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DESCRIPCION

Método de produccién de peces infértiles y animales acuaticos productores de huevos y de suministro de
compuestos a huevos y embriones

Campo técnico

La presente descripcion se refiere a métodos para la produccion de peces reproductivamente estériles para la
acuicultura, el comercio en acuarios y el control de especies invasoras. Los métodos incluyen la interrupcién del
desarrollo gonadal a través de la administracion de compuestos que conducen al fracaso del desarrollo gonadal
fértil, como se describe en las reivindicaciones. Tales compuestos pueden administrarse a los huevos de los peces
antes o después de la fertilizacion (o activacién con agua) al poner en contacto los huevos no fertilizados o
fertilizados con tales compuestos.

Antecedentes de |la técnica

La acuicultura es cada vez mas importante para resolver las deficiencias mundiales actuales y previstas en la
disponibilidad de alimentos de origen acuatico y mariscos. A medida que continla el cambio en la dependencia de
las cosechas de las pesquerias a las especies acuaticas reproducidas artificialmente, la optimizacién de los
métodos de acuicultura es cada vez mas necesaria para maximizar la produccion de alimentos y minimizar el
impacto ecoldgico, logrando asi la sostenibilidad ambiental a largo plazo de los suministros de mariscos.

La esterilizacién (infertilidad inducida) de peces de piscifactoria y otros animales acuaticos productores de huevos
mejora su tasa de crecimiento al aumentar la conversion de energia de los alimentos en crecimiento muscular, en
lugar del desarrollo gonadal. Ademas, si se escapa de las operaciones de acuicultura al medio ambiente, los peces
de piscifactoria reproductivamente estériles y otros animales acuaticos productores de huevos, incluidas las
especies domesticadas, no nativas o modificadas genéticamente, no podréan reproducirse o cruzarse con la
poblacion silvestre. Esto ayudara a la contencién biolégica y evitara la contaminacion genética de las poblaciones
silvestres y/o el establecimiento en la naturaleza de peces domésticos, no nativos o genéticamente modificados y
otros animales acuaticos productores de huevos.

Ademas, la esterilizacion reproductiva de peces y otros animales acuaticos productores de huevos impide la cria
y venta no autorizadas de peces y otros animales acuaticos productores de huevos genéticamente seleccionados
o modificados, patentados o protegidos de otro modo. A. Skugor et al. (Knockdown of the germ cell factor Dead
end induces multiple transcriptional changes in Atlantic cod (Gadus morhua) hatchlings, 31 December 2013,
ANIMAL REPRODUCTION SCIENCE, 144: 129-137) describen la inyeccidon de embriones de pez con un
oligonucleétido antisentido dirigido al gen dead end (callejon sin salida).

La descripcién se refiere a métodos para producir poblaciones de peces estériles como se reivindica en las
reivindicaciones, en donde los métodos de esterilizacion incluyen la interrupcién de la migracién y/o el desarrollo
de células germinales primordiales en cada individuo tratado sin afectar negativamente otras caracteristicas de un
animal normal.

La descripcién se refiere a un método para producir peces reproductivamente estériles, dicho método comprende
lainmersidén de huevos de pez no fertilizados 0 huevos de pez fertilizados antes de la activacion con agua o huevos
de pez fertilizados en un medio de inmersion acuoso con oligdmero de morfolino antisentido que suprime la
expresion del gen del dead end (callején sin salida) en dicho pez, y en donde dicho oligémero de morfolino
antisentido se conjuga con 2-[(4-nitrofenil) oxicarbonilhexametilen-carbonilpiperazinil]-4,6-
bis{di[(trifluoroacetamido-hexil)-aminocarbonil-oxietillamino}triazina.

Otros aspectos, caracteristicas y ventajas de la invencion seran mas evidentes a partir de la siguiente descripcidn
y las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcién de las figuras

La FIG. 1 es un diagrama de flujo de un método de inmersidon de acuerdo con realizaciones de la
descripcién.

La FIG. 2 es un diagrama de flujo de la produccion de peces reproductivamente estériles.

La FIG. 3 es una microfotografia que muestra los resultados de la inmersion de embriones de pez cebra
en un bafio de inmersién del transportador molecular Vivo conjugado con dnd-MO. En la FIG. 3A, se
encontraron agregados no caracterizados en embriones de peces después de 3 horas de inmersién con
20 UM de zfdnd-MO-Vivo. En la FIG. 3B, aparecieron mas agregados después de 5 horas de inmersién.
Enla FIG. 3C y la FIG. 3D, no se encontraron agregados en los embriones sumergidos con 20 uM de
zfdnd-MO durante (3C) 3 horas y (3D) 5 horas (sin Vivo).

La FIG. 4 es una microfotografia de fluorescencia que muestra los efectos de la administracién a
embriones de peces de un transportador molecular conjugado con un oligémero de morfolino antisentido
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(MO) que blogquea eficazmente la traduccién de la proteina Dead end (callején sin salida) (Dnd). La FIG.
4A muestra que en los peces de control, las células germinales migraron a la region gonadal y mantuvieron
su morfologia. La FIG. 4B muestra que el tratamiento de zfdnd-MO-Vivo causd una migracién errénea de
las células germinales y finalmente se diferencié en otros tipos de células.

La FIG. 5 es una fotografia y representacion grafica que muestra embriones tratados con dnd-MO-Vivo de
pez cebra desarrollados en adultos tipo machos infértiles. La FIG. 5A no muestra ninguna diferencia en la
apariencia o el tamafio general observado entre los peces adultos tratados y los machos de tipo silvestre.
La FIG. 5B no muestra diferencias significativas en el peso corporal de los peces de 3 meses de edad (n
= 12 mediante muestreo aleatorio) entre los peces tratados con zfdnd-MO-Vivo y los machos de tipo
silvestre no tratados.

La FIG. 6 es una microfotografia que muestra la esterilidad inducida por zfdnd -MO-Vivo en pez cebra. El
examen del tejido gonadal muestra (FIG. 6A) testiculos bien desarrollados de peces machos no tratados;
(FIG. 86B) ovarios bien desarrollados de peces hembra no tratadas; (FIG. 6C) las gonadas de los peces
tratados con zfdnd -MO-Vivo se desarrollaron en un tejido delgado similar a un filamento. Las
microfotografias (6D-6F) muestran (FIG. 6D) espermatogénesis activa de los testiculos de peces machos
no tratados; (FIG. 6E) un ovario bien desarrollado de un pez hembra no tratada con ovocitos en diferentes
etapas de desarrollo; (FIG. 6F) las gdnadas de los peces tratados parecen estar subdesarrolladas y
rodeadas de una gran cantidad de adipocitos sin estructura gonadal avanzada o células germinales.

