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DESCRIPCION
Una microdelecion en BCAN canino asociada con Sindrome de Caida Episédica
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar sindrome de caida episédica (EFS) o
predisposiciones al mismo en mamiferos.

El sindrome de caida episddica (EFS) es un trastorno paroxistico bien reconocido encontrado en los Cavalier King
Charles spaniels (CKCS). Los episodios comienzan entre las catorce semanas y los cuatro afios de edad y se activan
por ejercicios, estrés, aprension o excitacion (Herrtage y Palmer, 1983). Los episodios son de frecuencia y gravedad
variables pero se caracterizan por hipertonicidad progresiva que involucra a los miembros toracicos y pélvicos (Figura
1a) hasta que los perros se inmovilizan definitivamente en una posicion caracteristica de "rececho de venado" o de
"rezo" (Figura 1b). La rigidez de todos los cuatro miembros durante el ejercicio causa caida (Figura 1c), aunque no hay
ninguna pérdida de consciencia o cianosis. Otros signos clinicos pueden incluir rigidez muscular facial, tropezar, una
marcha de "conejo saltando", arqueado de la espalda o vocalizacién. Curiosamente, entre episodios, los perros
parecen ser completamente normales neuroldgicamente. No se observé actividad espontanea en realizacion de
pruebas de electrodiagnéstico muscular, descartando miotonia congénita (Wright et al. 1986, 1987). Las biopsias
musculares son tipicamente normales a nivel de microscopia 6ptica, excluyendo muchas miopatias congénitas. Sin
embargo, EFS se ha ligado a defectos ultraestructurales en el musculo esquelético incluyendo dilatacion y proliferacion
del reticulo sarcoplasmico, hinchazén y degeneracion mitocondriales (Wright et al. 1986, 1987). EFS se ha comparado
también (Rusbridge, 2005) con enfermedad del sobresalto/hiperekplexia, caracterizada tipicamente por hipertonicidad
neonatal provocada por sonido o por toque debida a defectos en el receptor de glicina inhibitorio (GLRA1, GLRB;
Shiang et al. 1993; Rees et al. 2002) o en genes del transportador de glicina GlyT2 (SLC6A5) (Rees et al. 2006; Harvey
et al. 2008). Sin embargo, una microdelecion en el gen GlyT2 en loberos irlandeses da como resultado rigidez
muscular neonatal grave y temblor en respuesta a manipulacién (Gill et al. 2011), lo que no es consistente con los
signos clinicos observados de EFS. Se han podido realizar comparaciones con la enfermedad del sobresalto debido a
que los perros afectados a menudo respondian bien a la benzodiacepina clonazepam (Garosi et al. 2002), un
anticonvulsivante, ansiolitico y relajante muscular efectivo que es el tratamiento mas efectivo conocido para la
hiperekplexia humana (Thomas et al. 2011). Sin embargo, el inhibidor de anhidrasa carbonica acetolamida, usado para
tratar ciertos tipos de ataxia episédica humana (Tomlinson et al. 2009) y la paralisis periédica hipercalémica (Matthews
y Hanna 2010), también parece tener valor terapéutico en el tratamiento de EFS (http://www.cava-
lierhealth.org/episodic_falling).

Dado que una investigacion dirigida por criadores de diez afios de la herencia de EFS sugirié un modelo autosémico
recesivo de herencia (http://cavalierepisodicfalling.com/), los inventores presentes usaron una estrategia de asociacion
del genoma completo (Karlsson et al. 2007) para mapear el locus de EFS en una region definida del cromosoma 7
canino. El analisis de los genes candidatos permitié a los inventores presentes identificar una microdeleciéon que afecta
al gen brevican (BCAN), confirmar el punto de ruptura de la delecién y desarrollar pruebas de genotipado rapidas para
EFS.

Es, por lo tanto, un objeto de la presente invencion proporcionar un analisis de un genotipo de un mamifero con
respecto a sindrome de caida episdédica por medio de una prueba genética. Por medio de una prueba genética tal se
puede analizar la predisposicion genética de un mamifero.

Este objetivo se logra por las invenciones segun las reivindicaciones independientes. Se describen realizaciones
ventajosas en las reivindicaciones dependientes.

Incluso si no se recogen referencias de apoyo multiples, se desvelaran en las reivindicaciones todas las
combinaciones razonables de las caracteristicas.

Este objetivo se logra por una prueba genética para la identificacion de la presencia o ausencia de una delecion en el
gen brevican (BCAN).

El término "delecién”, cuando se hace referencia a una secuencia de acidos nucleicos, tiene el significado usual en
genética de un alelo en el que una o mas bases estan perdidas en comparacion con una secuencia de referencia o de
tipo silvestre. Las deleciones pueden ser tan cortas como un par de bases. Las deleciones detectadas en la presente
invencion pueden ser mas largas. Una delecion en un gen puede no comprender una secuencia del gen en si mismo
como es el caso de una delecion dentro de un gen. Una delecion en un gen puede también extenderse a secuencias
proximas al gen. Por ejemplo la delecion puede comprender el comienzo del gen y prolongarse adicionalmente
corriente arriba. Como un resultado se pierde el comienzo completo del gen junto con las secuencias corriente arriba.
El gen esta truncado. Una delecion tal se refiere también a una delecion de un gen especifico, dado que el gen esta
afectado por la delecion. Adicionalmente la regidon corriente arriba de un gen comprende usualmente elementos
reguladores importantes del gen.

En otra realizacién de la invencion la delecion es una microdelecion. Una microdelecion es la pérdida de un pedazo
diminuto de un cromosoma, un pedazo tan pequefio que su ausencia no es patente en examen ordinario (usando un
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microscopio optico regular para mirar a los cromosonas preparados de modo usual). La deteccion de microdeleciones
requiere usualmente técnicas especiales tales como bandeo de cromosomas de alta resolucién, analisis molecular de
cromosoma (con FISH), o anadlisis de ADN. Por lo tanto una microdelecion tal es de un tamafio de solo varias
kilobases, por ejemplo 15,7 kb (kilobases).

En un analisis tal la presencia de la delecion indica la predisposicion genética para sindrome de caida episodica (EFS).

La presencia o ausencia de la delecion puede detectarse de varias formas. Por ejemplo la secuencia sin la delecién o
la secuencia que comprende la deleciéon puede detectarse. Especialmente si la delecion se hereda en un modo
autosémico recesivo un analisis cuantitativo puede revelar no solo mamiferos afectados y no afectados, sino también
portadores de la delecion solo de un cromosoma por una deteccion reducida de la secuencia analizada.

El procedimiento mas comun para la deteccion de la presencia o ausencia de la delecion es PCR. La presencia o
ausencia de un producto amplificado puede estar relacionada con la presencia o ausencia de la delecion.

Para un analisis cuantitativo, se pueden usar los procedimientos modernos como PCR cuantitativa o amplificacion de
sonda dependiente de ligacion multiple (MLPA).

La invencion se refiere al sindrome de caida episddica. Hay enfermedades con presentaciones clinicas similares al
sindrome de caida episddica. En el caso de trastornos humanos esto es por ejemplo las discinesias inducidas por el
ejercicio. Tipicamente estos son trastornos nerviosos de los mamiferos.

En ofra realizaciéon de la invencion la delecion comprende al menos uno de los siguientes elementos de BCAN:
secuencias reguladoras, exon 1, exon 2 y/o exén 3. El exé6n 1 seglin se usa en esta memoria descriptiva se refiere a la
region UTR 5'.

Las secuencias reguladoras son promotores y sitios de unidn u otras secuencias reguladoras del gen BCAN, que se
localiza corriente arriba del exon 1.

En otra realizacion de la invencion la delecion comprende al menos exén 1, exon 2 y exén 3.

En otra realizacion de la invencion la delecion comprende al menos exén 1, exén 2 y exén 3, pero no exon 4 del gen
BCAN. La delecion por lo tanto comprende solamente una parte del gen que incluye los tres primeros exones.

En otra realizacion de la invencion la delecién comprende al menos una de las secuencias de acuerdo con SEC ID N.°:
14, SEC ID N.% 15 y/o SEC ID N.°: 16, preferentemente SEC ID N.°: 11, SEC ID N.°: 8, SEC ID N.°: 9 y/o SEC ID N.°:
12.

En otra realizacion la delecién comprende una secuencia de acuerdo con SEC ID N.° 13. Esta secuencia comprende
el comienzo del gen BCAN que incluye los tres primeros exones asi como secuencias corriente arriba del gen BCAN.

En otra realizacion la delecion consiste en una secuencia de acuerdo con SEC ID N.°: 13.
En otra realizacion de la invencién la delecion es del tamafio de 15,7 kb, preferentemente 15722 bases.

En otra realizacion de la invencion la delecion comienza 1,56 kb corriente abajo de HAPLN2 y finaliza 85 pb corriente
abajo del exén 3 de BCAN.

En combinacién con la delecién la secuencia delecionada puede intercambiarse por otra secuencia. Una nueva
secuencia puede insertarse en lugar de la secuencia delecionada. Una secuencia tal puede ser de varios pares de
bases de longitud. En una realizacion preferida de la invencion la secuencia muestra una microhomologia de 1 a 7 pb
en una region de 30 pb que comprende los puntos de ruptura. Una microhomologia es la misma secuencia corta de
bases en diferentes genes o en diferentes posiciones dentro de un gen. En otra realizacion de la invencion esta es una
secuencia de 6 pb preferentemente con la secuencia GGCCTT.

En ofra realizacion de la invencion la delecion conduce a una secuencia de acuerdo con SEC ID N.°: 1 0 SEC ID N.°: 2.
En este caso una secuencia corta se inserta conjuntamente con la delecion. Los detalles se muestran en la figura 4d.

En otra realizacion de la invencién la presencia o ausencia de la delecién se detecta por la deteccién de la presencia o
ausencia bien de la secuencia sin o bien de la secuencia con la delecion, por ejemplo la SEC ID N.°: 1 ola SEC ID N.°
2.

En ofra realizacion de la invencion esta deteccion se logra por la deteccion de la presencia o ausencia de cualesquiera
de SEC ID N.°: 14, SEC ID N.°: 15 y/o SEC ID N.°: 16, preferentemente SEC ID N.%: 11, SEC ID N.°: 8, SEC ID N.%: 9 y/o
SEC ID N.%: 12, mas preferentemente SEC ID N.°: 13. La deteccién se puede lograr también por la detecciéon de una
parte especifica de estas secuencias (secuencia especifica). Como un control positivo la presencia o ausencia de exén
4, preferentemente la secuencia SEC ID N.°: 17, o cualquier otro gen también presente en la sonda se puede usar
como control interno también para procedimientos cuantitativos.
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En otra realizacion de la invencion el mamifero es un perro, preferentemente Canis lupus familiaris. En una realizacion
preferida de la invencién el mamifero es un Cavalier King Charles spaniel. En este caso el gen brevican y la delecion
estan localizados en el cromosoma 7.

La invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento para determinacion de la predisposicion genética para
sindrome de caida episédica (EFS) o trastornos nerviosos similares en un mamifero en el que una delecion en el gen
brevican (BCAN) se detecta en una muestra.

En lo que sigue, se describiran en mas detalle etapas individuales de un procedimiento. Las etapas no necesariamente
se han llevado a cabo en el orden dado en el texto. Ademas, etapas adicionales no indicadas explicitamente pueden
ser parte del procedimiento.

La muestra puede ser cualquier muestra de un mamifero de la que se pueda recuperar informacién. Esta puede ser
fluidos corporales como sangre, orina o plasma asi como otras sondas como pelo, piel, células bucales.

La deteccion de la delecion puede lograrse por diversas formas. Tales técnicas que se basan preferentemente en PCR
se conocen por la persona experta en la técnica. En principio la presencia o ausencia de una secuencia o una parte de
la secuencia, que es especifica para la presencia o ausencia de la delecién, se analiza. En el caso de mamiferos la
delecién puede estar presente en un cromosoma pero no en el otro. En este caso el procedimiento puede revelar tres
posibles resultados. La secuencia especifica puede estar presente en ambos cromosomas, solo en un cromosoma o
en ninguno de los dos cromosomas. Dependiendo del procedimiento usado para la deteccién esto puede dar como
resultado la presencia o ausencia de diferentes productos de PCR, como en PCR multiple, o en una cantidad diferente
de un producto de PCR, como en PCR cuantitativa o en amplificacién de sonda dependiente de ligacion multiple.

Dependiendo de la secuencia especifica elegida la presencia o ausencia de la secuencia puede estar conectada con la
predisposicion genética del mamifero que esta afectado por el trastorno, que es un portador o que no esta afectado por
el trastorno.

Una parte de una secuencia se considera como parte especifica de una secuencia si su deteccioén permite un juicio si
la secuencia probada esta presente o ausente en la sonda. Por lo tanto no es necesario que esta secuencia especifica
sea completamente Unica para todos los organismos. Solo es necesario que la parte especifica de la secuencia sea
Unica para el mamifero sometido a examen y/o sometido a las condiciones del procedimiento de deteccion.
Procedimientos para derivar tales partes especificas de una secuencia dependiendo del procedimiento de la deteccion
usado se conocen por la persona experta en la técnica.

