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DESCRIPCION
Doble musculacién en mamiferos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a factores que afectan al desarrollo muscular en mamiferos, especialmente ganado.
En particular, la presente invencion se refiere a la clonacion de un procedimiento para determinar genotipos de
miostatina.

Descripcion de la técnica relacionada

La superfamilia de TGF-B consiste en un grupo de polipéptidos multifuncionales que controlan un amplio intervalo de
procesos de diferenciacién en muchos tipos celulares de mamifero. GDF-8 es un miembro de la superfamilia de
TGF-B. Todos los miembros de esta superfamilia comparte una estructura comdn que incluye una corta sefal
peptidica para la secrecién y un fragmento peptidico N-terminal que se separa del fragmento carboxi-terminal
bioactivo por escisién proteolitica en un sitio de escision proteolitica altamente conservado. El dominio carboxi-
terminal bioactivo se caracteriza por restos de cisteina en posiciones altamente conservadas que estan implicados
en puentes disulfuro intra- e intermoleculares. Las moléculas funcionales son dimeros covalentemente unidos
(mediante un enlace S-S) del dominio carboxi-terminal (Masterson y col., 1996).

Recientemente, se inform6 de que ratones deficientes en el gen que codifica GDF-8 se caracterizaban por una
hiperplasia muscular generalizada (McPherron y col., 1997). Los ratones GDF-8 deficientes se produjeron por
direccionamiento génico usando recombinacién homéloga en células madre embrionarias, un procedimiento
mencionado como "desactivacion génica". La hiperplasia muscular generalizada murina parecié ser muy similar en
su expresién a la hiperplasia muscular que caracteriza al ganado bovino de "doble musculacion". Esta observacion
plante6 la intrigante posibilidad de que el gen bovino que codifica GDF-8 (es decir, el homologo evolutivo bovino del
gen de GDF-8 de ratdn) esté implicado en el fenotipo bovino de doble musculacion. También planteé la posibilidad
de que el gen humano que codifica GDF-8 (es decir, el homdlogo evolutivo humano del gen de GDF-8 de raton) esté
implicado en la regulacién del desarrollo muscular en seres humanos, especificamente la génesis del musculo
esquelético. El aislamiento del gen de GDF-8 humano puede tener usos/aplicaciones terapéuticas en el tratamiento
de enfermedades musculodegenerativas a través de la regulacién positiva o regulacion negativa de la expresién de
GDF-8.

Se ha informado de la existencia de animales caracterizados por una hipertrofia muscular generalizada distinta,
habitualmente conocidos como animales de "doble musculacion”, en varias razas de ganado bovino en todo el
mundo. La primera descripcion documentada de ganado bovino de doble musculacién data de tan pronto como 1807
(Culley, 1807). Una de las razas en que esta caracteristica ha sido mas minuciosamente estudiada es la raza Azul
Belga de ganado bovino ("raza Azul Belga"). Esta es una de las pocas razas en las que se ha seleccionado
sistematicamente el rasgo de doble musculacion, y en las que el fenotipo de doble musculacién es casi fijo. Una
comparacién de animales de doble musculacion y convencional dentro de la raza Azul Belga, mostré un aumento en
la masa muscular del 20% de promedio, mientras que todos los demas 6rganos estaban reducidos en tamafio
(Hanset, 1986 y 1991). Se demostrdé que la hipertrofia muscular era una hiperplasia histolégica que afectaba
principalmente a musculos superficiales, acompanada por una reduccién del 50% en el contenido total de lipidos y
una reduccién en la fraccion de tejido conectivo medida por contenido de hidroxiprolina (Hanset y col., 1982). Los
animales de doble musculacién demostraron tener una ingesta reducida de pienso con tasa mejorada de conversion
del pienso (Hanset y col., 1987). Un importante beneficio econémico de los animales de doble musculacion, en
contraste con los animales convencionales, es el aumento sustancial en el precio de venta y los ingresos netos para
el ganadero (Hanset y col., 1987).

Una de las series de estudios mas minuciosos sobre musculacion doble es la de Hanset y colaboradores en la raza
Azul Belga. Se midieron los criterios objetivos de desarrollo muscular, tales como porcentaje de desollamiento, el
porcentaje de magro y grasa, las concentraciones de creatina y creatinina en plasma y glébulos rojos, en casi 150
animales seleccionados aleatoriamente criados en condiciones normalizadas. Estos estudios revelaron claramente
distribuciones bimodales anormales del fenotipo de doble musculacién y confirmaron objetivamente la clasificacion
visual tradicionalmente realizada por los criadores sobre animales de doble musculacién y convencionales. La
distribucion fenotipica se resolvié usando un procedimiento de probabilidad maxima en dos poblaciones normales
componentes con una varianza comun que reveld diferencias en la media de tres a cuatro desviaciones tipicas
dependiendo del rasgo. Esto sugirié la presencia de un alelo que tenia un efecto principal sobre el desarrollo
muscular con una frecuencia de poblacion cercana al 50% (Hanset y Michaux, 1985b). La evidencia mas
convincente a favor de dicho alelo, sin embargo, proviene de cruces experimentales que implican toros Azul Belga
de doble musculacion y vacas lecheras Holstein Friesian (teniendo los ultimos animales un desarrollo muscular muy
pobre). Aunque la descendencia F1 mostrd una distribucién fenotipica muy similar a sus hembras Holstein Friesian,
el retrocruzamiento de estos F1 con toros de doble musculacién produjo una generacion BC bimodal, que apunta
claramente hacia una segregacion mendeliana de un alelo "mh" (hipertrofia muscular) recesivo (Hanset y Michaux.,
1985a).
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Posteriormente se us6 el mismo tipo de cruces experimentales para realizar una exploraciéon de genoma completo
usando un mapa de marcadores basado en microsatélites. Para realizar el analisis de vinculacién, los animales se
clasificaron como de doble musculaciéon o convencionales. Se obtuvieron valores muy significativos del logaritmo de
la probabilidad (valores lod) en el cromosoma 2 (> 17), y un analisis de vinculacion de mdltiples puntos posicioné el
locus mh en el extremo centromérico de este cromosoma, a [2]centimorgan del marcador mas cercano de
microsatélite: TGLA44. La regién cromosémica correspondiente justifico toda la varianza del rasgo asumido como
completamente penetrante en este experimento (Charlier y col., 1995).

En seres humanos, se han aislado los genes que codifican algunas formas de anormalidades musculares, por
ejemplo distrofia muscular. La divulgacion proporciona el gen que regula el desarrollo del musculo esquelético
solamente, en oposicién a otros tipos de musculo, por ejemplo musculo liso o cardiaco. La divulgacion puede
proporcionar una comprension del papel del gen de GDF-8 o su receptor en el recrecimiento de musculo esquelético
en seres humanos que solamente experimentan una respuesta hiperplasica.

Sumario de la invencion

Los presentes inventores han identificado y secuenciado un gen (ADNc y gendmico) que codifica una proteina
miostatina bovina. La secuencia codificante de acido nucleico se identifica como SEC ID N 1 y la secuencia proteica
se identifica como SEC ID N? 2. La secuencia i bovina gendémica se identifica como SEC ID N° 54. Se ha
secuenciado un gen mutante (SEC ID N 3) en que la secuencia codificante carece de una secuencia consecutiva de
11 pares de bases (SEC ID N° 11) de la secuencia que codifica la proteina bovina que tiene actividad miostatina. Se
ha demostrado que ganado bovino de la raza Azul Belga homocigéticos para el gen mutante que carece de actividad
miostatina son de doble musculacion. También se han determinado otras mutaciones bovinas que conducen a doble
musculacion, identificAndose en el presente documento como nt419(del7-ins10), Q204X, E226X y C313Y,
respectivamente. En un aspecto, como se define en las reivindicaciones, la presente invencidn por tanto proporciona
un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un mamifero. El procedimiento incluye
obtener una muestra de material que contiene ADN del mamifero y averiguar si esta presente una secuencia del
ADN que codifica (a) una proteina que tiene actividad bioldgica de miostatina, y si esta presente una secuencia del
ADN que codifica (b) una proteina alélica que carece de la actividad de (a). La ausencia de (a) y la presencia de (b)
indican la presencia de hiperplasia muscular en el mamifero.

Por supuesto, la mutacién responsable de la ausencia de actividad puede ser una mutacién de origen natural, como
es el caso para las razas Azul Belga, Asturiana, Parthenaise o Rubia Gallega, aqui mostradas.

El mamifero puede ser un bovino, etc.

Existes varios procedimientos conocidos para determinar si una secuencia nucleotidica particular esta presente en
una muestra. Un procedimiento comin es la reacciéon en cadena de la polimerasa. Un aspecto preferido de la
invencion por tanto incluye una etapa en que averiguar si una secuencia del ADN que codifica (a) esta presente, y si
una secuencia del ADN que codifica (b) esta presente incluye amplificar el ADN en presencia de cebadores basados
en una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad biolégica de miostatina.

Un cebador de la presente invencion, usado en PCR por ejemplo, es una molécula de &cido nucleico
suficientemente complementaria a la secuencia en la que estd basada y de longitud suficiente para hibridar
selectivamente con la parte correspondiente de una molécula de acido nucleico pretendida para amplificarse y para
cebar la sintesis de la misma en condiciones in vitro habitualmente usadas en PCR. Asimismo, una sonda de la
presente invenciéon, es una molécula, por ejemplo una molécula de acido nucleico de suficiente longitud y
suficientemente complementaria a la molécula de acido nucleico de interés, que se une selectivamente, en
condiciones de rigurosidad elevada o baja con la secuencia de &cido nucleico de interés para la deteccién de la
misma en presencia de moléculas de acido nucleico que tienen secuencias diferentes.

Los cebadores pueden basarse en la secuencia identificada como SEC ID N° 7 (secuencia de ADNc humano) o SEC
ID N¢ 54.

Se describe un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un mamifero que incluye
obtener una muestra de material que contiene ARNm del mamifero. Dicho procedimiento incluye averiguar si esta
presente una secuencia del ARNm que codifica (A) una proteina que tiene actividad biolégica de miostatina, y si esta
presente una secuencia del ARNm que codifica (B) una proteina al menos parcialmente codificada por una
secuencia nucleotidica truncada correspondiente a sustancialmente la secuencia del ARNm y que carece de la
actividad de (A). La ausencia de (A) y la presencia de (B) indican la presencia de hiperplasia muscular en el
mamifero.

El ARNm que codifica (A) y la secuencia truncada pueden corresponder a alelos de ADN del mamifero.

De nuevo, si se usa un procedimiento de amplificado tal como PCR en averiguar si esta presente una secuencia del
ARNm que codifica (A), y si esta presente una secuencia del ARNm que codifica (B), el procedimiento incluye
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amplificar el ARNm en presencia de un par de cebadores complementarios a una secuencia nucleotidica que
codifica una proteina que tiene actividad biol6gica de miostatina. Cada uno de estos cebadores puede contener una
secuencia nucleotidica sustancialmente complementaria, por ejemplo, a la secuencia identificada como SEC ID N° 7.
La secuencia truncada puede contener al menos 50 nucledtidos consecutivos sustancialmente correspondientes a
50 nucleodtidos consecutivos de la SEC ID N 7, por ejemplo.

En otro aspecto, la invencion es un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un
mamifero descrito que incluye obtener una muestra tisular que contiene ARNm del mamifero y averiguar si esta
presente un ARNm que codifica una proteina miostatina de tipo mutante que carece de actividad biologica de
miostatina. La presencia de dicho ARNm que codifica una proteina miostatina de tipo mutante indica la presencia de
hiperplasia muscular en el mamifero.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en
un animal bovino. El procedimiento incluye obtener una muestra de material que contiene ADN del animal y
averiguar si esta presente ADN que tiene una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad
biol6gica de miostatina. La ausencia de ADN que tiene dicha secuencia nucleotidica indica la presencia de
hiperplasia muscular en el animal. Averiguar si esta presente ADN que tiene una secuencia nucleotidica que codifica
una proteina que tiene actividad bioldgica de miostatina puede incluir la amplificacién del ADN en presencia de
cebadores basados en una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad bioldgica de
miostatina.

En particular, el procedimiento puede realizarse usando una muestra de un animal en que dicho animal bovino que
no presenta hiperplasia muscular se sabe que tiene una secuencia nucleotidica que es capaz de hibridar con una
molécula de &cido nucleico que tiene la secuencia identificada como SEC ID N® 1 en condiciones rigurosas de
hibridacion.

Es posible que averiguar si esta presente ADN que tiene una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que
tiene actividad biolégica de miostatina incluya amplificar el ADN en presencia de cebadores basados en una
secuencia nucleotidica que codifica el extremo N-terminal y C-terminal, respectivamente, de la proteina que tiene
actividad bioldgica de miostatina.

Los cebadores, es decir primero y segundo cebadores, pueden basarse en la primera y segunda secuencias
nucleotidicas que codifican regiones apartadas entre ellas de la proteina, en las que las regiones flanquean una
mutaciéon que se sabe que sucede de forma natural y que cuando esta presente en ambos alelos de dicho animal
provoca hiperplasia muscular.

También puede ser que el ADN de dicho animal que no presenta hiperplasia muscular contenga una secuencia
nucleotidica que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que
tiene una secuencia identificada como SEC ID N? 2 y la secuencia codificante de ADN de dicho animal que presenta
hiperplasia muscular se sabe que contiene una delecion de 11 pares de bases que comienza en el par de bases n®
821 de la secuencia codificante, y dicho primer cebador se selecciona para que esté cadena arriba del codén que
codifica el acido glutamico n® 275 y el segundo cebador se selecciona para que esté cadena abajo del coddn que
codifica el &cido aspartico n® 274.

Ademas, un ADN de dicho animal que no presenta hiperplasia muscular podria no contener una secuencia
nucleotidica que hibride en condiciones rigurosas con una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que
tiene una secuencia identificada como SEC ID N? 2. La secuencia codificante de ADN de dicho animal que presenta
hiperplasia muscular podria saberse que contiene una delecién de 11 pares de bases que comienza en el par de
bases n® 821. Puede seleccionarse un cebador que abarque la secuencia nucleotidica que incluye los pares de
bases n? 820 y 821 de la secuencia de ADN que contiene la delecion.

El animal puede ser de la raza Azul Belga.

En un aspecto particular, averiguar si esta presente ADN que tiene una secuencia nucleotidica que codifica una
proteina que tiene actividad biolégica de miostatina incluye amplificar el ADN en presencia de un cebador que
contiene al menos una parte de una mutacién que se sabe que sucede de forma natural y que cuando esta presente
en ambos alelos de dicho animal provoca hiperplasia muscular.

En otro aspecto, se describe un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un animal
bovino que incluye obtener una muestra del animal que contiene ARNm y averiguar si esta presente un ARNm que
codifica una proteina que tiene actividad biolégica de miostatina en la muestra. La ausencia de dicho ARNm indica la
presencia de hiperplasia muscular en el animal.

Una muestra que contiene ARNm puede ser tejido muscular, particularmente, tejido de musculo esquelético.
En un aspecto particular, la invencion es un procedimiento para determinar la presencia de doble musculacién en un
animal bovino, que implica obtener una muestra de material que contiene ADN del animal y averiguar si el ADN
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contiene la secuencia nucleotidica identificada como SEC ID N° 11 en que la ausencia de la secuencia indica doble
musculacion en el animal.

En un aspecto particular, el animal es de la raza Azul Belga.

En otro aspecto, la invencién es un procedimiento para determinar el genotipo de miostatina de un mamifero, que
puede ser deseable saber con fines de cria. El procedimiento incluye obtener una muestra de material que contiene
acido nucleico del mamifero, en el que el acido nucleico no esta contaminado el acido nucleico heterélogo; averiguar
si la muestra contiene (i) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que tiene actividad biolégica de
miostatina; y averiguar si la muestra contiene (ii) una molécula de acido nucleico alélico que codifica una proteina
que carece de actividad biolégica de miostatina. EI mamifero puede ser bovino.

La invencion incluye un kit de diagnéstico, para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un mamifero del
cual se ha obtenido una muestra que contiene ADN del mamifero. El kit incluye un primer y segundo cebadores para
amplificar el ADN, siendo los cebadores complementarios a las secuencias nucleotidicas del ADN cadena arriba y
cadena abajo, respectivamente, de una mutacion en la parte del ADN que codifica miostatina que provoca
hiperplasia muscular del mamifero, en el que al menos una de las secuencias nucleotidicas se selecciona para que
sea de una regién no codificante del gen de miostatina. El kit también puede incluir un tercer cebador
complementario a una mutacion de origen natural de una parte codificante del gen de miostatina.

Un kit de diagnéstico particular, para determinar el genotipo de una muestra de material genético de mamifero,
particularmente material bovino incluye un par de cebadores para amplificar una parte del material genético
correspondiente a una secuencia nucleotidica que codifica al menos una parte de una proteina miostatina, en el que
un primero de los cebadores incluye una secuencia nucleotidica suficientemente complementaria a una mutacién de
la SEC ID N° 1 para cebar la amplificacion de una molécula de &cido nucleico que contiene la mutacion,
seleccionandose la mutacion entre el grupo de mutaciones resultante de: (a) delecion de 11 nucleétidos empezando
en el nucleétido 821 de la parte codificante de la SEC ID N° 1; (b) delecion de 7 nucledtidos empezando en el
nucleétido 419 de la secuencia codificante e insercidén de la secuencia AAGCATACAA en el lugar de los mismos; (c)
delecién del nucleétido 610 de la secuencia codificante e insercién de T en el lugar del mismo; (d) delecion del
nucleétido 676 de la secuencia codificante e insercion de T en el lugar del mismo; y (e) y combinaciones de los
mismos. El segundo del par de cebadores se localiza preferentemente cadena arriba completamente o cadena abajo
completamente de la mutacién o mutaciones seleccionadas. En un kit, uno de dicho primer cebador abarca la
mutacion (a) y comprende adicionalmente un tercer cebador que es suficientemente complementario a la secuencia
nucleotidica identificada como SEC ID N° 11 para cebar la amplificacion de una molécula de acido nucleico que
contiene la SEC ID N? 11. En otro (o el mismo kit), uno de dicho primer cebador es suficientemente complementario
a la secuencia insertada de la mutaciéon (b) para cebar la amplificacion de una molécula de &cido nucleico que
contiene la mutacion (b) y comprende adicionalmente un tercer cebador que es suficientemente complementario a la
secuencia correspondiente a la delecion de 7 nucleétidos de la mutacion (b) para cebar la amplificacion de una
molécula de acido nucleico que contiene la delecién de 7 nucledtidos de la mutacion (b). En otro (o el mismo kit),
uno de dicho primer cebador abarca la mutacién (¢) y comprende adicionalmente un tercer cebador que es
suficientemente complementario a la secuencia que abarca la correspondiente regidon que carece de la mutacion (c)
para cebar la amplificacion de una molécula de acido nucleico que carece de la mutacién (c). En otro (o el mismo
kit), uno de dicho primer cebador abarca la mutaciéon (d) y comprende adicionalmente un tercer cebador que es
suficientemente complementario a la secuencia que abarca la correspondiente region que carece de la mutacion (d)
para cebar la amplificacién de una molécula de acido nucleico que carece de la mutacion (d). En otro (o el mismo
kit), uno de dicho primer cebador abarca la mutaciéon (e) y comprende adicionalmente un tercer cebador que es
suficientemente complementario a la secuencia que abarca la correspondiente region que carece de la mutacion (e)
para cebar la amplificacién de una molécula de acido nucleico que carece de la mutacion (e).

Se describe una proteina purificada que tiene actividad biolégica de miostatina, y que tiene una secuencia de
aminoécidos identificada como SEC ID N2 2, o una variante sustituida de forma conservativa de la misma. Se
describe una proteina bovina purificada que tiene actividad biol6gica de miostatina o una proteina humana purificada
(SEC ID N 8) que tiene actividad biolégica de miostatina.

Se describe una molécula aislada de acido nucleico que codifica una proteina anterior. Se describe una molécula
aislada de &cido nucleico que comprende una molécula de ADN que tiene la secuencia nucleotidica identificada
como SEC ID N° 1 0 SEC ID N? 3 0 SEC ID N? 7 o que varia de la secuencia debido a la degeneracion del codigo
genético, o una hebra de acido nucleico capaz de hibridar con al menos una de dicha molécula de acido nucleico en
condiciones rigurosas de hibridacion.

Se desvela una sonda que contiene una molécula de acido nucleico suficientemente complementaria a una
secuencia identificada como SEC ID N® 1, o su complemento, de modo que se una a la misma en condiciones
rigurosas. La sonda puede ser una secuencia que es entre aproximadamente 8 y aproximadamente 1195
nucleétidos de longitud.

Se desvela una composicién de cebadores util para la deteccion de la presencia de ADN que codifica miostatina en
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ganado bovino. La composicién puede incluir un cebador de acido nucleico sustancialmente complementario a una
secuencia de acido nucleico que codifica una miostatina bovina. La secuencia de acido nucleico puede identificarse
como SEC ID N2 1.

La invencion incluye un procedimiento para identificar una secuencia nucleotidica de un gen mutante que codifica
una proteina miostatina de un mamifero que presenta hiperplasia muscular. El procedimiento incluye obtener una
muestra de material que contiene ADN del mamifero y sondear la muestra usando una sonda de acido nucleico
basada en una secuencia nucleotidica de un gen conocido que codifica miostatina para identificar la secuencia
nucleotidica del gen mutante. En un enfoque particular, la sonda se basa en una secuencia nucleotidica identificada
como SEC ID N2 1, SEC ID N2 5 o0 SEC ID N? 7. Preferentemente, la sonda es de al menos 8 acidos nucleicos de
longitud. La etapa de sondear la muestra puede incluir la exposicion del ADN a la sonda en condiciones de
hibridacion y comprender adicionalmente el aislamiento de moléculas hibridadas de &cido nucleico. El procedimiento
puede incluir adicionalmente la etapa de secuenciar ADN aislado. El procedimiento puede incluir la etapa de aislar y
secuenciar un ADNc o ARNm que codifica la proteina miostatina mutante completa. El procedimiento puede incluir
una etapa de aislar y secuenciar una miostatina de tipo silvestre funcional del mamifero que no presenta hiperplasia
muscular.

El procedimiento puede incluir la comparacion de la secuencia codificante completa de la proteina miostatina
mutante completa con, si la secuencia codificante para la miostatina de tipo silvestre funcional de dicho mamifero es
previamente conocida, (1) la secuencia conocida, o si la secuencia codificante para una miostatina de tipo silvestre
funcional de dicho mamifero es previamente desconocida, (2) la secuencia determinada de acuerdo con la
reivindicacién 63 o reivindicacion 66, para determina la localizacién de cualquier mutacion en el gen mutante.

La invencion incluye una composicion de cebadores Util para la determinacion de una secuencia nucleotidica que
codifica una miostatina que contiene una primera molécula de &cido nucleico basada en una secuencia nucleotidica
localizada cadena arriba de una mutacion determinada de acuerdo con un procedimiento de la invencién y una
segunda molécula de acido nucleico basada en una secuencia nucleotidica localizada cadena abajo de la mutacion.

Una sonda de la invencién puede incluir una molécula de &cido nucleico basada en una secuencia nucleotidica que
abarca una mutacién determinada de acuerdo con la invencion.

Se describe un procedimiento para determinar si una muestra de material genético de mamifero es capaz de conferir
un fenotipo caracterizado por hiperplasia muscular, que comprende averiguar si el material genético contiene una
secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad bioldégica de miostatina, en el que la ausencia
de dicha secuencia indica la presencia de hiperplasia muscular en el animal.

Realizaciones adicionales de la invenciéon son como se describe en las reivindicaciones.
Breve descripcion de los dibujos
Al describir aspectos particulares de la invencion, se hace referencia a los dibujos adjuntos, en donde:

La Figura 1 es un resumen esquematico de informacién de mapeo genético, fisico y comparativo alrededor del
locus mh bovino. Se muestra una curva de valor lod de multiples puntos obtenida para el locus mh con respecto
al mapa de marcadores de microsatélite. Los marcadores que no fueron informativos en la genealogia usada se
muestran entre paréntesis; su posicion en el mapa se infiere de los datos de mapeo publicados. Los marcadores
y los YAC de los cuales se aislaron estan conectados por flechas. Se muestra el mapa RH de la seccién
relevante de HSA2 humano, con la posicién relativa en cR de los EST usados. Las lineas punteadas conectan
marcadores de microsatélite y Tipo | con sus respectivos YAC positivos. Los YAC que muestran productos de
SINE-PCR de hibridacién cruzada estan conectados por los recuadros rojos.

La Figura 2(a) muestra electroferogramas obtenidos por secuenciacion ciclica de la secuencia de ADNc de
miostatina a partir de un animal de doble musculacion y uno convencional, que muestra la delecion nt821del(11)
(SEC ID N211) en el animal de doble musculacion. Los cebadores usados para amplificar el fragmento que
abarca la delecion del ADN genémico estan apartados de los nucleotidos restantes.

La Figura 2(b) muestra la secuencia de aminoacidos del alelo nt821del(11) murino (fila superior), bovino normal
(fila central) y bovino (fila inferior). El sitio putativo de procesamiento proteolitico estéd recuadrado, mientras que
las nueve cisteinas conservadas en la region carboxi-terminal estan subrayadas. Las diferencias entre el alelo
bovino normal y nt821del(11) se indican por el doble subrayado.

