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DESCRIPCION 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se refiere en general a un trastorno ocular hereditario, la anomalía del ojo del Collie 
(CEA), que afecta al desarrollo de la coroides y la esclerótica en caninos. Más particularmente, la invención se refiere a 
un método para identificar perros como genéticamente normales, heterocigotos para u homocigotos para el alelo de la 5 
enfermedad CEA. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

La anomalía del ojo del Collie (CEA) es un trastorno ocular hereditario canino que afecta al desarrollo de la 
coroides y la esclerótica. La enfermedad se segrega en varias razas de perros incluyendo Rough y Smooth Collie, 
Border Collie, pastores australianos, Lancashire Heeler, y perro pastor de Shetland. El fenotipo clínico varía 10 
significativamente entre perros afectados de todas las razas. El fenotipo de CEA primario, hipoplasia coroidea (HC), se 
caracteriza por hipoplasia regional (subdesarrollo) de la coroides, que es el lecho altamente vascularizado del ojo que se 
encuentra debajo de la retina. Habitualmente, esta lesión da como resultado un defecto de ventana 
oftalmoscópicamente detectable en el fondo ocular ubicado en la zona temporal con respecto al nervio óptico. 

En la mayoría de perros levemente afectados, la HC es la única lesión evidente, y muchos de estos perros no 15 
presentarán consecuencias clínicas obvias y conservarán una visión aparentemente normal durante toda su vida. En 
perros gravemente afectados, también pueden darse lesiones colobomatosas de la cabeza del nervio óptico y/o tejidos 
adyacentes. Los colobomas son evaginaciones de la pared del ojo, en la que se ubica la esclerótica delgada. En los 
casos más graves, pueden desarrollarse desprendimientos de retina completos o localizados, y/o neovascularización y 
hemorragia intraocular, de los que todos pueden conducir a ceguera. Estas manifestaciones graves de la CEA se 20 
observan sólo en perros afectados también con la lesión hipoplásica coroidea primaria. 

Se ha establecido previamente (Lowe JK, et al. Genomics julio de 2003; 82(1):86-95) que el fenotipo de CEA 
primario se hereda por medio de un gen que mapea en una región de 3,9 cM del cromosoma canino 37, y se segrega 
como un rasgo autosómico recesivo con casi el 100% de penetración. Sin embargo, debido a que no ha habido 
identificación de una alteración del gen asociado con CEA, no ha sido posible la detección de la enfermedad. Por tanto, 25 
sigue habiendo una necesidad en la industria de la cría canina de una prueba genética que permita la identificación 
directa de perros que son normales, portadores o afectados con CEA. 

SUMARIO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención proporciona un método para identificar perros que son genéticamente normales, 
heterocigotos para u homocigotos para el alelo de la enfermedad CEA. El método comprende las etapas de obtener una 30 
muestra biológica que comprende ADN genómico del perro y someter a prueba la muestra biológica para detectar la 
presencia o ausencia de una deleción de los nucleótidos correspondientes a los nucleótidos desde la posición 9.302 
hasta la posición 17.101 de la SEQ ID NO:1 dentro del cromosoma 37. La presencia de la deleción en ambos alelos es 
indicativa de un perro que es homocigoto para el alelo de la enfermedad CEA. La presencia de la deleción en sólo un 
alelo es indicativa de un perro que es heterocigoto para el alelo de la enfermedad CEA, y la ausencia de la deleción en 35 
ambos alelos es indicativa de un perro que es normal para CEA. Puede someterse a prueba la presencia o ausencia de 
la deleción mediante amplificación del ADN seguido por el análisis de los productos de amplificación. 

La presente invención también proporciona kits para el diagnóstico de un perro como normal, heterocigoto 
para, u homocigoto para el alelo de la enfermedad CEA. Tales herramientas y/o kits ayudan a los criadores a identificar 
perros normales, portadores y perros mutantes homocigotos. Los perros que se determina que son heterocigotos para u 40 
homocigotos para el alelo de la enfermedad pueden eliminarse del pie de cría o reproducirse con perros genéticamente 
normales. 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

La figura 1 proporciona la secuencia de SEQ ID NO:1 que corresponde a una región del cromosoma 37 en 
perros. La SEQ ID NO:1 es un cóntigo (una secuencia consenso derivada de múltiples secuencias solapantes) de 45 
perros no afectados. La zona delecionada en perros afectados y en un cromosoma en perros que son heterocigotos 
para el alelo de CEA corresponde a los nucleótidos de 9.302 a 17.101 de la SEQ ID NO:1, que se indican en 
minúsculas. La SEQ ID NO:1 corresponde a los nucleótidos de 28.676.370 a 28.694.530, (inclusive, tamaño 18.161 pb) 
de la secuencia del genoma canino montada de dominio público, montaje julio de 2004, al que puede accederse a 
través de GenBank o en el sitio de bioinformática del genoma de la UCSC en http://genome.ucsc.edu/. La SEQ ID NO:1 50 
corresponde a los nucleótidos 72.769-90.929 del intervalo de desequilibrio de ligamiento de anomalía del ojo del Collie 
definido. El intervalo de desequilibrio de ligamiento de anomalía del ojo del Collie definido corresponde a los nucleótidos 
de 28.603.601 a 28.716.392 (inclusive, tamaño 112.792 pb) de la secuencia del genoma canino montada de dominio 
público, montaje, julio de 2004. Los sitios de unión del cebador de PCR están en negrita y corresponden a los nombres 
y las posiciones del cebador enumerados en las tablas 3-5. Las secuencias en minúsculas identifican los nucleótidos 55 
delecionados en el alelo mutante; las mayúsculas identifican bases presentes tanto en normales como en mutantes. 
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La figura 2 es una representación gráfica de las posiciones relativas de la deleción de CEA, la SEQ ID NO:1, y 
los cebadores usados para someter a prueba detectar la deleción de CEA, en relación con el intervalo de LD de CEA, y 
en relación con posiciones en la secuencia del genoma canino montada (montaje julio del 2004). En relación con las 
coordenadas de la secuencia del genoma canino, se invierten tanto la secuencia de la deleción de CEA como de la SEQ 
ID NO:1. 5 

