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DESCRIPCION
Procedimientos mejorados para el procesamiento de sustratos de ADN

Todas las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion (NGS) disponibles en el mercado requieren la
preparacion de bibliotecas, en las que se ligan un par de secuencias de adaptador especificas a los extremos de los
fragmentos de ADN para permitir la secuenciacion por el instrumento. La mayoria de los adaptadores NGS
comprenden tres dominios funcionales: (1) secuencias Unicas de fusién de cebadores PCR para la amplificacion de
bibliotecas y clones, (2) secuencias Unicas de fusion de cebadores de secuenciacion y (3) secuencias Unicas de
indexacién de muestras. Actualmente, la mayoria de las plataformas utilizan la amplificacion clonal para hacer cientos
de copias de cada molécula individual de la biblioteca de ADN. Esto se consigue mediante la amplificacion en puente
o la PCR en emulsidn con el fin de amplificar la sefial generada para el modo particular de deteccion de la secuencia
para cada molécula de la biblioteca (por ejemplo, fluorescencia o pH). Para la secuenciacion por sintesis, los dominios
de fusion para los cebadores de secuenciacion estan yuxtapuestos a las uniones adaptador-inserto; para permitir la
secuenciacion de extremos emparejados, cada adaptador posee una secuencia Unica para la fusion del cebador. Las
secuencias indice de la muestra se componen de secuencias cortas y Unicas, normalmente de 6-8 bases, que cuando
se secuencian identifican la fuente de la muestra de una determinada lectura de la secuencia, lo que permite
multiplexar o cosecuenciar las muestras. Existen tecnologias de secuenciacion de una sola molécula, tanto existentes
como emergentes, que no dependen de la amplificacion clonal para la deteccion de la sefal, pero que siguen
necesitando la uniéon de secuencias de adaptador a sus extremos para otros fines, tal como la adicién de un bucle
terminal de hebra a los duplex de ADN para permitir la secuenciacién de ambas cadenas como una sola molécula o
la introduccion de una secuencia lider para la entrada de nanoporos.

La secuenciacion dirigida de nueva generacion esta englobada en dos tecnologias lideres: la secuenciacion de
amplicones y el enriquecimiento por hibridacién-captura de objeticos a partir de bibliotecas de genoma completo. La
secuenciacion de amplicones es el procedimiento preferido por su rapidez, dado el reducido nimero de pasos, para
cuando se desean paneles de loci objetivo significativamente mas pequefios que los exomas completos, y por el
significativo ahorro de costes globales tanto en reactivos preparatorios como en profundidad de secuenciacion. La
secuenciacion de amplicones esta representada por una variedad de técnicas disponibles. Algunos ejemplos son: 1.
1. PCR multiplex utilizando cebadores degradables especificos-objetivo para eliminar los dimeros de los cebadores,
seguido de pulido y ligadura del adaptador NGS, donde los objetivos superpuestas se dividen en tubos separados (lon
Torrent AmpliSeq) 2. Reacciones de extension ligadura multiple que incorporan adaptadores NGS en los extremos de
cada par de oligonucleétidos especificos-objetivo, seguido de una amplificacion por PCR mediada por el adaptador
NGS, que evita por completo la PCR multiple; sin embargo, la PCR mediada por ligadura requiere una mayor cantidad
de ADN de entrada (lllumina TSCA) 3. PCR multiplex en células de microfluidos que separan los pares de cebadores
para evitar la formacion de dimeros de cebadores y permitir la superposicion de los loci objetivo; las reacciones
separadas requieren una mayor cantidad de ADN de entrada (conjunto de acceso de Fluidigm) PCR multiplex
mediante PCR digital de gota que también separa los pares de cebadores para evitar la formacion de dimeros de
cebadores y permitir la superposicion de los loci objetivo; también requiere una mayor cantidad de ADN de entrada
(Raindance). Cada tecnologia esta disefiada para eliminar los dimeros de los cebadores o evitar su formacién durante
el procedimiento de amplificacién multiplexada, para evitar que estos artefactos dominen la biblioteca de amplicones
NGS resultante. Los inconvenientes de los procedimientos existentes son: A. el elevado coste de los instrumentos y
consumibles microfluidicos o digitales de gota, B. los mayores requisitos de cantidad de entrada; y C. la necesidad de
separar las reacciones multiplexadas cuando se desea una cobertura superpuesta o contigua, lo que aumenta adn
mas los requisitos de cantidad de entrada. Una alternativa a estas opciones cuando se desea una cobertura contigua
es realizar una PCR de largo alcance. Sin embargo, la PCR de largo alcance es dificil de multiplexar y la subsiguiente
fragmentacion requerida para la mayoria de las plataformas de secuenciacion, seguida de la preparacion de bibliotecas
NGS por separado, requiere mucho tiempo y es mas costosa. Lo que se necesita en la técnica es un procedimiento
sencillo de generacion de amplicones que permita entradas bajas de aproximadamente 10 nanogramos (ng) de ADN,
que no requiera mas instrumentacion que un termociclador y que sea independiente de si los objetivos son loci de
puntos calientes separados o si los objetivos son regiones del genoma que se superponen cuando se requiere una
cobertura contigua. Las composiciones y procedimientos divulgados en el presente documento proporcionan una
solucioén a esta necesidad.

Tipicamente, la preparacion de una biblioteca de ADN NGS implica 5 pasos: (1) fragmentacion del ADN, (2) pulido,
(3) ligadura de adaptadores, (4) seleccion de tamafio, y (5) amplificacion de la biblioteca (véanse las Figuras 1y 2).

(1) Fragmentacion: La fragmentacion del ADN puede lograrse mediante digestion enzimatica o procedimientos fisicos
como la sonicacion, la nebulizacién o el cizallamiento hidrodinamico. Cada procedimiento de fragmentacion tiene sus
ventajas y limitaciones. La digestion enzimatica produce extremos de ADN que pueden ser pulidos y ligados
eficazmente a secuencias de adaptador . Sin embargo, es dificil controlar la reaccion enzimatica y producir fragmentos
de longitud predecible. Ademas, la fragmentacion enzimatica suele ser especifica de base, lo que introduce un sesgo
de representacion en el analisis de la secuencia. Los procedimientos fisicos para fragmentar el ADN son mas aleatorios
y la distribucién del tamafio del ADN puede controlarse mas facilmente, pero los extremos del ADN producidos por la
fragmentacion fisica estan dafiados y la reaccién de pulido convencional es insuficiente para generar amplios extremos
compatibles con la ligadura.
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(2) Pulido: Las mezclas tipicas de pulido contienen T4 ADN polimerasa y T4 polinucleétido quinasa (PNK). Las
actividades 5'-3' polimerasa y 3'-5' exonucleasa de la T4 ADN polimerasa extirpan los salientes 3' y rellenan los
extremos empotrados 3', lo que da lugar a la escision de las bases 3' dafiadas, asi como al pulido (creacion de
extremos romos) del ADN. La T4 polinucledtido quinasa de la mezcla de pulido afiade un fosfato a los extremos 5' de
los fragmentos de ADN que puedan carecer de éste, haciéndolos asi compatibles con la ligadura a los adaptadores
NGS.

Lo que ha permanecido desconocido en la técnica es que un numero significativo de extremos 5' producidos por la
fragmentacion fisica son dafiados de una manera no identificada y no son fosforilados por la PNK. No hay ninguna
enzima en una mezcla de pulido convencional que pueda recortar una base terminal dafiada de 5'. Como resultado,
una fraccion sustancial de los fragmentos de ADN en la preparacién no se convierten en moléculas de biblioteca NGS
porque siguen siendo incompatibles con la ligadura en sus extremos 5' con los adaptadores NGS. Aunque se sabe en
la técnica que la ligadura de adaptadores es ineficiente, la ligadura se realiza tipicamente en ambas cadenas
simultaneamente, por lo que se ha mantenido la incognita de cual es la cadena limitante. Se separaron las reacciones
en ligaduras especificas de la cadena para comprobar la eficacia de cada una, respectivamente. A través de este
analisis, se pudo sefialar el paso limitante de la tasa en el procedimiento global a los extremos 5' que, para una fraccion
significativa de los fragmentos de ADN, son sustratos pobres para la PNK y, como resultado, la ligadura del adaptador.

(3) Ligadura del adaptador: Otro factor que contribuye al bajo rendimiento de las bibliotecas NGS, ademas de la falta
de grupos fosfato 5', es la propia reaccion de ligadura. Antes de la ligadura, a menudo se realiza la adenilacién del
ADN reparado utilizando una ADN polimerasa que carece de actividad exonucleasa 3'-5' para minimizar la formacion
de quimeras y productos de ligadura adaptador-adaptador (dimero). En estos procedimientos, los fragmentos de ADN
saliente en 3' A se ligan a adaptadores salientes en T 5', mientras que los fragmentos salientes en A y los adaptadores
salientes en T tienen extremos cohesivos incompatibles para la autoligadura. Sin embargo, la reaccién de adenilacion
es incompleta y genera productos secundarios inespecificos, reduciendo aun mas el niumero de moléculas disponibles
para la ligadura, lo que reduce el rendimiento de la biblioteca. En el presente documento se presenta un enfoque
alternativo mas eficiente para minimizar la formaciéon de concatameros.

(4) Seleccion de tamafio: El procedimiento de seleccion del tamafio también influye en el rendimiento de la biblioteca.
Durante la seleccion de tamafio, los fragmentos de tamafio no deseado se eliminan de la biblioteca mediante una
seleccion con base en geles o perlas con el fin de optimizar el tamafio de insercién de la biblioteca para la longitud de
lectura de secuenciacion deseada. Esto maximiza la salida de datos de secuencias al minimizar el solapamiento de la
secuenciacion de extremos emparejados que se produce a partir de inserciones de bibliotecas de ADN cortas. En el
caso de las muestras con cantidades de entrada extremadamente limitadas, este paso puede omitirse y, a cambio de
un mayor grado de superposicion de los extremos pareados, se secuencian mas fragmentos raros.

(5) Amplificacién: El problema del bajo rendimiento de las bibliotecas se traduce en la necesidad de amplificar las
bibliotecas por PCR antes del analisis NGS, lo que conlleva la pérdida de complejidad de las bibliotecas y la
introduccion de un sesgo en la composicion de las bases. La Unica solucion actual para evitar este problema es una
mayor cantidad de ADN de entrada para la preparacion de bibliotecas, pero hasta 20 % de las muestras clinicas
enviadas para el analisis NGS tienen una cantidad de ADN insuficiente, por lo que en su lugar se aplican ciclos de
PCR adicionales para superar la entrada de ADN insuficiente. Esto da lugar a una reduccion de los datos de la
secuencia por la presencia de un porcentaje inaceptable de duplicados de la PCR.

El documento US 2010/129874 A1 divulga un procedimiento para la reaccion en cadena de la polimerasa con parche
de acido nucleico multiplexado. EI documento WO 2013/081864 A1 divulga procedimientos y composiciones para la
PCR multiplex.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencién se define en las reivindicaciones. Para abordar algunos de los problemas existentes descritos
anteriormente que causan bajos rendimientos para la construccion de bibliotecas NGS, se divulga en el presente
documento un procedimiento mejorado de ligadura de adaptadores. Este novedoso procedimiento supera la necesidad
de afadir un grupo fosfato a los extremos 5' de los fragmentos de ADN (lo que se requiere para la ligadura convencional
de adaptadores; véanse las Figuras 1y 2). En cambio, se eliminan las bases terminales 5' que estan dafiadas como
resultado de la fragmentacion fisica del ADN. Al eliminar la base dafiada, se expone una base compatible con la
ligadura con un fosfato 5' y se restablece la eficacia de la ligadura del adaptador, lo que conduce a un aumento
significativo del rendimiento de la biblioteca y a la capacidad de construir bibliotecas a partir de cantidades reducidas
de ADN de entrada. Ademas, se introduce una alternativa a la ligadura de adenilacion/TA para la prevencion de
inserciones quiméricas en la biblioteca (formacién de concatameros durante la ligadura) y la formacién de productos
de ligadura de dimeros adaptadores, lo que también contribuye a un mayor rendimiento en la preparacion de la
biblioteca. En cualquier aspecto de un procedimiento descrito en el presente documento, el procesamiento comprende
la conversion del extremo 5' y/o 3' de una molécula de sustrato a uno que sea compatible con la ligadura.

Este procedimiento, en su forma ejemplar, consta de cuatro incubaciones separadas (véanse las Figuras 3, 4 y 5) para
generar una molécula de sustrato procesada. En la primera incubacion, el ADN fragmentado de doble cadena se
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combina con una enzima fosfatasa y, bajo las condiciones de reaccion adecuadas, la enzima elimina los grupos fosfato
de los extremos de los fragmentos de ADN. Esto evita que se generen insertos de bibliotecas quiméricas al impedir la
formacion de concatameros de fragmentos de ADN en las reacciones de ligadura posteriores.

En la segunda incubacion, los fragmentos de ADN desfosforilados se combinan con una polimerasa o un coctel de
polimerasas que poseen actividad exonucleasa 3'-5'. Bajo condiciones de reaccion apropiadas y en presencia de los
dNTP, se recortan las bases 3' dafiadas y se consigue el pulido de los fragmentos de ADN de doble cadena mediante
la escision de los salientes 3' y el relleno de los extremos 3' empotrados que se generaron durante la fragmentacion
fisica. Al finalizar este paso, los fragmentos de ADN poseen extremos romos con terminaciones 3' compatibles con la
ligadura y terminaciones 5' que carecen de grupos fosfato, lo que hace que los fragmentos de ADN sean incapaces
de autoligarse.

En la tercera incubacion, los fragmentos de ADN de doble cadena con extremos romos se combinan con una ADN
ligasa y un primer adaptador NGS de doble cadena con extremos romos (adaptador 3') que comprende un fosfato 5'
y que es capaz de ligarse a los extremos 3' de los fragmentos de ADN (véase la Figura 3). La caracteristica especial
de este adaptador 3' es que la cadena de ADN adaptador que tipicamente se ligaria simultdneamente al extremo 5'
de los fragmentos de ADN tiene una modificacion del extremo 3' que impide la ligadura, y por lo tanto queda una
muesca en la union del extremo 5' de cada fragmento de ADN y el extremo 3' del adaptador 3' después de la reaccion
de ligadura, incluso en presencia del fosfato 5'. La misma modificacion 3' que impide la ligadura a los extremos 5' de
los fragmentos de ADN también impide que se formen productos de ligadura adaptador-adaptador, aunque estarian
compuestos por una Unica secuencia adaptadora que no seria un dimero adaptador funcional (los dimeros funcionales
estan compuestos por ambos adaptadores). El producto de este paso son fragmentos de ADN de doble cadena con
un unico adaptador NGS ligado a una sola cadena en ambos extremos 3.

En la cuarta incubacion, la cadena del adaptador 3' que permanece sin ligar a los fragmentos de ADN (debido a la
modificaciéon 3') es también desplazable o degradable debido a la incorporacion de bases degradables durante la
sintesis del oligo. En presencia de una enzima opcional y apropiada durante la cuarta incubacion, la cadena del
adaptador 3' se degrada o es desplazada por un nuevo adaptador de cadena Unica que comprende la segunda
secuencia del adaptador NGS que también esta presente en la reaccion (adaptador 5', véase la Figura 3), y a través
de una secuencia complementaria al adaptador 3' en la unién del adaptador-inserto, el adaptador 5' de cadena Unica
se fusiona a la porcion complementaria del adaptador 3' que se liga a los extremos 3' de los fragmentos de ADN de
doble cadena, lo que da lugar al restablecimiento de una muesca o brecha. Ademas, en la reaccion hay una ADN
polimerasa que posee actividad exonucleasa 5'-3', y en presencia de los dNTP, una ligasa y las condiciones de
reaccion apropiadas, se inicia la traduccién por muesca en la muesca o brecha que reside en la unién del adaptador
5'y los extremos 5' de los fragmentos de ADN. La traduccion por muesca da lugar a la sustitucion de la base terminal
5' dafiada (y de una o mas bases adicionales internas al extremo 5') y expone un grupo fosfato terminal 5' compatible
con la ligadura. Posteriormente, la ligadura eficiente del adaptador 5' a la molécula de sustrato de ADN se produce
cuando la ligasa sella la muesca que se traslada una o mas bases (véase la Figura 4). Al finalizar este novedoso
procedimiento de ligadura de adaptadores, ambos extremos de cada fragmento de ADN de doble cadena estan
flanqueados por dos adaptadores NGS diferentes de cadena Unica que comparten una corta secuencia de adaptador
complementaria en la unién adaptador-inserto.

Alternativamente, la eliminacion de la base terminal 5' y la ligadura del adaptador 5' puede lograrse sin polimerizacion,
mediante la fusion del adaptador 5' de cadena Unica con una o mas bases aleatorias adicionales en su extremo 3' que
se superponen con la(s) base(s) 5' dafiada(s) de la molécula de sustrato, y en ausencia de los dNTP, tras el
desplazamiento se produce la escision de la base desplazada en el extremo 5' de las moléculas de sustrato de ADN
por parte de una nucleasa especifica de la aleta 5', lo que da lugar a una ligadura eficaz del segundo adaptador NGS
con el fosfato 5' expuesto en los extremos de las moléculas de sustrato de ADN escindidas (véase la Figura 5).

En otra alternativa, la eliminacion de la base terminal 5' y la ligadura del adaptador 5' pueden lograrse mediante una
extension de una sola base dideoxi desde la cadena degradable o desplazable del adaptador 3' que es seguida por la
escision de la base terminal 5' de los fragmentos de ADN por la actividad endonucleasa de aleta 5' de la polimerasa.
A continuacion, la cadena se degrada o es desplazada por el adaptador 5' y, en presencia de una ligasa, el adaptador
5' se liga eficazmente al fosfato 5' expuesto en los fragmentos de ADN. A continuacion, se presentan formas de
realizacion alternativas de este paso y de los pasos precedentes.

