219 0.719 0.00627038
1700019P21RIK 1.18E-08 -0.250658043 0.051 0.386 0.00020288
SRGAP1 9.85E-09 -0.250617111 0.036 0.351 0.00016903
EEF1G 2.65E-06 -0.250278025 0.248 0.702 0.04556677
SERTAD2 7.14E-07 0.26110247 0.102 0.456 0.0122507
CETN4 2.11E-07 0.265964925 0.146 0.596 0.00362055
TMOSF2 1.60E-06 0.284567306 0.161 0.579 0.02748626
NRGN 5.99E-09 0.287177395 0.066 0.439 0.00010278
UCK2 2.41E-06 0.288517835 0.109 0.456 0.0413697
OTUD3 1.80E-06 0.307111987 0.109 0.456 0.03091074
RAN 1.25E-06 0.315636828 0.117 0.491 0.02137904
PABPC2 8.01E-08 0.321124565 0.197 0.719 0.00137539
CCDC188 1.43E-07 0.331808935 0.117 0.526 0.00245622
FAM178B 4.41E-07 0.357596041 0.131 0.544 0.00757416
UBAP2 9.88E-07 0.370038299 0.102 0.456 0.01695462
ARPC2 1.07E-06 0.387488446 0.124 0.509 0.01829185
SMPD5 1.02E-08 0.470372801 0.088 0.491 0.0001745
SSMEM1 1.55E-06 0.486898312 0.088 0.421 0.02663915
HMGCS2 1.60E-06 2.307150569 0.321 0 0.02744054
IGFBP7 2.82E-07 2.418011832 0.358 0 0.00484715
CYP17A1 8.07E-07 2.491821102 0.336 0 0.01384982
AGT 5.13E-09 2.786795953 0.511 0.07 8.80E-05
FABP3 2.50E-09 2.963088718 0.482 0.035 4.29E-05
CST3 1.06E-10 3.226066154 0.547 0.053 1.82E-06
ALDH1A1 1.25E-09 3.238343524 0.54 0.088 2.15E-05
LCN2 1.02E-11 3.280335497 0.599 0.07 1.76E-07
APOE 1.82E-13 3.280636046 0.803 0.614 3.13E-09
MT-ND2 7.48E-13 3.330111949 0.613 0.035 1.28E-08
CLU 1.95E-11 3.408417043 0.628 0.14 3.35E-07
FTH1 2.30E-11 3.464033747 0.715 0.386 3.95E-07
GSTM2 1.79E-11 3.541171007 0.584 0.07 3.07E-07
MT-ND1 1.73E-19 4.352649516 0.81 0.07 2.96E-15
MT-ND4 1.47E-25 4.59850674 0.971 0.246 2.51E-21
PTGDS 8.32E-22 4.614221739 0.861 0.053 1.43E-17
MT-CYTB 2.45E-26 4.864468217 0.978 0.158 4.20E-22
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GSTM1 2.88E-24 5.123533933 0.92 0.088 4.95E-20
HBB-BS 2.37E-09 5.140257062 0.467 0.018 4.06E-05
Lista 8 de genes diferencialmente expresados en el cluster de espermatidas redondas tardias
KIF17 1.51E-12 -2.13675285 0.062 0.714 2.58E-08
IQCF4 7.28E-12 -2.026530641 0.188 0.905 1.25E-07
SPEM1 6.71E-11 -1.975034318 0.469 0.952 1.15E-06
LELP1 5.29E-11 -1.962429582 0.281 0.929 9.09E-07
CRAT 3.09E-13 -1.882618998 0.062 0.786 5.31E-09
CCDC7A 1.31E-11 -1.875329993 0.047 0.69 2.25E-07
TSSK3 2.44E-11 -1.85698989 0.203 0.929 4.18E-07
SMKR-PS 3.33E-10 -1.844985386 0.094 0.69 5.71E-06
FAM243 2.52E-10 -1.832661618 0.141 0.81 4.32E-06
SMAP1 2.02E-10 -1.810825212 0.094 0.69 3.47E-06