La figura 3A proporciona la secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:10) correspondiente a una hebra del 
producto de amplificación obtenido usando el cebador CEAF21a y cebador CEAR17d. La secuencia correspondiente a 
CEAF21a está en negrita; la secuencia correspondiente al cebador CEAR17d está subrayada. 

La figura 3B proporciona la secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:11) del complemento inverso de SEQ ID 
NO:10. La secuencia correspondiente al cebador CEAF21a está en negrita; la secuencia correspondiente al cebador 10 
CEAR17d está subrayada. El par de nucleótidos en el recuadro “GC” flanquea el punto de rotura inicial de la deleción de 
CEA. 

La figura 4A proporciona la secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:12) correspondiente a una hebra del 
producto de amplificación obtenido usando cebadores CEAF22a y cebador CEAR22c. La secuencia de nucleótidos 
correspondiente al cebador CEAF22a está en negrita; la secuencia correspondiente al cebador CEAR22c está 15 
subrayada. 

La figura 4B proporciona la secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:13) del complemento inverso de SEQ ID 
NO:12. La secuencia de nucleótidos correspondiente al cebador CEAF22a está en negrita; la secuencia de nucleótidos 
correspondiente al cebador CEAR22c está subrayada. El par encajonado de nucleótidos “GT” flanquean el punto de 
rotura final de la deleción de CEA. 20 

La figura 5 es una representación de una separación electroforética de productos de amplificación por PCR 
obtenidos usando conjuntos de los cuatro cebadores de PCR dados a conocer en la tabla 6. El primer carril, más a la 
izquierda, contiene una escala de tamaño. Los carriles restantes se dividen en cuatro conjuntos de amplificaciones por 
PCR (1-4) de ADN genómico de perros normales (N), portadores (C) y afectados (A). Se realizó el conjunto 1 usando 
cebadores CEAF22a y CEAR22c. Se realizó el conjunto 2 usando cebadores CEAF21a y CEAR22c. Se realizó el 25 
conjunto 3 usando cebadores CEAF21a y CEAR17d. Se realizó el conjunto 4 usando una combinación de los cuatro 
cebadores. 

La figura 6 proporciona la secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:14) de una hebra del producto de 430 pb 
generado por PCR usando cebadores CEAF21a y CEAR22c. La secuencia correspondiente al cebador CEAF21a está 
en negrita. La secuencia correspondiente al cebador CEAT22c está subrayada. Los nucleótidos en el recuadro “GT” 30 
flanquean el sitio de deleción. 

DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se basa en identificación de la mutación asociada con la enfermedad CEA. Se ha 
reducido la región critica en que se ubica el gen de CEA a un intervalo de aproximadamente 100 kb en el cromosoma 37 
usando mapeo de desequilibrio de ligamiento. Dentro de este intervalo, se identificó una deleción de 7,8 kilobases (“kb”) 35 
asociada con perros que son heterocigotos para la deleción (portadores), o que son homocigotos para la deleción 
(probablemente afectados con CEA). Esta región de 7,8 kb se denomina en el presente documento “la deleción de 
CEA”. Sin pretender restringirse a ninguna teoría particular, se cree que la deleción de CEA da como resultado la 
interrupción o eliminación de un elemento potenciador putativo relacionado con la expresión del gen de CEA. 

En la figura 1 se da a conocer la SEQ ID NO:1 que se montó a partir de datos recuperados de la base de datos 40 
del instituto para la investigación genómica (TIGR) de la base de datos de la secuencia de estudio 1.5 x montada 
previamente del genoma canino, junto con secuencias amplificadas y secuenciadas en el laboratorio de Elaine 
Ostrander, por Dayna Akey. El cóntigo creado a partir de estos datos formó la secuencia de consenso para la SEQ: ID 
NO:1. 

En más detalle, se montó la SEQ ID NO:1 como una secuencia de 5’ a 3’ continua en la dirección de la 45 
transcripción del gen putativo FLJ12610 como parte de un esfuerzo para identificar la secuencia genómica completa de 
este gen. La parte de FLJ12610 representada por la SEQ ID NO:1 se presenta en la tabla 1, con intrones y exones 
también identificados. 

Tabla 1 

1-519 Extremo de intrón 1 de FLJ12610 

520-732 Exón 2 de FLJ12610 

733-8.053 Intrón 3 de FLJ12610 
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8.054-8.191 Exón 3 de FLJ12610 

8.192-8.781 Intrón 3 de FLJ12610 

8.782-8.840 Exón 4 de FLJ12610 

8.841-18.160 Comienzo de intrón 4 de FLJ12610 

9.302-17.101 Secuencia delecionada en alelo mutante de CEA 

 

Se transcribe el gen FLJ12610 a partir de la hebra inversa del cromosoma canino 37, como también esta en el 
cromosoma humano homólogo (HSA2). Por tanto, la SEQ ID NO:1 discurre hacia adelante en la misma dirección que se 
transcribe el gen FLJ12610, pero hacia atrás en el montaje de genoma canino. 