La Figura 3 es una representacién esquematica del gen de miostatina bovina con la posicién y definicion de los
polimorfismos de secuencia de ADN identificados. Los recuadros "A" (transparentes) corresponden a las
secuencias lider y trailer no traducidas (diametro grande), y las secuencias intrénicas (diametro pequefio)
respectivamente. Los recuadros "B", "C", y "D" corresponden a las secuencias que codifican el péptido lider, el
péptido asociado a latencia N-terminal y el dominio carboxi-terminal bioactivo de la proteina respectivamente.
Las flechas pequefias "e", "f" y "g" apuntan hacia las posiciones de los cebadores usados para la amplificacion
de intrones, la amplificacion y secuenciacion de exones y la secuenciacion de exones respectivamente; las
correspondientes secuencias cebadoras se presentan en la Tabla 1. Las posiciones de los polimorfismos de
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secuencia de ADN identificados se muestran como lineas "h", "i" 0 "|" en el gen de miostatina para mutaciones
silenciosas, conservativas y de interrupcion respectivamente. Cada mutacién esta conectada mediante una
flecha con un recuadro que presenta los detalles de la correspondiente secuencia de ADN y la secuencia
peptidica finalmente codificada. En cada recuadro, la secuencia variante se compara con la secuencia de control
de Holstein-Friesian y las diferencias estan resaltadas en color.

La Figura 4 muestra la distribucion de mutaciones identificadas en las diversas razas examinadas. El orden de
las mutaciones de miostatina corresponde a la Figura 3. Todos los animales analizados fueron de doble
musculacién excepto para los dos Holstein-Friesian y los dos Jersey usados como controles (columna 1).

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

El procedimiento usado para aislar genes que causan fenotipos especificos es conocido como clonaciéon de
candidatos posicionales. Implica: (i) la localizacion cromosémica del gen que causa el fenotipo especifico usando
marcadores genéticos en un analisis de vinculacién; y (ii) la identificacion del gen que causa el fenotipo especifico
entre los genes "candidatos" que se sabe que estan localizados en la region correspondiente. La mayor parte de las
veces estos genes candidatos se seleccionan entre informacién de mapeo disponible en seres humanos y ratones.

Las herramientas necesarias para realizar la localizacion inicial (etapa (i) anterior) son mapas de marcadores de
microsatélite, que estan disponibles para especies de ganaderia y se encuentran en el dominio publico (Bishop y
col., 1994; Barendse y col., 1994; Georges y col., 1995; y Kappes, 1997). Las herramientas necesarias para la
clonacion de candidatos posicionales, particularmente las bibliotecas de YAC (etapa (ii) anterior) estan parcialmente
disponibles en el dominio publico. Estan disponibles bibliotecas gendémicas con grandes insertos construidas con
cromosomas artificiales de levadura ("YAC") en el dominio publico para la mayoria de las especies de ganaderia
incluyendo ganado bovino. Cuando se hace referencia cruzada al mapa humano y de ratén, es necesario identificar
el candidato posicional, que esta disponible a baja resolucion pero tiene que refinarse en cada caso especifico para
obtener el nivel apropiado de alta resolucién. Se describen varias estrategias originales en el presente documento
para conseguir este Ultimo objetivo. Para los principios generales de clonacién de candidatos posicionales, véase
Collins, 1995 y Georges y Andersson, 1996.

Para permitir una referencia cruzada entre el mapa génico bovino y humano como parte del enfoque de clonacién de
candidatos posicionales, HSA2q31-32 (mapa del brazo largo del cromosoma humano 2, bandas citogenéticas g31-
32) y BTA2g12-22 (mapa del brazo del cromosoma bovino 2, bandas citogenéticas q12-22) se integraron basandose
en YAC bovinos de coincidencia como se describe a continuacion.

Usando una poblacion de retrocruzamiento experimental descrita anteriormente [(normal x doble musculacion) x
doble musculacién] que comprende 108 individuos de retrocruzamiento, se mape6 recientemente el locus mh por
analisis de vinculacion con la punta centromérica del cromosoma bovino 2 (BTA2), a 3,1 centiMorgan proximal del
ultimo marcador en el mapa de vinculacion: TGLA44 (Charlier y col., 1995). También se supo a partir de trabajos
previos que el pro-o(lll) colageno (Col3Al) estaba localizado en la misma region cromosémica que el locus mh.
Col3Al se ha mapeado en BTA2q12-22 por hibridacion in situ (Solinas-Toldo y col., 1995), mientras que se demostrod
que un marcador RFLP de Col3Al estaba estrechamente vinculado con TGLA44 (6=2%) (Fisher y col., 1996). Esto
identifica la regién que flanquea Col3A/ en el mapa humano, es decir HSA2g31-32, como el segmento cromosémico
humano probablemente ort6logo. Esta suposicion es compatible con los datos de experimentos Zoo-FISH (Solinas-
Toldo y col., 1995) asi como los datos de mapeo de marcadores Tipo | sobre hibridos de células somaticas (O'Brien
y col., 1993), que establecen una correspondencia evolutiva entre segmentos de HSA2q y BTA2.

Para refinar la correspondencia entre los mapas de HSA2q31-33 y BTA2q12-22, se desarrollaron secuencias
marcadas ancladas comparativas o CATS, es decir pares de cebadores que amplificarian un sitio marcador con
secuencia o STS del gen ortélogo en diferentes especies (Lyons y col., 1996), para una serie de genes que
flanquean Col3A71 en el mapa humano y para los cuales hay informacion de secuencia disponible en mas de un
mamifero. Ademas de Col3Al, se obtuvieron CATS de trabajo para a2(V) colageno (Col5A2), inositol polifosfato-1
fosfatasa (INPP1), precursor de inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), titina (TTN), n-quimerina (CHN),
glutamato descarboxilasa 67 (GAD1), proteina 4 asociada a linfocitos T citotéxicos (CTLA4) y glucoproteina CD28
de membrana celular de linfocitos T (CD28). Las secuencias cebadores correspondientes se dan en la Tabla 1.

Tabla 1:
CATS

INPP1 UP: 5' CAGCAAAGTCCTTAATGGTAACAAGC 3' |DN: 5 GGGTCACTGAAGAAAACGTCCTG 3'
COL3A1 |UP:5' CCCCATATTATGGAGATGAACCG 3' DN: |5' AGTTCAGGATGGCAGAATTTCAG 3'
COL5A2 |UP:5' GCAAACTGGGYGGRAGCAAGACC 3' DN: |5' TTSTTCCTGGGCTTTTATTGAGAC 3'
TFPI UP: 5' AAGCCWGATTTCTGCTTYTTGGAAG 3' |DN:|5' TGCCMAGGCAHCCRCCRTACTTGAA 3'
TTN UP: 5' GGTCGTCCTACACCAGAAG 3' DN:|5' GGTTGACATTGTCAAGAACAAG 3'
CHN UP: 5' TCTCMAAAGTCGTCTGTGACAATC 3' DN:|5' TGYTCRTTTTCTTTCAGAGTTGC 3'
GAD1 UP: 5' RCTGGTCCTCTTCACCTCAGAAC 3' DN: [5' ACATTGTCVGTTCCAAAGCCAAG 3'
CTLA4 UP: 5' AGGTYCGGGTGACDGTGCTKC 3' DN: |5' TGGRTACATGAGYTCCACCTTGC 3'
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CD28 |[UP: 5 AGCTGCARGTATWCCTACAAYCT 3' |[DN:|5' GTYCCRTTGCTCYTCTCRTTGYC 3'
Marcadores de microsatélite
TGLA44 |UP:5' AACTGTATATTGAGAGCCTACCATG 3' DN: |5' CACACCTTAGCGACTAAACCACCA 3'
BULGE27 |UP: 5' CTACCTAACAGAATGATTTTGTAAG 3' DN: |5 AGTGTTCTTGCCTAGAGAATCCCAG 3'
BULGE23 |UP: 5' ACATTCTCTCACCAATATGACATAC 3' DN: |5' TAAGTCACCATTACATCCTTAGAAC 3'
BM81124 |UP:5' GCTGTAAGAATCTTCATTAAGCACT 3' DN: |[5' CCTGATACATGCTAAGGTTAAAAAC 3'
BULGE?28 |UP: 5' AGGCATACATCTGGAGAGAAACATG 3' |DN:|5' CAGAGGAGCCTAGCAGGCTACCGTC &
BULGE20 |UP: 5' CAGCAGGTCTGTTGAAGTGTATCAG 3' |DN:|5' AGTGGTAGCATTCACAGGTAGCCAG 3'

BM3627 |UP: 5 CAGTCCATGGCACCATAAAG &' DN:|5' TCCGTTAGTACTGGCTAATTGC 3'
ILSTS026 |UP:5' CTGAATTGGCTCCAAAGGCC 3' DN:|5' AAACAGAAGTCCAGGGCTGC 3'
INRA40 |UP:5' TCAGTCTCCAGGAGAGAAAAC 3' DN:|5' CTCTGCCCTGGGGATGATTG 3'

Cebadores de miostatina bovina
GDF8,19 |5' AATGTATGTTTATATTTACCTGTTCATG 3'
GDF8,11 |5' ACAGTGTTTGTGCAAATCCTGAGAC 3'
GDF8,12 |5' CAATGCCTAAGTTGGATTCAGGTTG 3'
GDF8,25 |5'CTTG CTGTAACCTTCCCAG GACCAG 3
GDF8,15 |5' TCCCATCCAAAGGCTTCAAAATC 3
GDF8,21 |5' ATACTCWAGGCCTAYAGCCTGTGGT 3'
Lectura de izquierda a derecha de y hacia abajo en la tabla, las secuencias dadas en la Tabla 1 se identifican
como SEC ID N2 12 a SEC ID N? 53, respectivamente.

Estas CATS se usaron para seleccionar una biblioteca de YAC bovino equivalente de 6 genomas por PCR usando
una estrategia de combinacion tridimensional como se describe por Libert y col., 1993. La misma biblioteca de YAC
también se seleccion6 con todos los marcadores de microsatélite disponibles para BTA2 proximal, es decir TGLA44,
BM81124, BM3627, ILSTS026, INRA40 y TGLA431 (Kappes y col., 1997).

El solapamiento potencial entre los YAC obtenidos con este panel de STS se exploré basandose en el contenido de
STS comdun, asi como hibridacion cruzada entre el producto de SINE-PCR de los YAC individuales. A partir de este
andlisis, surgieron tres contigos independientes de YAC en la regién de interés: (i) el contigo A que contiene los
microsatélites TGLA44, BM81124 y el marcador Tipo | INPP1; (ii) el contigo B que contiene Col3Aly Col5A2; y (iii) el
contigo C que contiene los marcadores de microsatélite BM3627, ILSTS026 y INRA40, y el marcador Tipo | TFPI.

Ninguno de los microsatélites disponibles mapearon en el céntigo B, por lo tanto este grupo de YAC no pudo
posicionarse en ganado bovino con respecto a los otros dos contigos. La informaciéon de mapeo disponible en el ser
humano, sin embargo, permitié la prediccion de la posicién del céntigo B entre los contigos A y C. Para ensayar esta
hipétesis, se aislaron dos nuevos marcadores de microsatélite del contigo B, BULGE20 y BULGE28. BULGE20
demostré ser polimérfico, permitiendo el genotipado de la poblaciéon experimental de retrocruzamiento.

Ademas, para aumentar la capacidad informativa de los marcadores disponibles para el cdntigo A, se desarrollaron
dos nuevos marcadores de microsatélite a partir de este contigo: BULGE23 y BULGE27. BULGE23 demostrd ser
polimoérfico y se uso para tipar el mismo material de genealogia.

Todos los genotipos resultantes se usaron para construir un mapa de vinculacién usando el programa ILINK (Lathrop
y Lalouel, 1984). Se obtuvo el siguiente orden mas probable y tasas de recombinacion promediadas por sexo entre
marcadores adyacentes: [TGLA44-(0%)-BULG23]-(6,1%)-BULG20-(1,6%)-ILSTS026-(2,3%)-INRA40-(7,1%)-
TGLA431. La posicion de BULGE20 entre TGLA44 e ILSTS026 confirmé el orden previsto de los tres contigos. La
Figura 1 resume la informacién de mapeo resultante.

Se emprendié un analisis de vinculacion de multiples puntos usando LINKMAP, para posicionar el locus mh con
respecto al nuevo mapa de marcadores. El andlisis de vinculacion se realizd en un modelo recesivo simple,
suponiendo penetrancia completa para individuos mhimh y penetrancia cero para los otros dos genotipos. Se obtuvo
la curva de valores LOD mostrada en la Figura 1, que sitda el locus mh en el intervalo TGLA44-BULGE20 con un
valor LOD maximo asociado de 26,4. Tres individuos de retrocruzamiento demostraron recombinar con los
marcadores BULGE20 y distal, pero no con TGLA44 y BULGE23, situando por lo tanto el locus mh proximal de este
marcador. Un individuo demostrd recombinar con TGLA44 y BULGE23, pero no con los marcadores mas distales,
posicionando por lo tanto el locus mh distal de TGLA44 y BULGE23. Dada la posicién relativa de estos marcadores
de microsatélite con respecto a INPP1 y Col3Al deducida de la integracién del mapa humano y bovino, estos
resultados indicaron que el gen mh esté probablemente localizado en un segmento cromosémico unido por INPP1y
Col3Al.

Recientemente, McPherron y col. (1997) demostraron que ratones homocigéticos para una delecion de
desactivacion de GDF-8 o miostatina, se caracterizaban por un aumento generalizado en la masa de musculo
esquelético. Usando la secuencia publicada del ADNc de miostatina murina de 2676 pb (niUmero de acceso a
GenBank U84005), se identific6 un grupo consenso humano provisional (THC) en la base de datos Unigene que
representaba tres clones de ADNc (221299, 300367, 308202) y seis secuencias EST (marca de secuencia
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expresada) (H92027, H92028, N80248, N95327, W07375, W24782). El THC correspondiente cubria 1296 pb del gen
de miostatina humana, que muestra una homologia del 78,1% con la secuencia murina cuando se promedia sobre la
secuencia completa, y del 91,1% cuando se consideran solamente las partes traducidas de los genes humano y
murino (566 pb). Este THC por lo tanto corresponde muy probablemente al ortélogo humano del gen de miostatina
murina. Por tanto se prepararon los cebadores (5'-GGCCCAACTATGGATATATTTG-3' (SEC ID N°¢ 9) y 5'-
GGTCCTGGGAAGGTTACAGCA-3' (SEC ID N2 10)) para amplificar un fragmento de 272 pb desde el segundo exén
de miostatina humana y se usaron para genotipar el panel de hibridos de radiacion Genebridge-4 de genoma
completo (Walter y col., 1994). Se usé el programa RHMapper (Slonim y col., no publicado) para posicionar el gen
de miostatina con respecto al mapa de hibridos de radiacion flanqueante WhiteheadIMIT, situandolo en la posicién
948,7 cR del mapa de HSA2 con un valor lod asociado > 3. Un examen mas cercano del vector de segregacion de
miostatina y su confrontacion con los vectores de todos los marcadores localizados en esa region (cesion de datos
11.9, mayo de 1997) demostr6é que era idéntico a EST SGC38239 situado en el mapa de hibridos de radiacion
WhiteheadIMIT (Hudson y col., 1995) en la posiciéon 946,8 cR de HSA2. Esto sitia el gen de miostatina humana en
el mapa RH en el intervalo entre Col3Al (EST WI16343 - 942,5 cR) e INPP1 (EST L08488 - 950,2 a 951,2 cR)
(Figura 1). La miostatina por lo tanto parecié un candidato posicional muy fuerte para el gen mh.

Para ensayar la implicacién potencial de miostatina en la determinacion de la doble musculaciéon en ganado bovino,
se disefaron pares de cebadores basados en la secuencia disponible de miostatina de ratén y humana, con el
objetivo de amplificar la secuencia codificante completa a partir del ADNc bovino usando PCR (reaccién en cadena
de la polimerasa). Siempre que fue posible, los cebadores se posicionaron por lo tanto en partes de la secuencia de
miostatina que mostraban un 100% de homologia entre raton y ser humano. Se identificaron dos pares de
cebadores que amplificaban los que se predijo que representaba el 98,4% de la secuencia codificante bovina mas
74 pb de la secuencia no traducida 3', en dos fragmentos de ADN solapantes, respectivamente de 660 (cebadores
GDF8.19 - GDF8.12) y 724 pb (cebadores GDF8.11 - GDF8.21) de longitud. Los productos esperados de ADN se
amplificaron satisfactoriamente a partir de ADNc generado a partir de musculo esquelético tanto de un animal normal
(homocigoético (SEC ID N2 1) como uno de doble musculacién (homocigético mhimh) (SEC ID N° 3), y se
secuenciaron ciclicamente en ambas hebras.

La secuencia nucleotidica correspondiente al alelo normal presentaba una identidad del 88,9% con la secuencia de
miostatina de raton (SEC ID N° 5) sobre un solapamiento de 1067 pb, y contenia la fase de lectura abierta esperada
que codifica una proteina (SEC ID N° 2) que muestra una identidad del 92,9% en un solapamiento de 354
aminoacido con miostatina de raton (SEC ID N° 6). Como se esperaba para un miembro de la superfamilia de TGFp,
el gen de miostatina bovina se caracteriza por un sitio de procesamiento proteolitico que se cree que media la
escision del dominio carboxi-terminal bioactivo del fragmento N-terminal mas largo, y mediante nueve restos de
cisteina separados por un espaciado caracteristico y sospechoso de estar implicado en puentes disulfuro intra- e
inter-moleculares (McPherron y Lee, 1996).

La secuencia nucleotidica obtenida del alelo mh fue idéntica al alelo normal sobre su longitud completa, excepto por
una delecion de 11 pb que implica los nucleétidos 821 a 831 (a partir del codén de inicio). Esta delecién de
desplazamiento de fase, que sucede después del primer resto de cisteina del dominio carboxi-terminal, altera
drasticamente la secuencia de aminoacidos cadena abajo y revela un codén de parada prematura después de 13
aminoacidos, véase la Figura 2. La secuencia de aminodacidos codificada por la secuencia mutante de acido nucleico
se identifica como SEC ID N° 4. Esta mutacion altera la parte bioactiva de la molécula y por lo tanto es muy probable
que sea la causa del fenotipo recesivo de doble musculacién. Siguiendo la nomenclatura convencional, esta
mutacién se mencionara como nt829(del11).

Para reforzar adicionalmente la suposicién de la causalidad de esta mutacioén, se prepararon pares de cebadores
que flanquean la delecion (Figura 2) y se amplificé el segmento correspondiente de ADN de todos los animales de la
poblacion de retrocruzamiento experimental. Se realizd PCR en presencia de dCTP3 para marcar de forma
radiactiva el producto de amplificacion. Los productos de amplificacion se separaron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida y se detectaron por auto-radiografia. Se esperaria un producto de 188 pb para el alelo normal y un
producto de 177 pb para el alelo nt821(del11). La correlacién entre el fenotipo y el genotipo se ajustd para la
genealogia completa. Se descubrié que los diez toros de doble musculacion BBCB eran homocigoéticos para la
mutaciéon nt821(del11), las 41 hembras F1 eran heterocigéticas, mientras que los 53 descendientes de doble
musculacion eran homocigoéticos para la mutacién, los 55 animales convencionales restantes eran heterocigoéticos.

Para examinar la distribucién de la mutacion nt821(del11) en diferentes razas convencionales y de doble
musculacién, se genotip6 una cohorte de 25 individuos normales que representa dos razas lecheras (Holstein-
Friesian, Roja-y-Blanca) y una cohorte de 52 animales de doble musculacion que representa cuatro razas (BBCB,
Asturiana, Maine-Anjou y Piémontese). Los resultados se resumen en la Tabla 2. Todos los animales lecheros eran
normales homocigéticos excepto un toro Rojo-y-Blanco que demostrd ser heterocig6tico. La aparicién de una
pequeiia fraccién de individuos que portaban la mutacién ganado bovino lechero no es inesperada ya que el fenotipo
esta ocasionalmente descrito en esta raza. En BBCB y Asturiana, todos los animales de doble musculacién fueron
homocigéticos para la delecion nt821(del11), lo que apunta hacia homogeneidad alélica en estas dos razas. Se
descubrié que los animales Maine-Anjou y Piémontese de doble musculacion eran "normales" homocigéticos, es
decir no mostraron la delecion nt821(del11) sino una sustitucion distinta de cisteina a tirosina (C313Y) en animales
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Piémontese de doble musculacién identificados por otros (Kambadury col., 1997).

Tabla 2:
. Genotipo
Raza Fenotipo |\ uso1(delt1) . ntbo1(del1 1)ni821 del1 1)
Azul Belga DM 29
Asturiana DM 10
Piémontese DM 8
Maine-Anjou DM 4
Holstein-Friesian Normal 13
Roja-y-Blanca Normal 12 1

También se determind la secuencia codificante completa para el gen de miostatina en individuos de doble
musculacién a partir de diez razas europeas de ganado bovino y se identific6 una serie de mutaciones que alteraba
la funcién miostatina.

La secuencia codificante de cuatro individuos de control Holstein-Friesian y Jersey fue idéntica al alelo de tipo
silvestre previamente descrito (Grobet y col., 1997), lo que indica adicionalmente que era la secuencia codificante de
genuina de miostatina la que se estaba amplificando, y no un pseudogén no funcional.

Entre los 32 animales de doble musculacién, se encontraron siete variantes de secuencia de ADN dentro de la
regién codificante, como se resume en la Figura 3.

Ademaés de la mutacién nt821(del11) en el tercer exdn, descrita anteriormente, se encontraron cuatro nuevas
mutaciones que se esperaria que alteraran la funcion miostatina. Una insercion/delecion en la posicién 419 a partir
del codon de inicio, que remplaza 7 pares de bases con un tramo aparentemente no relacionado de 10 presente de
bases, revela un coddn de parada prematura en el péptido asociado a latencia N-terminal en la posicién de
aminoacido 140. Esta mutacién se menciona como nt419(del7-ins10). Dos sustituciones de pares de bases en el
segundo exén, una transicion C—T en la posicion de nucleétido 610 y una transversion G—T en la posicién de
nucleétido 676, produjeron, cada una, un codén de parada prematura en el mismo péptido asociado a latencia N-
terminal en las posiciones de aminoéacido 204 y 226 respectivamente. Estas mutaciones se llaman Q204Xy E226X
respectivamente. Finalmente, una transicion G—A en la posicion de nucledtido 938 provoca la sustitucién de una
cisteina por una tirosina. Esta mutacién se menciona como C313Y. Esta cisteina es la quinta de nueve restos de
cisteina altamente conservados tipicos de los miembros de la superfamilia de TGF-p y compartidos en particular por
TGF-B1, -B2 y -B3, e inhibina-BA y -BB (McPherron y Lee, 1996). Se cree que estan implicados en un puente
disulfuro intramolecular que estabiliza la conformacién tridimensional del péptido carboxi-terminal bioactivo. Su
sustitucion por lo tanto probablemente afecte a la estructura y funcion de la proteina. Esta C313Y recientemente
también se ha descrito por Kambadur y col. (1997).

También se encontr6é una sustitucion conservativa de fenilalanina a leucina en la posicion de aminoacido 94 en el
primer exdn, debida a una transversién C—A en la posicion de nucledtido 282 del gen de miostatina. Dada la
naturaleza conservativa de la sustitucion de aminoéacido, su localizacién en el péptido asociado a latencia N-terminal
menos conservado, y como se observd esta mutacién en condiciones homocigoéticas en animales que no estaba
mostrando ningln sintoma de desarrollo muscular excepcional, esta mutacién probablemente no interfiere
drasticamente con la funcion miostatica de la proteina codificada, en caso de hacerlo. Esta mutacion se menciona
como F94L. La proteina murina se caracteriza por una tirosina en la posicién de aminoacido correspondiente.

También se identifico una transicién silenciosa C—T en la tercera posicion del 1382 coddn de citosina en el segundo
exén, mencionada como nt414(C-T).

Ademas de estos polimorfismos de secuencia de ADN detectados en la regién codificante del gen de miostatina,
también se encontraron cuatro variantes de secuencia de ADN en secuencias intrénicas que son probablemente
polimorfismos neutros y a las que se han asignado los siguientes simbolos: nt374-51(T-C), nt374-50(G-A), nt374-
16(del1) en el intron 1, y nt748-78(del1) en el intron 2 (Figura 3).

La Figura 4 muestra la distribucion observada de mutaciones en la muestra analizada clasificadas por raza. Para la
mayoria de las razas estudiadas, los animales analizados de doble musculacién fueron homocigéticos para una de
las cinco mutaciones descritas que se espera que alteren la funcién miostatina o heterocigéticos compuestos para
dos de estas mutaciones. Esto es compatible con la hipétesis de que la condicion de doble musculacién tiene un
modo recesivo de herencia en todas estas razas.

Solamente en Limousin y Blonde d'Aquitaine no hubo evidencias claras para el papel de las mutaciones de pérdida
de funcién de miostatina en el determinismo de la hipertrofia muscular observada. La mayoria de los animales
Limousin fueron homocigéticos para la sustitucion conservativa F94L que es improbable que cause la hipertrofia
muscular que caracteriza estos animales, como se ha analizado anteriormente. Un animal Limousin demostré ser
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heterocig6tico para esta mutacién, siendo el otro alelo el de "tipo silvestre". Todos los animales Blonde d'Aquitaine
fueron homocigoéticos de "tipo silvestre". Estos datos indican que el gen de miostatina posiblemente no esta
implicado en la condicion de doble musculacién que caracteriza estas dos razas, 0 que existen mutaciones
adicionales de miostatina fuera de la regién codificante. La condicion de doble musculacién a menudo se considera
menos pronunciada en animales Limousin en comparacion con otras razas.

