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DESCRIPCION
Generacién de lecturas indexadas-unidas prolongadas en perlas unidas a transposomas
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional US-63/145,902 presentado el 4 de
febrero de 2021 titulado “GENERACION DE LECTURAS INDEXADAS-UNIDAS PROLONGADAS EN PERLAS
UNIDAS A TRANSPOSOMAS”.

Campo

Los sistemas, métodos y composiciones proporcionados en la presente memoria se refieren a composiciones,
sistemas y métodos para la secuenciacion de indices espaciales y la preparacion de bibliotecas de acidos nucleicos.

Antecedentes

La deteccién de secuencias especificas de acido nucleico presentes en una muestra biolégica se ha utilizado, por
ejemplo, como un método para identificar y clasificar microorganismos, diagnosticar enfermedades infecciosas,
detectar y caracterizar anomalias genéticas, identificar cambios genéticos asociados al cancer, estudiar la
susceptibilidad genética a la enfermedad y medir la respuesta a diversos tipos de tratamiento. Una técnica comun para
detectar secuencias especificas de acido nucleico en una muestra biolégica es la secuenciacion de acidos nucleicos.

Los secuenciadores de préxima generacion son herramientas potentes que generan grandes cantidades de datos
gendémicos por ciclo de secuenciacién. Interpretar y analizar esta gran cantidad de datos puede ser un desafio. La
patente W0O2018/118971 describe la tagmentacién seguida de la division en microgotitas que comprenden perlas de
cebador.

Resumen

La presente descripcion se refiere a sistemas, métodos y composiciones para realizar lecturas indexadas-unidas
utilizando transposomas unidos a perlas y un generador de gotitas.

La invencion proporcionada en la presente memoria se refiere a un sistema de amplificacién indexada de &cidos
nucleicos, que comprende: una pluralidad de perlas de contigilidad, un grupo de cebadores indexados, y un detector
para obtener datos de secuenciacion. Cada perla de contiglidad estd asociada a un transposoma y cada perla de
contigiidad incluye una molécula de acido nucleico unida a la perla. El grupo de cebadores indexados incluye una
pluralidad de perlas de cebador y un cebador en solucién. Cada perla de cebador incluye un adaptador, un cédigo de
barras, y un cebador. Las perlas de contiglidad y las perlas de cebador se dividen juntas dentro de las gotitas. En
algunas realizaciones, el cebador es un cebador P5. En algunas realizaciones, el cebador en solucién comprende
adaptadores y cebadores. En algunas realizaciones, el cebador en solucién comprende adaptadores B15 y cebadores
P7. En algunas realizaciones, el transposoma comprende transposasa y transposoén.

En algunas realizaciones, las perlas de contiglidad y/o las perlas de cebador son perlas de hidrogel que incluyen un
polimero de hidrogel y un reticulante. En algunas realizaciones, el polimero de hidrogel incluye polietilenglicol (PEG)-
tiol/PEG-acrilato, acrilamida/N,N'-bis(acriloil)cistamina (BACy), PEG/6xido de polipropileno (PPO), acido poliacrilico,
poliimetacrilato de hidroxietilo) (PHEMA), poli(metacrilato de metilo) (PMMA), poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAmM),
poli(acido lactico) (PLA), poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA), policaprolactona (PCL), poli(acido vinilsulfénico)
(PVSA), poli(acido L-aspartico), poli(acido L-glutamico), polilisina, agar, agarosa, alginato, heparina, sulfato de
alginato, sulfato de dextrano, hialuronano, pectina, carragenano, gelatina, quitosano, celulosa, o colageno. En algunas
realizaciones, el reticulante incluye bisacrilamida, diacrilato, dialilamina, trialilamina, divinilsulfona, éter dialil de
dietilenglicol, diacrilato de etilenglicol, diacrilato de polimetilenglicol, diacrilato de polietilenglicol, trimetilolpropano
trimetacrilato, trimetilol etoxilado triacrilato, o pentaeritritol etoxilado tetracrilato. En algunas realizaciones, el acido
nucleico es una molécula de ADN de 50.000 pares de bases o mayor.

La invencién proporcionada en la presente memoria se refiere ademas a dispositivos de celdas de flujo para la
amplificacién indexada de acidos nucleicos. El dispositivo incluye un soporte sélido que incluye una pluralidad de
gotitas divididas. La pluralidad de gotitas divididas incluye una perla de contiglidad asociada a un transposoma, e
incluye una molécula de acido nucleico unido a la perla y una perla de cebador que comprende un adaptador, un
c6digo de barras, y un cebador. La pluralidad de gotitas divididas se distribuyen a lo largo de una superficie del soporte
solido.

En algunas realizaciones, el soporte solido esta funcionalizado con un polimero de superficie. En algunas
realizaciones, el polimero de superficie es poli(N-(5-azidoacetamidilpentil)acrilamida-coacrilamida) (PAZAM) o
acrilamida libre de silano (SFA). En algunas realizaciones, la celda de flujo incluye una superficie con patrones. En
algunas realizaciones, la superficie con patrones comprende pocillos. En algunas realizaciones, los pocillos tienen un
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diametro de aproximadamente 10 pm a aproximadamente 50 um, tal como un diametro de 10 pym, 15 um, 20 pum,
25 pm, 30 pm, 35 pm, 40 pm, 45 um, o 50 um, o dentro de un intervalo definido por cualquiera de los dos valores
mencionados anteriormente, y en donde los pocillos tienen una profundidad de aproximadamente 0,5um a
aproximadamente 1 um, tal como una profundidad de 0,5 um, 0,6 pm, 0,7 um, 0,8 um, 0,9 um, o 1 um, o dentro de un
intervalo definido por dos de los valores mencionados anteriormente. En algunas realizaciones, los pocillos incluyen
un material hidréfobico. En algunas realizaciones, el material hidréfobico comprende un fluoropolimero amorfo, tal
como CYTOP, Fluoropel® o Teflon®. En algunas realizaciones, el acido nucleico es una molécula de ADN de 50.000
pares de bases o mayor. En algunas realizaciones, el transposoma comprende transposasa y transposon.

La invencion proporcionada en la presente memoria se refiere ademés a un método de indexacion de acidos nucleicos.
Los métodos incluyen la generacion de una pluralidad de perlas de contigliidad para la tagmentacién de perlas, cada
perla unida a un transposoma, y que comprende una molécula de acido nucleico unida a la perla, la realizacién de una
reaccion de tagmentacién en la molécula de acido nucleico, la generacién de una pluralidad de perlas cebadoras, cada
perla cebadora que comprende un adaptador, un cédigo de barras, y un cebador, dividiendo las perlas de contigliidad
y las perlas cebadoras juntas en gotitas con un cebador en solucién, amplificando la molécula de acido nucleico dentro
de las gotitas divididas, e indexando la molécula de acido nucleico en cada gotita.

En algunas realizaciones, el acido nucleico es una molécula de ADN de 50.000 pares de bases o mayor. En algunas
realizaciones, los métodos incluyen ademas realizar la amplificacién del acido nucleico en la molécula de acido
nucleico antes de realizar la reaccidn de tagmentacion. En algunas realizaciones, la reacciéon de amplificacion
comprende la amplificacion por desplazamiento multiple (MDA, por sus siglas en inglés). En algunas realizaciones, la
reaccion de tagmentaciéon comprende poner en contacto el &cido nucleico con una mezcla de transposasas que
comprende secuencias adaptadoras y transposomas. En algunas realizaciones, la indexacion se realiza mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). En algunas realizaciones, las gotitas se dividen
en mas de 900.000 diferentes compartimentos de PCR indexados. En algunas realizaciones, los métodos incluyen
ademas dividir las gotitas sobre un soporte sélido. En algunas realizaciones, el soporte sélido es un dispositivo de
celda de flujo.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama esquematico de un aspecto de un sistema generador de gotitas microfluidicas que puede
utilizarse para generar gotitas divididas de transposomas-perlas.

La figura 2 representa una representacién esquematica de métodos ilustrativos para realizar la indexacion de lectura
prolongada unida, incluyendo la secuenciacion de transposicidon que preserva la contiglidad (CPT-Seq) en perlas
(paso 1), la PCR de particién/indexacién (paso 2) y las lecturas indexadas-unidas (paso 3).

La figura 3 representa una representacion esquematica de métodos ilustrativos para realizar la indexacién de lecturas
prolongadas, incluyendo CPT-seq en perlas, la divisidn de gotitas y la indexacion de grupos de cebadores indexados.

La figura 4 representa una representacién esquematica de los resultados del desfase a nivel cromosémico utilizando
los métodos descritos en la presente memoria.

La figura 5 representa los resultados del nimero de islas en comparacién con la longitud de las islas utilizando los
métodos de indexacién de lectura prolongada descritos en la presente memoria.

La figura 6 representa los resultados de los bloques de llamadas de variantes y desfase utilizando los métodos de
indexacién de lectura prolongada descritos en la presente memoria (izquierda) en comparacioén con la secuenciacion
10X (derecha).

La figura 7 representa los resultados de los métodos de indexacién de lectura prolongada descritos en la presente
memoria realizados en una regioén del antigeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas en inglés).

Las figuras 8A y 8B representan los resultados de los métodos de indexacion de lectura prolongada descritos en la
presente memoria realizados en la regién HLA-DPA1 (figura 8A) y HLA-A (figura 8B).

Descripcion detallada

En la siguiente descripcion detallada, se hace referencia a los dibujos adjuntos, que forman parte de la misma. En los
dibujos, simbolos similares identifican normalmente componentes similares, a menos que el contexto indique lo
contrario. Las realizaciones ilustrativas descritas en la descripcion detallada, dibujos y reivindicaciones no pretenden
ser limitativas. Se pueden utilizar otras realizaciones, y se pueden realizar otros cambios. Se entendera facilmente que
los aspectos de la presente descripcion, tal como se describen en general en la presente memoria, y se ilustran en las
figuras, pueden disponerse, sustituirse, combinarse, separarse, y disefiarse en una amplia variedad de configuraciones
diferentes.
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Los aspectos proporcionados en la presente memoria se refieren a sistemas, dispositivos, y métodos de indexacién
de lectura prolongada. Los sistemas incluyen la tagmentacion de perlas. Las perlas pueden incluir cualquiera de las
perlas descritas en la presente memoria, y tener un transposoma unido a las mismas, con moléculas de acido nucleico
unidas a las perlas.

En algunos aspectos, las perlas incluyen polimeros de hidrogel y reticulantes que se mezclan en presencia de un
transposoma, y que forman perlas unidas al transposoma. En algunos aspectos, las perlas se preparan y, a
continuacién, se mezclan con el transposoma, que, a continuaciéon, se unen a las perlas. En algunos aspectos, las
perlas se preparan en presencia de moléculas de acido nucleico, que se envuelven o se asocian a las perlas. En
algunos aspectos, primero se preparan las perlas, se mezclan con el transposoma y, a continuacion, se mezclan con
moléculas de acido nucleico. En algunos aspectos, las perlas permiten realizar coensayos en la misma muestra
manteniendo la contigliidad. En particular, los métodos, sistemas, y composiciones proporcionados en la presente
memoria permiten confinar y acceder a las biomoléculas unidas a las perlas. Por consiguiente, en algunos aspectos,
las perlas descritas en la presente memoria se denominan particulas de contiglidad. Por lo tanto, el término “particula
de contigliidad”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una perla utilizada para la secuenciacién de
transposicion que preserva la contigliidad (CPT-Seq).

Las particulas de contigliidad descritas en la presente memoria pueden utilizarse para enfoques de compartimentacion
de proxima generacién y permiten realizar ensayos multianalito en moléculas de &cido nucleico. Las particulas de
contiglidad y los métodos de uso descritos en la presente memoria permiten analizar eficazmente millones de
moléculas de acido nucleico de forma individual, reduciendo de este modo el coste de preparacién de las muestras y
manteniendo la contiglidad de las muestras. Las composiciones y métodos descritos en la presente memoria
mantienen la contiglidad sin el uso de estrategias de compartimentacion externa (microfluidicas) tales como
emulsiones, inmovilizacién, u otros microcompartimentos.

En algunos aspectos, las particulas de contigliidad descritas en la presente memoria pueden utilizarse en ensayos
para analizar una molécula de acido nucleico de interés. Los ensayos que se pueden realizar en la molécula de acido
nucleico pueden incluir, por ejemplo, el andlisis de ADN, el analisis de ARN, la secuenciacién de acidos nucleicos, la
tagmentacioén, la amplificacion de acidos nucleicos, la preparacién de bibliotecas de ADN, ensayo de transposasa
cromatica accesible utilizando la secuenciacién (TACA-Seq), la secuenciacién de transposicién que preserva la
contigiidad (CPT-Seq), o cualquier combinacién de los mismos realizada secuencialmente.

El uso de particulas de contigiiidad para realizar uno o mas ensayos en una molécula de acido nucleico puede utilizarse
simultaneamente en multiples particulas de contigliidad para realizar simultaneamente coensayos en un nimero
moléculas de acido nucleico, por ejemplo, de 10.000 a 1 millén de moléculas de acido nucleico, tales como 10.000,
50.000, 100.000, 500.000 o 1 millon de moléculas de acido nucleico.

En algunos aspectos, los métodos descritos en la presente memoria incluyen métodos para realizar lecturas
indexadas-unidas para una variedad de aplicaciones, incluyendo el desfase y el ensamblaje. En algunos aspectos, el
método incluye combinar la tagmentaciéon de perlas con la indexacién de las gotitas. En algunos aspectos, la
indexacién de gotitas incluye cualquier indexacion de compartimentos fisicos, incluyendo emulsiones o placas. En
algunos aspectos, las perlas proporcionadas en la presente memoria incluyen transposomas, que permiten la
realizacion de la tagmentacion de perlas en las moléculas de &cido nucleico. En algunos aspectos, cada molécula de
acido nucleico se envuelve alrededor de la perla, generando fragmentos de la molécula de acido nucleico unidos a la
perla. En algunos aspectos, los métodos se combinan con la indexacién. En algunos aspectos, los métodos incluyen
dividir las perlas en gotitas. En algunos aspectos, los métodos incluyen realizar una PCR indexada en cada gotita. En
algunos aspectos, cada fragmento de una molécula de acido nucleico individual recibe el mismo cédigo de barras,
generando de este modo lecturas indexadas-unidas.

Los aspectos de los métodos, sistemas, y dispositivos descritos en la presente memoria tienen numerosas ventajas
sobre los métodos anteriores. Por ejemplo, los métodos, sistemas, y dispositivos descritos en la presente memoria
proporcionan un tamafio de insercién controlado y transfieren el ADN sin fragmentar el ADN a divisiones fisicas donde
se indexan de forma Unica mediante PCR. Ademas, la CPT-seq en la perla se puede realizar en mas de 900.000
compartimentos diferentes de PCR indexados. Ademas, el CPT-seq en perlas da como resultado un mejor control de
la insercion de la biblioteca (densidad del transposomas), una mayor eficiencia de la transferencia del ADN a la gotita,
una preparacion soélida del ADN, los pasos del ensayo que pueden realizarse antes de la gotita (incluyendo, por
ejemplo, la eliminacién del Tn5), y una menor fragmentacion del ADN. Los aspectos de los métodos permiten la elucién
de la plantilla de las perlas, lo que da como resultado la elucion libre de biotina de los productos tagmentados en las
gotitas después del calentamiento. Ademas, las enzimas asociadas a los métodos proporcionan una alta amplificacion
con una polimerasa que desplaza la cadena y mayores cantidades de enzima. Finalmente, los aspectos de los métodos
proporcionados en la presente memoria dan como resultado una mayor calidad del ADN y permiten la compatibilidad
con el lisado.

