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DESCRIPCION
CAMPO DE LA INVENCION

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

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La anomalia del ojo del Collie (CEA) es un trastorno ocular hereditario canino que afecta al desarrollo de la
coroides y la escler6tica. 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 clinico varia
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 lesibn da como resultado un defecto de ventana
oftalmoscopicamente detectable en el fondo ocular ubicado en la zona temporal con respecto al nervio optico.

En la mayoria de perros levemente afectados, la HC es la Unica lesién evidente, y muchos de estos perros no
presentaran consecuencias clinicas obvias y conservaran una vision aparentemente normal durante toda su vida. En
perros gravemente afectados, también pueden darse lesiones colobomatosas de la cabeza del nervio éptico y/o tejidos
adyacentes. Los colobomas son evaginaciones de la pared del ojo, en la que se ubica la esclerética delgada. En los
casos mas graves, pueden desarrollarse desprendimientos de retina completos o localizados, y/o neovascularizacion y
hemorragia intraocular, de los que todos pueden conducir a ceguera. Estas manifestaciones graves de la CEA se
observan solo en perros afectados también con la lesién hipoplasica 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 region de 3,9 cM del cromosoma canino 37, y se segrega
como un rasgo autosoémico recesivo con casi el 100% de penetracion. Sin embargo, debido a que no ha habido
identificacion de una alteracion del gen asociado con CEA, no ha sido posible la deteccion de la enfermedad. Por tanto,
sigue habiendo una necesidad en la industria de la cria canina de una prueba genética que permita la identificacion
directa de perros que son normales, portadores o afectados con CEA.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién 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
muestra biol6gica que comprende ADN gendmico del perro y someter a prueba la muestra biol6gica para detectar la
presencia o ausencia de una delecion de los nucleétidos correspondientes a los nuclettidos desde la posicion 9.302
hasta la posicién 17.101 de la SEQ ID NO:1 dentro del cromosoma 37. La presencia de la delecién en ambos alelos es
indicativa de un perro que es homocigoto para el alelo de la enfermedad CEA. La presencia de la deleciéon en sdélo un
alelo es indicativa de un perro que es heterocigoto para el alelo de la enfermedad CEA, y la ausencia de la delecion en
ambos alelos es indicativa de un perro que es normal para CEA. Puede someterse a prueba la presencia o ausencia de
la delecién mediante amplificacion del ADN seguido por el andlisis de los productos de amplificacion.

La presente invencidon también proporciona kits para el diagnéstico 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
homocigotos para el alelo de la enfermedad pueden eliminarse del pie de cria o reproducirse con perros genéticamente
normales.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 proporciona la secuencia de SEQ ID NO:1 que corresponde a una regién del cromosoma 37 en
perros. La SEQ ID NO:1 es un contigo (una secuencia consenso derivada de multiples secuencias solapantes) de
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 nucledtidos de 9.302 a 17.101 de la SEQ ID NO:1, que se indican en
mindsculas. La SEQ ID NO:1 corresponde a los nucleétidos de 28.676.370 a 28.694.530, (inclusive, tamafio 18.161 pb)
de la secuencia del genoma canino montada de dominio publico, montaje julio de 2004, al que puede accederse a
través de GenBank o en el sitio de bioinformatica del genoma de la UCSC en http://genome.ucsc.edu/. La SEQ ID NO:1
corresponde a los nucleétidos 72.769-90.929 del intervalo de desequilibrio de ligamiento de anomalia del ojo del Collie
definido. El intervalo de desequilibrio de ligamiento de anomalia del ojo del Collie definido corresponde a los nucleétidos
de 28.603.601 a 28.716.392 (inclusive, tamafio 112.792 pb) de la secuencia del genoma canino montada de dominio
publico, montaje, julio de 2004. Los sitios de unién del cebador de PCR estan en negrita y corresponden a los nombres
y las posiciones del cebador enumerados en las tablas 3-5. Las secuencias en minUsculas identifican los nucleétidos
delecionados en el alelo mutante; las mayuUsculas identifican bases presentes tanto en normales como en mutantes.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2355731713

La figura 2 es una representacion grafica de las posiciones relativas de la delecion de CEA, la SEQ ID NO:1, y
los cebadores usados para someter a prueba detectar la delecién de CEA, en relacion con el intervalo de LD de CEA, y
en relacion con posiciones en la secuencia del genoma canino montada (montaje julio del 2004). En relacién con las
coordenadas de la secuencia del genoma canino, se invierten tanto la secuencia de la delecion de CEA como de la SEQ
ID NO:1.

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

La figura 3B proporciona la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:11) del complemento inverso de SEQ ID
NO:10. La secuencia correspondiente al cebador CEAF21a esta en negrita; la secuencia correspondiente al cebador
CEARL17d esta subrayada. El par de nucledtidos en el recuadro “GC” flanquea el punto de rotura inicial de la delecion de
CEA.

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

La figura 4B proporciona la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO:13) del complemento inverso de SEQ ID
NO:12. La secuencia de nucledtidos correspondiente al cebador CEAF22a esta en negrita; la secuencia de nucle6tidos
correspondiente al cebador CEAR22c esta subrayada. El par encajonado de nucledtidos “GT” flanquean el punto de
rotura final de la delecion de CEA.

La figura 5 es una representacion de una separacién electroforética de productos de amplificacién por PCR
obtenidos usando conjuntos de los cuatro cebadores de PCR dados a conocer en la tabla 6. El primer carril, mas a la
izquierda, contiene una escala de tamafio. Los carriles restantes se dividen en cuatro conjuntos de amplificaciones por
PCR (1-4) de ADN genomico de perros normales (N), portadores (C) y afectados (A). Se realiz6 el conjunto 1 usando
cebadores CEAF22a y CEAR22c. Se realizé el conjunto 2 usando cebadores CEAF2la y CEAR22c. Se realiz6 el
conjunto 3 usando cebadores CEAF21a y CEAR17d. Se realiz6 el conjunto 4 usando una combinacion de los cuatro
cebadores.

La figura 6 proporciona la secuencia de nucleétidos (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 esta
en negrita. La secuencia correspondiente al cebador CEAT22c esta subrayada. Los nucleétidos en el recuadro “GT”
flanquean el sitio de delecion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en identificacion de la mutacion asociada con la enfermedad CEA. Se ha
reducido la region 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 identificé una delecion de 7,8 kilobases (“kb”)
asociada con perros que son heterocigotos para la delecion (portadores), o que son homocigotos para la delecion
(probablemente afectados con CEA). Esta region de 7,8 kb se denomina en el presente documento “la delecion de
CEA”. Sin pretender restringirse a ninguna teoria particular, se cree que la delecién de CEA da como resultado la
interrupcion o eliminacién de un elemento potenciador putativo relacionado con la expresién del gen de CEA.

En la figura 1 se da a conocer la SEQ ID NO:1 que se monté a partir de datos recuperados de la base de datos
del instituto para la investigacion gendmica (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 céntigo creado a partir de estos datos formo la secuencia de consenso para la SEQ: ID
NO:1.

En mas detalle, se montd la SEQ ID NO:1 como una secuencia de 5 a 3’ continua en la direccién de la
transcripcion del gen putativo FLJ12610 como parte de un esfuerzo para identificar la secuencia genémica 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 intrén 1 de FLJ12610
520-732 Exo6n 2 de FLJ12610
733-8.053 Intron 3 de FLJ12610
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8.054-8.191 Exdn 3 de FLJ12610

8.192-8.781 Intrén 3 de FLJ12610

8.782-8.840 Exén 4 de FLJ12610

8.841-18.160 Comienzo de intrén 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 homélogo (HSA2). Por tanto, la SEQ ID NO:1 discurre hacia adelante en la misma direccién que se
transcribe el gen FLJ12610, pero hacia atras en el montaje de genoma canino.

La tabla 2 muestra las posiciones gendémicas de la zona de desequilibrio de ligamiento de anomalia del ojo del
Collie, SEQ ID NO:1, y la delecion de anomalia del ojo del Collie. El nucleétido nimero 1 en la SEQ ID NO:1 es el
complemento inverso del nucleétido 28.694.530 en la secuencia del genoma canino, y el dltimo nucleétido de la SEQ ID
NO:1 corresponde al complemento inverso del nucleétido 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.

Tabla 2
Caracteristica Posicion 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 delecién de CEA. La region delecionada de CEA
empieza en el nucleétido 9.302 de la SEQ ID NO:1 que corresponde al nucle6tido 28.677.428 del cromosoma canino 37
de la secuencia del genoma canino montada de dominio publico, montaje julio del 2004. Por tanto, el punto de rotura
inicial de la delecion (también denominado en el presente documento el punto de rotura en el sentido de 5°) esta entre
los nucleétidos 9.301 y 9.302 de la SEQ ID NO:1. La region delecionada termina en el nucleétido 17.101 de la SEQ ID
NO:1 y por tanto el punto de rotura final de la delecion (también denominado en el presente documento el punto de
rotura en el sentido de 3’) esta entre los nucle6tidos 17.101 y 17.102 de la SEQ ID NO:1. Cuando se deleciona la regién
de CEA, en una secuencia de 5" a 3’ de la region correspondiente a SEQ ID NO:1, el nucleétido 9.301 (G) va seguido
por el nucleotido 17.102 (T).

Basandose en las observaciones anteriores, se proporcionan pruebas para detectar la presencia o ausencia de
la delecion de CEA. Los perros sin la delecion de CEA en cualquier alelo se denominan normales para CEA. Los perros
con la delecion de CEA en so6lo un alelo se denominan portadores de CEA. Los perros homocigotos para las deleciones
de CEA se denominan afectados con CEA.

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

Puede determinarse la presencia o ausencia de la delecién de CEA usando una variedad de técnicas que se
conocen bien en la técnica. Por ejemplo, puede amplificarse ADN gendmico para su uso en pruebas enzimaticas a
través del uso de PCR (Saiki et al. Science 239:487-491 (1988)) u otros métodos de amplificacion in vitro tales como la
reaccion en cadena de la ligasa (LCR) (Wu y Wallace Genomics 4:560-569 (1989)), amplificacion por desplazamiento de
hebra (SDA) (Walker et al. PNAS USA 89:392-396 (1992)), replicacién de secuencia autosostenida (3SR) (Fahy et al.
PCR Métodos Appl. 1:25-33 (1992)), antes de analisis de delecién de CEA. Las técnicas para preparar acidos nucleicos
en una forma que es adecuada para someter a prueba la delecién de CEA se conocen bien en la técnica.
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Puede efectuarse la deteccién de la presencia o ausencia de la delecion de CEA en ADN mediante una
variedad de métodos incluyendo, pero sin limitarse a, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), hibridacion in situ
fluorescente (FISH), hibridacién con sondas de oligonucledtidos especificas de alelo (Wallace et al. Nucl Acids Res
6:3543-3557 (1978)), incluyendo oligonucledtidos inmovilizados (Saiki et al. PNAS USA 86:6230-6234 (1989)) o
matrices de oligonucleétidos (Maskos y Southern Nucl Acids Res 21:2269-2270 (1993)), PCR especifica de alelo
(Newton et al. Nucl Acids Res 17:2503-25 16 (1989)), deteccion de reparaciéon de apareamiento erroneo (MRD) (Faham
y Cox Genome Res 5:474-482 (1995)), electroforesis en gel en gradiente de desnaturalizacion (DGGE) (Fisher y Lerman
et al. PNAS USA 80:1579-1583 (1983)), deteccion de polimorfismos de conformacion de una sola hebra (Orita et al.
Genomics 5:874-879 (1983)), escision quimica (Cotton et al. PNAS USA 85:4397-4401 (1988)) o enzimatica (Youil et al.
PNAS USA 92:87-91 (1995)) de ADN heteroduplex, métodos basados en extensién de cebador especifico de alelo
(Syvanen et al. Genomics 8:684-692 (1990)), analisis de bhit genético (GBA) (Nikiforov et al. Nuci Acids Res 22:4167-
4175 (1994)), el ensayo de ligacion de oligonucleétidos (OLA) (Landegren et al. Science 241:1077 (1988)), la reaccion
en cadena de ligacion especifica de alelo (LCR) (Barrany PNAS USA 88:189-193 (1991)), LCR de espacio vacio
(Abravaya et al. Nucl Acids Res 23:675-682 (1995)), y secuenciacién de ADN fluorescente y/o radioactiva usando
procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica.

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

En una realizacion, se realizan pruebas para detectar la delecion mediante PCR usando un conjunto de cuatro
cebadores. Los cebadores se disefian 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 amplificacion que abarca el punto de
rotura inicial (punto de rotura en el sentido de 5’) de la delecion de CEA. Se disefian 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 amplificacion que abarca el punto de rotura final (punto de rotura en el sentido de 3’) de la delecién de CEA.
Se disefian los cebadores primero y cuarto para unir a sitios presentes adyacentes a la zona delecionada en el
cromosoma de la enfermedad. Se disefian 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,
amplificaran un producto de un cromosoma 37 que tiene la delecion de CEA porque no hay ningun sitio de union
presente para los cebadores segundo o tercero. La amplificacién usando el primer cebador y el cuarto cebador no
producira un producto de amplificacién de un cromosoma 37 normal porque esta mas alla de las limitaciones técnicas de
las reacciones de amplificacion 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 esta presente la delecion de CEA, los sitios
de union para los cebadores primero y cuarto se colocan en proximidad suficiente entre si en el/los cromosoma(s) con la
delecién de CEA de manera que se produce un tercer producto de amplificacion. Por tanto, el tercer producto de
amplificacion no contiene ninguna parte de la delecién de CEA.