Los datos indican que algunas mutaciones, tales como nt821del(11) y C313Y, estan compartidas por varias razas, lo
que apunta hacia migraciéon génica entre las correspondientes poblaciones, mientras que otras parecen estar
confinadas a razas especificas. Ademas, aunque algunas razas (la raza Azul Belga en particular) parece ser
esencialmente homogénea genéticamente otras muestras evidencias claras de heterogeneidad alélica (por ejemplo,
Maine-Anjou).

La observacion de heterogeneidad alélica desmiente la vision clasica de que una Unica mutacién mh se propagé a
través del continente europeo a principios del siglo 192 con la diseminacién de la raza Shortorn desde las Islas
Britanicas (Ménissier, 1982). Dos de las mutaciones al menos estan compartidas por mas de una raza, lo que indica
algun grado de migracién génica pero definitivamente no desde un Unico origen.

En ratones, y ademas de los ratones knock-out para miostatina generados in vitro (McPherron y Lee, 1997), la
mutaciéon compact podria deberse a una mutacién de origen natural en el gen de miostatina. El locus compact se ha
mapeado en el intervalo D1Mit375-D1Mit21 en el cromosoma 1 de ratéon que se sabe que es ortélogo a HSA2q31-32
y BTA2q12-22 (Varga y col., 1997).

Desde una perspectiva aplicada, la caracterizacién de un panel de mutaciones en el gen de miostatina asociadas
con doble musculacion contribuye al establecimiento de un sistema de seleccion de diagnéstico que permite la
seleccidn asistida por marcadores de o frente a esta condiciéon en ganado bovino.

Ejemplo 1
Mapeo genético y fisico

La integracién de los mapas de HSA2g31-32 y BTA2g12-22 se hizo usando YAC coincidentes y el locus mh se
posiciond en el intervalo flanqueado por Col3Al y INPP1 del siguiente modo. El mapeo genético se realiz6 usando
una poblacién de retrocruzamiento experimental previamente descrita (Holstein-Friesian x Azul Belga) x Azul Belga a
partir de 108 individuos informativos (Charlier y col., 1995). El genotipado de microsatélites se realiz6 de acuerdo
con procedimientos convencionales (Georges y col., 1995), usando las secuencias cebadoras presentadas en la
Tabla 1. Los anadlisis de vinculacion se realizaron con los programas MLINK, ILINK y LINKMAP de los paquetes
LINKAGE (version 5.1) y FASTLINK (version 2.3P, junio de 1995) (Lathrop y Lalouel, 1984; Cottingham y col., 1993).
La biblioteca de YAC se seleccioné por PCR usando un esquema de combinacién tridimensional como se describe
en Libert y col., 1993. Los pares de cebadores correspondientes a las CATS usadas para seleccionar la biblioteca se
presentan en la Tabla 1. La hibridaciéon cruzada entre los productos de SINE-PCR de YAC individuales se realizé de
acuerdo con Hunter y col. (1996), usando cebadores presentados en Lenstra y col. (1993). Los microsatélites se
aislaron de YAC de acuerdo con Cornelis y col. (1992).

Ejemplo 2
Mapeo del gen de miostatina humana sobre el panel Genebridge-4

El ADN del panel Genebridge-4 (Walter y col., 1994) se adquiri6 de Research Genetics (Huntsville, Alabama), y se
genotipo por PCR usando procedimientos convencionales y el siguiente par de cebadores de miostatina humana (5'-
GGCCCAACTATGGATATATTTG-3' y 5-GGTCCTGGGAAGGTTACAGCA-3'). El mapeo se realiz6 mediante el
servidor WWW del Whitehead Institute/MIT Center for Genome Research usando su programa RH-mapper (Slonim,
D.; Stein, L.; Kruglyak, L.; Lander, E., no publicado) para posicionar los marcadores con respecto al mapa
flanqueante. Se compararon vectores de segregaciéon de los marcadores de consulta con los vectores de todos los
marcadores en la regién de interés en la cesién de datos completa 11.9 (mayo de 1997) para obtener una posicion
mas precisa. Esto posiciona la miostatina en el INPP1-Col3Al en el mapa humano con valor LOD superior a 3.

Ejemplo 3
RT-PCR

Para clonar el ortélogo de miostatina bovina se escogié una estrategia basada en amplificacion por RT-PCR de
ADNc de musculo esquelético. Se extrajo el ARN total de musculo esquelético (Triceps brachialis) de acuerdo con
Chirgwin y col. (1979). Se realizé RT-PCR usando el kit de PCR de ARN Gene-Amp (Perkin-Elmer) y los cebadores
presentados en la Tabla 1. Los productos de PCR se purificaron usando el kit de purificacién por PCR QiaQuick
(Qiagen) y se secuenciaron usando la reaccion lista para secuenciacién ciclica con terminador con colorante (Perkin-
Elmer) y un secuenciador automatico ABI373, usando los cebadores presentados en la Tabla 2.
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Ejemplo 4
Diagnostico de la delecion nt821(del11)

Para diagnosticar nt821(del11) se disefiaron las siguientes secuencias cebadoras que flanquean la delecion
nt821(del11): 5-TCTAGGAGAGATTTTGGGCTT-3' (SEC ID N2 53) y 5-GATGGGTATGAGGATACTTTTGC-3' (SEC
ID N2 52). Estos cebadores amplifican un fragmento de 188 pb de individuos normales y un fragmento de 177 pb de
individuos de doble musculacion. Los individuos heterocigéticos muestran los dos productos de amplificaciéon. Estos
productos de amplificacion pueden detectarse usando una diversidad de procedimientos. En este ejemplo el
producto de PCR se marcé por incorporacion de dCTP?2, se separd en un gel desnaturalizante de acrilamida y se
revel6 por auto-radiografia. Otros enfoques que podrian usarse para distinguir los tres fenotipos diferentes son
conocidos para los especialistas en la técnica e incluirian separacion en geles de agarosa y visualizacion con
bromuro de etidio, secuenciacion directa, ensayos TagMan, hibridacion con oligonucleétidos especificos de alelo,
dot-blot inversa, analisis de RFLP y varios otros. La especificidad del ensayo esta ligada a la mutacién detectada y
no a los cebadores usados en el procedimiento de deteccién. Eso significa que pueden disefiarse facilmente otros
cebadores basandose en dicha secuencia de miostatina bovina que cumplirian los mismos requisitos.

Ejemplo 5
Determinacion de mutaciones en otras razas

Se muestred un total de 32 animales con desarrollo muscular extremo a partir de diez razas europeas de ganado
vacuno en que se sabe que la doble musculacién sucede a frecuencia alta a moderada: (i) Bélgica: Azul Belga (4),
(i) Francia: Blonde d'Aquitaine (5), Charolais (2), Gasconne (2), Limousin (5), Maine-Anjou (4), Parthenaise (3), (ii)
Espafa: Asturiana (2), Rubia Gallega (2), (iv) Italia: Piedmontese (2). La determinacion del fenotipo de doble
musculacién de los animales muestreados se realizd visualmente por observadores experimentados. Se analizaron
cuatro animales con fenotipo convencional muestreados de las poblaciones lecheras Holstein-Friesian (2) y Jersey
(2) como controles.

Para facilitar el estudio de la secuencia codificante de miostatina a partir de ADN gendémico, se determinaron las
secuencias de los limites exdn-intron del gen bovino. En ratones, se sabe que el gen de miostatina esta interrumpido
por dos intrones, respectivamente = 1,5y 2,4 kb de longitud (McPherron y Lee, 1997). Por tanto se disefaron dos
pares de cebadores, respectivamente, en los exones bovinos 1y 2, y los exones 2 y 3, que se habia predicho que
flanquean los dos intrones, suponiendo la conservacién de la organizacién génica entre raton y ganado bovino
(Figura 3 y Tabla 3). Usando estos conjuntos de cebadores, se generaron dos productos de PCR respectivamente
de 2 kb y 3,5 kb de longitud a partir de un clon YAC (179A3) que contenia el gen de miostatina bovina (Grobet y col.,
1997). Los productos de PCR se purificaron usando el kit de purificacion por PCR QiaQuick (Qiagen) y se
secuenciaron parcialmente usando la reaccion lista para secuenciacién ciclica con terminador con colorante (Perkin-
Elmer) y un secuenciador automatico ABI373. La alineacién con la secuencia de ADNc bovina identifico los cuatro
limites predichos exén-intrén. La secuencia nucleotidica correspondiente al ADN genémico bovino se identifica como
SEC ID N¢ 54,

Tabla 3: Cebadores usados para amplificacion por PCR y secuenciacion ciclica.

Intrén1-5' 5'-GAAGACGATGACTACCAC |[Intr6n1-3' 5-CTAGTTTATTGTATTGTATCTT
GCCAGGACG-3' AGAGC-3'

Intrén2-5' 5'-AGACTCCTACAACAGTGT (Intré6n2-3' 5'-ATACTCWAGGCCTAYAGCCT
TTGT-3' GTGGT-3'

Ex6n1-5' 5'-ATTCACTGGTGTGGCAAG (Ex6n1-3' 5'-CCCTCCTCCTTACATACAAGC
TTGTCTCTCAGA-3' CAGCAG-3'

Ex6n2-5' 5'-GTTCATAGATTGATATGG |Ex6n2-3' 5'-ATAAGCACAGGAAACTGGTAG
AGGTGTTCG-3'

TTATT-3'

Ex6n3-5' 5'-GAAATGTGACATAAGCAA |(Ex6n3-3' 5'-ATACTCWAGGCCTAYAGCCT
AATGATTAG-3' GTGGT-3'

Ex6n1-Sec1 |5-TTGAGGATGTAGTGTTTT |Exdéni1-Sec2 |5'-GCCATAAAAATCCAAATCCTC
CC-3'

AG-3'

Exén2-Sec1 |5'-CATTTATAGCTGATCTTC  (Exén2-Sec2 |5'-TGTCGCAGGAGTCTTGACAG
TAACGCAAG-3' GCCTCAG-3'

Ex6n2-Sec3 |5-GTACAAGGTATACTGGAA
TCCGATCTC-3'

Exén3-Sec1 |5'-AGCAGGGGCCGGCTGAA |(Exén3-Sec2 |5'-CCCCAGAGGTTCAGCCGGCC
CCTCTGGG-3' CCTGC-3'
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Basandose en las secuencias exonicas e intronicas disponibles del gen de miostatina bovina, se disefaron tres
pares de cebadores que permiten de forma conjunta la amplificacién conveniente de la secuencia codificante
completa a partir del ADN gendmico. La posicién de los cebadores correspondientes se muestra en la Figura 3, y las
secuencias correspondientes se presentan en la Tabla 3.

Después de amplificacion por PCR de la secuencia codificante completa a partir del ADN gendmico en los tres
fragmentos descritos, éstos se purificaron usando el kit de purificacion por PCR QiaQuick (Qiagen) y se
secuenciaron usando la reaccion lista para secuenciacion ciclica con terminador con colorante (Perkin-Elmer) y un
secuenciador automatico ABI373, usando los cebadores usados para la amplificacién asi como una serie de
cebadores anidados (Figura 3 y Tabla 3). Los archivos con coloracién producidos con el secuenciador ABI373 se
analizaron con la aplicacion Polyphred (D. Nickerson, comunicacion personal), que es parte de una serie de
programas de analisis de secuencia incluyendo Phred (Ewing, B. y Green, P. (1992), no publicado), Phrap (Green,
P. (1994), no publicado) y Consed (Gordon, D. (1995), no publicado), pero lo haria cualquier programa de
secuenciacion adecuado, como saben los especialistas en la técnica.

Pueden ser Utiles anticuerpos monoclonales (Mab) especificos para miostatina. En el caso de la proteina bovina que
tiene la secuencia de aminoacidos identificada como SEC ID N® 2, por ejemplo, pueden usarse anticuerpos con fines
de diagnéstico tal como para determinar los niveles de proteina miostatina en tejido muscular. Para producir estos
anticuerpos, se prepara miostatina purificada. La miostatina puede producirse en células bacterianas como una
proteina de fusion con glutation-S-transferasa usando el vector pGEX2 (Pharmacia). Esto permite la purificacién de
la proteina de fusion por cromatografia de afinidad a GSH. En otro enfoque, la miostatina se expresa como una
proteina de fusién con el dominio bacteriano de unién a maltosa. La proteina de fusién por tanto se recupera de
extractos bacterianos pasando el extracto sobre una columna de resina de amilosa seguido de elucién de la proteina
de fusién con maltosa. Para esta construccién de fusion, puede usarse el vector pMalC2, disponible en el mercado
en New England Biolabs. Puede ser Util la preparacién de una segunda proteina de fusion en la seleccién preliminar
de Mab.

La generacién de hibridomas que expresan anticuerpos monoclonales que reconocen la proteina miostatina se
realiza del siguiente modo: a ratones BALBIc se les inyecta por via intraperitoneal adyuvante proteico tres veces a
intervalos de un mes, seguido de una inyeccion final en la vena de la cola poco antes de la fusiéon celular. Se
recogen células del bazo y se fusionan con células de mieloma NS-1 (American Type Culture Collection, Rockville,
MD) usando polietilenglicol 4000 de acuerdo con protocolos convencionales (Kennett, 1979; Mirski, 1989). El
proceso de fusién celular se realiza como se describe en mas detalle a continuacion.

Las células fusionadas se siembran en placas de 96 pocillos con células de exudado peritoneal y esplenocitos
irradiados de ratones BALBICc como capas de alimentacion y se realiza seleccién con hipoxantina, aminopterina, y
timidina (medio HAT).

Se usa un ensayo ELISA como procedimiento de seleccion inicial. Se usan 1-10 pg de miostatina purificada
(escindida de la proteina de fusion) en PBS para recubrir pocillos individuales, y se incuban 50-100 ul por pocillo de
sobrenadantes de hibridoma. Se usan anticuerpos anti-ratén conjugados con peroxidasa de rabano rusticano para el
ensayo colorimétrico.

Los hibridomas positivos se clonan por dilucién limitante y se cultivan a gran escala para congelacion y produccion
de anticuerpos. Se seleccionan diversos hibridomas positivos por su utilidad en transferencia de western e
inmunohistoquimica, asi como para reactividad cruzada con proteinas miostatina de diferentes especies, por
ejemplo las proteinas de ratén y humana.

Como alternativa, puede realizarse inmunizacion activa mediante la generacion de un anticuerpo enddgeno por
exposicion directa del animal huésped a pequefas cantidades de antigeno. La inmunizacién activa implica la
inyeccion de cantidades insignificantes de antigeno (g) que probablemente no induciran una repuesta fisioldgica y se
degradaran rapidamente. El antigeno solamente tendré que administrarse como inmunizaciones de sensibilizacién y
refuerzo de forma muy parece a las técnicas usadas para conferir resistencia a enfermedades (Pell y col., 1997).

Por supuesto se entendera que es posible una diversidad de sustituciones de aminoacidos conservando al mismo
tiempo la estructura responsable de la actividad miostatina de las proteinas desveladas en el presente documento.
Se describen sustituciones conservativas en la bibliografia de patentes, como por ejemplo, en la patente de Estados
Unidos N2 5.264.558 0 5.487.983. Por tanto se espera, por ejemplo, que fuera posible intercambio entre aminoacidos
neutros alifaticos no polares, glicina, alanina, prolina, valina e isoleucina. Asimismo, podria ser posible hacer
sustituciones entre los aminodcidos neutros alifaticos polares, serina, treonina, metionina, asparagina y glutamina.
Probablemente podrian hacerse sustituciones entre los aminoacidos acidos cargados, &cido aspartico y &cido
glutdmico, como también sustituciones entre los aminoécidos béasicos cargados, lisina y arginina. Probablemente
también serian posibles sustituciones entre los aminoacidos aromaticos, incluyendo fenilalanina, histidina, triptéfano
y tirosina. Estas clases de sustituciones e intercambios son bien conocidos para los especialistas en la técnica.
Podrian ser también posibles otras sustituciones. Por supuesto, también se esperaria que cuanto mayor sea el
porcentaje de homologia, es decir, la similitud de secuencia, de una proteina variante con una proteina de origen
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natural, mayor sera la retencién de la actividad metabdlica. Por supuesto, como las variantes proteicas que tienen la
actividad de miostatina como se describe en el presente documento pretenden estar dentro del alcance de la
presente invencién, también los acidos nucleicos que codifican dichas variantes.

Puede obtenerse una ventaja adicional a través de formas quiméricas de la proteina, como se sabe en la técnica.
Por tanto podria ligarse una secuencia de ADN que codifica la proteina completa, o una parte de la proteina, por
ejemplo, con una secuencia que codifica la parte C-terminal de -galactosidasa de E. coli para producir una proteina
de fusion. Se describe un sistema de expresion para las glucoproteinas F y G del virus sincitial respiratorio humano
en la patente de Estados Unidos N° 5.288.630 expedida el 22 de febrero de 1994, por ejemplo.

Un vector de expresién recombinante puede ser un plasmido, como se ha descrito anteriormente. El vector de
expresion recombinante de la invencion puede ser adicionalmente un virus, o parte del mismo, que permite la
expresion de un acido nucleico introducido en el acido nucleico viral. Por ejemplo, pueden usarse retrovirus
deficientes en replicacion, adenovirus y virus adeno-asociados.

Se describe un kit de diagnéstico para identificar células que comprenden una molécula que se une a una proteina
que comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N? 2, por ejemplo, para su incubacién con
una muestra de células tumorales; un medio para detectar la molécula unida a la proteina, proteina sin reaccionar o
molécula no unida; un medio para determinar la cantidad de proteina en la muestra; y un medio para comparar la
cantidad de proteina en la muestra con un patrén. La molécula puede ser un anticuerpo monoclonal.

La detectabilidad de la molécula que se une a miostatina puede activarse mediante dicha unién (por ejemplo, cambio
en el espectro de fluorescencia, pérdida de marcador radioisotopico). El kit de diagnéstico también puede contener
un manual de instrucciones para el uso del kit.

Se desvela adicionalmente un kit de diagndstico para identificar células que comprende una sonda nucleotidica
complementaria a la secuencia, o un fragmento oligonucleotidico de la misma, mostrada en la SEC ID N° 1, por
ejemplo, para su hibridacion con ARNm de una muestra de células, por ejemplo, células musculares; un medio para
detectar la sonda nucleotidica unida al ARNm en la muestra con un patrén. En un aspecto particular, la invencién es
una sonda que tiene una molécula de acido nucleico suficientemente complementaria a una secuencia identificada
como SEC ID N 1, o su complemento, de modo que se una a la misma en condiciones rigurosas. "Condiciones
rigurosas de hibridacion" adopta su significado comuin para un especialista en la técnica aqui. Las condiciones
rigurosas apropiadas que promueven la hibridacién de &cidos nucleicos, por ejemplo, cloruro sédico 6x/citrato sédico
(SSC) a aproximadamente 45°C son conocidas para los especialistas en la técnica. Los siguientes ejemplos se
encuentran en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1989), 6.3.1-6.3.6: Para 50 ml de una
primera solucion de hibridacién adecuada, mezclar juntos 24 ml de formamida, 12 ml de SSC 20x, 0,5 ml de Tris-HCI
2 M pH 7,6, 0,5 ml de solucién de Denhardt 100x, 2,5 ml de H20 desionizada, 10 ml de sulfato de dextrano al 50%, y
0,5 ml de SDS al 10%. Una segunda solucién de hibridaciéon adecuada puede ser BSA cristalina al 1% (fraccion V),
EDTA 1 mM, Na2HPO4 0,5 M pH 7,2, SDS al 7%. La concentracién salina en la etapa de lavado puede seleccionarse
entre una baja rigurosidad de aproximadamente SSC 2x a 50°C hasta una elevada rigurosidad de aproximadamente
SSC 0,2x a 50°C. Estas dos soluciones de lavado pueden contener SDS al 0,1%. Ademas, la temperatura en la
etapa de lavado puede aumentarse desde condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente,
aproximadamente 22°C, hasta condiciones de alta rigurosidad, a aproximadamente 65°C. La referencia citada da
mas detalles, pero la rigurosidad apropiada del lavado depende del grado de homologia y longitud de la sonda. Si la
homologia es del 100%, puede usarse una alta temperatura (65°C a 75°C). Si la homologia es baja, deben usarse
temperaturas inferiores de lavado. Sin embargo, si la sonda es muy corta (<100 pb), deben usarse temperaturas
inferiores incluso con homologia del 100%. En general, se empieza el lavado a bajas temperaturas (37°C a 40°C), y
se eleva la temperatura en intervalos de 3-5°C hasta que el fondo es suficientemente bajo para no ser un factor
principal en auto-radiografia. El kit de diagnostico también puede contener un manual de instrucciones para el uso
del kit. La invencion proporciona un kit de diagndstico definido en las reivindicaciones que puede usarse para
determinar el genotipo de material genético de mamifero, por ejemplo. Un kit incluye un conjunto de cebadores
usados para amplificar el material genético. Un kit puede contener un cebador que incluye una secuencia
nucleotidica para amplificar una regién del material genético que contiene una de las mutaciones de origen natural
descritas en el presente documento. Dicho kit también podria incluir un cebador para amplificar la region
correspondiente del gen normal que produce miostatina funcional. Habitualmente, dicho kit también incluiria otro
cebador cadena arriba o cadena abajo de la region de interés complementaria a una parte codificante y/o no
codificante del gen. Un kit particular incluye un cebador seleccionado entre una secuencia no codificante de un gen
de miostatina. Ejemplos de dichos cebadores se proporcionan en la Tabla 3, denominados como Ex6n1-5', Ex6n1-3',
Exén2-5', Ex6n3-5' y Ex6n3-3'. Estos cebadores se usan para amplificar el segmento que contiene la mutacion de
interés. El genotipado real se realiza usando cebadores que abordan mutaciones especificas descritas en el
presente documento y que podrian funcionar como oligonucleétidos especificos de alelo en hibridacién
convencional, ensayos Tagman, ensayos OLE, etc. Como alternativa, los cebadores pueden disefiarse para permitir
el genotipado por microsecuenciacion.

Un kit de cebadores por tanto incluye un primer, segundo y tercer cebadores, (a), (b) y (c), respectivamente. El
cebador (a) se basa en una regiéon que contiene una mutacién de miostatina, por ejemplo una region del gen de
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miostatina que abarca la delecién nt821del(11). El cebador (b) codifica una region cadena arriba o cadena abajo de
la region a amplificar por el cebador (a) de modo que se amplifique el material genético que contiene la mutacion,
por PCR, por ejemplo, en presencia de los dos cebadores. El cebador (c) se basa en la regién correspondiente a
aquella en que se basa el cebador (a), pero que carece de la mutacién. Por tanto, se amplificara el material genético
que contiene la regidon no mutada en presencia de los cebadores (b) y (c). El material genético homocigético para el
gen de tipo silvestre por tanto proporcionara productos amplificados en presencia de los cebadores (b) y (c). El
material genético homocigético para el gen mutado por tanto proporcionara productos amplificados en presencia de
los cebadores (a) y (b). EI material genético heterocigético proporcionara productos amplificados en ambos casos.

Se describen proteinas purificadas que tienen actividad bioldgica de miostatina. Los términos "aislado" y "purificado”
se refieren cada uno a una proteina sustancialmente libre de material celular o medio de cultivo cuando se produce
por técnicas de ADN recombinante, o precursores quimicos u otros agentes quimicos cuando se sintetiza de forma
quimica. En ciertos aspectos, la proteina que tiene actividad biolégica de miostatina comprende una secuencia de
aminoacidos identificada como SEC ID N° 2. Ademas, se abarcan proteinas que tienen actividad bioloégica de
miostatina que estan codificadas por acidos nucleicos que hibridan en condiciones rigurosas, como se ha analizado
anteriormente, con una &cido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica identificada como SEC ID N° 1 o
SEC ID N2 7.

Pueden obtenerse proteinas que tienen actividad miostatina por expresion en una célula huésped adecuada usando
técnicas conocidas en la técnica. Las células huésped adecuadas incluyen organismos o lineas celulares procariotas
0 eucariotas, por ejemplo, levaduras, E. coli, células de insecto y células COS 1.

Se desvelan los siguientes puntos:

1. Un procedimiento para aumentar la masa muscular de un mamifero que tiene células musculares en que se
expresa miostatina, comprendiendo el procedimiento administrar al mamifero una cantidad eficaz de una
molécula de acido nucleico sustancialmente complementaria a al menos una parte de ARNm que codifica la
miostatina y que es de suficiente longitud para reducir suficientemente la expresion de la miostatina para
aumentar la masa muscular.

2. El procedimiento del punto 1 en el que el mamifero es bovino.

3. Un procedimiento para aumentar la masa muscular de un mamifero, comprendiendo el procedimiento
administrar al mamifero una cantidad eficaz de una molécula de &acido nucleico que tiene actividad ribozima y
una secuencia nucleotidica sustancialmente complementaria a al menos una parte de ARNm que codifica
miostatina y que es de suficiente longitud para unirse selectivamente a la misma para reducir suficientemente la
expresion de la miostatina para aumentar la masa muscular.

