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SISTEMA DE EXPRESIÓN GÉNICA 

 

La presente invención se refiere a sistemas de expr esión 

letales condicionales para insectos, a su uso y a m étodos de 

control de población utilizando insectos transforma dos con 5 

los mismos. 

 

Un método significativo de control de las poblacion es de 

insectos en el medio salvaje consiste en el arte de  Insecto 

Estéril irradiado (SIT), que sirve como un método d e control 10 

de insectos inocuo para el medio ambiente, implica la cría en 

masa de las moscas y la esterilidad de los machos p or 

irradiación. Sin embargo, la SIT no es efectiva ni 

económicamente viable en todas las áreas cuando se compara 

con otros métodos de control, y el éxito del progra ma de 15 

radiación SIT depende de que la mosca irradiada ten ga 

patrones de comportamiento similares a las poblacio nes 

salvajes de machos. Otra limitación de este método SIT es la 

separación de machos y hembras en la etapa pupal. E s deseable 

liberar solamente insectos machos, ya que la libera ción de 20 

insectos hembra puede resultar en un mayor daño a l os 

cultivos en la zona de liberación. En particular, l a 

separación requiere una clasificación manual labori osa de los 

insectos, y consume mucho tiempo. 

 25 

Un método alternativo ha sido la introducción de la s cepas 

sexadas letales sensibles a la temperatura (TSL), p or lo que 

una translocación cromosómica de una mutación espon tánea en 

la mosca del mediterráneo (medfly) ha permitido una  

separación sensible a la temperatura (Caceres 2002) ; Esta 30 

línea transformada es 99% efectiva en la eliminació n de las 

hembras (Mumford 2012). Sin embargo, la cepa  tsl ha 
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demostrado un alto grado de inestabilidad y, por lo  tanto, 

requiere instalaciones laboriosas y costosas de col onia de 

filtros en instalaciones de cría en masa (Caceres 2 002). 

Otro método de control es el uso de un sistema gené tico 

represible, dominante, letal introducido en el geno ma de un 5 

insecto. Un perfeccionamiento adicional de este mét odo ha 

consistido en utilizar un sistema genético represib le, 

dominante, letal específico para la hembra. Estos s istemas 

proporcionan para la expresión específica para hemb ras de un 

producto de gen letal en ausencia de un represor. S e 10 

desarrollaron sistemas de dos componentes, en los q ue un 

producto del gen transactivador actúa como un trans activador 

para un gen letal, mediante la activación de un pro motor para 

el gen letal. El sistema es represible proporcionan do un 

represor que evitaría la acción del producto génico  15 

transactivador sobre el promotor del gen letal. 

 

En desarrollos posteriores de este sistema genético  

represible, dominante, letal, específico hembra, se  

proporciona un solo gen a expresar, con el producto  del gen 20 

que es un transactivador para el gen y que es un pr oducto 

letal, creando así un bucle de retroalimentación po sitivo que 

conduce a la muerte del insecto transgénico.  

 

Gong et al . Describen cepas de moscas del mediterráneo que 25 

albergan transactivadores de tetraciclina (tTA) que  causan 

letalidad en etapas tempranas de desarrollo de la p rogenie 

heterocigótica pero que tienen poco efecto sobre la  

supervivencia de los insectos transgénicos parental es. En 

este sistema, tTA es tanto el transactivador como e l letal, 30 

ya que se cree que los altos niveles de tTA son per judiciales 

para las células. De hecho, el tTA se modificó para  ser 
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optimizado para la expresión en insectos, y esta va riante se 

conoce como tTAV. Sin embargo, este documento descr ibe que 

algunos insectos escaparon al efecto letal del tTAV , y que la 

posibilidad de resistencia bioquímica a la molécula  efectora 

letal puede ser un inconveniente para este sistema.  También 5 

se describe que se prefiere la letalidad temprana e n el 

desarrollo. 

Fu et al . Describen un sistema genético autocida específico  

en hembras  C. capitata , utilizando tTA y Cctra . El  Cctra 

insertado en el tTA produce la interrupción de la 10 

transcripción tTA en las variantes del empalme en m achos, 

pero no en las variantes del empalme en hembras (Fi gura 1). 

Anteriormente, había carencia de sistemas de expres ión génica 

caracterizados capaces de conferir expresión especi fica en 

hembras en etapas de desarrollo tempranas. El siste ma de Fu  15 

et al ., proporciona esa expresión específica en hembras en 

las primeras etapas del desarrollo. El intrón espec ífico en 

hembras  Cctra se insertó en la región codificadora de tTAV en 

un bucle de retroalimentación positiva de Gong  et al ., y esto 

proporcionó letalidad específica en hembras. 20 

 

Sin embargo, los datos obtenidos en Fu  et al ., indica que la 

letalidad ocurre en las etapas larval tardía/pupal temprana 

del desarrollo y que la mayoría de las líneas de in sectos no 

son 100% penetrantes. Fu  et al ., también describe que una 25 

dificultad potencial de este sistema es la saturaci ón de la 

capacidad de respuesta. Se cree que los factores qu e regulan 

el empalme alternativo están en suministro relativa mente 

corto, de manera que la vía de empalme alternativa puede 

saturarse si se produce demasiado pre-mARN. Para qu e el 30 

sistema de retroalimentación positiva específico de  la hembra 

sea letal, se deben producir grandes cantidades de tTAV, por 
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lo que se requieren altos niveles de empalme de tip o F1 (tipo 

hembra). Otro problema es la ineficiencia, ya que u na 

proporción sustancial del pre-mARN en las hembras s e procesa 

en las formas macho (M1 y M2). Éstos no producen un a proteína 

funcional, por lo que tienden a atenuar la letalida d con 5 

respecto a las constructos no específicas del sexo.  

 

Por lo tanto, es deseable proporcionar un sistema g enético 

represible, dominante, letal especifico para hembra s, 

mejorado, con inicio temprano del efecto letal en e l 10 

desarrollo al previamente visto, preferiblemente co n 

penetración mejorada, y preferiblemente con un ries go 

reducido de resistencia bioquímica. Una mejora adic ional 

deseable es la mayor estabilidad del sistema una ve z 

insertado en el genoma del huésped. 15 

 

Sorprendentemente, se ha descubierto ahora que la p enetración 

de un sistema transgénico de este tipo se mejora 

proporcionando un transgén que tiene dos sistemas d e 

expresión letales dominantes reprimibles, específic os para la 20 

hembra. La provisión de dos sistemas de expresión d e este 

tipo sorprendentemente también tiene la ventaja adi cional de 

inducir una aparición temprana de letalidad, además  de 

reducir el riesgo de desarrollar resistencia bioquí mica al 

producto letal. 25 

 

Por lo tanto, en un primer aspecto, se proporciona una 

secuencia de polinucleotidos que comprende un prime r y un 

segundo sistema de expresión génica, en el que: 

 30 

i) el primer sistema de expresión génica comprende los 

componentes; un primer gen letal dominante operativ amente 
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unido a un primer promotor, un gen que codifica un primer 

factor de transcripción de activación, y una primer a 

secuencia de control de empalme, 

ii) el segundo sistema de expresión génica comprend e los 

componentes; un segundo gen letal dominante 5 

operativamente unido a un segundo promotor, un gen que 

codifica un segundo factor de transcripción de 

activación, y una segunda secuencia de control de 

empalme,  

 10 

en la que 

Cada uno de dichos factores de transcripción de 

activación es capaz de activar al menos uno de dich os 

promotores, con la condición de que ambos de dichos  

promotores se activan cuando se expresan ambos de d ichos 15 

factores de transcripción, 

 

Cada una de la primera y segunda secuencias de cont rol 

de empalme media la expresión específica para la he mbra del 

primero y segundo gen letal dominantes, respectivam ente, 20 

mediante empalme alternativo, la actividad de trans activación 

de cada uno del primero y el segundo factores de 

transcripción de activación es represible por un pr imero y un 

segundo factor de control exógeno, respectivamente,  en donde 

dicho primer factor de control exógeno es igual o d iferente 25 

de dicho segundo factor de control exógeno; y 

 

Cada uno de dichos componentes de dicho primer sist ema 

de expresión génica es el mismo o diferente de dich os 

componentes de dicho segundo sistema de expresión g énica. 30 
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Los sistemas de expresión de la invención son capac es de 

expresarse en insectos, preferiblemente al menos en  dípteros, 

coleópteros y/o lepidópteros. 

 

Los sistemas de expresión de la invención preferibl emente 5 

comprenden cada uno un promotor seleccionado para l a 

expresión en insectos, preferiblemente al menos en dípteros, 

coleópteros y/o lepidópteros. El promotor puede ser  un 

promotor de insecto, o un promotor que es operativo  en al 

menos un tejido de un insecto objetivo. 10 

 

Se ha demostrado que dos o más sistemas de expresió n génica 

condicional, dominante, letal proporcionan altos ni veles de 

penetración en insectos. La letalidad generalmente se induce 

en una etapa temprana de desarrollo y el riesgo de 15 

resistencia bioquímica se reduce, en comparación co n un único 

sistema de expresión génica, letal dominante condic ional para 

insecto. La invención es útil para el control de la s 

poblaciones de insectos. 

 20 

Cada uno de los dos sistemas comprende un gen letal  dominante 

que se ha de expresar y un factor de transcripción de 

activación para activar la expresión del gen letal.  El efecto 

del factor de transcripción de activación puede ser  

reprimido, y el producto del gen letal dominante ti ene un 25 

efecto letal sobre el insecto cuando se expresa en cantidad 

suficiente. Cada sistema de expresión también compr ende una 

secuencia de control de empalme que proporciona la 

especificidad en hembras del efecto letal. La prese ncia de 

dos sistemas de expresiones letales, dominantes, re primibles, 30 

específicos de la hembra mejora la penetración del sistema 

aumentando la cantidad de producto letal expresado,  con lo 
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que se incrementa así la probabilidad de letalidad efectiva. 

La presencia de dos sistemas de expresión también i nduce una 

aparición temprana de letalidad durante el desarrol lo debido 

a una acumulación de producto letal, y el riesgo de  

mecanismos de resistencia se reduce porque la proba bilidad de 5 

desarrollar resistencia a ambos sistemas de expresi ón es 

baja. 

 

El término “penetrancia”, tal como se utiliza aquí,  se 

refiere a la proporción de individuos que llevan un a variante 10 

particular de un gen que expresa también el rasgo f enotípico 

asociado con esa variante. Por lo tanto, la "penetr ancia", en 

relación con la presente invención, se refiere a la  

proporción de organismos transformados que expresan  el 

fenotipo letal. 15 

 

El término "constructo", como se usa aquí, se refie re a un 

segmento de ADN construido artificialmente para su inserción 

en un organismo huésped, para modificar genéticamen te el 

organismo huésped. Al menos una parte del construct o se 20 

inserta en el genoma del organismo huésped y altera  el 

fenotipo del organismo huésped. El constructo puede  formar 

parte de un vector o ser el vector. 

 

El término “transgén”, tal como se utiliza en este documento, 25 

se refiere a la secuencia de polinucleótidos que co mprende un 

primer y un segundo sistema de expresión génica par a ser 

insertado en el genoma del organismo huésped, para alterar el 

fenotipo del organismo huésped. 

 30 

El término "sistema de expresión génica", como se u sa en el 

presente documento, se refiere a un gen a ser expre sado junto 
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con cualquier gen y secuencias de ADN que se requie ran para 

la expresión de dicho gen a ser expresado. 

 

El término "secuencia de control de empalme", como se usa en 

este documento, se refiere a una secuencia de ADN a sociada 5 

con un gen, en donde la secuencia de ADN, junto con  un 

espliceosoma, media el empalme alternativo de un pr oducto de 

ARN de dicho gen. Preferiblemente, la secuencia de control de 

empalme, junto con el spliceosoma, media el empalme  de un 

transcripto de ARN del gen asociado para producir u n mARN que 10 

codifica una proteína funcional y media el empalme 

alternativo de dicho transcripto de ARN para produc ir al 

menos un mARN alternativo que codifica una proteína  no 

funcional. 

 15 

El término "actividad de transactivación", tal como  se 

utiliza en el presente documento, se refiere a la a ctividad 

de un factor de transcripción de activación, que da  como 

resultado una velocidad aumentada de expresión de u n gen. El 

factor de transcripción de activación puede unirse a un 20 

promotor operativamente unido a dicho gen, activand o de este 

modo el promotor y, en consecuencia, potenciando la  expresión 

de dicho gen. Alternativamente, el factor de transc ripción de 

activación puede unirse a un potenciador asociado c on dicho 

promotor, promoviendo así la actividad de dicho pro motor a 25 

través de dicho potenciador. 

 

El término “gen letal”, tal como se utiliza en el p resente 

documento, se refiere a un gen cuyo producto de exp resión 

tiene un efecto letal, en cantidad suficiente, sobr e el 30 

organismo dentro del cual se expresa el gen letal. 
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El término "efecto letal", tal como se utiliza en e l presente 

documento, se refiere a un efecto perjudicial o 

esterilizante, tal como un efecto capaz de destruir  el 

organismo per se  o su progenie, o capaz de reducir o destruir 

la función de ciertos tejidos de los mismos, de los  cuales el 5 

tejido reproductor se prefiere particularmente, de manera que 

el organismo o sus descendientes son estériles. Por  lo tanto, 

algunos efectos letales, tales como venenos, destru irán al 

organismo o al tejido a corto plazo en relación con  su vida, 

mientras que otros pueden simplemente reducir la ca pacidad 10 

del organismo para funcionar, por ejemplo, de forma  

reproductiva. 

 

El término "variante del gen tTAV", tal como se usa  en el 

presente documento, se refiere a un polinucleótido que 15 

codifica la proteína tTA pero que difieren en la se cuencia de 

nucleótidos. 

 

El término "promotor", tal como se utiliza en el pr esente 

documento, se refiere a una secuencia de ADN, gener almente 20 

directamente corriente arriba de la secuencia codif icadora, 

requerida para la transcripción basal y/o regulada de un gen. 

En particular, un promotor tiene suficiente informa ción para 

permitir el inicio de la transcripción, generalment e tiene un 

sitio donde comienza la iniciación de la transcripc ión y un 25 

sitio de unión para el complejo de la polimerasa. 

 

El término "promotor mínimo", tal como se utiliza e n el 

presente documento, se refiere a un promotor como s e ha 

definido anteriormente, generalmente tiene un sitio  donde 30 

comienza la iniciación de la transcripción y un sit io de 

unión para el complejo de la polimerasa y, además, 
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generalmente tienen una secuencia adicional suficie nte para 

permitir que estos dos sean efectivos. Generalmente  carece de 

otra información de secuencia, tal como, por ejempl o, la que 

determina la especificidad del tejido. 

 5 

El término "factor de control exógeno", tal como se  usa en el 

presente documento, se refiere a una sustancia que no se 

encuentra naturalmente en el organismo huésped y qu e no se 

encuentra en el hábitat natural de un organismo hué sped o en 

una condición ambiental que no se encuentra en el h ábitat 10 

natural del organismo huésped. De este modo, la pre sencia del 

factor de control exógeno se controla mediante el m anipulador 

de un organismo huésped transformado con el fin de controlar 

la expresión del sistema de expresión génica.  

 15 

El término, "tetO", como se usa en el presente docu mento, se 

refiere a una o más unidades operadoras tetO ubicadas en 

serie. 

 

El término, por ejemplo, "tetOx7", tal como se usa en el 20 

presente documento, se refiere a un elemento tetO q ue 

consiste del número indicado de unidades de operado r tetO. De 

este modo, las referencias a "tetOx7'' se refieren a un 

elemento tetO que consta de siete unidades de opera dor tetO, 

de manera similar, las referencias a "tetOx14" se r efieren a 25 

un elemento tetO que consiste en 14 unidades de ope rador 

tetO, y así sucesivamente.  

 

El término “intrón tra”  como se usa en este documento, se 

refiere a una secuencia de control de empalme en la  que el 30 

empalme alternativo del transcripto de ARN está reg ulado por 
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la proteína TRA, por ejemplo unida a este, solo o e n 

combinación (i.e., cuando está complejado) con TRA2 . 

 

El término "repetición mínima", tal como se utiliza  en el 

presente documento, se refiere a las secuencias de repetición 5 

altamente conservadas observadas que se requieren p ara la 

actividad de una transposasa dada. 

 

Cuando se hace referencia a una secuencia particula r de 

nucleótidos o proteínas, se entenderá que esto incl uye la 10 

referencia a cualquier mutante o variante de la mis ma, que 

tenga una actividad biológica sustancialmente equiv alente a 

la misma. Preferiblemente, el mutante o variante ti ene al 

menos un 85%, preferiblemente al menos un 90%, 

preferiblemente al menos un 95%, preferiblemente al  menos un 15 

99%, preferiblemente al menos un 99,9% y más prefer iblemente 

una identidad de secuencia al 99,99% con las secuen cias de 

referencia. 

 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 20 

 

Las Figuras 1 (A) y (B) son una representación esqu emática 

del rasgo de letalidad específico de la hembra. La inserción 

del intrón específico en las hembras en el componen te tTA  y 

Cctra de un sistema génico represible a la tetracic lina de 25 

tal manera que sólo las hembras producen mRNA que c odifica el 

tTA funcional. (A) Las cajas indican exones que con tienen 

codones de parada presentes en los transcriptos en machos que 

conducen a una  tra truncada. (B) Las flechas por debajo de la 

representación indican la ubicación de hibridación del primer 30 

para el análisis de RT-PCR. (C) es una fotografía d e un gel 

que muestra los resultados del análisis por PCR del  empalme 
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de  tra para la expresión específica del sexo. El intrón de  

Cctra se empalma correctamente para producir el transcrip to 

F1 de tTAV en las hembras solamente. 