En consecuencia, en un aspecto la divulgacion proporciona un procedimiento para producir una molécula de sustrato
procesada, comprendiendo el procedimiento (i) ligar un primer polinucledtido a un extremo 3' de una molécula de
sustrato que es al menos parcialmente de doble cadena; (ii) fusionar un segundo polinucleétido con el primer
polinucleétido bajo condiciones que promueven el recocido; (iii) escision de al menos un nucleétido del extremo 5' de
la molécula de sustrato; y luego (iv) ligar el segundo polinucleétido al extremo 5' de la molécula de sustrato de doble
cadena para producir la molécula de sustrato procesada. En una realizacion, el procedimiento comprende ademas el
paso, previo al paso (i), de poner en contacto la molécula de sustrato con una enzima fosfatasa. En otra realizacion,
el procedimiento comprende ademas el paso de hacer que la molécula de sustrato sea roma poniéndose en contacto
con la molécula de sustrato con una enzima polimerasa que posea actividad exonucleasa 3'-5'. En otra realizacion, el
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procedimiento comprende ademas el paso de poner en contacto la molécula de sustrato con una polimerasa
independiente de la plantilla para adenilar el extremo 3' de la molécula de sustrato.

En cualquiera de los procedimientos divulgados en el presente documento, se contempla que la molécula de sustrato
sea de origen natural o que la molécula de sustrato sea sintética. En una realizacion, la molécula de sustrato es de
origen natural. En oftra realizacion, la molécula de sustrato es ADN gendmico, y en otras realizaciones el ADN
gendémico es eucariota o procariota. En las realizaciones en las que la molécula de sustrato es ADN gendmico, la
divulgacion contempla que el ADN gendémico se fragmente in vitrooin vivo. En algunas realizaciones, la
fragmentacion in vitro se lleva a cabo mediante un procedimiento seleccionado del grupo que consiste en el
cizallamiento, la escisién con una endonucleasa, la sonicacion, el calentamiento, la irradiacion utilizando una fuente
alfa, beta 0 gamma, la escision quimica en presencia de iones metalicos, la escision radical y una combinacion de los
mismos. En algunas realizaciones, la fragmentacion in vivo se produce mediante un procedimiento seleccionado del
grupo que consiste en la apoptosis, la radiacion y la exposicion al amianto.

La divulgacion también contempla realizaciones en las que la molécula de sustrato es sintética y se selecciona del
grupo que consiste en ADNc, ADN producido por amplificacion de todo el genoma, productos de extension de
cebadores que comprenden al menos un extremo de doble cadena y un amplicon de PCR.

En cualquiera de los aspectos o realizaciones de la divulgacion, se contempla que el primer polinucleétido es al menos
parcialmente de doble cadena y comprende el oligonucledtido 1 y el oligonucledtido 2. En algunas realizaciones, el
segundo polinucledtido se rectifica con el oligonucledtido 1, y en ofras realizaciones, el rectificado da lugar a una
muesca, una brecha o una base superpuesta entre el segundo polinucleétido y la molécula de sustrato. En algunas
realizaciones, la fusion da lugar a la deshibridacion del oligonucledtido 1y el oligonucleétido 2.

El segundo polinucledtido, en diversas realizaciones, se pone en contacto con una polimerasa, lo que resulta en la
degradacion del oligonucleétido 2.

También se contemplan en la divulgacion realizaciones en las que el oligonucleétido 2 comprende una base que es
susceptible de degradacion, y la divulgacion también proporciona realizaciones en las que el oligonucledtido 2
comprende un grupo bloqueador en su extremo 3' que impide la ligadura. En algunas realizaciones, el segundo
polinucleétido comprende una base modificada.

En otras realizaciones, un procedimiento de la divulgacion comprende ademas (i) ligar un tercer polinucleétido a un
extremo 3' de una molécula de sustrato adicional que es al menos parcialmente de doble cadena; (i) fusionar un cuarto
polinucledtido al tercer polinucleétido en condiciones que promueven la fusion; (iii) escindir al menos un nucleétido del
extremo 5' de la molécula de sustrato adicional; y luego (iv) ligar el cuarto polinucledtido al extremo 5' de la molécula
de sustrato adicional de doble cadena para producir una molécula de sustrato adicional procesada. En algunas
realizaciones, el primer polinucleétido y el tercer polinucleétido son el mismo. En algunas realizaciones, el segundo
polinucleétido y el cuarto polinucleétido son el mismo.

El procedimiento de construccion de bibliotecas NGS de amplicones dirigidos comprende dos pasos separados: el
enriquecimiento de objetivos por PCR multiplex seguido de un paso de ligadura de adaptadores NGS (véase la Figura
39). Son posibles dos opciones de flujo de trabajo: una PCR de dos pasos seguida de la ligadura del adaptador o una
PCR de un paso seguida de la ligadura.

En el paso de PCR multiplex utilizando cualquiera de los dos procedimientos, los pares de cebadores especificos-
objetivo se disefian para los loci objetivo deseados y comprenden una secuencia adaptadora universal truncada de
NGS en sus extremos 5' (véanse las Figuras 40 y 41, Tabla 2). Los primeros ciclos de PCR tienen tiempos de ciclado
alargados para permitir que la alta complejidad de los pares de cebadores, cada uno de los cuales esta a una baja
concentracion, cree amplicones universales marcados con adaptadores NGS a partir de sus secuencias objetivo. Estos
cebadores poseen opcionalmente etiquetas de secuencia degenerada Unicas para identificar amplicones individuales
(Ul= identificador unico), donde cada Ul se encuentra entre la secuencia adaptadora universal NGS en el extremo 5'
y la porcién especifica-objetivo en el extremo 3' de cada cebador (y se representa como un tramo de bases NNNN,
Figuras 40, 41). Si se utilizan secuencias Ul, los ciclos de PCR multiplex alargados se limitan a 2 para evitar la
incorporacion de secuencias Ul adicionales en las copias de los amplicones generados previamente; si no se utilizan
secuencias Ul, los ciclos de PCR muiltiplex alargados pueden realizarse durante mas de 2 ciclos. Cuanto mas limitado
sea el numero de ciclos especificos del objetivo que se realicen, menos productos de dimero del cebador se
acumularan, por lo que debera realizarse el minimo nuimero de ciclos multiplexados factibles para la cantidad de
muestra de entrada. Después de los ciclos multiplex (2 o mas), la PCR contintia con tiempos de elongaciéon mas cortos
para una segunda fase de amplificacién utilizando un Unico cebador universal que corresponde al adaptador universal
truncado NGS que flanquea cada amplicon objetivo. El cebador universal se utiliza a una concentracion relativamente
alta en comparacion con los cebadores especificos-objetivo, y el nimero total de ciclos viene determinado por el
rendimiento deseado de la biblioteca. La concentraciéon de los cebadores especificos-objetivo no es suficiente para
amplificar los objetivos, por lo que el cebador universal, que no puede autointeractuar, se encarga de la reaccion de
amplificacion con la ausencia de formacién de dimeros de cebadores adicionales. Ademas, los dimeros del cebador
que se acumulan durante los ciclos limitados de multiplexacion seran mas cortos en longitud que los amplicones
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deseados y estaran sujetos a una estructura secundaria estable que resulta en una amplificacién menos eficiente por
el cebador universal Unico. Si se utilizan secuencias Ul, se requiere un paso de purificacion o la digestion con
exonucleasa | de los cebadores multiplex antes de afadir el cebador universal, para evitar que las secuencias Ul
adicionales etiqueten las copias posteriores de los amplicones generados previamente. Si no se utilizan secuencias
Ul, el cebador universal puede afadirse al principio de la reaccion con los cebadores multiplex y sera funcional una
vez que se generen los amplicones marcados con el adaptador universal.

Una caracteristica adicional del cebador universal es que opcionalmente comprende bases escindibles para permitir
la ligadura del adaptador corriente abajo. Sin limitacion, las bases escindibles pueden estar compuestas por
desoxiuridina, ARN o desoxiinosina. Alternativamente, el cebador universal no comprende bases escindibles y esta
secuencia es posteriormente extirpada usando una exonucleasa 5' para permitir la ligadura del adaptador (véase la
Figura 42). Ademas, tanto los cebadores especificos-objetivo como el cebador universal comprenden opcionalmente
modificaciones resistentes a las nucleasas en sus extremos 3'; éstas incluyen enlaces de fosforotioato, modificaciones
de 2'0O-metilo o metilfosfonato. Esto permite un cebado mas especifico y eficiente cuando se utiliza una polimerasa
con verificacion de prueba que posee actividad exonucleasa de 3' a 5'. También limita la digestion de la exonucleasa
5' si esta enzima se utiliza para eliminar la secuencia del adaptador universal de los amplicones antes de la ligadura
del adaptador. Después de la PCR, es necesario un paso de purificacion para eliminar los reactivos y la polimerasa
no utilizados.

Para el paso final de la ligadura del adaptador (véase la Figura 42), la porciéon de cada amplicon derivada del cebador
universal es digerida debido a la incorporacion de bases degradables en el cebador y al uso de endonucleasas
especificas de modificacion. Alternativamente, para los cebadores que contienen bases resistentes a las nucleasas
en su extremo 3', la porcién 5' de cada amplicon puede recortarse mediante la digestion de la exonucleasa 5'. En este
caso, la digestion con exonucleasas de los extremos 5' de los amplicones terminara en la posicion de la base resistente
a la nucleasa. La reaccion de digestion del cebador crea un saliente de 3' de cadena unica en ambos extremos de
cada amplicon. También esta presente en la reaccion un adaptador B de cadena unica de longitud completa que
comprende una segunda secuencia de adaptador NGS, y a través de una secuencia complementaria al adaptador
universal en la union del adaptador-objetivo, el segundo adaptador B de cadena Unica se anuda a la porcion
complementaria del adaptador universal que se encuentra en los salientes 3' de cada amplicén, donde la fusion del
adaptador da lugar a la formacién de una muesca o brecha. Ademas, en la reaccidon hay una ADN polimerasa que
posee actividad exonucleasa 5'-3', y en presencia de los NTPs, una ligasa y las condiciones de reaccién apropiadas,
se inicia la traduccion por muesca en la muesca o brecha que reside en la unién del adaptador B y los extremos 5' de
los amplicones. La traduccion por muesca da lugar a la sustitucion de una o mas bases internas del extremo 5'y
expone un grupo fosfato terminal 5' compatible con la ligadura. Posteriormente, la ligadura eficiente del adaptador B
al amplicon del sustrato de ADN se produce cuando la ligasa sella la muesca que se traslada una o mas bases.
Alternativamente, la ligadura del adaptador B se lleva a cabo mediante una reaccion de escision de desplazamiento
utilizando una polimerasa con actividad de endonucleasa de aleta y adicionalmente una ligasa. En este caso, no se
requieren los NTPs, solo una superposicion de varias bases entre el extremo 3' del adaptador B y el extremo 5' de la
porcion del adaptador universal que queda en cada amplicon. Para completar el procedimiento de ligadura del
adaptador, se realiza simultaneamente una ligadura mediada por el enlazador para completar el 1" adaptador (A) en
la secuencia restante del adaptador universal en el extremo 3' de cada amplicon. El oligonucleétido enlazador es
complementario al extremo 3' del adaptador universal restante en cada amplicon y complementario al oligonucleétido
que comprende el resto del 1°" adaptador. Gracias a su complementariedad con ambas secuencias, el oligonucleotido
enlazador se hibrida tanto con el resto 3' del 1°" adaptador como con el adaptador universal restante presente en cada
amplicon, permitiendo que se produzca la ligadura. Al finalizar este novedoso procedimiento de ligadura de
adaptadores, ambos extremos de cada amplicon estan flanqueados por dos adaptadores NGS de cadena Unica
diferentes (A y B) que comparten una corta secuencia de adaptador complementaria en la unién adaptador-objetivo.
A continuacion, se realiza un ultimo paso de purificacion antes de la cuantificacion y secuenciacion de la biblioteca.

Una caracteristica adicional del procedimiento divulgado es la eleccion de la ADN polimerasa utilizada en la reaccion
de amplificaciéon PCR multiplexada. La tasa de error durante la amplificacion puede mejorarse cuando se utiliza la
ADN polimerasa de alta fidelidad Pfu, la ADN polimerasa Phusion, la ADN polimerasa KAPA HiFi, la ADN polimerasa
Q5 o sus derivados y analogos. Ademas, dado que el cebador universal utilizado en la segunda fase de la reaccion
de amplificacién comprende opcionalmente bases escindibles, también es deseable una ADN polimerasa de alta
fidelidad que sea tolerante a las bases uracilo, ARN o inosina. Esto incluye, entre otras, la polimerasa KAPA HiFi U+,
la Themo Phusion U y la Enzymatics VeraSeq ULtra, todas ellas disefiadas para tolerar sustratos que contienen uracilo.
Dado el uso de enzimas de alta fidelidad que poseen actividad exonucleasa de 3' a 5' en la reaccién de amplificacion,
todos los cebadores especificos-objetivo, asi como el cebador universal, comprenden enlaces resistentes a las
nucleasas en sus extremos 3' para aumentar la fidelidad y la eficiencia de la extension del cebador. Esto incluye, pero
no se limita, a un enlace fosforotioato u otra fraccién resistente a las nucleasas.

Ademas, como se mencioné anteriormente, se desean procedimientos para la PCR multiplexada para bibliotecas NGS
dirigidas que sean capaces de amplificar objetivos superpuestos para una cobertura contigua en un formato de tubo
unico. El procedimiento divulgado en el presente documento es capaz de lograr este efecto (Figuras 43 y 44). En el
caso de dos pares de cebadores que tienen regiones objetivo superpuestas, se pueden generar 4 amplicones posibles:
un amplicon especifico para cada uno de los dos pares de cebadores, un maxiamplicon resultante de la amplificacion
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de los dos cebadores distales y un miniamplicén resultante de la amplificacion de los dos cebadores proximales. Para
evitar que el miniamplicén domine la reaccién de PCR multiplexada (los amplicones cortos como éste y los dimeros
de cebadores suelen dominar las reacciones de amplificacion debido a su corta longitud y a su facilidad de
amplificacion), la mayoria de los procedimientos separan los pares de cebadores que se solapan en dos tubos, lo cual
es eficaz, pero duplica la carga de trabajo y la cantidad de ADN necesaria. El procedimiento divulgado en el presente
documento permite crear amplicones superpuestos en un solo tubo, ya que, debido a la presencia de la secuencia
universal en cada terminacion, el miniamplicon corto estara sujeto a una estructura secundaria estable que resulta en
una amplificacién menos eficiente por el Unico cebador universal. Por lo tanto, aunque el miniamplicén se produzca
durante los ciclos iniciales de PCR especificos-objetivo, no se amplificara eficazmente. Como resultado, utilizando los
procedimientos divulgados en el presente documento, sélo se producen los amplicones especificos de cada par de
cebadores y el maxiamplicon a partir de un ADN de entrada de alta calidad y alto peso molecular. Cuando se utiliza
ADN FFPE entrecruzado o ADN fragmentado (en particular, ADN libre de células circulantes que se encuentra en el
intervalo de 165 pb), se suprime la formacion del maxiamplicon, ya que la longitud o la integridad de la plantilla no
puede soportar un amplicdn de este tamario, y solo se producen los amplicones especificos de cada par de cebadores.

En cualquiera de los procedimientos divulgados en el presente documento , se contempla que la muestra de ADN de
entrada es de origen natural. En una realizacion, el ADN de entrada es ADN gendmico, ya sea ADN intacto de alto
peso molecular o ADN fragmentado libre de células circulantes, y en otras realizaciones, el ADN gendémico es de
origen eucariota, procariota, mitocondrial o viral. En otras realizaciones, el ADN de entrada es de cadena Unica o de
cadena doble o es sintético y es el resultado de una amplificacion previa de todo el genoma o el resultado de una
transcripcion inversa de ARN aleatoria o cebada de otro modo.

En otros aspectos de la divulgacion, se proporciona una composicion que comprende una ligasa y un primer
polinucledtido que es al menos parcialmente de cadena doble y comprende el oligonucleétido 1y el oligonucleétido 2;
en el que el oligonucledtido 1 comprende un fosfato 5' y un grupo bloqueador en su extremo 3'; y en el que el
oligonucledtido 2 (i) comprende una base susceptible de degradacion y/o (ii) puede ser desplazada por una condicion
térmica no desnaturalizante y comprende ademas un grupo bloqueador en su extremo 3', dicho grupo bloqueador
impide la ligadura del extremo 3' pero permite la ligadura del extremo 5' del oligonucleétido 1.

En algunas realizaciones, el grupo bloqueador 3' del oligonucleétido 2 es 3' desoximidina, 3' desoxiadenina, 3'
desoxiguanina, 3' desoxicitosina o un dideoxi nucleétido. En otras realizaciones, la base susceptible de degradacion
es la desoxiuridina, un ribonucleétido, la desoxiinosina o la inosina. La condicién de calor no desnaturalizante, en
diversas realizaciones, es de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 85 °C.

En algunas realizaciones, el oligonucleétido 2 comprende una modificacion de la base que reduce la estabilidad de
union del oligonucledtido 2, en el que la modificacion de la base es desoxiinosina, inosina o una base universal.

La divulgacion también proporciona, en algunos aspectos, una composicion que comprende un producto de ligadura
resultante de la incubacion de un sustrato de cadena doble con una composicion de la divulgacion; una ligasa, una
polimerasa de ADN que tiene actividad de traduccion por muesca, una endonucleasa que reconoce una base que es
susceptible de degradacion, y un segundo polinucledtido que es de cadena Unica y comprende un dominio 3' que es
suficientemente complementario a la porcion 5' del oligonucledtido 1 del polinucledtido 2 para anudarse bajo
condiciones apropiadas cuando el oligonucleétido 2 del polinucleétido 1 se degrada o se desplaza.

En algunas realizaciones, el segundo polinucleétido tiene una longitud suficiente para desplazar el oligonucleétido 2
del primer polinucleétido o el segundo polinucleétido comprende una modificacion de base que aumenta su estabilidad
de unién. En ofras realizaciones, la endonucleasa se selecciona del grupo que consiste en la UDG mas la
endonucleasa VI, la RNasa HI, la RNasa H2 y la endonucleasa V. En otras realizaciones, la ligasa es la ADN ligasa de
E. colio la T4 ADN ligasa. La modificacion de la base que aumenta su estabilidad de unién es, en diversas
realizaciones, un acido nucleico bloqueado (LNA).