4. El procedimiento del punto 3 en el que el mamifero es bovino.

5. Un kit de diagndstico, para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un mamifero del cual se ha
obtenido una muestra que contiene ADN del mamifero, comprendiendo el kit:

primer y segundo cebadores para amplificar el ADN, siendo los cebadores complementarios a secuencias
nucleotidicas del ADN cadena arriba y cadena abajo, respectivamente, de una mutacién en la parte del ADN
que codifica miostatina que provoca hiperplasia muscular del mamifero, en el que al menos una de las
secuencias nucleotidicas se selecciona para que sea de una regién no codificante del gen de miostatina.

6. El kit de diagnostico del punto 5, que comprende adicionalmente un tercer cebador complementario a una
mutacion de origen natural de una parte codificante del gen de miostatina.

7. Un kit de diagnéstico, para determinar el genotipo de una muestra de material genético de mamifero,
comprendiendo el kit: un par de cebadores para amplificar una parte del material genético correspondiente a una
secuencia nucleotidica que codifica al menos una parte de una proteina miostatina, en el que un primero de los
cebadores incluye una secuencia nucleotidica suficientemente complementaria a una mutacién de la SEC ID N®
1 para cebar la amplificacién de una molécula de acido nucleico que contiene la mutacion, seleccionandose la
mutaciéon entre el grupo de mutaciones resultantes de: (a) delecién de 11 nucle6tidos empezando en el
nucleétido 821 de la parte codificante de la SEC ID N® 1; (b) delecién de 7 nucledtidos empezando en el
nucleétido 419 de la secuencia codificante e insercién de la secuencia AAGCATACAA en el lugar de la misma;
(c) delecion del nucledtido 204 de la secuencia codificante e insercion de T en el lugar de la misma; (d) delecion
del nucleétido 226 de la secuencia codificante e insercién de T en el lugar de la misma; y (e) delecion del
nucle6tido 313 de la secuencia codificante e insercion de A en el lugar de la misma; y combinaciones de las
mismas.

8. El kit de diagndstico del punto 7 en el que un segundo del par de cebadores esta localizado completamente
cadena arriba o completamente cadena abajo de la mutacion o mutaciones seleccionadas.
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9. El kit de diagndstico del punto 8 en el que un dicho primer cebador abarca la mutacion (a) y que comprende
adicionalmente un tercer cebador que es suficientemente complementario a la secuencia nucleotidica
identificada como SEC ID N¢® 11 para cebar la amplificacion de una molécula de acido nucleico que contiene la
SEC ID N° 11.

10. El kit de diagnéstico del punto 8 en el que un dicho primer cebador es suficientemente complementario a la
secuencia insertada de la mutacion (b) para cebar la amplificacion de una molécula de acido nucleico que
contiene la mutacion (b) y que comprende adicionalmente un tercer cebador que es suficientemente
complementario a la secuencia correspondiente a la delecion de 7 nucleétidos de la mutacion (b) para cebar la
amplificacion de una molécula de acido nucleico que contiene la delecion de 7 nucleétidos de la mutacién (b).

11. El kit de diagnoéstico del punto 8 en el que un dicho primer cebador abarca la mutacion (c) y que comprende
adicionalmente un tercer cebador que es suficientemente complementario a la secuencia que abarca la regién
correspondiente que carece de la mutacion (c) para cebar la amplificacién de una molécula de acido nucleico que
carece de la mutacion (c).

12. El kit de diagnéstico del punto 8 en el que un dicho primer cebador abarca la mutacién (d) y que comprende
adicionalmente un tercer cebador que es suficientemente complementario a la secuencia que abarca la regién
correspondiente que carece de la mutacion (d) para cebar la amplificacion de una molécula de &cido nucleico
que carece de la mutacion (d).

13. El kit de diagnéstico del punto 8 en el que un dicho primer cebador abarca la mutacién (e) y que comprende
adicionalmente un tercer cebador que es suficientemente complementario a la secuencia que abarca la regién
correspondiente que carece de la mutacion (e) para cebar la amplificacion de una molécula de &cido nucleico
que carece de la mutacion (e).

14. Un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un animal bovino, comprendiendo
el procedimiento:

obtener una muestra de material que contiene ADN de dicho animal; y averiguar si esta presente ADN que
tiene una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad biol6gica de miostatina, en el
que la ausencia de ADN que tiene dicha secuencia nucleotidica indica la presencia de hiperplasia muscular
en el animal.

15. El procedimiento del punto 14 en el que averiguar si esta presente ADN que tiene una secuencia nucleotidica
que codifica una proteina que tiene actividad biol6gica de miostatina incluye amplificar el ADN en presencia de
cebadores basados en una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad bioldgica de
miostatina.

16. El procedimiento del punto 15 en el que el ADN de dicho animal bovino que no presenta hiperplasia muscular
tiene una secuencia nucleotidica que es capaz de hibridar con una molécula de acido nucleico que tiene la
secuencia identificada como SEC ID N® 1 en condiciones rigurosas de hibridacion.

17. El procedimiento del punto 14, en el que averiguar si estd presente ADN que tiene una secuencia
nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad biolégica de miostatina incluye amplificar el ADN en
presencia de cebadores basados en una secuencia nucleotidica que codifica el extremo N-terminal y el C-
terminal, respectivamente, de la proteina que tiene actividad bioldégica de miostatina.

18. El procedimiento del punto 14, en el que averiguar si estd presente ADN que tiene una secuencia
nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad biolégica de miostatina incluye amplificar el ADN en
presencia de un primer y segundo cebadores basados en una primera y segunda secuencias nucleotidicas que
codifican regiones apartadas entre si de la proteina, en el que dichas regiones flanquean una mutacién que se
sabe que sucede de forma natural y que cuando esta presente en ambos alelos de dicho animal provoca dicha
hiperplasia muscular.

19. El procedimiento del punto 18 en el que un ADN de dicho animal que no presenta hiperplasia muscular
contiene una secuencia nucleotidica que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia nucleotidica que
codifica una proteina que tiene una secuencia identificada como SEC ID N® 2 y la secuencia codificante de ADN
de dicho animal que presenta hiperplasia muscular se sabe que contiene una delecién de 11 pares de bases que
empieza en el par de bases n® 821, y dicho primer cebador se selecciona para estar cadena arriba del codén que
codifica el acido glutamico n° 275 y el segundo cebador se selecciona para estar cadena abajo del codén que
codifica el &cido aspartico n® 274.

20. El procedimiento del punto 14 en el que un ADN de dicho animal que no presenta hiperplasia muscular

contiene una secuencia nucleotidica que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia nucleotidica que
codifica una proteina que tiene una secuencia identificada como SEC ID N® 2 y la secuencia codificante de ADN
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de dicho animal que presenta hiperplasia muscular se sabe que contiene una delecién de 11 pares de bases que
empieza en el par de bases n® 821, y dicho cebador se selecciona para abarcar la secuencia nucleotidica que
incluye los pares de bases n® 820 y 821 de la secuencia de ADN que contiene dicha delecién.

21. El procedimiento del punto 19 en el que el animal es de una raza seleccionada entre Azul Belga, Asturiana,
Parthenaise y Rubia Gallega.

22. El procedimiento del punto 20 en el que el animal es una raza seleccionada entre Azul Belga, Asturiana,
Parthenaise y Rubia Gallega.

23. El procedimiento del punto 14 en el que averiguar si esta presente ADN que tiene una secuencia nucleotidica
que codifica una proteina que tiene actividad biol6gica de miostatina incluye amplificar el ADN en presencia de
un cebador que contiene al menos una parte de una mutacion que se sabe que sucede de forma natural y que
cuando esta presente en ambos alelos de dicho animal provoca dicha hiperplasia muscular.

24. Un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un animal bovino, comprendiendo
el procedimiento:

obtener una muestra de material que contiene ADN de dicho animal; y

averiguar si esta presente ADN que tiene una mutacién definida en el punto 7; y

averiguar si esta presente ADN que tiene una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene
actividad biol6égica de miostatina, en el que la ausencia de ADN que tiene dicha secuencia nucleotidica y la
presencia de dicha mutacién indica la presencia de hiperplasia muscular en el animal.

25. Un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un animal bovino, comprendiendo
el procedimiento:

obtener una muestra del animal que contiene ARNm; y
averiguar si esta presente un ARNm que codifica una proteina que tiene actividad biolégica de miostatina en
la muestra, en el que la ausencia de dicho ARNm indica la presencia de hiperplasia muscular en el animal.

26. El procedimiento del punto 25 en el que la muestra es de tejido muscular o en el que el tejido es tejido de
musculo esquelético.

27. El procedimiento del punto 25 en el que averiguar si estd presente ARNm que tiene una secuencia
nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad biolégica de miostatina incluye amplificar el ARNm en
presencia de cebadores sustancialmente complementarios a la secuencia nucleotidica que codifica la proteina.

28. El procedimiento del punto 27 en el que el ARNm de dicho animal bovino que no presenta hiperplasia
muscular tiene una secuencia nucleotidica que es capaz de hibridar con una molécula de &cido nucleico que
tiene la secuencia identificada como SEC ID N? 1 en condiciones rigurosas de hibridacion.

29. El procedimiento del punto 25, en el que averiguar si estd presente ARNm que tiene una secuencia
nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad biolégica de miostatina incluye amplificar el ARNm en
presencia de cebadores sustancialmente complementarios a una secuencia nucleotidica que codifica el extremo
N-terminal y el C-terminal, respectivamente, de la proteina que tiene actividad biolégica de miostatina.

30. El procedimiento del punto 25, en el que averiguar si estd presente ARNm que tiene una secuencia
nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad biol6égica de miostatina incluye amplificar el ARNm en
presencia de un primer y segundo cebadores sustancialmente complementarios a una primera y segunda
secuencias nucleotidicas que codifican regiones apartadas entre si de la proteina, en el que dichas regiones
flanquean una mutacion que se sabe que sucede de forma natural y que cuando esta presente en ambos alelos
de dicho animal provoca dicha hiperplasia muscular.

31. El procedimiento del punto 30 en el que un ARNm de dicho animal que no presenta hiperplasia muscular
contiene una secuencia nucleotidica que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia nucleotidica que
codifica una proteina que tiene una secuencia identificada como SEC ID N® 2 y la secuencia codificante de ADN
de dicho animal que presenta hiperplasia muscular se sabe que contiene una delecién de 11 pares de bases que
empieza en el par de bases n® 821, y dicho primer cebador se selecciona para estar cadena arriba del codon que
codifica el &cido glutamico n® 275 y el segundo cebador se selecciona para estar cadena abajo del codon que
codifica el &cido aspartico n® 274.

32. El procedimiento del punto 25 en el que averiguar si estd presente ARNm que tiene una secuencia
nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad biolégica de miostatina incluye amplificar el ARNm en
presencia de un cebador que contiene una secuencia nucleotidica complementaria a al menos una parte de una
mutacion que se sabe que sucede de forma natural en dicho animal y que cuando esté presente en ambos alelos
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de dicho animal provoca dicha hiperplasia muscular.

33. El procedimiento del punto 32 en el que un ARNm de dicho animal que no presenta hiperplasia muscular
contiene una secuencia nucleotidica que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia nucleotidica que
codifica una proteina que tiene una secuencia identificada como SEC ID N® 2 y la secuencia codificante de ADN
de dicho animal que presenta hiperplasia muscular se sabe que contiene una delecién de 11 pares de bases que
empieza en el par de bases n® 821, y dicho cebador se selecciona para abarcar la parte delecionada.

34. El procedimiento del punto 31 en el que el animal es de una raza seleccionada entre Azul Belga, Asturiana,
Parthenaise y Rubia Gallega.

35. Un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un mamifero, comprendiendo el
procedimiento:

obtener una muestra de material que contiene ADN del mamifero; y

averiguar si esta presente una secuencia del ADN que codifica (a) una proteina que tiene actividad bioldgica
de miostatina, y si esta presente una secuencia del ADN que codifica (b) una proteina alélica que carece de
la actividad de (a); en el que la ausencia de (a) y la presencia de (b) indica la presencia de hiperplasia
muscular en el mamifero.

36. El procedimiento del punto 35 en el que (b) contiene una mutacién de origen natural responsable de la
ausencia de actividad.

37. El procedimiento del punto 35 en el que el mamifero es un ser humano.

38. El procedimiento del punto 37 en el que averiguar si esta presente una secuencia del ADN que codifica (a), y
si esta presente una secuencia del ADN que codifica (b) incluye amplificar el ADN en presencia de cebadores
basados en una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad biolégica de miostatina.

39. El procedimiento del punto 38 en el que dichos cebadores se basan en la secuencia identificada como SEC
IDNe7.

40. Un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un mamifero, comprendiendo el
procedimiento:

obtener una muestra de material que contiene ARNm del mamifero; y

averiguar si esta presente una secuencia del ARNm que codifica (a) una proteina que tiene actividad
biolégica de miostatina, y si esta presente una secuencia del ARNm que codifica (b) una proteina al menos
parcialmente codificada por una secuencia nucleotidica truncada correspondientes a sustancialmente la
secuencia del ARNm y que carece de la actividad de (a);

en el que la ausencia de (a) y la presencia de (b) indica la presencia de hiperplasia muscular en el mamifero.

41. El procedimiento del punto 40 en el que el ARNm que codifica (a) y la secuencia truncada corresponden a
alelos de ADN del mamifero.

42. El procedimiento del punto 40 en el que el mamifero es humano.

43. El procedimiento del punto 42 en el que averiguar si esta presente una secuencia del ARNm que codifica (a),
y si esté presente una secuencia del ARNm que codifica (b) incluye amplificar el ARNm en presencia de un par
de cebadores complementarios a una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad
biol6égica de miostatina.

44. El procedimiento del punto 43 en el que cada uno de dichos cebadores contiene una secuencia nucleotidica
truncada sustancialmente complementaria a una parte de la secuencia identificada como SEC ID N 7.

45. El procedimiento del punto 44 en el que la secuencia truncada contiene al menos 50 nucleétidos
consecutivos sustancialmente correspondientes a aproximadamente 10, o entre aproximadamente 10 y 20, o
entre aproximadamente 20 y 30, o entre aproximadamente 30 y 40, o entre aproximadamente 40 y 50
nucledtidos consecutivos de la SEC ID N2 7.

46. Un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un mamifero, comprendiendo el
procedimiento:

obtener una muestra tisular que contiene ARNm del mamifero; y

averiguar si esta presente un ARNm que codifica una proteina miostatina de tipo mutante que carece de
actividad biolégica de miostatina, en el que la presencia de dicho ARNm que codifica una proteina miostatina
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de tipo mutante indica la presencia de hiperplasia muscular en el mamifero.

47. El procedimiento del punto 46 en el que la proteina miostatina de tipo mutante que carece de actividad
biol6gica esta codificada por un alelo de origen natural de ADN que codifica el ARNm.

48. Un procedimiento para determinar la presencia de doble musculaciéon en un animal bovino, comprendiendo el
procedimiento:

obtener una muestra de material que contiene ADN del animal; y
averiguar si el ADN contiene la secuencia nucleotidica codificante identificada como SEC ID N° 11, en el que
la ausencia de la secuencia indica doble musculacion en el animal.

49. El procedimiento del punto 34 en el que el animal es de una raza seleccionada entre Azul Belga, Asturiana,
Parthenaise y Rubia Gallega.

50. Un procedimiento para determinar el genotipo de miostatina de un mamifero, que comprende:

obtener una muestra de material que contiene acido nucleico del mamifero, en el que el acido nucleico esta
sin contaminar por acido nucleico heter6logo;

averiguar si la muestra contiene (i) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que tiene
actividad biolégica de miostatina; y

averiguar si la muestra contiene (ii) una molécula de acido nucleico alélico que codifica una proteina que
carece de actividad biol6égica de miostatina.

51. El procedimiento del punto 50 en el que el mamifero es humano y (i) comprende una secuencia de acido
nucleico sustancialmente homologa a la secuencia identificada como SEC ID N° 7.

52. Una proteina purificada que tiene actividad biolégica de miostatina, y que tiene una secuencia de
aminodcidos identificada como SEC ID N2 2, o una variante sustituida de forma conservativa de la misma.

53. Una molécula aislada de acido nucleico que codifica una proteina del punto 52.

54. Una molécula aislada de acido nucleico que comprende una molécula de ADN que tiene la secuencia
nucleotidica identificada como SEC ID N° 1 o que varia de la secuencia debido a la degeneracion del cédigo
genético, o una hebra de acido nucleico capaz de hibridar con al menos una dicha molécula de acido nucleico en
condiciones rigurosas de hibridacion.

55. ARNm aislado transcrito de ADN que tiene una secuencia que corresponde con una molécula de acido
nucleico de acuerdo con el punto 54.

56. ADN aislado que tiene una secuencia de acuerdo con el punto 54 en un vector de clonacién recombinante.

57. Una célula microbiana que contiene y que expresa ADN heter6logo que es complementario a una molécula
de &cido nucleico del punto 54.

58. Una linea celular transfectada que expresa una proteina del punto 52.
59. Un proceso para producir la proteina del punto 52 que comprende:

preparar un fragmento de ADN que incluye una secuencia nucleotidica que codifica dicha proteina; incorporar
el fragmento de ADN en un vector de expresion para obtener una molécula de ADN recombinante que incluye
el fragmento de ADN y es capaz de experimentar replicacion;

transformar una célula huésped con dicha molécula de ADN recombinante para producir un transformante
que puede expresar dicha proteina;

cultivar el transformante para producir dicha proteina; y

recuperar dicha proteina de la mezcla cultivada resultante.

60. Un procedimiento para aumentar la masa muscular en un mamifero, que comprende administrar una
cantidad eficaz de un anticuerpo contra miostatina a dicho mamifero.

61. Un procedimiento para aumentar la masa muscular en un mamifero, que comprende crear un auto-anticuerpo
contra la miostatina en el mamifero.

62. El procedimiento del punto 61 en el que la creacién del auto-anticuerpo incluye administrar una proteina que
tiene actividad miostatina al mamifero.
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63. Un procedimiento para aumentar la masa muscular en un mamifero que lo necesite, que comprende
administrar al mamifero una cantidad eficaz de un acido nucleico antisentido u oligonucleétido sustancialmente
complementario a al menos una parte de la secuencia identificada como SEC ID N° 1 0 SEC ID N2 5, o SEC ID
Ne 7.

64. El procedimiento del punto 63 en el que la parte es de al menos 5 bases nucleotidicas de longitud.

65. El procedimiento del punto 64 en el que el mamifero es un bovino y la secuencia es la secuencia identificada
como SEC ID N¢ 1.

66. Un procedimiento para aumentar la masa muscular en un mamifero, que comprende administrar al mamifero
una cantidad eficaz de un anticuerpo contra la miostatina.

67. Una sonda que comprende una molécula de acido nucleico suficientemente complementaria con una
secuencia identificada como SEC ID N 1, o su complemento, de modo que se una a la misma en condiciones
rigurosas.

68. La sonda del punto 67 en el que la secuencia es entre aproximadamente 8 y aproximadamente 1195
nucleétidos de longitud, o entre aproximadamente 15 y 1195 nucle6tidos de longitud, o entre aproximadamente
25 y 1195 nucleétidos de longitud, o entre aproximadamente 35 y 1195 nucledtidos de longitud, o entre
aproximadamente 45 y 1195 nucleétidos de longitud, o entre aproximadamente 55 y 1195 nucleétidos de
longitud, o entre aproximadamente 65 y 1195 nucleé6tidos de longitud, o entre aproximadamente 75 y 1195
nucleétidos de longitud, o entre aproximadamente 75 y 1195 nucle6tidos de longitud, o entre aproximadamente
85 y 1195 nucleétidos de longitud, o entre aproximadamente 95 y 1195 nucledtidos de longitud, o entre
aproximadamente 105 y 1195 nucledtidos de longitud, o entre aproximadamente 115 y 1195 nucleétidos de
longitud.

69. Un procedimiento para identificar una secuencia nucleotidica de un gen mutante que codifica una proteina
miostatina de un mamifero que presenta hiperplasia muscular, comprendiendo el procedimiento:

obtener una muestra de material que contiene ADN del mamifero; y
sondear la muestra usando una sonda de &cido nucleico basada en una secuencia nucleotidica de un gen
conocido codificante de miostatina para identificar la secuencia nucleotidica del gen mutante.

70. El procedimiento del punto 69, en el que la sonda se basa en una secuencia nucleotidica de una regiéon no
codificante del gen.

71. El procedimiento del punto 70 en el que la sonda se basa en la SEC ID N 54.
72. El procedimiento del punto 71 en el que la sonda es de al menos 8 &cidos nucleicos de longitud.

73. El procedimiento del punto 69, en el que la etapa de sondear la muestra incluye exponer el ADN a la sonda
en condiciones de hibridacion y que comprende adicionalmente aislar moléculas hibridadas de acidos nucleicos.

74. El procedimiento del punto 73, que comprende adicionalmente la etapa de secuenciar ADN aislado.

75. El procedimiento del punto 69, en el que el mamifero es un mamifero bovino y la sonda se basa en una dicha
secuencia nucleotidica identificada como SEC ID N° 1.

76. El procedimiento del punto 74, que comprende adicionalmente la etapa de aislar y secuenciar un ADNc o
ARNm que codifica la proteina miostatina mutante completa.

77. El procedimiento del punto 71, que comprende adicionalmente la etapa de aislar y secuenciar una miostatina
de tipo silvestre funcional de dicho mamifero que no presenta hiperplasia muscular.

78. El procedimiento del punto 76, que comprende adicionalmente comparar la secuencia codificante completa
de la proteina miostatina mutante completa con, si la secuencia codificante para una miostatina de tipo silvestre
funcional de dicho mamifero es previamente conocida, (1) la secuencia conocida, o si la secuencia codificante
para una miostatina de tipo silvestre funcional de dicho mamifero es previamente desconocida, (2) la secuencia
determinada de acuerdo con el punto 74 o punto 77, para determinar la localizacion de cualquier mutacién en el
gen mutante.

79. Un procedimiento para determinar el genotipo de miostatina de un mamifero, en el que la miostatina de tipo
silvestre del mamifero es sustancialmente la del punto 78, que comprende:

obtener una muestra de material que contiene ADN del mamifero; y
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averiguar si el ADN contiene dicha mutacién determinada de acuerdo con el punto 78.

80. Un procedimiento para determinar el genotipo de miostatina de un mamifero, en el que la miostatina de tipo
silvestre del mamifero es sustancialmente la del punto 78, que comprende:

obtener una muestra de material que contiene ARNm del mamifero; y
averiguar si el ARNm contiene dicha mutacién determinada de acuerdo con el punto 78.

81. Una composicion de cebadores util para la deteccién de una secuencia nucleotidica que codifica una
miostatina que comprende una primera molécula de &cido nucleico basada en una secuencia nucleotidica
localizada cadena arriba de dicha mutacién determinada de acuerdo con el punto 78 y una segunda molécula de
acido nucleico basada en una secuencia nucleotidica localizada cadena abajo de la mutacion.

82. Una sonda que comprende una molécula de acido nucleico basada en una secuencia nucleotidica del punto
74 o punto 76 y que abarca dicha mutacién determinada de acuerdo con el punto 78.

83. Un mamifero transgénico que tiene un fenotipo caracterizado por hiperplasia muscular, estando dicho
fenotipo conferido por un transgén contenido en las células somaticas y germinales del mamifero, codificando el
transgén una proteina miostatina que tiene una mutacién negativa dominante.

84. El mamifero transgénico del punto 83 en el que el mamifero es masculino y no humano y el transgén esta
localizado en el cromosoma Y.

85. El mamifero transgénico del punto 83 en el que el mamifero es bovino y el transgén esté localizado para
estar bajo el control de un promotor que es normalmente un promotor de un gen de miosina.

86. Un mamifero transgénico que tiene un fenotipo caracterizado por hiperplasia muscular, estando dicho
fenotipo conferido por un transgén que tiene una secuencia antisentido a la que codifica una proteina miostatina
del mamifero.

87. El mamifero transgénico del punto 86 en el que el mamifero es bovino y el transgén esta localizado en el
cromosoma Y.

88. El mamifero transgénico del punto 86 en el que el transgén comprende adicionalmente una secuencia que
cuando se transcribe obtiene un ARNm que tiene actividad ribozima.

89. Un mamifero no humano transgénico que tiene un fenotipo caracterizado por hiperplasia muscular, siendo
dicho fenotipo inducible y estando conferido por un gen de miostatina flanqueado por lados JoxP y un transgén
Cre bajo la dependencia de un promotor inducible.

90. Un mamifero masculino no humano transgénico que tiene un fenotipo caracterizado por hiperplasia muscular,
estando dicho fenotipo conferido por un gen de miostatina flanqueado por lados JoxP y un transgén Cre
localizado en el cromosoma Y.

91. Un procedimiento para determinar si una muestra de material genético de mamifero es capaz de conferir un
fenotipo caracterizado por hiperplasia muscular, que comprende averiguar si el material genético contiene una
secuencia nucleotidica que codifica una proteina que tiene actividad biolégica de miostatina, en el que la
ausencia de dicha secuencia indica la presencia de hiperplasia muscular en el animal.

92. Un bovino transgénico que tiene un genoma que carece de un gen que codifica una proteina que tiene
actividad bioldgica de miostatina.

93. Un ratdn transgénico que tiene un genoma que contiene un gen que codifica una proteina humana que tiene
actividad biolégica de miostatina o que contiene un gen que codifica una proteina bovina que tiene actividad
biolégica de miostatina.

