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DESCRIPCIÓN

Control biológico

CAMPO DE LA INVENCIÓN

[0001] La presente invención se refiere a un sistema de expresión capaz de proporcionar esperma estéril, pero
competitivo, en artrópodos, en concreto insectos, así como los usos del mismo en métodos de control biológico 5
(control de población), control de calidad y selección del sexo de dichos artrópodos. 

INTRODUCCIÓN

[0002] Las plagas de insectos de importancia económica, inicialmente originarias de ciertas partes del mundo, se 
distribuyen actualmente de forma amplia a través del comercio internacional y del movimiento de personas.
Dichas plagas desarrollan grandes poblaciones y generan invasiones perjudiciales para la fruta y verdura en todo 10
el mundo. Existe una amplia gama de métodos de control potenciales, incluyendo espráis atrayentes, fumigación 
directa con insecticidas, control biológico, enfoques de manejo integrado de plagas (MIP) y la técnica del insecto 
estéril (TIE) (Malacrida et al., 2007). No obstante, los métodos de control actuales dependen abrumadoramente 
del uso de insecticidas químicos. Tanto los espráis directos como los atrayentes cuentan con la posibilidad de 
provocar una reducción de la polinización debido a un descenso de las abejas, y la posibilidad de intoxicación 15
animal o humana. Por otra parte, la técnica TIE es un método de control de plagas respetuoso con el medio 
ambiente y específico de la especie. Depende de la cría masiva, la esterilización y la liberación de grandes 
cantidades de machos estériles que se aparean con hembras salvajes, provocando una reducción de la 
población salvaje en la siguiente generación (Dyck et al., 2005; Knipling, 1955). Si se liberan suficientes machos 
estériles durante un tiempo suficiente, la población objetivo colapsará. El documento WO 2009/115569 se refiere 20
a insectos transgénicos que son útiles en métodos biológicos para controlar plagas de insectos como la técnica 
del insecto estéril (TIE); y a insectos transgénicos que comprenden un sistema de letalidad en desarrollo 
específico de cada fase, métodos para producir dichos insectos, y métodos para su uso en el control de la 
reproducción en una población de insectos que sea de interés. 

[0003] La TIE depende de la radiación para esterilizar las especies plaga objetivo, aunque puede presentar un 25
impacto negativo en los insectos liberados (Alphey, 2002; Alphey, 2007; Alphey et al., 2007). La radiación afecta 
a todas las células del insecto, no únicamente a los gametos, y, por tanto, es inevitable provocar cierto grado de 
daño al insecto liberado, con potenciales efectos negativos en su rendimiento (p. ej., la longevidad o la 
competitividad de apareamiento). La radiación-esterilización se ha de llevar a cabo en una fase de desarrollo 
posterior, limitando las opciones para la liberación. Asimismo, los instrumentos de radiación son relativamente 30
grandes y costosos (de obtener y funcionar), y tienden a imponer cierto grado de centralización que puede no ser 
deseable para algunos programas. Por último, los irradiadores basados en isótopos, que han supuesto la base 
de los programas de TIE hasta la fecha, se están tornando menos preferidos debido a cuestiones de seguridad 
con respecto a la presencia de cantidades considerables de radioisótopos en estos instrumentos. 

[0004] En el pasado, se han probado alternativas a la radiación, en concreto para mosquitos. Estas incluyen la 35
esterilización química y la esterilización mediante el uso de incompatibilidad citoplasmática (IC, inducida por 
Wolbachia), pero cada una de estas presentan sus propios inconvenientes. Los quimioesterilizantes tienden a ser 
compuestos tóxicos o mutagénicos, suponiendo problemas para la seguridad del trabajador y del medio 
ambiente. Los sistemas basados en Wolbachia dependen de la falta de cualquier hembra equivalente infectada 
con Wolbachia en estado salvaje, que puede no ser el caso, y necesitan también que no se libere ninguna de 40
tales hembras; dicha estricta separación por sexos puede ser difícil de lograr. Este y otros problemas asociados 
a los programas de TIE actuales se podrían solventar mediante el uso de métodos de ADN recombinante 
(Morrison et al., 2010; Franz y Robinson, 2011). 

[0005] Se ha sugerido una alternativa transgénica a la radiación-esterilización, denominada Liberación de 
Insectos portadores de Dominantes Letales (RIDL, por sus siglas en inglés: (Alphey, 2002; Alphey, 2007; Alphey 45
y Andeasen, 2002; Alphey et al., 2010; Alphey et al., 2007; Alphey y Thomas, 1999; Thomas et al., 2000). En 
este sistema, los insectos se modifican para que porten un sistema genético o gen letal dominante reprimible. 
Estos se liberan en la naturaleza; la progenie resultante de los apareamientos entre insectos salvajes e insectos 
de RIDL que herede una copia del gen o constructo de RIDL tenderá a morir. El sistema de RIDL puede estar 
diseñado para destruir la totalidad de la descendencia que lo hereda, o únicamente un sexo. También puede 50
estar diseñado para destruir a los insectos afectados en una etapa concreta del desarrollo; este hecho puede 
suponer ventajas significativas en algunas especies, p. ej., algunos mosquitos (Phuc et al., 2007). Los sistemas 
de RIDL se han configurado en una serie de especies plaga (p. ej., Fu et al., 2007; Gong et al., 2005; Phuc et al., 
2007). Se puede encontrar más información acerca del sistema de RIDL en el documento WO 01/39599.

[0006] Nuestra tecnología de RIDL letal de hembras (RIDL específico de hembras, fsRIDL) es altamente efectiva, 55
en ocasiones incluso tanto como un 100 %, a la hora de separar los sexos y se ha sometido con éxito a 
experimentos en laboratorio, invernadero y semicampo. Se podría utilizar RIDL con o sin radiación para producir 
un producto efectivo. 
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[0007] A pesar del hecho de que esta estrategia ofrece una ventaja considerable para la aplicación de la TIE en 
una serie de insectos plaga, como las moscas de la fruta: Ceratitis capitata, Bactrocera oleae y Anastrepha 
ludens; lepidópteros: Pectinophora gossypiella y Plutella xylostella; y mosquitos: Aedes aegypti y Aedes 
albopictus; y de que se puede emplear por sí sola, la radiación puede ser todavía el método de esterilización en 
ciertos mercados. Esto se debe a que, en las cepas de RIDL específica de hembras descritas hasta la fecha, los 5
machos F1 son totalmente viables y las hembras se eliminan en una fase larvaria (esto es, tras la eclosión de los
huevos). Asimismo, las rutas de regulación y la aceptación del público se verán facilitadas significativamente 
proporcionando esterilización genética (o un rasgo que la confiera). La esterilización genética en machos 
aumentaría de forma ventajosa nuestras cepas actuales «letales de hembras» (fs-RIDL). 

[0008] Por consiguiente, en la técnica existe una necesidad de un sistema de expresión que pueda ofrecer un 10
medio para la esterilización genética en machos similar a los efectos de la radiación en un método de TIE, pero 
sin la disminución asociada del estado físico de los individuos irradiados. 

[0009] Crisanti et al., (Catteruccia et al., 2009; Windbichler et al., 2007; Windbichler et al., 2008) han desarrollado 
un sistema de expresión en el cual una endonucleasa (IppO-1, también conocida como I-PpoI) se liga al 
promotor de un gen estructural constitutivo, Beta-2 Tubulin. Existen una serie de problemas relacionados con 15
este sistema, que se exponen en el presente documento, de los cuales no es de menor importancia el hecho de 
que los experimentos resultaron en gran medida infructuosos a la hora de lograr sus objetivos. No obstante, 
también resultaría especialmente útil la capacidad de ejercer cierto grado de control en el momento del efecto de 
esterilización genética. Este control no se encuentra en el sistema de Crisanti. 

[0010] Por ejemplo, se podría querer permitir la cría de individuos portadores de un sistema de expresión en el 20
laboratorio, pero también se podría querer activar o accionar el sistema cuando se necesite, como durante la 
liberación o un poco antes/después de esta. Dicho de otro modo, se podría querer suprimir el efecto del sistema 
y/o inducirlo en un momento determinado. 

[0011] En resumen, es deseable que un sistema de expresión de este tipo incluya un medio para ejercer control 
en el efecto del sistema de expresión. En ocasiones, se hace referencia a dicho control como «condicionalidad», 25
de tal forma que un sistema que incluya este control es un sistema condicional. Los sistemas de expresión 
condicionales se conocen, por ejemplo, en insectos, pero no en el presente contexto de esterilización genética.
En cualquier caso, estos sistemas condicionales no son adecuados para la expresión en la línea germinal 
masculina. De hecho, para aprovechar los sistemas condicionales existentes, como el sistema tet bipartito, 
simplemente se pueden incluir en un sistema más grande de expresión de la línea germinal masculina. Este 30
hecho, en la línea germinal masculina, no sirve para controlar la expresión de un efector (diseñado para lograr la 
esterilización genética en dicha línea germinal). Las razones que lo explican son complejas, pero se centran en 
las inusuales condiciones establecidas por la meiosis. 

[0012] A pesar de ello, hemos desarrollado sorprendentemente un sistema adecuado para la expresión en una 
línea germinal masculina. El sistema es capaz de proporcionar esterilización genética en el sentido de que esa 35
expresión del sistema en la línea germinal produce esperma que no es capaz de formar un cigoto viable. Se ha
descubierto que se puede aprovechar el uso de un sistema condicional como tet, aunque se necesita una 
revisión significativa de la totalidad del sistema de expresión. Resulta extremadamente ventajoso el hecho de 
que el sistema que se ha descubierto reproduce hábilmente los efectos de la radiación en los métodos de TIE.
De hecho, posibilita la producción de insectos macho estériles sin recurrir al uso de radiación debilitadora. 40

[0013] Por consiguiente, se ha mostrado que un sistema de expresión de artrópodos que comprende un efector 
adecuado que se utiliza para un sistema condicional a través de otras regiones de regulación se puede volver 
capaz de inducir esterilidad genética condicional, denominada en ocasiones en el presente documento «letalidad
de esperma». No obstante, como se podrá apreciar, la intención preferida no es destruir el esperma en sí, ni 
siquiera impedir su producción, sino producir esperma que no pueda transmitir su información genética. Sin 45
embargo, el esperma es capaz de competir de otra forma con esperma de tipo natural o de hacer que un cigoto 
sea inviable (esto es, impedir la formación de un cigoto viable). 

[0014] Esto soluciona los problemas anteriores proporcionando esterilidad masculina condicional, y 
preferiblemente reprimible, que funciona permitiendo la producción de esperma que sea defectuoso, en el 
sentido de que sea incapaz de fecundar un óvulo para proporcionar un cigoto o embrión viable (uno que sea 50
capaz de convertirse en un adulto fértil), pero que todavía sea capaz de entrar o ponerse en contacto con un 
óvulo de tal forma que se excluya otro esperma. 

[0015] Se puede encontrar más información técnica sobre los antecedentes en los documentos GB2404382A, 
GB2355459A, JP2008067678A, WO2009/016627A, WO2008/134068A, WC Black et al. (Trends in Parasitology, 
362-370, Vol. 27, 2011), C Barreau et al. (Development, 1897-1902, Vol. 135, 2008), G Fu et al. (Proc Natl Acad 55
Sci USA, 4550-4554, Vol. 107, 2010) y T Ant et al. (BMC Biology, 51, Vol. 10, 2012).
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SUMARIO DE LA INVENCIÓN

[0016] Así, en un primer aspecto, la presente invención da a conocer un sistema de expresión génica de la línea 
germinal masculina de artrópodos adecuado para la expresión condicional de un gen efector en una línea 
germinal masculina de artrópodo, comprendiendo el sistema:

 una primera unidad de expresión que comprende un gen efector y un promotor para ello ligado de forma 5
funcional a este; 

 una segunda unidad de expresión que comprende una secuencia de codificación para un factor de 
transcripción y un elemento regulador en la dirección 5’ ligado de forma funcional a este, siendo capaz el 
factor de transcripción de actuar después del promotor en la primera unidad de expresión para conducir la 
expresión del gen efector, incluyendo el elemento regulador en la dirección 5’:10

 un promotor para el factor de transcripción; y

 una 5’-UTR adyacente a un sitio de inicio de la traducción para la secuencia de codificación del factor de 
transcripción; 

conduciendo el elemento regulador en la dirección 5’ la suficiente expresión del factor de transcripción, de tal 
forma que la proteína del factor de transcripción conduzca a su vez la transcripción del gen efector antes de la 15
meiosis. 

[0017] Preferiblemente, el factor de transcripción es un activador transcripcional, como tTA, GAL4 o sus 
variantes. El efector es preferiblemente una endonucleasa, más preferiblemente una nucleasa con dedo de 3-Zn.
El promotor de la primera unidad de expresión es preferiblemente un promotor mínimo. El promotor del elemento 
regulador en la dirección 5’ en la segunda unidad de expresión es más preferiblemente de topi, aly o Beta-2 20
tubulin (B2T) en homólogos de los mismos. El homólogo es preferiblemente aquel que se encuentra en el 
artrópodo objetivo en el que se va a expresar el sistema. El promotor es un promotor de la línea germinal 
masculina, esto es, actúa sobre la transcripción o activa la transcripción en la línea germinal masculina. La 5’-
UTR en el elemento regulador en la dirección 5’ de la segunda unidad de expresión es preferiblemente de hsp83, 
preferiblemente de la mosca mediterránea de la fruta u homólogos de hsp83, concretamente el homólogo de 25
hsp83 que se halla en el artrópodo objetivo (esto es, aquel en el que se va a expresar el sistema). De forma 
alternativa, la 5’-UTR puede ser aquella de B2T u homólogos de este, siempre que dicha 5’-UTR haya sido 
modificada para eliminar o mejorar los efectos de las señales de retraso de la transcripción contenidas en la de 
tipo natural, especialmente si se utiliza en combinación con el promotor B2T. 

[0018] La primera o la segunda unidad de expresión puede comprender también un intensificador. Los 30
promotores de ambas o de cualquiera de la primera y la segunda unidad de expresión, especialmente un 
promotor mínimo, se puede considerar que incluye(n) además un intensificador. 

[0019] Las unidades de expresión se pueden proporcionar por separado o conjuntamente en el mismo 
constructo. En caso de proporcionarse por separado, el sistema de expresión puede comprender entonces 
constructos independientes. El constructo o constructos es/son preferiblemente plásmido(s). Los plásmidos 35
pueden comprender transposones. Los transposones pueden comprender a su vez elementos transponibles.
Entre los ejemplos de transposones se puede incluir el transposón piggyBac. 

[0020] La naturaleza condicional de la expresión del gen efector es tal que puede controlarse por un usuario o 
verse influida de otra forma por factores externos. Tales factores pueden ser factores ambientales como la 
temperatura (por ejemplo, en el caso de que se utilice el sistema Gal4-UAS), aunque más preferiblemente son 40
entidades químicas, como tetraciclina o sus análogos. La temperatura se puede controlar en el laboratorio, y se 
podría considerar que se pueden aprovechar los cambios de temperatura durante el transcurso del día o de la 
estación. Sin embargo, este hecho no se prefiere en algunas formas de realización, ya que se podría desear 
alcanzar un grado de control más preciso. En tales ejemplos, se prefiere en concreto que el sistema sea 
condicional en el sentido de que sea inducible y más preferiblemente reprimible. 45

[0021] Se conocen sistemas inducibles, por ejemplo, se puede emplear una configuración GAL4-UAS donde el 
factor de transcripción es GAL4 y la primera expresión comprende (más allá de la secuencia de codificación del 
gen efector) la región UAS (CGG-N11-CCG, donde N puede ser cualquier base) a la que se une GAL4 o 
preferiblemente un oligómero de este. Si el elemento regulador en la dirección 5’ en la segunda unidad de 
expresión comprende un promotor y una 5’-UTR adecuadas, entonces la transcripción del factor de transcripción 50
Gal4 se puede inducir suministrando un péptido u hormona, por ejemplo, que actúe sobre el promotor del factor 
de transcripción Gal4 (de forma directa o indirecta, esto es, que provoque que se induzca la transcripción). 

[0022] En otro ejemplo preferido, el sistema puede ser un sistema inducible, donde la inducción se lleva a cabo 
suministrando una entidad química, como una tetraciclina o uno de sus análogos, incluida la doxiciclina. En dicha 
situación, se puede emplear, por ejemplo, el uso de rtTA («tTA inverso») como factor de transcripción, por lo que 55
rtTA se une al ADN únicamente en presencia de tetraciclina o de un análogo como la doxiciclina. El rtTA se 
describe, entre otros, en el documento WO 2001/059088. En este caso, el suministro de tetraciclina (esto es, en 
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la dieta) o de un análogo como la doxiciclina permitirá que el factor de transcripción en el presente sistema actúe 
en la primera unidad de expresión y, por tanto, induzca la expresión del presente gen efector. 

[0023] No obstante, se prefiere que el sistema sea reprimible. Un ejemplo preferido es en el que el factor de 
transcripción en la segunda unidad de expresión es tTA o una variante de este (tTAV, tTAV2, tTAV3, etc.). Estos 
se unen al ADN a no ser que la tetraciclina (Tc), o un análogo apropiado, se encuentre presente. La tetraciclina 5
bloqueará la unión al ADN del tTA, por lo que no habrá ninguna interacción entre el tTA y un intensificador en la 
primera unidad de expresión y, por lo tanto, no habrá transcripción del gen efector. Por consiguiente, como es 
bien sabido (véase, por ejemplo, nuestra publicación de RIDL a la que se hace referencia en el presente 
documento), la tetraciclina se puede suministrar en la dieta hasta tal momento en el que se desee desreprimir 
(esto es, eliminar o mitigar la represión de) la expresión del gen efector. En ausencia de tetraciclina (o de un 10
análogo como la doxiciclina), como tras la liberación en campo o tras un cambio de dieta en el laboratorio, se 
expresa el gen efector. 

[0024] Así, en algunas formas de realización, se prefiere que el sistema sea inducible, aunque en otras formas 
de realización, que son particularmente preferidas, el sistema es reprimible. 

[0025] Las dos unidades de expresión son preferiblemente una de las dos partes de un sistema de expresión 15
bipartito (condicional). Entre los ejemplos preferidos se incluyen GAL4:UAS y los diversos sistemas tet. En el 
primer caso, el factor de transcripción de la segunda unidad de expresión es preferiblemente Gal4, mientras que 
la primera unidad de expresión comprende preferiblemente la secuencia UAS para que se una GAL-4. Se 
contemplan también variantes adecuadas de GAL4, como GAL4-VP16.

[0026] Por lo general, ambas o cada una de las unidades de expresión puede(n) comprender un intensificador.20
No obstante, se prefiere particularmente que la primera unidad de expresión comprenda un intensificador. Se 
prefiere que el factor de transcripción de la segunda unidad de expresión sea tTA o una variante (esto es, cuando 
el presente sistema de expresión utilice el sistema tet para proporcionar condicionalidad). Cuando ese es el caso, 
la primera unidad de expresión incluye preferiblemente el operador tet (tetO). En concreto, se prefiere el 
elemento mini-promotor tetO (tRE). Proporciona de forma conjunta los elementos de promotor e intensificador del 25
elemento regulador en la dirección 5’ de la segunda unidad de expresión. El promotor TRE con 426 pb contiene 
siete 18-meros tetO fusionados con un promotor mini-citomegalovirus (mini-CMV) (véase, por ejemplo, M. Ghosh 
et al., Mol. Cell Biol. 2004, 24(23) 10193).

[0027] Aunque se prefieren los sistemas bipartitos, donde la primera y la segunda unidades de expresión se 
proporcionan en constructos por separado, la primera unidad de expresión y la segunda unidad de expresión se 30
pueden proporcionar también en el mismo constructo o plásmido. En este sentido, el presente sistema es 
preferiblemente un plásmido o consta de dos plásmidos. Más preferiblemente, las dos unidades de expresión se 
transforman como un único plásmido o un vector de tal forma que se insertan en el mismo locus del genoma. 

[0028] El artrópodo es preferiblemente un insecto, como se describe con detalle más adelante. Se entenderá que 
la línea germinal masculina incluye esperma, de tal forma que el sistema es capaz de expresar el gen efector en 35
el esperma. 

[0029] El efector confiere u otorga letalidad de efecto paternal al menos en algunas circunstancias, es decir, es, o 
forma parte, del sistema genético «letal de efecto paternal». En dicho sistema, la muerte de la descendencia 
(considerada aquí desde la etapa en la que el esperma se introduce en el óvulo, que en insectos puede no ser 
simultánea a la fusión de membranas) depende más del genotipo del padre que del cigoto (o cigoto potencial).40
Así, por ejemplo, en un sistema letal de efecto paternal dominante, al menos parte de la descendencia de tipo 
natural de un macho heterocigoto que se aparee con una hembra (homocigota) de tipo natural se verá afectada.
Naturalmente, es posible que se produzcan efectos cigóticos adicionales, y se prevén en la invención. Son 
posibles y se conciben varios modos de actuación potenciales para tales efectos. Por ejemplo, en algunas 
formas de realización, el efector es o comprende una nucleasa. En este sentido, la esterilidad se logra a través 45
de lo que denominamos «letal de efecto paternal». En la presente, el efector se expresa (para proporcionar una 
proteína nucleasa funcional) en el esperma. Este hecho puede derivar en que el ADN en el esperma se vea 
afectado de tal manera que el embrión fecundado presente una reducida probabilidad de supervivencia; de 
hecho, este es un ejemplo preferido de un mecanismo mediante el cual se puede lograr letalidad de efecto 
paternal. También es posible que la proteína efectora pase al óvulo, donde también puede tener lugar la escisión 50
del ADN. No obstante, también se contempla que al menos algunos transcritos efectores puedan pasar también 
al óvulo, desde el esperma, y se traduzcan en el óvulo. En ambos casos, el efector de la nucleasa puede hacerse 
efectivo de esta forma en el óvulo, así como en el esperma. 

[0030] El sistema es adecuado para la expresión del efector, pero se comprenderá que se puede hacer también
referencia a este preferiblemente como «capaz de tal expresión» o «adaptado para expresar un efector en la 55
línea germinal masculina». 

[0031] El gen efector se describirá con más detalle más adelante, pero preferiblemente es un indicador, como un 
marcador, p. ej., una proteína fluorescente como GFP, YFP, etc. No obstante, más preferiblemente, el gen 
efector es una nucleasa, cuyos ejemplos adecuados se exponen más adelante. Más preferiblemente, es tanto 
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una nucleasa como un indicador, por ejemplo, una fusión de nucleasa-proteína fluorescente (cuyos ejemplos 
preferidos incluyen las conocidas proteína verde fluorescente (GFP) o proteína amarilla fluorescente (YFP)). 

[0032] Cuando se hace referencia en el presente documento a un gen que «es» un indicador o una nucleasa, por 
ejemplo, se podrá apreciar que el gen comprende ADN o ARN que codifica una proteína que presenta la función 
indicada. 5

[0033] La primera unidad de expresión comprende el gen efector. Comprende también un promotor para este, y 
que está ligado de forma funcional a este. Por lo tanto, el promotor es adecuado para conducir la transcripción 
del gen efector. Como se ha mencionado anteriormente, la primera unidad de expresión puede comprender 
también un intensificador, o al menos una región o secuencia de unión para (esto es, reconocida por) el factor de 
transcripción de la segunda unidad de expresión. 10

[0034] La segunda unidad de expresión comprende una secuencia de codificación para el factor de transcripción.
También comprende un elemento regulador en la dirección 5’. Este está ligado a su vez de forma funcional a la 
secuencia de codificación para el factor de transcripción de tal forma que conduce la transcripción del factor de 
transcripción. 

[0035] El factor de transcripción es capaz de actuar sobre el promotor en la primera unidad de expresión para 15
conducir la expresión del gen efector, aunque esto se puede llevar a cabo naturalmente por medio de un 
intensificador, esto es, el factor de transcripción puede no actuar directamente en el promotor, sino que, por el 
contrario, lo hace por medio de un intensificador. Por supuesto, se contemplan otros elementos reguladores 
como aquellos para un casquete 5’, una 5’-UTR, una 3’-UTR y una cola de poliA. 

[0036] Para conducir la transcripción del factor de transcripción, el elemento regulador en la dirección 5’ de la 20
segunda unidad de expresión comprende un promotor y una 5’-UTR. Ambos precisan una selección cuidadosa 
para proporcionar la suficiente expresión del efector. En este sentido, el promotor de la segunda unidad de 
expresión (esto es, en el elemento regulador en la dirección 5’) es preferiblemente el de Beta-2 tubulin (B2T). De 
forma alternativa, y más preferiblemente, el promotor es de topi o aly. La 5’-UTR en la segunda unidad de 
expresión (esto es, en el elemento regulador en la dirección 5’) es preferiblemente la de hsp83, por ejemplo, la 25
de la mosca mediterránea de la fruta, pero también puede ser de B2T. Si tanto la 5’-UTR como el promotor son 
de B2T, entonces uno u otro deben estar modificados de tal forma que las señales de retraso de la transcripción 
se eliminen o perfeccionen. La referencia a estos genes incluye, por supuesto, a sus homólogos. 

[0037] La 5’-UTR se define en el presente documento como la secuencia 5’ adyacente (esto es, en la dirección 
5’) al sitio de inicio de la traducción (esto es, mínimamente, el sitio de inicio de la traducción ATG). Presenta una 30
longitud media de aproximadamente 150 bases en eucariotas y preferiblemente se extiende hasta el promotor, 
por ejemplo, en torno a 50-500 bases en la dirección 5’ del sitio de inicio ATG. 

[0038] Aunque el volumen del marco en la segunda unidad de expresión puede ser de B2T, a pesar de haber 
sustituido el ORF de B2T por el ORF del factor de transcripción, se podrá apreciar que tanto el promotor de la 
segunda unidad de expresión como su 5’-UTR no pueden ser los de B2T: al menos uno de ellos ha de haber sido 35
cambiado para permitir que tenga lugar la suficiente acumulación del transcrito efector antes de la meiosis. Si se 
va a utilizar el promotor B2T, entonces la 5’-UTR de B2T debe ser la forma modificada/perfeccionada descrita 
anteriormente, o puede ser la de hsp83. 

[0039] De forma alternativa, si se utiliza la 5’-UTR de B2T, entonces el promotor debe ser otro promotor que 
actúe de forma temprana. Lo necesario es que la elección de la 5’-UTR y del promotor para el segundo elemento 40
de expresión deben actuar en conjunto para permitir que tenga lugar la suficiente acumulación del transcrito
efector antes de la meiosis. 

[0040] Ejemplos preferidos de promotores alternativos son los promotores de topi y de aly. Estos se pueden 
utilizar con una variedad de 5’-UTR. Más adelante se exponen ejemplos de sus secuencias. 

[0041] Cuando se haga referencia a un elemento genético concreto, como un promotor, intensificador, 5’-UTR o 45
incluso un ORF que sea «de» un cierto gen mencionado, se podrá apreciar que esto no implica realmente que el 
elemento se elimine del gen de referencia, sino que simplemente significa que este es el origen del elemento.
Otra forma de describirlo sería «derivado de». Se prefiere que el origen de la especie del gen sea el mismo que 
el de la especie objetivo. Dicho de otro modo, cuando se desea expresar el presente efector en una mosca 
mediterránea de la fruta, se prefiere que los elementos deriven de los homólogos de la mosca mediterránea de la 50
fruta del gen mencionado. No obstante, si esto fracaso, se prefieren versiones de Drosophila. 

[0042] De hecho, se prefiere que el orden descendente de preferencia sea:

 (más preferido) de la especie objetivo (en la que se contempla la expresión del efector);

 del género objetivo (esto es, de otras especies del mismo género); y, por último

 (menos preferido) de la familia objetivo. 55
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El motivo es que la acción de los promotores preferidos puede no estar al menos muy bien conservada entre las 
especies. Por ejemplo, un promotor de Drosophila puede no funcionar en la mosca mediterránea de la fruta, por 
lo que se prefiere un promotor del homólogo de la mosca mediterránea de la fruta del mismo gen. No obstante, 
debido a que la secuencia de codificación está bien conservada, es relativamente simple identificar el gen de 
beta-2-tubulin (por ejemplo) en un artrópodo determinado, e identificar, por tanto, mediante métodos habituales, 5
un fragmento de promotor adecuado para la versión de la mosca mediterránea de la fruta. 

[0043] Un promotor adecuado se identifica normalmente de 1 a 2 kb en la dirección 5’ del inicio de la 
transcripción del ARNm. Aunque en la presente invención se prefiere este rango, algunos promotores de la línea 
germinal masculina pueden ser cortos, y también se prefiere un tramo de 100-200 pb, tanto en la ventana de 1-2 
kb en la dirección 5’ del inicio de la transcripción del ARNm, como incluso un tramo de 100-200 pb en la dirección 10
5’ del inicio de la transcripción del ARNm. 

[0044] Se aplican consideraciones similares por lo que respecta a la conservación de la secuencia en relación 
con las 5’-UTR, donde la conservación de la secuencia primaria es escasa. Por consiguiente, se prefiere que la 
5’-UTR sea de la misma especie que el artrópodo objetivo, por ejemplo, siguiendo el ejemplo anterior, si el 
objetivo es la mosca mediterránea de la fruta, entonces se prefiere que la 5’-UTR sea una 5’-UTR del homólogo 15
de la mosca mediterránea de la fruta del mismo gen (identificable según se ha descrito anteriormente en 
referencia al ORF más altamente conservado). Una forma de identificar y definir una 5’-UTR es que se acople 
(como el ARN) al extremo 5’ de una secuencia que codifique el respectivo ORF, por ejemplo, beta-2 tubulin. 

[0045] Tanto en el caso de la 5’-UTR como del promotor, se podrá identificar fácilmente si la secuencia utilizada 
en la presente expresión es insuficiente, ya que no habrá expresión del factor de transcripción, que se puede20
evaluar de manera habitual o examinarse mediante el suministro de una proteína de fusión que vincula el ORF 
del factor de transcripción a una proteína fluorescente. 

