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Microinjecido em ovos de tambaqui Colossoma macropomum como pré-requisito a edicio genémica da espécie
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Resumo do Tema:

Nos ultimos anos, a edi¢do gendmica, impulsionada pelo descobrimento da CRISPR/Cas9, tem sido amplamente utilizada para compreensdo de vias moleculares, fun¢do dos genes e
obten¢do de novos fenotipos. Consequentemente, despertou o interesse da industria agropecuaria, uma vez que fenotipos favoraveis a produtividade e resiliéncia podem ser obtidos
rapidamente em comparagao as técnicas tradicionais de obtengdo de gendtipos promissores nas espécies de interesse. A mutagao dirigida em genes alvo se torna uma ferramenta muito
pratica em espécies aquicolas, devido principalmente a fertilizacdo externa e alta fecundidade da maioria dos organismos aquaticos, o que facilita a aplicagdo da técnica. Para aplicagdo
da CRISPR/Cas9, o RNAguia ¢ a enzima Cas9 devem ser injetados em ovos antes da primeira clivagem, para evitar o mosaicismo. Como primeira etapa no desenvolvimento de um
protocolo de CRISPR/Cas9 para tambaqui, fizemos um estudo para identificar o melhor tempo (pés desova; PD) para microinje¢do na espécie. Logo apds a desova, os ovos foram
mantidos a 13°C, conforme Vieira et al. (2022) e entdo dois tempos para fertilizagdo com imediata microinjegdo foram testados em triplicatas: T1 (24 a 37 min PD) e T2 (42 a 49 min
PD), e controles com ovos fertilizados nao injetados: inicial (18 min PD) e final (72 min PD). Foi injetado 0.1 puL de 0.02% de fenol red para visualizacdo da injecdo
intracitoplasmatica. As réplicas foram incubadas separadamente. Devido ao numero baixo de ovos (n = 31 a 50/réplica) e para preservar os ovos viaveis, a taxa de fertilizagdo nio foi
estimada. A taxa de eclosdo foi de 24.0% (£10.4) e 5.3% (+4.2) nos controles inicial e final, e 14.3% (£4.3) e 3.2% (+1.4) nos tratamentos 1 e 2, respectivamente. A taxa de
recuperacao de larvas as 24h pés eclosdo (no larvas vivas/no de ovos incubados) foi de 14.0% (£9.0) e 3.3% (+5.8) nos controles inicial e final e 13.3% (£6.1) ¢ 0.4% (£0.8) nos T1 e
T2, respectivamente. Consideramos que a injlria causada pela microperfuracdo do ovo de tambaqui na fase pré-clivagem ndo inviabiliza o desenvolvimento e eclosdo das larvas.
Ademais, os ovos ndo-fertilizados de tambaqui podem ficar até 37 minutos sob refrigeracdo, ampliando a margem de tempo para realizacdo das injegdes, que sao individuais. Estes
resultados indicam que a aplicagdo CRISPR/Cas9 ¢ aparentemente vidvel em tambaqui, e abrem caminho imediato para o uso desta tecnologia na mais importante espécie da
piscicultura nativa brasileira.
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