Los métodos, sistemas, y dispositivos proporcionados en la presente memoria combinan la transposicién en perlas

con la transferencia de acidos nucleicos tagmentados a divisiones fisicas. En algunos aspectos, la produccion de
lecturas indexadas prolongadas incluye la generacion de transposomas unidos a perlas y un generador de gotitas. En
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algunos aspectos, el generador de gotitas incluye un dispositivo microfluidico o una emulsién. En algunos aspectos,
la transposicién en las perlas incluye la tagmentacion y la frecuencia de los acidos nucleicos, que pueden controlarse
mediante la densidad del transposoma en las perlas. En algunos aspectos, las perlas se utilizan para transferir acidos
nucleicos tagmentados a divisiones fisicas.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “reactivo” describe un agente o una mezcla de dos 0 mas agentes
Utiles para reaccionar con, interactuar con, diluir o afiadir a una muestra, y puede incluir agentes utilizados en los
ensayos descritos en la presente memoria, incluyendo agentes para la lisis, analisis de acido nucleico, reacciones de
amplificacién de &cido nucleico, analisis de proteinas, reacciones de tagmentacion, reacciones de ATAC-seq, CPT-
seq o SCl-seq, u otros ensayos. Por lo tanto, los reactivos pueden incluir, por ejemplo, tampones, productos quimicos,
enzimas, polimerasa, cebadores que tienen un tamafio de menos de 50 pares de bases, acidos nucleicos molde,
nucleétidos, marcadores, colorantes o nucleasas. En algunos aspectos, el reactivo incluye lisozima, proteinasa K,
hexameros aleatorios, polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa ®29, polimerasa Taq, polimerasa Bsu), transposasa
(por ejemplo, Tn5), cebadores (por ejemplo, secuencias adaptadoras P5 y P7), ligasa, enzima catalizadora,
desoxinucleétidos trifosfato, tampones, o cationes divalentes.

Particulas de contigiiidad

En algunos aspectos, la perla tiene una cubierta polimérica que se preparo a partir de una composicién de hidrogel.
Como se utiliza en la presente memoria, el término “hidrogel” se refiere a una sustancia formada cuando un polimero
organico (natural o sintético) se reticula mediante enlaces covalentes, i6nicos, o de hidrégeno para crear una estructura
de red abierta tridimensional que atrapa las moléculas de agua para formar un gel. En algunos aspectos, el hidrogel
puede ser un hidrogel biocompatible. Como se utiliza en la presente memoria, el término “hidrogel biocompatible” se
refiere a un polimero que forma un gel que no es toxico para los materiales biolégicos. En algunos aspectos, el material
de hidrogel incluye alginato, acrilamida o polietilenglicol (PEG), PEG-acrilato, PEG-amina, PEG-carboxilato, PEG-
ditiol, PEG-epéxido, PEG-isocianato, PEG-maleimida, poli(acido acrilico) (PAA), poli(metil metacrilato) (PMMA),
poliestireno (PS), poliestireno sulfonato (PSS), polivinilpirrolidona (PVPON), N,N'-bis(acriloil)cistamina, 6xido de
polipropileno (PPO), poli(hidroxietil metacrilato) (PHEMA), poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm), poli(acido lactico)
(PLA), poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA), policaprolactona (PCL), poli(acido vinilsulfénico) (PVSA), poli(acido L-
aspartico), poli(acido L-glutdmico), polilisina, agar, agarosa, heparina, sulfato de alginato, sulfato de dextrano,
hialuronano, pectina, carragenano, gelatina, quitosano, celulosa, colageno, bisacrilamida, diacrilato, dialilamina,
trialilamina, divinil sulfona, dietilenglicol dialil éter, diacrilato de etilenglicol, diacrilato de polimetilenglicol, diacrilato de
polietilenglicol, trimetracrilato de trimetilopropoano, triacrilato de trimetilol etoxilado, o tetracrilato de pentaeritritol
etoxilado, o combinaciones 0 mezclas de los mismos. En algunos aspectos, el hidrogel es un material basado en
alginato, acrilamida o PEG. En algunos aspectos, el hidrogel es un material basado en PEG con productos quimicos
de reaccion de acrilato-ditiol, epéxido-amina. En algunos aspectos, el hidrogel forma una cubierta polimérica que
incluye PEG-maleido/ditiol, PEG-epoxido/aceite de amina, PEG-epo6xido/PEG-amina o PEG-ditiol/acrilato de PEG. En
algunos aspectos, el material de hidrogel se selecciona para evitar la generacion de radicales libres que tienen el
potencial de dafiar biomoléculas intracelulares. En algunos aspectos, el polimero de hidrogel incluye 60-90 % de
liquido, tal como agua y 10-30 % de polimero. En ciertos aspectos, el contenido acuoso de hidrogel es de
aproximadamente 70-80 %. Como se utiliza en la presente memoria, la expresion “alrededor de” o
“aproximadamente”, cuando se modifica un valor numérico, se refiere a variaciones que pueden producirse en el valor
numeérico. Por ejemplo, las variaciones pueden producirse a través de diferencias en la fabricacién de un sustrato o
componente particular. En un aspecto, el término “aproximadamente” significa dentro de 1 %, 5 % o hasta 10 % del
valor numérico mencionado.

Como se utiliza en la presente memoria, la cubierta polimérica es una superficie polimérica de una perla. Debido a la
naturaleza de las perlas descritas en la presente memoria, las particulas de contigliidad pueden retener material
genético después de multiples ensayos y pueden ser liberadas por fuerza fisica, productos quimicos de escision o
generando un desequilibrio osmético dependiendo del grosor de la cubierta polimérica.

Los hidrogeles pueden prepararse mediante la reticulacion de biopolimeros hidréfilos o polimeros sintéticos. Por lo
tanto, en algunos aspectos, el hidrogel puede incluir un reticulante. Como se utiliza en la presente descripcion, el
término “reticulante” se refiere a una molécula que puede formar una red tridimensional cuando reacciona con los
monémeros base apropiados. Como ejemplos de polimeros de hidrogel, que pueden incluir uno o mas reticulantes, se
incluyen, pero sin limitacién, hialuronanos, quitosanos, agar, heparina, sulfato, celulosa, alginatos (incluyendo sulfato
de alginato), colageno, dextranos (incluyendo sulfato de dextrano), pectina, carragenano, polilisina, gelatinas
(incluyendo gelatina tipo A), agarosa, copolimeros de (met)acrilato-oligolactida-PEO-oligolactida-(met)acrilato,
copolimeros de PEO-PPO-PEOQ (Pluronics), poli(fosfaceno), poli(metacrilatos), poli N-vinilpirrolidona), copolimeros de
PL(G)A-PEO-PL(G)A, poli(etilenimina), polietilenglicol (PEG)-tiol, PEG-acrilato, acrilamida, N,N'-bis(acriloil)cistamina,
PEG, 6xido de polipropileno (PPQO), &acido poliacrilico, poli(metacrilato de hidroxietilo) (PHEMA), poli(metacrilato de
metilo) (PMMA), poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm), poli(acido lactico) (PLA), poli(acido lactico-co-glicélico)
(PLGA), policaprolactona (PCL), poli(acido vinilsulfénico) (PVSA), poli(acido L-aspartico), poli(acido L-glutamico),
bisacrilamida, diacrilato, dialilamina, trialamina, divinilsulfona, éter dialilico de dietilenglicol, diacrilato de etilenglicol,
diacrilato de polimetilenglicol, diacrilato de polietilenglicol, trimetracrilato de trimetilopropoano, triacrilato de trimetilol
etoxilado o tetracrilato de pentaeritritol etoxilado, o combinaciones de los mismos. Por lo tanto, por ejemplo, una
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combinacién puede incluir un polimero y un reticulante, por ejemplo, polietilenglicol (PEG)-tiol/PEG-acrilato,
acrilamida/N,N'-bis(acriloil)cistamina (BACy) o PEG/6xido de polipropileno (PPO). En algunos aspectos, la cubierta
polimérica incluye un polietilenglicol (PEG) de cuatro brazos. En algunos aspectos, el polietilenglicol (PEG) de cuatro
brazos se selecciona del grupo que consiste en PEG-acrilato, PEG-amina, PEG-carboxilato, PEG-ditiol, PEG-ep6xido,
PEG-isocianato y PEG-maleimida

En algunos aspectos, el reticulante es un reticulante instantaneo o un reticulante lento. Un reticulante instantaneo es
un reticulante que reticula instantaneamente el polimero de hidrogel, y en la presente memoria también se denomina
quimica de clic. Los reticulantes instantaneos pueden incluir aceite de ditiol + PEG-maleimida o epéxido de PEG +
aceite de amina. Un reticulante lento es un reticulante que reticula lentamente el polimero de hidrogel, y puede incluir
PEG-ep6xido + PEG-amina o PEG-ditiol + PEG-acrilato. Un reticulante lento puede tardar mas de varias horas en
reticular, por ejemplo, mas de 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11 0 12 horas en reticular. En algunos aspectos proporcionados
en la presente memoria, las particulas de contigliidad se formulan mediante un reticulante instantaneo y, de este modo,
conservan el estado de la molécula de acido nucleico mejor en comparacion con un reticulante lento.

En algunos aspectos, un reticulante forma un enlace disulfuro en el polimero de hidrogel, uniendo de este modo
polimeros de hidrogel. En algunos aspectos, los polimeros de hidrogel forman una matriz de hidrogel que tiene poros
(por ejemplo, una matriz de hidrogel porosa). Estos poros pueden retener particulas suficientemente grandes, tal como
acidos nucleicos extraidos de la misma dentro de la cubierta polimérica, pero permiten que otros materiales, tales
como reactivos, pasen a través de los poros, pasando de este modo dentro y fuera de las perlas. En algunos aspectos,
el tamafio de poro de la cubierta polimérica se afina meticulosamente modificando la relacién de la concentracién entre
el polimero y la concentracion de reticulante. En algunos aspectos, la relacién entre el polimero y el reticulante es de
30:1, 25:1, 20:1, 19:1,18:1, 17:1, 16:1, 15:1, 14:1,13:1, 12:1, 11:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2,
1:3,1:4,1:5,1:6,1:7,1:8,1:9, 1:10, 1:15, 1:20 0 1:30, o0 una relacién dentro de un intervalo definido por dos relaciones
cualquiera de las mencionadas anteriormente. En algunos aspectos, en la matriz polimérica pueden injertarse
funciones adicionales, tales como cebadores de ADN, o grupos quimicos con carga, para satisfacer las necesidades
de las diferentes aplicaciones.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “porosidad™ significa el volumen fraccionario (adimensional) de un
hidrogel que esta compuesto por espacio abierto, por ejemplo, poros u otras aberturas. Por lo tanto, la porosidad mide
los espacios vacios en un material y es una fraccion del volumen de vacios sobre el volumen total, como un porcentaje
entre 0y 100 % (0 entre 0 y 1). La porosidad del hidrogel puede variar de 0,5 a 0,99, de aproximadamente 0,75 a
aproximadamente 0,99 o de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 0,95.

La cubierta polimérica puede tener cualquier tamafio de poro que permita una difusion suficiente de reactivos mientras
se retiene simultaneamente los &cidos nucleicos. Como se utiliza en la presente memoria, la expresion “tamafio de
poro” se refiere a un diametro o a un didmetro eficaz de una seccion transversal de los poros. La expresion “tamafio
de poro” también puede referirse a un diametro promedio 0 a un diametro eficaz promedio de una seccion transversal
de los poros, basandose en las mediciones de una pluralidad de poros. El diametro eficaz de una seccion transversal
que no es circular es igual al diametro de una seccion transversal circular que tiene la misma area transversal que la
de la seccién transversal no circular. En algunos aspectos, el hidrogel puede hincharse cuando el hidrogel se hidrata.
Los tamafios del tamafio de los poros pueden cambiar dependiendo del contenido acuoso en el hidrogel. En algunos
aspectos, los poros del hidrogel pueden tener un poro de tamafio suficiente para retener la integridad del hidrogel pero
permite paso a través de los reactivos. En algunos aspectos, el interior de la cubierta polimérica es un ambiente
acuoso. En algunos aspectos, la molécula de acido nucleico asociada a la cubierta polimérica no interacciona con la
cubierta polimérica y/o no esta en contacto con la cubierta polimérica.

En algunos aspectos, la particula de contigliidad tiene un diametro de aproximadamente 20 um a aproximadamente
200 pum, tal como 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 o0 200 pm, o un
diametro dentro de un intervalo definido por dos valores cualquiera de los mencionados anteriormente. El tamarfio de
la particula de contigiiidad puede cambiar debido a factores ambientales. En algunos aspectos, las particulas de
contigliidad se expande cuando se separan de la fase oleaginosa continua y se sumergen en una fase acuosa. En
algunos aspectos, la expansion de las particulas de contiglidad aumenta la eficacia a la hora de realizar ensayos
sobre el material genético. En algunos aspectos, la expansion de las particulas de contiglidad crea un ambiente mas
grande para insertos indexados a amplificar durante la PCR, que de cualquier otro modo puede restringirse en ensayos
actuales basados en células.

En algunos aspectos, el tamafio de los poros permite que los acidos nucleicos extraidos se difundan a través de la
cubierta polimérica. En algunos aspectos, el tamafio de poro de las particulas de contigliidad se puede controlar
alterando la quimica de reticulacion. El tamafio final de los poros reticulados puede alterarse ademas cambiando el
ambiente de la particula de contigliidad, por ejemplo, cambiando la concentracion de sal, el pH, o la temperatura,
permitiendo de este modo que las moléculas inmovilizadas se liberen de la particula de contiglidad.

En algunos aspectos, el reticulante es un reticulante reversible. En algunos aspectos, un reticulante reversible es

capaz de reticular reversiblemente el polimero de hidrogel y es capaz de desreticularse en presencia de una escision.
En algunos aspectos, un reticulante se puede escindir por la presencia de un agente reductor, por temperatura elevada,
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0 por un campo eléctrico. En algunos aspectos, el reticulante reversible puede ser N,N'-bis(acriloil)cistamina, un
reticulante reversible para geles de poliacrilamida, en donde un enlace disulfuro puede romperse en presencia de un
agente reductor adecuado. La porosidad de las perlas puede aumentarse mediante la temperatura o por medios
quimicos, liberando de este modo el contacto del reticulante con un agente reductor que escinde los enlaces disulfuro
del reticulante, rompiendo las perlas. Las perlas se degradan, y liberan el contenido, tal como los &cidos nucleicos que
quedaron retenidos en las mismas. En algunos aspectos, el reticulante se escinde aumentando la temperatura a mas
de 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 0 100 °C. En algunos aspectos, el reticulante se escinde poniendo en contacto
las perlas con un agente reductor. En algunos aspectos, los agentes reductores incluyen compuestos de fosfina,
fosfinas solubles en agua, fosfinas que contienen nitrégeno y sales y derivados de las mismas, ditioeritritol (DTE),
ditiotreitol (DTT) (isébmeros cis y trans, respectivamente, de 2,3-dihidroxi-1,4-ditiolbutano), 2-mercaptoetanol o B-
mercaptoetanol (BME), 2-mercaptoetanol o aminoetanetiol, glutation, tioglicolato o &acido tioglicolico, 2,3-
dimercaptopropanol, tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), tris(hidroximetil)fosfina (THP), o} acido
P[tris(hidroximetil)fosfinalpropionico (THPP).