La FIG. 7 es una representacion grafica de embriones tratados con dnd-MO-Vivo de pez cebra
desarrollados en adultos infértiles. Tanto en la FIG. 7A, a las 24 horas y la FIG. 7B, en inmersiones de 5
a 6 horas, todos los embriones que se sumergieron inicialmente con 60 o 40 uM de zfdnd -MO-Vivo se
convirtieron en peces infértiles.

La FIG. 8 es una representacion grafica de embriones tratados con dnd-MO-Vivo de pez cebra
desarrollados en adultos infértiles. En varias condiciones optimizadas, cuando la inmersién se inicio
inmediatamente después de la fertilizacion y duré tanto 24 horas (o etapa prim-5) como 5 a 6 horas (o
etapa 50% epibdlica), todos los embriones que se sumergieron inicialmente con 60 0 40 uM de zfdnd-MO-
Vivo se convirtieron en peces infértiles.

La FIG. 9 es una microfotografia que muestra que los huevos son mas permeables antes de la activacion
con agua. En una inmersién de 5 horas con 40 uM de zfdnd-MO-Flu, que se muestra en la FIG. 9A, los
huevos no fertilizados captan mas zfdnd-MO-Flu (fluorescencia verde mas fuerte) que como se muestra
en la FIG. 9B, huevos preactivados con agua.

La FIG. 10 ilustra la porcién del pez utilizada para la extraccién de ARN y los resultados obtenidos. Los
huevos de salménidos (trucha) se sumergieron con dnd-MO de salmoénido en A: Control; B: 10 yM Ssdnd-
MO; C: 10 uM Ssdnd-MO +1 uM Ssdnd-MO-Vivo; D: 10 uM Ssdnd-MO +2 uM Ssdnd -MO-Vivo durante
48 horas antes de la fertilizacién. Cuando los huevos se trataron con 10 yM Ssdnd-MO +1 uyM Ssdnd-MO-
Vivo 0 10 uyM Ssdnd-MO +2 uM Ssdnd-MO-Vivo, las células germinales se eliminaron indicadas por la
falta de expresién del gen creador especifico de células germinales vasa

Descripcion detallada de la divulgacion

La administracion de compuestos beneficiosos en peces u otros animales acuaticos productores de huevos se ha
logrado tradicionalmente a través de la alimentacién, inyeccién o inmersién de embriones o individuos en un
compuesto de interés. Sin embargo, inyectar a la poblacion no es practico en operaciones de acuicultura comercial
a gran escala. Ademas, el uso del tratamiento de inmersion de huevos fertilizados y activados por agua ha sido
limitado, debido a la baja permeabilidad del corion del huevo, una capa multicapa acelular gruesa, también
conocida como envoltura del huevo, compuesta principalmente de proteinas y glucoproteinas. Por lo general, en
el tratamiento de inmersién de peces u otros embriones de animales acuaticos productores de huevos, los
compuestos moleculares grandes no pueden atravesar el corion y alcanzar el embridn.

Después de la ovulacién/desove y antes de la fertilizacion y la activacion con agua, los huevos tienen un corion
permeable y perforado (o cubierta mas externa) que permite la entrada de agua y sustancias en los huevos no
fertilizados a través de los poros o el micropilo, un pequefio canal en el corion del huevo que permite que los
espermatozoides penetren en la huevo para la fertilizacion. Después de la fertilizacién y la activacion con agua, el
corion se sella y el huevo se vuelve impermeable, evitando una mayor absorcién de sustancias o agua del medio
ambiente.

Como se ha descubierto, durante la ventana de tiempo entre la ovulacidn/desove vy la fertilizacion/activacion con
agua, los huevos son permeables y la absorcién de compuestos de los medios de inmersidn en los huevos es
eficiente. Después de un corto periodo de inmersion, los huevos son fertilizados y activados por el agua, momento
en el que se vuelven impermeables y comienzan el desarrollo embrionario.

La presente descripcion describe métodos para administrar de manera eficiente compuestos en huevos de peces
y, por lo tanto, hacer que los peces producidos a partir de estos sean reproductivamente estériles, como se describe
en las reivindicaciones.

Por consiguiente, en varios aspectos, la presente descripcion se refiere a sumergir huevos no fertilizados o huevos
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fertilizados antes de la activacién con agua en un medio de inmersién acuoso como se describe en las
reivindicaciones. El medio de inmersién en realizaciones especificas puede incluir compuestos adicionales u otros
materiales que son beneficiosos para los peces nacidos de huevos sumergidos en el medio de inmersioén, por
ejemplo, materiales tales como ADN/ARN, hormonas, promotores del crecimiento, antigenos protectores,
nutrientes, etc.

Por lo tanto, la descripcidn contempla métodos para producir peces reproductivamente estériles como se describe
en las reivindicaciones, que implican sumergir huevos en un medio de inmersidén acuoso con compuestos
seleccionados que dan como resultado individuos reproductivamente estériles. Los métodos de esterilizacidn
comprenden la interrupcién del desarrollo gonadal en el embrion. Los métodos descritos en las reivindicaciones
pueden emplearse en métodos para prevenir el cruzamiento entre peces de piscifactoria domesticados, no nativos
y modificados genéticamente y sus poblaciones silvestres, asi como para el establecimiento de tales peces de
acuicultura en la naturaleza. Ademas, los métodos descritos pueden emplearse para permitir la prevencion de la
contaminacién genética de una poblacién silvestre por peces cultivados.

Los métodos de la descripcion son aplicables a los peces. Tal como se usa en la presente, los peces incluyen
especies portadoras de huevos de todas las especies de peces.

Por consiguiente, el pez incluye todas las especies de peces, que incluyen, entre otros, salmén, salmén del
Atlantico, salmén coho, salmén real, salmén chum, salmon rojo, salmon rosa, salmén masu, trucha, trucha arco
iris, trucha de arroyo, trucha marrén, timalo comun, timalo artico, trucha alpina, rébalo, rébalo hibrido, robalo
rayado, robalo blanco, hibridos de rébalo blanco rayado, robalo amarillo, perca blanca, perca amarilla, perca
europea, hibridos de rébalo-perca, tilapia del Nilo, tilapia azul, hibridos de tilapia azul-Nilo, tilapia de Mozambique,
pez cebra, especies de carpa, bremas, sargos, plumas, especies de pez gato y bacalao.