CHL1 8.45E-11 -1.805524286 0.266 0.905 1.45E-06
RNF138 7.74E-12 -1.80163147 0.438 1 1.33E-07
UBE2K 7.87E-10 -1.79000092 0.312 0.905 1.35E-05
CRISP2 9.33E-11 -1.780599433 0.578 1 1.60E-06
UBQLNL 3.88E-10 -1.77937231 0.188 0.833 6.65E-06
FAM220A 1.64E-12 -1.766219965 0.047 0.738 2.81E-08
CCDC70 4.90E-08 -1.763503204 0.062 0.548 0.0008414
SPAG17 2.67E-11 -1.750075402 0.016 0.595 4.58E-07
SMCP 1.37E-11 -1.743119899 0.781 1 2.35E-07
SMIM24 1.08E-10 -1.733824714 0.359 0.952 1.85E-06
BPGM 4.22E-08 -1.723199751 0.031 0.476 0.00072362
BPIFA3 2.99E-09 -1.709817439 0.203 0.81 5.13E-05
SORD 3.94E-10 -1.701764566 0.422 0.976 6.77E-06
MEA1 5.77E-11 -1.693944657 0.203 0.905 9.91E-07
DNAJB14 8.44E-11 -1.692417871 0.141 0.833 1.45E-06
LUZP1 1.01E-08 -1.683026435 0.156 0.714 0.0001736
OAZ3 3.29E-12 -1.67953436 0.812 1 5.64E-08
1700016H13RIK 1.19E-10 -1.672474407 0.312 0.952 2.04E-06
SLC30A4 3.09E-10 -1.671125824 0.062 0.667 5.31E-06
BB014433 6.85E-10 -1.661056453 0.234 0.929 1.18E-05
SCLT1 1.50E-07 -1.649863808 0.078 0.524 0.00257787
MS4A13 5.90E-10 -1.639334692 0.062 0.643 1.01E-05
CDIPTOS 4.28E-10 -1.628491489 0.469 0.952 7.34E-06
AARS2 8.47E-09 -1.623087499 0.062 0.571 0.00014545
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SPEM2 7.90E-10 -1.618061665 0.328 0.976 1.36E-05
ASNSD1 3.21E-09 -1.613361539 0.094 0.667 5.51E-05
4930471GO3RIK 8.70E-10 -1.605794858 0.25 0.905 1.49E-05
H2AL2A 5.82E-09 -1.596026075 0.188 0.81 1.00E-04
SPZ1 1.46E-09 -1.592248124 0.391 0.976 2.50E-05
1700030C14RIK 1.75E-09 -1.575296217 0.031 0.548 3.01E-05
SPATC1 2.47E-10 -1.570915073 0.156 0.857 4.25E-06
HSPB9 6.96E-10 -1.544353326 0.312 0.976 1.20E-05
NAT8F4 6.78E-08 -1.508795802 0.031 0.452 0.0011645
1700001LOSRIK 3.55E-08 -1.508042462 0.156 0.738 0.00060999
LRRC28 4.48E-09 -1.505793131 0.203 0.857 7.69E-05
HMOX2 5.70E-09 -1.503234209 0.328 0.976 9.79E-05
FSCN3 1.10E-08 -1.502648734 0.203 0.833 0.0001889
PPP2R2B 4.02E-09 -1.501862679 0.125 0.738 6.90E-05
SYCE2 4.33E-09 -1.498582483 0.312 0.976 7.43E-05
CDRT4 1.26E-09 -1.487143392 0.328 0.952 2.16E-05
CHPT1 1.14E-08 -1.484734818 0.172 0.762 0.00019607
ST6GALNAC2 5.37E-08 -1.483470929 0.484 0.976 0.00092112
4933411K16RIK 2.48E-09 -1.474467969 0.391 0.976 4.26E-05
1700009N14RIK 1.15E-08 -1.471558224 0.391 0.952 0.00019815
SPATA3 3.00E-09 -1.466910576 0.484 0.976 5.16E-05
WBSCR25 5.97E-09 -1.463913384 0.219 0.929 0.00010248