Se proporciona un ejemplo de un conjunto de cebadores en el que el primer cebador esta aguas arriba o en el
sentido de 5’ del punto de rotura inicial de la delecion de CEA y el segundo cebador esta dentro de la delecion de CEA
pero en proximidad suficiente al sitio del primer cebador de modo que puede producirse un producto de amplificacion
que abarca el punto de rotura inicial de la delecién de CEA. El tercer cebador esta dentro de la delecion de CEA y el
cuarto cebador esta aguas abajo o en el sentido de 3’ del punto de rotura final de la delecion de CEA. El tercer y el
cuarto cebadores estan en proximidad suficiente de manera que se produce un producto de amplificacién que se
extiende sobre el punto de rotura final de la delecion de CEA. Los sitios de cebadores primero y cuarto estan
suficientemente separados de modo que cuando no se deleciona la regién de CEA, estos dos cebadores no produciran
ningun producto de amplificacion.

Los expertos en la técnica reconoceran que las designacion 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 amplificacién
generados usando los pares de cebadores particulares. También se reconocera que, mientras se proporcionan en el
presente documento secuencias particulares de cebadores de PCR, pueden disefiarse otras secuencias de cebadores
de PCR por los expertos en la técnica para detectar la presencia o ausencia de la delecion de CEA. Ademas, pueden
disefarse los cebadores para amplificar cualquier hebra del cromosoma 37 en la region de la delecion de CEA.

Pueden llevarse a cabo reacciones de amplificacion usando los cuatro cebadores en la misma reaccion o
puede llevarse a cabo la amplificacion de cada grupo por separado. Por tanto, también pueden realizarse
amplificaciones secuenciales o simultaneas del ADN gendmico en reacciones separadas usando los cebadores primero
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 combinacion, los resultados combinados de las amplificaciones usando los tres pares de
cebadores mencionados anteriormente se interpretan como sigue:

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

3) La presencia de solo el tercer producto de amplificacion es indicativa de un perro afectado.

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

Cuando se usan cebadores de PCR de manera que los productos de amplificaciéon son de tamafios diferentes,
pueden analizarse los productos de amplificacion mediante métodos convencionales tales como separacion y deteccion
electroforética usando bromuro de etidio y luz ultravioleta, o cualquier otro método de deteccion adecuado.
Alternativamente, pueden aislarse y secuenciarse los productos de PCR.

El método de la presente invencién 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 invencion kits para detectar la presencia de la delecién de CEA en una
muestra bioldgica de un perro o una muestra de acido nucleico extraido de la muestra bioldgica. Los kits de la presente
invencion comprenden reactivos para la deteccion basada en acido nucleico de la presencia de la delecion de CEA. En
una realizacion, los kits comprenden reactivos para extraccion/preparacion de muestras de acido nucleico, pares de
cebadores para la amplificacion de regiones que abarcan el punto de rotura inicial y punto de rotura final de la delecién
de CEA y pares de cebadores para la amplificacion de una regién que abarca la regiéon generada por la delecion de la
region de CEA.

Usando las herramientas y el método descrito en el presente documento, pueden identificarse perros que son
genéticamente normales, heterocigotos para (delecién en un alelo), u homocigotos para (delecion en ambos alelos) la
mutacion principalmente responsable de la anomalia del ojo del Collie (CEA). Tras la identificacion, tales perros pueden
eliminarse del pie de cria. 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.

La invencion se comprendera 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 mutacién principalmente responsable de CEA usando el método de la presente invencion. En
particular, se usan combinaciones de cuatro cebadores en reacciones de PCR para producir productos de amplificacion
caracteristicos de perros que son genéticamente normales, heterocigotos para, u homocigotos para la mutacion
principalmente responsable de CEA. En la figura 2 se proporcionan las posiciones de unién de los cebadores en
relacion con la SEQ ID NO:1, la delecién de CEA y el intervalo de desequilibrio de ligamiento de CEA (LD).

La figura 3A proporciona la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:10) correspondiente a una hebra del
producto de amplificacion obtenido usando el cebador CEAF21a y el cebador CEAR17d. La figura 3B proporciona la
secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:11) del complemento inverso de SEQ ID NO:10. En el complemento inverso, el
par de nucleétidos en el recuadro “GC” flanquea el punto de rotura inicial de la delecién de CEA. Es decir, en la hebra
inversa de la CFA (Canis familiaris) del cromosoma 37 la G no esta delecionada, pero la C es el primer nucleétido
delecionado en el alelo mutante. La tabla 3 proporciona informacion adicional acerca de las posiciones de union
relativas de los cebadores CEAF21a y CEAR17d.

Tabla 3
Cebador CEAF21a CEAR17d
Secuencia GGAGGAGTCATCATGACTTGC GACTGGTATTATCAAAGGTCAC
(SEQ ID NO:2) (SEQ ID NO:4)
Complemento inverso | GCAAGTCATGATGACTCCTCC GTGACCTTTGATAATACCAGTC
de secuencia (SEQ ID NO:3) (SEQ ID NO:5)
Secuencia de sitio de | GGAGGAGTCATCATGACTTGC gtgacctttgataataccagtc (SEQ ID
union, en SEQ ID (SEQ ID NO:2) NO:5)
NO:1
Ubicacion en relacion | 9213-9233 9495-9474
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con SEQ ID NO:1

Ubicacion en relacion
con INICIO de
delecién de CEA

-89 a -69

+194 a +173

Ubicacion en relacién
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 nucleétidos (SEQ ID NO:12) correspondiente a una hebra de un
producto de amplificacion 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 nucleétidos en el recuadro
“GT” flanquea el punto de rotura final de la delecion de CEA. Es decir, en la hebra inversa de CFA 37, la G es el ultimo
nucledtido delecionado y la T no esta delecionada en el alelo mutante. La tabla 4 proporciona informacion adicional

acerca de los sitios de union relativos de cebadores CEAF22a y CEAR22c.

NO:1

Tabla 4
Cebador CEAF21a CEAR22c
Secuencia TGTCCTCCGTACCATCGTGT CTAGTCTGTCAATAGCACCACTA
_ (SEQ ID NO:6) (SEQ ID NO:8)
(directo)
Complemento inverso | ACACGATGGTACGGAGGACA TAGTGGTGCTATTGACAGACTAG
de secuencia (SEQ ID NO:7) (SEQ ID NO:9)
Secuencia de sitio de | TGTCCTCCGTACCATCGTGT TAGTGGTGCTATTGACAGACTAG
unién, en SEQ ID (SEQ ID NO:6) (SEQ ID NO:9)

Ubicacion en relacién
con SEQ ID NO:1

16739-16758

17420-17442

Ubicacion en relaciéon
con FIN de deleciéon
de CEA

-363 a -344

+341 a +319

Ubicacion en relacién
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

la tabla 3y 4 (y que se resumen en la tabla 5) como sigue.

Tabla 5
Cebador Secuencia Sitio de unién Ubicacion
CEAF21a GGAGGAGTCATCATGACTT GGAGGAGTCATCATGACTTGC 9213-9233
GC (SEQ ID NO:2) (SEQ ID NO:2)
CEAR17d GACTGGTATTATCAAAGGTC | gtgacctttgataataccagt  (SEQ ID | 9474-9493
AC (SEQ ID NO:4) NO:5)
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CEAF22a TGTCCTCCGTACCATCGTGT | tgtcctecgtaccatcgtgt (SEQ ID NO:6) 16739-16760
(SEQ ID NO:6)

CEAR22c | CTAGTCTGTCAATAGCACCA | TAGTGGTGCTATTGACAGACTAG | 17420-17442
CTA (SEQ ID NO:9)

(SEQ ID NO:8)

CEAF2l1a 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
(columnas “n.° de prueba de PCR” y “cebadores”). Se usaron estos conjuntos de cebadores para amplificar ADN
gendmico extraido de muestras de sangre de canino mediante el método de fenol-cloroformo (Sambrook et al. 1989). En
estudios iniciales, se us6 ADN de 3 perros seleccionados cuyos estados genéticos de CEA (afectado, normal o portador;
columna de “estado de CEA”) se habia determinado previamente mediante estudios de cria experimentales. En estudios
posteriores, se us6 ADN en un conjunto de muestras mas grande que representaba mas de 20 perros de cada genotipo
(afectado, normal o portador), para los que se habia establecido previamente el genotipo que mediante estudios de cria
experimentales. Todas las amplificaciones usaron el mismo programa de PCR: 96°C durante 2 minutos; 30 ciclos de
96°C (20 segundos), 58°C (20 segundos), y 72°C (40 segundos); y una extension final a 72°C durante 5 minutos. Se
analizaron productos de PCR mediante electroforesis a través de un gel de agarosa al 1,5% (figura 5). La asignacion de
fenotipos se basé en la presencia o ausencia de productos de PCR de tamafio particular tal como se enumera en la
columna “producto de PCR esperado”. La prueba de PCR ndmero 4 uso los cuatro cebadores simultaneamente.

Tabla 6
N.° 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 ningan producto del afectado (A), pero se amplifica un producto de 704 pb tanto de normal (N) como de
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 union de cebadores CEAF22a y CEAR22c estan separados por 704 pares de bases (pb). Sin
embargo, el sitio de union de CEAF22a se encuentra dentro de la region de ADN que se deleciona de ambos alelos en
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los animales afectados, por tanto no hay ningun sitio de unién para CEAF22a presente en el cromosoma mutante y no
puede detectarse ningun producto de amplificacién. 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 ninguin producto de normal (N). Se
obtiene este resultado porque, en perros tanto afectados como portadores, hay al menos un alelo con la deleciéon de
CEA. La delecion yuxtapone los sitios de union 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 ninglin producto de PCR), los sitios de unién de
cebadores CEAF21a y CEAR22c estan separados mas de 7.800 bases. Por tanto, el producto teérico del ADN normal
es demasiado grande para amplificarse y/u observarse en las condiciones de prueba descritas usando los cebadores
CEAF2lay CEAR22c. Se proporciona la secuencia de una hebra del producto de 430 pb (SEQ ID NO:14) generado por
PCR usando cebadores CEAF2la y CEAR22c en la figura 6 en la que los nucleétidos en el recuadro “GT” se
yuxtaponen debido a la delecion.

Tal como se muestra en la figura 5, para la prueba 3 de CEA (cebadores CEAF2la y CEAR17d), no se
amplifica ningln producto del afectado (A), pero se amplifica un producto de 283 pb tanto de normal (N) como de
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 union de cebadores CEAF21a y CEAR17d se separan en el alelo normal por 283 pb. Sin embargo, el sitio
de union de CEAR17d se encuentra dentro de la region de ADN que se deleciona de ambos alelos en el fenotipo
afectado, por tanto no hay ningun sitio de union para CEAR17d y no puede detectarse ningun producto de amplificacion.
Se da a conocer la secuencia de ambas hebras del producto de 283 pb generado por PCR usando cebadores CEAF21a
y CEARL17d 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 migracion aparente como un producto mas 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, sélo se amplifica un producto (430 pb) del afectado (A), mientras se amplifican
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 invencion, pueden identificarse perros
gue son normales en el locus de CEA, o que son heterocigotos para, o que son homocigotos para la mutacién de CEA.