94. Un bovino transgénico que tiene un gen que codifica una proteina bovina que tiene actividad biolégica de
miostatina y secuencia nucleotidica heter6loga antisentido al gen.

95. Un bovino transgénico del punto 94, que comprende adicionalmente un gen que codifica una secuencia de
acido nucleico que tiene actividad ribozima y en asociacién transcripcional con la secuencia nucleotidica
antisentido al gen.
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SECUENCIA ID N2 1

AGGAAGAATA AGAACAAGGG AAAAGATTGT ATTGATTTTA AANCCATGCA
AAAACTGCAR ATCTCTGTTT ATATTTACCT ATTTATGCIG ATTGTYGCTG
GCCCAGTGGA TCTGAATGAG AACAGCGACC AGAAGGAAAA 'ISTGCAAAAA
GAGGGGCTCT GTAATGCATG TTTGTGCAGG GAAAACACTA CATCCICAAG
ACTAGAAGCC ATAAAAATCC AAATCCTCAG TAAACITCGC CTGGAAACAG
CTCOTAACAT CAGCAAAGAT GCTATCAGAC AACUTTTGCC CAAGGCTCCT
CCACTCCTGG AACTGATTAA TCAGTTCGAT GTCCAGAGAG ATGCCAGCAG
TGACGGCTCC TTGGAAGACE ATGACTACCA CGCCACRACE GAAACCGTCA
TTACCATGCC CACGGAGTCT GATCTTCTAA CGéAAGTGGA AGCAAAALCC
AAATGTTGCT TCTTTAAATT TAGCTCTAAG ATACAATACA ATAAACTAGT
ARAGGCCCAA CTGTGGATAT ATCTGAGGCC TGICAAGACT CCTGCGACAG
TGTTTGTGCA AATCCTGAGA CTCATCAAAC CCATGAAAGA CGGTACARGG
TATACTGGAA TCCGATCTCT GAAACTTGAC ATGAACCCAG GCACTGGTAT
TTGGCAGAGC ATTGATGTGA AGACAGTGTT GCAGAACTGG CTCAAACAAC
CTGAATCCAA CTTAGGCATT GAAATCAAAG CUI-TAGATCA GAATGGCCAT
GATCTTGOTG TAACCTTCCC AGAACCAGGA GAAGATGGAC TGACTCCTTY
TMAGAAGTC AAGGTAAGAG ACACACCAAA AAGATCTAGG AGAGATITTG
GGCTTGATTG TGATGAACAC TCCUACAGAAT CUCGATECTG TCUTTACCOT
CTAACTGTGA ATTTTGAAGC TTTTGGATCG GAITGGATTA TTGCACCTAA
AAGATATAAG GCCAATTACT GCTCTGGAGA ATGTGAAITT GTATTTTIGU
AAAACTATCC TCATACCCAT CTTGTGCACC AAGCAAACCC CAGAGUTTCA
GCCGGCCTCT GCTGTACTCC TACAABRGATG TCTCCAATTA ATATGCIATA
TTTTAATGGC GAAGGACAAA TAATATACGG GAAGATTCCA GCCATCUTAG
TAGATCGCTG TGGGTGTTCA TGAGTCTATA TTEGGGTTCA TAAGT
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IYLPMLIVAG PVDLNENSEQ KRNVEKLGLC
ILSKLRLETA PNISKDAIRQ LLPKAPFLLE
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SECUENCIAID N2 3

AGGANGAATA AGAACAAGGG AAAAGATTOT ATTGATVITA ARACCATGCA
AMAAACTCCAA ATCTCTGTTT ATATTTACCT ATTTATGCL ATTCTTGOTS
GCCGAGICCA TCTGAATGAG, NACAGCGAGC AGAAGGAAAA "ITGGAAAAA
CAGGGGCTGT GTAATGCATG TTTGTGGAGG GAAAACACTA CATCCTCAAG
ACTAGAAGCC ATARAAATCC AAATCCTCAG TAAACTTCGC CTGGAAACAG
CTCCTAACAT CAGCAAAGAT GCTATCAGAC AACTTILCC CAAGGCTCCY
CCACTCCTGG AACTGATTGA TCAGTTCGAT GTCCAGAGAC ATGCCAGCAG:
TGACGGCTCC TTGCAAGACG ATGACTACCA CGCCAGGACG GABACGGTCA
TTACCATGCC CACGGAGTCT GATCTTCTAA CGCAAGTGGA AGIAAAACCC
AAATGTTGCT TCTTTAAATT TAGCTCTAAG ATACAATACA ATAAACTAGT
ARAGGCCCAA CTGTGGATAT ATCTGAGGCC TGTCAAGACT CCTGCGACAG
TGITTGTGCA AMTCOTCACA CTCATCARAC CCATGAMAGA CGGTACAAGE
TATACTGGAA TCCGATCTCT GAAACTTGAC ATGAACCCAG GCAUTGGTAT
TTGGCAGAGC ATTGATGTGA AGACAGTGTT GCAGAACTGG CTCAAACAAC
CTGAATCCARL CTTACGCATT GAAATCAAAG CTTTAGATGA GAATGGCCAT
GATCTTGOTG TAACCTTCCC AGAACCAGGA GAAGATGGAC TGACTCCTTT
TTTAGAAGTC AAGGTAACAG ACACACCAAA AAGATCTAGG AGAGATTTTG
GGCTTGATTG TGACAGAATC TCGATGCTGT CGTTACCCTC TAACTGTGGA
TTTTGAAGCT TTTGGATGGG ATTGGATTAT ictaccwnaa.asnmamaasc
CCAATTACTG CTCTGGAGAA TGTGAATTTG TATTTTTGCA AAAGTATCCT
CATAGCCATC TTGTGCACCA AGCARACCCC AGAGGTTCAG CCGGCCCCLU
CTGTACTCCT ACARAGATGT CTCCAATTAA TATGCTATAT TTTAATGGCG
ARGGACAMAT AATATACGGG AAGATTCCAG CCATGGTAGT AAATCGCTGT
GGGTGTTCAT GACCTCTATA TTTGGTTCAT AGCTTCCTCA AACATGGAAG

GTCTTCCCCT CAACAATTTT GAAACTGTTG AAATTATGT
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ASSDGSLEDD DYHARTETVI TMPTESDLLT QVEGRPKCCF FPKPSSKIQYN

KLVKAQLWIY T.RPVKTPATV FUQTLRLIKP MKDGTRYTGI RST.KI.IMNDG

TGIWQSIDVK TVLONWLERQP ESNIGTEIRKA LDENGHDLAV TFPEPGM.L.

PPPLEVKVTD TPKRSRRPFG T.DCDRISMLS LPSNCGF
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SECUENCIAID N2 5

GTCTCTCGGA CGGTACATGC ACTAATATTT CACTTGGCAT TACTCAAAAG
CAAAAAGAAG AANTAAGAAC AAGCGAAAAA ARAAGATTGT GCTGATTTTT
AAZATGATGC AAAAACTGCA AATGTATGTT TATATTTACC TCITCATGCT
GATTGCTGCT GGCCCASTGG ATCTANATGA GGGCAGTGAG AGAGAAGAAA
ATGTGGAAAA AGAGGGGCTG TGTAATGCAT quccreéas ACAAAACACG
AGGTACTCCA GAATAGAACC CATAAAAATT CAAATCCTCA GTAAGCTGCG
COTGGAAACA GOTCCTAACA TCAGCAAAGA TGCTAYAAGA CAACTICTGE
CAAGACCGCC TCCACTCCCG GAACTGATCG ATCAGTACGA CGTCCACAGG
GATGACAGCA GTGATGGCTC TTTGGAAGAT GACGATTATC ACGCTACCAC
TGACTTTCTA ATG&AAUcGG
TTAGCTCTAA AATACAGTAC
TATCTCAGAC CCGTCAAGAC

ATGGCAAGCC CAAATGTTGC TTTTTTAAAT
AACAAAGTAG TAARAGCCCA ACTGTGGATA
TCCTACAACA GTGTTTCTGC AAATCCTGAG
ACCCOTACAAG GTATACTGGA ATCCGATOTC

ACTCATCAAA CCCATGRAAG
TGAAACTTGA CATGAGCUCA
AAGACAGIGI TGCAMAATTG
CCTCAAACAG CCTCAATCCA ACTTAGGCAT TGAAATCAAA éL’I‘I‘TGGATG_
AGAATGGCCA TGATCTTCCT GTAACCTTCC CAGGACCAGG AGAAGATGGR

CTGAATCCCT TTTTACAACT CAAGGTGACA GACACACCCA AGAGGICCCG

GAGAGACTTT GGGCTTGACT GCGATGAGCA

GCCGCTACCC CCTCACGGTC GATTTTGAAG

CTCCACGGAA TCCCGGTGCL
CCTTTGGATG GGACTGGATT

ATCGCACCCA AAAGATATAA GGCCAATTAC TCGCTCAGGAG AGUIGIGAATY

TGTCTTTTTA CAAAAATATC CGCATACTCA
CCAGAGGCTC AGCAGGCCCT TGCTGCAQTC

TCTTGTGCAC CAAGCBAACC
CGACAAMAAT GTCTCCCATT

AATATGCTAT ATTTTAATGG CAAAGRACAA ATARATATATG GUAARATTCE

AGCCATGGTA GTAGACCGCT CTCOGTGCTC ATGAGCTITG CATTAGGTITA

GAAACTTCCC AZACTCATGGA AGGTCTTCCC CTCAATTTCG AAACTGTGAA

28



2501
2551
2601
2651
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TTCAAGCACC ACAGGCTGTA GGCCTTGAGT ATGCTCTAGT AACGTAAGCA
CARGCTACAG TCTATCAACT AAAAGAGAGA ATAGATGCAA TGGTTGGCAT
TCAACCACCA ARATAAACCA TACTATAGGA TGTTGTATGA TTTCCAGAGT
TTTTGAAATA GATGGAGATC AARTTACATT TATGTCCATA LATGTATATT
ACAACTACAA TCTAGCCAAG GAAGTGAGAG CACATCTIGT GGTCTGCTGA
GTTAGGAGGG TATGATTAAA AGGTAAAGIC TTATTTCCTA ACAGITTCAC
TTAATATTTA CAGAACAATC TATATGTAGC CTTTGTAAAG TGTAGGATTG
PTATCATTTA AAAACATCAT GTACACTTAT ATTTGTATTG TATACLIGUT
AAGATAAAAT TCCACAAAGT AGGAATGAGA CCTCACATAC ACATTGCCAT
TCCTATTATA ATTGGACAAT CGACCACGGT GCTAATGCAG TGCTCAATGG
CTCCTACTGS ACCTCTCGAT AGAACACTCT ACAAAGTACG AGTCTCTCTC
TCCCTTCCAG GTGCATCTCC ACACACACAG CACTAAGIGT TCAATGCATT
TTCTTTAACG AAAGAAGAAT CTTTTTTTCT AGAGGTCAAC TTTCAGTCAA
CTCTAGCACA GCGGGAGTGA CTGCTGCATC TTAAAAGGCA GCCAAACAGT
ATTCATTTTT TAATCTAAAT TTCAAAATCA CTGTCTGCCT TTATCACATG
CCAATTTTGT GCTAAAATAA TGGAAATGAC TGGTTCTATC AATATTGTAT
AAAAGACTCT GAAACAATTA CATTTATATA ATATGTATAC RATATTGTTT
TGTAAATAAG TGTCTCCTTT TATATTTACT TTGGTATATT TTTACACTAA
TGAAA‘I’T‘TCA MTCA'I'I‘MA GTACAAAGAC ATGTCATGTA TCACAAAAAA
GGTGACTGCT TCTATTICAG AGTGAATTAG CAGATTCAAT AGTGGTCTTA
AAACTCTGTA TGTTAAGATT AGAAGGTTAT ATTACAATCA ATTTATGTAT
TTTTTACATT ATCAACTTAT GGTTTCATGG TGGCTGTATC TATGAATGTG
GCTCCCAGTC AAATTTCAAT GCCCCACCAT TTTAAAAATT ACAAGCATTA
CTAAACATAC CAACATGTAT CTAAAGAAAT A:AAAIAEGG TATCTCAATA
ACAGCTACTT TTTTATTTTA TAATTTGACA ATGAATACAT TTCTTTTATT
TACTTCAGTT TTATAAATTG GAACTTTGTT TATCAAATGT ATTGTACTCA
TAGCTAAATG AAATTATTTC rmacamaﬁaa ATGTGTAGAA ACTATAAATT

AAACTGTTTT CACATTTITTC AAACGCC

29



51
101
151
201
251
301

351

MMOKLQMYVY
YSRIEAIRIQ
DSSDGSTERD
KVVKAQLWIY
TGIWQSIDVK

NPFLEVKVID

APERYKANYC

MLYFNGKEQI

ES 2 547 858 T3

SECUENCIA ID N2 6

IYLEMLIAAG
TLIRLRLETA
DYHATTETII
LRPVKTPTTV
TVLONWLKOP
TPKRSRRDFG
SGECETVTFLQ
IYGKIPANVV

PVDLNEGSER
PNISEKDATRQ
TMPTESDFLM
F‘V’QILRLIKE’
ESNLG IEIKA

LDCDEHSTES

' KYPHTHLVHQ

DRCGCS™

30

NACAWRQNTR
LIDQYDVQRD
FRFSSKIQYN

EENVEKEGLC
LLPRAPPLRE

QADGKPXCCF .

MEKDGTRYTGTI RSTKLIMSPG

LDENGHDLAV TFPGPGEDGL

RCCRYPLTVD FEAFGWLDWII

ANPRGSAGPC CTFPTEMSPIN



ES 2 547 858 T3

SECUENCIAID N2 7

h=23753 NGATTTTCTAATOACAAGCTGGATCCARAACCC

he3753 AAATCTTOCTTCTTTAAATTTAGCTCTAMATACAATACAATARAGTAGTARAGGCCCAA

held753 CTATCCATATATITGAGACCCGTCAAGACTCCTACAACAGTATTIGTIGCAMATCOTGRGA

held753 CTCATCAAACCTATGAAAGACGGTACAAGSTATACTGGAATCCGATCTCTGAAACTTGAC

31
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hE3753 ATGAACCCAGGCACTGETATITCACAMA - HATTGATUTGAAGACACTCTTGCAMAATTGG

ha3753 CTCAAACAACCTGAATCCAACTTAGGOATTGARRTAARAGCTTTACATCAGAATGOTCAT

he3753 GATCTTGCTETAACCTTCCCACCASTAGGAAGARGA T GGACTGAATCCCTTTTTIAAGAA

hei753 mmnmmamawmmmmmm

he3753 mmmmmmrcmacmmumwmcccr :

ho3i753 TTGGGATGGGATIGAA - TATCG

haleas AGCAATGATAGTAGACCACTATGAATACT

B87823 ATAAGATTTATATTAAGCGTTCATAACTTCCTARAACATGGAAGGTTTTCCCCTCAACAR

32
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n87823 TPMMTEAAGCTCTCAAMTTAAGTACCACAGOCTATAGGCCTAGAGTATACTACAGTCACTT

he7823 AAGCATAAGCTACACTATCTAAACTAAMGGGGGAANGGCAATATATCCAATGSTTGGCA
ha?7B23 TTTAACCATCCAAACAAATCATAC- - CAGAAAGTTTTATGATTTCCANAGTTTITTNAGS

h87825 CNAGAAAGGAGGAGTCAAANTITCANTCITATAAT

hs52027 - ATTTCGGCACAGGTRAAACACT TGAATTTATATTGTATGGTAGTATA
h92027 CIPTGGTAAGATAAAATTCCACAAAAATAGACATAGTACAGCATATACA - ATPTCCATTICC

hS2027 TATTATAATTIGACACAGTACATTAACAATCCATGCCAACGGTIGCTAATACGATAGGCTGA

33
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n95327 TmmcmC&TTATTPTMTAWCAHAC?MOTQTLMT&

RYS32Y ATTOACTCTATTATC - TG - AAMATUAAG - ARTAAACTGATACTATCTCAACAATAARCTGTT

n95327

ACTTTTATTTTATAATTTGATAATGAATATATTTCTACATTTAT I TACTICTGT T TTOTA

n35327 AATTGGGATTT TG T TAATCAAATTTATTGTACT - ATGACTAAATGAAATTATTITCTTACA

n95327

51
101
151
201
251
g1
351

T~ CTAATTTOTAGAAACAGTATAAGTTATATTARACTGTTTTCACATTTTTTTGAAAGAC

MOKLQLCVYT
SRIFATRIQI
SSDGSLEDDD
VVKAQLWIYL
GIWQSIDVKT
PFLEVKVTDT
PRRYKANYCS

LYFNGKEQITI

SECUENCIA ID N¢ 8

YLFMLIVAGP
LSKLRLETAP
YHATTETIIT
RPVETPTTVF
VLQNWLKQPE
PKRSRRDFGL
GECEFVFLQK
YGKIPAMVVD

VDILNENSEQK
NISKCVIRQL

MPTESDFLMQ

VQILALIKEM
SNLGIEIKAL
DCDEHSTESR
fPHTHLVHQA

RCGCS*

34

ENVEKEGLCN ACTWRONTKS
LPKAPPLREL IDQYDVQRDD
VDGKPKCCFF RKFSSKIQYNK

KDGTRYTGIR SLRKLDMNPGT

'DENGHDLAVT FPGPGEDGLN

CCRYPLTVDF EAFGWDWIIA
NPRGSAGPCC TPTKMSPINM



51
101
151
201
251
301

351
401
451
501
551
601
651
701
751
' 801
851
901
951
1001

1051

1101

1151

GCGGCCGCCC

TCTAAGTGTA

CATACAGCCT
TGAATCAGCT
CAGACAGGGT
AATCACAGAT
CCACTTGGAA
GACTGGGCAG
AAGTAAAAGG
ACCATGCAAA
TGTTGCTGGC
TGGAAAAAGA
TCCTCAAGAC

GGARACAGCT

AGGCTCCTCC

GCCAGCAGTG
AACGGTCATT
CAACGACTCT
TTCAGGCTCT
GAGCTTTTTT
CTACTTTATT
AATGCTTGCA
TGTTTATGTT

GTATCAGCAA

ES 2 547 858 T3

SECUENCIA ID N2 54

GGGCAGGTAT
TATGTTATTG

TTATTATTCA

CACCCTTGAC

TTTAACCTCT

CGAAAGTTTC ACATATAAAG ATGAATAAGA
TTAATARAGT TTTTAATTTT TCGAATGTCA
TAGATTTATT CCTTTTAAGA AGTAGTCARAA
TGTAACAAARA TACTGTTTGG TGACTTGTGA

GACAGCGAGA TTCATTGTGG AGCAAGAGCC

CCCGACGACA CTTGTCTCATCARAGTTGGA ATATAAAAAG

TACAGTATAAAAGATTCACT GGTGTGGCAA GTTGTCTCTA

GCATTAACGT
AAGAAGTAAG
AACTGCAAAT
CCAGTGGATC
GGGGCTGTGT
TAGAAGCCAT
CCTAACATCA
ACTCCTGGAA
ACGGCTCCTT
ACCATGCCCA
GCTGACTGCT
TTTAACAAGC

CAAGATTTCA

TGTTTCCTTA:

TAGCATTCAT
TTCACAGCTT

TGTGAAAAAT

TTGGCTTGGC GTTACTCAAA AGCAAAAGAA
AACAAGGGAA AAGATTGTAT TGATTTTAAA
CTCTGTTTAT ATTTACCTAT TTATGCTGAT
TGAATGAGAA CAGCGAGCAG AAGGAAAATG
AATGCATGTT TGTGGAGGGA AAACACTACA
AAAAATCCAA ATCCTCAGTA ARCTTCGCCT
GCARAGATGC TATCAGACAA CTTTTGCCCA
CTGATTGATC AGTTCGATGT CCAGAGAGAT
GGAAGACGAT GACTACCACG CCAGGACGGA
CGGAGT/GTGA GTAGTCCTGCTGGTGCAAAG
GTTCTAGTGT TCATGAAAAR CCGATCTATT
TGCTGGCTTG TATGTAAGGA GGAGGGGAAA
TGAGAAATAG ACCAATGAGA CTGARAGCTG
GAGAGCTAAA ARGCTAAAAA TCAAAAATGA
GTTATATAGT TTAGTATGAC AACTATAACA
AATGCTACCA AGGTAAAGGA TTGGGAAACA

TTACATCAAA TTTCCTAATT GCATTTGGTT

35



1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701

1751

1801
1851
1901

1951

2001
2051
2101
2151

2201

2251

2301
2351
2401

2451

GCCTGARATA
AGAGAAAGGA
AACACTTAGA
ATGGTCTTCA
AARAGAATAT
TAAACACAGC
AAATAAACAT
ATTGTTGAGA
ACCTTCTAAA
TATGTAGTAC
GTTGCAGTCA

ACAGAGAAGG

GCTTTATACA

.AATACTGCTT

TTCCTTEAAG
TATAAACAAT
GCTTACAATG
CAGCTTGAAT
TTATTTTTTT
ACTATATTTT
TGTCCCCAGG
TTGGTACAGC

AAGTGGATGT

TTAAAATTTC

AGTTCTCTGG

CCTAAAAGAT

ES 2 547 858 T3

TGCATTTATA

AGAAATCTGT

ATGACTTCTG

CAGAGTATCT
TCTTAATAAA
ATAGTGAARA
TTTAATTACA
GTACCTTGTC
ATATTATTGT
CTATGTTGTT
CTTCAAACCT
CATGACCAGA

GGGCTCTACC

TTTCTTATTA"

ACTGTGCTAT
CTTGAGAAAA
ACAGCCTGGC
ACAACATCTA
CCTTTAAAAG
CTGCTAATTC
TAATTCAGGC
TGCTCAGTAA
TCTTCCACAG
ATCCACTTTT
AAAGGAAGTA

TCTGARAAAGC

ATAACAGGTT
AGAGGTTGAA
TTATTCAAAA
AATTTTGAAA
CTTAATGTAT
ATCATGAGCT

AAGTTCCACT

TGCACATATC

ATTCCTCATA
TCTGAAAGAT
ATACTCAAGG
AAGAGTTTTG
CACTTTAAAC
VACTAACTAGT
CAGATAATCC
CARARAGGCA
CCTAAAGACA
AGTTTTGGTG
GCTGTCCCAG
CCGAGGCTCA
CTGGGGGAAG
GTGTAACTAC

TGTCTCTTGT

CATTCCTTAA

GGCTTCTCAT

TGTAATAACT

36

TTTTTTTTTT
GCCTATCTGG

CTATTTCTCA

.GCTATTAGAG

TAGTAAGAGC
AATCAGCAGA
TATACCCTGA
TAGGAGGCAC
GGAGGGAGAA
AATATGTTTC
AAAGGGAGAC
TGCCATGTGT

TGGACTCAAA

TTATAAGGCA .