1700027A15RIK 1.42E-09 -1.462671002 0.438 0.929 2.44E-05
ZDHHC25 1.13E-09 -1.460519844 0.094 0.69 1.94E-05
GM7008 4.88E-08 -1.459030788 0.047 0.5 0.00083714
4933415F23RIK 8.26E-09 -1.458218822 0.172 0.786 0.00014168
CCDC33 2.69E-10 -1.455990865 0.047 0.643 4.61E-06
RABEPK 1.73E-09 -1.446824626 0.047 0.595 2.97E-05
GSG1 2.96E-09 -1.431327621 0.688 0.952 5.09E-05
4930571K23RIK 1.72E-07 -1.428554541 0.344 0.905 0.00295311
TEX48 1.96E-09 -1.425652826 0.219 0.905 3.36E-05
1700092MO7RIK 1.08E-08 -1.424856118 0.125 0.714 0.00018471
GM45441 2.79E-07 -1.42123151 0.047 0.476 0.00478221
FXR1 3.47E-09 -1.413421669 0.234 0.881 5.96E-05
CABYR 1.25E-09 -1.405216923 0.094 0.714 2.14E-05
SPATA20 2.58E-08 -1.40497825 0.281 0.905 0.00044298
DNAJB4 7.68E-10 -1.402718541 0.125 0.762 1.32E-05
GM9795 1.95E-08 -1.393626217 0.094 0.643 0.0003351
GM4366 8.04E-07 -1.391216206 0.094 0.524 0.01380756
ODF4 1.83E-09 -1.387145003 0.094 0.69 3.14E-05
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PPM1J 1.31E-07 -1.384975865 0.109 0.619 0.00224523
ACTE1 2.16E-08 -1.381746891 0.266 0.881 0.00037086
PAQR9 3.70E-11 -1.379016363 0.062 0.69 6.34E-07
LPP 7.41E-09 -1.372773314 0.094 0.643 0.0001271
AZIN2 2.23E-08 -1.365421096 0.219 0.857 0.00038335
PRKAR2A 3.90E-08 -1.363079833 0.266 0.881 0.0006689
IQCF3 5.27E-09 -1.362255735 0.453 0.976 9.05E-05
AKAP12 1.35E-07 -1.358649895 0.344 0.976 0.00231519
ACSBG2 7.36E-11 -1.355728951 0.109 0.81 1.26E-06
4921536K21RIK 3.54E-10 -1.35368316 0.094 0.738 6.07E-06
CCDC136 1.07E-07 -1.347957361 0.312 0.952 0.00183194
ZFYVEL 3.93E-10 -1.347308514 0.156 0.833 6.74E-06
GPAT4 6.18E-09 -1.345626934 0.297 0.929 0.00010601
4930449C09RIK 1.29E-09 -1.34548585 0.109 0.738 2.22E-05
GM5617 1.71E-08 -1.339343303 0.578 0.976 0.00029283
AVEN 1.07E-09 -1.335256762 0.109 0.714 1.84E-05
TEX46 2.41E-07 -1.333950432 0.047 0.476 0.00414375
AMZ2 1.30E-08 -1.33087699 0.234 0.905 0.00022272
PNPLAS8 7.78E-08 -1.325544223 0.031 0.476 0.00133503
DYDC2 6.64E-10 -1.323487981 0.125 0.786 1.14E-05
GM16279 4.63E-09 -1.320536393 0.047 0.571 7.95E-05
2810408A11RIK 9.52E-08 -1.3200254 0.281 0.905 0.00163455
1700009J07RIK 3.33E-09 -1.312725421 0.219 0.929 5.72E-05
NT5C1B 7.25E-08 -1.303725325 0.312 0.929 0.0012449
ATL3 3.33E-08 -1.30126821 0.266 0.929 0.00057087
ZCCHC13 2.45E-08 -1.300088419 0.094 0.643 0.00042045
TESCL 4.09E-08 -1.299953629 0.078 0.595 0.00070263
1700001C19RIK 6.21E-07 -1.29372649 0.391 0.905 0.0106586