Una parte especifica tal de una secuencia puede ser cualquier secuencia de la que pueda decucirse la presencia de la
secuencia parental. Estas son tipicamente secuencias con la longitud de 20, 30, 40 o 50 pares de bases o mas. La
persona experta en la técnica conoce procedimientos para disefar sondas para la deteccion de una secuencia tal. El
disefio de las sondas también depende del procedimiento de deteccién. Tipicamente estas sondas son capaces de
hibridar de una manera especifica con la secuencia especifica elegida. Tales sondas son usualmente oligonucleétidos.
Dependiendo del procedimiento de deteccion estas sondas pueden modificarse, por ejemplo con etiquetas como tintes
fluorescentes o etiquetas radiactivas. Las sondas pueden comprender en si mismas nucleétidos modificados o un
armazén modificado. Para PCR se han disefiado un par de cebadores, que son especificos en condiciones de PCR.
Para otros procedimientos como qPCR o MLPA las sondas pueden consistir en uno o mas oligonucleétidos, por
ejemplo dos oligonucleétidos, que solo en combinacion conducen a una prueba positiva. La deteccion de la presencia
de la parte especifica de la secuencia se relaciona también con la ausencia o presencia de la delecion. Ejemplos para
las sondas o los cebadores oligonucleotidicos pueden encontrarse en los ejemplos de la presente solicitud. Por lo tanto
no es necesario detectar la secuencia completa. La parte especifica de la secuencia es suficiente.

El término "cebador" se refiere a un oligonucleétido de cadena simple capaz de actuar como un punto de iniciacion de
sintesis de ADN dirigida por plantilla en condiciones apropiadas, en un tampon apropiado y a una temperatura
adecuada. La longitud apropiada de un cebador depende del uso deseado del cebador pero tipicamente varia desde
15 hasta 30 nucledtidos. Una secuencia de cebador no necesita ser exactamente complementaria a una plantilla pero
debe ser suficientemente complementaria para hibridar con una plantilla. El término "par cebador" significa un conjunto
de cebadores que incluyen un cebador 5' corriente arriba, que hibrida con el extremo 5' de la secuencia de ADN a
amplificarse y un cebador 3' corriente abajo, que hibrida con el complemento del extremo 3' de la secuencia a
amplificarse.

En otra realizacion de la invencion la presencia o ausencia de la delecién se detecta por la deteccidon de una secuencia
que comprende SEC ID N.° 13 o una parte especifica de SEC ID N.°: 13. La deteccion de la secuencia también se
puede llevar a cabo por un producto de PCR que comprende esta secuencia o una parte de esta secuencia, por
ejemplo si solo uno de los cebadores hibrida con la secuencia a detectarse. La presencia de la secuencia se relaciona
con la ausencia de delecion.

En otra realizacién de la invencion la presencia o ausencia de la delecién se detecta por la detecciéon de al menos una
secuencia que comprende la secuencia o una parte especifica de la secuencia seleccionada del grupo que comprende
secuencias reguladoras, exon 1, exon 2 y/o exén 3 del gen BCAN. En una realizacion preferida la presencia o ausencia
de la deleciéon se detecta por la deteccion de al menos una secuencia que comprende la secuencia o una parte
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especifica de la secuencia seleccionada del grupo que comprende exoén 1, exon 2 y/o exon 3 del gen BCAN.

En otra realizacién de la invencién la presencia o ausencia de la delecidn se detecta por la deteccion de al menos una
secuencia que comprende la secuencia o una parte especifica de la secuencia seleccionada del grupo que comprende
secuencias reguladoras de acuerdo con SEC ID N.°: 11, SEC ID N.°: 8, SEC ID N.°: 9 y/o SEC ID N.°: 12.

En otra realizacién de la invencién la presencia o ausencia de la delecién se detecta por la deteccion de al menos una
secuencia que comprende la secuencia o una parte especifica de la secuencia seleccionada del grupo que comprende
secuencias reguladoras de acuerdo con SEC ID N.%: 11, exon 1 de acuerdo con la SEC ID N.°: 14, exén 2 de acuerdo
con la SEC ID N.°: 15 y/o ex6n 3 de acuerdo con la SEC ID N.°: 16. La presencia de al menos una de estas secuencias
detectadas de este modo indica la ausencia de delecion.

La deteccioén de la secuencia también se puede llevar a cabo por un producto de PCR que comprende la secuencia o
una parte de la secuencia, por ejemplo si solo uno de los cebadores hibrida dentro de la secuencia. La presencia de
todas las secuencias detectadas indica la ausencia de la delecion. Usualmente el examen de una secuencia especifica
es suficiente.

En otra realizacion de la invencion la deteccion de la delecion se logra por la deteccion de la presencia o ausencia de
al menos una de las secuencias reguladoras de BCAN, exdn 1, exén 2 y/o exén 3 del gen BCAN o una secuencia
especifica del mismo. La presencia de las secuencias indica por este medio la ausencia de la delecion.

En otra realizacion de la invencion la deteccion de la delecion se logra por la deteccién de la presencia o ausencia de
al menos uno de exdn 1, exon 2 y/o exon 3 del gen BCAN o de una secuencia especifica del mismo. La presencia de
las secuencias indica por este medio la ausencia de la delecion.

En ofra realizacion de la invencion la deteccion de la delecion se logra por la deteccion de una secuencia especifica por
la ausencia de la delecién asi como por la detecciéon de una secuencia especifica para la presencia de la delecién. Esto
puede lograrse por PCR multiple usando conjuntos de cebadores que dan como resultado productos de PCR de
longitud especifica para cada caso (ausencia o presencia de la delecién). Usualmente los productos de PCR
comparten un cebador, que hibrida con una parte del gen no afectado por la delecion. Los otros cebadores hibridan
con la delecién con el fin de detectar la presencia de la delecién. El otro cebador puede hibridar con la secuencia
creada por la delecién o una parte del gen después de la delecion (con respecto del otro cebador). En un ensayo
afectado, el portador y los genotipos no afectados pueden detectarse debido al patrén de los productos de PCR. Un
ejemplo para un ensayo tal se muestra en la figura 3b.

En otra realizacion de la invencion la deteccion de la delecion se logra por la cuantificacion de la presencia de al menos
una secuencia que comprende la secuencia o una parte especifica de la secuencia seleccionada a partir del grupo que
comprende las secuencias reguladoras de BCAN, exdn 1, exon 2 y/o exén 3, preferentemente exon 1, exdn 2 y/o exdn
3. Tipicamente la cuantificacion se logra por la comparacion con la cuantificacion de la presencia de una secuencia
diferente dentro del mismo ejemplo, por ejemplo exdn 4 u otro gen, que no esta influenciado por la delecion.

Tal cuantificacion se lleva a cabo usualmente con procedimientos basados en PCR cuantitativa o PCR en tiempo real.
En estos procedimientos se mide la cantidad de producto de una reaccion de PCR. A partir de esto se puede calcular
la cantidad del objetivo de la PCR (la secuencia a detectarse). Dependiendo del procedimiento este objetivo no es
necesario que sea el gen en si mismo. En MLPA, el producto ligado de dos sondas hibridadas se amplifica. La cantidad
del objetivo se relaciona después con la cantidad de este producto ligado.

En otra realizacion de la invencion la deteccion de la delecion se logra por la cuantificacion de la presencia de al menos
una secuencia que comprende la secuencia o una parte especifica de la secuencia seleccionada a partir del grupo que
comprende SEC ID N.%: 11, SEC ID N.%: 8, SEC ID N.°: 9 y/o SEC ID N.°: 12, preferentemente SEC ID N.°: 14, SEC ID
N.°: 15 y/o SEC ID N.% 16. Tipicamente la cuantificacion se logra por la comparacion con la cuantificacion de la
presencia de un producto de amplificacion de una secuencia diferente dentro del mismo ejemplo, por ejemplo exén 4 u
otro gen, que no esta influenciado por la delecién.

En otra realizacion de la invencion la deteccion de la delecion se logra por la deteccidon de una secuencia o una parte
especifica de una secuencia de acuerdo con la SEC ID N.°: 1 o con la SEC ID N.°: 2. La ausencia de la secuencia
indica la ausencia de la delecion.

En ofra realizacion de la invencion el mamifero es un perro, preferentemente un Cavalier King Charles spaniel. En este
caso la deteccion se lleva a cabo en el cromosoma 7, donde reside el gen BCAN.

La invencion también se refiere a una secuencia de acidos nucleicos aislada que comprende una secuencia de
acuerdo con la SEC ID N.%: 1 0 2.

La invencion también se refiere a una secuencia de acidos nucleicos aislada, que codifica el gen BCAN y que
comprende una delecion que comprende al menos una de las secuencias reguladoras, exon 1, exén 2 y exon 3.

La invencion también se refiere a un gen brevican (BCAN), que comprende una secuencia de acuerdo con la SEC ID
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N.%: 1 0 2. Como se muestra en la figura 3c y 3d la delecién comprende el comienzo del gen. Las primeras 14 bases de
la SEC ID N.°: 1 o las ultimas 14 bases de la SEC ID N.°: 2 se localizaron corriente arriba del gen BCANantes de la
delecion. Por la delecion esta secuencia se considera como parte del gen truncado BCAN.

En otra realizacion de la invencion el gen BCAN es el gen brevican de un perro, preferible un Cavalier King Charles
spaniel. En el caso de un perro, se localiza en el cromosoma 7. La delecion se localiza dentro del intervalo 44310000 y
44290000 sobre este cromosoma, preferentemente la delecién comienza 1,56 kb corriente abajo de HAPLNZ2 y finaliza
85 pb corriente abajo del exén 3 de BCAN.

Un "acido nucleico", "polinucleétido” u "oligonucledtido” es una forma polimérica de nucledtidos de cualquier longitud,
puede ser ADN o ARN y puede ser de cadena individual o de cadena doble. Los acidos nucleicos pueden incluir
promotores u otras secuencias reguladoras. Los oligonucleétidos se preparan usualmente por procedimientos de
sintesis. Una referencia a la secuencia de una cadena de un acido nucleico bicatenario define la secuencia
complementaria y salvo donde otra cosa es evidente a partir del contexto, una referencia a una hebra de un acido
nucleico también se refiere a su complemento.

Un acido nucleico "aislado" quiere decir una especie de acido nucleico que es la especie predominante presente en
una composicion. Aislado significa que el acido nucleico esta separado de al menos un compuesto con el que esta
asociado en la naturaleza. Un acido nucleico purificado comprende (en una base molar) al menos aproximadamente
50, 80 o 90 por ciento de todas las especies macromoleculares presentes.

La invencion adicionalmente se refiere al uso del analisis descrito o del procedimiento para la seleccién para cria,
preferentemente la cria de perros y mas preferentemente Cavalier King Charles spaniels. Esta prueba genética
permite especialmente la identificacion de portadores,que no son distinguibles de los perros normales por otros
procedimientos.

Breve sumario de la invencion

El sindrome de caidas episddicas (EFS) es un trastorno de hipertonicidad paroxistica encontrada en Cavalier King
Charles spaniels. Los episodios se disparan por el ejercicio, el estrés o la excitacion y se caracterizan por
hipertonicidad progresiva por todos los miembros toracicos y pélvicos, dando como resultado una posicion
caracteristica de "rececho de venado" y/o un colapso. Los inventores presentes usaron una estrategia de asociacion
del genoma completo para mapear el locus del EFS hasta un intervalo critico de 3,48 Mb en el cromosoma 7 canino.
Priorizando genes candidatos en base a la plausibilidad biolégica, los inventores presentes encontraron que una
delecion de 15,7 kb en BCAN, que codifica el proteoglucano brevican de la matriz extracelular especifico de cerebro,
esta asociada con EFS. Esto representa una mutacion casual convincente para EFS, dado que brevican tiene un papel
esencial en la formacion de redes perineuronales que gobiernan la estabilidad de las sinapsis y la velocidad de la
conduccién nerviosa. El mapeo del punto de ruptura de la delecion permitié el desarrollo de pruebas de genotipado de
PCR multiple y de amplificacion por sondas dependiente de ligacion multiple (MLPA) que pueden distinguir de forma
precisa animales normales, portadores y afectados. La realizacion de pruebas mas amplia de una poblacion mayor de
perros CKCS sin un historial de EFS de los EE.UU. reveld que los portadores son extremadamente comunes (al 12,9
%). El desarrollo de pruebas genéticas moleculares para la delecion de EFS que permiten la implementaciéon de
programas de cria dirigidos ayudd a minimizar el nimero de animales con EFS y permiti6 el diagndstico confirmatorio
y la farmacoterapia de perros afectados.