La Figura 2 es una representación esquemática de un a 

implementación del constructo genético de la invenc ión. 5 

 

Las Figuras 3 (A), (B), (C) y (D) son fotografías d e ciclos 

de gel de cuatro reacciones de PCR que abarcan las regiones 

de los constructos donde las secuencias  piggyBac deberían 

haberse eliminado mediante intercambio de casete de spués de 10 

cruzar las cepas OX3864A/OX3647Q con la cepa OX3133  - una 

fuente de transposasa - como se describe por Dafa'a lla  et al  

(2006). 

 

La Figura 4 (A) es un gráfico que muestra la superv ivencia de 15 

C. capitata transformada en condiciones de "ensayo de 

esfuerzo", i.e., sin post-eclosión de alimento o ag ua. Los 

datos de supervivencia del macho adulto y de la hem bra 

combinados (n=180). (B) es un gráfico que muestra l a 

supervivencia bajo condiciones no estresantes, cond iciones de 20 

alimento y agua ad libitum (n=180). (C) es un gráfi co que 

muestra la fecundidad individual en la vida en las hembras. 

(D) es un gráfico que muestra la productividad del huevo 

hembra a lo largo de la vida, mostrando la producci ón 

promedio de tres jaulas de 30 hembras durante 3 sem anas. (E) 25 

es un gráfico que muestra las tasas de eclosión de huevos 

depositados por las hembras en el panel (C). (F) es  una 

fotografía que muestra la fluorescencia de DsRed2 en machos 

de cepas transformadas OX3864A (derecha) y OX3647Q (medio) en 

comparación con machos de tipo salvaje (izquierda).  (G) es 30 

una fotografía de los mismos machos adultos de (F) bajo luz 

blanca. 
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La Figura 5 es una fotografía de un gel de un ensay o con base 

en PCR para la identificación específica de OX3864A . El gel 

muestra los homocigotos Ox3864, los heterocigotos O X3864, 

individuos de tipo salvaje y un control negativo de  agua 5 

amplificado con primers específicos de OX3864, TG1 y TG2, 

junto con primers de Adh. El marcador (M) = Escala 

inteligente (Eurogentec). 

La Figura 6 es una fotografía de un gel de análisis  con base 

en PCR para la detección de la cadena principal del  plásmido 10 

en muestras de mosca OX3864A. Los carriles 1-4: mue stras de 

moscas homocigótas OX3864A; el Carril 5: insecto tr ansformado 

de control positivo en el que se ha insertado el es queleto 

del plásmido; el Carril 6: WT-gADN mosca del medite rráneo 

tipo salvaje. 15 

 

La Figura 7 es una fotografía de un gel de análisis  de PCR 

para la detección de inserciones silenciosas en mos cas 

OX3864A. Control positivo: nueve pupas de tipo salv aje 

clavadas con una pupa heterocigota; Control negativ o: agua. 20 

(A) muestra la detección de secuencias transgénicas  (772 pb) 

utilizando los primers TD539) Diag3K10 

(CAACTCTTCTCGTTTTGAAGTCAGC; SEQ ID NO: 22) y 852) t tAVdiagF 

(CGTCAGGCAATCGAGCTGTTC; SEQ ID NO: 23). (B) Muestra  la 

detección de secuencias de tipo salvaje (852/952 pb  con base 25 

en el polimorfismo tipo salvaje previamente observa do) usando 

primers 1351) Med3864altF (GGATACC GAATTCATAGCGGCG;  SEQ ID 

NO: 24) y 1366) Med3864fldiagR2 (GGTGAGAAGCATCCATTC CAGGC; SEQ 

ID NO: 25). Marcador (M): Escala inteligente (Eurog entec). 

 30 

La Figura 8 es una gráfica de la evolución de la di námica 

poblacional de la mosca del mediterráneo mediante l a 
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introducción de machos OX3864A. (A) es un gráfico q ue muestra 

las tasas promedio de producción diaria de huevo pa ra cada 

semana dada en las jaulas de tratamiento y control.  La línea 

más baja denota la temperatura semanal promedio dia ria 

(centígrados), tomada de las lecturas diarias de la  5 

temperatura del mediodía. (B) muestra el número cal culado de 

hembras de las jaulas de tratamiento y control. (C)  muestra 

la proporción de progenie devuelta a cada una de la s jaulas 

de tratamiento a partir de las trampas de oviposici ón que 

muestran el fenotipo fluorescente DsRed2. 10 

 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS LISTADOS DE SECUENCIAS 

 

La SEQ ID NO: 1 muestra una secuencia de nucleótido s del 

sistema de expresión génica de insecto.  15 

La SEQ ID NO: 2 muestra una secuencia de nucleótido s del 

sistema de expresión génica flanqueada por ADN genó mico de C. 

capitata. 

La SEQ ID NO: 3 muestra una secuencia de nucleótido s del 

sistema de expresión génica flanqueada por ADN genó mico de C. 20 

capitata. 

La SEQ ID NO: 4 muestra una secuencia de nucleótido s del 

primer TG1-3864AttpflR. 

La SEQ ID NO: 5 muestra una secuencia de nucleótido s del 

primer TG1 - AttPF2. 25 

La SEQ ID NO: 6 muestra una secuencia de nucleótido s del 

primer TG2-3864FRTFIF. 

La SEQ ID NO: 7 muestra una secuencia de nucleótido s del 

primer TG2-FRTNheF. 

La SEQ ID NO: 8 muestra una secuencia de nucleótido s del 30 

primer CcAdh2RTF. 
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La SEQ ID NO: 9 muestra una secuencia de nucleótido s del 

primer CcAdh2RTR. 

La SEQ ID NO: 10 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer Cc3864FRTtaqF. 

La SEQ ID NO: 11 muestra una secuencia de nucleótid os del 5 

primer Cc3864FRTtaqR. 

La SEQ ID NO: 12 muestra una secuencia de nucleótid os de la 

sonda Cc3864FRT. 

La SEQ ID NO: 13 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer PB5out. 10 

La SEQ ID NO: 14 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer PB3out. 

La SEQ ID NO: 15 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer Diag-5PBmin. 

La SEQ ID NO: 16 muestra una secuencia de nucleótid os del 15 

primer Diag-Pb5. 

La SEQ ID NO: 17 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer AmCydiagF. 

La SEQ ID NO: 18 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer Dlag6-pb3. 20 

La SEQ ID NO: 19 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer Dlag-K10 - 1. 

La SEQ ID NO: 20 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer Diag7-pb3. 

La SEQ ID NO: 21 muestra una secuencia de nucleótid os del 25 

primer Diag2-hr5. 

La SEQ ID NO: 22 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer Diag3K10. 

La SEQ ID NO: 23 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer ttaVdiagF. 30 

La SEQ ID NO: 24 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer Med3864altF. 
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La SEQ ID NO: 25 muestra una secuencia de nucleótid os del 

primer Med3864fldiagR2 

La SEQ ID NO: 26 muestra una secuencia de nucleótid os del gen 

tTAV. 

La SEQ ID NO: 27 muestra una secuencia de nucleótid os del gen 5 

tTAV2. 

La SEQ ID NO: 28 muestra una secuencia de nucleótid os del gen 

tTAV3. 

La SEC ID Nº: 29 muestra una secuencia polipeptidic a de la 

proteína tTAV. 10 

La SEQ ID NO: 30 muestra una secuencia de nucleótid os de un 

extremo 5 'piggyBac  que incluye 5'ITR.  

La SEQ ID NO: 31 muestra una secuencia de nucleótid os de un 

extremo 3 'piggyBac que incluye 3'ITR.  

La SEQ ID NO: 32 muestra una secuencia de nucleótid os de un 15 

extremo 3 'piggyBac que incluye 3'ITR. 

 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

 

La presente invención permite el control selectivo de la 20 

expresión del primero y/o segundo gen letal dominan te, 

proporcionando así control selectivo de la expresió n de un 

fenotipo letal. Por lo tanto, se apreciará que cada  uno del 

gen letal codifica una proteína funcional. Se prefi ere que 

cada sistema de expresión génica sea como se descri be en el 25 

documento WO2005/012534. 

 

Cada uno del gen letal tiene un efecto letal que es  

condicional. Un ejemplo de condiciones adecuadas in cluye la 

temperatura, de modo que el letal se expresa a una 30 

temperatura pero no, o en menor grado, a otra tempe ratura. 

Otro ejemplo de una condición adecuada es la presen cia o 
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ausencia de una sustancia, por lo que el letal se e xpresa en 

la presencia o ausencia de la sustancia, pero no en  ambas. Se 

prefiere que el efecto del gen letal sea condiciona l y no se 

exprese bajo condiciones permisivas que requieran l a 

presencia de una sustancia que está ausente del ent orno 5 

natural del organismo, de tal manera que el efecto letal del 

sistema letal ocurra en el medio natural del organi smo. 

 

Cada sistema genético letal puede actuar sobre célu las o 

tejidos específicos o imponer su efecto sobre todo el 10 

organismo. Los sistemas que no son estrictamente le tales sino 

que imponen un costo sustancial del estado físico t ambién se 

prevén, por ejemplo, conduciendo a la ceguera, ause ncia de 

vuelo (para los organismos que podrían volar normal mente), o 

la esterilidad. También se prevén sistemas que inte rfieren 15 

con la determinación del sexo, por ejemplo transfor mando o 

tendiendo a transformar todo o parte de un organism o de un 

tipo sexual a otro. Sin embargo, se prefiere que el  producto 

de cada gen letal dé lugar a la esterilización, ya que esto 

permite que el organismo compita en el medio natura l ("en 20 

estado salvaje") con organismos de tipo salvaje, pe ro el 

organismo estéril no puede producir descendencia vi able. De 

esta manera, la presente invención consigue un resu ltado 

similar a técnicas tales como la Técnica de Insecto  Estéril 

(SIT) en insectos, sin los problemas asociados con la SIT, 25 

tales como el costo, el peligro para el usuario y l a 

competitividad reducida del organismo irradiado. 

 

En algunas implementaciones, el producto de al meno s uno de 

los gen letal es preferiblemente un factor inductor  de 30 

apoptosis, tal como la proteína AIF descrita, por e jemplo, en 

Cande et al  (Journal of Cell Science 115, 4727-4734 (2002)) u 
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homólogos del mismo. Los homólogos de AIF se encuen tran en 

mamíferos e incluso en invertebrados, incluyendo in sectos, 

nematodos, hongos y plantas, lo que significa que e l gen AIF 

se ha conservado en todo el reino eucariótico. En o tras 

implementaciones, el producto de al menos uno de lo s gen 5 

letal es Hid, el producto proteico del gen defectuo so de 

involución de cabeza de Drosophila melanogaster , o Reaper 

(Rpr), el producto del gen reaper de Drosophila , o sus 

mutantes. El uso de Hid fue descrito por Heinrich y  Scott 

(Proc. Natl Acad. Sci USA 97,8229-8232 (2000)). El uso de un 10 

derivado mutante, HidAla5 fue descrito por Horn y W immer 

(Nature Biotechnology 21,64-70 (2003)). Se describe  aquí el 

uso de un derivado mutante de Rpr, RprKR (ver tambi én White  

et al  1996, Wing  et al ., 2001, y Olson  et al ., 2003). Tanto 

Rpr como Hid son proteínas pro-apoptóticas, se cree  que se 15 

unen a IAP1. La IAP1 es una proteína anti-apoptótic a bien 

conservada. Se espera que Hid y Rpr trabajen a lo l argo de un 

amplio rango filogenético (Huang  et al ., 2002, Vernooy  et 

al ., 2000) aunque su propia secuencia no está bien 

conservada. 20 

 

En otras implementaciones, al menos uno de los gen letal es 

Nipp1 Dm, el homólogo de Drosophila de Nipp1 de mam ífero 

(Parker y col., Biochemical Journal 368, 789-797 (2 002), 

Bennett et al., Genetics 164, 235-245 (2003)). El Nipp1 Dm es 25 

otro ejemplo de una proteína con efecto letal si se  expresa a 

un nivel adecuado, tal como sería entendido por el versado en 

el arte. De hecho, serán conocidos muchos otros eje mplos de 

proteínas con un efecto letal por la persona versad a en el 

arte. 30 
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Preferiblemente, al menos uno del gen letal es tTA o una 

variante del gen tTAV. El tTAV es un análogo de tTA , en el 

que la secuencia de tTA ha sido modificada para mej orar la 

compatibilidad con las especies de insectos deseada s. Son 

posibles variantes de tTAV, que codifican la proteí na tTA, de 5 

manera que los productos génicos variantes del tTAV  tienen la 

misma funcionalidad que el producto del gen tTA. De  este 

modo, las variantes del gen tTAV comprenden secuenc ias de 

nucleótidos modificadas en comparación con la secue ncia de 

nucleótidos tTA y entre sí, pero codifican proteína s con la 10 

misma función. Por lo tanto, se pueden usar variant es génicas 

de tTAV en lugar de tTA. De hecho, se prefiere usar  variantes 

génicas de tTAV en el transgén de la invención. 

 

Puede utilizarse cualquier combinación de gen letal  y, en 15 

algunas implementaciones, los gen letal son los mis mos 

mientras que, en otras implementaciones, los gen le tal son 

diferentes. La penetración mejorada del efecto leta l y el 

inicio temprano de la letalidad se logra mediante u na 

acumulación de producto letal. 20 

 

En implementaciones preferidas, cada uno del gen le tal 

primero y segundo es independientemente tTA o una v ariante 

del gen tTAV. En algunas implementaciones, cada uno  del 

primero y segundo gen letal es independientemente u no de tTAV 25 

(SEQ ID NO: 26), tTAV2 (SEQ ID NO: 27) y tTAV3 (SEQ  ID NO: 

28). En otras implementaciones, el primero y el seg undo gen 

letal son iguales. En otras implementaciones, uno d e los gen 

letal primero y segundo es tTAV (SEQ ID NO: 26) y e l otro gen 

es tTAV3 (SEQ ID NO: 28). Sin embargo, se puede usa r 30 

cualquier combinación de variantes de tTAV; por lo tanto, en 

algunas implementaciones, uno de los genes primero y segundo 
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es tTAV (SEQ ID NO: 26) y el otro es tTAV2 (SEQ ID NO: 27), 

mientras que en otra implementación uno de los gene s primero 

y segundo es tTAV2 (SEQ ID NO: 27) y el otro gen es  tTAV3 

(SEQ ID NO: 28). En otras implementaciones, el prim er gen 

letal es tTAV (SEQ ID NO: 26) y el segundo gen leta l es tTAV3 5 

(SEQ ID NO: 28). 

 

Cada gen letal está operativamente unido a un promo tor, en el 

que dicho promotor es capaz de ser activado por un factor de 

transcripción de activación codificado por un gen t ambién 10 

incluido en al menos uno de los sistemas de expresi ón génica. 

El promotor puede ser un promotor grande o complejo , pero 

éstos a menudo sufren el inconveniente de ser mal o  poco 

utilizados cuando se introducen en insectos no hosp edadores. 

Por consiguiente, en algunas implementaciones, se p refiere 15 

emplear promotores mínimos. Se apreciará que pueden  obtenerse 

promotores mínimos directamente a partir de fuentes  conocidas 

de promotores, o derivados de promotores de ocurren cia 

natural de mayor tamaño, o de otro modo conocido. L os 

promotores mínimos adecuados y cómo obtenerlos será n 20 

fácilmente evidentes para los versados en el arte. Por 

ejemplo, los promotores mínimos adecuados incluyen un 

promotor mínimo derivado de Hsp70 , un promotor mínimo de P, 

un promotor mínimo de CMV, un promotor mínimo con base en 

Act5C, un fragmento promotor de BmA3 y un promotor de núcleo 25 

Adh (Bieschke, E., Wheeler, J., y Tower, J. (1998).  

""Doxycycline-induced transgene expression during D rosophila 

development and aging". Mol Gen Genet, 258, 571-579). No 

todos los promotores mínimos trabajarán necesariame nte en 

todas las especies de insectos, pero es evidente pa ra los 30 

versados en el arte cómo asegurar que el promotor s ea activo. 
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Se prefiere que al menos uno de los promotores liga dos 

operativamente presentes en la invención sea activo  durante 

el desarrollo temprano del organismo huésped, y 

particularmente preferible durante las etapas embri onarias, 

con el fin de asegurar que el gen letal se exprese durante el 5 

desarrollo temprano del organismo. 

En algunas implementaciones, al menos uno de los pr omotores 

es el promotor mínimo, es un promotor de choque tér mico, tal 

como Hsp70 . En otras implementaciones, al menos uno de los 

promotores es el promotor específico del embrión de  srya  10 

(Horn & Wimmer (2003)) de Drosophila melanogaster, o sus 

homólogos, o promotores de otros genes específicos de 

embriones o embriones activos, tales como el del ge n 

Drosophila lento como melaza (slam), o sus homólogo s de otras 

especies. 15 

 

En algunas implementaciones, al menos uno de los pr omotores 

es un promotor mínimo. En algunas implementaciones,  cada uno 

de los promotores es independientemente Hsp70 , Hsp73  o srya . 

En implementaciones preferidas, uno de los promotor es primero 20 

y segundo es Hsp70  y el otro es srya . En una implementación, 

el primer promotor es Hsp70  y el segundo promotor es srya .  

 

Cada sistema de expresión génica comprende además u n gen que 

codifica un factor de transcripción de activación, en el que 25 

cada factor de transcripción de activación activa l a 

expresión de un gen letal del transgén. Por lo tant o, cada 

gen que codifica un factor de transcripción de acti vación 

puede expresarse por el organismo huésped, para pro ducir una 

proteína funcional. En particular, cada factor de 30 

transcripción de activación es capaz de activar al menos un 

promotor, en el que el promotor está unido operativ amente a 
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un gen letal. Por consiguiente, cuando un factor de  

transcripción de activación activa un promotor, la expresión 

del gen letal unido operativamente al promotor está  regulada 

positivamente. Cada factor de transcripción de acti vación 

puede actuar sobre el primero o el segundo promotor , o cada 5 

factor de transcripción de activación puede actuar tanto en 

el primero como en el segundo promotor. Se prefiere  que, 

cuando se expresa más de un factor de transcripción  de 

activación, se active más de un promotor. Por lo ta nto, 

cuando se expresan tanto el primero como el segundo  factores 10 

de transcripción de activación, se activan tanto el  primero 

como el segundo promotor. 