[0046] Preferiblemente, el promotor en el elemento regulador en la dirección 5’ de la segunda unidad de 
expresión es el promotor de beta-2-tubulin. Más preferiblemente, este se utiliza (en el elemento regulador en la 
dirección 5’ de la segunda unidad de expresión) en combinación con la 5’-UTR de hsp83 descrita en el presente 25
documento. 

[0047] Se prefiere también que el promotor en el elemento regulador en la dirección 5’ sea el promotor de topi.
Para ayudar en la identificación de un homólogo de topi, en el presente documento se expone el ORF de topi 
(véase más adelante). Se ofrecen más directrices en Perezgasga et al. (2004), por ejemplo, donde se describen 
ortólogos de topi de Drosophila melanogaster, Drosophila pseudoobscura y Anopheles gambiae, siendo este 30
último especialmente preferido.

[0048] De forma alternativa, se prefiere que el promotor en el elemento regulador en la dirección 5’ sea el 
promotor de aly. Aly representa una duplicación genética más reciente que topi, por lo que no se encuentra 
presente como un gen específico de la línea germinal masculina en una gama tan amplia de especies como topi.
No obstante, cuando se encuentra presente, este se puede identificar fácilmente de la misma manera que topi en 35
referencia al ORF conservado. Más adelante se expone el ORF de aly.

[0049] El factor de transcripción de la segunda unidad de expresión es preferiblemente tTA o una variante de 
este y la primera unidad de expresión comprende el operador tet (tetO). Las secuencias de aminoácidos de tTA, 
tTAV, tTAV2 y tTAV3 se proporcionan más adelante. 

[0050] Por lo tanto, es preferible que el factor de transcripción de la segunda unidad de expresión comprenda 40
polinucleótidos que codifiquen cualquiera de las secuencias de aminoácidos de tTA o sus variantes, por ejemplo, 
las que se han expuesto anteriormente. Según se ha descrito anteriormente, también se prefiere que el factor de 
transcripción sea GAL4 o una variante de este y la primera unidad de expresión comprenda el sitio UAS para 
GAL4. 

[0051] Tanto para tTA como para Gal4, este incluye preferiblemente cualquier secuencia que presente (o 45
codifique) al menos un 70 %, al menos un 90 %, o al menos un 95 % de «identidad» con la secuencia de 
aminoácidos, o incluso de «similitud» menos rigurosa en al menos 50 residuos con uno de dichos números de 
SEQ ID, incluyendo las variantes. 

[0052] Como se comprenderá, la ubicación de la secuencia de reconocimiento del factor de transcripción (la 
secuencia de ADN, por ejemplo, a la que se une el factor de transcripción) se debe encontrar en la primera 50
unidad de expresión y no en el ORF. Por ejemplo, tanto con tetO como con UAS, la inserción se realiza en 
algunos miles de bases en la dirección 5’ del sitio de inicio ATG, por ejemplo. Normalmente, se sitúan en algunos 
cientos de bases del promotor, pero pueden representar a un par de kb. 

[0053] En cualquier caso, es preferible que el promotor sea un promotor mínimo. Junto con el intensificador, se 
puede hacer referencia al {intensificador + promotor mínimo} simplemente como un promotor a fin de simplificar.55
Por lo tanto, el intensificador (sitio de unión al activador transcripcional, p. ej., tetO o UAS) es, por definición, 
parte del promotor. 
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BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS

[0054] A continuación se describirán ciertas formas de realización de la invención en referencia a las siguientes 
figuras, donde:

La figura 1 es un dibujo esquemático que representa un diseño de un ensayo de tasa de eclosión de huevos. 

La figura 2 muestra el porcentaje de esterilidad masculina de OX4282-OX4104 con y sin tetraciclina; 5

La figura 3 muestra el porcentaje de esterilidad masculina de OX4282-OX4458 con y sin tetraciclina;

La figura 4 muestra el porcentaje de esterilidad masculina de OX4353 con y sin tetraciclina;

La figura 5 muestra el porcentaje de esterilidad femenina de OX4353 con y sin tetraciclina;

La figura 6 muestra la esterilidad reprimible específica de machos en las líneas OX4718-σ1;

La figura 7 muestra el porcentaje de esterilidad masculina de la mosca del olivo OX4705 con y sin tetraciclina;10

La figura 8 muestra el porcentaje de esterilidad femenina de OX4705 con y sin tetraciclina;

La figura 9 muestra el ensayo de tasa de eclosión en la cepa OX4466;

La figura 10 muestra el ensayo de tasa de eclosión en la cepa OX4467-E1;

La figura 11 muestra el ensayo de tasa de eclosión de las líneas de Aedes aegypti portadoras tanto del alelo 
topi-tTAV como del tetO-Dm-Protamine-FokI; 15

La figura 12 muestra el ensayo de tasa de eclosión de las líneas de Aedes aegypti portadoras tanto del alelo 
β2-tubulin-tTAV como del tetO-Ae-Protamine-FokI;

La figura 13 muestra las cepas de OX4353 cruzadas con dos líneas letales femeninas de RIDL principales 
(OX3864A y OX3647Q); 

La figura 14 es un mapa de plásmido de OX3866;20

La figura 15 es un mapa de plásmido de OX3867;

La figura 16 es un mapa de plásmido de OX3671;

La figura 17 es un mapa de plásmido de OX4112;

La figura 18 es un mapa de plásmido de OX4103;

La figura 19 es un mapa de plásmido de OX4104;25

La figura 20 es un mapa de plásmido de OX3831;

La figura 21 es un mapa de plásmido de OX4458;

La figura 22 es un mapa de plásmido de OX4391;

La figura 23 es un mapa de plásmido de OX4286;

La figura 24 es un mapa de plásmido de OX3978;30

La figura 25 es un mapa de plásmido de OX4275;

La figura 26 es un mapa de plásmido de OX4254;

La figura 27 es un mapa de plásmido de OX4371.

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

[0055] Los términos «secuencia de codificación» y ORF se pueden utilizar indistintamente en el presente 35
documento. 

[0056] Según se ha explicado anteriormente, en una forma de realización preferida, el esperma no muere (como 
podría implicar para algunas personas el término «letal[idad] de esperma»). En cambio, algo en el esperma mata 
al cigoto. Cuando se utiliza una nucleasa, se trata probablemente de daño genético en el ADN del esperma, pero 
también es posible que el ARN o la proteína que porta el esperma presente su efecto tras la fecundación (de 40
hecho, Burt/Crisanti han sugerido que esto podría explicar la muerte de hembras, así como de embriones 
masculinos, en su fragmentadora de cromosoma X en An. gambiae, véase Windbichler et al. 2008, supra). 

[0057] La técnica anterior expone que se debería utilizar el gen B2T (promotor y ORF) y sustituir el ORF por un 
gen de interés. No obstante, se ha descubierto que no se presta a un sistema condicional del tipo descrito en el 
presente documento. Si el sistema se va a hacer condicional, se ha descubierto que se deben realizar cambios 45
significativos en esta configuración. Uno de los problemas radica en que la transcripción se detiene una vez la 
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célula ha empezado la meiosis. Aunque la traducción puede tener lugar todavía en la(s) célula(s) posmeiótica(s), 
la transcripción posterior no puede (Barreau et al. (2008) han descrito recientemente la transcripción posmeiótica 
de unos pocos genes excepcionales, pero la cuestión general es válida). Por consiguiente, si se desea expresar 
una proteína de interés (de dicho gen de interés), como una proteína efectora, entonces debe existir la suficiente 
expresión del gen efector (para proporcionar un ARN efector correspondiente) antes de la meiosis. El término 5
«ARN efector» hace referencia a ARN, p. ej. ARNm, que codifica (que, cuando se traduce y opcionalmente se 
modifica después de la traducción, se escinde si es una proteína de fusión, y/o se pliega) y proporciona una 
secuencia de aminoácidos que actúa como proteína efectora. 

[0058] En el contexto de la presente invención, el suministro «suficiente» de un transcrito o de una proteína se 
relaciona tanto con la cantidad como con el momento de dicho/a transcrito o proteína. Por consiguiente, cuando 10
se aplica al gen efector, significa que el presente sistema asegura que al menos el transcrito para la proteína 
efectora se genera antes de la meiosis (momento) y que se suministra de esta forma la suficiente cantidad de 
dicho transcrito para lograr la función proteica deseada. Como se podrá apreciar, esto incluye todos los procesos 
intermedios de la expresión proteica, como el procesamiento opcional del transcrito, la traducción del transcrito a 
una secuencia de aminoácidos que presente una estructura primaria y la modificación opcional de esta, así como 15
la disposición de la estructura secundaria, terciaria e incluso cuaternaria (por ejemplo, en el caso de un dímero). 

[0059] Sin embargo, cuando se emplea un sistema condicional, los sistemas de la técnica anterior no pueden 
proporcionar las suficientes proteínas efectoras funcionales para que sean efectivos. Fundamentalmente, se cree 
que esto se debe a que dichos sistemas condicionales no solo necesitan la transcripción y la traducción de la 
proteína efectora, sino también la transcripción y la traducción de una proteína de factor de control que actúe 20
como un factor de transcripción en (las unidades reguladoras de) la proteína efectora. Simplemente, no existe 
tiempo para los requisitos adicionales de un ciclo completo de transcripción, traducción y función de las 
proteínas, seguido por otra transcripción, todo ello antes de la meiosis. En otras palabras, si, como en este caso, 
el sistema condicional emplea un factor de transcripción, entonces el propio factor de transcripción se necesita 
transcribir y traducir para proporcionar una proteína de factor de transcripción funcional. Esta proteína de factor 25
de transcripción debe, por tanto, actuar a su vez sobre los elementos reguladores del gen efector (que codifica la 
proteína efectora), de tal forma que exista la suficiente acumulación de transcrito efector en cada célula antes de 
la meiosis para permitir la traducción a tiempo del transcrito efector en cada célula después de la meiosis. 

[0060] Lo que se ha descubierto es que no es únicamente suficiente reemplazar simplemente el ORF en los 
sistemas de la técnica anterior por un ORF que codifique un factor de transcripción. En lugar de esto, la región 30
promotora B2T de la técnica también debe ser modificada o bien sustituida por completo, de forma que el 
sistema pueda producir el suficiente transcrito efector antes de la meiosis (para que presente por tanto una 
proteína funcional (traducida) después de la meiosis). Por consiguiente, en nuestro nuevo sistema condicional, 
se necesitan nuevos elementos reguladores en la dirección 5’ (como un promotor y/o 5’-UTR) para conducir la 
expresión del ORF del factor de transcripción. Los nuevos elementos reguladores en la dirección 5’ deben actuar 35
lo suficientemente temprano en la espermatogénesis como para generar la suficiente proteína funcional de factor 
de transcripción para que actúe a su vez sobre los elementos reguladores que controlan la expresión del efector 
y generar de esta forma el suficiente transcrito efector antes de que tenga lugar la meiosis y se concluya la 
transcripción. Resulta una ventaja concreta de la presente invención el hecho de que es capaz de lograr esto en 
el contexto de un sistema condicional. 40

[0061] La proteína efectora (esto es, la proteína funcional codificada por el gen efector) presenta más 
preferiblemente un efecto perjudicial, después de la meiosis, en la capacidad del esperma para fecundar un 
óvulo para producir un cigoto viable. 

[0062] El sistema es preferiblemente dominante, en el sentido de que la esterilidad que provoca en el esperma 
es dominante. Es aquí donde se introduce el concepto de letalidad de efecto paternal, véase más adelante. La 45
esterilidad genética provocada por un efector preferido como una nucleasa es preferiblemente dominante en los 
machos, de tal forma que la totalidad del esperma de un macho heterocigoto se ve afectado. Se podrá apreciar 
que esto no es imprescindible, debido a que se pretende liberar machos homocigotos, aunque sí preferible. Esto
contrasta con el dominante en el cigoto, como es el caso de la RIDL convencional. En estos sistemas de la 
técnica anterior, una copia (heredada con el esperma) es suficiente para destruir al cigoto, pero, evidentemente, 50
los óvulos fecundados por el esperma (de un macho heterocigoto) que portan un alelo de tipo natural no se ven 
afectados. 

[0063] El artrópodo es preferiblemente un insecto, y en el presente documento se dan a conocer ejemplos
adecuados tanto de artrópodos insectos como no insectos. No obstante, se prefiere en concreto que el artrópodo 
sea un mosquito, particularmente de una especie capaz de transmitir la malaria o el dengue, o una plaga 55
agrícola, como una mosca de la fruta. 

[0064] El artrópodo en el que se expresa el presente sistema es un artrópodo macho y la expresión tiene lugar 
en las células de la línea germinal masculina de este, en concreto en las gónadas, esto es, los testículos, donde 
tiene lugar la espermatogénesis. Además, o de forma alternativa, la expresión puede tener lugar en los propios 
espermatozoides. Preferiblemente, la expresión tiene lugar en la mayoría de dichas células, esto es, al menos en 60
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el 50 % de dichas células, pero puede ser un número mucho mayor, por ejemplo, al menos en el 80 %, al menos 
en el 90 %, al menos en el 95 %, o más preferiblemente en el 99-100 % de dichas células. 

[0065] Por consiguiente, el sistema de expresión es capaz de expresar un gen, o es adecuado o está adaptado 
para ello, en la línea germinal masculina de un artrópodo. En el presente documento, «gen» hace referencia 
principalmente a una proteína. Dicho de otro modo, la función de este sistema de expresión es expresar una 5
proteína en la línea germinal masculina (células de la línea germinal) de un artrópodo. El momento de esta 
expresión es crucial y se examina con más detalle en otra sección, pero debe ser suficiente como para provocar 
que los espermatozoides sean incapaces de fecundar un óvulo para producir un cigoto viable. Lo ideal sería que 
el propio sistema de expresión fuera, o estuviera comprendido en, un plásmido, transposón u otro elemento 
genético transponible capaz de expresarse en la línea germinal masculina del artrópodo, esto es, mediante 10
transformación. Por lo tanto, preferiblemente, el sistema de expresión es un sistema de expresión de 
polinucleótidos, preferiblemente ADN, ARN o una mezcla de ambos. 

[0066] La expresión desde el sistema es preferiblemente condicional. Aunque puede ser inducible, se prefiere en 
concreto que la condicionalidad sea reprimible, de tal forma que la expresión tenga lugar únicamente en 
ausencia de un represor. En un sistema inducible, la expresión tendrá lugar únicamente en presencia de un 15
inductor. Un sistema reprimible particularmente preferido para su inclusión en el presente sistema de expresión 
es el sistema tet (tetraciclina) o el sistema GAL4/UAS, descritos ambos más adelante en el presente documento. 

[0067] Se podrá apreciar que el promotor es capaz de expresarse en las células de la línea germinal masculina 
de un artrópodo, esto es, es capaz de iniciar la transcripción en esta. Asimismo, se podrá apreciar que el 
promotor está ligado de forma funcional a los elementos reguladores y a la secuencia de codificación del 20
presente sistema.

[0068] Es posible que el sistema comprenda una única secuencia de codificación o más de una secuencia de 
codificación. La una o más secuencia(s) de codificación puede(n) estar unida(s) como una fusión o 
proporcionarse por separado. Ejemplos adecuados de otras secuencias de codificación son marcadores o 
indicadores como las proteínas fluorescentes (p. ej., GFP, EFP, YFP, etc.), aunque también se prefieren otros 25
efectores para proporcionar una mayor especificidad. 

[0069] Además de los elementos reguladores en la dirección 5’ de la segunda unidad de expresión descritos 
específicamente, el presente sistema también puede incluir otros elementos reguladores según sea apropiado. 
Estos facilitan, es decir, permiten, la expresión en las células de la línea germinal masculina de un artrópodo.
Asimismo, según se describe más adelante, los otros elementos reguladores facilitan el procesamiento y la 30
traducción de ARN antes de la meiosis. Así, los otros elementos reguladores no son parte del promotor, aunque
preferiblemente incluyen la 5’-UTR en la primera unidad de expresión y/o una 3’-UTR tanto en la primera como 
en la segunda unidades de expresión. Por lo tanto, estos otros elementos reguladores se pueden considerar 
como secuencias no traducidas, como es el caso de la 5’-UTR especificada de la segunda unidad de expresión.
Preferiblemente, todas ellas incluyen al menos una parte considerable de una 5’-UTR o 3’-UTR, aunque más 35
preferiblemente una 5’-UTR completa o una 3’-UTR completa. Lo más preferible sería que se proporcionara al 
menos una parte considerable de la 5’-UTR y una 3’-UTR (y preferiblemente ambas estén completas). Por 
consiguiente, los elementos reguladores pueden incluir la totalidad o parte de una 5’-UTR, incluidas las diversas 
secuencias reguladoras, asociadas o situadas en la 5’-UTR, que permiten la traducción de una secuencia de 
ARN, por ejemplo, una que ha sido transcrita recientemente a partir del ADN. 40

[0070] Todos los promotores descritos en el presente documento deberían incluir preferiblemente características 
tales como los sitios de unión del factor de transcripción y del ARN polimerasa. Estos son elementos promotores 
(normalmente), no elementos de UTR (aunque puede existir una superposición). Por lo general, una 5’-UTR 
presenta algunas señales de inicio de la traducción, probablemente también estabilidad de ARN, localización, 
control de la traducción y secuencias de intrones (aunque no necesariamente). 45

[0071] Lo mismo se aplica para otros elementos reguladores más que pueden incluir un casquete 5’ y/o una cola 
de poliA. Dicho de otro modo, lo ideal sería que todos estos elementos estén presentes al menos en una parte 
considerable, esto es, lo suficiente como para proporcionar su función reguladora necesaria. Los expertos serían 
capaces de determinar si se ha proporcionado la suficiente expresión de las secuencias de codificación o no en 
presencia o ausencia de la totalidad o parte de estos elementos reguladores, ya que el requisito fundamental es 50
la funcionalidad en la dirección 3’ del esperma. Los expertos son capaces de determinar si los espermatozoides 
son capaces de competir, lo cual resulta ventajoso. También son capaces de identificar fácilmente si los 
espermatozoides producen cigotos viables, lo cual no resulta ventajoso. Si los espermatozoides no compiten, y/o 
si no producen cigotos viables, entonces los niveles de expresión del efector necesitarán ser revisados. En la 
presente invención, el esperma (por lo cual se entiende el transformado o GM (genéticamente modificado, esto 55
es, portando el transgén/el presente sistema de expresión) es preferiblemente capaz de competir con 
espermatozoides de tipo natural, pero no de producir cigotos viables. Por consiguiente, si alguno de estos 
hechos no se consigue, especialmente si se producen cigotos viables, entonces el sistema necesita ser revisado. 

[0072] No obstante, lo que se debe tener en cuenta es que el procesamiento del ARN del ORF/secuencia de 
codificación del efector en dicho transcrito efector tiene lugar antes de la meiosis y se acumula en suficientes 60
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niveles como para que la proteína traducida posteriormente y funcional presente el efecto deseado en la 
capacidad del esperma para fecundar un óvulo con el fin de producir un cigoto viable. Esto se describe con más 
detalle en alguna otra sección. 

[0073] Cuando el efector codifica la nucleasa preferida, por ejemplo, esto es un efecto nocivo. Esto sucede en 
cualquier momento (aunque, evidentemente, después de que el transcrito efector haya sido procesado, 5
traducido, etc. en una proteína funcional). El requisito básico es que debe haber el suficiente transcrito del efector 
antes de la meiosis, ya que la transcripción concluye en ese momento. No obstante, se contempla que la 
proteína efectora pueda ser funcional tras la mitosis (pero, sin duda, tras la meiosis).

[0074] Preferiblemente, todos los elementos reguladores son homólogos entre sí, esto es, derivan del mismo 
gen. En concreto, se prefiere que, para unos niveles de expresión perfeccionados, los elementos reguladores 10
sean heterólogos entre sí, de tal forma que, por ejemplo, la 3’-UTR pueda derivar de un gen distinto que la 5’-
UTR escogida. Es preferible que el casquete 5’ y la cola de poliA sean homólogos del promotor, esto es, del 
mismo gen que el promotor. 

[0075] Debido a que el gen efector es uno que normalmente no se expresa en las células de la línea germinal de 
un artrópodo macho, también se podrá apreciar que los elementos reguladores son heterólogos del gen (esto es,15
heterólogos de la secuencia de codificación). En todo esto, se podrá apreciar que heterólogo hace referencia a la 
procedencia del elemento genético como el promotor, 5’-UTR (u otro elemento regulador) o secuencia de 
codificación, de tal forma que pueden provenir de distintos genes del mismo organismo; de genes conservados 
de distintos organismos; o incluso de distintos genes (no relacionados) de distintos organismos. Dicho de otro 
modo, tales elementos pueden provenir de (en el sentido de que son derivados de, aunque se contempla la 20
modificación) una gama de genes distintos dentro de un único organismo o de una gama de genes distintos de 
diferentes organismos, con la condición de que sean suficientes como para proporcionar los niveles de expresión 
necesarios en la línea germinal masculina del artrópodo, esto es, en las gónadas o el esperma de este. En 
concreto, la secuencia de codificación puede no provenir necesariamente de un artrópodo, mientras que, por 
ejemplo, los elementos reguladores pueden derivar también preferiblemente de bacterias o virus si esto facilita el 25
grado y el momento adecuados de la expresión proteica de la secuencia de codificación, particularmente en lo 
que respecta a la traducción premeiótica. 

[0076] La secuencia de codificación codifica una proteína efectora. Como se ha mencionado anteriormente, la 
secuencia de codificación es preferiblemente heteróloga de los otros elementos en el sistema de expresión, 
como el promotor y/o los elementos reguladores. Aunque la secuencia de codificación en el sistema de expresión 30
será un polinucleótido, se puede transcribir en un ARN mensajero adecuado (ARNm) suficiente para ser 
traducido a continuación a una proteína funcional. Se contemplan empalmes alternativos del ARN, regulados por 
secuencias intrónicas (control de empalme) con la colaboración de un espliceosoma. La ventaja de proporcionar 
o controlar empalmes alternativos es que se añade un nivel adicional de regulación a la expresión proteica. Se 
proporcionan más directrices sobre este tema en nuestra publicación anterior WO 2007/091099.35

[0077] El momento y la ubicación de la expresión de la proteína efectora resultan cruciales para la presente 
invención, y se describen con detalle más adelante. Sin embargo, se podrá apreciar que la función del efector es 
preferiblemente presentar un efecto perjudicial en la capacidad de los espermatozoides para fecundar un óvulo 
con el fin de producir un cigoto viable.

[0078] Según se describe en el presente documento, es importante que la hembra tenga la sensación de que ha 40
sido fecundada adecuadamente, de lo contrario, buscará otra pareja o, de hecho, puede que ya haya otro 
esperma de tipo natural con el que el presente esperma tenga que competir. No obstante, el esperma no será 
capaz de competir si sus funciones generales están significativamente deterioradas, como su capacidad para 
«nadar».

[0079] El efector preferido presenta un efecto adverso sobre la capacidad del esperma para fecundar un óvulo 45
con el fin de producir un cigoto viable. Preferiblemente, induce o provoca de forma directa daños en el ADN.
Ejemplos preferidos concretos de este son nucleasas, en concreto endonucleasas. Otros ejemplos de estos se 
exponen más adelante. 

[0080] Los promotores conducen, esto es, son capaces de iniciar la transcripción, o están adaptados para ello,
de la secuencia de codificación efectora, así como los elementos reguladores que la rodean, a ARN. El momento 50
de esto resulta crucial y se destaca en otra parte. La traducción del efector puede tener lugar antes o después de 
la meiosis. 

[0081] La proteína efectora posee un efecto nocivo, especialmente tras la meiosis (con posterioridad a la 
meiosis). El esperma se crea mediante espermatogénesis a partir de las células de la línea germinal masculina 
que portan el presente sistema de expresión. Por consiguiente, preferiblemente, dicho esperma porta o 55
comprende al menos una copia de la proteína efectora, aunque, preferiblemente y de manera significativa, más 
de una copia. Este efecto perjudicial reduce la capacidad de los espermatozoides para fecundar un óvulo. Así, el 
presente sistema funciona correctamente antes de la inducción de letalidad en sistemas específicos de embrión, 
según se da a conocer en Horn y Schetelig (Horn, C., Wimmer, A.E. 2003, Schetelig, M.F., Handler, M.A. 2012).
Se prefiere encarecidamente que el efector permita que el esperma presente suficiente motilidad, de tal forma 60
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que sea capaz de competir con esperma normal (esto es, de tipo natural o no transformado) en la carrera por 
alcanzar el óvulo. De nuevo, cabe destacar que no es fundamental que los espermatozoides porten una copia del
ADN (gen que codifica el efector). De hecho, esto es preferible y es una diferencia clave con respecto a los 
sistemas de RIDL cigóticamente activos, ya que el presente sistema puede:

 asegurar que no exista eclosión de huevo; 5

 utilizarse en combinación con sexado genético; 

 proporcionar condicionalidad; y

 presentar reproducción de líneas puras, letalidad cigótica y resistencia. 

[0082] Por lo general, la inseminación se lleva a cabo en el tracto genital femenino. Los machos transfieren 
esperma durante el apareamiento, que es almacenado por la hembra. Los óvulos maduros que pasan por el 10
tracto reproductor femenino se exponen a este esperma y se fecundan. En el caso de algunas especies, (mosca 
de la fruta mediterránea, Aedes aegypti), las hembras normalmente se aparean una única vez y utilizan los el 
esperma almacenado para todos sus óvulos. Algunos otros insectos, p. ej., algunas polillas, se aparean con 
bastante más frecuencia. 

[0083] No obstante, se prefiere en concreto que el efector provoque suficientes daños en el ADN como para que 15
la formación de un cigoto viable resulte imposible, por ejemplo, debido a que la información genética haploide 
proporcionada por el esperma esté dañada. Por ejemplo, se prefiere que el ADN del esperma presente una 
rotura de la doble cadena de este. Esta forma de realización preferida es el resultado del uso de endonucleasas, 
cuyos ejemplos se proporcionan en el presente documento. Así, en primer lugar, la presente invención impide la 
formación de cigoto viable, en lugar de expresar otra proteína en el cigoto una vez formado. Esto supone una 20
importante diferencia con respecto a la técnica anterior, como la técnica de RIDL, donde los cigotos funcionales 
se forman y después se expresa un efector para destruir el cigoto. En la presente invención, no se forma nunca 
un cigoto viable. 

[0084] Por consiguiente, se prefiere que el cigoto no pueda avanzar nunca más allá de la etapa de célula única.
Los embriones tempranos de insectos, por ejemplo, dividen sus núcleos sin división celular, y a continuación se 25
celularizan, por lo que pasan de 1 célula a >1000 en un solo paso. No obstante, se prefiere también que el 
embrión simplemente no consiga eclosionar como una larva (lo cual es una característica deseable en el campo).
Por lo tanto, un requisito mínimo es preferiblemente que el individuo no se consiga convertir en un adulto viable. 

[0085] Por consiguiente, se puede observar que la presente invención proporciona, como solución a los 
problemas de la técnica anterior, un delicado equilibrio de acumulación premeiótica de transcrito de/para una 30
proteína efectora heteróloga, preferiblemente una endonucleasa, antes de que tenga lugar la meiosis en el 
proceso espermatogénico, de tal forma que, tras la meiosis, el esperma resultante porte copias de la secuencia 
efectora traducida que, por tanto, puedan tener efecto en el esperma. Este efecto tiene lugar antes de la 
fecundación, provocando así en la práctica que el esperma sea estéril, de tal forma que el esperma es estéril y 
activo. Este es el efecto «letal de esperma» que se describe en el presente documento. 35

[0086] No parece existir un gran control para la integridad del ADN en la meiosis. Por consiguiente, en general, 
los daños producidos en el ADN antes de la meiosis se toleran. De hecho, esto es probablemente lo que hace la 
radiación: la radiación da como resultado un tamaño variable de la cabeza de los espermatozoides, dado que el 
tamaño de la cabeza es proporcional al contenido de ADN. Por consiguiente, este contenido de ADN variable 
puede derivar de la segregación desigual de ADN en la meiosis debido a los daños en el ADN causados por la 40
radiación en células premeióticas. No obstante, existe un fuerte control en la mitosis (normalmente), por lo que es 
probable que los daños en el ADN de las células madre de la línea germinal (GSC) o de las células 
espermatogonias impidan el desarrollo de esperma funcional (en el sentido de la capacidad para fecundar un 
óvulo). 

[0087] De acuerdo con otro aspecto de la invención, se da a conocer un método para expresar la proteína 45
efectora en una gónada o un esperma. Preferiblemente, el método comprende transformar la gónada con el 
presente sistema de expresión. Este aspecto también se refiere a un método de transformación. 

[0088] También se da a conocer un método de control de la población que comprende la expresión de dicha 
proteína a través del presente sistema de expresión en las gónadas de un artrópodo macho. Los artrópodos 
preferidos se describen en el presente documento. 50

[0089] La invención también da a conocer un método de gestión de la resistencia. En principio, para cualquier 
sistema de RIDL cigóticamente activo, incluido uno activo en embriones, existe una posibilidad de que algo en el 
genoma del cigoto (p. ej., material genético heredado de la madre) pueda impedir o reducir el efecto letal 
previsto. Con respecto a RIDL, este sería un factor de resistencia heredado. Para ejemplificar esto, un factor de 
resistencia podría ser algo que reduzca el nivel de expresión del efector letal, o que reduzca la sensibilidad del 55
objetivo del efector letal a ese efector. No obstante, en el caso de la presente invención, cuando se utiliza una 
endonucleasa, resulta complicado concebir cómo podría suceder ese hecho. El daño ya está hecho: utilizando 
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una nucleasa como ejemplo, el ADN del esperma ya ha sido dañado y resulta complicado concebir cómo podría 
corregirse esto en el óvulo, provocando así que el daño sea permanente. 

[0090] Con respecto a la gestión de la resistencia, se podría contemplar una situación en la cual, si estuviéramos 
utilizando RIDL específica de hembras, se observase que surgiera resistencia en el campo. Podríamos añadir un 
sistema de acuerdo con la presente invención, reservar la fsRIDL para la separación de sexos y la presente 5
invención para la esterilidad. De forma alternativa, simplemente se podría cambiar al presente sistema, aunque la 
separación de sexos presenta diferentes beneficios para la TIE en algunas especies. 