Aunque esta invenciéon se ha ilustrado mediante realizaciones especificas, modificaciones de rutina seran
evidentes para los expertos en la técnica y se pretende que tales modificaciones estén dentro del alcance de la
invencion y las siguientes reivindicaciones.
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gtgtattcac
agatcaggtt
cctgggatct
agtacaaggt
tttcctctte
gaggcacaga
atagggaggg
gcagatgctc
tgtcttctcet
ctttactgtt
actcctgetg
cggcttttet
actactttcce
actgatacta
atttccactg
tggagtgggg
tcttattttt
ttcecttgatt
ccttgcaaag
aatattcaac
gatctaaaac
agacaggaag
aggatgagtg
cctttagaaa
agaaagagag
caacatgggg
caagagttgg
gatagtttct
gatcaggtca
aggtatgggg
tgaggtgggc
gcaacagaga
tttatttatt
gggaaaagca
tcaggaccct
agccacccag
tccagttcag
acctttctga
gtagtattta
gtgtccaaag

atcaaccagc
gagacaattc
ttccatattt
aggattgtga
ctgtttattt
gagaggcaga
actcgatccce
aaccactgag
tcatctccac
gaggggagtc
tctttttagg
ctgtcatttg
ccagcgaagc
cgggtgcgga
cattcctgcet
aaggggaatg
gtgtggattc
agacagaagg
ggagcagggt
atttattaag
aaatagccta
cagaataaag
aaagtttgaa
gtggaggggg
agagagaatc
ctcaatctta
gtgtttcacc
aagttgtgtt
gtctaggctg
caagggaggg
attttgaaga
ttcattgaaa
tgagagagta
ggcttgctge
gagtcatgac
gtgcctgcat
atcagtctgg
acatttgtca
ttcctegttt
tcatctaact
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ttgtgggctt
cagcgaatgg
ctgteccttgt
agtaggccag
ttcttaaaga
gacataggca
aggaccccgg
ccacctgggt
tgcgectgtct
tgtttcettg
agctgaacaa
gatgatctgce
tatgttcacc
gtgaactctc
agcceccttcce
ccagctgctt
cacttgaaat
caaaacagat
ttgggtttac
catcacttta
ttcetggagt
tatggtaaat
aaaccttttt
aggggaagag
ccaagcaggc
caaccctgag
gactgggcca
ttggagatga
gagtgcattt
aatttcatga
attctaatga
aagtttattt
agagccagag
tgaacagaga
ctgagctgaa
tgaaaaactt
caaaggatag
ttggatcctc
tcagagtagg
tgtaagtgaa

gtaggtggcce
cctgecctte
ttgttttttyg
ttgetctcete
ttttatttat
gaggaacaag
gatcaccacc
gcccecctett
tcatgttagc
ttacacceccg
gcgectgaca
ttecgccceact
tgtgatcatg
tggtcteccc
tggtgagtgt
caagatgaat
tcttctteag
tctegactgg
ctgctttatt
ggctggttgt
ttataatcta
tctttggttyg
ttgaagagag
ggagagagag
accatgccca
atcatgacct
ctgaggcacc
ggaggggata
tgagaggcag
ctgcaggaag
gtttggattt
tattattaga
agatcagagg
tccecagtgtg
ggcagacgct
taagcagggyg
agtacgtgcecc
atgactatcc
aagccaagat
tgagctggaa
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aagggaggtc
cacctaaagc
cgctgcccac
tgtgttcttc
ttatttatga
caggctccce
tgagctgaag
cctgectttt
cagagttttc
actccataca
gctccacctg
gttgaaggac
tggccgaggce
ttttattgga
aattcaagtg
ctttaggtgt
tcagaacact
tacatetttt
gagcgtcttt
taggtgtcca
gtgagaagat
aagtaagctc
tttetteeee
agagagagag
acagggagcc
gggccgaaat
ccattgaaga
accgggagaa
ggagatgtat
ttgtgggaaa
tatccttaag
aaatatttaa
gagagggaca
gggcttgatc
taaccgactg
tttaacatga
agtgttagct
tgcaagataa
tgaaggcaat
ttttactcce

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
200
950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000



agggaggtct
ttctgcttac
ttaaagattt
cacacacaca
agcaggctcc
ggatcgtgec
gatccectcecce
aactctggga
actgggtgac
ttatgctaaa
ttagtttgag
agctcaggtc
cccacaggga
gtctctcata
gagtaaacag
caccctttta
ggtcttctat
aagacaagtg
catgtgatct
aaactgttct
gagagagaga
gagagtctca
atgccatgac
ccacccaggt
ggacttgagt
catcaacagt
atttttttgt
tccctgtaat
atgcttgttc
gcccttggga
ctcgaaattce
ggctctgata
tattatacta
attcctctaa
agaccattga
tgtattatta
gaggaagcett
gtaggcggat
tcataatttt
ttttcaatga
aaagggtcta
ttattttcct
taaggaaagc
cacaatcaaa
catactatcc
cttagaaaat
ttaatggtaa
atcgatacac
acacatagtg
gtaactttct
tggatggctc
tctgagcecece
atgtaaaaaa
agattgtcte
gagagtaaga
tgtgcaggat
ccatttccac
tgaaggagtc
tcgagtggtg
aaaaaacccg
tggcttcatce

gattcgagag
acagctttct
atttatttag
cacacacaca
atgctgaaag
ccgggccaaa
agagctttta

aaggggtagt
gggcactgag
tgttgacaag
agagacgctg
atgatcctgg
gcctgtttct
aataaatgag
taagaacttg
tataaacaga
gggaggccta
ggcatcattt
tttggcacca
ttggtggatt
gtgtgtgtgt
agcgactcca
ccttaactga
gccecectetgyg
gcttggagaa
gtttagcaga
gcaattttcc
ttttttctaa
tggaaccaaa
agtcctagca
agaatagtga
gtttttttce
gaaaataata
ttgggcagcc
acaattggtg
taaaaaagaa
tatagggaaa
actattccag
tgtttattac
gtaattcatg
gagtgaaaaa
tctttaaagc
tatacgtagg
tacttatctg
acactattca
atttgtaaca
catagagttt
tactagtaga
gctactcttg
agcaatggaa
ggtcggaagg
acatcaggtg
aaggagtatt
tcagagagct
gaatacagcg
atcatgaaat
ttccagccag
caagtatgtg
gagctgagtt
ttgtattacc
attgataaag
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cctattttca
aggcttccag
ttatgataga
cacagaagca
cccgatgtgg
gacaggcgcce
ttagaaatta
ggaaagggag
gagggcactt
ttgaactcca
gggtgactca
ggtcctggga
ccctctgect
taaaatcttt
tttgcaagaa
gctgtttcag
agggtgtagg
cctatatcct
acggagtgga
tcttttctta
gtgtggttgg
cgttgagcac
aaccaagagt
tggagttttg
cttectecatte
taatagtttt
atcctttaga
gtaacaccag
aaaaaaaaaa
atagctagtc
gattgagaag
ccccaaatta
tgtaaaggga
ccaataagaa
aacaattagg
gactaccagc
aagttagagc
gcttgtgtgt
tcattcttgt
caaaaggcaa
ataggtcctt
aactactgat
tttgtgtaga
ggcgtatgga
gtagcttgct
atctgcttgg
tatttgatgg
tacttaagtt
tatttacttt
tagttgaatce
gcgtgcaact
tagagattgc
tgtatcatta
tgcacaccta
tgtggtgtgt
atctcaagcc
cttccttcat
ctcgcaatga
acaaaagcat
ttggataagt
aggaggcacce

aggactagga
agcttttatt
cacacacaca
gagacacagg
gactcgatcc
aaaccgctga
gtttgacatg
gtgggtgggg
ggcaggatga
ataaaaaaaa
gtggttgagc
tcgagtccca
gtgtctctgce
aaaaaaataa
ttactgccac
tcagtagcat
tttatcagca
ttctttagtt
tgggaccaag
agatttattt
gagggacagg
cgagcccaat
cagaggctca
atttggaatc
atctctgaat
gatctgttga
tagtttacct
ggggcactgt
aaaaaaaaag
tcattgtgca
gtagttctag
aaaggaaact
aaacgagcta
aagaagcttc
ctttaaggta
ccagggaaac
cagcggacac
gtgtctgtga
gatagttttt
acatttcaaa
ctactccacc
accatcttct
tgtaagtatg
tgccttttca
cttttcactt
acaatctgct
catatatcaa
gtttccattc
tcctacgtgt
aaggagtatt
cttgatctca
tcaaaaaaat
atattgctca
aactcctact
tcacgccaag
tcagatttct
tccttcecttee
cttatccaag
gtgtgttctt
cattgaattt
agtcccaacc
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tgataatgtc
ttttattttt
cacacacaca
cagagggaga
caggactcca
gccacccagg
ggagacacct
ggttggggtg
gcactgggtg
ttaaaaaaaa
atctcccette
cattggcttc
ctttctectgt
attagtttga
tggtcccttc
tagaggccaa
gaagcacttg
ttcectgaggt
tatttttgag
atttatttga
gcgagggaga
gcggggettg
actgactgta
cagtaaaggt
ttectgaggtce
ttttegtgaa
ctggttcaaa
tccctcaata
tgttccggga
tcacacagcc
gagggtgatg
tgtataatga
ttctaggcaa
agtattgggg
aaataaaata
ccctgagecet
tgtcaaggat
ggtcacacag
atttcatttt
tagcattaag
ctctagtctg
tgtgacttcet
tgtgtactca
caaatggcag
aattatagaa
ttaatattct
cttgtattga
ttttgctgtt
aaatgtaaga
tgggggctce
gagtcgtgag
aaataaacaa
caataatgcc
agccatgcag
atctcaaggc
gctttctagc
tcctcaaaaa
gtaatagaaa
cctgccacac
ttatgagact
ttactatgga

2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
2400
2450
2500
2550
2600
2650
2700
2750
2800
2850
2900
2950
3000
3050
3100
3150
3200
3250
3300
3350
3400
3450
3500
3550
3600
3650
3700
3750
3800
3850
3900
3950
4000
4050
4100
4150
4200
4250
4300
4350
4400
4450
4500
4550
4600
4650
4700
4750
4800
4850
4900
4950
5000
5050



atcctgggga
ttactgtgga
aagaaaataa
agatgctctce
gctcttgtca
ctgccattca
tgcagatgtc
tcctctggaa
gacctcctta
acagcatgta
tcgcacctct
ctgacctgaa
tggatttgct
attgtcctaa
cagagtggtg
tactgagaaa
cgtctggtac
atttatttat
atcacagaga
gaagcaggct
ctccaggatc
ccagggatcc
ttctecttat
aaggtggatt
atttgagggc
caattacttt
gattcaccta
aatagttcct
agcagaactt
cttaggacct
gggaagaagt
tctgecatcag
tgctgcctcet
tgtccttaga
ctggcttgcet
atttattaca
agtattgtga
ctgacccatg
taatgtttcc
agcatccttt
ttaaaagatt
ttatttgaca
agaggagaga
ggatcatgac
gccacacaggd
ggctctttte
aattattcta
cacagcagca
tgtgctgggce
ggcttctgtt
gaaactctca
ggctgggtet
tgttatgtgc
cctacttgga
cacctttctc
tgggctgtct
tgctacaaag
tatttttata
ctgtgaaaac

cgggagtact
aggtctccca

ctaaatacga
cctttgagaa
gggccgtgag
agagccaggg
ccatatccaa
gctctcctge
aggggtgggg
aagattgaca
actctcctga
ctaggcacat
tcatatatca
gtgcttcaag
ttgaaatcta
gcatgcatct
tagtccaatt
aagctaaatt
atagcttcgg
ttatttattt
gagagagaga
ccatgcaccg
gcgccctggg
ctaccctata
gtttcctgtt
cccagagaga
tgccgccaga
cagttcagcc
tttttccact
aggaaagaag
ctgctgecatt
gaactgggaa
gactggtgtt
cccececctgea
cgcccgtatce
gaagcgtagg
gcctattttt
tgttgtctat
caggggctgt
cagaaaatgt
tttagctcat
ggtcacaaag
gtatttattt
cagagagaga
gggagaagca
tctctgagcce
tgctccgaga
tttctaagac
tataggtata
tggctatgct
cagtttcatc
ccgatgacct
ttctggacta
aatttccaag
cagctagcac
ttttctgectt
ttatcaactc
atccatgtgt
aaagccctcg
gccatgtaaa
atatattttt
ctgtaactgt
gcatttggtt
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gaacatacat
cacatactcg
agtgcttggg
ctagaatcca
acctgatagg
ctctgactgt
gtgggggtgg
actcctgcett
gaaatttgag
agtaggtgtce
tcgtctgeaa
atttttcett
ttacttcagce
aacttggaaa
ctatgaaatt
attttttcett
gtgcctggca
atttatttat
gagagagagg
gggagcccga
ccaaaggcag
tatttagata
tatttaccac
ggctggttgt
gggatggtga
cctctaaaca
attcacctcg
gttgggtctg
ttgaacagta
ccaggaccag
tccagctcca
tttattgggt
cccctcacce
ggtgcctata
ctgaagttat
gggcattttce
attggctgta
tgctgacctc
ctccttgggg
aaattattga
atttatttat
gtacatgcac
ggctccctge
aaaggcaaag
tgattgatta
tactggatac
tgttgttata
tatgtccttce
cttectagge
tagactttgce
tcatcagccece
gctttectget
actcttttaa
ttgttagtct
tgttacaacc
tctccectectet
aacttcttte
tggattgctt
cagtattttt
ctgttggctg
cgtcctcetca

agtagtactt
gactccctaa
attaagccat
gatggaattt
attcattttg
caacatttca
gagggtgtta
ctgtatctac
agcagaagcc
tgttgaattg
acgaaggggt
gaaaatcctt
cacatgactt
tgagttatac
atttgaaaag
tgttgctata
tggcattact
tattattttt
cagagacaca
cgtgggactc
gcgttaaacc
cagcattgat
cactcaaaga
cacctttagg
tgctgcttgg
cggacttgcet
aacaggacaa
gagcagatga
tttggaggct
gttgggatgt
tttgacttct
cctggtggtg
caatctcttc
atatggccag
gttggaaacc
atgaagtaac
gagctgaaaa
tgatctcggg
aatgtgaagg
ttttatttat
ttatttattt
aagtaggcag
tgagtagaga
acagactctt
tagttatttt
cttgtgtagg
tgagaacagc
ttaccttgtt
tgacctcttg
tgcatttgtg
tgaaatggct
ctctgttgac
ctacacctac
ctgcaggaga
ttctctttaa
tcttcccacce
acatacctat
gcttatgaaa
ctagttccta
attgatatct

tgggcatgag

13

agcttcagca
tttttecttg
tttcacatct
ccagtctgtt
ggattgataa
atgggaaatc
taaatagatt
cacacttcct
tcatgggttc
gcttgtggaa
gggggtctte
gaagtatctg
gtcctaatta
cccaatgatt
ttgagatatt
tagacattgg
ttatttattt
aatgatagtc
ggcagaggga
gaccccgggt
tctgcgccac
taaaagctgt
gatcgctgtt
agtttctgtt
ttaccaattg
ttcatacaag
aacctaacaa
atttccccaa
tcagtttatce
gctgcatgat
ggccttetge
gtacaaaagce
tcttctgatce
ttggccaact
cactaccctce
agcagagttg
tattgactat
cctttctttt
aaaccttgat
ttatttattt
atttatttat
agcggcaagce
gcccagtacg
aactgactga
ctttggctaa
tgaattaggt
atcctagttg
aagagcaagg
gtgactggct
ggagcagatc
tgtaagcagt
ttttgtctte
tttcctgaag
gttggaacaa
atcaccactc
cttttatcta
ttagttactg
ctgtaagtcc
atatagtgtt
cttccatgaa
tctggccttg