 

Los productos génicos que actúan como factores de 

transcripción de activación pueden actuar de cualqu ier manera 15 

adecuada. Por ejemplo, los factores de transcripció n de 

activación pueden unirse a un potenciador localizad o en la 

proximidad a al menos un promotor, sirviendo así pa ra 

aumentar la unión a la polimerasa en el promotor. S e pueden 

emplear otros mecanismos, tales como mecanismos que  20 

contrarresta el represor, tales como el bloqueo de un 

inhibidor de transcripción o traducción. Los inhibi dores de 

la transcripción pueden bloquearse, por ejemplo, me diante el 

uso de horquillas ARN o ribozimas para bloquear la traducción 

del mARN que codifica el inhibidor, o el producto p uede 25 

unirse directamente al inhibidor, evitando así la i nhibición 

de la transcripción o traducción. 

 

En implementaciones preferidas, el efecto del facto r de 

transcripción de activación sobre la expresión del gen letal 30 

puede ser controlado por el versado en el arte, 

preferiblemente mediante el uso de un factor de con trol 
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exógeno. Se prefiere particularmente que la activid ad de 

transactivación del factor de transcripción de acti vación 

pueda ser reprimida por el factor de control exógen o. De este 

modo, es posible controlar la expresión del gen let al 

controlando la actividad transactivante del factor de 5 

transcripción de activación. La presencia del facto r de 

control exógeno, aplicado por el versado en el arte , reduce 

la actividad del factor de transcripción de activac ión en el 

promotor relevante. En consecuencia, se reprime la activación 

del promotor, de modo que se reduce la expresión de l gen 10 

letal ligado operativamente. 

 

Se puede utilizar cualquier factor de transcripción  de 

activación, cuya actividad de transactivación se pu eda 

controlar, en cada uno de los sistemas de expresión  génica o 15 

en cualquiera de ellos. Por ejemplo, el factor de 

transcripción de activación puede ser la proteína a ctivadora 

de la transcripción (tTA) reprimible con tetracicli na que, 

cuando se expresa, se une a la secuencia del operad or tetO y 

dirige la expresión desde un promotor mínimo próxim o. Otros 20 

ejemplos de factores de transcripción de activación  

controlables incluyen GAL4. 

 

Los genes que codifican los factores de transcripci ón de 

activación pueden ser iguales o diferentes. En 25 

implementaciones preferidas, cada gen que codifica un factor 

de transcripción de activación es, independientemen te, tTA o 

una variante génica de tTAV. En implementaciones 

particularmente preferidas, cada uno de los genes q ue 

codifican un factor de transcripción de activación es 30 

independientemente una variante del gen tTAV, y pue de ser la 

misma o diferente variante del gen tTAV. Puede util izarse 
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cualquier combinación de tTA y variante del gen tTA V. En 

algunas implementaciones, cada uno de los genes que  codifican 

un factor de transcripción de activación es 

independientemente tTAV (SEQ ID NO: 26), tTAV2 (SEQ  ID NO: 

27) y tTAV3 (SEQ ID NO: 28), y los genes pueden ser  iguales o 5 

diferentes. En algunas implementaciones, cada gen q ue 

codifica un factor de transcripción de activación e s 

independientemente uno de tTAV (SEQ ID NO: 26), tTA V2 (SEQ ID 

NO: 27) y tTAV3 (SEQ ID NO: 28). En otras implement aciones, 

uno del primero y segundo genes que codifican un fa ctor de 10 

transcripción de activación es tTAV (SEQ ID NO: 26)  y el otro 

gen es tTAV3 (SEQ ID NO: 28). Puede utilizarse cual quier 

combinación de variantes de tTAV; por lo tanto, en algunas 

implementaciones, uno del primero y segundo genes q ue 

codifican un factor de transcripción de activación es tTAV 15 

(SEQ ID NO: 26) y el otro es tTAV2 (SEQ ID NO: 27),  mientras 

que en otra implementación uno del primero y segund o genes 

que codifican un factor de transcripción de activac ión es 

tTAV2 (SEQ ID NO: 27) y el otro gen es tTAV3 (SEQ I D NO: 28). 

En otras implementaciones, el gen que codifica el p rimer 20 

factor de transcripción de activación es tTAV (SEQ ID NO: 26) 

y el gen que codifica el segundo factor de transcri pción de 

activación es tTAV3 (SEQ ID NO: 28). 

 

Como se mencionó anteriormente, los factores de con trol de 25 

activación son controlables, preferiblemente reprim ibles, 

mediante un factor de control exógeno. El control d e los 

factores de transcripción de activación se puede ha cer por 

cualquier medio adecuado, y puede ser efectivo a cu alquier 

nivel. Por ejemplo, el control puede ser efectivo p ara 30 

bloquear la transcripción del gen que codifica el f actor de 

transcripción de activación o para bloquear la trad ucción del 
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producto ARN del mismo, o para prevenir o inhibir l a acción 

del producto de traducción del gen. 

 

Se apreciará que el factor de control exógeno utili zado 

dependerá del factor de transcripción de activación  5 

codificado en el transgén. Por ejemplo, en implemen taciones 

en las que al menos uno de los genes que codifica u n factor 

de transcripción de activación codifica GAL4, el fa ctor de 

control puede ser la temperatura (ya que GAL4 es al go 

sensible al frío) y/o GAL80 o sus mutantes. En 10 

implementaciones en las que al menos uno de los gen es que 

codifica un factor de transcripción de activación e s tTA o 

una variante del gen tTAV, el factor de control exó geno es 

tetraciclina. La tetraciclina se une al tTA o al pr oducto 

variante del gen tTAV (i.e., tTA), evitando de este  modo que 15 

el tTA tenga una actividad de transactivación. La p resencia o 

ausencia, o modulación de la concentración, de tetr aciclina 

se utiliza para controlar el sistema cuando se usa tTA o un 

análogo del mismo, tal como tTAV. 

 20 

La expresión de los gen letal dominantes del transg én puede 

ser especıfica para el sexo, o ser una combinación especıfica 

del sexo y especıfica de la etapa, específica de la  línea 

germinal o especıfica del tejido, debido a la prese ncia de al 

menos una secuencia de control de empalme en cada s istema de 25 

expresión del gen. En implementaciones preferidas, la 

expresión específica del sexo es específica de la h embra. La 

secuencia de control de empalme en cada secuencia d e 

expresión génica permite un nivel adicional de cont rol de la 

expresión de la proteína, además del promotor. Por ejemplo, 30 

la expresión específica de tejido o de sexo en embr iones 

podría ser extremadamente difícil por métodos conve ncionales. 
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El primero y el segundo gen letal comprenden una se cuencia 

codificante para una proteína o polipéptido, i.e., al menos 

un exón, y preferiblemente dos o más exones, capace s de 

codificar un polipéptido, tal como una proteína o f ragmento 

de la misma. Preferiblemente, los diferentes exones  se 5 

empalman diferencialmente entre sı para proporciona r mARNs 

alternativos. Preferiblemente, dichos mARNs alterna tivos 

empalmados tienen potencial de codificación diferen te, i.e., 

codifican diferentes proteínas o secuencias de poli péptidos. 

Por lo tanto, la expresión de la secuencia codifica dora se 10 

regula mediante empalme alternativo. 

 

Cada secuencia de control de empalme en el sistema comprende 

al menos un sitio donador de empalme y al menos un sitio 

donante de empalme. El número de sitios donador y a ceptor 15 

puede variar, dependiendo del número de segmentos d e 

secuencia que se van a empalmar juntos. 

 

En algunas implementaciones, una o ambas secuencias  de 

control de empalme regulan el empalme alternativo p or medio 20 

de nucleótidos tanto intrónicos como exónicos.  

 

En otras implementaciones, una o ambas secuencias d e control 

de empalme es (son) una secuencia de control de emp alme 

intrónica. En otras palabras, se prefiere que dicha  secuencia 25 

o secuencias de control de empalme se derive sustan cialmente 

de polinucleótidos que forman parte de un intrón y por lo 

tanto se escinden del transcripto primario por empa lme, de 

tal manera que estos nucleótidos no se retienen en la 

secuencia madura de mARN. 30 
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Se entenderá que en el empalme alternativo, las sec uencias 

pueden ser intrónicas en algunas circunstancias (i. e., en 

algunas variantes de empalme alternativas), pero ex ónicas en 

otras circunstancias (i.e., en otras variantes). De  este 

modo, la al menos una secuencia de control de empal me de la 5 

presente invención preferiblemente se deriva sustan cialmente 

de polinucleótidos que forman parte de un intrón en  al menos 

una variante de empalme alternativa, i.e., en el pr imer 

producto de mARN empalmado o en el al menos un prod ucto de 

mARN empalmado alternativamente. Por lo tanto, los intrones o 10 

secuencias intrónicas pueden verse como empalmados en por lo 

menos un transcripto o tipo de transcripto. 

 

En el empalme "normal" (no-alternativo) y en el emp alme 

alternativo, los intrones generalmente se eliminan del pre-15 

ARN para formar un mARN empalmado, que puede ser lu ego 

traducido en un polipéptido, tal como una proteína o 

fragmento de proteína, que tiene una secuencia de a minoácido. 

Por lo tanto, será fácilmente evidente para el vers ado en el 

arte cómo determinar aquellas secuencias del presen te sistema 20 

que han de considerarse intrónicas, en lugar de exó nicas. 

 

Como se mencionó anteriormente, las secuencias exón icas 

pueden estar implicadas en la mediación del control  del 

empalme alternativo, pero se prefiere que al menos algunas 25 

secuencias intrónicas de control estén implicadas e n la 

mediación del empalme alternativo. En otras palabra s, cada 

sistema de expresión génica también puede incluir s ecuencias 

de control de empalme presentes en exones, siempre y cuando 

haya alguna participación intrónica del control. En  algunas 30 

implementaciones, una o ambas secuencias de control  de 

empalme se derivan o contienen elementos del gen dsx , donde, 
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sin estar limitado por la teoría, se piensa que las  

secuencias exónicas ayudan en el mecanismo de empal me 

alternativo. 

 

Por lo tanto, en algunas implementaciones, la al me nos una 5 

secuencia de control de empalme comprende secuencia s exónicas 

y se entenderá que esto se contempla mediante defin iciones 

usadas para describir la presente invención. Por lo  tanto, 

como será evidente, es posible que algunos nucleóti dos estén 

abarcados dentro de la definición de la al menos un a 10 

secuencia de control de empalme y también dentro de  la 

definición de una secuencia de polinucleótidos que codifica 

una proteína funcional. En otras palabras, la defin ición de 

estos elementos puede superponerse, de manera que c iertos 

nucleótidos pueden ser cubiertos por la definición de más de 15 

un elemento. Sin embargo, el versado en el arte rec onocerá 

que esto no es inusual en la biología molecular, ya  que los 

nucleótidos a menudo pueden realizar más de un pape l. En 

otras implementaciones, al menos una de las secuenc ias de 

control de empalme es únicamente intrónica, i.e., s in 20 

influencia exónica. 

 

Se prefiere que al menos una secuencia de control d e empalme 

sea capaz de ser eliminada del pre-ARN, por empalme . 

Preferiblemente, dicha al menos una secuencia de co ntrol de 25 

empalme no da como resultado un desplazamiento de m arco en al 

menos una variante de empalme producida. Preferible mente, 

esta es una variante de empalme que codifica una pr oteína 

funcional de longitud completa. En otras palabras, al menos 

la secuencia de control de empalme preferiblemente no media 30 

la eliminación de nucleótidos que forman parte, o e staban 

destinados a formar parte de, la secuencia de polin ucleótidos 
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que codifica una proteína funcional, definida entre  un codón 

de inicio y un codón de parada, a ser expresado en un 

organismo. Con esto se quiere decir que los nucleót idos que 

se escinden por empalme, en al menos una variante d e empalme, 

no son nucleótidos que codifican aminoácidos en la forma de 5 

tipo salvaje de la proteína o gen. Una o más varian tes de 

empalme pueden tener dichos nucleótidos escindidos,  pero al 

menos una variante debe retener estos nucleótidos, de manera 

que no se induce un cambio de marco en al menos una  variante. 

Estos nucleótidos eliminados son aquellos que se el iminan en 10 

adición a las secuencias que normalmente se empalma n tales 

como el intrón. 

 

La interacción de la al menos una secuencia de cont rol de 

empalme con maquinaria de empalme celular, i.e., el  15 

spliceosoma, conduce o media la eliminación de una serie de, 

preferiblemente, al menos 50 nucleótidos consecutiv os de la 

transcripción primaria y ligadura (empalme) junto d e 

secuencias de nucleótidos que no fueron consecutiva s en la 

transcripción primaria (porque ellos, o su compleme nto si se 20 

considera la secuencia antisentido, no fueron conse cutivas en 

la secuencia de plantilla original a partir de la c ual se 

transcribió el transcripto primario). Dicha serie d e al menos 

50 nucleótidos consecutivos comprende un intrón. Es ta 

mediación actúa preferiblemente de una manera espec ífica del 25 

sexo, más preferiblemente, específica de la hembra,  de modo 

que los transcriptos primarios equivalentes en dife rentes 

sexos, y opcionalmente también en diferentes etapas , tipos de 

tejido, etc., tienden a eliminar intrones de difere nte tamaño 

o secuencia, o en algunos casos puede eliminar un i ntrón en 30 

un caso, pero no otro. Este fenómeno, la eliminació n de 

intrones de diferente tamaño o secuencia en diferen tes 
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circunstancias, o la eliminación diferencial de int rones de 

un tamaño o secuencia dado, en diferentes circunsta ncias, se 

conoce como empalme alternativo. El empalme alterna tivo es un 

fenómeno bien conocido en la naturaleza, y muchos c asos son 

conocidos, ver mas adelante. 5 

 

Cuando la mediación del empalme alternativo es espe cífica del 

sexo, se prefiere que la variante de empalme que co difica una 

proteína funcional que se expresa en un organismo e s la 

variante de empalme F1, i.e., una variante de empal me 10 

encontrada sola o predominantemente en las hembras y 

preferiblemente es la variante más abundante encont rada en 

las hembras, aunque esto no es esencial. 

 

Como se mencionó anteriormente, en algunas implemen taciones 15 

la manera o mecanismo de empalme alternativo es esp ecífica 

del sexo, preferiblemente específica de la hembra, y puede 

usarse cualquier secuencia de control de empalme ad ecuada. En 

implementaciones preferidas, al menos una secuencia  de 

control de empalme se deriva de un intrón tra . El intrón  tra 20 

de Ceratitis capitata  del gen transformador se caracterizó 

inicialmente por Pane  et al ., (2002), supra. En insectos, por 

ejemplo, la proteína  tra se expresa diferencialmente en 

diferentes sexos. En particular, se sabe que la pro teína  tra 

está presente en gran parte en las hembras y, por t anto, 25 

media el empalme alternativo de tal manera que una secuencia 

codificante se expresa de una manera específica del  sexo, 

i.e. que en algunos casos una proteína se expresa s olamente 

en hembras o en un nivel mucho más alto en las hemb ras que en 

los machos o, alternativamente, en otros casos una proteína 30 

se expresa sólo en los machos, o en un nivel mucho más alto 

en los machos que en las hembras. El mecanismo para  conseguir 
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este empalme alternativo específico del sexo mediad o por la 

proteína  tra o el complejo TRA/TRA-2 es conocido y se 

discute, por ejemplo, en Pane  et al ., (Development 129, 3715-

3725 (2002)). 

 5 

Se apreciará que los homólogos del intrón  tra de Ceratitis 

capitata  del gen transformador existen en otras especies, y  

éstos pueden identificarse fácilmente en dichas esp ecies y 

también en sus diversos géneros. Por lo tanto, cuan do se hace 

referencia a  tra se apreciará que esto también se refiere a 10 

homólogos  tra en otras especies. Por tanto, en algunas 

implementaciones cada uno de los mecanismos de empa lme 

alternativos se deriva de forma independiente del i ntrón  tra 

de Ceratitis capitata  (Cctra), o de otro ortólogo u homólogo. 

En algunas implementaciones, el ortólogo u homólogo  es de un 15 

artrópodo, preferiblemente un tefrítido. En otras 

implementaciones, el ortólogo u homólogo es del gén ero 

Ceratitis, Bactrocera, Anastrepha o Rhagoletis . En otras 

implementaciones, el ortólogo u homólogo es de C. rosa,  o B. 

zonata . En otras implementaciones, el ortólogo u homólogo  es 20 

de B. zonata , y este ortólogo u homólogo se denomina en el 

presente documento Bztra  (número de acceso a GenBank BzTra 

KJ397268). 

 

Las secuencias de control de empalme de los sistema s de 25 

expresión génica pueden ser iguales o diferentes. E n algunas 

implementaciones, se prefiere que las secuencias de  control 

de empalme se deriven de especies diferentes con el  fin de 

reducir el riesgo de recombinación. Por lo tanto, e n 

implementaciones preferidas, una de la primera y se gunda 30 

secuencias de control de empalme es  Cctra y la otra se deriva 

de una especie diferente. En implementaciones parti cularmente 
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preferidas, una de la primera y segunda secuencias de control 

de empalme es  Cctra y la otra es Bztra (número de acceso de 

GenBank BzTra KJ397268). En otra implementación, la  primera 

secuencia de control de empalme es  Cctra y la segunda 

secuencia de control de empalme es Bztra (número de  acceso de 5 

GenBank BzTra KJ397268). 