Tal como se define en la presente, se entiende que "esterilizar" peces significa hacer que un individuo no pueda
reproducirse sexualmente. Los peces reproductivamente estériles se definen como individuos que no pueden
alcanzar la madurez sexual o reproducirse al alcanzar la edad de madurez sexual.

Los métodos para producir un pez reproductivamente estéril incluyen la administracién de un oligomero de
Morfolino antisentido que suprime la expresion del gen del dead end (callején sin salida) en dicho pez a sus huevos
antes de la fertilizacidn o activacion por agua para interrumpir el desarrollo celular de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) y/o el desarrollo, migracién y colonizacién de células germinales primordiales (PGC) en la
gonada del embridn, lo que da como resultado la falla en el desarrollo de la génada y/o la falla del funcionamiento
gonadal completo y adecuado a nivel celular o celular, y en Ultima instancia la generacidon de peces estériles.

La GnRH es necesaria para el desarrollo gonadal y el mantenimiento de los ciclos reproductivos en los vertebrados.
Especificamente, la GnRH, también conocida como hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH), estimula
la sintesis y secrecién de las gonadotropinas, en particular la hormona foliculoestimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH), que son esenciales para el desarrollo gonadal y, por lo tanto, la interrupcion de la sintesis y
secrecion de GnRH es un método potente para inducir la esterilidad.

Las PGC (por sus siglas en inglés) son una poblacién de células en el embriéon de pez que son precursoras de los
gametos de los peces adultos y otros animales acuaticos productores de huevos. Las PGC se producen durante
las primeras etapas del desarrollo embrionario. En etapas posteriores del desarrollo embrionario, las PGC migran
a través del embrién desde su ubicacion original hasta el area de los precursores gonadales. Al final de su
migracion, las PGC entran en las génadas en desarrollo, colonizan el tejido e inician el proceso de gametogénesis,
dando lugar a gbnadas maduras en los peces adultos y otros animales acuaticos productores de huevos.

Los métodos de la descripcion permiten la generacion de peces reproductivamente estériles (infértiles). La
estrategia de esterilizacion interrumpira especificamente el desarrollo de las gonadas en los individuos sin afectar
negativamente a ninguna otra caracteristica, lo que dara como resultado la produccidén de peces completamente
normales pero reproductivamente estériles.

La FIG. 1 es un diagrama del método de inmersion de las realizaciones de la descripcién, para el compuesto que
es un oligdbmero de morfolino antisentido que suprime la expresién del gen del dead end (callején sin salida) en
dicho pez y que se conjuga con VIVO. Como se muestra, los compuestos se administran a los huevos sumergiendo
huevos no fertilizados (u huevos activados previamente con agua) u huevos fertilizados en los compuestos de
interés en un medio de inmersion. Tipicamente, los huevos se sumergen en el compuesto durante
aproximadamente 2 a aproximadamente 96 horas o mas dependiendo de la especie y latemperatura de inmersién.
La administracion del compuesto tendra lugar preferentemente mientras el corion de los huevos es permeable. El
tratamiento con los compuestos de interés dara como resultado embriones en etapa temprana que tienen una
interrupcion del desarrollo de GnRH o del desarrollo de PGC. Cuando los huevos son tratados por el proceso de
inmersién, los peces adultos resultantes seran reproductivamente infértiles o estériles, tipicamente sin desarrollo
gonadal fértil.
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Por lo tanto, en diversas realizaciones como se describe en las reivindicaciones, la descripcién proporciona un
método para administrar eficazmente compuestos en embriones al poner en contacto los huevos de peces con
compuestos que son oligémeros de morfolino antisentido que suprimen la expresién del gen del dead end (callején
sin salida) en dichos peces antes de la fertilizacion o activacion con agua. Los compuestos seleccionados alteran
el desarrollo, la migracién y/o la supervivencia de las células GnRH y/o PGC en un gran nimero de embriones, lo
que resulta en la produccién a gran escala de peces adultos reproductivamente estériles. Los métodos de la
descripcién también son aplicables a embriones individuales en la produccién a menor escala de peces adultos
reproductivamente estériles.

Los compuestos para su uso en los métodos de la descripcion son oligdmeros de morfolino antisentido que
suprimen la expresién del gen del dead end (callejon sin salida) en peces, que son compuestos conocidos por
alterar el desarrollo, la migracidon y/o la supervivencia de células de GnRH y/o PGC que se conjugan con 2-[(4-
nitrofenil) oxicarbonilhexametileno-carbonilpiperazinil]-4,6-bis{di[di(trifluoroacetamido-hexil)-aminocarbonil-
oxietillamino}triazina y que son capaces de entrar en el corién de un huevo prefertilizado o activado con agua.

El oligbmero de morfolino antisentido se utiliza para silenciar transitoriamente la expresiéon génica mediante el
bloqueo de la traduccion o el empalme de ARN, que es un paso esencial para generar ARNm. Se pueden identificar
oligbmeros de morfolino antisentido especificos para bloguear o suprimir transitoriamente la expresiéon de genes
que son esenciales para el desarrollo de células germinales embrionarias que incluyen, pero no limitado a
receptores deadend, nanos, vasa, gnrh o fsh, lo que resulta en la falla en el desarrollo gonadal y, en Ultima
instancia, genera peces estériles y otros animales acuaticos productores de huevos.

Por lo tanto, en un aspecto de la descripcién, se proporciona un método para producir animales acuaticos
productores de huevos reproductivamente estériles que, como se describe en las reivindicaciones, comprende
poner en contacto, es decir, sumergir en un medio de inmersién acuoso, huevos no fertilizados o huevos fertilizados
activados previamente con agua con oligdmero de morfolino antisentido que es eficaz para transfectar el (los)
huevo(s) y hacer que el (los) individuo(s) producido(s) a partir de ellos sean reproductivamente estériles. El
contacto comprende la transfeccién coridnica del (los) huevo(s).

En tal aspecto, la descripcidon se refiere a métodos para producir peces reproductivamente estériles mediante la
administracién de oligémeros de Morfolino eficaces a huevos con el fin de interrumpir el desarrollo de células
germinales primordiales (PGC), y la migracién y colonizacidon en la gonada del embridn, lo que da como resultado
la falla en el desarrollo de la gdénada y/o el funcionamiento gonadal completo y adecuado a nivel celular o celular,
y en Uultima instancia la generacién de peces estériles, es decir, mediante la administracion de un oligémero de
Morfolino antisentido que suprime la expresién del gen del dead end (callején sin salida) en dicho pez.