La tabla 2 muestra las posiciones genómicas de la zona de desequilibrio de ligamiento de anomalía del ojo del 5 
Collie, SEQ ID NO:1, y la deleción de anomalía del ojo del Collie. El nucleótido número 1 en la SEQ ID NO:1 es el 
complemento inverso del nucleótido 28.694.530 en la secuencia del genoma canino, y el último nucleótido de la SEQ ID 
NO:1 corresponde al complemento inverso del nucleótido 28.676.370 en la secuencia del genoma canino. Es decir, la 
SEQ ID NO:1 es el complemento inverso del intervalo de 28.694.530 a 28.676.370 en la secuencia del genoma canino. 

 10 

Tabla 2 

Característica Posición en el cromosoma canino 37 

Inicio de LD  28.603.601 

Final de SEQ ID NO:1 28.676.370 

Final de Del de CEA 28.677.428 

Inicio de Del de CEA  28.685.226 

Inicio de SEQ ID NO:1  28.694.530 

Final de LD  28.716.392 

 

También se han identificado los puntos de rotura de la deleción de CEA. La región delecionada de CEA 
empieza en el nucleótido 9.302 de la SEQ ID NO:1 que corresponde al nucleótido 28.677.428 del cromosoma canino 37 
de la secuencia del genoma canino montada de dominio público, montaje julio del 2004. Por tanto, el punto de rotura 15 
inicial de la deleción (también denominado en el presente documento el punto de rotura en el sentido de 5’) está entre 
los nucleótidos 9.301 y 9.302 de la SEQ ID NO:1. La región delecionada termina en el nucleótido 17.101 de la SEQ ID 
NO:1 y por tanto el punto de rotura final de la deleción (también denominado en el presente documento el punto de 
rotura en el sentido de 3’) está entre los nucleótidos 17.101 y 17.102 de la SEQ ID NO:1. Cuando se deleciona la región 
de CEA, en una secuencia de 5’ a 3’ de la región correspondiente a SEQ ID NO:1, el nucleótido 9.301 (G) va seguido 20 
por el nucleótido 17.102 (T). 

Basándose en las observaciones anteriores, se proporcionan pruebas para detectar la presencia o ausencia de 
la deleción de CEA. Los perros sin la deleción de CEA en cualquier alelo se denominan normales para CEA. Los perros 
con la deleción de CEA en sólo un alelo se denominan portadores de CEA. Los perros homocigotos para las deleciones 
de CEA se denominan afectados con CEA. 25 

Pueden llevarse a cabo pruebas para detectar la deleción de CEA en cualquier muestra que contiene ADN 
genómico. Por ejemplo, puede obtenerse una muestra de sangre, pelo, bazo, raspados de mucosa, semen, biopsia de 
tejido, saliva o similares. En una realización, la muestra biológica es sangre. 

Puede determinarse la presencia o ausencia de la deleción de CEA usando una variedad de técnicas que se 
conocen bien en la técnica. Por ejemplo, puede amplificarse ADN genómico para su uso en pruebas enzimáticas a 30 
través del uso de PCR (Saiki et al. Science 239:487-491 (1988)) u otros métodos de amplificación in vitro tales como la 
reacción en cadena de la ligasa (LCR) (Wu y Wallace Genomics 4:560-569 (1989)), amplificación por desplazamiento de 
hebra (SDA) (Walker et al. PNAS USA 89:392-396 (1992)), replicación de secuencia autosostenida (3SR) (Fahy et al. 
PCR Métodos Appl. 1:25-33 (1992)), antes de análisis de deleción de CEA. Las técnicas para preparar ácidos nucleicos 
en una forma que es adecuada para someter a prueba la deleción de CEA se conocen bien en la técnica. 35 
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Puede efectuarse la detección de la presencia o ausencia de la deleción de CEA en ADN mediante una 
variedad de métodos incluyendo, pero sin limitarse a, reacción en cadena de la polimerasa (PCR), hibridación in situ 
fluorescente (FISH), hibridación con sondas de oligonucleótidos específicas de alelo (Wallace et al. Nucl Acids Res 
6:3543-3557 (1978)), incluyendo oligonucleótidos inmovilizados (Saiki et al. PNAS USA 86:6230-6234 (1989)) o 
matrices de oligonucleótidos (Maskos y Southern Nucl Acids Res 21:2269-2270 (1993)), PCR específica de alelo 5 
(Newton et al. Nucl Acids Res 17:2503-25 16 (1989)), detección de reparación de apareamiento erróneo (MRD) (Faham 

y Cox Genome Res 5:474-482 (1995)), electroforesis en gel en gradiente de desnaturalización (DGGE) (Fisher y Lerman 
et al. PNAS USA 80:1579-1583 (1983)), detección de polimorfismos de conformación de una sola hebra (Orita et al. 
Genomics 5:874-879 (1983)), escisión química (Cotton et al. PNAS USA 85:4397-4401 (1988)) o enzimática (Youil et al. 
PNAS USA 92:87-91 (1995)) de ADN heterodúplex, métodos basados en extensión de cebador específico de alelo 10 
(Syvanen et al. Genomics 8:684-692 (1990)), análisis de bit genético (GBA) (Nikiforov et al. Nuci Acids Res 22:4167-
4175 (1994)), el ensayo de ligación de oligonucleótidos (OLA) (Landegren et al. Science 241:1077 (1988)), la reacción 
en cadena de ligación específica de alelo (LCR) (Barrany PNAS USA 88:189-193 (1991)), LCR de espacio vacío 
(Abravaya et al. Nucl Acids Res 23:675-682 (1995)), y secuenciación de ADN fluorescente y/o radioactiva usando 
procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica. 15 

En una realización, se realiza la amplificación de ADN genómico para someter a prueba para detectar la 
deleción de CEA mediante PCR. Para esta realización, se proporcionan cebadores de PCR y un método para usar los 
cebadores en reacciones de amplificación de manera que se observan combinaciones diferentes de productos de 
amplificación cuando se amplifica ADN de perros afectados, portadores o normales. 