 

La longitud exacta de la secuencia de control de em palme 

derivada del intrón  tra no es esencial, siempre que sea capaz 

de mediar el empalme alternativo. A este respecto, se piensa 10 

que alrededor de 55 a 60 nucleótidos es la longitud  mínima 

para un intrón tra  modificado, aunque el intrón  tra de tipo 

salvaje (variante de empalme F1) de C. capitata  tiene una 

extensión de 1345 nucleótidos. 

En otras implementaciones, al menos una de las secu encias de 15 

control de empalme se deriva del mecanismo de empal me 

alternativo del gen Actina-4  derivado de un artrópodo, 

preferiblemente un tefrítido. En implementaciones e n las que 

más de una secuencia de empalme se deriva de Actina-4 , pueden 

derivarse de la misma o de diferentes especies de t efrítidos. 20 

En algunas implementaciones, cada gen Actina-4  se deriva 

independientemente de una especie de los géneros Ceratitis, 

Bactrocera, Anastrepha o Rhagoletis . En otras 

implementaciones, el primero y el segundo genes de Actina-4  

se derivan independientemente de Ceratitis capitata, Trocera 25 

oleae, Ceratitis rosa o Bactrocera zonata . En algunas 

implementaciones, al menos uno de los genes primero  y segundo 

Actina-4  se deriva de Ceratitis capitata . En implementaciones 

en las que más de una secuencia de control de empal me se 

deriva de Actina-4 , las secuencias de control de empalme 30 

pueden derivarse de la misma especie. Sin embargo, se 

prefiere que las secuencias de control de empalme s e deriven 
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de diferentes especies con el fin de reducir el rie sgo de 

recombinación. 

 

En algunas implementaciones, al menos una de las se cuencias 

de control de empalme comprende al menos un fragmen to del gen 5 

doublesex ( dsx ) derivado de un artrópodo, preferiblemente un 

tefrítido. En algunas implementaciones, más de una secuencia 

de control de empalme (e.g., tanto la primera como la segunda 

secuencia de control de empalme) se deriva de dsx , y los 

genes dsx  se derivan de la misma o diferente especie de 10 

tefrítido. En algunas implementaciones, cada gen dsx  se 

deriva independientemente de una especie de los gén eros 

Ceratitis, Bactrocera, Anastrepha o Rhagoletis . En algunas 

implementaciones, los genes dsx  se derivan independientemente 

de Ceratitis capitata, Trocera oleae, Ceratitis rosa o  15 

Bactrocera zonata . En algunas implementaciones, al menos uno 

de los genes dsx  primero y segundo se deriva de Ceratitis 

capitata . En implementaciones en las que más de una secuenc ia 

de control de empalme se deriva de dsx , las secuencias de 

control de empalme pueden derivarse de la misma esp ecie. Sin 20 

embargo, se prefiere que las secuencias de control de empalme 

se deriven de diferentes especies con el fin de red ucir el 

riesgo de recombinación. 

 

Aunque en algunas implementaciones se prevé que las  25 

secuencias de control de empalme se derivan del mis mo gen o 

intrón de origen, en otras implementaciones las sec uencias de 

control de empalme se derivan de diferentes genes o  intrones 

de origen. Por ejemplo, en algunas implementaciones , una de 

las secuencias de control de empalme se deriva del intrón  tra 30 

y la otra secuencia de control de empalme se deriva  del gen 

Actina-4  o del gen dsx . 
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En algunas implementaciones, al menos uno del prime ro y 

segundo sistemas de expresión génica comprende adem ás un 

potenciador que está asociado con el promotor de di cho 

sistema de expresión génica. Al menos uno de los fa ctores de 

transcripción de activación, codificado en el prime ro y/o 5 

segundo sistema de expresión génica, se une al pote nciador, 

de tal manera que la unión del factor o factores de  

transcripción de activación sirve para potenciar la  actividad 

de dicho promotor asociado, por ejemplo, mediante l a 

promoción de la unión de la polimerasa al promotor.  10 

 

En implementaciones en las que un promotor de un si stema de 

expresión génica está asociado con un potenciador, el 

promotor es sustancialmente inactivo en ausencia de  un 

potenciador activo. Tales promotores son preferible mente 15 

promotores mínimos, tales como los descritos anteri ormente. 

 

Se aprecia que los versados en el arte reconocerán qué 

potenciadores son adecuados para su uso en la prese nte 

invención. En particular, el potenciador debe ser a decuado 20 

para estar unido por un factor de transcripción de activación 

como se describió anteriormente (i.e., que es contr olable por 

un factor de control exógeno). 

 

Por lo tanto, en implementaciones en las que uno o más de los 25 

gen letal dominantes es tTA o una variante de gen t TAV, un 

potenciador es un elemento tetO, que comprende una o más 

unidades del operador tetO. Corriente arriba de un promotor, 

en cualquier orientación, tetO es capaz de aumentar  los 

niveles de transcripción a partir de un promotor en  estrecha 30 

proximidad con él, cuando está unido por el product o del gen 

tTA o una variante del gen tTAV. En algunas impleme ntaciones, 
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cada potenciador es independientemente uno de tetOx 1, tetOx2, 

tetOx3, tetOx4, tetOx5, tetOx6, tetOx7, tetOx8, tet Ox9, 

tetOx10, tetOx11, tetOx12, tetOx13, tetOx14, tetOx1 5, 

tetOx16, tetOx17, tetOx18, tetOx19, tetOx20 Y tetOx 21. En 

algunas implementaciones, cada potenciador es 5 

independientemente uno de tetOx1, tetOx14 y tetOx21 . En 

implementaciones que comprenden más de un potenciad or, el 

primer potenciador es el mismo o diferente del segu ndo 

potenciador. 

 10 

En implementaciones preferidas, tanto el primero co mo el 

segundo sistema de expresión génica además comprend en un 

potenciador, i.e., el primero y el segundo potencia dores, 

respectivamente. En algunas implementaciones, uno d e los 

potenciadores primero y segundo es tetOx7 y el otro  15 

potenciador es tetOx14. En otras implementaciones, el primer 

potenciador es tetOx7 y el segundo potenciador es t etOx14. 

 

En algunas implementaciones, en un sistema de expre sión 

génica dado, se prefiere vincular el gen letal domi nante de 20 

dicho sistema de expresión génica con el gen que co difica el 

factor de transcripción de activación, del mismo si stema de 

expresión génica. Esto puede lograrse colocando los  dos genes 

en tándem, incluyendo la posibilidad de proporciona r los dos 

como un producto de fusión, o, por ejemplo, proporc ionando 25 

cada gen con su propio promotor en orientaciones op uestas 

pero en yuxtaposición al sitio potenciador. 

 

En algunas implementaciones, al menos uno de los si stemas de 

expresión génica forma un sistema de expresión line al. Por 30 

tanto, cuando se expresa el gen que codifica el fac tor de 

transcripción de activación, dicho factor de transc ripción de 
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activación activa el promotor unido operativamente al gen 

letal, con lo que se regula positivamente la expres ión del 

gen letal. En algunas implementaciones, el factor d e 

transcripción de activación activa sólo el promotor  del 

sistema de expresión génica por el que dicho factor  de 5 

transcripción de activación se expresa. En otras 

implementaciones, el factor de transcripción de act ivación 

también puede activar el promotor del otro sistema de 

expresión génica. 

 10 

En implementaciones más preferidas, el gen letal do minante de 

un sistema de expresión génica particular es uno y el mismo 

que el gen que codifica el factor de transcripción de 

activación también parte de dicho sistema de expres ión 

génica. Por tanto, el producto letal actúa como el factor de 15 

transcripción de activación para al menos ese siste ma de 

expresión génica. En consecuencia, el producto del gen letal 

activa el promotor de dicho sistema de expresión gé nica, con 

lo que se regula positivamente la expresión de dich o gen 

letal, dando como resultado un bucle de retroalimen tación 20 

positivo. En otras palabras, dicho gen letal domina nte es 

también el gen que codifica el factor de transcripc ión de 

activación de dicho sistema de expresión génica. Po r lo 

tanto, la potenciación del promotor no sólo sirve p ara 

aumentar la transcripción del factor de transcripci ón de 25 

activación, sino que también conduce a una acumulac ión del 

producto letal de ese sistema de expresión génica, dando como 

resultado un efecto letal sobre el organismo huéspe d. A este 

respecto, en una implementación, se prefiere partic ularmente 

que el bucle de retroalimentación positivo del prim ero y/o 30 

segundo sistemas de expresión génica sea como se de scribe en 

el documento WO2005/012534. 
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Preferiblemente, el primero y/o segundo gen letal e s tTA o 

una variante del gen tTAV como se describió anterio rmente. En 

tales implementaciones, el sistema de expresión gén ica 

relevante comprende además un elemento tetO, como s e 

describió anteriormente, como potenciador. El gen q ue 5 

codifica el factor de transcripción de activación e s uno y el 

mismo que dicho gen letal. El factor de control exó geno es 

tetraciclina. Por lo tanto, el control se ejerce so bre el 

mecanismo de retroalimentación positivo por la pres encia o 

ausencia de tetraciclina, con la presencia de tetra ciclina 10 

que reprime la actividad de transactivación del pro ducto tTA 

o de la variante del gen tTAV sobre el promotor. 

 

Aunque, cuando al menos uno de los sistemas de expr esión 

génica es un bucle de retroalimentación positiva, e l factor 15 

de transcripción de activación de dicho bucle de 

retroalimentación positiva activa el promotor de di cho 

sistema de expresión génica, en algunas implementac iones el 

factor de transcripción de activación también activ a el 

promotor del otro sistema de expresión génica. 20 

 

En algunas implementaciones, uno de los sistemas de  expresión 

génica es un sistema de expresión génica lineal com o se 

describió anteriormente, y el otro es un bucle de 

retroalimentación positiva, como se describió anter iormente. 25 

 

En algunas implementaciones, tanto el primero como el segundo 

sistemas de expresión génica actúan como bucles de 

retroalimentación positivos. Cada uno de los sistem as de 

expresión génica primero y segundo expresa un produ cto de gen 30 

letal diferente, de tal manera que el producto del gen letal 

del primer sistema de expresión génica actúa como e l factor 



WO 2015/185933  PCT/GB2015/051633 

38 

 

de transcripción de activación sólo para el primer sistema de 

expresión génica y viceversa. 

 

En implementaciones preferidas, tanto el primero co mo el 

segundo sistemas de expresión génica actúan como bu cles de 5 

retroalimentación positivos y expresan los mismos p roductos 

letales o similares. Por lo tanto, el producto del gen letal 

expresado por el primer sistema de expresión génica  actúa 

como un factor de transcripción de activación tanto  para el 

primero como para el segundo sistema de expresión g énica, y 10 

viceversa. Por consiguiente, en algunas implementac iones, 

tanto el primero como el segundo sistemas de expres ión génica 

comprenden tTA o una variante del gen tTAV tanto co mo el gen 

letal y el gen que codifica el factor de transcripc ión de 

activación. Por consiguiente, ambos sistemas de exp resión 15 

génica comprenden un potenciador que es un elemento  tetO como 

se describió anteriormente, que dirige la expresión  a partir 

del promotor asociado. El primer factor de transcri pción de 

activación (i.e., el primer producto de gen letal) puede 

unirse tanto al primero como al segundo potenciador , y el 20 

segundo factor de transcripción de activación puede  unirse 

tanto al primero como al segundo potenciador. 

 

En algunas implementaciones, uno de los sistemas de  expresión 

génica comprende además un tercer gen letal dominan te, 25 

operativamente unido a un tercer promotor. El facto r de 

transcripción de activación que es capaz de activar  el 

promotor del sistema de expresión génica relevante también es 

capaz de activar el tercer promotor, potenciando co n ello la 

expresión del tercer gen letal. De este modo, la ex presión 30 

del tercer gen letal también se puede controlar, 
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preferiblemente reprimida, por el factor de control  exógeno 

que actúa sobre dicho factor de transcripción de ac tivación. 

 

En algunas implementaciones, el sistema de expresió n génica 

relevante comprende además un potenciador como se d escribió 5 

anteriormente, así como opcionalmente un tercer gen  letal y 

un tercer promotor. En algunas de tales implementac iones, el 

promotor de dicho sistema de expresión génica y el tercer 

promotor están ambos asociados con dicho potenciado r. 

Preferiblemente, el promotor de dicho sistema de ex presión 10 

génica está asociado con un extremo del potenciador  y el 

tercer promotor está asociado con el otro extremo d el 

potenciador. En particular, como se describió anter iormente, 

algunos potenciadores son capaces de aumentar los n iveles de 

transcripción en cualquier orientación. 15 

 

El tercer gen letal expresa un producto letal y, po r lo 

tanto, se agrega al efecto letal del transgén debid o a la 

acumulación del producto letal total. Sin embargo, las 

mejoras, descritas anteriormente, proporcionadas po r el 20 

transgén se observan incluso sin la presencia del t ercer gen 

letal en el transgén. 

 

El tercer gen letal puede ser cualquiera conocido p or los 

versados en el arte. En algunas implementaciones, e l tercer 25 

gen letal es cualquiera de los mencionados anterior mente en 

relación con el primero y el segundo gen letal. En algunas 

implementaciones, el tercer gen letal es tTA , una variante 

del gen tTAV  o VP16. En implementaciones preferidas, el 

tercer gen letal es VP16. 30 
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El tercer promotor puede ser cualquiera de los desc ritos 

anteriormente en relación con el primero y el segun do 

promotores del transgén. En algunas implementacione s, el 

tercer promotor es un promotor mínimo. En implement aciones 

preferidas, el tercer promotor se expresa en el des arrollo 5 

temprano del organismo, preferiblemente al menos du rante las 

etapas embrionarias. Preferiblemente, el tercer pro motor es 

Hsp70  o srya . En otras implementaciones, el tercer promotor 

es Hsp70 . 

 10 

En algunas implementaciones, el transgén comprende además un 

marcador genético. En algunas implementaciones, est e marcador 

es un marcador fluorescente, que es un gen que codi fica una 

proteína fluorescente. Los marcadores genéticos ade cuados 

serán evidentes para los versados en el arte. En 15 

implementaciones preferidas, el marcador fluorescen te es 

DsRed2, que codifica la proteína fluorescente DsRed2. En 

otras implementaciones, el marcador genético es una  proteína 

fluorescente verde, o variantes de la misma. Estos marcadores 

genéticos son útiles en la selección de organismos 20 

transformados con éxito. Además, tales marcadores s on útiles 

para distinguir, por ejemplo, moscas transgénicas d e moscas 

de tipo salvaje en el campo, o aquellas capturadas en el 

campo. 

 25 

Los versados en el arte apreciarán que, en implemen taciones 

que comprenden dichos marcadores genéticos, los com ponentes 

requeridos para expresar el marcador también se inc luirán en 

dicha implementación. Por ejemplo, se prevé que los  

marcadores fluorescentes estarán operativamente por  lo tanto 30 

unidos a un promotor. Se puede usar cualquier promo tor 

adecuado, por ejemplo Hr5/IE1 . 
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En una implementación preferida, tTAV (SEQ ID NO: 2 6) es el 

primer gen letal dominante, Hsp70  es el primer promotor y  

Cctra es la primera secuencia de control de empalme. Este  

primer sistema de expresión génica es un bucle de 5 

retroalimentación positiva como se describió anteri ormente, 

de tal manera que el primer gen letal es también el  gen que 

codifica el primer factor de transcripción de activ ación. El 

primer sistema de expresión génica comprende además  un primer 

potenciador, en el que el primer potenciador es tet Ox7. El 10 

segundo sistema de expresión génica comprende tTAV3  (SEQ ID 

NO: 28) como segundo gen letal dominante, srya  como el 

segundo promotor y Bztra (número de acceso a GenBan k BzTra 

KJ397268) como la segunda secuencia de control de e mpalme. El 

segundo sistema de expresión génica también forma u n bucle de 15 

retroalimentación positivo, de tal manera que el se gundo gen 

letal es el gen que codifica el segundo factor de 

transcripción de activación. El segundo sistema de expresión 

génica comprende además un segundo potenciador, en el que el 

segundo potenciador es tetOx14. El segundo sistema de 20 

expresión génica también comprende además un tercer  gen letal 

conectado operativamente a un tercer promotor, en e l que el 

tercer gen letal es VP16 y el tercer promotor es Hsp70 . El 

tercer promotor está asociado con el segundo potenc iador, con 

el segundo promotor que esta asociado con un extrem o del 25 

potenciador y el tercer promotor que está asociado con el 

otro extremo del segundo potenciador. El transgén c omprende 

además un marcador genético y un promotor del mismo , en el 

que el marcador genético es DsRed2 y el promotor por lo tanto 

es Hr5/IE1 . En otra implementación, el transgén es una 30 

secuencia de polinucleótidos que tiene la secuencia  

representada por la SEQ ID NO: 1. 
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El primero y segundo sistemas de expresión génica e stán 

dispuestos en tándem, formando un transgén, y el tr ansgén 

puede o no comprender secuencias enlazadoras de nuc leótidos 

entre cada sistema de expresión génica. En implemen taciones 5 

que no comprenden una secuencia enlazadora entre lo s sistemas 

de expresión génica, el primero y segundo sistemas de 

expresión génica son contiguos. En implementaciones  que 

comprenden una secuencia enlazadora entre el primer o y el 

segundo sistemas de expresión génica, la secuencia enlazadora 10 

es de 1 pb a 10 kbps de longitud. 

