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DESCRI PC iÓN 

Mélodo para predecir el palrón de locomoción en caballos 

5 Campo de la invención 

La presente invención se refiere a métodos para predecir el palrón de locomoción en caballos incluyendo la 
capacidad de un caballo de usar aires diferenles y la capacidad de Irotar o pasear a una velocidad rápida. Los 
métodos comprenden determinar en una muestra de ADN obtenida de un caballo el alelo de al menos un marcador 

10 genético, en el que dicho al menos un rnarcador genético se ubica en el cromosoma 23 de caballo, eslando dicho 
marcador asociado con la capacidad de usar aires diferentes. 

Antecedentes 

15 Los caballos rnuestrarl una variación considerable en Su patr6n de locomoción tanto dentro de como entre las razas. 
Los Ires aires básicos en caballos son paso, trote y galope, Los caballos usan eslos aires diferenles según su 
velocidad , el paso se lisa a velocidad lenla, el lrole es ur1 modo más rllpido de locomoción y el galope es el aire que 
los caballos usan normalmenle para correr rápido. Sin embargo , algunos caballos tienen la capacidad de usar 
también aires alternativos, por ejemplo paseo y toH , y lales caballos se denominan caballos de paso. Un caballo que 

20 pasea mueve las dos palas en el mismo lado en un movlmienlo laleral a diferencia de un caballo que trota que t1ace 
un movimiento diagonal en el que las patas traseras y delanleras diagonales se mueven hacia delanle y hacia atrás 
junlas. Además , los caballos islandeses pueden realizar un quinlo aire denominado 10H, que es un aire de cuatro 
ritmos con el mismo palrón de caida de pata que el paso. Un rasgo caracteri slico del lblt es que el caballo entonces 
siempre tiene al menos un casco locando el suelo, dando un aire muy suave. Ejemplos de otros aires altematívDs 

25 similares, también conocidos como aires amblados, son el fax trot, el rack , el rur1ning walk y el paso corto. Los aires 
alternalivos varlan en el patr'ón, la sincronización y la cadencia de caida de pata , y pueden dividirse en general en 
cuatro calegorías; paseo, ambladura de rilmo regular, ambladura laleral y ambladura diagonal. La tabla 1 
proporciona una clasificación de razas como caballos de paso o na de paso. La mayoría de las razas de caballos 
son de hecho no de paso y sólo se listan ejemplos representalivos de tales razas en la tabla. Los caballos que 

30 representan razas clasificadas corno no de paso nunca o raran"lente pueden I'ealizar los aires alternativos mientras la 
mayoria de o lodos los caballos de las razas de paso pueden realizar aires alternativos. Hay mas razas de paso por 
lodo el mundo además de las listadas en la tabla 1. A veces, hay una variación considerable lambién dentro de las 
razas con respecto al patrón de locomoción. Por ejemplo, los caballos islandeses se clasifican como de cualro pasos 
o de cinco pasos, en los que los primeros pueden realizar paso, trote, galope y lblt mientras qlrQ los (rltimos también 

35 pueden pasear. 

El caballo Slandardbred, usado para carreras de trotones llene una capacidad única de lrolar o pasear a lII1a 
velocidad muy rápida sin caer en galope que es el aire normal a alta velocidad para un caballo. En América del 
Norte, se 11a desarrollado una subpoblación de caballos Standardbred que pase3r1 a velocidad muy alta. Olras razas 

40 de caballos usadas para carreras de trolones incluyen razas como el trolón de sangre fr ia , caballos finlandeses, el 
trolón francés y el trotón Orlov. 

El patrón de locomoción en caballos se encuentra bajo una fuerle selección en la cria de caballos. Por ejemplo, la 
capacidad de correr usando galope, lrole y paseo se selecciona en caballos plrrasangra, trolones Standardbred y 

45 caballos de paso Slandardbred, respectivamente, Los caballos con la capacidad de usar aires alterna tivos también 
son altamenle deseaelos por algunos jinetes y es un rasgo sobre el cual se han desarrollado muchas razas 
especializadas. Los mélodos para predecir el patrón de locomoción en "n caballo, es decir su capacidad de usar 
aires dlferenles, tendría por tanto "na gran "lIlidad en /a induslria de la cria de caballos. El documento WO 
20101029527 da a conocer SNP prediclivos del rendimienlo de carrera de caballos. 

50 
Brevo descripción de la invención 

Los presenles inventores han identificado un locus genético en caballos que deter'mina la capacidad del caballo de 
usar aires diferentes y la capacidad de lrotar a una velocidad rápida. Se enconlró un codón de lerminación 

55 prematuro en el gen para el factor de transcripción 3 relacionado con doublesex y mab·3 (DMRT3) en todos los 
caballos sometidos a prueba con la capacidad de realizar aires alternativos. Los caballos Illutantes expresan una 
prote/na DMRT3 truncada que carece de los últimos 174 residuos de aminoacido pero mantiene un dominio de uniór1 
a ADN funcional. DMRT3 se expresa en un subconjunlo de neuronas en la médula espinal del caballo. 

60 Por consigllÍenle, la presente invención proporciona métodos para predecir el palrón de locomoción en caballos 
Incluyendo la capacidad de un caballo de usar aires diferenles, la capacidad de trolar o pasear a una velocidad 
rápida y la capacidad de rea lizar el adiestramienlo, 

Un primer aspecto de la Invención proporciona metodos para predecir el palrón de locomoci6n en caballos 
65 incluyendo la ca pacidad de un caballo de usar aires allernativos, la capacidad de lrotar a una velocidad rápida y la 

capacidad de realizar el adiestramiento que comprende exlraer proteina de una mueslra oblenida de un caballo. Los 
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motodos comprenden adamas determinar en dicha muestra de prolelna la presencia o ausencla de una (orma 
truncada de la protelna OMRT3. La proteina OMRT3 puede ser una proteina OMRT3 truncada en la posición de 
amino<,cido 300 correspondiente a la proteina S O ID NO: 4. La determinación puede hacerse mediante el uso de 
un método inll1unoquimico, lal como inrnunolransferencia de tipo Weslem, usando un anticuerpo anti-OMRT3. 

Un segundo aspecto ele la Invención proporciona metodos para predecir el patr6n de locomoción en caballos 
incluyendo la capacidad de un caballo de usar aires " lIematlvos, la capacidad de trotar a una velocidael rapida y la 
capacidad de realizar el adiestramiento que comprende extraer AON de una mueslra obtenida de Lln cab" lIo. Los 
métodos comprenden adamas determinar en dicho ADN el alelo de al menos un marcador genético, en el que dicho 

10 al menos un marcaelor genético se ubica en la región enlre los SNP flanqueante. en las posiciones de nucleótido 
22.628.976 (correspondiente a la posición 51 en sea ID NO: 6) y 23.315.071 (correspondiente a la posición 51 en 
sea ID NO: 7) en el cromosoma 23 de caballo. 

El marcador genético puede seleccionarse de polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) e ir,serciól1/deleciones 
15 (INDELS). 

Preferiblemente, el marcador genético se selecciona de los marcadores genéticos listados en las tablas 4, 5, 7 Y 8. 

Preferiblemente. el marcador genético se ubica en la región entre los SNP flanqueantes en las posiciones de 
20 nucleótido 22.919.878 y 23.011 .289 en el cromosoma 23 de caballo. 

Preferiblemenle, el marcador genético se selecciona de los marcadores genéticos listados en la tabla 8. 

Lo más preferiblemente, el marcador genético se ubica en la posición 22.999.655 en el cromosoma 23 ele caballo, 
25 correspondiente a la posición 939 on seo ID NO: 1. 

Mas especl ficamente. los métodos pueden comprender identificar en dicho ADN el nucleótido en una o más 
posición/posiciones especifica(s) seleccionada(s) de las posiciones 22.919.878; 22 .920.361; 22 .920.434: 
22 .920.646; 22.920.717; 22.92 1.203; 22.922.079 ; 22.922.780; 22 .923.569; 22.924.120; 22.924.142; 22.924.299; 

30 22 .924 .380; 22.924.407; 22.926.098; 22.926.188; 22.926.872; 22.927.387; 22 .927 .607: 22.928.220; 22.928.537 ; 
22.928.587; 22.929.137; 22 .930.011 ; 22 .932.024 ; 22.932.895; 22.933.218; 22.936.034; 22.940.759: 22 .942.423: 
22 .945.643; 22.946.599; 22.948.774; 22.949.055; 22.949.108; 22 .949.240; 22.949.710; 22.956.646; 22 .960.132; 
22.960.528: 22.960.710; 22 .964.042; 22 .965.059; 22 .967.119; 22.967.656; 22.967.915; 22.968.898; 22.973.984; 
22.974.589; 22 .979.124; 22 .980.014; 22 .982.879; 22 .984.588; 22 .985.746; 22.988.210; 22.988.991; 22.993.092; 

35 22.994.591; 22.999 .056; 22.999.655; 23.002.606; 23.003.956; 23.008.772; 23.008.789; 23.009.648 ; 23.010.164 ; Y 
23.01 1.289, en el cromOsoma 23 de caballo. 

40 

Lo más prefe,·iblemente. los métodos comprenden identificar en dicho AON el nucleótido en la posición especi fica 
22.999.655 en el cromoSoma 23 de caballo. 

Más especlficall,ente, los mélodos pueden comprender determinar en dicho AO N la presencia o ausellcia de: 

i) elnucleótido e en una posiclól1 de nucleótldo correspondiente a la posición 939 en seo ID NO: 1, 

45 ii) el nucleótido A en una posición de nucleólido correspondiente a la posición 939 en SEa ID NO: 3, 

iii) el nucleótido e y/o T en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEa ID NO: 5, 

iv) el nucleótido A ylo G en una posiCión de nucleótido correspondienle a la posició" 51 en SEO ID NO: 6, 
50 

v) el nucleótido e y/o T el1 una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 7, 

vi) el nucleótldo G y/o e en una posición de nucleótido correspondiente a la posiCión 51 en SEO ID NO: B. 

55 vii) el nucleótido A y/o G en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en s eo ID NO: 9, 

viii) el nucleótldo T ylo G en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en seo ID NO: 10. 

ix) el nucleótido T y/o e en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 11 , 
60 

x) el nucleótido e ylo T en una posición de nucleótido correspondiente a la posieiór, 51 en SEa ID NO: 12, 

xi) el nucleótido A y/o G en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 13, 

65 xii) el nucleótido A y/o e en una posición de nucleólido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 14, 
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xiii) elnucleólido G y/o e en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 15, 

xiv) el I1ueleólido C y/o T en una posición de m'cleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 16, 

5 xv) el nucleotido G y/o A en una posicióI1 de I1ucleólido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO; 17, 

xv i) el nucleótido G y/o e en una posición de nucleólido cOITeSpol1diel1te a la posición 51 en SEO ID NO: 18, 

xvii) el nuc!eótido C y/o A en una posición de nucleótido correspondiente a la posici611 51 en SEO ID NO: 19, 
10 

xv ii i) el nLlcleótldo T y/o C en ul1a posición de nucle6t1do correspondiente a la posición 51 en seo ID NO; 20. 

xix) el nucleótido e y/o T en una posición de l1ucleólido correspondiente a la posiciÓ I1 51 en SEO ID NO: 21, 

15 xx) el l1ucleólldo C y/o T en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 22 , 

xxi) ell1L1cleótido e y/o A er'l una posició,' de nucleótido correspondiente a la pOSición 51 en SEO ID NO: 23 , 

xxii) el nuclaótido e y/o G ellulla posición de Ilucleólido corresponclierrte a la posición 51 en SEO ID NO; 24, 
20 

xxiii) el nucleótido A y/o T en una posición de Ilucleólido correspon(lienle a la posición 51 en SEO ID NO: 25. 

Preferiblernente, los métodos comprenden determinar en dicho ADN la presencia o ausencia de: 

25 i) elnucleólido C en una poslció '1 de nucleótido correspondiente a la posición 939 en SEO ID NO: 1, 

ii) el nucleótido A en una posición de nLlcleólido correspondiente a la posición 939 en SEO ID NO: 3, 

ii i) el nueloótido e y/o T en una posición de nucleótido correspol1dienle a la posición 51 en SEO ID NO: 5, 
30 

iv) el nucleótido e y/o T en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 7, 

v) el nucleólido T y/o C en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en seo ID NO: 20, 

35 vi) el m,cleótido e y/o T en una posición de nucleótido correspondienle a la posició'1 51 el1 SEO ID NO: 2 1, 

vii) el nueleótldo e y/o T en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 22, 

vi ii) el nucleólido C y/o A e'1 una posición de l1ucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO; 23, 
40 

ix) el nucleótido C y/o G en una posición de nucleó tido cmrespondiente a la posición 51 en SEO ID NO; 24, 

x) el nucleótido A y/o T en una posición de nucleótido correspondienle a la posiciÓn 51 en SEO ID NO: 25, 

45 Lo mas preferiblemente, los métodos comprenden determinar en dicho ADN la pl'esencia o ausencia de: 

50 

1) elnucleótido e en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 939 en SEO ID NO: 1 o 

ii) el I1ucleótido A en una pOsición de nucleótido correspondiente a la posición 939 en SEO ID NO: 3. 

El c~ballo puede seleccionarse de cualquie,' caballo o raza de caballos que pertenezcan a la especie lEC/ulIs 
ca l,allus. Ejemplos de razas de caballos pueden encontrarse en la tabla 1. 

Tabla 1. Claslncació'1 de razas de caballos como de paso o no de paso, en los que los caballos de paso tie'1en la 
55 ca pacidad de reallz ' ar arres alternativos adema s de los tres aires básicos easo Irote y galope. 