Discusién

La arquitectura genémica de lineas de perros de pura raza es ideal para la identificacion de loci responsables de
rasgos recesivos autosémicos usando mapeo de asociacion del genoma completo (Karlsson et al. 2007, Drogemiiller
et al. 2009). En este estudio, los inventores presentes demuestran que esta técnica puede usarse exitosamente en
conjuntos de muestras minimos, dado que los inventores presentes localizaron el locus de EFS usando muestras de
ADN de solo cinco perros afectados y siete perros control emparejados para cria. Dado que un haplotipo homocigoto
que se extiende 6,35 Mb se identificé en animales afectados, es cuestionable si tipificacion de SNP adicionalmente
habria generado datos utiles adicionales. De hecho, un evento de recombinacién individual en un portador obligado
permitid a los inventores presentes estrechar el intervalo critico a 3,48 Mb. Esta regiéon contenia > 100 genes,
incluyendo canales iénicos de apertura regulada por ligandos, canales de K, transportadores, proteinas
mitocondriales conocidos por estar implicados en trastornos neurolégicos en seres humanos. Por ejemplo, mutaciones
en CHRNB?2 estan asociadas con epilepsia del I6bulo frontal nocturna (De Fusco et al. 2000) y mutaciones en TPM3
estan asociadas con miopatia nemalinica (Laing et al. 1995). Sin embargo, muchos de estos genes se eliminaron
rapidamente como candidatos debido bien a: i) correlacion pobre entre signos clinicos de EFS con los trastornos
humanos equivalentes o bien a i) resecuenciacion sistematica de los genes. De acuerdo con los signos clinicos unicos
observados en perros afectados, los inventores presentes descubrieron que una microdeleciéon homocigoética que
afecta BCAN esta asociada con EFS en perros CKCS, confirmando que este trastorno esta heredado de una manera
autosodmica recesiva. Esta mutacion no se detectdé en muestras de ADN control a partir de 53 razas de perro distintas,
confirmando la naturaleza Unica de este reordenamiento genémico.

Brevican pertenece a la familia lectican de proteoglucanos de la matriz extracelular que forman agregados (ECM), que
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comprende aggrecan, brevican, neurocan y versican. Aunque mutaciones en los genes aggrecan y versican (ACAN:
15926.1 y VCAN: 5q14.2-14.3) se han vinculado a diferentes trastornos de tejidos conectivos (Gleghorn et al. 2005;
Stattin et al. 2010; Miyamoto et al. 2005; Fig. 5), no se ha identificado hasta la fecha ninguna mutacion en los genes
brevican o neurocan genes (BCAN: 19g23.1 y NCAN: 19p13.11). Brevican y neurocan se expresan altamente en el
sistema nervioso central, donde se encuentran en estructuras de la matriz extracelular especializadas llamadas redes
perineuronales que juegan un papel en adhesion celular, migraciéon, guia de los axones y plasticidad neuronal
(Brakebusch et al. 2002). Brevican, versican, HAPLN2/BRALA1, tenascina-R y fosfacan estan también presentes en los
nodulos de Ranvier en axones mielinizados de diametros grandes (Bekku et al. 2009, 2010) donde los cationes se
acumulan y se deplecionan en la region nodal extracelular durante la propagacion potencial de accion. Se piensa que
el complejo ECM en nédulos de Ranvier juega un papel fundamental en mantener un microambiente local, actuando
como una barrera de difusion para K*y Na* alrededor del espacio extracelular perinodal (Oohashi et al. 2002; Bekku et
al. 2010). Asi, la disrupcion de complejos ECM que gobiernan la estabilidad sinaptica y la velocidad de conduccion
nerviosa es probable que sean subyacentes al fenotipo EFS. Ciertamente, dado que EFS parece resultar de un defecto
del sistema nervioso central mas que de un defecto muscular, la patologia del reticulo sarcoplasmico adecuado es
probable que sea una manifestacion secundaria de sobreestimulacion muscular (Engel, 2004).

De forma interesante, no se comunicé que ratones inactivados en BCAN (Brakebusch et al. 2002) tuvieran un fenotipo
similar a EFS -aunque se notd una fuerza de agarre incrementada, que podria ser indicadora de tono muscular
incrementado. Sin embargo, es cuestionable si las pruebas de fenotipado de ratones actuales revelaran trastornos
neurolégicos provocados por ejercicio extenuante, estrés, aprension o excitacion dado que estas afecciones se evitan
generalmente en el cuidado de ratones. Es también notable que EFS muestre claramente una edad de aparicion
variable y penetrancia variable en perros CKCS. En realizacion de pruebas a poblaciones mas amplias, los inventores
presentes identificaron dos perros que eran homocigotos para la microdelecion BCAN que nos mostraron signos
clinicos de EFS en presencia de sus duefios. De forma interesante, se comunicaron hallazgos similares para la
mutacion dinamina (DNM1) (p.R256L) que subyace al colapso inducido por ejercicio en los Labrador retrievers
(Patterson et al. 2008). Es plausible que estos perros no se hayan expuesto a ejercicio suficiente o a excitacion
suficiente para desencadenar un episodio de EFS, o que factores modificadores genéticos o ambientales afecten la
aparicion de EFS. Es notable que los dos perros asintomaticos en nuestro estudio se describieran como "perezoso" e
"inseguro" por sus respectivos duefios, sugiriendo que en perros con EFS puede darse comportamiento adaptativo.

En resumen, los inventores presentes han mostrado que una microdelecién inactivadora que afecta BCAN esta
asociada con EFS en perros CKCS. La identificacion del punto de ruptura de la delecion ha permitido el desarrollo de
pruebas diagndsticas que han revelado una amplia prevalencia de portadores (12,9 %) en perros clinicamente no
afectados de los EE.UU. Estas pruebas genéticas posibilitaran identificacion futura de animales heterocigotos (que no
tienen diferencia fenotipica discernible con animales de tipo silvestre) permitiendo que se implementen programas de
cria dirigida y diagnosis confirmatoria y farmacoterapia apropiada de animales afectados. Aunque esto también
representa la primera comunicacion de un trastorno genético que implica un proteoglucano de ECM especifico
neuronal, los inventores presentes sugieren que BCAN y NCAN deben considerarse como genes candidatos para
analisis genético en casos no resueltos de trastornos humanos con presentaciones clinicas similares a EFS, tales
como discinesias paroxisticas inducidas por el gjercicio (Weber y Lerche 2009) o ataxias episoddicas (Tomlinson et al.
2009).

Breve descripcion de las figuras y tablas

Otros objetos y ventajas de la presente invencidon se pueden comprobar a partir de una lectura de la memoria
descriptiva y de las reivindicaciones adjuntas en conjuncién con los dibujos en ella.

Para una comprension mas completa de la presente invencion, se establecié referencia a la siguiente descripcion
realizada en relacion con los dibujos adjuntos en los que:

Figura 1. Signos clinicos de sindrome de caida episddica y patologia muscular. Un Cavalier King Charles Spaniel
hembra de 5 meses de edad presentaba episodios tipicos de rigidez muscular inducida por excitacion o inducida por
ejercicio (a, hipertonicidad) que implicaria todos los cuatro miembros y progresaria a una postura de "rececho del
venado" o de "rezo" usual (b), que resulta eventualmente en caida (c). Mientras que el musculo fue normal
histoldgicamente por microscopia dptica, el microscopio electrénico reveld que el reticulo sarcoplasmico (sr) aparecio
dilatado y contenia material finamente granular. La mitocondria (m) y las miofibrillas fueron normales en apariencia.
Barra de escala = 0,31 um.

Figura 2. Mapear el locus del sindrome de caidas episddicas (a) -log10 de valores de Py (eje Y) para asociacion del
genoma completo usando cinco EFS y siete perros control para cada cromosoma (eje de las X). Se detect6 en el
cromosoma 7 una sefal principal individual. (b) Un intervalo critico de 3,48 Mb que comprende SNP 43389066 se
define por eventos de recombinacion en un CKCS afectado y en un portador obligado.

Figura 3. (a) Paneles de PCR para exones 1-4 deBCAN que muestran que amplicones para los tres primeros exones
del gen brevican pueden generarse a partir de ADN gendmico a partir de muestras normales (+/+) o de portadores
obligados (+/-), pero no pueden amplificarse a partir de una muestra de EFS equivalente (-/-). En contraste, el exén 4
de BCANse puede amplificar para todos los genotipos. (b) PCR multiples con cebadores que flanquean la
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microdelecion BCAN de 15,7 kb permitieron deteccion simultanea del alelo de BCAN de tipo silvestre (cebadores EFS1
y EFS2, 393 pb) en animales normales (+/+) o portadores de EFS (+/-), mientras que el alelo EFS (cebadores EFS1 y
EFS3, 279 pb) se detecta tanto en perros portadores de EFS como en perros afectados (-/-). Nétese que los dos
portadores mostraron tener tanto amplicones de tipo silvestre como amplicones de EFS, como se esperaba para un
genotipo heterocigoto. (c) Diagrama esquematico que muestra la organizacién genémica del HAPLN2 'y del BCAN, la
posicion de la delecién (rectangulo sombreado de gris con lineas de puntos) y cebadores de EFS1-3. (d) Secuencia
que abarca el punto de ruptura de delecion de BCAN, mostrando una secuencia insertada no homologa adicional
indicada por flechas (secuencia superior SEC ID N.% 1; secuencia inferior SEC ID N.°: 2). (e) Alineamiento de la
secuencia de ADN que flanquea de forma inmediata el punto de ruptura de la delecién que indica microhomologia local
(secuencia izquierda superior SEC ID N.°: 3; secuencia derecha superior SEC ID N.°: 4; secuencia izquierda inferior
SEC ID N.°: 5; secuencia derecha inferior SEC ID N.°: 6).

Figura 4. Posicion de la microdelecién de EFS. ADN gendmico a partir de exones 1-4 destacados del cromosoma 7
canino de BCAN (mostrados en negrita) y la posicion de la microdelecion de EFS de 15,7 kb (sombreada en gris). La
primera secuencia de la figura 1 es SEC ID N.°: 7 (secuencia sombreada en gris: SEC ID N.% 11). La segunda
secuencia que comprende exon 1 (SEC ID N.°: 14) es SEC ID N.°: 8. La tercera secuencia que comprende exon 2
(SEC ID N.°: 15) es SEC ID N.°: 9. La cuarta secuencia que comprende exones 3 (SEC ID N.%: 16) y 4 (SEC ID N.°: 17)
es SEC ID N.°: 10. La secuencia sombreada en gris en la cuarta secuencia se muestra en SEC ID N.°: 12.

Figura 5. Confirmacion de la microdelecion BCAN usando amplificacion de sonda dependiente de ligacion multiple. (a)
analisis de MLPA reveld deteccion robusta de una sonda control (CFTRa) y de sondas para la region
promotora/reguladora (PR) de BCAN y exones 1-4. Sin embargo, sefiales para sondas PR y exones 1-3 se redujeron
en un 46-55 % en animales heterocigotos (+/-) y se suprimieron en animales homocigotos (-/-), de forma consistente
con una pérdida de sitios de union a sondas en ADN gendémico.

Figura 6. Organizacion modular de la superfamilia de proteinas de union a hialuronano y trastornos asociados.
Mutaciones en ACAN, que codifican aggrecan -un componente principal de cartilago,se han implicado en displasia
espondiloepifisaria de tipo Kimberley (Gleghorn et al. 2005) y osteocondritis disecante familiar (Stattin et al. 2010).
Mutaciones en VCAN, que codifican versican, estan asociadas con sindrome de Wagner y vitreorretinopatia erosiva,
trastornos que afectan al tejido conectivo del ojo (Miyamoto et al. 2005). Modificado a partir de Maeda et al. 2010.

Tabla 1. Genotipos de BCAN en cohortes de CKCS y en otras razas de perros
Tabla 2. Secuencias de cebadores para amplificacion de exones de BCAN y HAPLNZ2 caninos.

Tabla 3. Polimorfismos de nucleétidos individuales de cromosoma 7 asociados con EFS. Un total de 17 SNP en el
cromosoma canino 7 estaban asociados con EFS (valores de Pray < 0,0001).

Tabla 4. Sondas para MLPA; clave: P- = grupo fosfato 5', Negrita: objetivo cebador de PCR 5', Subrayado: objetivo
cebador de PCR 3, cursiva = relleno; Tm: puntos de fusion; Tamafo: tamafio del producto resultante. Migracion
observada: BCAN Ex4 86 pb; BCAN Ex3 94 pb; control de CFTRa 98 pb; BCAN PR 102 pb; BCAN Ex1 113 pb; BCAN
Ex2 118 pb.

Los genotipos revelados por PCR muiltiples se determinaron segun se describe en los procedimientos. Los perros se
evaluaron en base a datos clinicos disponibles y se situaron en una de las categorias fenotipicas anteriores.
Obsérvese que todos los animales clinicamente afectados era homocigotos para la delecion BCAN, mientras que los
portadores obligados eran heterocigotos. Asi como animales de tipo silvestre y portadores de la delecion de BCAN,
dos perros homocigotos para la delecion de BCAN, que no se comunicé que tuvieran EFS, se detectaron en una
cohorte de animales emparentados con perros de EFS conocidos. Se detectaron también portadores en CKCS sin
ningun historial de EFS, pero no en muestras de ADN control de 53 razas de perros distintas. que incluyen: airedale
terrier, akita basenji, staffordshire terrier americano, cécker spaniel americano, perro esquimal americano, pastor
australiano, boyero de Berna, bluetick coonhound, collie de la frontera, boston terrier, béxer, boykin spaniel, briard, bull
mastiff, bulldog, cairn terrier, catahoula leopard dog, chihuahua, collie, dachshund, dalmata, setter inglés, springer
spaniel inglés, flat coated retriever, pastor aleman, schnauzer gigante, golden retriever, gran danés, bichon habanero,
husky siberiano, setter irlandés, galgo italiano, labrador retriever, pinscher miniatura, caniche enano, schnauzer
miniatura, pero cantor de Nueva Guinea, cazador de alces noruego, petit basset griffon vendeen, pomerania, podenco
portugués pequefio, doguillo, pastor del Pirineo, schipperke, shetland sheepdog, Vallhund sueco, terrier tibetano, toy
fox terrier, wei-maraner, welsh terrier, west highland white terrier, wire fox terrier y yorkshire terrier. Donde fue posible,
se pusieron a prueba dos perros no emparentados por cada raza.