 

También se apreciará que, en implementaciones en la s que el 

transgén comprende además un marcador genético y su  promotor 

asociado, puede haber o no una secuencia enlazadora  de 15 

nucleótidos entre el marcador genético (o su promot or) y el 

sistema de expresión génica adyacente. Como anterio rmente, en 

las implementaciones en las que no está presente ni nguna 

secuencia enlazadora, el marcador genético o su pro motor es 

contiguo a uno de los sistemas de expresión génica del 20 

transgén. En implementaciones en las que el transgé n 

comprende una secuencia enlazadora entre el marcado r genético 

y el sistema de expresión génica relevante, la secu encia 

enlazadora es de 1 pb a 10 kbps de longitud. 

 25 

Sin embargo, también será apreciado por los versado s en el 

arte que se prefiere que no haya secuencias enlazad oras 

presentes en el transgén, de modo que los elementos  del 

transgen sean contiguos. Esto es para reducir el ri esgo de 

que se introduzcan mutaciones aleatorias en el tran sgen y 30 

para reducir el riesgo de recombinación. 
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La secuencia de polinucleótidos, i.e., el transgén,  que 

comprende los sistemas de expresión génica puede fo rmar parte 

de un constructo genético. Por lo tanto, en otro as pecto de 

la invención, se proporciona un constructo genético  que 

comprende un primer y un segundo sistema de expresi ón génica 5 

como se describió anteriormente. El constructo gené tico puede 

comprender otros componentes que no forman parte de l 

transgén. Dichos componentes pueden o no estar pres entes en 

un organismo transformado con el mismo. 

 10 

En algunas implementaciones, el constructo genético  comprende 

además, al menos, cuatro repeticiones invertidas, f ormando al 

menos dos pares de repeticiones invertidas opuestas . El 

transgen se sitúa entre dos pares de repeticiones i nvertidas. 

Esto significa que la escisión de los pares de repe tición 15 

invertidos, in situ , es efectiva para dejar los sistemas de 

expresión génica insertados en el genoma del huéspe d, sin que 

estén presentes en el genoma huésped las repeticion es 

derivadas del transposón flanqueante. Las al menos cuatro 

repeticiones invertidas son como se describe en el documento 20 

WO2005/003364 y proporcionan la eliminación de extr emos 

transponibles como se describe en Dafa'alla  et al  (2006). 

 

En algunas implementaciones, el constructo genético  comprende 

cuatro repeticiones invertidas que forman al menos dos pares 25 

de repeticiones invertidas opuestas. En algunas de tales 

implementaciones, se prefiere que las cuatro repeti ciones 

invertidas sean repeticiones terminales invertidas  piggyBac 

(ITRs). Dos de las repeticiones invertidas son dist ales al 

transgén, i.e. son repeticiones invertidas externas , y las 30 

repeticiones invertidas restantes son repeticiones invertidas 

internas. En particular, esto significa que una rep etición 
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invertida interna está entre una repetición inverti da externa 

y el transgén. Las cuatro repeticiones invertidas p or lo 

tanto forman cuatro elementos transponibles diferen tes, con 

dos de los elementos transponibles que no contienen  el 

transgén. Los elementos transponibles que no incluy en los 5 

sistemas de expresión génica son mucho más cortos q ue los 

otros dos elementos transponibles. En general, las 

transposasas serán más eficaces para cortar secuenc ias más 

cortas de modo que, cuando un transposón tiene una repetición 

5' y dos repeticiones 3', por ejemplo, el transposó n más 10 

común que se observará que se transfiere a otro loc us será el 

más corto, formado por la repetición 5' junto con l a más 

proximal de las dos repeticiones 3'. Por lo tanto, como los 

transposones que no contienen el transgén son más c ortos que 

los que lo hacen, la escisión de los transposones q ue no 15 

incluyen el transgen se produce con mayor frecuenci a que la 

escisión de los transposones que contienen el trans gen. 

 

En algunas implementaciones, las dos ITR  piggyBac internas se 

modifican para incluir aproximadamente 160 pares de  bases de 20 

secuencia piggyBac subterminal adicional. Esta secuencia 

adicional puede añadirse para asegurar que los tran sposones 

más cortos (i.e., aquellos que no contienen el tran sgén) se 

escindan durante las rondas posteriores de exposici ón a la 

transposasa. 25 

 

En implementaciones preferidas, el constructo compr ende 

cuatro repeticiones invertidas  piggyBac que forman, al menos 

dos pares de repeticiones invertidas opuestas. Las cuatro 

repeticiones invertidas  piggyBac consisten en las secuencias 30 

de nucleótidos representadas por las SEQ ID NOs: 30 -32, con 

la secuencia representada por la SEQ ID NO: 30 que se usa 
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para dos de las repeticiones invertidas piggyBac . En 

particular, una repetición invertida externa consis te en la 

secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID  NO: 30 y 

la otra repetición invertida externa consiste en la  secuencia 

de nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 31. U na de las 5 

repeticiones internas de  piggyBac consiste en la secuencia de 

nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 30 y la otra 

repetición invertida  piggyBac interna consiste en la 

secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID  NO: 32. 

Más específicamente, la repetición  piggyBac externa 5' 10 

consiste en la secuencia de nucleótidos representad a por la 

SEQ ID NO: 30 y una repetición invertida piggyBac  interna 3'  

consistente en la secuencia de nucleótidos represen tada por 

la SEQ ID NO: 32 está entre la repetición invertida  piggyBac 

externa 5' y el transgén. La repetición invertida  piggyBac 15 

externa 3' consiste en la secuencia de nucleótido 

representada por la SEQ ID NO: 31 y una repetición invertida  

piggyBac interna 5' consistente en la secuencia de nucleótid o 

representada por la SEQ ID NO: 30 está entre la rep etición 

invertida  piggyBac externa 3' y El transgén. 20 

 

Por consiguiente, los cuatro transposones posibles en tal 

implementación están entre: 

i)  las repeticiones invertidas piggyBac externas 5 ’ y 

externas 3’, 25 

ii)  las repeticiones invertidas piggyBac externas 5’ e 

internas 3', 

iii)  las repeticiones invertidas  piggyBac externas 3' e 

internas 5', y 

iv)  las repeticiones invertidas piggyBac  internas 5' e 30 

internas 3'. 
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Como se describió anteriormente, los transposones i i) y iii) 

no contienen el transgen, y son más cortos que los 

transposones i) y iv). 

 

En algunas implementaciones que tienen cuatro repet iciones 5 

invertidas, el constructo comprende además, al meno s un 

marcador genético asociado con al menos un transpos ón posible 

con el fin de permitir al usuario seguir el progres o de las 

diversas etapas de transposición y escisión y deter minar en 

qué individuos han ocurrido con éxito dichas etapas . En 10 

algunas implementaciones, al menos un marcador gené tico está 

asociado con una etapa identificable en el proceso de 

transposición/escisión, y más preferiblemente, el m arcador 

está asociado con el transgén. Tales marcadores aso ciados con 

el transgén pueden ser como se describió anteriorme nte. 15 

 

Preferiblemente, al menos un marcador genético está  asociado 

con cada posible transposón. Por consiguiente, al m enos un 

marcador genético se coloca entre cada par de repet iciones 

invertidas. Se apreciará que puede usarse cualquier  marcador 20 

genético adecuado, y ejemplos de tales marcadores i ncluyen 

DsRed2, AmCyan y ZsGreen . En algunas implementaciones, el 

constructo comprende tres marcadores genéticos, en los que se 

coloca un marcador entre cada par de repeticiones i nvertidas. 

Se apreciará que, para distinguir entre los transpo sones, 25 

cada uno de los marcadores debe ser diferente. 

Los versados en el arte entenderán que las implemen taciones 

que comprenden al menos un marcador genético compre nderán 

también un promotor para dirigir la expresión del m arcador 

genético. En algunas implementaciones, el promotor es Hr5/IE1  30 

(Choi & Guarino, 1995), mientras que en otras 

implementaciones el promotor es poliubiquitina (Han dler & 
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Harrel, 2001). Sin embargo, los promotores para uso  con el 

marcador genético no se limitan a estos dos ejemplo s, y se 

pueden usar otros. Los versados en el arte reconoce rán qué 

promotores son adecuados. 

 5 

En implementaciones preferidas, el constructo compr ende el 

transgén representado por la SEQ ID NO: 1 y compren de además 

cuatro repeticiones invertidas  piggyBac como se describió 

anteriormente. El constructo comprende además, un m arcador 

genético entre la repetición  piggyBac externa 5' y la 10 

repetición  piggyBac interna 3', y un marcador genético entre 

la repetición  piggyBac externa 3' y la repetición  piggyBac 

interna 5', en la que uno de estos marcadores genét icos es 

AmCyan y El otro es ZsGreen . En implementaciones 

particularmente preferidas, el constructo es como s e muestra 15 

en la Figura 2, en la que el marcador entre la repe tición  

piggyBac externa 5' y la repetición  piggyBac interna 3' es 

ZsGreen  y el marcador entre la repetición  piggyBac externa 3' 

y la repetición piggyBac interno 5' es AmCyan. 

 20 

Como se mencionó anteriormente, el transgén y el co nstructo 

genético de la invención son útiles en el control d e 

poblaciones de organismos en el medio salvaje. 

Específicamente, los artrópodos transformados con e l transgén 

muestran letalidad sexual específica, con penetranc ia de 25 

transgén mejorada y comienzo de letalidad más tempr ano en 

comparación con los insectos transgénicos previamen te 

descritos. La transformación de artrópodos con cual quiera de 

los transgenes o constructos anteriores proporciona  también 

un mecanismo de seguridad en caso de resistencia bi oquímica. 30 

Los constructos que además comprenden al menos cuat ro 

repeticiones invertidas, como se describió anterior mente, 
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proporcionan la ventaja adicional de que es posible  la 

eliminación después de la integración de todas las secuencias 

de transposón, dando lugar a estabilidad tanto en c ondiciones 

de cría en masa como de campo. 

 5 

Por lo tanto, en otro aspecto de la presente invenc ión, se 

proporcionan organismos transformados con un transg én o un 

constructo como se describió anteriormente. En algu nas 

implementaciones, el organismo es un artrópodo. En algunas 

implementaciones, el organismo es un insecto. En al gunas 10 

implementaciones, el organismo es del orden de Lepi doptera, 

Siphonaptera, Diptera, Hymenoptera, Coleoptera, Thy sanoptera, 

Hemiptera, Orthoptera o Mesostigmata. En otras 

implementaciones, el organismo es de la familia Tep hritidae, 

Drosophilidae, Lonchaeidae, Pallopteridae, Platysto matidae, 15 

Pyrogotidae, Richardiidae o Ulidiidae. En implement aciones 

preferidas, el organismo es de la familia Tephritid ae o 

Drosophilidae. En implementaciones preferidas, el o rganismo 

es del género Ceratitis, Drosophila, Bactrocera, Anastrepha o 

Rhagoletis . Más preferiblemente, el organismo es del género 20 

Ceratitis . En implementaciones particularmente preferidas, e l 

organismo es Ceratitis capitata . 

 

Se apreciará que el transgén o constructo puede ser  

administrado por cualquier medio conocido por los v ersados en 25 

el arte, pero generalmente probado después de integ rarse en 

el genoma. La administración puede ser por métodos conocidos 

en el arte, tales como parenteralmente, intravenoso s, 

intramuscular, oral, transdérmico, suministrados a través de 

una membrana mucosa, y así sucesivamente. La inyecc ión en 30 

embriones es particularmente preferida. En algunas 
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implementaciones, el transgén o constructo se admin istra como 

un plásmido. 

 

En implementaciones preferidas, el organismo transf ormado es 

Ceratitis capitata , y el insecto transformado comprende la 5 

secuencia representada por la SEQ ID NO: 2 ó 3. En 

implementaciones preferidas particularmente, la Ceratitis 

capitata  transformada comprende la secuencia representada p or 

la SEQ ID NO: 2 y Ceratitis capitata  que comprende esta 

secuencia se denomina aquí OX3864A. En otras 10 

implementaciones, la Ceratitis capitata  transformada 

comprende la secuencia representada por la SEQ ID N O: 3, y la 

Ceratitis capitata  transformada que comprende esta secuencia 

se denomina aquí OX3647Q. 

 15 

En algunas implementaciones, una Ceratitis capitata  

transformada que comprende la secuencia representad a por la 

SEQ ID NO: 2 (i.e., OX3864A) es particularmente pre ferida por 

las siguientes razones: 

i)  La penetración del transgen es un 100% con una copia; 20 

i.e., como se ve en los Ejemplos, incluso en un 

estado heterocigótico todas las hembras murieron en  

ausencia de tetraciclina a partir del medio larvari o; 

ii)  La relación macho-hembra en presencia de 

tetraciclina incorporada en la dieta larvaria es de  25 

50:50 indicando una buena reprimibilidad de la 

expresión transgénica en las hembras (esto es 

importante para una propagación costo-efectiva de l a 

cepa en una instalación de cría); 

iii)  OX3864A mostró letalidad en hembras pre-pupal es 30 

completa en ausencia de tetraciclina; 



WO 2015/185933  PCT/GB2015/051633 

50 

 

v)  La expresión del marcador rojo ( DsRed2) es robusta y 

sostenible. El marcador es evidente en todas las 

etapas del desarrollo, permitiendo protocolos de 

control de calidad (QC) en la instalación de crianz a 

en masa y monitoreo confiable en el campo; 5 

vi)  Los parámetros de la historia de vida son 

comparables a los de la cepa tipo salvaje utilizada  

para la transformación, como se muestra en los 

Ejemplos, lo que indica que O3864A tiene un estado 

físico para el tipo salvaje cuando se cría en 10 

tetraciclina; 

vii)  El constructo  insertado se ha estabilizado después 

de la inserción mediante la eliminación de los 

extremos  piggyBac del vector, tal que el transgén es 

fijo y heredable en el genoma del insecto. 15 

 

También es útil identificar organismos que se han 

transformado con éxito con un transgén o constructo  como se 

describió anteriormente. Por lo tanto, en otro aspe cto de la 

invención, se proporcionan métodos para detectar un  organismo 20 

transformado con un transgén o constructo como se d escribió 

anteriormente, y los primers para su uso en dicho m étodo. El 

método comprende un ensayo con base en PCR para det ectar un 

organismo transformado, amplificando una secuencia de ADN que 

se superpone al ADN genómico del organismo que flan quea el 25 

transgén insertado y el propio transgén. El método comprende 

poner en contacto una muestra de ADN obtenida de un  organismo 

con un par de primers específicos para un transgén como se 

describió anteriormente, insertado en el genoma del  insecto, 

en el que un primer en el par es específico para un a 30 

secuencia de nucleótidos del transgén y el otro pri mer en el 

par es específico para una secuencia de nucleótidos  genómica 
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flanqueando el transgén insertado, y amplificando l a muestra 

de ADN. De este modo, un primer en un par de primer s 

hibridiza el ADN genómico flanqueante y el otro pri mer en el 

par de primers hibridiza el transgén. El producto d e 

amplificación se puede entonces visualizar y, en ge neral, se 5 

puede detectar usando técnicas estándar conocidas p or los 

versados en el arte. 

 

La amplificación de la muestra de ADN se lleva a ca bo 

utilizando técnicas de PCR conocidas por los versad os en el 10 

arte. Como se mencionó anteriormente, los primers e n el par 

de primers son específicos del organismo transforma do, de 

manera que sólo cuando el transgén está integrado e n la 

posición genómica relevante, se amplificará a una b anda de 

tamaño apropiado. 15 

 

Los versados en el arte apreciarán que se pueden us ar 

diversos primers en el método de la invención y que  dichos 

primers se pueden preparar usando técnicas conocida s por los 

versados en el arte. Los primers usados definirán e l tamaño 20 

del producto de amplificación por PCR que se visual izará o se 

detectará más generalmente. 

 

En algunas implementaciones, el método es para dete ctar un 

organismo transformado con el transgén o el constru cto 25 

genético. En algunas implementaciones, el organismo  es un 

artrópodo. En algunas implementaciones, el organism o es un 

insecto. En algunas implementaciones, el organismo es del 

orden de Lepidoptera, Siphonaptera, Diptera, Hymeno ptera, 

Coleoptera, Thysanoptera, Hemiptera, Orthoptera o 30 

Mesostigmata. En otras implementaciones, el organis mo es de 

la familia Tephritidae, Drosophilidae, Lonchaeidae,  
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Pallopteridae, Platystomatidae, Pyrogotidae, Richar diidae o 

Ulidiidae. En implementaciones preferidas, el organ ismo es de 

la familia Tephritidae o Drosophilidae. En otras 

implementaciones, el organismo es del género Ceratitis, 

Drosophila, Bactrocera, Anastrepha o Rhagoletis . En 5 

implementaciones preferidas, el organismo es del gé nero 

Ceratitis . En implementaciones particularmente preferidas, e l 

organismo es Ceratitis capitata . 

 

En implementaciones preferidas, el método utiliza p rimers 10 

específicos para una Ceratitis capitata  transformada. En 

algunas implementaciones, los primers específicos d e 

Ceratitis capitata  comprenden la secuencia de nucleótidos 

representada por la SEQ ID NO: 2. En esta implement ación, se 

proporciona un primer par de primers (TG1), un segu ndo par de 15 

primers (TG2) o un tercer par de primers. TG1 consi ste en los 

primers TG1-3864AttpflR (SEQ ID NO: 4) y TG1-AttPF2 , (SEQ ID 

NO: 5). En este par, TG1-3864AttpflR es específico para el 

ADN genómico que flanquea el transgén y TG1-AttPF2 es 

específico para el propio transgén. TG2 consiste en  los 20 

primers representados por las SEQ ID NO: 6 y 7. TG2  consiste 

en los primers TG2-3864FRTFIF (SEQ ID NO: 6) y TG2- FRTNheF 

(SEQ ID NO: 7). En TG2, TG2-3864FRTFIF es específic o para el 

ADN genómico que flanquea el transgén insertado, y TG2-

FRTNheF es específico para el propio transgén. El t ercer par 25 

de primers consiste en Cc3864FRTtaqF (SEQ ID NO: 10 ) y 

Cc3864FRTtaqR (SEQ ID NO: 11). En el tercer par de primers, 

Cc3864FRTtaqF es específico para el transgén y Cc38 64FRTtaqR 

es específico para el ADN genómico flanqueante. 