Raza Clasificación 
Silla Americano de paso 
Campolina de paso 
Caballo Islandés de paso 
Caballo Silla de la Montaña de Kentucky de paso 
Manqalarqa Marchador de paso 
Caballo Marwari de easo 
FoxtroUer de Missoll ri de paso 
Paso Fino de paso 
Paso Peruano de paso 

4 
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Caballo Racklnq 
Caballo Rockv Mountain 
Caballo Pinto de Silla 
Slandardbred • 
De Paso de Tennessee 
Walkaloosa 
Akhal-Teké 
Ca ballo American Paint 
Andaluz 
Árabe 
BeiCIa 
Dale 
Poni ExrnoOl' 
Frisón 
Hamnc¡er 
HannoveJ'ia"o 
Lu sitano 
Caballo de lira Sueco del Norte 
Fiord norueao 
Caballo Cuarto de Milla 
Silla Frances 
Poni de las Shetland 
Suffolk Punch 
Purasaome 
Trakehner 

de ~aso 
_ _ d~~~o __ 

de ea so 
de paso 
de paso 
de paso 

no de oaso 
no de paso 
no de oaso 
no de paso 
no de Daso 
no de paso 
no de oaso 
no de paso 
no de Daso 
no de paso 
no de naso 
no de paso 
nodeP.i'~ 
no de paso 
no de paso 
no de paso 
no de paso 
no de oaso 
na de paso 

"Oos poblaciones sepal adas, caballos de paso y trotones , muchos 
trotones parecen poder realizar tOn . 

Según un aspecto de la invención, los métodos seg un la presente invención pueden usarse para la prueba de 
palernidad de caballos. 

5 Se contempla que cualquier método o composición descrilo/a en el presente documento puede implementarse con 
res pecIo a cualquier olro método o composición descri10/a en el presente dOCllmento. El uso de la palabra "un" o 
"una" cuando se lIsa junto con el término "que comprende" en las reivindicaciones ylo la memoria descriptiva puede 
significar "uno", pero también es cornpalible con el significado de "uno o más", "al menos uno" y "uno o mas de uno". 
Estas y otras realizaciones de la invención se apreciaran y se entenderan mejor cuando se consideren junto con la 

1 O sig~ll e nte descripción y los dibujos adjuntos. Sin embargo, debe entenderse que la siguienle descripción, aunque 
indica diversas realizaciones de la ilwel,ción y numerosos detalles específicos de la misma, se da a modo de 
Ilustración y no de limitación. PLHaden realizarse mucllas sustituciones. modificaciones, adiciones y/o Cámbios dentro 
del alcance de la invención sin apal1arse del esplrilu de la misl.,.,a, y la invención inclvye todas las sustituciones. 
modificaciones, adiciones ylo cambios de ese tipo. 

15 
Leyendas de las figuras 

Los siguientes dibujos forman palote de la presel, te memada descripti va y se incl ~l yen p~ra demostrar adicionalmente 
detenninados aspectos de la presente invenclón. La invención puede entenderse mejor con referencia a uno o más 

20 de estos dibujos en combinación con la descripció l' detallada de realizaciones específicas presentadas en el 
pl'esenle documento. 

Figura 1. Resultados del analisis del genom. complelo de 70 caballos islandeses clasi ficados corno do cuatro pasos 
o de cinco pasos. El SNP altamenle asociado en la posición de nucleót ido de par de bases Cr23:22.967 .656 se 

25 marca mediante una flecha, 

EJgura 2. Reglón genómlca que alberga el locus Gait en el cromosoma 23 que contro la el patrón de locomoción en 
caballos. El gen DMRT3 no eslá anotado de manera apropiada en eSle conjunto pero se representa medianle el 
transcrito Ensembl ENSECAT00000025062 indicado mediante una fleclla en esla fi gura. La fi gura eslá adaptada a 

30 partir de un resultado del navegador genórnico UCSC (www.genome.ucsc.edu). 

Figura 3. Alineación de nucleólidos y aminoácidos para los codones 296 a 306 de DMRT3 de caballo incluyendo el 
codón 301 en el que se produce una mutación sin sentido en el alelo asociado con la capacidad de pasear. 

35 Figura 4. Alineación de aminoácidos 249 á 33 1 (numerados según la secuencia de caballo) en la proteina DMRT3 
de diferentes especies de vertebrados incluyendo la forma de tipo natural (WT) y mulanle (M UT) de la protelna 
DMRT3 de caballo . .. ... indica ll ueca en la alineación; "_" indica identidad con la secuencia maestra usada (ganado) ; • 
Indica la mulación sin sentido en el codón 301 en el alelo mutante de caballo. 

5 
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Figura 5. Presentación esquemática de las formas de tipo natural y mulante (gait) predichas de la proteina DMRT3 
en caballos. DM= módulo de unión a ADN de tipo dedo de zinc. DMA= dominio de proteina de función desconocida 
presente en protelnas DMRT. 

Figura 6. EMSA que usa un oligonucleótido que I'epresenta un motivo de unión a DMRT3 y proteinas de tipo nalural 
y mutante DMRT3 etiquetadas con myc traducidas in vitro , Se demostraron grandes despla2:3ri1ientos usando un 
anticuerpo anU .. myc (que reconoce ambas formas) o con un anticuer'po anti-OMR:T3 que reconoce la parte e -terminal 
de la proteína de tipo natural, pero no la forma tr'uneada. También se usó un oligonucleótido correspondiente a un 

10 sitio de unión a DMRT1 y proporcionó resultados similares (datos no mostrados) . Se añadió el oligonucleótido 
cOmpetitivo fria en un exceso de 150X. GS=desplazamiento en gel que representa el complejo entre la proteina 
DMRT3 y el oligonucleótido; SS=gran desplazamiento que representa el complejo entre el anticuerpo. la proteina 
DMRT3 y el oligonucleÓtido. 

15 Descripción detallada de la invención 

Los presentes Inventores han demostrado que hay un locus, denol'n il1ado en el presente documento Gan, en el 
cromosollla 23 de caballo que llene Ull gran impaclo sobre el patrón de 10comociól1 en caballos. Los presentes 
resultados muestran que se requiere homocigosidad para un alelo recesivo en este locus para la capacidad eJe un 

20 caballo de pasear. Se postula que la mutación sin sentido en la posición de nucleótido 22.999.655 en el eXóll 2 del 
gen DMRT3 es la mutación causMte del alelo Gait. DMRT3 es lll1 gen altamente consenlado presente en todos los 
verlebrados esludiados hasta el momento. La función de la proteina DMRT3 no se ha establecido por ninglin estudio 
previo pero 01 hecho de que se expresa 011 el cerebro y en la médula espillal del ralón (MGI , 
www.informatics.jax.org) e$ compatible con un papel critico para controlar la locomoción tal como se demuestra 

25 median le el presente eslLldio. La mutación sin sentido subyacenle al alelo goil pllede naturalmente tener un efecto 
fenotipico sobre la condición heterocigólica ya que Se produce en el liltimo exón (le DMRT3 y se espera qLle 
codifique para una forma tl'uncada de la proteina (SEQ ID NO: 4) que carece los últimos 174 aminoácidos (figura 5) . 
El dominio DM de unión a ADN de DMRrJ se ubica en la parte N-terminal que se mantiene en la forma truncada 
(figura 5) . Por tanto, la forma mutan te de DMRT3 puede llnirse a sus secuencias de ADN diana pero puede mostrar 

30 defectos con respecto a la interacción con otras protelnas requeridas para su función normal y por tanto puede tener 
un efecto negativo dominante en Ileterocigotos. Merece la pena observar que sólo uno de los caballos islandeses 
era homocigótico para el alelo de tipo natural (no de paseo) en el locus Gait. 

Este estlldlo ha establecido un marcador genélico que puede usarse para predecir la constitución genética de Lln 
35 caballo con respecto a su patrón de locomoción. Se ha predicho que el alelo yait esta presenle en la mayoria de, si 

na e" todas, las razas de paso, algunas de las cuales se listan como de paso en la tabla 1 y puede aparecer a una 
baja frecuencia en otras razas también. El marcador tamblón predice la capacidad de un caballo de Irotar o pasear a 
una alta velocidad corno se encuentra a llna alta frecuencia en caballos usados para carreras de trotones, Además, 
se ha predicho que los caballos con al menos un alelo de tipo nalural son mejores en concursos de salto. 

40 adiestramiento tradicional y la finalización de carreras a galope. 

El patrón de locomoción determina la capacidad de un caballo de usar aires alternativos, asi conlO la capacidad del 
ca ballo de lrolar o pasear a una velocidad rapida. y su capacidad (le realizar el adieslramiento. Los aires alternativos 
incluyen, paseo, y los aires amblados están ejemplificados por lólt, running wa lk, rack. clasico fino, paso corto, paso 

45 largo , paso ilano. sobreandando, fax Irol. 

Puede pr.deci rse que un caballo que es homocig6tico o heterocigótico para el alelo gait tiene la capacidad de usar 
aires alternalivos y trotar a alta velocidad. Puede predecirse que un caballo que es homocigótico o heterocigÓtico 
para el alelo de tipo natural tiene mejor capacidad de realizar concursos de sa lto, adiestramiento y la finalización de 

50 carreras a galope. 

La Lltilidad de esta invención en la indusli'la de la cria de caballos incluye la detenninación del gel1olipo de animales 
de crla potencial para maximi;¡:ar la posibilidad de obtener una progenie con un patrón de locomoción favorecido. La 
información sobre el genotipo en el locus DMRT3 también puede usarse por vendedores y compradores de caballos 

55 para predecir la capacidad del caballo realizar aires diferentes. Además, los Irlétodos según la invención pueden 
usarse para introducir de manera eficaz el alelo gait en razas no de paso. 

60 

Segun un aspecto de la invención, los métodos segun la presente invención pueden llsarse para seleccionar 
caballos para cria. 

Por consiguiente, lln aspecto de la invención pl'Oporciona métodos para seleccionar un caballo para cría, 
comprendiendo dicll0S métodos determinar en una muestra de ADN obtenida de dicho caballo el alelo de al menos 
un marcador genético, en el que dicll0 al menos un marcador genético se llbica en la región entre los SNP 
flanqueantes en las posiciones de nucleótldo 22.628.976 en el cromosoma 23 de caballo. El m.rcador genético 

65 puede seleccionarse de polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) e inserción/deleciones (INDELS). 
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Preferiblemente, el r'nar'cador genético se selecciona de los marcadores genéticos listados en las labias 4. 5, 7 Y 8. 

Preferlblemer"l le, el marcador genético se ubica e l) la región entre los SNP fl anqueantes en las posiciones de 
nucleotido 22.919.878 y 23.011.289 en el cromosoma 23 de ca ballo. 

Preferiblemente, elrl larcador ger"lético se selecciona de 105 marcadores ger'lélicos listados én la tabla 8. 

Lo más preferilllemente, el ,,,arcado,· genético se ubica en la posición 22.999.655 en el cromosoma 23 de caballo, 
correspondiente a la posición 939 en SEO ID NO: 1. 

La prueba mas Fiable para determinar el genotipo en el locus Gail es determinar la presencia y/o ausencia de la 
mulación sin senlido en el exón 2 de DMRT3 (posición de nucleótido 22.999.655 en el cl'Omosoma 23, 
correspondiente a la posición de nuc!eotido 939 en SEO ID NO: 3). Sin embargo, los marcadores genéticos ubicados 
en el intervalo entre los marcadores flanqueantes en las posiciones de nucleólido 22.628 .976 y 23.315.071 , Y mas 

15 especificamenle los marcadores genéticos ubicados en el interva lo enlre las posiciones 22 .919.878 y 23.01 1.289, 
ejemplificados por los marcadores listados en la labia 8. muestran una asociación más o menos fuerte al genotipo 
pa"a el SNP causante en la posición de nucleólido 22.999.655 debido a la presencia de desequilibrio de ligamiento 
en la región . Por consig uiente, una O rnás de estos marcadores, individualmente O en combinación , puede(n) usarse 
para determinar el genotipo en el loclIs GaN, y por consiguiente también pLII:lde(n) usarse en los métodos segun la 

20 presente invenció,"I . 

El término " rnuestra~ o "muestra biológica" segLIIl la presente invención se refi ere a cualquier malerial que contiene 
células nucleadas de dicho caballo que va a someterse a prueba. En ur13 reallz8ción preferida, la rnuestra biológica 
que va a usarse en los métodos de la presente invención se selecciona del grupo que consiste en sangre, esperma, 

25 ralces ele pelo, leche, fluidos corpo"ales asl como tejidos que Incluyen células nucleadas. 

En la técnica se conocen ampliamente métodos de extracción, aislamiento y purificación de AON y pueden aplicarse 
en la presente invención. Los pro tocolos convencionale$ para el ah¡¡ lamiento de AON gen6mico se re fi eren entre 
otros a Sambrook , J" Russell . D. W. Molecular e loning: A Laboratory Manua l, tercera edición, eold Spring Harbar 

30 Laboratory Press, eold Spring ~Iarbor. NlIeva York , 1.31-1.38, 2001 Y Sharma. R.e " el al. "A rapid procedL" e for 
Isolalion ofRNA-free genomic ONA from ma,,,,,,allan ceIl5", BioTechniques, 14. 176-178. 1993. 

SegLrn la presente invención, el término "SNP" se refiere a un polimorfi smo de un solo mrcleótido en una posición 
particular en el geno,,," de caballo que varia e"lre u,," población de Individuos. Los SNP pueden Identifica,"se por su 

35 ubicación dentro de la sect.lencia partict.r lar dada a conocer, es decir dentro del intervalo de pares de bases 
22.628.976 y 23.315.071 en el cromosoma 23 de caballo o su nomb,'e lal como se muestra en las labias 4,5,7 Y 8. 
Los SNP idenlincados que son Litiles para predecir la capacidad de Lln caballo de usar aires diferentes según la 
presente invención 58 mLlestran en las tablas 4,5,7 Y 8. Por ejemplo, el SNP 61 C2-620109 de la tabla 5 indica qLle 
la base nucleotidica (o el alelo) en la posición de nucleótido 22.967.656 en el cromosoma 23 de la secuencia de 

40 referencia tal como se denomina en el presenle documento puede ser o bien cilosina (e) o bien timldina (T). El alelo 
asociado con o indicalivo de que un caballo puede usar cinco pasos es en el caso de SNP BIEC2-6201 09 de la tabla 
5 limidina (T) . 