ADCY10 1.54E-07 -1.291767975 0.062 0.524 0.00263679
LLCFC1 1.55E-09 -1.286779423 0.172 0.857 2.67E-05
NBR1 4.30E-08 -1.285246161 0.25 0.905 0.00073726
LRRC18 9.88E-09 -1.284073558 0.312 0.952 0.00016957
1700012A03RIK 7.06E-07 -1.282214984 0.438 0.929 0.01211193
FAM71F2 6.75E-08 -1.281616413 0.469 0.976 0.00115777
KCMF1 7.82E-08 -1.279437246 0.125 0.643 0.0013416
AQP11 2.07E-09 -1.273957458 0.328 0.952 3.55E-05
TPGS2 2.40E-09 -1.271130973 0.141 0.762 4.12E-05
GM4419 3.29E-09 -1.269729363 0.109 0.714 5.64E-05
LEMD1 1.91E-08 -1.269577915 0.047 0.548 0.00032723
HABP4 1.20E-07 -1.25938429 0.312 0.905 0.0020639
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PRKCD 6.96E-09 -1.257413094 0.141 0.738 0.0001195
ENTR1 7.76E-08 -1.257198219 0.234 0.833 0.0013327
PRM2 4.24E-09 -1.25481256 0.969 1 7.27E-05
ACTL11 6.62E-08 -1.252958068 0.156 0.738 0.00113592
1700017D0O1RIK 1.72E-06 -1.250750813 0.047 0.452 0.02943512
4930570D08RIK 4.44E-08 -1.250208752 0.031 0.476 0.00076185
SPINK2 4.92E-07 -1.248961402 0.031 0.429 0.00845079
CLPB 1.39E-08 -1.247919643 0.344 0.952 0.0002389
GM10840 1.77E-07 -1.245523653 0.078 0.548 0.00304467
GDE1 1.34E-08 -1.24419752 0.125 0.69 0.0002295
LRRC51 1.85E-07 -1.240993384 0.375 0.976 0.00317412
CAR2 1.32E-07 -1.238713461 0.297 0.905 0.0022604
FAM193A 1.69E-07 -1.221599067 0.062 0.524 0.00289292
VASP 4.97E-08 -1.221002739 0.312 0.929 0.00085299
OSER1 2.85E-07 -1.219108285 0.031 0.429 0.00488528
LRRC46 1.60E-09 -1.215590783 0.156 0.81 2.75E-05
DBILS 1.42E-08 -1.2144359 0.703 1 0.00024307
TMEM120A 1.03E-09 -1.21277412 0.094 0.69 1.76E-05
YPEL1 2.13E-09 -1.209088881 0.047 0.595 3.65E-05
EIF4E2 2.72E-08 -1.207413262 0.062 0.571 0.00046603
EIF4G1 5.32E-09 -1.204679105 0.078 0.643 9.13E-05
GM4332 8.32E-07 -1.20017759 0.156 0.667 0.01427884
GPI1 1.35E-08 -1.198803223 0.203 0.905 0.00023252
PDzD8 3.55E-09 -1.198389955 0.172 0.833 6.10E-05
PPP1R36 1.74E-08 -1.198136185 0.141 0.738 0.00029856
SGMS1 5.35E-08 -1.197304689 0.172 0.762 0.0009184
5031439G07RIK 1.30E-07 -1.185609953 0.188 0.738 0.00222491
UBQLN3 2.45E-07 -1.178943861 0.203 0.786 0.00420716
HK1 4.46E-07 -1.177442081 0.266 0.881 0.00764747
1700034123RIK 1.37E-07 -1.177102302 0.203 0.833 0.00234865
GAPDHS 1.27E-07 -1.177065076 0.797 0.976 0.00217771
RMND1 2.53E-07 -1.176717863 0.047 0.476 0.00434683
UBE2N-PS1 1.25E-07 -1.169648273 0.109 0.619 0.00215079
PPP1R11 1.45E-08 -1.166022998 0.422 0.976 0.00024851