 30 

En otras implementaciones, cualquiera de los primer s 

específicos del transgén descrito anteriormente pue de estar 
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emparejado con cualquiera de los primers específico s del ADN 

genómico flanqueante, y un experto en el arte aprec iará que 

el tamaño del producto de amplificación por PCR dep enderá de 

los pares de primers utilizados. 

 5 

En otras implementaciones, el método para detectar un 

organismo transformado con un transgén o constructo  como se 

describió anteriormente comprende además el uso de una sonda 

marcada de forma dual durante las etapas de amplifi cación. 

 10 

La secuencia en la unión del transgén integrado y e l ADN 

genómico del organismo presenta una huella digital única. Por 

lo tanto, es posible detectar una unión única utili zando tres 

oligonucleótidos específicos. Dos de los oligonucle ótidos 

usados en el método son primers para permitir la 15 

amplificación de un fragmento predeterminado de tra nsgén 

insertado y ADN genómico flanqueante, al que se hib ridiza un 

tercer oligonucleótido, etiquetado doble, i.e., la sonda. En 

algunas implementaciones, la sonda comprende una mo lécula de 

desactivación fluorescente (quencher) y una molécul a 20 

reportera 5'. 

 

En algunas implementaciones, el método comprende la s etapas 

de poner en contacto una muestra de ADN obtenida de  un 

organismo con un par de primers específico para un transgén 25 

como se describió anteriormente insertado en el gen oma del 

organismo, en el que un primer en el par es específ ico para 

el transgén y el otro primer en el par es específic o para una 

secuencia de nucleótidos genómicos que flanquea el transgén 

insertado, y amplifica la muestra de ADN. Esta etap a del 30 

método es en gran parte como se describió anteriorm ente. La 

sonda se añade a la mezcla de amplificación por PCR  con los 
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primers. La sonda específicamente puentea la unión del 

transgén y el ADN flanqueante en el producto de PCR  

amplificado, requiriendo este límite para una salid a 

positiva. En cada etapa de la amplificación por PCR , la 

actividad exonucleasa 5'-3' de la polimerasa Taq li bera una 5 

molécula reportera 5' (FAM) de la sonda hibridada, dando como 

resultado una emisión acumulativa que es detectable  en una 

máquina de PCR en tiempo real en muestras que porta n el 

transgén integrado. De este modo, el método compren de además 

las etapas de poner en contacto la muestra de ADN c on una 10 

sonda durante la amplificación por PCR de la muestr a de ADN. 

 

En algunas implementaciones, el organismo es un art rópodo, y 

los artrópodos preferidos han sido discutidos anter iormente. 

En implementaciones preferidas, el organismo es un insecto, 15 

preferiblemente un tefrítido, más preferiblemente d el género 

Ceratitis. En implementaciones particularmente pref eridas, el 

insecto es de la especie Ceratitis capitata . Así, en tales 

implementaciones, los primers son específicos para una 

Ceratitis capitata  transformada. Preferiblemente, los primers 20 

son específicos para Ceratitis capitata  que comprende la 

secuencia representada por la SEQ ID NO: 2 (i.e., O X3864A). 

En esta implementación, los primers que permiten la  

amplificación de un fragmento predeterminado son 

Cc3864FRTtaqF y Cc3864FRTtaqR, representados por la s SEQ ID 25 

NOs: 10 y 11, respectivamente. Cc3864FRTtaqF es esp ecífico 

para el ADN genómico flanqueante y Cc3864FRTtaqR es  

específico para el transgén. En tales implementacio nes, la 

sonda es, la sonda Cc3864FRT, como se representa po r la SEQ 

ID NO: 12. 30 
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En un aspecto adicional de la presente invención, s e 

proporciona un método para el control de la poblaci ón de un 

organismo. En implementaciones preferidas, el métod o 

comprende la etapa de transformar un organismo u or ganismos 

con un transgén o un constructo como se describió 5 

anteriormente. En algunas implementaciones, el méto do 

comprende además liberar dicho(s) organismo(s) 

transformado(s) en la población a controlar. En otr as 

implementaciones, el método puede comprender tambié n la etapa 

de monitorizar la población a controlar. Los organi smos 10 

liberados se reproducen con la población a ser cont rolada, y 

la letalidad específica de la hembra conferida por los 

sistemas de expresión génica significa que la proge nie hembra 

producida por este cruzamiento morirá durante las p rimeras 

etapas de desarrollo. La progenie masculina que her eda los 15 

sistemas de expresión génica sobrevive para transmi tir el 

fenotipo letal a las generaciones posteriores. 

 

En algunas implementaciones, la población a control ar es una 

población de artrópodos. En algunas implementacione s, la 20 

población es una población de insectos. En algunas 

implementaciones, la población es del orden de Lepi doptera, 

Siphonaptera, Diptera, Hymenoptera, Coleoptera, Thy sanoptera, 

Hemiptera, Orthoptera o Mesostigmata. En otras 

implementaciones, la población es de la familia Tep hritidae, 25 

Drosophilidae, Lonchaeidae, Pallopteridae, Platysto matidae, 

Pyrogotidae, Richardiidae o Ulidiidae. En implement aciones 

preferidas, la población es de la familia Tephritid ae o 

Drosophilidae. En otras implementaciones, la poblac ión es del 

género Ceratitis, Drosophila, Bactrocera, Anastrepha o 30 

Rhagoletis . En implementaciones preferidas, la población es 
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del género Ceratitis. En algunas implementaciones, la 

población es una población de Ceratitis capitata . 

 

La liberación de organismos puede ser por cualquier  método 

conocido por los versados en el arte, por ejemplo, mediante 5 

un método tal como liberación en jaula o liberación  de bolsa 

de papel, tales como los descritos en Simmons  et al . (2011) o 

Harris  et al . (2011). 

 

La etapa de monitorizar la población de organismos puede ser 10 

por cualquier método conocido por los versados en e l arte. En 

algunas implementaciones, el transgén insertado en el (los) 

organismo(s) transformado(s) incluye un marcador ge nético, 

tal como DsRed2. Por lo tanto, la monitorización de la 

población a controlar puede ser atrapando insectos de la 15 

población, después de la liberación del (de los) or ganismo(s) 

transformado(s) y de la visualización, o más genera lmente 

detección del marcador genético en los individuos a trapados. 

 

La invención se ilustrará ahora con referencia a lo s 20 

siguientes Ejemplos no limitativos. 

 

Ejemplos 

 

Ejemplo 1. Selección del producto que conduce la ce pa de C. 25 

capitata 

 

Las cepas transformadas se generaron a través de la  

transformación mediada por piggyBac utilizando el c onstructo 

mostrado en la Figura 2 de la cepa C. capitata colo nizada por 30 

Toliman (Origen: Guatemala). El entrecruzamiento a moscas de 

tipo salvaje produjo múltiples líneas transgénicas (Tabla 1). 
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Se obtuvieron 49 adultos G0 para OX3864 (una tasa d e 

supervivencia del 21%) y 950 para OX3647 (35% de 

supervivencia). 

 

La relación de sexos bajo estas dos condiciones de dieta se 5 

usó para evaluar la funcionalidad del constructo en  dos 

parámetros cruciales: 1) supresión total de la leta lidad en 

hembras cuando se alimentan con tetraciclina, y 2) letalidad 

en hembras completa en ausencia de tetraciclina. La s líneas 

se seleccionaron para las pruebas adicionales con b ase en su 10 

capacidad para satisfacer estos parámetros y en la fuerza de 

la fluorescencia. 

 

11 líneas fallaron en proporcionar penetración comp leta con 

una sola copia del transgén y se descartaron. Una l ínea 15 

demostró reprecibilidad incompleta de la tetracicli na y 

también se descartó. Dos líneas no produjeron sufic iente 

progenie, posiblemente debido a las penalidades de estado 

físico impuestas por la inserción del transgén, y p or lo 

tanto se interrumpieron. La fluorescencia fue buena  en todas 20 

las líneas generadas; sin embargo, el constructo OX 3864 

proporciona en general un fenotipo de fluorescencia  más 

fuerte y más clara. En las Figuras 4F y 4G se puede n ver 

fotografías de moscas macho adultas OX3864A y OX364 7Q. Aunque 

ambas cepas muestran un fenotipo reconocible en com paración 25 

con los machos WT, es evidente que el fenotipo fluo rescente 

OX3864A (+++) es más fuerte que el de OX3647Q (++).  
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Tabla 1. Análisis de supervivencia G2 de machos y h embras de 

diferentes líneas OX supervivientes con y sin micro inyección 

de tetraciclina (G0), se reunieron (10 machos o 20 hembras) 

antes de ser cruzadas con el tipo salvaje de TOLIMA N. Las 5 

líneas se nombraron de acuerdo con un número y un s ufijo 

alfabético (e.g., OX3647Q) para indicar el grupo de  donde se 

recogieron los descendientes G1. Debido al número m uy elevado 

de sobrevivientes OX3647, el sistema del alfabeto f ue 

reutilizado y se indicó con un número entre parénte sis antes 10 

del sufijo alfabético, e.g., OX3647(2)B. Se dieron números 

adicionales a múltiples progenitores G1 que emergen  del mismo 

grupo (e.g., OX3647L1, L2) y estos fueron tratados 

inicialmente como eventos de inserción potencialmen te 

separados. Cada uno de los machos G1 transgénicos s e cruzó 15 

con varias hembras de tipo salvaje virgen. La proge nie G2 se 

puntuó para fluorescencia (F) o no fluorescencia (N F) y por 

sexo, sobre medios que contenían tetraciclina-(T, 1 00 µg/ml) 

o no tetraciclina (NT). 
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El análisis posterior de las cepas generadas incluy ó: 

 

•       Una sola inserción transgénica originalmente 

medida como segregación en G2 del alelo marcador, 

•        Potencial de homocigosis medido como segrega ción 5 

de alelo marcador cuando los machos y hembras de la  

misma línea se cruzaron, 

•       Eliminación de PiggyBac mediante el cruce con  la 

cepa OX3133, que proporciona una fuente de 

transposasa, siguiendo el método descrito por 10 

Dafa'alla  et al . (2006). 

 

Cinco líneas presentaron múltiples inserciones, y p ara tres 

líneas se encontró que la inserción del transgén es taba 

ligada al sexo. Por lo tanto, las ocho líneas se de scartaron. 15 

La cepa OX3864E contenía una inserción silenciosa ( confirmada 

por análisis de secuencia flanqueante) y se descart ó. Todas 

las cepas restantes fueron positivas para el potenc ial de 

homocigosis y, por tanto, se cruzaron con la cepa O X3133 de 

mosca del mediterráneo para la escisión  piggyBac (Dafa'alla  20 

et al ., 2006). Sólo las cepas OX3864A y OX3647Q demostra ron 

la eliminación completa de todas las secuencias  piggyBac y, 

por lo tanto, se seleccionaron como cepas potencial es de 

producto. 

 25 

Posteriormente, las líneas homocigóticas de cada un a de 

OX3864A y OX3647Q se obtuvieron por endogamia para producir 

homocigotos putativos, con confirmación por PCR. Ot ra 

evidencia para la eliminación completa de la secuen cia  

piggyBac es proporcionada por PCR (Figura 3). Como se puede 30 

ver en la Figura 3, no hay secuencias  piggyBac presentes en 

las cepas OX3864A y OX3647Q, como se muestra por la  falta de 
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producto gel para líneas resueltas cuando se usan c uatro PCR 

diseñadas para generar un producto cuando el piggyBac  está 

presente en los constructos. Para producir los gele s, se 

extrajo ADN genómico de adultos individuales usando  el kit de 

ADN genómico Purelink (Invitrogen) de acuerdo con l as 5 

instrucciones del fabricante. La PCR se llevó a cab o 

utilizando Biotaq (biosistemas PCR), de acuerdo con  las 

instrucciones del fabricante. Las condiciones de PC R fueron: 

desnaturalización inicial a 94ºC durante 2 min, seg uido por 

10 ciclos de 94ºC 15s, 60ºC 30s, disminución 0,5ºC/ ciclo y 10 

72ºC 15s, luego 25 ciclos de 94ºC 15s, 55°C 30s, 72 °C 15s, y 

un alargamiento final de 72°C durante 7 minutos. 

 

La reacción de PCR que da como resultado el gel mos trado en 

el panel A de la Figura 3 utiliza primers 916) AttP F2 15 

(GTCATGTCGGCGACCCTACGC; SEQ ID NO: 5) y TD935) Diag -5PBmin 

(GCCACCGAGTATGACCGGTAG; SEQ ID NO: 15). La presenci a del 

motivo  piggyBac genera un fragmento de ADN de 512 pb. La 

reacción de PCR que resulta en el gel mostrado en e l panel B 

de la Figura 3 utilizó primers TD222) Dlag - Pb5 20 

(CTGATTTTGAACTATAACGACCGCGTG; SEQ ID NO: 16) y 432)  AmCydiagF 

(TCACCTACGAGGACGGCGG; SEQ ID NO: 17). La presencia del motivo  

piggyBac genera un fragmento de ADN de 820 pb. La reacción d e 

PCR que da como resultado el gel mostrado en el pan el C de la 

Figura 3 utiliza los primers TD1445) Dlag6-pb3 25 

(GTGCCAAAGTTGTTTCTGACTGAC; SEQ ID NO: 18) y TD154) Dlag-K10-1 

(CACTTAAGCGACAAGTTTGGCCAAC; SEQ ID NO: 19). La pres encia de 

los motivos  piggyBac genera un fragmento de ADN de 972 pb. La 

reacción de PCR que daba como resultado el gel most rado en el 

panel D de la Figura 3 usó los primers TD1312)Diag7 -pb3 30 

(CCCTAGAAAGATAATCATATTGTGACG; SEQ  ID  NO:  20)  y  

TD677)Diag2-hr5 (CATACTTGATTGTGTTTTACGCGTAG;  SEQ  ID  NO:  
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21) la presencia de los motivos piggyBac genera un fragmento 

de ADN de 470bp. Los productos de PCR de OX3864A, O X3647Q, un 

control positivo no resuelto OX3647 y dos controles  negativos 

(tipo salvaje de TOLIMAN y agua) se corrieron en un  gel al 1% 

con una escala inteligente (Eurogentec, tamaños de banda de 5 

arriba hacia abajo: 10kb, 8kb, 6kb, 5kb, 4kb , 3kb,  2,5kb, 

2kb, 1,5kb, 1kb, 800pb, 600pb, 400pb, 200pb). 

 

Tras la inserción y el análisis de escisión, las ce pas 

OX3864A y OX3647Q se ensayaron adicionalmente para determinar 10 

los parámetros de la historia de vida en comparació n con la 

cepa de tipo salvaje TOLIMAN de la que ambos fueron  derivados 

y también la cepa Vienna 8 (referencia) letal, sens ible a la 

temperatura (tsl). La  tsl es la cepa genética T (Y; 5) 101 

llamada también Vienna-8 (sin la inversión pericént rica D53) 15 

(Caceres, 2002), introgresada en el tipo salvaje de  TOLIMAN 

que se utiliza actualmente en muchos programas de T écnica de 

Insecto Estéril (SIT) en todo el mundo. Los detalle s de las 

pruebas realizadas se indican a continuación. Los g ráficos se 

presentan en la Figura 4. Los índices de estado fís ico se dan 20 

en la Tabla 2. 

 

Longevidad 

 

Se realizaron pruebas de longevidad a 21°C y una hu medad 25 

relativa (HR) de 50% en seis jaulas plásticas (9cm x 9cm x 

9cm), cada una con 30 machos y 30 hembras del mismo  genotipo 

(1 insecto/8.1 cm 2). Tres de las jaulas fueron asignadas al 

azar a una prueba de "estrés" de ningún alimento y sin agua. 

Esto se hizo para evaluar las medidas relativas de las 30 

reservas de nutrientes disponibles en la eclosión, un 

indicador importante de la longevidad potencial en 
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condiciones de liberación. Las jaulas restantes ten ían un 

suministro ad libitum de alimentos y agua. Las jaul as fueron 

monitoreadas diariamente; Los adultos muertos fuero n 

removidos y sexados, hasta que todas las moscas est uvieron 

muertas, de acuerdo con las directrices de la FAO/I AEA/USDA. 5 

 

Las moscas sujetas a las condiciones de estrés, red ujeron 

significativamente la duración de vida en comparaci ón con las 

alimentadas con agua y alimento (Log Rank Test X 2
1 = 1307, P 

<0,001); todas las moscas estresadas se murieron en  seis días 10 

(Figura 4D). En las jaulas no sometidas a estrés, d ado el 

alimento y el agua, hubo efectos significativos sob re la 

supervivencia del genotipo (i.e., RIDL frente al ti po salvaje 

y tsl; X 2
3 = 15,6, P <0,001; el sexo no tuvo un efecto 

significativo sobre la longevidad (X 2
1 = 0,17, P = 0,68), y 15 

por lo tanto se combinaron los datos de supervivenc ia para 

ambos sexos. En condiciones de estrés, OX3647Q most ró una 

supervivencia significativamente mayor en ambos sex os en 

comparación con el tipo salvaje (promedios ± error estándar: 

tipo salvaje = 4,1 días ± 0,054; OX3647Q = 4,38 día s ± 0,066; 20 

riesgos proporcionales de Cox: z = -2,1, P = 0,035) . Sin 

embargo, el patrón bajo alimento completo, condicio nes no 

estresantes se invirtió (tipo salvaje = 18,9 días ±  0,52; 

OX3647Q = 13,7 días ± 0,53; z = 5,92, P <0,01). No hubo 

diferencias significativas en la esperanza de vida media de 25 

las moscas OX3864A y las  tsl en comparación con el tipo 

salvaje para los tratamientos con estrés o sin estr és 

(tratamiento con estrés: OX3864A = 4,13 días ± 0,05 5; z = 

0,59, P = 0,55,  tsl = 4,13 ± 0.064; z = 0.53, P = 0,33; 

alimentación completa, tratamiento sin estrés: OX38 64A = 17,2 30 

días ± 0,53; z = 1,13; P = 0,26,  tsl = 17.0 días ± 0.52; z = 

0.7, P – 0.49). 
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Fecundidad de por vida en hembras 

 

De las jaulas no estresadas descritas anteriormente , se 

recogieron los huevos durante periodos de 24 horas y se 5 

contaron bajo un microscopio de disección. Las mues tras de 

huevo luego se incubaron sobre papel de filtro What man húmedo 

(Fisher Scientific) y selladas en una caja de Petri  con 

parafilm (200 huevos por caja de Petri, 600 huevos por línea 

en total). 72 horas después de la recolección de hu evos, las 10 

cajas de Petri fueron destapadas y examinadas bajo un 

microscopio de disección con el fin de contar el nú mero de 

envolturas de huevo vacías. 