En una realización, se realizan pruebas para detectar la deleción mediante PCR usando un conjunto de cuatro 20 
cebadores. Los cebadores se diseñan de manera que cuando se usan los cebadores primero y segundo para amplificar 
ADN de un alelo de cromosoma 37 normal, se produce un primer producto de amplificación que abarca el punto de 
rotura inicial (punto de rotura en el sentido de 5’) de la deleción de CEA. Se diseñan los cebadores tercer y cuarto de 
manera que cuando se usan para amplificar ADN de un alelo de cromosoma 37 normal, se produce un segundo 
producto de amplificación que abarca el punto de rotura final (punto de rotura en el sentido de 3’) de la deleción de CEA. 25 
Se diseñan los cebadores primero y cuarto para unir a sitios presentes adyacentes a la zona delecionada en el 
cromosoma de la enfermedad. Se diseñan los cebadores segundo y tercero para unir a sitios presentes dentro de la 
zona delecionada en el cromosoma de la enfermedad. 

Ni el conjunto de los cebadores primero y segundo, ni el conjunto de los cebadores tercero y cuarto, 
amplificarán un producto de un cromosoma 37 que tiene la deleción de CEA porque no hay ningún sitio de unión 30 
presente para los cebadores segundo o  tercero. La amplificación usando el primer cebador y el cuarto cebador no 
producirá un producto de amplificación de un cromosoma 37 normal porque está más allá de las limitaciones técnicas de 
las reacciones de amplificación empleadas en el presente documento para amplificar y detectar la secuencia de 7,8 kb 
(no delecionada) presente en el cromosoma normal. Sin embargo, cuando está presente la deleción de CEA, los sitios 
de unión para los cebadores primero y cuarto se colocan en proximidad suficiente entre sí en el/los cromosoma(s) con la 35 
deleción de CEA de manera que se produce un tercer producto de amplificación. Por tanto, el tercer producto de 
amplificación no contiene ninguna parte de la deleción de CEA. 

Se proporciona un ejemplo de un conjunto de cebadores en el que el primer cebador está aguas arriba o en el 
sentido de 5’ del punto de rotura inicial de la deleción de CEA y el segundo cebador está dentro de la deleción de CEA 
pero en proximidad suficiente al sitio del primer cebador de modo que puede producirse un producto de amplificación 40 
que abarca el punto de rotura inicial de la deleción de CEA. El tercer cebador está dentro de la deleción de CEA y el 
cuarto cebador está aguas abajo o en el sentido de 3’ del punto de rotura final de la deleción de CEA. El tercer y el 
cuarto cebadores están en proximidad suficiente de manera que se produce un producto de amplificación que se 
extiende sobre el punto de rotura final de la deleción de CEA. Los sitios de cebadores primero y cuarto están 
suficientemente separados de modo que cuando no se deleciona la región de CEA, estos dos cebadores no producirán 45 
ningún producto de amplificación. 

Los expertos en la técnica reconocerán que las designación de los cebadores como primero, segundo, tercero 
y cuarto es arbitraria y se usa en el presente documento por claridad en referencia a los productos de amplificación 
generados usando los pares de cebadores particulares. También se reconocerá que, mientras se proporcionan en el 
presente documento secuencias particulares de cebadores de PCR, pueden diseñarse otras secuencias de cebadores 50 
de PCR por los expertos en la técnica para detectar la presencia o ausencia de la deleción de CEA. Además, pueden 
diseñarse los cebadores para amplificar cualquier hebra del cromosoma 37 en la región de la deleción de CEA. 

Pueden llevarse a cabo reacciones de amplificación usando los cuatro cebadores en la misma reacción o 
puede llevarse a cabo la amplificación de cada grupo por separado. Por tanto, también pueden realizarse 
amplificaciones secuenciales o simultáneas del ADN genómico en reacciones separadas usando los cebadores primero 55 
y segundo, los cebadores tercero y cuarto, y los cebadores primero y cuarto. Sin tener en cuenta si las amplificaciones 
se realizan por separado o en combinación, los resultados combinados de las amplificaciones usando los tres pares de 
cebadores mencionados anteriormente se interpretan como sigue: 

1) La presencia de sólo los productos de amplificación primero y segundo es indicativa de un perro normal. 
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2) La presencia de los productos de amplificación primero, segundo y tercero es indicativa de un perro 
portador. 

3) La presencia de sólo el tercer producto de amplificación es indicativa de un perro afectado. 

Por tanto, usando la combinación de pares de cebadores descrita en el presente documento, el perfil del 
producto de amplificación por PCR obtenido de una muestra biológica indica el estado de CEA del perro como normal, 5 
portador o afectado. 