[0091] Esta gestión de la resistencia no es completamente integral: la resistencia de comportamiento todavía es 
posible (si las hembras pueden distinguir entre machos fértiles y estériles, existirá una intensa selección para 
aquellas que, preferentemente, se apareen con machos fértiles, evitando de esta manera la exposición a 10
esperma afectado por la presente invención). Dicha resistencia de comportamiento se ha observado en 
programas de TIE basados en la radiación, aunque únicamente en raras ocasiones (se cree que únicamente se 
tiene conocimiento de un buen ejemplo). Este argumento es estrechamente análogo a uno que han utilizado los 
defensores de la esterilización por radiación, que abogan por la superioridad del daño por radiación en el 
esperma de un letal cigótico (RIDL) por los motivos expuestos anteriormente. 15

[0092] En los presentes métodos, se prefiere que el sistema condicional, preferiblemente el sistema tet descrito 
en el presente documento, se utilice para ofrecer un mayor grado de control. Esto permite, por ejemplo, la cría en 
condiciones de laboratorio, esto es, en presencia de un represor, como tetraciclina. Tras la liberación, o la 
supresión de la tetraciclina, la represión del sistema se elimina y la proteína efectora se expresa de esta forma. 

[0093] La esterilidad masculina resulta útil en el presente contexto tanto en la agricultura, para impedir, por 20
ejemplo, la eclosión de huevos, como en el control de enfermedades, por ejemplo, para el control de vectores de 
enfermedades, como mosquitos (aquellos que son responsables de la transmisión de la malaria y del dengue, 
por ejemplo). Así, la presente invención también da a conocer un método de biocontención que comprende la 
expresión del sistema en una población o la liberación de machos (portadores del sistema) en el campo. Con un 
sistema reprimible, que es preferible, la cepa se vuelve dependiente del represor y no se puede establecer en la 25
naturaleza. 

[0094] La invención también da a conocer un método de control de la calidad, por ejemplo, incluyendo un 
indicador como una proteína fluorescente, preferiblemente proteína verde fluorescente (GFP) o cualquiera de las 
otras proteínas fluorescentes con color conocidas en la técnica. Esta puede ser la proteína efectora en sí, 
actuando como un marcador de la transformación. Entre otros ejemplos de proteínas fluorescentes utilizadas30
como marcadores de transformación se incluyen DsRed, DsRed2 y AmCyan. 

[0095] También se pueden utilizar marcadores de transformación independientes, incluidos aquellos descritos en 
el presente documento. La transcripción de estos marcadores de transformación puede encontrarse bajo el 
control de un promotor independiente del de la primera o la segunda unidad de expresión. Entre los ejemplos de 
tales promotores se incluyen el promotor de actina muscular, 3xP3, hrlE y hr5IE1. 35

[0096] Sin embargo, más preferiblemente, la proteína fluorescente puede estar ligada a la proteína efectora en el 
presente sistema, de forma que esta proteína indicadora y la expresión de la misma permitirán que se pueda 
determinar el grado de inclusión de un transgén o de otro efector en la población. Este hecho presenta al menos 
alguna de las siguientes ventajas:

(1) como cualquier marcador de este tipo, identifica la presencia del transgén, de forma que se puede seguir 40
la herencia. Cuanto más estrechamente ligado está el marcador al rasgo de interés, p. ej., al sistema letal, 
menos probable es que las mutaciones que tengan lugar inactiven a uno, pero no al otro. No obstante, en la 
práctica, si estos (el marcador y el transgén) se encuentran en el mismo segmento de ADN insertado, esto 
resulta extremadamente poco probable en cualquier caso;

(2) si se encuentra ligado en el sentido de fusionado, un marcador muestra expresión de la proteína efectora.45
Esto permitiría que se pudiera observar la expresión real. Por ejemplo, en un ejemplo preferido de expresión 
tet-reprimible de una nucleasa, la fusión de la nucleasa con un indicador fluorescente permitiría que se 
pudiera comprobar que los insectos que van a liberarse expresaban la nucleasa. La presencia del marcador 
fluorescente podría indicar que (i) el macho presenta al menos una copia del transgén; (ii) el sistema de 
expresión funciona correctamente en el sentido de que proporciona la expresión del efector en ausencia del 50
represor; (iii) los insectos expresan la fusión de nucleasa-FP (proteína fluorescente) (y, por consiguiente, no 
se criaban, por ejemplo, de forma involuntaria en presencia del represor); [(iv) suponiendo expresión 
específica de machos, son machos]; (v) por inferencia, son, en efecto, estériles. Por lo que respecta al control
de calidad (QC, por sus siglas en inglés), este hecho proporciona mucha más seguridad en cuanto a que 
«son estériles» que simplemente el hecho de saber que el macho posee una copia del transgén, que es lo 55
que se consigue al utilizar un marcador fluorescente ligado (genéticamente ligado, esto es, un gen 
adyacente); 

(3) con un microscopio de alta potencia, se puede observar cuándo progresa la expresión y dónde se localiza 
la proteína dentro de la célula. Este es un instrumento de desarrollo útil para monitorizar la consistencia, por 
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ejemplo, en el QC en curso, para determinar si el sistema funciona hoy igual que ayer/el año pasado, pero 
también en el contexto de la consistencia de expresión esperma-esperma; y

(4) otra ventaja se refiere al esperma fluorescente, descrito más adelante. 

[0097] Existe una evidente conexión funcional para que una nucleasa escinda ADN, por lo que, si no se 
encuentra en el núcleo, es poco probable que presente el efecto deseado de escisión de ADN. Por consiguiente, 5
en este sentido, se prefiere también que se proporcione una señal de localización nuclear para asegurar que la 
nucleasa se localiza en el núcleo. 

[0098] En otro aspecto, se da a conocer por la presente un método de control de calidad, que comprende inducir 
o desreprimir la expresión del presente sistema de expresión en un grupo objetivo de individuos y determinar si 
aquellos individuos cumplen los criterios esperados, tales como tamaño, número, fase de desarrollo o 10
localización. Por ejemplo, si el sistema incluye medios para expresar un indicador tal como una proteína 
fluorescente, ya sea como el efector o como parte de una proteína de fusión, por ejemplo, entonces los 
individuos en los que se ha inducido o desreprimido la expresión del sistema se tornarán visibles con longitudes 
de onda de luz adecuadas. 

[0099] Se prefiere que el presente sistema incluya al menos un espaciador. Dichos espaciadores pueden estar 15
situados ventajosamente entre cualquiera de los elementos presentes del sistema. Por ejemplo, se puede 
proporcionar un espaciador entre el promotor y los elementos reguladores y/o entre los elementos reguladores y 
la secuencia de codificación, para proporcionar de esta forma una «amortiguación» entre estos elementos con el 
fin de asegurar la adecuada funcionalidad de los mismos. Del mismo modo, el espaciador no tiene función en la 
expresión génica distinta de la de separar estos elementos, aunque opcionalmente puede incluir una serie de 20
sitios de restricción, si se considera que esto es útil. Lo ideal sería que no incluyera ningún sitio de factor de 
unión a la transcripción, etc., debido a que estos podrían interferir con la expresión del efector. 

[0100] Se prefiere también que el efector pueda estar en forma de una secuencia o proteína de fusión, tal como, 
por ejemplo, una nucleasa fusionada con un marcador de tal forma que la transcripción y la traducción del efector 
derive también en la transcripción y la traducción del marcador. Esto presenta la ventaja de mostrar exposición 25
de un esperma a una nucleasa, siendo la presencia de la proteína fluorescente indicativa de que la nucleasa se 
ha expresado. Las proteínas fluorescentes se pueden observar con microscopía de fluorescencia utilizando filtros 
de excitación adecuados para la proteína fluorescente concreta. Ejemplos de estas son nuestras cepas LA4466 o 
LA4467 (LA4466 = PB-hr5IE1-DsRed-Aeprot-tGFP-EcoRI y LA4467 = PB-hr5IE1-DsRed-Aeprot-tGFP-FokICD). 
Cabe destacar que las cepas más tempranas se denominaron «LA» por el nombre del inventor, Luke Alphey, 30
pero desde entonces se ha adoptado el prefijo «OX» por el solicitante, Oxitec. En este sentido, los prefijos LA y 
OX se pueden emplear indistintamente para referirse a una cepa individual. Tanto LA4466/OX4466 como 
LA4467/OX4467 son ejemplos de una función de nucleasa fusionada con éxito con expresión fluorescente. 

[0101] También se contempla que el presente sistema y los presentes métodos puedan utilizarse para producir 
esperma fluorescente. Por ejemplo, un indicador como aquellos mencionados anteriormente podría estar ligado 35
al promotor o, de hecho, bajo un promotor independiente, como un sistema intensificador de promotor tetO si el 
efector es tTA o cualquiera de sus variantes. El esperma fluorescente resultaría ventajoso para la separación 
visual de esperma o gónadas, en concreto en métodos de disección o selección de sexo. En concreto, esto 
infiere la capacidad para determinar con qué individuo macho se ha apareado una hembra, lo cual resulta útil en 
el contexto de un programa de liberación en campo. Dicho método podría incluir, proporcionar (p. ej., 40
capturándolas) hembras salvajes; diseccionarlas; buscar esperma almacenado y observar si dicho esperma porta 
el presente sistema, esto es, si es fluorescente. Esto indicará rápidamente si una hembra: 

(i) es no apareada (todavía no se ha apareado);

(ii) se ha apareado con un macho de tipo natural (ya que muestra esperma no fluorescente);

(iii) se ha apareado con un macho transgénico que porta el presente sistema (que mostraría esperma 45
fluorescente); o

(iv) se ha apareado con ambos tipos de macho (demostrado por la presencia de esperma fluorescente y no 
fluorescente).

[0102] Debido a que una pregunta fundamental a la hora de analizar y gestionar un programa de tipo TIE es
«¿con quién se aparean las hembras?», esto supone una ventaja útil. Existen varios estudios que proponen esto, 50
p. ej., el estudio de Malacrida et al., 2007, ya citado, pero no en el contexto que se expone en el presente 
documento. 

[0103] Un ejemplo de este concepto es el constructo (OX3878), que se diseñó para marcar con fluorescencia 
cabezas de espermatozoides, en concreto en Aedes aegypti. Este constructo utilizó una protamina de Aedes 
aegypti marcada con tGFP y sus secuencias reguladoras para expresar una proteína de fusión fluorescente de 55
una manera específica para el esperma. Se detectó una intensa fluorescencia verde tanto en los testículos 
enteros diseccionados como en el esperma aislado de mosquitos macho OX3878. Esto muestra que la expresión 
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de proteínas fluorescentes puede ser conducida por el presente sistema para producir esperma fluorescente y, 
además, que la fluorescencia se puede detectar eficazmente. 

[0104] Por consiguiente, en otro aspecto, la invención da a conocer un método para determinar el estado de 
apareamiento de un artrópodo hembra, que comprende el uso de un sistema de acuerdo con la presente 
invención en una población de machos transgénicos (esto es, liberados), donde dicho sistema comprende un 5
marcador tal como una proteína indicadora fluorescente; y donde el esperma se encuentra presente, evaluando 
la presencia de dicho marcador en una hembra; siendo indicativa la presencia del marcador de que la hembra se 
ha apareado con un macho transgénico que porta el sistema. La presencia de esperma que no porta el marcador 
indica que la hembra se ha apareado con un individuo de tipo natural (no transgénico). Cuando el esperma no 
está presente, esto indica que la hembra no se ha apareado todavía, o de que no se ha apareado recientemente.10
En algunas formas de realización, el método incluye la liberación de machos transgénicos que portan el presente 
sistema y que les permite aparearse con hembras (esto es, hembras de tipo natural). 

[0105] Como se podrá apreciar, en la presente invención debe aplicarse o permitirse que tenga lugar la 
expresión del sistema. Dicho de otro modo, se han cumplido las condiciones necesarias para inducir la expresión 
del efector (y, si es independiente, un marcador opcional como un indicador). En el caso de un sistema tet 15
reprimible, por ejemplo, esto implica la supresión de tetraciclina de la dieta de los machos transgénicos. 

[0106] El objetivo fundamental de la presente invención es proporcionar esterilidad masculina. No obstante, lo 
que también se ha demostrado es que es posible proporcionar esperma estéril que todavía sea capaz de 
competir con esperma de tipo natural. Esto resulta ventajoso debido a que deriva en un mayor grado de control 
de población debido a que, si el esperma de tipo natural puede fácilmente competir mejor que el esperma 20
transformado, y las hembras probablemente se aparean con ambos tipos de macho, entonces únicamente habrá 
una reducción marginal en la población de la siguiente generación. Aun cuando normalmente las hembras se 
aparean una única vez, en tal situación puede existir una rigurosa selección para incrementar el reapareamiento. 

[0107] Una proteína de fusión de ubiquitina también se puede incluir de forma ventajosa en el presente sistema.
Esta presenta las ventajas de proporcionar la expresión de ambas proteínas como una fusión, esto es, como un25
único polipéptido, pero con escisión (cotraduccional) en dos proteínas independientes. Esto resulta útil si una de 
las proteínas no tolera fusiones (tTA, por ejemplo, tiene tendencia a no funcionar con fusiones N-terminal).
Todavía se presenta coexpresión en una forma compacta; sin embargo, se pierde la capacidad de utilizar el 
marcado (p. ej., proteína fluorescente, FP) para determinar la ubicación subcelular de la proteína de fusión, ya 
que no se mantiene fusionada a esta. 30

[0108] Es preciso reiterar que el presente promotor es un promotor de la línea germinal «que actúa temprano», 
proporcionando así los niveles necesarios de transcripción antes de la meiosis. El promotor se define con detalle 
más adelante, pero, de nuevo, es importante tener en cuenta que preferiblemente el promotor no debería actuar 
más pronto que el promotor topi tras la mitosis ni, especialmente, en las células madre (al menos cuando el 
efector no daña dichos tipos de célula, esto es, cuando el efector no es una nucleasa). 35

[0109] El promotor debería presentar un efecto en la línea germinal y es preferible que la expresión del sistema 
sea condicional. Lo ideal sería que la espermatogénesis se completara de forma considerable antes de que se 
observe cualquier efecto negativo de la expresión del efector. Se prefiere que no haya efecto discernible en la 
función espermática hasta después de la entrada en el óvulo. A pesar de que el daño en el ADN podría 
considerarse quizá como «un efecto negativo», se puede considerar el ADN en un esperma simplemente como 40
«carga», ya que no existe transcripción en el esperma. Cualquier daño en el ADN provocado por el efector debe 
ser suficiente para impedir la producción de progenie viable. 

[0110] Por consiguiente, la presente invención proporciona preferiblemente especificidad condicional de la línea 
germinal (en términos de expresión). 

[0111] En un ejemplo preferido, el «marco» para la segunda unidad de expresión en concreto se basa en el gen 45
de tipo natural B2T de Dm o del artrópodo objetivo. La secuencia de codificación se sustituye por la del factor de 
transcripción y el promotor y/o las secuencias 5’-UTR también se modifican. De hecho, incluso se puede insertar 
un intensificador heterólogo o utilizarse una 3’-UTR heteróloga. Evidentemente, si se aplicaran todos estos 
cambios, quedaría muy poco de la secuencia original, por lo que se podrá apreciar que esta es una manera de 
construir la segunda unidad de expresión. 50

[0112] Con respecto a los elementos reguladores, en concreto al promotor y/o a la 5’-UTR del elemento 
regulador en la dirección 5' en la segunda unidad de expresión, es importante que no exista un retraso en el 
efecto traduccional del presente factor de transcripción. Una forma de lograr esto es utilizar los elementos 
reguladores de un gen que se sepa que transcribe y traduce a un nivel suficiente, preferiblemente elevado, antes 
de la meiosis. Entre los ejemplos adecuados se incluirían genes de chaperona, preferiblemente la familia de 55
genes HSP, en concreto hsp83. En otra forma de realización preferida, la 3’-UTR puede derivar de un virus, 
como SV40. 

[0113] En una forma de realización particularmente preferida, la segunda unidad de expresión del presente 
sistema comprende un promotor de Beta 2 tubulin (B2T) combinado con una 5’-UTR de B2T mejorada o una 5’-

E13711848
03-08-2018ES 2 683 039 T3

 



16

UTR de hsp83. Opcionalmente, se puede utilizar una 3’-UTR de SV40. Cualquiera de entre el promotor y la 5’-
UTR, o ambos, pueden ser de topi. topi se refiere al gen matotopetli de Drosophila. No obstante, la presente 
invención incluye homólogos funcionales y parálogos de otras especies. Estos se pueden identificar en referencia 
al ORF conservado según se ha descrito anteriormente. En el caso de una 5’-UTR de topi, el promotor puede ser 
también de topi, aunque se contempla que podría ser de cualquier otro de los promotores descritos en el 5
presente documento, por ejemplo, B2T. De nuevo, cuando se utiliza el promotor de topi y/o se utiliza la 5’-UTR
de topi, la 3’-UTR es también preferiblemente de topi, al igual que los elementos reguladores restantes, como el 
casquete 5’ y la cola de poliA. El motivo de esto es que topi presenta un patrón de expresión «temprano» en la 
espermatogénesis, de tal forma que es capaz de conducir transcripción y traducción adecuadas tras las 
divisiones mitóticas, pero con anterioridad a la meiosis. 10

[0114] En el caso de B2T, a pesar de que el promotor es útil, se ha descubierto que parece haber una señal de 
retraso implicada en la 5’-UTR de B2T, dificultando la traducción temprana. Fue por este motivo que la 5’-UTR de 
B2T se puede sustituir por la 5’-UTR de, por ejemplo, una chaperona como hsp83. Por consiguiente, se podrá 
observar que, en algunos casos, el promotor y los elementos reguladores son homólogos entre sí, o al menos 
preferiblemente de homólogos conservados de distintas especies, en algunos casos puede ser necesario utilizar 15
promotores y elementos reguladores que sean heterólogos entre sí con el fin de perfeccionar los patrones de 
expresión obtenidos para la presente invención. Como se puede observar en los Ejemplos, se proporciona un 
ejemplo para cada supuesto. 

[0115] En otro aspecto, la presente invención proporciona también un artrópodo, cuyos ejemplos preferidos se 
exponen en el presente documento, transformado con el presente sistema o mediante los presentes métodos.20
Dicho de otro modo, la invención también da a conocer un transformante o un artrópodo modificado 
genéticamente, preferiblemente según se define posteriormente en el presente documento. Se podrá apreciar 
que dicho artrópodo es un macho, cuyas gónadas portan preferiblemente el presente sistema, de tal forma que la 
expresión del efector tenga lugar durante la espermatogénesis. 

[0116] Supone una ventaja de la presente invención el hecho de que el promotor y los elementos reguladores 25
actúen conjuntamente de forma sinérgica para proporcionar el patrón de expresión deseado. 

[0117] Como se ha mencionado anteriormente, el promotor es preferiblemente de un gen específico de los 
testículos o al menos uno suficiente como para proporcionar expresión «temprana» durante la 
espermatogénesis. Entre las alternativas se incluyen promotores más constitutivos, como promotores 
estructurales, por ejemplo, la familia tubulin, en concreto beta tubulin, y más preferiblemente el promotor de beta30
2 tubulin, y homólogos de este. Cuando se emplea este, es necesario utilizar el elemento regulador en la 
dirección 5' que no presente señales de retraso traduccionales observadas con al menos algunos ejemplos de 
elemento regulador en la dirección 5' de beta 2 tubulin. Una ventaja de utilizar el promotor B2T es que la 
secuencia de codificación del gen B2T se encuentra altamente conservada y que esta y un fragmento de 
promotor adecuado pueden ser fácilmente identificados y aislados de una especie de artrópodo determinada por 35
un experto en la materia.

[0118] Un ejemplo de secuencia promotora de B2T se proporciona más adelante. 

[0119] Un ejemplo de secuencia promotora del B2T mejorado se proporciona más adelante. 

[0120] Más adelante, se proporciona un ejemplo de una 5’-UTR de B2T. Si se utilizan promotores B2T de otras 
especies en la presente invención, entonces un experto en la materia será capaz de identificar fácilmente la 5’-40
UTR basándose en su naturaleza conservada de la anterior SEQ ID N.º. Este podrá ser capaz de sustituirla por
otra 5’-UTR. Los ejemplos preparados incluyen la 5’-UTR de chaperonas, en concreto de la familia hsp, 
particularmente hsp83. Un ejemplo adecuado, la 5’-UTR de hsp83, se expone más adelante.

[0121] Un ejemplo adecuado de una 3’-UTR que se ha utilizado con éxito en formas de realización de la presente 
invención es la de SV40. Esta 3’-UTR se proporciona más adelante. 45

[0122] La secuencia de codificación de topi se encuentra altamente conservada entre mosquitos como Aedes 
aegypti y la mosca mediterránea de la fruta (C. capitata). Por lo que respecta a B2T, se puede clonar la región 
codificante de topi (o parte de esta) mediante similitud de secuencias (muchos métodos, incluyendo aquellos
basados en moléculas o secuencias), ir a continuación en dirección 5’ hasta el inicio de la transcripción y tomar 
un fragmento de ADN 5’ como el promotor. No siempre queda claro inmediatamente cuánta cantidad; de forma 50
conservadora, se va 5’ hasta alcanzar la siguiente región transcrita y se toma la totalidad de esta, pero en la 
práctica los promotores de la línea germinal masculina tienden a ser bastante cortos (unos cuantos cientos de 
bases), por lo que 1 kb 5’ de inicio de la transcripción debería ser suficiente, 2-5 si se quiere ser cuidadoso. Las 
pruebas de ensayo y error del presente documento también resultan evidentes: vincular el promotor a la FP, 
realizar transgénicos, observar el patrón de expresión. 55

[0123] topi resulta útil debido a que presenta expresión temprana y está ligado a la espermatogénesis. Asimismo, 
resulta ventajoso debido a que es un sistema relativamente «compacto», esto es, consta de relativamente pocos 
polinucleótidos. De nuevo, es específico de los testículos y, de hecho, se expresa con anterioridad al B2T. La 
expresión comparada con un promotor B2T es quizá un poco más débil, aunque esto puede resultar ventajoso en 
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ciertos aspectos si los niveles de expresión necesitan ser mejorados. Topi es un ejemplo de un factor de 
transcripción, por lo que los promotores y/o elementos reguladores de otros factores de transcripción que se 
expresan en los testículos y que son preferiblemente específicos de los testículos (esto es, se expresan 
únicamente en los testículos) se prefieren por la presente. 

[0124] Se ha descubierto que se ha observado un mayor efecto de esterilización global en cruces en los que la 5
expresión de nucleasa fue conducida por el promotor Topi, en comparación con el B2-tubulin, en concreto en 
Aedes aegypti. No obstante, se observó en ambos casos una significativa esterilidad masculina, provocando que 
tanto topi como la forma alterada de B2-tubulin sean promotores adecuados para el «efecto de letalidad 
paternal» en mosquitos, especialmente en Aedes aegypti. 

[0125] Es posible que los genes cuyo producto (p. ej., proteína codificada) se necesita únicamente durante o 10
después de la meiosis se traduzcan únicamente un poco antes, o después, de la meiosis, aunque hayan sido 
transcritos con anterioridad. Por el contrario, los factores de transcripción que se necesitan para conducir la 
expresión de dichos genes se deben expresar (transcribir y traducir) lo suficientemente temprano para que su 
producto proteico se acumule lo suficiente como para conducir la expresión adecuada de genes objetivo con 
anterioridad al cese de la transcripción antes de las divisiones meióticas. Por consiguiente, cuando se desee 15
expresar un activador transcripcional como tTA en la línea germinal masculina, los elementos reguladores de un 
factor de transcripción de la línea germinal masculina pueden resultar adecuados con la mínima modificación. 

[0126] Más adelante, se describen con más detalle endonucleasas adecuadas. No obstante, las formas de 
realización preferidas incluyen endonucleasas con dedos de zinc, como se observa por ejemplo en LA4104.
Otras alternativas incluyen IppO1, también denominada I-Ppol, según utiliza Crisanti et al. (Catteruccia et al., 20
2009; Windbichler et al., 2011; Windbichler et al., 2007; Windbichler et al., 2008). Esto supone ciertas ventajas, 
como que presenta una secuencia de reconocimiento muy larga, que, en consecuencia, resulta extraña en la 
secuencia aleatoria. No obstante, no presenta una alta especificidad en relación con algunas enzimas de 
restricción, por ejemplo, en cuanto a que esta tolerará (es decir, todavía cortará) secuencias con cierto grado de 
divergencia con respecto a las secuencias de reconocimiento convencionales. Windbichler et al. 2007, muestra 25
una detención del crecimiento de células de tejido en cultivo de An. gambiae, lo cual es una prueba razonable 
(como también concluyen ellos) de que la expresión podría ser tóxica, aunque no se muestra directamente. 

[0127] Un resultado distinto es el que obtienen Windbichler et al. 2008, donde la expresión de I-Ppol, que ellos 
consideran que debería cortar únicamente el cromosoma X en An. Gambiae, ya que su sitio objetivo en el ADNr 
parece encontrarse únicamente en el cromosoma X en esta especie: dio machos completamente estériles, al 30
contrario de lo esperado (no hay hijas viables debido al daño producido en el cromosoma X de origen paterno, 
pero sí hijos viables). La explicación que proponen, para la cual aportan algunos datos de apoyo, fue que el 
propio I-PpoI se transmite en el esperma al óvulo fecundado, donde también corta el cromosoma X de origen 
materno (parecen asumir como proteína, aunque potencialmente podría ser igualmente ARNm). Esto es más una 
cuestión de perdurabilidad, que está relacionada con la estabilidad de las proteínas (o del ARNm). 35

[0128] Una endonucleasa alternativa preferida es la endonucleasa de fusión de protamina Fok-1. Otras 
alternativas preferidas incluyen la endonucleasa de fusión de protamina EcoRI. La protamina es una proteína de 
unión al ADN y, por lo general, presenta una muy baja especificidad de secuencia. Esto se combina con Fok-1, 
un dominio de escisión de tipo IIS. Este dominio de escisión se debe dimerizar para escindir su objetivo. Esto es 
útil debido a que el sitio necesita estar lo suficientemente junto para dar lugar a efectos de concentración no 40
lineal. Se espera que un efector que funciona como monómero presente su efecto (en el presente documento, 
escisión de ADN) en proporción a su concentración. Para muchas aplicaciones, se preferiría una curva de 
respuesta a la dosis no lineal, de forma que el efecto sea cercano a cero hasta un cierto punto, pero entonces 
aumenta hasta su plena eficacia relativamente rápido por encima de ese punto, siendo el límite de esta un efecto 
«umbral» binario. Se prevé que una nucleasa como protamina-FokI presente cierto grado de esta no linealidad.45
La protamina se une al ADN, pero presenta poca o ninguna especificidad de secuencia. Por consiguiente, en 
concentración baja (p. ej., de moléculas por núcleo), las proteínas protamina-Fokl tenderán a dispersarse al azar 
en torno a la cromatina, encontrándose raras veces lo suficientemente próximas/orientadas como para dimerizar 
y cortar un cromosoma. 

[0129] No obstante, conforme aumenta la concentración, la probabilidad de tal proximidad aumenta 50
considerablemente, resultando en una relación no lineal entre la concentración y el corte. Esto facilita la 
selección de un promotor (y la inserción de transgén específico), ya que el sistema es relativamente inerte 
incluso con niveles de expresión desviada del objetivo (basal) bajos pero distintos de cero, mientras que todavía 
presenta el efecto deseado en expresión superior (en el dominio de expresión pretendido, desreprimido en el 
caso de un sistema de expresión reprimible). Se puede lograr un efecto similar cuando el efector debe dimerizar 55
(o formar un complejo más grande, p. ej., un tetrámero) antes de unirse al ADN. Cuando se desea un efecto más 
lineal, esto se puede lograr fácilmente mediante el método de la invención, utilizando un dominio de nucleasa 
que no necesita dimerizarse, o cuando las subunidades necesarias se proporcionan en un único polipéptido (p. 
ej., dos copias del dominio FokI en lugar de una). Se puede conseguir la manipulación adicional del sistema 
mediante el uso de nucleasas de mayor o menor especificidad de secuencia, ya que las moléculas de proteína 60
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disponibles se «concentrarán» por la especificidad y la afinidad del dominio de unión al ADN respecto a un mayor 
o menor número de sitios, resultando en un mayor o menor grado de concentración en esos sitios. 

[0130] Es preferible que el gen Protamina (o la secuencia de codificación de la proteína) se obtenga a partir de la 
misma especie que el de la especie objetivo. Es preferible que el gen Protamina derive de D. melanogaster.
También es preferible que el gen Protamina derive de Aedes aegypti.5

[0131] Los ejemplos relacionados con los constructos OX4466 y OX4467 expresados de forma constitutiva 
fueron diseñados para investigar la funcionalidad de las proteínas efectoras Aeprotamin-EcoR1 y Aeprotamin-
Fok1, respectivamente. Estos ejemplos muestran que ambas de estas proteínas efectoras deberían funcionar
ciertamente al utilizarse en un sistema letal de esperma, esto es, bajo el control del promotor que actúa temprano 
(segunda unidad de expresión). De hecho, también se ha continuado para mostrar esto en el constructo binario 10
Aeprotamin-Fok1. Habiendo demostrado la funcionalidad de ambas proteínas efectoras, se ha desarrollado e 
inyectado el constructo binario Aeprotamin-Fok1 (véase el ejemplo «expresión de tetO-Ae-Protamine-FokI-CD 
conducida por Topi-tTAV de OX4282-OX4627»), el cual confirmó el resultado positivo del sistema anterior 
(expresado de forma constitutiva). Por consiguiente, es totalmente razonable esperar que un sistema EcoR1 
también funcionará en la configuración letal de esperma. Por consiguiente, el gen efector es preferiblemente 15
Aeprotamin-EcoR1 o Aeprotamin-Fok1. Estos son preferiblemente para su uso en mosquitos y en concreto 
Aedes, especialmente Aedes aegypti. 