 

La producción diaria de huevos por jaula de las jau las "no 15 

estresadas" disminuyó significativamente con el tie mpo 

(Medidas Repetidas ANOVA: F 1.6, 12 9  = 253,04, P <0,001) y hubo 

un efecto significativo del genotipo (F 4.8, 12,9  = 5,19, P = 

0,008). Las comparaciones en pares con una correcci ón de 

Bonferroni describen que se producían significativa mente 20 

menos huevos a lo largo de la vida para ambas línea s RIDL y  

tsl en comparación con el tipo salvaje (producción de h uevos 

promedio en la vida tipo salvaje = 4315 ± 48,51; OX 3864A = 

3470 ± 226, P <0,014; OX3647Q = 2593 ± 147, P <0,00 1;  tsl = 

2465 ± 93,29, P <0,001). Las cepas OX3647Q y  tsl también 25 

produjeron significativamente menos huevos que OX38 64A 

(OX3647Q frente al tipo salvaje, P <0,001;  tsl frente al tipo 

salvaje, P = 0,005, Figura 4D). 

 

Al registrar la mortalidad diaria, también fue posi ble 30 

estimar la producción de huevos específica por edad  para 

hembra. Consistente con lo anterior, esto también m ostró que 
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la fecundidad disminuyó significativamente con el t iempo 

(Medidas Repetidas ANOVA: F 1.9, 15.2  = 131,85, P <0,001). Sin 

embargo, no hubo efecto significativo del genotipo en este 

descenso (F 5.7, 15.2  = 2.19, P = 0,104, Figura 4C). A su vez, un 

ANOVA unidireccional sobre el número de huevos depo sitados en 5 

la fecundidad máxima (día 10), tampoco reveló difer encias 

significativas en la puesta de huevos por hembra en tre 

cualquiera de las líneas (F 3,8  = 0,029, P = 0,97). 

 

Tasa de incubación de huevos 10 

 

Hubo un efecto significativo de la edad en las tasa s de 

incubación de huevos (ANOVA F 5,40  = 207,3, P <0,001), así como 

un efecto significativo del genotipo (F 15,40  = 4,52, P <0,001, 

Figura 4E). Las comparaciones en pares con una corr ección de 15 

Bonferroni mostraron que OX3647Q y tsl , pero no la OX3864A, 

tasas promedio en porcentaje de incubación de huevo s que 

fueron significativamente más bajas que el tipo sal vaje (tipo 

salveje = 89,56% ± 0,84; OX3647Q = 79,11% ± 0,84, P  <0,001;  

tsl = 78,33% ± 0,84, P <0,001; OX3864A = 87,11% ± 0,84,  P = 20 

0,247). 

 

Tasa de eclosión de adultos 

 

300 pupas de cada línea se mantuvieron aisladamente  y se 25 

monitorizaron para la eclosión. Se comprobó que los  adultos 

tenían sexo y deformidad visible antes del registro . Se 

contaron las envolturas de pupas no cerradas o parc ialmente 

cerradas y luego se descartaron. 

 30 

También hubo una diferencia significativa en las ta sas de 

eclosión de adultos entre líneas (ANOVA: F 3, 10  = 9,89, P 
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<0,001). Una prueba Tukey HSD post hoc  reveló que esto era 

atribuible principalmente a una tasa de eclosión en  adultos 

significativamente más baja en OX3647Q en comparaci ón con el 

tipo salvaje (tipo salvaje = 86,1% ± 0,69; OX3647Q = 75,7% ± 

2,43, P <0,01; OX3864A = 84,7% ± 0,91, P = 0,9; tsl  = 81,2% ± 5 

1,04, P = 0,25). Hubo un efecto significativo del g enotipo 

sobre la relación de sexo adulto (F 3, 10  = 5,06, P = 0,036), 

atribuible a una diferencia en la relación sexo de machos a 

hembras en OX3647Q pero no en las otras líneas (pru ebas Tukey 

HSD post hoc: tipo salvaje = 47% ± 1,8; OX3647Q = 5 4% ± 1, P 10 

= 0,035; OX3864A = 55% ± 2,3, P = 0,055;  tsl = 50% ± 1,5, P = 

0,83). 

 

Índices de estado físico 

 15 

A partir de los componentes individuales de la hist oria de 

vida, se calculó la tasa reproductiva neta por hemb ra (R0) y 

el tiempo promedio de generación (G) (que abarca el  pico de 

fertilidad en hembras de una generación a la siguie nte) 

(Tabla 2). A partir de estas estimaciones, se deriv ó un 20 

índice de estado físico (r) por hembra. El valor de  r para el 

tipo salvaje fue de 0.195, lo que equivale a que ca da hembra 

contribuye en promedio 0.195 hembras por día a la s iguiente 

generación. Las otras líneas tuvieron índices de es tado 

físico más bajos (OX3864A: r = 0,187, OX3647Q: r = 0,176, 25 

tsl: r = 0,165). 

 

 Tipo 
Salvaje 

OX3864A OX347Q TSL 

Tasa reproductiva 
neta 

(R o) de las hembras 

267,6 183,7 113,1 133,1 

Tiempo de generación 
en días (G) 

32 32.1 35.6 36 

índice de estado 
físico (r) 

0.195 0.187 0.176 0.165 
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Tabla 2. Los índices de estado físico para las cepa s OX3864A, 

OX3647Q, tipo salvaje y tsl , se calcularon a partir de los 

datos del historial de vida. 

 

Competitividad de apareamiento de machos OX3864A y OX3647 con 5 

moscas TOLIMAN tipo salvaje . 

 

Se obtuvieron adultos OX3864A, OX3647Q, TOLIMAN tip o salvaje 

a partir de larvas criadas off-tet a baja densidad (1 

larva/0,5 g de medio). En el invernadero del Depart amento de 10 

Zoología de la Universidad de Oxford (Oxford, Reino  Unido) se 

construyeron jaulas de campo de 1,25 m de altura co n una base 

de 0,5 m 2, con naranjos pequeños (~1 m de altura) colocados 

dentro, los experimentos se realizaron en agosto (a manecer 

06.00) utilizando luz natural y una temperatura y h umedad 15 

estables (25°C, 50% RH). Se colocaron 30 machos de OX3864A u 

OX3647Q junto con 30 machos tipo salvaje a las 06:3 0 y 30 

hembras se introdujeron 30 minutos más tarde. 

 

La secuencia básica del cortejo y la cópula está bi en 20 

caracterizada en la mosca del mediterráneo, y sigue  una 

secuencia distinta de patrones de comportamiento en  machos 

(Cayol  et al ., 2002), consistente en "llamada de feromonas" y 

rápidas vibraciones del ala. Después de cortejar el  macho 

saltará sobre la hembra y si ocurre la intromisión exitosa, 25 

el par permanecerá generalmente inmóvil. La cópula 

generalmente dura entre 90 y 195 minutos. Los pares  de 

apareamiento se retiraron de las jaulas después de la 

intromisión, y se introdujeron cuidadosamente en in serciones 

horizontales de 1,5 ml. El tiempo de iniciación de la 30 

copulación se registró y las copulaciones se puntua ron como 

exitosas sólo si el par se aparea durante >30 minut os después 
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de la transferencia al eppendorf. Las copulaciones cortas 

(<15 minutos) fueron eliminadas de los datos ya que  a menudo 

resultan en no transferencia de esperma. Los experi mentos de 

apareamiento terminaron 9 horas después de la inici ación 

(16:00) o cuando todas las hembras habían copulado,  lo que 5 

fue cuanto antes. La identidad de la pareja machos se 

determinó marcando a los machos para la presencia o  ausencia 

del marcador fluorescente DsRed2 bajo un microscopio de 

fluorescencia. Las pruebas se realizaron con 10 rep eticiones 

para cada línea. Se evaluaron 167 y 237 parejas par a OX3864A 10 

y OX3647Q, respectivamente. 

 

El índice de esterilidad relativa (RSI) se utilizó como una 

medida de la competitividad sexual para machos (Mcl nnis  et 

al ., 2002, FAO/IAEA/USDA, 2003). RSI oscila entre 0 y  1, un 15 

RSI de 1 representaría el 100% de apareamientos por  machos 

transgénicos, un valor de 0, 100% con el tipo salva je y 0,5 

representando igual número de apareamientos. Los re sultados 

mostraron que ninguna de las cepas transgénicas mos tró una 

reducción significativa en la competitividad con re specto a 20 

los machos tipo salvaje (prueba-t: OX3864A: RSI 0,4 6 ± 0,08, 

t 18 = -2,09, OX3864A machos acoplados tipo salvaje n =  77, 

machos acoplados tipo salvaje n = 90, P = 0,05; OX3 647Q: RSI 

0,47 ± 0,09, t 18 = -1,72, machos acoplados OX3647Q n = 112, 

machos acoplados tipo salvaje n = 125, P = 0,1). 25 

 

No se observaron diferencias significativas en la f recuencia 

de re-apareamiento de las hembra entre las hembras 

inicialmente apareadas con bien sea los machos tipo  salvaje o 

fsRIDL (Prueba Exacta de Fisher: OX3864A: X 2
1 = 0,82, n = 40, 30 

P = 0,775; siete hembras primero apareadas con mach os OX3864A 

re-apareados; ocho hembras primero apareadas con ma chos tipo 
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salvaje re-apareados; OX3647Q: X 2
1 = 0, n = 40, P = 1, 12 

hembras primero apareadas con machos OX3647Q re-apa reados y 

12 hembras primero apareadas con machos tipo salvaj e re-

apareados). Para el caso de las hembras que hiciero n re-

apareamiento cuando se aparearon por primera vez a un macho 5 

RIDL, el genotipo del segundo macho no tuvo ningún efecto 

sobre la frecuencia de re-apareamiento (OX3864A: X 2
1 = 0,58, P 

= 0,4 (hembras que primero se aparearon  con OX3864 A,  luego 

re-apareadas con el tipo salvaje n = 3 re-apareados  con 

OX3864A n = 4; hembras que primero se aparearon con  el tipo 10 

salvaje y luego re-apareadas con el tipo salvaje n = 5, re-

apareados con OX3864A n = 3); OX3647Q: X 2
1 = 0,17, P = 0,5 

(hembras que primero se aparearon  con OX3647Q lueg o se re-

aparearon con el tipo salvaje n = 6, re-apareadas c on OX3647Q 

n = 6, hembras que primero se aparearon  con el tip o salvaje 15 

luego re-apareadas con el tipo salvaje n = 7, re-ap areadas 

con OX3647Q n = 5)). 

 

Aunque ambas cepas de mosca del mediterráneo mostra ron buenas 

características de cría y apareamiento en comparaci ón con la 20 

cepa  tsl Vienna 8 y la cepa TOLIMAN tipo salvaje, la cepa 

OX3864A superó a la cepa OX3647Q y, por lo tanto, s e 

seleccionó como la cepa productora principal de mos ca del 

mediterráneo. 

 25 

Ejemplo 2: Características moleculares de la cepa O X3864A 

Ensayo con base en PCR para la identificación espec ífica del 

evento OX3864A. 

 

Con el fin de llevar a cabo el control de calidad e n la cepa 30 

OX3864A y para monitorear el uso en el campo, se de sarrolló 

un ensayo específico de detección de nucleótidos co n base en 
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la PCR. El protocolo para este ensayo se muestra en  el 

Ejemplo 4, a continuación, y los primers utilizados  se 

describen en la Tabla 3. 

 

TG1-3864AttpflR-Primer 

genómico flanqueante 

5'-GCTGCCCATTGCTAAGGTTTGTG- 

3' (SEQ ID NO: 4) 

TG1-AttPF2-Primer 

especifico 

del Transgen 

5' - GTCATGTCGGCGACCCTACGC- 

3' (SEQ ID NO: 5)  

TG2-3864FRTFIF-Primer 

genómico flanqueante 

5' - CAACGAGTGACAGCAATGATATTC 

CTTAC- 3' (SEQ ID NO: 6)   

TG2-FRTNheF- Primer  

especifico del 

transgen   

5' TGTGGCTAGCTCGAAGAAGTTC 

CTATTCCGAAGTTCC- 3' (SEQ I D 

NO: 7)  

CcAdh2RTF- Cca Primer 

Adh  

5' - GAAAGCTGTTCGGGCTTCAGGC -  

3' (SEQ ID NO: 8)  

CcAdh2RTR – Cca prime r 

Adh 

5'- CTTGGAGGTGATGTCGAATTTG 

GTG - 3' (SEQ   ID NO: 9) 

 5 

Tabla 3. 

Cada par de primers detectores de transgenes compre nde un 

primer que se hibrida dentro del transgén y uno que  se 

hibrida en el ADN genómico flanqueante de OX3864. P or tanto, 

sólo cuando el transgén está integrado en la posici ón 10 

genómica descrita para OX3864 se amplificará una ba nda del 

tamaño apropiado. Los pares de primers TG1 y TG2 se  dirigen 

al ADN flanqueante en los extremos opuestos del tra nsgén. Se 

utilizó un par de primers que amplifica un fragment o del gen 

Adh endógeno como control positivo para asegurar la  calidad 15 

del ADN genómico utilizado en este ensayo. 

Los resultados del ensayo con base en PCR se muestr an en la 

Figura 5. Las muestras OX3864 mostraron las bandas esperadas 

de 591 pb y 523 pb, para TG1 y TG2 respectivamente,  mientras 

que las muestras de tipo salvaje y agua fueron nega tivas. 20 

Todas las muestras de ADN genómico mostraron el pro ducto 

esperado de 491 pb con primers de Adh, mostrando qu e el ADN 
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genómico era de calidad suficiente para la amplific ación por 

PCR. 

 

Ensayo TAQMAN para detectar específicamente la unió n del 

transgén integrado y la secuencia flanqueante. Este  ensayo se 5 

desarrolló para detectar la secuencia en la unión d el 

transgén integrado y el gADN de Ceratitis capitata , que 

presentan una huella digital única para OX3864. Est e ensayo 

se desarrolló para detectar una unión utilizando tr es 

oligonucleótidos específicos (Tabla 4). Dos de los primers 10 

permiten la amplificación de un fragmento de 98 pb (52 pb de 

gADN flanqueante + 46 pb del transgen) fragmento al  cual 

hibridiza la sonda un tercer oligonucleótido [5' re portero 

(FAM) - 3' de desactivación fluorescente (BHQ1)], d oblemente 

etiquetado. La sonda puentea específicamente la uni ón de la 15 

integración y el ADN flanqueante en el producto de PCR 

amplificado, requiriendo este límite para una salid a 

positiva. En cada etapa de la amplificación por PCR , la 

actividad 5'-3' exonucleasa de la polimerasa Taq li bera el 

reportero fluorescente 5' (FAM) de la sonda hibrida da, dando 20 

como resultado una emisión acumulativa que es detec table en 

una máquina de PCR en tiempo real en muestras que p ortan ADN 

OX3864. El primer y las sondas usadas en este ensay o se 

muestran en la Tabla 4. 

 25 

 

Cc3864FRTtaqF primer 

especifico 

flanqueante 

5'- CAGGCAATCTGCTCCATTAAC -3' 

(SEQ ID NO: 10) 

Cc3864FRTtaqR primer 

especifico del 

transgen 

5'- GACCTAGTCCCAAAGATTTCG-3' 

(SEQ ID NO: 11) 

Cc3864FRT sonda  

OX3864-fla sonda    

5' FAM-A GTGCTTACATTCATTTTAAGA 

GCACCTCAT -  BHQ1-3' (SEQ ID NO: 
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12) 

 

Tabla 4. 

 

Análisis de esqueleto plasmídico sobre la cepa OX38 64A 

 5 

La presencia de la cadena principal del plásmido en  el genoma 

de esta cepa se verificó por PCR utilizando primers  que 

hibridizan los elementos piggyBac: 

PB5 fuera (CTCTGGACGTCATCTTCACTTACGTG) (SEQ ID NO: 13) y 

PB3 fuera (CTCGATATACAGACCGATAAAACACATGC) (SEQ ID N O: 14), 10 

que dan un fragmento de 4045 pb si está presente el  esqueleto 

del plásmido. Los resultados se muestran en la Figu ra 6. La 

ausencia completa de cualquier secuencia de la cade na 

principal del plásmido se confirmó en todas las mue stras de 

mosca probadas. 15 

 

Inserción(es) transgénica(s) silenciosa(s) en la ce pa OX3864A 

 

La posibilidad de inserciones silenciosas en esta c epa se 

investigó por análisis de PCR. Los machos de tipo s alvaje 20 

fueron cruzados con hembras heterocigotas OX3864A, y 

viceversa en una proporción de 1:3 (macho: hembra).  La 

siguiente generación se crió para pupas y se cribó para la 

fluorescencia. Se mantuvieron 1000 individuos no 

fluorescentes a -20ºC y se analizaron por PCR. Los resultados 25 

se muestran en la Figura 7. El uso de primers para la 

amplificación de secuencias de tipo salvaje fue par a asegurar 

la calidad de las muestras de ADN analizadas. Se in cluyó un 

control positivo de 9 pupas de tipo salvaje con una  pupa 

heterocigótica, junto con un control negativo de ag ua. Los 30 

productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% con 



WO 2015/185933  PCT/GB2015/051633 

72 

 

una escala inteligente (Eurogentec, tamaños de band a de 

arriba a abajo: 10kb, 8kb, 6kb, 5kb, 4kb, 3kb, 2,5k b, 2kb, 

1,5kb, 1kb, 800pb, 400pb, 200pb). 