TGGAATAGAT
AGAAATTGCT
ATGTTTTCTA
CTAATTACCT
CGTCCTAACA
GTTAGTTGCT
GGTTCCTTCC
TCAGATTCCC
TCTCTCTAAT
TAGAATTTTC
AACAGCTGAA

GTTATACTTG

CATTAATAARA
GCATTTGCTG
TAGGGTTTTT
TGGAAAGGAT
AATAAGGAAG
AAATTCTAAG
CCATGGTACT
ATGCTTAATA
CTATTACCTA
ATGTATTTCT
AGGCATCTCA
CTGCGATCTT
ACAGTTTCAA
ACAAATAAAT
TTGCCTTACT
AAGTGCTTCT
AGTTTTGAAA
GCTAGTTTTT
TAACAGATGC
CACTGTGTCT
TCCAGACTGA
ARAGAATTCT
CATCATCATT
CTTAGTCCAC
AAAACATATA

ATATTTTGCT



- 2501

2551

2601
2651
2701

2751

2801

2851
2901
2931
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451

3501

3551

3601
3651
3701
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GTTATGAATG AARATGCTACA TATTTTTCCA TTTTAAAAGAVCTAAATATGC

ACACATTATTCCAATTAAAA AATGTTCATA GATTGATATGGAGGTGTTCG

TTCATTTTTC ATAAARAATGA TCTTAGTAAC TTTTTITTCTT ATTCATTTAT

AG/CTGATCTT CTAACGCAAGTGGAAGGAARAR ACCCAAATGT

AARTTTAGCTC
ATATATCTGA
GAGACTCATC
CTCTGAAACT
GTGARGACAG
CATTGAAATC

TCCCAGAACC

GCTAAAARACC

AAAATARCTA

CCCAGTGGTA

TATGAAACAC

AAAAGTTATA
AATGAAATAT

AAAACATGARA

TTTTCCCCCA

GCAGAAARAAT
ATAGAAATTA
ATATTTAAGA
ATGCACTGAT
AAAAATTTCA

CTTACTGTTC

TAAGATACAA
GGCCTGTCAA

AAACCCATGA

TGACATGAAC

TGTTGCAGAR
AAAGCTTTAG
AGGAGAAGAT
TTGTTATGTG
CCAGTTTCCT
GCCCTGTACT
TCTCTTGATA
CCATGGTCCT
AARATGCTTT
GTCTTCACAG
GRAAGAGTGAC
GAACTCTACA
ACTAGATATA
TCTCTCATGA
GTATATGTGG
GGCTAGTTAA

TTTAACAGGA

TACAATAAAC

GACTCCTGCG

TAGTAAARGGC

ACAGTGTTTG

AAGACGGTAC AAGGTATACT

CCAGGCACTG GTATTTGGCA

CTGGCTCAAA CAACCTGAAT

TGCTTCTTTA
CCAACTGTGG
TGCARATCCT
GGAATCCGAT
GAGCATTGAT

CCAACTTAGG

ATGAGAATGG CCATGATCTT GCTGTAACCT 

GGACTG/GTAR GTGATTACTGAARATAACAT

TTTATTCATA ATGTGAATGA ATAGTAGTGA

GTGCTTATAA
CRATARAAGT
CTTTGACTTT
TAAGTTTTTA
CCGTTGATGT
TGGATTCTAG
CAATTTGTTA
AGTTATAATT
TGTTCAGGTT
TAAATATGTT
ATTACTTTGT
CTTGTACTAC

GTTAACTTAG

37

GCCAGACAAA
AGGTGTCCCA
GCATGAGGAT
GGGAATTCTT
GCTACATGAT
TACTCACCCA
ARLTTCTTTT
AARATARAAT
TATATACTAT
CCTTGTTTTA
GAATTACCCC
TTAGCTATIT

GTAATGTCAA

GGCACCTTAC
TTTCACATCC
TTAARAGAAA
TGGAATTGAG
TATATAAATA
ACAACACATT
GCTTAATAAG
GCTTTTACTT
TAAATATACT
TAGACTATTG
TGGTARAATT
TCTGAACTGT

CTAATTTAAT



3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951

5001

- ATAAAGTCAA

AACCATTTTA
ATCTATGCTT
TACCTTTTAT
GCAAGCTTTA
ARATGATATC
TTAAGTCATT
ACATAAAATG

ATACCAATAA

ATGTGTTCTT

ACAGAGGTCT
AGACTTTTCC
TACAGGAGGA
TTTTTAGTGA
TGCCTCTCTC
TCTTCATCCC
TGGCAACTAT
cAAGTGAATG
ACATATTTAG
CTTGTCCTTC
CCTTTACTGT
ATTCAGATAC
ACCACAGGGG
GAATCAAGCC

AGAAATGTGA

CTTGAGGTAG

ES 2 547 858 T3

ACAGAAAATA
AAATCTAGTA
GTATTTACTT
TTCCAGTTAT
TAGTTTTTAA
TAAATGTAAA
ATAAAATTTT
TTATTGACTC
TTACCAGGTC
TTTTCTAGGT
TAAGTAITAT
ATATAAAAGG
GGATTAGCAA
ARGAATARAG
TCTTGGAGTT
TCTACCTTCC
TGTGTTTCGG
GAGGATGAAT
CCACCATATT
TTCTTTCCTC
CATCCATCAG
TCAAACGGAG
AATCCCTATG
TAGTGTAAAT
CATAAGCAAA

GAGAGTGTTT

ATGCCTTATA
TAAGTTTAGA
CTGTTTTCAA
TGATATAATT
ATGGTCTTAT
GTABAATCATA
CCAGGTGATC
CCAAAATGAT
TATTTTGGTT
AGCATTTTAA
TAAACAGATG
AAAAATGTCT
ATTGTAGTTT
GGAATATCAT
AGTCTTTCCA
TTTTTCCCAT
TGTTAATATC
GAGTATACCT
TAATCAATAA
CCTGCTCCTT
TATTTTCAGA
GAAAACAAGA
GCTACTGTAG

GAAAATTCCT

TATTATAAAA
GCTACTCACT
AAAATTTTTT
TACAACAAAA
TTGTAGTGAA
CCTAAATGAA
AATTTTTCTT
GTTATTTTGT
TTAGTGTAGG
TGATCAAAGT
ATTAATAAGA
CAAATTCATG
AAATATCTGA
TGTATCTTCT
ACCCTATATA
TACATCTGTG

CAAGTTTCCC

ATCCCTCCAG

GCAGGAAGAC
TCTCTTCTCT
GCATCTATTA
ATAAACAAGA
ACTTTTGAGC

TAATGCTGTG

ATTAATAARA
CTTCTGGCTT
AATGTGACCA
GATTATACTT
TATCATATCT
AACATATTCT
TAAATATACT
ATAATCTTAA
ATAARAAAGA
TGGTGACGTG
TGTATTCCTC
AAAAGATTGG
ATGGAAACAC
TCTGAGTCTG
CTTACCACTA
CAGTACTGGG
TGAATAAGAC
GGGTCATCAG
ATAAGCTAGC
TCCCCCTCTC
TGTGTCAGGC
CAAAGATCTG
CATAAAGGAA

CCTTTTAAAA

ATGATTAGTTTCTTTCTTTA ATAATGAGTC

TGGGATCTATTATTAACTCT TCTTTCCTTT

38
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5051
5101 TCTAGGAGAG ATTTTGGGCT TGATTGTGAT GAACACTCCA CAGAATCTCG
5151 ATGCTGTCGT TACCCTCTAA CTGTGGATTT TGAAGCTTTT GGATGGGATT
5201 GGATTATTGC ACCTAARAGA TATAAGGCCA ATTACTGCTC TGGAGAATGT
5251 GRATTTGTAT TTTTGCARAA GTATCCTCAT ACCCATCTTG TGCACCAAGC
5301 ARACCCCAGA GGTTCAGCCG GCCCCTGCTG TACTCCTACA AAGATGTCTC
5351 CAATTAATAT GCTATATTTT AATGGCGAAG GACAAATAAT ATACGGGAAG
5401 ATTCCAGCCA TGGTAGTAGA TCGCTGTGGGTGTTCATGAG GTCTATATTT
5451 - GGTTCATAGC TTCCTCAAAC ATGGAAGGTC TTCCCCTCAA CAATTTTGAA
5501 ACTGTGAAAT TATGTACCAC AGGCTATAAG CCTAGAGTAT GCTACAGICA
5551 CTTAAGCACA AGCTAcAGTA'TATGAGCTAA AAAGAGAGAA TATATGCAAT
5601 GGTTGGCATT TAACCATCCA AACARATCGT ATAATAAARA GTTTTATGAT
5651 TTCCAGAGTT TTTGAACTAG GAGATCAAAT TCCATTTATG TTGAAATATA
5701 TTACAACACA TGCAGGTGAA TGARAGCAAT TCTCCTTGTC TTCTGGTGRA |
5751 TTAAAGGAGT ATGCTTTAAA ATCTATTTCT CTACAGTTTC

ES 2 547 858 T3

CCATACAG/AC TCCTTTTTTA GAAGTCAAGG TAACAGACAC ACCAARAARG]

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> UNIVERSITY OF LIEGE

<120> DOBLE MUSCULACION EN MAMIFEROS

<130> C2087 EP/1 S3

<150> EP 98 93 5228.1

<151> 14-07-1998

15

20

25

30

<150> US 19970891789
<151> 14-07-1997

<150> US 19980007761
<151> 15-01-1998

<160> 54

<170> PatentIn ver. 2.0

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 1

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1196 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

39
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID Ne: 1

AGGAAAAAGT AAGAACAAGG GAAAAGATIG TATTGATTIT

TG
Leu

CCA
Pro
20

GAG
Glu

AGA
Arg

ACA
Thr

3

GCT
Ala

GCC
Ala
100

GAA
Glu

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 2

CAA
Gin

GTG
val

GGG
Gly

CTA
Leu

GCT
Ala

ccT
Pro
85

AGC
Ser

ACG
Thr

ATC TCT GTT

Ile

GAT
ASp

TG
Leu

GAA

Glu

CcCT
Pro
70

CCA
Pro

AGT.

ser

GTC
val

Ser

TG
Leu

TGT
Cys

GCC
Ala
55

AAC
AsSn

CcTC
Leu

GAC
Asp

ATT
ile

val

AAT
AsSn

AAT
Asn
40

ATA
Ile

ATC

Ile

cTG
Leu

GGC
Gly

ACC
Thr
120

TAT ATT TAC

Tyr

GAG
Glu
25

GCA

Ala

AAA
Lys

AGC
Ser

GAA
Glu

TCC
Ser
105

ATG
Met

Ile
10

AAC
ASn

TGT
Cys

ATC
Ile

AAA
Lys

CTG
Leu
90

TTG
Leu

ccC
Pro

Tyr

AGC
Ser

TTG
Leu

CAA
Glin

GAT
Asp
75

ATT
Ile

GAA
Glu

ACG
Thr

CTA TTT ATG

Leu

GAG
Glu

TGG
Trp

ATC
Iie
60

GCT
Ala

GAT
Asp

GAC
ASp

GAG
Glu

Phe

CAG
GIn

AGG
Arg
45

c7C
Leu

ATC
Ile

CAG
Gln

GAT
Asp

TCT
ser
125

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

P

A
B
C
D

—_ =

LONGITUD: 375 aminoécidos
TIPO: aminoéacido
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

Met

AAG
LysS
30

QAA
Glu

AGT
ser

AGA
Arg

TTC

Phe

GAC
AS

110
GAT
ASp

AAAACC ATG CAA AAA
Tet GIn LyS

TG
Leu
15

GAA
Glu

AAC
Asn

Lys

Gin

GAT
AsSp
95

TAC

p Tyr

Leu

(Xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 2

40

ATT
Ile

AAT
AsSNn

ACT
Thr

CTT
Leu

Leuy
80

GTC
val

CAC
HtS

CTA
Leu

GTT
val

GTG
val

ACA
Thy

CGC
Arg
65

TTG
Leu

CAG
Gln

GCC
Ala

ACG
Thr

GCT
Ala

CAA
Glu

TCC
Ser
50

76
Leu

cCcCc
Pro

AGA
Arg

AGG
Arg

CAA
Gln
130

GGC
Gly

AAR
LysS
35

TCA
ser

GAA
Glu

AAG
Lys

GAT
ASp

ACG
Thr
115

GTG
val

55

103

151

199

247

295

343

391

439



Met

val

val

Thr

Arg
65

Leu

Gin
Ala

Thr

Lys
145

Arg
Ile
Lys
Lys
ik
Phe
val
Asp
ASp
Lys

305
TYr

GIn
Ala
Glu
ser
50

Leu
Pro
Arg

Arg

Gln

130

Ile
Pro

Lys

Ley

Thr
210
Glu
Pro
Thr
Glu
Phe
290

Ala

Pro

LyS
Gly
LysS
35

ser
Glu
Lys
Asp
Thr
115
val
GlIn
val
Pro
AsSp
195
val
Ile
Glu
ASp
His
275
Glu

Asn

His

Leu

Pro
20

Glu,

Arg
Thr
Ala
Ala
100
Glu
Glu
Tyr
Lys
Met
180
Met
Leu
Lys
Pro
Thr
260
ser
Ala

Tyr

Thr

Gln
ya1
G:1 y
Leu
Ala

Pro
85

Ser

Thr
Gly
Asn
Thr
165
Lys
Asn
Gln
Ala
Pro
Thr
Phe

Cys

His

Ile

Asp

Leu

Glu
Pro
70

Pro
Ser
val
Lys
Lys
150
Pro
AsSp
Pro
Asn
Leu
230
Glu
Lys
Glu
Gly
ser

310

Leu

ES 2 547 858 T3

ser
Leu
cys
Ala
55
AsSn
Leu
ASp
Ile
Pro
135
Leu
Ala
Gly
Gly
Trp
215
ASp
Asp
Arg
ser
Trp
295

Gly

val

val

Asn

ASn
40

Ile

Ile
Leu
Gly
Thr
120
LyS
val
Thre
Thr
Thr
200
Leu
GT u
Gly
ser
Arg
280
ASp

Giu

His

Tyr
Glu
25

Ala
Lys
Ser
clu
ser
105
Met
cys

Lys

val

Ile
10

Asn
Cys
Ile
Lys
Leu
a0

Leu
Pro
Cys

Ala

Phe

© 170

Ar
18
Gly
LysS
AsSn
teu
Ar
26
Cys
Trp

cys

Gln

41

Tyr
Ile
Gln
Gly
i
Arg
cys
Ile

Glu

Ala

Tyr
ser
Leu
GlIn
ASp
75

Ile
Glu
Thr
Phe
GIn
155
val
Thr
Trp
Pro
His
235
Pro
ASD
Arg
Ile
Phe

315

AsSn

Leu
Glu
Trp
Ile
60

Ala
ASD
ASp
Glu
Phe
140
Leu
Gln
Gly
Gln
Glu
220
ASD
Phe
Phe
Tyr
Ala
300

val

Pro

Phe
Gln
Arg
45

Leu
Ile
GIn
Asp
ser
125
Lys
Trp
Ile
Ile
Ser
205
Ser
Leu
Leu
Gly
Pro
285

Pro

Phe

Arg

Met.

Lys
30

Glu
ser
Arg
Phe
ASp
110
ASp
Phe
Ile
Leu
Arg
190
Ile
Asn
Ala
Glu
Leu
270
Leu
Lys

Leu

Gly

Leu.
15
Glu
Asn
Lys
Gln
ASp
95
Tyr
Leu

Ser

Tyr

e

Asn

Thr

Leu

Leu

80

val

His

Leu

Ser:

Leu

160

Arg
175
Ser
Asp
Leu
val
val
255
Asp
Thr
Arg

GIn

Ser

Leu
Leu
val
Gly
Thr
240
LYyS
Cys
val
Tyr
Lys
320
Ala



ES 2 547 858 T3

325 : 330 335
Gly Pro Cys Cys Thr Pro Thr Lys Met Ser Pro ITe Asn Metr teu Tyr
340 - 345 350

phe asn Gly Glu Gly Gln Ile Ile Tyr Gly Lys Ile Pro Ala Met val
355 360 _ 365 _

val Asp Arg Cys Gly Cys Ser
370 375

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 3
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

A) LONGITUD: 1240 pares de base
B) TIPO: &cido nucleico

C) CADENA: sencilla

D) TOPOLOGIA: lineal

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 3

AGGAAAAAGT AAGAACAAGG GAAAAGATTG TATTGATTTT AAAACC ATG CAA AAA 55
Met Gln Lys
1

CTG CAA ATC TCT GTT TAT ATT TAC CTA TTT ATG CTC ATT GTT GCT GGC . 103
Leu GIn ITle Ser val Tyr Ile Tyr Leu Phe Met Leu Ile val Ala.Gly

CCA GTG GAT CTG AAT GAG AAC AGC GAG CAG AAG GAA AAT GTG GAA AAA 151
;50 val Asp Leu Asn Glu Asn Ser Glu GIn ggs Glu asn val Glu §§s
: 25

GAG GGG CTG TGT AAT GCA TGT TTG TGG AGG GAA AAC ACT ACA TCC TCA 199
Glu Giy Leu Cys asn Ala Cys Leu Trp zgg Glu Asn Thr Thr ggr ser
40

AGA CTA GAA GCC ATA AAA ATC CAA ATC CTC AGT AAA CTT CGC CTG GAA 247
Arg Leu Glu g;a ITe Lys 1Ile Gln %Be Leu Ser Lys Leu egg Leu Glu

ACA GCT CCT AAC ATC AGC AAA GAT GCT ATC AGA CAA CTT TTG CCC AAG 295
Thr Ala ;50 Asn Ile Ser Lys ?gp Ala Ile Arg G1n légu Leu Pro Lys

GCT CCT CCA CTC CTG GAA CTG ATT GAT CAG TTC GAT GTC CAG AGA GAT 343
Ala ggo Pro Leu Leu Glu ;gu Ile Asp Gin Phe Sgp val Gln Arg Asp

GCC AGC AGT GAC GGC TCC TTG GAA GAC GAT GAC TAC CAC GCC AGG ACG 391
Ala ser Ser Asp Gly Ser Leu Glu Asp Asp Asp Tyr His Ala Arg Thr
100 : 105 110 115

GAA ACG GTC A+T ACC ATG CCC ACG GAG TCT GAT CTT CTA ACG CAA GTG 439
Glu Thr val Ile lew Met Pro Thr Glu igg Asp Leu Leu Thr 6;3 val )
120 1

GAA GGA AAA CCC AAA TGT TGC TTC TIT AAA TTT AGC TCT AAG ATA CAA 487
Glu Gly Lys Pgo Lys Cys Cys Phe Phg Lys Phe Ser Ser iﬁg Itle Gl
135 ) 14

TAC AAT AaA CTA GTA AAG GCC CAA CTG TGG ATA TAT CTG AGG CCT GTC . 535
Tyr Asn igg Leu val Lys Ala GIln Lev Trp Ile Tyr Leu Arg Pro val
155 160

AAG ACT CCT GCG ACA GTG TTT GTG CAA ATC CTC AGA CTC ATC AAA CCC 583

Lys Thr Pro Ala Thr val phe val 6In Ile Leu Arg Leu Ile Lys Pro
1485 170 175

42



ATG
Met
180

ATG
Met

TTG
Leu

LyS

cca
.Pro

ACA
Thr
260

TCG
ser

AAA
LysS

AAC
AsSn

CAG

Gln

GCT
Ala

GGA
Gly

245

CCA
Pro

ATG
Met

GAC
ASp

CCA
Pro

AAC
Asn

TTA

Leu
230

GAA
Glu

AAA
Lys

CcTG
Leu

GGT
Gly

GGC
Gly

TGG
Trp
215

GAT
ASP

GAT
Asp

AGA
Arg

TCG
Ser

ACA
Thr

ACT
Thr
200

CcTC
Leu

GAG
Glu

GGA
Gly

TCT
Ser

TTA
Leu
280

AGG
Arg
185

GGT
Gly

AAA
Lys

AAT
Asn

CTG
Leu
AGG
Ar

26

Cccc
Fro

ES 2 547 858 T3

TAT
Tyr

ATT
Ile

Gln

GGC
Gly

ACT
Thr
250

AGA
Arg
TCT
Ser

ACT
Thr

TGG
Trp

cCcT
Pro

CAT
His
235

cCcT
Pro

GAT

ASD

AAC

Asn

GGA
Gly

CAG
GlIn

GAA
Glu
220

GAT
Asp

Phe

T

Phe

TGT
Cys

ATC
Ile

AGC
Ser
205

TCC
Ser

cTT
Leu

TTA
Leu

GGG
Gly

GGA

Gly
285

CGA
Ar
19
ATT
Jle

AAC
Asn

GCT
Ala

GAA
Glu

T
Leu
270

T1T
Phe

GGATGGGATT GGATTATTGC ACCTAAAAGA TATAAGGCCA

GAATTTGTAT TTTTGCAAAA GTATCCTCAT ACCCATCTTG

GGTTCAGCCSG GCCCCTGCTG TACTCCTACA AAGATGTCTC

AATGGCGAAG GACAAATAAT ATACGGGAAG ATTCCAGCCA

TGTTCATGAG GTCTATATTT GGTTCATAGC TTCCTCAAAC

CAATTTTGAA ACTGTTGAAA TTATGT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 4

10

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A
(B
(C
(D

)
)
)
)

LONGITUD: 286 aminoacidos
TIPO: aminoacido
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

TCT CTG AAA CTT GAC
Ser Leu Lys Leu i;p
5

GAT GTG AAG ACA GTG
Asp val tys Thr val
210
TTA GGC ATT GAA ATC
teu Gly Xle Glu Ile
225
GTA ACC TTC CCA GAA
val Thr Phe Pro Giu
240
GTC AAG GTA ACA GAC
val Lys val Thr asp
255
GAT TGT GAC AGA ATC
AsSp Cys Asp Arg Ile
: 275
TGAAGCTTTT

ATTACTGCTC TGGAGAATGT
TGCACCAAGC AAACCCCAGA
CAATTAATAT GCTATATTTE
TGGTAGTAAA TCGCTGTGGG
ATGGAAGGTC TTCCCCTCAA

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 4

43

631
679
727
775
823
871
914
974
1034
1094
1154

1214
1240



10

Met
val
val
Thr

Arg
65

Leu

Gln
Ala
Thr
LYS
145
Arg
Ile
Lys
Lys
Ile
225
Phe

val

Asp

GlIn
Ala
Glu
ser

50

Leu

Pro

Arg

Arg

GIn

130
Ile

Pro

Lys

Lew

Thr

210

Glu

Pro

Thr

Arg

Lys
Gly
LysS
35

Ser

Glu

Lys

ASp
Thr
115
val
G1n
val
Pro
AsSp
195
val
Ile
Glu

ASp

Ile
275

Leu
Pro
20

Glu

Arg

Thr

Ala

Ala
100

Glu

Glu

Tyr

LysS
Met
180
Met
Leu
LyS

Pro

Thr
260

ser’

GIn
val
Gly
Leu

A'Iq

Pro

85

ser
Thr
Gly

ASN

T'I'.: r"-

165

Lys
AsSn
Gln
ala
Gly
245

Pro

Met

Ile
ASD
teu
Glu

Pro
70

Pro

Ser
val
Lys
LYyS
150
Pro
ASD
Pro
Asn
Leu
230
Glu

Lys

Leu

ES 2 547 858 T3

Ser

Leu

Cys

ala

55

Asn

Leu

AsSp

Ile

Pro.

135

Leu
A't'a
Gly

Gly

val
ASH
ASnh
40

ile

Ile

Leu

Gly
Thr
120
Lys

val

Thr

Thr

Thr

. 200

Trp

Leu

215 -

ASp

ASp

Arg

ser

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 5

Glu
Gly
ser

Leu
280

Tyr
Glu
25

Ala

Lys

ser

Glu

Ser
105
Met
Cvys
Lys
val
Al

18

Gly
Lys
AsSn
Leu
Ar

26

Pro

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

P

A) LONGITUD: 2676 pares de base
B) TIPO: &cido nucleico
C) CADENA: sencilla

D) TOPOLOGIA: lineal

Ile
10

AsSn
Cys

Ile

Lys

Leu

90

Leuw
Pro
Cys
Ala
Phe
170
Tyr
Ile
GIn
Gly
Thr
250

Arg

ser

Tyr

Ser

Lew

Gln

Asp
75

Ile

Glu
Thr
Phe
Gln
155
val
Thr
Trp
Pro
His
235
Pro

Asp

Asn

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 5

44

Leu
Glu
Trp
Ile

60

Ala

ASp

Asp

Phe
140
Leu
GlIn
Gly
GIn
Glu
220
AsSp
Phe

Phe

Cys

Phe
GIn
Arg
45

Leu

Ile

Gln

Asp

ser
125
LYyS
Trp
Ile
Ile
ser
205
Ser
Leu

Leu

Gly

Met
Lys
30

Glu

ser

Arg

Phe

Asp
110
Asp
Phe
Ile
Leu
Arg
190
Ile
ASh
Ala
Glu
Leu

270

Phe

Leu
15

Glu
Asn

LYys

Gln

ASp

95
Tyr

Leu
ser
TYyr
178
ser
ASp
Leu
val
val

255
Asp

Ile
Asn
Thr
Ley

Leu
80

val

His
Leu
ser
Let
160
Leu
Leu
val
Gly
Thr
240

Lys

Cys



ES 2 547 858 T3

GTCTCTCGGA CGGTACATGC ACTAATATTT CACTTGGCAT TACTCAAAAG CAAAAAGAAG 60

AAMATAAGAAC AAGCGAAAAA AAAAGATTGT GCTGATTTTT AAA ATG ATG CAA AAA. 115
mMet Met GIn Lys
1

CTG CAA ATG TAT GTT TAT ATT TAC CTC TTC ATG CTG ATT GCT GCT GGC 163

Leu Gin Met Tyr val Tyr Ile Tyr Leu Phe Met Leu Ile Ala Ala Gly

5 10 ' 15 20

CCA GTG GAT CTA AAT GAG GGC AGT GAG AGA GAA GAA AAT GTG GAA AAA - 211

Pro val Asp Leu asn Glu Gly Ser Glu Arg Glu Glu Asn val Glu Lys '