5100
5150
5200
5250
5300
5350
5400
5450
5500
5550
5600
5650
5700
5750
5800
5850
5900
5950
6000
6050
6100
6150
6200
6250
6300
6350
6400
6450
6500
6550
6600
6650
6700
6750
6800
6850
6900
6950
7000
7050
7100
7150
7200
7250
7300
7350
7400
7450
7500
7550
7600
7650
7700
7750
7800
7850
7900
7950
8000
8050
8100



cagtgccaag
gatccaggac
cattctttgg
cagaaaatgg
gctgggtact
tgccttgatg
agtccagcca
caacagttgt
ctatgaagca
ctttgtggeg
tgtgttgcta
ccttcteeca
aatcttgggc
agactaacat
atttgaagaa
caacaataag
ccaggtgccc
gttggagaat
cttgagatgc
aaggcaaaag
cctaggagtt
gtcgatcaaa
agcagggtgg
gcagaggaag
gcacagtaat
ggaatgaatg
gtttctcttce
caaacagggg
tgattttctc
cttcatctta
ctttactatg
ttactcgtgt
gacagggact
gcagggctag
cctetgtgcea
gtgagaacca
tctaactctg
gtagatttca
cacagagatt
aagtgtaggt
ccetgtetcet
cagagaggtc
tcttgagatt
gaattgccaa
tcectttatcet
ctattaatct
actctccttg
tcctacctece
tcttcaagac
ggcaaggact
tgcctgggag
attttgtgct
atatggtgct
ctttattttg
ttatttgcaa
aaccctgecag
gaagagtatt
gtctcttaag
ttttacatat
ttcacagact
gtcatgtcgc

tgagggaact
taccaggaga
gggtgttggg
gagagtcatt
gaccataact
acccagctgg
ttgcececcagg
gcaaaactgt
tagctccagc
ggatgaactc
atcaccctct
ctggactccg
tctgtttcett
ttcttttctg
aattccttct
gattttcttt
gagtagtgac
cctttectetg
atgtggggaa
tgggctggtg
tcatttagaa
tttttgecttg
ggggaggagt
gtgaaaagca
ctgtggaaaa
gggagtagat
taaggattga
agtattaata
ctctcactct
ttgcectcett
taagcaaata
ttctgtcttg
atgactcata
gcagaaagca
gtggctgagc
aaaatgcaag
gagaagaagyg
agtctttatg
tcctaggcca
tttaaggagg
gccecttagt
ccttcctgat
tttctttata
aatgccttcc
ataatgccca
tttaagtgtc
taaagataat
gttttatcac
aatgcctttce
gcgttgecatg
tagtagattc
agggggagte
gctgtgagac
cagctttgga
aattggaggc
agtcgaatga
actgcattgg
tcctgggtgg
ctgcagagga
aagaaattgg
tgtagectgta
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agcaaccttg
gtggggcetgt
tggggactgg
tgcattagag
ggagacttga
catccaagta
caatggcaag
acgagggcag
ttcagaataa
ctagagcaca
cctectecte
ggtgttacat
ttccttcecteca
tattattaca
tggaacaatt
ctcecttgtge
ttgtgttttg
caaaagttgc
gatggggtga
aacatttgta
ttcectaacce
ttgagatctg
catcatgact
cagggttacc
tcacagtgtt
aattgtggcc
gcttggccaa
atagtgacct
tttaggactt
ttctaattat
atgctattat
tcatctaggc
tttettttga
ggtgtttttg
aaagacgcca
ttgagtgctc
aaagcatgca
gggaaagaga
tttttetgte
ttaatgcagg
taaataatac
ctggtgcctg
aaccttaggc
tctcgecttt
atgcecctggce
agctttggcet
ccttettecece
atagaacttt
tcectetgttg
catttctata
tctgtaagtt
tcatgaaaat
ctaagtttgg
taaattagta
tcacctcttc
gaaagcatag
aaccaattac
atcacaccca
tctgagagac
gcctcagaga
tgtttagage

cttcgcatga
gctgagtcga
tacaggtggc
gtgtgcttcc
ggctgggtga
gccaaaagaa
gaaagagttt
cacaaacata
aaattcagtt
tgctgeccact
tgtttgctca
gtttatgctc
caggcagaaa
gatcggttga
tatggtagag
acttttgctt
ggtgctagct
ctatagaaaa
aatagggggce
aaaacatctg
ttggagagtt
atcacaggtc
tgccccteca
atttgggaac
tatacaaggg
tgtcagaagc
aagaaacatc
ttgataatac
gttggttgta
acacattaac
aatattgtgt
tactttgtaa
acatgaagtt
acttggaacc
tcgtgettgg
aagcctatct
ctgtgaagte
gccecttaca
ggagagctte
ctgaggatga
aagacttatt
cgtacctatc
ttcagtcaga
atgtcttggc
cttatctacc
tctttgagag
tgctgctata
gtgatattac
atctctgaaa
tcceegggge
tgtgggtgaa
tggggcagtg
ggtcttcagt
cttccagaga
catgcttttg
aatcctggtg
caattacttc
aaccacatag
aagtagctat
ggttaagtga
cttecctacat
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aagatctaga
ggtgagaggg
caaagggcct
ctgaggaggt
tacttctctce
actgtagctg
ggaaaggggce
gggtgggacc
cgaccttcegt
gaacacatcc
cacactcatc
cctaccaaga
gctcatctta
agacggagcc
gtagagtata
tattttcttt
ggtttgcatg
tctgttaaaa
aagactatga
tgctaacgta
tggttgccca
tggattgtgg
acatcccaca
tgtettgtgg
gactggcaaa
tcctgectag
tattaaacgg
cagtcaatat
cagttagtac
caagctggta
tctgtataga
actcctggtg
agtatttttc
ttctgttctg
ggtcttaaca
cctgaagcaa
ctgaggcaga
cctggacttg
ctecgtetet
tatgctgatt
ctcagcccag
cagctgggtt
gaatggcttt
acacattgtt
ttgtaaactt
acctttccag
gtaccttggt
tgtctatagg
accatctgag
ctgaacatag
gatgttacta
tggcetgtgg
tattctcctg
ctctgttttce
gggtaggggc

ccagcccggg
agaaatactg
acgtacagaa
agctttccat
cttacctaag
ttettgtctg

8150
8200
8250
8300
8350
8400
8450
8500
8550
8600
8650
8700
8750
8800
8850
8900
8950
9000
9050
9100
9150
9200
9250
9300
9350
9400
9450
9500
9550
9600
9650
9700
9750
9800
9850
9900
9950
10000
10050
10100
10150
10200
10250
10300
10350
10400
10450
10500
10550
10600
10650
10700
10750
10800
10850
10900
10950
11000
11050
11100
11150



ggatcatctc
aaaggatggt
tcactgcatc
cccattttct
agttactctg
gggtcaccta
gaagataaac
ccagggctga
cctggttcta
cagggaggtt
cagaggttac
ccgetttgag
tgatggtggc
ctggacgggg
gagagcatct
atgagtcaac
aaagaagttt
actggaggga
ctggttgcca
cccagtgtaa
gccatgccac
gctgcatgct
cccaaaatag
agcccttgac
tgagggtggg
gtcttcagag
cttatacgat
atcatatact
atgtagccac
cctgtcectggt
tattcattagc
gaagaggagg
gttcattcac
tttacctgcect
acttgtectt
tcactattat
atatttecttt
tactacccta
tctgatatte
aagccagaaa
atcctacttg
tgttgcctta
gtattatgtc
taaagccatt
tgatttggtc
attgaagtcc
cttctttectt
agacatcatc
tctgttttce
cctgtactga
ggatatggga
ctgatctttt
ctcctcaatg
tttcttcecta
ttctctcect
tcatgagaga
tccatgcagg
ccctgagcca
tacttttttt
cgctaacacc
aggtgtctgt

tattttgttt
taagggctag
gtcctectggg
aatgggactg
cttgtectggg
aaacagctga
aaaccaggga
tgtcagaggg
ggcgagaggc
tctaggatac
atcttcatat
ccttggattt
ccgactggag
tggcttcagg
cctaggactg
gaatcaggga
aggaggatca
gttcecttcte
tcaggectgtg
tggggtgagg
tgagccacag
gctcaaacca
agcccegeece
accaaaacct
ggtgggggayg
gagtgtattc
ttaaattaat
tatatgacta
agcctttgtg
tgcagcctgt
tgctcttaga
aggagtcctt
ggacagcttce
ccttaaatgt
ctctectectgg
accaccaagt
ctgcacattt
aacatgtcca
ctaatcttgg
cttgggagtt
tcaactatct
gaatagcagc
agagtgatct
tagtggttca
ctcttgacct
tgatgcttat
gtcctcacgg
ccttttgtga
ttgcecggcac
ctgacctctc
atgaaaagga
ctcatttaga
ttttecttgat
cttcatcggt
tacctecttet
cacagagaga
gagcccgatg
aaggcaggca
taaagtaatc
ccaagatcaa
cccttacctce
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tgccactcta
gatcatgggg
atcaccaaat
cagaatttct
gtcctacaaa
aaggatgtgc
cagagagctc
ccacgceggtce
tggagagata
taaggccagg
ttagttcttt
ctcatttcca
ggggagtgct
catgattttc
ggagctggga
ccattactge
ggctggcatg
ccggcecccat
tggctgctgg
agggagctgg
gcggtttgca
gacgcggcca
tctgcagctg
gagcaattgc
gcacttgaca
agcacaatag
ctgttcaatc
tagtgacatt
tecetgtctag
tgctagagca
aagctggaag
gaacctggaa
tgcttggttt
tagtgttaat
gtcatctcat
gccaatttta
gatgtttcta
aaataagcca
agaatcctac
actcactttt
tttgaatctg
acccacccga
ctttgagaca
aactccttgce
ctacagcttg
ttattcecttg
cagactcctg
gctttccatg
aggtacactce
ccatagcatt
aggatgggga
tttttecettt
atggcttcca
tgctcctttt
ttttetettt
ggcagcgaca
tgggacccga
ctcaaccatt
tgtacaccta
gaatcgcata
ttaatgttgg

actggttgta
aattattgtg
gttctgcata
tatggccatt
caggacacag
catcaaaata
ggggtgaagg
agtgcctggg
gggcacagag
aaaaatattt
tgtttttcct
gggagcccaa
ggcagtgttc
atagagggaa
ggcaccgtta
aaggcagtag
gcecttctetce
ccatgcctce
cgggctettt
cctgaggctg
tgggtgtgtg
ggctcaggga
gcaacccctg
atgaagttgg
gagagatcct
tcctteccace
caataccttc
gatttgactc
ttttagtact
gatgcttcaa
ttatatcaaa
attgcttgct
ccttggetgy
tcaaaattgt
ccagaceccca
tatctcccat
cctggatgcg
cccactecccce
ccgtatccat
ctctttgtce
ctcctctcta
ctcaccccac
gaaacagaaa
atggcacaca
atcctctgece
accagtgtgc
ttcagcectttc
accatttctce
tcectgetgtt
tggaggacat
ggcaaggaaa
agaagacttg
tactgcaaca
cagaatctcc
ttaagatttt
caggcagagg
tccecagtcte
gagccaccca
acgcagggct
ctcectectgac
ggtgcctcag
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cacaccaatt
acctctggga
gctgctagaa
gcatcttttc
aagggtcatg
agcaacatag
tgcagggggg
gtctgttttt
ggcagtagga
aagggttgaa
ccccetaccee
gggggccagt
ttcaagtcga
gatcctcgta
ggagtaggag
gaaccgtgtg
actctggtcce
tcctectcecat
atttatttat
gcattccgag
agtcactggg
cagcaggcag
gccaggaatc
cttctttcag
ctcettecct
tgatgcatgce
agcagtttct
agcatcctaa
gtcttcattce
gttgtgacga
gccgecetgg
gtccagttga
cgttccattce
gtcctcatee
atttgaactg
catgcagccc
tcccacattg
ctctttctct
tcagctttet
ttactttcaa
atctggtgtc
aattgaattt
tccagttget
gggtcgttca
actttcccaa
ctgggattct
ctgactgcac
ctttccttgg
ccecgecgect
ggaacgaaca
attgagttgg
ttaattccett
ctctectgtt
tgctggttct
atttatttat
gggaagcatc
caggatcaca
ggtgtcccce
gaactcacaa
tgagccagcce
gattcaatca