La expresión "determinar en dicho ADN el alelo de al mer'OS U" marcador genético" según la presente irwención se 
45 refiere a Lln metodo para determinar o identificar si t.rna secuencia de nucleótldos partic~rl a r está presente en Llna 

muestra de ADN. 

La expresión "identificar en dicllO AON el nucleótido en una o mas posiciones específicas en el cromosoma 23 de 
caballo" $e refiere a un mélodo para determiliar la ider1tidad del r1uc!eótido en diel1a posición especi fica er1 el 

50 cromosoma 23 de caballo, es decir para determinar si el nucleótido en dicha posición especifica es adenosina (A), 
citosine (e), guanosina (G) o timidina (T). 

Hay varios métodos conocidos por los expertos en la técnica para determinar si una secuencia de nucleótidos 
particular está presente er"! ur'J3 muestra de AON y para identificar el "ucleótido en ur1a posición especifica en una 

55 secuencia de ADN. ;:stos inclLlyen la amplificación de un segmento de AON que abarca el marcador genético por 
medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o cualquier otro método de amplificación. interrogar el 
marcador genélico por medio de la hibridación especinca de alelo, el ensayo de 3'exonucleasa (ensayo Taqmar1) , 
ensayo de PCR basado en colorante nuorescente y agente de extinción, el uso de enzimas de restricción especi ficas 
de alelo (técr1icas basadas en RFLP), secuenciacián directa, el ensayo de Iigaeiór1 de oligor1ucleólidos (OLA) , 

60 pirosecuenciaci6n, el ensayo invasor, minisecuenciación, técnicas basadas en DHPLC, polímorfismo conformacional 
de cadenas sencillas (SSCP), peR especifica de alelo, electroforesis en gel con gradiente de desnatura lización 
(DGGE), electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE), escisión quimica por apa reamienlo erroneo 
(CMC) , sistema basado en el anál isis 11eterodliplex, técnicas basadas en espectroscopia de masas, ensayo por 
escisión invasiva , secuenciación de relactón de polimorfismos (PRS), microallneamientos, un ensayo de extensión 

65 por ci rculo rodador, lécnicas basadas en HPLC , ensayos basados en exlensión, ARMS (sistema de ",ulación 
refractario a amplificación) , ALEX (extension lineal de mutación refracta ria a amplificación) , S8CE (exlenslón de 
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cadena de base única), ensayo. de ball.as moleculares. hwader (tecnologla5 Third Wave), ensayos de reacción en 
cadena de la ligasa, técnicas basadas en ensayo de S'-nucleasa, eleClrofaresis de red capilar (CAE) por 11ibridación, 
ensayos de truncamiento de proteínas (PTI) , illmunoensayos e hibridación en fa se sólida (transferencia puntual, 
transferencia puntual inversa, chips). Esta lista de métodos no pretende se,' exelusiva, sino simplemente ilustrar la 

5 diversiclad de métodos disponibles. Algunos de estos métodos pueden realizarse según los métodos de la presente 
invención en formato de rnicroa linear11ientos (microchips) o en perlas, 

Por tanto, la invención también se refi ere al uso de cebadores o pares de cebadores, en los que los cebadores o 
pares de cebadores se hibridan en condiciones rigLlrosas en el ADN que comprende el intervalo entre las posiciones 

10 de l1uele6tido 22.628.976 y 23,315.071 , preferiblemente entre las posiciones de pares de basos 22.919.878 y 
23.011 .289 en el cromosoma 23 de caballo, o en la hebra complementaria del mismo. 

15 

Preferiblemente , los cebadores o pares de cebador'es se hibridan en condiciones rigurosas on las secuencias SEO 
ID NO: 1, 3 Y 5 a 25, 

Preferiblemente, los cebadores de la invención tienen una longitud de al menos 14 nucleótidos tales como 17 ó 21 
nucleótidos, 

Más especificamente, los cebadores pueden seleccionarse de SEO ID NO: 26, SEO ID NO: 27, SEO ID NO: 30 y 
20 SEO ID NO: 31 . 

En lJna realización, los cebadores en realidad se unen a la posición de los SNP tal como se denomina en las labias 
4, S, 7 Y 8. Un oligonucleótido especinco de alelo de ese tipo seg"n la presente invención es normalmente un 
0ligonucle6tido de almenas 14 a 21 bases de l1ucleóticlos de longitud diseñado para detectar una diferencia de Ulla 

25 unica base en la secuencia genética de la diana del caballo que va a someterse a prueba. Según la presente 
iMención, puede(n) aplicarse uno O más cebadores especificas col1 el fin de identificar más de un SNP solo tal como 
se denomina en el presente documento. Corno consecuencia, cuando se realiza la unión en condiciones rigurosas, 
tal cebador o ta les cebadores es/son útil/utiles para distinguir entre variantes polimórficas di ferentes ya que la unión 
s610 se produce si las secuencias del cebador y la diana tienen cornplerrrenlarledad completa , Ademas se prefiere 

30 que los cebadores tengan una longitud máxima de 24 nucleótidos. Tales cebadores pueden acoplarse con un 
método de detección apropiado lal como una reacción de elongación o una reacción de amplificación, que pueden 
usarse para diferenciar entre las variantes polimórficas y entonces sacar conclusiones con respecto al caballo con 
respecto a su capacidad de usar aires diferentes , 

35 La hibridación preferiblemente se realiza en condiciones rigurosas o allamel1te rigurosas. El experto en la témica 
conoce ampliamente o puede establecer según protocolos convencionales "condiciones rigurosas o altamente 
rigurosas" de hibridación. Las condiciones rigurosas apropiadas pata cada secuencia pueden establecerse 
basándose en parámetros ampliamente conocidos tales como temperatura, composición de las moléculas de ácido 
nucleico, condiciones salinas, etc.: véase , por ejemplo, Sambrook el,,/. "Molecular Clol1ing , A Laboratory Manual", 

40 CSH Press, Cold Spring Harbar, 1989 o Hlggins y Hames (eds.), "Nucleic acid hibridizatlon, a practical approach", 
IRL Press, Oxford 1985, véase en particular el capllulo "Hybrldi.ation Strategy" de Brillen y Davidson . Las 
condiciones tlpicas (altamente rigurosas) comprenden hibridación a 6S'C en O.SxSSC y SDS al 0,1 % o hibridación a 
42'C en forma mida al 50%, 4xSSC y SDS al 0,'1 %, La 11ibriclaciól1 habitualrl1ente va seguida de lavado para eliminar 
señales no especificas. Las condiciones de lavado Incluyen condiciones tales C0l110 65'C, O,2xSSC Y SOS al 0,1 % o 

45 2xSSC y SDS al 0,1 % o O,3xSSC y SOS al 0,1 % a 2S'C - 65'C. 

El término "posiciones de nucleólido de pares de bases 22.628,976 y 23.315.071 en el cromosoma 23 de caballo" y 
otras posiciones de nLlcleótido indicadas similares se refierer' a la secuencia de referencia de caballo segun el 
conjunto preliminar de Sep, 2007 Eqlllls cabal/us, EquCab2 (equCab2 versión UCSC). Se prOdujO EquCab2 par The 

50 Broad Institute. EquCab2 está disponible en el navegador genómico www.genome.ucsc.edu, 

Ejemplos 

Se realizó l,n examen de genoma completo para detenninar los genes que afectan al patrón de locomoción usando 
55 el chip de SNP de caballo que comprende ensayos para 54 .602 polimorfismos de un 5010 nucleótido en el genoma 

de caballo (1Ilumina EquineSNP50 BeadChip; 
hUp://www.illumina.com/praducts/equllle_snpSO_whole_genome..Qenotyping_kits.i lmn). En el ensayo se usó un 
material de población que comprendla 70 caballos islandeses el1 10$ que se clasificaron 30 como de cuatro pasos y 
se clasificaron 40 como de cinco pasos, es decir sólo estos últ imos tenjan una ca pacidad documentada de pasear. 

60 
Material animal. Se tomaron muestras de .angre de 70 caballos islandeses de Suecia, Se preparó ADN genómico 
de todos caballos usando el kit OIAamp DNA 8100cl Midi (Oiagen). Se pidió a los dueños de los caballos que 
clasificaran SLl S caballos como de cuatro pasos O de cinco pasos. Se tomaron muestras de pelo de 61 caba llas 
Standardbred de Suecia y 2 trotones Suecos del Norte. So extrajo ADN de seis ralees de pelo añadiendo 97 ~rI de 

65 disolución de Chelex y 7 pi de proteinasa K y se incubó a S6nC durante 60 minutos seguido por una incubación a 
9S'C durante 10 minutos. 
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Análisis de genoma completo (GWAl. Se realizó et GWA usando IlIumina EquineSNP50 BeadChip 
(11ttp://www. illur .. ina.col1.llp l·oduclSlequine_snp50_whole_genome_genotyping_kits.ilmn). Se llevó a cabo e l análisis 
eSladlslico de los datos usando el softwaro PLINK (Purcell el al. 2007. PLlNK: a tool set for wholo-genome 

5 associalion and population-based linkage allalyses. Am. J . Hum. Gene!. 81 :559-575) . 

SecuenciaclÓn de ADN. Se amplificaron mediante PCR y se secuandaron varias regiones cocli frcantes y no 
codificantes ubicadas entre los SNP nanqueanles en las posiciones de nucleÓtido de pares de bases 22.628.976 y 
23.315.071 en el cromosoma 23 de caba llo para identificar polimorfismos de secuencia. Todos los cebadores 

10 usados para estos experimentos se listan en la tabla 2. Se arnpli ficarori 105 arnpl lcones con condiciones de PCR 
convencionales y (ciclado térmico 2720, Applied Biosystems. Foster Ci ty. CA) . Se realizó una secuenciaci6n de 
Sanger convencional usando un secuenciador capil¡¡r A83730 (Applied 8 iosystems. Foster Cily , CA) . 

~Ta~bla~2~. c;e:b:a:d:o~re:s~":sa;d~0;s~p;a;,r;a~l;a~a;m;P;I~i n~C:aC:i~6n~m;e;d;ia;n;le~p~C;R~Y:":Se:c~l:,e:n~ci:ación de regiones seleccionadas en 
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Resecuenclación de genoma en profundidad. Se prepararon muestras de ADN de dos cab¡¡lIos islandeses. un 
11onl0cigoto de DMRT3 mutante hembra y un centrol macho (de tipo natural homocigótico) para la secuenciación. Se 
generaron bibliotecas de extremos emparejados IlIumina de es las muestras de ADN (tamalios de inserto medios de 

20 aproximadamente 220 bases). Se secuenciaron las dos bibliotecas (2 x 100 pb) en slele y cinco carriles. 
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respectivamente, usando un in strumento HiSeq de IIILll1lina, Se mapearon las lecturas en el genoma ele caballo 
(conjunlo de referencia EquCab2) usando el so ftware BWA. y se eliminaron los duplicados de PCR usando el 
software Picard (hllp:l/picard,sourceforge.net) , La profundidad de lect,,,a promedio obtenida para cada muestra era 
de aproximadamente 30x, Se obtuvieron resultados de SNP y pequeilas inserciones/deleciones a partir de los datos 

5 de rnapeo tras someter las alineaclor, es a rea lineación alrededor de indels y luego a obtención de resultados de 
variantes usando . 1 Genome Analysls Toolkit (GATK) , Se sometieron los resullados de variantes a filtros 
VariantFillrationWalker recomendados para (Ieterminar los SNP lisiados en la pág ina wiki de GATK 
(htlp:l/www. broadillslilule.org/gsa/wiki/il1dex.phpfThe_Genome_Analysl, _Toolkit) y las . lineacione. de lectura q"e 
solapaban resultados de SNP e insercióri /deleción derilTo del locus G!lil de 438 kb se revisaron entonces 

10 manualmente para elirnlnar los resultados de artefactos obvios. Se usaron profundidades de lectura observadas en 
ventanas de una kilobase para obtener resultados de duplicad ones cand idatas en la región de IBD minillla, y se 
lIsaron distancias de m~peo y orientaciones entre lectllras emparejadas pa ra detectar variaciones estructurales en 
r'elación con el conjunto de referencia, Se lI SÓ el software ANNOVAR para anotar SNP en relación con los genes 
Ensel" bl. 

15 
Análisis de SNP usando ensayos TagMan. Se disei'iaron ensayos TaqMan par'a exarninar los SNP en el crOmOsoma 
23. posición de nucleólido 22.967.656 (BIEC2_620'109; el SNP incluido en el panel de SNP de IlIumina que muestra 
la asociación más fuerte con el fenotipo) yen la posición de mlcleólido 22,999,655 (DMRT3,3: el SNP q"e provoca 
un codón de terminación prematuro en el exón 2 de DMRT3) , Los ensayos de genotipado de SNP Custo", TaqMan 

20 (Applied Bio.y, tem • . Foster CUy , CA) diseñados para eslos dos SNP se resumen en la labia 3, Se obtuvieron 
disel10s de sonda y cebador de la pagina web de Appl ied Biosyslems 
(l111p://www5.appliedbiosystems,com/lools/cadll) usando la opción de orden de ensayos de genotipado 
personali¡ados, Se usó el sislema de detección de secuencla ABI PRISM 7900 HT para el formato de 384 pocillos 
(Applied Biosyslems, Fosler City , CA) para el análisis. 

