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ABSTRACT

POUSF1, a key transcription factor, plays a pivotal role in
maintaining pluripotency and cellular differentiation, making it
of immense interest in developmental biology and animal hus-
bandry. In the present study, we employ state-of-the-art CRIS-
PR ribonucleoprotein (RNP) electroporation of zygotes (CRIS-
PR-EZ) methodology to precisely manipulate the POU5F1 gene
in buffalo zygotes for exploring the phenotypic and functional
outcomes of embryonic development. Through a combination
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RESUMEN

POUS5F1, un factor de transcripcion clave, desempeia
un papel fundamental en el mantenimiento de la pluripotencia
y la diferenciacion celular, lo que lo hace de inmenso interés en
la biologia del desarrollo y la cria de animales. En el presente
estudio, empleamos la metodologia de electroporacién de ci-
gotos (CRISPR-EZ) de ribonucleoproteina CRISPR (RNP) de
Ultima generacién para manipular con precision el gen POU5SF1
en cigotos de bufalo para explorar los resultados fenotipicos y



of strategies, we found that electroporation of buffalo zygote at
20V/mm, five pulses, 3 msec at 10 h post-insemination (hpi)
resulted in greater membrane permeability and higher editing
efficiency (88.71%) without affecting embryonic developmen-
tal potential. We targeted the buffalo POU5F1 gene using the
abovementioned parameters, which caused nonsense-medi-
ated mRNA decay and led to complete knockout (KO) of the
POUSF1 gene. We analyzed the mutation rates and mosaic
mutations using tracking of Indels by decomposition (TIDE)
software. We observed no difference in the embryonic devel-
opmental competence at cleavage or blastocyst rate between
control, POU5F1-KO, and electroporated control embryos. We
determined the expression of SOX2, Nanog, and GATAZ2 in
POUSF1 intact (Control) and POU5F1-KO confirmed blasto-
cyst to better understand the impact of POU5F1-KO on other
pluripotent genes. POU5F1-KO significantly (p<0.05) altered
SOX2, Nanog, and GATAZ2 expression in blastocyst-stage em-
bryos. In conclusion, direct electroporation of the CRISPR RNP
component to the earlier stage of the zygote efficiently created
mutations in the POU5F1 gene. We developed an easy and
straightforward protocol for gene editing, which could serve as
a valuable method for studying the functional genomics of the
buffalo embryos.
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funcionales del desarrollo embrionario. A través de una com-
binacién de estrategias, encontramos que la electroporacion
del cigoto de bufalo a 20 V/mm, 5 pulsos, 3 ms a las 10 h
post-inseminacion (hpi) resulté en una mayor permeabilidad de
la membrana y una mayor eficiencia de edicion (88,71%) sin
afectar el potencial de desarrollo embrionario. Nos dirigimos al
gen POUSF1 de bufalo utilizando los parametros mencionados
anteriormente, lo que provocé una descomposicion del ARNm
mediada sin sentido y condujo a una desactivacion completa
(KO) del gen POUSF1. Analizamos las tasas de mutacion y las
mutaciones en mosaico utilizando el software de seguimiento
de Indels por descomposicion (TIDE). No observamos diferen-
cias en la competencia de desarrollo embrionario en la tasa de
escision o blastocisto entre los embriones del grupo control,
POUSF1-KO y los de control electroporados. Determinamos
la expresién de SOX2, Nanog y GATA2 en POUS5SF1 intacto
(Control) y en blastocisto confirmado con POU5F1-KO para
comprender mejor el impacto de POU5F1-KO en otros genes
pluripotentes. En embriones en etapa de blastocisto, POU5F1-
KO alter6 significativamente (p<0,05) la expresién de SOX2,
Nanog y GATA2. En conclusion, la electroporacion directa del
componente CRISPR RNP en la etapa anterior del cigoto fue
eficaz para crear mutaciones en el gen POU5F1. Desarrolla-
mos un protocolo sencillo y directo para la ediciéon de genes,
que podria servir como un método valioso para estudiar la ge-
némica funcional de los embriones de bufalo.
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