Cuando se usan cebadores de PCR de manera que los productos de amplificación son de tamaños diferentes, 
pueden analizarse los productos de amplificación mediante métodos convencionales tales como separación y detección 
electroforética usando bromuro de etidio y luz ultravioleta, o cualquier otro método de detección adecuado. 
Alternativamente, pueden aislarse y secuenciarse los productos de PCR. 10 

El método de la presente invención puede llevarse a cabo para cualquier raza de perro. En general, perros que 
se conoce que se ven afectados por CEA incluyen Rough y Smooth Collie, Border Collie, pastores australianos, 
Lancashire Heeler, y perro pastor de Shetland. 

También se proporcionan en la presente invención kits para detectar la presencia de la deleción de CEA en una 
muestra biológica de un perro o una muestra de ácido nucleico extraído de la muestra biológica. Los kits de la presente 15 
invención comprenden reactivos para la detección basada en ácido nucleico de la presencia de la deleción de CEA. En 
una realización, los kits comprenden reactivos para extracción/preparación de muestras de ácido nucleico, pares de 
cebadores para la amplificación de regiones que abarcan el punto de rotura inicial y punto de rotura final de la deleción 
de CEA y pares de cebadores para la amplificación de una región que abarca la región generada por la deleción de la 
región de CEA. 20 

Usando las herramientas y el método descrito en el presente documento, pueden identificarse perros que son 
genéticamente normales, heterocigotos para (deleción en un alelo), u homocigotos para (deleción en ambos alelos) la 
mutación principalmente responsable de la anomalía del ojo del Collie (CEA). Tras la identificación, tales perros pueden 
eliminarse del pie de cría. Alternativamente, los perros que son heterocigotos para el alelo de CEA pueden aparearse 
con perros genéticamente normales para garantizar la ausencia en la camada de perros afectados con CEA. 25 

La invención se comprenderá adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que pretenden ser ilustrativos y 
no restrictivos de ninguna manera. 

EJEMPLO 1 

Este ejemplo demuestra que pueden distinguirse perros que son genéticamente normales, heterocigotos para, 
u homocigotos para la mutación principalmente responsable de CEA usando el método de la presente invención. En 30 
particular, se usan combinaciones de cuatro cebadores en reacciones de PCR para producir productos de amplificación 
característicos de perros que son genéticamente normales, heterocigotos para, u homocigotos para la mutación 
principalmente responsable de CEA. En la figura 2 se proporcionan las posiciones de unión de los cebadores en 
relación con la SEQ ID NO:1, la deleción de CEA y el intervalo de desequilibrio de ligamiento de CEA (LD). 

La figura 3A proporciona la secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:10) correspondiente a una hebra del 35 
producto de amplificación obtenido usando el cebador CEAF21a y el cebador CEAR17d. La figura 3B proporciona la 
secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:11) del complemento inverso de SEQ ID NO:10. En el complemento inverso, el 
par de nucleótidos en el recuadro “GC” flanquea el punto de rotura inicial de la deleción de CEA. Es decir, en la hebra 
inversa de la CFA (Canis familiaris) del cromosoma 37 la G no está delecionada, pero la C es el primer nucleótido 

delecionado en el alelo mutante. La tabla 3 proporciona información adicional acerca de las posiciones de unión 40 
relativas de los cebadores CEAF21a y CEAR17d. 

Tabla 3 

Cebador CEAF21a CEAR17d 

Secuencia GGAGGAGTCATCATGACTTGC 
(SEQ ID NO:2) 

GACTGGTATTATCAAAGGTCAC 
(SEQ ID NO:4) 

Complemento inverso 
de secuencia 

GCAAGTCATGATGACTCCTCC 
(SEQ ID NO:3) 

GTGACCTTTGATAATACCAGTC 
(SEQ ID NO:5) 

Secuencia de sitio de 
unión, en SEQ ID 
NO:1 

GGAGGAGTCATCATGACTTGC 
(SEQ ID NO:2) 

gtgacctttgataataccagtc (SEQ ID 
NO:5) 

Ubicación en relación 9213-9233 9495-9474 
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con SEQ ID NO:1 

Ubicación en relación 
con INICIO de 
deleción de CEA 

-89 a -69 +194 a +173 

Ubicación en relación 
con secuencia del 
genoma canino 
montada 

Cro 37: 28.685.296-28.685.315 Cro 37: 28.685.033-28.685.054 

 

La figura 4A proporciona la secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO:12) correspondiente a una hebra de un 
producto de amplificación obtenido usando cebadores CEAF22a y cebador CEAR22c. La figura 4B (SEQ ID NO:13) 
proporciona el complemento inverso de SEQ ID NO:12. En el complemento inverso, el par de nucleótidos en el recuadro 
“GT” flanquea el punto de rotura final de la deleción de CEA. Es decir, en la hebra inversa de CFA 37, la G es el último 5 
nucleótido delecionado y la T no está delecionada en el alelo mutante. La tabla 4 proporciona información adicional 
acerca de los sitios de unión relativos de cebadores CEAF22a y CEAR22c. 