Materiales y procedimientos

Microscopia Optica y electrénica: Para microscopia oOptica, se recogieron biopsias sin fijar de los musculos biceps
femorales, vastos laterales y triceps braquiales a partir de cinco perros afectados de CKCS sometidos a anestesia
general y se congelaron en isopentano preenfriado en nitrégeno liquido. Las criosecciones se cortaron (8 mm) vy las
siguientes tinciones histoquimicas y reacciones se llevaron a cabo: hematoxilina y eosina, Gomori colorante tricromico
modificado, acido peryddico de Schiff, fosforilasa, esterasa, reacciones de ATPasa a pH de 9,8 y 4,3, dinucledtido
nicotinamida adenina-tetrazolio reductasa, succinico deshidrogenasa, fosfatasa acida, fosfatasa alcalina y rojo aceite
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0. Para microscopia electrénica, especimenes musculares fijados con glutaraldehido se post-fijaron en tetréxido de
osmio y se deshidrataron en soluciones seriadas de alcohol y 6xido de propileno antes de incrustar en resina araldita.
Se tifieron secciones gruesas (1 mm) con azul de toludina para microscopia 6ptica y se tifieron secciones ultrafinas
(60-90 nm) con acetato de uranilo y citrato de plomo para microscopia electrénica.

Preparaciéon de ADN gendmico:

Se recogieron células sanguineas completas o células bucales a partir de perros afectados de EFS, perros
clinicamente normales familiares de los afectados y perros CKCS control no emparentados clinicamente normales. El
ADN genoémico se aislo usando el kit de sangre Gentra Puregene (QIAGEN, Valencia, EE.UU.). Muestras de ADN
adicionales aisladas de células sanguineas o bucales completas de otros perros de raza pura estaban disponibles a
partir de estudios no relacionados y otras fuentes.

Mapeo de asociacién del genoma completo:

Treinta muestras de ADN gendmico de CKCS aisladas de sangre (cinco casos, un portador obligado y siete controles)
se genotiparon para 127.000 SNP en el Affymetrix Canine SNP Array version 2
(http://www.broadinstitute.org/mammals/dog/caninearrayfag.html). Se procesaron ensayos en el Clemson University
Genomics Institute (http://www.genome.clemson.edu/) usando el kit de ensayo 250K Sty de mapeo humano de chip de
ADN (Affymetrix, Santa Clara, EE.UU.). Se siguio el protocolo de ensayo 500K de mapeo humano de chip de ADN,
pero con un volumen de hibridacion de 125 ml (Karlsson et al. 2007). Los ficheros Raw CEL se genotiparon usando el
programa Affymetrix Power Tools. SNP que tenian > 10 % de datos perdidos y = 60 % de heterocigosis se eliminaron.
Los datos para 58.873 SNP se formatearon por PLINK (Purcell et al. 2007) y los analisis de caso/control con 100.000
permutaciones se llevaron a cabo para cinco casos y siete controles (el portador obligado se excluyd de analisis).

PCR y secuenciacién de ADN:

Los cebadores de PCR se disefiaron para amplificar exones y flanquear sitios donadores de ayustamiento, sitios
aceptores de ayustamiento y sitios de puntos de ramificacion de ayustamiento, a partir de estructuras genéticas
derivadas mediante simulacion computacional usando el UCSC Genome Browser. Para cebadores especificos de
exon para amplificacion de exones BCAN y HAPLN2 véase Tabla 2. PCR se llevé a cabo usando 50 ng de ADN
gendémico como plantilla y AccuPrime Pfx SuperMix suplementadas con betaina para 40 ciclos de 94 °C durante 1
minuto, de 60 °C durante 1 minuto, de 68 °C durante 1 minuto. Los productos de PCR se purificaron en gel usando un
kit de extraccion de gel QiaQuick (QIAGEN, Crawley, Reino Unido) para reaccion TOPO cloning (pCR4Blunt-TOPO;
Invitrogen, Renfrew, Reino Unido). Se llevd a cabo secuenciacion de ADN por el procedimiento de Sanger por DNA
Sequencing & Services (MRCPPU, College of Life Sciences, Universidad de Dundee, Escocia) usando la quimica de
Applied Biosystems Big-Dye version 3.1 en un secuenciador de ADN ABI 3730 capilar automatizado, las secuencias
de ADN se analizaron usando Sequencher 4.10 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, EE.UU.). Para PCR muiltiples, el
conjunto de cebadores diagnostico es: EFS1 5'-aaggtctta-cacctgcaatgaatag-3' (SEC ID N.°: 18), EFS2
5'-g-caaatgtaaagtcctgtgaccat-3' (SEC ID N.%: 19) y EFS3 5'-agttcacattgtgctctctctactg-3' (SEC ID N.°: 20). Analisis de
amplificacion de sondas dependiente de ligacion mdltiple (MLPA):

Se disefiaron cinco conjuntos de sondas de MLPA que corresponden a la regién promotora (PR) y a los exones 1 (5'
UTR), 2, 3 y 4 del gen brevican canino (BCAN; NC-006589 en el cromosoma 7; Tabla 4). Los criterios para disefio de
sondas MLPA fueron como se describieron previamente (Schouten et al. 2002). Un par de sondas control se disefid
para reconocer un gen no relacionado (CFTR: NC-006596 en cromosoma 14). Las sondas generaron productos de
amplificacion que oscilaron en tamarfio desde 88 hasta 115 pb y tuvieron temperaturas de fusion de 70 °C como se
recomienda en el programa RAW Probe (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda) usando condiciones de MLPA estandar
(Schouten et al. 2002). Los productos de PCR se analizaron en un aparato de electroforesis capilar ABI 3130XL
(Applied Biosystems, Lennik, Bélgica). Se llevé a cabo normalizacion de sonda especifica de BCAN dividiendo los
valores obtenidos por la sefial combinada de las sondas control.

Resultados

Microscopia éptica y electrénica:

Las criosecciones no fijadas de biopsias musculares fueron histolégicamente normales a nivel del microscopio 6ptico
con ninguna anormalidad detectada siguiendo cualquiera de las tinciones histoquimicas y reacciones enzimaticas
empleadas. Al contrario que las comunicaciones anteriores (Wright et al. 1986, 1987) la microscopia electrénica reveld
morfologia microfibrilar y miofibrilar normal, aunque se confirmé la hinchazon del reticulo sarcoplasmico (Fig. 1d).

Mapeo de asociacién del genoma completo y resecuenciacién de genes candidatos:

Un total de 17 polimorfismos de un unico nucleétido (SNP) estaban asociados con EFS (valores de Py = 0,0001)
(Tabla 3). El resultado mas significativo fue para SNP 43389066 (Praw = 5,10 x 10”7, Pgenoma = 2,68 x 10”) (Fig. 2a).
Todos los SNP significativos estaban localizados dentro de una regiéon de 7,2 Mb en el cromosoma canino 7. Un
intervalo critico de 3,48 Mb (desde 7.42838021 hasta 7.46320904) se delimitd por cromosomas recombinantes
identificados en un perro con EFS y un portador obligado (Fig. 2b). Con el fin de identificar la mutacion asociada con
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EFS, los inventores presentes priorizaron varios genes para resecuenciacion basada en plausibilidad biolégica. Estos
codifican proteinas de canales idnicos de apertura regulada por ligando o de apertura regulada por voltaje (CHRNB2,
HCN3, KCNN3), proteinas mitocondriales (MRPL24, MTSO1, MTX1, SLC25A44), proteinas musculares (MEF2D,
TPM3) o proteinas expresadas en el cerebro (ARHGEF11, BCAN, GBA, HAPLN2, NES, RIT1, SYT11, UBQLN4).
Curiosamente, la amplificacion de exones 1, 2 y 3 de BCAN falla consistentemente con grupos de cebadores multiples
cuando se usa ADN genomico de animales afectados, mientras que los ADN de perros portadores e inafectados se
amplificaron de forma fiable (Fig. 3a). Debido a que no se observé amplificacion preferente para el gen adyacente,
HAPLN2- que codifica la proteina 2/Bral1 de unién a hialuronano y proteoglucano (Hirakawa et al. 2000; Oohashi et al.
2002; Bekku et al. 2010) -los inventores presentes sospecharon que una microdelecion que afectaba a secuencias
reguladoras de BCAN y a exones 1-3 estaba asociada con EFS.

Identificacion del punto de ruptura de delecién y desarrollo de pruebas diagndsticas:

Experimentos de secuenciacion por paseo adicionales permitieron a los inventores presentes clonar y secuenciar un
fragmento de ADN conteniendo el punto de ruptura de delecion y desarrollar un ensayo de PCR muiltiple que distingue
entre perros afectados, portadores y normales (Fig. 3b). El analisis de secuencia del amplicén del punto de ruptura
reveld una microdelecion de 15,7 kb comenzando 1,56 kb corriente abajo de HAPLN2, abarcando elementos de
promotores de BCAN y exones 1 (5' no traducido), 2 y 3 de BCAN, finalizando 85 pb corriente abajo del exon 3 de
BCAN (Fig. 3c). El amplicén de microdelecion también contenia una secuencia insertada de 6 pb (GGCCTT; Fig. 3d)
tipica de deleciones que resultan de la union de extremos no homologos (NHEJ) o de la unién de extremos mediada
por microhomologia (MMEJ). Se identificaron varias regiones de microhomologia (1-7 pb) en una regién de 30 pb que
comprende los puntos de ruptura (Fig. 3e). De forma interesante, 5 de 6 pb de la secuencia insertada complementada
reversa se alinean con la regién mas grande de microhomologia. Los inventores presentes también notaron una
abundancia de inserciones de elemento interdisperso corto (SINE) en el extremo 5' de la secuencia delecionada, que
podria causar la formacion de estructuras secundarias que faciliten el reordenamiento cromosémico (Chuzhanova et
al. 2003). Los inventores presentes también detectaron la presencia de la microdelecion de BCAN (Fig. 4) usando
MLPA (Schouten et al. 2002) y secuencias de sondas especificas caninas (Tabla 4). Este analisis cuantitativo también
confirmé que EFS esta asociado con una pérdida de elementos promotores/reguladores de BCAN y de exones 1-3 en
animales portadores heterocigotos y en animales afectados homocigotos (Fig. 5).

Genotipado rapido usando genotipado multiple en diferentes poblaciones de perros:

Para valorar la prevalencia de la microdelecion de EFS, los inventores presentes usaron ensayo de PCR muiltiple para
poner a prueba varias poblaciones de CKCS vy ofras razas de perros (Tabla 1). Todos los perros del estudio de EFS del
Reino Unido (n = 2), EE.UU. (n = 6) y Nueva Zelanda (n = 2) fueron homocigotos para la microdelecién y todos los
portadores obligados fueron heterocigotos (n = 8, perros de EE.UU. y Nueva Zelanda). En animales emparentados con
perros afectados, los inventores presentes encontraron 9 animales normales y 10 portadores. De forma interesante, en
este grupo, dos perros sin un historial clinico de EFS fueron homocigotos por la microdelecién. Por ultimo, en perros
con ningun historial clinico conocidos de EFS procedentes de los EE.UU., la frecuencia de portadores fue del 12,9 %
(20/155) sugiriendo que la microdelecion de EFS esta presente a una frecuencia alta en esta poblacion. De forma
notable, la mutacién no se detecté en PCR miuiltiples llevadas a cabo en muestras de ADN de controles a partir de 53
razas de perro distintas (Tabla 1).

Aunque las presentes invenciones se han descrito e ilustrado junto con un nimero de realizaciones especificas,
aquellos expertos en la técnica apreciaran que se pueden hacer variaciones y modificaciones sin apartarse de los
principios de las invenciones como se ilustran en el presente documento, segun se describe y reivindica. Se considera
a todos los respectos que las realizaciones descritas son ilustrativas y no restrictivas. El alcance de las invenciones
esta, por lo tanto, indicado por las reivindicaciones adjuntas, en vez de por la descripcion precedente. Todos los
cambios que entran dentro del significado y el intervalo de equivalencia de las reivindicaciones se estan abarcando
dentro de su alcance.