11200
11250
11300
11350
11400
11450
11500
11550
11600
11650
11700
11750
11800
11850
11200
11850
12000
12050
12100
12150
12200
12250
12300
12350
12400
12450
12500
12550
12600
12650
12700
12750
12800
12850
12900
12950
13000
13050
13100
13150
13200
13250
13300
13350
13400
13450
13500
13550
13600
13650
13700
13750
13800
13850
13900
13950
14000
14050
14100
14150
14200



ttggtgctcet
ctaccacttt
cctccaaact
gaatctgaaa
atttgttete
ttttcatttg
ttttctcata
aacacaccca
attgtctctt
tgctacctat
aatacagatc
acattacact
gccctacgtg
ctccttectt
gcactttcta
tgcttggaat
cctttatgtce
atgtcatggt
gcagcttagc
aagatgttgg
ccaagttctc
tgacctctcc
gcaagtgatc
ttataaccta
cttcattagt
actaagctcc
tttgttcaaa
aaaatcataa
tttttctata
ttatgctcat
gcaaggacaa
aacactgcct
tgaaggaatc
aggccatgaa
ctataaatag
cattctccca
actataaacc
tagacccagt
tttggcgect
atccecatatc
gtctctgect
aattaaaaaa
aataagaacc
ctttggctca
gctcectget
ccecgtgett
gaataaataa
agaacattag
cagtttttcce
tatgtagagg
gggcatcatg
catcgtgtgt
cttccggtag
taatattatc
tacaatagtg
tctggacttc
cattttagct
ggtgaggatt
gttgttgggg
aaggtaaatg
tgcctgtttce

tttttaactt
attgacaaat
ctagactgtc
ctctacatgt
ctaacaacct
ctagggccac
tcccacatct
taatttcacc
tcttgcatca
gcccecttet
acatcatgat
tctagagtaa
atctggacct
tactccattg
gcaccacttg
gctctttett
tggattagtt
ttaaaacaac
tgggtgattc
ctgggaatgt
tcatgtggcet
atggggtttc
caaaagacag
atctcaggag
agtgaagcag
acctcttaag
tgttaccttc
gccacatcct
gcattcatct
tgttcatggc
ggatggatgt
ctacacacag
ttagcttcce
atgatcaccc
atgagtaacc
cctgectgtt
ttgaatcttt
tcagaaagca
gcetttggece
gggctcccga
ctetctctet
aaaaaaaaaa
taccagggca
ggtcatgatc
caacggggag
gtgcgggtgce
aatcttaaaa
tcatacagcce
tctecectgag
aagacacagg
aagcaggata
gtcagtactc
tcagcatggt
atcaaagagc
tagtgattgg
tgtgtttgtt
gggaagcaca
agcagaaaat
agccttaaat
tatttcagcet
aatccagtta

tagtgatctc
cccaaattta
tgcttgatat
ccaaaactga
ccttccatcet
aaaccttaga
agtccatcag
tttgctgcetg
ttgcaataac
ggcccattac
actcccectge
aacctaaagg
cattaccttt
cacccacact
cctttagtece
cagatatttg
atctatcgcet
aaacagttgt
tgattcaggg
gattattctg
gttggcagga
ttacatgaca
gcgaagactg
tgacagcaca
taaatgtagg
gggaggtgtg
acaatggagt
cgccetectcetg
tccaacatac
atcttceccce
tttgtgcccet
taggcactca
actcttcettt
tgttggtagt
taaggagaga
tactgggata
tattactgaa
actatctggg
cagggcgcga
tgcatggagc
ctctgtgact
aaagaaagca
cctgggtggce
tcagggtcct
tctgcecttcecte
tectttcttte
aaagaaaaag
aaaagcaagt
ctgecectgcee
actcagcata
aatctagggg
tgatctagag
gcatgttctt
tcgetgtget
aaaaagcttc
tggggtttetg
tgggcaaagyg
aaggttagca
gctgggctgg
tttttttett
ttaacatcta
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atatagtccc
atctctaccc
tcccatgtgg
acttctaacc
tagctgatgg
gtcatccttg
gaagtcetgt
ccactctggt
ctctttattg
cagcaaagtg
tcaaagtcct
cctttacagt
ctgatttcat
ggcecgcettge
tttatgctgce
tgtggccaag
ttataacaca
ggaaggtcag
tctctcatga
aggcactgga
gatgctgttg
tggccctgcece
aaatggaagc
tcactctcett
ccacattcaa
tcaaaaatac
ttactgtgag
cacatgactc
tataaaattt
tgttagagcet
ggttcatcca
gtacatattt
attttcecta
ctgagaccta
attgctgtca
taatcccaat
atccectaaa
atccctgggt
tcctggagac
ctgcttctec
atcataagta
actatctcag
tcagtcggtt
gggattgagc
tectcteecte
tctctgtete
aacctaccaa
taattagttt
accataagcec
ggtattttca
catgagactg
aaacttacag
gtggggcata
taatgaatga
ctgcaaaagg
ctagggaact
atgtaaagtc
agatgataac
atgattggta
ctgccagtaa
tcattacacg
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atggctttaa
ttagacctta
aagtccaaca
ttacccccag
aaatgtcacc
acttctgtcet
tggccttcaa
ctgagccaca
gtgtctctge
atcttattaa
tcattagttt
ggcctacaaa
ctaccacttt
tgtttttcta
ccatttccte
tccttcactt
tcattccaaa
gaatttggaa
agtcacagtc
gaattcactt
ccctgtaaca
ttcctccaga
tgcagccttt
gtggtgatct
ggggagggta
aatacatggt
tatcctattt
taattttgat
ccttatttea
tgtaagctga
gagtacgtag
gttgaatgga
tcttatgaat
gatagcccta
gattgccatt
tttgggatga
acctctcttt
ggcgcagcgyg
ccgggatcga
ctctgcctgt
aataaataaa
aaaccaaaag
aagtgtctge
cccacatcag
tgccececctece
tctctecaaat
aatcctggaa
cctetttect
cgttattcaa
gtatcccecat
tcecteegtac
ttaattcatt
cgggggatga
taataggggc
caggacttga
aggtggaagg
ataatgagtg
tcgaggecag
ctttattctg
tccatttatt
cagtgattct

14250
14300
14350
14400
14450
14500
14550
14600
14650
14700
14750
14800
14850
14900
14950
15000
15050
15100
15150
15200
15250
15300
15350
15400
15450
15500
15550
15600
15650
15700
15750
15800
15850
15900
15950
16000
16050
16100
16150
16200
16250
16300
16350
16400
16450
16500
16550
16600
16650
16700
16750
16800
16850
163800
16950
17000
17050
17100
17150
17200
17250



10

15

20

25

caaacaggca
tattaattac
gaactgacat
gcctatgtga
tgggtggggc
ccttatttaa
tccagggagg
aattttgccet
ttgagccctg
tatattaaaa
gcttatgctt
ggaaatcagg
atggatttcet
ctgaattctc
atgtctaaag
ctggatataa
catgccccce
ctgttctggg
cttctaaaat

<210> 2
<211> 21
<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 2

catttcceccta
tgttatagat
atgaaagcga
gctgaagaat
tcaattaaat
aacacaaatc
aagggatggc
cctetttggg
ctaccagggg
ggcttctttc
tcaaaagaaa
atgaaaattc
gatgctggga
gtatcctaaa
gggacagaca
tacaacatgt
tctatctaga
ggcttgtgta

secuencia artificial

cebador CEAF21a
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ggaaggagat
agtgggaagc
tctttggcaa
agtggtgcta
ctaatcttgg
caccagtatt
tgcatatgtt
gttttctcaa
tcaccacctc
tttatattcc
atttataaaa
aaatgggata
atccttaata
agcctcaaaa
tacaatataa
ttttgggggt
cccaaatagg
gtttacttca

ggaggagtca tcatgacttg c

<210> 3
<211> 21
<212> ADN
<213>

<400> 3

gcaagtcatg gtgactcctc c

<210> 4
<211> 22
<212> ADN
<213>

secuencia artificial

gggcacttcc
cgtggaaagt
gattaggctg
ttgacagact
gtatacaaag
tgagctctgg
tctcagctat
tgtggttcct
ttttettttt
ttttataaaa
aatctgaggg
aaattactga
gtggagatct
tcaagtgttt
atatgatatc
ctgtggaaaa
ttagcacagt
ctgaaaggaa

complemento inverso del cebador CEAF21a

17

ttctcgcagt
tttggctgga
tcagtggtat
aggaaaatca
gaatggtttt
aatgaaaatc
atttctcggg
gtagtcacca
ggccccagaa
cgttataggg
caaacaaaaa
tatccaagag’
tcattaactt
actaactcaa
ttatatcagg
ctgaatcgceca
tgaacagaca
gtaccagctce

17300
17350
17400
17450
17500
17550
17600
17650
17700
17750
17800
17850
17500
17950
18000
18050
18100
18150
18160

21
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<220>

<223>

<400>

ES 2355731713

cebador CEAR17d

4

gactggtatt atcaaaggtc ac

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
22
ADN

secuencia artificial

complemento inverso del cebador CEAR17d

gtgacctttg ataataccag tc

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

6
20
ADN

secuencia artificial

cebador CEAF22a

6

tgtcctcegt accatcgtgt

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

7
20
ADN

secuencia artificial

18

22

22
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<223> complemento inverso del cebador CEAF22a
<400> 7
acacgatggt acggaggaca 20
<210> 8
<211> 23
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> cebador CEAR22c
<400> 8
ctagtctgtc aatagcacca cta 23
<210> 9
<211> 23
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> complemento inverso del cebador CEAR22c
<400> 9
tagtggtgct attgacagac tag 23
<210> 10
<211> 283
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> producto de amplificacion por PCR

19
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gactggtatt atcaaaggtc actattatta atactcccct gtttgcegtt
taatagatgt ttcttttggc caagctcaat ccttagaaga gaaacctadgg

caggagcttc tgacaggcca
cagtccecctt gtataaacac
agacagttcc caaatggtaa
gatgttggag gggcaagtca

<210> 11
<211> 283
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

caattatcta
tgtgattttce
ccectegtgett
tgatgactcce

<223> producto de amplificacién por PCR

<400> 11

ggaggagtca tcatgacttg

ccectecaac

gaaaagcaca gggttaccat ttgggaactg
gtggaaaatc acagtgttta tacaagggga
gagtagataa ttgtggcctg tcagaagctc
aggattgagc ttggccaaaa gaaacatcta
tattaataat agtgaccttt gataatacca

<210> 12

<211> 702

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> producto de amplificacion por PCR

<400> 12

ctccecatte attcectttge
cacagattac tgtgcccaca
ttcaccttce tctgectgtgg
tce

atcccacagc agaggaaggt
tcttgtgggc acagtaatct
ctggcaaagg aatgaatggg
ctgcctaggt ttctcttceta
ttaaacggca aacaggggag
gtc

20

50

100

150
200
250
283

50
100
150
200
250
283
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ctagtctgtec aatagcacca ctattcttca gctcacatag gcataccact 50
gacagcctaa tcttgccaaa gatcgctttc atatgtcagt tctccagcca 100
aaactttcca cggcttccca ctatctataa cagtaattaa taactgcgag 150
aaggaagtgce ccatctectt cctaggaaat gtgcecctgttt gagaatcact 200
gcgtgtaatg atagatgtta ataactggat tgaaacaggc aaataaatgg 250
attactggca gaaaaaaaaa aagctgaaat acatttacct tcagaataaa 300
gtaccaatca tccagcccag catttaaggc tccccaacaa cctggectcg 350
agttatcatc ttgctaacct tattttcetgce taatecctcac ccactcatta 400
tgactttaca tcctttgccce atgtgcttcc cagctaaaat geccttccacce 450
tagttcccta gcaaaaccce aaacaaacac agaagtccag atcaagtcct 500
gecttttgeca ggaagctttt tccaatcact acactattgt agcccctatt 550
atcattcatt aagcacagcg agctctttga tgataatatt atcatcecccec 600
gtatgcccac aagaacatgc accatgctga ctaccggaag aatgaattaa 650
ctgtaagttt ctctagatca gagtactgac acacacgatg gtacggagga 700
ca 702

<210> 13

<211> 702

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> producto de amplificacion por PCR

<400> 13
tgtcctcegt accatcgtgt gtgtcagtac tctgatctag agaaacttac
agttaattca ttcttccggt agtcagcatg gtgcatgttce ttgtgggcat
acgggggatg ataatattat catcaaagag ctcgctgtgc ttaatgaatg
ataatagggg ctacaatagt gtagtgattg gaaaaagctt cctgcaaaag
gcaggacttg atctggactt ctgtgtttgt ttggggtttt gctagggaac
taggtggaag gcattttagc tgggaagcac atgggcaaag gatgtaaagt
cataatgagt gggtgaggat tagcagaaaa taaggttagc aagatgataa
ctcgaggcca ggttgttggg gagccttaaa tgectgggectg gatgattggt
actttattct gaaggtaaat gtatttcagc tttttttttt tctgccagta
atccatttat ttgcctgttt caatccagtt attaacatct atcattacac
gcagtgattc tcaaacaggc acatttccta ggaaggagat gggcacttcc
ttctcgcagt tattaattac tgttatagat agtgggaagc cgtggaaagt
tttggctgga gaactgacat atgaaagcga tctttggcaa gattaggctg
tcagtggtat gcctatgtga gctgaagaat agtggtgcta ttgacagact
ag

<210> 14

<211> 430

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

21
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22

<223> producto de amplificacion por PCR

<400> 14
ggaggagtca tcatgacttg cccctccaac atcccacagc agaggaaggt 50
gaaaagcaca gggttaccat ttgggaactg tcttgtgggt tgttggggag 100
ccttaaatgc tgggctggat gattggtact ttattctgaa ggtaaatgta 150
tttcagecttt ttttttttet gccagtaatc catttatttg cctgtttcaa 200
tccagttatt aacatctatc attacacgca gtgattctca aacaggcaca 250
tttcectagg aaggagatgg gcacttcett ctegcagtta ttaattactg 300
ttatagatag tgggaagccg tggaaagttt tggctggaga actgacatat 350
gaaagcgatc tttggcaaga ttaggctgtc agtggtatgc ctatgtgagec 400
tgaagaatag tggtgctatt gacagactag 430
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REIVINDICACIONES

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

a) someter a prueba la muestra biolégica que comprende ADN obtenido del perro para detectar una mutacién
en una region del cromosoma 37, en el que la mutacion es una delecién de los nucledtidos correspondientes a
de la posicion 9.302 a la posicion 17.101 de la SEQ ID NO:1,

en el que la identificacion de la delecién en sélo un alelo es indicativa de un perro que es heterocigoto para la
mutacion de CEA, la identificacion de la delecién en ambos alelos es indicativa de un perro que es homocigoto
para la mutacion de CEA y la ausencia de la deleciéon en ambos alelos es indicativa de un perro normal.