En algunos aspectos, la elevacién de la temperatura para aumentar la difusién o el contacto con un agente reductor
degrada el reticulante.

En algunos aspectos, la reticulacion del reticulante establece poros dentro de la particula de contigliidad. En algunos
aspectos, el tamafio de los poros de la cubierta polimérica es regulable y estan formulados para asociarse con el
transposoma. El transposoma de perla estd formulado para asociarse con acidos nucleicos de mas de
aproximadamente 300 pares de bases. En algunos aspectos, el transposoma de perla y los acidos nucleicos pueden
someterse a diversos reactivos para la realizacion de diversas reacciones. En algunos aspectos, los reactivos incluyen
reactivos para procesar material genético, tales como reactivos para aislar acidos nucleicos de una célula, para
amplificar o secuenciar acidos nucleicos, o para la preparacién de bibliotecas de acidos nucleicos. En algunos
aspectos, los reactivos incluyen, por ejemplo, lisozima, proteinasa K, hexameros aleatorios, polimerasa (por ejemplo,
ADN polimerasa de ®29, polimerasa de Taq, polimerasa de Bsu), transposasa (por ejemplo, Tn5), cebadores (por
ejemplo, secuencias adaptadoras P5 y P7), ligasa, enzima catalizadora, desoxinucleétido trifosfatos, tampones, o
cationes divalentes.

Métodos de fabricacion de particulas de contigiiidad

Algunos aspectos proporcionados en la presente memoria se refieren a métodos de fabricacion de particulas de
contiglidad que tienen un transposoma asociado a las mismas. En algunos aspectos, una particula de contigiiidad se
prepara por medios estaticos, tales como mediante métodos de micropocillos/micromatrices o métodos de
microdiseccion, sin la necesidad de un dispositivo microfluidico. Por lo tanto, en algunos aspectos, las particulas de
contiglidad descritas en la presente memoria se preparan mediante un método sin dispositivo. El inicio de la
polimerizacién puede ocurrir mediante reaccion quimica del grupo activo de las unidades monoméricas con entidades
especificas de proteinas de membrana, glicanos u otras moléculas pequefias. El paso inicial de polimerizacion del
monoémero puede ir seguido de una o varias rondas de deposicién de unidades monomeéricas promovidas por fuerzas
electrostaticas o hidrofobicas. Algunas de las capas monoméricas pueden contener grupos funcionales tales como
biotina u otros ligandos que pueden utilizarse posteriormente para la asociacién especifica con el transposoma.

En algunos aspectos, se prepara una particula de contiglidad por medios dinamicos, tal como mediante emulsién
asistida por vértice, generacion de gotitas microfluidicas o microfluidos basados en valvula. Como se utiliza en la
presente memoria, la emulsién asistida por vortice se refiere a la agitacion de vortice de un polimero de hidrogel con
un transposoma en un recipiente, tal como en un tubo, un vial, o un recipiente de reaccidén. Los componentes pueden
mezclarse, por ejemplo, mediante agitacién por vortice o agitacion manual o mecanica. En algunos aspectos, el
mezclado manual da lugar a perlas que se asocian con el transposoma, en donde las perlas tienen un tamafio de 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 0 200 um
en diametro, o un tamafio dentro de un intervalo definido por dos valores cualesquiera de los mencionados
anteriormente. En algunos aspectos, el tamafio de las perlas no es uniforme y, por lo tanto, el tamafio de las perlas
incluye perlas de varios diametros.

En algunos aspectos, las particulas de contigliidad se preparan mediante técnicas de flujo microfluidico. El flujo
microfluidico incluye el uso de un dispositivo microfluidico para la generacion asistida de emulsiones de gel, como se
muestra en la figura 1. En algunos aspectos, el dispositivo microfluidico incluye microcanales configurados para
producir una particula de contigiiidad de un tamafio deseado y configurada para asociarse con el transposoma a una
densidad deseada. En algunos aspectos, el dispositivo microfluidico tiene una altura de 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, o 200 um, o una altura dentro de un intervalo definido por dos valores
cualesquiera de los mencionados anteriormente. En algunos aspectos, el dispositivo microfluidico incluye uno o mas
canales. En algunos aspectos, el dispositivo microfluidico incluye un canal para introducir reactivos que se asociaran
con la particula de contigiidad, tal como un transposoma, &cidos nucleicos o similares, que se han introducido en un
polimero, un canal para introducir un reticulante y un canal para un fluido inmiscible. En algunas realizaciones, el
ancho del uno o mas canales es idéntico. En algunos aspectos, el ancho del uno o mas canales es diferente. En
algunos aspectos, el ancho del uno o mas canales es 20, 30, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105,
110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, o 150 um, o un ancho dentro de un intervalo definido por dos valores
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cualesquiera de los mencionados anteriormente. El ancho y la altura del canal no estan necesariamente restringidos
a los valores descritos en la presente memoria y un experto en la técnica reconocera que el tamafio de la particula de
contiglidad dependera en parte del tamafio de los canales del dispositivo microfluidico. Por lo tanto, el tamafio de la
particula de contigliidad puede ajustarse en parte modificando el tamafio de los canales. Ademas del tamafio del
dispositivo microfluidico y el ancho de los canales, el caudal de los canales también puede afectar al tamario de las
particulas de contigiiidad, y también puede afectar a la densidad de los transposomas asociados con cada particula
de contigliidad.

En algunos aspectos, el caudal del transposomas en el polimero a través del canal microfluidico es 1, 2, 5, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 0 150 pl/min, o un caudal dentro de un intervalo definido por dos valores
cualesquiera de los mencionados anteriormente. En algunos aspectos, el caudal del reticulante en el canal
microfluidico es de 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, o 150 pl/min, o un caudal dentro
de un intervalo definido por dos valores cualesquiera de los mencionados anteriormente. En algunos aspectos, el
caudal del fluido inmiscible en el canal microfluidico es de 20, 30, 50, 80, 100, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 225, 250,
275, 300, 325, 350, 375, 0 400 ul/min, o un caudal dentro de un intervalo definido por dos valores cualesquiera de los
mencionados anteriormente. En algunos aspectos, el transposoma mezclado con el polimero y el reticulante entran
en contacto entre si en el generador de gotitas microfluidicas corriente arriba del fluido inmiscible. Las particulas de
contigliidad comienzan a formarse al entrar en contacto con el reticulante y se asocian con el transposoma. Las
particulas de contigiiidad en formacion contindan fluyendo a través del generador \de gotitas microfluidicas hacia un
fluido inmiscible, tal como un aceite espaciador y/o un aceite reticulante, a un caudal inferior al caudal del fluido
inmiscible, de este modo formando gotitas. En algunos aspectos, el fluido inmiscible se introduce en dos pasos, como
se muestra en la figura 1, incluyendo como un aceite espaciador y como un aceite reticulante. En algunos aspectos,
el aceite espaciador es un aceite mineral, un aceite de hidrocarburo, un aceite de silicio, aceite de fluorocarbono, o un
aceite de polidimetilsiloxano, o mezclas de los mismos. El aceite espaciador, tal Como se utiliza en la presente
memoria, se utiliza para evitar |a reticulacion del polimero en la interfase acuosa-aceite del canal.

En algunos aspectos, las particulas de contiglidad se forman instantaneamente mediante reticulacién con un
reticulante instantaneo. Por ejemplo, el transposoma puede asociarse a la perla con un polimero como la maleimida
PEG de cuatro brazos o el epdxido utilizando un generador de gotitas microfluidicas que puede reticularse
instantaneamente utilizando reticulantes que sean disolubles en aceites, tales como aceites minerales o aceites de
fluorocarbono como el HFE-7500, formando un aceite reticulante. En algunos aspectos, el aceite reticulante incluye
tolueno, acetona, tetrahidrofurano con ditiol, grupos funcionales de amina como en el caso del tolueno 3,4-ditiol, 2,4-
diaminotolueno y hexanoditiol, que se difunden facilmente en las gotitas que se forman de este modo reticulando
instantaneamente las particulas de contigiiidad.

En algunos aspectos, las particulas de contigliidad se formulan en una distribuciéon de tamafio uniforme. En algunos
aspectos, el tamafio de las particulas de contigliidad se afinan meticulosamente ajustando el tamafio del dispositivo
microfluidico, el tamafio de uno o mas canales o el caudal a través de los canales microfluidicos. En algunos aspectos,
la particula de contigiiidad resultante tiene un diametro que varia de 20 a 200 um, por ejemplo, de 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 0 200 um, o un didmetro
dentro de un intervalo definido por dos valores cualquiera de los mencionados anteriormente.

En algunos aspectos, el tamafio y la uniformidad de las particulas de contigilidad pueden controlarse ademas poniendo
en contacto un polimero de hidrogel antes de la formacién de las particulas con un modificador fluidico, tal como con
un alcohol, incluido el alcohol isopropilico. En ausencia de alcohol isopropilico, las particulas de contiglidad se forman
con un diametro mayor que las particulas de contigliidad formadas en presencia de alcohol isopropilico. El alcohol
isopropilico influye en la propiedad fluidica del polimero de hidrogel, lo que permite la modulacién del tamafio de las
particulas de contigiiidad.

Como reconoceran los expertos en la técnica, el dispositivo microfluidico representado en la figura 1 es un ejemplo de
un dispositivo microfluidico de tres canales, pero el dispositivo microfluidico puede modificarse, variarse o alterarse
para generar particulas de contigliidad de un tamafio particular o para generar particulas de contiglidad formadas a
partir de diversos materiales de hidrogel o reticulantes.

En algunos ejemplos, una particula de contigliidad, ya sea preparada mediante emulsién asistida por voértice o
emulsién asistida por flujo inercial microfluidico. En algunos aspectos, la densidad del transposoma asociada con la
particula de contigiiidad se puede controlar diluyendo o concentrando la solucién que contiene el transposoma dentro
de la muestra introducida. La muestra que incluye el transposoma se mezcla con el polimero de hidrogel, y el polimero
de hidrogel que contiene el transposoma se somete a una emulsion asistida por vortice o a una emulsion asistida por
flujo microfluidico como se describe en la presente memoria.

En algunos aspectos, las particulas de contiglidad estan funcionalizadas con un nucleétido. En algunos aspectos, el
nucleétido es un oligonucleétido o nucledtido poliT. En algunos aspectos, el nucleétido se une a las particulas de
contigiidad, y las particulas de contigliidad funcionalizadas pueden utilizarse para la captura dirigida de un nucleétido
de interés.
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En algunos aspectos, las particulas de contigiiidad asociadas con un transposoma se curan para sostener la
realizacién de multiples coensayos en una sola particula de contiglidad, incluyendo mdultiples lavados de tampoén,
multiples intercambios de reactivos y multiples analisis basados en el ensayo que se esta realizando. Las particulas
de contigliidad formuladas, preparadas con cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria, incluyendo
las técnicas de polimerizacion iniciadas en la superficie, la agitacion por vértice o mediante las técnicas microfluidicas,
pueden cargarse o sembrarse en una celda de flujo con patrones, una micromatriz, una placa con pocillos, una
superficie grabada, un canal microfluidico, una perla, una columna, u otra superficie para realizar multiples coensayos.

Métodos de indexacién de lectura unida prolongada

Algunos aspectos proporcionados en la presente memoria se refieren a métodos para realizar una indexacién de
lectura prolongada unida utilizando las particulas de contigliidad etiquetadas en las perlas. En algunos aspectos, el
método incluye obtener una particula de contigliidad tal como se describe en la presente memoria, la asociacion de
las particulas con transposomas y moléculas de acido nucleico, la realizacién de la tagmentacion de perlas, la
realizacion de la divisién de las perlas tagmentadas y la PCR indexada. En algunos aspectos, los métodos incluyen
los pasos descritos en la figura 2, que representa una representacién esquematica de métodos ilustrativos para realizar
la indexacion de lectura unida prolongada, incluyendo la secuenciacion de transposicién que preserva la contigliidad
(CPT-Seq) en perlas (paso 1), la PCR de particién/indexacion (paso 2) y las lecturas indexadas-unidas (paso 3). La
perla del paso 1 estéd asociada a un transposoma, que incluye un transposén y una transposasa. Una molécula de
acido nucleico esta asociada a la transposasa y se somete a una tagmentacién, por ejemplo, a CPT-Seq. Después de
la tagmentacion, los productos de tagmentacién de perlas se dividen utilizando un generador de gotitas u otro método.
Tales muestras divididas de ADN transpuesto en perlas pueden someterse a cebadores en solucién y a perlas
cebadoras indexadas, que indexan el ADN transpuesto. En algunos aspectos, el ADN indexado se somete a PCR
indexada y se obtienen lecturas indexadas-unidas.

Ademas de las particulas de contiglidad (también denominadas en la presente memoria perlas de contigiiidad),
también se prepararon perlas de cebador. Las perlas de cebador pueden incluir perlas de hidrogel de los materiales,
composiciones y formulaciones descritas en la presente memoria con respecto a las particulas de contigliidad, pero
en lugar de estar asociadas al transposoma, incluyen un cebador (tal como una cebador P5), un cédigo de barras y
un adaptador (tal como un adaptador Nextera). Una Unica perla de cebador se puede dividir junto con una Unica
particula de contigliidad dentro de una gotita dividida, y junto con una mezcla de solucién de cebador, que puede
incluir adaptadores (tal como los adaptadores B15) y cebadores (tal como los cebadores P7). Las gotitas divididas
pueden utilizarse para la indexacién de cédigos de barras, con un grupo de perlas de mas de 900.000 cédigos de
barras indexados.

En algunos aspectos, los métodos incluyen los pasos descritos en la figura 3, que representa una representacion
esquematica de métodos ilustrativos para realizar la indexacién por lectura prolongada, incluyendo la CPT-seq en
perlas, la divisién de gotitas y la indexacion de grupos de cebadores indexados, utilizando la transposicion sin cédigo
de barras.

En algunos aspectos, las particulas de contigliidad se preparan como se describe en la presente memoria, y las gotitas
se dividen sobre una superficie, tal como un dispositivo de celda de flujo, un pocillo de una placa, un portaobjetos, o
una superficie con patrones. En algunos aspectos, la superficie es un dispositivo de celda de flujo, e incluye un inserto
que tiene micropocillos 0 micropilares en una matriz para la distribucién de las particulas de contigliidad para la
indexacién espacial en un dispositivo de celda de flujo. En algunos aspectos, las gotitas se dividen en una placa con
pocillos con una Unica particula de contigliidad en cada pocillo. Una placa con pocillos puede incluir, por ejemplo, una
placa de 12 pocillos, una placa de 24 pocillos, una placa de 48 pocillos, una placa de 96 pocillos, una placa de 384
pocillos, una placa de 1536 pocillos, una placa de 3456 pocillos o una placa de 9600 pocillos, o cualquier nimero de
pocillos en una placa, con una Unica particula de contigiiidad, y dividir la particula de contigliidad en una indexacién
de gotitas para la indexacién de acidos nucleicos. En algunos aspectos, las particulas de contigliidad se someten a
multiples coensayos secuenciales, incluyendo, por ejemplo, lavados con tampdn, lisis, analisis de ADN, analisis de
ARN, analisis de proteinas, tagmentacion, amplificacién de acidos nucleicos, secuenciacion de acidos nucleicos,
preparacién de bibliotecas de ADN, ensayo de transposasa cromatica accesible mediante secuenciacion (TACA-seq),
secuenciacion de transposicién con preservacion de la contiglidad (CPT-seq) o cualquier combinacion de los mismos
realizada farmacéuticamente.