[0132] Entre otras endonucleasas de tipo II se incluyen Eco32l, Bfil y Mboll, por ejemplo. Estas endonucleasas 
son homodiméricas. Por lo general, las endonucleasas diméricas resultan ventajosas. Son diméricas debido a 
que únicamente escinden ADN cuando están dimerizadas. Cuando están adecuadamente dimerizadas, dan 20
como resultado roturas de la doble cadena de ADN. 

[0133] Otras endonucleasas pueden incluir HEG (endonucleasas homing). Estas HEG pueden ser monómeros o 
dímeros, pero, por lo general, presentan baja especificidad (en el sentido de que no requieren combinaciones 
perfectas con sus (muy largas) secuencias de reconocimiento, aunque realmente no cortan simplemente una 
secuencia aleatoria). Entre otras alternativas, se incluyen endonucleasas de restricción de bacterias. Estas 25
también presentan baja especificidad. 

[0134] Por consiguiente, los expertos en la materia pueden elegir el nivel de especificidad requerido. Como se 
podrá apreciar, las endonucleasas de baja especificidad romperán o dañarán el ADN en una mayor cantidad de 
ocasiones que las endonucleasas de alta especificidad, para una determinada secuencia de reconocimiento. Las 
HEG presentan secuencias de reconocimiento muy largas que tendrían lugar por casualidad con una frecuencia 30
a menudo menor que uno por genoma. Por lo tanto, a pesar de su imperfecta especificidad para esa secuencia, 
puede que no corten en absoluto (p. ej., I-Scel en Windbichler et al., 2011, corta únicamente el sitio modificado, y 
no el resto del genoma; al menos, no con una frecuencia tan alta como para provocar problemas evidentes en su 
experimento). 

[0135] Así, se puede lograr un nivel superior de perfeccionamiento mediante la selección apropiada de 35
endonucleasas como el efector. Se ha descubierto que la proteína de fusión efectora de nucleasa es 
completamente funcional en tres especies distintas de dípteros analizadas hasta el momento, a saber, C. 
capitata, B. oleae y Aedes aegypti. Estas especies se prefieren particularmente, al igual que otras especies del 
mismo género. 

[0136] En concreto, se prefiere que el artrópodo (el organismo huésped en el que se expresa el presente 40
sistema) sea un insecto, preferiblemente un tefrítido. En concreto, se prefiere que el insecto sea del orden 
Diptera, especialmente dípteros superiores, y en concreto que sea una mosca de la fruta tefrítida, 
preferiblemente la mosca mediterránea de la fruta (Ceratitis capitata), preferiblemente la mosca mexicana de la 
fruta (Anastrepha ludens), preferiblemente la mosca oriental de la fruta (Bactrocera dorsalis), la mosca del olivo 
(Bactrocera oleae), la mosca del melón (Bactrocera cucurbitae), la mosca natal de la fruta (Ceratitis rosa), la 45
mosca de las cerezas (Rhagoletis cerasi), la mosca de la fruta de Queensland (Bactrocera tryoni), la mosca del 
melocotón (Bactrocera zonata), la mosca de la fruta del Caribe (Anastrepha suspensa) o la mosca de las Indias 
Occidentales (Anastrepha obliqua). En concreto, también se prefiere que el organismo huésped sea un mosquito, 
preferiblemente de los géneros Stegomyia, Aedes, Anopheles o Culex. En concreto, se prefiere Stegomyia 
aegypti, también conocido como Aedes aegypti, Stegomyia albopicta (también conocido como Aedes albopictus), 50
Anopheles stephensi, Anopheles albimanus y Anopheles gambiae.

[0137] Dentro de Diptera, otro grupo preferido es Calliphoridae, en concreto la mosca del gusano barrenador del 
Nuevo Mundo (Cochliomyia hominivorax), la mosca del gusano barrenador del Viejo Mundo (Chrysomya 
bezziana) y el moscardón australiano de las ovejas (Lucilia cuprina). También se prefieren los órdenes 
Lepidoptera y Coleoptera, especialmente polillas, incluyendo la polilla del manzano (Cydia pomonella) y el 55
gusano de seda (Bombyx mori), el gusano rosado del algodonero (Pectinophora gossypiella), la palomilla dorso 
de diamante (Plutella xylostella), la lagarta peluda (Lymantria dispar), el gusano de la naranja navel (Amyelois 
transitella), la polilla del melocotonero (Anarsia lineatella) y el barrenador del tallo amarillo (Tryporyza incertulas), 
y también los noctuidos, especialmente Heliothinae. Entre el orden Coleoptera, se prefieren particularmente el 
escarabajo japonés (Popillia japonica), el escarabajo de franjas blancas (Graphognathus spp.), el picudo del 60
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algodonero (Anthonomus grandis), el gusano de la raíz del maíz (Diabrotica spp.) y el escarabajo de la patata 
(Leptinotarsa decemlineata).

[0138] No obstante, como se ha mostrado en los Ejemplos, el presente sistema y los presentes métodos se 
pueden implantar en dípteros, incluyendo dípteros superiores e inferiores. Por consiguiente, se prefieren los 
dípteros superiores. También se prefieren los dípteros inferiores. 5

[0139] En algunas formas de realización, se prefiere que el insecto no sea un drosofílido. Así, en algunas formas 
de realización, se excluye la expresión en drosofílidos, especialmente en Drosophila melanogaster.

[0140] Es preferible que la expresión de la proteína efectora provoque una consecuencia fenotípica en el 
organismo, a saber, esterilidad. En concreto, se prefiere que la proteína funcional pueda estar asociada a 
marcadores visibles (incluida la fluorescencia). 10

[0141] Cuando se haga referencia a una secuencia de nucleótidos o proteínas en concreto, se comprenderá que 
esta incluye referencias a cualquier mutante o variante de la misma, que presenta actividad biológica 
considerablemente equivalente a esta. Preferiblemente, el mutante o variante presenta al menos un 85 %, 
preferiblemente al menos un 90 %, preferiblemente al menos un 95 %, preferiblemente al menos un 99 %, 
preferiblemente al menos un 99,9 %, y más preferiblemente al menos un 99,99 % de identidad de secuencia con 15
las secuencias de referencia. 

[0142] Se prevé que:

a) la presente esterilidad sea dominante, por lo que todo el esperma de un macho heterocigoto se vería 
afectado (no necesariamente todo defectuoso, ya que el sistema podría ser selectivo para algún tipo de 
esperma, o menos de un 100 % efectivo contra el esperma que debería verse afectado); y20

b) el mecanismo no depende de la herencia del cigoto de un gen letal dominante a través de este esperma. 

[0143] Por lo tanto, el presente sistema no es un sistema de RIDL, ya que tanto a) como b) le diferencian de
RIDL. 

[0144] Una ventaja potencial de la radiación había sido que resulta difícil observar qué cambio hereditario o 
genético en la población objetivo natural podría superar el efecto de esterilización de la radiación. Por 25
consiguiente, es difícil imaginar que pueda aparecer resistencia en la población salvaje ante este aspecto de la
TIE basada en radiación (sin embargo, podrían surgir otros tipos de resistencia, como resistencia de 
comportamiento, p. ej., apareamiento selectivo (Dhillon et al., 2005). Por el contrario, posiblemente podrían 
aparecer genes o alelos que confieran resistencia a la acción letal o de incapacitación de los genes de RIDL. Del 
mismo modo, aunque no se conoce la base bioquímica exacta de la IC, los embriones infectados con cepas 30
adecuadas de Wolbachia son capaces de revertir la esterilidad masculina inducida por IC, por lo que parece 
posible una resistencia bioquímica/genética a la esterilidad inducida por IC. 

[0145] La presente invención supera estas dificultades. Los mecanismos de esterilización están diseñados para 
actuar con anterioridad a la expresión génica cigótica, de forma que la posibilidad de resistencia hereditaria se ve 
seriamente limitada. Por ejemplo, se considera la utilización de una nucleasa expresada en la espermatogénesis.35
En condiciones restrictivas (para la fertilidad, propicias para la expresión de la nucleasa), esto tenderá a dañar el 
ADN de manera muy parecida a como lo hace la radiación, p. ej., induciendo roturas de cadena doble. Por lo 
tanto, es igualmente complicado imaginar cómo podría desarrollar una población objetivo salvaje resistencia a tal 
esterilidad o a la letalidad de efecto paternal. Puede suceder que la población artificial de cría masiva desarrolle
resistencia, a pesar del uso de un sistema de expresión condicional adecuado, de forma que se produzca un 40
pequeño daño en el esperma (o en otras células o tejidos) en condiciones propicias (para la fertilidad), que 
reducirá al mínimo la presión de selección para dichos alelos. Aunque en este respecto es similar a la radiación, 
el método de la presente invención presenta varias ventajas. El efecto de esterilización se limita a las gónadas o 
gametos, por lo que es menos probable reducir el rendimiento de los insectos. Mediante la selección de un 
sistema de expresión reprimible adecuado, se puede lograr la esterilidad simplemente eliminando el represor. En 45
esta versión, el sistema también ofrece biocontención, de forma que los insectos liberados en la naturaleza 
(intencionadamente o de forma involuntaria) son estériles, o la totalidad o parte de su progenie es estéril. 

[0146] Se pretende combinar la tecnología de RIDL letal de hembras (o no voladoras) con la presente invención 
«letal de esperma» para desarrollar productos de insecto adecuados para su aplicación en un programa TIE. En 
los ejemplos se muestra que el presente sistema «letal de esperma» es viable en combinación con tecnología de50
RIDL. Naturalmente, también habrá especies donde la separación de sexo no sea deseable, y otras donde sea 
deseable, pero se pueda lograr a través de otros medios (p. ej., separación de sexo física basada en el tamaño, 
como es adecuado en el caso de Aedes aegypti). Así, preferiblemente, el presente sistema de expresión también
se puede combinar con tecnología letal (o no voladora) de hembras ya existente para desarrollar otros productos 
de artrópodo, y en concreto de insecto, adecuados para su aplicación en un programa de tipo TIE. La liberación 55
únicamente de machos se considera deseable para la TIE en varias especies, por ejemplo cuando las hembras 
adultas son realmente o potencialmente dañinas aun cuando son estériles (p. ej., mosquitos, por su picadura, o 
la mosca mediterránea de la fruta, por oviposición en fruta sin madurar), además, en el caso de la mosca 
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mediterránea de la fruta, la liberación simultánea de hembras estériles parece «distraer» a los machos estériles a 
la hora de buscar hembras salvajes (Rendón et al., 2004).

[0147] Los sistemas adecuados de separación de sexo incluyen la separación basada en el dimorfismo sexual 
natural (p. ej., el tamaño en el caso de Aedes aegypti, el período de pupación en el caso de la mosca tsé-tsé); o 
en el dimorfismo sexual inducido (p. ej., Catteruccia et al., 2005). De forma alternativa, se puede eliminar un sexo 5
por medio del uso de un sistema de sexado genético letal; dichos sistemas han sido creados mediante genética 
clásica (p. ej., Franz, 2005; Klassen y Curtis, 2005) y también mediante métodos de ADN recombinante, 
incluyendo formas de realización de RIDL (Fu et al., 2007; Thomas et al., 2000). Ambos sistemas de expresión 
condicional pueden utilizar la misma condición, de forma que el control de cada uno de los dos fenotipos se 
controle de forma coordinada. Así, por ejemplo, si cada sistema se reprimiera con tetraciclina (o análogos 10
adecuados de esta, como clortetraciclina), la cría en presencia de una concentración adecuada de tetraciclina 
permitiría que la cepa creciera hasta cantidades adecuadas. En la última generación antes de la liberación, la 
cría sin tetraciclina resultaría en una desrepresión tanto del sistema letal específico de hembras como del 
sistema letal de esperma propuesto. Por consiguiente, las hembras morirían y los machos restantes serían 
estériles. 15

[0148] Se puede prever un cierto grado de interacción entre los dos sistemas tet-reprimibles, de tal forma que 
ambos efectores serán expresados por ambos sistemas. Es poco probable que la expresión del efector letal de 
esperma en hembras presente cualquier consecuencia no deseable, ya que se pretende que estas hembras 
mueran. La interacción inversa, esto es, la expresión del efector letal de hembras en la espermatogénesis, puede 
resultar más problemática, dependiendo de la naturaleza del efector letal de hembras y de su efecto en la 20
espermatogénesis. Dicha interacción, en caso de que no se considere deseable, se puede evitar fácilmente 
limitando la expresión del efector letal de hembras en hembras, por ejemplo, mediante el uso de empalme 
alternativo específico del sexo para regular la producción de efector funcional (Fu et al., 2007). 

[0149] Las tecnologías combinadas se pueden lograr de dos maneras: 

 la invención propuesta se puede insertar por separado en el genoma del insecto mediante transformación 25
mediada por transposón. Un análisis exhaustivo de las cepas generadas derivará en cepas candidatas con 
las características deseadas. Estas se pueden retrocruzar con las cepas principales letales (preferiblemente 
fs-RIDL) de hembras para generar homocigotos dobles para las dos inserciones. 

[0150] En una forma de realización particularmente preferida, los dos sistemas se pueden combinar en un único 
constructo de ADN, con un constructo condicional letal específico de hembras. Por consiguiente, este constructo 30
proporcionaría tanto sexado genético como esterilidad masculina. 

[0151] La espermatogénesis es un proceso sumamente especializado de diferenciación celular que deriva en la 
formación de espermatozoides funcionales para una reproducción exitosa. En principio, el proceso de 
espermatogénesis está bien conservado en todos los organismos que se multiplican sexualmente, aunque el 
tamaño y la forma del esperma maduro varía considerablemente entre distintas especies. Muchos detalles son 35
comparables entre mamíferos y Drosophila, provocando que la mosca sea un sistema modelo óptimo para 
estudiar defectos de fecundación. Las células germinales de Drosophila, como las de los mamíferos, se reservan 
pronto en el desarrollo embrionario y migran a través del primordio del intestino distal hacia el interior del 
embrión, donde se unen a las partes somáticas de las gónadas embrionarias (Zhao y Garbers, 2002). Al final de 
la tercera fase larvaria y al comienzo de la pupariación, las primeras células germinales han comenzado la40
meiosis. La espermatogénesis es un proceso continuo durante la vida adulta y, por tanto, los testículos adultos 
contienen todas las fases, desde las células madre hasta el esperma maduro. 

[0152] Por lo general, para las células de la línea germinal masculina (de insecto) en la espermatogénesis, la 
transcripción concluye poco antes de la meiosis (Fuller, 1993). Puede haber unos pocos genes transcritos 
después (Barreau et al., 2008) pero estos son excepcionales. Por lo general, los genes cuyos productos se 45
necesitan en la meiosis o después de esta se transcriben, no obstante, antes de la meiosis; el ARNm se 
almacena y se transcribe más tarde, esto es, cuando se necesita, p. ej., tras la meiosis. A continuación, 
normalmente, el ARNm se degrada tras la traducción. Muchos genes siguen este patrón; entre los ejemplos se 
incluían β2-Tubulin y protaminas, también el regulador meiótico twine. De estas, la proteína twine se necesita 
para la entrada en meiosis, la β2-Tubulin se necesita para el huso meiótico y tras la meiosis para el flagelo; las 50
protaminas se necesitan estrictamente tras la meiosis. Así, se puede conseguir el control adecuado del tiempo. 

[0153] En principio, debería ser posible interrumpir la producción de esperma afectando (p. ej., destruyendo) a 
las células somáticas en los testículos (p. ej., células quísticas) que se necesitan para la espermatogénesis, o 
afectando a la producción de hormonas, etc. en los machos o (ligeramente más prometedor) expresando o 
anulando factores en el líquido seminal. Sin embargo, dichos métodos producirían, casi con toda seguridad, en el 55
mejor de los casos, machos sin esperma, o evidentemente con esperma aberrante. Por este motivo, hemos 
tratado de centrarnos en la expresión en la línea germinal masculina. 
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Secuencias promotoras de la línea germinal

[0154] Por consiguiente, se puede realizar fácilmente un constructo de expresión de un único gen, el cual 
expresará el gen en cuestión («efector») en la línea germinal masculina. Se han identificado muchos genes en 
Drosophila que se expresan durante la espermatogénesis, y muchos de estos son específicos de la línea 
germinal, o de la línea germinal masculina. Dichos datos de expresión se pueden conseguir con facilidad 5
directamente a partir de la literatura; también existen proyectos a gran escala (Chintapalli et al., 2007 y 
http://www.flyatlas.org/) que han llevado a cabo análisis de expresión en muchos de los genes del genoma de 
Drosophila (p. ej., FlyAtlas (Chintapalli et al., 2007) y http://www.flyatlas.org/, la base de datos de expresión de 
testículos de Drosophila (www.fly-ted.org) y los datos recogidos en FlyBase, p. ej. http://flybase.bio.indiana.edu/). 
Por lo tanto, un constructo de expresión se puede realizar de la siguiente manera:10

(1) identificar un gen adecuado expresado en los testículos, p. ej., β2-tubulin, que codifica una isoforma de β-
tubulin específica de la línea germinal masculina (Nielsen et al., 2001) (un informe reciente (Jattani et al., 
2009) indica que la expresión y la función de β2-Tubulin pueden no estar estrictamente limitadas a la línea 
germinal masculina de Drosophila, aunque se utilizó un fragmento de promotor de β2-Tubulin de An. gambiae
para expresar una nucleasa potente, que se sabe que corta secuencias del genoma de An. gambiae, sin 15
efectos evidentes en otro sitio que no sea la línea germinal masculina y en embriones fecundados con 
esperma de dichos machos); 

(2) aislar una copia de tipo natural del gen; 

(3) sustituir la región codificante del gen por el gen efector; y

(4) realizar insectos transgénicos que porten este gen. 20

[0155] Se ha conseguido la expresión específica en la línea germinal masculina de indicadores de proteína 
fluorescente mediante este método en Drosophila utilizando una gama de genes implicados en la 
espermatogénesis, como protamina, don juan y sneaky, por ejemplo (Raja y Renkawitz-Pohl, 2005; Santel et al., 
1997; Wilson et al., 2006). La β2-Tubulin es un gen bien conservado, por lo que una ampliación de este método, 
en la fase 2 que aísla el gen apropiado de la especie de interés (o una especie relacionada, como Anopheles 25
gambiae para su uso en Anopheles stephensi (Catteruccia et al., 2005)) permitirá su uso en una especie de 
artrópodo seleccionada de manera arbitraria. En efecto, este enfoque se ha utilizado con éxito para la expresión 
específica de la línea germinal masculina de un indicador de proteína fluorescente en varias especies, incluida la 
mosca mediterránea de la fruta (Malacrida et al., 2007), Aedes aegypti (Maynard-Smith et al., 2007) y Anopheles 
gambiae (Catteruccia et al., 2005), todas las cuales utilizaron fragmentos de promotor de β2-Tubulin de la 30
especie objetivo, excepto Catteruccia et al., que utilizó un fragmento de promotor del β2-Tubulin de Anopheles 
gambiae para conducir la expresión específica de espermatogénesis de una proteína fluorescente en Anopheles
stephensi. 

[0156] La «letalidad de esperma» se utilizará en combinación con un sistema de expresión condicional para 
asegurar la transición a través de generaciones en condiciones propicias. Esta condición puede ser temperatura, 35
que funcione por ejemplo a través de un efector proteico sensible a la temperatura. No obstante, los sistemas 
condicionales basados en la temperatura tienden a ser «parcialmente funcionales», por ejemplo. La cepa de 
mosca mediterránea de la fruta con sexado TSL (Casares, 2002), un sistema basado en la presencia/ausencia 
de una molécula aplicada de forma externa (p. ej., RU486/mifepristona (Osterwalder et al., 2001)), podría ser una 
alternativa. No obstante, no es adecuada para un sistema de expresión bipartito (Brand et al., 1994; Brand y 40
Perrimon, 1993; Fussenegger, 2001; Fussenegger et al., 2000; Gossen y Bujard, 1992; Gossen y Bujard, 2002; 
Victorinová y Wimmer, 2007).

[0157] Por otro lado, el sistema Tet-off o Tet-on es el esquema de elección (Gossen y Bujard, 1992; Gossen y 
Bujard, 2002). Este sistema depende de la expresión de un factor de transcripción que conduce de forma 
condicional la expresión de un gen adecuado (el efector). En los sistemas tet, la unión del factor de transcripción 45
sintético tTA (o sus variantes, incluyendo rtTA) se ve afectada por la concentración de tetraciclina y/o 
compuestos relacionados como clortetraciclina o doxiciclina. En el sistema de expresión tet-off, la unión de tTA 
con tetO se inhibe mediante tetraciclina, por lo que la expresión del efector se inhibe mediante tetraciclina, de ahí 
que sea «Tet-off». También se conoce un sistema de expresión similar regulado por estreptogramina 
(Fussenegger et al., 2000). No obstante, la expresión de tTA bajo el control de β2-tubulin, por ejemplo, no 50
resultará en una expresión significativa del efector, incluso en ausencia de tetraciclina. Esto se debe a que la 
expresión de tTA será considerablemente posmeiótica (más concretamente, considerablemente después de que 
se concluya la transcripción antes de la meiosis) y, por consiguiente, demasiado tarde como para conducir la 
expresión del efector, incluso en ausencia de tetraciclina. 

[0158] Lo más importante es comprender el momento de expresión génica en la espermatogénesis en 55
artrópodos y en concreto en insectos. En esencia, no existe expresión génica tras el inicio de la meiosis. Por 
consiguiente, para usar un sistema de expresión bipartito como tet-off (o tet-on), la transcripción del factor de 
transcripción específico de la secuencia (tTA) se debe realizar con la suficiente antelación con respecto a la 
meiosis para permitir la acumulación de ARNm de tTA, la traducción de proteína tTA y la transcripción 
dependiente de tTA del efector, todo ello antes de la meiosis. La mayoría de los genes expresados durante la 60
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espermatogénesis se transcriben en espermatocitos (esto es, antes de la meiosis), pero entonces se traducen 
después, cuando el producto proteico realmente se necesita. En el caso de la mayoría de proteínas implicadas 
en la diferenciación o función espermática (y, por lo tanto, la mayoría de proteínas de esperma), esto significa 
que la traducción se realiza tras la meiosis. Por consiguiente, la expresión adecuada para estos propósitos 
implica la transcripción temprana, ASÍ COMO la traducción temprana del tTA. Esto no se reconoce ampliamente 5
y tampoco es fácil de conseguir. Así, hemos sido los primeros en identificar que había un problema aquí. 

[0159] Se puede construir una 3’-UTR adecuada utilizando la secuencia heteróloga, en lugar de la secuencia 
derivada del gen expresado en testículos, también la totalidad o parte de la región codificante del gen expresado 
en testículos se puede conservar, por ejemplo. Se puede conseguir la expresión específica de la línea germinal 
masculina de indicadores de proteína fluorescente mediante este método en Drosophila utilizando una serie de 10
genes implicados en la espermatogénesis, como protamina, don juan y sneaky, por ejemplo (Raja y Renkawitz-
Pohl, 2005; Santel et al., 1997; Wilson et al., 2006). Del mismo modo, se puede sustituir la 5’-UTR por una 
secuencia heteróloga para evitar la traducción tras la meiosis. La región no traducida cinco prima (5’-UTR) puede 
contener secuencias para controlar la expresión génica por medio de elementos reguladores, por ejemplo. Las 
secuencias que favorecen o inhiben el inicio de la traducción o los intrones dentro de las 5’-UTR se han15
vinculado con la regulación de la expresión génica y la exportación de ARNm (Cenic et al., 2011). Comienza en 
el sitio de inicio de la transcripción y termina un nucleótido (nt) antes del codón de inicio (normalmente AUG) de 
la región codificante. 

[0160] Con el fin de obtener una expresión adecuada de tTAV y, respectivamente, del gen efector, es decir, para 
obtener «letalidad de esperma», se ha sustituido (en el elemento regulador en la dirección 5' de la segunda 20
unidad de expresión) la 5’-UTR, y en algunos casos la 3’-UTR, del gen β2-Tubulin por la(s) secuencia(s) 
correspondiente(s) de hsp83 (Theodoraki y Mintzas, 2006) y SV40 (virus 40 vacuolado del simio o virus del simio
40) (Cheng et al., 2009), respectivamente, véanse la descripción en el presente documento y los presentes 
Ejemplos. 

[0161] En otras palabras, la 5’-UTR preferida es de hsp83. Esta es preferiblemente de la mosca mediterránea de 25
la fruta, ya que es la que se ha utilizado en ejemplos específicos, pero también se prefieren homólogos de otras 
especies. La 3’-UTR preferida es de SV40, pero también podría ser de hsp83 (de las especies anteriores para la 
5’-UTR). Con todo, se ha descubierto que la elección de la 5’-UTR es más importante que la de la 3’-UTR. 

[0162] La expresión más temprana de un transactivador, ejemplificado en el presente documento como tTA, 
también se puede lograr mediante cualquiera de los siguientes métodos. Un ejemplo es mediante la identificación 30
de promotores que actúen más temprano en la espermatogénesis. Esto significa que los promotores actúan de 
tal forma que un factor de transcripción, p. ej., tTA, expresado bajo el control de este promotor, será capaz de 
conducir la expresión de un constructo efector sensible a la tTA. Se prefiere que este no sea un promotor 
considerablemente activo en las células madre de la línea germinal, ya que dichos genes (p. ej., vasa) se 
expresan en fases inmaduras; esto tenderá a derivar en la expresión del efector (en condiciones inducidas o 35
desreprimidas) para que se expresen muy temprano en el desarrollo, posiblemente resultando en daños o 
pérdida en la línea germinal, y, por tanto, en la producción de pocos gametos, o ninguno. Si el sistema de 
expresión se indujo (o desreprimió) más tarde en el desarrollo, el transcurso de la espermatogénesis, esto es, el 
tiempo comprendido entre la división de la célula madre y la producción de esperma maduro (varios días en 
Drosophila), derivaría en una respuesta lenta (p. ej., esterilidad) a la inducción (o desrepresión); este efecto se 40
agrava por la capacidad de los machos para almacenar esperma. 

[0163] Por consiguiente, se prefiere utilizar elementos promotores de genes expresados en espermatogonias o 
espermatocitos primarios. Como se ha descrito anteriormente, muchos genes expresados en espermatocitos 
primarios están implicados en funciones posteriores y se traducen tras la meiosis, por lo que se prefieren genes 
(y promotores de genes) con funciones premeióticas. Un tipo de genes particularmente preferido son aquellos 45
que codifican factores de transcripción, o componentes de complejos transcripcionales, que están implicados en 
la expresión de genes de espermatogénesis, p. ej., genes que actúan más tarde. Un motivo fundamental para 
preferir tales genes es que, casi por definición, se expresan (en el nivel de proteína) lo suficientemente pronto en 
la espermatogénesis como para ser capaz de conducir la expresión premeiótica de otros genes (por supuesto, 
también se prefieren elementos reguladores negativos de dichos complejos, el tiempo de expresión es lo 50
importante, más que la función específica de la proteína traducida). 

[0164] Se conocen varios tipos de dichos genes. No obstante, como se describe más adelante, no todos son 
adecuados y algunos son preferibles a otros. Los tipos incluyen el tipo can de genes de detención meiótica. Este 
tipo comprende can, mia, sa, nht y rye; estos codifican parálogos específicos de los testículos de factores 
asociados a la proteína de unión a TATA (TAF) ampliamente expresados (Hiller et al., 2004). Otro tipo es el tipo 55
aly- de genes de detención meiótica. Estos incluyen aly, comr, achi/vis, topi y tomb, que codifican componentes 
de un complejo de proteínas de unión al ADN específicas de la secuencia y factores asociados parálogos a un 
complejo regulador transcripcional ampliamente expresado conocido como dREAM o Myb-MuvB (Beall et al., 
2007; Jiang et al., 2007; Jiang y White-Cooper, 2003; White-Cooper et al., 2000). La mayoría de estos genes 
parecen haber surgido por duplicación de genes «somáticos» conservados, p. ej., componentes ancestrales de 60
TAF o Myb-MuvB que funcionaron tanto en la línea somática como en la línea germinal, seguidos por la 
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especialización de estas versiones hasta la expresión específica de la línea germinal o de la línea germinal 
masculina y su función. Varias de estas duplicaciones parecen haber tenido lugar de forma relativamente 
reciente en la evolución, lo cual quiere decir que los parálogos específicos de la línea germinal existen en un 
rango filogenético/taxonómico variable, y en algunos casos bastante estrecho. Es preferible utilizar el/los 
promotor(es) de gen(es) conservado(s) de Drosophila a utilizar las especies de interés, y se prefieren 5
particularmente promotores de genes conservados a través de un amplio rango filogenético/taxonómico; esta 
conservación provoca tanto que la identificación de homólogos se realice más fácilmente, como que el gen 
específico sea por lo general más útil. 

[0165] Dichos genes (conservados que actúan temprano) se pueden identificar de una de estas dos maneras: 

1. Por homología con genes, p. ej. de Drosophila, que se sabe que presentan patrones y niveles de 10
expresión adecuados.

[0166] Esto se logra mediante búsquedas de homología en bases de datos de secuencias. No obstante, algunos 
genes de espermatogénesis evolucionan rápidamente, y los homólogos específicos pueden no ser fácilmente 
identificables en un amplio rango filogenético. Por ejemplo, bag-of-marbles (bam) cumple con los criterios 
expuestos anteriormente de expresión temprana: bam se expresa en espermatogonias (y también en la 15
ovogénesis) y en la función temprana (está implicado en la regulación del número de divisiones mitóticas de 
espermatogonias (Gonczy et al., 1997; Kawase et al., 2004)). Además, se ha utilizado con éxito un fragmento del
promotor bam en un sistema de expresión bipartito (GAL4/UAS) en la espermatogénesis (y también en la 
ovogénesis) en Drosophila (Jiang et al., 2007). No obstante, bam es únicamente reconocible en drosofílidos. Otro 
gen con un patrón de expresión similar, cuyo producto génico se cree que interactúa con el de bam, es benign 20
gonial cell neoplasm (bgcn). Desafortunadamente, este gen tampoco está bien conservado en insectos; ambos 
genes muestran signos de selección positiva y rápida evolución (Bauer DuMont et al., 2007).