Dead end (callején sin salida) (dnd) es un componente especifico de vertebrados del plasma germinal y los
granulos de células germinales que es esencial para el desarrollo de células germinales en ciertos peces. El
gen dnd se expresa especificamente en plasma germinal y células germinales primordiales. Dado que el DND se
considera esencial para la migraciéon normal y la supervivencia de las PGC, los embriones desprovistos de esta
proteina se convierten en adultos estériles.

Los métodos de la descripcion son Utiles para la produccidon de peces reproductivamente estériles para la
acuicultura, el comercio en acuarios y el control de especies invasoras. En un aspecto, los métodos incluyen la
interrupcion del desarrollo gonadal a través de la administracién de oligdmero de morfolino antisentido contra
ARNm de dead end (callején sin salida) (dnd-MO) a huevo(s) prefertilizado(s) o activado(s) con agua. La accién
de dnd-MO conduce al fracaso del desarrollo de gdnadas fértiles y a la esterilizacion de peces adultos.

En realizaciones, el dnd-MO es capaz de suprimir transitoriamente la expresion de la proteina del dead end
(callején sin salida) que es esencial para el desarrollo de células germinales embrionarias.

La presente descripcién también se refiere a secuencias de oligdmero de morfolino especificas para su uso en
métodos para la supresién de la expresién de un gen dead end (callején sin salida) en un pez.

La FIG. 2 es un diagrama de flujo para la produccién de peces reproductivamente estériles que no forma parte de
la presente invencidon mediante la administracidén de oligdmeros de morfolino especificos contra los ARNm dead
end (callején sin salida) de salménidos, morénidos o ciclidos para interrumpir el desarrollo de células germinales
primordiales (PGC), lo que da como resultado la falla en el desarrollo de génadas y, en Ultima instancia, la
generacién de peces estériles. Cuando los huevos no se tratan con oligdmeros de morfolino, pueden convertirse
en reproductores fértiles.

Como se muestra en la FIG. 2, los huevos de salmdnidos, morénidos o ciclidos, u otras especies de peces, pueden
ponerse en contacto con oligémeros de morfolino contra los genes dead end (callején sin salida) de las especies
de peces relevantes. La FIG. 2 ilustra la administracion de oligobmeros de morfolino especificos contra los
genes dead end (callején sin salida) de salménidos, morénidos o ciclidos. Alternativamente, los huevos pueden no
recibir tratamiento. Como se muestra, cuando los huevos no fertilizados se ponen en contacto con oligdmeros de
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morfolino, los oligémeros efectlan la supresion o el bloqueo de la traduccion de la proteina del callején sin salida,
lo que resulta en la interrupcion del desarrollo de PCG. En consecuencia, los salmoénidos, monoides o ciclidos
adultos son infértiles, ya que no hay desarrollo gonadal fértil. Cuando se permite el desarrollo normal de PGC, los
peces tendran un desarrollo gonadal fértil normal y los peces pueden usarse como reproductores.

Por lo tanto, en realizaciones, los oligémeros de morfolino antisentido para su uso en los métodos de la descripcidon
son capaces de suprimir eficazmente la expresién de al menos uno de los genes dead end (callejon sin salida) de
Salmonidae, gen dead end (callején sin salida) de Moronidae o gen dead end (callején sin salida) de Cichlidae.

En otro aspecto, la descripcién se refiere a oligdmeros de morfolino antisentido especificos para su uso en los
métodos reivindicados que pueden suprimir de manera transitoria y eficaz la traducciéon de Dead end, una proteina
esencial para la supervivencia de células germinales, y alterar especificamente el desarrollo gonadal que da como
resultado la produccidon de peces infértiles, por ejemplo, salmones (salmones y truchas), morénidos (bajos) y
ciclidos (tilapias y ciclidos ornamentales).

En otro aspecto, la descripcion se refiere a un oligbmero de morfolino especifico, 5'-
CTGACTTGAACGCTCCTCCATTATC-3' (SEQ ID NO: 1) vy sus variantes, por ejemplo, 5'-
ACTTGAACGCTCCTCCAT-3' (SEQ ID NO: 2), para su uso en los métodos reivindicados que son capaces de
suprimir de manera transitoria y efectiva la expresién del gen del callején sin salida de Salmonidae, lo que da como
resultado la falla en el desarrollo de las gdnadas y/o la falla del funcionamiento gonadal completo y adecuado, y
en Ultima instancia la generacion de salménidos estériles. Por consiguiente, los métodos de la descripcidon son
aplicables a todos los salmdnidos, que incluyen, entre otros, salmones Atlantico, del Pacifico, real, chum, rojo, rosa
y japonés, truchas arco iris, arroyo y marron, timalo comun y artico y trucha artica, entre otros.

En otro aspecto, la descripcion se refiere a un oligbmero de morfolino especifico, 5'-
GGCTCTGCTTGCTCTCCATCATCTC-3'(SEQ ID NO: 3), y sus variantes para su uso en los métodos reivindicados
que son capaces de suprimir de manera transitoria y efectiva la expresién del gen del callején sin salida de
Moronidae , lo que da como resultado la falla en el desarrollo de las génadas y/o el fracaso del funcionamiento
gonadal completo y adecuado, y en Ultima instancia la generacion de morénidos estériles. Por consiguiente, los
métodos de la descripcién son aplicables a todos los mordnidos que incluyen, pero no limitado a rébalo rayado,
rébalo blanco, hibridos de rébalo rayado-blanco, rébalo amarillo, perca blanca, perca amarilla, perca europea e
hibridos de rébalo-perca, entre otros.

En otro aspecto, la descripcion se refiere a un oligbmero de morfolino especifico, 5'-
CTGGCTTTGCGTGTTTTCCATCGTC-3' (SEQ ID NO: 4), para su uso en los métodos reivindicados que son
capaces de suprimir de manera transitoria y efectiva la expresién del gen del callején sin salida de Cichlidae, lo
que da como resultado la falla en el desarrollo de las gonadas y/o la falla del funcionamiento gonadal completo y
adecuado, y en ultima instancia la generacién de ciclidos estériles. Por consiguiente, los métodos de la descripcidn
son aplicables a todas las especies de ciclidos y tilapia, que incluyen, pero no limitado a tilapia del Nilo, tilapia azul,
hibridos de tilapia azul-Nilo, tilapia de Mozambique y otras especies de ciclidos comestibles y ornamentales y sus
hibridos.