En algunos aspectos, la particula de contigliidad asociada a un transposoma se trata para asociar los acidos nucleicos
de interés a la misma. En algunos aspectos, los acidos nucleicos de interés se aislan de una célula. Por ejemplo, la
célula puede ponerse en contacto con un tampén de lisis. Como se utiliza en la presente memoria, “lisis” significa la
perturbacién o alteracién de una pared celular o particula viral que facilita el acceso o |a liberacién del ARN o ADN
celular. Ni la alteracién completa ni la rotura de la pared celular son un requisito esencial para la lisis. Por el término
“tampon de lisis” se entiende un tampo6n que contiene al menos un agente de lisis. Los agentes de lisis enzimaticos
tipicos incluyen, pero no se limitan a, lisozima, glucolasa, zimolosa, liticasa, proteinasa K, proteinasa E, y endolisinas
y exolisinas virales. Por lo tanto, por ejemplo, la lisis de las células puede realizarse introduciendo agentes de lisis,
tales como la lisozima y la proteinasa K. EI ADNg de las células se asocia a continuacién a las particulas de
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contiglidad. En algunos aspectos, después del tratamiento de lisis, el acido nucleico aislado se retiene en la particula
de contigliidad, y puede utilizarse para un procesamiento adicional.

El analisis de ADN se refiere a cualquier técnica utilizada para amplificar, secuenciar o analizar de otro modo ADN. La
amplificacién del ADN puede realizarse mediante técnicas de PCR o pirosecuenciacion. El analisis de ADN también
puede comprender técnicas no dirigidas de secuenciacion de ADN no basadas en PCR (p. ej., metagenémica). Como
ejemplo no limitativo, el analisis de ADN puede incluir secuenciar la regiéon hipervariable del ADNr (ADN ribosémico)
168 y utilizar la secuenciacion para la identificacion de especies mediante ADN.

Analisis de ARN se refiere a cualquier técnica que se utilice para amplificar, secuenciar o analizar de otro modo ARN.
Las mismas técnicas utilizadas para analizar el ADN pueden emplearse para amplificar y secuenciar el ARN. EI ARN,
que es menos estable que el ADN, es la traduccién del ADN en respuesta a un estimulo. Por lo tanto, el analisis de
ARN puede proporcionar una imagen mas precisa de los miembros metabdlicamente activos de la comunidad y puede
utilizarse para proporcionar informacion acerca de la funcion comunitaria de organismos en una muestra. La
secuenciacion de acido nucleico se refiere al uso de secuenciacion para determinar el orden de nucleétidos en una
secuencia de una molécula de acido nucleico, tal como ADN o ARN.

El término “secuenciacién”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un método mediante el cual se obtiene
la identidad de al menos 10 nucledtidos consecutivos (p. €j., la identidad de al menos 20, al menos 50, al menos 100
o al menos 200 o mas nucleotidos consecutivos) de un polinucleétido.

Las expresiones “secuenciacion de nueva generacion” o “secuenciacién de alto rendimiento” o “NGS”, generalmente
se refieren a tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, que incluyen, pero sin limitacion, secuenciacion de
firmas masivamente paralela, secuenciacion de alto rendimiento, secuenciacion por ligamiento (p. €j., secuenciacion
SOLID), secuenciacién por semiconductores de iones de protones, secuenciacion de nanobolas de ADN,
secuenciacioén de molécula individual y secuenciacion de nanoporos y pueden referirse a la secuenciacion por sintesis
paralelizada o a las plataformas de secuenciacién por ligamiento empleadas actualmente por lllumina, Life
Technologies, o Roche, etc. Los métodos de secuenciacion de nueva generacion también pueden incluir métodos de
secuenciaciéon de nanoporos o métodos basados en deteccion electronica, como la tecnologia lon Torrent
comercializada por Life Technologies o el método basado en la fluorescencia de molécula individual comercializado
por Pacific Biosciences.

Analisis de proteinas se refiere al estudio de proteinas, y puede incluir analisis protedmico, la determinacién de la
modificacion postraduccional de proteinas de interés, la determinacion de los niveles de expresion de proteinas o la
determinacion de las interacciones de proteinas con otras moléculas, incluyendo la interaccién con otras proteinas o
con acidos nucleicos.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “tagmentacién” se refiere a la modificacién del ADN mediante un
complejo transposémico que comprende la enzima transposasa formando un complejo con adaptadores que
comprenden la secuencia terminal transposénica. La tagmentacién da como resultado la fragmentacién simultanea
del ADN y el ligamiento de los adaptadores en los extremos 5' de ambas cadenas de los fragmentos duplex. Después
de un paso de purificacion para retirar la enzima transposasa, pueden afiadirse secuencias adicionales a los extremos
de los fragmentos adaptadores, por ejemplo, mediante PCR, ligadura o cualquier otra metodologia adecuada conocida
por los expertos en la técnica.

El método de la invencién puede utilizar cualquier transposasa que pueda aceptar una secuencia terminal de
transposasa y un fragmento de acido nucleico, uniendo un extremo transferido pero no un extremo no transferido. Un
“transposoma” esta formado por al menos una enzima transposasa y un sitio de reconocimiento de transposasa. En
algunos sistemas de este tipo, denominados “transposomas”, la transposasa puede formar un complejo funcional con
un sitio de reconocimiento de transposén que es capaz de catalizar una reaccién de trasposicion. La transposasa o la
integrasa puede unirse al sitio de reconocimiento de transposasa e insertar el sitio de reconocimiento de transposasa
en un acido nucleico diana en un proceso en ocasiones denominado “tagmentacion”. En algunos acontecimientos de
insercién de este tipo, una cadena del sitio de reconocimiento de transposasa puede transferirse al acido nucleico
diana.

En los métodos de preparacién de muestras estandar, cada molde contiene un adaptador en cualquiera de los
extremos del inserto y normalmente son necesarias varias etapas tanto para modificar el ADN o el ARN como para
purificar los productos deseados de las reacciones de modificacién. Estas etapas se realizan en solucién antes de la
adicién de los fragmentos adaptados a una celda de flujo, donde se acoplan a la superficie mediante una reaccion de
extensién de cebador que copia el fragmento hibridado al extremo de un cebador unido covalentemente a la superficie.
Estos moldes ‘semilla’ dan lugar a continuaciéon a grupos monoclonales de molde copiados a través de varios ciclos
de amplificacion.

El nimero de etapas necesario para transformar el ADN en moldes modificados con adaptador en solucién listos para

la formacién de grupos y la secuenciacién puede minimizarse utilizando fragmentacion y etiquetado mediado por
transposasas.
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En algunos aspectos, la tecnologia basada en transposones puede utilizarse para fragmentar el ADN, por ejemplo,
como se ilustra en el flujo de trabajo de los kits de preparacion de muestras de ADN de Nextera™ (lllumina, Inc.), en
donde el ADN genoémico puede fragmentarse mediante un transposoma modificado por ingenieria genética que
fragmenta y etiqueta simultdneamente (“tagmentacién) el ADN de entrada, creando de este modo una poblacién de
moléculas de acido nucleico fragmentadas que comprenden secuencias adaptadoras Unicas en los extremos de los
fragmentos.

Algunos aspectos pueden incluir el uso de una transposasa Tn5 hiperactiva y un sitio de reconocimiento de
transposasa de tipo Tn5 (Gory Shin y Reznikoff, J. Biol. Chem., 273:7367 (1998)), 0 una transposasa MuA y un sitio
de reconocimiento de transposasa Mu que comprende secuencias terminales R1 y R2 (Mizuuchi, K., Cell, 35: 785,
1983; Savilahti, H, y col., EMBO J., 14: 4893, 1995). Un sitio de reconocimiento de transposasa ilustrativo que forma
un complejo con una transposasa Tn5 hiperactiva (por ejemplo, Transposasa EZ-Tn5™, Epicentre Biotechnologies,
Madison, Wis.).

Como ejemplos adicionales de sistemas de trasposicién que pueden utilizarse con determinados aspectos
proporcionados en la presente memoria se incluyen Tn552 de Staphylococcus aureus (Colegio y col., J. Bacteriol.,
183: 2384-8, 2001; Kirby C y col., Mol. Microbiol., 43: 173-86, 2002), Ty1 (Devine y Boeke, Nucleic Acids Res., 22:
3765-72, 1994 y la Publicacién Internacional WO 95/23875), el Transpos6on Tn7 (Craig, N L, Science. 271: 1512,
1996; Craig, N L, Revisado en: Curr Top Microbiol Immunol., 204:27-48, 1996), Tn/O e I1S10 (Kleckner N, y col, Curr
Top Microbiol Immunol., 204:49-82, 1996), la transposasa Mariner (Lampe D J, y col., EMBO J., 15: 5470-9, 1996),
Tc1 (Plasterk RH, Curr. Topics Microbiol. Immunol., 204: 125-43, 1996), elemento P (Gloor, GB, Methods Mol. Biol.,
260:97-114, 2004), Tn3 (Ichikawa y Ohtsubo, J Biol. Chem. 265:18829-32, 1990}, secuencias de insercion bacterianas
(Ohtsubo y Sekine, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 204: 1-26, 1996), retrovirus (Brown, y col., Proc Natl Acad Sci USA,
86:2525-9, 1989), y retrotransposén de levadura (Boeke y Corces, Annu Rev Microbiol. 43:403-34, 1989). Algunos
ejemplos adicionales incluyen IS5, Tn10, Tn903, IS911, y versiones modificadas por ingenieria genética de enzimas
de la familia de las transposasas (Zhang y col., (2009) PLoS Genet. 5:21000689. Epub 2009 Oct. 16; Wilson C. y col.
(2007) J. Microbiol. Methods 71:332-5).

Ensayo de cromatina accesible por transposasa utilizando secuenciacion (TACA-seq) se refiere a un método rapido y
sensible de analisis epigendmico integrador. ATAC-seq captura sitios de cromatina abiertos y revela interaccién entre
ubicaciones genémicas de cromatina abierta, proteinas de unién a ADN, nucleosomas individuales y compactacién de
orden superior en regiones reguladoras con resolucién de nucleétidos. Se han descubierto clases de factores de unién
al ADN que evitan estrictamente los nucleosomas, los toleran o tienden a solaparse con ellos. Utilizando ATAC-seq,
se midieron y evaluaron los epigenomas diarios en serie de linfocitos T humanos en reposo y se evaluaron a partir de
una pro banda mediante extracciones de sangre estandar, lo que demuestra la viabilidad de la lectura de los
epigenomas personales en escalas de tiempo clinicas para monitorizar la salud y la enfermedad. Mas especificamente,
TACA-seq puede realizarse tratando la cromatina de una célula con un complejo enzimatico de insercion para producir
fragmentos marcados de ADN gendmico. En esta etapa, la cromatina esta tagmentada (por ejemplo, fragmentada y
marcada en la misma reaccién) utilizando una enzima de insercion tal como Tn5 0 MuA que escinde el ADN genémico
en regiones abiertas en la cromatina y afiade adaptadores a ambos extremos de los fragmentos.

En algunos casos, las condiciones pueden ajustarse para obtener un nivel deseable de insercion en la cromatina (p.
ej., para que se produzca una insercion, en promedio, cada 50 a 200 pares de bases en regiones abiertas). La
cromatina utilizada en el método, puede fabricarse mediante cualquier método adecuado. En algunos aspectos, los
nucleos pueden aislarse y someterse a lisis, y la cromatina puede purificarse adicionalmente, p. €j., de la envoltura
nuclear. En otros aspectos, la cromatina puede aislarse poniendo en contacto nicleos aislados con el tamp6én de
reaccion. En estos aspectos, se puede producir la lisis de los nucleos aislados al ponerse en contacto con el tampén
de reaccién (que comprende complejos enzimaticos de insercidn y otros reactivos necesarios), lo que permite el
acceso de la enzima de insercién a la cromatina. En estos aspectos, el método puede comprender aislar nlcleos de
una poblacién de células; y combinar los nlcleos aislados con la transposasa y adaptadores, en donde la combinacion
da como resultado la lisis de los nucleos para liberar dicha cromatina y la produccion de fragmentos de ADN genémico
marcados con adaptador. La cromatina no requiere reticulacién como en otros métodos (p. ej., los métodos ChlIP-
SEQ).

Después de que la cromatina se ha fragmentado y marcado para producir fragmentos marcados de ADN genomico,
al menos algunos de los fragmentos marcados con adaptador se secuencian para producir una pluralidad de lecturas
de secuencia. Los fragmentos pueden secuenciarse utilizando cualquier método adecuado. Por ejemplo, los
fragmentos pueden secuenciarse utilizando el método de terminador reversible de lllumina, el método de
pirosecuenciacién de Roche (454), la secuenciacion de Life Technologies mediante ligamiento (la plataforma SOLID)
o la plataforma lon Torrent de Life Technologies. En las siguientes referencias se describen ejemplos de dichos
métodos: Margulies y col. (Nature 2005 437: 376-80); Ronaghi y col. (Analytical Biochemistry 1996 242: 84-
9); Shendure y col. (Science 2005 309: 1728-32); Imelfort y col. (Brief Bioinform. 2009 10:609-18); Fox y col. (Methods
Mol Biol. 2009;553:79-108); Appleby y col. (Methods Mol Biol. 2009; 513:19-39) y Morozova y col. (Genomics. 2008
92:255-64). Como seria evidente, durante la etapa de amplificacién, a los extremos de los fragmentos pueden afiadirse
sitios cebadores de secuenciacién directos e inversos que sean compatibles con una plataforma de secuenciacion de
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préxima generacion seleccionada. En ciertos aspectos, los fragmentos pueden amplificarse utilizando cebadores de
PCR que se hibridan con las etiquetas que se han afiadido a los fragmentos, donde el cebador utilizado para la PCR
tiene colas 5' que son compatibles con una plataforma de secuenciacion particular. En la solicitud PCT n.. PCT/US
2014/038825, se exponen métodos para realizar ATAC-seq.

El término “cromatina”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un complejo de moléculas que incluyen
proteinas y polinucledtidos (p. ej., ADN, ARN), como se encuentran en un nlcleo de una célula eucariota. La cromatina
esta compuesta en parte por proteinas histonas que forman nucleosomas, ADN genémico y otras proteinas de unién
a ADN (p. €j., factores de transcripcion) que generalmente estan unidas al ADN genémico.

La secuenciacién por transposicion conservando la contiglidad (CPT-seq, por las siglas del inglés contiguity-
preserving transposition sequencing) se refiere a un método de secuenciacion que al mismo tiempo conserva la
informacién de contigliidad utilizando transposasa para mantener la asociacién de fragmentos de acido nucleico molde
adyacentes en el acido nucleico diana. Por ejemplo, puede realizarse CPT en un acido nucleico, tal como en ADN o
ARN. El &cido nucleico de CPT puede capturarse mediante hibridacién de oligonucleétidos complementarios que
tienen indices o codigos de barras Unicos e inmovilizarse sobre un soporte sélido. En algunos aspectos, el
oligonucleétido inmovilizado sobre el soporte sélido puede comprender ademas sitios de unién al cebador, indices
moleculares Unicos, ademas de codigos de barras. Ventajosamente, dicho uso de transposomas para mantener la
proximidad fisica de los acidos nucleicos fragmentados aumenta la probabilidad de que los acidos nucleicos
fragmentados de la misma molécula original, por ejemplo, cromosoma, reciban el mismo codigo de barras nico e
informacién de indice de los oligonucleotidos inmovilizados sobre un soporte sélido. Esto dara como resultado una
biblioteca de secuenciacién unida de forma contigua con codigos de barras unicos. La biblioteca de secuenciacion
unida de forma contigua puede secuenciarse para obtener informacién de secuencia contigua. Las particulas de
contiglidad descritas en la presente memoria pueden ponerse en contacto con los reactivos de CPT-Seq para la
realizacion de CPT-Seq en los acidos nucleicos extraidos de una célula.