En otros aspectos de la divulgacion, se proporciona una composicién que comprende un producto de ligadura
resultante de la incubacion de un sustrato de cadena doble con una composicion de la divulgacion; una ligasa; una
endonucleasa de aleta; una endonucleasa que reconoce una base susceptible de degradacién un segundo
polinucleétido que comprende un oligonucledtido de cadena uUnica que comprende un dominio 3' que es
suficientemente complementario a la porcién 5' del oligonucledtido 1 del polinucleétido 2 para fusionarse bajo
condiciones apropiadas cuando el oligonucledtido 2 del polinucledtido 1 es degradado o desplazado, en el que el
segundo polinucledtido tiene una longitud suficiente para desplazar al oligonucleétido 2 del primer polinucleétido o el
segundo polinuclesdtido comprende una modificacion de base que aumenta su estabilidad de union, y en el que el
segundo polinuclesétido comprende ademas una base degenerada terminal 3'.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para producir una molécula de sustrato procesada,
comprendiendo el procedimiento: (i) ligar un primer polinucleétido a un extremo 3' de una molécula de sustrato que
es, al menos parcialmente, de cadena doble ; (ii) fusionar un segundo polinucleétido al primer polinucleétido bajo
condiciones que promuevan la fusion; (iii) extirpar al menos un nucleétido del extremo 5' de la molécula de sustrato; y
luego (iv) ligar el segundo polinucledtido al extremo 5' de la molécula de sustrato de doble cadena para producir la
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molécula de sustrato procesada. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas un paso, previa al
paso (i), de contacto de la molécula de sustrato con una enzima fosfatasa.

En algunas realizaciones, la enzima fosfatasa es fosfatasa intestinal de ternera o fosfatasa de camaron.

En otras realizaciones, el procedimiento comprende ademas un paso para hacer que la molécula de sustrato sea roma
poniéndose en contacto con la molécula de sustrato con una enzima polimerasa que posea actividad exonucleasa 3'-
5"

En algunas realizaciones, la enzima polimerasa se selecciona del grupo que consiste en la T4 ADN ligasa, el fragmento
de Klenow, la T7 polimerasa y una combinacién de las mismas. En otras realizaciones, el procedimiento comprende
ademas un paso de contacto de la molécula de sustrato con una polimerasa independiente de la plantilla para adenilar
el extremo 3' de la molécula de sustrato.

En diversas realizaciones, la molécula de sustrato es de origen natural o la molécula de sustrato es sintética. Asi, en
algunas realizaciones, la molécula de sustrato es de origen natural. En otras realizaciones, la molécula de sustrato es
ADN gendmico. En otras realizaciones, el ADN gendémico es eucariota o procariota, y en otras realizaciones, el ADN
gendémico se fragmenta in vitro o in vivo. En algunas realizaciones, la molécula de sustrato es ADN libre de células
circulantes.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende, ademas, antes del paso (i), ajustar la temperatura entre
aproximadamente 50 °C a aproximadamente 85 °C. En algunas realizaciones, la temperatura es 65 °C.

En otras realizaciones, la fragmentacion in vitro se lleva a cabo mediante un procedimiento seleccionado del grupo
que consiste en el cizallamiento, la escisiéon con una endonucleasa, la sonicacion, el calentamiento, la irradiacion
utilizando una fuente alfa, beta 0 gamma, la escisiéon quimica en presencia de iones metalicos, la escision radical y
una combinacion de los mismos. En otras realizaciones, la fragmentacion in vivo se produce mediante un
procedimiento seleccionado del grupo que consiste en la apoptosis, la radiacion y la exposicion al amianto.

La molécula de sustrato, en otras realizaciones, es sintética y se selecciona del grupo que consiste en ADNc, ADN
producido por amplificacion de todo el genoma, productos de extension de cebadores que comprenden al menos un
extremo de doble cadena y un amplicén de PCR.

En algunas realizaciones, el primer polinucleétido es al menos parcialmente de doble cadena y comprende el
oligonucledtido 1 y el oligonucledtido 2. En diversas realizaciones, el segundo polinucleétido se anuda al
oligonucledtido 1. El recocido, en algunas realizaciones, da lugar a una muesca, una brecha o una base superpuesta
entre el segundo polinucledtido y la molécula de sustrato.

El segundo polinucledétido, en diversas realizaciones, se pone en contacto con una polimerasa, lo que resulta en la
degradacion del oligonucleétido 2.

En algunas realizaciones, el oligonucledtido 2 comprende una base susceptible de degradacion. En otras
realizaciones, la base susceptible de degradacion se selecciona del grupo que consiste en desoxiuridina, ARN,
desoxiinosina e inosina. En otras realizaciones, el oligonucleétido 2 comprende un grupo bloqueador en su extremo 3'
que impide la ligadura. El grupo bloqueador, en diversas realizaciones, es un desoxinucleétido 3' o un
dideoxinucleétido.

En algunas realizaciones, el segundo polinucleétido comprende una base modificada.
En otras realizaciones, el recocido da lugar a la deshibridacion del oligonucledtido 1 y del oligonucledtido 2.

En otras realizaciones, el procedimiento comprende ademas: (i) ligar un tercer polinucleétido a un extremo 3' de una
molécula de sustrato adicional que es al menos parcialmente de doble cadena; (ii) fusionar un cuarto polinucledétido al
tercer polinucleétido en condiciones que promuevan la fusion; (iii) escision de al menos un nucleétido del extremo 5'
de la molécula de sustrato adicional; y luego (iv) lugar el cuarto polinucleétido al extremo 5' de la molécula de sustrato
adicional de cadena doble para producir una molécula de sustrato adicional procesada.

En algunas realizaciones, el primer polinucleétido y el tercer polinucleétido son el mismo. En otras realizaciones, el
segundo polinucledtido y el cuarto polinucleétido son el mismo.

En otros aspectos, la divulgacion proporciona una composicion que comprende un cebador universal y una pluralidad
de pares de cebadores de oligonucledtidos especificos-objetivo; en la que cada cebador especifico-objetivo de la
pluralidad de pares de cebadores comprende una secuencia especifica-objetivo y una secuencia terminal 5' que no
es complementaria a una molécula de sustrato objetivo; en la que el cebador universal comprende la secuencia
terminal 5' y una base escindible o una modificacion resistente a la nucleasa; en el que cada cebador especifico-
objetivo de la pluralidad de pares de cebadores y el cebador universal comprenden cada uno una modificacion
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resistente a la nucleasa en sus extremos 3'; una polimerasa de alta fidelidad que es tolerante a la base escindible
incorporada en el cebador universal; en el que los pares de cebadores especificos-objetivo y el cebador universal se
fusionan con sus moléculas de sustrato objetivo a la misma temperatura; y en el que la relacién molar de cebadores
especificos-objetivo con respecto al cebador universal es al menos de aproximadamente 1:100.

En algunas realizaciones, la base escindible es desoxiuridina, ARN, desoxiinosina o inosina. En otras realizaciones,
la modificacion resistente a la nucleasa es fosforotioato.

En otras realizaciones, al menos un cebador especifico-objetivo comprende ademas una etiqueta de identificacion
molecular entre la secuencia especifica-objetivo y la secuencia terminal 5'.

En diversas realizaciones de la divulgacion, la relacion molar de cebador especifico-objetivo con respecto al cebador
universal es al menos aproximadamente 1:200, o al menos aproximadamente 1:300, o al menos aproximadamente
1:400, o al menos aproximadamente 1:500, o al menos aproximadamente 1:1.000, o al menos aproximadamente
1:2.000, o al menos aproximadamente 1:3.000, o al menos aproximadamente 1:5.000, o al menos aproximadamente
1:10.000 o mayor.

En diversas realizaciones, la composicién comprende ademas una molécula de sustrato.

En algunos aspectos, se proporciona una composiciéon que comprende un producto de una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) generado por un cebador universal, en el que el producto comprende al menos una base escindible
incorporada a través del cebador universal; una endonucleasa que puede escindir la base escindible; (i) al menos un
nucledtido y una ADN polimerasa que posee actividad de traduccion por muesca, o (i) una enzima que posee actividad
de endonucleasa de aleta; una ADN ligasa; un adaptador 5' que comprende (i) una secuencia 3' que es
complementaria a la porciéon 5' del complemento inverso del cebador universal expuesta por la escision de la
endonucleasa del cebador universal y (ii) una porcién 5' que no es complementaria al complemento inverso del cebador
universal; y en la que la porcion 3' del complemento inverso del cebador universal se fusiona a un adaptador 3'
parcialmente truncado de cadena doble.

En algunas realizaciones, la endonucleasa se selecciona del grupo que consiste en UDG + Endonucleasa VI, RNasa
HI, RNasa H2 y Endonucleasa V. En otras realizaciones, la ADN ligasa es la ADN ligasa de E. coli o la T4 ADN ligasa.

En otros aspectos, la divulgacion proporciona una composicion que comprende un producto de una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) generado por un cebador universal, en el que el producto comprende al menos una
modificacién resistente a las nucleasas incorporada a través del cebador universal; una exonucleasa 5' que no es
capaz de digerir el producto de la PCR mas alla de la modificacion resistente a las nucleasas; (i) al menos un nucleétido
y una ADN polimerasa que posee actividad de traduccion por muesca, o (ii) una enzima que posee actividad de
endonucleasa de aleta; una ADN ligasa; un adaptador 5' que comprende (i) una secuencia 3' que es complementaria
ala porcion 5' del complemento inverso del cebador universal expuesta por la escision de la endonucleasa del cebador
universal y (ii) una porcion 5' que no es complementaria al complemento inverso del cebador universal; y en la que la
porcién 3' del complemento inverso del cebador universal se fusiona a una molécula adaptadora 3' parcialmente
truncada de cadena doble.

En otros aspectos, se proporciona un procedimiento de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que comprende
poner en contacto una molécula de sustrato con: (i) un par de cebadores especificos-objetivo, donde cada cebador
comprende una secuencia 5' que no es complementaria a la molécula de sustrato y que incorpora un adaptador
universal unico en los extremos del amplicdn resultante y (ii) un cebador Unico que comprende la secuencia de
adaptador universal Unico y que ademas comprende una base escindible o una modificacion resistente a las
nucleasas, donde bajo condiciones de reaccion apropiadas utilizando una temperatura de recocido constante para
cada ciclo de PCR pero variando el tiempo de recocido, en presencia de una ADN polimerasa de alta fidelidad y
nucledtidos, en que la relacién molar de cada cebador especifico-objetivo: cebador universal es al menos de
aproximadamente 1:100, los amplicones especificos-objetivo se generan durante los primeros dos o mas ciclos de
PCR que tienen tiempos de fusion de 5 minutos o mas, seguido de la amplificacién de los amplicones resultantes
durante los ciclos de PCR restantes que comprenden cada uno de ellos tiempos de fusién de 1 minuto o menos, en
los que se consigue la amplificacion del amplicon especifico-objetivo por el cebador universal Unico de mayor
concentracion.

En aspectos adicionales, se proporciona un procedimiento de PCR multiplexada que comprende poner en contacto
una molécula de sustrato con (i) una pluralidad de pares de cebadores especificos-objetivo, en los que cada cebador
comprende una secuencia 5' que no es complementaria al sustrato y que incorpora un Unico adaptador universal en
los extremos del amplicén resultante, y (ii) un Unico cebador que comprende la secuencia Unica de adaptador universal
y que ademas comprende una base escindible o una modificacion resistente a las nucleasas, donde bajo condiciones
de reaccién apropiadas utilizando una temperatura de recocido constante para cada ciclo de PCR pero variando el
tiempo de recocido, en presencia de una ADN polimerasa de alta fidelidad y nucledétidos, en lo que la relacién molar
de cada cebador especifico-objetivo: cebador universal es al menos de aproximadamente 1:100, los amplicones
especificos-objetivo se generan durante los primeros dos o mas ciclos de PCR que tienen tiempos de fusion de cinco
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minutos o mas, seguido de la amplificacion de los amplicones resultantes durante los ciclos de PCR restantes que
comprenden cada uno un tiempo de fusion de un minuto o menos, en los que se consigue la amplificacion multiplexada
de los amplicones especificos-objetivo por el cebador universal tnico de mayor concentracion.
En algunos aspectos, se proporciona un procedimiento de conversion de un producto de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) que comprende una Unica secuencia adaptadora universal en cada extremo en un producto que
comprende adaptadores asimétricos 5' y 3' en cada extremo, que comprende: (a) digerir el extremo 5' del producto de
PCR en el que se introdujo una base escindible o una modificacion resistente a las nucleasas, seguido de (b) fusionar
y (i) ligar por traduccién por muesca o (i) ligar por endonucleasa de aleta de un adaptador 5' que es complementario
a la porcion 5' del complemento inverso del adaptador universal que fue expuesto por la digestion, y (c) en el que un
adaptador 3' parcialmente truncado de cadena doble se fusiona y liga a la porcién 3' del complemento inverso del
adaptador universal, convirtiendo asi el producto de PCR en un producto que comprende adaptadores asimétricos en
cada extremo.
En algunas realizaciones, el producto de PCR es un producto de amplificacién del genoma completo (WGA).
En cualquiera de los procedimientos divulgados en el presente documento, se contempla que los loci objetivo elegidos
para la amplificacion multiplexada correspondan a cualquiera de una variedad de aplicaciones, incluyendo, pero sin
limitarse a, objetivos especificos de oncologia, objetivos especificos de resistencia a farmacos, objetivos de
enfermedades hereditarias, objetivos de patégenos infecciosos, objetivos de anfitriones de patdgenos, objetivos
especificos de especies y cualquier objetivo clinicamente procesable.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1 Adaptadores NGS actuales

e Adaptador de relleno (con extremo romo o con saliente en T) con 3'y 5' hidroxilos

e Adaptador en Y (con saliente en T) con 3' hidroxilo y 5' fosfato

e Adaptador en forma de tallo (con extremo romo o en forma de T) con 3' hidroxilo y 5' hidroxilo o fosfato

Fig. 2, A y B. Quimicas convencionales de ligadura de adaptadores

Fig. 3 Caracteristicas de los adaptadores de 3'y 5'

Fig. 4 Ligadura del adaptador 5' por traduccién por muesca
Los pasos incluyen:

e - desfosforilacion de la molécula de sustrato

e - pulido de la molécula del sustrato/generacion de extremos romos

e - ligadura del adaptador 3'

e - degradacion parcial del adaptador 3'y fusion del adaptador 5'

e - extension de la polimerasa del adaptador 5' por traduccién por muesca

e - ligadura del adaptador 5' extendido al fosfato 5' expuesto del sustrato de ADN

Fig. 5 Ligadura del adaptador 5' por escision de desplazamiento
Los pasos incluyen:

e 1 - desfosforilacion de la molécula de sustrato

e 2 - pulido del extremo de la molécula de sustrato/generacion del extremo romo
e 3- ligadura del adaptador 3'

e 4 - Degradacion parcial del adaptador 3'y fusién del adaptador 5'

e 5- Desplazamiento de la(s) base(s) 5' del fragmento de ADN vy fusiéon de la(s) base(s) 3' del adaptador 5'
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6 - Corte de la(s) base(s) 5' del ADN desplazada(s) por una endonucleasa de aleta 5'

7 - ligadura del extremo 3' del adaptador 5' al fosfato 5' expuesto del ADN sustrato

Fig. 6 La ligadura del adaptador se consigue con dos incubaciones

el acoplamiento del adaptador 5' por fusion-traduccion por muesca-ligadura acoplada se consigue en 2
incubaciones donde la 1ra incubacion es un acoplamiento del adaptador 3' y la 2da incubacion combina 3
reacciones que ocurren secuencialmente: (1) fusion del adaptador 5', (2) extensién del adaptador 5' por parte
de la ADN polimerasa con actividad de traduccion por muesca (escision del extremo 5' dafiado del ADN
sustrato), y (3) ligadura del adaptador 5' al fosfato 5' expuesto del ADN sustrato.

el acoplamiento del adaptador 5' por fusién-escision-base-ligadura acoplada se consigue en 2 incubaciones
donde la 1ra incubacion es un acoplamiento del adaptador 3', y la2da incubacién combina 3 reacciones que
ocurren secuencialmente: (1) fusion del adaptador 5' con una o varias bases aleatorias en el extremo 3'y
desplazamiento de una o varias bases 5' terminales del ADN sustrato, (2) escision de las bases 5'
desplazadas por la endonucleasa de alera 5' (escision del extremo 5' dafiado del ADN sustrato), y (3) ligadura
del adaptador 5' al fosfato 5' expuesto del ADN sustrato.

Fig.7 Generacion de un saliente de 3' de cadena Unica

Se puede afadir enzimaticamente una secuencia de saliente de adaptador 3' mediante al menos 4
procedimientos diferentes:

o por ligadura convencional utilizando la T4 ADN ligasa

o por la ligasa de ADN (ARN) de cadena Unica

o mediante la cola de homopolimero convencional con transferasa terminal

o mediante la cola controlada y la ligadura simultanea del adaptador utilizando la transferasa

terminal, la ADN ligasa y la molécula atenuadora-adaptadora. Véase el documento WO
2013/138536, presentado el 13 de marzo de 2013.

Alternativamente, la fragmentacion del ADN u otro tipo de procesamiento puede dar lugar a extremos de ADN
preexistentes con salientes de 3' suficientes para la fusiéon del adaptador 5'.