Los oligdmeros de morfolino pueden ser variantes de las secuencias enumeradas. Estas variaciones pueden
incluir, pero no limitado a otros acidos nucleicos modificados y otros oligdmeros de morfolino que cubren las
secuencias completas o parciales enumeradas anteriormente. Se incluyen particularmente oligdmeros antisentido
que comprenden, consisten esencialmente en, o consisten en, una o mas de las SEQ ID NO: 1, 3y 4. También se
incluyen variantes de estos oligémeros antisentido, que incluyen oligémeros variantes que tienen 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98% o 99% (que incluyen todos los numeros enteros intermedios) de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con cualquiera de las SEQ. ID NO: 1, 3y 4, y/o variantes que difieren de estas secuencias
en aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 nucleétidos, preferentemente variantes que son eficaces en la
esterilizacién reproductiva de peces tras el contacto con huevos de pez. La SEQ ID NO:2 es una variante preferida
de la SEQ ID NO: 1.

Las variantes que son eficaces en la esterilizacion reproductiva de peces tras el contacto con huevos de peces, tal
como se usan en dicho contexto, significan que el uso de las variantes en los métodos descritos en la presente
dara como resultado peces reproductivamente estériles. Las variantes suprimiran eficazmente la expresién de un
gen de interés dead end (callején sin salida).

De acuerdo con realizaciones de los métodos de la descripcién, los huevos de pez no fertilizados (uno o mas
huevos) se sumergen en un medio de inmersidn acuoso como se describe en las reivindicaciones que comprende
un oligémero de morfolino antisentido capaz de suprimir eficazmente la expresién de un gen dead end (callején sin
salida) en el pez de interés. La concentracion del oligdmero de morfolino antisentido en el bafio debe ser suficiente
para permitir que el oligdmero de morfolino antisentido atraviese el corion de los huevos de pez, transfectando
eficazmente los huevos. En realizaciones, tal concentracion sera tipicamente de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20, mas preferentemente, de aproximadamente 3 a aproximadamente 15 uM, y aun mas
preferentemente, de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 uM.
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El medio de inmersién es un medio acuoso que puede comprender ademas liquido ovarico de pez o diluyente de
fertilizacién que contiene sal, Tris (pH 7-9), glicina y/o 0 a 30% de suero e inhibidores de proteasa tales como
aprotinina o leupeptina.

Aunque el tiempo requerido para la inmersion de los huevos no fertilizados o los huevos fertilizados activados
previamente con agua para dar como resultado una esterilizacién satisfactoria del pez dependera de la especie de
pez, tipicamente los huevos de pez se sumergiran en el medio de inmersion que contiene un oligdbmero de Morfolino
durante aproximadamente 2 a aproximadamente 96 horas, mas preferiblemente durante aproximadamente 4 a
aproximadamente 72 horas, y aun mas preferiblemente de aproximadamente 5 a aproximadamente 48 horas.

Los métodos para la produccion de peces reproductivamente estériles como se describe en las reivindicaciones
pueden usarse para la acuicultura, el comercio de acuarios y el control de especies invasoras, en donde los
métodos incluyen la interrupcidon del desarrollo gonadal a través de la administracion de un oligémero de morfolino
antisentido que suprime la expresion del gen dead end (callején sin salida) en dicho pez, y en donde dichos
oligdmeros de morfolino antisentido se conjugan con 2-[(4-nitrofenil) oxicarbonilhexametileno-carbonilpiperazinil]-
4 ,6-bis{di[di(trifluoroacetamido-hexil)-aminocarbonil-oxietillamino}triazina al huevo o embriones, por lo que los
oligdbmeros de morfolino antisentido son capaces de transfectar el (los) huevo(s), es decir, alcanzar y entrar en
huevos o embriones no fertilizados. La accion del oligdmero morfolino antisentido dentro del huevo o embriones
conduce al fracaso del desarrollo fértil de las génadas vy, en Ultima instancia, a la produccion de peces adultos
estériles. El transportador molecular 2-[(4-nitrofenil)  oxicarbonilhexametileno-carbonilpiperazinil]-4,6-
bis{di[di(trifluoroacetamido-hexil) -aminocarbonil-oxietillJamino}triazina es capaz de transportar eficazmente el
oligobmero morfolino antisentido conjugado a él a través de canales y poros minusculos, |0 que le permite pasar a
través del corion y entrar en el huevo o embridon y llegar al tejido diana. Por lo tanto, a través de estos métodos, los
huevos, ya sea no fertilizados o fertilizados, pueden ponerse en contacto eficazmente con oligémeros de morfolino
para producir peces reproductivamente estériles.

En un aspecto, la descripcién se refiere a métodos para producir peces reproductivamente estériles mediante la
administracion de un oligémero de Morfolino antisentido que suprime la expresién del gen del dead end (callején
sin salida) en dicho pez, y en donde dicho oligobmero de Morfolino antisentido se conjuga con 2-[(4-nitrofenil)
oxicarbonilhexametileno-carbonilpiperazinil]-4,6-bis{di[di(trifluoroacetamido-hexil)-aminocarbonil-
oxietillamino}triazina a huevos 0 embriones de pez no fertilizados, como se describe en las reivindicaciones, con
el fin de interrumpir el desarrollo celular de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) y/o el desarrollo y
migracién de células germinales primordiales (PGC) hacia, y la colonizacién en, la génada del embrién, lo que da
como resultado la falla en el desarrollo de la génada y/o la falla del funcionamiento gonadal completo y adecuado
a nivel celular o tisular, y finalmente la generacion de peces estériles.

La 2-[(4-nitrofenil)oxicarbonilhexametilen-carbonilpiperazinil]-4,6-bis{di[di(trifluoroacetamido-hexil)-aminocarbonil-
oxietillamino}triazina también se conoce en la técnica como "Vivo" y se describe en la patente de EE. UU. No.
7.935.816.

Una 2-[(4-nitrofenil) oxicarbonilhexametilen-carbonilpiperazinil]-4,6-bis{di[di(triflucroacetamido-hexil )-
aminocarbonil-oxietilJamino}triazina ilustrativa con morfolino se muestra en el siguiente conjugado:
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En otro aspecto, la descripcién proporciona un método para producir peces reproductivamente estériles, dicho
método comprende poner en contacto huevos no fertilizados o huevos fertilizados activados previamente con agua
con un conjugado de un oligémero de morfolino antisentido que suprime la expresion del gen dead end (callején
sin salida) en dicho pez, y en donde dicho oligobmero de morfolino antisentido se conjuga con 2-[(4-nitrofenil)
oxicarbonilhexametilen-carbonilpiperazinil]-4,6-bis{di[di(trifluoroacetamido-hexil)-aminocarbonil-
oxietillamino}triazina que es eficaz para transfectar los huevos y hacer que los individuos producidos a partir de
ellos sean reproductivamente estériles como se describe en las reivindicaciones.