25 
Tabla 3, Descripción de ensayos TaqMan para SNP en las posiciones de nucleótido 22,967 ,656 (BIEC2_620109) y 
22.999,655 (DMRT3 3) en el cromosoma 23 (le caballo 

BIEC2 620109 SEO ID NO 
Sec, de cebador direclo. GCAAAGTGCAGAAATAGTCTTTTGGA 26 
Seco de cebador irwerso ~~CTTTTGGAATGGTTCACATTAAGG 27 
Alelo de referencia" C 
Secuel1cia indicadora (FAM) TAGTGCAAACGGTACGTT 28 
Alelo no de referencia T 
Secuencia Indicadora (VIC) AAATAGTGCAAACAGTACGTT 29 
DMRT3,3 
Seco de cebador directo CCTCTCCAGCCGCTCCT 30 
Seco de cebador Inverso TCAAAGATGTGCCCGTTGGA 31 
Alelo de referencia lr C 
Secu. ncia indicadora (VIC) CTGCCGAAGTTCG 32 
Alelo no de referencia A 
Secuencia indicadora (FAM) CTCTGCCT AAGTTCG 33 
"segun el conjunto EquCab2 (disponible en el navegador genómlco www.genome.ucsc.edu) 

El analisis de genoma completo revela un locus en el cromosoma 23 de caballo que controla el patrón de 
30 locomoción, Se realizó el análisis esladlslico de los dalas del chip de SNP para los 70 caballos Isl""deses con "na 

clasificación fenotípica como de cuatro pasos o de cinco pasos usando PLlNK; 39,695 SNP pasaron el conlrol de 
calidad. Se realizó una prueba de Cl1i cuadrado para cada marcador por separado con el fin de detel'l'J11nar una 
diferencia significativa en la$ frecllencias de genotipo entre caballos de cuatro pasos frente a de cinco pasos, Se usó 
un modelo genético que asum ta un modo recesivo de herencia , Se usaron diez mil permutaciones para corregir para 

35 ," "lIiples pruebas. El análisis esladlslico reveló una asociaciól1 allen,enle signlncativa enlre un SNP 
(BIEC2_620109. SEO ID NO: 5) en la posición de nucleótido de par de bases 22,967,656 en el cromosoma 23 de 
caballo y el fenolipo gail (P=O,0002. signlncancia de genoma completo: figura 1). Se ubicaron los dos SNP que 
flanqueaban inmediatamente el SNP aUamenle asociado en las posiciones de nucleótido 22,628,976 (BIEC2-
619907. SEO ID NO: 6) y 23,315,071 (B IEC2-62024 4, SEO ID NO: 7) y estos mostraron sólo asociaciones débiles al 

40 fenolipo (P=O.01 para el SNP en la posiclóI1 de par de bases 22.628.976 y P=0.32 para el SNP en la posición de par 
de bases 23 ,315,071), Este resultado demostró que uno o mas polimorfismos de secuencia que controlan el patrón 
de locomoción se ubican en los alrededores del SNP en la posición de par de bases 22.967.656 (el SNP más 
asociado) y dentro del Inlervalo definido por los marcadores flanquean le. en las pOsiCiones de pares de bases 
22.628.976 y 23.315,071 que mueslran una asociación significativamente más débil al fenoUpo gai!. Esla región 

45 abarca 686 ki lopares de bases y cinco genes se ubica l1 en el inlervalo ANKRD1 5. DMRT! . DMRT3. DMRT2 Y 
GTF2A2 (fig"ra 2), Este locus se denominó el 10clIs Gair y los reslIltados estaban de acuerdo con una herencia 
recesiva del alelo asociado con la capacidad de pasear. ",ienlras que el alelo de lipo nalul'al (no de paseo) en esle 
locus era dorninante, 

50 La resecuenciaciÓn de reg lones seleccionadas perfecciona la localización del locus Gait. Se resecuenclaron varios 
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""'pllcanes (labia 2) de la reglón genómlca que alberga el locus Golf lal como se define por el examen de genoma 
complelo (desde la posición de nucleótido 22.628.976 hasta la posición 23.315.071 en el Cl'Omosol'na 23) en un 
pequeño conjunto de caballos de CLlatro pasos y de cinco pasos con el fin de perfeccionar la localización elel locus 
Gait. Todos los polimorfismos de secuencia detectados en este analisis se resumen en la tabla 4. Los resultados 

5 moslraron que hay un haplolipo distinlo asociado con el alelo g8;1 reces ivo y que el bloqueo de haplotlpo que 
rnueslra una completa asociación a 98ft en esta rala se rompe en la posición de n~l c l eótido 22.877.015 Justo aguas 
arriba del gen DMRT1 , Los resullados perfeccionan la localización dellocus Gait en el inlervalo desde la posición de 
nucleótido de par de bases 22.877 .015 I,asta la posición de par de bases 23.315.07 1; ANKRD 15 .e ubica fuera del 
Intervalo critico para Gail. 

10 
Tabla 4. Polimorfi smos de secuenda detectadas re secuenciando ampHcones de la reglón genómica que alberga el 
lacus Geit en el cromosoma 23 de caballo 

Fonotipo 
De cuatro pasos De cinco p a50S 

SNP Posición Caballo Caballo <.;aballo ~aba ll o f'aballo Caballo Caballo Caballo Caballo Caballo Caballo 
1 2 3 4 5 6 7 6 9 10 11 

ANKRD15.1 22.793.939 GG GC GC GG GG GG GG GG GG GG GG 
AN KRD15.2 22.810,322 GG GA GA GG GA GG GA GG GG GG GA 
ANKRD1 5.3 22.8 '12.345 GG GT GT GG GT GG GT GG GG 00- G-T-
ANKRD15.4 22.812.251 TT TT TT TT Te TT TC TT TT TT TC 
ANKRD1 5.5 22.818.132 TT CT CT TT CT TT CT TT TT TT CT 
ANKRD1 5.6 22.818.158 GG GA GA GG GA - t"'G GA GG GG GG GA 
ANKRD15.7 22.821 .872 CC CA CA CC CA CC CA CC CC CC CA 
AN KRD1 5.8 22.821 .884 GG GG GG GG CG GG CG GG GG GG CG 

SNP.1 22.868,190 ni ni CC CC ni ni ni ni CC CC c'r 
SNP.2 22,868.678 ni nl GA AA ni ni ni ni AA AA GA 
SNP.3 22.872,820 ni ni GG GG ni ni ni ni GG GG GC 
SNP,4 22.876.848 ni ni CA AA ni ni ni ni AA AA AA 
SNP.5 22.877.015 ni ni TT TT ni ni ni ni TT TI CT 

BIEC2 22.967.656 CC CC CC CT TT TI TI TI TI TI TI 620109 
DMRTl.1 22.986.593 TT TT TT CT ce CC ni ni ce CC CC 
DMRT3.2 22.987,143 CC CC CC CT TI TI ni ni TI TT TI 
DMRT3.3 22.999.655 CC CC CC CA AA AA 1\1 ni AA AA AA 
DMRT3.4 22,999.665 GC GG GG GC CC CC ni ni CC CC ce 

SNP.6 23.009.648 ni ni AA AT ni ni ni ni TT TI TI 
ni M sometido a pr uebt:l 

Una mutación sin sentido ubicada en el exÓn 2 de pMRT3 muestra concordancia completa con la capaCidad de 
15 H"sear. El inlervalo crilito para el loeus Gnil comprende los cuatro genes DMRTl, DMRT2. DMRT3 Y GTF2A2. Los 

genes DMRT pertenecen a una familia de factores de transcripción que c0l1tler1e11 el dominio DM de unión a ADN de 
lipa dedo de zinc (Murphy el al. 2007. Vertebrale DM dornaln proleins bind similar DNA sequenees and can 
Ileterodimeriz" on DNA, BMC Mol. Biol. 8:58). Se I,an secuenciado la mayorla de los exones de DMRT en esta 
reg iól1 e iden lificado un peque~o "" rnero de polimorfismos de secuencia (labia 4). Uno de estos (DMRT3 ,3), ubicado 

20 en el exón 2 de DMRT3 en la posición de nuc!eólido 22.999.655, provocó una mutación sin sent ido en el alelo 
asociado con la capacidad de pasear (figura 3) , Por tanto , se predice que el alelo g8;/ codifica par. una fO flna 
Iruncada de la proleina DMRT3 (SEa ID NO: 4) qu carece de los últimos 174 amlnoacidos, reduciendo el lama l~o 
lotal de la proteina desde 474 I,asta 300 aminoacidos , Se muestra la DMRT3 de caballo de tipo natural de longilud 
complela como SEO ID NO: 2. Una alineación de la parle de la proteina DMRT3 Incluyendo la posiCión 301 del 

25 aminoacido mutado (serina) en caba llos muestra que esta protelna se conserva altamente entre vertebrados 
incluyendo especies de pez. pájaro y marnl fero (fi gura 4). 

Se diseñaron ensayos TaqMan para los polimorfismos en las posiciones de nucleólido 22.967.656 (el SNP asociado 
de manera mas signi ficativa en el analisis de GWA) y en la posición 22.999.655 (la mutación en DMRT3 qLle crea lIn 

30 codón de terminación prematuro) . Se lIsaron éstos pa ra seleccionar los 70 caballos islandeses Incluidos en este 
estudio. Ambos SNP mostraron asociación completa entre homoclgosidad para el alelo no de referencia en ambos 
loci y el fenotipo (tabla 5), el soporte estadístico para lIna asociación era contundente (P~6,73x 1 0"O para ambos 
SNP, prueba exacta de Fisher) , Los resultados implican que hay un desequilibrio de IIganliento muy fuerte enlre 
estos dos SNP en la población eSludiada, los dos SNP se ubican a 32 kilopares de bases de separación, Nueve 

35 animales que Se cla$ificaron como de cuatro pasos eran 110ll1ocigóticos para el haplotipo asociado con el alelo gsil 
(tabla 5) . Estos aniOlales o bien se clasificaron de mar'lera err6nea por Slrs dueños. lo cual es completamente 
posíble, o bien el genotipo Gait muest r~ penetrancla incompleta debido a la interacción con factores ambientales 
(por ejemplo entrenamiento) u olros factores genéticos desconocidos. 

40 Se sometieron a prueba 2 lrotones Suecos del Norte y 61 caballos Slandardbred Suecos (ambos usados para 
car'reras de t!'Olones en Suecia) para Invesligar si el alelo ga/t eslá presente en otras razas de caba llos, Se ha 
encontrado que los 2 tro lones Suecos del Norle y 59 caballos Standardbred eran homocig61icos para l. mutación sin 
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sentido de OMRrJ en la posición de nUCleótido 22.999.655 en el cromosoma 23 de caba lio mientras que los 2 
caballos Standardbred restantes eran '1elerocigótlcos A/C. La alta frecuencia de este alelo en estas razaS sugiere 
fuertemente q~lI:J la ml.ltaci6n tiene un efecto favorable sobre la capacidad de tro tar a una velocidad rapida. De 
Ilecho, también se consideraron los dos caballos identificados como hetel'Ocigóticos para el alelo gail corno poco 

5 trotones. Se ha predicho que el alelo gail esta presente a una alta frecuencia en la rnayorla de, si no todas, las razas 
do caba llos de paso as i como caballos llsados para carreras de trotones. 

Tabla 5 Asociación altarnente significa tiva entre los SNP en la posición de nucleótido 22.967.656 (BIEC2-620109) y 
22 .999,655 (OMRT3.3) en el cromosollla 23 de caballo en re lación con la clasificación fenotipica de caballos 

10 islandeses como de cuatro pasos o de cinco pasos. Se ca lcu laron estadlstlcas usando la prueba exacta de Fisher, 
COI1 el alelo G i l l OR ó d 'b 'lI d 8/t como e a e o receslvo. ;;;;; r3z n e post I da es. 

MARCADOR BIEC2-620109 DMRT3.3 
A lelo 1 (A ,) C C 
A lelo 2 (A, ) T A 

De tipo n.tur.1 A,/- 21 21 
A, /A, 9 9 

De cinco pasos A,t- 1 1 
A,/A. 39 39 

P 6.73E-10 673E-10 
OR 83 15 83 18 

-A,!-- AdA, o AdA, 

...,,=-= Distribución de genotipo para una m"tación sin sentido (A) en DMRT3 entre poblaciones de caballos. 
Raza Númoro CC CA AA 
Caballo islandés 70 0 ,01 ---¡j]0 0.69 
Trotón Standardbred 61 0,00 0,03 0 ,97 
Trotón de sangre fria 2 0,00 0,00 1,00 

15 Tabla 7 Secuencias de SNP 
SEQ ID NO secuencia SNP pOSición 
SEO ID NO: 5 'T1 G'I t GGGQ rc~n:mcAMGTGCAGAAA I AG l t l l l l GGA BIEC2_620109 22.967.656 

AAMCGTAC[CrnGTTTGCACTA TITTCTI A TTTCTA TICACC 

SEO ID NO: 6 ~~',';';, ~~~IAlG;;'G~AG";'GTA TTTAGTTCG¿TI AACAG BIEC2-619907 22 .628 .976 

SEO ID NO: 7 
A~~GTJ,)ffig<\Fré@ e e e I I GC 1 C l' CCCCTAG I'Gl'CGi ; , 
TGTGAGAGA¡CITIGAGGTTGTAGATCTGCTC TAGAAAA TAG 

BIEC2-620244 23.3 15.071 

SEO ID NO: 8 g;¡gtfb{;t€lc!~~~g.~~itrOGeGC 1 GAC"ClA'ClCA_,:" 
TGGACAACAn "[G/CITCGTGTACCACAGGGGCTCCAGC;;TCC 

ANKRD15.1 22793.939 

IGJM.Gg~ lCJGmGIilGé'.R,t¿;~ 
SEO ID NO: 9 AGAAC'f 1 re Ce el YAC I AC(;C r ¡i r i lAA ANKRD 15.2 22.810.322 