[0167] También surgen dificultades con varios miembros de los genes de detención meiótica del tipo can y del 
tipo aly. Muchos de ellos parecen derivar de una duplicación de un gen ancestral presumiblemente utilizado tanto 
en células somáticas como en células de la línea germinal. Las versiones de la línea germinal tienden a 25
evolucionar rápidamente, de forma que el parálogo somático se puede identificar más fácilmente que el parálogo 
de la línea germinal. Además, la serie de duplicaciones que derivan en estos pares de genes somáticos/de la 
línea germinal en Drosophila parecen ser posteriores a la divergencia de Diptera respecto a otros órdenes de 
insectos, por lo que los parálogos específicos de la línea germinal de la mayoría de estos genes no existen más 
allá de Diptera, y varios de ellos sólo existen en dípteros superiores. 30

[0168] Sin embargo, hay excepciones; estas son fácilmente identificables mediante comparaciones de 
secuencias con insectos de otros órdenes (p. ej., Apis mellifera, Tribolium castaneum, Bombyx mori - la lista de 
insectos para los cuales se ha secuenciado una parte significativa del genoma aumenta rápidamente y es 
fácilmente accesible por un experto en la materia). Un ejemplo de dicho gen es matotopetli (topi), un gen de tipo 
aly que codifica una proteína putativa de unión al ADN específica de secuencia que se identifica en un sistema 35
de doble híbrido como unida a otra proteína de tipo aly (Comr) y, por lo tanto, presumiblemente es un 
componente de un complejo Myb-MuvB específico de los testículos. Se han identificado homólogos de Topi en 
Drosophila y Anopheles gambiae (Perezgasga et al., 2004); mediante búsquedas de similitud de secuencias de 
bases de datos públicas de secuencias se han identificado también homólogos en varios otros órdenes de 
insectos, incluyendo Coleoptera (Tribolium castaneum, NW_001092862.1), Hymenoptera (Apis mellifera,40
NW_001253507.1). Por lo tanto, Topi es un ejemplo de un gen bien conservado con un patrón de expresión 
adecuado (basado en (i) datos cuantitativos de rtPCR en FlyAtlas y otros sitios; (ii) el patrón de expresión de 
desarrollo que la hibridación de ARN in situ ha mostrado que está presente en espermatocitos primarios, 
especialmente en espermatocitos primarios tempranos (Perezgasga et al., 2004); (iii) la función prevista como 
parte de un complejo de transcripción específico de la línea germinal masculina (Beall et al., 2007; Perezgasga et 45
al., 2004); (iv) la función real, mediante análisis fenotípico de mutantes, afecta a la expresión de una serie de 
otros genes de la espermatogénesis (Perezgasga et al., 2004)).

[0169] Los genes con promotores que actúan temprano también se pueden identificar mediante: 

2. Identificación de homólogos del/de los gen(es) seleccionado(s) de la especie objetivo 

[0170] Los alineamientos de secuencias relevantes de especies de mayor o menor distancia filogenética con 50
respecto a la especie de interés identificarán regiones con probabilidad de conservarse en el gen de interés en la 
especie objetivo. Preferiblemente, para multiplicar el gen de interés y para evitar problemas con los intrones, se 
utilizará ADNc de ARN extraído de machos, más preferiblemente de testículos diseccionados. A partir de un 
fragmento clonado de la región transcrita del gen de interés, se puede obtener un fragmento de promotor 
adecuado. 55

[0171] Un candidato para un fragmento de promotor adecuado comprende al menos 50 bases de nucleótidos de 
ADN genómico 5’ respecto al inicio de la transcripción y, preferiblemente, el propio inicio de la transcripción y al 
menos 1 nucleótido de la región transcrita. Este comprenderá el fragmento de promotor y un marco de lectura 
abierta para el indicador. También puede contener secuencias de 5’- y 3’-UTR, ya sean del mismo gen que el 
fragmento promotor, o de otra región. Es probable que aquellas del mismo gen funcionen en la 60

E13711848
03-08-2018ES 2 683 039 T3

 



24

espermatogénesis si el gen ha sido correctamente identificado como activo en la espermatogénesis, aunque 
pueden también contener señales, p. ej. para la traducción tardía, que no serían deseables para la expresión de 
una proteína, como tTA, que debe funcionar antes de la meiosis. Por lo tanto, las secuencias reguladoras del 
mismo gen que el fragmento de promotor se prefieren para los genes cuya función se sepa o se crea (p. ej., por 
homología) que es premeiótica (p. ej., topi), pero se prefieren secuencias reguladoras heterólogas para los genes 5
cuya función se sepa o se crea que es meiótica o posmeiótica. 

[0172] Para los fines de nuestro trabajo, se han aislado y analizado las secuencias promotoras de C. capitata y 
A. aegypti con diversas proteínas efectoras, los presentes Ejemplos. 

Efectores proteicos para proporcionar un fenotipo de esperma tardío

[0173] «Tardío» quiere decir en el presente documento después del momento en el que se requiere la función 10
espermática, p. ej., la transferencia a la hembra o la entrada en el óvulo. El objetivo es producir esperma que se 
transfiera a la hembra y que inducirá refractariedad al reapareamiento en la hembra, y tendrá un buen 
rendimiento en la competencia espermática si la hembra se vuelve a aparear. La competencia espermática tiene 
lugar, o puede tener lugar, cuando una hembra se aparea con más de un macho; en esta circunstancia, surge la 
cuestión de qué machos engendran qué proporción de embriones de la hembra. Es posible que los machos que 15
no transfieran esperma tengan mal rendimiento en este caso. Debido al riesgo o posibilidad de respuestas 
evolutivas ante el uso de machos sin esperma, o con esperma incapaz de transferirse a una hembra, o con
esperma incapaz de competir con otro esperma tras la transferencia a una hembra, es deseable para fines de 
control biológico modificar machos estériles que produzcan esperma, que este esperma sea capaz de 
transferirse a una hembra y que sea capaz de competir con otro esperma tras la transferencia a una hembra. 20

Letales de efecto paternal

[0174] Nuestro enfoque, que es el método que preferimos para lograr «esterilidad», es crear letales de efecto 
paternal, a través de los cuales se introduzca el esperma en un óvulo, pero no se forme ningún cigoto viable 
(capaz de convertirse en un adulto fértil). Preferiblemente, este efecto lo generan machos con una única copia 
del letal de efecto paternal, aunque también se contempla el uso de múltiples copias. Se prefiere particularmente 25
la liberación de machos homocigotos en el medio ambiente para un letal condicional de efecto paternal, debido a 
que dicha cepa es considerablemente estable durante la cría. Los letales de efecto paternal (Pals) de la 
invención afectan característicamente a la totalidad o a la mayoría del esperma producido por un macho que 
porta al menos una copia del Pal. En concreto, el cigoto se puede ver negativamente afectado, p. ej., destruirse, 
esterilizarse o cambiar su desarrollo (p. ej., su(s) fenotipo(s) sexual(es)) en función del genotipo del progenitor.30
Esto contrasta con RIDL, donde el efecto sobre el cigoto se basa en el genotipo del embrión. Así, la progenie del 
apareamiento entre una hembra de tipo natural y un macho heterocigoto para un constructo de RIDL en un único 
locus normalmente dará ∼50 % de progenie normal y ∼50% que hereda el constructo de RIDL y puede verse 
afectado por este. Por el contrario, toda la progenie de un macho heterocigoto para un Pal puede verse afectada. 

[0175] Se contemplan varios tipos de efectores basados en proteínas. Los efectores de proteínas o ARN se 35
pueden transmitir con el esperma para afectar al óvulo o al cigoto en desarrollo. Estos pueden encontrarse en la 
superficie del esperma (p. ej., en el péptido sexual, SP, de Drosophila), o producirse y almacenarse en este. El 
esperma, así como las células que se encuentran en otras fases de la espermatogénesis, son notablemente 
resistentes a algunos tipos de proteína, por ejemplo, proteínas proapoptóticas, presumiblemente debido a que la 
ruta apoptótica se ha asimilado para otros objetivos en la espermatogénesis (Arama et al., 2003; Cagan, 2003). 40

[0176] Se prefiere que el efector tenga un efecto bioquímico directo en el esperma, en lugar de simplemente 
utilizar el esperma como un vehículo a través del cual entrar en el óvulo (y que tenga entonces un efecto sobre 
este). Esto se debe a consideraciones de resistencia potencial. En un programa de tipo TIE, los machos 
liberados se han producido en una instalación artificial de cría, por lo que tanto ellos como su genotipo se 
encuentran hasta cierto punto bajo control, o al menos se pueden identificar potencialmente y eliminar 45
variaciones más fácilmente de lo que se podría hacer en una población salvaje de la misma especie. Un efecto 
bioquímico que actúe en el óvulo (o en el cigoto en desarrollo) se puede alterar o atenuar potencialmente 
mediante cambios en ese óvulo; si estos son hereditarios, entonces existe al menos la base para la resistencia 
hereditaria potencial a una toxina que produzca este efecto bioquímico. Por el contrario, resulta complicado 
observar cómo podría compensar el genotipo materno o cigótico al menos algunos tipos de daño que ya se 50
hayan producido en el esperma antes de introducirse en el óvulo (o antes de introducirse en la hembra). Un 
ejemplo de dicho daño es el daño en la información genética contenida por el esperma, otros ejemplos, aunque 
quizá menos seguros acerca de la capacidad del genoma materno/cigótico para compensar, incluyen la pérdida 
o daño en componentes esenciales de procesos tempranos, tales como la rotura de membranas de esperma o la 
descondensación del núcleo espermático, por ejemplo, o en la función del centrosoma. 55

[0177] Un tipo preferido de letales de efecto paternal son las nucleasas. Aunque el esperma aporta varias cosas 
al cigoto, una fundamental es la información genética. Si esta información genética está dañada hasta el punto 
de que algunos o (preferiblemente) sustancialmente todos los cigotos son inviables, entonces esto conforma la 
base para una forma adecuada de esterilidad a través de la letalidad de efecto paternal. La radiación-
esterilización, según se utiliza por ejemplo en la técnica del insecto estéril convencional, es un ejemplo de 60
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letalidad condicional de efecto paternal (en este caso, inducible por radiación); la esterilización con 
quimioesterilizantes, p. ej., la tiotepa, es otro. Cada uno de estos enfoques funciona dañando el ADN en el 
esperma, degradando así la información genética que porta hasta el punto de que muchos cigotos mueren 
(Robinson, 2005). Los quimioesterilizantes como tiotepa y bisazir, por ejemplo, pueden dejar residuos tóxicos y, 
por lo general, se consideran inaceptables para su uso generalizado. 5

[0178] La expresión apropiada de una nucleasa adecuada en el esperma, o durante la espermatogénesis, tendrá 
el efecto de dañar la información genética del gameto, o del gameto resultante, sin dañar asimismo la 
información genética de células somáticas del macho. Esto reducirá el grado de incapacitación del macho 
asociada al proceso de esterilización. En cambio, el uso de radiación o quimioesterilizantes expone normalmente
a todas las células, aproximadamente por igual, al agente esterilizante. 10

[0179] Una nucleasa adecuada es una que corta ADN, generando preferiblemente roturas de la doble cadena.
Las enzimas modificadoras de ADN que afectan al almacenamiento o a la interpretación de información genética, 
o que derivan en el corte indirecto o modificación del ADN, p. ej., mediante la maquinaria de reparación del ADN 
celular, también se clasifican en el presente documento como nucleasas; como se comprenderá, las referencias 
a «cortar» el ADN, por ejemplo, incluyen por lo tanto «modificar» el ADN, según sea conveniente. 15

[0180] La expresión adecuada es expresión condicional, de tal forma que en condiciones restrictivas (para la 
fecundación, obviamente estas son condiciones propicias para la expresión de la nucleasa) al menos un 30 %, 
preferiblemente de más de un 50 % y lo más preferiblemente de >90 % del esperma de un macho con al menos 
una copia del sistema letal de efecto paternal que comprende nucleasas (un «macho PAL») es incapaz de 
fecundar un óvulo para formar un cigoto viable capaz de sobrevivir para dar lugar a un adulto fértil en condiciones 20
de cría normales, p. ej., según se encuentra en la naturaleza, o en condiciones de laboratorio que se aproximan 
a las que se encuentran en la naturaleza. Por el contrario, en condiciones propicias (para la fecundación), 
machos PAL equivalentes deberían dar lugar a cigotos significativamente más viables que en condiciones 
restrictivas; preferiblemente, al menos un 50 % de los cigotos deberían sobrevivir. 

[0181] Preferiblemente, la expresión de la nucleasa en machos se limita considerablemente a la línea germinal.25
Aunque esto puede significar que la expresión se limita considerablemente a la línea germinal masculina, esto no 
es fundamental. Para algunas aplicaciones, la eliminación de hembras es deseable (p. ej., sexado genético en 
TIE (Alphey, 2007; Franz, 2005)). En las circunstancias en las que las hembras se vayan a eliminar de todas 
formas, la expresión de la nucleasa en hembras puede no ser indeseable. De hecho, puede ser deseable, si se 
utiliza para eliminar hembras, o para ayudar en la eliminación de estas. Este sería un ejemplo de «uso dual» 30
potencial: utilizar la nucleasa tanto como un PAL como como un letal dominante (cigótico) para destruir algunas o 
todas las hembras. Se conocen muchas nucleasas. Los tipos relevantes incluyen endonucleasas de restricción,
nucleasas con dedos de zinc y nucleasas efectoras del tipo activadores de la transcripción (TALE) (Hockemeyer 
et al., 2011; Mahfouz et al., 2011; Miller et al., 2011) y endonucleasas homing. Distintos tipos y distintos 
miembros dentro de un mismo tipo muestran niveles diferentes de especificidad de secuencias en el sitio en el 35
que cortan o cerca de este. En principio, una enzima con un elevado grado de especificidad de secuencias 
cortaría en un número relativamente reducido de sitios por genoma, quizás únicamente en uno. Esto no es 
preferible, ya que permite la posibilidad de resistencia por mutación o variación del sitio objetivo. Cuando una 
secuencia específica se repite muchas veces, de forma que existen múltiples sitios en el genoma a pesar de que 
exista un grado relativamente alto de especificidad para una secuencia de reconocimiento relativamente larga, 40
esto es más aceptable. No obstante, se prefiere que la nucleasa presente múltiples sitios objetivo por genoma.
Esto implica reconocer una secuencia relativamente larga que, sin embargo, está presente en múltiples copias 
en el genoma, o una secuencia de reconocimiento relativamente corta, o un grado significativo de redundancia 
dentro de la secuencia objetivo, de especificidad incompleta para la secuencia objetivo nominal, o, de hecho, una 
nucleasa con poca o ninguna especificidad de secuencia. I-Ppol es de este tipo, presentando una larga 45
secuencia de reconocimiento, pero está en una sección altamente conservada de ADNr, que está presente en 
múltiples copias por genoma. I-PpoI se examina más detenidamente en otra parte. 

[0182] Se han descrito nucleasas con dedos de zinc (ZFN, por sus siglas en inglés), donde cada dedo de zinc 
proporciona unión específica de secuencia a una secuencia de nucleótidos corta, p. ej., de 3 nucleótidos. Por 
consiguiente, se puede proporcionar una afinidad más elevada y una mayor especificidad de secuencias 50
combinando varios de dichos dedos de zinc en una única proteína. Si se combina con una nucleasa, p. ej., el 
dominio de nucleasa de la endonucleasa de restricción Fokl, se puede construir una nucleasa artificial específica 
de secuencia, con especificidad de secuencias arbitraria (Kim et al., 1996). Dichas nucleasas con dedos de zinc 
sintéticas se han desarrollado para fines de terapia génica, por ejemplo (Urnov et al., 2005). Se ha realizado un 
esfuerzo considerable para mejorar su especificidad, para restringir el corte a un único sitio en el genoma, por 55
ejemplo (Miller et al., 2007). En un ejemplo en Drosophila, las nucleasas con dedos de zinc se han producido de 
forma que, al expresarse en moscas transgénicas, daña específicamente el locus objetivo, p. ej. los locus yellow
y posteriormente también los locus rosy y bw (Beumer et al., 2006; Bibikova et al., 2002). Se observó un efecto 
secundario no deseado, que era que el alto nivel de expresión de algunas de las ZFN utilizadas era tóxico. Se 
mostró además que esta toxicidad dependía de la nucleasa, y no de la actividad de unión al ADN, de las ZFN 60
tóxicas (Beumer et al., 2006). Aunque no resulta deseable para el reconocimiento génico, esta especificidad más 
amplia resulta interesante para nuestro propósito de generar daños en varios o muchos sitios. 
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[0183] Por lo general, no se prefiere el uso de endonucleasas homing (HEG), ya que tienden a reconocer 
secuencias de nucleótidos relativamente largas (15-40 pb, aunque a menudo aceptan algunos desajustes con
respecto a la secuencia objetivo nominal) que, por lo tanto, tienen lugar inusualmente, si llegan a tener lugar, en 
cualquier genoma de insecto determinado. El número mínimo de sitios de reconocimiento/corte aceptables es de 
uno por genoma diploide; se prefiere uno por genoma haploide y se prefiere en concreto el reconocimiento/corte 5
de múltiples sitios por genoma haploide. Un ejemplo de una HEG que probablemente sea inapropiada es I-Scel.
Inicialmente aislada a partir de mitocondrias de levadura (Saccharomyces cerevisiae), I-Scel se ha utilizado en 
Drosophila como parte de un sistema que permite o fomenta la recombinación de homólogos objetivos (Gong y 
Golic, 2003; Rong y Golic, 2000; 2001; Rong et al., 2002). Una característica interesante de I-SceI para ese 
sistema de recombinación homólogo fue precisamente que I-SceI no corta fácilmente cualquier secuencia 10
endógena en el genoma de Drosophila melanogaster y, por consiguiente, tenderá a cortar específicamente en 
sitios modificados insertados en transgenes. A pesar de que, por casualidad, algunos otros genomas de insecto 
pueden presentar uno o más sitios reconocidos por I-Scel, por lo general no se prefiere esta enzima para su uso 
en la presente invención. Un ejemplo de una endonucleasa homing que corta múltiples sitios por genoma es 
Ppol. Aunque esta presenta un sitio de reconocimiento bastante específico y largo, corresponde a una secuencia 15
altamente conservada en un gen de ADNr. Debido a que en todos los genomas eucariotas se encuentran 
múltiples copias de este ADNr, hay disponibles múltiples sitios objetivo. Existen mecanismos potenciales, como 
la conversión génica, a través de los cuales se podría propagar una mutación «resistente», esto es, resistente a 
cortes mediados por Ppol, de dicho gen a través de las secuencias de ADNr, aunque existen copias suficientes 
de esta secuencia como para que el riesgo de que haya genomas resistentes, en los que la totalidad o la práctica 20
totalidad de estos sitios se haya vuelto resistente, parezca bastante bajo. Se ha demostrado que tanto I-SceI 
como PpoI funcionan en células en cultivo de tejido de mosquito (Anopheles gambiae) (Windbichler et al., 2007); 
como se podría esperar, la expresión de PpoI era perjudicial para las células, dando como resultado la detención 
de la proliferación celular, mientras que I-Scel era relativamente inocua. Las endonucleasas homing son un tipo 
de elemento de ADN egoísta que se puede propagar a través de poblaciones de los hongos en los que han sido 25
identificadas.

[0184] No se conoce ninguna endonucleasa homing en animales, pero se ha propuesto que sus propiedades 
inusuales (cortar un cromosoma homólogo que no soporta HEG y que se copia en él mediante la maquinaria de 
reparación de ADN de la célula (Burt y Trivers, 2006)) se podrían utilizar para construir un sistema de «genética 
dirigida» (Burt, 2003); se ha conseguido una prueba de concepto utilizando I-SceI y un sitio objetivo artificial 30
(Windbichler et al., 2011). Un sistema de genética dirigida es un sistema para propagar genes a través de una 
población objetivo, p. ej., salvaje, donde el gen que se va a propagar no confiere una simple ventaja selectiva (p. 
ej., Alphey et al., 2002). 

[0185] Además del uso «convencional» de las HEG como sistemas de genética dirigida, que es similar a su 
mecanismo de propagación natural e implica copiar la HEG en ADN cortado, también se ha propuesto que una35
HEG ubicada en el cromosoma Y que corte específicamente el cromosoma X podría dar como resultado machos 
cuyos únicos gametos viables sean portadores de Y (Deredec et al., 2008). 

[0186] Normalmente, las HEG reconocen un sitio objetivo de 15-40 pb. Las ZFN reconocen aproximadamente 3 
pb por cada dedo de zinc. En la configuración típica, las ZFN se necesitan dimerizar para cortar ADN; esto 
significa una secuencia de reconocimiento efectiva de 18 pb. Una secuencia específica de 18 nt tendrá lugar 40
normalmente una vez en 418 nucleótidos, lo cual es aproximadamente 7x1010 nucleótidos o 7000 Mb. A título 
comparativo, los genomas de insecto normalmente son de unos cientos de Mpb, y el genoma humano es de 
aproximadamente 3000 Mpb, por lo que dichas secuencias tendrán lugar normalmente 0-1 veces por genoma.
Naturalmente, se trata de un cálculo simplificado, y pasa por alto los efectos del contenido GC, el ADN repetitivo, 
etc., pero todavía se mantiene la cuestión general, que la especificidad de dichas secuencias de reconocimiento 45
largas es deseable para los fines que necesitan especificidad, como la terapia génica y el reconocimiento génico, 
aunque por lo general se prefieren moléculas con una secuencia de reconocimiento más corta para el propósito 
de cortar el genoma dos o más veces. 

[0187] Uno de tales tipos de enzimas son las endonucleasas de restricción. Normalmente, estas presentan sitios 
de reconocimiento de 4-10 pb, que normalmente cortarán un genoma eucariota muchas veces (410 es 50
aproximadamente 1x106). Algunas endonucleasas de restricción son sensibles al estado de metilación del ADN 
del sustrato; se prefieren enzimas que no sean sensibles a la metilación, o que corten ADN modificado de una 
forma característica del genoma objetivo. Por ejemplo, el ADN genómico de Drosophila melanogaster es 
considerablemente no metilado, por lo que no se prefiere una enzima como DpnI, que únicamente corta ADN 
adenometilado. Por el contrario, para cortar la misma secuencia (GATC), se preferirían enzimas alternativas 55
como DpnII, MboI o Sau3AI. Se prefiere particularmente FokI, que no es sensible a la metilación y en la que se 
sabe que el dominio de nucleasa funciona en diversos tipos de células, así como in vitro. 

[0188] La nucleasa no necesita presentar ninguna especificidad de secuencia considerable. Otro tipo de 
nucleasa preferido es uno en el que un dominio de nucleasa, por ejemplo, de FokI, se combina con un dominio 
de unión al ADN, presentando dicho dominio de unión al ADN poca o ninguna especificidad de secuencia 60
(aunque es aceptable una preferencia general por algunos tipos de ADN, por ejemplo, regiones o secuencias 
ricas en GC o AT, respecto a otros). Entre los ejemplos que se prefieren particularmente de este tipo de efector 
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están las fusiones de protamina-nucleasa e histona-nucleasa. Algunas de las ventajas de las fusiones de 
promatina-nucleasa se han descrito anteriormente. Se contemplan dos tipos de dominio de nucleasa. En primer 
lugar, uno que requiere unirse a al menos una otra proteína («dimerizarse»; como se comprenderá, se incluye en 
este término una necesidad de formar complejos más grandes, p. ej. trímeros, tetrámeros, etc.), ya sea consigo 
misma (homodímero) o con al menos una proteína distinta (heterodímero) para cortar el ADN; en segundo lugar, 5
uno que no necesita dimerizarse. 

[0189] La diferencia fundamental entre estos dos tipos se encuentra en sus relaciones de concentración/función.
En general, una enzima que no necesite dimerizarse funcionará en proporción a su concentración. Por 
consiguiente, con concentraciones muy bajas se producirá algún daño o modificación en el ADN; con 
concentraciones más altas, se producirán más. Esto resulta ventajoso cuando el sistema de expresión 10
condicional produce cantidades relativamente bajas de efector. Durante el transcurso de la espermatogénesis, es 
probable que se proporcione al efector al menos algunas horas para que actúe, y posiblemente bastante más 
tiempo. Por el contrario, una enzima que no necesite dimerizarse presentará normalmente una función de 
respuesta a la dosis no lineal. En el caso concreto de una enzima que se puede unir en varios sitios en el 
genoma, es poco probable que, con una baja concentración, dos moléculas de enzima se encuentren de tal 15
forma que sean capaces de cortar. En concentraciones más altas, es mucho más que proporcionalmente 
probable (normalmente, aumenta según el cuadrado de la concentración en el caso de los homodímeros, el cubo 
en el caso de homotrímeros, etc.). Esto puede resultar ventajoso, por ejemplo, cuando el sistema de expresión 
condicional es de alguna forma parcialmente funcional, produciendo un nivel de efector bajo y distinto de cero en 
al menos algunas células distintas de las células previstas (p. ej., en otro lugar que no sea la línea germinal20
masculina o, como otro ejemplo, que no sea en las células de la línea germinal masculina donde la expresión 
prevista es en las espermatogonias o únicamente en etapas posteriores de la espermatogénesis). Por tanto, esta 
baja expresión «basal» debería ser relativamente inocua, o al menos mostrar una diferencia más que lineal en su 
actividad en la célula no objetivo en relación con su actividad en la(s) célula(s) objetivo. 

[0190] Otro tipo relevante de actividad parcialmente funcional está relacionada con la condicionalidad del sistema 25
de expresión condicional; es poco probable que la supuesta condición de «off» proporcione de hecho una 
expresión de cero y, por lo tanto, es deseable un sistema adicional, como este, que exagere la diferencia 
fenotípica entre los estados de «on» y «off». Se ha de tener en cuenta que estos argumentos y beneficios 
potenciales se aplican a otros tipos de efector. Dentro de los efectores de nucleasa, se aplican a las nucleasas 
con dedos de zinc, así como a las protamina-nucleasas, etc. En concreto, el dominio de nucleasa de Fokl 30
necesita dimerizarse para cortar ADN. Normalmente, esto se lleva a cabo mediante homodimerización. Sin 
embargo, se conocen variantes que alteran este hecho. Los dos dominios de nucleasa se pueden incluir en la 
misma proteína, conectados mediante un conector adecuado, por lo que no se necesita dimerización (es decir, 
es suficiente con la dimerización intramolecular, en lugar de la intermolecular). Además, se conocen mutantes de 
Fokl en los que se necesita la heterodimerización (Miller et al., 2007). Cabe destacar que no se necesita que 35
cada uno de los dos dominios de dimerización presenten actividad nucleasa. Esto posibilita otro método para 
lograr una mayor especificidad. Las dos (o más) proteínas que necesitan heterodimerizarse se pueden expresar 
bajo un control por separado (p. ej., control transcripcional, pero también control traduccional o de degradación, 
por ejemplo). Únicamente las células que expresen ambos dominios presentarán una actividad significativa. Por 
consiguiente, la expresión parcialmente funcional de una proteína en una célula que no experimenta también una 40
expresión parcialmente funcional de la otra proteína presentará poco o ningún efecto adverso. 

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Promotores específicos de la línea germinal 

[0191] Con el fin de analizar la idoneidad de una región promotora aislada, se puede utilizar una proteína 
fluorescente como indicador, y en concreto una fusión entre un activador transcripcional de respuesta a la 45
tetraciclina (tTA) y una proteína fluorescente. Esto permite tanto una visualización directa de la expresión 
proteica, como un análisis posterior acerca de la idoneidad del momento y del nivel de expresión dirigidos por el 
fragmento del promotor candidato adecuado para el fin específico de utilizarlo como parte de un sistema de 
expresión bipartito condicional que sea funcional en la espermatogénesis. La expresión del indicador a partir de 
dichas inserciones representa la actividad del fragmento del promotor candidato adecuado. La evaluación de 50
varias de tales líneas de inserción permite determinar la posible idoneidad del fragmento de promotor. Se
deberían examinar varias líneas de inserción a causa del «efecto de posición»; un conocido fenómeno a través 
del cual la expresión de un gen insertado se ve influida por el contexto de la cromatina en el que se inserta 
(Wilson et al., 1990). 

[0192] La capacidad real del fragmento del promotor candidato adecuado para funcionar como parte de un 55
sistema de expresión condicional en la línea germinal masculina se puede analizar según se ha expuesto 
anteriormente, pero incluyendo un sistema de expresión adecuado, o un componente relevante de este, p. ej., 
que codifique tTA o una secuencia relacionada. El uso de una fusión de tTA-proteína fluorescente (tTA-FP) en el 
análisis del indicador expuesto anteriormente permite que se utilice la misma línea de inserción, o conjunto de 
líneas de inserción, en ambos análisis. El cruce con una línea apropiada, p. ej., tRE-X, donde X puede ser un 60
efector o un indicador, en condiciones propicias para la expresión a partir del sistema de expresión, permitirá 
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determinar si el sistema de expresión (promotor-tTA, tRE-X) es funcional en la espermatogénesis y, p. ej., 
mediante microscopía de fluorescencia en testículos diseccionados, saber dónde, cuándo y cuánto se expresa X 
y/o tTA-FP. Mediante experimentos similares en condiciones represivas para la expresión se permitirá determinar 
si el sistema de expresión es condicional. 