Fig. 8 procedimientos de fusion del adaptador 5'. La Figura 8A representa los pasos (i)-(iii); la Figura 8B representa
los pasos (iv)-(v).

i) por la union tras la degradacion del 2% oligonucleétido que se ha fusionado previamente al adaptador 3’
ii) por desplazamiento competitivo del 2% oligonucledtido que fue previamente recocido al adaptador 3’

iii) mediante la unién a la region corriente arriba del adaptador 3' (seguida de una traducciéon por muesca
limitada y de la degradacion del 2% oligonucleétido que se ha unido previamente al adaptador 3')

iv) haciendo que el adaptador 5" sea prefusioando a la regién corriente arriba del adaptador 3’ (seguido de
una traduccién por muesca limitada y de la degradacion del 2 oligonucleétido que fue previamente fusionado
al adaptador 3’)

v) al tener el adaptador 5' bloqueado en lugar del 2% oligonucleétido que se activa por escision

Fig. 9 A-D. ligadura del adaptador 5' mediante extension de una sola base

Fig. 10 Sintesis de la biblioteca NGS de lllumina |

La sintesis de la biblioteca | se realiza en 5 0 6 pasos:

Figura 10a:

1 - desfosforilacion y pulido de la molécula de sustrato
2 - ligadura del adaptador 3' con la secuencia lllumina P7 (a) o P5' (b)
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3 - degradacion parcial del adaptador 3' y recocido del adaptador 5' complementario con la secuencia lllumina
P5 (a) o P7' (b)

4 - extension de la polimerasa del adaptador 5' por traduccién por muesca, y

5 - ligadura del extremo 3' del adaptador 5' al fosfato 5' expuesto del sustrato de ADN

0, alternativamente, en la figura 10b:

4 - desplazamiento de la(s) base(s) 5' del sustrato de ADN y fusion de la(s) base(s) 3' del adaptador 5'

5 - la escision de la(s) base(s) 5' desplazada(s) del sustrato de ADN por parte de una endonucleasa de aleta
5y

6 -ligadura del extremo 3' del adaptador 5' al fosfato 5' expuesto del sustrato de ADN

La biblioteca se amplifica por PCR utilizando los cebadores P5 y P7"

Fig. 11 Sintesis de una biblioteca NGS de lllumina Il
La sintesis de la biblioteca Il se realiza en 4 pasos:

o 1 - Sintesis de la biblioteca NGS con el adaptador truncado P7 mediante uno de los dos procedimientos
descritos en la Fig. 6
o 2 - Amplificacion de la biblioteca con el cebador P7 degradable truncado o de longitud completa+

3 - Degradacion del cebador P7 incorporado* seguido por la fusion y la ligadura del adaptador 5' P5

4 - Si un cebador P7 degradable truncado - se utilizé en el segundo paso, se realizé una ligadura puente del
adaptador P7+" al adaptador P7+'truncado para completar el adaptador P7 de longitud completa

Fig. 12 A y B. Sintesis de una biblioteca lon Torrent La sintesis de la biblioteca se realiza mediante:

1 - Desfosforilacion y pulido del sustrato de ADN
2 - ligadura del adaptador 3' con la secuencia A1'-P1' (a) o A’ (b)

3 - ligadura de traduccién por muesca o ligadura de base del extremo 3' del adaptador 5' con la secuencia A
(a) o la secuencia P1-A1 (b) al extremo 5' del ADN recortado

4 - amplificacién de la biblioteca por PCR utilizando los cebadores Ay P1

Fig. 13 Sintesis de una biblioteca lon Torrent con 96 secuencias combinatorias de cédigos de barras
utilizando sélo 20 secuencias de adaptador

Pasos de la sintesis de la biblioteca:

1 - Desfosforilacion y pulido del extremo del ADN (no se muestra)

2 - ligadura del adaptador 3' (romo) P1, con secuencia T',-L'-P1' y grupo fosfato 5' y oligonucleotido
complementario bloqueado 3'-con secuencia P1y-L-Tn

3 - degradacion del oligonucledtido complementario bloqueado 3'P14-L-Ty
4 - recocido del adaptador 5' Am con la secuencia A-tn-L a la regidon enlazadora L'

5 - extension del adaptador 5' Am por polimerizacion de traduccion por muesca y ligadura del extremo 3' del
adaptador 5' A, extendido al extremo 5' del ADN

o 6 - amplificacion de la biblioteca por PCR utilizando los cebadores A 'y P1

Los adaptadores con codigos de barras combinados incluyen 8 adaptadores P1n que contienen secuencias
de codigos de barras Ty, T, ..., Ts y 12 adaptadores A que contienen secuencias de codigos de barras ti,
t2, ..., ti2

La biblioteca creada tiene una secuencia combinatoria de cédigos de barras tm-L-T, con hasta 96
combinaciones de codigos de barras.
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Fig. 14 El enriquecimiento de fragmentos de restriccion seleccionados mediante ligadura de adaptador 5 se
selecciona un fragmento de ADN de restriccion mediante ligadura de adaptador 5’ seguida de amplificacion por
PCR. La seleccion se produce mediante dos adaptadores-selectores 5 A y B que contienen
secuencias ay b idénticas a las secuencias terminales 5' del fragmento de restriccion. El procedimiento de
enriquecimiento implica:

1. Digestion del ADN con endonucleasas de restriccion;

2. ligadura del adaptador 3';

3. degradacion parcial del adaptador 3'y recocido de los adaptadores-selectores 5';

4. invasion de los adaptadores-selectores 5' en las secuencias terminales a y b del fragmento de
restriccion;

5. escision de las secuencias terminales desplazadas a y b por una endonucleasa de aleta 5';

6. ligadura de los adaptadores-selectores 5' a los extremos del fragmento de restriccion;

7. amplificacion del fragmento de restriccion seleccionado mediante PCR.
Los pasos 1, 2 y también los pasos 3 - 6 pueden combinarse en una sola reaccién de incubacion.
Fig. 15 Enriquecimiento objetivo mediante enriquecimiento de extension de cebadores se realiza mediante la
fijacion del adaptador 5', donde el saliente 3' se crea mediante la extensiéon de un cebador complementario a una
region de ADN objetivo en una biblioteca con adaptadores A y B y la digestion parcial del dominio 5' del adaptador
A. El adaptador &' biotinilado se anuda al saliente 3' del adaptador A y luego se liga al extremo &' del adaptador
A, ya sea después de recortarlo mediante una reaccion de traduccién por muesca limitada (a) o de invasion-
escision(b). A continuacion, los fragmentos de la biblioteca que contienen la regiéon de ADN objetivo se aislan
mediante captura por afinidad utilizando perlas magnéticas de estreptavidina, se amplifican mediante PCR y se
analizan mediante secuenciacion.

Fig. 16 Construccion alternativa de la biblioteca |
La construccién de la biblioteca puede realizarse con un Unico adaptador en 6 o 7 pasos:

1 - desfosforilacion de la molécula de sustrato

2 - pulido del extremo de la molécula de sustrato/generacion del extremo romo

3 - ligadura del adaptador 3' con la secuencia A'

4 - degradacion parcial del adaptador 3'y recocido del adaptador 5' complementario con la secuencia A
5 - extension de la polimerasa del adaptador 5' por traduccion por muesca, y

6 - ligadura del extremo 3' del adaptador 5' al fosfato 5' expuesto del sustrato de ADN o, alternativamente,
por

5 - desplazamiento de la(s) base(s) 5' del ADN y recocido de la(s) base(s) 3' del adaptador 5'
6 - la escision de la(s) base(s) 5' desplazada(s) del ADN por una endonucleasa de aleta 5', y
7 - ligadura del extremo 3' del adaptador 5' al fosfato 5' expuesto del sustrato de ADN
La biblioteca puede ser amplificada por PCR utilizando el cebador Gnico A
Fig. 17 Construccion alternativa de bibliotecas I
La fijacion de adaptadores puede crear una biblioteca de fragmentos de ADN de doble cadena con extremos de
ADN 3'y 5' unidos covalentemente. La construccion de la biblioteca es realizada por:
1 - desfosforilacion de la molécula de sustrato (no se muestra)

2 - pulido del extremo de la molécula de sustrato/generacion del extremo romo (no se muestra)

3 - ligadura del adaptador romo de la hebra con el extremo 5' fosforilado y el extremo 3' bloqueado
(opcionalmente)
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4 - degradacion parcial del adaptador de hebra para crear un extremo 3' extensible

5 - traduccion por muesca del extremo 3' del adaptador de la hebra y su ligadura al fosfato 5' expuesto del
sustrato de ADN

Fig. 18 Construccion alternativa de bibliotecas IlI
Se puede construir una biblioteca NGS circularizada siguiendo los siguientes pasos:

1 - desfosforilacion de la molécula de sustrato (no se muestra)
2 - pulido del extremo de la molécula de sustrato/generacion del extremo romo (no se muestra)

3 - ligadura de adaptadores con un extremo 5' fosforilado y un extremo 3' bloqueado y secuencias X y X'
mutuamente complementarias

4 - degradacion de las cadenas de adaptador no ligadas para crear salientes 3' de cadena Unica

5 - circularizacion no covalente del ADN por recocido de las secuencias terminales X y X' (realizada a baja
concentracion de ADN)

6 - Circularizacion covalente del ADN por reaccion de ligadura de traduccion por muesca

Fig. 19 Comparacion de la ligadura de adaptador convencional con la ligadura de adaptador 3' utilizando sustratos
de oligonucledtidos marcados con FAM (Ejemplo 1)

Fig. 20 Comparacion de la ligadura de adaptador convencional con la ligadura de adaptador 3' utilizando sustrato
de ADN genodmico cizallado y de tamario seleccionado (Ejemplo 2)

Fig. 21 A y B. Optimizacién de la temperatura para la ligadura del adaptador 5' utilizando un sustrato de
oligonucledétidos marcado con FAM (Ejemplo 3)

Fig. 22 Analisis de los efectos de la composicién de los dNTP en la ligadura del adaptador 5' (Ejemplo 4)
Fig. 23 A y B. Reaccion de traduccion por muesca-ligadura acoplada con enzimas termoestables (Ejemplo 5)
Fig. 24 Reaccioén acoplada de escision de desplazamiento-ligadura (Ejemplo 6)

Fig. 25 Reaccion acoplada de escision de desplazamiento-ligadura con adaptador en 5’ especifico del sustrato
"N" universal/degenerado o "T" saliente en 3' (Ejemplo 7)

Fig. 26 Reaccion de traduccion por muesca-ligadura acoplada utilizando la ADN polimerasa | (Ejemplo 8)

Fig. 27 El pulido es necesario para la ligadura roma del ADN cizallado fisicamente y la desfosforilacion impide la
formacion de productos de ligadura quiméricos (Ejemplo 9)

Fig. 28 Ay B. Las bibliotecas NGS tienen un mayor rendimiento cuando se preparan utilizando el recorte de bases
5" acoplado a la reaccién de ligadura del adaptador (Ejemplo 10)

Fig. 29 A, B y C. Analisis de la secuencia de las bibliotecas NGS preparadas utilizando el recorte de bases 5'
acoplado a la ligadura del adaptador (Ejemplo 11)

Figura 30 representa la estructura de los adaptadores, los sustratos modelo y las construcciones de
oligonucledtidos descritas en el Ejemplo 1.

Fig. 31 muestra las moléculas de sustrato de FAM (véase el Ejemplo 1).
Fig. 32 - Representa la estructura de los adaptadores como se describe en el Ejemplo 2

Fig. 33 - Representa el sistema de construccion de oligonucleétidos como se describe en los Ejemplos 3,4, 5y
8.

Fig. 34 - Representa el sistema de construccion de oligonucledtidos descrito en el Ejemplo 6.

Fig. 35 - Representa el sistema de construccion de oligonucledtidos descrito en el Ejemplo 7.
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Fig. 36 - Representa el sistema de construccion de oligonucledtidos descrito en el Ejemplo 7.

Fig. 37 - Representa la estructura de los adaptadores P7 y P5 como se describe en el Ejemplo 10.

Fig. 38 - Representa la estructura de los adaptadores P7 y P5 como se describe en el Ejemplo 11.

Figura 39. muestra dos flujos de trabajo para el procedimiento de construccion de bibliotecas NGS de amplicones.
Figura 40. representa el primer flujo de trabajo donde la PCR multiplexada se divide por un paso de purificacion.
Figura 41. representa el segundo flujo de trabajo en el que la PCR multiplexada se realiza como un solo paso.
Figura 42. representa el paso final de la ligadura simultanea del adaptador A y B a cada amplicon.

Figura 43. compara el flujo de trabajo de un tubo con el de dos tubos.

Figuras 44A y 44B muestran los productos de amplicon generados a partir de regiones objetivo de pares de
cebadores superpuestos.

Figura 45. Ejemplo 1: grafico de la cobertura de amplicones sobre los exones codificantes de TP53.
Figura 46. Ejemplo 1: identificacién de una mutacion somatica en el exén 8 de TP53.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un aspecto, la divulgacion describe un procedimiento altamente eficiente de ligadura de adaptadores a los extremos
de moléculas de ADN de doble cadena fragmentadas. Dichas moléculas de ADN se denominan en el presente
documento "moléculas de sustrato” En un aspecto, el procedimiento comprende una Unica incubacion que incluye (1)
la fusién de un adaptador 5' a un saliente 3' preexistente en una molécula de sustrato, preferentemente un adaptador
3', (2) la eliminacién de una base dafiada de los extremos 5' de las moléculas de sustrato, lo que permite (3) la ligadura
eficiente del adaptador 5' al fosfato 5'-expuesto de las moléculas de sustrato. En otro aspecto, el procedimiento
comprende dos incubaciones, donde en la primera incubacion se liga un adaptador 3' a la molécula de sustrato, y en
la segunda incubacion se liga el adaptador 5' a la molécula de sustrato, tal como se ha descrito anteriormente (véase
la Figura 6). En diversas realizaciones, la divulgacion proporciona ademas procedimientos que comprenden pasos
adicionales que ocurren antes de uno o dos pasos de ligadura, incluyendo: (i) una reaccién de desfosforilacion, (ii) una
reaccion de pulido para extirpar los extremos 3' dafiados y generar un extremo romo, y (iii) una reaccion de adenilacion;
la divulgacion contempla diversas combinaciones de los pasos, que se discuten con mas detalle a continuacion.

En otro aspecto, la divulgacion describe un procedimiento altamente eficiente de preparacion de bibliotecas NGS de
amplicones multiples. En un aspecto, el procedimiento permite la sintesis y amplificacion de multiples amplicones
superpuestos en un solo tubo. En otro aspecto, describe un procedimiento novedoso y altamente eficiente de ligadura
de adaptadores a los extremos de amplicones de PCR que esta libre de amplicones quiméricos y adaptadores-
dimeros. En un aspecto, permite la incorporacion de etiquetas de secuencia degenerada Unicas para identificar
amplicones individuales. En otro aspecto, el procedimiento comprende una unica incubacién que incluye la
degradacion de los extremos 5' de los amplicones, seguida de la ligadura simultanea del segundo adaptador B y la
ligadura mediada por el enlazador del resto del 1er adaptador A los amplicones del sustrato. En diversas realizaciones,
la divulgacion proporciona ademas procedimientos que comprenden pasos adicionales que ocurren antes del paso de
ligadura, incluyendo: (i) una reaccion de PCR multiplexada (ii) un paso de purificacion, y (iii) un paso de amplificacion
universal con un solo cebador. Alternativamente, los pasos adicionales que ocurren antes del paso de ligadura
incluyen: (i) una reaccion combinada de PCR multiple con amplificacién universal de cebador Unico, seguida de (ii) un
paso de purificacion. La divulgacion contempla diversas opciones de pasos, que se discuten con mas detalle a
continuacion.

El término "condiciones de reaccion" o "condiciones de reaccion estandar”, tal y como se utiliza en el presente
documento, indica condiciones de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se entiende que todas las enzimas
divulgadas en el presente documento se utilizan bajo condiciones de reaccion estandar, a menos que se indique lo
contrario. El término "primer polinucledtido”, tal y como se utiliza en el presente documento, se usa indistintamente
con "adaptador 3", "primer adaptador” o "Adaptador A" y el término "segundo polinucleétido”, tal y como se utiliza en
el presente documento, se usa indistintamente con "adaptador 5", "segundo adaptador" o "Adaptador B". En ciertos
casos, cuando el Adaptador A se utiliza en referencia a la tecnologia lonTorrent™, por ejemplo, las Figuras 12-13, se
refiere al Adaptador A tal como lo proporciona el fabricante para el procedimiento lonTorrent™, y no al "Adaptador A"
tal como se define en el presente documento.

Un "adaptador 3", tal como se utiliza en el presente documento, se liga a un extremo 3' de una molécula de sustrato,
y un "adaptador 5™ se liga a un extremo 5' de una molécula de sustrato.
Tal y como se utiliza en el presente documento, un extremo 5' "dafiado" es aquel que carece de un fosfato 5'.
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Tal y como se utiliza en el presente documento, una molécula de sustrato "procesada” es aquella a la que se ha unido
un adaptador 5'.

Tal y como se utiliza en el presente documento, una "polimerasa de alta fidelidad" es aquella que posee actividad
exonucleasa 3'-5' (es decir, con verificacion de prueba).

El término "tolerante", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una propiedad de una polimerasa que
puede extenderse a través de una plantilla que contiene una base escindible (por ejemplo, uracilo, inosina y ARN).

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "asimétrico" se refiere a una molécula de cadena doble con
ambos adaptadores en ambos extremos en lugar de un Unico adaptador en ambos extremos. Asi, la asimetria surge
del hecho de que ambos adaptadores son en gran medida no complementarios entre si y tienen porciones de una sola
cadena.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "cebador universal" es un oligonucleétido utilizado en una reaccién
de amplificacién para incorporar una secuencia adaptadora universal. Un "adaptador universal", tal como se utiliza en
el presente documento, es una porcion del producto de amplificacion que corresponde a la secuencia del cebador
universal y su complemento inverso.

Se entendera que una modificacion que disminuye la estabilidad de unién de dos acidos nucleicos incluye, pero no se
limita a un desajuste de nucledtidos, una desoxiinosina, una inosina o una base universal.

También se entendera que una modificacion que aumenta la estabilidad de unién de dos acidos nucleicos incluye,
pero no se limita a un acido nucleico bloqueado (LNA), espermina y espermidina u otras poliaminas, y la metilaciéon de
citosina.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "base universal" es aquella que puede formar un par de
bases con las cuatro bases naturales sin enlace de hidrégeno y es menos desestabilizante que un desajuste, e incluye,
pero no se limita, al nitroindol 5' .

Una "etiqueta de identificacion molecular”, tal como se utiliza en el presente documento, tiene una longitud de entre 4
y 16 bases, donde la longitud 6ptima es de entre 8 y 12 bases N degeneradas.

Molécula de sustrato

Se contempla que una molécula de sustrato se obtenga de una fuente natural o puede ser sintética. Las fuentes
naturales incluyen, pero no se limita a, el ADN genomico, el ADNc, el ADN producido por amplificacion del genoma
completo, los productos de extension de los cebadores que comprenden al menos una terminacién de doble cadena
y un amplicén de PCR. La fuente natural es, en diversas realizaciones, una fuente procariota o una fuente eucariota.
Por ejemplo y sin limitacion, la fuente puede ser un humano, un ratén, un virus, una planta o una bacteria o una mezcla
que comprenda una pluralidad de genomas.

Tal y como se utiliza en el presente documento, se entiende que un "amplicén" es una porcion de un polinucleétido
que se ha sintetizado mediante técnicas de amplificacion.