Tabla 1
Fenotipo Normal Portador Afectado
CKCS afectados con EFS | 0/10 0/10 10/10
Portadores de EFS de | 0/8 8/8 0/8
CKCS de estudio
CKCS de estudio | 9/21 10/21 2/21
emparentados con CKCS
afectado o portadores
CKCS sin historial de EFS | 135/155 20/155 0/155
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53 razas de perro sin | 93/93 0/93

historial de EFS

0/93

Tabla 2

Gen Exén | Cebador directo Cebador reverso

B CAN 1 cttctctccagaaccatgtcctac SEC ID N.°: 21 acacagcaagtaagtggcagagtt SEC ID N.°: 22
2 gagttaacggtgaggttgggacagt SEC ID N.°: 23 cccacagtgccctctatcctatctc SEC ID N.°: 24
3 aagatttggggagagatctggagag SEC ID N.°: 25 | ccccaagagagaaaggaggtaacaa SEC ID N.°: 26
4 cttttctccttggggtggacagact SEC ID N.°: 27 ggtcctggatggttgacctgag SEC ID N.°: 28
5 gggtgtctctgcagaagaaaacaat SEC ID N.°: 29 gaagacctctggacagcaccg SEC ID N.°: 30
6 ggcccagagaagccagccta SEC ID N.°: 31 gggaaacttcagagctcaagtctgt SEC ID N.°: 32
7 ccacagggaagatgagtgagaattg SEC ID N.%: 33 | ccagcatcactctggacacctt SEC ID N.°: 34
8 ctcaccctccacagceccctt SEC ID N.°: 35 ccagagatcatgtgacccagagctt SEC ID N.°: 36
9 gtgatagctcccaagacaaggagat SEC ID N.%: 37 | gcagggtccaggcttcaggtcta SEC ID N.°: 38
10 ctetgetggcetctctggeat SEC ID N.°: 39 tgagtgggagagagcaggtga SEC ID N.°:40
11 acggacagggaagcagggaa SEC ID N.°%: 41 gcggaggcagaagtgcettgg SEC ID N.°: 42
12 tggcctccactcctcatcc SEC ID N.°: 43 ttacacacatgcggcttgggtc SEC ID N.°: 44
13 atcccgggtctccaggatca SEC ID N.°: 45 gagcccagggctactgttggata SEC ID N.°: 46
14 ccagggctagtgtttggatgagat SEC ID N.°: 47 ccctcacgtggtcacttcctatg SEC ID N.°: 48

HAPLIN2 | 1-2 gacattccccacacacaccaag SEC ID N.°: 49 cgcctgtttcgcttcatagtaattg SEC ID N.°: 50
3-5 tgtctgccggctctcectaa SEC ID N.°: 51 aggatacagacccatcctgaagcac SEC ID N.%: 52

Tabla 3

SNP Valor de P

7,43389066 5,10 x 10

7,46204875 5,61 x10°

7,46283892 5,61 x10°

7,42051505 7,65x10°

7,3915202 6,12x 107

7,39142101 6,12x 107

7,43140878 6,73x 10°

7,43197311 6,73x 107

7,43230030 6,73x 10°

7,43298329 6,73x 10°

7,43302986 6,73x 10°
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7,43867010

6,73x 107

7,43917092

6,73x 107

7,44014865

6,73x 107

7,44059025

6,73x 107

7,41416845

7,19x 107

7,42027729

7,19x 107

Tabla 4

Sonda

Secuencia

Tm °C

GCen%

Tamano

CFTRa

GGGTTCCCTA AGGGTTGGAG CTCCATTGCA
ATCTACCTAG CCATTG
SEC ID N.°: 53

72

48

P-GCTTATGCCT TCTCTTTATC ATGAGGCCGC
TTCTAGATTG GATCTTGCTG GCAC

SEC ID N.°: 54

75

48

100

PR de BCAN

GGGTTCCCTA AGGGTTGGAG GATTGGGTGC
CCTGTTTGG
SEC ID N.°: 55

72

60

P-CTCGCCACAG GGAGCCTTCT GCGCATTCC
AAGTGGTCAC TGTCTAGATT GGATCTTGCT

GGCAC
SEC ID N.°: 56

72

65

104

Exén 1 de BCAN

GGGTTCCCTA AGGGTTGAC TGGTCTAGCC
TCTAGGAACC GACGCAGAG
SEC ID N.°: 57

70

62

p-GAGGCAGCGG TAGCGTGACA GGCTGGGGAA
GAGCAAAAAT CACGGAGTCT CTAGATTGGA
TCTGCTGGC AC

SEC ID N.°: 58

71

68

111

Exén 2 de BCAN

GGGTTCCCTA AGGGTTGAC TATGCAAGGT
GTGGCCTTAG CTGATGCCCT G
SEC ID N.°: 59

72

59

p-GAAGGGGACA GCTCAGGTAA GCAGGAGCCC
GAGGGGTGTC CTCTAGATTG GATCTTGCTG

GCAC
SEC ID N.°: 60

70

59

115
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Exén 3 de BCAN GGGTTCCCTA AGGGTTGGAG CCATTCTACCG 77 64 96
CTGCGAGGTC CAGCACG
SEC ID N.°: 61

p-GCATAGATGA CAGCAGCGAT GCCGTATCTA 72 57

GATTGGATCT TGCTGGCAC
SEC ID N.°: 62

Ex6n 4 de BCAN GGGTTCCCTA AGGGTTGGAG GGGCTATGAA 72 54 88
CAGTGTGAGATG CTG
SEC ID N.°: 63

p-GCTGGCTATC TGACCAGACC GTTCTAGATT 71 59
GGATCTTGCT GGCAC

SEC ID N.°: 64
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<210> 1

<211> 34

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris
<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia superior"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 1

aagtacaacc gccaggcctt agtagaaaa ggag

<210> 2

<211> 34

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris
<220>

<221> fuente

<222>1.34

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia inferior"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 2

ctecttttct agctaaggcec tggeggttgt actt
<210> 3

<211> 25

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris
<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia superior izquierda"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 3

ctcagacctg gaagtacaac cgcca
<210> 4

<211> 25

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris
<220>

<221> fuente

<222>1..25

25
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<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia superior derecha"/organismo = "Canis lupus familiaris"
<400> 4

gtatgtacag gatcagcccc agttc 25

<210>5

<211> 25

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia inferior izquierda"/organismo = "Canis lupus familiaris"
<400> 5

caaatgctct ggaaggcacc cagtg 25

<210>6

<211> 25

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 3d secuencia inferior izquierda"/organismo = "Canis lupus familiaris"
<400> 6

agctagaaaa ggagtgggta gagac 25

<210>7

<211> 350

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222>1..350

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 primera secuencia"/organismo = "Canis lupus familiaris"
<220>

<221> misc_caracteristica

<222> 181..350

<223> /nota = "comienzo de la delecion”

<400> 7
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cagaagggaa

gcagagagac
tgcttaacca
gtatgtacag
cccactceccte

cagaaagcca

<210> 8
<211> 490
<212> ADN

aagtaagaag

acctgtctct
aaagggggca
gatcagccce
ccecggetett

agacgctgga

<213> Canis lupus familiaris

<220>
<221> fuente

<222>1..490

ES 2533311 T3

agctctgaaa ggtcttacac ctgcaatgaa

cceccectegaca
gaaaagagca
agttccacca
ctgggttttce

cccagaagct

gctgtttcte tagaacgaat
acctactcag acctggaagt
caggcatcag ggcgggcaga
tgagttacag tctgtacgga

tccctgaagg aagatggett

tagctgcage

cccatggect
acaaccgcca

ctggtgggca

gtcagagcce

60

120

180

240

300

350

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 segunda secuencia incluido exén 1"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<220>
<221> exdén

<222>82.417

<223> /nota = "exoén 1"

<400> 8

gcactcgcecte
accatgtcct
aggcagecggt
cccecggggag
ccggeggecce
agtcctegece
aggaggctge
gagcacgagc

ccgceggtgg

<210>9
<211> 280
<212> ADN

ccgecccectee
acttcgcacg
agcgtgacct
gagcggggcg
ggcgcecctcet
gcagtcggece
aaacttggcg

gcagccggac

<213> Canis lupus familiaris

<220>

agccctececcece
tcettgetcet
tccecgagece
gggacgggcg
tccgaacgte
gcagccgcag
gtgcagcacc

caccgggacce

cctactccaa
ctctgetgece
cctgegtece
ggggagtgga
ctgecgggecce
gacggagcgt
ctcgcagecce

cgagaggcag

17

gtceceegget
tctaggaacc
tggacagggg
gaaaggggtt
ggccctecect
ggacccggag
cggccgectg

ggagcccggg

tctcteccaga
gacgcagagg
gcgggggcgg
ttgtgcgage
gcgcececgege
gagagcccgg
caggtaggtg

gcgeecgtegg

60

120

180

240

300

360

420

480

490
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<221> fuente

<222>1..280
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<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 tercera secuencia incluido exén 2"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<220>
<221> exdén

<222> 84.181

<223> /nota = "exoén 2"

<400> 9

agtccacatg
tcctcctcaa
gcecttggece
ggtaagcaac

gtggccttgg

<210> 10
<211> 1050
<212> ADN

gatgtggtca
gtccctcecac
tggccecgggg
cgcactcagce

aggacccggg

<213> Canis lupus familiaris

<220>
<221> fuente

<222>1..1050

ggagccgggg
cagcctgagce
ccetgtggece

atcactgtct

gagagatagg

gaagtccatc
atggcccccece
ttagctgatg
ctgtctecctg

atagagggca

ctaaagtcta accccagcett
tgttcctgee cectgetggta
ccctggaagg ggacagctca

catctcectcet atggaagagg

60

120

180

240

280

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 cuarta secuencia incluido exén 3 y 4"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<220>
<221> exdén

<222> 113..487

<223> /nota = "exdén 3"

<220>
<221> exdén

<222> 782..956

<223> /nota = "exoén 4"

<400> 10
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tggggcecetg ggagcagtgg tggctgggat cctggggegg gecttggagac caggtgggac 60
cctgtggatc aggtgccaag ttctagccac cggcectgcce gcccacccac agaggaccgg 120
gccttceccacg tgegecatcge gggtgacgca ccactgcagg gegtgectggg cggegeccte 180
accatccctt geccacgttca ctacctacgg ccgectgeccgg gccaccggge cgtgetggge 240
tccececgeggg tcaagtggac cttectgtec gggggecgtg aggccgaagt attggtgget 300
cgggggctge gegtcaaggt gagcgaggec taccgtttee gtgtggecact gectgectac 360
ccggcatcac tcaccgacgt gtccctggtg ctgagtgage ttcggecccaa cgactecgge 420
atctacecget gegaggtcca gecacggcata gatgacageca gecgatgeegt ggaggtcaag 480
gtcaaaggtg aggggcagga cccaggaagg ttcccccagg gtgggagecc acagtgtgag 540
gggggagcaa atgctctgga aggcacccag tgagctagaa aaggagtggg tagagacaga 600
cctttgttac ctcectttete tettggggtg gacagactece tgagcacage ctggggcagg 660
cccctcageca gtagagagag cacaatgtga actttaccet cgtgtacagg ggagtgccaa 720
ggagggtgag aggaggtcag ggtggggtga tcatgcctca gggctcctct ctgccectca 780
ggggtcgtet ttctctaceg ggaaggetcet geccgetatg ctttetettt cgetggggece 840
caggaggcect gtgcccgecat tggagecccecge attgecaccce cggagcaget ctatgecgee 9200
tacctcgggg gctatgaaca gtgtgatget ggctggctat ctgaccagac cgtgaggtga 960
gcagggttgg gacgggggat cctgtggacc aggagcttct agttgtgtct ggaagtggceca 1020
gtgggccctg gttectgeccag gggctgetgg 1050

<210> 11

<211>170

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris
<220>

<221> fuente

<222>1..170

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 delecion de la primera secuencia"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 11
gtatgtacag gatcagccce agttccacca caggcatcag ggcgggcaga ctggtgggca 60
cccacteccte ccecggetett ctgggtttte tgagttacag tctgtacgga gtcagagecce 120
cagaaagcca agacgctgga cccagaagct tccctgaagg aagatggcett 170

<210> 12

<211> 572
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<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>
<221> fuente

<222>1..572
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<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = "Fig. 4 delecion de la cuarta secuencia"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 12

tggggcectg
cctgtggatc
gcecttecacg
accatccctt
tcececegeggg
cgggggctge
ccggcatcac
atctaccgcet

gtcaaaggtg

gggggagcaa

<210> 13
<211> 15722
<212> ADN

ggagcagtgg
aggtgccaag
tgcgecatcge
gccacgttca
tcaagtggac
gcgtcaaggt
tcaccgacgt
gcgaggtcca
aggggcagga

atgctctgga

<213> Canis lupus familiaris

<220>
<221> fuente

<222>1..15722

<223> /mol_tipo = "ADN"/organismo = "Canis lupus familiaris'

<220>

<221> exdén

<222>10684..11019

<223> /nota = "exén 1"

<220>

<221> exdén

<222> 14604..14701

<223> /nota = "exdén 2"