[0193] Si los estudios de expresión indican que el fragmento del promotor candidato adecuado no es en efecto 5
adecuado, se puede tomar un fragmento de promotor distinto del mismo gen. Dicho fragmento revisado es 
normalmente más largo, ya que el fragmento original puede haber omitido algunos elementos reguladores 
importantes, aunque, en caso de que la expresión sea específica pero demasiado tardía en el desarrollo, p. ej., 
tras la meiosis, incluso aunque el gen del que derive el fragmento de promotor se crea que se transcribe lo 
suficientemente temprano (p. ej., basándose en los datos de ARN in situ), puede ser deseable suprimir algunos 10
elementos, especialmente elementos de UTR, para eliminar las señales para el retraso traduccional. También 
puede resultar deseable analizar fragmentos más largos y más cortos con el fin de identificar regiones del 
promotor necesarias para los niveles de expresión génica y la especificidad temporal y de tejido, o regiones que 
influyan en estas; este enfoque ha sido ampliamente utilizado para analizar promotores, y se puede lograr 
simplemente mediante iteraciones del proceso expuesto anteriormente con variantes del fragmento del promotor15
candidato original. 

[0194] Experimentos de hibridación de ARN in situ demostraron que la transcripción de β2-tubulin de la mosca 
mediterránea de la fruta se lleva a cabo en una etapa entre temprana y tardía de la espermatogénesis de la 
mosca mediterránea de la fruta. Se presupone que el transcrito de β2-tubulin de la mosca mediterránea de la 
fruta comienza en una fase similar a Dmβ2-tubulin, que es antes de la meiosis y se sintetiza desde la etapa de 20
tercera fase larvaria tardía, antes de que tenga lugar una meiosis significativa en los testículos en desarrollo. Se 
han desarrollado sistemas de marcado de esperma que utilizan este promotor génico para los mosquitos 
Anopheles stephensi (Catteruccia, Benton et al., 2005) y Ae. aegypti (Smith, Walter et al., 2007), para la mosca 
mediterránea de la fruta (Scolari, Schetelig et al., 2008) durante el período de esta investigación acerca de la 
letalidad de esperma y posteriormente en la mosca de la fruta del Caribe, Anastrepha suspensa (Zimowska, 25
Nirmala et al., 2009). Conforme a esto, se ha ampliado el promotor de β2-tubulin del genoma de la mosca 
mediterránea de la fruta utilizando los siguientes cebadores:

Hacia delante: CTCCCGTGCGATATCCTAGGCCCCATGTTACAAGGCTG (SEQ ID N.º: 53) 

Hacia atrás: AGCCATTTTGGTTAATTGAAATCCCTAAAATAAATGTAATTCATTTTTCG (SEQ ID N.º: 54).

[0195] El constructo OX3671 (Figura 16) contiene el promotor deβ2-tubulin de la mosca mediterránea de la fruta 30
(el fragmento de promotor de 1556 pb se amplió a partir del ADN genómico de la mosca mediterránea de la fruta) 
fusionado con la secuencia DsRed2. Se omitió la mayor parte de la secuencia de 3’-UTR de Ccβ2-tubulin y se 
sustituyó por una 3’-UTR utilizada normalmente, de SV40, y que se sabe que se expresa en varias especies. La 
expresión del transgén debería dar como resultado fluorescencia roja en el esperma con un filtro de excitación 
adecuado. La expresión de DsRed2 fue claramente visible en el abdomen de machos transgénicos en la 35
totalidad de las tres líneas obtenidas, con dos zonas con una fluorescencia más intensa, aparentemente los 
testículos (datos no mostrados). 

[0196] Para evaluar además si el marcador de DsRed2 se expresa en el esperma, se diseccionaron testículos de 
machos transformados sexualmente maduros. Los resultados muestran que el esperma maduro presenta una 
firme expresión de DsRed2 en comparación con el esperma de un macho de tipo natural. En el alineamiento con 40
el patrón de expresión de B2-tubulin, los espermatocitos tempranos no presentan fluorescencia, que empieza a 
ser claramente visible en las fases de espermátida de la espermatogénesis. 

[0197] Con el fin de analizar si se podrían obtener patrones similares de expresión de fluorescencia utilizando el 
«sistema tet-off» bipartito, se crearon dos constructos de indicador fluorescentes; OX3866 (Figura 14) (tetO-mini 
promotor-DsRed2-mls) y OX3867 (Figura 15) (tetO-mini promotor-protamina fusionado con DsRed2). El elemento 45
de promotor mínimo de tetO se conoce como tRE, y es preferible. En OX3866 (Figura 14), el indicador DsRed2 
se fusiona con una señal de localización de membrana (mls), que se prevé que dé como resultado que cualquier 
proteína fluorescente expresada se una o asocie a la membrana tras la expresión, mientras que en OX3867 
(Figura 15) el DsRed2 se fusiona con una protamina de Drosophila. Ambos genes indicadores se analizaron con 
promotores que conducían la expresión de tTAV en células somáticas y se descubrió que eran funcionales. 50

[0198] Tras el hallazgo de que el promotor de β2-tubulin conduce la expresión de DsRed2 en el esperma, si bien 
se realizó demasiado tarde para nuestros objetivos, se diseñó el constructo OX3831 (Figura 20) y se modificó 
respecto a OX3671 (Figura 16), conduciendo el promotor de β2-tubulin de la mosca mediterránea de la fruta el 
gen de fusión tTAV-fluorescencia. En este constructo, la región 5’-UTR de aly en Drosophila reemplazó a la del 
promotor de β2-tubulin suponiendo que la proteína tTAV se expresaría entonces más temprano durante la 55
espermatogénesis. Debido a que la secuencia de TurboGFP se fusionó con la de tTAV, el esperma de machos 
transgénicos OX3831 (Figura 20) debería presentar fluorescencia verde con el filtro de excitación apropiado.
Para analizarlo, se diseccionaron machos adultos de siete líneas transgénicas y se observaron con un 
microscopio de fluorescencia. Aunque la expresión de fluorescencia no era fácilmente visible en los testículos de 
machos no diseccionados, en los testículos diseccionados de machos adultos OX3831 (Figura 20), la expresión 60
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de fluorescencia era visible en los haces de espermátidas. Algunas líneas expresaron una fluorescencia más 
intensa que otras, pero todas las espermátidas en las cepas de OX3831 (Figura 20) mostraron fluorescencia en 
la expresión del marcador de esperma específico de los testículos. 

[0199] Se cruzaron moscas OX3831 heterocigotas con moscas OX3866 y OX3867 heterocigotas (Figuras 14 y 
15 respectivamente) (cepas de tetO-DsRed2). Se diseccionó una progenie de más de 20 machos adultos que 5
habían sido alimentados con comida sin tetraciclina (esto es, en condiciones propicias para la expresión de tetO-
DsRed2) en diferentes cruces y en distintos momentos, y se observó con un microscopio de fluorescencia de 
gran aumento. Únicamente un macho mostraba una fuerte expresión de DsRed2, que era visible en varios haces 
de espermátidas. En otros machos, no se detectó expresión de DsRed2 en ningún haz de espermátida. Un 
posible motivo para que únicamente un macho muestre una fuerte expresión de DsRed2 es la transcripción y 10
traducción tardías de fluorescencia de tTAV, conducida por el promotor de Ccβ2-tubulin. Esta expresión tardía 
puede significar que no existe suficiente tiempo para que tTAV se una a la secuencia de tetO e induzca además 
los suficientes transcritos de DsRed2 antes de la meiosis. Conforme a estos resultados, solo por casualidad, 
algunos de los espermatocitos en algunos machos presentan los suficientes transcritos de DsRed2 acumulados 
antes de la meiosis, y la fluorescencia de DsRed2 se puede detectar en haces de espermátidas. El análisis por 15
PCR de transcriptasa inversa en testículos y cadáveres aislados de machos OX3831 (Figura 20), utilizando 
cebadores específicos de tTAV, mostró la especificidad de testículos del promotor de Ccβ2-tubulin de aly de 5’-
UTR.

[0200] En esta etapa, era evidente que se requería una expresión de tTAV todavía más temprana con el fin de 
permitir una expresión adecuada del gen indicador en la línea germinal masculina. Por este motivo, se desarrolló 20
y se analizó el constructo OX4282 que contenía la 5’-UTR del gen Hsp83. Hsp83 se expresa intensamente tanto 
en las células de la línea germinal como en las células somáticas de la mosca mediterránea de la fruta Ceratitis 
capitata, y no se considera que contenga ninguna señal de retraso de la traducción. En el constructo OX4282, el 
gen indicador, TurboGFP, no se fusionó con la secuencia de tTAV, pero se situó adyacente a la secuencia de 
tetO. Asimismo, los componentes tetO-indicador y promotor-tTAV se combinaron en un único plásmido en un 25
intento por analizar la 5’-UTR de Hsp83 de una manera más inmediata. tTAV se debería expresar en la línea 
germinal masculina de individuos transformados, y, en ausencia de tetraciclina, mediante la unión a tetO se 
debería inducir la expresión del gen marcador de TurboGFP adyacente. Dicho de otro modo, los testículos de los 
machos de esas cepas que porten este constructo deberían presentar expresión de TurboGFP cuando se crían 
sin tetraciclina, y la expresión se debería reprimir con tetraciclina. La disección de los testículos de machos 30
adultos criados en ausencia de tetraciclina reveló la presencia de una intensa fluorescencia verde (turboGFP) en 
tres de las 6 líneas analizadas. 

[0201] El hecho de que no se observara expresión de TurboGFP en las otras líneas se debe probablemente a los 
efectos de posición de la inserción del transgén. En las líneas que presentan fluorescencia de TurboGFP sin 
tetraciclina, la expresión se vio totalmente reprimida por la tetraciclina (datos no mostrados). 35

[0202] Se cruzaron machos OX4282 con hembras OX3867 (tetO-protamina-DsRed2) (Figura 15) en cada jaula 
con el fin de examinar posteriormente la capacidad del promotor para conducir una expresión adecuada del gen 
indicador; en este caso, utilizando DsRed2 el sistema condicional bipartito «tet-off». 

[0203] La expresión de TurboGFP se puede detectar en distintas etapas de la espermatogénesis (tanto en las 
espermátidas alargadas como en los espermatocitos, aunque únicamente se detectó fluorescencia roja en las 40
espermátidas alargadas, y no en los espermatocitos tempranos) (Figura 3). Se detectó expresión de TurboGFP 
tanto en la cabeza de los espermatozoides (donde se ubica el núcleo) como en la cola de las espermátidas. 

[0204] Los resultados expuestos anteriormente indican que existe un ligero retraso en la expresión del gen 
indicador (DsRed2 en este experimento) en comparación con la expresión de tTAV; debido a que esto se calcula 
mediante la cantidad de fluorescencia verde observada. Teniendo en cuenta que la fluorescencia roja era 45
evidente en etapas más tardías de la espermatogénesis (espermátidas alargadas), es probable que el indicador 
se transcriba antes de la meiosis, pero se traduzca tras la meiosis. 

[0205] Dmtopi es un gen específico de los testículos que codifica una proteína con dedo de zinc específica de los 
testículos que interactúa físicamente con Comr (Perezgasga, Jiang et al., 2004). Dmtopi no se necesita para la 
localización nuclear de Aly o de Comr, pero se necesita para su acumulación en la cromatina. En Drosophila, 50
aunque la totalidad de los genes que dependen de aly o de comr para su expresión dependen también de 
achi/vis y/o de topi, hay unos pocos genes cuya transcripción depende de achi/vis y de topi, pero no de aly ni de 
comr (Perezgasga, Jiang et al., 2004). Quizá sea más significativo el hecho de que muchos de los genes de tipo 
aly parecen haber surgido a partir de duplicaciones genéticas. Tras la duplicación, uno del par ha asumido una 
función somática y el otro una función de la línea germinal. Esto presenta dos limitaciones con respecto al uso de 55
estos genes como fuente de promotores de la línea germinal masculina en una amplia gama de insectos. 

[0206] En primer lugar, los dos genes pueden ser bastante similares, provocando que sea relativamente difícil 
identificar la versión específica de la línea germinal. En segundo lugar, y lo que es mucho más significativo, 
muchas de estas duplicaciones parecen ser bastante recientes. Por lo tanto, la mayoría de los insectos pueden 
presentar la versión ancestral, que se trata de un único gen que lleva a cabo tanto funciones de la línea germinal 60
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como funciones somáticas, y por ende ningún gen de la línea germinal ni promotor independiente. A este 
respecto, topi es poco habitual debido a que no presenta una alternativa somática evidente, y también parece 
más antiguo que la mayoría de duplicaciones del tipo aly. Por consiguiente, es probable proporcionar un 
promotor potencial específico de la línea germinal en una gama mucho más amplia de insectos que los otros 
genes de tipo aly. Se advierte en este sentido que la conservación de la secuencia de topi es evidente, pero la 5
conservación funcional, y en concreto el patrón de expresión, de topi en otros insectos se desconocen por lo 
general. No obstante, esta cautela se aplica también a otros genes de la línea germinal masculina. Debido a 
estas diversas razones, se eligió a topi para posteriores investigaciones como origen de un promotor de la línea 
germinal masculina. 

[0207] Antes de desarrollar constructos basados en topi en la mosca mediterránea de la fruta, la conservación 10
del patrón de expresión de topi se probó primero en el mosquito Ae. Aegypti; la disponibilidad de la secuencia del 
genoma significó que el homólogo de topi y el fragmento de promotor putativo se podrían aislar rápidamente. Los 
resultados de RISH (hibridación de ARN in situ) mostraron que la transcripción del gen topi en Ae. Aegypti
(Aetopi) comienza desde la etapa de espermatocito primario; un perfil de expresión similar al de Dmtopi en los 
testículos de Drosophila (Perezgasga, Jiang et al., 2004). Se desarrolló una cepa transgénica de Ae. aegypti15
(OX4286, Figura 23), con expresión de tTA conducida por una secuencia de 1233 pb, incluyendo 1168 pb de 
promotor de Aetopi y 65 pb de 5’-UTR de Aetopi). Tras cruzar 3 líneas de OX4286 independientes (Figura 23) 
con una cepa de tetO-indicador (OX3978, tetOAehsp70 mini promotor-Amcyan, Figura 24), se observó una clara 
expresión de Amcyan en los testículos y en las células de la espermatogénesis en la totalidad de los tres cruces 
criados con una dieta sin TET (datos no mostrados). La expresión era reprimible en relación con la tetraciclina. 20

[0208] Después de que se mostrara que el promotor topi en Ae. Aegypti inducía expresión específica en los 
testículos de tTAV y, en consecuencia, la expresión de un gen indicador, se analizó el patrón de expresión de 
topi en Ceratitis capitata. Utilizando la secuencia de nucleótidos de este gen en la mosca mediterránea de la 
fruta, los cebadores se diseñaron para comprobar que Cctopi es un gen específico de los testículos en la mosca 
mediterránea de la fruta. Se utilizaron diez pares de testículos diseccionados de diez machos de tipo natural para 25
extraer ARN (para los detalles de la disección, véase la sección 2.6.4.3). Se extrajo ARN a partir de los 
cadáveres restantes para proporcionar controles que no fueran de los testículos. Se utilizó el análisis de 
transcriptasa inversa empleando los cebadores «TopitestF1» y «TopitestR» para estas PCR. Los resultados 
confirmaron que la expresión de Cctopi es específica de los testículos. RISH también ha demostrado que Cctopi
se transcribe en los testículos de la mosca mediterránea de la fruta (datos no mostrados). Este promotor génico, 30
por lo tanto, se eligió para su uso en nuevos constructos para desarrollar expresión específica de los testículos 
en cepas transgénicas.

Cebador TopitestF1: GTAACTCCCGTTCCTGAGACAACA (SEQ ID N.º: 55)

Cebador TopitestR: CGATATGGAGTGGGTGAAACCTCA (SEQ ID NO: 56) 

[0209] El constructo OX4275 (Figura 25) comprende un fragmento de promotor putativo (1178 pb) de Cctopi que 35
conduce DsRed2 (3’-UTR de SV40). Los testículos diseccionados de machos adultos de todas las cepas 
obtenidas con este constructo no revelaron ningún signo de expresión de DsRed2 (datos no mostrados). Para 
analizar posteriormente el promotor de Cctopi, se desarrolló un constructo con la misma secuencia promotora 
que conducía la expresión de tTAV (OX4254, Figura 26). Se cruzaron moscas OX4254 heterocigotas con 
moscas OX3867 (tetO-DsRed2) (Figura 15) heterocigotas (cepas de tetO-DsRed2) del sexo opuesto, y la 40
progenie masculina adulta de estos cruces se diseccionó y se evaluó su fluorescencia roja. No se detectó 
expresión de DsRed2 en ningún haz de espermátida en esos testículos de machos. 

[0210] Debido a que la longitud corta del promotor de Cctopi putativo en OX4275 (Figura 25) y OX4254 (Figura 
26) puede haber derivado en una carencia de función evidente, se realizó un nuevo constructo: OX4371 (Figura 
27), basándose en las siguientes modificaciones. Este constructo contiene una secuencia de 1708 pb de la 45
región codificante de Cctopi putativo, más de 530 pb más que en anteriores constructos incluyendo una posible 
secuencia de codificación de 484 pb y un intrón de 55 pb en la parte conservada de la región de codificación.
Debido a que, por lo general, tTAV no actúa tras la fusión con otra proteína en su N-terminal, se utilizó una 
secuencia génica de ubiquitina de 228 pb (secuencia basada en la ubiquitina de Drosophila, pero optimizada 
para su expresión en una gama de insectos y sintetizada por Geneart Ltd.) entre la región codificante de Cctopi y 50
tTAV para separar los dos productos génicos tras la traducción a través de la escisión por la proteasa ubiquitina 
(Varshavsky 2005). Este constructo contiene tanto el promotor de Cctopi diseñado recientemente que conduce 
tTAV como un indicador tetO-Dmhsp70 promotor mínimo-TurboGFP. Por consiguiente, la expresión de tTAV se
debería detectar mediante fluorescencia en los testículos de machos criados sin tetraciclina en su dieta larvaria. 
Se detectó una débil expresión de TurboGFP en las células de la espermatogénesis en los testículos 55
diseccionados de machos adultos OX4371 (Figura 27) criados sin tetraciclina en una de las dos líneas 
analizadas. No se detectó expresión de TurboGFP en los testículos diseccionados de ningún macho criado con 
tetraciclina, lo cual indica expresión reprimible. 

[0211] Al mismo tiempo que se trabajó con OX4371 (Figura 27), se generaron y analizaron cepas de OX4391 
(Figura 22). 60
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[0212] OX4391 (Figura 22) se diferencia de OX4371 (Figura 27) en un aspecto: la 3’-UTR de SV40 de tTAV en 
OX4371 (Figura 27) se sustituyó por la 3’-UTR endógena de Cctopi en OX4391 (Figura 22). Conforme a lo 
mencionado anteriormente, las 3’-UTR pueden influir en el futuro de un ARNm concreto, por ejemplo, en su 
estabilidad de transcrito o en su nivel de traducción (Mazumder, Seshadri et al., 2003). Considerando que la 3’-
UTR ha demostrado que desempeña un papel importante en el procesamiento del ARNm, hemos formulado una 5
hipótesis acerca de que la 3’-UTR endógena de Cctopi podría conferir los patrones de expresión deseados del 
gen a nuestro transgén tTAV. Se utilizó la PCR con transcripción inversa para ampliar la 3’-UTR de Cctopi. Se 
diseccionaron testículos de machos adultos de 2-3 días de edad criados sin tetraciclina de 6 cepas de OX4391 
(Figura 22). 3 cepas mostraron una fuerte expresión de TurboGFP en las células de la línea germinal masculina.
Se detectó una débil fluorescencia en las otras tres. 10

[0213] Para probar con más detalle la secuencia promotora de topi recientemente diseñada, se establecieron 
cruces con machos OX4391 (Figura 22) (criados con una dieta sin tetraciclina) con hembras de tipo natural y se 
analizó la presencia de fluorescencia en espermatecas diseccionadas. El análisis del esperma almacenado en 
las espermatecas con un microscopio de fluorescencia demostró, en efecto, que se podía detectar TurboGFP. 

[0214] Los resultados expuestos anteriormente indican que nuestra secuencia promotora aislada de topi (según 15
se ha descrito anteriormente) se expresa en la línea germinal masculina y conduce de forma adecuada la 
expresión de genes indicadores de tetO en los testículos. Los cruces con moscas que comprenden transgenes 
de tetO-nucleasa se describen más adelante. 

Ejemplo 2 Proteínas efectoras

[0215] El objetivo del presente trabajo es producir esperma que se transfiere a la hembra y que dará como 20
resultado que sobrevivan pocos embriones, o ninguno (que, de lo contrario, la hembra sí habría producido). El 
mismo esperma debería inducir una refractariedad adecuada para reaparearse en la hembra, al mismo tiempo 
que tendrá un buen rendimiento en la competencia espermática si la hembra se vuelve a aparear. Nuestro 
enfoque en este sentido es construir letales de efecto paternal, a través de los cuales pueda entrar el esperma en 
un óvulo, pero no se forme ningún cigoto viable (capaz de convertirse en un adulto fértil). Lo ideal sería que este 25
efecto lo generaran machos con una única copia del letal de efecto paternal, aunque también se contempla el 
uso de múltiples copias. Además, se prefiere que el efector tenga un efecto bioquímico directo en el esperma, en 
lugar de utilizar el esperma simplemente como un vehículo a través del cual entrar en el óvulo (y que tenga 
entonces un efecto en este). Esto se debe a consideraciones de resistencia potencial. Las nucleasas son una 
opción preferible para los fines de la presente invención. Teóricamente, si la información genética que porta el 30
esperma está dañada hasta el punto de que algunos o (preferiblemente) sustancialmente todos los cigotos son 
inviables, entonces esto conforma la base para una forma adecuada de esterilidad a través de la letalidad de 
efecto paternal. Se han investigado distintos tipos de nucleasas en un intento por inducir daños específicos al 
esperma. Todas las nucleasas se analizaron como parte del sistema condicional bipartito «tet-off»; esto es, 
ligadas a una secuencia de tetO. Este enfoque permite la evaluación de diversas proteínas efectoras en 35
combinación con diferentes secuencias promotoras específicas de la línea germinal, sin necesidad de crear 
nuevas cepas transformantes. Asimismo, ofrece una situación más realista en lo que respecta a su aplicación en 
el futuro. 

[0216] Se han descrito nucleasas con dedos de zinc (ZFN), donde cada dedo de zinc proporciona unión 
específica de secuencia a una secuencia de nucleótidos corta, p. ej., de 3 nucleótidos. Se puede proporcionar 40
una afinidad más elevada y una mayor especificidad de secuencia combinando varios de dichos dedos de zinc 
en una única proteína. Si se combina con una nucleasa, p. ej., el dominio de nucleasa de la endonucleasa de 
restricción Fokl, se puede construir una nucleasa artificial específica de secuencia, con especificidad de
secuencias arbitraria. Hemos probado la hipótesis de que las ZFN pueden producir roturas del ADN en 
espermátidas alargadas cruzando estas líneas con diversos promotores específicos de la línea germinal 45
masculina. Se han diseñado y probado dos (OX4103) (Figura 18) y tres (OX4104, Figura 19) constructos de 
nucleasa con dedos de zinc. Una evaluación anterior, mediante el cruce con líneas de promotor-tTAV que se 
expresan en tejidos somáticos, indicó que la nucleasa de dedos de 3-Zn muestra un mayor efecto «letal», y por 
lo tanto la más fuerte de estas líneas se utilizó para los fines del presente trabajo. Por consiguiente, se prefiere 
esta nucleasa. 50

[0217] Las endonucleasas homing son un tipo de enzimas de restricción codificadas normalmente por intrones.
Actúan en el ADN celular de las células que las sintetizan, y tienden a reconocer secuencias de nucleótidos 
relativamente largas (15-40 pb, aunque a menudo aceptan algunos desajustes con respecto a la secuencia 
objetivo nominal) que, por lo tanto, rara vez tienen lugar, si llegan a tener lugar, en cualquier genoma de insecto 
determinado. El número mínimo de sitios de reconocimiento/corte aceptables es de uno por genoma diploide; se 55
prefiere uno por genoma haploide, y se prefiere particularmente el reconocimiento/corte de múltiples sitios por 
genoma haploide. Un ejemplo de una endonucleasa homing que corta múltiples sitios por genoma es IPpol.

[0218] Aunque esta presenta un sitio de reconocimiento bastante específico y largo, corresponde a una 
secuencia altamente conservada en un gen de ADNr. Debido a que en todos los genomas eucariotas se 
encuentran múltiples copias de este ADNr, múltiples sitios objetivo se encuentran disponibles. Se diseñó y se 60
probó un constructo de tetO-IPPO1 (OX4112, Figura 17). 
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[0219] Las endonucleasas de restricción presentan sitios de reconocimiento de 4-10 pb, que normalmente 
cortarán un genoma eucariota muchas veces. Dichas nucleasas no presentan especificidad de secuencia 
considerable. Para nuestro objetivo, se prefiere particularmente Fokl, que no es sensible a la metilación y de la 
cual se sabe que el dominio de nucleasa funciona en diversos tipos de células, así como in vitro. El dominio de 
nucleasa Fokl combinado con un dominio de unión al ADN de poca o ninguna especificidad de secuencia resulta5
especialmente interesante. Entre los ejemplos preferidos de este tipo de efector están las fusiones de protamina-
nucleasa. Una ventaja de la fusión protamina-nucleasa es la necesidad de dimerización (o polimerización), ya 
sea consigo misma (homodímero) o con al menos una proteína diferente (heterodímero) para cortar ADN. Una 
enzima que no necesite dimerizarse presentará normalmente una función de respuesta a la dosis no lineal. En el 
caso concreto de una enzima que se puede unir en muchos sitios en el genoma, con una baja concentración, es 10
poco probable que dos moléculas de enzima se encuentren de tal forma que sean capaces de cortar. Esto puede 
resultar ventajoso cuando el sistema de expresión condicional sea parcialmente funcional, ya sea a través del 
promotor o a través del sistema condicional en sí, produciendo un bajo nivel de efector, distinto de cero, en al 
menos algunas células que no sean las células previstas (p. ej., que no se encuentren en la línea germinal 
masculina). Se ha diseñado y probado un constructo de tetO-protamina-Fok1 (OX4458, Figura 21).15

[0220] Se hace referencia a la evaluación de esterilidad masculina en el sistema bipartito mencionado 
anteriormente como «Ensayos o experimentos de tasa de eclosión de huevos». En la Figura 1 se muestra una 
representación esquemática del diseño. Las líneas promotoras conducen la expresión de tTAV en la línea 
germinal masculina, preferiblemente con poca o ninguna expresión en otro sitio, mientras que las líneas 
efectoras están ligadas a la secuencia de tetO, cuya expresión se correlaciona con tTAV, tanto de forma 20
temporal como espacial. Los marcadores de transformación en las líneas promotoras y efectoras utilizan distintos 
genes fluorescentes para una evaluación precisa de los resultados, esto es, las líneas promotoras dan respuesta 
fluorescente verde, mientras que las líneas efectoras dan respuesta fluorescente roja con filtros de excitación 
apropiados. Las líneas efectoras (E) y promotoras (P) se cruzan sin tetraciclina, esto es, en condiciones propicias 
(para la expresión). Los huevos resultantes de estos crucen se recogen y se dividen en condiciones propicias 25
(sin tetraciclina) o condiciones represivas (con tetraciclina), y se crían en consecuencia. Las pupas se criban para 
la expresión de marcadores fluorescentes específicos de la línea y se recogen los heterocigotos dobles (con 
ambos marcadores). Se comprueba si estos presentan una proporción de machos y hembras equivalente tras la 
eclosión y de machos cruzados con hembras de tipo natural (de nuevo con o sin tetraciclina). Los cruces entre 
hembras heterocigotas dobles con machos de tipo natural se utilizan para probar si cualquier efecto observado 30
es específico del sexo. El control de tipo natural se incluye como punto de referencia para las tasas de eclosión 
de los huevos. Se recogen y contabilizan los huevos de los cruces. Tres días después, se vuelven a contabilizar 
y se evalúa el número de huevos no eclosionados. 

Figura 1.: Diseño del ensayo de tasa de eclosión de huevos. 

[0221] Los resultados de una serie de estos cruces se muestran más adelante. Todos los cruces que se 35
presentan en este documento han seguido el diseño básico descrito anteriormente.

OX4282 (PB-HrIE-AmCyan-SV40-TurboGFP-teto14-ccTubulin-hsp83-tTAV-SV40) x

OX4104 (PB-YAFN-hsp83-tetO21-Hr5-IE1-Red) (Figura 19)

[0222] Figura 2. Esterilidad masculina en OX4282-OX4104 con y sin tetraciclina. Tres líneas de inserción 
autosómicas independientes de transposón de OX4282 que portaban transactivador reprimible de tetraciclina 40
(tTAV) conducidas por el promotor de β2-Tubulin del gen de Ceratitis capitata (I, L, G) se cruzaron con la línea 
OX4104 que portaba un efector tetO-dedo de 3ZN. La progenie de estos cruces se crió y se alimentó con una 
dieta con (100 µg/ml; tet+) o sin tetraciclina (tet-). Los machos que portaban ambos alelos conductores y 
efectores se cruzaron con las hembras de tipo natural y se calcularon las tasas de eclosión de los huevos 
obtenidos a partir de estos cruces (porcentaje de huevos depositados que eclosionaron). Para cada cruce, se 45
utilizaron dos recolecciones de huevos distintas de 100-150 huevos cada una. Los machos de tipo natural 
cruzados con hembras de tipo natural en presencia o ausencia de tetraciclina se utilizaron como controles. Los 
cruces en los que se observó una esterilidad masculina sumamente significativa (prueba de chi cuadrado, * 
representa P <0,01, ** representa P <0,001) se indican con asteriscos. 