HYPM 2.21E-08 -1.157596331 0.203 0.833 0.00038005
CuUL3 7.66E-09 -1.156194627 0.172 0.81 0.00013144
ODF2 8.50E-08 -1.155743209 0.656 1 0.00145963
4930453N24RIK 6.02E-07 -1.155526716 0.359 0.905 0.010328
1700001K19RIK 1.72E-06 -1.153364299 0.375 0.929 0.02949648
C1QTNF4 4.69E-07 -1.150078183 0.297 0.881 0.00804877
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IFT172 1.30E-07 -1.145565337 0.25 0.881 0.00222967
KNSTRN 3.64E-07 -1.142159259 0.188 0.714 0.00624694
4933400A11RIK 3.21E-07 -1.139758784 0 0.357 0.00551648
BC048671 1.73E-10 -1.139027085 0.125 0.833 2.96E-06
DCUN1D1 6.91E-08 -1.138597196 0.188 0.81 0.00118661
FABP12 1.70E-06 -1.137572796 0.031 0.405 0.02914127
PGK 2.00 2.32E-06 -1.136964078 0.453 0.952 0.03987064
TUSC2 1.88E-06 -1.131851172 0.047 0.429 0.03230352
ISCA1 8.89E-08 -1.131808343 0.266 0.905 0.00152647
RGS22 6.85E-07 -1.131625408 0.078 0.524 0.01176436
MARCH2 5.14E-07 -1.130361417 0.062 0.5 0.0088155
Al507597 3.12E-07 -1.12872546 0.359 0.976 0.00536021
RNASEH2A 1.23E-08 -1.12655807 0.234 0.929 0.00021187
PLAATS 2.41E-07 -1.121935202 0.531 1 0.00412932
ARL 9.00 2.72E-09 -1.120441898 0.109 0.69 4.67E-05
GM30025 2.47E-06 -1.11979588 0 0.31 0.04247734
NSUN4 1.47E-08 -1.11966697 0.156 0.786 0.00025307
VPS13A 2.47E-06 -1.118488394 0 0.31 0.04247734
FSCB 2.13E-07 -1.109555012 0.156 0.738 0.00365436
EYA4 1.37E-07 -1.106510758 0.094 0.595 0.0023583
LRRC57 4.32E-07 -1.105914438 0.391 0.952 0.00741932
PRR30 1.93E-07 -1.104672188 0.312 0.976 0.00331638
GM9999 5.80E-07 -1.103188592 0.516 0.976 0.00996299
AGPAT2 1.18E-09 -1.101692039 0.188 0.881 2.02E-05
HIPK1 1.27E-07 -1.098323928 0.156 0.714 0.00217125
ACSL1 7.94E-07 -1.094666554 0.281 0.881 0.01362554
TTC39D 7.95E-08 -1.091062076 0.141 0.69 0.00136519
EIF4E 1.16E-07 -1.086317108 0.25 0.881 0.00199094
1700019DO03RIK 1.50E-06 -1.085740183 0.281 0.857 0.02576333
BCL2L14 5.29E-09 -1.081355106 0.266 1 9.08E-05
UBXN11 1.77E-07 -1.080447487 0.203 0.81 0.00303368
REEP6 1.45E-06 -1.079821598 0.531 1 0.02481318
SPATA1S8 9.04E-07 -1.070587176 0.344 0.881 0.01550918
TTC24 1.18E-07 -1.069340639 0.203 0.786 0.00202019
TBC1D20 2.49E-06 -1.068550737 0.328 0.905 0.04278279
DNAJB8 1.06E-07 -1.060991076 0.391 0.929 0.00182093
TUBB4B 3.03E-07 -1.055914339 0.172 0.714 0.00520469
1700001022RIK 1.97E-06 -1.054413581 0.469 0.929 0.03387777
LEXM 6.81E-07 -1.046832286 0.047 0.452 0.01169088
