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DESCRIPCION
Métodos para la produccion de peces estériles

Esta invencion se refiere a métodos para la produccién de peces estériles. Los métodos incluyen la interrupcion del
desarrollo gonadal en peces a través de la administracién de un gapmero como se menciona en las reivindicaciones
que conducen a la falla del desarrollo gonadal fértil, y por lo tanto a peces reproductivamente estériles. Los métodos
son para el uso en, por ejemplo, la piscicultura, el comercio de acuarios o el control de especies invasivas.

La piscicultura es actualmente una de las industrias de produccion de alimentos de crecimiento mas rapido y se
torna cada vez mas importante para resolver los déficits mundiales actuales y proyectados en la disponibilidad de
alimentos acuaticos y productos del mar. La optimizacién de los métodos y procedimientos usados en la piscicultura
es cada vez mas necesaria para maximizar el bienestar/salud animal y la produccién de alimentos y minimizar el
impacto ecolégico, para lograr de esta manera la sustentabilidad ambiental a largo plazo de nuestros suministros de
productos del mar.

La esterilizacién, es decir, la infertilidad inducida de peces y otros animales acuaticos oviparos cultivados aumenta
su ritmo de crecimiento mediante el aumento de la conversiéon de energia alimentaria en crecimiento muscular, en
lugar del desarrollo gonadal. Ademas, si se escapan de las operaciones de piscicultura al medio ambiente, los peces
y otros animales acuaticos oviparos cultivados reproductivamente estériles, que incluyen las especies domesticadas,
no nativas o modificadas genéticamente, no podran reproducirse ni cruzarse con las poblaciones salvajes. Esto
ayudara a la contenciéon bioldgica e impedira la contaminacién genética de las poblaciones salvajes y/o el
establecimiento en la naturaleza de peces y de otros animales acuaticos oviparos cultivados domésticos, no nativos
o modificados genéticamente.

La esterilidad en peces y otros animales acuaticos oviparos puede lograrse mediante la interrupcién del desarrollo
de células de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) y/o el desarrollo, migracién y colonizacién de células
germinales primordiales (PGC) en la génada del embrién. Esto da como resultado la falla del desarrollo de la génada
y/o falla del funcionamiento gonadal completo y adecuado, y en ultima instancia la generacién de peces y otros
animales acuaticos oviparos reproductivamente estériles.

Los compuestos conocidos por interrumpir el desarrollo de células de GnRH y/o de PGC, su migracion y/o
supervivencia, incluyen oligonucledtidos antisentido (AON), que inactivan ARNm esenciales para células de GnRH
y/o la formacidén, migracion y/o supervivencia de PGC mediante el bloqueo de su traduccién o interfieren de
cualquier otra manera con su procesamiento. Z. Linhartova y otros, Theriogenology 84 (2015), 1246-1255 describe la
esterilizacién de esturiéon por microinyeccién en embriones de esturién de morfolino oligonucleétidos antisentido, lo
que atenua la expresion del gen callejon sin salida (dnd). Dnd es un gen especifico de vertebrados que codifica una
proteina de unién a ARN, que es fundamental para la migracién y supervivencia de PGC.

T. Wongy. Zohar, Sci. Rep. 5 (2015), 15822 divulga un método de inmersién en bafio para producir pez cebra infértil
que incluye el uso de morfolino oligonucleétidos conjugados con Vivo contra dnd de pez cebra.

El documento WO 2015/073819 A1y el documento WO 2016/187198 divulgan métodos para la produccidén de peces
y animales acuaticos oviparos reproductivamente estériles para, por ejemplo, piscicultura. Los compuestos para
volver estériles a tales animales pueden suministrarse a los huevos de tales animales antes de la fertilizacion o la
activacion en el agua de dichos huevos o después de la fertilizacion y la activaciéon en el agua mediante el contacto
de los huevos en un medio de inmersién que incluye los compuestos de interés, y opcionalmente un transportador
molecular.

A. Pauli y otros, PLOS ONE, vol. 10, nim.10, (2015), pagina e0139504 divulga un método para silenciar la expresién
de dnd en un huevo de pez cebra, el método comprende introducir un gapmero especifico de dnd- en dicho huevo
por microinyeccion.