[0223] Se cruzaron tres líneas de OX4282 con una línea de dedo de 3Zn (OX4104, Figura 19), que previamente 50
ha mostrado resultados prometedores al cruzarse con dos promotores genéricos (Hsp83 y OP). No se registraron 
efectos adversos en las moscas que contenían ambos plásmidos, lo cual indica que la expresión basal del 
efector en tejido somático no era lo suficientemente elevada como para mostrar un efecto adverso. Únicamente 
se observó un 14 % de eclosión de huevos en la línea L y un 27 % en la línea I. No hubo una disminución 
significativa de la eclosión de huevos en la línea G. Tanto la línea L como la línea I contienen una única copia del 55
transgén, a diferencia de la línea G, que contiene dos (o más) copias. Los resultados indican claramente que el 
promotor 5’ Hsp83 UTR-Cctubulin-SV40 3’-UTR conduce la expresión adecuada de tTAV en la línea germinal 
masculina para inducir esterilidad de esperma, según indica la reducción de larvas que eclosionan de la progenie 
resultante de estos machos. De forma adicional, no se observó una reducción de la fertilidad femenina, lo cual 
indica que el promotor actúa de una forma específica de la línea germinal masculina (datos no mostrados). No 60
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obstante, el hecho de que no tuviera lugar una reducción significativa de la progenie de una línea de OX4282 
apunta a efectos de posición que influyen en el fenotipo.

OX4282 (PB-HrIE-AmCyan-SV40-TurboGFP-teto14-ccTubulin-hsp83-tTAV-SV40) x

OX4112 (PB-IPPO-1-hsp83-tetO21-Hr5-IE1-Red)

[0224] Las mismas líneas de OX4282 se cruzaron con una línea de I-Ppo1, que había demostrado letalidad al 5
cruzarse con dos promotores (Hsp83 y Opie2) activos en células somáticas. Utilizando este efector, se observó 
hasta un 50 % de esterilidad en comparación con el tipo natural y los controles de tetraciclina (datos no 
mostrados). Los resultados prueban que la esterilidad observada en este ensayo es el resultado de la activación 
de la expresión de nucleasa mediante tTAV y la posterior escisión de ADN espermático. Los niveles de 
esterilidad indican una penetrancia genética insuficiente. El hecho de que la misma línea mostrase un potente 10
efecto letal cuando se cruzó con líneas promotoras genéricas puede sugerir que no se habían producido 
suficientes moléculas de esta proteína en la línea germinal masculina para provocar un efecto deseable. Es 
probable que la proteína necesite sobrepasar cierto umbral para que tenga lugar un potente efecto, lo cual 
incrementa la posibilidad de efectos de posición del transgén que influyan en el rendimiento. Esto, junto con el 
número reducido de pupas que contenían ambos transgenes que se habían observado durante este ensayo, 15
provoca que I-Ppo1 sea un candidato menos apropiado, y por lo tanto menos preferido, para desarrollar letalidad 
de esperma.

OX4282 (PB-HrIE-AmCyan-SV40-TurboGFP-teto14-ccTubulin-hsp83-tTAV-SV40) x

OX4458 (PB-AttP-Hr5-IE1-DsRed2-SV40-teto21-Dmprotamine-nuclease)

Figura 3. Esterilidad masculina de OX4282-OX4458 con y sin tetraciclina - Esterilidad reprimible 20
específica de machos en moscas mediterráneas de la fruta transgénicas. 

[0225] Cuatro líneas de inserción autosómicas e independientes de transposón de OX4458 (Figura 21) que 
portaban un efector tetO-Protamina-Fokl (B1, D1, D2, F2) se cruzaron con la línea conductora de OX4282L que 
portaba el transactivador reprimible de tetraciclina (tTAV) conducida por un promotor del gen β2-Tubulin de 
Ceratitis capitata. La progenie de estos cruces se crió y se alimentó con una dieta con (100 µg/ml; tet+) o sin 25
tetraciclina (tet-). Los machos que portaban ambos alelos conductores y efectores se cruzaron con las hembras 
de tipo natural y se calcularon las tasas de eclosión de los huevos obtenidos a partir de estos cruces (porcentaje 
de huevos depositados que eclosionaron). Para cada cruce, se utilizaron cuatro recolecciones de huevos 
distintas de 200-500 huevos cada una. Los cruces de machos de tipo natural y OX4282L con hembras de tipo 
natural en presencia o ausencia de tetraciclina se utilizaron como controles. Los cruces en los que se observó 30
una esterilidad masculina sumamente significativa (prueba de chi cuadrado, P <0,0001) se marcan con 
asteriscos.

[0226] El constructo de OX4458 (Figura 21) contiene un único dominio de escisión de Fokl fusionado con una 
protamina de Drosophila bajo el control transcripcional del operador tetO en un vector de extremo único derivado 
de piggyBac con hr5-IE1-DsRed2 como marcador de transformación. El constructo de OX4458 (Figura 21) no 35
debería producir ningún efecto por sí solo. La expresión de la proteína de fusión efectora tiene lugar cuando la 
línea de OX4458 (Figura 21) se cruza con una línea adecuada que expresa tTAV, en la progenie heterocigota 
doble, que posee ambos alelos, y en condiciones propicias (sin represor de tTAV - tetraciclina). 

[0227] Cuatro líneas con una única inserción autosómica de transgén se cruzaron con la línea que expresaba 
tTAV - OX4282L, que mostraba una mayor actividad promotora en experimentos anteriores (ver arriba). En la 40
totalidad de las cuatro combinaciones heterocigotas dobles, se observó una drástica reducción en la tasa de 
eclosión de huevos de hembras que se habían apareado con machos transgénicos. Se confirmó la especificidad 
sexual del efecto observado utilizando hembras transgénicas portadoras de ambos transgenes cruzadas con 
machos de tipo natural (datos no mostrados). 

[0228] De acuerdo con los resultados mostrados anteriormente, la combinación del promotor de tubulin 45
«alterado» y el efector de protamina-Fok1 de Drosophila parecen producir un efecto letal específico de la línea 
germinal masculina con efectos adversos mínimos (o nulos) en el estado físico general de los machos de 
cualquier forma distinta a la analizada. De forma adicional, las hembras no parecen verse significativamente 
afectadas por la expresión de los transgenes, manteniendo la especificidad de la línea germinal masculina de las 
secuencias utilizadas. El siguiente paso sería diseñar un constructo que contenga tanto las secuencias 50
promotoras como secuencias efectoras en un único plásmido (OX4353). Dicho constructo proporcionaría una 
situación más realista del transposón que va a ser utilizado para el desarrollo de un sistema letal de efecto 
paternal. 

OX4353 (PB-HrIE-AmCyan-SV40-teto14-Dmprotamine-nuclease-ccTubulin-hsp83-tTAVnew-SV40)

[0229] Se consideró que 4 líneas eran actos de inserción única, excepto la línea F, que se creía que presentaba 55
dos inserciones, en función del patrón hereditario del marcador de transformación. Todas las líneas se 
examinaron mediante cruces con tipos naturales en presencia y ausencia de tetraciclina, según se ha descrito 
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anteriormente. Las hembras de las mismas líneas también se cruzaron con machos de tipo natural, y su 
fecundidad se evaluó de una forma similar. 

Figura 4. Porcentaje de esterilidad masculina en OX4353 con y sin tetraciclina.

[0230] Se generaron cinco líneas de inserción autosómicas e independientes del transposón OX4353 que 
portaban el efector tetO-Protamina-Fokl y el transactivador reprimible de tetraciclina (tTAV) conducidas por un 5
promotor de β2-Tubulin de Ceratitis capitata en las moscas mediterráneas de la fruta (A, B, C, D, F). La progenie 
de estas líneas se crió y se alimentó con una dieta con (100 µg/ml; tet+) o sin tetraciclina (tet-). Los machos se 
cruzaron con las hembras de tipo natural y se calcularon las tasas de eclosión de los huevos obtenidos a partir 
de estos cruces (porcentaje de huevos depositados que eclosionaron). Para cada cruce, se utilizaron dos 
recolecciones de huevos de 100-150 huevos. Los machos de tipo natural cruzados con hembras de tipo natural 10
en presencia o ausencia de tetraciclina se utilizaron como controles. Los cruces en los que se observó una 
esterilidad masculina sumamente significativa (prueba de chi cuadrado, ** representa P <0,001, *** representa P 
<0,0001) se marcan con asteriscos.

[0231] Figura 5. Porcentaje de esterilidad femenina en OX4353 con y sin tetraciclina. Se generaron cinco 
líneas de inserción autosómicas e independientes del transposón OX4353 que portaban el efector tetO-15
Protamina-Fokl y el transactivador reprimible de tetraciclina (tTAV) conducidas por el promotor de β2-Tubulin de 
Ceratitis capitata en las moscas mediterráneas de la fruta (A, B, C, D, F). La progenie de estas líneas se crió y se 
alimentó con una dieta con (100 µg/ml; tet+) o sin tetraciclina (tet-). Las hembras se cruzaron con machos de tipo 
natural y se calcularon las tasas de eclosión de los huevos obtenidos a partir de estos cruces (porcentaje de 
huevos depositados que eclosionaron). Se utilizaron dos recolecciones de huevos de 100-150 huevos de cada 20
cruce. Los machos de tipo natural cruzados con hembras de tipo natural en presencia o ausencia de tetraciclina 
se utilizaron como controles. No se observó esterilidad femenina significativa (prueba de chi cuadrado, P >0,05). 

[0232] Los resultados indican que los machos heterocigotos OX4353 eran hasta un 100 % estériles en ausencia 
de tetraciclina (condiciones propicias) en la dieta. No obstante, los machos de algunas líneas eran subfértiles 
incluso en presencia de tetraciclina, y las hembras de la mayoría de líneas mostraron una ligera reducción de su 25
fertilidad en ausencia de tetraciclina. A partir de los resultados anteriores, se puede concluir que la expresión del 
transgén es operativa en la totalidad de las 5 líneas examinadas; en cuanto a la inducción de letalidad de 
esperma, no obstante, el ajuste para lograr una letalidad de esperma completa (o muy cercana a ello) con 
efectos mínimos en el estado físico general de los insectos que contienen el transgén parece verse notablemente 
influido por efectos de posición (esto es, la ubicación de las secuencias introducidas en el genoma del insecto y 30
los elementos reguladores cercanos). 

[0233] El trabajo descrito en el presente documento muestra que un fragmento de promotor de β2-Tubulin de 
1030 pb de la mosca mediterránea de la fruta es suficiente para conducir la expresión de tTAV y para conducir 
además la expresión génica del efector en la espermatogénesis bajo el control de tetraciclina. La cepa OX4353 
demostró ser una cepa funcional, letal de esperma y reprimible de tetraciclina. De forma adicional, se puede 35
concluir también que la Dmprotamina conserva al menos una de sus propiedades fundamentales al expresarse 
en la mosca mediterránea de la fruta; es decir, se une al ADN espermático. La secuencia de protamina no está 
bien conservada, por lo que el resultado positivo era incierto con anterioridad a estos experimentos. Estos 
resultados parecen prometedores para el uso posterior de esta combinación de promotor/efector en relación con
el sistema bipartito «tet-off», con miras al control de población de la mosca mediterránea de la fruta.40

OX4718 (PB4 Hrie1-AmC-MexMActPro-DsR-tetO21-Prota-mCh-Fokl-CcBTubPro-tTAV2-Hrie1-ZsG)

[0234] OX4718 es un ejemplo de un único constructo que porta tanto componentes de promotor como de efector 
en la mosca mediterránea de la fruta. Este plásmido se inyectó en embriones de Ceratitis capitata en la etapa de 
preblastodermo. Las pupas que expresaban tanto proteína fluorescente roja como verde (constructo de pb de 
extremo 4 que contenía distintos extremos de pb con color (Dafaala et al., 2006), lo cual implica la inserción de 45
transposón completo, se hallaron entre la progenie G1 en dos cruces Go: V (1 pupa) y σ (47 pupas). La única 
pupa de la línea OX4718-V no sobrevivió a la etapa adulta. Las pupas de la línea OX4718-σ presentaron dos 
fenotipos claramente distintos: uno más fuerte (30 pupas) y otro más débil (17 pupas), y se les llamó 
respectivamente σ1 y σ2. Estas se propagaron, en su mayoría como cruces únicos de macho o hembra con el 
tipo natural, y en esta etapa se consideran dos actos de inserción independientes. Las líneas de OX4718-σ1(b) y 50
OX4718-σ2(b) se interrumpieron en la etapa G2. El análisis fenotípico de pupas G2 indicó múltiples inserciones
en cada una de estas líneas. Además, un análisis de las líneas en la etapa G3 confirmó que tanto la línea σ1(a) 
como la línea σ1(c) eran inserciones autosómicas únicas. OX4718-σ2(a) porta una única inserción en el 
cromosoma X, como se ha sugerido por la ausencia o presencia alternante del transgén en machos de distintas 
generaciones, y no ha sido analizada posteriormente para los fines del presente estudio. 55

[0235] Las líneas de OX4718-σ1 (a) y OX4718-σ1(c) se criaron y alimentaron con una dieta con (100 µg/ml; tet+) 
o sin tetraciclina (tet-) y se cruzaron con el tipo natural. Los cruces de tipo natural con tipo natural y los de 
hembras OX4718 con machos de tipo natural en presencia o ausencia de tetraciclina se utilizaron como 
controles. Se recolectaron huevos recientes (de no más de 24 horas de edad) de estos cruces al cuarto día tras 
el establecimiento de las jaulas. Se llevaron a cabo tres recolecciones por cruce/jaula. El número total de huevos 60
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se comparó con el número total de huevos que no habían conseguido eclosionar tras cuatro días. Las tasas de 
eclosión se calcularon como el porcentaje promedio de huevos depositados que eclosionaron; estos datos 
mostraron una esterilidad significativa de machos OX4718-σ1 en ausencia de tetraciclina. Los resultados se 
muestran en la Figura 6. Las líneas de OX4718-σ1 (a) y OX4718-σ1(c) criadas en presencia o ausencia de 
tetraciclina se cruzaron con las hembras de tipo natural y se calcularon las tasas de eclosión de los huevos 5
obtenidos a partir de estos cruces (porcentaje de huevos depositados que eclosionaron). Los cruces de tipo 
natural con tipo natural y los cruces de hembras OX4718 con machos de tipo natural se utilizaron como 
controles. Los cruces en los que se observó una esterilidad masculina sumamente significativa (prueba de chi 
cuadrado, P <0,0001) se marcan con asteriscos.

[0236] Los resultados expuestos anteriormente muestran el desarrollo exitoso de la esterilidad condicional 10
específica masculina en Ceratitis capitata en un formato adecuado para su uso en el campo; esto es, se 
ensamblaron moléculas individuales de promotor y efector en un único constructo. 

Figuras 7 y 8 Porcentaje de esterilidad masculina y femenina de OX4705 con y sin tetraciclina en la 
mosca del olivo.

[0237] 15

OX4705 (PBMexMActPro-DsR-tetO21-Prota-mCh-Fokl-CcBTubPro-tTAV2)

[0238] Este constituye otro ejemplo de un único constructo que contiene tanto componentes de promotor como 
de efector, en este caso en la mosca del olivo. 

[0239] En función de los resultados alentadores obtenidos con la mosca mediterránea de la fruta (Ceratitis 
capitata), se desarrollaron plásmidos similares para un tefrítido pariente; Bactrocera oleae, comúnmente 20
denominada mosca del olivo. El plásmido OX4705 incorpora la forma alterada de B2 tubulin que conduce la 
expresión de tTAV en la línea germinal masculina, y posteriormente la del efector de fusión tetO y DroProtamine-
Fokl. El plásmido incorpora también un novedoso promotor de actina muscular de la mosca mexicana de la fruta 
(Anastrepha ludens), que conduce la expresión de la proteína fluorescente DsRed2 como marcador de 
transformación. 25

[0240] La microinyección del plásmido OX4705 en embriones de la mosca del olivo en la etapa de 
preblastodermo generó 10 actos de inserción independientes. Todas las cepas presentaron un intenso fenotipo 
fluorescente (expresión de marcador fluorescente) con un microscopio con el filtro de excitación apropiado y se 
trataba de inserciones únicas, de acuerdo con las leyes de la herencia de Mendel. Nueve de las inserciones 
fueron autosómicas, mientras que una se realizó en el cromosoma X. Se comprobó la esterilidad masculina y 30
femenina en todas las cepas en presencia y ausencia de tetraciclina del medio larvario. Los cruces de tipo 
natural proporcionaron un control adicional. Los resultados se muestran en las Figuras 7 y 8. 

[0241] La Figura 7 muestra el porcentaje de esterilidad masculina de la mosca del olivo OX4705 con y sin 
tetraciclina. Se generaron 9 líneas de inserción autosómicas independientes del transposón OX4605 que portaba 
el efector tetO-Protamina-Fokl y el transactivador reprimible de tetraciclina (tTAV) conducido por una forma 35
alterada del promotor de β2-Tubulin de Ceratitis capitata en la mosca del olivo (A, A1, A2, A3, B, B1, F, F1, P). La 
progenie de estas líneas se crió y se alimentó con una dieta con (100 µg/ml; tet+) o sin tetraciclina (tet-). Los 
machos se cruzaron con hembras de tipo natural y se calcularon las tasas de eclosión de los huevos obtenidos a 
partir de estos cruces (porcentaje de huevos depositados que eclosionaron). Para cada cruce, se utilizaron tres 
recolecciones de huevos de 100-150 huevos para proporcionar significación estadística. Los machos de tipo 40
natural cruzados con hembras de tipo natural en presencia o ausencia de tetraciclina se utilizaron como 
controles.

[0242] La figura 8 muestra el porcentaje de esterilidad femenina de la mosca del olivo OX4705 con y sin 
tetraciclina. Se generaron 9 líneas de inserción autosómicas independientes del transposón OX4705 que 
portaban el efector tetO-Protamina-Fokl y el transactivador reprimible de tetraciclina (tTAV) conducido por el 45
promotor de β2-Tubulin de Ceratitis capitata en la mosca del olivo (A, A1, A2, A3, B, B1, F, F1, P). La progenie 
de estas líneas se crió y se alimentó con una dieta con (100 µg/ml; tet+) o sin tetraciclina (tet-). Las hembras se 
cruzaron con machos de tipo natural y se calcularon las tasas de eclosión de los huevos obtenidos a partir de 
estos cruces (porcentaje de huevos depositados que eclosionaron). Se utilizaron dos recolecciones de huevos de 
100-150 huevos de cada cruce. Los machos de tipo natural cruzados con hembras de tipo natural en presencia o 50
ausencia de tetraciclina se utilizaron como controles. No se observó esterilidad femenina significativa. 

[0243] Los datos indican claramente una impresionante esterilidad masculina en la mosca del olivo OX4705 
cuando los machos se crían en presencia de tetraciclina en la dieta larvaria, sin disminución de la fertilidad 
masculina en ausencia de tetraciclina en la dieta larvaria, en comparación con los controles de tipo natural 
(Figura 7). La fertilidad femenina (Figura 8) y el estado físico general de los machos no se vieron afectados, lo 55
cual sugiere una expresión específica de la línea germinal masculina del «casete letal paternal». 

[0244] Figura 9 Porcentaje de esterilidad masculina y femenina de OX4466 con y sin tetraciclina Tras el 
éxito del efecto letal transmitido paternalmente en Ceratitis capitata y Bactrocera oleae, el enfoque se trasladó a 
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otro díptero de importancia económica: Aedes aegypti. Los ejemplos que se muestran más adelante aportan 
pruebas acerca de la significativa esterilidad masculina en esta especie utilizando secuencias promotoras y 
efectoras similares a las de C. capitata. Tuvieron lugar ligeras alteraciones en algunos constructos utilizando 
secuencias genómicas de este organismo para lograr máximos resultados.

OX4466 (PB-hr5IE1-DsRed-Aeprot-tGFP-EcoRI)5

[0245] Este también proporciona un ejemplo de otro efector: Aepro-EcoRI. Se inyectó OX4466 en embriones de 
Aedes aegypti en etapa de preblastodermo. Los componentes de este constructo están constitutivamente 
expresados, en lugar de ser inducibles mediante el sistema tet-off. Se generaron 4 actos de inserción 
independientes. Se realizó un cruce regresivo de machos y hembras de cada cepa con mosquitos de tipo natural 
del sexo opuesto. Los insectos de tipo natural se utilizaron como control. Se permitió que las hembras 10
depositaran los huevos en papeles de filtro húmedos durante 24 horas. Se evaluó la supervivencia de la 
progenie. Los resultados se muestran en la Figura 9. El gráfico muestra el porcentaje de embriones recolectados 
que eclosionaron de cada cruce de prueba. La tabla interior presenta los números reales registrados. El 
experimento muestra una disminución significativa del número de huevos eclosionados cuando estos habían sido 
engendrados por machos OX4466; la reducción de la viabilidad embrionaria fue menos evidente en la línea D, 15
probablemente a causa de los efectos de posición. Los resultados confirman la especificidad sexual prevista de 
letalidad embrionaria; los embriones de hembras transgénicas son viables al igual que los del cruce control de 
tipo natural. 

[0246] La secuencia de ADN del efector Aedes-protamina-nucleasa (EcoRI) del constructo OX4466 se fusionó 
con un gen fluorescente (turboGFP), de forma que la expresión de la nucleasa debería coexistir con la expresión 20
de la proteína fluorescente en el esperma. La microscopía fluorescente de esperma aislado a partir de testículos 
diseccionados de varios machos OX4466 mostró una intensa colocalización de GFP con el núcleo / cabezas de 
espermatozoides. Este es un ejemplo de función de nucleasa fusionada con expresión fluorescente. 

Figura 10 Porcentaje de esterilidad masculina y femenina de OX4467 con y sin tetraciclina 

[0247]25

OX4467 (PB-hr5IE1-DsRed-Aeprot-tGFP-FoklCD)

[0248] OX4467 es idéntico al plásmido OX4466, siendo la única diferencia que el efector de nucleasa es Fok1 en 
lugar de EcoRI. 

[0249] La inyección de este plásmido en embriones de Aedes aegypti en etapa de preblastodermo derivó en 3 
actos de inserción independientes. Dos de estos actos se perdieron en la generación G1 a través de machos G0 30
transgénicos; lo cual indica una muy fuerte expresión del efecto letal paternal. La cepa restante fue analizada 
como se ha mencionado anteriormente. Los resultados se muestran en la Figura 10. El gráfico muestra el 
porcentaje de embriones recolectados que eclosionaron de cada cruce de prueba. La tabla interior presenta los 
números reales registrados. El experimento muestra una reducción significativa del número de huevos 
eclosionados cuando estos fueron engendrados por machos OX4467. Los resultados confirman la especificidad 35
sexual prevista de la letalidad embrionaria; los embriones de hembras transgénicas son viables del mismo modo
que los de los cruces control de tipo natural.

[0250] Al igual que en el plásmido OX4466, la secuencia de ADN del efector Aedes-protamina-nucleasa (Fok1) 
se fusionó con un gen fluorescente (turboGFP) de tal forma que la expresión de la nucleasa debería coexistir con 
la expresión de la proteína fluorescente en el esperma. La microscopía fluorescente de esperma aislado a partir 40
de testículos diseccionados en varios machos OX4467-E1 mostró una intensa colocalización de GFP con el 
núcleo / cabezas de espermatozoides. Este es otro ejemplo de función de nucleasa fusionada con expresión 
fluorescente. 

OX4286 (PB-AeTopi-tTAV-K10-3xP3-DsR)

[0251] OX4286 (Figura 23) es un constructo basado en el transposón piggyBac que contiene tTAV conducido por 45
el promotor topi y la 5’-UTR de topi derivados de Aedes aegypti. OX4286 (Figura 23) emplea DsRed conducido 
por 3xP3 como marcador de transformación. 3xP3 es un promotor artificial, específico de los ojos, que responde 
al factor de transcripción evolutivamente conservado Pax-6, y está activo durante las fases embrionaria, larvaria 
y de pupa. Para examinar la actividad del promotor Topi, se utilizó una línea indicadora, OX3979-Ae. El OX3979-
Ae contiene una secuencia de codificación de AmCyan bajo el control del operador tetO, integrada en un sitio de 50
acoplamiento genómico utilizando el sistema del fago C31. Este expresa DsRed conducido por hr5IE1 como el 
marcador de transformación. Los heterocigotos dobles que portaban tanto Topi-tTAV como tetO-AmCyan,
generados mediante cruces entre las líneas OX4628B y OX3979, mostraron una clara expresión de AmCyan en 
los testículos de Aedes aegypti de fases larvarias más tardías.

OX4635 (PB-HrIE-AmCyan-SV40-Aebeta2tubulin-hsp83-tTAV-SV40)55

[0252] Para examinar la idoneidad del promotor de B2 tubulin para su uso en un sistema condicional de 
esterilidad masculina en mosquitos OX4635 de Aedes aegypti, se creó un constructo basado en piggyBac. Smith 
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et al., en su publicación de 2007, describieron la clonación y caracterización del promotor de B2-tubulin de Aedes 
aegypti y definieron su fragmento de 959 pb como suficiente para conducir la expresión de DsRed en testículos 
de mosquito, de una forma específica de la fase y el tejido, similar al promotor endógeno. Esto representó una 
expresión directa y acertada de un gen indicador, y fue similar en cuanto al diseño a nuestro sistema constitutivo 
de esterilidad masculina previamente analizado. Para adaptar al promotor para su uso en nuestro sistema de 5
expresión condicional, se decidió eliminar tan pronto como fuera posible las secuencias transcritas de B2-tubulin,
argumentando que era probable que estas mediaran con el retraso traduccional típico de B2-tubulin, lo cual no 
sería nada deseable en el caso del sistema de expresión bipartito propuesto. La 5’-UTR, junto con los primeros 
36 pb de ORF presentes en la secuencia utilizada por Smith et al. (2007), se suprimió y se sustituyó por un 
promotor mínimo de hsp83 de la mosca mediterránea de la fruta. Este promotor modificado se empleó para 10
conducir la expresión de tTAV en el constructo OX4635. OX4635 contiene AmCyan conducido por hr5IE1 como 
el marcador de transformación.

Esterilidad masculina condicional en Aedes aegypti

Figura 11 Expresión de tetO-Ae-Protamine-Fokl-CD (OX4286-B x OX4458) conducida por Topi-tTAV en
OX4282-OX4627 15

[0253] 

OX4627 (PB-AeProt-Fokl-sv40-polyA-hrIE1-DsRed)

[0254] Para la segunda parte del sistema condicional de esterilidad, la proteína efectora nucleasa, se configuró el 
constructo OX4627 de una forma similar a OX4458 (Figura 21) (utilizado con éxito en C. capitata); siendo la 
diferencia principal que la secuencia de protamina utilizada procedía de Aedes aegypti y no de D. melanogaster20
para unos resultados óptimos. 

[0255] La cepa OX4282B se cruzó con cuatro cepas distintas de OX4627. Los machos heterocigotos dobles se 
cruzaron con hembras de tipo natural y se contabilizaron los embriones resultantes para las tasas de eclosión.
Se incluyó un solo OX4627 de tipo natural, y hembras control. Se observó una disminución significativa (de hasta 
el 100 %) de la tasa de eclosión embriónica en la totalidad de las 4 muestras de machos portadores de ambos 25
alelos criados con una dieta sin tetraciclina. Los resultados se muestran en la Figura 11. La progenie de cruces 
entre las líneas OX4286B y OX4627 se crió en una dieta con (tet+) o sin tetraciclina (tet-). Los machos que 
portaban ambos alelos conductores y efectores se cruzaron con las hembras de tipo natural y se calcularon las 
tasas de eclosión de los huevos obtenidos a partir de estos cruces (porcentaje de huevos depositados que 
eclosionaron). Los cruces de machos de tipo natural con hembras de tipo natural se utilizaron como controles.30
Los cruces en los que se observó una esterilidad masculina sumamente significativa (prueba de chi cuadrado) se 
marcan con asteriscos.

Figura 12 Expresión de tetO-Ae-Protamina-Fokl-CD (OX4635 x OX4627) conducida por β2-tub-tTAV en
OX4635-OX4627

[0256] Se cruzaron dos cepas de OX4635 con cuatro cepas distintas de OX4627. Los machos heterocigotos 35
dobles se cruzaron con hembras de tipo natural y se contabilizaron los embriones resultantes para las tasas de 
eclosión. Se utilizó un cruce de tipo natural como control. Se observó una reducción significativa de la tasa de 
eclosión embriónica en algunos machos heterocigotos (para cada alelo) que portaban ambos alelos criados con 
una dieta sin tetraciclina. Se cree que el hecho de que no todas las muestras presentaran la misma tasa de 
esterilidad espermática se puede deber a los efectos de posición de las diversas inserciones de transgén. Los 40
resultados se muestran en la Figura 12. La progenie de cruces entre las líneas OX4635 y OX4627 se crió en una 
dieta con (tet+) o sin tetraciclina (tet-). Los machos que portaban ambos alelos conductores y efectores se 
cruzaron con las hembras de tipo natural y se calcularon las tasas de eclosión de los huevos obtenidos a partir 
de estos cruces (porcentaje de huevos depositados que eclosionaron). Los cruces de machos de tipo natural con 
hembras de tipo natural se utilizaron como controles. Los cruces en los que se observó una esterilidad masculina 45
sumamente significativa (prueba de chi cuadrado) se marcan con asteriscos.