 

Ejemplo 3. Ensayo de campo de la cepa OX3864A 5 

 

Competencia de apareamiento con las medusas salvaje s de la 

región mediterránea. 

 

Los ensayos de apareamiento competitivos de las cep as contra 10 

machos tipo salvaje para hembras tipo salvaje se ll evaron a 

cabo de acuerdo con las directrices FAO/IAEA/USDA 

(FAO/IAEA/USDA, 2003). Para probar la capacidad de los machos 

para inducir la refractariedad de re-apareamiento e n las 

hembras, las hembras apareadas se separaron en dos grupos de 15 

40 con base en su elección inicial de apareamiento (tipo 

salvaje o macho Oxitec) a continuación, al día sigu iente se 

volvieron a exponer a igual número de machos de tip o salvaje 

y Oxitec. Este proceso se llevó a cabo durante 3 dí as, con 

jaulas marcadas para apareamientos durante 9 horas diarias. 20 

Los pares de apareamiento se eliminaron durante el 

apareamiento como se describió anteriormente y los machos 

fueron nuevamente genotipados mediante la detección  de 

fluorescencia. Para pruebas de competición de apare amiento 

con moscas de origen salvaje, se recuperaron pupas de 25 

naranjas infestadas recolectadas de huertos de nara njas 

libres de insecticidas en la provincia de Heraklion , Creta. 

Los adultos de origen salvaje fueron separados por sexo 

inmediatamente después de la eclosión. Las moscas d e origen 

salvaje se dejaron a 25°C, 50% de humedad relativa (HR) 30 

durante 10-13 días para alcanzar la madurez sexual.  Se dejó 

que todas las moscas se ajustaran a la luz natural y a las 
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condiciones de temperatura del invernadero durante un mínimo 

de 24 horas antes del inicio del experimento. Cada 

experimento comenzó una hora después del amanecer y  duró un 

mínimo de 9 horas. Las pruebas de apareamiento se r ealizaron 

en instalaciones de invernadero en la Universidad d e Creta. 5 

Se realizaron pruebas de competencia de apareamient o OX3864A 

en 7 repeticiones con 89 pares evaluados. 

 

El valor promedio de RSI de las moscas OX3864A, cua ndo se 

aparean con la mosca del mediterráneo derivada salv aje 10 

procedente de Creta, fue 0,45 ± 0,13 (prueba t: t12  = -0,9, n 

= 89, P = 0,38), lo que no dio evidencia de una dif erencia 

significativa en la competitividad de apareamiento entre los 

machos OX3864A y de origen salvaje. 

 15 

Supresión en jaulas de poblaciones salvajes estable s 

 

Se establecieron poblaciones estables de moscas del  

mediterráneo en cuatro jaulas grandes de campo con dos jaulas 

elegidas al azar para ser jaulas de "tratamiento" e n las 20 

cuales, además del número normal de pupas añadidas a las 

jaulas, se liberaron aproximadamente 1500 machos RI DL por 

semana. Este protocolo se basó en el de Wise de Val dez  et al . 

Las jaulas de campo con efecto invernadero fueron d e 8m 3 cada 

una y contenían un limonero de 1.5m de alto, y se a lojaron en 25 

la Universidad de Creta, Heraklion, utilizando luz natural y 

una temperatura y humedad estables (c.25°C, 50% R.H .). Las 

jaulas contenían tres fuentes de alimento y agua y dos 

vasijas de oviposición llenas de agua desionizada ( vaciada 

diariamente), cada una con dos superficies para pue sta de 30 

huevos de 40 cm 2. 
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Las poblaciones tipo salvaje se establecieron duran te un 

periodo de 8 semanas introduciendo un número fijo d e pupas a 

cada jaula por semana (200 en la semana 1, 300 en l a semana 

2, 180 en la semana 3 y 230 después de las semanas 4-8). Las 

adiciones pupales durante las primeras 4 semanas se  5 

originaron de una colonia de stock tipo salvaje; a partir de 

entonces todas las adiciones pupales fueron de huev os 

capturados en las vasijas de oviposición, y se cria ron en el 

laboratorio a baja densidad (1 larva/0,5 g de medio ) antes de 

la reintroducción a las jaulas de campo como pupas.  Los 10 

números de huevos se contaron diariamente de las va sijas de 

oviposición, mientras que los números de adultos se  

calcularon semanalmente. 

 

A la semana 7, las jaulas se dividieron aleatoriame nte en 15 

tratamiento o control. A partir de la semana 8, las  jaulas de 

tratamiento RIDL recibieron adiciones semanales de 1700 pupas 

OX3864A criadas off-tet (resultando en la adición d e 

aproximadamente 1500 machos adultos por semana). Es to dio una 

proporción inicial de ~7 OX3864A machos a 1 macho t ipo 20 

salvaje en la semana 8, sobre la base de estimacion es de las 

poblaciones de jaulas (1500 machos liberados en jau las con 

una población aproximada de 220 machos tipo salvaje ) y una 

relación de reclutamiento semanal de aproximadament e 15:1 

OX3864A a los machos tipo salvaje). Una vez que las  25 

introducciones de OX3864A comenzaron, se hizo el re torno 

pupal a una jaula de tratamiento proporcional a su tasa de 

producción de pupas, con las jaulas de control prop orcionando 

un coeficiente de retorno pupal semanalmente establ e para 

este cálculo. Por ejemplo, en la semana 16 el númer o promedio 30 

de pupas recuperado de las jaulas de control fue de  300. Como 

los retornos a las jaulas de control se establecier on a una 



WO 2015/185933  PCT/GB2015/051633 

75 

 

constante de 230 por semana, el número de pupas par a a 

retornar a todas las jaulas, fuera de todas aquella s 

desarrolladas se establece por un coeficiente de (2 30/300 = 

0,76). Por ejemplo, en la misma semana una de las j aulas de 

tratamiento produjo un total de 126 pupas. El númer o de pupas 5 

que fueron devueltas a esta jaula (usando el coefic iente), 

fue por lo tanto 96 (126 χ 0.76). Esta metodología permitió 

un retorno pupal dinámico que dependía de la produc ción de 

huevos y la supervivencia pupal, y refleja el númer o de 

huevos puestos y la acción de RIDL en la superviven cia larval 10 

de las hembras. Los resultados se muestran en la Fi gura 8. 

 

Se observaron disminuciones dramáticas en la produc ción 

semanal de huevos a las 7 semanas después de la lib eración de 

RIDL (PR) en jaulas de tratamiento, en comparación con una 15 

tasa estable continuada de producción de huevos en jaulas de 

control y continuada hasta la extinción eventual de  la 

población tipo salvaje en ambas jaulas de tratamien to 

(Evaluado por dos semanas de ausencia de producción  de 

huevos) en la semana 22 (Figura 8A). Esto se debió a la 20 

proporción de progenie devuelta que transporta el t ransgén 

OX3864A aumentando en las jaulas de tratamiento, lo  que 

resulta en un rápido descenso en la población en he mbras 

(Figura 8B). La frecuencia de transgenes en las pob laciones 

de jaulas de tratamiento se monitorizó tamizando la  pupa de 25 

retorno (elegida de todas las pupas producidas al a zar) para 

la presencia del marcador fluorescente DsRed2. La frecuencia 

del transgén en la progenie de retorno de las jaula s de 

tratamiento fue de 100% a la semana 8 PR (Figura 8C ), con 

ambas jaulas consideradas extintas a la semana 14 P R 30 

(extinción definida como cero producción de huevos durante 

dos semanas consecutivas). 
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Ejemplo 4. Protocolo para la detección de transgén OX3864 

 

Este ensayo se usó para detectar la presencia o aus encia del 

transgén OX3864 en una variedad de muestras de inse ctos 5 

OX3864 (campo, cría en masa y laboratorio). El mism o 

protocolo puede usarse también para proporcionar ev idencia de 

estabilidad del transgén OX3864 en el tiempo. La 

amplificación exitosa del transgén OX3864 a lo larg o del 

tiempo proporciona evidencia de su estabilidad, ya que un 10 

primer se hibrida al transgén y el otro a la secuen cia 

genómica flanqueante, de modo que la movilización d el 

transgén da como resultado una PCR negativa. 

 

a. Materiales 15 

Kit de extracción genómica Purelink (suministrado p or 

Invitrogen) 

BioTaq DNA Polomerasa (PCR Biosystems) 

Primers - descrito en la sección C (sintetizado por  Life 

Technologies) 20 

Albúmina de suero bovino 10x (BSA, New England Biol abs) 

Escala inteligente 200bp-1 Okb (Eurogentec) 

Agua pura desionizada Milli-Q 

Agarosa (Web Scientific) 

Solución de Tris-acetato-EDTA (10x TAE) 25 

Bromuro de etidio 

Solución de gel de carga 6x (que comprende 30% de g licerol, 

0,25% de azul de bromofenol) 

 

b. Equipo 30 

Termocicladores Biometra (T3000) 

Pipetas Gilson, 
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Puntas para pipeta, 

Placas de microtitulación de 96 pozos o tubos de PC R de 0,2 

ml,  

Tapas de placas adhesivas o tapas de tira de 8 pozo s, 

Tubos de microcentrífuga de 2 ml, 5 

Depósito de electroforesis en gel, fuente de poder,  moldes y 

peines. 

Sistema de visualización ultravioleta (UV). 

 

c. Métodos 10 

i. Extracción de ADN genómico 

Se aisló ADN genómico de insectos individuales usan do el 

protocolo siguiente (también encontrado en TD/SOP/0 0142) 

usando el kit de extracción genómica Invitrogen Pur elink. 

1.  Añadir etanol del 96-100% al Buffer 1 de Lavado  15 

Genómico PureLink™ y al Buffer 2 de Lavado Genómico  

PureLink™ de acuerdo con las instrucciones de cada 

etiqueta. Mezclar bien. Marcar en las etiquetas que  se 

agrega etanol. Almacenar ambos buffer de lavado con  

etanol a temperatura ambiente. 20 

2.  Colocar un baño de agua o un bloque de calor a 55°C. 

3.  Añadir 180 µl de Buffer de Digestión Genómico 

PureLink™ y 20 de µΙ Proteinasa K a cada grupo de 

abdómenes. Romper las muestras de insectos con un m azo 

estéril. Después del uso, poner los pilones en un v aso de 25 

Virkon durante al menos 24 horas antes de lavar y 

autoclavar. Asegurar de que el tejido este completa mente 

sumergido en la mezcla buffer. 

4.  Incubar a 55°C con vórtex ocasional hasta que l a 

lisis esté completa (1 -4 horas). Puede realizar la  30 

digestión durante la noche. 
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5.  Eliminar cualquier material en partículas, 

centrifugar el lisado a velocidad máxima durante 3 

minutos a temperatura ambiente. Transferir el 

sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrífuga. 

6.  Añadir 20 µI de ARNasa A para lisar, mezclar bien 5 

mediante vórtice brevemente e incubar a temperatura  

ambiente durante 2 minutos. 

7.  Añadir 200 µl de Buffer de lisis Genómica/unión y 

mezclar bien por vórtex para obtener una solución 

homogénea. 10 

8.  Añadir 200 µI de etanol 96-100% al lisado. Mezclar 

bien mediante agitación en vortex para obtener una 

solución homogénea. El buffer de lisis/unión y el E tanol 

al 100% se pueden mezclar antes de añadir. 

9. Retirar una columna de centrifugación PureLink™ en un 15 

tubo de recolección del kit. Añadir el lisado (-640  µΙ) 

preparado con el buffer de lisis genómica/unión Pur eLink™ 

y el etanol a la columna de centrifugación. 

10.  Centrifugar la columna a 10.000 χ g durante 1 

minuto a temperatura ambiente. Desechar el tubo de 20 

recogida y colocar la columna de centrifugación en un 

tubo de recolección PureLink™ limpio suministrado c on el 

kit. 

11. Añadir 500 µI de buffer 1 de lavado preparado con 

etanol a la columna. Centrifugar la columna a 10.00 0 χ g 25 

durante 1 minuto a temperatura ambiente. Desechar e l tubo 

de recogida y colocar la columna de centrifugación en un 

tubo de recogida PureLink™ limpio suministrado con el 

kit. 

12.  Añadir 500 µI de buffer 2 de lavado preparado con 30 

etanol a la columna. Centrifugar la columna a veloc idad 

máxima durante 3 minutos a temperatura ambiente. De sechar 
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el flujo y volver a centrifugar durante un minuto 

adicional a 10.000 x g. 

13. Colocar la columna de centrifugación en un tubo  de 

microcentrífuga de 1,5 ml estéril. Añadir 100 µl de 

buffer de elusión genómica PureLink™ a la columna. 5 

14.  Incubar a temperatura ambiente durante 1 minut o. 

Centrifugar la columna a velocidad máxima durante 1  

minuto a temperatura ambiente. 

16.  Retirar y desechar la columna. Utilizar ADN pa ra la 

aplicación corriente abajo deseada o almacenar el A DN 10 

purificado a 4°C (a corto plazo) o a -20°C (a largo  

plazo). 

17.  Registrar todos los detalles en el libro de 

laboratorio. 

 15 

ii.  Protocolo de PCR 

Los primers son del catálogo Oxitec; los números se  refieren 

al catálogo de primer interno de Oxitec y se sintet izan fuera 

del sitio por Life Technologies 

 20 

Las secuencias génicas endógenas específicas del tr ansgen y 

de la Actina 4 se amplificaron por PCR usando PCR B IO 

polimerasa como sigue: 

 

Primers transgénicos OX3864: 25 

 

1087) FRTNheF (GGTGTGGCTAGCTCGAAGAAGTTCCTATTCCGAAGTTCC; SEQ 

ID NO: 7) y 1272) 3864FRTFIF (CAACGAGTGACAGCAATGATA TTCCTTAC; 

SEQ ID NO: 6) da un producto de 532 pb. El FRTNheF hibrida al 

transgén, mientras que 3864FRTFIF hibrida a la secu encia 30 

genómica que flanquea el transgén. Este conjunto de  primers 
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solo amplificará las muestras que contienen el tran sgén 

OX3864. 

 

Primers de control Adh: 

 5 

Se incluyó un conjunto de primers para comprobar la  

amplificación del ADN genómico de Ceratitis capitata , como 

control interno. Los primers son 1131) CcAdh2RTF 

(GAAAGCTGTTCGGGCTTCAGGC; SEQ ID NO: 8) y 1132) CcAd h2RTR 

(CTTGGAGGTGATGTCGAATTTGGTG; SEQ ID NO: 9) dan un pr oducto de 10 

491 pb. 

 

Se preparó una mezcla maestra de PCR (suficiente pa ra el 

número de muestras más 1-5 extras, para permitir el  error de 

pipeteo), añadiendo los siguientes ingredientes a u n tubo de 15 

microcentrífuga, en el orden en que aparecen a cont inuación: 

 

X (n + 1) 

H20  12.3 µΙ 

Buffer Biotaq       4 µΙ 20 

BSA 10x   0.5 µΙ 

Primers 1087 u 1131    0,5 µΙ 

Primers 1272 u 1132    0.5 µΙ 

Polimerasa Biotaq    0.2 µΙ 

 25 

Se pipeteó una mezcla maestra de 18 µl en cada tubo de PCR o 

pozo de la placa de 96 pozos. 

Se añadieron 2 µI de gADN molde. 

Los moldes incluyen un control positivo conocido de  la 

muestra de gADN homocigoto OX3864 (del stock de crí a en masa, 30 

o previamente demostró ser positivo) un control neg ativo de 
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una muestra de gADN de tipo salvaje y un control ne gativo de 

agua mili-Q. 

 

Las PCR se corrieron en un termociclador Biometra T 3000 

usando el siguiente programa: 5 

1.  94°C 2 min 

2.  94°C 15s 

3.  60°C 30s (reduce la temperatura en 0.5°C cada c iclo) 

4.  72°C 15s ir al paso 2 x 10 ciclos 

5.  94°C 15s 10 

6.  55°C 30s 

7.  72°C 15s ir al paso 5 x 25 ciclos 

8.  72°C 7 min 

9.  4°C de retención. 

 15 

Se mezclan 8 µI del producto de PCR con 1.5 µl de buffer de 

gel de carga (30% glicerol con azul de bromofenol a l 0,25%) y 

se corren sobre un gel de agarosa al 1% (ver más ad elante) a 

120 V durante 25 minutos para visualización. La Eur ogentec 

Smart Ladder se carga en cada extremo del gel. Los geles son 20 

visualizados y fotografiados usando un sistema de 

visualización de gel Uvitec. 

 

iii.  Preparación de gel de agarosa  

1 g de agarosa mezclada con 100 ml de buffer 1x TAE , disuelto 25 

por microondas durante aproximadamente 2 minutos, e nfriado 

con agua corriente fría durante 30 segundos, se aña de 1,5 µl 

de bromuro de etidio al 1%, luego se vierte en un m olde y se 

deja que se fije. 

30 
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