ANKEF1 2.29E-08 -1.039879839 0.234 0.881 0.00039286
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1700024G13RIK 1.99E-07 -1.038881907 0.047 0.476 0.00341931
GGN 6.24E-08 -1.035688568 0.047 0.524 0.00107129
TTC7 2.99E-07 -1.025118681 0.125 0.643 0.00512911
1ISG20L2 1.81E-06 -1.023901576 0.25 0.833 0.03104157
SLC25A37 1.58E-07 -1.021174169 0.078 0.571 0.00270415
PAFAH1B1 4.08E-07 -1.019403115 0.172 0.69 0.00700699
GSTM5 1.11E-07 -1.019183181 0.703 0.976 0.00190263
ODF1 1.50E-07 -1.007563877 0.797 1 0.00256852
METTL22 8.99E-07 -1.004516034 0 0.333 0.01543337
MROH2B 1.15E-07 -1.000939113 0.125 0.69 0.00196872
FEM1C 6.44E-07 -0.992147005 0.125 0.643 0.01105844
1700020G17RIK 7.84E-08 -0.990587316 0.109 0.643 0.00134558
GUK1 5.37E-07 -0.989143539 0.062 0.5 0.00922272
COIL 8.35E-07 -0.984497524 0.156 0.69 0.01432425
TEXA47 3.21E-07 -0.984050367 0 0.357 0.00551648
ELOF1 3.44E-09 -0.981191942 0.266 0.952 5.90E-05
ST3GAL6 3.30E-07 -0.977696818 0.016 0.405 0.00566502
1700029B22RIK 9.25E-10 -0.976001682 0.125 0.762 1.59E-05
FAM229B 1.69E-06 -0.974566117 0.391 0.976 0.02898523
B4GALT2 5.99E-07 -0.971392071 0.031 0.429 0.01028766
STX8 1.33E-06 -0.968672429 0.031 0.405 0.02288529
FAM187B 2.64E-06 -0.955904895 0.234 0.786 0.04524887
ITPR30S 4.85E-09 -0.955817596 0.188 0.857 8.33E-05
SPPL2C 3.29E-09 -0.955034937 0.109 0.714 5.64E-05
NUDT18 3.21E-10 -0.954300085 0.094 0.738 5.50E-06
AGPAT3 1.01E-06 -0.953104305 0.328 0.952 0.0173214
HSPAA4L 4.24E-08 -0.951605282 0.281 0.929 0.0007276
MLLT11 1.67E-06 -0.951505792 0.344 0.881 0.02864612
NUP98 1.86E-07 -0.950647391 0.094 0.619 0.0031966
CLPX 1.52E-08 -0.95051839 0.141 0.714 0.00026094
LRRC1 9.68E-07 -0.949121803 0.078 0.524 0.01662161
CEP85L 4.65E-07 -0.942554558 0.172 0.714 0.0079726
RNF19A 1.84E-07 -0.938860986 0.172 0.738 0.00315676
KLHL10 2.10E-06 -0.933683582 0.219 0.81 0.03610576
1700013F07RIK 2.37E-07 -0.929282976 0.109 0.619 0.00407189
MORN2 7.40E-07 -0.928091223 0.281 0.881 0.01270018
RPLA41 8.64E-07 -0.925372329 0.359 0.929 0.01483457
PLEKHO2 1.95E-07 -0.924993799 0.094 0.595 0.00334067
1700120K04RIK 1.60E-08 -0.921915912 0.141 0.738 0.0002739
1700031P21RIK 4.97E-07 -0.918815311 0.094 0.571 0.00852887
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CCT6B 2.87E-07 -0.917529623 0.094 0.595 0.00491917
ABHDS8 6.81E-07 -0.916304409 0.047 0.452 0.01169088
HOOK1 1.30E-07 -0.904182354 0.203 0.81 0.00222862