. 25 30 : 35

GAG GGG CTG TGT AAT GCA TGT GCG TGG AGA CAA AAC ACG AGG TAC TCC 259

Glu Gly Leu Cys Asn Ala Cys Ala Trp Arg Gln Asn Thr Arg Tyr Ser ’
40 45 50

AGA ATA GAA GCC ATA AAA ATT CAA ATC CTC AGT AAG CTG CGC CTG GAA 307

Arg Ite Glu Ala Ile Lys Ile GIn Ile Leu Ser Lys Leu Arg Leu Glu

45



ACA
Thr

GCG
Ala
85

GAC
Asp

GAA
Glu

GAT
ASp

TAC
Tyr

GCT
Ala
70

CCT
Pro

AGC
ser

ACA
Thr

GGC
Gly

AAC
Asn

- 150

AAG
Lys
165
ATG
Met

ATG
met

TTG
Leu

Lys

CCA
Pro
245

ACA
Thr

TCC
ser

GCC
Ala

TAC
_Ty r

ACT
Thr

ACT
Thr

Lys

AGC
Ser

Gln

GCT
Ala
230

GGA
Gly

cCcC
Pro

ACG
Thr

Phe

TaC
Cys
310

CAT
His

55
CCT
Pro

CCA
Pro

AGT
Ser

ATC
Ile
AAG
LYyS
135
Lys

cCT
Pro

GAC
Asp

CCA
Pro

AAT
AsSn
215

TT6
Leu

GAA
Glu

AAG
Lys

Glu

GGA
Gly
295

TCA
Ser

Leu

AAC
Asn

cTC
Leu

GAT
Asp

ATT
Ile
120

cCC

Pro

GTA
val

ACA
Thre

GGT
Gly

GGC
Gly
200

TGG
Trp

GAT
Asp

GAT
ASD

AGG
Arg

TCC
Ser
280

TGG
Trp

GGA
Gly

GTG
val

ATC
Ile

cGG
Arg

GGC
Gly
105

ACC
Thr

Lys

GTA
val

ACA
Thr

ACA
Thr
185

ACT
Thr

crc
Leu

GAG
Glu

GGG
Gly

TCC
Ser
265

CGG
Arg

GAC
ASD

GAG
Glu

CAC
His

AGC
Ser

Glu
20

TCT
Ser

ATG
Met

TGT
Cys

Lys

GTG
val
170

AGG
Arg

GGT
Gly

Lys

AAT
AsSn

CTG
Ley
250

CGG
Arg

TGC
Cys

TGG
T™rp

TGT
Cys

Gln

ES 2 547 858 T3

AAA
Lys
75

c76
Leu
TG
Leu

T
Pro

TGC
Cys

GCC -

Ala
155

Phe

TAT
Tyr

ATT
Ile

CAG
Gin

GGC

Gly
235

AAT
Asn

AGA
Arg

TGC
Cys

ATT
Ile

GAA
Glu

60
GAT
ASp

ATC
e

Giu

ACA
Thy

Phe
140

Glin

GTG
val

ACT
Thr

TGG
Trp

CCT
Pro
220

CAT
H15

CCC
Pro

GAC
Asp

CGC
Arg

ATC
Ile
300

Phe

315

GCA
Ala

AAC
Asn

GCT
Ala

GAT
ASp

- GAT

Asp

GAG
Glu
125

Fhe

CTG
Leu

Gln

GGA
Gly

CAG
Gln
205

Glu

GAT
ASp

Phe

Phe

TAC
Tyr
285

GCA
ala

GTG
val

CcC
Pro

ATA
Ile

CAG
Glin

GAC
Asp
110

TCT
ser

Lys

TGG
Try

ATC
Ile

ATC
Ile
190
AGT
sSar

TCC
ser

Leu

TTA
Leu

G?G
Gly
270
ccc
Pro

cce
Pro

Phe

AGA
Arg

46

AGA
Arg

TAC
Tyr
95

GAT
ASp

GAC
ASp

pPhe

ATA
Ile

TG
Leu
175
CGA
Arg

ATT
Ile

AAC
Asn

GCT
Ala

Glu
255

Leu

CTC
teu

Lys

TTA
Leu

GGC
Gly

GIn
80

GAC
ASp

TAT
Tyr

Phe

AGC
ser

TAT
Tyr
160

AGA
Arg

TCT
Ser

GAT
AsSp

TTA
Leu

GTA
val
240

GTC
val

-GAC

Asp

ACG
Thr

AGA
Arg

Gln
320

TCA
ser

63
Leu

GTC
val

CaC
H1s

CTA
Leu

TCT
ser
145

CcTC
Leu

cTC
Leu

TG
Leu

GTG
val

G%;‘-C
Gly
225

ACC
Thr

AAG
Lys

TGC
Cys

GTC
val

TAT
Tyr
305

Lys

GCA
Ala

TG
Ley

CAG
GIn

Ala

ATG
Met
130

LysS

AGA
Arg

ATC
Ile

Lys

AAG
Lys
210

ATT
Ile

L
Phe

GTG
val

GAT
ASp

GAT
ASp
290

AAG
Lys

TAT
Tyr

GGC
Gly

CCA
Pro

AGG
Arg

ACC
Thr
115

Gln

ATA
Ile

CcCcC

Fro

Lys

Leu

AGA
Arg
GAT
Asp
100
ACG
Thr

GCG
Ala

CAG
GlIn

GTC
val

cCcC
Pro
180

GAC
Asp

195

ACA
Thr

Glu

CCA
Pro
ACA
Thr
GAG

Glu
275

Phe

GCC
Ala

ccG
Pro

T
Pro

GTG
val

ATC
Ile

GGA
Gly

GAC
Asp
260

CAC
H1s

GAA
Glu

AAT
ASn

CAT

His

TGC
Cys

355

403

- 451

499

547

595

643

691

739

787

835

883

931

979

1027

1075

1123



10

325

Cys Thr Pro Thr %yg Met Ser Pro Ile
4

ES 2 547 858 T3

330
TGC ACT CCG ACA AAA ATG TCT CCC ATT AAT ATG CTA TAT TTT AAT GGC

335

350

340

Asn Met Leu Tyr Phe Asn Gly

355

AAA GAA CAA ATA ATA TAT GGC AAA ATT CCA GCC ATG GTA GTA GAC CGC

Lys Glu Gln

360

Ile Ile Tyr Gly Lys %ég Pro Ala metr val val

Asp Arg
370

TGT GGG TGC TCA TGAGCTITGC ATTAGGTTAG AAACTTCCCA AGTCATGGAA

Cys Gly Cys.

Ser

375

GGTCTTCCCC
TGCTCTACTA
GGTTGGCATT
TTTGAAATAG
CTAGGCAAGG
GGTAAAGTCT
TTTGTAAAGT
ATACTTGGTA
CCTATTATAA

CCTCTCGATA

CACACACAGC
GAGGTCAACT
CCAAACAGTA
CAATTTTGTG
ARACAATTAC
ATATTTACTT
TGTCATGTAT
GTGGTCTTAA
TTTTACATTA
AATTTCAATG
TAAAGAAATA
TGAATACATT
TTGTACTCAT
AAGTGTTTTC

TCAATTTCGA

ACGTAAGCAC-

CAACCACCAA
ATGGAGATCA
AAGTGAGAGC
TATTTCCTAA
GTAGGATTGT
AGATAAAATT
TTGGAGCAATC
GAACACTCTA
ACTAAGTGTT
TTCAGTCAAC
TTCATTTTTT
GTAAAATAAT
ATTTATATAA
TGGTATATTT
CACAAAAAAG
AACTCTGTAT
TCAACTTATG
CCCCACCATT
CAAATATGGT

TFCTTTTATTI

AGCTAAATGA

ACATTTTTGA

AACTGTGAAT
AAGCTACAGT
AATAAACCAT
AATTACATT&
ACATCTTGTG
CAGTTTCACT
TATCATTTAA

CCACAAAGTA

CACCACGGTG
CAAAGTACGA
CAATGCATTT
TCTAGCACAG
AATCTAAATT
GGAAATGACT
TATGTATACA
TTACACTAAT
GTGACTGCTT
GTTAAGATTA
GTTTCATGGT
TTAAAAATTA
ATCTCAATAA
ACTTCAGTTT
AATTATTTICT

AAGGC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 6

TCAAGCACCA

GTATGAACTA

ACTATAGGAT
ATGTCCATAT
GTCTGCTGAG
TAATATTTAC
AAACATCATG
GGAATGGGGC
CTAATGCAGT
GTCTCTCTCT
TCTTTAAGGA
CGGGAGTGAC
TCAAAATCAC
GGTTCTATCA
ATATTGTTTT
GAAATTTCAA
CTATTTCAGA
GAAGGTTATA
GGCTGTATCT
CAAGCATTAC

CAGCTACTTTY

TATAAATTGG

TACATAAAAA

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

P

A)
B)
C)
D)

LONGITUD: 376 aminoécidos
TIPO: aminoacido
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

CAGGCTGTAG
AAAGAGAGAA
GTTGTATGAT
ATGTATATTA
TTAGGAGGGT
AGAACAATCT
TACACTTATA
CTCACATACA
GCTCAATGGC
CCCTTCCAGG
AAGAAGAATC

TGCTGCATCT

TGTCTGCCTT
ATATTGTATA
GTAAATAAGT
ATCATTAAAG
GTGAATTAGC
TTACAATCAA
ATGAATGTGG
TAAACATACC
TTTATTTTAT
AACTTTGTTT
TGTGTAGAAA

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 6

47

GCCTTGAGTA
TAGATGCAAT
TTCCAGAGTT
CAACTACAAT
ATGATTAAAA
ATATGTAGCC
TTTGTATTGT
CATTGCCATT
TCCTACTGGA
TGCATCTCCA
TTTTTTTCTA
TAAAAGGCAG
TATCACATGG
AAAGACTCTG
GTCTCCTTTIT

TACAAAGACA -

AGATTCAATA
TTTATGTATT
CTCCCAGTCA
AACATGTATC
AATTTGACAA
ATCAAATGTA

CTATAAATTA

1171

1219

1271

1331
1391
1451
1511
1571
1631
1691
1751
1811
1871
1931

1991

2051
2111
2171
2231
2291

- 2351

2411
2471
2531
2501
2651
26f6



Met
ile
Asn
Thr
Leu
65

Leu

val

His

Ley
ser
145
Leu
Leu
Leu
val
Gly
225
Thr
Lys
Cys
val
Tyr
305
LYS

Mert
Ala
val
Arg
50

Arg
Leu
Gln
Ala
Met
130
Lys
Arg

Ile

Lys

LysS

210
Ile

Phe
val
ASp
Asp
290

Lys

TYr

Gin
Ala
Glu
35

Tyr

Leu

Pro.

Arg

LyS

Gly
20

Lys

Ser

Glu

Arg

Asp

Leu
5
Pro

Glu

Ar‘g-

Thr

Ala
85

100

Thr
115
Gln
Ile
Pro
Lys
Leu
195
Thr
Glu
Pro
Thr
Glu
275
Phe

Ala

Pro

Thr
Ala
GIn
val
Pro
180
Asp
val
Ile
Gly
AsSp
260
His
Glu

Asn

His

lu
ASp

TYyr

LYS

Asp

Gin

val

Ala
70

Pro

Ser

Thr

Gly

AsSn
150

Thr

165 -

Met
.Met
Leu
Lys
Pro
245
Thr
ser
Ala

Tyr

Thr
325

Lys
Ser
Gln
%
Gly
Pro
Thr
Phe
Cys

310

His

ES 2 547 858 T3

Met
ASp

Leu

& Glu

55

Pro
Pro
Ser
Ile
Lys
135S
LYS
Pro
ASp
Pro
AsSnN
215
Leu
Glu
LyS
Glu
Gly
295

Ser

Lew

TYr

Leu

cys
40

‘Ala

ASn
Leu
AsSp
Ile
120
Pro
val
Thr

Gly

Gly

val
Asn
25

Asn
Ile
Ile
Arg
10%
Thr
Lys
val
Thr
Thr

185
Thr

200

Trp
ASp
ASp
Arg
ser
280
Trp

Gly

val

Leu
Glu
Gly
ser
265
Arg
Asp

Glu

Ris

48

Tyr
10

Glu
Ala
Lys
ser
Glu
9_0

ser
Met
Cys
LyS
val

170
Arg

Gly

Lys
Asn
Laeu
250

Arg

Cys

Trp

Cys

Gln
330

Ile
Gly
Cys
Ile
Lys
75

Leu
Leu
Pro
Cys
Ala
155
Phe
Tyr
Ile
Gln
Gly
Asn
Arg
Cys
Ile
Glu

315

Ala

Tyr
ser
Ala
GIn
60

Asp
Ile
Glu
Thr
Phe
140
GIn
val
Thr
Trp
Pro
220
His
Pro
Asp
Arg
Ile
300

Phe

Asn

Leu
Glu
Trp
45

Ile
Ala
Asp
Asp
Glu
125
Phe
Leu
GlIn
Gly
GIn
205
Glu
Asp
Phe
Phe
Tyr
285
Ala

val

Pro

Phe
Arg
30

Arg

Leu

Ile

Gin

ASp
110
ser
Lys
Trp
Ile
Ile
190
ser
ser
Leu
Leu
Gly
270
Pro
Pro

Phe

Arg

met
15

Glu
Gln
Ser
Arg
Tyr
95

Asp
Asp
Phe
Ile
Leu
175
Arg

Ile

AsSn

‘Ala

Glu
255
Leu
Leu
Lys

Leu

Gly

Leu
Glu
Asn
Lys
2
Asp
Tyr
Phe
ser
180
Arg
ser
ASp
Leu
val
240
val
Asp
Thr
Arg
Gln

320

ser



ES 2 547 858 T3

Lys Met Ser Pro Ile Asn Met teu

Ala Gly Pro Cys Cys Thr Pro Thr
340 345 350

Tyr Phe Asn Gly Lys Giu GIn Ile Ile Tyr Gly Lys Ile Pro Ala met
355 360 365 ,

val val Asp Arg Cys Gly Cys Ser
370 3)7’5

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 7

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)
(©)
(D)

LONGITUD: 2215 pares de base
TIPO: &cido nucleico
CADENA: sencilla

TOPOLOGIA:

lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 7

NGATTTTCTA ATGCAAGTGG ATGGAAAACC CAAATGTTGC TTCTTTAAAT TTAGCTCTAA 60
AATACAATAC AATAAAGTAG TAAAGGCCCA ACTATCCATA TATTTGAGAC CCGTCGAGAC 120
TCCTACAACA GTGTTTGTGC AAATCCTGAG ACTCATCAAA CCTATGAAAG ACGGTACAAG 180
GTATCTGGAA TCCGATCTCT GAAACTTGAC ATGAACCCAG GCACTGGTAT TTGGGCAGAN 240
ATTGATGTGA AGACACTGTT GCAAAATTGG CTCAAACAAC CTGAATCCAA CTTAGGCATT 300
GAAATAAAAG CTTTACATGA GAATGGTCAT GATCTTGCTG.TAACCTTCCC AGGACCAGGA 360
AGAAGATGGG CTGAATCCCT TTTTTAAGAA GGTCAAGGTA ACAGACACAC CAAAAAGATT 420
CCAGAAGGGA TTTTGGGch TGACTGGTGA TGAGCACTCA ACAGAATCAL GATCCTGTCG 480
TTACCCCCTA ACTGGTGGAT TTTGAAGCCT fTGGGATGGG ATTGGATATC GNNNNNNNNN 540
NNNNNNNNNN NNNNNMNNNN NNNNNRNNNNN NNNNNRNNNN NNNNNKENNNN - NNRNNNNNNN 600
NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNMNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN S NNNRNNNNNN 660
NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNRNNNN NNNNNNNNNN 720
NNNNNNNNNN NAGCGATGGT AGTAGACCGC TGTGGGTGLT CAGCGATGGT AGTAGACCGC 780
TGTGGGTGCT CTTTTCAAGC TGTGAAATTA AGTACCACAG GCTATAGGCC TAGAGTATGC 840
TACAGTCACT TAAGCATAAG CTACAGTATG TAAACTAAAA GGGGGAANGG GAATATATGC 900
AATGGTTGGC ATTTAACCAT CCAAACAAAT CATACCAGAA AGTTTTATGA TTTCCANAGT 960
TTTTTNAGGC NAGAAAGGAG GAGTCAAANT TTCANTCTTA TGGTNNNNNN NNNNNNNNNN 1020
NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNRN . NNNNNNNNNN 1080
NNNNNNNNNN NNNHNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 1140
NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNATTTCG GCACAGGTNA AACACTTGAA 1200
TTTATATTGT ATGGTAGTAT ACTTGGTAAG ATAAAATTCC ACAAAAATAG GGATGGTGCA 1260
GCATATGCAA TTTCCATTCC TATTATAATT GACACAGTAC ATTAACAATC CATGCCAACG 1320
GTGCTAATAC GATAGGCTGA NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 1380
NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNMNNNNN RNNNNNNNNN 1440
NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN ﬁNNNNNNNNN NNNNKNNNNN 1500 .

49



10

NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
TAAATCTCAA
ATTGACTCTA
TTTATTTTAT
TGGGATTITG
ATTTGTAGAA

NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
CGTTCCATTA
TTATCTGAAA
AATTTGATAA
TTAATCAAAT
ACAGTATAAG

ES 2 547 858 T3

NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNK
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
TTTTAATACT
TGAAGAATAA
TGAATATATT
TTATTGTACT
TTATATTAAA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 8

NNNNNNNNNN
NNNNNNNQNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
TGCAAAAACA
ACTGATGCTA
TCTGCATTTA
ATGACTAAAT
GTGTTTTCAC

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

P

A)
B)
C)
D)

LONGITUD: 375 aminoécidos
TIPO: aminoacido
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
TTACTAAGTA
TCTCAACAAT
TTTACTTCTG
GAAATTATTT
ATTITTTTTGA

(xi)y DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 8

Met GIn Lys Leu GIn Leu Cys val Tyr I&e
5 1

Asn

1 .

val ala

val Glu

ser
50

Lys

Arg Leu

65

Leu Pro

GIln Arg

Ala Thr

GIn
130

Ile

Met
LysS
145

Arg Pro

Gly Pro

20
Lys Glu
35

Ser Arg

Glu Thr

Lys Ala

ASp Asp

100
Thr Glu
115

val Asp

Gin Tyr

val Glu

vai
Gly
Ile
Ala
Pro
85

ser
Thr
Gly

Asn

Thr

ASp Leu

Leu Cys

Ala
55

Asn

Glu

PIo
70

Pro Leu

ser Asp

Ile Ile

pPro
135

val

Lys
LysS
150

Pro Thr

165

Glu
25

Ala

ASn

Asn
40

Ile Lys

Ile Ser

Arg Glu

Gly ser

105
Thr Met
120

Lys Cys

val Lys

thr val

Cys
Ile
Lys
Leu
90

Leu
Pro
Cys

Ala

Phe

Tyr Leu

ser Glu

Thr Trp

Ile
60

val

Gln
ASp
75

Ile Asp

Glu Asp
Thr Glu

Phe
140

Phe

Gln
155

Leu

val GIn

170 |

50

NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
TACCAAAATA
AACTGTTACT
TTTTGTAAAT
CTTACATCTA
AAGAC '

Phe met

15
Gln Lys
30
Arg GIn
45

Leu Ser

Ile Arg

Gin Tyr

95

ASp ASD

110

ser
125

Lys

Asp
Phe
Trp Ile

Ile Leu

Leu

Glu

Asn

Lys

Gin

ASp

Tyr

Phe

Ser

Tyr

Arg
175

1560
1620
1680
1740

1800

Ile
Asn
Thr
Leu
Leu
80

val
His
Leu
ser
Leu

160

Leu

1860
1920
193¢
2040
2100
2160
2215
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15

20

25

Ile
Lys
Lys
Ile
225
Phe
val
Asp
ASD
Lys
305
Tyr
Gly
Phe

val

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 9

LysS
Leu
Thr
210
Glu

Pro

Thr

Glu

Phe
290
Ala
Pro
Pro

Asn

Asp
370

Pro
Asp
195
val
Ile
Gly
ASp
His
275
Glu
Asn
His
Cys
Gly

355

Arg

Met
180
Met
Leu
Lys
Pro
Thr
260
ser
Ala
Tyr
Thr
Cys
340

Lys

Cys

LYS
Asn
Gln
Ala
Gly
245
Pro
Thr
Phe
Cys
Mis
325
Thr

Glu

Gly

Asp
Pro
ASn
Leu
230
Glu

Lys

Glu

Gly:

Ser
310
Leu
Pro

GlIn

Cys

ES 2 547 858 T3

Gly
Gly
i
Asp
Asp
Arg
ser
298
Gly
val
Thr

Ile

ser
375

Thr
Thr
200
Leu
Glu
Gly
ser
Al

280
ASD
Glu
His
LysS

Ile
360

Ar

189
Gly
LysS
Asnh

Leu

Arg
265

g Cys

Trp
Cys
GIn
Met

345
Tyr

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

P

CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

A) LONGITUD: 22 pares de base
B) TIPO: &cido nucleico
C)
D)

Tyr
Ile
Glin
Gly
Asn
250
Arg
cys

Ile

Glu

Thr
Trp
Pro
His
235
Pro
Asp
Arg

Ile

Phe

- 315

Ala
330

ser

Gly

ASh

Pro

LyS

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 9

GGCCCAACTA TGGATATATT TG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N¢: 10

22

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A
(B
(C
(D

CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

) LONGITUD: 21 pares de base
) TIPO: acido nucleico
)
)

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 10

GGTCCTGGGA AGGTTACAGC A

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 11

21

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

51

Gly
Gln
Glu
220
AsSp
Phe
Phe
Tyr
Ala
300
val
Pro

Ile

ile

Ile
Ser
205
Ser
Leu
Leu
Gly
Pro
285
Pro
Phe
Arg

ASn

Pro

365

Arg
190
Ile
Asn
Ala
Glu
Leu
270
Leu
Lys
Leu
Gly
Met

350
Ala

ser
ASp
Ley
val
val
255
ASp
Thr
Arg
Gin
Ser
33S

Leu

Met

Leu
val
Gly
Thr
240
Lys
Cys
val
Tyr
LysS
320
Ala
Tyr

val
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 11

ES 2 547 858 T3

LONGITUD: 11 pares de base
TIPO: &cido nucleico
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

ATGAACACTC C 11

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 12

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 12
CAGCAAAGTC CTTAATGGTA ACAAGC 26

A)
B)
C)
D)

LONGITUD: 26 pares de base
TIPO: &cido nucleico
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N¢: 13

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(
(
(
(

(Xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 13

A)
B)
C)
D)

LONGITUD: 23 pares de base
TIPO: acido nucleico
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

GGGTCACTGA AGAAAACGTC CTG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 14

23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 14

A)
B)
C)
D)

LONGITUD: 23 pares de base
TIPO: &cido nucleico
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

CCCCATATTA TGGAGATGAA CCG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 15

23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(
(
(
(

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 15

A)
B)
C)
D)

LONGITUD: 23 pares de base
TIPO: acido nucleico
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

AGTTCAGGAT GGCAGAATTT CAG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 16

23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

P

A)
B)
C)
D)

LONGITUD: 23 pares de base
TIPO: &cido nucleicos
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

52
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 16

GCAAACTGGG YGGRAGCAAG ACC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 17

(iy CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(Xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 17

TTSTTCCTGG GCTTTTATTG AGAC 24

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 18

23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

A) LONGITUD: 26 pares de base
B) TIPO: &cido nucleico

C) CADENA: sencilla

D) TOPOLOGIA: lineal

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 18

AAGCCWGAT TTCTGCTTYT TGGAAG 26

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N%: 19

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 25 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 19

TGCCMAGGCA HCCRCCRTAC TTGAA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 20

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 19 pares de base
TIPO: &cido nucleico
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

—_— =

A
B
C
D

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 20

GGTCGTCCTA CACCAGAAG 19

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 21

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 22 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(Xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 21

GGTTGACATT GTCAAGAACA AG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 22

22

53
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

A) LONGITUD: 24 pares de base
B) TIPO: &cido nucleico

C) CADENA: sencilla

D) TOPOLOGIA: lineal

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 22
TCTCMAAAGT CGTCTGTGAC AATC 24

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2 23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 23 pares de base
TIPO: acido nucleico

A)

B)

C) CADENA: sencilla
D) TOPOLOGIA: lineal

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 23
TGYTCRTTTT CTTTCAGAGT TGC 23

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 24
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 24 pares de base
) TIPO: acido nucleico

) CADENA: sencilla

)

(
E
(D) TOPOLOGIA: lineal

A
B
C
D
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID Ne: 24
RCTGGTCCT CTTCACCTCA GAAC 24

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 25

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
A) LONGITUD: 23 pares de base
B) TIPO: acido nucleico
C)
D)

CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 25
ACATTGTCVG TTCCAAAGCC AAG 23

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 26
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 21 pares de base
) TIPO: acido nucleico

) CADENA: sencilla

)

(
E
(D) TOPOLOGIA: lineal

A
B
C
D
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 26
AGGTYCGGGT GACDGTGCTK C 21
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 27
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 23 pares de base
TIPO: acido nucleico

(A)

(B)

(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

54
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID Ne: 27

TGGRTACATG AGYTCCACCT TGC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 28

23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 23 pares de base
) TIPO: acido nucleico

) CADENA: sencilla

)

(
E
(D) TOPOLOGIA: lineal

A
B
C
D

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 28

AGCTGCARGT ATWCCTACAA YCT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 29

23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 23 pares de base
TIPO: &cido nucleico
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

—_ =

A
B
C
D

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 29

GTYCCRTTGC TCYTCTCRTT GYC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 30

23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 25 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 30

AACTGTATAT TGAGAGCCTA CCATG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 31

25

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 24 pares de base
TIPO: &cido nucleico
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

—_— =

A
B
C
D

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 31

CACACCTTAG CGACTAAACC ACCA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 32

24

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 25 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 32

CTACCTAACA GAATGATTTT GTAAG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID Ne: 33

55

25
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

A) LONGITUD: 25 pares de base
B) TIPO: &cido nucleico

C) CADENA: sencilla

D) TOPOLOGIA: lineal

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 33
AGTGTTCTTG CCTAGAGAAT CCCAG 25

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2 34

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 25 pares de base
TIPO: acido nucleico

A)

B)

C) CADENA: sencilla
D) TOPOLOGIA: lineal

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 34
ACATTCTCTC ACCAATATGA CATAC 25

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 35
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 25 pares de base
) TIPO: acido nucleico

) CADENA: sencilla

)

(
E
(D) TOPOLOGIA: lineal

A
B
C
D
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 35
TAAGTCACCA TTACATCCTT AGAAC 25

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 36

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
A) LONGITUD: 25 pares de base
B) TIPO: acido nucleico
C)
D)

CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 36
GCTGTAAGAA TCTTCATTAA GCACT 25

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 37
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 25 pares de base
) TIPO: acido nucleico

) CADENA: sencilla

)