Generalmente, en la tecnologia antisentido, el ARNm se reconoce mediante hibridacién de tipo Watson-Crick de un
AON complementario. La meta de inhibir la expresion génica de una manera especifica puede lograrse mediante la
prevencién de la maduracién del ARNm, el bloqueo de la traduccién o por induccién de la degradacién. Para que
sea eficaz el AON debe ser capaz de ingresar a la célula, estable frente a nucleasas, no toéxico y mostrar alta
afinidad de unién y especificidad por el ARNm objetivo.

Se ha realizado un avance considerable con respecto a la estabilidad y la union mediante el uso de AON
modificados quimicamente. Un ejemplo de tales oligonucleétidos AON modificados quimicamente con una cadena
principal de fosforotioato en lugar de una cadena principal de fosfodiéster o una cadena principal que comprende
anillos de metilenomorfolina (es decir morfolino oligonucleétidos), lo que mejora la resistencia a la degradacion
enzimatica. Otro ejemplo es acidos nucleicos bloqueados (LNA), un nucleésido que comprende un resto de azucar
biciclico que comprende un puente 4-CH2-O-2', que "bloquea" el anillo de azlcar en una conformacién que exhibe
mayor afinidad de unién por el ARN complementario.
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Esta invencion se refiere a métodos como se define en las reivindicaciones.

En una primera modalidad, la invencién proporciona un método para producir peces estériles como se define en la
reivindicacion 1.

Los peces incluyen todas las especies de peces, que incluyen, pero sin limitarse a, salménidos, por ejemplo, salmén
del Atlantico, salmén plateado, salmén real, salmén keta, salmén rojo, salmén rosado, salmén masu, especies de
trucha, tales como trucha arcoiris, trucha de arroyo, trucha marrén, timalo comun, timalo del Artico, trucha artica,
morénidos, por ejemplo, lubina, lubina rayada, lubina blanca, lubina hibrida rayado-blanca, lubina amarilla, perca, tal
como, perca blanca, perca amarilla o perca europea, hibridos perca-lubina, ciclidos, por ejemplo, tilapia del Nilo,
tilapia azul, hibridos de tilapia azul-Nilo, tilapia de Mozambique, ciprinidos, por ejemplo, pez cebra y otras especies
de carpa, bremas, por ejemplo, doradas, pargos, gadidos, por ejemplo, especies de bacalao, eglefino, pescadilla,
abadejo y bagre.

En una modalidad preferida, el pez es uno para piscicultura tal como un salmén, una trucha, una lubina, una tilapia,
una carpa o un bagre. En otra modalidad preferida, el pez es uno para el comercio de acuarios, por ejemplo, un pez
cebra, un pez de colores, un bagre, un tetra, un pez hacha, un pez lapiz, una palometa negra, una damisela, un pez
payaso o cromis.

En otra modalidad preferida, el pez es
un salménido, morénido, ciclido, gadido, pangasido, ictaldrido o ciprinido tal como un salmén, una trucha, una lubina,
una tilapia, una carpa o un bagre.

Como se usa en la presente descripcidén, el término "gapmero" se refiere a un oligonucledtido antisentido
monocatenario que tiene una secuencia ala-espacio-ala contigua. El espacio comprende un segmento continuo de
desoxinucledtidos modificados con fosforotioato en 2' que reclutan RNasa H. El espacio esta flanqueado por una
regién de ala 5' y una region de ala 3', en donde los nucleétidos en dichas regiones de ala son acidos nucleicos
blogueados (LNA) o nucledtidos de ARN alquilados en 2'.

El espacio del gapmero puede consistir en 6 a 20 desoxinucledtidos modificados con fosforotioato en 2' que reclutan
RNasa H enlazados, talcomo 6 a20,6a18,6a16,6a14,6a1206a1007a20,7a18,7a16,7a14,7a12,7
a1l0u8a20,8a18,8a16,8a14,8a12,8a10092a20,9a18,9a16,9a14,9a1209a10010a20,10a
18,10a16,10a14010a12.

La region de ala 5' del gapmero puede consistir en 1 a 8 nucleétidos enlazados, tal como 1 nucleétido, 2 nucleétidos,
3 nucleétidos, 4 nucledtidos, 5 nucledtidos, 6 nucleétidos, 7 nucledtidos u 8 nucledtidos, en donde dichos nucleétidos
son LNA o nucleétidos de ARN alquilados en 2'.