Método segun la reivindicacion 1, en el que la presencia o ausencia de la delecién se somete a prueba
mediante amplificacion del ADN seguido por el andlisis de los productos de amplificacion.

Método segun la reivindicacion 2, en el que la amplificacién se lleva a cabo usando un conjunto de cuatro
cebadores,

en el que, en ausencia de la delecion, la amplificacién usando los cebadores primero y segundo produce un
primer producto de amplificacion que abarca el punto de rotura inicial de la delecion, la amplificacion usando
los cebadores tercero y cuarto produce un segundo producto de amplificacion que abarca el punto de rotura
final de la delecion, y la amplificacion usando el primer y el cuarto cebador no produce ninguin producto de
amplificacion detectable; y

en el que, en presencia de la delecion, la amplificacion usando el primer y el cuarto cebador produce un tercer
producto de amplificacion que no contiene la regién delecionada.

Método segun la reivindicacion 3, en el que los productos de amplificacién primero, segundo y tercero son de
diferentes tamafios.

Método segun la reivindicacion 2, en el que el primer cebador corresponde a una secuencia en el sentido de 5’
del punto de rotura inicial de la delecidn, el cuarto cebador corresponde a una secuencia en el sentido de 3’ del
punto de rotura final de la delecion y los cebadores segundo y tercero corresponden a secuencias dentro de la
region delecionada.

Método segun la reivindicacion 3, en el que la amplificacion usando los cebadores primero y segundo, la
amplificaciéon usando los cebadores tercero y cuarto, y la amplificacion usando los cebadores primero y cuarto
se realizan cada una en reacciones separadas.

Método segun la reivindicacion 3, en el que la amplificacién usando los cebadores primero y segundo, la
amplificacidon usando los cebadores tercero y cuarto, y la amplificacion usando los cebadores primero y cuarto
se realizan en la misma reaccion.

Método segun la reivindicacion 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.

Método segun la reivindicacion 3, en el que el primer producto de amplificacion comprende la secuencia de
SEQ ID NO:10.

Método segun la reivindicacion 3, en el que el segundo producto de amplificacién comprende la secuencia de
SEQ ID NO:12.

Método segun la reivindicacion 3, en el que el tercer producto de amplificacién comprende la secuencia de
SEQ ID NO:14.

Método segun la reivindicaciéon 1, en el que la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en
sangre, pelo, raspados de mucosa, semen, biopsia de tejido y saliva.

Método segun la reivindicacion 12, en el que la muestra biolégica es sangre.

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

Kit para identificar un perro como normal, heterocigoto para, u homocigoto para una mutacion de la anomalia
del ojo de Collie en una regién del cromosoma 37, en el que la mutacion es una delecion de los nucleétidos
correspondientes a de la posicion 9.302 a la posicién 17.101 de la SEQ ID NO:1, que comprende:

23
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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 posicion
9.301 de la SEQ ID NO:1, el cuarto cebador corresponde a una secuencia en el sentido de 3’ de la posicién
17.102 de la SEQ ID NO:1 y los cebadores segundo y tercero corresponden a una secuencia entre los
nucledtidos 9.302 y 17.101 de la SEQ ID NO:1, en el que la amplificacion de un alelo normal con los cebadores
primero y segundo produce un primer producto de amplificacién que abarca el punto de rotura inicial de la
delecion, la amplificacién de un alelo normal usando los cebadores tercero y cuarto produce un segundo
producto de amplificacién que abarca el punto de rotura final de la delecién, y la amplificacién usando el primer
y cuarto cebador produce un tercer producto de amplificacion sélo para un alelo que tiene la delecién.

Kit segun la reivindicacién 15, 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.
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1

51
i21
181
241
0L
361
121
481
541
601
a6l
T21
TE1
B4 1L
801
BE1
1021
1081
1121
12e1
1261
1321
13gl
144l
1501
1881
1821
1681
1741
1801
1861
1521
1381
2041,
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2TEL
2821
ZBEL
2341
iooy
3061
3121
3181
3241
3301
3361

ACTGGETGRO
TGTTEACARG
GEGTGACTCA
TOGASTCOCA
CITTCTCTGT
GRGTAANCAG
TATARACAGA
AGGOTGTAGG
TTCTTTAGTT
TATTTTTGRG
GRGRGAGAGA
RGCUACTCCA
AACCRAGAST
ATTIGGAATC
TTCTGAGETC
ATTTTTTTGT
TTITTTCTAR

ES 2355731713

TCATGTTAGC
RCTCCATACA
CGGCTTTTCT
CCRGCORAGC
GTGARCTCTC
TGETOAGTGT
CTTTAGGTST
TTCCTTGATT
GEROCAGGET
CATCACTTTA
TTATAATCTA
ARGTRAGCTC
COTTTAGARA
ACAGRGAMNTC
CAACCCTGAG
CTRAGGCACT
RCCGHEAGEN
AEGTRTGOGE
ATTTTGARCOA
AAGTTTATTT

Vit

TTOETGEECTT
CCTGCOCTTC
CGCTACCCAD
TITOCTCTTC
GAGAGGCAGR
RGGACCOOGE
GCCCCCTCTT
CRGAGTTTTC
ACTCCTGCTG
CTETCATTTG
TATGTTCACT
TGEETCTOOCT
AATTCRAGTG
TCTTATTTTT
RGACRGARGE
TTGEGEETTTALC
GOCTEETTET
GTGAGARAGAT
AOGATGAGTS
CTECAGEEEE
CCAABCAGGEE
ATCATGACCT
CCATTGARGE
GATCAGGTCA

ATTCTARTGA
TATTATTAGR

GTGOCTOCAT
CARRGGATAG
ATGACTATCC

AGGGAGGTCT

ACRGCTTICT
TTATGATAGA

TTGGETGGATT
GTETEOTTGEO
COAGCCCAAT
ACTGACTGTA
GGACTTGAGT
GTTTRGCAGR
ATCCTTTAGR
GEEGECACTGT

GTABETGGCC

AGTACAAGET
CTETTTATTT
GRCATRGGCOR
GRTCACCACC

CITTACTETT
TCITTTTTAGS
GATGATCTGC
TETEATCATG
TTTTATTGGEA

GTGTGEATTC
CARBACRGRT
CTGCTTTATT
TAGETETOCA
AGRACAEGANT
ARAGTTTGAR
MAGGRRRGAG
MCCATGOCCR
GEECOERAAAT
GATAGTTTCT
GTCTAZECTG
BATTTCRATGER
GTTTGGATTT
MAATATTTAR
GOGRARRAGCR
GAGTCATGAC
TOGARRRACTT
AGTRACGTGTC
TOOARGRTAR
OTGTCCAARG
GATTCEAGAI
AGGCTTCCAG
CRCARCACRCH
CAGRGGERAGA
GEATCGTEOC
RGRECTTTTA
GEARAUDGCAG
GGCAGGATCER
TTARMAARARD
AGCTCRGOTC
GCCTETTTCT
TARRLTOTTT
TTACTGOCARD
TROAGECCAR
LACACRAGTG
TTTEGCACCH
TCTTTTCTTA
GAGOGRCAGE
GCEEEECTTG
CCACCCRAGGT
GOTTGOAGAR
TAATRGTTTT
TAGTTTACCT
TCCCTCARTA

COTEEEATCT

CTGCAGGANG
TATCCTTARAG
TTTATTTATT
GGCTTGCOTGE

TAMGCACGGGE
RAETETTAGCT
GTAGTATTTA
TCATCTRACT
CCTATTTTCA
BROCTTTTATT
CARCACACACHE
RGCAGGCTOC
COGGECCAAR
TTAGARATTR
GTGOETAGES
GCACTOECTG
TTRGTTTGAT
ATGATCOTGO
CCCTCTGOCT
ABAMSRNTRA
TUGTCCCTTE
GATCTTCTAT
GGCATCATTT

ABATTTATTT
GCGAGEEAGR
ATGCCATGAC
GCCCCTOTGG

GATCTETTIGA
CTOGTTCRAR
ATGCTTETTC

AGATCAGOTT
TTCCATATTT
AGTAGSCCAG
TTTTATTTAT
CAGECTCOCC
GCAGATECTS
TCATCTCCAC

GOECCTGACA
GTTIAAGIAC
ACTGATRCTA
CATTCOTGECT
COAGCTECTT

TACATCTTTT
RATATTCARC
RAATAECOTA
TATGGTAANT
TTCAAGAGAG

COGAGOTCTA
CCTATATCCT
TGEEEACCARG
ATTTATTTGA
GRGAGTCTCA

ATCTCTRAAT

TCOCTGTAAT

Figura 1A
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3421
jq4ml

i541

3601

A661

3721
37a1

3gal

3801

3961

4021

4081
4141
4201
4261

4321
4381

4441
4501
4561
4821
4681
4741

4801
4851
4921
4981

5041

E101
5161
5221
B2B1
5341

5401
S461
5521
5581
5641
5To1
5761
S5@21
L1115
5241
6001
G0EL
6121
181
E241
&30l
5361
6421
G481
6541
6601
BESL
E721
6781
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ARARRARARARR AARARMARAG
TCATTGTGCR TCACACRACC
GAEGETGATE COCTCTGATA
TATTATACTA GRAARTRATR
TTGEECAGCC CCAATARGAD
ARCARTTAGO CTTTAMGGETA
COROOGRARC CTCCTIAGCCT
TOTCAMGGEAT GTAGICGEAT
TCATRATTTIT TGTTTATTAC
GTRATTCOATG CAAARGACAR
ATREETCCTT CTACTCCACC
ACCATCTTCT TGTGACTTCT
TGTGTACTCA CACAATCAAR
CATACTATUC RCACTATTCR
ATTTCTRACR ATCTECTTRS
TATTTGATEE CRTATATCAR
GITTCCATTC TTTTGCTETT
ARRTGTRAGR GTAACTTTICT
TOGATGGECTC GETORERREG

il

TETTCCOGCA GOCOTTGOEA
CTCGRAATTC AGRATRETGR
GITITTITOC COCCARATTA
TOTRAAMGGER ARACEAGCTA
RAGRAGCTTC AGCTATTGGEC
AARRTAARATA TCTATTATTA
GAGGARGCTT TATAGOOARER
ACTATTCOCAG GCTIGTOUTCT

ACATCRGETG
TATATCATTR
AACTOCTARCT
ATCTCRAGHC
COATTIOCAC
CAAGTATGTG
ACRARMGCAT
CATTGAATTT
TTACTATGER

TAGRGATTGC
ATATTGOTCOR
AGCCATGCRAG
TGTGECAGERT
TTCCABCCARG
CTCOCARTGR,
GTETCTTCTT
TTATOAGRCT
ATCCTGREEREA

TTACTETOAR
GEOCCETRAL
CTAGARTTCA
ATTCATTTTG
ATGOGARNTT

TCATTCTTET
ACATTTCRAR
CTCTAGTCTS
TARGOARAGT
TACTTATCTG
GTRGCTTGCT
ACARTOTOOT
CTTETRTTGA
ACACATAGTG
AGCRATGGAR
GOOTECAACT
TCRARRAART
CRAATAATGOC
GAGRETARGA
ATCATGARAAT
CTTCCTTCAT
CTTATCCARG

TTTATTGEET
CAATCTCOTTC

ATTTATTACHE

BRTAGTTTTT
TASCATTRAG
TTATTTTCCT
TATACGTAGE
GGEOETATRAR
CTTTTCACTT
TTARTATTCT
ATCEGATRCAC
GCTACTCTTO
ThOTTEARTC
CTTARTCTOR
AAATAARCAR