Si la fuente de la molécula de sustrato es ADN gendmico, se contempla que en algunas realizaciones el ADN gendmico
esté fragmentado. La fragmentacion del ADN gendmico es un procedimiento general conocido por los expertos en la
técnica y se lleva a cabo, por ejemplo y sin limitacién, in vitro, mediante el cizallamiento (nebulizacién) del ADN, la
escision del ADN con una endonucleasa, la sonicacion del ADN, el calentamiento del ADN, la irradiacion del ADN
utilizando fuentes alfa, beta, gamma u otras fuentes radiactivas, la luz, la escisidon quimica del ADN en presencia de
iones metalicos, la escision radical y combinaciones de las mismas. La fragmentacion del ADN genémico también
puede producirse in vivo, por ejemplo y sin limitacion, debido a la apoptosis, la radiacion y/o la exposicion al amianto.
De acuerdo con los procedimientos proporcionados en el presente documento, no se requiere que una poblaciéon de
moléculas de sustrato sea de un tamario uniforme. Asi, los procedimientos de la divulgacion son eficaces para su uso
con una poblacién de fragmentos de polinucledtidos de sustrato de tamario diferente.

La molécula de sustrato, tal como se divulga en el presente documento, es al menos parcialmente de cadena doble y
comprende un saliente 3' (véase la Figura 7a), un extremo romo, un extremo empotrado 3' o un grupo hidroxilo 3' libre.
La longitud de un saliente o extremo empotrado de un polinucleétido de sustrato puede variar. En diversos aspectos,
la longitud de un saliente o extremo empotrado de una molécula de sustrato esde 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas nucledtidos de longitud. En otras realizaciones, la longitud de un extremo saliente
o empotrado de una molécula de sustrato es de al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos
6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos
15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al menos 20 nucledtidos de longitud. En otras realizaciones,
la longitud de un saliente o extremo empotrado de una molécula de sustrato es de aproximadamente 1 a

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2908 644 T3

aproximadamente 5, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 10, o de aproximadamente 1 a aproximadamente
15, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 nucledtidos de longitud. Una poblacidon de moléculas de sustrato,
en diversos aspectos, incluye aquellas en las que mas de uno de los tipos de moléculas de sustrato mencionados
anteriormente estan presentes en una sola reaccion. La divulgacion también contempla que la molécula de sustrato
sea al menos parcialmente de cadena unica. Los aspectos de la divulgacion en los que la molécula de sustrato es de
cadena unica implican el uso de una enzima ligasa de cadena Unica.

Algunas aplicaciones de la presente divulgacion implican la unién de secuencias de adaptador no a moléculas de
sustrato de ADN de cadena doble originales o nativas, sino a un ADN de cadena doble producido por sintesis de
extension de cebadores. Un ejemplo de dicha aplicaciéon es una biblioteca de ADN producida por (a) la unién de un
oligonucledtido que comprende una secuencia de unién a cebador al extremo 3' de ADN de cadena Unica o de cadena
doble para permitir la extensién del cebador, (b) la extension del cebador fusionado al oligonucleétido, y (c) la unién
de los adaptadores 3'y 5' a los extremos de ADN de cadena doble producidos por la extension del cebador.

Se contempla que la longitud de una porcién de cadena doble o de una porcién de cadena Unica de una molécula de
sustrato esté entre aproximadamente 3 y aproximadamente 1 x 108 nucleétidos. En algunos aspectos, la longitud de
la molécula de sustrato esta entre aproximadamente 10 y aproximadamente 3.000 nucledtidos, o entre
aproximadamente 40 y aproximadamente 2.000 nucleétidos, o entre aproximadamente 50 y aproximadamente 1.000
nucleétidos, o entre aproximadamente 100 y aproximadamente 500 nucleétidos, o entre aproximadamente 1.000 y
aproximadamente 5.000 nucledtidos, o entre aproximadamente 10.000 y 50.000 nucleétidos, o entre
aproximadamente 100.000 y 1 x106 nucleétidos. En otros aspectos, la longitud de la molécula de sustrato es de al
menos 3 y hasta aproximadamente 50, 100 o 1.000 nucleétidos; o al menos 10 y hasta aproximadamente 50, 100 o
1.000 nucledtidos; o al menos 100 y hasta aproximadamente 1.000, 5.000 o 1.0000 nucledtidos o al menos 1000 y
hasta aproximadamente 10.000, 20.000 y 50.000; o al menos 10.000 y hasta aproximadamente 20.000, 50.000 y
100.000 nucledtidos; o al menos 20.000 y hasta aproximadamente 100.000, 200.000 o 500.000 nucledtidos; o al
menos 200.000 y hasta aproximadamente 500.000, 700.000 o 1.000.000 nucleétidos. En diversos aspectos, la longitud
de la molécula de sustrato es aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14,
aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19,
aproximadamente 20, aproximadamente 21, aproximadamente 22, aproximadamente 23, aproximadamente 24,
aproximadamente 25, aproximadamente 26, aproximadamente 27, aproximadamente 28, aproximadamente 29,
aproximadamente 30, aproximadamente 31, aproximadamente 32, aproximadamente 33, aproximadamente 34,
aproximadamente 35, aproximadamente 36, aproximadamente 37, aproximadamente 38, aproximadamente 39,
aproximadamente 40, aproximadamente 41, aproximadamente 42, aproximadamente 43, aproximadamente 44,
aproximadamente 45, aproximadamente 46, aproximadamente 47, aproximadamente 48, aproximadamente 49,
aproximadamente 50, aproximadamente 51, aproximadamente 52, aproximadamente 53, aproximadamente 54,
aproximadamente 55, aproximadamente 56, aproximadamente 57, aproximadamente 58, aproximadamente 59,
aproximadamente 60, aproximadamente 61, aproximadamente 62, aproximadamente 63, aproximadamente 64,
aproximadamente 65, aproximadamente 66, aproximadamente 67, aproximadamente 68, aproximadamente 69,
aproximadamente 70, aproximadamente 71, aproximadamente 72, aproximadamente 73, aproximadamente 74,
aproximadamente 75, aproximadamente 76, aproximadamente 77, aproximadamente 78, aproximadamente 79,
aproximadamente 80, aproximadamente 81, aproximadamente 82, aproximadamente 83, aproximadamente 84,
aproximadamente 85, aproximadamente 86, aproximadamente 87, aproximadamente 88, aproximadamente 89,
aproximadamente 90, aproximadamente 91, aproximadamente 92, aproximadamente 93, aproximadamente 94,
aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99,
aproximadamente 100, aproximadamente 110, aproximadamente 120, aproximadamente 130, aproximadamente 140,
aproximadamente 150, aproximadamente 160, aproximadamente 170, aproximadamente 180, aproximadamente 190,
aproximadamente 200, aproximadamente 210, aproximadamente 220, aproximadamente 230, aproximadamente 240,
aproximadamente 250, aproximadamente 260, aproximadamente 270, aproximadamente 280, aproximadamente 290,
aproximadamente 300, aproximadamente 310, aproximadamente 320, aproximadamente 330, aproximadamente 340,
aproximadamente 350, aproximadamente 360, aproximadamente 370, aproximadamente 380, aproximadamente 390,
aproximadamente 400, aproximadamente 410 aproximadamente 420, aproximadamente 430, aproximadamente 440,
aproximadamente 450, aproximadamente 460, aproximadamente 470, aproximadamente 480, aproximadamente 490,
aproximadamente 500, aproximadamente 510, aproximadamente 520, aproximadamente 530, aproximadamente 540,
aproximadamente 550, aproximadamente 560, aproximadamente 570, aproximadamente 580, aproximadamente 590,
aproximadamente 600, aproximadamente 610, aproximadamente 620, aproximadamente 630, aproximadamente 640,
aproximadamente 650, aproximadamente 660, aproximadamente 670, aproximadamente 680, aproximadamente 690,
aproximadamente 700, aproximadamente 710, aproximadamente 720, aproximadamente 730, aproximadamente 740,
aproximadamente 750, aproximadamente 760, aproximadamente 770, aproximadamente 780, aproximadamente 790,
aproximadamente 800, aproximadamente 810, aproximadamente 820, aproximadamente 830, aproximadamente 840,
aproximadamente 850, aproximadamente 860, aproximadamente 870, aproximadamente 880, aproximadamente 890,
aproximadamente 900, aproximadamente 910, aproximadamente 920, aproximadamente 930, aproximadamente 940,
aproximadamente 950, aproximadamente 960, aproximadamente 970, aproximadamente 980, aproximadamente 990,
aproximadamente 1.000, aproximadamente 1.100, aproximadamente 1.200, aproximadamente 1.300,
aproximadamente 1.400, aproximadamente 1.500, aproximadamente 1.600, aproximadamente 1.700,
aproximadamente 1.800, aproximadamente 1.900, aproximadamente 2.000, aproximadamente 2.100,
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aproximadamente 2.200, aproximadamente 2.300, aproximadamente 2.400, aproximadamente 2.500,
aproximadamente 2.600, aproximadamente 2.700, aproximadamente 2.800, aproximadamente 2.900,
aproximadamente 3.000, aproximadamente 3.100, aproximadamente 3.200, aproximadamente 3.300,
aproximadamente 3.400, aproximadamente 3.500, aproximadamente 3.600, aproximadamente 3.700,
aproximadamente 3.800, aproximadamente 3.900, aproximadamente 4.000, aproximadamente 4.100,
aproximadamente 4.200, aproximadamente 4.300, aproximadamente 4.400, aproximadamente 4.500,
aproximadamente 4.600, aproximadamente 4.700, aproximadamente 4.800, aproximadamente 4900,
aproximadamente 5000, 10.000, 15.000, 20.000, 50.000, 100.000, 150.000, 200000, 250.000, 300.000, 350.000,
400.000, 450.000, 500.000, 550.000, 600.000, 650.000, 700.000, 750.000, 800.000, 850.000, 900.000, 950.000,
1.000.000 de nucledtidos o mas.

Moléculas de amplicén

Tal y como se utiliza en el presente documento, se entiende que un "amplicén" es una porcion de un polinucleétido
que se ha sintetizado mediante técnicas de amplificacion.

Se contempla que la longitud de un amplicon esté entre aproximadamente 10 pb y 175 pb, donde el tamafio del
amplicon deseado es significativamente mas corto que los fragmentos de ADN libre de células circulantes (~165 pb)
y lo suficientemente pequefio en tamafio como para no abarcar el ADN entrecruzado inducido por formalina de las
muestras conservadas, idealmente < 150 pb de longitud. Se contempla que el amplicén puede ser de 15 pb, 20 pb,
25 pb, 30 pb, 35 pb, 40 pb, 45 pb, 50 pb, 51 pb, 52 pb, 53 pb, 54 pb, 55 pb, 56 pb, 57 pb, 58 pb, 59 pb, 60 pb, 61 pb,
62 pb, 63 pb, 64 pb, 65 pb, 66 pb, 67 pb, 68 pb, 69 pb, 70 pb, 71 pb, 72 pb, 73 pb, 74 pb, 75 pb, 76 pb, 77 pb, 78 pb,
79 pb, 80 pb, 81 pb, 82 pb, 83 pb, 84 pb, 85 pb, 86 pb, 87 pb, 88 pb, 89 pb, 90 pb, 91 pb, 92 pb, 93 pb, 94 pb, 95 pb,
96 pb, 97 pb, 98 pb, 99 pb, 100 pb, 101 pb, 102 pb, 103 pb, 104 pb, 105 pb, 106 pb, 107 pb, 108 pb, 109 pb, 110 pb,
111 pb, 112 pb, 113 pb, 114 pb, 115 pb, 116 pb, 117 pb, 118 pb, 119 pb, 120 pb, 121 pb, 122 pb, 123 pb, 124 pb, 125
pb, 126 pb, 127 pb, 128 pb, 129 pb, 130 pb, 131 pb, 132 pb, 133 pb, 134 pb, 135 pb, 136 pb, 137 pb, 138 pb, 139 pb,
140 pb, 141 pb, 142 pb, 143 pb, 144 pb, 145 pb, 146 pb, 147 pb, 148 pb, 149 pb, 150 pb, 151 pb, 152 pb, 153 pb, 154
pb, 155 pb, 156 pb, 157 pb, 158 pb, 159 pb, 160 pb, 161 pb, 162 pb, 163 pb, 164 pb, 165 pb, 166 pb, 167 pb, 168 pb,
169 pb, 170 pb, 171 pb, 172 pb, 173 pb, 174 pb, 175 pb 0 mas.

Alternativamente, para lecturas mas largas, particularmente para tecnologias de secuencias de lectura larga capaces
de proporcionar lecturas de multiples kilobases que proporcionan informacién de haplotaciéon o abarcan secuencias
repetitivas u otras dificiles (PacBio), se contempla que la longitud del amplicon esté entre 150 pb y 150.000 pb o mas
de longitud, cuando se utiliza ADN de alto peso molecular como ADN de entrada para la reaccion de amplificacion. Se
contempla que el amplicon puede ser de 150 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb,
1.000 pb, 2.000 pb, 3.000 pb, 4.000 pb, 5.000 pb, 6.000 pb, 7.000 pb, 8.000 pb, 9.000 pb, 10.000 pb, 11.000 pb, 12.000
pb, 13.000 pb, 14.000 pb, 15.000 pb, 16.000 pb, 17.000 pb, 18.000 pb, 19.000 pb, 20.000 pb, 30.000 pb, 40.000 pb,
50.000 pb, 100.000 pb, 150.000 pb 0 mas de longitud.

En cualquiera de los procedimientos divulgados en el presente documento, se contempla que los loci objetivo elegidos
para la amplificaciéon multiplexada correspondan a cualquiera de una variedad de aplicaciones, incluyendo pero sin
limitarse a objetivos especificos de oncologia, objetivos especificos de resistencia a farmacos, objetivos de
metabolismo y absorcion de farmacos (por ejemplo, CYP2D6), objetivos para enfermedades hereditarias (por ejemplo,
el gen CFTR de la fibrosis quistica, los genes MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 y EPCAM del sindrome de Lynch), objetivos
de patdgenos infecciosos, objetivos de loci de hospedadores de patdgenos, objetivos especificos de especies y
cualquier objetivo clinicamente procesable. En un aspecto, los loci objetivo se eligen entre un conjunto de objetivos
oncoldgicoss que incluyen, pero no se limitan a BRAF, KRAS, EGFR, KIT, HRAS, NRAS, MET, RET, GNA11, GNAQ,
NOTCH1, ALK, PIK3CA, JAK2, AKT1, DNMT3A, IDH2, ERBB2 y TP53. En otro aspecto, los objetivos oncoldgicos
incluyen 400-600 genes, incluyendo pero no limitandose al siguiente subconjunto de genes: ACURL1, AKT1, APC,
APEX1, AR, ATM, ATP11B, BAP1, BCL2L1, BCL9, BIRC2, BIRC3, BRCA1, BRCA2, CCND1, CCNE1, CD274, CD44,
CDH1, CDK4, CDK6, CDKN2A, CSNK2A1, DCON1D1, EGFR, ERBB2, FBXW?7, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4,
FLT3, GAS6, GATAS, IGF1R, IL6, KIT, KRAS, MCL1, MDM2, MET, MSH2, MYC, MYCL, MYCN, MYO18A, NF1, NF2,
NKX2-1, NKX2-8, NOTCH1, PDCD1LG2, PDGFRA, PIK3CA, PIK3R1, PNP, PPARG, PTCH1, PTEN, RB1, RPS6KB1,
SMAD4, SMARCB1, SOX2, STK11, TERT, TET2, TIAF1, TP53, TSC1, TSC2, VHL, WT1 y ZNF217. En realizaciones
adicionales, los loci objetivo se eligen de un subconjunto de genes que se sabe que tienen relevancia clinica en
oncologia, incluyendo, pero sin limitarse a, ABI1, ABL1, ABL2, ACSL3, AF15Q14, AF1Q, AF3p21, AF5q31, AKAP9,
AKT1, AKT2, ALDH2, ALK, ALO17, AMER1, APC, ARHGEF12, ARHH, ARID1A, ARID2, ARNT, ASPSCR1, ASXLA1,
ATF1, ATIC, ATM, ATP1A1, ATP2B3, ATRX, AXIN1, BAP1, BCL10, BCL11A, BCL11B, BCL2, BCL3, BCL5, BCLS6,
BCL7A, BCL9, BCOR, BCR, BHD, BIRC3, BLM, BMPR1A, BRAF, BRCA1, BRCA2, BRD3, BRD4, BRIP1, BTG1,
BUB1B, C120rf9, C150rf21, C150rf55, C160rf75, C2orf44, CACNA1D, CALR, CAMTA1, CANT1, CARD11, CARS,
CASP8, CBFA2T1, CBFA2T3, CBFB, CBL, CBLB, CBLC, CCDC6, CCNB1IP1, CCND1, CCND2, CCND3, CCNE1,
CD273, CD274, CD74, CD79A, CD79B, CDC73, CDH1, CDH11, CDK12, CDK4, CDK6, CDKN2A, CDKN2C,
CDKN2a(p14), CDX2, CEBPA, CEP1, CEP89, CHCHD7, CHEK2, CHIC2, CHN1, CIC, CIITA, CLIP1, CLTC, CLTCL1,
CMKOR1, CNOT3, COL1A1, COL2A1, COPEB, COX6C, CREB1, CREB3L1, CREB3L2, CREBBP, CRLF2, CRTCS3,
CSF3R, CTNNB1, CUX1, CYLD, D10S170, DAXX, DCTN1, DDB2, DDIT3, DDX10, DDX5, DDX6, DEK, DICERT,
DNM2, DNMT3A, DUX4, EBF1, ECT2L, EGFR, EIF3E, EIF4A2, ELF4, ELK4, ELKS, ELL, ELN, EML4, EP300, EPS15,
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ERBB2, ERC1, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCC5, ERG, ETV1, ETV4, ETV5, ETV6, EVI1, EWSR1, EXT1, EXT2,
EZH2, EZR, FACL6, FAM46C, FANCA, FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FAS, FBXO11, FBXW?7,
FCGR2B, FEV, FGFR1, FGFR10P, FGFR2, FGFR3, FH, FHIT, FIP1L1, FLI1, FLJ27352, FLT3, FNBP1, FOXA1,
FOXL2, FOXOIA, FOXO3A, FOX04, FOXP1, FSTL3, FUBP1, FUS, FVT1, GAS7, GATA1, GATA2, GATA3, GMPS,
GNA11, GNAQ, GNAS, GOLGA5, GOPC, GPC3, GPHN, GRAF, H3F3A, H3F3B, HCMOGT-1, HEAB, HERPUD1,
HEY1, HIP1, HIST1H3B, HIST1H4l, HLA-A, HLF, HLXB9, HMGA1, HMGA2, HNRNPA2B1, HOOK3, HOXA11,
HOXA13, HOXA9, HOXC11, HOXC13, HOXD11, HOXD13, HRAS, HSPCA, HSPCB, IDH1, IDH2, IGH\, IGK, IGL,
IKZF1, IL2, IL21R, IL6ST, IL7R, IRF4, IRTA1, ITK, JAK1, JAK2, JAK3, JAZF1, JUN, KCNJ5, KDM5A, KDM5C, KDMGA,
KDR, KIAA1549, KIAA1598, KIF5B, KIT, KLF4, KLK2, KMT2D, KRAS, KTN1, LAF4, LASP1, LCK, LCP1, LCX, LHFP,
LIFR, LMNA, LMO1, LMO2, LPP, LRIG3, LSM14A, LYL1, MAF, MAFB, MALAT1, MALT1, MAML2, MAP2K1, MAP2K2,
MAP2K4, MAX, MDM2, MDM4, MDS1, MDS2, MECT1, MED12, MEN1, MET, MITF, MKL1, MLF1, MLH1, MLL, MLL3,
MLLT1, MLLT10, MLLT2, MLLT3, MLLT4, MLLT6, MLLT7, MN1, MPL, MSF, MSH2, MSH6, MSI2, MSN, MTCP1,
MUC1, MUTYH, MYB, MYC, MYCL1, MYCN, MYD88, MYH11, MYH9, MYOS5A, MYST4, NAB2, NACA, NBS1, NCOA1,
NCOA2, NCOA4, NDRG1, NF1, NF2, NFATC2, NFE2L2, NFIB, NFKB2, NIN, NKX2-1, NONO, NOTCH1, NOTCH2,
NPM1, NR4A3, NRAS, NRG1, NSD1, NT5C2, NTRK1, NTRK3, NUMA1, NUP214, NUP98, NUTM2A, NUTM2B,
OLIG2, OMD, P2RY8, PAFAH1B2, PALB2, PAX3, PAX5, PAX7, PAX8, PBRM1, PBX1, PCM1, PCSK7, PDE4DIP,
PDGFB, PDGFRA, PDGFRB, PERI, PHF6, PHOX2B, PICALM, PIK3CA, PIK3R1, PIM1, PLAG1, PLCG1, PML, PMS1,
PMS2, PMX1, PNUTL1, POT1, POU2AF1, POU5SF1, PPARG, PPFIBP1, PPP2R1A, PRCC, PRDM1, PRDM16, PRF1,
PRKAR1A, PSIP1, PTCH1, PTEN, PTPN11, PTPRB, PTPRC, PTPRK, PWWP2A, RAB5EP, RAC1, RAD21,
RAD51L1, RAF1, RALGDS, RANBP17, RAP1GDS1, RARA, RB1, RBM15, RECQL4, REL, RET, RNF43, ROS1,
RPL10, RPL22, RPL5, RPN1, RSPO2, RSPO3, RUNDC2A, RUNX1, RUNXBP2, SBDS, SDC4, SDH5, SDHB, SDHC,
SDHD, 42253, SET, SETBP1, SETD2, SF3B1, SFPQ, SFRS3, SH2B3, SH3GL1, SIL, SLC34A2, SLC45A3, SMAD4,
SMARCA4, SMARCB1, SMARCE1, SMO, SOCS1, SOX2, SRGAP3, SRSF2, SS18, SS18L1, SSX1, SSX2, SSX4,
STAG2, STAT3, STAT5B, STAT6, STK11, STL, SUFU, SUZ12, SYK, TAF15, TALI, TAL2, TBL1XR1, TCEA1, TCF1,
TCF12, TCF3, TCF7L2, TCL1A, TCL6, TERT, TET2, TFE3, TFEB, TFG, TFPT, TFRC, THRAP3, TIF1, TLX1, TLX3,
TMPRSS2, TNFAIP3, TNFRSF14, TNFRSF17, TOP1, TP53, TPM3, TPM4, TPR, TRA, TRAF7, TRB, TRD, TRIM27,
TRIM33, TRIP11, TRRAP, TSC1, TSC2, TSHR, TTL, U2AF1, UBRS5, USP6, VHL, VTI1A, WAS, WHSC1, WHSC1L1,
WIF1, WRN, WT1, WWTR1, XPA, XPC, XPO1, YWHAE, ZCCHC8, ZNF145, ZNF198, ZNF278, ZNF331, ZNF384,
ZNF521, ZNF9 y ZRSR2.