En otro aspecto, la descripcidon contempla un método para producir peces reproductivamente estériles como se
describe en las reivindicaciones, dicho método comprende poner en contacto huevos(o embriones) fertilizados con
un conjugado de un oligémero de morfolino antisentido que suprime la expresioén del gen dead end (callején sin
salida) en dicho pez conjugado con un compuesto transportador molecular que es 2-[(4-
nitrofenil)oxicarbonilhexametilen-carbonilpiperazinil]-4,6-bis{di[di(trifluoroacetamido-hexil)-aminocarbonil-
oxietillamino}triazina que es eficaz para transfectar los huevos y hacer que los individuos producidos a partir de
ellos sean reproductivamente estériles.

Los oligdmeros seleccionados pueden alterar el desarrollo, la migracién y/o la supervivencia de las células GnRH
y/o PGC en un gran numero de embriones, 1o que resulta en la produccién a gran escala de peces adultos
reproductivamente estériles. Los métodos de la descripcion también son aplicables a embriones individuales en la
produccién a menor escala de peces adultos reproductivamente estériles.

En otras realizaciones, el oligdmero de morfolino antisentido para su uso en los métodos de la descripcion son
capaces de suprimir eficazmente la expresién de al menos uno de los genes dead end (callején sin salida) de
Salmonidae, gen dead end (callején sin salida) de Moronidae o gen dead end (callejon sin salida) de ciclidos. En
realizaciones adicionales, el oligdbmero de morfolino antisentido para su uso en los métodos de la descripcidn es la
SEQID NO: 1, SEQID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o variantes de las mismas que son capaces de suprimir
eficazmente la expresién de dead end (callején sin salida) en especies de peces.

En una realizacién, se proporciona un método para producir peces reproductivamente estériles, que comprende
sumergir huevos de pez no fertilizados o fertilizados en un medio de inmersién acuoso que comprende un
conjugado de un compuesto transportador molecular que es 2-[(4-nitrofenil)oxicarbonilhexametileno-
carbonilpiperazinil]-4,6-bis{di[di(trifluoroacetamido-hexil)-aminocarbonil-oxietilJamino}triazina y un oligbmero de
morfolino antisentido capaz de suprimir eficazmente la expresién del gen dead end (callején sin salida) en el pez.

De acuerdo con aspectos particulares de los métodos de la descripcidn, los huevos no fertilizados o los huevos
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fertilizados activados previamente con agua (uno 0 mas) se sumergen en un medio acuoso que comprende un
oligémero de morfolino antisentido que suprime la expresion del gen dead end (callején sin salida) en dicho pez,
y en donde dicho oligdmero de morfolino antisentido se conjuga con 2-[(4-nitrofenil) oxicarbonilhexametileno-
carbonilpiperazinil]-4,6-bis{di[di(trifluoroacetamido-hexil)-aminocarbonil-oxietilJamino}triazina capaz de suprimir
eficazmente la expresién de un gen dead end (callején sin salida) en el pez. La concentracion del oligémero de
morfolino antisentido en el bafio debe ser suficiente para permitir que el conjugado de oligdbmero de morfolino
antisentido-transportador atraviese el corion del (los) huevo(s). En realizaciones, tal concentracién sera tipicamente
de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 uM, mas preferentemente, de aproximadamente 3 a
aproximadamente 15 uM, y aln mas preferentemente, de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 uM.

Alternativamente, la descripcion contempla un método para producir peces reproductivamente estériles, dicho
método comprende poner en contacto, es decir, sumergir en un medio de inmersidn acuoso, huevo(s) fertilizado(s)
con oligémero de morfolino antisentido que suprime la expresién del gen del dead end (callején sin salida) en dicho
pez conjugado con un compuesto transportador molecular que es eficaz para transfectar el (los) huevo(s)
fertilizado(s), que es 2-[(4-nitrofenil)oxicarbonilhexametileno-carbonilpiperazinil]-4,6-bis{di[di (trifluoroacetamido-
hexil)-aminocarbonil-oxietilJamino}triazina y hacer que el (los) individuo(s) producido(s) a partir de este sea
reproductivamente estéril. El contacto comprende la transfeccién coriénica del (los) huevo(s).

La concentracion del oligdmero de morfolino antisentido en el bafio debe ser suficiente para permitir que el
conjugado de oligémero de morfolino antisentido-transportador atraviese el corion del (los) huevo(s) fertilizados.
Tal concentracion sera mayor que la cantidad necesaria para la inmersién de los huevos de pez no fertilizados, ya
que, después de la fertilizacion y la activacion con agua, el corion del huevo se vuelve impermeable, 1o que dificulta
el recorrido hacia el huevo. Tipicamente, la concentracion del bafio para la inmersién de embriones es de
aproximadamente 20 a aproximadamente 80 uM, preferentemente de aproximadamente 40 a aproximadamente
60 uM.

En realizaciones del tratamiento de huevos fertilizados, el oligdmero de morfolino antisentido es capaz de suprimir
eficazmente la expresion de al menos uno del gen dead end (callején sin salida) de Salmonidae, el gen dead end
(callején sin salida) de Moronidae o el gen dead end (callején sin salida) de ciclidos. En realizaciones adicionales,
el oligémero de morfolino antisentido es la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o una
variante de la misma que es capaz de suprimir eficazmente la expresién de dead end (callején sin salida) en las
especies de peces.

Se reconocera que la puesta en contacto de huevos y/o embriones con un oligémero de morfolino antisentido que
suprime la expresion del gen dead end (callejon sin salida) en dicho pez, y en donde dicho oligémero de morfolino
antisentido se conjuga con 2-[(4-nitrofenil) oxicarbonilhexametileno-carbonilpiperazinil]-4,6-
bis{di[di(trifluoroacetamido-hexil)-aminocarbonil-oxietilJamino}triazina se puede llevar a cabo de cualquier manera
adecuada, lo que implica la puesta en contacto por inmersiéon en un medio de inmersion acuoso, ya que se debe
reconocer que la puesta en contacto por inmersién proporciona una técnica de contacto eficiente y eficaz que es
susceptible de operaciones a gran escala para la produccion de peces reproductivamente estériles

Las ventajas y caracteristicas de la descripcion se ilustran adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos,
que no deben interpretarse de ninguna manera como limitativos del alcance de las reivindicaciones, sino mas bien
como ilustrativos de realizaciones particulares de la descripcién en aplicaciones especificas de las mismas.