ATAGACTTG[AlGjCTTIGAACTTCTAAGTGCAGGATCTAAAA 

SEO ID NO; 10 TTACCTGCATGCCTCTCCCCCTAAACCA " ' C,AGCATG ,G 
TGGGCAGAG[TfG ]GGGCATCGTGCTGCCCTGCiCACTGGA 

ANKRD 15.3 22.812 .345 

SEO ID NO: 11 ~~r.1&li;~~$é~TCTGACCT ACAGA"",, ,.., 
CTC3TACAAAG[TICjGCCCAAQTGGTCJACAAACJCATCCCTCG 

ANKRD 15.4 22.812 .251 
r.r.Tr.r.CCCCTGAGCT~~~G 

SEO ID NO; 12 AACCJCCAAAGCCAGCC~CJTGACTGCGCTTGCTTCCTGGG ANKRD I 5.5 22.818. 132 CTCATGCTCAICffjACTGCTGTGACCCGCACAGGTGCCCAC 

SEO ID NO: 13 agc-r4'ffit~f§~r,-%~g~@gf&'CACTGCi1lTGAC1:'t..,,, 
ACAGGTGCCC[AlGICGCCACACn'CCCACCGCrCGGCACT 

ANKRD1 5.6 22.818.158 

SEO ID NO: '14 
C.!\C.T.CA IG,ClCC¡;.!\GCCC¡:;Q~G.lC.C e 
AGTGAA 'rGr A i ACA il'TTGTGCCTGAAC', CA 
GAAGGCAOAIAlCjAACCAAOOGTTGAAGGCTGGAGCTGTC 

ANKR015.7 22.821.872 

SEO ID NO: 15 CATTTTGTGCCTGAACTCACCAG~~~~GAAGG 
ACCAAGGGTIIGICjAAGGCTGGAGCTGTCACAGTAGAAGTT ANKR015.8 22.821.884 

SEO ID NO; 16 TCACTCTAATCAAGTTGCTATCACCATT~~CAC_AA! !G!~~A 
GGATAGTA{CIllTGGGACCCCAGAAAGATCACGCCOCTccA SNP.1 22.868.190 

TI== 
SEO ID NO: 17 CTGGGCTGAAACAGGTGGTCCTGC~!~~~~~~~~üc~~~ 

GTCAGGCTGC!GIAICTCTICTCCCCTCCCCAGGCTTAAGTC 
SNP.2 22 .868 .678 

rATAC 
SEO ID NO; 18 CCAGCATTCTCCG~ " _ 'CAACTTTC ' CCCGC' CC!~~_AA' ~ 

CAAACTGGAIGlC ITIAGCATCAGCTACCCACAA TGA TCAAG 
SNP.3 22 .872 .820 

SEO ID NO: 19 
~A~~.~~GCCTG i3GC GC , ..,,,~,, 

CTGCAGATTTG{CIAjAAGTICTCTGGAGCCAGTAGGTGGAA 
SNP.4 22 .876.848 

Ar.r.Tr.~¡;EoMIGAAC.a.t;A"" 
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SEO ID NO: 20 Cc"cAe '<lAG TCTCTTnCIT;2~~'(;G2';-;-;'~~~2TCGTACTTAATTCTCCT SNP,5 22,877,015 

SEO ID NO: 21 
~G~CACTC 

G~GC~~CATCTICrTl.;:'~2'2'~GCCCGGAGCGCACGCGGCC OMRT3.1 22,986,593 

SEQ ID NO: 22 CCGTCTCAGCCGCCGCCGCCGCAGCGTCCCGCCG~~~~ OMRT3,2 "'2f987,143 
TTGGCTGCGGC ICrTlGCCGCGC rGCGCTGGGCCACCGAGC 

-- CGCA~ " " , , ' 4 

SEO ID NO: 23 GGAGG rCCT(;GTe TeeAG"CGC re" IG.G'-'.y.y. ,~'-'.,,-~~c DMRT3,3 22 ,999,655 
CGACCGAACTTIC/AIGGCAGAGCCCGAGAGCCl'CGTGTTG 

SEO ID NO: 24 CTCTCCAGgg8gft~~~~~CCGCCGACy~~y OMRT3.4 22,999,665 
TCGGCAGAGCC[C/GjGAGAGCCTCGTGTTGCCCTCCAACG 

SEO ID NO: 25 
Q.GS;~l~ITl~fl.C 
GGCC GGCCCC AGGGC~ ~1_,,_AA_GG,!aTGGGGAGAGTCA 
CATGTACTCCClA/TjCTGTGGCCTGAAGACCTACCTGGAGG 

SNP,6 23,009,648 

Tabla 8, Variantes de secuencia en el cromosoma 23 de caballo que muestran luerte asociación genética con la 
mutación Gait en caballos. La ll'Iutación Gail se produce en el cromosoma 23 de caballo, posición de l1ucleólido de 
pb 00 oao '~r, y se Indica en nHgrita Y cursiva I con tinu~ci611 . 

Tipo I I i ,11 Alelo de rer.' Alelolsl var, 

SNP 
SNP 
SI'.JP 
SNP 
SNI 
, NP 
, NI 
, NP 
,NP 
iNP 

11 DEL 
iN 
iN ,N 
,N 
, NP 
,NP 
,NP 
,NP 
SNP 
SNP 
SNP 
,NP 
¡NP 
¡NP 
,NP 
¡NP 
,NP 

P 
P 

1 P 
1 
, NP 
, NI 
, NP 
, NI 

P 

-; 
---: 
---; 