Tabla 4 

Cebador CEAF21a CEAR22c 

Secuencia 

(directo) 

TGTCCTCCGTACCATCGTGT 
(SEQ ID NO:6) 

CTAGTCTGTCAATAGCACCACTA 
(SEQ ID NO:8) 

Complemento inverso 
de secuencia 

ACACGATGGTACGGAGGACA 
(SEQ ID NO:7) 

TAGTGGTGCTATTGACAGACTAG 
(SEQ ID NO:9) 

Secuencia de sitio de 
unión, en SEQ ID 
NO:1 

TGTCCTCCGTACCATCGTGT 
(SEQ ID NO:6) 

TAGTGGTGCTATTGACAGACTAG 
(SEQ ID NO:9) 

Ubicación en relación 
con SEQ ID NO:1 

16739-16758 17420-17442 

Ubicación en relación 
con FIN de deleción 
de CEA 

-363 a -344 +341 a +319 

Ubicación en relación 
con secuencia del 
genoma canino 
montada 

Cro 37: 28.677.770-28.677.789 Cro 37: 28677088-28677110 

 

Para distinguir perros normales, portadores y afectados con CEA, se usaron los cebadores dados a conocer en 10 
la tabla 3 y 4 (y que se resumen en la tabla 5) como sigue. 

Tabla 5 

Cebador Secuencia Sitio de unión Ubicación 

CEAF21a GGAGGAGTCATCATGACTT
GC (SEQ ID NO:2) 

GGAGGAGTCATCATGACTTGC 
(SEQ ID NO:2) 

9213-9233 

CEAR17d GACTGGTATTATCAAAGGTC
AC (SEQ ID NO:4) 

gtgacctttgataataccagt (SEQ ID 
NO:5) 

9474-9493 
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CEAF22a TGTCCTCCGTACCATCGTGT 
(SEQ ID NO:6) 

tgtcctccgtaccatcgtgt (SEQ ID NO:6) 16739-16760 

CEAR22c CTAGTCTGTCAATAGCACCA
CTA 

(SEQ ID NO:8) 

TAGTGGTGCTATTGACAGACTAG 
(SEQ ID NO:9) 

17420-17442 

 

CEAF21a es un cebador directo y designado en el presente documento primer cebador, CEAR17d es un 
cebador inverso y se designa en el primer documento segundo cebador. CEAF22a es un cebador directo y se designa 
en el presente documento tercer cebador y CEAR22c es un cebador inverso y se designa en el presente documento 
cuarto cebador. Se realizaron tres conjuntos de cebadores para pruebas de PCR tal como se representa en la tabla 6 5 
(columnas “n.º de prueba de PCR” y “cebadores”). Se usaron estos conjuntos de cebadores para amplificar ADN 
genómico extraído de muestras de sangre de canino mediante el método de fenol-cloroformo (Sambrook et al. 1989). En 
estudios iniciales, se usó ADN de 3 perros seleccionados cuyos estados genéticos de CEA (afectado, normal o portador; 
columna de “estado de CEA”) se había determinado previamente mediante estudios de cría experimentales. En estudios 
posteriores, se usó ADN en un conjunto de muestras más grande que representaba más de 20 perros de cada genotipo 10 
(afectado, normal o portador), para los que se había establecido previamente el genotipo que mediante estudios de cría 
experimentales. Todas las amplificaciones usaron el mismo programa de PCR: 96ºC durante 2 minutos; 30 ciclos de 
96ºC (20 segundos), 58ºC (20 segundos), y 72ºC (40 segundos); y una extensión final a 72ºC durante 5 minutos. Se 
analizaron productos de PCR mediante electroforesis a través de un gel de agarosa al 1,5% (figura 5). La asignación de 
fenotipos se basó en la presencia o ausencia de productos de PCR de tamaño particular tal como se enumera en la 15 
columna “producto de PCR esperado”. La prueba de PCR número 4 usó los cuatro cebadores simultáneamente. 

Tabla 6 

N.º de prueba de PCR Cebadores Estado de CEA  Producto esperado 

1 CEAF22a Afectado Ninguno 

CEAR22c Normal 704 pb 

 Portador 704 pb 

2   Afectado 430 pb 

CEAF21a Normal Ninguno 

CEAR22c Portador 430 pb 

3 CEAF21a Afectado Ninguno 

CEAR17d Normal 283 pb 

 Portador 283 pb 

4 CEAF22a Afectado 430 pb 

CEAR17d Normal 283 pb 

CEAF21a  704 pb 

CEAR22c Portador 283 pb 

  430 pb 

  704 pb 

 

Tal como se muestra en la tabla 6 y la figura 5, para la prueba 1 de CEA (cebadores CEAF22a y CEAR22c) no 
se amplifica ningún producto del afectado (A), pero se amplifica un producto de 704 pb tanto de normal (N) como de 20 
portador (C). Se obtiene este resultado porque, en las muestras N y C, hay al menos una copia del alelo de CEA normal 
en el que los sitios de unión de cebadores CEAF22a y CEAR22c están separados por 704 pares de bases (pb). Sin 
embargo, el sitio de unión de CEAF22a se encuentra dentro de la región de ADN que se deleciona de ambos alelos en 
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los animales afectados, por tanto no hay ningún sitio de unión para CEAF22a presente en el cromosoma mutante y no 
puede detectarse ningún producto de amplificación. Las secuencias de cada hebra del producto de 704 pb generado por 
PCR usando cebadores CEAF22a y CEAR22c se dan a conocer en las figuras 4A y 4B. 

Tal como se muestra en la figura 5, para la prueba 2 de CEA (cebadores CEAF21a y CEAR22c) se amplifica un 
producto de 430 pb tanto de afectado (A) como de portador (C), pero no se amplifica ningún producto de normal (N). Se 5 
obtiene este resultado porque, en perros tanto afectados como portadores, hay al menos un alelo con la deleción de 
CEA. La deleción yuxtapone los sitios de unión de cebadores CEAF21a y CEAR22c de manera que se separan por 430 
pb en el alelo mutante. Sin embargo, en el alelo normal (no se observa ningún producto de PCR), los sitios de unión de 
cebadores CEAF21a y CEAR22c están separados más de 7.800 bases. Por tanto, el producto teórico del ADN normal 
es demasiado grande para amplificarse y/u observarse en las condiciones de prueba descritas usando los cebadores 10 
CEAF21a y CEAR22c. Se proporciona la secuencia de una hebra del producto de 430 pb (SEQ ID NO:14) generado por 
PCR usando cebadores CEAF21a y CEAR22c en la figura 6 en la que los nucleótidos en el recuadro “GT” se 
yuxtaponen debido a la deleción. 