<220>

<221> exdén

tggctgggat
ttctagccac
gggtgacgca
ctacctacgg
cttecctgtcee
gagcgaggcc
gtccectggtg
gcacggcata
cccaggaagg

aggcacccag

cctggggegy
cggcctgececce
ccactgcagg
ccgetgeecgg
gggggccgtyg
taccgtttce
ctgagtgagc
gatgacagca
ttcceeccagg

tg

20

gcttggagac
gcccacccac
gcgtgetggg
gccaccgggce
aggccgaagt
gtgtggcact
ttcggecccaa
gcgatgccegt

gtgggagccce

caggtgggac
agaggaccgg
cggcgceccte
cgtgctggge
attggtggct
gcctgectac
cgactcecgge

ggaggtcaag

acagtgtgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

572
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<222> 15263..15637

<223> /nota = "exoén 3"

21

<400> 13
gtatgtacag gatcageccce agttccacca caggcatcag ggcegggcaga ctggtgggea 60
cccacteccte cececggetett ctgggtttte tgagttacag tctgtacgga gtcagagecce 120
cagaaagcca agacgctgga cccagaagct tccctgaagg aagatggcett cccttcetgtg 180
tgatgccctc gactttgtca agaaactgca taaaaaatgg tcacaggact ttacatttge 240
tgcaaatctt tctctctete tctcectetttt taaagatttt atttacttat tcacgagaga 300
cacacagaga ggcagagaca taggcagagg gataagcagg ctccctgegg gtagcccgat 360
gcaggactcg atcccaggac cccaggatca tgacctgagc caaaggcaga cactgaacca 420
ctgagccatc caggcatccc aaagctttat attttcacce atgatagcac atgcccacta 480
atttctacaa ctacgcccca cactactatt acaatgtttt tattacggag aacttcaaac 540
atacgcaaga aaagagagaa aggatagtga accacttcat catccagctt gaccacttca 600
aaattccacc tttctggttt catgaagtcc ctcacttgtg gtegtttgtg gtggagtatg 660
atttttttaa gattttattt atttattcat gagagacaca gagagaagca gagacacagg 720
cggagggaga agcaggctcce atgcagggag cccaatgtgg gactcagtcee tgggtcteca 780
ggatcacacc ctggcggaag gcggcactaa acccctgagc cacccgggct gcccatgetg 840
gagtatttta aagcaaatct cagacagctt attattttct attaatcttc acatacatgce 900
tatgcatttc taacatacgg tgactttaaa agataactaa ttctgttate atattcecccce 960
aattgacgtt atctaatata tacttcatga tcagtttccec ttaaatgtct aaaaaatacc 1020
attttatagt tgatttgccc aaaccagcat ccaagggcta tacattgcat ttgattaact 1080
ttgtttattt tttaaaatat tttatttatt catttagaga gcatgagaga gagagagagt 1140
aagcacacgc aagtgagaga aggggcagag tgagaatctc aagcagactc ctctctgagt 1200
gtctggatct caggatctca tgacctgagec caaaatcaag agttggatgc taaaccaact 1260



tagccactce
ggcgcagcgg
atcccacatc
ctctectetet
gtaatacttt
ttcecctgteg
tcacatgtte
atttattcat
ctccatgcecag
gaaaggcaga
aaacatgcat
gtcagatccg
ctgctgtcag
acattaccac
ccagaagtct
aattcttecct
cattgectcect
acagacagag
aatgaattac
acacatcttt
ttatttcatt
attatgaatt
acccattcag
ccatttgtcet
aagccctaat
tgacattagt
agtgagaagg
ccagggatga
gctcagttgg
gtceccacatt
ctgtgtettt

ataaacaaac

tgcgectett
gttagcgect
gggctctegg
ctgtgactat
ttcetttatg
agtctcccat
ctectgteect
aagagacaca
aaagcctgat
cactcaacca
taactttttt
gaggtatgceg
cctgatccac
aaacgtggtg
aaactcagag
tgcttecttee
atctetgtgt
ataggagcaa
atccacagag
acccatcace
aggagcacaa
gtcccatatg
gaaagataga
tagataggta
ccccagtgtg
gcccttataa
caggcgtctg
gagaaatatg
ttgagecatct
ggacttcctg
catgaataaa

catccaggct
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ggttaatttc
gcctttggec
tgcatggagc
cataaataaa
ttttctatge
gttctagatc
gtcattatat
cacacagaga
gtgggactca
ctgagccacc
cccaggagta
gtgtctggtt
tcacaaagtt
gtttatgagc
tgttggecatt
atcttecagtg
ctgtggtcat
tgcagacaca
acccttttte
tttttatetg
aatggagatg
gaaaaatatc
gttaatgect
ctgtggaatg
gtggttttgg
gaagagatgt
caggaagcca
tgtttgttgt
gcectttgget
cgcggagect
taaataaaat

atggtaactt

ttaaaaatat
cagggcgcca
ctgcttctece
taaaattaaa
catttttgtt
tggctgtgag
ttcactgttt
ggcagagaca
atcctgggac
caggagtccc
tttcataagt
gttgatgcta
gcttgtacca
cagaaatata
atggcecctece
gcaggtggcea
gttgecectect
ttaaactgaa
caaacaaggg
atggctactg
ttctaatttt
cctecatcaat
ggttctectee
agtgtttgca
acatggggcc
gggagagctt
gccctcacca
ttaaaccatc
caggtcgaga
gcttttecet
cttaaaataa

gttacagcag
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ctttttaggg
tectggagac
ctctgectgt
aaaaaatatc
tgtttaggaa
tgtatccctg
gtttttctaa
taggcaaagg
tccaggatca
atatatttca
aagactgtat
cgactggtca
gttatgcagg
ttcttctact
ctctgtgtag
ttcctcagtg
ccttttcatg
ttttgggaat
tttcagggat
gtgaccatgg
gtctetecte
tactgtcact
catttgtett
tcacccaaat
tttggaaggt
gctetetect
gacaccaggt
caggctgggg

tceceggggte

ctgcctatgt
ataaacaaaa

cctgagectga

atccectgggt
ccgggatcaa
gtctctgect
tttttagact
actgggetgt
ttgtgtcatt
gattttattt
gagaagcaga
caccctgace
cagtttgatt
ttcctetgtt
gttaattctg
ctgctgeaac
gttctggagg
actctgagag
tctetggetg
caatacgacc
aaattcatgt
taggatgcag
tctagatgceca
ttecctttatt
ctggcttaga
atttttttte
ccatatatta
aatcccacga
tgcagactte
ctectggect
cacctgggtg
ctgggatcca
ctctgectet
aaacaaataa

ctaagaccat

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180



ggggttccct
tcaggtaaaa
caaaggctgt
aaggcagtgt
gtgtcaactt
cctggectage
ccecagatgcect
ccaccctece
ctccaagget
ccagggggcce
cctggagacce
tgectgtgte
aaaatcttaa
gttccaatag
cttcectecat
cctgaaggec
cttaccaccg
gattgagegt
tttggctege
gtctctegtg
ggtttggcge
caggcttect
tgaataaaca
acaaaagtct
ccaaaaggac
ggcagacaca
aggtacagga
tectttccaac
taatagccat
ggatgtttte
cagggttggc
gtggccattg

tatggggtcet

gaaaccaacg
cgcaccagtg
gagacagagt
ggagcctgte
cctgectgaa
tctgagtgea
accgtctgece
cactgctcag
gtggetggge
cagtggttta
cgggatcgag
tetgectete
aaaagaaaga
ttgetgeage
ggttcatctg
tttacttcecc
gatatggget
ctgeetttgg
cacagggagc
aataaataca
cacctgcagc
gcatggagec
aataaaatct
ttgeccagtat
ccagaggctg
tctececcaccee
agcacgaatc
ccttggttet
tggttcaaaa
cccaaactgg
aatttcaagg
tegeatetece

cataagtata
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ttgagtcaaa
ggggactggg
ggccggagceg
tcagagaatc
agccgagggce
cacatgctce
tatggagaca
acccatgtgt
accattttta
gcatggcctt
tctcactteca
tctetetete
aagaaaacag
gggtggctce
ttgtccacag
atgccecttga
cgtcaagagt
cttgggttgt
cttecttetee
cttttaaaat
ctggggtgtg
tgcttetece
taacaataaa
aactctttte
ctagtacectt
taaggactag
ttcacatggg
tgtatccatg
tgtagactgc
tatttagatg
tcatgtaata
tttactttaa

agccatctce

gatttcagta
gaagcaaggc
attggcccag
ccacctgatg
tgcttctggg
cacagtgaga
aatactggag
cceccectgtee
attcttgaaa
cagcccaggg
ggctececetge
tectetetgtyg
agtcttatga
ggggctgtga
ggctttecaca
caggccagca
aaatgttttg
gatcetgggg
cactgecctgt
cttaaaaaag
atcctggaga
tctgtgtete
ataaaataaa
tttgegtgtt
aggtctggtg
ggcttctaat
tcactgggga
acttctagect
attttgaagt
tgctgtaacg
catggtaggg
agtgtatcce

ttcatgacct
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caagcagttt
aggagggagg
tcctgccaag
gacagacagc
agcactgacc
aaaaagccac
ggtcgggtca
accgtgtect
agagagtttt
ccttcagece
atggagecctg
tcteteatgg
caggagggtt
ccattatcaa
gaaaaaccca
tggctgcacc
gggtgeetgg
tcectgggatt
atctctgect
ggcagcccca
ccogggatca
tgececctete
ataaaatctt
ggtgaattgg
gtacccttat
cctacagagt
tgatggtggg
ctgtgggcta
ccagtactct
aggtcatact
acaatggatg
cttggttaga

tgaatattgg

atctgggggg
aggaagctgg
ggatccctgg
agggtcatat
cgttagcatt
cagacagaat
cagctgtggt
gtcactgact
atgggcagce
agggcgtgat
cttcteecete
ataaataaat
agtgggacaa
tattccacat
gaccttecate
tgccatcata
gtggctcagt
gggtgeccetg
ctectctgggt
gtggcgcage
agtcccacat
tctgtgteta
taaaaaaaga
catgaggtac
agtagecctct
ctacatttat
aaattattge
cagcaccata
tgatttcaga
aaagcactce
cggtggtectt
agtgatacta

tactggccaa

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160



ggcacttggyg
attgcectee
gttgatctce
cgtcaggtgyg
cattcatggg
cctggagtct
tactgectgta
ttatctccac
caccgctcaa
gccagcgtge
accagactga
gatcacagag
ggcttcectge
gtccacccat
ggaagggaga
cagctggagc
ctgegggcetce
gtcetgacteg
agtcttcage
actgacaggg
tgtgcaaagg
gatttgatgt
ccagtgagag
ccaaacttce
agaggcctgg
gcactcagcea
gacatacaaa
gcttaactct
ttgtttgeat
tctgecagtte
gaaagaaaat

ctcactttgt

cagggaaggc
catccagact
ctgagggatg
ccttagtgag
ccctcacgea
cctgtectect
aaaacaatgc
ccttectgte
gagtccaata
tgcctgaact
tccatccatg
gcactgagag
tctectgagea
atgtatgtgce
gaatccaaca
tcaaagctgc
cccttetgte
ctgtgttett
ctgtggcctg
tctgctacac
tgatcaggga
gcttccatct
tctccacaat
tttatttgca
ttcectggaag
ttaacggggt
tegtgagete
cctttectea
tatcccaata
ttttecattct
tcttecatgt

ttcagatttt
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aaattcatac
gaaagagaga
gcgccatgtg
agggaaccat
ggcactggca
ggctgtccaa
ccgctectge
ctgcecttte
gacctctete
cccteoceccag
aagtaggcct
agaggcatgg
gtctcaccca
aggctttgaa
aatcattgag
tgagagtgaa
actggccgaa
gggcccagtg

tctaggtggce

cctettaate
ttttettgtt
cttatgggat
gtggctactg
agtgtgatga
tggaaagtac
gggtgggggyg
atgctgttgt
cactgaaact
aatagtgegt
tagggatgaa
ggctttgett

taggaattge

ccagaatgtg
cactgtagte
agggctcage
gcagacttct
tgggggaagg
cgttcecectg
aagtccatcc
ctggcctgac
aagtcaccte
ccteccatccece
ggacttccte
gtgccacaga
atcacacatt
cccccaggte
caaacagtcc
gggagagggyg
gctgtttcca
tacctgecca
cagtaagggg
ttcacaactg
tagtatcatg
ttattcattt
ggtcecctttg
gctgtectge
tatttagaga
tagtgtcact
cttcagtteca
cagagttcca
tttgaaatgce
tagtcaaaat
ccagctccaa

atccctgtte

24

catagtccca
aacatgcttce
acctgtetgt
acccactgece
acagagtctg
cagtgaatgc
atggctctcce
cagccagcca
teccecectgea
gggtcagctc
ctctgaagcc
cacagggcat
ccacctggga
ttaataagac
aatcacctgg
ggcggggtgg
ggccatcaac
ttcagaaaaa
acataggcca
tgagtccatg
atgaattctt
aatgctgaca
acatgatctg
ccctgactgg
cggtcgtctg
gcttctaage
cgtgaaagat
aacaccatta
caagccaaca
gctcagttte
gtacaatcac