Como se utiliza en la presente memoria, la expresion “informacion de contiglidad” se refiere a una relacién espacial
entre dos o mas fragmentos de ADN basandose en informacién compartida. El aspecto compartido de la informacién
puede ser con respecto a las relaciones espaciales adyacentes, compartimentales y de distancia. La informacioén con
respecto a estas relaciones facilita a su vez el ensamblaje jerarquico o el mapeo de las lecturas de secuencia derivadas
de los fragmentos de ADN. Esta informacién de contigliidad mejora la eficiencia y la precisién de dicho ensamblaje o
mapeo, ya que los métodos de ensamblaje o mapeo tradicionales utilizados junto con secuenciacion de escopeta
(shotgun) convencional, no tienen en cuenta los origenes gendmicos relativos o las coordenadas de las lecturas de
secuencias individuales en lo que respecta a la relacion espacial entre los dos o mas fragmentos de ADN de los que
se obtuvieron las lecturas de secuencias individuales.

Por lo tanto, segun los aspectos descritos en la presente memoria, los métodos de captura de informacién de
contigliidad pueden lograrse mediante métodos de contigiiidad de corto alcance para determinar relaciones espaciales
adyacentes, métodos de contigliidad de medio alcance para determinar las relaciones espaciales compartimentales o
métodos de contigliidad de largo alcance para determinar las relaciones espaciales de distancia. Estos métodos
facilitan la precisién y la calidad del ensamblaje 0 mapeo de secuencias de ADN, y pueden utilizarse con cualquier
método de secuenciacién, tal como los descritos en la presente memoria.

La informacion de contiglidad incluye los origenes gendmicos relativos o las coordenadas de las lecturas de
secuencias individuales en lo que respecta a la relacion espacial entre los dos o mas fragmentos de ADN de los que
se obtuvieron las lecturas de secuencias individuales. En algunos aspectos, la informacién de contigliidad incluye
informacién de secuencia de lecturas de secuencia no superpuestas.

En algunos aspectos, la informacién de contigiiidad de una secuencia de &cido nucleico diana es indicativa de
informacion de haplotipo. En algunos aspectos, la informacién de contiglidad de una secuencia de acido nucleico
diana es indicativa de variantes genémicas.

La secuenciacién indexada combinatoria de células individuales (SCl-seq, single cell combinatorial indexed
sequencing) es una técnica de secuenciacion para generar simultdneamente miles de bibliotecas de células
individuales de paso bajo para la deteccion de variantes de nimero de copias somaticas.

Por consiguiente, se pueden realizar multiples coensayos en particulas de contigiiidad con el fin de analizar los acidos
nucleicos, incluyendo los ensayos descritos en la presente memoria, solos o en combinacién con cualquier otro
ensayo.

Las particulas de contigliidad indexadas también se pueden cargar directamente en las celdas de flujo mantenidas a
través de un matiz de postes/micropocillos. Las bibliotecas indexadas se liberan de las particulas de contiglidad
(liberacién quimica/temperatura) y se unen a la celda de flujo. Esto permite un enfoque de indexacién potenciada en
donde el primer nivel de indexacion proviene de la ubicacion espacial y, a continuacién, el siguiente nivel proviene de
las bibliotecas indexadas a partir de una Unica particula de contigliidad. Alternativamente, las bibliotecas indexadas
extraidas de las particulas de contigliidad pueden cargarse colectivamente en la celda de flujo.
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En algunos aspectos, una particula de contigilidad se pone en contacto con uno o mas reactivos para el procesamiento
de acidos nucleicos. En algunos aspectos, los reactivos pueden incluir agentes de lisis, agentes de purificacioén de
acidos nucleicos, agentes de amplificacion de ADN, agentes de tagmentacién, agentes de PCR, u otros agentes
utilizados en el procesamiento de materiales genéticos. Por lo tanto, la particula de contigliidad proporciona un
microambiente para las reacciones controladas de los &cidos nucleicos.

En algunos aspectos, la preparacion completa de la biblioteca de ADN se puede lograr sin problemas dentro de la
particula de contigliidad con multiples intercambios de reactivos que atraviesan el hidrogel poroso mientras se retiene
el ADNg y sus productos de biblioteca dentro de la cubierta polimérica. El hidrogel puede ser resistente a altas
temperaturas de hasta 95 °C durante varias horas para soportar diferentes reacciones bioquimicas.

Como se utiliza en la presente memoria, los términos “aislado”, “aislar”, “aislamiento”, “purificado™, “purificar”,
“purificaciéon” y equivalentes gramaticales de los mismos, como se utilizan en la presente memoria, a menos que se
especifique lo contrario, se refieren a la reduccién de la cantidad de al menos un contaminante (tal como una proteina
y/o una secuencia de acido nucleico) de una muestra o de una fuente (p. gj., una célula) de la que se aisla el material.
Por lo tanto, la purificacion da lugar a un “enriquecimiento”, por ejemplo, un aumento de la cantidad de una proteina
y/o0 una secuencia de acido nucleico deseables en la muestra.

Después de la lisis y el aislamiento de los acidos nucleicos, se puede realizar amplificacién, tal como la amplificacién
por desplazamiento multiple (MDA, muitiple displacement amplification), que es una técnica muy utilizada para
amplificar bajas cantidades de ADN, especialmente de células individuales. En algunos aspectos, los acidos nucleicos
se amplifican, se secuencian o se utilizan para la preparacion de bibliotecas de acido nucleico. Como se utiliza en la
presente memoria, los términos “amplificar”, “amplificado” o “amplificacién”, como se utilizan en referencia a un acido
nucleico o a reacciones de acido nucleico, se refieren a métodos in vitro para preparar copias de un acido nucleico
particular, tal como un &cido nucleico diana, o un acido nucleico asociado a una particula de contigliidad, por ejemplo,
mediante un aspecto de la presente descripcion. En la técnica se conocen numerosos métodos de amplificacion de
acidos nucleicos, y las reacciones de amplificacion incluyen reacciones en cadena de la polimerasa, reacciones en
cadena de la ligasa, reacciones de amplificaciéon por desplazamiento de cadena, reacciones de amplificacién por
circulo rodante, ciclos de amplificacién basados en emparejamiento y bucles multiples (MALBAC, muitiple annealing
and looping based amplification cycles), métodos de amplificacion mediados por transcripcién tales como NASBA
(nucleic acid sequence based amplification, amplificacién basada en secuencias de acidos nucleicos), métodos de
amplificacién mediada por bucle (p. ej., amplificacién “LAMP”, loop-mediated isothermal ampilification), utilizando
secuencias formadoras de bucle. El acido nucleico que se amplifica puede ser ADN que comprenda, consista en, o
derive de ADN o ARN o de una mezcla de ADN y ARN, incluyendo ADN y/o ARN modificados. Los productos
resultantes de la amplificacion de una molécula o moléculas de acido nucleico (por ejemplo, “productos de
amplificacién’), tanto si el acido nucleico de partida es ADN, ARN o ambos, pueden ser ADN o ARN, o una mezcla de
nucledsidos o nucledtidos tanto de ADN como de ARN, o pueden comprender nucleésidos o nucleétidos de ADN o
ARN modificados. Una “copia” no significa necesariamente una complementariedad o identidad de secuencia perfecta
con la secuencia diana. Por ejemplo, las copias pueden incluir analogos de nucleétidos tales como desoxiinosina o
desoxiuridina, alteraciones de secuencia deliberadas (tales como alteraciones de secuencia introducidas a través de
un cebador que comprende una secuencia que es hibridable con, pero no complementaria a, la secuencia diana y/o
errores de secuencia que se producen durante la amplificacién.

Los acidos nucleicos asociados a la particula de contigiiidad pueden amplificarse segin cualquier metodologia de
amplificacién adecuada conocida en la técnica. En algunos aspectos, los &cidos nucleicos se amplifican en la particula
de contigliidad. En algunos aspectos, la particula de contigliidad se captura en un soporte sélido y se degrada, en
donde los acidos nucleicos se liberan sobre el soporte solido y los acidos nucleicos se amplifican sobre el soporte
solido.

Se apreciara que, para amplificar acidos nucleicos, puede utilizarse cualquiera de las metodologias de amplificacion
descritas en la presente memoria o generalmente conocidas en la técnica, con cebadores universales o especificos
de diana. Como métodos de amplificaciéon adecuados se incluyen, aunque no de forma limitativa, la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), la amplificacién por desplazamiento de cadena (SDA, por sus siglas en inglés), la amplificacién
mediada por transcripcion (TMA, por sus siglas en inglés) y la amplificacién basada en secuencias de acidos nucleicos
(NASBA, por sus siglas en inglés), como se describe en la patente US-8.003.354. Los métodos de amplificacion
anteriores pueden emplearse para amplificar uno 0 mas acidos nucleicos de interés. Por ejemplo, para amplificar
acidos nucleicos, puede utilizarse PCR, incluyendo PCR muiltiple, SDA, TMA, NASBA y métodos similares. En algunos
aspectos, en la reaccién de amplificacion se incluyen cebadores dirigidos especificamente al acido nucleico de interés.

Otros métodos adecuados para la amplificacion de acidos nucleicos pueden incluir tecnologias de extensién y
ligamiento de oligonucleétidos, amplificacion por circulo rodante (RCA) [Lizardi y col., Nat. Genet. 19:225-232 (1998))
y ensayo de ligamiento de oligonucleétido (OLA, por sus siglas en inglés) (Ver generalmente la patente US 7.582.420,
US-5.185.243, US-5.679.524 y US-5.573.907; EP 0 320 308 B1;EP 0 336 731 B1;EP 0 439 182 B1; WO
90/01069; WO 89/12696; y WO 89/09835. Se apreciara que estas metodologias de amplificacién pueden disefiarse
para amplificar acidos nucleicos. Por ejemplo, en algunos aspectos, el método de amplificacion puede incluir
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amplificacién de sonda de ligamiento o reacciones de ensayo de ligamiento de oligonucleétidos (OLA) que contienen
cebadores dirigidos especificamente al acido nucleico de interés. En algunos aspectos, el método de amplificacion
puede incluir una reaccion de extension-ligamiento de cebador que contenga cebadores dirigidos especificamente al
acido nucleico de interés, y que son capaces de pasar a través de los poros de hidrogel. Como ejemplo no limitativo
de cebador de extensién y cebadores de ligamiento que pueden disefiarse especificamente para amplificar un acido
nucleico de interés, la amplificacion puede incluir cebadores utilizados para el ensayo GoldenGate (lllumina, Inc., San
Diego, CA) como se ilustra en las patentes n.? 7.582.420 y 7.611.869. En cada uno de los métodos descritos, los
reactivos y componentes implicados en la reaccién del acido nucleico son capaces de pasar a través de los poros de
la particula de contigliidad mientras retienen el propio acido nucleico dentro de la particula de contigliidad.

En algunos aspectos, los acidos nucleicos se amplifican metodologias de amplificacién en grupo como se ilustra en
las descripciones de las patentes US-7.985.565 y US-7.115.400. Los materiales de las patentes estadounidenses US-
7.985.565 y US-7.115.400 describen métodos de amplificacion de acido nucleico, que permiten que los productos de
amplificacién se inmovilicen sobre un soporte sélido para formar matrices compuestas por grupos o “colonias” de
moléculas de &cido nucleico inmovilizadas. Cada grupo o colonia en dicha matriz se forma a partir de una pluralidad
de cadenas de polinucleétidos idénticas inmovilizadas y una pluralidad de cadenas de polinucleétidos
complementarias inmovilizadas idénticas. Las matrices asi formadas se denominan generalmente en la presente
memoria “matrices agrupadas”. Los productos de reacciones de amplificacion en fase s6lida, tales como los descritos
en las patentes n.? 7.985.565 y 7.115.400 son las denominadas estructuras “puente” formados por el emparejamiento
de pares de cadenas de polinucleétidos inmovilizadas y cadenas complementarias inmovilizadas, inmovilizandose
ambas cadenas sobre el soporte solido en el extremo 5', preferiblemente mediante una unién covalente. Las
metodologias de amplificacién de grupos son ejemplos de métodos en donde para producir amplicones inmovilizados
se utiliza un molde de acido nucleico inmovilizado. También pueden utilizarse otras metodologias adecuadas para
producir amplicones inmovilizados a partir de fragmentos de ADN inmovilizados producidos segun los métodos
proporcionados en la presente memoria. Por ejemplo, pueden formarse uno o mas grupos o colonias mediante PCR
en fase sélida si uno o ambos cebadores de cada par de cebadores de amplificacién se inmovilizan. En algunos
aspectos, los acidos nucleicos se amplifican en la particula de contiglidad y, a continuacién, se depositan en una
matriz o en un soporte sélido en un grupo.

Otros métodos de ampilificacién incluyen amplificacion isotérmica. Como ejemplos de métodos de ampilificacion
isotérmica que pueden utilizarse se incluyen, pero sin limitacion, amplificacién por desplazamiento multiple (MDA,
multiple displacement amplification) como se ilustra, por ejemplo, en Dean y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU.
99:5261-66 (2002) o amplificacién isotérmica de acido nucleico por desplazamiento de cadena ilustrada, por ejemplo,
en la patente US- US-6.214.587. Otros métodos no basados en PCR que pueden utilizarse en la presente divulgacién
incluyen, por ejemplo, amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA) que se describe, por ejemplo, en Walker y
col., Molecular Methods for Virus Detection, Academic Press, Inc., 1995; la patente 5.455.166 y US-5.130.238, y en
Walker y col., Nucl. Acids Res. 20:1691-96 (1992) o amplificacion por desplazamiento de cadena hiperramificada que
se describe, por ejemplo, en Lage y col., Genome Research 13:294-307 (2003). Para la amplificacion aleatoria de
cebador de ADN gendmico, pueden utilizarse métodos de amplificacién isotérmica con la polimerasa Phi 29 de
desplazamiento de cadena o el fragmento grande de ADN polimerasa de Bst, exo- 5'->3'. El uso de estas polimerasas
aprovecha su alta procesividad y actividad de desplazamiento de cadenas. La alta procesividad permite que las
polimerasas produzcan fragmentos que tienen una longitud de 10-20 kb. Como se ha expuesto anteriormente, pueden
producirse fragmentos mas pequefios en condiciones isotérmicas utilizando polimerasas que tienen baja procesividad
y actividad de desplazamiento de cadena tal como la polimerasa Klenow. Una descripcion adicional de reacciones,
condiciones y componentes de amplificacion, se expone en detalle en la divulgacion de patente US-7.670.810. En
algunos aspectos, las polimerasas, los reactivos y los componentes requeridos para realizar estas reacciones de
amplificacién son capaces de pasar a través de los poros de las particulas de contiglidad para interactuar con los
acidos nucleicos, amplificando de este modo los acidos nucleicos dentro de las perlas de hidrogel. En algunos
aspectos, los hexameros aleatorios se emparejan con el ADN desnaturalizado seguido de la sintesis de
desplazamiento de cadena a una temperatura constante en presencia de una enzima catalizadora, Phi 29. Esto da
como resultado la amplificacién de ADN dentro de las particulas de contigliidad como se confirma por un aumento en
la intensidad de fluorescencia (el ADN se tifié con SYTOX) después de MDA. Independientemente, también puede
realizarse tagmentacion basada en Nextera después de la lisis y limpieza y posterior amplificacion de ADNg mediante
PCR, como lo indica un aumento sustancial de la intensidad de fluorescencia dentro de las particulas de contigliidad
después de la tagmentacion Nextera y la PCR. Después de esta preparacion de la biblioteca Nextera, las particulas
de contiglidad pueden calentarse hasta 80 °C durante 3 minutos para liberar el contenido de las particulas de
contigiidad, es decir, los productos de la biblioteca listos para secuenciar de una célula.