La region de ala 3' del gapmero puede consistir en 1 a 8 nucleétidos enlazados, tal como 1 nucleétido, 2 nucleétidos,
3 nucleétidos, 4 nucledtidos, 5 nucledtidos, 6 nucleétidos, 7 nucledtidos u 8 nucledtidos, en donde dichos nucleétidos
son LNA o nucleétidos de ARN alquilados en 2'.

La regién de ala 5' puede consistir en el mismo numero de LNA enlazados o nucledtidos de ARN alquilados en 2'
como la regién de ala 3' o la regidén de ala 5'y la regién de ala 3' puede consistir en un namero diferente de LNA
enlazados o nucleétidos de ARN alquilados en 2'.

Cada LNA o nucleétido de ARN alquilado en 2' de la region de ala puede ser un nucledtido quimicamente modificado
mejorador de la afinidad. Ejemplos de tales nucledtidos son LNA en la conformacién a-L o conformacion 3-D,
nucleétidos 2'-O-metil-ARN o nucleétidos 2'-O-metoxietil-ARN.

El gapmero puede consistir en 8 a 36 nucledtidos. En algunas modalidades, el gdpmero consiste en 10 a 22
nucledtidos, tal como 12 a 18, 13 a 17 0 12 a 16 nucledtidos, por ejemplo 12, 13, 14, 15 0 16 nucleétidos o 14, 15,
16, 17, 18, 19 o 20 nucleétidos. En algunas modalidades, el gapmero consiste en no mas de 22 nucleétidos, por
ejemplo, no mas de 20 nucledtidos 0 no mas de 18 nucledtidos, tal como 15, 16 o 17 nucledtidos. En algunas
modalidades, el gapmero comprende menos de 20 nucledtidos.

El motivo ala-espacio-ala del gapmero puede ser 5-8-5, 5-6-5, 4-10-4, 4-8-4, 46-4, 3-12-3, 3-10-3, 3-8-3, 2-16-2, 2-
14-2, 2-12-2, 2-10-2, 1-16-1, 1-14-1, 1-12-1, 110-1, 2-8-2, 1-8-1, 3-6-3 0 1-6-1.

Los enlaces internucledsidos entre los nucledtidos en el gapmero pueden ser todos enlaces internucledsidos
fosforotioato. En algunas de tales modalidades, los enlaces internucledsidos fosforotioato estan estereodefinidos, es
decir configuraciéon [todo Rp] o configuracion [todo Sp]. En otras modalidades, los enlaces internucledsidos
fosforotioato no estan estereodefinidos, es decir mezclas racémicas de Rp y Sp. En otra modalidad mas, los enlaces
internucledsidos fosforotioato dentro de la region de ala ' y/o el espacio y/o la region de ala 3' estan
estereodefinidos.
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Los gapmeros pueden sintetizarse mediante métodos conocidos en la técnica. Estan disponibles comercialmente,
por ejemplo, de Qiagen, Bio-Synthesis Inc., Exigon y similares.

La secuencia del gapmero puede disefiarse mediante el uso de bases de datos de secuencias génicas disponibles y
herramientas bioinformaticas para lograr alta afinidad por el objetivo, especificidad de secuencia y estabilidad
biolégica. Las empresas que brindan sintesis de gapmeros personalizados a menudo también brindan herramientas
para su disefio.

Como se usa en la presente descripcidn, el término pez "estéril" se refiere a un individuo que no puede reproducirse
sexualmente. Los peces estériles se definen como individuos que no son capaces de alcanzar la madurez sexual o
reproducirse cuando alcanzan la edad de la madurez sexual.

La produccidon de peces estériles de acuerdo con la invencién implica la interrupcidén del desarrollo gonadal en el
embridn desarrollado a partir de los huevos de tales animales después de la fertilizacion. Esto se logra mediante la
transfeccion de los huevos con un gapmero que tiene una secuencia adecuada para dirigirse al ARN de un gen
seleccionado de callején sin salida (dnd), nanos, vasa, piwi, receptor de gnrh o fsh, es decir que es capaz de
interrumpir el desarrollo de células de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) y/o el desarrollo de células
germinales primordiales (PGC) mediante la atenuacion del ARNm de dichos genes y por lo tanto interrumpir la
generacién de un producto génico responsable de o implicado en el desarrollo de células de GnRH y/o PGC, su
migracién y/o colonizacién.