(
E
(D) TOPOLOGIA: lineal

A
B
C
D
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 37
CCTGATACAT GCTAAGGTTA AAAAC 25
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 38
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 25 pares de base
TIPO: acido nucleico

(A)

(B)

(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 38

AGGCATACAT CTGGAGAGAA ACATG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 39

25

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 25 pares de base
) TIPO: acido nucleico

) CADENA: sencilla

)

(
E
(D) TOPOLOGIA: lineal

A
B
C
D

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N®: 39

CAGAGGAGCC TAGCAGGCTA CCGTC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 40

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 25 pares de base
TIPO: &cido nucleico
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

—_ =

A
B
C
D

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 40

CAGCAGGTCT GTTGAAGTGT ATCAG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 41

25

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 25 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N®: 41

AGTGGTAGCA TTCACAGGTA GCCAG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 42

25

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 20 pares de base
TIPO: &cido nucleico
CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

—_— =

A
B
C
D

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 42

CAGTCCATGG CACCATAAAG 20

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N@: 43

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 22 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N®: 43

TCCGTTAGTA CTGGCTAATT GC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N: 44

22

57
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

A) LONGITUD: 20 pares de base
B) TIPO: &cido nucleico

C) CADENA: sencilla

D) TOPOLOGIA: lineal

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID Ne: 44
CTGAATTGGC TCCAAAGGCC 20

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2 45

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 20 pares de base
TIPO: acido nucleico

A)

B)

C) CADENA: sencilla
D) TOPOLOGIA: lineal

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N®: 45
AAACAGAAGT CCAGGGCTGC 20

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 46
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 21 pares de base
) TIPO: acido nucleico

) CADENA: sencilla

)

(
E
(D) TOPOLOGIA: lineal

A
B
C
D
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 46
TCAGTCTCCA GGAGAGAAAA C 21

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 47

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
A) LONGITUD: 20 pares de base
B) TIPO: acido nucleico
C)
D)

CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 47
CTCTGCCCTG GGGATGATTG 20

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 48
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 28 pares de base
) TIPO: acido nucleico

) CADENA: sencilla

)

(
E
(D) TOPOLOGIA: lineal

A
B
C
D
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 48
AATGTATGTT TATATTTACC TGTTCATG 28
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 49
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 25 pares de base
TIPO: acido nucleico

(A)

(B)

(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 49
ACAGTGTTTG TGCAAATCCT GAGAC 25

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 50
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

) LONGITUD: 25 pares de base
) TIPO: acido nucleico

) CADENA: sencilla

)

(
E
(D) TOPOLOGIA: lineal

A
B
C
D
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 50
CAATGCCTAA GTTGGATTCA GGTTG 25

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 51

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 25 pares de base
TIPO: acido nucleico

CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

—_ =

A
B
C
D

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 51
CTTGCTGTAA CCTTCCCAGG ACCAG 25

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2 52
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 52
TCCCATCCAA AGGCTTCAAAATC 23

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2: 53

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 24 pares de base
TIPO: acido nucleico

CADENA: sencilla
TOPOLOGIA: lineal

—_— =

A
B
C
D

P

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N2: 53
ATACTCWAGG CCTAYAGCCT GTGGT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N2 54
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5790 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N¢: 54

59



GCGGCCGCCC
TATGTTATTG
TAGATTTATT
TACTGTTTGG
AGCAAGAGCC
CCACTTGGAA
GCATTAACGT
AACAAGGGAA

GTT TAT
val Tyr
.10

AAT
AsSn

GAG
Glu
25

GCA
Ala

AAT
Asn
40

ATA
Ile

AAA
Lys

AGC
Ser

ATC
Ile

cTG
Leu

GAA,
Glu
90

GGC
Gly

TCC
ser
105

ATG
Met

ACC
Thr
120
TGCTGTTCTA
CTTGTATGTA
GAGACTGAAA
ATGAAATGCT
TGTTTTCACA
BAATTTACAT

GGTTTTTTT

ATT TAC
Ile

AAC
Asn

TGT
Cys

ATC
Ile
ARA,
Lys

198 [o]
Leu

TTG
Ley

CcC
Pro

GGGCAGGTAT
TTAATAAAGT
CCTTTTAAGA
TGACTTGTGA
AATCACAGAT
TACAGTATAA
TTGGCTTGGC
AAGATTGTAT

CTA

Tyr Leu

GAG
Glu

AGC
ser

T1G
Leu

TGG
Trp

TTT ATG
Phe

CAG
Glin

AGG GAA
Arg
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CGAAAGTTTC
TTTTAATTTT
AGTAGTCAAA
CAGACAGGGT
CCCGACGACA
AAGATTCACT
GfTACTCAAA
TGATTTTAAA

-y
Leu
15

GAA
Glu

Met

AAG
Lys
30

AAC

Glu Asn

45

CAA
Gln

ATC
Ile
60

GCT
ala

GAT
Asp
75

ATT
Ile

GAT
Asp

GAA
Glu

GAC
ASD

ACG
Thr

GAG
Glu
GTGTTCATGA
AGGAGGAGGG
GCTGCTACTT
TGCATAGCAT
GCTTAATGCT
CAMATTTCCT
TTITCATTAA

CcTC
Leu

ATC
Ile

CAG
Gin

GAT
Asp

AGT
ser

AAA
Lys
AGA
Arg

CAA
cln

T7C
Phe

GAT
Asp
95

TAC
Tyr

GAC
ASD
110

AAAACCGATC
GAAAGAGCTT
TATTTGTITC
TCATGTTATA
ACCAAGGTAA
AATTGCATTT
TAAAAGAGAA

ATT
Ile

AAT
Asn

ACT
Thr

Ley

cTT
Leu
50

GTC
val

CAC
His

ACATATAAAG

ATGAATAAGA

TCTAAGTGTA

TCGAATGTCA CATACAGCCT TTATTATTCA

TGAATCAGCT
FTTTAACCTCT
CTTGTCTCAT
GGTGTGGCAA
AGCAAAAGAA

CACCCTTGAC
GACAGCGAGA
CAAMAGTTGGA
GTTGTCTCTA
AAGTAAAAGG

TGTAACAAAA

TTCATTGTGG

ATATAAAAAG
GACTGGGCAG
AAGAAGTAAG

ACC ATG CAA AAA CTG CAA ATC TCT
Mit GIn Lys Léu G}n Ile ser

GTT GCT
val ala

GTG
val

GAA
Glu

ACA
Thr

TCC
ser
50

CTG
Leu

cec
arg
65

TTG
Leu

cCC
Pro

CAG
GIn

AGA
Arg

GCC
Ala

AGG
Arg

T GTGAGTAGTC CTGCTGGTGC

TATTTTCAGG
TTTTCAAGAT
CTTAGAGAGC
TAGTTTAGTA
AGGATTGGGA
GGTTGCCTGA
AGGAAGAAAT

60

G?C
Gty
20

GAG
Glu

AAA
Lys
35

TCA
ser

AGA
Arg

ACA
Thr

GAA
Glu

AAG
Lys

GCT
Ala
85

GAT
Asp

GCC
Ala
100

GAA
Glu

ACG
Thr
115

AAAGCAACGA

CTCTTTTAAC
TTCATGAGAA
TAAAAAGCTA
TGACAACTAT
AACAGTATCA
AATATGCATT
CTGTAGAGGT

CCA GTG
Pro val

GGG
Gly

CTA
Leu

GCT
ala

cCcT
Pro

AGC
ser

ACG
Thr

GAT CTG
ASp Leu

TG
Leu

TGT
Cys

GAA GCC
Glu Ala

5%

AAL
Asn

T
Pro
70

cCcAa
Pro

CcTC
Leu

AGT
ser

GAC
Asp

ATT
Ile

GTC
val

CTCTGCTGAC

AAGCTGCTGG
ATAGACCAAT
AAAATCAAAA
AACATGTTTA
GCAATGTGAA
TATAATAACA
TGAAGCCTAT

60
120
180
240
300
360
420
474

522

570

618

666

714

762

810

B66

926

986

1046

1106

1166

1226
1286



CTGGGCATTT
TTTTATGGTC
ATATTCTTAA
AAMAATCATG
CACTTATACC
GCACATGCTT
CCTATATGTA
GTCACTTCAA
CAGAAAGAGT
AAACTGGACT
GGCAACAAAT
TACTTATAAA
AATGACAGCC
TCTAAGTTTT
CCAGCGTCCT
TGCTCACTGT
CTGATTGGTA
ATGTTCTTCC
TTTTCATTCC
TCATAACAGC
CTTGATATTT
ATGCACACAT
TTTCATAAAA

GTG
val

ACG
Thr G1n

130

ATA
Ile

AAG
Lys
145

AGG
Arg

Gln

cCcT
Pro

GTC
val

ATC
Ile

cCcC

Lys Pro

CTT
teu

GAC
Asp
195

Lys

GCTGAACACT
TTCACAGAGT
TAAACTTAAT
AGCTAATCAG
CTGACCATGG
AATAACCTTC

GTACCTATGT

ACCTATACTC
TTTGTGCCAT
CAAAACAGTT
AAATTFCCTT
CAATCTTGAG
TGGCCCTAAA
GGTGCTAATT
AACATAACAG
GTCTTGTCCC
CAGCTGCfCA
ACAGTGTCTC
TTAATAGAAT
TGAAAAAACA,
TGCTGTTATG
TATTCCAATT
ATGATCTTAG

GAA GGA
Glu Gly

AAT
ASnh

TAC
Tyr

Lys

LYS
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TAGAATGACT
ATCTAATTTT
GTATTAGTAA
CAGAAAATTC
TACTATTGTT
TAAAATATTA
TGT*TCTGAA
AAGGAAAGGG
GTGTCTGCGA
TCAAAATACT
TAAGACTGTG
AAAACAALAA

GACAATGTTT

ACCTGCTAGT
ATGCACTATA
CAGGTAATTC
GTAAGTGTAA
TTGTTCTCTC
TTTCCTTAGT
TATACCTAAA
AATGAAATGC
AAAAAATGTT
TAACTTTTTT

cCc
Pro
135

Lys

GTA
val

CTA
Leu

150

AAG
Lys

ACT
Thr
165

ATG
Met Lys
180
ATG
mMet

AAC
Asn

CCT
Pro

GAC
ASp

CCA
Pro

GCG
Ala

ACA
Thr

ACA
Thr

GGT
Gly

ACT
Thr
200

GGC
Gly

AAG
Lys

GTG
val
AGG
Al

185
GGT
Gly

TCTGTTATTC
GAAAGCTATT
GAGCAATAAG
TAAGAAATAA
GAGAGTACCT
TTGTATTCCT
AGATAAfATG

AGACAGGCAT

TCTTGCTTTA
GCTTTTTCTT
CTATCAGATA
GGCAAGAAAT
TCTAAGTTTT
TITTITATTT
TTTTCTGCTA
AGGCCTGGGG
CTACTCAGAT
TAATCATCAT
CCACAGTTCT
AGATTCTGAA
TACATATTTT
CATAGATTGA
TCTTATTCAT

“TGT TGC TTC
Cys

Cys Phe

CAS
Gln
155

GTG
vai

GCC
Ala

T
Phe
170

TAT
g Tyr

ACT
Thr

ATT
Ile

TGG
Trp

61

AAAACTATTT
AGAGTGGAAA

.GAAGTAAACA

ACATTTTAAT
TGTCTGCACA
CATAGGAGGG
TTTCATGTAT
CTCAACAGAG
TACAGGGCTC

ATTAAGTAAC

ATCCTGGAAT
TGCTAAGTGC
GAAACAGCTT
TTTTCCTTTA
ATTCCCGAGG
GAAGGGTTCC
TCCCAAAGAA
CATTTTAAAA
CTGGAAAGGA
AAG;TGTAAT
TCCATTTTAA
TATGGAGGTG

CTCATAGGGT
GGATAAAAGA
CAGCATAGTG
TACAAAGTTC
TATCTAGGAG
AGAACTATTA
TTCTGTTGCA
AAGGCATGAC
TACCCACTTT
TAGTTTATAA
AGATTTGCCT
TTCTGCTTAC
GAATACAACA
ARAGGCTGTC
CTCAGTTAGT

TTCCTCCAGA

TTCTAAGTGG
TITCATCCAC
AGTAGGCfTC
AACTGTTATA
AAGACTAAAT
TTCGTTCATT

TFTATAG CT GAT CTT CTA
Ser Asp Leu Leu

125
Phe
140

TG
Leu

TGG
Trp

ATC

Gln Ile

GGA
G]y

ATC
Ile

AGC
Ser
205

CAG
Gln

ATA
Ile

CcTG
Leu

CGA
Arg
190

ATT
Ile

AAA TTT AGC TCT
Lys phe ser

ser

TAT
Tyr

CTG
Leu
160

cre
Leu

AGA
Arg
175

TCT
Ser

CTG
Leu

GAT
Asp

GTG
val

1346
1406
1466

. 1526

1586
1646
1706
1766
1826

.- 1886

1946
2006
2066
2126
2186
2246
2306
2366
2426
2486
2546
2606
2663

2711

2759

2807

2855

2903



AAG
Lys

ACA
Thr
210

ATT GAA
Ile Glu
225

TTC
Phe

Cea
Pro
ACATGCTAAA
ACTACCAGTT
TACTCAATAA
CTTTGCATGA
TCTTTGGAAT
AATAAAAACA
CCCAGAAGAG
TACAAGTTAT
GGTTTATATA
TTTATAGACT
AATTAAAAAT
GTTCTTTAAC
AATAATGCCT
TAGAGCTACT
TTTTAATGTG
ACTTGCAAGC
TATCTAAATG
TTTTCCAGGT
TGATGTTATT
TAGGATAAAA
CGTGACAGAG
TTCCATATAA
GCAAATTGTA
TCATTGTATC
TATACTTACC
TGGGTGGCAA
AATGGAGGAT
TATTTAATCA
CCTTTCTCTT

GTG
val

ATC
Ile

GAA
Glu

CAG
Gin

TG
teu

AAA
LYs

GCT
ala

AAC
Asn

TTA GAT GAG
Leu
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TGG CTC
Trp Leu
215

ASp Glu

230

CCA
Pro
245

AACCTTGTTA
TCCTGTGCTT
AAGTAGGTGT
GGATTTAAAA
TGAGAATGAA
TGAAGTCTTC
TGACCAATTT
AATTAAAATA
CTATTAAATA
ATTGATGCAC
TTCAGGCTAG
AGGAGTTAAC

TATATATTAT

CACTCTTCTG

ACCATACCTT
TTTATAGTTT
TAAAGTAAAT
GATCAATTTT
TTGTATAATC
AAGAATGTGT
GTCTTAAGTA
AAGGAAAAAT
GTTTAAATAT
TTCTTCTGAG
ACTATCTTCA
CTATEIGTGTT
GAATGAGTAT
ATAAGCAGGA
CTCTTCCCCC

GGA GAA GAT GGA
Gly Glu

Asp Gly

TGTGTTTATT
ATAAGCCAGA
CCCATTTCAC
GAAAAAAAGT
ATATéAAATG
ACAGTGGATT
GTTAAAATTC
AAATGCTTTT
TACTATATI T
TGATGTATAT
TTAACTTGTA
TTAGGTAATG
ABAAATTAAT
GCTTATCTAT
TTATTTCCAG
TTAAATGGTC
CATACCTAAA
TCTTTAAATA
TTAAATACCA
TCTTTTIICT
TTATTAAACA
GTCTCAAATT
CTGAATGGAA
TCTGTGCCTC
TCCCTCTACC
TCGGTGTTAA

ACCTATCCCT

AGACATAAGC

TCTCCCTTTA

AAA
Lys

AAT
ASn

CTG
Leu

235

CATAATGTGA
CAAAGGCACC
ATCCTATGAA
TATACCATGG
CTTTCCGTTG
CTAGTACTCA
TTTTGCTTAA
ACTTATAGAA
AAGATCTCTC

GTGGATTACT

CTACTTAGCT
TCAACTAATT
AAAAAACCAT
GCTTGTATTT
TTATTGATAT
TTATTTGTAG
TGAAAACATA
TACTACATAA
ATAATTACCA
AGGTAGCATT
GATGATTAAT
CATGAAAAGA
ACACTTTTTA
TCTCTCTTGG
TYCCTTITITC
TATCCAAGTT
CCAGGGGTCA,
TAGCCTTGTC
CTGTCATCCA

62

220

ATGAATAGTA -

TTACCCCAGT
ACACTCTCTT
TCCTTAAGTT
ATGTGCTACA
CCCAACAACA
TAAGGCAGAA
ATTAACTAGA
ATGATAAATA
TTGTGAATTA
ATTTTCTGAA
TAATATAAAG
TTTAAAAfCT
ACTTCTGTTT
AATTTACAAC
TGAATATCAT
TTCTTTAAGT
AATGTTATTG
GGTCTATTTT
TTAATGATCA
AAGATGTATT
TTGGTACAGG
GTGAAAGAAT
AGTTAGTCTT
CCATTACATC
TCCCTGAATA
TCAGACATAT
CTTCTTC YT
TCAGTATTTT

Caa CCT GAA TCC AAC TTA GGC
Gln Pro Glu Ser Asn Leu Gly

GGC CAT GAT CTT GCT GTA ACC
Gly His asp Leu Ala val Thr

240

GTAAGTGATT ACTGAAAATA

GTGAAAAATA
GOTAGCCLTG

GATACTTTGA

TTTAGGGAAT
TGATTATATA
CATTTTIICC
AAATGAACTC

TATATGTTCA -

TGTTCCTTGT
CCCCTGGTAA
CTGTCTTACT

TCAAACAGAA

AGTATAAGTT
TCAAAAAATT
AAAAGATTAT
ATCTAAATGA
CATTATAAAA
ACTCCCAAAA
GGTTTTAGTG
AAGTTGGTGA
CCTCAGACTT
AGGAGGATTA
AAAGGGAATA
TCCAACCCTA
TGTGCAGTAC
AGACCAAGTG
TTAGCCACCA
CCTCCCTGCT

CAGAGCATCT

2951

2999

3046

3106
3166
3226
3286
3346
3406
3466
3526
3586

3646

3706
3766
3826
3886
3946
4006
4066
4126
4186
4246
4306
4366
4426
4486
4546
4606
4666
4726
4786



ES 2 547 858 T3

ATTATGTGTC AGGCATTCAG ATACTCAAAC GGAGGAAAAC AAGAATAAAC AAGACAAAGA

TCTGACCACA GGGGAATCCC TATGGCTACT GTQGACII T GAGCCATAAA GGAAGAATCA

AGCCTAGTGT AAATGAAAAT TCCTTAAYGC TGTGCCTTTI AAAAAGAAAT GTGACATAAG

CAAAATGATT AGTTTCTTTC TTTAATAATG AGTCCTTGAG GTAGGAGAGT GTTTTGGGAT

CTATTATTAA CTCTITCTTTIC CTTTCCATAC AG ACT CCT TTIT TTA GAA GTC AAG
Thr Pro Phe Leu Glu val Lys
250 255 )

GTA ACA GAC ACA CCA AAA AGA TCT AGG AGA GAT TTT GGG CTT GAT TGT

val Thr asp Thr Pro Lys Arg Ser Arg arg Asp Phe Gly Leu aAsp Cys

260 26 270
GAT GAA CAC TCC ACA GAA TCT éGA_TGC TGT CGT TAC CCT CTA ACT GTG
Asp Glu His Ser Thr Glu Ser Arg Cys Cys Arg Tyr Pro Leu Thr val
275 280 285 .
GAT TTT GAA GCT. TTT GGA TGG GAT TGG ATT ATT GCA CCT AAA AGA TAT
Asp Phe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp Ile Ite Ala Pro Lys Arg Tyr
290 - 295 300

AAG GCC AAT TAC TGC TCT GGA GAA TGT GAA TTT GTA TTT TTG CAA AAG

Lys Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Glu Cys Glu Phe val Phe Leu Gln Lys

305 ‘ 310 315 320

TAT CCT CAT ACC CAT CTT GTG CAC CAA GCA AAC CCC AGA GGT TCA GCC

Tyr Pro His Thr Hig Leu val His G1n Ala Asn Pro Arg Gly Ser Ala

325 330 , 335
GGC CCC TGC TGT ACT CCT ACA AAG ATG TCT CCA ATT AAT ATG CTA TAT
Gly Pro Cys Cys Thr Pro Thr Lys Met Ser Pro Ile Asn Met Leu Tyr
340 345 350
TTT AAT GGC GAA GGA CAA ATA ATA TAC GGG AAG ATT CCA GCC ATG GTA
Phe Asn Gly Glu Gly GIn Ile Ile Tyr Gly Lys Ile Pro Ala Met val
- 355 360 - 365
GTA GAT CGC TGT GGG TGT TCA TGAGGTCTAT ATTTGGTTCA TAGCTTCCTC
val AsSp Arg Cys Gly Cys Ser - .
370 375

AAACATGGAA GGTCTTCCCC TCAACAATIT TGAAACTGTG AAATTATGTA CCACAGGCTA

TAAGCCTAGA GTATGCTACA GTCACTTAAG CACAAGCTAL AGTATATGAG CTAAAAAGAG

AGAATATATG CAATGGTIGG CATTTAACCA TCCAAACAAA TCGTATAATA AAMAGTITTA

TGATTTCCAG AGTTTTTGAA CTAGGAGATC AAATTCCATT TATGTTGAAA TATATTACAA

CACATGCAGG TGAATGAAAG CAATTCTCCT TGTCTTCTGG TGAATTAAAG GAGTATGCTT

TAAAATCTAT TTCTCTACAG TTTC

63

4846

4906

4966

5026

5079

5127

5175

5223

5271

5319

5367

5415

5466

5526

5586
5646
5706
5766
5790
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REIVINDICACIONES

1. Un kit de diagnostico, para determinar el genotipo de una muestra de material genético de mamifero,
comprendiendo el kit:

un par de cebadores, en donde un primero de los cebadores incluye una secuencia nucleotidica de suficiente
longitud y suficientemente complementaria a una mutacion de la SEC ID N? 1 y que se une en condiciones de
alta rigurosidad a una secuencia de &cido nucleico que contiene dicha mutacion, seleccionandose la mutacién
entre el grupo de mutaciones resultantes de:

(a) delecion de 11 nucleotidos empezando en el nucledtido 821 de la parte codificante de la SEC ID N° 1;

(b) delecion de 7 nucledtidos empezando en el nucleétido 419 de la secuencia codificante e insercion de la
secuencia AAGCATACAA en su lugar;

(c) delecién del nucleétido 610 de la secuencia codificante e insercion de T en su lugar;

(d) delecion del nucleotido 676 de la secuencia codificante e insercion de T en su lugar; y

(e) combinaciones de las mutaciones (a) a (d).

2. El kit de diagnéstico de la reivindicacion 1 en el que un segundo del par de cebadores esta localizado
completamente cadena arriba 0 completamente cadena abajo de la mutacion o de las mutaciones seleccionadas.

3. El kit de diagnédstico de la reivindicacién 2 en el que un dicho primer cebador abarca la mutacién (a) y que
comprende adicionalmente un tercer cebador que es suficientemente complementario a la secuencia nucleotidica
identificada como SEC ID N® 11 para cebar la amplificacion de una molécula de acido nucleico que contiene la SEC
ID N2 11.

4. El kit de diagnéstico de la reivindicacién 2 en el que un dicho primer cebador es suficientemente complementario a
la secuencia insertada de la mutacion (b) para cebar la amplificacién de una molécula de &cido nucleico que
contiene la mutacion (b) y que comprende adicionalmente un tercer cebador que es suficientemente complementario
a la secuencia correspondiente a la delecién de 7 nucleétidos de la mutacion (b) para cebar la amplificacion de una
molécula de &cido nucleico que contiene la delecién de 7 nucleétidos de la mutacion (b).

5. El kit de diagndstico de la reivindicacion 2 en el que un dicho primer cebador abarca la mutacion (c) y que
comprende adicionalmente un tercer cebador que es suficientemente complementario a la secuencia que abarca la
region correspondiente que carece de la mutacion (c) para cebar la amplificacién de una molécula de acido nucleico
que carece de la mutacion (c).

6. El kit de diagnédstico de la reivindicacién 2 en el que un dicho primer cebador abarca la mutacién (d) y que
comprende adicionalmente un tercer cebador que es suficientemente complementario a la secuencia que abarca la
region correspondiente que carece de la mutacién (d) para cebar la amplificacion de una molécula de acido nucleico
que carece de la mutacion (d).

7. Un procedimiento para determinar la presencia de hiperplasia muscular en un animal bovino, comprendiendo el
procedimiento:

averiguar si estd presente ADN que tiene una mutacién definida en la reivindicacion 1 en una muestra de
material que contiene ADN de dicho animal usando cebadores definidos en la reivindicacion 1 o una sonda de
longitud suficiente y suficientemente complementaria a una molécula de acido nucleico que contiene dicha
mutacién y que se une en condiciones de alta rigurosidad a una secuencia de acido nucleico que contiene dicha
mutacion; y averiguar si esta presente ADN que tiene una secuencia nucleotidica que codifica una proteina que
tiene actividad biol6gica de miostatina, en donde la ausencia de ADN que tiene dicha secuencia nucleotidica y la
presencia de dicha mutacion indican la presencia de hiperplasia muscular en el animal.

8. El procedimiento de la reivindicacién 7 en el que el animal es una raza seleccionada entre Azul Belga, Asturiana,
Parthenaise y Rubia Gallega.

64
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