TCAGATTTCT
TCCTCRARRR
TCORGTGOTG
TTGTATTAOD
AEGRGECROC
MGTRETACTT

TGTRAGTRTE

TTTTTCOTTG
AGRTICTCTC
CCATATCCAR
CTCTEACTET
GAGGETATTA
CACACTTOCT
ACRGCATOTA
TCATATATSA
ATTTTICCTT
CACATARCTT
CCCAATOATT
TACTGAGARR
RATAGCTTOGG
ATTTATTTAT TATTATTTIT
CAGAGACACHE GUCAGAGGEGEA
GACCOCEACT CTCCAGGRTC

[

Figura 1B
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T021
TOEl
Tidl
F201
T261
T3zl
Tig1
T44l
TE01
T561
Te21
Teal
TT41
TEDL
TEEL
7521
TE81
aB041
2101
G161
8221
8281
B341
B401
8481
B521
8581
B631
BETOL
BTE1
BRZ1
BEEl
BS54
5001
2051
9121
2181
9241
2301
9361
5421
ELT- b
9541
8501
3661
§721
7Bl
2841
2801
FgE1
10021
lo0081
10141
ip201

ACTTTTGECTT
GGTTTGECATE
CTTCRGATGC
TOEGCTEETG
TTCCCTARDC
ATCACAGETC
ACATCOCACR
Goacaghtant
gggagtagat
gottggocaa
tbgataatac
cagttagtac
ctttastacg
tteotgtetty
CEEcttttaga
acttggaace
ggtecttaaca
toctaactctg
agtetttatyg
tcettetghe
ctgaggatga
ctoageccag
tottgagatt

ES 2355731713

AGTATTCETGA
CAGARARTGT
CTCCTTGREGE
TTTTATTTAT
ATTTATTTAT
AGAGEAGAGA
TCTCTBAGCC
TGATTGATTA
CTTETETAGE
ATCCTAGTTG
TGTGCTGREC
COGATGACOT
TCATCAGCCC
CTCTETTOAD
TTTCCTGRAG
CACCTTTCTC
ATCCATGTST
AACTTCTTTC
GCTTATOARA
ATATABTGTT
RAGGTCTCCCA
TEABGGAACT
GTGGEGCTOT
TRCAGCTGGS
CTGAGGRGAT
TOCCTTGATG
TIGLOCCAGS
ROGRAGGOCAG
MAATTCAGTT
GAACRCATCC
COTTETCOOR
TCIGTTICTT
TATTRTTACHE
TATGETRAIAG
TATTTTCTTT
GTTEGAGAAT
ATETGEEEAR
RACATTTGTR
TTGGROGAGTT
TGEATTOTGS
GCAGAGGRAG
ctgtggaasa
aattgtggoe
aagzaacats
cagtoagtat
crteatobta
taagcaaata
toatotagge
acatgaagtt
ttotgttotg
gtgagaacca
gagasgaagg
gggasagaga
ggagagcttc
tatgeotgatt
cagagaggte
EttctEtate

i

CAGGGGCTET
TECTGRCCTE
AATGTCARGE
TTATTTATTT
TTATTTRACK
GEGAGRAGCHA
AARGOCRARG
TARGTTATTTIT
TOAATTAGAT
CASTTTCATC
TAGACTTTEC
TEARATGGCT
TTTTGTCTTS
CCTACTTGEA
TTATCAACTD
TCTCCTCTET
ACATACCTAT
CTGTAAGTOC
CEOGAGTACT
GCATTTGGTT
RECAACCTTD
GUTGAGTCGA
CARAGEOCCT
QUTEGETACT
ACCCAGCTTEG
CAATGOCRAG
CACRARCATA
CORCCTTOGT
TOTETTECTA
CTGRACTOCG
TTCCTTCTCA
GATCGETTOA

toacagbght
tatcagaago
tattaaacgg
tgatcttene
ttgooctett
&tgcoctattat
cactttgtaa
agtatttore
ocototgtogca
aaaatgcaag
aaagcatgea
goooottaca
ctocogtetet
cectgtoket
cocttectgat
aaccttagges

ATTGGECTETA
TEATCTCEGEG
ARRCOTTGAT
TTARARGATT
CAGAGAGAGA
GGCTCCCTED

CTTTGGCTAR
AATTATTCTA
TGGECTATGCT
CTTOCOTAGES
TECATTTGTG
TETARGCAGT
TGTTATOTGC

TOTTACARCEC
TCTTCCCALCT
TTASTTACTG

CTGTAACTGT
COTCCTCTCA
CTTCGCATGR
GETGAGAGEE
CAGAARNTGE
GACCATARCT
CATCCARGTR

tatacaaggg
teckgectag
CAlaAcagggg
ctoctcacktot
ttotaattat
aatattgtgt
actoctggtg
gcagggotag
gtggetgage
ttgagtgete
cbgtgaagoe
cotggacttg
aagtgtagge
geocoocttagt
ctggtgoetg
ttcagtoaga

GRGCTGARAAR
CCTTTCTTTT

GTATTTATTT

TIGTETTTTS
CTATAGRRNA
AAGACTATGA
CCTAGERGTT
TTTTTGCTTG
CATCATIACT
ATTTGGEAAC
gactggomaa
gtttotekte
agtattaata
tttaggactt
acacattaac
tctgtataga
gacagggact
geagaasgoa
azagacgooa
aagoctatet
ctgaggoaga
cacagagatt
Ltbaaggagg
caaataatac
cgtacctate
gaatggoete

TATTGACTAT
TRATGTTTOC
GETCACARAMG
ATTTATTTAT
AMNGTAGGCRG
GOCCAGTADG
GCCACACAGS
TTTCTAAGRD
TGTTGETTATA
TTRCCTTGTT
GTOACTGGCT
GRAACTOTCR
RATTTCORAMG
RCTCTTTTRA
CTGCAGEAGR
RTCACCACTC
TGCTACRAARG
GCCATGTARAR
CARITATTTTT
ATTGATATCT
TCTGGCCTTG
GATCCAGGAC
GOATCTTEGR
TGCATTAGARG
GECTOGETAER
ACTGTRGCTG
CAACAGTTOT
TAGCTCCRGE
CTRGRGCACAE
CCTACCAAGH
RGACTRACAT
AATTOCTTOT
CTCOTTGTEC
GGTECTAGCT
MAGOCAARAS
TCATTTAGAR
TTEGAGATCTS
TECCCCTOCA
TGTCTTGTGG

ggaatgaatg
taaggattga

atagtgaact
gbtggttgta

casgetggra

ttactegtgt

atgactocata

agtgtttig

togtgottag

cctgaagoaa

geagatttea

toctaggooa

ttaatgcagg

aagacttakck

cagetgggtt

gaattgocaa
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gtatctbggt
tottcaagac
gegttgoaty
toctgtaagto
tgoggcagtg
tattctecktyg
ttatctgoas
agtogaatga
dAdccaattac
aaccacatag
agoctttocat
gtcatgtoge
tactttgtet
gatcacgggg
gtootgoata
goatctttte
gggtcacota
aasaccagoga
CCacgoggte
gggcacagag
aagggttbgaa
coegetttgag
cogactggag
catgatrtteo
ggracoghbba
gaaccgtgtg
actggagooa
toaggetghg
agggagetgg
tgggtgtatg
cagoaggoag
agscocttgac
9gtaggoggy
agcacaabag
caatacockEte
agcatcotaa
cergtobggt
tgetettaga
gaacctggaa
ccttggotag
gtecteateo
toactatctat
ctgcacattt
aaataagoca
cogtactecat
ttackttcaa
totkgectta
agagtgatct
aacteoctoge
ateootobges
ctgggattek
agacabcate
Ltgocggoac
cCcatagoatt
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Letogooee:
cttatctace
acctttoeag
tooctacotec
aatgeettoc
cabtbtctata
tatgggtgaa
kggectgtag
chttatceeg
sattggaage
graagcatag
caattactbe
acgtacagas
tecacagact
tgtagotgta
tgecgactota
aattattgtg
gotactagaa
agttactoctyg
aaacagctga
cagagagobe
agtgocctogg
ggcagtagga
cagaRgattac
cetbggatst
ggggagtget
atagagggan
ggagtaggag
azsgaagtit
gttocttote
tggotgotgg
cotgagaetg
agtcactogg
cocaaaabasg
accaaaacct
goacktgaca
coottoocac
agcagrttet
atgtagcocac
tacagcctgt
aagetggaag
attgotbget
cgttocatte
acttgtocts
arcaccaagt
gatgttteta
cotactccoo
toagetttot
atcctactiyg
gaatagoage
chttgagaca
atggcacaca
actttotcaa
cttoctEeoks
cotttbgtga
aggtacacte
cogaggacat

Y

atgtettggo
Etgtaaactt
actetecthy
gtoEtatocac
toototgttyg
tocoogggoc
gatgttacta
atatggtact
cagotttgga
Ccacctobto
aatcoctggtyg
agaaataectg
Ltttacartac
Aagaaarctgg
tgtttagage
actggrigta
acctotgyga
Seoattttor
cttgtetggg
aagqoacgtge
ggggtoaagg
gtotgtooe:
cagggaggtt
atcttcatas
ctcatttona
gogoagbgtte
gaccetogta
atgagtoaac
aggaggatca
coggooooat
cOggototes
goatteccgag
gotgeatgec
agoooegese
gagoaattge
gagagatcet
tgatgcatge
atcatatact
agoctrtgbg
tgctagageoa
Etatatcaaa
gtocagttga
ttbtacctgeot
ctototobgyg
gocaattbta
cctggatgeg
ctottteteok
Bagocagaasa
tzaactatce
acccaccoga
gaaacagaaa
gggtegttea
attgaagcoe
grooteacodg
gocttteocaty
Ccoctgotgbt
ggaacgaaca

asacattgtt
ctattaatect
taaagataat
atagaactit
atctebgaaa
ctgaacatag
atttegeget
gotgtgagac
taaattagta
catgettteg
coageceggy
geetettaag
ctgcagagge
gootoagaga
chtoctacat
cacaccaatt
tcactgeoate
aatgggactg
gtoctacaas
catcaaaata
tacagggggg
ocotgaticta
totaggatac
ttagtecttt
gggagoocaa
Etcaagtega
gagagcatct
gaatcaggnsa
ggctagoeatg
cCatgootoo
atttatkbtac
gocatgocas
gt éanacca
tectgcagctg
atgaagtigg
cEoccttecct
cttatacgat
tatatgacta
toctgtotag
gatgocttcaa
googocebgg
gttcattcac
cottaaatgt
gtoatcteoat
tatebcoceat
coocacattg
totgatatees
cttgggagte
Ettgaatcoty
chkoaccoeag
tocagtoget
tgatttggke
tgatgorear
cagactootyg
accatttote
coogoogoot
ggekbatggga

tectttatet
Ettaagtgto
cocttettooo
gtgatattac
accatctgag
tgectgggag
agggggagtc
tangttrtog
cttoccagaga
gggtagggge
gaagageatt
techggorgy
tctgagagac
Sgttaagtga
ttettatoryg
ajaggatggt
gtoctotggg
cagaattbce
caggacacag
agoaacatag
coagggobga
qgegagaggc
taaggooagn
tgttettect
gogggccagt
chggacgggg
cctaggaceg
coattactge
gesttotote
teckocbocat
cococagbgtaa
tgagceacag
gacgocgacca
gcaaccootg
etbecttoag
gEcttcagayg
ttaaattaat
tagtgacare
Erttagtact
gtbgtgacga
Faagaggagg
ggacagoctte
tagtgttaat
coagacooca
catgcageoe
tagtacccta
ctaatettgg
actcacteEt
cboototota
aattgaattt
taaagoccatt
ctettgaces
ttattcettg
thtoagottto
ctttocottog
cotgtactga

atgazaagga

ataaktgcoca
agetttgget
tgctgotata
tgtotatagg
ggcaaggact
tagtagattes
toatgaaaat
ggtcttoagt
ctobgtotes
aacocigoag
actgcattgg
atcacacoca
aagtagctat
cttacctaag
ggatcatots
taagagotag
atcaccaaat
tatggocakt
aagggtcaty
gaagataaac
tgtcagaggyg
tggagagata
aazaatacte
cooctasces
tgatgotgge
cggottoagy
ggagctggga
aaggcagtag
actocbagtee
ctggktgoea
togggtgagg
goeggttbigea
ggctoaggga
goocaggaate
tgagggtggg
gagtgtatic
ctgticaakn
gatttgacte
gbotteatte
tatteattge
aggagtoctr
tgcetgattt
toaaaactgt
acttgaaceg
atatttcek
aacatgtcoa
agaatcctac
ctetctgten
atetggtgte
gtattatgtc
tageggttea
Stacagoteg
accagtgtoc
ctgactgcac
totgititen
ctgacctote
aggatgggos
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agteccateag
ccactetggt
gtgtetotge
aatacagate
tetagagtan
cattacctte
ggocogotbige
coatttecte
cotttakbgte
ttaaaacaac
tgakbtcagoa
aggoactgga
coctgtaaca
goaagtgato
atotcaggag
tamatgtagy
tocaaaaatas
Catcetatet
LLtECchata
tgttcaktgge
tttgogooce
gracatatte
tottatgaat
ctataaatag
cetgoeckgte
tattactgaa
atecobgggt
cogggatoga
gtobtoctgect
aaaanaaasg
cotaggigge
ggoattgage
tgococococtee
gaataaataa
tcatacageos
ctgoocotgee
ggtattttca
toctocogtac
cttoeggtayg
atcasagage
aaaasgoree
ctagggaact
ataatgagtg
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attgagttgg
ctectoaatg
ctbcatoggt
CCEEEttEEE
caggcagagy
caggatoaca
tactteteee
cCaagatcas
ttaatgttgg
atatagtoco
ttagacctta
gaatctgaaa
ctaacaacct
aaaccttaga
gaagtoctgt
ctgagocaca
tgoctacctat
acatcabtgat
aacctaaagg
ctgatttoat
Egrtittota
cgottggaat
tggattagtt
asacagtbgt
tctctcatga
gaattoacke
tgacctotees
CRAAMgacag
cgacagcaca
ccacattcaa
aatacatggt
aaaatcataa
goattocatet
atottecocce
ggttcatoca
gttgaatgga
aggoccatgaa
atgagtaacc
tactgggata
atcccctaaa
ggeacagogy
atocccatatce
ctotebtetot
asagaaagea
toagteoate
cccacatboag
cocogbgott
aatcttaaan
daaagcoaagh
accataages
gtatecooeat
catogbgtgt
tcageatggr
tegotgrgot
ctgcaaaagg
aggtggaagg
gotgaggate