IN :L 
SNP 

i 
i 
i 
i 
i 
i 

I i 
i 
i 
i 
i 
i 
I 
I 
i 

22919878 A 
~ e 

22920434 A 
2~m646 ::; 
22 120717 
22 121203 ::; 
22 122079 '" 

~. ~-+--"1-A -
2. 1241 20 G 
2: 124142 • 

A 

G 
T 
T 
A 
T 
T 
G 
T 
G 
A 
A 
G 
G 
T 
T 

~6188 e 

~/''tl, ~ 
~ ~ 
~~r-~T __ ~ __ ~CG __ ~ 
229285· A G 

~~~~rl-----';~:--I --"'" cA:---I 

~ . ~ ~ 
A G' 

~~)~3~4 r-__ ~A,~ __ +-__ ~G~ __ ~ 
. 229407~ T G 

~ ~ ~ 
~ A T 
l 41 e T 

P G 
!2'¡4! 18 P G 
2294S :eL e 
~~10~1--~c~-~-~GT-~ 

~13 A e 
2296052 T e 

e T 
e T 
• GA 

2967119 e T 
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SNP i 
SNP 
S inlronir" 
S I 

I 

S I 

SNP i 
SNP 1 

INnt=1 s i 
INDEL I I 
SNP 

S NP 

--1 :: 
SNP do Darada 

SNP ~. 

SNP) 
SNP 

INDEL I 

IP i 
IP i 
IP i 
IP i 

, NP i 

• ¿Z~f4 ,~ 

--ilifoOl4 
22 l7' 
22 14. ;8: 

22 18: '11 

~ ~ 
~ ~ 
22999655 

~ 

2301 )1 6 
23011 289 

e 
G 
G 
e 
T 

A 
G 
e 
T 
( 

e 
G 

C 

A 
-
G 
G 
A 
G 
G 

T 
C 
A 
T 
C 
C 
T 
e 
-
-
A 
G 
A 
A 
A 

A 

G 
TG 
A 
A 
T 
A 

e 
i I Indica dónee se ubica el SNP en ' 0 '. " con los genes I En casos do solapamientos ele 

secuencia codificante, se indica la consecuencia predicha para la proteína. Se realizó la Intersección del gen usando 
el sof1ware ANNOVAR 
' Alelo de ref. IOste es el alelo de referencia en el conjunto de genoma de caballo (EquCab2) , 

5 3Alelo var.: Este es el alelo variante en la posición pollmórfica que muestra asociación muy fllel1e con la mutacrón 
Gai/. Para polimorfismos de Inserción en relación con el conjunto de referencia (EquCab2), el alelo de referencia se 
denomina " -" y para deleciones en relación con la referencia el alelo variante se denomina " -". El caballo ll1utante 
secuenciado era homocig6tico para el alelo variante en todos los sitios excepto uno (véase pie de página 4) listado 
en esta tabla a menos que se indique lo contrario en la columna de alelo varo 

10 ' Se identificó este SNP cOmO 11eterocigótico (AG) en el caballo mutante y homocigótico para el alelo de referencia en 
el caballo control. El alelo G en este SNP posiblemente se ha producido posteriormenle a la mutación sin sentido de 
DMRT3. 

Ensayos de desplazamiento de movilidad eleclroforética (EMSAl. Se hibridaron el 0ligonucle6t1do 5'. 
15 ggalccTCGAGAACAATGTAACAATTTCGCCC-3' y su secuencia cOll1pl0i1'1entaria en Tris 10 mM pH 7,5, EDTA 1 

mM, KCI 50 mM calentando en primer lugar hasta 95'C durante 2 min y después se enfria ron Ilasta 25'C 
(2 mln/grado) . Se marcó el dúplex cOn Klenow de la ADN polimerasa y (u-32P]-dCTP y se purifi c6 usando una 
columna Bio-Rad Micro Bio-Spin 30. Se produjeron protelnas l11ulantes y de tipo natllral de DMRT3 mediante 
traducción i/1 vi/m usando un sistema de tral'lscripciónltraducci6n acoplado TNT Quick (Promega) , Se realizó EMSA 

20 tal como se describe por Culbertson y Leeds, 2003 (Lookil'lg al mRNA decay pathways through the window of 
molecular evolution. Curro Opino Gene!. Dev. 13,207.214) con las siguientes modificaciones. No se a~adió ADN de 
plásmido y se usaron 1,0 1" de protelna traducida In vitro y 150x compelidor fria , Se incub6 la mezcla de reacci6n en 
11ielo durante 20 min antes de a~ad ir el 0ligonucle6tido radioactiva y después se incub6 a temperatura ambiente 
durante 30 mino Se procesaron los geles a 150 V a temperatura ambiente. Se encontró que la pro teina DMRT3 tanto 

25 mutante como de tipo natural de longitud completa se unian a un motivo de uni6n a DMRT definido anleriormente 
(figura 6), Por tanto, la mutación de DMRT3 no conduce a un patról'l de expresión alterado y la proteina mutante 
parece mantener su ubicación celular y el perfil de unión a ADN. Por tanto. puede ser una forma negativa dominante 
con unión a AON normal pero interacción defectuosa con otras prolelnas. E$to estaría de acuerdo con los claros 
efectos fenotipicos observados en heteroclgotos, Sin embargo, la mutación no es completamente dominante ya que 

30 los heterocigotos CA y los homocigotos AA muestras diferencias fenotlpicas distintas. 

Conclusiones 

Se han presentado evidencias abundantes de que la mutación DMRT3_Ser301STOP tiene un efecto importante 
35 sobre los aires en caballos. La interpretación de las consecuenclas fenotípicas de esta mutación es que la 

homocigosidad para la mutación se requiere , pero no es suficiente, para el paseo, ya que muchos trolones 
SlandardbreeJ y algunos caballos islandeses que son mutantes homocigóticos no pasean. Por otro lado, la 
heterocigosidad u hornocigosidad para la mutación son permisivas para permitir que se realicen una variedad de 
aires amblados de cuatro ritmos. con modificadores genéticos que pueden ser únicos para cada raza de paso. La 
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mulación promueve aires amblados y el paseo e inhibe la Iransición desde trole o paseo a galope, lo que explica su 
alta frecuencia en caballos de paso y trotones usados para carreras de trolones. Es una cuestión abierta si la 
l11utación altera el destino de OMRT3-neuronas o cambia SlI regulación transcripcional, pero está claro que estas 
n"."onas deben desempeñar un papel clave para el centro de control en la médula espinal que coord ina los 

5 movimientos de los miembros. 

Todos los métodos dacios a conocer y reivindicados en el presente documento puede ¡lacerse y ejecutarse sin 
experimentación excesiva er'! vis ta de la presente descripción. Aunql"le los metodos de esta invención se han 
descrito en cuanto a realizaciones preferidas, resultará evidente para los expertos en la técnica que pueden 

10 aplicarse variaciones a los métodos y en las etapas o en la secuencia de las etapas del método descrito en el 
presente documento. Más especificamente, resultará evidente qLle determinados agentes que están relacionados 
tanlo química Como fisiológIcamente pueden sustitllirse por los agentes descritos en el presente documento 
obteniendo al mismo liempo resultados iguales o similares. 

15 
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Lista de secuencias 

<110> Capilel Genelics AS 
Andersson, Lisa S 
Andersson, Leif 
Llndgren, Gab,'iella 

<120> Mélodo para predecir el pal,'ón de loco''I'loción en c.ballos 

<130> Gale 

<150> doclIl'I'1enlo SE 11 30034·0 
<151> 05·05·2011 

<150> docul'l'1enlo US 61/514,749 
<151> 03-08·2011 

<160> 33 

<170> Palenlln versión 3,5 

<210> 1 
<2'11 > 2196 
<212> ADN 
<213> Equus cabal/liS 

<220> 
<221> CDS 
<222> (39) .. (1463) 

<400> 

eegeegeeaq eecgceagct cttecgggag etcaggge atg aae gge tao gqt tee 56 
Met Asn Gly Tyr Gly Ser 
1 5 

cee tae etg tae atg gge gge eeg qtg teg eag eeg eeg egg geg eee 104 
Pro Tyr Leu Tyr Met Gly Gly Pro val Ser Gl n Pro Pro Arg Ala Pro 

10 15 20 

ttg caq cqc aeg cee aag tge geg ege tge egc aae eae ggg qtg etg 152 
Leu Gln Arg Thr Pro Ll's Cl's Ala Arg Cl's Arg Asn His Gly Val Leu 

25 30 35 

tee tgg etc aag gqt cae aag ege tae tge ege tte aag gae tge aee 200 
Ser Trp Leu Ll's Gll' His Lys Arg Tyr Cys Arg Phe Lys Asp Cys Thr 

40 45 50 

tge gag aag tge ate ete ate ate gag egg eag agg qte atg geg geg 248 
Cl's Glu Ll's Cys Ile Leu Ile Ile Glu Arg Gln Arg val Met Ala Ala 
55 60 65 70 

eag qtg geg etg ege egg eag eaa get aae gag age ete gag "ge etc 296 
Gln Val Ala Leu Arg Arg Gln Gln Ala Asn Glu Ser Leu Glu Ser Leu 

75 80 85 

att eee gae teg etg eqt get etg cee gge cee eeg eeg eeg ggg gae 344 
Ile Pro ASp Ser Leu Arg A,la Leu Pro Gll' Pro Pro Pro Pro Gly Asp 

9 0 95 100 

gee gee get gee gce eeg eag eog eeg cee aee teg cag eeg tet eag 392 
Ala Ala Ala Ala Ala Pro Gln Pro Pro Pro Thr Ser Gln Pro Ser Gln 

105 110 115 

eeg oog eeg eeg eag eqt cee gee gce gag ttg get gc g gce gcc gcg 440 
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Pro Pro Pro Pro Gln Arg Pro Ala Ala Glu Leu Ala Ala Ala Ala Ala 
120 125 130 

etg ege tgg gee aee 
Leu Arg Trp Ala 1'hr 
135 

gag 
Glu 
140 

eeg eag eee ggg geg 
Pro Gln Pro Gly Ala 

145 

etg eag geg eag ete 
Leu Gln Ala Gln Leu 

150 

gae aag eea gat ttg aet gag gag ega ett ggg gae gge age tee goa 
Asp Lys Pro ASp Leu 1'hr Glu Glu Arg Leu Gly Asp Gly Ser Ser Ala 

155 160 165 

gac aae aca gag acc ttc agc qac aaa 
Asp Asn Thr Glu Thr Phe Ser Asp Lys 

170 175 

qac acc qac caq agq 
Asp Thr ASp Gln Arg 

180 

aqc tee 
Ser Ser 

cea qat 
Pro Asp 

qtg qtg aaa aqt aag 
val Val Lys Ser Lys 
195 

gge 
Gly 
190 

tge tte aee eeg 
Cys Phe 1'hr Pro 

gag 
Glu 
195 

age eee gag 
Ser Pro G1u 

qto qtq 
Val Val 

200 

tet qtg gat gaa gge ggg tat geg gte 
Ser Val Asp Glu Gly Gly 1'yr Ala Val 

205 

eag aag aae gga gge 
Gln Lys Asn Gly Gly 
210 

aee 
Thr 
215 

tee qag agc ego cco gac aqt cee aaq 
ser Glu Ser Arg Pro Asp Ser Pro Lys 

220 

tae 
1'yr 
225 

cae qqq gaa cag 
His Gly Glu Gln 

aat 
Asn 
230 

eae ete etg ate 
His Leu Leu lle 

gag 
Glu 
235 

gge eee teg ggg 
Gly Pro Ser Gly 

aee 
Thr 
240 

qtt tet etg eee tte age 
val Se.r Leu Pro Phe Ser 

245 

ttq aaa qcc aac aqa ccq cee ctQ 
Leu Lys Ala Asn Arg Pro Pro Leu 

250 

gaa 
Glu 
255 

qt.q tta aaa aaa 
Val Leu Lys Lys 

aae eag aag 
Asn Gln Lys 

265 

eee aeg qtg etg gag ete ate etg aag 
Pro Thr val Leu Glu Leu lle Leu Lys 

270 

gge 
G1y 
275 

ate 
11e 
260 

ttc cee 
lJhe Pro 

tqt ggg gge 
Cys Gly Gly 

gae etg qtg age gee qtg 
Asp Leu Val Ser Ala Val 

280 

gag <;¡te ete etc tee 
Glu Val Leu Leu Ser 
285 

age 
Ser 
290 

ege tee teg gee 
Arq Ser Ser Ala 

teg gee gee gae ega 
Ser Ala Ala ASp Arg 
295 

act tcg gos gag cee 
Thr Ser Ala Glu Pro 
300 

gag 
Glu 
305 

age ete qtg ttg eee 
Ser L9U Val Leu Pro 

310 

tec aae ggg eae ate 
Ser Asn Gly His Ile 

315 

ttt qaa cae acc ttg aqc tea tao cee 
Phe Glu His Thr Leu Ser Ser Tyr Pro 

320 

tct tee aaa 
Ser Ser Lys 

tgg tee gtg gga teg 
1'rp Ser Val Gly Ser 
330 

qec 
Ala 
335 

tte agg qte eea 
Phe Arg Val Pro 

gae 
Asp 
340 

ate tee 
!le Ser 
325 

aeg ttg 
Thr Leu 

agg ttt 
Arg phe 

tee 
ser 
345 

gea gae tet agt aae gtt qte eee aae 
Ala ASp Ser Ser Asn val Val Pro Asn 

350 

cee 
p"o 
355 

ttg gee qtg 
Leu Ala Val 

cce ctq cag cat cct ttc 
Pro Leu Gln His Pro phe 

360 

eee 
Pro 
365 

eag eeg eee eqq tae eel ctg atg etg 
Gln Pro Pro Arg Tyr p"o Leu Met Leu 

370 

aqq aat act ttg goa aga aae cag tcg aqc coe ttc ctq cee aat qat 
Arg Asn Th" Leu Ala Arg Asn Gln Ser Ser Pro Phe Leu Pro Asn ASp 

17 

488 

536 

584 

632 

680 

728 

776 

824 

872 

920 

968 

1016 

1064 

1112 

ll60 

1209 
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5 

10 

375 380 

gte aee etg tgg aae acc atg aog 
Val Thr Leu Trp Asn Thr Met Thr 

395 

tee eag tae gte age eet tte cee 
Ser Gln Tyr val Ser Pro phe Pro 

410 

ago teg eet gte ctt cee "eg cc¡e 
Ser Ser Pro Val Leu Pro Thr Arg 

425 430 

ato oet gao gat ggg tgt oog att 
Ile Pro Asp Asp Gly Cys Pro He 

440 445 

gag gat gae tat gae gag agg tee 
Glu Asp Aap Tyr Asp Glu Arg Se" 
455 46 0 

385 

etg eag eag oag 
Leu Gln Gln Gln 

400 

ggg "ge teg cee 
Gly Ser Ser Pro 
415 

c¡ee cee c¡aa c¡ac 
Ala Pro Glu Asp 

gtg tea aag eag 
Val Ser Lys Gln 

450 

gae tee tea gae 
Asp Ser Ser A.p 

465 

tao 
Tyr 

agc 
Ser 

eet 
Pro 
435 

tet 
Ser 

tet 
Ser 

390 

oag etg agg 1256 
Gln Leu Arg 

405 

gte ttc aga 1304 
Val Phe Arg 
420 

ogg ato teo 1352 
Arg Ile Ser 

ett tae "ce 1400 
Leu Tyr Thr 

"ga ata etc 1448 
Arg Ile Leu 

470 

aae aea tea tet taa agtggtaecg ggtggetggt gaccaggtga eattttctgt 1503 
ASn Thr Ser Ser 

gcatttgaac tct<;Jaccccc tgcccteccc aggagaggoc tcgtcctgtg tatacccttt 1563 

oottctgttt gacaaagtga ctgtgcttga ttctatacct t.agcaata.aa aa.cataactt 162 3 

atttaatttc ttgcacttoa otggaaaatg ccaaatagot ctgctetgcg gctttagtgc 1683 

tc¡aatgttta ttgtaaaaga gagtetaatg cta.agaatag tcttgc¡c¡aaa gctgggtcca 1743 

cggaagattt atttggggat ggaaagctga aggtcagcct tgctcctaaa ctcaacctgq 180 3 

aatqttcaat aaaataqtat acttgaatgc agttttgtaa aaaaggattc etcaggatat 1863 

ttgaaaccta aaggaagtgg tttggttgca aatc¡gaccag aaacaqgqac attatattct 1923 