En otro aspecto, los objetivos son especificos para los loci de resistencia a los farmacos, incluyendo los loci que
confieren resistencia a los inhibidores de la tirosina quinasa utilizados como agentes antitumorales dirigidos, otros loci
dirigidos relacionados con agentes antitumorales dirigidos, loci de resistencia a los antibiéticos y loci de resistencia
antiviral.

En otro aspecto, se puede realizar la deteccion de patdégenos entéricos, transmitidos por la sangre, del SNC,
respiratorios, de transmision sexual y del tracto urinario, incluyendo bacterias, hongos, levaduras, virus o parasitos.
También podrian detectarse los patégenos que causan infecciones en el oido, la dermis o los ojos. Se podria realizar
la diferenciacion entre patovares de bacterias o virus, asi como los genes que promueven la resistencia a los
antibiéticos o que codifican toxinas.

Los tipos de lesiones genéticas que pueden detectarse a partir del analisis de la secuencia de los amplicones
resultantes incluyen SNV (variantes de un solo nucledtido), mutaciones puntuales, transiciones, transversiones,
mutaciones sin sentido, mutaciones sin sentido, inserciones y deleciones de una sola base, inserciones y deleciones
mas grandes que se mapean entre un par de cebadores, reordenamientos cromosoémicos conocidos como
translocaciones, fusiones de genes, deleciones, inserciones donde los pares de cebadores estan disefiados para
flanquear el punto de ruptura de dichos reordenamientos conocidos; variaciones del nimero de copias que incluyen
eventos de amplificacion, deleciones y pérdida de heterocigosidad (LOH), aneuploidia, disomias uniparentales y otras
anomalias cromosomicas heredadas o adquiridas. Ademas, si la conversion a bisulfito se realiza antes de la PCR
multiplexada y los cebadores se disefian para el ADN convertido a bisulfito y, opcionalmente, no se solapan con los
dinucledtidos CpG, que pueden dar lugar a diversos estados de secuencia modificados que dificultan el disefio de los
cebadores, los cambios de metilacion también pueden detectarse utilizando el procedimiento divulgado.

Para la amplificacion de los loci objetivo, la longitud 6ptima de la porcion 3' objetivo-especifica del objetivo del cebador
esta entre 15 y 30 bases, pero no se limita a este intervalo, donde la porcion objetivo-especifica del cebador es de 5
a 50 bases o de 10 a 40 bases o cualquier longitud intermedia. La Tm deseada definida a 2,5mM de Mg?*, 50 mM de
NaCly 0,25 pM de oligonucleodtidos es de 63 °C, donde la variacion de la Tm entre los cebadores multiplexados no es
superior a +2,5 °C para garantizar una amplificacion uniforme bajo condiciones de reaccion fijas. El contenido GC
deseado de la parte objetivo-especifica de los cebadores es idealmente 50 %, pero puede variar entre 30 % y 70 %.
Los cebadores especificos-objetivo estan disefiados para evitar el solapamiento con secuencias repetitivas, no unicas
o polimorfismos SNP comunes o mutaciones conocidas para la condicién que se esta analizando, con el fin de
garantizar una amplificacion especifica e imparcial de las muestras de ADN de diversos origenes genéticos. Ademas,
los objetivos objetivo-especifica y los disefios de cebadores complementarios no deberian estar sujetos a la formacion
de estructuras secundarias, lo que reduciria el rendimiento.

El cebador universal comprende bases escindibles que incluyen, pero no se limitan a desoxiuridina, desoxiinosina o
ARN, y puede contener una, dos, tres, cuatro, cinco o mas bases escindibles. Ademas, los cebadores especificos-
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objetivo y el cebador universal comprenden 1, 2, 3, 4 o mas moléculas resistentes a las nucleasas en sus extremos
3\

Molécula adaptadora

La divulgacion contempla el uso de un adaptador 5' y un adaptador 3' (véase la Figura 3). De acuerdo con la
divulgaciéon, un adaptador 3' es opcionalmente de doble cadena, comprendiendo un "oligonucledtido 1" y un
"oligonucledtido 2" Para dicha molécula de sustrato de cadena doble , se contempla cualquier longitud del
oligonucledtido 1 y del oligonucledtido 2, siempre y cuando los dos oligonucleétidos sean capaces de recocido entre
si bajo condiciones de reaccién estandar. Por lo tanto, la complementariedad entre el oligonucledtido 1 y el
oligonucledtido 2 es tal que pueden fusionar entre si. En diversas realizaciones, la complementariedad es de
aproximadamente 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % a aproximadamente 100 %, o de aproximadamente 70 %, 75
%, 80 %, 85 %, 90 %, a aproximadamente 95 %, o de aproximadamente 70 %, 75 %, 80 %, 85 % a aproximadamente
90 %. En realizaciones especificas, el grado de complementariedad entre el oligonucleétido 1 y el oligonucledtido 2 es
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 %. En otras realizaciones, el oligonucleétido 2 comprende un
nucledtido susceptible de degradacion/eliminacion, tal como un nucleétido abasico o un ribonucleétido. En ciertas
realizaciones, el oligonucleétido 1 y el oligonucledtido 2 tienen longitudes diferentes y el oligonucledtido 1 se hibrida
en cualquier parte de la longitud del oligonucleétido 2.

En otras realizaciones, el adaptador 5' es de cadena Unica. En las realizaciones en las que el adaptador 5' se hibrida
con el oligonucledtido 1 del adaptador 3', se contempla en otras realizaciones que dicho recocido da lugar a una
muesca, a una brecha o a una base o bases superpuestas entre el adaptador 5' y la molécula de sustrato (véase la
Figura 8). En diversas realizaciones, la brecha o el nimero de bases superpuestases 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o0 100 bases de longitud. En otra realizacion en la que el
adaptador 3' es de cadena doble, tras la fusion del adaptador 5' al adaptador 3', se aflade una enzima para catalizar
la "masticacion hacia delante" del adaptador 5' mediante la traduccioén por muesca para eliminar el oligonucleoétido 2.
En algunas realizaciones, el adaptador 5' comprende ademas una base N aleatoria simple, doble o mas en su extremo
3' que no es complementaria al oligonucledtido 1 y que puede fusionar a la(s) primera(s) base(s) de la molécula de
sustrato si sus bases 5' estan desplazadas. En otras realizaciones, el adaptador 5' es un polinucleétido modificado.
Los oligonucleétidos modificados que se contemplan para su uso se divulgan en Solicitud de Patente de los Estados
Unidos Numero de Publicaciéon 2011/0129832. En una realizacion especifica, el adaptador 5' comprende una
modificacion de base seleccionada del grupo que consiste en un acido nucleico bloqueado (LNA) y un acido nucleico
peptidico (PNA). En ciertas realizaciones, el oligonucleétido adaptador 5'se preanuncia al adaptador 3'(véase la Fig.
8).

La divulgacion también contempla el uso de un adaptador universal incorporado por PCR, un adaptador 5' de cadena
Unica y el resto de un adaptador 3' que se liga a una cadena del adaptador universal en sustratos de amplicones
parcialmente procesados. De acuerdo con la divulgacion, la ligadura del resto del adaptador 3' esta mediada por un
enlazador. Para la molécula enlazadora, se contempla cualquier longitud complementaria al adaptador universal y al
resto del adaptador 3, siempre y cuando los tres oligonucledtidos sean capaces de fusionarse entre si bajo condiciones
de reaccion estandar. Asi, la complementariedad es tal que pueden fusionarse entre si. En diversas realizaciones, la
complementariedad es de aproximadamente 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % a aproximadamente 100 %, o de
aproximadamente 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, a aproximadamente 95 %, o de aproximadamente 70 %, 75 %, 80
%, 85 % a aproximadamente 90 %.

En otras realizaciones, el adaptador 5' es de cadena uUnica. En las realizaciones en las que el adaptador 5' se hibrida
con el saliente 3' del adaptador universal en los extremos del amplicén, se contempla en otras realizaciones que dicho
recocido da lugar a una muesca o a una brecha entre el adaptador 5' y el sustrato del amplicon. En diversas
realizaciones, la brechaes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95
0 100 bases de longitud.

La longitud de un adaptador universal, del adaptador 5' B o del resto del adaptador 3' A se contempla entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 200 nucleétidos. En algunos aspectos, la longitud del adaptador universal,
del adaptador 5' o del adaptador 3’ esta entre aproximadamente 5 y aproximadamente 200 nucleétidos, o entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 150 nucledtidos, o entre aproximadamente 5 y aproximadamente 100
nucledtidos, o entre aproximadamente 5 y aproximadamente 50 nucledtidos, o entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 25 nucleétidos, o entre aproximadamente 10 y 200 nucleétidos, o entre aproximadamente 10 y 100
nucledtidos. En otros aspectos, la longitud del adaptador 5' o del adaptador 3' es de al menos 5 y hasta
aproximadamente 50, 100 o 200 nucledtidos; o al menos 10 y hasta aproximadamente 50, 100 o 200 nucleodtidos; o al
menos 15 y hasta aproximadamente 50, 100 o 200 nucleétidos; o al menos 20 y hasta aproximadamente 50, 100 o
200 nucledtidos; o al menos 30 y hasta aproximadamente 50, 100 o 200 nucleétidos; o al menos 40 y hasta
aproximadamente 50, 100 o 200 nucledtidos. En diversos aspectos, la longitud de la molécula de sustrato es de
aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14,
aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19,
aproximadamente 20, aproximadamente 21, aproximadamente 22, aproximadamente 23, aproximadamente 24,
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aproximadamente 25, aproximadamente 26, aproximadamente 27, aproximadamente 28, aproximadamente 29,
aproximadamente 30, aproximadamente 31, aproximadamente 32, aproximadamente 33, aproximadamente 34,
aproximadamente 35, aproximadamente 36, aproximadamente 37, aproximadamente 38, aproximadamente 39,
aproximadamente 40, aproximadamente 41, aproximadamente 42, aproximadamente 43, aproximadamente 44,
aproximadamente 45, aproximadamente 46, aproximadamente 47, aproximadamente 48, aproximadamente 49,
aproximadamente 50, aproximadamente 51, aproximadamente 52, aproximadamente 53, aproximadamente 54,
aproximadamente 55, aproximadamente 56, aproximadamente 57, aproximadamente 58, aproximadamente 59,
aproximadamente 60, aproximadamente 61, aproximadamente 62, aproximadamente 63, aproximadamente 64,
aproximadamente 65, aproximadamente 66, aproximadamente 67, aproximadamente 68, aproximadamente 69,
aproximadamente 70, aproximadamente 71, aproximadamente 72, aproximadamente 73, aproximadamente 74,
aproximadamente 75, aproximadamente 76, aproximadamente 77, aproximadamente 78, aproximadamente 79,
aproximadamente 80, aproximadamente 81, aproximadamente 82, aproximadamente 83, aproximadamente 84,
aproximadamente 85, aproximadamente 86, aproximadamente 87, aproximadamente 88, aproximadamente 89,
aproximadamente 90, aproximadamente 91, aproximadamente 92, aproximadamente 93, aproximadamente 94,
aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99,
aproximadamente 100, aproximadamente 110, aproximadamente 120, aproximadamente 130, aproximadamente 140,
aproximadamente 150, aproximadamente 160, aproximadamente 170, aproximadamente 180, aproximadamente 190,
aproximadamente 200, aproximadamente 300, aproximadamente 400, aproximadamente 500, aproximadamente 600,
aproximadamente 700, aproximadamente 800, aproximadamente 900, aproximadamente 1.000, aproximadamente
1.100, aproximadamente 1.200, aproximadamente 1.300, aproximadamente 1.400, aproximadamente 1.500,
aproximadamente 1.600, aproximadamente 1.700, aproximadamente 1.800, aproximadamente 1.900,
aproximadamente 2.000, aproximadamente 2.100, aproximadamente 2.200, aproximadamente 2.300,
aproximadamente 2.400, aproximadamente 2.500, aproximadamente 2.600, aproximadamente 2.700,
aproximadamente 2.800, aproximadamente 2.900, aproximadamente 3.000, aproximadamente 3.100,
aproximadamente 3.200, aproximadamente 3.300, aproximadamente 3.400, aproximadamente 3.500,
aproximadamente 3.600, aproximadamente 3.700, aproximadamente 3.800, aproximadamente 3.900,
aproximadamente 4.000, aproximadamente 4.100, aproximadamente 4.200, aproximadamente 4.300,
aproximadamente 4.400, aproximadamente 4.500, aproximadamente 4.600, aproximadamente 4.700,
aproximadamente 4.800, aproximadamente 4900, aproximadamente 5.000, aproximadamente 5.100,
aproximadamente 5.200, aproximadamente 5.300, aproximadamente 5.400, aproximadamente 5.500,
aproximadamente 5.600, aproximadamente 5.700, aproximadamente 5.800, aproximadamente 5.900,
aproximadamente 6.000, aproximadamente 6.100, aproximadamente 6.200, aproximadamente 6.300,
aproximadamente 6.400, aproximadamente 6.500, aproximadamente 6.600, aproximadamente 6.700,
aproximadamente 6.800, aproximadamente 6.900, aproximadamente 7.000, aproximadamente 7.100,
aproximadamente 7.200, aproximadamente 7.300, aproximadamente 7.400, aproximadamente 7.500,
aproximadamente 7.600, aproximadamente 7.700, aproximadamente 7.800, aproximadamente 7.900,
aproximadamente 8.000, aproximadamente 8.100, aproximadamente 8.200, aproximadamente 8.300,
aproximadamente 8.400, aproximadamente 8.500, aproximadamente 8.600, aproximadamente 8.700,
aproximadamente 8.800, aproximadamente 8.900, aproximadamente 9.000, aproximadamente 9.100,
aproximadamente 9.200, aproximadamente 9.300, aproximadamente 9.400, aproximadamente 9.500,
aproximadamente 9.600, aproximadamente 9.700, aproximadamente 9.800, aproximadamente 9.900,
aproximadamente 10.000, aproximadamente 10.500, aproximadamente 11.000, aproximadamente 11.500,
aproximadamente 12.000, aproximadamente 12.500, aproximadamente 13.000, aproximadamente 13.500,
aproximadamente 14.000, aproximadamente 14.500, aproximadamente 15.000, aproximadamente 15.500,
aproximadamente 16.000, aproximadamente 16.500, aproximadamente 17.000, aproximadamente 17.500,
aproximadamente 18.000, aproximadamente 18.500, aproximadamente 19.000, aproximadamente 19.500,
aproximadamente 20.000, aproximadamente 20.500, aproximadamente 21.000, aproximadamente 21.500,
aproximadamente 22.000, aproximadamente 22.500, aproximadamente 23.000, aproximadamente 23.500,
aproximadamente 24.000, aproximadamente 24.500, aproximadamente 25.000, aproximadamente 25.500,
aproximadamente 26.000, aproximadamente 26.500, aproximadamente 27.000, aproximadamente 27.500,
aproximadamente 28.000, aproximadamente 28.500, aproximadamente 29.000, aproximadamente 29.500,
aproximadamente 30.000, aproximadamente 30.500, aproximadamente 31.000, aproximadamente 31.500,
aproximadamente 32.000, aproximadamente 32.500, aproximadamente 33.000, aproximadamente 33.500,
aproximadamente 34.000, aproximadamente 34.500, aproximadamente 35.000, aproximadamente 35.500,
aproximadamente 36.000, aproximadamente 36.500, aproximadamente 37.000, aproximadamente 37.500,
aproximadamente 38.000, aproximadamente 38.500, aproximadamente 39.000, aproximadamente 39.500,
aproximadamente 40.000, aproximadamente 40.500, aproximadamente 41.000, aproximadamente 41.500,
aproximadamente 42.000, aproximadamente 42.500, aproximadamente 43.000, aproximadamente 43.500,
aproximadamente 44.000, aproximadamente 44.500, aproximadamente 45.000, aproximadamente 45.500,
aproximadamente 46.000, aproximadamente 46.500, aproximadamente 47.000, aproximadamente 47.500,
aproximadamente 48.000, aproximadamente 48.500, aproximadamente 49000, aproximadamente 49.500,
aproximadamente 50.000, aproximadamente 60.000, aproximadamente 70000, aproximadamente 80.000,
aproximadamente 90.000, aproximadamente 100.000 o mas nucledtidos de longitud.