Tal como se muestra en la figura 5, para la prueba 3 de CEA (cebadores CEAF21a y CEAR17d), no se 
amplifica ningún producto del afectado (A), pero se amplifica un producto de 283 pb tanto de normal (N) como de 15 
portador (C). Se obtiene este resultado porque, en las muestras N y C, hay al menos una copia del alelo de CEA normal, 
y los sitios de unión de cebadores CEAF21a y CEAR17d se separan en el alelo normal por 283 pb. Sin embargo, el sitio 
de unión de CEAR17d se encuentra dentro de la región de ADN que se deleciona de ambos alelos en el fenotipo 
afectado, por tanto no hay ningún sitio de unión para CEAR17d y no puede detectarse ningún producto de amplificación. 
Se da a conocer la secuencia de ambas hebras del producto de 283 pb generado por PCR usando cebadores CEAF21a 20 
y CEAR17d en las figuras 3A y 3B. Pruebas posteriores han confirmado que la longitud indicada del producto de 283 pb 
es correcta a pesar de su migración aparente como un producto más largo en la figura 5. 

En la prueba 4 de CEA, todos los cebadores para las pruebas 1 a 3 se multiplexan, produciéndose cada uno de 
los productos de PCR presentes como cuando se realizan las pruebas con los conjuntos individuales 1-3. Tal como 
puede observarse a partir de la prueba 4, sólo se amplifica un producto (430 pb) del afectado (A), mientras se amplifican 25 
un producto de 283 pb y uno de 704 pb del normal (N); y se amplifican los 3 productos (283, 430 y 704 pb) de la 
muestra del portador (C) cuando se usan los cuatro cebadores. 

Por tanto, este ejemplo demuestra que, usando el método de la presente invención, pueden identificarse perros 
que son normales en el locus de CEA, o que son heterocigotos para, o que son homocigotos para la mutación de CEA. 

Aunque esta invención se ha ilustrado mediante realizaciones específicas, modificaciones de rutina serán 30 
evidentes para los expertos en la técnica y se pretende que tales modificaciones estén dentro del alcance de la 
invención y las siguientes reivindicaciones. 
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LISTA DE SECUENCIAS 

 

<110> Acland, Gregory 

 

<120> Prueba de diagnóstico para la anomalía del ojo del Collie 5 

 

<130> 18617.0109 

 

<150> Documento US 60/620.547 

<151> 20-10-2004 10 

 

<160> 14 

 

<210> 1 

<211> 18160 15 

<212> ADN 

<213> Canis familiaris 

 

<400> 1 
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<210> 2 

<211> 21 

<212> ADN 5 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> cebador CEAF21a 

 10 

<400> 2 

 

 

<210> 3 

<211> 21 15 

<212> ADN 

<213> complemento inverso del cebador CEAF21a 

 

<400> 3 

 20 

 

<210> 4 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 25 
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<220> 

<223> cebador CEAR17d 

 

<400> 4 5 

 

 

<210> 5 

<211> 22 

<212> ADN 10 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> complemento inverso del cebador CEAR17d 

 15 

<400> 5 

 

 

<210> 6 

<211> 20 20 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> cebador CEAF22a 25 

 

<400> 6 

 

 

<210> 7 30 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 35 
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<223> complemento inverso del cebador CEAF22a 

 

<400> 7 

 

 5 

<210> 8 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 

 10 

<220> 

<223> cebador CEAR22c 

 

<400> 8 

 15 

 

<210> 9 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 20 

 

<220> 

<223> complemento inverso del cebador CEAR22c 

 

<400> 9 25 

 

 

<210> 10 

<211> 283 

<212> ADN 30 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> producto de amplificación por PCR 

 35 
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<400> 10 

 

 

<210> 11 5 

<211> 283 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 10 

<223> producto de amplificación por PCR 

 

<400> 11 

 

 15 

<210> 12 

<211> 702 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 

 20 

<220> 

<223> producto de amplificación por PCR 

 

<400> 12 
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<210> 13 

<211> 702 

<212> ADN 5 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 

<223> producto de amplificación por PCR 

 10 

<400> 13 

 

 

<210> 14 15 

<211> 430 

<212> ADN 

<213> secuencia artificial 

 

<220> 20 
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<223> producto de amplificación por PCR 

 

<400> 14 
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REIVINDICACIONES 

1. Método para identificar un perro como normal, o heterocigoto para, u homocigoto para la mutación de la 
anomalía del ojo del Collie (CEA) que comprende la etapa de: 

a) someter a prueba la muestra biológica que comprende ADN obtenido del perro para detectar una mutación 
en una región del cromosoma 37, en el que la mutación es una deleción de los nucleótidos correspondientes a 5 
de la posición 9.302 a la posición 17.101 de la SEQ ID NO:1,  

en el que la identificación de la deleción en sólo un alelo es indicativa de un perro que es heterocigoto para la 
mutación de CEA, la identificación de la deleción en ambos alelos es indicativa de un perro que es homocigoto 
para la mutación de CEA y la ausencia de la deleción en ambos alelos es indicativa de un perro normal. 