TMEMS56 2.77E-07 -0.904114804 0.344 0.929 0.00475255
TMEM267 2.85E-09 -0.902153016 0.078 0.643 4.89E-05
MORN3 4.79E-07 -0.88077463 0.266 0.881 0.00821755
FAM161A 3.16E-09 -0.876099786 0.078 0.667 5.42E-05
PDzK1 2.62E-07 -0.87356534 0.172 0.738 0.00449314
CCDC189 3.82E-07 -0.872798633 0.125 0.643 0.00655215
RAB28 2.37E-08 -0.857812102 0.109 0.714 0.00040674
XRRA1 3.10E-08 -0.854587739 0.156 0.81 0.00053211
TLE3 3.10E-07 -0.851862098 0.125 0.667 0.0053224
RBAKDN 8.77E-08 -0.85019879 0.188 0.81 0.00150486
1700028J19RIK 1.73E-07 -0.838479337 0.047 0.5 0.00296394
OTUD3 7.84E-07 -0.831700583 0.016 0.381 0.0134633
PRKCQ 1.37E-06 -0.829711978 0.125 0.619 0.02354897
LRRC74A 5.54E-08 -0.827928424 0.109 0.667 0.0009506
GM550 7.36E-07 -0.823524348 0.062 0.5 0.0126257
PDXDC1 1.07E-07 -0.815064901 0.156 0.762 0.00184441
PPM1G 9.52E-07 -0.801720203 0.141 0.69 0.0163344
HSDL2 2.22E-06 -0.79537141 0.156 0.643 0.0380679
PROCA1 9.66E-08 -0.785115963 0.203 0.833 0.00165793
POLB 7.26E-07 -0.784168464 0.125 0.643 0.01246087
RIOK3 3.55E-07 -0.779244595 0.156 0.69 0.00609835
OXCT2A 1.74E-06 -0.772841928 0.266 0.857 0.02981744
4930518J20RIK 2.16E-06 -0.771486884 0.031 0.405 0.03702397
UPF3A 6.38E-07 -0.768362272 0.094 0.595 0.01095098
TES3-PS 8.95E-08 -0.762296972 0.125 0.667 0.00153614
1700034G24RIK 1.35E-07 -0.752847375 0.031 0.476 0.00231673
RRP1 1.51E-06 -0.752206588 0.234 0.762 0.02584731
CGNL1 2.16E-06 -0.729883596 0.062 0.476 0.03715483
IQCM 2.15E-06 -0.727412608 0.078 0.5 0.03683228
DPEP3 2.91E-06 -0.726791951 0.016 0.357 0.04993105
THEG 8.24E-08 -0.722277241 0.141 0.738 0.00141495
GHITM 2.30E-06 -0.719665237 0.266 0.881 0.03947218
SPATA7 4.82E-08 -0.710883032 0.188 0.81 0.00082809
DNAJC21 1.70E-08 -0.703792159 0.094 0.667 0.00029236
ADAM3 9.31E-07 -0.703454484 0.156 0.714 0.01598414
ODC1 1.64E-06 -0.702324368 0.047 0.452 0.02812844
SKP2 9.96E-07 -0.693014134 0.125 0.643 0.01708938
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MFAP3L 1.72E-06 -0.689838892 0.172 0.738 0.0295869
PGAP2 9.89E-07 -0.665614431 0.141 0.69 0.01697221
M1AP 1.25E-06 -0.665232204 0.078 0.524 0.02147815
RIMKLB 2.06E-06 -0.655864114 0.031 0.405 0.03529932
ZBBX 8.48E-08 -0.655524882 0.078 0.595 0.00145468
NRD1 4.21E-07 -0.643478643 0.234 0.857 0.00722494
ATAD1 4.38E-07 -0.631405862 0.094 0.595 0.00751693
2810408I11RIK 2.16E-06 -0.614288749 0.078 0.524 0.03711185
SLAIN2 1.36E-07 -0.610172013 0.047 0.5 0.00233344