Para completar la ligadura del adaptador NGS, el cebador adaptador universal comprende adicionalmente bases
modificadas y/o enlaces que pueden ser destruidos enzimatica, quimica o fisicamente. Las modificaciones incluyen,
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pero no se limitan a, las bases dU, la desoxiinosina y las bases de ARN. La fusién del adaptador 5' de cadena Unica
al saliente 3' de los amplicones se produce como resultado de la degradacion de una cadena del adaptador universal
que corresponde al cebador universal incorporado con bases escindibles. En algunas realizaciones, la degradacion
se logra enzimaticamente, mas especificamente, mediante el uso de uracilo-ADN glicosilasa (UDG), o una
combinacion de UDG y endonucleasa apurinica/aprimidinica si el oligonucleétido contiene bases de desoxiuracilo, o
por la endonucleasa V si el oligonucledtido contiene bases de desoxiinosina. La degradacion también puede realizarse
por incubacién con RNasa H1 o RNasa H2 si el cebador incorporado contiene bases de ARN. En algunas aplicaciones,
la degradacion del cebador incorporada puede realizarse quimica o fisicamente, por ejemplo, mediante la luz.
Alternativamente, el saliente 3' del amplicon puede producirse mediante la digestion limitada de la exonucleasa del
extremo 5' del amplicén. Dicha digestion limitada puede lograrse enzimaticamente, mas concretamente, utilizando la
exonucleasa T7 Gene 6 o la exonucleasa lambda 5'— 3' si el oligonucledétido del cebador contiene base(s) resistente(s)
a la nucleasa en el extremo 3', concretamente, una(s) base(s) con enlace fosforotioato. En este caso, la reaccion de
la exonucleasa se detiene en la base modificada y produce un saliente 3'.

Procedimiento - Pasos

Las tres primeras incubaciones del procedimiento son pasos de preligadura, e incluyen (i) la desfosforilacion, (ii) el
pulido y (iii) la adenilaciéon opcional. Las 2 incubaciones restantes del procedimiento incluyen (1) la ligadura del
adaptador 3', y (2) la ligadura del adaptador 5', que comprende (a) la fusion del adaptador 5', (b) la eliminacion de la
base 5' de la molécula de sustrato y (c) la ligadura del adaptador 5' (véanse las Figuras 4-6). En este aspecto, el
procedimiento tiene hasta 3 pasos de preligadura y 2 pasos de ligadura. En otro aspecto, el procedimiento tiene un
Unico paso de ligadura del adaptador 5' si la molécula de sustrato comprende un saliente 3' preexistente, que
preferentemente sirve de adaptador 3' (véase la Figura 7a).

Dentro de la reaccion de amplificacion, el nimero de ciclos multiplexados se limita a un minimo de 2 o puede realizarse
como 3 ciclos, 4 ciclos, 5 ciclos 0 mas, hasta N ciclos antes de cambiar a la amplificaciéon de cebador Unico de
adaptador universal no multiplexado. El nimero de ciclos universales puede variar desde 1 ciclo hasta 40 o mas ciclos,
dependiendo de la entrada de ADN y del rendimiento deseado de la biblioteca. Tras la amplificacion por PCR
multiplexada, se realiza un paso de purificacion y, a continuacion, se lleva a cabo el paso de ligadura simultanea de
adaptadores.

Pasos previos a la ligadura:
(I) Desfosforilacion

Antes de la ligadura del adaptador, los extremos del ADN son opcionalmente procesados para mejorar la eficiencia de
la reaccion de ligadura del adaptador. El procesamiento de los extremos del ADN en los procedimientos existentes
suele utilizar dos reacciones enzimaticas: (a) incubacion con una(s) polimerasa(s) de ADN con verificacion de prueba
para pulir los extremos del ADN eliminando los salientes 3'y rellenando los extremos 3' empotrados y (b) incubacion
con una polinucleétido quinasa para afadir un grupo fosfato a los extremos 5'. Cuando se procesan los extremos del
ADN, algunos procedimientos también adenilan el ADN con extremo romo en el extremo 3' mediante la incubacion del
ADN pulido con una ADN polimerasa sin verificacion de prueba. La adenilacion ayuda a evitar la autoligadura del ADN
y la formacién de productos quiméricos. También minimiza la formacién de adaptadores-dimeros debido a la presencia
de dT en el extremo 3' de los adaptadores correspondientes. La divulgacion actual aborda estas cuestiones de una
manera completamente diferente. En lugar de afiadir un grupo fosfato a los extremos 5' de los fragmentos de ADN, el
procedimiento de la divulgacion implementa una eliminacion completa opcional del grupo fosfato de los extremos 5'
de los fragmentos de ADN. La desfosforilacion de los extremos del ADN se consigue mediante la incubacion de
fragmentos de ADN con una enzima capaz de eliminar un fosfato de un extremo del ADN. Los ejemplos de enzimas
utiles en los procedimientos de la divulgacion para eliminar un fosfato 5' o un fosfato 3' incluyen, pero no se limitan a,
cualquier enzima fosfatasa, tal como la fosfatasa alcalina intestinal de ternera, la fosfatasa alcalina bacteriana, la
fosfatasa alcalina de camaron, la fosfatasa Antartic y la fosfatasa alcalina placentaria, cada una de ellas utilizada de
acuerdo con las condiciones estandar.

(ii) Pulido

Tras la eliminacién de la fosfatasa alcalina o su inactivacion por calor, las moléculas de sustrato de ADN se someten
opcionalmente a incubacién con una ADN polimerasa con verificacién de prueba en presencia de los dNTP para crear
extremos romos. Las reacciones se realizan de acuerdo con las condiciones estandar. Los fragmentos de ADN
desfosforilados y pulidos son buenos sustratos para la fijacién del adaptador 3', pero son malos sustratos para la
ligadura de fragmentos de ADN concatamero y la formaciéon de quimeras. También son sustratos pobres para la
ligadura de un adaptador convencional.

En algunas aplicaciones de la presente divulgacion, puede omitirse la desfosforilacion del extremo 5' mediante una
enzima fosfatasa, pero en este caso es preferible la adicién de una enzima tal como la T4 polinucleétido quinasa a la
mezcla de pulido del ADN para asegurar la eliminacion del grupo fosfato de los extremos 3' antes del pulido del ADN.
Alternativamente, las dos primeras reacciones de preligadura descritas anteriormente, la desfosforilacion y el pulido,
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pueden ejecutarse en cualquier orden y dar como resultado un ADN de cadena doble con extremos romos que carecen
de grupos fosfato 5' en sus extremos.

(iii) Adenilacion

La presente divulgacion también contempla el uso de la adenilacion del extremo 3' de los fragmentos de ADN de
extremo romo utilizando polimerasas de ADN con actividad de polimerasa no de placa, incluyendo, pero no limitandose
a la (exo) fragmento de Klenow de la ADN polimerasa |, y la ADN polimerasa Taq. Tanto el tratamiento con fosfatasa
alcalina como la adenilacion reducen la propension a la autoligadura de fragmentos de ADN vy la formacion de
moléculas quiméricas de la biblioteca. En el caso de incluir un paso de adenilacién, el adaptador 3' utilizado en el paso
posterior requeriria un Unico saliente T.

Pasos de ligadura:

(1) Ligadura del adaptador 3', o, generacion de un saliente 3' de cadena tnica en sustratos de ADN

Las opciones se representan en la Figura 7

Opcioén 1a: oligonucleétido 2 bloqueado en 3' como parte de un adaptador 3' de doble cadena (Figura 7a)

Los protocolos existentes de preparacion de bibliotecas NGS se basan en la ligadura entre el grupo 3'OH del adaptador
y el grupo fosfato 5' en los extremos de los fragmentos de ADN. Por esta razén, los adaptadores utilizados en los
procedimientos convencionales suelen tener un extremo funcional de cadena doble con un grupo hidroxilo 3' y un
grupo fosfato 5' opcional (véanse las Figuras 1y 2). Por el contrario, la presente divulgacion utiliza una reaccion de
ligadura entre el grupo fosfato 5' del adaptador 3' y el grupo 3'OH de los fragmentos de ADN, dejando una muesca
entre el extremo 3' del adaptador 3'y el extremo 5' de los fragmentos de ADN (véase la Figura 3). El adaptador 3' tiene
un extremo funcional de doble cadena con un grupo fosfato 5'y, en esta opcién, un nucleétido 3' que no es competente
para la ligadura (por ejemplo, compuesto por un analogo de base modificado con azlcar, como una base dideoxi 2',3'
o una base deoxi 3'). El adaptador 3' esta formado por la fusidon de dos oligonucleétidos: el oligonucledtido 1 que tiene
un grupo fosfato en el extremo 5' y un grupo bloqueador (tal como un espaciador C3) en el extremo 3', y el
oligonucleotido 2 que carece de grupo fosfato en el extremo 5'y comprende una base no ligable en el extremo 3'. El
oligonucledtido 2 comprende ademas bases modificadas y/o enlaces que pueden ser destruidos enzimatica, quimica
o fisicamente. En la mayoria de las aplicaciones, el extremo del adaptador 3' que participa en la ligadura con la
molécula de sustrato es un extremo romo. En las aplicaciones que implican la adenilacion de fragmentos de ADN, el
extremo ligable del adaptador 3' tiene un saliente 3' que contiene una base de dideoxitimidina 2',3' o desoxitimidina 3'
(u otras modificaciones de la base de timina que bloquean su capacidad de formar un enlace covalente con la base
adyacente). En otras aplicaciones, el extremo funcional del adaptador 3' podria tener un saliente 3' o 5' que contenga
multiples bases. Durante la incubacion con una ADN ligasa, el fosfato 5' del adaptador 3' se liga al extremo 3' de las
moléculas de sustrato de ADN, dejando una muesca entre el extremo 3' del adaptador 3' y el extremo 5' de las
moléculas de sustrato de ADN. Una vez finalizada la reaccion, el ADN ligado se somete a una purificacion mediante
columna de centrifugado o purificacion con base en perlas SPRI para eliminar el exceso de adaptadores y otros
componentes de la reaccion de ligadura.

Opcion 1b: el oligonucleétido 2 hidroxilo 3' como parte de un adaptador 3' de doble cadena (Figura 7a)

En un procedimiento alternativo, se puede utilizar un adaptador 3' que carece de una base bloqueada e inligable en el
extremo 3' del oligonucledtido 2. La ligadura de un oligonucleétido 2 no bloqueado a la molécula de sustrato seguira
siendo impedida por la falta de fosfato 5' en la molécula de sustrato como resultado de la reaccién de desfosforilacion.
La ventaja de utilizar un oligonucleoétido 2 no bloqueado es que el extremo 3' del oligonucleétido 2 puede extenderse
en una sola base utilizando una mezcla de dideoxi-nucleétidos y una ADN polimerasa capaz de sintetizar ADN de
traduccion por muesca. Esto permite un procedimiento alternativo para realizar la escision de la base 5' de la molécula
de sustrato, véanse los pasos posteriores descritos a continuacion. La desventaja de utilizar un adaptador 3' no
bloqueado es la creacion de adaptadores-dimeros durante la reaccién de ligadura, lo que reduce la concentracion del
adaptador y, como resultado, puede disminuir la eficiencia de la ligadura del adaptador. También para esta opcion, el
oligonucledtido 2 comprende adicionalmente bases y/o enlaces modificados que pueden ser destruidos enzimatica,
quimica o fisicamente.

Opcién 2: Adaptador 3' de una sola cadena (Figura 7a)

En presencia de una ligasa (ADN o ARN) capaz de unir covalentemente un adaptador de cadena Unica a una molécula
de sustrato de cadena doble (o de cadena unica), el oligonucledtido 2 puede ser omitido de la reaccion.

Opcion 3: Adaptador 3' homopolimero (Figura 7a)

En presencia de una polimerasa independiente de la plantilla, tal como la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT),
la poli(A) polimerasa, la poli(U) polimerasa o las ADN polimerasas que carecen de la actividad de verificacion de
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prueba de la exonucleasa 3'y que comprenden un nucleétido, se puede incorporar un homopolimero u otra cola en el
extremo 3' de las moléculas de sustrato que puede servir como secuencia 3' adaptadora.

Opcioén 4: Cola controlada y ligadura simultanea del adaptador 3' (Figura 7a)

En presencia de una polimerasa independiente de la plantilla, tal como TdT, nucledtidos, y comprendiendo
adicionalmente una ligasa y una molécula atenuadora-adaptadora, se puede incorporar una cola sintética y una
secuencia adaptadora 3' definida en los extremos 3' de las moléculas de sustrato. Véase el documento WO
2013/138536, presentado el 13 de marzo de 2013.

Opcion 5: Omitir el paso de ligadura del adaptador 3' (Figura 7b)

En el caso de las moléculas de sustrato que comprenden un saliente 3' preexistente que se produce naturalmente o
que resulta de un tratamiento enzimatico u otro, ya sea como una secuencia definida o aleatoria, no se requiere un
paso de ligadura de adaptador 3' separado y puede omitirse, en el que el saliente 3' preexistente puede servir como
adaptador 3'.

En una realizacion alternativa, una enzima fosfatasa con Zinc y otros componentes de la reaccién pueden ser afiadidos
a la reaccion de ligadura del adaptador 3' en su finalizacion. La realizaciéon de una reaccion de fosfatasa después de
la ligadura del adaptador 3' es un medio para hacer que cualquier molécula de adaptador 3' no ligada sea incapaz de
realizar la ligadura posterior, lo que impide la formacion de dimeros de adaptador en los pasos posteriores cuando el
adaptador 5' esta presente.

(2) Ligadura del adaptador 5', que consta de tres pasos que se producen en una sola incubacion
(I) Fusion del adaptador 5'

En el caso de ligadura de adaptador 3' de cadena Unica (opcién 2), adicion de homopolimero (opcién 3) o uso de un
saliente 3' preexistente como adaptador 3' (opcion 5), la fusion del adaptador 5' puede realizarse directamente sin otra
consideracion ya que no hay oligonucleétido 2 que degradar o desplazar.

Cuando se utiliza la ligadura de un adaptador 3' de cadena doble para crear un saliente 3' de cadena Unica en los
extremos del ADN de doble cadena (opciones 1a, 1b y 4 anteriores), el adaptador 5' puede ser fusionado al adaptador
3' utilizando cualquiera de las cinco opciones diferentes, cada una de las cuales se discute a continuacion y se
representa en la Figura 8:

i) tras la degradacion del oligonucleétido 2 que se ha fusionado al adaptador 3'

ii) por desplazamiento competitivo del oligonucleétido 2 que fue fusionado al adaptador 3'

iii) fusionado el adaptador 5' ain mas 3' en el oligonucledtido 1 en relacion con el sitio de fusion del oligonucledtido
2, seguido de la traduccion por muesca y la degradacion del oligonucleétido 2

iv) haciendo que el adaptador 5' se prefusione a la region 3' del oligonucleétido 1 del adaptador 3', seguido de la
traduccion por muesca y la degradacion del oligonucleétido 2

v) haciendo que el adaptador 5' con un grupo de bloqueo 3' se prefusione a la region 5' del oligonucledtido 1 del
adaptador 3' (en lugar del oligonucledtido 2), seguido de la escision enzimatica del grupo de bloqueo 3'

Opciodn i:

El oligonucledtido 2 del adaptador 3' comprende ademas bases modificadas y/o enlaces que pueden ser destruidos
enzimatica, quimica o fisicamente. Las modificaciones incluyen, pero no se limitan a, las bases dU, la desoxiinosina y
las bases de ARN. La fusién del adaptador 5' de cadena Unica a la porcién 5' del oligonucleétido 1 del adaptador 3' se
produce como resultado de la degradacion parcial del adaptador 3', especificamente, del oligonucledtido 2. En algunas
realizaciones, la degradacion del oligonucledtido 2 se logra enzimaticamente, mas especificamente, mediante el uso
de uracilo-ADN glicosilasa (UDG), o una combinacion de UDG y endonucleasa apurinica/aprimidinica si el segundo
oligonucleostido contiene bases de desoxiuracilo, o mediante la endonucleasa V si el segundo oligonucleétido contiene
bases de desoxiinosina. La degradacion del oligonucleétido 2 también puede realizarse por incubacion con RNasa H1
o RNasa H2 si el segundo oligonucleotido contiene bases de ARN. En algunas aplicaciones, la degradacion del
segundo oligonucledétido puede hacerse quimica o fisicamente, por ejemplo, mediante la luz.