El gapmero usado en el método de la invencién cataliza la degradaciéon dependiente de RNasa H de ARNm
complementarios objetivos, por lo tanto, la "atenuacion” de tales objetivos: las regiones de ala del gapmero logran
suficiente afinidad de union al objetivo y confieren resistencia a nucleasas. Cuando el gapmero se hibrida con su
ARN objetivo, el espacio central activa la escision por RNasa H de la hebra de ARN opuesta y por lo tanto la
degradacién del ARN objetivo. El gapmero para el uso en el método de la invencién por lo tanto tiene una secuencia
que es adecuada para el ARNm objetivo de un gen que es esencial para el desarrollo de células germinales
embrionarias seleccionado de dnd, nanos, vasa, piwi, receptor de gnrh o fsh, escinde dicho ARN y suprime la
expresion de la proteina respectiva, que es esencial para el desarrollo de células germinales embrionarias, de esta
manera provocan la falla del desarrollo gonadal fértil.

El gapmero para el uso en el método de la invencion tiene una secuencia adecuada para dirigirse al ARN de genes
seleccionados de dnd, nanos, vasa, piwi, receptor de gnrh o fsh que son esenciales para el desarrollo de células
germinales embrionarias. La secuencia especifica del gapmero depende del ARN objetivo, la ubicacién de la unién
dentro del ARN objetivo y |la especie del pez. En una modalidad preferida, el gapmero para el uso en el método de la
invencioén tiene una secuencia adecuada para dirigirse al ARN de dnd. La atenuaciéon de dichos genes da como
resultado |a falla del desarrollo gonadal fértil y en ultima instancia genera animales acuaticos oviparos estériles.

El término "que se dirige" como se usa en la presente descripcion se refiere al gapmero que se une a/se hibrida con
un ARN complementario.

El término "huevo" como se usa en la presente descripcidén se refiere al recipiente que contiene un cigoto o un
embrién, es decir un huevo fertilizado.

Los huevos transfectados por el método de la invencidon son huevos fertilizados preactivados en agua. En tales
huevos, la estructura del corion ha cambiado de manera que el paso de las moléculas se limita.

Los huevos se transfectan por inmersiéon en un medio de inmersion acuoso. Generalmente, el medio de inmersién
comprende al menos el gapmero y agua. En una modalidad, el medio de inmersion acuoso consiste en el gapmero y
agua. En otra modalidad, el medio de inmersién puede comprender ademas otros compuestos, que incluyen
compuestos que ayudan o promueven la transfeccién y/o compuestos que son beneficiosos para los
embriones/peces que eclosionan de los huevos transfectados.

Los compuestos que ayudan o promueven la transfeccion como se describe en las reivindicaciones incluyen sales
tales como acetatos, citratos, boratos, fosfatos y similares, agentes tamponantes que mantienen el pH del medio de
inmersidn acuoso dentro de un intervalo deseado, preferentemente en el intervalo de 7-9, que incluye Tris, HEPES,
MOPS y similares y agentes quelantes tales como EDTA, aminoacidos como glutamina, glicina y similares.

Los compuestos que son beneficiosos para los embriones/peces que eclosionan de los huevos transfectados
incluyen hormonas, promotores del crecimiento, antigenos protectores, antibiéticos, nutrientes y similares.

Oftros compuestos que pueden estar presentes en el medio de inmersion acuoso incluyen medio de cultivo para
huevos de pez, fluido ovarico, suero, inhibidores de proteasay similares.

Los huevos se sumergen en el medio de inmersiéon acuoso y el gapmero se absorbe naturalmente en los huevos. Tal
absorcidn sin ayuda también se conoce como gimnosis. Los huevos sumergidos pueden someterse a ultrasonidos
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brevemente. Las concentraciones de gapmero pueden estar en el intervalo de 1 nM a 250 uM, por ejemplo 1 nM a 5
nMo5nMa50nMo10nM a20 nM o 100 nM a 250 puM, por ejemplo 100 a 250 nM, 250 a 500 nM, 500 a 1000 nM,
1M a 50 yM, 50uM a 100 uM, 100 uM a 150 uM, 150 uM a 200 pM o 200 uM a 250 pM, tal como al menos 5 nM, al
menos 10 nM, al menos 20 nM, al menos 50 nM, al menos 100 nM, al menos 250 nM, al menos 500 nM, al menos 1
MM, al menos 50 uM, al menos 100 um, al menos 150 uM, al menos 200 pM.