[0257] Se observó un mayor efecto de esterilización global en cruces en los que la expresión de nucleasa fue 
conducida por el promotor Topi, en comparación con B2-tubulin, en Aedes aegypti. No obstante, en ambos casos 
se observó una significativa esterilidad masculina, provocando que tanto topi como la forma alterada de B2-
tubulin sean promotores adecuados para el «efecto de letalidad paternal» en la especie de mosquito Aedes 50
aegypti. Sin embargo, el efecto más intenso ejercido por el promotor de Topi podría estar relacionado con más 
de una inserción de alelo de Topi-tTAV. De acuerdo con los datos de segregación de un fenotipo, existen varias 
inserciones de Topi-tTAV en la línea OX4286B, algunas de las cuales están ligadas al locus de determinación del 
sexo masculino. Aedes aegypti carece de cromosomas sexualmente dimórficos; en su lugar, el sexo se 
determina mediante la presencia o ausencia del locus de determinación del sexo masculino (M). 55

[0258] La proteína de fusión efectora de nucleasa, protamina-Fok1, es completamente funcional en tres especies 
distintas de dípteros analizadas hasta el momento, a saber, C. capitata, B. oleae y Aedes aegypti.
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Cepas de machos estériles y hembras letales cruzadas entre sí

[0259] Con el fin de examinar cómo puede interactuar la tecnología letal de esperma con la tecnología de RIDL 
letal de hembras y los posibles efectos sobre el rendimiento general de un producto final que contenga ambos 
transgenes, se configuró un experimento donde hembras de OX4353 de la mosca mediterránea de la fruta (se 
seleccionaron dos líneas B y F) se cruzaron con machos de una línea letal de hembras de la mosca 5
mediterránea de la fruta (OX3864A y OX3647Q). El uso de la tecnología de RIDL se describió primero en WO 
01/39599. Los individuos que contenían ambas inserciones se seleccionaron según sus fenotipos fluorescentes y 
se establecieron ensayos de letalidad femenina y de esterilidad. En ausencia de tetraciclina, la progenie de estos 
cruces debería ser únicamente masculina y estéril. Se evaluó la fertilidad masculina y la letalidad femenina en 
presencia y ausencia de tetracilina (100 ng/µl). Los resultados confirmaron que no se había producido progenie 10
femenina en ausencia de tetraciclina en ninguno de los cruces, mientras que se obtuvo una proporción de 
machos y hembras normal de 50:50 cuando las larvas habían crecido con comida que contenía tetraciclina. Se 
realizó un cruce regresivo de los machos que contenían ambas inserciones con hembras de tipo natural, y se 
evaluó la esterilidad masculina como en los cruces anteriores. Los resultados se presentan en la Figura 13. Los 
datos indican que la esterilidad masculina de las cepas de OX4353 analizadas no se vieron afectadas por la 15
presencia de la respuesta positiva letal de hembras, o incluso se ha reducido un poco más, aunque este hecho 
se puede atribuir a la variación estocástica. De manera importante, estos crucen sugieren firmemente que la 
presencia de plásmidos letales de hembras y esperma pueden coexistir en un único organismo sin ningún efecto 
adverso en el rendimiento de cualquier inserción. 

Función de 5’-UTR y 3’-UTR en el promotor Ccβ2-tubulin en cepas letales de esperma20

[0260] El promotor Ccβ2-tubulin, como se ha descrito en otras partes en la literatura (Catteruccia et al., 2005; 
Smith et al., 2007; Scolari et al., 2008; Nirmala et al., 2009) no condujo la expresión de DsRed2 en la totalidad 
del esperma en las cepas de OX3671 (Figura 16), posiblemente relacionada con la transcripción tardía o la 
traducción del gen Ccβ2-tubulin. La expresión tardía puede dar como resultado una proteína tTAV insuficiente 
que se una a repeticiones de tetO para la activación de la función de un gen indicador o de un gen letal en la 25
cepa transgénica. Los constructos con una 5’-UTR modificada (OX3831, OX4282 y OX4353) mostraron niveles 
de fluorescencia o letalidad en el esperma más altos, lo cual representa la importancia de la 5’-UTR en la 
expresión génica en la espermatogénesis. 

[0261] En D. melanogaster, la mayoría de los genes se expresan antes de la meiosis, y los productos se 
almacenan en las células de la línea germinal en desarrollo, solo unos pocos genes se transcriben tras la meiosis 30
(White-Cooper 2009). El momento de la transcripción y de la traducción, y la estabilidad de productos proteicos y 
de ARN, son vitales para el desarrollo de cepas transgénicas letales de esperma de mosca mediterránea de la 
fruta. La importancia de esto puede variar entre un tipo de efector y otro. De hecho, Windbichler et al. especulan 
que parte de su problema fue que la nucleasa era demasiado estable, y persistía hasta en el embrión 
(Windbichler et al., 2008). Por otro lado, para el marcado de esperma con una proteína fluorescente, es 35
evidentemente fundamental que la proteína fluorescente sobreviva hasta el esperma maduro. La Ccβ2-tubulin no 
modificada se expresa en la línea germinal masculina, como se puede confirmar mediante el empleo de 
promotores de este gen para conducir la expresión de un gen indicador en espermatocitos. Sin embargo, este 
promotor de Ccβ2-tubulin en su configuración normal, esto es, combinado con secuencias de 5’-UTR derivadas 
del mismo gen, puede conducir la traducción de tTAV muy tarde, y justo antes de la meiosis. En este caso, no 40
hay suficiente tiempo para que la proteína tTAV se una a las secuencias de tetO e induzcan además la suficiente 
expresión del gen indicador adyacente, al cruzarse con una cepa de tetO-indicador. Con el promotor de Ccβ2-
tubulin no modificado, solo uno de cada 20 testículos presentó expresión del indicador (DsRed2) en unos 
cuantos haces de espermátida. Por otro lado, la sustitución de 5’-UTR dio como resultado una mayor expresión 
de fluorescencia en espermatocitos y espermátidas tempranas de testículos diseccionados de machos en las 45
cepas OX3831 (Figura 20) y OX4282. La 3’-UTR contiene secuencias que regulan la eficacia de la traducción y 
la estabilidad del ARNm, sustituyendo por tanto la 3’-UTR del gen tubulin con una secuencia que se sabe que 
funciona en una amplia gama de especies; posiblemente, una elimina los elementos reguladores responsables 
de la traducción tardía del gen tubulin.

OX4371 (PB-HrIE-AmCyan-SV40-TurboGFP-teto14-Topi-ubi-tTAV2-SV40)50

OX4112 (PB-IPPO-1-hsp83-tetO21-Hr5-IE1-Red)

[0262] Por el patrón hereditario, las líneas de OX4371 (Figura 27) parecían presentar una única copia del 
transgén. Al cruzarse con la línea OX4112 (Figura 17), que contiene el efector IPpo1, se produjo una ligera 
disminución del número de individuos que contenían ambos plásmidos (en comparación con las pupas de tipo 
natural del mismo cruce). No obstante, no hubo una reducción significativa del número de huevos eclosionados 55
en la mayoría de las líneas, con la excepción de la línea E, que presentaba una reducción del 40 % en la 
fertilidad masculina.

OX4371 (PB-HrIE-AmCyan-SV40-TurboGFP-teto14-Topi-ubi-tTAV2-SV40)

OX4104 (PB-YAFN-hsp83-tetO21-Hr5-IE1-Red) (Figura 19).

E13711848
03-08-2018ES 2 683 039 T3

 



39

[0263] Cuando se cruzaron las líneas de OX4371 (Figura 27) con la línea de dedo de 3-Zn, las moscas que 
contenían ambos plásmidos eran totalmente viables y estaban sanas. No se produjo una reducción de la 
fertilidad masculina en la línea F; sin embargo, se produjo una reducción del 45 % y del 40 % en las líneas B y E 
respectivamente.

OX4391 (PB-HrIE-AmCyan-SV40-TurboGFP-teto14-Topi-ubi-tTAV2-Topi3'UTR)5

OX4104 (PB-YAFN-hsp83-tetO21-Hr5-IE1-Red) (Figura 19)

[0264] Se estimó que las líneas de OX4391G, C y D presentaban una única inserción, mientras que las líneas B 
y H parecían presentar cada una dos copias del transgén. Al cruzar las líneas de OX4391 (Figura 22) con la 
línea de tetO-dedo de 3Zn (OX4104, Figura 19), no pareció haber ningún efecto adverso en la viabilidad de los 
individuos que contenían ambos plásmidos. Esto indica que presentaba una expresión basal muy baja (en caso 10
de haberla) de los transgenes en tejido somático. De entre la totalidad de las 5 líneas analizadas, B presentaba 
una reducción del 70 % en la capacidad del esperma para producir progenie viable, mientras que la línea H era 
únicamente un 40 % fértil. No hubo diferencias significativas en la viabilidad de los huevos con y sin T en el resto 
de las líneas. Los resultados indican claramente que la presencia de dos copias en esta combinación en concreto 
disminuye significativamente la fertilidad de los machos analizados.15

OX4391 (PB-HrIE-AmCyan-SV40-TurboGFP-teto14-Topi-ubi-tTAV2-Topi3'UTR)

OX4112 (PB-IPPO-1-hsp83-tetO21-Hr5-IE1-Red)

[0265] Cuando se cruzaron las mismas líneas de OX4391 (Figura 22) con la línea de IPPO1, la cantidad de 
progenie que contenía ambos plásmidos en ausencia de T se redujo en comparación con la progenie que 
contenía cualquiera de los dos plásmidos o ninguno. La viabilidad del huevo se evaluó según lo descrito en 20
experimentos similares. No se produjo una reducción significativa de la cantidad de larvas eclosionadas al 
compararse con el control de tipo natural en las líneas B, C, F y G. Se experimentó una reducción del 50 % en la 
viabilidad del embrión en la línea H. 

[0266] Tanto el promotor Aetopi como el promotor Cctopi han demostrado que son capaces de dirigir la 
expresión específica de los testículos de un gen indicador y de tTAV, que posteriormente indujo expresión 25
específica de los testículos de un gen indicador o de un gen letal. En concreto, se mostró que una secuencia de 
1233 pb, incluyendo 1168 pb de promotor Aetopi y 65 pb de 5’-UTR de Aetopi, conducía expresión específica en
los testículos de la proteína de fusión tTAV-DsRed en Ae. aegypti (datos no mostrados), y que la expresión de 
tTAV puede inducir además la expresión del gen indicador AmCyan específico de los testículos. Un promotor 
Cctopi putativo de 1178 pb no mostró indicios de actividad específica en los testículos de la mosca mediterránea 30
de la fruta. Se descubrió que un fragmento de secuencia más grande (1708 pb) de Cctopi era suficiente para 
conducir la expresión de tTAV específica de los testículos. 

[0267] Desde una perspectiva de ingeniería genética aplicada, el fragmento de promotor putativo de Cctopi
utilizado se verificó como un nuevo promotor específico de la línea germinal masculina en la mosca mediterránea 
de la fruta, con una expresión más temprana que el promotor de β-2-tubulin anteriormente caracterizado. 35
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SECUENCIAS

[0269] Los párrafos siguientes se refieren a las SEQ ID N.os: 1-56 que se dan a conocer a continuación.

SEQ ID N.os: 1-5 Secuencias completas de beta-2 tubulin - distintos insectos

[0270]45

SEQ ID N.o: 1 >gi|167822003|gb|EU386342.1| ARNm de beta-2-tubulin de Ceratitis capitata, cds completa

SEQ ID N.o: 2 >gi|158742|gb|M20420.1|DROTUBB2A ARNm de beta-2-tubulin de D. melanogaster, cds completa

SEQ ID N.o: 3 >gi|111035017|gb|DQ833526.1| Gen de beta-2 tubulin (B2t) de Aedes aegypti, cds completa

SEQ ID N.o: 4 >gi|2|9815271|gb|EU938673.1| Gen de beta-2 tubulin de Bactrocera dorsalis, cds completa

SEQ ID N.o: 5 >gi|219815267|gb|EU938671.1| Gen de beta-2 tubulin de Anastrepha suspensa, cds completa50

E13711848
03-08-2018ES 2 683 039 T3

 



43

SEQ ID N.os: 6-10: secuencias de 5’-UTR de beta-2 tubulin - distintos insectos

[0271]

SEQ ID N.o: 6 >gi|167822003|gb|EU386342.1| 5’-UTR de beta-2 tubulin de Ceratitis capitata

SEQ ID N.o: 7 >gi|158742|gb|M20420.1|DROTUBB2A 5’-UTR de beta-2-tubulin de D. melanogaster

SEQ ID N.o: 8 >gi|9815271|gb|EU938673.1| 5’-UTR de beta-2 tubulin de Bactrocera dorsalis5

SEQ ID N.o: 9 >gi|111035017|gb|DQ833526.1| 5’-UTR de beta-2 tubulin (B2t) de Aedes aegypti

SEQ ID N.o: 10 >gi|219815267|gb|EU938671.1|DROTUBB2A 5’-UTR de beta-2 tubulin de Anastrepha suspensa

SEQ ID N.os: 11-15: secuencias de 3’-UTR de beta-2 tubulin - distintos insectos

[0272]

SEQ ID N.o: 11 >gi|167822003|gb|EU386342.1| 3’-UTR de beta-2 tubulin de Ceratitis capitata10

SEQ ID N.o: 12 >gi|158742|gb|M20420.1|DROTUBB2A 3’-UTR de beta-2-tubulin de D. melanogaster

SEQ ID N.o: 13 >gi|111035017|gb|DO833526.1| 3’-UTR de beta-2 tubulin (B2t) de Aedes aegypti

SEQ ID N.o: 14 >gi|2|9815271|gb|EU938673.1| 3’-UTR de beta-2 tubulin de Bactrocera dorsalis

SEQ ID N.o: 15 >gi|219815267|gb|EU938671.1| 3’-UTR de beta-2 tubulin de Anastrepha suspensa

tTAV y variantes15

[0273]

SEQ ID N.o: 16: Marco de lectura abierta de tTAV

SEQ ID N.o: 17: Secuencia de proteína de tTAV

SEQ ID N.o: 18: Marco de lectura abierta de tTAV2

SEQ ID N.o: 19: Secuencia de proteína de tTAV220

SEQ ID N.o: 20: Marco de lectura abierta de tTAV3

SEQ ID N.o: 21: Secuencia de proteína de tTAV3

SEQ ID N.o: 22 - 5’-UTR de Beta-2 tubulin de D. melanogaster

SEQ ID N.o: 23-24 - secuencia promotora de b2 tubulin de Drosophila melanogaster (SEQ ID N.º 24) alineada 
con la secuencia de ARNm de b2-tubulin de Dm (5’-UTR se incluye en el alineamiento) (SEQ ID N.º 23)25

SEQ ID N.o: 25 - ORF de Hsp83 de la mosca mediterránea de la fruta

SEQ ID N.o: 26 - 5’-UTR proporcionada por genebank

SEQ ID N.o: 27 - 5’-UTR de Hsp83 de 4353

SEQ ID N.o: 28 - Secuencia de aminoácidos de Hsp83 de la mosca mediterránea de la fruta

SEQ ID N.o: 5’-UTR de Dm Aly de OX383130

SEQ ID N.o: 30 - Promotor de Dm Aly

SEQ ID N.o: 31 - TETR

SEQ ID N.o: 32 - VP16

Las secuencias de TETR y VP16 combinadas dan lugar a la secuencia de tTAV. 

SEQ ID N.o: 33 - ADNc de DmTopi35

SEQ ID N.o: 34 - Secuencia promotora de Dm según se encuentra en la base de la mosca

SEQ ID N.o: 35 - # Promotor Cc topi de OX4254

SEQ ID N.o: 36 - # Promotor Cc topi de OX4275

SEQ ID N.o: 37 - # Promotor Cc topi de OX4371

SEQ ID N.o: 38-40 Alineamiento de LA4254 (SEQ ID N.º 38) cf LA4275 (SEQ ID N.º 39) cf LA4371 (SEQ ID N.º 40
40)

SEQ ID N.o: 41 - Promotor Aedes topi de 4286

E13711848
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SEQ ID N.o: 42 - 5’-UTR de Ae topi de 4286

SEQ ID N.o: 43 ORF de Topi de Drosophila melanogaster (región codificante)

SEQ ID N.o: 44 - ORF de Aly de Drosophila melanogaster (región codificante) 

SEQ ID N.o: 45 - Promotor y 5’-UTR de B2 tubulin de LA 3671 

SEQ ID N.o: 46 - Promotor de B2 tubulin de LA 43535

SEQ ID N.o: 47 - 5’-UTR de hsp83 de LA 4353

SEQ ID N.o: 48 - 5’-UTR de B2 tubulin

SEQ ID N.o: 49 - AeProtamina

SEQ ID N.o: 50 - SG4

SEQ ID N.o: 51 - Dominio de escisión de Fok110

SEQ ID N.o: 52 - Aeprotamina-SG4-Fok1

SEQ ID N.o: 53 - Cebador directo del promotor de B2 tubulin de la mosca mediterránea de la fruta

SEQ ID N.o: 54 - Cebador inverso del promotor de B2 tubulin de la mosca mediterránea de la fruta

SEQ ID N.º: 55 - Cebador de TopitestF1

SEQ ID N.o: 56 - Cebador de Topitest R15

SEQ ID N.o: 23-24

Secuencia promotora de b2 tubulin de Drosophila melanogaster alineada con la secuencia de ARNm de 
b2-tubulin de Dm (5’-UTR se incluye en el alineamiento) 

[0274]

E13711848
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extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida
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extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida
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extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida
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extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida
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[0275] SEQ ID N.os: 38-40 - Alineamiento de LA4254 (SEQ ID N.º 38) cf LA4275 (SEQ ID N.º 39) cf LA4371 
(SEQ ID N.º 40): 

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida

extendida
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LISTA DE SECUENCIAS

[0276]

<110> Oxitec Ltd

<120> Biocontrol5

<130> PN505473WO

<160> 56

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

E13711848
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<211> 1859
<212> DNA
<213> Ceratitis capitata

<400> 1 

5

<210> 2
<211> 1870
<212> DNA

E13711848
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<213> Drosophila melanogaster

<400> 2 

<210> 35
<211> 2128
<212> DNA

E13711848
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<213> Aedes aegypti

<400> 3 
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<210> 4
<211> 3049
<212> DNA
<213> Bactrocera dorsalis5

<400> 4 
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<210> 5
<211> 4476
<212> DNA
<213> Anastrepha suspensa5

<400> 5 
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<210> 6
<211> 309
<212> DNA
<213> Ceratitis capitata5

<400> 6 
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<210> 7
<211> 232
<212> DNA
<213> Drosophila melanogaster

<400> 7 5

<210> 8
<211> 1008
<212> DNA
<213> Bactrocera dorsalis10

<400> 8 

<210> 9
<211> 54115
<212> DNA
<213> Aedes aegypti

<400> 9 
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<210> 10
<211> 2118
<212> DNA
<213> Anastrepha suspensa5

<400> 10 
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<210> 11
<211> 213
<212> DNA
<213> Ceratitis capitata5

<400> 11 

<210> 12
<211> 299
<212> DNA10
<213> Drosophila melanogaster

<400> 12 
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<210> 13
<211> 193
<212> DNA
<213> Bactrocera dorsalis5

<400> 13 

<210> 14
<211> 638
<212> DNA10
<213> Bactrocera dorsalis

<400> 14 

<210> 15
<211> 95915
<212> DNA
<213> Anastrepha suspensa

<400> 15 
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<210> 16
<211> 1014
<212> DNA
<213> artificial5

<220>
<223> tTAV ORF

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1014)10

<400> 16 
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<210> 17
<211> 338
<212> PRT
<213> artificial

<220>5
<223> Synthetic Construct

<400> 17 

ES 2 683 039 T3
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<210> 18
<211> 1014
<212> DNA
<213> artificial5

<220>
<223> tTAV2 ORF

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1014)10

<400> 18 
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<210> 19
<211> 337
<212> PRT
<213> artificial5

<220>
<223> Synthetic Construct

<400> 19 

ES 2 683 039 T3
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<210> 20
<211> 1011
<212> DNA
<213> artificial5

<220>
<223> tTAV3 ORF

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1011)10

<400> 20 
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<210> 21
<211> 336
<212> PRT
<213> artificial5

<220>
<223> Synthetic Construct

<400> 21 

ES 2 683 039 T3
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<210> 22
<211> 175
<212> DNA5
<213> D. melanogaster

<400> 22 
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<210> 23
<211> 3960
<212> DNA
<213> Drosophila melanogaster5

<400> 23 
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<210> 24
<211> 1870
<212> DNA
<213> Drosophila melanogaster5

<400> 24 
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<210> 25
<211> 516
<212> DNA
<213> Ceratitis capitata5

<400> 25 

<210> 26
<211> 144
<212> DNA10
<213> artificial

<220>
<223> artificial

<400> 26 
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<210> 27
<211> 221
<212> DNA
<213> Ceratitis capitata5

<400> 27 

<210> 28
<211> 172
<212> PRT10
<213> Ceratitis capitata

<400> 28 
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<210> 29
<211> 97
<212> DNA
<213> Drosophila melanogaster

<400> 29 5

<210> 30
<211> 2000
<212> DNA
<213> Drosophila melanogaster10

<400> 30 
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<210> 31
<211> 624
<212> DNA
<213> artificial5

<220>
<223> TETR of TTAV sequence

<400> 31 

10

ES 2 683 039 T3
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<210> 32
<211> 624
<212> DNA
<213> artificial

<220>5
<223> VP16 of TTAV sequence

<400> 32 

<210> 33
<211> 265210
<212> DNA
<213> Drosophila melanogaster

<400> 33 
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<210> 34
<211> 701
<212> DNA
<213> Drosophila melanogaster5

<400> 34 

<210> 35
<211> 1178
<212> DNA10
<213> Ceratitis capitata

<400> 35 
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<210> 36
<211> 1178
<212> DNA
<213> Ceratitis capitata5

<400> 36 

ES 2 683 039 T3
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<210> 37
<211> 1785
<212> DNA
<213> Ceratitis capitata5

<400> 37 
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<210> 38
<211> 1238
<212> DNA
<213> artificial5

<220>
<223> Plasmid

<400> 38 

10

<210> 39
<211> 1178
<212> DNA
<213> artificial
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<220>
<223> plasmid

<400> 39 

<210> 405
<211> 1785
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> plasmid10

<400> 40 
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<210> 41
<211> 1168
<212> DNA
<213> Aedes aegypti5

<400> 41 
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<210> 42
<211> 65
<212> DNA
<213> Aedes aegypti5

<400> 42 

<210> 43
<211> 2445
<212> DNA10
<213> Drosophila melanogaster

<400> 43 
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<210> 44
<211> 1707
<212> DNA
<213> Drosophila melanogaster5

<400> 44 
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<210> 45
<211> 1030
<212> DNA
<213> artificial5

<220>
<223> plasmid

<400> 45 

10

<210> 46
<211> 795
<212> DNA
<213> artificial
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<220>
<223> plasmid

<400> 46 

<210> 475
<211> 221
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> plasmid10

<400> 47 

<210> 48
<211> 233
<212> DNA15
<213> artificial

<220>
<223> plasmid

<400> 48 

20

<210> 49
<211> 324
<212> DNA
<213> Aedes aegypti
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<400> 49 

<210> 50
<211> 30
<212> DNA5
<213> artificial

<220>
<223> Spacer sequence

<400> 50

tctggaggcg gtggctcagg cggtggaggc   3010

<210> 51
<211> 591
<212> DNA
<213> Planomicrobium okeanokoites

<400> 51 15

<210> 52
<211> 945
<212> DNA20
<213> Artificial

<220>
<223> Aeprotamine from Aedes aegypti, Fok1 from Planomicrobium okeanokoites

<400> 52 
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<210> 53
<211> 38
<212> DNA
<213> Artificial5

<220>
<223> Primer

<400> 53
ctcccgtgcg atatcctagg ccccatgtta caaggctg   38

<210> 5410
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Primer15

<400> 54
agccattttg gttaattgaa atccctaaaa taaatgtaat tcatttttcg   50

<210> 55
<211> 24
<212> DNA20
<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 55
gtaactcccg ttcctgagac aaca   2425

<210> 56
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>30
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<223> Primer

<400> 56
cgatatggag tgggtgaaac ctca   24
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de expresión génica de la línea germinal masculina de artrópodo adecuado para la expresión 
condicional de un gen efector en una línea germinal masculina de artrópodo, comprendiendo el sistema: 

- una primera unidad de expresión comprendiendo un gen efector y un promotor para este ligado de forma 
funcional al mismo;5

- una segunda unidad de expresión comprendiendo una secuencia de codificación para un factor de 
transcripción y un elemento regulador en la dirección 5' ligado de forma funcional a este, siendo capaz el 
factor de transcripción de actuar sobre el promotor en la primera unidad de expresión para conducir la 
expresión del gen efector, incluyendo el elemento regulador en la dirección 5':

- un promotor para el factor de transcripción, donde el promotor es de Beta-2 Tubulin (B2T), matotopetli (topi)10
o always early (aly); y

- una 5’-UTR adyacente a un sitio de inicio para la secuencia de codificación del factor de transcripción, 

donde la 5’-UTR es de heat shock protein 83 (hsp83), aly, o topi;

conduciendo el elemento regulador en la dirección 5’ la suficiente expresión del factor de transcripción de tal 
forma que la proteína del factor de transcripción conduce a su vez la transcripción del gen efector antes de la 15
meiosis.

2. Sistema de expresión génica de acuerdo con la reivindicación 1, donde el factor de transcripción es un 
activador transcripcional, como tTA, GAL4 o sus variantes.

3. Sistema de expresión génica de acuerdo con la reivindicación 1, donde el efector es una endonucleasa, más 
preferiblemente una nucleasa de dedos de 3-Zn.20

4. Sistema de expresión génica de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, donde el promotor de la primera 
unidad de expresión es un promotor mínimo.

5. Sistema de expresión génica de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, donde la 5’-UTR de hsp83 en el 
elemento regulador en la dirección 5’ en la segunda unidad de expresión es la de la mosca mediterránea de la 
fruta o el artrópodo objetivo. 25

6. Sistema de expresión génica de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, donde se utiliza el sistema 
Gal4-UAS, de tal forma que el factor de transcripción es GAL4.

7. Sistema de expresión génica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el sistema es un 
sistema inducible, donde la inducción tiene lugar mediante el suministro o ausencia de una entidad química, 
como tetraciclina o uno de sus análogos incluida doxiciclina. 30

8. Sistema de expresión génica de acuerdo con la reivindicación 7, donde el factor de transcripción en la 
segunda unidad de expresión es tTA o una variante de este (tTAV, tTAV2, tTAV3).

9. Sistema de expresión génica de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, donde el factor de transcripción 
de la segunda unidad de expresión es tTA o una variante y la primera unidad de expresión incluye el operador tet 
(tetO). 35

10. Sistema de expresión génica de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, donde el artrópodo es un 
insecto, preferiblemente un díptero, incluido un tefrítido, como una mosca mediterránea de la fruta o una mosca 
del olivo. 

11. Sistema de expresión génica de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, donde la nucleasa confiere o 
transmite letalidad de efecto paternal. 40

12. Método para expresar una proteína efectora en una gónada de un artrópodo o esperma de un artrópodo 
comprendiendo la transformación de la gónada con el sistema de expresión de acuerdo con cualquier 
reivindicación anterior. 

13. Método de control de población de artrópodos comprendiendo la expresión de la proteína efectora del 
sistema de expresión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11 en las gónadas de un artrópodo 45
macho. 

14. Método de gestión de la resistencia en artrópodos comprendiendo el uso del sistema de expresión de 
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11.

15. Método de control de calidad, comprendiendo la inclusión de un indicador, como una proteína fluorescente 
como, o además de, la proteína efectora en el sistema de expresión de acuerdo con cualquiera de las 50
reivindicaciones 1-11, de tal forma que los individuos de artrópodo en los que se ha inducido o desreprimido la 
expresión del sistema se tornan visibles con longitudes de onda de luz adecuadas. 

ES 2 683 039 T3
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16. Método de determinación de un estado de apareamiento de un artrópodo hembra, comprendiendo el uso del 
sistema de expresión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11 en una población de machos 
transgénicos, donde dicho sistema comprende un marcador como una proteína indicadora fluorescente; y donde 
el esperma está presente, evaluando la presencia de dicho marcador en la hembra; siendo la presencia del 
marcador indicativa de que la hembra se ha apareado con un macho transgénico portador del sistema.5
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Figura 1. Diseño del ensayo de tasa de eclosión de huevos

Figura 2. Porcentaje de esterilidad masculina de OX4282-OX4104 con y sin Tetraciclina

propicio represivo

Huevos (NT) Huevos (T)

Cribado de hets. dobles

Recolección de huevos

Ensayo de tasas de eclosión Ensayo de tasas de eclosión

Prueba
(Debería tener efecto)

Control
(Sin efecto)

%
 d

e
 h

u
e
vo

s 
e
c
lo

si
o
n
a
d
o
s

27,24

77,61
83,66

13,87

90,16

78,37

96,6196,36

ES 2 683 039 T3

 



100

Figura 3. Porcentaje de esterilidad masculina de OX4282-OX4458 con y sin Tetraciclina

Figura 4. Porcentaje de esterilidad masculina de OX4353 con y sin Tetraciclina
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Figura 5. Porcentaje de esterilidad femenina de OX4353 con y sin Tetraciclina

Figura 6. Esterilidad reprimible específica en machos en las líneas OX4718-σ1
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Figura 7. Porcentaje de esterilidad masculina de la mosca del olivo OX4705 con y sin Tetraciclina

Figura 8. Porcentaje de esterilidad femenina de OX4705 con y sin Tetraciclina
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Figura 9. Ensayo de tasa de eclosión de huevos en la cepa OX4466

Figura 10. Ensayo de tasa de eclosión de huevos en la cepa OX4467-E1
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Figura 11. Ensayo de tasa de eclosión de las líneas de Aedes aegypti portadoras 
de los alelos tanto topi-tTav como tetO-Dm-Protamine-Fokl

Figura 12. Ensayo de tasa de eclosión de las líneas de Aedes aegypti portadoras 
de los alelos tanto β2-tubulin-tTav como tetO-Dm-Protamine-Fokl
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Figura 13. Cepas de OX4353 cruzadas con dos líneas letales femeninas de RIDL 
principales (OX3864A y OX3647Q).

Figura 14. Mapa de plásmido de OX3866
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Figura 15. Mapa de plásmido de OX3867

Figura 16. Mapa de plásmido de OX3671
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Figura 17. Mapa de plásmido de OX4112

Figura 18. Mapa de plásmido de OX4103
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Figura 19. Mapa de plásmido de OX4104

Figura 20. Mapa de plásmido de OX3831
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Figura 21. Mapa de plásmido de OX4458

Figura 22. Mapa de plásmido de OX4391
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Figura 23. Mapa de plásmido de OX4286

Figura 24. Mapa de plásmido de OX3978
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Figura 25. Mapa de plásmido de OX4275

Figura 26. Mapa de plásmido de OX4254
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Figura 27. Mapa de plásmido de OX4371
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