taqgct.aaaa accttc¡c .. tt taaaagagag aetgcactta aq .... tagagt qaactgctca 1983 

eatc¡ettatt taac¡cttgga eagtttteag agacaaattc cattaagaat tattettttc 2043 

acatqaccga atcqaaacat gtgtaatgte aatqtaaaac oaatcacagc tgtgaaetgc 210 3 

atgaaatgta ttgtgaaatg aacaoaaqat taagctttgt caggttaatg taqcatgcta 2163 

aggactetag aaaaaaataa actaaggaga tga 2196 

<210~ 2 
<211 > 474 
<212> PRT 
<213> Equus cablJllus 

<400~ 2 

Met Asn Gly Tyr Gly Ser Pro Tyr Leu Tyr Met Gl y Gly Pro Val Ser 
1 5 10 15 

Gln Pro Pro Arg Ala Pro Leu Gln Arg Thr Pro Lys Cys Ala Arg Cys 
20 25 30 

18 
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Arq Asn Hi s Gly Val Leu Ser Trp Leu Lys Gly Ris Lys Arq Tyr Cys 
35 40 45 

Arq Phe Lys Asp Cys Thr Cys Glu Lys Cys Ile Leu Ile Ile Glu Arg 
50 55 60 

Gln Arg Val Met Ala Ala Gln Val Ala Leu Arg Arg Gln Gln Ala Asn 
65 70 75 80 

Glu Ser Leu Glu Ser Leu lle Pro Asp Ser Leu Arg Ala Leu Pro Gly 
85 90 95 

Pro Pro Pro Pro Gly Asp Ala Ala Ala Ala Ala Pro Gln Pro Pro Pro 
100 105 110 

Thr Ser Gln Pro Ser Gln Pro Pro Pro Pro Gln Arq Pro Ala Ala Glu 
115 120 125 

Leu Ala Ala Ala Ala Ala Leu Arg Trp Ala Thr Glu Pro Gln Pro Gly 
130 135 140 

Ala Leu Gln Ala Gin Leu Asp Lys Pro Asp Leu Thr Glu Glu Arg Leu 
145 150 155 160 

Gly ASp Gly Ser Ser Ala ASp Asn Thr Glu Thr Phe Ser ASp Lys A.p 
165 170 175 

Thr Asp G1n Arg Ser Ser Pro Asp Val Val Lys Ser Lys Gly Cys phe 
180 185 190 

Thr Pro G1u Ser Pro Glu Val Val Ser Val Asp Glu Gly Gly Tyr Ala 
195 200 205 

Val Gln Lys Asn Gly Gly Thr Ser Glu Ser Arg Pro ASp Ser Pro Lya 
210 215 220 

Tyr His Gly Glu Gln Asn Hia Leu Leu Ile Glu Gly Pro Ser Gly Thr 
225 230 235 240 

Val Ser Leu Pro Phe Ser Leu Lys Ala Asn Arq Pro Pro Leu Glu Val 
245 250 255 

Leu Lys Lys Ile Phe Pro Asn Gln Lys Pro Thr Val Leu Glu Leu Ile 
260 265 270 

Le u LyS Gly Cys Gly Gly ASp Leu Val ser Ala Val Glu Val Leu Leu 
275 280 285 

19 
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5 

10 

Ser Ser Arg Ser Ser Ala Ser Ala Ala Asp Arg Thr Ser Ala Glu Pro 
290 295 300 

Glu Ser Leu Val Leu Pro Ser Asn Gly His Ile phe Glu His Thr Leu 
305 310 315 32 0 

Ser Ser Tyr Pro Ile Ser Ser Ser Lys Trp Ser Val Gly Ser Ala Phe 
325 33 0 335 

Arg Val Pro Asp Thr Leu Arg Phe Ser Ala ASp Ser Ser Asn Val val 
34 0 345 350 

Pro Asn p~o LBU ~a Val Pro Leu Gln Mis Pro Phe Pro Gln Pro Pro 
355 360 365 

Arq Tyr Pro Leu Met Leu Arq Asn Thr L@u ~a Arq Asn Gln Ser Ser 
370 375 380 

Pro Pha Leu Pro Asn Asp Val Thr Leu Trp Asn Thr Met Thr Leu Gln 
385 390 395 400 

Gin Gln Tyr Gln Leu Arg Ser Gln Tyr val Ser Pro Phe Pro Gly Ser 
405 41 0 415 

Ser Pro Ser Val PhB Arg Ser Ser Pro Val LBU Pro Thr Arg Ala Pro 
42 0 425 430 

Glu Aap Pro Arg Ile Ser Ile Pro ASp ASp Gly Cys Pro Ile val Ser 
435 440 445 

Lys Gln Ser Leu Tyr Thr Glu ASp Aep Tyr Asp Glu Arg Ser Asp Ser 
450 455 460 

Ser Asp Ser Arq Ile Leu Asn Thr Ser Ser 
465 47 0 

<2 10> 3 
<2 11 > 2196 
<212> ADN 
<213> Equus cabal/LIs 

<220> 
<221> CDS 
<222> (39) .. (941 ) 

<400> 3 

ccqccqcCag cccqccagct cttccqqqaq ctcaqgqc atq aac gqc tae 
Met Asn Gl y Tyr 
1 

ggt tee 
Gl y Ser 
5 

cee tae etg tao atg ggo gge oog gtg tcg cag eog oog ogg gog cee 
~ro Tyr Leu Tyr Met Gl y Gly Pro Val Ser Gln Pro Pro Arg A1a Pro 

20 

56 

104 
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ttg cag ego 
Leu Gln Arg 

25 

10 

aeg ece aag tge 
Th:r Pro Lys Cys 

tee 
Ser 

tgg 
Trp 
40 

ete a.ag ggt cae 
Leu Lys Gly His 

aag 
Lys 
15 

geg 
Ala 
3 0 

15 20 

ege tge ege aae CaO ggg gtg ctg 
Arg Cys Arg Asn His Gly Val Leu 

35 

ege tae tqe ogo tte aag gae tge aee 
Arg Tyr Cys Arg Phe Lys Asp Cys Thr 

50 

tge 
Cys 
55 

gag aag tge ate etc ate ate gag egg 
Glu Lys Cys Ile Leu Ile Ile Glu Arg 

60 

cag 
Gln 
65 

agg gte atg geq 
Arg Val Met Ala 

gog 
Ala 
70 

eag gtq qeq etg 
Gln Val Ala Leu 

ege 
Arg 
75 

egg eag eaa get aae gag age ete gag age ete 
Arg Gln Gln Ala Asn Glu Ser Leu Glu Ser Leu 

80 85 

att cee gae teg etq egt get etg cee gge cee eeg eeg eeq ggg gae 
Ile Pro Asp Ser Leu Arg Ala Leu Pro Gly Pro Pro Pro Pro Gly Asp 

90 95 100 

qcc qcc qct qcc qcc c~q caq 
Ala Ala Ala Ala Ala Pro Gln 

105 

eeg 
Pro 
110 

ccq cee ~cc tcq caq 
Pr o Pro Thr Ser Gln 

115 

eeg tet eaq 
Pro Ser Gln 

eeg ocq ocg eeg eaq egt cee qee qee gag ttg 
Pro Pro Pro Pro Gln Arg Pro Ala Ala Glu Leu 

get 
Ala 
130 

gog gee gee gag 
Ala Ala Ala Ala. 

120 125 

ctq ego tqq gcc acc 
Leu Arg Trp Ala Thr 
135 

gag cag caq cee gqq 
Glu Pro Gln Pro Gl y 
140 

geg 
Ala 
145 

etg eag geg eag 
Leu Gln Ala Gln 

ete 
Leu 
150 

gao asq eea gat ttg 
Asp Lys Pro Asp Leu 

155 

act gag gag cqa ctt qgq gac qqc aqc tec qca 
Thr Glu Glu Arg Leu Gly Asp Gly Ser Ser Ala 

160 165 

gac aac aca 
Asp Asn Thr 

gag 
Glu 
170 

acc ttc agc gac 
Thr Phe Ser Asp 

cea gat gtg gtg aaa agt aag 
Pro Asp val Val Lys Ser Lys 

lBS 

gge 
Gly 
190 

aaa gac acc gac cag 
Lys Asp Thr A.p Gln 
175 

tge tte aee eeg gag 
Cys phe Thr Pro Glu 

195 

agg 
Arg 
180 

aqc tee 
Ser Ser 

age cee gag 
Ser ~ro Glu 

gte gtg tct gtg gat gaa 
Val Val Ser Val Asp Glu 

200 

gge 
Gly 
205 

ggg tat gcq gte 
Gly Tyr Ala Va l 

eag aag aae gga gqe 
Gln Lys Asn Gly Gly 
210 

aeo 
Thr 
215 

toe gaq agc egc cee qac agt cee aag 
Ser Glu Ser Arg Pro Asp Ser Pro Ly$ 

220 

tae 
Tyr 
225 

cae qqg gaa cag aat 
His Gly Glu Gln Asn 

230 

cae etc ctq ate qag gqc cee tcg qgg 
His Leu Leu Ile Glu Gly Pro Ser Gly 

235 

aee 
Thr 
240 

qtt tct ctg cee 
val Ser Léu Pro 

tte 
phe 
245 

age 
Ser 

ttq aaa gcc aac aqa ccg cee ctq 
Leu Lys Ala Asn Arq Pro Pro Leu 

250 

gaa gtg tta aaa aaa 
Glu Val Leu LyB Lya 
255 

aac cag aag 
Asn Gln Lys 

265 

ceo aeg gtg ctg 
Pro Thr Val Leu 

gag ote ate etg aag 
Glu Leu Ile Leu Lys 
:no 

ggo 
Gly 
275 

21 

ate 
!le 
260 

ttc cee 
Phe Pro 

tgt ggq gge 
Cyo Gly Gly 

152 

200 

248 

296 

344 

392 

440 

4BB 

536 

5B4 

632 

680 

728 

776 

B24 

872 
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5 

gae etg qtg agc gcc gtg 
ASp Leu Val Ser Ala Val 

280 

gag qtc etc etc tee 
Glu Val Leu Leu Ser 
285 

agc 
Ser 
290 

cqc tee tcq gcc 
Arg Ser Ser .Ala 

tag gac gcc gac cga act tag qcaqagcccq aqaqcctcgt qttqccctcc 
Ser Ala Ala Asp Arg Thr 
295 300 

aacggqcaca tctttgaaca caco ttg&gc tcatacccca tctcctcttc oaaatggtcc 

qtgggatcgg ccttcagggt cccagacacg ttgagqtttt ccgcagactc taqtaacqtt 

qtccccaacc ccttqqccgt gcccctqcaq catcctttcc cocaqccqcc ccqqtaccct 

ctgatgctga ggaatac ttt ggcaagaaac caqtcgagcc ccttcctgcc caatgatgte 

aeoctgtgga acaocatgac gotgoagcag cagtaccagc tgagqtccca qtaogtcagc 

cctttcccc g gqagctcgcc caqcqtcttc &gaaqctcgc ctqtccttcc cacqcgcqcc 

cccgaagacc ctcggatctc catccctgac gatggqtgtc cgattqtqtc aaagcagtct 

otttacaccq aggatqacta tgacgaqag9 tccqactc ct caqactctag aatactc aac 

acatcatctt aaaqtgqtac cggqtggctg gtgaccagqt gacattttct qtgcatttga 

actctgaccc cctqccctcc CC&99a9399 cotcgtcctq tgtataccct ttccttctg't 

ttgacaaagt gactgtgctt gattctatac cttagcaata aaaacataao ttatttaatt 

tcttgoactt cactggaaaa tgccaaatag ctctgctctg cggctttaqt gcte;¡aatgtt 

t!'ttgtaaaa gaqaqtctaa tqctaagaat agtcttggga aaqctqqgtc ca.cqqaagat 

ttatttgggg atggaaaqot gaaqgtcagc cttgctccta aactcaacct ggaatgttca 

ataaaataqt atacttgaat qcaqttttQt aaaaaaqgat tcctcaqqat atttgaaacc 

taaaggaagt ggtttggttg caaatgqacc aqaaacaggg aca ttatatt cttag9ctaa 

aaaccttqca tttaaaagag agactgcaot taaqaataga gtgaactgct cacatqctta 

tttaagcttq qacagttttc aqagaeaaat tccattaaqa attattcttt tcacatqacc 

gaatcgaaac atqtqtaatg tcaatgtaaa accaatcaca gctqtgaact qcatgaaatg 

tattgtqaaa tqaaC8caag attaagcttt qtcaggttaa tgtagcatgc taaggactct 

agaaaaaaat aaactaaqqa gatga 

<210> 
<211 > 
<212> 
<213> 

4 

300 
PRT 
Eqllus cabal/us 

<400> 4 

Met Asn Gly Tyr G1y Ser Pro Tyr Leu Tyr Met G1y Gly Pro Val Ser 
1 5 10 15 

G1n Pro Pro Are;¡ Ala Pro Leu G1n Arq Thr Pro Lys Cys Ala Arg Cys 
10 20 25 30 

22 

920 

971 

1031 

1091 

1151 

1211 

1271 

1331 

1391 

1451 

1511 

1571 

1631 

1691 

1751 

1911 

1971 

1931 

1991 

2051 

2111 

2171 

2196 
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Arq Asn His Gly Val Leu Ser Trp Leu Lys Gly His Lys Arg Tyr Cys 
35 40 4S 

Arg Phe Lys Asp Cys Thr Cys Glu Lys Cys lle Leu lle lle Glu Arq 
50 55 60 

Gln Arg Val Met Ala Ala Gln Val Ala Leu Arg Arg Gln Gln Ala Asn 
65 70 75 80 

Glu Ser Leu Glu Ser Leu I1e Pro Asp Ser Leu Arq Ala Leu Pro Gly 
85 90 95 

Pro Pro Pro Pro Gly Aap Ala ~a Ala Ala Ala Pro Gln Pro Pro Pro 
100 1 05 llO 

Thr Ser Glo Pro Ser Gln Pro Pro Pro Pro Gln Arq Pro Ala Ala Glu 
115 12 0 125 

Leu Ala Ala Ala Ala Ala Leu Arg Trp Ala Thr Glu Pro Gln Pro Gly 
1:i0 135 140 

Ala Leu Gln Ala Gln Leu Asp Lys Pro Asp Leu Thr Glu Glu Arg Leu 
145 150 155 160 

Gly Asp Gly Ser Ser Ala Asp Asn Thr Glu Thr Phe Ser Asp Lys Asp 
165 170 175 

Thr Asp Gln Arg Ser Ser Pro Asp Val Val Lys Ser Lys Gly Cys Phe 
180 1 85 190 

'l'hr Pro Glu Ser Pro Glu Val Val Ser Val ASp Glu Gly Gly Tyr Ala 
195 2 00 205 

Val Gln Lys Asn Gly Gly Thr Ser Glu Ser Arg Pro ASp Ser Pro Lys 
210 215 220 

Ty~ Ria Gly Glu Gln Asn His Lau Leu It@ Glu Gly Pro Ser Gly Thr 
225 230 235 240 

val Ser Leu Pro Phe Ser Leu Lys Ala Asn Arq Pro Pro Leu Glu Val 
245 250 255 

Leu Lys Lys Ile Phe Pro Asn Gln Lys Pro Thr Val Leu Glu Leu 1le 
260 265 270 

Leu Lys Gly Cys Gly Gly Asp Leu Val Ser Ala Val Glu Val Leu Leu 
275 280 285 

23 
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Ser Ser Arg Ser Ser Ala Se" Ala Ala As!, Arg Thr 
290 295 300 

<210> 5 
<211 > 101 

5 <212> ADN 
<213> Equus calJallus 

<220> 
<221> misc_feature 

'10 <222> (51 ),, (51) 
<223> n es e o t 

<400> 5 

ttgttqqqgt cttatqcaaa qtqcagaaat agtcttttqq aaaaacqtac ngtttqcact 60 

15 attttcttat ttctattcac ccttaatgtq aaccattcca a 101 

<210> 6 
<211 > 101 
<212> ADN 

20 <213> Eq(llls cabal/LiS 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (51) ,, (51) 

25 <223> n es a o 9 

<400> 6 

aqaaatgata tataaaaatt acgaatqcct cttaqacaqa, atccttatgt ntqgcacaqa 60 

aqtatttagt tcqcttaaca qatattqagt qcttatatqa q 101 
30 

<210> 7 
<211 > 101 
<21 2> ADN 
<213:> Equus cabBllus 

35 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (51) ,, (51 ) 
<223> n es e o I 

40 
<400> 7 

ctcttccttg catcc tatcc c cctagtqtc qcaaqgq"ag ttqtgagaga ngaqcttgta 60 

gat.c:tgctct agaaaataqq cctgttttct taagaaaccq t 101 

45 <210> 8 
<211 > 101 
<212> ADN 
<2'13> Equus cabal/us 

50 <220> 
<221> mise_featllra 
<222> (51) ,, (51 ) 
<223> n es 9 O e 

55 <400> 

24 
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oagagtgoog gtotgtggot 

aoaggggoto c .. ggtootgt 

<210> 9 
<211 > 101 

5 <212> ADN 
<2 13~ Equus Cab8l1u$ 

<220::-
<22 1> misc_featl.Jre 

10 <222> (51) .. (51) 
<223> n es a o 9 

<400~ 9 

agaactcatt Caaaaccacc 

15 tctaagtqca qgatctaasa. 

<210> 10 
<2 11 > 101 
<2 12> ADN 

20 <213> EqlfUS cabal/LIs 

<220> 
<22 1> misc_ feature 
<222> (51) .. (51) 

25 <223> n es t o 9 

<400> 10 

ttacotgoat goototoocc 

gctgccctqc tcactgqatc 
30 

<2 10> 11 
<211 > 101 
<2 12> ADN 
<213> Equus cabalJus 

35 
<220> 
.0::221 :> ll1isc_fealure 
<222> (51) .. (51) 
<223> n es t o e 

40 
<400> 11 

aaqgatatgg tgagtotgao 

qtqaoaaagc atccctcgcc 

45 <210> 12 
<21 1> 101 
<2 12> ADN 
<213> Equus cabaffus 

50 <220> 
<221> misc_featl.Jre 
<222> (51) .. (51) 
<223> n es e o I 

55 <400> 12 

gtgggcgctg 

aaggatgotg 

aggcttacta 

ccactgqcga 

ctaaaccatt 

actctqgqaa 

ctacagacac 

tgccccctga 

acgagoacat gg .. c .... c .. tt ntcgtgtacc 60 

otgtggggao .. 101 

ggotttttta aatagacttg nctttgaact 60 

8.a.tttctgga a 101 

totagoatgt gtgggoagag ngggoatogt 60 

cqtttccttc a 101 

tgtcccoqgt ctgtaoaaag nqcccaagtg 60 

gctgttacot 9 101 

25 
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aacqcaaaag ccaqccagqt 

acccqcacag qtgcccacgc 

<210> 13 
<2 11 :;. 101 

5 <212> ADN 
<213> Equus cabaflus 

<220> 
<221> rnisc_feature 

10 <222> (51) .. (51) 
<223> n es a o 9 

<400> 13 