Ejemplo 1:

Se selecciond el pez cebra para la ejemplificacion inicial de los métodos de la descripcién, debido a su corto tiempo
de generacidn y gran cantidad de embriones producidos por apareamiento, que se obtienen facilmente de forma
diaria o0 semanal. Ademas, los embriones de pez cebra son transparentes, lo que facilita las observaciones y son
resistentes. El desarrollo normal de las células GnRH, las PGC y las génadas dentro del embridén es un mecanismo
evolutivamente conservado que se encuentra en todos los peces. Por consiguiente, los métodos de la descripcidn
son aplicables a todas las especies de peces, que incluyen, pero no limitado a pez cebra, especies de carpa,
especies de trucha, especies de salmén, bremas (que incluyen sargos y plumas), lubinas (que incluyen lubinas
marinas y de agua dulce y lubinas hibridas, etc.), percas (perca amarilla, perca blanca, etc.), especies de bagre,
bacalao y otras clases principales que son candidatas para el cultivo en cautiverio.

Vivoy dnd-MO

Un transportador molecular, una octaguanidina dendrimérica con un nucleo de triazina también conocido como
Vivo, se conjugd con dnd-MO de pez cebra, 5-GCTGGGCATCCATGTCTCCGACCAT-3' (SEQ ID NO 5) (zfdnd-
MO-Vivo) y se utilizé en una inmersion que contenia embriones de pez cebra en agua. Después de una inmersién
de 3 horas con 20 uyM de zfdnd-MO-Vivo, se encontraron agregados no caracterizados aproximadamente la parte
interna del corion o la superficie del blastodisco de los embriones (FIG. 3A). Aparecieron mas agregados después
de unainmersion de 5 horas (FIG. 3B). Estos agregados no se observaron en |os grupos de control no conjugados
que se sumergieron con 20 uyM de zfdnd-MO para 3 (FIG. 3C) 0 5 (FIG. 3D) horas. Los resultados indicaron que la
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conjugacién de los oligdmeros de morfolino antisentido con Vivo proporciond la capacidad del compuesto
conjugado para actuar sobre el coridn que causé agregados.

A los 2 dias posteriores a la fertilizacion, el examen de microscopia de fluorescencia revelé que las células
germinales en los embriones sumergidos con zfdnd-MO-Vivo 40 o 60 yM habian migrado mal y se habian
diferenciado a otros tipos de células (FIG. 4A, FIG. 4B). Como se muestra, el pez cebra dnd-MO-Vivo interrumpio
el desarrollo de células germinales en el pez cebra. La FIG. 4A muestra que en los peces de control, las células
germinales migraron a la regién gonadal y mantuvieron su morfologia (células con forma redondeada). La FIG. 4B
muestra que el tratamiento de zfdnd-MO-Vivo causé una migracion errénea de las células germinales y
eventualmente se diferencié en otros tipos de células.

Ejemplo 2:

El pez cebra tratado en el Ejemplo 1 se examin6 después del desarrollo en peces adultos. La inmersidn en bafio
de embriones de pez cebra con 40 o 60 uyM de zfdnd-MO-vivo permitié inducir de manera eficiente el 100% de
esterilidad en los individuos que se trataron en condiciones éptimas como se muestra en la FIG. 8, sin afectar
ninguna otra caracteristica fisioldgica del pez (FIG. 5). Como se muestra en la FIGURA 5, los embriones tratados
con dnd-MO-Vivo de pez cebra se convirtieron en adultos infértiles de tipo masculino. La FIG. 5A no muestra
ninguna diferencia en la apariencia o el tamafio general observado entre los peces adultos tratados y los machos
de tipo silvestre. La FIG. 5B no muestra diferencias significativas en el peso corporal de los peces de 3 meses de
edad (n = 12 mediante muestreo aleatorio) entre los peces tratados con zfdnd-MO-Vivo y los machos de tipo
silvestre no tratados.

En experimentos adicionales, los métodos de la descripcién se aplicaron con éxito al pez cebra y la duracidon de la
inmersién se redujo a 5 a 6 horas sin afectar la eficiencia de la esterilidad (FIG. 8, FIG. 7 y FIG. 8). En la FIG. 6,
se muestra la esterilidad inducida por zfdnd -MO-Vivo en pez cebra. Examen del tejido gonadal que muestra (A)
un testiculo bien desarrollado de peces machos no tratados. (B) Un ovario bien desarrollado de peces hembra no
tratados. (C) Las génadas de los peces tratados con zfdnd -MO-Vivo se desarrollaron en un tejido delgado similar
a un filamento. Las microfotografias (D-F) muestran (D) espermatogénesis activa de los testiculos de peces
machos no tratados. (E) Un ovario bien desarrollado de un pez hembra no tratada con ovocitos en diferentes etapas
de desarrollo. (F) Las gonadas de los peces tratados parecen estar subdesarrolladas y rodeadas de una gran
cantidad de adipocitos sin estructura gonadal avanzada o células germinales.

Como se muestra en la FIG. 7y FIG. 8, los embriones tratados con dnd-MO-Vivo de pez cebra se convirtieron en
adultos infértiles. Tanto en A) inmersiones de 24 horas como en B) de 5 a 6 horas, todos los embriones que se
sumergieron inicialmente con 60 o 40 uyM de zf dnd- MO-Vivo inmediatamente después de la fertilizacion se
convirtieron en peces infértiles.

Ejemplo 3:

Para optimizar continuamente la tecnologia que no forma parte de la presente invencidn, la inmersién en bafio se
realizé utilizando huevos no fertilizados, ya que la permeabilidad del corion disminuye gradualmente después de
la fertilizacion y la activacion con agua. Nuestros resultados muestran que cuando los huevos se sumergieron con
zfdnd-MO (dnd-MO-Flu) marcado con fluoresceina 40 uM, los huevos no fertilizados tomaron méas dnd- MO-Flu que
los huevos que se activaron con agua 1 hora antes de la inmersién (FIG. 9). Como se muestra en la FIG. 9, los
huevos son mas permeables antes de la activacion con agua. En una inmersion de 5 horas con 40 uM de zfdnd -
MO-Flu, A) huevos no fertilizados captan mas zfdnd -MO-Flu(fluorescencia verde mas fuerte) que B) huevos
preactivados con agua.