Otro método de amplificacion de &cidos nucleicos que es util en la presente descripcion es la PCR con marcaje que
utiliza una poblacién de cebadores de dos dominios que tienen una region 5’ constante seguida por una region 3'
aleatoria como se describe, por ejemplo, en Grothues y col. Nucleic Acids Res. 21(5): 1321-2 (1993). Las primeras
rondas de amplificacién se llevan a cabo para permitir una multitud de iniciaciones en ADN desnaturalizado por calor
basadas en hibridacién individual de |a regién 3’ sintetizada al azar. Debido a la naturaleza de la region 3', se contempla
que los sitios de iniciacién sean aleatorios en todo el genoma. Posteriormente, los cebadores no unidos pueden
retirarse y puede producirse una replicacion adicional utilizando cebadores complementarios a la regién 5 constante.
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En algunos aspectos, los acidos nucleicos se secuencian en total o en parte en las particulas de contiglidad. Los
acidos nucleicos pueden secuenciarse segun cualquier metodologia de secuenciacidon adecuada, tal como
secuenciacion directa, incluyendo secuenciacién por sintesis, secuenciacion por ligamiento, secuenciacion por
hibridacién, secuenciacion de nanoporos y similares.

Una metodologia de secuenciacion es la secuenciacion por sintesis (SBS, sequencing-by-synthesis). En la SBS, para
determinar la secuencia de nucleétidos en el molde, se controla la extensiéon de un cebador de acido nucleico a lo
largo de un molde de acido nucleico (p. €j., un acido nucleico o amplicén del mismo). El proceso quimico subyacente
puede ser la polimerizacién (p. €j., catalizada por una enzima polimerasa). En un aspecto particular de SBS basada
en polimerasa, se afiaden nucleétidos etiquetados con fluorescencia a un cebador (extendiéndose de ese modo el
cebador) de una manera dependiente del molde, de tal modo que, para determinar la secuencia del molde, pueda
utilizarse la deteccién del orden y tipo de nucleétidos afiadidos al cebador.

Uno o més acidos nucleicos amplificados pueden someterse a una SBS o a otra técnica de deteccion que implique el
suministro repetido de reactivos en ciclos. Por ejemplo, para iniciar un primer ciclo de SBS, uno o mas nucleétidos
marcados, una ADN polimerasa, etc., pueden fluir hacia/a través de una particula de contiglidad que contenga una o
mas moléculas de acido nucleico amplificado. Pueden detectarse aquellos sitios en los que la extension del cebador
provoque la incorporacién de un nucledtido marcado. Opcionalmente, los nucleétidos pueden incluir ademas una
propiedad de terminacién reversible que finalice la extension adicional del cebador una vez que se haya afiadido un
nucleétido a un cebador. Por ejemplo, a un cebador se le puede afiadir un analogo de nucleétido que tenga una
fraccion de terminacion reversible, de modo que no se pueda producir la extension posterior hasta que se suministre
un agente desbloqueante para eliminar la fraccion. Por lo tanto, para aspectos que utilizan terminacién reversible,
puede suministrarse un reactivo de desbloqueo a la celda de flujo (antes o después de que se produzca la deteccion).
Los lavados pueden llevarse a cabo entre los diversos pasos de suministro. Después, el ciclo puede repetirse n veces
para extender el cebador en n nucleétidos, detectando de este modo una secuencia de longitud n. Se describen
procedimientos de SBS, sistemas de fluidos y plataformas de deteccion ilustrativos que pueden adaptarse facilmente
para su uso con amplicones producidos mediante los métodos de la presente divulgacion, por ejemplo, en Bentley y
col., Nature 456:53-59 (2008), en el documento WO 04/018497;la patente US-7.057.026; WO 91/06678; WO
07/123744; la patente US-7.329.492; la patente US-7.211.414; la patente US-7.315.019; la patente n.2 7.405.281 y
documento US 2008/0108082.

Pueden utilizarse otros procedimientos de secuenciacién que utilizan reacciones ciclicas, como la pirosecuenciacion.
La pirosecuenciacién detecta la liberaciéon de pirofosfato inorganico (PPi} a medida que se incorporan nucleétidos
particulares en una cadena de &cido nucleico incipiente (Ronaghi, y col., Analytical Biochemistry 242(1), 84-9
(1996); Ronaghi, Genome Res. 11(1), 3-11 (2001); Ronaghi y col. Science 281(5375), 363 (1998); la patente US-
6.210.891; la patente US-6.258.568 y la patente US-6.274.320). En la pirosecuenciacion, el PPi liberado se puede
detectar convirtiéndolo inmediatamente en trifosfato de adenosina (ATP) por la ATP sulfurilasa, y el nivel de ATP
generado se puede detectar mediante fotones producidos por luciferasa. Por lo tanto, la reaccién de secuenciacion se
puede controlar a través de un sistema de deteccién de luminiscencia. Las fuentes de radiacién de excitacion utilizadas
para los sistemas de detecciobn a base de fluorescencia no son necesarias para los procedimientos de
pirosecuenciacion. Los sistemas fluidicos, detectores y procedimientos Utiles que pueden adaptarse para la aplicacion
de la pirosecuenciacién a los amplicones producidos segun la presente descripcion se describen, por ejemplo, en la
solicitud de patente con nimero de PCT/US11/57111, US-2005/0191698 A1, patente US-7.595.883, y la patente US-
7.244.559.

Algunos aspectos pueden utilizar métodos que suponen la monitorizacién en tiempo real de la actividad de la ADN
polimerasa. Por ejemplo, las incorporaciones de nucledtidos pueden detectarse a través de interacciones de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET, fluorescence resonance energy transfer) entre una
polimerasa portadora de fluoréforo y nucleétidos marcados con y-fosfato, o con guias de onda de modo cero (ZMW,
zero mode waveguides). Se describen técnicas y reactivos de secuenciacion basada en FRET, por ejemplo, en Levene
y col. Science 299, 682-686 (2003); Lundquist y col. Opt. Lett. 33, 1026-1028 (2008); Korlach y col. Proc. Natl. Acad.
Sci. EE. UU. 105, 1176-1181 (2008).

Algunos aspectos de SBS incluyen la deteccién de un protén liberado tras la incorporacion de un nucleétido en un
producto de extensién. Por ejemplo, en la secuenciacion basada en la deteccién de protones liberados, puede
utilizarse un detector eléctrico y técnicas asociadas que estan disponibles en el comercio. Son ejemplos de dichos
sistemas de secuenciacién, la pirosecuenciacion (p. €j., la plataforma de 454 Life Sciences, una filial de Roche,
disponible en el comercio), la secuenciacién utilizando nucleétidos marcados con y-fosfato (p. €j., la plataforma de
Pacific Biosciences disponible en el comercio) y la secuenciacion utilizando deteccion de protones (p. €j., la plataforma
de lon Torrent filial de Life Technologies, disponible en el comercio) o los métodos y sistemas de secuenciacion
descritos en los documentos US 2009/0026082 A1; US-2009/0127589 A1; US-2010/0137143 A1; 0 US-2010/0282617
A1. Los métodos expuestos en la presente descripcion para amplificar acidos nucleicos diana utilizando exclusién
cinética pueden aplicarse facilmente a sustratos utilizados para detectar protones. Mas especificamente, los métodos
expuestos en la presente memoria pueden utilizarse para producir poblaciones clonales de amplicones que se utilizan
para detectar protones.
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Otra técnica de secuenciacion es la secuenciaciéon de nanoporos (véase, por ejemplo, Deamer y col. Trends
Biotechnol. 18, 147-151 (2000); Deamer y col. Acc. Chem. Res. 35:817-825 (2002); Li y col. Nat. Mater. 2:611-615
(2003)). En algunos aspectos de secuenciacion de nanoporos, el acido nucleico diana o los nucleétidos individuales
eliminados de un acido nucleico diana pasan a través de un nanoporo. A medida que el acido nucleico o el nucledtido
pasa a través del nanoporo, cada tipo de nucleétido puede identificarse midiendo las fluctuaciones en la conductancia
eléctrica del poro. (Patente US-7.001.792; Soniy col. Clin. Chem. 53, 1996-2001 (2007); Healy, Nanomed. 2, 459-481
(2007); Cockroft y col. J. Am. Chem. Soc. 130, 818-820 [2008]).

Los métodos ilustrativos para el analisis de expresién y genotipado basados en matriz que pueden aplicarse a la
deteccién segun la presente divulgacion se describen en las patentes US-7.582.420; US-6.890.741; US-
6.913.884 0 US-6.355.431 o publicacién de patente US-2005/0.053.980 A1; 2009/0186349 A1 o US 2005/0181440
Al.

En los métodos de aislamiento de acidos nucleicos, amplificacién y secuenciacion, como se describe en la presente
memoria, se utilizan diversos reactivos para el aislamiento y la preparacion de acido nucleico. Dichos reactivos pueden
incluir, por ejemplo, lisozima, proteinasa K, hexameros aleatorios, polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa de ©29,
polimerasa de Taq, polimerasa de Bsu), transposasa (por ejemplo, Tn5), cebadores (por ejemplo, secuencias
adaptadoras P5 y P7), ligasa, enzima catalizadora, desoxinucledétido trifosfatos, tampones o cationes divalentes. Estos
reactivos pasan a través de los poros de las particulas de contigliidad, mientras que el material genético queda retenido
dentro de las particulas de contiglidad. Una ventaja de los métodos expuestos en la presente memoria es que
proporcionan un microambiente para el procesamiento de acidos nucleicos en una particula de contigiidad.

Los adaptadores pueden incluir sitios de cebadores de secuenciacioén, sitios de cebadores de amplificacion e indices.
Como se utiliza en la presente memoria, un “indice” puede incluir una secuencia de nucleétidos que puede utilizarse
como un identificador molecular y/o cédigo de barras para etiquetar un acido nucleico y/o para identificar la fuente de
un &cido nucleico. En algunos aspectos, puede utilizarse un indice para identificar un acido nucleico individual, o una
subpoblacion de acidos nucleicos. En algunos aspectos, las bibliotecas de acidos nucleicos se pueden preparar dentro
de una particula de contigliidad. En algunos aspectos, una Unica célula puede procesarse para obtener acidos
nucleicos para asociarlos con una particula de contigliidad y, a continuacién, puede utilizarse para la indexacién
combinatoria de los acidos nucleicos, por ejemplo, utilizando un enfoque de secuenciacién de transposicién con
preservacion de la contigiiidad (CPT-Seq). En algunos aspectos, el ADN de una dnica célula puede codificarse
mediante la encapsulacion de una Unica célula después de la amplificacién de WGA con transposones con codigo de
barras.

Los aspectos de los métodos y técnicas de “indexacion espacial” descritos en la presente memoria acortan el analisis
de datos y simplifican el proceso de preparacién de bibliotecas a partir de células individuales y moléculas de ADN
largas. Los protocolos existentes para la secuenciacion de células individuales requieren una separacion fisica
eficiente de las células y un cédigo de barras Unico para cada célula aislada y la agrupacién de todo para realizar la
secuenciacion. Los protocolos actuales para lecturas largas sintéticas también requieren engorrosos pasos de
codificacion de barras y agrupan cada fragmento del cédigo de barras para secuenciarlo y permitir el andlisis de datos
para distinguir la informacion genética que proviene de cada célula con coédigo de barras. Durante estos largos
procesos también hay una pérdida de material genético que provoca pérdidas en las secuencias. Los aspectos
descritos en la presente memoria no solo acortan el proceso sino que también aumentan la resolucién de datos para
células individuales. Ademas, los aspectos proporcionados en la presente memoria simplifican el ensamblaje de
genomas de nuevos organismos. Los aspectos descritos en la presente memoria pueden utilizarse para revelar
variaciones genéticas raras y la coaparicién de mutaciones. En algunos aspectos, la biblioteca de ADN confinada en
las particulas de contigliidad hasta su liberacién brinda la oportunidad de controlar el tamafio de los fragmentos que
se liberan en la superficie controlando el proceso de liberacion y la formulacion del hidrogel.

En algunos aspectos, la biblioteca puede amplificarse utilizando sitios cebadores en las secuencias adaptadoras, y
secuenciarse utilizando sitios cebadores secuenciadores en las secuencias adaptadoras. En algunos aspectos, las
secuencias adaptadoras pueden incluir indices para identificar la fuente de los acidos nucleicos. La eficiencia de los
pasos de amplificacién posteriores se puede reducir mediante la formacion de dimeros cebadores. Para aumentar la
eficiencia de los pasos de amplificacién posteriores, los adaptadores monocatenarios no ligados pueden eliminarse
de los productos de ligamiento.

Preparacién de bibliotecas de acidos nucleicos con particulas de contigliidad

Algunos aspectos del sistema, los métodos y las composiciones proporcionadas en la presente memoria incluyen
métodos en los que los adaptadores se ligan a los acidos nucleicos diana. Los adaptadores pueden incluir sitios de
unién de cebadores de secuenciacion, sitios de unién de cebadores de amplificacion e indices. Por ejemplo, un
adaptador puede incluir una secuencia P5, una secuencia P7 o un complemento de las mismas. Como se utiliza en la
presente memoria, una secuencia P5 comprende una secuencia definida por la sec. con nim. de ident.: 1
(AATGATACGGCGACCACCGA) y una secuencia P7 comprende una secuencia definida por la sec. con nim. de
ident.: 2 (CAAGCAGAAGACGGCATACGA). En algunos aspectos, la secuencia P5 o P7 puede incluir ademas un
polinucleétido espaciador, que puede tener de 1 a 20, tal como de 1 a 15, o de 1 a 10, nucleétidos, tal como 2, 3, 4, 5,
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6, 7, 8, 9, o 10 nucledtidos de longitud. En algunos aspectos, el espaciador incluye 10 nucleétidos. En algunos
aspectos, el espaciador es un espaciador poliT, tal como un espaciador 10T. Los nucleétidos espaciadores pueden
incluirse en los extremos 5' de los polinucleétidos, que pueden unirse a un soporte adecuado mediante un enlace con
el extremo 5' del polinucledtido. Una union puede lograrse a través de un nucledfilo que contiene azufre, tal como
fosforotioato, presente en el extremo 5' del polinucleétido. En algunos aspectos, el polinucleétido incluira un espaciador
poliT y un grupo fosforotioato 5. Por lo tanto, en algunos aspectos, la secuencia P5 es 5'fosforotioato-
TTTTTTTTAATGATGGCGACCGA-3', (Id. de sec. n.° 3} y en algunos aspectos, la secuencia P7 es 5'fosforotioato-
TTTTTTTTTT CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3' (Id. de sec. n.*: 4).