El tiempo requerido para la transfeccién satisfactoria, es decir el tiempo requerido para que los huevos se sumerjan
en el medio de inmersion dependera del tipo de huevo (especie de pez).

Si la transfeccién se lleva a cabo por gimnosis como se reivindica, los huevos pueden sumergirse en el medio de
inmersidn acuoso que comprende el gapmero durante 1 a 144 horas, por ejemplo 1 hora a 2 horas, 2 horas a 6
horas, 6 horas a 12 horas, 12 horas a 24 horas, 24 horas a 36 horas, 36 horas a 48 horas, 48 horas a 120 horas o0 4
horas a 12 horas, 24 horas a 96 horas, 0 36 a 72 horas, tal como al menos 2 horas, al menos 4 horas, al menos 6
horas, al menos 8 horas, al menos12 horas, al menos 24 horas, al menos 36 horas, al menos 48 horas, al menos 60
horas, al menos 72 horas, al menos 84 horas, al menos 96 horas, al menos 108 horas, al menos 120 horas o al
menos 132 horas. Para periodos de inmersidn prolongados, puede ser beneficioso reemplazar el medio de
inmersién con medio de inmersidén nuevo.

La temperatura del medio de inmersién acuoso depende del tipo de huevo/especie de pez y la duracion de la
transfeccion, es decir el tiempo que los huevos deben mantenerse en el medio de inmersién acuoso para que se
transfecten. Para la gimnosis como se reivindica, la temperatura del medio de inmersién acuoso se mantendra
tipicamente en el intervalo de la temperatura del agua del habitat natural de los huevos. Para los huevos de peces
de agua fria tales como el salmén, la temperatura del medio de inmersiéon se mantiene tipicamente a 2 a 8 °C, por
ejemplo2a4°C, 4 a6 °C o3 a8 °C, mientras que para los huevos de peces de agua caliente tales como la tilapia,
la temperatura del medio de inmersién se mantiene tipicamente de 21 a 25 °C.

El éxito de la transfeccién, es decir la degradacién del ARN objetivo y la supresién de la expresion de proteinas,
puede determinarse facilmente por PCR cuantitativa (QPCR); por tanto, los huevos transfectados con éxito pueden
identificarse y seleccionarse y no hay necesidad de seguir los embriones hasta la maduracién de las gbnadas para
demostrar que el desarrollo de las células de GnRH y/o de PGC, su migracion y/o colonizacion, se interrumpid y los
animales acuaticos oviparos adultos resultantes seran reproductivamente estériles.

Después de la transfeccién de huevos fertilizados preactivados en agua, tales huevos se activan en agua. Antes de
la activacién en el agua los huevos pueden lavarse con agua o un medio adecuado antes de transferirlos a un
habitat/un ambiente, que permita el desarrollo del embridn, su crecimiento y en ultima instancia la eclosién del pez.
Después de la transfeccidén de huevos fertilizados, tales huevos pueden lavarse con agua o un medio adecuado
antes de transferirlos a un habitat/un ambiente, que permita el desarrollo del embrién, su crecimiento y en dltima
instancia la eclosion del pez.

El método de la invencién es util para producir peces reproductivamente estériles. La esterilizacion (infertilidad
inducida) de peces cultivados mejora su ritmo de crecimiento al aumentar la conversion de energia alimentaria en
crecimiento muscular, en lugar del desarrollo gonadal. Ademas, si se escapan de las operaciones de piscicultura al
medio ambiente, los peces estériles, que incluyen las especies domesticadas, no nativas o modificadas
genéticamente, no podran reproducirse ni cruzarse con las poblaciones salvajes. Esto ayudara a la contencion
biolégica e impedira la contaminacién genética de poblaciones salvajes y/o el establecimiento en la naturaleza de
peces domésticos, no nativos o modificados genéticamente cultivados.