tgcttcttaa

ggaaggaaac
ccagtggetg
gctgecgaca
atagccactc
gctggtatce
tccttaatgg
cteccacttecce
aaccatgtgc
ggcaagggtg
acatcagtgce
tgattggccect
ctgggagcct
ttgecegttgt
agtgagtcca
aacaggtgcc
ggcttctagt
tecctacatge
atcectcagga
gtaaggggac
ccecccatcag
ggactttata
tgtcaccttg
acctgagacc
gacatcctga
gaccccagga
ctttttcaca
tagcagttta
ctataattat
ttatgatttc
ataatcactt
gggcccttgt

tttagcctaa

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020

7080



aattaacttc
ccaatgtcaa
gcctgetett
aggagcctge
ccctecagtt
ctttgctece
cagcctgect
ccctecctea
caccattctg
cacgtceccece
agctgetggg
ggatgggcte
aggcgggggc
tggccteage
ttattctecct
agctgggctg
gggccctgge
agcctgtgac
cagaagatat
cgtgaaatca
ccgagggteoc
gggatagaaa
agtacagaag
gtaagtgttg
cagggcggac
ctggcctect
agcaaagaga
acccagtgece
ggaagccctg
cggagcctet
ccacgtetgg
cagtccagac

gtgcccacac

attattctga
agccagaaag
cagaaaacct
agatgggacg
ccttecagetg
tggccgeaaa
cctcgecace
tctgggecag
ccagcacagc
tgcagaggac
ccccacecce
tcccagtgge
gccagggacyg
gttggecttg
ccacagagac
caaccececte
aagaaccctg
atgctgtgtg
ttecagtttecc
gacttgaatt
ctttctgaga
tgggtgatgg
gtccctgece
gaagagtcte
tecctetetca
ggccaggaga
aagaactaga
attgatacte
cacaaggttt
ggagtcctgg
tttcccacca
ccagctgett

ttctagteat
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acttaattct
caagctgctg
gagaggtctce
gcttteteca
ttetttgggg
gttctgtcca
ccccctecce
ggtcecegege
tgtggcageg
ccaggtgecc
acgtetgggg
cactgtggcet
ccaggacctt
gtgggggggc
tggaaagctc
ccccccacct
gcetgggegt
accccagata
ctgagacatt
cttcctgett
cctcagggag
tgactgtcac
agcaagtgcc
gg999gcgagg
gataacaaac
tctgtgcaca
ttttgctgag
ttcagececegt
ggccgetgea
ctectcaccag
gggggactgce
ctggectcga

gaggggaggt

gtttcaatta
ccattttaca
tggccctggg
gaaggagatc
aacagtctgg
ctcaggggct
tacccaccct
ttecctggece
cttggagctg
acatgacgtg
aagtggaaac
gggagtccag
ggggagggtce

cgtgggggtyg

cccaggaccc
ccaccatttc
ccatcaggag
actttccacc
ctectteotgt
ccattggtcc
gtettggtte
atggccaggg
agctagactg
gggcactcat
gcteccgtete
ctgggcatgt
ctegtecatg
tgttcagaag
gatggcaaac
ccttcacage
ctcttggaac
tcaaggtcag

gacaaggaag
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tataatatat
ggtgaagaaa
ctgtagggaa
tggatgttct
gatgcccttt
cccctagatg
gaggccttca
ctttcagaag
tgcgecatgea
cagggccttg
aggtgctcaa
tgaccagtgg
tgtttcctca
agggagaggg
aggaggctgg
tgtcecectga
acttgetttt
tctgggtetg
tattagggca
tgtttgettt
ttettgocte
gacaagatgc
cagtatgagt
tgccteccct
acccacagga
gtgtatgtgc
ggccaggtge
aggaaagagt
cagggctttg
agcagctecce
agactgtctg
actctttcag

gtcactttet

ttatgtagtt
caggcctgea
gggggctgcg
cagggccgag
gagcatagga
tggtgcegtt
gctgcaggag
ttctcaaagc
gccccactee
agaggatctg
gggaccagaa
ctaacactgg
acttgggtca
aggagactga
gaggccagcc
gagacagctg
ggtcatggtc
tttecttgte
ggaagttcta
cagccagtct
ttcttaggaa
aggtaaaaat
cttcagaget
ggaaattcct
gactggttca
gtgcatgact
agtacacatt
ttcagagaaa
acctcagggc
tgttcecegea
gtaccagccc
gatgccacgt

cttectttece

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060



catcacagce
taaatttcag
tgatcccage
gggggggatg
ggctgccagg
acttggtgct
aatgaataaa
ttaggctcac
cccaggactt
accttaggte
aagccagtce
catcagcaga
tggaaggaca
gatatttteg
tgccaccaca
gccaggggcet
agagagcctg
tggtattctg
gctgcacatt
gtgttttgeca
cacggcatce
ccatctgtce
ggcaaaaccce
gcctccaaaa
ccaattccceca
ctteccatcecg
ccagccectee
cgtecttget
cttecegage
cggggacggg
cttecegaacyg

ccgeageege

aggtttcecece
ccacatggtt
cctggtggag
tctettteag
tgctgcttag
gaaatagtgce
cagaggtcte
ctceceegect
cctgtectgt
cttgaggatt
acagcatttg
gggcagtcca
gggacctgte
gggtgtgetg
gttatccggg
ctgecttcaag
ggaaagcaga
aggagtcccce
catcagcaac
cattggtttt
agagagtcce
agctgcaaag
aatcagggcet
aagagcttce
ggccctecte
tccagttgea
ccectactee
ctetectgetg
ccecetgegte
cgggggagtyg

tectgeggge

aggacggagc
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acagcaagaa
gcctggetcet
gcaggctgge
ttgggttgea
atctgcccca
ctggtccata
tecctteccea
gggtcatttc
ctctacagta
tagggaggag
aagtagaatc
gagtcccata
ctgaggttga
gagattatgg
gagagaattc
tcccaggagy
gggaagggga
cagtgctagg
agccctggece
tgtgaccagt
tgacttgett
tcagctccte
tccaacaggyg
ctccceccact
ctcgececectg
gcagcatcct
aagtccoegy
cctctaggaa
cctggacagy
gagaaagggyg

ccggcectee

gtggaccegg

ctgtggttac
gcctggetgg
tgcatggacc
aggtccgagg
aggccagatc
gtgggcattc
gactctgeoca
ttttactaaa
tatgggtgtc
tttattgtga
cagacagtgg
caggagggag
tttgecactge
ggatcaaatt
aagcatctag
gacaggggga
ggctgtggag
cagcactcaa
agtgggccct
gtgtcecatte
ttcttaacce
ctctgtgecag
atgtggttgt
ctcatgette
gccccacggyg
ccagctecege
ctteteteeca
ccgacgcaga
gggcgggyggc
ttttgtgega
ctgegecege

aggagagccc
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ctgggagcca
gcttaagacc
tatgctgaga
ggagcaaagg
cctectggect
agttagtatt
ggcaccttgt
agaccctacc
caaggattgg
gcttctgaaa
taagactggg
ggacttgggt
aggcaccccg
ccccaacaag
ctgtecctgece
gtgagaagag
ctgaagaggg
ggcccaccce
ctgggctcecce
acagtgccgce
ctgaatcecge
ggagcaggag
ggtecctttge
tggtatcctg
aagtccctct
gagcactcgc
gaaccatgtc
ggaggcagcg
ggccccgggyg
gceceggegge
gcagtccteg

ggaggaggct

ccactgagat
cgggtggagc
ctgttggggt
gaggtcctag
ccatcagagg
tatttaatga
totgtectet
acccaccacc
ccagagctct
agcgetttgg
acagttaggg
gccgtctaaa
catgacttgg
ctatcecttgg
cacagtcagt
ggaggggcag
ggggtgtcat
ctggcaccag
agcaacgcct
tcoctecceca
tgtctaacct
caccaccaga
ccctecatect
tccctattgt
ggctgtctaa
tcecegeeect
ctacttegea
gtagegtgac
aggagcggygyg
ccggegecct
ccgeagtegg

gcaaacttgg

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9500

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980



cggtgcagca
ccaccgggac
cccccteeceg
tgaccctgac
ccacggatga
gceccoccecgget
cagcccctea
tcggggcgga
aagttagttg
ttctcaaagt
tcagtcacca
gggctggaga
cacacgcttec
gcatgacttc
cccacccceca
tggcatcate
tcgctaatag
gctggtececa
gcacggccac
cectggtteet
gagatggcag
cacacacaca
aagcctgtga
tcctgaacag
gatgagctgg
aaactctececa
ggccaagtcet
gcagtagtgt
gtgggggcaa
ccectetggtt
ggtcttcate

gggcaggcca

tcagagaget

ccctegeage
ccgagaggca
cccecgecce
agcccccagg
taggaacgce
caggctteceg
ttggaggece
ctggcgetgg
acctcectga
taaggttatec
gtagccagag
cccacceece
caacaggacc
tattccagat
ctcaccctgg
caccttteag
tattactagt
caagctectge
taaggggacc
atggggcaga
gtattggatg
cacacacaaa
gaaagatggg
cttgggaagc
agagagggat
ggttagggat
gttttcecett
tctcaggaca
tgcagatgtc
agtgactcce
agcctcagac
gggtgctggt

gggacccagg

ES 2533311 T3

cccggecgece
gggagccegg
gcagctctgg
cgcccctecg
cecaegteact
accttgtgeg
cttcggggag
agtcccaact
acctcgggtt
catgcgaagce
ctccagttac
aggtccttte
aagagatttg
aagagcagta
ccccacagca
attctgaact
tgtgcgtcca
taatgecctgg
ataagagctt
ctctgcacag
tgtgtacgca
ccctggtect
ctcecgtgatce
tcaaggcaag
ggtgtggatc
ggagagggta
teccecacccae
cttggectgta
tctgatcatg
cttecctggaa
tttectceett
cccagagtgg

tctatgagea

tgcaggtagg
ggcgecegteg
cctceccgggyg
ctgtgtgcgg
geggectect
gggcaggcgyg
ccececgggaca
ctgccactta
cctctteagt
ctggataaga
cctectgett
ccctecacccet
ccatcagttt
agatcaaggg
ttaccagcac
aggaggagct
ataaatagga
ctgectgtegt
ccctectget
ccagcaggga
tatgcatgga
gatcttaate
agacaggaat
ggcagaaatc
agggaaggga
tcctgetetg
aggtctgaca
ccaggatggg
agaaccatgt
gtgggatgge
cattcccteca
ctccaaatat

gctcocagete
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tgagcacgag
gccgeeggtyg
ctccggegea
cceccecteecge
tgetgegeec
gcggcgggag
gccgacagceg
cttgctgtgt
gtgatgecata
ggecctgacte
tcectetetag
cctatgggaa
tgttagcacc
acactgttac
ctgtgtttte
gcagtagcectce
ctatttatgce
gtaaggtcag
gaccctgcta
aggggggggc
cacacacaca
ctetgtggat
aacatatcaa
ctggagctgg
caggaagcct
gaggacagca
ctggtggcag
gctgaggccecce
aatccaggtg
tcccatattt
ccttcaaaac
atgggtttet

cagcctgaag

cgcagccgga
gteecgegece
ggccacctge
gcccccgagt
tegggegeca
gagcaggaag
gagcgggtgg
gaccttggge
gaccatattt
aggtggatgg
cactgccagg
tagctetgee
gttaatatct
ccatggacca
atggctaact
agctgtgatg
aatgtcttta
gttgctgett
gctacaggag
atttagcatg
cacacacaca
tgggtctacg
gagagaagtt
agcaggaaag
gtcgatgeccg
gaggggtgaa
aggaggggat
aagcaatggg
ccctettgge
cagggtacca
agaggtaaaa
gggccgtcetg

agaggggagg

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960



gagggcgceca
tctgcececagt
gaaggcagtc
ccccaacaag
gaggaaatga
caaggaggat
gctcagaaag
tgaaccatgg
catcectect
actagccctt
tggcctggta
cccatttecte
ttgagatctt
gagatgaccc
tggtggggga
agctggttte
gggaagaagt
aagagtttcc
agaaggtgtg
atggtactca
tcaaggaagg
ctcatgectat
cgcttatagg
tacaagtcag
gttgactaga
aaaacaaggg
agtccacatg
tcctectcaa
gccttggece
ggtaagcaac
gtggccttagg

tgggatgett

gaaaggggcc

acccagctgg
ctcccaagtg
agacaccctg
agcccagceca
ctecagatccce
gggaacacat
gcctggagtyg
gctgegecat
acagatgttg
cctgacttgg
agtgtcacce
cagaggacta
ctcccattta
agggagaggc
tgagccagga
gagaaggcag
ttataagtac
catcacccag
gggaggaagg
agtctggcac
aagcatttat
ataaaaggcg
gaaacaaagg
acccaggtct
agttaacggt
gatgtggtca
gtcecctecac
tggceegggg
cgcactcagc
aggacccggg