Los indices pueden ser utiles para identificar la fuente de una molécula de acido nucleico. En algunos aspectos, un
adaptador puede modificarse para impedir la formacién de concatameros, por ejemplo mediante la adiciéon de grupos
de blogueo que impidan la extensién del adaptador en uno o ambos extremos. Como ejemplos de grupos de bloqueo
en 3' se incluyen un C3 espaciador en 3', un didesoxinucleétido y una unién a un sustrato. Como ejemplos de grupos
de blogueo en 5' se incluyen un nucleétido desfosforilado en 5'y la unién a un sustrato.

Los adaptadores incluyen acidos nucleicos, tal como acidos nucleicos monocatenarios. Los adaptadores pueden incluir
acidos nucleicos cortos que tengan una longitud menor que, mayor que o igual a aproximadamente 5 nucleétidos, 10
nucledétidos, 20 nucledtidos, 30 nucledtidos, 40 nucleétidos, 50 nucledtidos, 60 nucledtidos, 70 nucledtidos, 80
nucleétidos, 90 nucleétidos, 100 nucleétidos o un intervalo entre dos de los tamarfios anteriores. En algunos aspectos,
los adaptadores son de tamafio suficiente para pasar a través de los poros de las particulas de contigiiidad. Los acidos
nucleicos diana incluyen ADN, tal como ADN genémico o ADNc; ARN, tal como ARMm, ARNp o ARNTr; o un hibrido
de ADN y ARN. El acido nucleico se puede aislar de una célula individual. Un acido nucleico puede contener enlaces
fosfodiéster, y puede incluir otros tipos de cadenas principales, que comprendan, por ejemplo, fosforamida,
fosforotioato, fosforoditioato, O-metilfosforoamidita y cadenas principales y enlaces peptidicos de acido nucleico. Un
acido nucleico puede contener cualquier combinacion de desoxirribo- y ribonucleétidos, y cualquier combinacion de
bases, incluyendo uracilo, adenina, timina, citosina, guanina, inosina, xantanina, hipoxantanina, isocitosina, isoguanina
y analogos de bases tales como nitropirrol (incluyendo 3-nitropirrol} y nitroindol (incluyendo 5-nitroindol). En algunos
aspectos, un acido nucleico puede incluir al menos una base promiscua. Una base promiscua puede emparejarse con
mas de un tipo diferente de base y puede ser Util, por ejemplo, cuando se incluye en cebadores de oligonucledtidos o
insertos que se utilizan para la hibridacion aleatoria en muestras complejas de acido nucleico tales como muestras de
ADN gendémico. Un ejemplo de una base promiscua incluye inosina que puede emparejarse con adenina, timina o
citosina. Otros ejemplos incluyen hipoxantina, 5-nitroindol, 5-nitroindol aciclico, 4-nitropirazol, 4-nitroimidazol y 3-
nitropirrol. Pueden utilizarse bases promiscuas que puedan emparejarse con al menos dos, tres, cuatro o mas tipos
de bases.

Los &cidos nucleicos diana pueden incluir una muestra en la que el tamafio promedio de un acido nucleico en la
muestra sea menor que, mayor que o igual a aproximadamente 2 kb, 1 kb, 500 pb, 400 pb, 200 pb, 100 pb, 50 pb, 0
un intervalo entre dos de los tamafios anteriores. En algunos aspectos, el tamafio promedio de un acido nucleico en
la muestra es menor que, mayor que o igual a aproximadamente 2000 nucleétidos, 1000 nucleétidos, 500 nucleotidos,
400 nucleétidos, 200 nucledtidos, 100 nucledtidos, 50 nucledtidos o un intervalo entre dos de los tamafios anteriores.
En algunos aspectos, el acido nucleico es de un tamafio suficiente para que el acido nucleico quede atrapado dentro
de la particula de contigliidad de tal modo que no pueda pasar a través de los poros de la particula de contiglidad.

Un método de ejemplo incluye desfosforilar los extremos 5' de los &cidos nucleicos diana para impedir la formacion de
concatameros en pasos de ligamiento posteriores; ligar los primeros adaptadores a los extremos 3' de las dianas
desfosforiladas utilizando una ligasa, en la que se bloquean los extremos 3' de los primeros adaptadores; volver a
fosforilar los extremos 5' de las dianas ligadas; ligar un segundo adaptador a los extremos 5' de las dianas
desfosforiladas utilizando la ligasa monocatenaria, en la que los extremos 5' de los segundos adaptadores no estan
fosforilados.

Otro ejemplo incluye la digestion parcial del acido nucleico con una exonucleasa 5' para formar un acido nucleico
bicatenario con salientes 3' monocatenarios. Un adaptador que contiene un grupo bloqueante 3' puede ligarse a los
extremos 3' del acido nucleico bicatenario con salientes 3'. El acido nucleico bicatenario con salientes 3' con
adaptadores ligados puede deshibridarse para formar acidos nucleicos monocatenarios. Un adaptador que contiene
un extremo 5' no fosforilado puede ligarse al extremo 5' del &cido nucleico monocatenario.

Como un método para desfosforilar acidos nucleicos, tales como el nucleétido 5' de un acido nucleico, se incluye poner
en contacto un acido nucleico con una fosfatasa. Como ejemplos de fosfatasas se incluyen fosfatasa intestinal de
ternera, fosfatasa alcalina de camarén, fosfatasa antartica y fosfatasa alcalina APEX (Epicentre).

Como un método para ligar acidos nucleicos se incluye poner en contacto los acidos nucleicos con una ligasa. Como
ejemplos de ligasas se incluyen ARN ligasa 1 de T4, ARN ligasa 2 de T4, ligasa de RtcB, ARN ligasa de
Methanobacteriumy ARN ligasa de TS2126 (CIRCLIGASA).

Como un método para fosforilar acidos nucleicos, tal como el nucleétido 5' de un acido nucleico, se incluye poner en
contacto un &cido nucleico con una cinasa. Como ejemplo de cinasa se incluye la polinucleétido cinasa T4.
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Los aspectos proporcionados en la presente memoria se refieren a la preparacién de bibliotecas de acidos nucleicos
en una particula de contigiidad, de tal modo que la biblioteca de acidos nucleicos se prepara en un Unico volumen de
reaccion.

Los aspectos de los sistemas y métodos proporcionados en la presente memoria incluyen kits, que contienen uno o
mas de los polimeros de hidrogel, reticulantes, o dispositivos microfluidicos para preparar particulas de contiglidad, e
incluyen ademas componentes Utiles para el procesamiento del material genético, incluidos los reactivos para la lisis
celular y la amplificacion y secuenciacién de acidos nucleicos, o para la preparacion de bibliotecas de acidos nucleicos,
que incluyen lisozima, proteinasa K, hexameros aleatorios, merasa (por ejemplo, ADN polimerasa de ®29, polimerasa
Taq, polimerasa Bsu), transposasa (por ejemplo, Tn5), cebadores (por ejemplo, secuencias adaptadoras P5 y P7),
ligasa, enzima catalizadora, desoxinucleétidos trifosfatos, tampones, o cationes divalentes tal como se describe en la
presente memoria y tal como se utiliza para el procesamiento respectivo del material genético.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Preparacion de particula de contigliidad

El siguiente ejemplo demuestra un aspecto de la preparacion de particulas de contigliidad asociadas con el
transposoma utilizando un generador de gotitas microfluidicas.

Las muestras que contenian células almacenadas a -80 °C se descongelaron a temperatura ambiente. Se transfirieron
100 pl de cada muestra a un tubo estérilde 1,7 mly la muestra se lavo una vez con 1 mlde NaCl al 0,85 %. La muestra
se sedimentd y la solucién de lavado se elimino. El sedimento celular se mezclé con una solucién de hidrogel para
resuspender las células en la solucién de hidrogel.

Para generar particulas de contigiiidad de una distribucién de tamafio uniforme, se utilizaron generadores de gotitas
microfluidicas, tales como el generador ilustrado en la figura 1. La soluciéon que contiene un polimero de hidrogel y una
célula se introdujo en un primer canal del generador de gotitas microfluidicas. Se afiadi6 aceite mineral, utilizado como
aceite espaciador, a un segundo canal y un agente de reticulacion se afiadié a un tercer canal. Al entrar en contacto
con el reticulante en el tercer canal, el hidrogel formé instantdneamente particulas de contigliidad asociadas a un
transposoma. El tipo de aceite reticulante se selecciond para ajustar la rapidez de la reticulacién, incluyendo un
reticulante lento o un reticulante instantaneo, como se muestra en la tabla 1:

Tabla 1: Productos quimicos de reticulacién

Tipo de particula . Tiempo de Homogeneidad
de contigliidad Reticulantes reticulacion de tamafio Curado de perlas
. PEG-epoxido + Peg-amina >12 horas Buena Completa
Reticulador lento — - -
PEG-ditiol + PEG-acrilato 4 horas Promedio Incompleto
Reticulante Aceite de ditiol + PEG-maleimida Instantaneo Buena Completa
Instantaneo Epoxido de PEG + aceite de amina Instantaneo Buena Completa

Ejemplo 2 - Coensayos realizados en particulas de contigliidad

El siguiente ejemplo demuestra ensayos ilustrativos realizados en particulas de contigliidad del ejemplo 1, incluyendo
SCI-Seq, TACA-Seq, indexacion combinatoria y amplificacion del genoma completo de una Unica célula.

Las particulas de contigliidad del ejemplo 1 se obtuvieron y se depositaron sobre una placa que tenia pocillos, de tal
modo que se depositd una Unica particula de contigliidad en un Gnico pocillo. Las células se lisaron introduciendo un
tampon de lisis, seguido de un lavado, extrayendo de este modo los &cidos nucleicos de las células. Las particulas de
contiglidad con las células lisadas se expusieron, a continuacién, a una serie de ensayos como se describe a
continuacion.

Se utilizaron transposomas indexados (TSM, por sus siglas en inglés) para el tagmentado del ADN gendmico,
generando fragmentos TACA-Seq. Después del tratamiento con proteinasa/SDS, se afiadi6 el oligoT con el mismo
indice que el TSM a cada pocillo para iniciar la sintesis de ADNc mediante transcripcion inversa (RT, por sus siglas
en inglés). El adaptador de PCR en el otro extremo se introdujo por extensién aleatoria. Esto gener6 el indice 1. Las
particulas de contigiiidad de cada pocillo se agruparon y, a continuacion, se dividieron en una placa de PCR indexada
para generar el indice 2. Esta indexacion de 2 niveles se puede escalar hasta 150.000 (384 x 384) celdas; la biblioteca
final generada fue una mezcla de TACA-Seq y RNA-Seq, en la que el ADNg y el ADNc de la misma célula se agruparon
por el mismo indice, y el patrén oligoT-UMI sirvi6 como marcador interno para distinguir la sefial de ARN de la sefial
de ATAC.
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Ademas, también se us6 una extensién aleatoria para la RNA-seq de longitud completa. En este caso, los indices de
TSM fueron diferentes de los indices de los aleatoristas. La coincidencia 1 a 1 entre estos 2 indices ayudé a identificar
las lecturas de una Unica célula y a diferenciar las sefiales de ADN y ARN. En este método también se aplicé la UMI
para mejorar la precision del analisis de las lecturas.

También se realizdé un ensayo de indexacién combinatoria de 3 niveles utilizando dos rondas de ligadura en férula
indexada y una ronda de PCR indexada. En este método, TSM y oligoT son universales, ya ambos contienen un
fragmento splint1, lo que permitié la adicion de indices mediante ligadura por férula. La indexacion de tres niveles logro
un rendimiento de hasta 1 millén de células (96 x 96 x 96). Se realiz6 otra indexacién combinatoria de 3 niveles para
TACA-Seq utilizando TSM indexados para aumentar el rendimiento celular. En lugar de utilizar un TSM universal, los
TSM contenian un indice Unico en sus lados B7G y A7G. Se utilizaron dos férulas diferentes para fijar los adaptadores
indexados necesarios para la PCR indexada. La indexacién incluia los siguientes componentes: secuencia adaptadora
B15 (GTCTCGTGGGCTCGG; Id. de sec. n.% 5), N6 y Link1, formando juntos una secuencia B15_N6_Linki1
(GTCTCGTGGGCTCGGNNNNNNGACTTGTC); Id. de sec. n.% 11: una secuencia Phos_Link2, A7G
(TGGTAGAGAGAGGGTG; Id. de sec. n.% 9) y secuencia ME (AGATGTGTATAAGAGACAG; Id. de sec. n.% 7),
formando juntas una secuencia Phos _LINK2_A7G_ME
(TAGAGCATNNNNNNNTGGTAGAGAGAGAGGGTGAGATGTGTATAAGAGAGACAG; Id. de sec. n.= 12: una
secuencia adaptadora A14 (TCGTCGGCAGCGTC; Id. de sec. n.®: 6), N6 y Link1, formando juntos una secuencia
A14_N6_Link1l (TCGTCGGCAGCGTCNNNNNNGTAATCAC; Id. de sec. n.% 13: y un Phos_Link2, B7G
(TACTACTCACCTCCC; Id. de sec. n.% 10) y secuencia ME (AGATGTGTATAAGAGACAG,; Id. de sec. n.% 7),
formando juntas una secuencia Phos _Link2_B7G_ME
(CATCATCCNNNNNNTACTACTCACCTCCCAGATGTGTATAAGAGACAG; Id. de sec. n.% 14: Este ejemplo también
proporciona una secuencia complementaria ME (TCTACACACATTCTCTGTC; Id. de sec. n.° 8), una secuencia a
Férula 1 (ATGCTCTAGACAAGT; Id. de sec. n.® 15) y una secuencia de Férula 2 (GGATGATGGTGATTA,; Id. de sec.
n.% 16: En las secuencias, Nes A, C, T, 0o G.

La amplificacion del genoma completo de una Unica célula también se llevé a cabo utilizando las particulas de
contiglidad. Esto se hizo mediante la transposicién indexada en T7 de particulas de contiglidad en pocillos
individuales, seguida de la combinacién y la extensién mediante amplificacién lineal T7 con transcripcién in vitro (IVT).
Las perlas se separaron nuevamente para una extension aleatoria indexada, se agruparon y se dividieron nuevamente
para una PCR indexada final.

Las particulas de contigiiidad mostraron una tagmentacién eficaz cuando fueron dirigidas por transposomas marcados
con FAM. Los nicleos se tifieron con Hoechst (tincién de ADN con emision azul} mientras que los nlcleos transpuestos
se tifieron de verde fluorescente con FAM (colorante fluorescente). La lisis de las células con SDS aumenté la
fluorescencia de fondo de las particulas de contigliidad, mientras que no se observé ninguna sefial de las particulas
de contigliidad sin células. Los resultados demuestran que se puede generar una biblioteca TACA-seq para las
moléculas de acido nucleico asociadas a particulas de contigliidad con solo una pequefia parte de la fuga de
fragmentos cortos por la tagmentacion.

Ejemplo 3 - Preparacion de la biblioteca de acidos nucleicos en particulas de contigliidad

El siguiente ejemplo demuestra un método para la preparacion de &cidos nucleicos utilizando particulas de
contigliidad.