>/

ctgatctbtet
tttoctegat
tgctocttte
ttaagatttt
gggaagcatc
coctgagoca
caaagtaabco
gaatogoata
ggtgoctoag
atggcotctaa
coctocaaact
ctotacatogr
ccttooatet
gtocatocotog
tggocottoaa
attgtoteote
goccootoon
actoocotge
cotttacagt
ctaccacttt
goactttota
gototttott
atctatcgot
ggasggtcag
agtcacagto
cocaagkttets
atggggtitbe
gogaagacktg
tCcactototh
99ggagggta
tttgttcaaa
gocacatock
tocaacatas
tgtbtagagot
gagtacgtag
tgaaggaatc
atgatcacces
taaggagaga
taabcccaat
acctetottt
tttggogect
gggcotocoga
ctotgbgact
actatctocag
aagtotctge
gotoeckgot
gtgogggtge
daagaaaaag
taattagtibt
egttatteas
gggcatcatg
gteagtacte
goatgttett
taatgaatga
caggacttga
cattttageor
agoagaaaat

cteatttagsa
atggottosa
cagaatctoo
attrtacttat
tccatgoagg
adggcaggca
tgtacaccta
ctectoctgac
gatbcaatca
ctaccactet
crtagactgkbe
ccasaactga
tagetgatas
actbobgter
aacacacCoa
Cctbgeateoa
ggocccattac
tocaaagtect
ggcctacaaa
crecttookr
goaccacttg
cagatatttg
ttataacaca
gaatttggaa
aagatgttog
teatgbgget
ttapatgaca
adatagaagc
gtggtgatct
actaagoboo
tgttacctoo
cgectototy
tataaaacte
tgtaageiga
asgcactgeck
ttegotiooe
Egttggtagc
attgoogbea
tttgggataa
cagacccagt
gockttggeo
tgcatggage
atcatasgta
aaaccaazag
ctitggceca
ceacggggag
tetkbbctbbe
aacokaccaa
ocotatttoet
tatgtagagg
aagcaggata
tgatctagag
gtgyoocata
taatagggge
toctggactte
oggaagcaca
aaggtragca

ttohbooets
tactgcaaca
tgctggtiet
teabtgagaga
gagcoccgacg
Ctocaaccatt
ACgragggot
tgagocagoo
ttggtacter
attcgacaaat
tgotegatat
actboctaacc
aaatgkcacc
Ltttoteatca
taattteoace
Ctgoaataas
Cagcaaagtg
Ecattagtce
goootacgtg
Cactocattg
cctbtagtes
tgtggccaag
tcattocaas
goagetbage
ctgooaatat
grtggcasga
togeccogoo
tgcagocotte
ctbcactagn
accoottaag
acaatggagt
cacatgacko
ccttatttea
goaaggacas
ctaﬂacacag
actcttektt
ctgagacota
gattgecate
actataaaceo
tcagraageoa
cagggogega
ctgettoten
aaCaaataaa
aataagaaceo
ggtcatgate
tetgortete
tetotgbeto
aatcotggaa
cagbttttoo
aagacacagg
aatotaggay
aaacttacag
cgggggatga
tacaatagtyg
cgbtgbtogte
tgggcaaagy
agatgacaac

agaagacteg
ctobectgtt
tostoctoent
Cacagagags
tgggaccega
gagccaccoa
gaactcacaa
aggrgrotge
bttttaactt
cocaaattta
teccatgtogog
ttaccoocag
bthttcatttyg
toccacatol
cttgccgotg
ctotbtatey
atcttattaa
acattacact
atctggacer
cagtoacast
tttacgetge
tocetkcacket:
atgtecatggt
togogtgatte
gattattetg
gatgotgttyg
Ctectocaga
Etataacots
agtgaagoag
gggaggtgtyg
Lrtactgtgag
caatctbgac
ttatgokeat

ggatggatgt
Caggoactoa
attttoocta
gatagoocta
cattctecca
Ebgaatctet
actatctoggg
tocotogagacs
ctotgoetgr
aattaaaaaz
faccagggoa
Locagggtect

Eoctctoocte
totetcaaak

agaacattag
tetoocctgag

actcagcata

catgagacke
ttaattocatc

taatattace

tagtgattgg

tggggttttyg

atgtazagte

togaggocag
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AGCCTTAAAT

TATTTCAGCT
TTAACRTCTA
GGECACTTOD
TTTGECTGEA
GCCTATGTGA
TCARTTRART
CACCASTATT
TCTCAGCTAT
GTAGTCACCA
TATATTAARA
TCARAAGANA
AAATGEGATA
GTEGAEATCT
ACTRACTCIA
CTGGATATRAR
TCTATCTAGA
GTTTACTTCA

LLUTTTTITTT

TCATTACRCG
TTCTCGORGT
GAACTERCAT
GCTGARGART
CTAATCTTEG
TAAGCTCTEG
ATTTCTCGGE
TTERGCCCTG
GGCTTCTTTC
BTTTATARAR
ARATTACTGR
TCATTRACTT
ATEGTCTARAG
TARCRACATET
CCCADATRGO
CTORARGGEAR

€/

GCTGEECTEE
CTGCCAGTAA
CAGTGATTCT
TATTAATTAC
ATGAARGIGA
AGTGETGCOTA
GTATACARMG
AATOARAATC
AARTTTTGCCT
CTACCAGGGEE
TTTATATTCOC
ARTCTGAGHD

ATGATTGGTA
TCCATTTATT
CRARCAGGOR
TOTTATAGAT
TCTTTGECKA
TTAACRBATT
GAATOGTTTT
TCCAGGGERAGE
CCTCTTTOGRS
TCACCACCTC
TTTTATARRR
CARACARRLE
ATGEATTTCT
GTATCCTAAR
TACAATATRE

Figura 1F
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CTTTATTCTG
TGCCTETTTT
CATTTCCCTA
AOTGEGAAGT
GATTAGGCTG
AGGREAATCR
CCTTATTTAR
AMGEIRTEEC
GTTTTCTCAR
TTTTCTTTTT
COTTATAGGS
GEARRTCRGEG
GATGCTGSGER
AGCCTCARAR
ATATGATATC
CTAARTCGCR
CTOTTCTGEGEE

AAGOTAAATG
AATCCAGTTA
GGAAGGACGAT
COTGEARAGT
TCRETEETAT
TGRETAEEEC
ARCACARRATC
TGCATATGTT
TGTGETTCCT
GECOTCAGAR,
GCTTATGCTT
ATGAARATTC
ATCCTTAATA
TCAMGTGTTT
TTATATCAGS
CATSCOODoT
GOCTTOTATA
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<=3 Delecion de CEA
<= SEQID NOI
== INTERVALO LD de CEA

Figura 2
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T

GACTGGTAT TATCAAAGETCAC TATTATTAATACT CCCCTGTTTGCCGTITARTAGATOT
'I'TCTTTTGGCCAAGCTE‘AATCCTTAGAAGAGAAACCTAGGCAGGRGCTPCTGACAGGCCA
CAATTATCTACTCC‘EEATTCATTCCFTTGCCAGTCCCCTTGTATMACACTGNATTTPC
CACAGATTACTGTGCCCACAAGACAST TCOCARATGS TAACCCTSTGCTTTTCOACCTTOC
TCTGE‘IETGGGATGTTGGAGGGGCAMTC&TG&TGMTCCTCE

Figura 3A

GEAGEAGTCATCATEACTTGCCCCTCCAACATCCCACAGCAGAGGARGGTGAAARGCACE
GGGT TACCATTTGGEAACTGTCT TG TEGBUACAGTAATCTGTOCARAATCACAGTETTTA
TACARGGGGACTGGCAAAGGAATGAATGGGGAG TAGATAATTGTGGCCTCTCAGAAGCTC
CTGCCTAGGT TTCTCT TCTAAGGA T TCAGCT TEGCCARARGARACATCTA TTARACGGOA
ARCAGGGGAGTATTALTAATAGTGACCTTTGATAATACCAGTC

Figura 3B
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A1

CTLGTCTGTCAHE%GCHCCAETATTCTTCAGCTCECATAGGCATACCAﬁTGACAGCCTER
TCTTGCC&AAGATCGCTTTCATATGTCHGTTCTCCAGCCHAAAETTTCCACGGCTTECCR
CTATCIATAACRGTRATTRETAACTGCGAGAAGGHAGTGCCCATCTCCTTCCTRGGAAAT
GTGCCTGTTTGAGHRTCACTGCGTGTﬁAIGATAGATGTTAATAAETGGATTGAAAEhGGC
AAAT&AATGG&TT%CTGGCAGARA&&AAAAAAGCTGhAhTAEAITTACCTTCAGHATAA&
GTACCAATCﬁTCCHGCCEAGCATTTAAGGCTCCECRACAACCTGGCCTCGAGTT&TCATC
TTGCTAACCTTRTTTTCTGCTAHTCCTCACECRCTEATTRTEACTTTAEATCCTTTGCEC
AIETGCTTCCCAGCTAAA&TGECTTEEACCTHGTTCCCTHGC&AAACCCCAAACAAAEAC
AGAAGTCCAGHICAAGTECTGCCTTTTGEAGGAAGCTTTTTEEHATCAETHCAETATTGT
AﬁCCCCTATTHTCATTCHTTRAGCACHGCGAGCTCTTTGAIGATAATMTTATEATCCCCC
GTATGCCEAEAAGAACATGCACEATGCTGACTACCGGAAGAATGHRTTAACTGTAAGTTT
CTCTAGATCAGAGTACTGACACACACCATHOTACOEAGGACH

Figura 4A

TETEETCCGTACCLTCGTGTGTGTCHEE%CTCTGRTCTAGAGEAACTTACAGTTHATTCA
TTCTTCCGGTAGTEAGCATGGTECATGTTETTGTGGGCATEEGGGGGATGATAATRITRT
CRTC&AAGHGQTCGCTGTECTTAATGAATGATAATAGGGGETACAATAGTGTAGTGATTG
GEAAAAGCTTCCTGCAAAHGGCAGGACTTGATCTGGAETTCTGTGTTTGTTTGGGGTTTT
GCTAEGG%ACTAGETGGRhGGCATTTTAGCTGGGAABCACAIGGGCAAAGGATGTRAAGT
CATAATGEGTGGGTGAGGATTAGCAG&HARTAABGTTEGCAAGATGhThACTCGAGGCCH
GEETGTTGGGGHGCCTTHHATGCTGGGCTGGATGATTGGTACTTTATTCTGAAGGTAAAT
GTATTTCAGCTTTTTTTTTTTCTGCCAGTAAI{IEITTITTTGCETGTTTCAATCEAGTT
AITAACATCTATERTT&CACGCHGTGAITCTCAHAERGGCACATTTCCTRGGAAGGAGAT
GGGEACTTCCTTETCECAGTTRTTAAITHCTGTTATHGhIhGTGGGAAGCCGTGGEAAGT
TTTGGCTGGAGHACTEhCATﬁTGAAAGCGATETTTGGCAAGATTAGGETGTCAGTGGIWT
A N T GAGC TGAA AR TAGTEE TCCTAT TEACASACTAD

Figura 4B
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Figura 5
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M

GEAGGAGTCATCATGACT TGCCOCTCCAACATCOCACAGCAGAGCAACETCARAAGEACAGS
ST TACCATT TRGCARCTGTCT TG TG GR TG T TGGGGAGCCTTAAATGCTGEGOTCOATCATT
GETACTTTATTCTGAACG TAAATGTAT TTCAGC TT T T TTTTT TCTGCCAGTAATCCATTTA
TTTGCCTGTTTCARTCCAGT TAT TAACATC TATCAT TACACGCAGTGA TTCTCAARCAGGCA,
CATTTCCCTAGGANGEACATEGGCACTTCC T TCTCGCAGTTAT TAATT ACTGTTATACATAG
TGGEGAAGCCGTOGARRGT TTTGGCTGEAGAAC TEACATATCAAAGCCATCT T TEGCAAGATT
AGGCTETCAGTGOTATGCCTATGTGAGC TGAAGAN TAGTGC TGCTATTGACACACTAS

Figura 6

35



	Primera Página

	Descripción

	Reivindicaciones

	Dibujos