LY6K 2.25E-06 -0.605409129 0.078 0.524 0.03868782
GM5767 7.32E-07 -0.581671463 0.141 0.643 0.01256687
VWA3B 7.73E-07 -0.571383004 0.156 0.69 0.01326864
NPTXR 2.91E-06 -0.568464343 0.016 0.357 0.04993105
CEP128 2.30E-06 -0.551197728 0.094 0.548 0.03943238
BMI1 3.72E-08 -0.546890797 0.156 0.762 0.00063796
FKBPL 1.88E-06 -0.521784761 0.094 0.548 0.03218124
TCFL5 2.17E-08 -0.475184333 0.078 0.619 0.00037167
MTX1 1.83E-06 -0.449759931 0.078 0.524 0.03140276
TEX13A 4.73E-07 -0.449746608 0.141 0.69 0.00812085
BRDT 1.07E-06 -0.411505579 0.031 0.429 0.01840622
ATP1A4 2.72E-06 -0.352680104 0.188 0.738 0.04671911
LYPLAL 7.33E-09 -0.344413453 0.172 0.857 0.0001258
GM7808 1.07E-06 -0.330885983 0.016 0.381 0.01834332
PTGDS 5.68E-07 2.871059072 0.562 0.071 0.00974779
GSTM1 1.59E-08 3.117883147 0.703 0.19 0.00027243
MT-ND1 5.33E-08 3.461368606 0.641 0.119 0.00091548
MT-CYTB 1.78E-12 4.032006936 0.828 0.167 3.06E-08
CLU 3.80E-08 4.101356467 0.609 0.071 0.00065134
MT-ND4 1.41E-11 4.118311155 0.828 0.262 2.42E-07
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M ACTA DE DISERTACION PUBLICA

Casa abierta 3 tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA o
Matricula: 2163802562
CTCF como regulador de
miltiples mecanismos En la Ciudad de México, se presentaron a las 15:00 horas
estructurales y moleculares del die 3 del mes de abril del afo 2023 en la Unidad
durante la espermatogénesis. Iztapalapa de la Universidad Autdnoma Metropollitana, los

susScritos migmbros del jurado:

DR. LUIS ENRIQUE GOMEZ QUIROZ
DRA. ROXANA URI MIRANDA LABRA
DRA. ROSARIQ ORTIZ HERNANDEZ
DR. IVAN URIEL BAHENA OCAMPO

Bajo la Presidencia del primero y con carfcter de
Secretario el Gltimo, se reunieron a la presontacién de la
Disertaciodn Piblica cuya denominaclidn aparece al margen,
para la obtencidn del grade de:

DOCTCR EN BIOLOGIA EXPERINENTAL

DE: CARLOS ULISES TORRES FLORES

y de acuerdo con el articulo 78 fraccidn IV del Reglamento
de Estudios Superiores de ia Universidad Auténoma
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:

CAROS U ORRES FLORES

ALUMNO
Aprobar
Acto continuo, el prasidente del dqurado comunicd al
interesado el resultado de la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta,
R DE LAPAZ
DE ESCOLARES
IIRECTOR DE LA DIVISION DE CBS
DR. JOSE LUIS GOMEZ OLIVARES

- VEFAL 7 SECRET,
(/, {/>\~_} (;;}
Y\(L;}a&u:fs_ A l;}f-{.‘-
DRA. ROSARIO ORTIZ ne\mo& DR. BAHENA OCAMPO
\\“/’