En una modalidad, el gapmero para el uso en el método de la invencién tiene una secuencia adecuada para dirigirse
al ARN de dnd en el salmén del Atlantico, por ejemplo, la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2 o la SEQ ID NO: 3 o una
variante de estas, que difiere de estas secuencias en 1 a 5 nucleétidos y que es adecuada para dirigirse al ARN
de dnd en el salmén del Atlantico. En otra modalidad, el gapmero para el uso en el método de la invencion consiste
en un gapmero de SEQ ID NO: 1 y un gapmero de SEQ ID NO: 2 (o variantes de estos, que difieren de estas
secuencias en 1 a 5 nucledtidos y que son adecuadas para dirigirse al ARN de dnd en el salmén del Atlantico) o un
gapmero de SEQ ID NO: 1 y un gapmero de SEQ ID NO: 3 (o variantes de estos, que difieren de estas secuencias
en 1 a 5 nucledtidos y que son adecuadas para dirigirse al ARN de dnd en el salmén del Atlantico) o un gapmero de
SEQ ID NO: 2 y un gapmero de SEQ ID NO: 3 (o variantes de estos, , que difieren de estas secuencias en 1 a 5
nucledtidos y que son adecuadas para dirigirse al ARN de dnd en el salmén del Atlantico) o un gapmero de SEQ ID
NO: 1, un gapmero de SEQ ID NO: 2 y un gépmero de SEQ ID NO: 3 (o variantes de estos, que difieren de estas
secuencias en 1 a 5 nucledtidos y que son adecuadas para dirigirse al ARN de dnd en el salmén del Atlantico).

La invencién se ilustrara por los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo 1: Transfeccion de huevos de Salmo salar fertilizados por inmersién en un medio de inmersién acuoso que
comprende un gapmero que se dirige al ARNm de callejon sin salida
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Los gapmeros 1-3 que se dirigen al ARNm de callejon sin salida (dnd) de Salmo salar y el gapmero 4 que tiene una
secuencia no especifica de dnd (control negativo) se disefiaron mediante el uso de la herramienta en linea de disefio
de gapmeros de Qiagen y se compraron a Qiagen:

Gapmero 1: TTGAACGCTCCTCCAT (SEQ ID NO: 1)
Gapmero 2: GGAGCAGCGAGGAGGT (SEQ ID NO: 2)
Gapmero 3: GCAAAACATTTAAGTA (SEQ ID NO: 3)
Gapmero 4: GCTCCCTTCAATCCAA (SEQ ID NO: 4)

El espacio de los gapmeros comprendia nucleétidos modificados con fosforotioato mientras que las alas
comprendian LNA.

Los huevos de Salmo salar se fertilizaron en un medio de inmersién acuoso (NaCl 150 mM, KCI 3,3 mM,
Tris-HCI 20 mM, pH 8,4) durante 10 minutes antes de recoger y enjuagar los huevos fertilizados una vez en el medio
de inmersién acuoso. Los huevos se colocaron en 10 tubos de ensayo (3 huevos/tubo de ensayo) y se sumergieron
en un medio de inmersidén acuoso (NaCl 150 mM, KCI 3,3 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8,4) que contiene 10 nM de
gapmero 1, 2, 3 0 4 (2 tubos de ensayo cada uno) o sin gapmero (2 tubos de ensayo). De los dos tubos de ensayo
iguales, uno se someti6é a ultrasonidos brevemente (10 s, 42 kHz). Todos los tubos de ensayo se almacenaron a 8
°C en la oscuridad durante 4 horas, después se extrajo el ARN de acuerdo con el método TRIzol, y se traté con
DNasa para eliminar completamente cualquier ADN del ARN extraido.

Los ARN se sometieron a transcripcion inversa a ADNc mediante el uso del kit de RT-PCR de Qiagen OneStep, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La PCR se llevé a cabo con un termociclador MyCycler de BioRad
mediante el uso del kit de polimerasa OneTaq (New England Biolabs) y de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se usaron los siguientes cebadores especificos de dnd (tamario del amplicén 401 pb):

Salgap2-F: GAGCGTTCAAGTCAGGTGTTG (SEQ ID NO: 5)
Salgap2-R: CAGAGCTGACGTTTCTCCGT (SEQ ID NO: 6)

La amplificacién por PCR de un gen constitutivo de Salmo salar comun se llevé a cabo para controlar la integridad
del ARN extraido/ADNc transcrito. Todas las muestras mostraron una banda igualmente fuerte para el gen
constitutivo. Los controles de PCR sin plantilla estaban en blanco, es decir mostraban que no habia contaminacién
de plantilla de dnd en los reactivos de PCR y/o el equipo que produjera resultados falsos.