2. Método según la reivindicación 1, en el que la presencia o ausencia de la deleción se somete a prueba 10 
mediante amplificación del ADN seguido por el análisis de los productos de amplificación. 

3. Método según la reivindicación 2, en el que la amplificación se lleva a cabo usando un conjunto de cuatro 
cebadores, 

en el que, en ausencia de la deleción, la amplificación usando los cebadores primero y segundo produce un 
primer producto de amplificación que abarca el punto de rotura inicial de la deleción, la amplificación usando 15 
los cebadores tercero y cuarto produce un segundo producto de amplificación que abarca el punto de rotura 
final de la deleción, y la amplificación usando el primer y el cuarto cebador no produce ningún producto de 
amplificación detectable; y 

en el que, en presencia de la deleción, la amplificación usando el primer y el cuarto cebador produce un tercer 
producto de amplificación que no contiene la región delecionada. 20 

4. Método según la reivindicación 3, en el que los productos de amplificación primero, segundo y tercero son de 
diferentes tamaños. 

5. Método según la reivindicación 2, en el que el primer cebador corresponde a una secuencia en el sentido de 5’ 
del punto de rotura inicial de la deleción, el cuarto cebador corresponde a una secuencia en el sentido de 3’ del 
punto de rotura final de la deleción y los cebadores segundo y tercero corresponden a secuencias dentro de la 25 
región delecionada. 

6. Método según la reivindicación 3, en el que la amplificación usando los cebadores primero y segundo, la 
amplificación usando los cebadores tercero y cuarto, y la amplificación usando los cebadores primero y cuarto 
se realizan cada una en reacciones separadas. 

7. Método según la reivindicación 3, en el que la amplificación usando los cebadores primero y segundo, la 30 
amplificación usando los cebadores tercero y cuarto, y la amplificación usando los cebadores primero y cuarto 
se realizan en la misma reacción. 

8. Método según la reivindicación 3, en el que el primer cebador tiene la secuencia de SEQ ID NO:2, el segundo 
cebador tiene la secuencia de SEQ ID NO:4, el tercer cebador tiene la secuencia de SEQ ID NO:6, y el cuarto 
cebador tiene la secuencia de SEQ ID NO:8. 35 

9. Método según la reivindicación 3, en el que el primer producto de amplificación comprende la secuencia de 
SEQ ID NO:10. 

10. Método según la reivindicación 3, en el que el segundo producto de amplificación comprende la secuencia de 
SEQ ID NO:12. 

11. Método según la reivindicación 3, en el que el tercer producto de amplificación comprende la secuencia de 40 
SEQ ID NO:14. 

12. Método según la reivindicación 1, en el que la muestra biológica se selecciona del grupo que consiste en 
sangre, pelo, raspados de mucosa, semen, biopsia de tejido y saliva. 

13. Método según la reivindicación 12, en el que la muestra biológica es sangre. 

14. Método según la reivindicación 1, en el que el perro se selecciona del grupo que consiste en Rough y Smooth 45 
Collie, Border Collie, pastores australianos, Lancashire Heeler, y perro pastor de Shetland. 

15. Kit para identificar un perro como normal, heterocigoto para, u homocigoto para una mutación de la anomalía 
del ojo de Collie en una región del cromosoma 37, en el que la mutación es una deleción de los nucleótidos 
correspondientes a de la posición 9.302 a la posición 17.101 de la SEQ ID NO:1, que comprende: 
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un conjunto de cebadores que comprende un primer cebador, un segundo cebador, un tercer cebador y un 
cuarto cebador, en el que el primer cebador corresponde a una secuencia en el sentido de 5’ de la posición 
9.301 de la SEQ ID NO:1, el cuarto cebador corresponde a una secuencia en el sentido de 3’ de la posición 
17.102 de la SEQ ID NO:1 y los cebadores segundo y tercero corresponden a una secuencia entre los 
nucleótidos 9.302 y 17.101 de la SEQ ID NO:1, en el que la amplificación de un alelo normal con los cebadores 5 
primero y segundo produce un primer producto de amplificación que abarca el punto de rotura inicial de la 
deleción, la amplificación de un alelo normal usando los cebadores tercero y cuarto produce un segundo 
producto de amplificación que abarca el punto de rotura final de la deleción, y la amplificación usando el primer 
y cuarto cebador produce un tercer producto de amplificación sólo para un alelo que tiene la deleción. 

16. Kit según la reivindicación 15, en el que el primer cebador tiene la secuencia de SEQ ID NO:2, el segundo 10 
cebador tiene la secuencia de SEQ ID NO:4, el tercer cebador tiene la secuencia de SEQ ID NO:6 y el cuarto 
cebador tiene la secuencia de SEQ ID NO:8. 

ES 2 355 731 T3



 

25 

 

 

ES 2 355 731 T3



 

26 

 

ES 2 355 731 T3



 

27 

 

 

ES 2 355 731 T3



 

28 

 

 

ES 2 355 731 T3



 

29 

 

 

ES 2 355 731 T3



 

30 

 

 

ES 2 355 731 T3



 

31 

 

 

ES 2 355 731 T3



 

32 

 

 

ES 2 355 731 T3



 

33 

 

 

ES 2 355 731 T3



 

34 

 

 

ES 2 355 731 T3



 

35 

 

 

ES 2 355 731 T3


	Primera Página

	Descripción

	Reivindicaciones

	Dibujos