ggaaataagg
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tggcecagga
caccggctte
cccctatace
gacatctgge
tagcgggagyg
tgggaggatt
gcatgaaggce
ggaatgagcc
tggcctatge
ttggtcacta
ctttgectggg
cccaacaccce
ttcetgggtte
gtctccecect
tggatggagg
gatccggtgg
ccaagggcgg
tggtggggta
gttcagtcta
ggcgggaagg
tgtgaagacc
tgagctecta
ctctagaace
cctacagagg
tggttccaag
gaggttggga
ggagccgggyg
cagcctgagc
ccctgtggece
atcactgtct
gagagatagg

gataagctge

cctggeacag
ttaaaccaaa
cagagctggt
tcetgteact
gatggaggtg
tgggagaaga
agagcctaag
tctaggaaat
catggcagac
gctctgaagc
aaccagagtc
ccatctctece
tcagggtgte
cccttagecc
ccagactggc
gaaagcccgt
aggggagtgg
gggggaggtc
ggaggccctce
aaaagttggc
agagggaatg
cggtgtgect
cggagcctca
ttaatgaatt
gaagagtcct
cagtgggctt
gaagtccatc
atggccececcc
ttagctgatg
ctgtctcctg

atagagggca

tggctctggg
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ctcagatgca
tggtccctce
ctcagcaccc
ccttetccaa
ttgtaggtgg
gaggtttece
agggcaaaga
cctgectcta
ctgggtctct
cttcectect
agccctatce
attatgaaag
tgagagccaa
acccccccag
agagacaggyg
gccaggcaga
aggatgctaa
aaggaggggt
ctggaagagyg
agggtecctgg
aagtatgata
ggttectgtge
tcaccaccca
agccttaagt
ctggtgggga
cttggaccac
ctaaagtcta
tgttecctgece
ccctggaagg
catctcectct
ctgtggggaa

tagggcaggc

aggcaaacag
ttctacccceca
tctgatctgg
gtctaaceccect
ggaggcattc
agcagttcag
agatggaggt
gactaacctg
gtgcttttet
gcaggcacat
ttetectgggt
tgtaagtgct
gggcaagagg
cctagggctg
gctttgteece
aaggaaggct
gggtaaagag
atagctagag
ctgggtgggt
ggctctgggt
gcacctacca
atctgtgeag
ggtgctgtec
cacacaggaa
gacagaatca
catatgtgtg
accccagett
cctgctggta
ggacagctca
atggaagagg
tgatgtggtc

aaaattagtg

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13320

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880
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gtaggactgc caacccctag ggcatgggac caatgaaggg ggctggaaga cagaacaggg 14940
atagagtggg gagaaatccc aaaggtgagt ctgagggaaa ctgaggggaa actttaaggce 15000
cagggctggg gccagcttag atctggagtg ggccccaggg agtcctggga tggtacctac 15060
caggccactg tccacaggaa cagactggaa gatttgggga cagatctgga gagggagtgg 15120
gatgggcctg gggtcctaga ggcaagcatg tggggccctg ggagcagtgg tggectgggat 15180
cectggggegg gettggagac caggtgggac cctgtggate aggtgceccaag ttctagecac 15240
cggcctgeceec gecccacccac agaggaccgg gceccttecacg tgcecgcatcge gggtgacgea 15300
ccactgcagg gcgtgctggg cggcgeccctce accatccett geccacgttca ctacctacgg 15360
cegetgecgg gecacceggge cgtgetggge tcccegeggyg tcaagtggac cttectgtec 15420
gggggcegtg aggccgaagt attggtggect cgggggctge gegtcaaggt gagcgaggece 15480
taccgtttec gtgtggcact gcctgecctac ccggcatcac tcaccgacgt gtcectggtg 15540
ctgagtgagc ttcggcccaa cgactccgge atctaccget gcecgaggtcca gcacggcata 15600
gatgacagca gcgatgecgt ggaggtcaag gtcaaaggtg aggggcagga cccaggaagg 15660
ttcecceccagg gtgggageccec acagtgtgag gggggagcaa atgetctgga aggcacccag 15720
tg 15722

<210> 14

<211> 336

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222>1..336

<223> /mol_tipo = "ADN"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 14
ccttgetete tectgetgect ctaggaaccg acgcagagga ggcagcggta gegtgacctt 60
cccgagcccece ctgegtccct ggacaggggg cgggggcggc cccggggagg agcggggcgg 120
ggacgggcgg gggagtggag aaaggggttt tgtgcgagcce cggcggcceg gcegecctett 180
ccgaacgtcce tgcgggceccecg geectceccecectg cgececgegceca gtectcecgecg cagteggecg 240
cagccgcagg acggagcgtg gacccggagg agagcccgga ggaggctgca aacttggegg 300
tgcagcacce tcgcagecce ggccgectge aggtag 336

<210> 15

<211>98

29
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<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222>1..98

<223> /mol_tipo = "ADN"/organismo = "Canis lupus familiaris"
<400> 15

cctgagcatg gcccecectgt tecctgececct getggtagece ttggeccectgg ceccggggecce

tgtggcctta gctgatgcce tggaagggga cagctcag

<210> 16

<211> 375

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222>1..375

<223> /mol_tipo = "ADN"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 16

aggaccgggc
gcgccctcac
tgctgggcectce
tggtggctcg
ctgcctacce

actccggcat

cttccacgtg
catcccttge
cccgegggtce
ggggctgcge
ggcatcactc

ctaccgcectge

cgcatcgcgg
cacgttcact
aagtggacct
gtcaaggtga
accgacgtgt

gaggtccagc

gtgacgcacc
acctacggcc
tcectgteecgg
gcgaggccta
ccectggtget

acggcataga

actgcagggc
gctgccggge
gggccgtgag
ccgtttecegt
gagtgagctt

tgacagcagc

gtgctgggceg
caccgggccg
gccgaagtat
gtggcactgce

cggcccaacg

gatgccgtgg

aggtcaaggt caaag

<210> 17

<211> 175

<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<220>

<221> fuente

<222>1.175

<223> /mol_tipo = "ADN"/organismo = "Canis lupus familiaris"

<400> 17

30

60

98

60
120
180
240
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360
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gggtcgtctt tctctaccgg gaaggctctg cccgetatge tttectettte getggggece 60
aggaggcctg tgcccgcatt ggagcccecgceca ttgccaccece ggagcagcetce tatgeccecgect 120
acctcggggg ctatgaacag tgtgatgctg gctggctatc tgaccagacc gtgag 175

<210> 18

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador de PCR muiltiple de EFS1"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 18

aaggtcttac acctgcaatg aatg 25

<210> 19

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador de PCR muiltiple de EFS2"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 19

agcaaatgta aagtcctgtg accat 25

<210> 20

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador de PCR muiltiple de EFS3"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 20

agttcacatt gtgctctctc tactg 25

<210> 21

<211> 24

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..24

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exén 1 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 21

cttctctcca gaaccatgte ctac 24

<210> 22

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..24

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota= "cebador reverso de exén 1 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 22

acacagcaag taagtggcag agtt 24

<210> 23

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de ex6n 2 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 23

gagttaacgg tgaggttggg acagt 25

<210> 24

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 2 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 24

cccacagtgc cctctatcct atctc 25
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<210> 25

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de ex6n 3 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 25

aagatttggg gacagatctg gagag 25
<210> 26

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 3 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 26

ccccaagaga gaaaggaggt aacaa 25
<210> 27

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exén 4 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 27

ctttctetet tggggtggac agact 25

<210> 28

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..22
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<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de ex6n 4 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 28

ggtcctggat ggttgacctg ag 22

<210> 29

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de ex6n 5 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 29

gggtgtctct gcagaagaaa acaat 25

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1.21

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 5 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 30

gaagacctct ggacagcacc g 21

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 6 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 31

ggcccagaga agccagecta 20

<210> 32

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 6 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 32

gggaaacttc agagctcaag tctgt 25

<210> 33

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de ex6n 7 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 33

ccacagggaa gatgagtgag aatg 25

<210> 34

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..22

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 7 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 34

ccagcatcac tctggacacc tt 22

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de ex6n 8 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 34

ctcaccctc acagceccctt 20

<210> 36
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<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 8 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 36

ccagagatca tgtgacccag agctt 25
<210> 37

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exén 9 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 37

gtgatagctc ccaagacaag gagat 25
<210> 38

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..23

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 9 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 38

gcagggtcca ggcttcaggt cta 23
<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exén 10 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
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<400> 39

ctetgetggce tetctggceat 20
<210> 40

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<222>1.21

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 10 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 40

tgagtgggag agagcaggtg a 21
<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exén 11 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 41

acggacaggg aagcagggaa 20
<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 11 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 42

gcggaggcag aagtgettgg 20
<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exén 12 BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 43

tgggcctcca ctectcatce 20

<210> 44

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 12 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 44

ttacacacat gcggcttggg tc 22

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exén 13 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 45

atcccgggte tccaggatca 20

<210> 46

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..23

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 13 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 46

gagcccaggg ctactgttgg ata 23

<210> 47

<211> 24
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..24

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exén 14 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 47

ccagggcatg tgtttggatg agat 24

<210> 48

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..23

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 14 de BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 48

ccctcacgtg gtcacttect atg 23

<210> 49

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..22

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exdn 1-2 de HAPLN2"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 49

gacattcccc acacacacca ag 22

<210> 50

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 1-2 de HAPLN2"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 50
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cgcctgtttc gettcatagt aattg 25
<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador directo de exdn 3-5 de HAPLN2"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 51

tgtctgeegg cteteectaa 20
<210> 52

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “cebador reverso de exén 3-5 de HAPLN2"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 52

aggatacaga cccatcctga agcac 25
<210> 53

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..46

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de MPLA CFTRa"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 53

gggttcccta agggttggag ctccattgca atctacctag ccattg
<210> 54

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

46
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<222>1..54

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de MPLA CFTRa; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 54

gcttatgect tctctttatc atgaggccgc ttctagattg gatcttgetg gcac 54

<210> 55

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..39

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de PR de MPLA BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 55

gggttcccta agggttggag gattgggtgce cctgtttgg 39

<210> 56

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..65

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de PR de MPLA BCAN; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 56

ctcgeccacag ggagcecttet gegcatttce aagtggtcac tgtctagatt ggatcttget 60

ggcac 65

<210> 57

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..49

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de ex6n 1 de MPLA BCAN"/organismo = “secuencia artificial"
<400> 57

gggttcccta agggttggac tggtctagece tctaggaacc gacgcagag 49
<210> 58
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<211> 72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..72

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de exdn 1 de MPLA,; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 58
gaggcagegg tagcgtgaca ggectggggaa gagcaaaaat cacggagtct ctagattgga 60
tcttgetgge ac 72

<210> 59

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..51

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de ex6n 2 de MPLA BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 59

gggttcccta agggttggac tatgcaaggt gtggcecttag ctgatgccct g 51

<210> 60

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..64

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de ex6n 2 de MPLA BCAN; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia

artificial”

<400> 60
gaaggggaca gctcaggtaa gcaggagccc gaggggtgtce ctctagattg gatcttgetg 60
gcac 64

<210> 61

<211>47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<221> fuente

<222>1.47

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de ex6n 3 de MPLA BCAN;"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 61

gggttcccta agggttggag ccatctaccg ctgcgaggtc cagcacg
<210> 62

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..49

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de ex6n 3 de MPLA BCAN; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia

artificial”

<400> 62

gcatagatga cagcagcgat gccgtatcta gattggatct tgctggcac
<210> 63

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1.43

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 1 de ex6n 4 de MPLA BCAN"/organismo = “secuencia artificial"

<400> 63

gggttcccta agggttggag gggctatgaa cagtgtgatg ctg 43
<210> 64

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1.45

<223> /mol_tipo = "ADN"/nota = “sonda 2 de ex6n 4 de MPLA BCAN; grupo 5’ fosfato"/organismo = “secuencia

artificial"
<400> 64

gctggctatc tgaccagacc gttctagatt ggatcttgct ggcac 45

43

47
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de determinacion de la predisposicion genética para sindrome de caida episddica en un
mamifero caracterizado porque la presencia o ausencia de una delecion en el gen brevican (BCAN) se detecta en
una muestra.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la delecién comprende al menos uno de
los siguientes elementos de BCAN: secuencias reguladoras, exén 1, exén 2 y/o exén 3.

3. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque la delecién comprende al
menos exon 1, exén 2 y exon 3.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la delecion es del tamafo
de 15,7 kbases.

5. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la delecién comienza 1,56
kb corriente abajo de HAPLNZ2 y termina 85 pb corriente abajo del exén 3 de BCAN.

6. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 to 5, caracterizado porque la delecién conduce a
una secuencia de acuerdo con la SEC ID N.°: 1 ola SEC ID N.°: 2.

7. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones1 to 6, caracterizado porque el mamifero es un perro.

8. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el mamifero es un
Cavalier King Charles spaniel.
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Fig. 3
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cagaagggasaagtaagaagacototgaaaggtettacacctgoaatgaatagoogcagogoagagagad
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, 3 Dominio similar a CRP

Dominio similar a lectina

Dominio similar a EGF

.4 Dominio de union a HA

Dominio Ig

Aggrecan Versican Meurocan Brevican
Displasia espondiloepifisaria  Sindrome de Caida Episddica Canina
Osteocondritis disecante Wagner

Fig. 6
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