Los huevos que se habian sumergido en medio de inmersién solo (sin gapmero) proporcionaron sefiales de PCR
fuertes, que demostraban que el ARNm de dnd era detectable en tales huevos. Los huevos que se habian
sumergido en medio de inmersién que comprende gapmero 4 también proporcionaron sefiales de PCR fuertes, que
demostraban que la secuencia de gapmero aleatoria no se dirigia al ARNm de dnd.

Los huevos que se habian sumergido en medio de inmersién que comprende gapmero 1 proporcionaron una sefial
de PCR muy débil (con ultrasonidos) y nula (sin ultrasonidos), que demostraba que los huevos se habian
transfectado con éxito y que el gdpmero 1 era eficaz para dirigirse a y destruir el ARNm de dnd, es decir atenuar el
gen callejon sin salida que es fundamental para la migracién y supervivencia de PGC. Si los huevos se hubieran
dejado desarrollar, los peces eclosionados de estos habrian sido reproductivamente estériles.

Los huevos que se habian sumergido en medio de inmersién que comprende gapmero 2 proporcionaron una sefial
de PCR débil (con o sin ultrasonidos), que demostraba que los huevos se habian transfectado con éxito y que el
gapmero 2 fue en gran medida eficaz para dirigirse a y destruir el ARNm de dnd. Es probable que el gapmero 2
pudiera demostrar una eficacia igualmente buena en condiciones de incubacidén optimizadas, por ejemplo, un tiempo
de incubacién mas prolongado.

Los huevos que se habian sumergido en medio de inmersién que comprende gapmero 3 proporcionaron una sefial
de PCR fuerte (con ultrasonidos) y sefial de PCR nula (sin ultrasonidos). Se cree que la sefial de PCR fuerte en los
huevos con ultrasonidos no se debe a la falla en la transfeccidon de los huevos o la falta de eficacia del gapmero sino
mas bien a que los huevos hayan sufrido por el tratamiento mecanico. Esta hipdtesis tiene como soporte la ausencia
de la sefial de PCR en los huevos sin ultrasonidos que demuestra que los huevos se habian transfectado con éxito y
que el gapmero 3 fue eficaz para dirigirse a y destruir el ARNm de dnd, es decir atenuar el gen callején sin
salida que es fundamental para la migracién y supervivencia de PGC. Si los huevos se hubieran dejado desarrollar,
los peces eclosionados de estos habrian sido reproductivamente estériles.

Los siguientes Ejemplos 2 y 3 no estan de acuerdo con la invenciéon y estan presentes Unicamente con fines
ilustrativos.

Ejemplo 2: Transfeccién de huevos de Salmo salar fertilizados por microinyeccién de un gapmero que se dirige al
ARNmM de callejon sin salida
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Los huevos de Salmo salar se fertilizan en agua complementada con glutation para impedir el endurecimiento del
corion. En la etapa de una sola célula, los huevos se recogen y se dividen en 5 lotes (10 huevos/lote) y los gapmeros
descritos en el Ejemplo 1 se disuelven en solucién salina fisiolégica para preparar soluciones de gapmeros 1-4 a una
concentracién de 400 ng/pl. Un lote de huevos se somete a microinyecciéon con una solucién de gapmero, es decir
lote 1/solucién de gapmero 1, lote 2/solucién de gapmero 2 y asi sucesivamente mientras que el lote 5 se inyecta
con solucidn salina fisioldgica sola (mismo volumen que la solucién de gapmero). La microinyeccion se lleva a cabo
mediante el uso de una picobomba neumatica PV820 de World Precision instruments, acoplada con un
micromanipulador Narishige MN-151. Después de la inyeccion, los huevos se cultivan en agua que contiene
glutation a 8 °C en la oscuridad durante 24 horas. De cada lote, se transfieren 3 huevos a un tubo de ensayo para la
extraccion del ARN, la transcripcion inversa y la PCR que se lleva a cabo como se describié en el Ejemplo 1. La
ausencia de o una sefial de PCR débil demuestra que la transfeccién tiene éxito y que el gapmero es eficaz para
dirigirse a y destruir el ARNm de dnd, es decir atenuar el gen callejon sin salida que es fundamental para la
migracién y supervivencia de PGC. Los huevos restantes se enjuagan en solucién salina fisiolégica y se transfieren
para su posterior desarrollo en su habitat natural hasta que los peces reproductivamente estériles eclosionen de
estos.