gcttgcttcc tgggctcatg 

15 tcccaccgct cggcactcac 

<210> 14 
<211 > 10'1 
<212> AD N 

20 <213> Equus cabal/us 

<220> 
<221 > misc_feature 
<222> (51) .. (51) 

25 <223> n es él o e 

<400> 14 

actgalltgta tacattttgt 

ttgaaqqctg gagctgtoac 
30 

<210> 15 
<2'11> 101 
<212> ADN 
<213> Equus cabal/liS 

35 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (51) .. (51) 
<223> n es 9 o e 

40 
<400> 15 

cattttgtgc ctqaactcac 

gctgtcacag tagaagttga 

45 <210> 16 
<211 > 101 
<212> ADN 
<213> Equus cabal/us 

50 <220> 
<221> misc_feature 
<:222> (51 ) .. (51) 
<223> n eS e o t 

55 <400> 16 

gactgcgctt 

cacacttccc 

ctcacactqc 

tcatggccca 

qcctgaactc 

agtagaagtt 

caqcaaacaq 

gcoagc"gg" 

gcttcctggg ctcatgctca nactgctgtg 60 

accgctcggc " 10l 

tgtgacccgc acaggtgccc ncgccacact 60 

gccccgagtc c l Ol 

B.ccagcaaac agaaggcaga naaccaaqqq 60 

gagccagcag 9 lOl 

aaggcagaaa acca"gggtt naaggctqqa 60 

atttgctggc e lOl 

26 
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tcactctaat caagttgcta tcaccattca cacaattgtc caggatagta ntgggacccc 60 

agaaagatca cqccqctcca ttcccatttc ccacttgttc e 101 

<210> 17 
<2 11 > 101 

5 <212> ADN 
<2 13!lo Eq,lI.Is cabal/liS 

<220> 
<221> mlsc_feature 

10 <222> (51) .. (51) 
<223> n es 9 o a 

<400> 17 

ctgggctgaa acaggtggtc ctgctttccc cgcctgcctg gtcaggctgc nctcttctcc 60 

15 cctccccagg cttaaqtc:ac ttcatqcaga accctttata e ' 101 

<2 10> 16 
<211> 101 
<2"12> ADN 

20 <213> équ/ls G8ballus 

<220> 
<221> Illisc_fea lure 
<222> (51) .. (51) 

25 <223> n es 9 o e 

<400> 18 

ccaqcattct ccqcttt.caa ctttetcceg ctcctccaat ccaaactqqa nttaqcatca 60 

qctacccaca atgatcaagc attttctgtg tggcaggcct 9 101 
30 

<210> 19 
<211> 101 
<212> ADN 
<2'13> Equus caballl,/s 

35 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (51) .. (51) 
<223> n es e o a 

40 
<400> 19 

aggcaagaag cgataggcaa aaggcagcaa gagctggacc tgcagatttg naagttctct 6 0 

ggagccagta ggtggaaacc tcatc:aqcaa atgaacgcag 9 101 

45 <21 0> 20 
<211> 101 
<212> ADN 
<213> Eqlllls cabal/us 

50 <220> 
<221> rnisc_feature 
<222> (51) .. (51) 
<223> n es l oe 

55 <400> 20 

27 

ES 2 465 140 T3

 



ccacactgag agtcttattt 

aacctcgtac ttaattctcc 

<210> 21 
<211 ~ 101 

5 <212> ADN 
<213> Equus cabal/lis 

<220> 
<221 > misc_ fealure 

10 <222> (51 ) .. (51) 
<223~ n es e o t 

<400:> 21 

accagcggga gactgaggct 

15 cqgaqcgcac gcggccgccg 

<2-10> 22 
<21 '1> 101 
<2 1 2~ ADN 

20 <213> Equus caballus 

<220> 
<22 1 ~ misc_fealure 
<222~ (51) ,, (51) 

25 <223> n es e o t 

<400> 22 

ccgtctcagc cgccgccgcc 

cgctqqgcca ccgagccqca 
30 

<210> 23 
<211 > 101 
<:212> ADN 
<213> Equus cabal/lis 

35 
<220> 
<221 > misc_feature 
<222> (51) .. (51) 
<223> n es e o a 

40 
<400> 23 

gc¡ac¡gtcctc ctctccaqcc 
cgagaqcctc gtgttqccct 

45 
<210> 24 
<211 > 101 
<212> ADN 
<213> Equus caballus 

50 
<220> 
<221> misc_fealul'e 
<222> (51) ,,(51) 
<223> n es e o 9 

55 
<400> 24 

gctgatagaa 

taagtgagaa 

gcgagcgccg 

gagctgcggg 

gcagcgtccc 

gcccggqgcq 

c¡ctcctcc¡c¡c 
ccaacqqqca 

atgcagagac ttctcttttc ngaggctttc 60 

agaaaccact e 101 

caaagacggg tgccgcatct 

accaaqqacc 9 

gccgccgagt tggctgcggc 

c:tgcagqcgc a 

ctcqgccgcc gaccgaactt 
catctttgaa e 

ntgqccagcc 

ngccgcgctg 

ngqoaqaqcc 

60 

101 

60 

101 

60 
101 
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ctctccagcc gctcctcggc ctcggccgcc 

gtgttl/ccct ccaael/I/I/ea e .. tetttga .. 

<210> 25 
<211 > 101 

5 <212> ADN 
<213> Equus cabal/us 

<220> 
<22l> misc_feature 

10 <222> (51) .. (51) 
<223;.- n es a o t 

<400> 25 

gg""tgg"cc ctagggeatt I/ .... gql/ctqg 

15 gaaqacetae etqqaqqqaa accaqcttqc 

<210> 26 
<211 > 26 
<212> ADN 

20 ..:;:213:;.- Secuencia ariificial 

<220> 
<223> Cebador 

25 <400> 26 

gcaaagtqca gaaatagtct tttgq .. 

<210> 27 
30 <211 > 28 

<212> ADN 
<213> Secl.Jencia arti ficial 

<220> 
35 <223> Cebador 

<400> 27 

cactcttttq qaatl/gttca cattaaqq 
40 

<210> 28 
<211 > 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

45 
<220> 
<223> Indicador 

<400> 28 
50 

tagtqcaaac q\1taeqtt 

<210> 29 
<211 > 21 

55 <212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Indicador 

60 
<400> 29 

gaecgaactt 

eacaccttga 

ggagagtcae 

ttagggggcc 

29 

cggeagagcc ngagagcete 60 

9 101 

atgtactccc nctgtggect 60 

t 101 

26 

28 

18 
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10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

aaataqtqca aacaqtacqt 

<2 10:0- 30 
<21 1> 17 
<212> ADN 
<213> Secuencia ar'lificial 

<220> 
<223> Cebaclor 

<400> 30 

cct ctccagc cgctcct. 

<210> 31 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Cebador 

<400> 31 

t c aaagatgt qcccq't t qqa 

<210> 32 
<211 > 13 
<212> AD N 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Indicador 

<400> 32 

ctqccqaaqt tcq 

<2 10> 33 
<211 > 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia arti ficia l 

<220> 
<223> Indicador 

<400> 33 

ctctqcctaa qttcq 

t 

30 

17 

20 

13 

15 

ES 2 465 140 T3

 



5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

60 

65 

1. 

2. 

REIVINDICACIONES 

Método par'a pr'edecir el palrón de locarnoción en un caballo incluyendo la capacidad de us~r aires 
altemativos, trotar O pasear a ~lIla velocidad rápida , y realizar el adiestramiento, comprendiendo dicho 
método las etapas de; 

i) extraer ADN de un@ Im.rastra obtenida de lIn caballo, 

ii) deterrninar e" dicho ADN la presencia o ausencia de al menoS un marcador genétl<:::o útll para predecir la 
capacidad de un caballo de usar aires diferentes. en el que dicho al menos un marcador genético se ubica 
en la región entre los SNP flanqueanles en las posiciones de nucleótido 22.628.976. correspondiente a la 
posición 51 de SEO ID NO: 6. y 23.315.071, correspondiente a la posición 51 de SEO ID NO, 7. en el 
cromosoma 23 de caballo; y 

en el que la posición de r1ucle6tido de dicho marcador Sé refiere a la secuencia de referencia de caballo 
segun el conj~nto preliminar de Sep. 2007 Equus cabal/us. EqllCab2 . 

Método segllll la reivindicacló,' 1, en el que dicho al menos un marcador genético se ubica en la región 
entre los SNP ""nqlleantes en las posiciones de nucleótido de pares de bases 22.919.878 y 23.011 .289 en 
el cromosoma 23 de caballo. 

3. Método seglltl la reivindicación 1 ¡ en el que el marcador genético se selecciona de los marcadores 
genélicos listados en la labia 5. labia 7 y tabla 8. 

4. 

5. 

6. 

Método seglln la reivindicación 2, en el que el f'l'1arcador genético se selecciona de los marcadores 
genéticos listados en la tabla 8. 

Mélodo segun la reivir,dicación 2, que cornprende Identificar en dicho AD N el nucleótido en una o mas 
posiciones especificas seleccionadas de las posiciones 22.919.878; 22 .920 .361 ; 22.920.434; 22 .920 .646: 
22.920.717 ; 22 .921 .203; 22.922.079: 22.922.780: 22 .923.569; 22.924 .120; 22.924.142: 22.924.299 : 
22.924.380; 22 .924.407: 22.926.098; 22.926. 188; 22.926.872 : 22.927.387; 22.927.607; 22.928 .220; 
22.928.537; 22 .928 .587; 22 .929.137; 22 .930.011 ; 22 .932.024; 22.932 .895; 22 .933 .218; 22 .936.034 ; 
22 .940.759: 22 .942,423: 22 .945.643: 22.946.599: 22.948.774 ; 22.949.055: 22.949.108: 22.949 .240; 
22 .949.710: 22.956.846: 22 .960.132; 22.960.528; 22.960.710; 22.964.042; 22.965.059; 22 .967 .11 9; 
22 .967.656; 22.967 .915; 22 .968.898; 22.973.984; 22 .974 .589 ; 22.979.124; 22.980.014 ; 22 .982.879: 
22.984.588 : 22.985.746: 22.988.210: 22.988.991 ; 22.993.092 ; 22.994.591: 22.999.058 : 22 .999.655; 
23 .002.606; 23.003.956: 23.008.772 : 23.008.789; 23.009.648 ; 23.010.164; Y 23.011 .289. en el cromosoma 
23 d. caballo. 

Método según la reivindicación 1, que comprende dett;rminar en dicho AON la presencia o alJsencia ele: 

i) el nucleótido C en una posición de nucleótldo correspondiente a la posic ión 939 el1 SEO ID NO, 1. 

ii ) el nucleótido A en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 939 en SEO ID NO: 3. 

iii) el nucleóticlo C y/o T en una posición de nucleólido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 5. 

Iv) el nucleótido A ylo G en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 6, 

v) el n~cleótido C y/o T en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 7, 

vi) el nucleÓlido G y/o C en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO, 8. 

vii) el nucleófido A y/o G en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 "" SEO ID NO: 9. 

viii) el nucleótido T y/o G en lIna posición de nucleótido correspondiente a la posic ión 51 en SEO ID NO: 10. 

ix) el nllc leótido T y/o C en una posición de nucleótido correspondienle a la posición 51 en SEO ID NO: 11 . 

x) el nucleótldo C y/o T en Llna posición de nllcleótldo correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 12. 

xi) el nucleótido A y/o G en una posición de nllcleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO, 13. 

xii) el nucleótido A y/o C en ul1a posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO, 14 

xlii) el nucleótido G y/o C en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEQ ID NO: 

J I 
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35 

40 

9. 

45 10. 

11. 

50 

15. 

xlv) e l nucleótido e ylo T en una posición de nucleólido correspondiente a la posici6n 51 en SEO ID NO: 16, 

xv) el nucleótldo G ylo A en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 17, 

xvi) el nucleótido G ylo e en una posición de nueleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 
18, 

xvii) el nucleóUdo e ylo A an una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 
19, 

xviii) el nucleótido T ylo e en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 
20, 

xix) elnucleótido e ylo T en una posición de nueleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 21, 

xx) el nucleótido e ylo T en una posici6n de nllcleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 22, 

xx i) et nucleótido e ylo A en una posielón de nueleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 23, 

xxii) el nucle6tido e ylo G en una posición de nueleótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 
24, ylo 

xxiii) el nllcteótido A ylo T en una posición de nucloótido correspondiente a la posición 51 en SEO ID NO: 
25, 

Método seglln la reivindicación 4, que comprende determinar en dicho ADN la presencia o ausencia de: 

i) el nucleótido e en una posición de nucle6t1do correspondiente a la posición 939 en SEO ID NO: 1 , ylo 

ii) el nueleótido A en una posición de nucleótido correspondiente a la posición 939 en SEO ID NO: 3 , 

Método para predecir el patrón de locomoción en un caballo incluyendo la capacidad de usar aires 
alternati vos, trotar o pasear a una velocidad rápida, y re"lizar el adiestramiento, comprendiendo dicho 
método las etapas de: 

i) extraer proteína de una muestra obtenida de un caballo, y 

ií} determinar en dicha ll1uestra de protelna la presencia o ausencia de una forma truncada de la proteina 
DMRT3 , 

Uso del mélodo según cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para la prueba de paternidad, 

Uso del método segl," cualquiera de las reivilldlcaclolles 1-8 para la selección de un caballo para cria, 

Método para la selección de un caballo para crla, comprendiendo dicho método detel'l11 inar en una muestra 
de ADN obtenida de dicho caballo el alelo de al menos Ull marcador genético útil para predecir la capacidad 
de un caballo de usar aires diferentes, en el que dicll0 al menos ll" marcador genético se ubica en la región 
entre los SNP fl anqueantes en las posiciones de nuclsólido 22,628 ,976 y 23.315.071 correspondientes a la 
posición 51 de SEO ID NO: 6 y SEO ID NO: 7, respectivamell te, en el cromosoma 23 de caballo, en el que 
la posición de nucleótido de dicllO marcador se refiere a la secuencia de relerencia de caballo segllll el 
conjunto preliminar de Sep. 2007 Equus C8Q" lIuS, EquCa b2, 

32 
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