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CONTENIDO

La identificacion de ovocitos con alta competencia de
desarrollo sigue siendo un desafio importante para la "y s
produccion de embriones in vitro en alpaca. Aunque la _ e
prueba con azul de cresilo brillante (BCB) ha permitido
clasificar los ovocitos de alpaca segun su potencial de | o -~
desarrollo, evidenciando que los ovocitos BCB positivos b o
presentan mayores tasas de maduracién y desarrollo 2 ®
embrionario en comparacion con los BCB negativos [1], ;
los procesos bioldgicos que subyacen a esta clasificacion
aun no han sido caracterizados en esta especie. En este : -
estudio, se realizd una caracterizacion integral de la >
competencia ovocitaria mediante la integracion de
analisis transcriptémicos a nivel de célula individual y
evaluacion celular por microscopia confocal en ovocitos
en estadio de vesicula germinal, clasificados como BCB
positivos (BCB+) y BCB negativos (BCB-).
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Figura 1. Clasificacion de ovocitos mediante tincidn
BCB. BCB+ (flecha roja), BCB- (flecha azul)

Para ello, lo ovocitos de alpaca fueron recuperados de
ovarios obtenidos post mortem (24 h) y clasificados
mediante tincidon con 26 uM de azul de cresilo brillante
(BCB) (Figura 1). Posteriormente, los complejos cimulo—
ovocito (COCs) fueron evaluados mediante microscopia
confocal laser de barrido para determinar el tamafio
ovocitario (didmetro), los niveles intracelulares de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (6 experimentos
independientes; n = 87 BCB- y n = 61 BCB+) y la
configuracién de la cromatina mediante tincién con
Hoechst (n = 20). Para el anadlisis transcriptomico, los
ovocitos fueron denudados, liberados de la zona
pelicida y procesados individualmente para RNA-seq (n
= 4 por grupo). Las lecturas de secuenciacion fueron
alineadas al genoma de referencia de alpaca utilizando
STAR, y el andlisis de expresidn diferencial se realizd con
DESeq2 (|log2 fold change| > 1; valor ajustado de p <
0.05).

Figura 2. Patrones de organizacion de la cromatina
en ovocitos inmaduros. Grado de compactacion
(CO-cC4)

A nivel celular, los ovocitos BCB+ presentaron un mayor
didmetro en comparacién con los BCB- (p < 0.05). Se
identificaron distintos patrones de organizacién de la
cromatina, desde configuraciones difusas hasta
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altamente compactas (CO-C4) (Figura 2). Las
configuraciones mas compactas (C3—-C4) fueron
predominantes en ovocitos BCB+ e incluyeron patrones
compatibles con estados avanzados de organizacion
nuclear (tipo SN y ED-like), caracterizados por alta
compactacidon de la cromatina y ausencia de nucléolo
visible [2]. En cuanto al estado redox, no se observaron L
diferencias en los niveles intracelulares de especies
reactivas de oxigeno (ROS) entre grupos (BCB+: 60.88 +

. - 5 o ¢ 3 . Grupo
15.23; BCB-: 62.28 + 20.77). A nivel molecular, el andlisis Ll B ® BCB.pog
~N
transcriptémico unicelular reveld una clara separacién e ®-BCR-pos

entre grupos (PC1 = 64.8% de la varianza) (Figura 3) y la
identificacidon de 2,978 genes expresados
diferencialmente (Figura 4). Los ovocitos BCB+ mostraron

una mayor expresién de genes asociados a metabolismo . . . i}
del DNA, progresién del ciclo celular y actividad A e T
mitocondrial, incluyendo reguladores clave como CDK1,
CCNB2, MAD2L1 y AURKB, asi como genes implicados en
biogénesis mitocondrial (TFAM, PPARGC1A/B) y cadena
respiratoria (NDUFA9, UQCRC2, ATP5F1A. Este perfil se
acompaid de cambios en la regulacion redox,
evidenciados por la sobreexpresion de PRDX2 y la
disminucién de FOXOL1. Por el contrario, los ovocitos BCB- - i

presentaron enriquecimiento en procesos relacionados Ly 18
con biosintesis de RNA y regulacidn de la expresion génica s A
y estabilidad del mRNA [3].
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En conjunto, estos resultados indican que la competencia » 2 dol, Lo

ovocitaria en alpaca esta asociada a un estado coordinado
que integra mayor tamafio celular, mayor grado de
organizacion de la cromatina (resultados preliminares) y
un programa transcriptémico orientado a la preparacion
meidtica y la funcion mitocondrial, acompafiado de
cambios en la regulacidon redox que permiten mantener
niveles estables de ROS. Esta aproximacidn integrativa
aporta una vision mas completa del estado funcional del
ovocito y contribuye a la comprension de los mecanismos
asociados a su competencia de desarrollo.
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Figura 3. PCA del transcriptoma de ovocitos BCB+y
BCB-

BCB_pos vs BCB_neg
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Figura 4. Analisis de expresion diferencial (volcano
plot) entre ovocitos BCB+y BCB-
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