Ejemplo 3: Transfeccion de huevos de Salmo salar fertilizados por inmersién en un medio de inmersién acuoso que
comprende un gapmero que se dirige al ARNm de callejon sin salida y un agente de transfeccion

Los huevos de Salmo salar se fertilizan en un medio de inmersién acuoso (NaCl 150 mM, KCI 3,3 mM, Tris-HCI 20
mM, pH 8,4) durante 10 minutos antes de recoger y enjuagar los huevos fertilizados una vez en el mismo medio de
inmersidon acuoso. Los huevos se colocan en 10 tubos de ensayo (10 huevos/tubo de ensayo) y se sumergen en un
medio de inmersion acuoso (NaCl 150 mM, KCI 3,3 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8,4) que contiene una premezcla del
gapmero 1, 2, 3 o 4 y Oligofectamine™ (Thermofisher) de acuerdo con las instrucciones del fabricante o solo el
agente de transfeccién y sin gdpmero. La concentracién de gapmero en los medios de inmersién que contienen
gapmero es 8 nM. Todos los tubos de ensayo se almacenan a 8 °C en la oscuridad durante 6 horas. De cada tubo
de ensayo, se transfieren 3 huevos a un tubo de ensayo nuevo para la extraccién del ARN, la transcripcién inversa y
la PCR que se lleva a cabo como se describid en el Ejemplo 1. La ausencia de o una sefial de PCR débil demuestra
que la transfeccion tiene éxito y que el gapmero es eficaz para dirigirse a y destruir el ARNm de dnd, es decir
atenuar el gen callején sin salida que es fundamental para la migracién y supervivencia de PGC. Los huevos
restantes se enjuagan en solucion salina fisiolégica y se transfieren para su posterior desarrollo en su habitat natural
hasta que los peces reproductivamente estériles eclosionen de estos.
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REIVINDICACIONES

Un método para producir peces estériles, dicho método comprende transfectar huevos de pez fertilizados con
un gapmero que es eficaz para volver estériles a los individuos producidos a partir de estos por inmersioén en
un medio de inmersiéon acuoso que comprende dicho gapmero, en donde el gapmero tiene una secuencia
adecuada para dirigirse al ARN de un gen seleccionado de callején sin salida (dnd), nanos, vasa, piwi,
receptor de gnrh o fsh, en donde el gapmero comprende un espacio que comprende un segmento continuo
de desoxinucledtidos modificados con fosforotioato en 2' que reclutan RNasa H y en donde dicho espacio
esta flanqueado por una regién de ala 5' y una region de ala 3', en donde los nucleétidos en dichas regiones
de ala son acidos nucleicos bloqueados (LNA) o nucleétidos de ARN alquilados en 2', y en donde el gapmero
se absorbe en los huevos por gimnosis.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el gapmero tiene una secuencia adecuada para
dirigirse al ARN de dnd.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el gapmero consiste en 8 a
36 nucleétidos, preferentemente 10 a 22 nucledtidos y con mayor preferencia, 14 a 20 nucledétidos.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el pez es un salménido,
morénido, ciclido, gadido, pangasido, ictaltrido o ciprinido.

El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde el pez es un salménido.

El método de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde dicho salménido es salmén del Atlantico, salmén
plateado, salmén real, salmén keta, salmén rojo, salmén rosado, salmén masu, trucha arcoiris, trucha de
arroyo, trucha marrén, timalo comun, timalo del Artico o trucha artica.

El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde dicho salmoénido es salmén del Atlantico.

El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde el gapmero tiene una secuencia seleccionada de la
SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2 o la SEQ ID NO: 3 o una variante de estas, que difiere de estas secuencias

en 1 a 5 nucleétidos y que es adecuada para dirigirse al ARN de dnd en el salmén del Atlantico.

El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dicho gapmero tiene una secuencia seleccionada de
la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2 0 la SEQ ID NO: 3.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los nucleétidos en dichas
regiones de ala son LNA.
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