Se obtuvieron particulas de contigliidad como se prepararon en el ejemplo 1. Las particulas de contiglidad (PC) se
cargaron en un colador celular de 45 um y se realizaron multiples lavados con PBS o Tris-Cl para eliminar cualquier
célula no encapsulada. Una ventaja de encapsular una célula en una particula de contigliidad es una mejor capacidad
para manipularlas y procesarlas. Una forma sencilla de hacerlo es mediante el uso de columnas de giro o placas de
filtro. El tamario del poro del filtro puede ser menor que el diametro de la perla. Los ejemplos de placas de filtro incluyen,
pero no se limitan a, las placas de filtro de malla multipantalla de Millipore con un tamafio de poro de 20, 40 y 60 pm,
la placa de filtro de migracion, invasién y quimiotaxis multipantalla de Millipore con poros de 8,0 um o las placas de
filtro AcroPrep Advance de 96 pocillos de Pall para filtracién acuosa con poros de 30 a 40 um. Con estas placas de
filtro, las células encapsuladas en perlas se separaron facilmente de la solucién, permitiendo multiples intercambios
de tampones.

Las perlas lavadas se suspendieron en tampén y se retiraron del filtro. Para estimar la concentracion final de las perlas,
la eficiencia de la carga celular y garantizar que no quedaran células no encapsuladas, se visualizé al microscopio una
alicuota de las perlas.

Para realizar la tagmentacién de Nextera, se utilizaron placas de filtro de filtro de malla multipantalla de Millipore de
20 um. Para limitar la adhesion de las perlas al filtro, se humedecieron previamente con Pluronic F-127. Después de
la centrifugacion de la placa durante 30 segundos a 500 g, el tampén fluyé a través del filtro manteniendo las perlas.
Las perlas se lavaron dos veces con 200 ml de tamp6n Tris-Cl y, a continuacion, se suspendieron en tampén de lisis
(SDS al 0,1 %). Las perlas se incubaron en un tampén de lisis para Imin antes de retirarlas mediante centrifugacion.
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Para eliminar el tamp6n de lisis residual, se realizaron dos lavados adicionales con 200 uL de Tris-Cl. A continuacién,
las células se suspendieron en 45 pl de tampo6n de tagmentacion 1 x pipeteando hacia arriba y hacia abajo, y, a
continuacion, se transfirieron a un tubo de tiras. A 45 pl de perlas, se afiadieron 5 ul de Tagmentation DNA Enzyme
(TDE, lllumina Inc.) y se incubaron en un termociclador durante 1 hora a RT, 30 minutos a 55 °C. Alternativamente, la
tagmentacién puede realizarse en la placa de filtro suspendiendo las células encapsuladas en perlas en la mezcla
maestra de tagmentacion e incubandolas en un bloque térmico. Después de la tagmentacioén, se tifié una alicuota de
perlas con colorante Hoechst y se visualizé al microscopio. La visualizacién confirmé que el ADN permanece en la
perla.

Las perlas tagmentadas (25 pl) se amplificaron por PCR utilizando Nextera PCR MM de lllumina (NPM, lllumina) y
cebadores de PCR. A la mezcla maestra de PCR, se afiadi6 SDS al 0,1 % para eliminar el Tn5 unido al ADN. La
preincubacion se realizd a 75 °C para ayudar a la eliminacién de Tn5 en presencia de SDS. Se realizaron once ciclos
de PCR para generar una biblioteca final. Después de la PCR, las bibliotecas se purificaron utilizando un 0,9x SPRI,
se cuantificaron utilizando dsDNA qubit y/o BioAnalyzer y se secuenciaron en MiSeq y/o NextSeq.

El método descrito en este ejemplo puede ampliarse para realizar la secuenciaciéon de una Unica célula utilizando un
enfoque similar al de sciSEQ (Vitak y col. Nat Meth. 2017;14:302-308). Por ejemplo, el uso de una placa de filtro de
96 pocillos para realizar simultaneamente 96 reacciones de tagmentacién indexada puede realizarse en un proceso
de aumento de escala. Después de afiadir las perlas a |a placa, se afiaden los tampones sucesivos y, a continuacion,
se retiran mediante centrifugacién o vacio. Después de la tagmentacion, las perlas se recogen del filtro y se agrupan.
Las perlas agrupadas se redistribuyen en una segunda placa PCR de 96 pocillos para la PCR multiplexada. En este
esquema de indexacion de doble nivel (tagmentacién e indexacién por PCR), todos los fragmentos de ADN de una
misma célula encapsulada en perlas reciben el mismo cédigo de barras que se puede desconvolucionar para
reconstruir el genoma de la célula.

Los pasos descritos en este ejemplo se pueden automatizar en plataformas de manejo de liquidos afiadiendo un
colector de vacio, tal como el colector de vacio multipantalla HTS de Millipore o el colector de vacio para placas de 96
pocillos de Orochem. Estos colectores de vacio se pueden afiadir a muchas plataformas de manejo de liquidos,
incluyendo la Biomek FX, la Microlab Star, la Tecan Genesis, etc. La tagmentacién podria automatizarse transfiriendo
la placa de filtro a un bloque térmico. A continuacion, la placa se transfiere de nuevo al colector de vacio para los
lavados posteriores a la tagmentacion.

Ejemplo 4 - Indexacién por lectura prolongada

El siguiente ejemplo demuestra un método de desfase a nivel cromosémico utilizando los métodos y sistemas de
indexacién de lectura prolongado proporcionados en la presente memoria.

Se prepararon particulas de contigiidad (en la presente memoria también denominadas perlas de contigiiidad) que
tenian transposomas asociados a las mismas, y se sometieron a los métodos de lectura prolongada unidos descritos
en la presente memoria, tal como se analizaron en el antigeno leucocitario humano (HLA). Ademas de las particulas
de contigliidad, también se prepararon perlas de cebador, cada una de las cuales tenia un adaptador, un cédigo de
barras y un cebador. Las perlas de contigliidad y las perlas de cebador se dividieron juntas dentro de gotitas (una perla
de contigliidad y una perla de cebador por gotita) junto con un cebador en solucién mezclado que incluia el adaptador
y los cebadores. La tagmentacion, la amplificacién y la indexacion de perlas se realizaron con las gotitas divididas para
indexar un grupo de perlas de mas de 900.000 cédigos de barras, cada codigo de barras representado de manera
relativamente equitativa.

Como se representa en la figura 4, se obtuvo el desfase a nivel cromosémico para el HLA. Utilizando este ensayo, se
logré un desfase a nivel cromosémico de hasta 26 Mb, con un error de cambio de longitud de solo 1 de cada 50 Mb y
cubriendo mas del 99 % de los SNP. El analisis requirié un solo dia de ensayos (durante un periodo de 5,7 horas), en
comparacién con los 2 dias de ensayo tipicos que requiere la secuenciacién 10X. Ademas, como se muestra en la
figura 5, el nimero de islas en comparacién con la longitud de las islas utilizando los métodos de indexacion de lectura
prolongada descritos en la presente memoria muestra una alta calidad del ADN en las métricas de desfase.

La figura 6 representa los resultados de los bloques de llamadas de variantes y desfase utilizando los métodos de
indexacién de lectura prolongada descritos en la presente memoria (izquierda) en comparacién con la secuenciacion
10X (derecha). Estos resultados indican que los métodos proporcionados en la presente memoria dan como resultado
una cobertura media que supera la secuenciacion 10X y tienen una mayor precisién de INDEL.

Finalmente, como se muestra en la figura 7 y en las figuras 8A y 8B, los métodos de indexacion de lectura prologada
descritos en la presente memoria se realizaron en una regién HLA (figura 7), HLA-DPAT1 (figura 8A) y HLA-A (figura
8B). Los resultados detallados de los métodos de lectura indexada prolongada como se describen en la presente
memoria en comparacion con la secuenciacién 10X se proporcionan en la Tabla 2:

Tabla 2: Resultados detallados de lectura indexada
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Métrica Método de lectura indexada 10X
Rendimiento de datos (G) 127 (23X) 150 (30X
Porcentaje de lecturas Unicas descodificadas 79 68,1-95,1
Tamafio promedio de insercién (bp) 175 237-446
Cobertura de la isla 11,8 % 8,7-14 %
Longitud de la isla N50 100k 38k-58k
SNP Het en fase (%) 99,1 97,2-99,7
Bloque N50 (Mb) 26 2-15
Bloque mas largo (Mb) 86,3 39,9
SNP de conmutador corto (%) 0,12 0,15-0,17
Interruptor largo (%) 0,002 0,002-0,005
Cédigos de barras activos >900K >200K
ADN por divisién (Kb) 6000 500

Los aspectos, ejemplos y figuras descritos en la presente memaoria proporcionan composiciones, métodos y sistemas
para retener material genético en un espacio fisicamente confinado durante el proceso desde la lisis hasta la
generacién de la biblioteca. Algunos aspectos proporcionan bibliotecas originadas a partir de una molécula individual
de ADN larga o una célula individual que se liberan en la superficie de una celda de flujo en un espacio confinado.
Una vez que la biblioteca de una molécula individual de ADN o una célula individual de los compartimentos individuales
se libera a la superficie de la celda de flujo, la biblioteca de cada compartimento se siembra muy cerca una de la otra.

El término “comprende” tal como se utiliza en la presente memoria, es sinénimo de “incluye”, “contiene” o
“caracterizado por” y es inclusivo o abierto y no excluye elementos o pasos de método adicionales no enumerados.
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REIVINDICACIONES
Un sistema para la amplificacién indexada de acidos nucleicos, que comprende:

una pluralidad de perlas de contiglidad, cada perla de contiglidad asociada a un transposoma, y
que comprende una molécula de acido nucleico unida a la perla;
un grupo de cebadores indexados que comprende:

una pluralidad de perlas de cebador, cada perla de cebador que comprende un adaptador,
un cédigo de barras y un cebador; y
un cebador en solucién;

en donde las perlas de contiglidad y las perlas de cebador se dividen juntas dentro de las gotitas; y
un detector para obtener datos de secuenciacion.

El sistema de la reivindicacién 1, en donde las perlas de contigliidad y/o las perlas de cebador son perlas de
hidrogel que comprenden un polimero de hidrogel y un reticulante, opcionalmente,

en donde el polimero de hidrogel comprende (PEG)-tiol/PEG-acrilato, acrilamida/N,N'-
bis(acriloil)cistamina  (BACy), PEG/6xido de polipropileno (PPO), acido poliacrilico,
poli(hidroximetacrilato de etilo) (PHEMA), poliimetacriiato de metilo) (PMMA), poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAAm), poli(acido lactico) (PLA), poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA),
policaprolactona (PCL), poli(acido vinilsulfonico) (PVSA), poli(acido L-aspartico), poli(acido L-
glutamico), polilisina, agar, agarosa, alginato, heparina, sulfato de alginato, sulfato de dextrano,
hialuronano, pectina, carragenano, gelatina, quitosano, celulosa o colageno y, opcionalmente, en
donde el reticulante comprende bisacrilamida, diacrilato, dialilamina, trialilamina, divinilsulfona, éter
dialilico de dietilenglicol, diacrilato de etilenglicol, diacrilato de polimetilenglicol, diacrilato de
polietilenglicol, trimetilolpropano trimetacrilato, triacrilato de trimetilol etoxilado o tetracrilato de
pentaeritritol etoxilado.

El sistema de la reivindicacion 1, en donde el acido nucleico es una molécula de ADN de 50.000 pares de
bases o mayor.

El sistema de la reivindicacién 1, en donde el cebador es un cebador P5,

opcionalmente, en donde el cebador en solucién comprende adaptadores y cebadores, y
opcionalmente
en donde el cebador en solucién comprende adaptadores B15 y cebadores P7.

El sistema de la reivindicacién 1, en donde el transposoma comprende transposasa y transposoén.

Un dispositivo de celda de flujo para la amplificacién indexada de acidos nucleicos, que comprende:
un soporte solido que comprende una pluralidad de gotitas divididas que comprenden:

una perla de contigliidad asociada a un transposoma, y que comprende una molécula de acido
nucleico unida a la perla; y

una perla de cebador que comprende un adaptador, un cédigo de barras, y un cebador;

en donde a pluralidad de gotitas divididas se distribuyen a lo largo de una superficie del soporte
solido.

El dispositivo de celda de flujo de la reivindicacion 6, en donde el soporte solido esta funcionalizado con un
polimero de superficie y, opcionalmente, en donde el polimero de superficie es poli(N-(5-
azidoacetamidilpentil)acrilamida-coacrilamida) (PAZAM) o acrilamida libre de silano (SFA).

El dispositivo de celda de flujo de la reivindicacién 6, en donde la celda de flujo comprende una superficie con
patrones,

opcionalmente, en donde la superficie con patrones comprende pocillos,

opcionalmente, en donde los pocillos tienen un diametro de aproximadamente 10 pum a
aproximadamente 50 um, tal como 10 um, 15 pm, 20 um, 25 um, 30 um, 35 um, 40 um, 45 um o
50 um, o dentro de un intervalo definido por cualquiera de los dos valores mencionados
anteriormente, y en donde los pocillos tienen una profundidad de aproximadamente 0,5 um a
aproximadamente 1 um, tal como 0,5 pum, 0,6 pym, 0,7 um, 0,8 um, 0,9 um, o 1 um, o dentro de un
intervalo definido por dos de los valores mencionados anteriormente

en donde los pocillos estan compuestos de material hidréfobo, y
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opcionalmente, en donde el material hidréfobo comprende un fluoropolimero amorfo, tal como
CYTOP, Fluoropel® o Teflon®.

El dispositivo de celda de flujo de la reivindicacion 6, en donde el acido nucleico es una molécula de ADN de
50.000 pares de bases o mayor.

El dispositivo de celda de flujo de la reivindicacién 6, en donde el transposoma comprende transposasa y
transposoén.

Un método de indexacion de acidos nucleicos que comprende:

generar una pluralidad de perlas de contiglidad para la tagmentacion de perlas, cada perla unida a
un transposoma, y que comprende una molécula de acido nucleico unida a la perla

realizar una reaccién de tagmentacién en la molécula de acido nucleico;

generar una pluralidad de perlas de cebador, cada perla de cebador comprende un adaptador, un
c6digo de barras y un cebador;

dividir las perlas de contigliidad y las perlas de cebador juntas dentro de las gotitas con un cebador
en solucién;

amplificar la molécula de acido nucleico dentro de las gotitas divididas; y

indexar la molécula de acido nucleico en cada gotita.

El método de la reivindicacion 11, en donde el &cido nucleico es una molécula de ADN de 50.000 pares de
bases o mayor.

El método de la reivindicacion 11, que comprende ademas realizar la amplificacién del acido nucleico en la
molécula de &cido nucleico antes de realizar la reaccién de tagmentacion.

El método de la reivindicacién 13, en donde la reaccion de amplificacion comprende la amplificacién por
desplazamiento multiple (MDA),

opcionalmente, en donde la reaccidon de tagmentacion comprende poner en contacto el acido
nucleico con una mezcla de transposasas que comprende secuencias adaptadoras y transposomas,
y

opcionalmente, en donde la indexacién se realiza mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

El método de la reivindicacion 11, en donde las gotitas se dividen en mas de 900.000 compartimentos de
PCR indexados diferentes,

opcionalmente, que comprende ademas dividir las gotitas sobre un soporte sélido, y
opcionalmente, en donde el soporte solido es un dispositivo de celda de flujo.
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