Ejemplo 4:

Cuando los huevos de salménidos prefertilizados (trucha) se sumergieron con dnd-MQO +dnd-MO-Vivo de
salmonido (Ssdnd-MO +Ssdnd-MO-Vivo), las células germinales se eliminaron (FIG. 10) indicado por la falta de
expresion del gen creador especifico de células germinales vasa. Como se muestra en la FIG. 10, los huevos de
salmonidos (trucha) se sumergieron con dnd-MO de salmoénido en A: Control;, B: 10 uM Ssdnd-MO; C: 10 uM
Ssdnd-MO +1 uM Ssdnd-MO-Vivo; D: 10 yM Ssdnd-MO +2 uM Ssdnd -MO-Vivo durante 48 horas antes de la
fertilizacion. Poco después de la eclosidn, la parte media del cuerpo se cortd y se utilizé para la extraccion de ARN
y RT-PCR para detectar la expresion de vasa. Un pez del grupo C y otro del grupo D parecian tener una expresion
de vasa muy baja, lo que indica un posible efecto en la reduccidn de la abundancia de células germinales. RT:
transcripcién inversa.

Como se describe en la presente, los métodos de la invencion son generalmente aplicables a peces de
piscifactoria, ya que es deseable la produccién de especies de piscifactoria estériles. Por consiguiente, los métodos
de la invencién son aplicables a cualquier especie cultivada de peces, particularmente a especies cultivadas
comercialmente importantes.
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Aplicabilidad industrial

Los métodos de la descripcidn producen peces reproductivamente estériles. La esterilizacién (infertilidad inducida)
de peces de piscifactoria y animales acuaticos productores de huevos mejora su tasa de crecimiento al aumentar
la conversion de energia de los alimentos en crecimiento muscular, en lugar del desarrollo gonadal. Ademas, si se
escapa de las operaciones de acuicultura al medio ambiente, los peces de piscifactoria reproductivamente estériles
y los animales acuaticos productores de huevos, incluidas las especies domesticadas, no nativas 0 modificadas
genéticamente, no podran reproducirse o cruzarse con la poblacidon silvestre. Esto ayudara a la contencién
biolégica y evitara la contaminacion genética de las poblaciones silvestres y/o el establecimiento en la naturaleza
de peces domésticos, no nativos o genéticamente modificados y animales acuaticos productores de huevos.

1
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REIVINDICACIONES

1. Un método para tratar huevos de pez fertilizados o fertilizados no fertilizados o activados previamente con agua
para hacer que los peces producidos a partir de estos sean reproductivamente estériles, en donde dichos huevos
de pez se sumergen en un medio de inmersion acuoso que comprende un oligémero de Morfolino antisentido que
suprime la expresion del gen dead end (callején sin salida) en dicho pez, y en donde dicho oligoémero de Morfolino
antisentido se conjuga con 2-[(4-nitrofenil)oxicarbonilhexametileno-carbonilpiperazinil]-4,6-
bis{di[di(trifluoroacetamido-hexil)-aminocarbonil-oxietillJamino}triazina.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde los huevos son huevos no fertilizados o huevos fertilizados activados
previamente con agua y la concentracién del oligdbmero de morfolino antisentido en el medio de inmersion esta en
un intervalo de desde 1 a 20 uM.

3. El método de la reivindicacién 2, en donde la concentracidon del oligdmero de morfolino antisentido en el medio
de inmersion esta en unintervalo de desde 3 a 15 uM.

4. El método de la reivindicacién 2, en donde la concentracion del oligobmero de morfolino antisentido en el medio
de inmersion esta en unintervalo de desde 5 a 10 uM.

5. El método de la reivindicacién 1, en donde los huevos son huevos fertilizados y la concentracidn del oligdémero
de morfolino antisentido en el medio de inmersion esta en un intervalo de desde 20 a 80 uM.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dichos huevos se sumergen en dicho medio de
inmersién durante un periodo de tiempo que esta en un intervalo de desde 2 a 96 horas.

7. El método de la reivindicacién 6, en donde dichos huevos son huevos fertilizados no fertilizados o activados
previamente con agua que se sumergen en dicho medio de inmersion durante un periodo de tiempo que esta en
un intervalo de desde 4 a 72 horas.

8. El método de la reivindicacién 7, en donde dichos huevos se sumergen en dicho medio de inmersién durante un
periodo de tiempo que esta en un intervalo de desde 5 a 48 horas.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el oligdmero de morfolino antisentido comprende
un oligdmero seleccionado del grupo que consiste en oligdmeros de las SEQ. ID NO: 1-4 y variantes de las mismas
que son eficaces en la esterilizacidon reproductiva de peces tras el contacto con huevos de pez.

10. El método de la reivindicacién 9, en donde el oligémero de morfolino antisentido comprende un oligémero de
la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, o la SEQ ID NO: 4.

11. EI método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicho gen dead end (callején sin
salida) comprende al menos uno de los genes dead end (callején sin salida) de Salmonidae, Moronidae y
Cichlidae.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el oligdmero de morfolino antisentido
comprende un oligémero de la SEQ ID NO: 1.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 y 6 a 8, en donde el medio de inmersién acuoso

comprende ademas fluido ovarico de pez o diluyente de fertilizacién que contiene sal, Tris (pH 7-9), glicina y/o 0 a
30% de suero e inhibidores de proteasa tales como aprotinina o leupeptina.
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HUEVOS DE SALMONIDOS, MORONIDOS O CICLIDOS

ADMINISTRACION DE OLIGOMEROS DE
MORFOLINO ESPECIFICOS CONTRA DEAD ENDS
(CALLEJON SIN SALIDA) DE SALMONIDOS,
MORONIDOS O CiCLIDOS

™ ¢ OLIGOMEROS DE MORFOLINO

ESPECIFICOS CONTRA DEAD ENDS
(CALLEJON SIN SALIDA)

MARN de DEAD
END (CALLEJON
S SIN SALIDA)

TRADUCCION DE LA
PROTEINA DE DEAD END
(CALLEJON SIN SALIDA)

INTERRUPCION DEL DESARROLLO NORMAL

DESARROLLO NORMAL DE DE PGC

PGC

- MIGRACION ERRONEA Y/O
REGION DIFERENCIADA DE LAS PGC

GONADAL

REGION
GONADAL

MIGRACION ERRONEA Y/O
* DIFERENCIADA DE LAS PGC

SALMONIDOS, MORONIDOS O CiCLIDOS ADULTOS
5 INFERTILES

. DESARROLLO GONADAL
POBLACION NO FERTIL

FIG.2
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24 horas de TRATAMIENTO
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