Opciodn ii:

En algunas aplicaciones, la fusion del adaptador 5' al oligonucleétido 1 del adaptador 3' ocurre sin degradacion del
oligonucledtido 2. En este caso, la sustitucion del oligonucledtido 2 por el adaptador 5' de cadena Unica puede verse
facilitada por una mayor afinidad del adaptador 5' sobre el del oligonucleétido 2, ya sea debido a una mayor
complementariedad entre el oligonucleétido 1 y la secuencia del adaptador 5' o debido a modificaciones de las bases
dentro del adaptador 5' que aumentan su temperatura de fusion (por ejemplo, las bases LNA). Dependiendo del disefio
del adaptador 5', la fusion del oligonucleétido 1 del adaptador 3' podria dar lugar a una muesca o brecha entre el
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extremo de 3' del adaptador 5’ y el extremo de 5' de la molécula de sustrato de ADN, o a una superposicion de las
bases 3'y 5' del adaptador 5’ y de la molécula de sustrato de ADN, respectivamente.

Opcion iii:

En este caso, no se utilizan modificaciones degradables ni desplazamiento competitivo del oligonucledtido 2. En su
lugar, el adaptador 5' sustituye al oligonucleétido 2 mediante la fusion del adaptador 3' mas alla de 3' en el
oligonucledtido 1 en relacion con el sitio de fusion del oligonucledtido 2, seguido de una traduccion por muesca limitada
"masticando hacia adelante" que resulta en la degradacion o la degradacion parcial del oligonucleétido 2.

Opciones ivy v:

En estos casos, el adaptador 5' constituye una parte del adaptador 3'y esta presente durante la ligadura del adaptador
3' al sustrato de ADN. En la opcidn iv, el adaptador 5' se prefusiona con el adaptador 3' en el oligonucleétido 1 en
relacion con el sitio de fusion del oligonucleétido 2 (similar a la opcion iii). En la opcién v, el adaptador 5' tiene un grupo
bloqueador en el extremo 3' y se prefusiona el adaptador 3' en lugar del oligonucleétido 2. Tras la ligadura del
adaptador 3', el grupo de bloqueo en el extremo 3' del adaptador 5' se elimina enzimaticamente para permitir su
extensién por una ADN polimerasa.

(1) Eliminacion de la base 5' de la molécula de sustrato que da lugar a la exposicion de un fosfato 5'

En este paso, la creacion de un grupo fosfato terminal 5' compatible con la ligadura en la molécula de sustrato se logra
mediante la eliminacion de la base terminal 5' dafiada de las moléculas de sustrato de ADN, ya sea por traduccion por
muesca del oligonucleétido adaptador 5' utilizando una ADN polimerasa y nucleétidos (opcién i) mediante una reaccion
de desplazamiento y eliminacion utilizando el adaptador 5' y una endonucleasa 5' en ausencia de nucleétidos (opcion
ii), o mediante la extension de una uUnica base dideoxi del oligonucledtido 2 seguida de escision de desplazamiento
utilizando una endonucleasa de aleta 5' en ausencia de nucleétidos (opcion iii). En la tercera opcion, la escision de la
base 5' de la molécula de sustrato se produce antes de la fusién del adaptador 5', porque se realiza alternativamente
utilizando el oligonucledétido 2 fusionado en lugar del adaptador 5', pero se incluye en esta seccion para simplificar la
descripcion del procedimiento (véase la Figura 9).

Opciodn i:

La sintesis de ADN de traduccién por muesca se inicia en la muesca o brecha entre el extremo 3' del oligonucleétido
adaptador 5'y el extremo 5' de las moléculas de sustrato de ADN y se detiene cuando la reaccién de ligadura sella la
muesca (véanse Figuras 4 y 6a). La reaccion de traduccion por muesca puede ser realizada por, pero no se limita a,
las ADN polimerasas tales como la ADN polimerasa | (holoenzima), la ADN polimerasa Taq , la ADN polimerasa Tth
y la ADN polimerasa Bst (holoenzima). Las enzimas adicionales contempladas para su uso incluyen, sin limitacion,
polimerasas de ADN con actividad exonucleasa 5'-3', endonucleasa de aleta 5' y una combinacién de una polimerasa
de desplazamiento de cadena y una endonucleasa de aleta 5'.

Las condiciones de reaccion contempladas para este paso incluyen aquellas en las que (i) estan activas tanto una
polimerasa con actividad exonucleasa 5 enddgena como una ligasa; (ii) estan activas una polimerasa de
desplazamiento de cadena y una polimerasa endonucleasa de solapa y una ligasa; (iii) estan activas una endonucleasa
de aleta y una ligasa, (iv) se produce una actividad simultanea de tanto una enzima termoestable como una enzima
termolabil; o (v) donde puede producirse la actividad de soélo las enzimas termoestables o sélo las termolabiles. En
algunas realizaciones, las condiciones (i) y (ii) se llevan a cabo cada una con los dNTP para la traduccién por muesca.
En una realizacion especifica, la Taq polimerasa y la E. coli ligasa se utilizan a una temperatura de reaccion de 40 °C.
Sin embargo, en diversas realizaciones se contempla un intervalo de temperaturas de reaccion de 10 °C a 75 °C.

La reaccion de traduccion por muesca da lugar a la eliminacion de una, dos o mas bases del extremo 5' de las
moléculas de sustrato de ADN antes de la reaccion de ligadura que se produce entre el producto de extension del
adaptador 5' y la molécula de sustrato de ADN. La sintesis de traduccién por muesca puede producirse en presencia
de los cuatro nucledtidos dGTP, dCTP, dTTP y dATP o de sus combinaciones restringidas. Las combinaciones
restringidas incluyen, entre otras, combinaciones de tres nucleétidos tales como dGTP, dCTP y dATP, o dGTP, dCTP
y dTTP, 0o dGTP, dATP y dTTP, 0 dCTP, dATP y dTTP, combinacién de dos nucleétidos tales como dGTP y dCTP, o
dGTP y dATP, 0 dGTP y dTTP, 0o dCTP y dATP, 0o dCTP y dTTP, o dATP y dTTP o un solo nucledtido tal como dGTP,
o dCTP, o dATP, o dTTP.

Opciodn ii:

La reaccion de escision de desplazamiento no requiere los dNTP pero requiere que la secuencia adaptadora 5'
comprenda una, dos o mas bases aleatorias en el extremo 3' para crear una superposicion con la molécula de sustrato,
y que comprenda una pluralidad de adaptadores 5' en la reaccion (véanse Figuras 5 y 6b). La reaccion de escision de
desplazamiento se inicia con la fusion de los adaptadores 5', el desplazamiento de las bases de ADN 5' de la molécula
de sustrato de ADN que se superponen con las bases 3' de los adaptadores 5' y la escision de las bases desplazadas
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por una endonucleasa de aleta 5'. En algunas realizaciones, el adaptador 5' tiene una base aleatoria dN en el extremo
3'. En este caso, la superposicion implica una base y soélo se eliminaria una Unica base 5' del extremo 5' de las
moléculas de sustrato de ADN y se sustituiria por una base similar de la secuencia de adaptador 5'. La eficiencia de
la reaccion de desplazamiento y eliminacion se incrementa al ciclar la temperatura de la reaccion entre 40 °C y 65 °C
para permitir que los adaptadores 5' se disocien y vuelvan a fusionarse si su base 3' terminal no coincide con la base
5' de la molécula de sustrato de ADN.

Opcion iii:

Una realizacion alternativa a la participacion del adaptador 5' en la escision de la base 5' de las moléculas de sustrato
es, en cambio, hacer que el oligonucledtido 2 del adaptador 3' participe en la escision de la base 5' de las moléculas
de sustrato (véase la Figura 9).

En una aproximacion (Figura 9a y c), el oligonucleétido 2 del adaptador 3' comprende un extremo 3' extensible y en
presencia de una mezcla de dideoxi-nucledtidos y una polimerasa bajo condiciones apropiadas, se produce una
adicién de una sola base dideoxi que conduce a una superposicion de una sola base con el extremo 5' de las moléculas
de sustrato, lo que induce el escisién de desplazamiento de una sola base por una endonucleasa de aleta apropiada
0 una polimerasa que posea actividad de endonucleasa de aleta 5'. Posteriormente, se utiliza un adaptador 5' con una
base dN aleatoria en su extremo 3' (Figura 9a), donde se forma una muesca tras unirse al adaptador 3' unido al
extremo del ADN de cadena doble. La muesca puede ser sellada por una ADN ligasa, lo que resulta en la unién
covalente del adaptador 5' al extremo 5' de la molécula de ADN sustrato.

Alternativamente, se puede utilizar un oligonucleétido adaptador 5' que carece de una base dN aleatoria en su extremo
3' (Figura 9c), que forma una brecha de una sola base después de unirse al adaptador 3 'unido al extremo de la
molécula de sustrato de ADN de doble cadena. La brecha puede ser rellenada por una ADN polimerasa que carezca
de actividad de desplazamiento de cadena (por ejemplo, la ADN polimerasa T7 o T4) para crear una muesca que
puede ser a su vez sellada por una ADN ligasa, lo que resulta en la unién covalente del adaptador 5' al extremo 5' de
la molécula de sustrato de ADN.

En otra alternativa (véanse las Figuras 9b y d), el oligonucleétido 2 que comprende un extremo 3' bloqueado se
degrada parcialmente o se desplaza por un oligonucleétido cebador que se extiende con una sola dideoxibase por
una polimerasa de ADN con actividad endonucleasa de aleta 5' que resulta en la escisién de una sola base del extremo
5' del ADN. A su vez, el oligonucledtido cebador se degrada o se desplaza por el adaptador 5' con una base dN
aleatoria en su extremo 3' para crear una muesca que puede ser sellada por una ADN ligasa.

() Ligadura del adaptador 5'

La unién covalente del adaptador 5' a la molécula de sustrato implica la ligadura entre el adaptador 5' o su producto
de extension y el fosfato 5' expuesto de las moléculas de sustrato. Cuando la escision de la(s) base(s) 5' de las
moléculas de sustrato de ADN se logra mediante una reaccion de traduccion por muesca, la reaccion de ligadura sella
la muesca entre el adaptador 5' extendido por la polimerasa y el extremo 5' escindido de la molécula de sustrato de
ADN. Cuando se consigue la escision de la base 5' de las moléculas de sustrato de ADN a través de la reaccion de
escision de desplazamiento, se produce la ligadura entre el oligonucledtido adaptador 5' original y el extremo 5'
escindido de la molécula de sustrato de ADN. Las condiciones estandar con respecto a la reaccion de ligadura en este
paso comprenden, en diversas realizaciones, el uso de cualquier ADN ligasa que sea capaz de sellar muescas o
brechas en el ADN. En una realizacion, la ligasa es la ADN ligasa de E. coli y la reaccion se produce en el intervalo
de temperatura entre 10 °C y 50 °C. En algunas realizaciones, la ligasa es una ADN ligasa termoestable tal como la
Taqg ADN ligasa, o AmplLigasa, y la reaccion se produce en el intervalo de temperatura entre 30 °C y 75 °C.

En diversos aspectos de la presente divulgacion, los tres pasos (1), (I) y (lll) del paso de ligadura del adaptador 5' se
realizan simultdneamente en una sola incubacion mezclando e incubando el ADN de sustrato adaptado 3'-con (i) una
endonucleasa de degradacion opcional (por ejemplo, UDG, endonucleasa V, RNasa H, o su combinacion); (ii) una
ADN polimerasa de traduccion por muesca o una endonucleasa de 5'; y (iii) una ADN ligasa (véase la Figura 6). La
incubacioén se lleva a cabo a una temperatura constante o utilizando condiciones de ciclado de temperatura en el
intervalo de 10 °C - 75 °C. En ofras aplicaciones, la degradacion parcial del adaptador 3' se realiza por separado de
las reacciones posteriores.

Construccion de bibliotecas NGS

La sintesis de una biblioteca NGS de lllumina puede realizarse utilizando los procedimientos divulgados. Como se
muestra en la Figura 10, una biblioteca de lllumina puede construirse utilizando el procedimiento de ligadura de
traduccion por muesca (lado izquierdo) o el procedimiento de ligadura por desplazamiento (lado derecho). El orden de
fijacion de los dos adaptadores de lllumina es flexible, donde en la Figura 10a, el adaptador de lllumina P7 es un
adaptador 3'y el adaptador de lllumina P5 es un adaptador 5', mientras que en la Figura 10b, el adaptador de lllumina
P5 es un adaptador 3'y el adaptador de Illlumina P7 es un adaptador 5'. Las bibliotecas representadas en la Figura 10
pueden construirse sin PCR o pueden amplificarse por PCR, dependiendo de la cantidad de ADN de sustrato de
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entrada. Alternativamente, la sintesis de bibliotecas NGS de lllumina puede realizarse utilizando los procedimientos
divulgados en los que se requiere la amplificacion por PCR, ya que el procedimiento utiliza secuencias de adaptador
truncadas (véase la Figura 11). En este caso, se introduce P5 o P7 como adaptador truncado (sélo se muestra P7), y
tras la amplificacion utilizando un cebador de PCR que introduce la secuencia de adaptador de longitud completa, asi
como comprende bases degradables en su extremo 5', tras la degradacion de las porciones 5' de los amplicones
resultantes, se puede introducir P7 o P5 mediante fusiéon y ligadura. Si alternativamente se utiliza un cebador
degradable truncado para la amplificacion por PCR, se puede realizar una ligadura puente del resto del adaptador
para completar la secuencia de longitud completa.

Los procedimientos divulgados pueden utilizarse para construir bibliotecas NGS para una variedad de plataformas de
secuenciacion, y otro ejemplo se presenta en las Figuras 12 y 13 donde se representa la construccion de bibliotecas
lon Torrent. Como se muestra en la Figura 12, al introducir una duplicacion parcial de la secuencia del adaptador A en
el adaptador P1 en el sitio de uniéon del inserto, se puede producir la posterior fusiéon de un adaptador 5' después de
la ligadura del adaptador 3'. El orden de ligadura es flexible, donde el adaptador P1 con una duplicacién parcial del
adaptador A puede ser introducido como adaptador 3' seguido de la ligadura del adaptador A como adaptador 5'
utilizando la traducciéon por muesca o la escision por desplazamiento (Figura 12a). Alternativamente, el adaptador A
puede ser introducido como un adaptador 3'y el adaptador P1 con una duplicacién parcial del adaptador A puede ser
un adaptador 5' (Figura 12b). Dado que la secuenciacion lon Torrent se realiza como una sola lectura del adaptador
A, debido a la longitud de la duplicacién parcial del adaptador A en el adaptador P1, no interferira con la fusion del
cebador de secuenciacién u otras funciones del adaptador.

Alternativamente, en la Figura 13, el cddigo de barras combinatorio puede introducirse en las bibliotecas lon Torrent
utilizando el procedimiento divulgado. Durante el paso de ligadura del adaptador 3', se introduce la primera porcion
del cadigo de barras combinatorio dual, adyacente a una regién enlazadora L que es comun a los 20 cédigos de
barras. Tras la degradacion de la cadena 3' bloqueada que no se liga al sustrato de ADN, un adaptador 5' se fusiona
a la regiodn enlazadora comun L, que incorpora la segunda porcion del codigo de barras dual 5' adyacente a la region
enlazadora L. Tras la ligadura de traduccién por muesca, la biblioteca resultante puede amplificarse con cebadores
PCR estandar de lon Torrent, y cuando las moléculas de la biblioteca se secuencian desde el lado del adaptador A, la
identificacion de la muestra de cada esfera lon se leera al principio de la lectura, donde se pueden conseguir 96
combinaciones posibles.

Aplicaciones para bibliotecas NGS seleccionadas como objetivo

Los procedimientos divulgados pueden utilizarse para construir bibliotecas NGS en las que se pueden seleccionar y
enriquecer objetivos especificos, como forma de reducir la complejidad y los requisitos de secuenciacion en relacion
con la secuenciacion del genoma completo. Un ejemplo de esta aplicacion seria la unién del adaptador 3' y el
adaptador 5' a sustratos de ADN fragmentados al azar, desnaturalizados y con cebador extendido, en los que el
cebador o la pluralidad de cebadores fusiona las regiones de ADN objetivo conocidas. En este caso, solo los loci
seleccionados comprenderian una terminacion de cadena doble, mientras que los loci no seleccionados
permanecerian de una sola cadena y no se produciria la ligadura del adaptador en sus terminaciones.

En otras aplicaciones, el adaptador 5' de la presente divulgacion puede utilizarse para seleccionar y enriquecer una
pequefa fraccion de fragmentos de ADN con secuencias terminales conocidas. Las secuencias de ADN
preseleccionadas pueden contener una, dos, tres o mas bases terminales de ADN. Para lograr dicha seleccion, la
secuencia de adaptador 5' debe contener bases de invasion seleccionadas o combinaciones de bases en el extremo
3'. Como resultado, sélo los fragmentos de ADN con secuencias terminales seleccionadas se ligaran al adaptador 5'
y se amplificaran. Como se muestra en la Figura 14, el uso de adaptadores 5' con extremos 3' complementarios a las
secuencias terminales de los fragmentos de restriccion seleccionados puede utilizarse para seleccionar los objetivos
de los fragmentos de restriccion a partir de una pluralidad de fragmentos de restriccion. En otra realizacion, el uso de
adaptadores 5' con extremos 3' que comprenden dinucledtidos CpG enriqueceria los fragmentos que se originan en
las islas CpG.

Alternativamente, la seleccion del objetivo se puede realizar después de la construccion de la biblioteca utilizando los
procedimientos divulgados en el interior (véase la Figura 15). Si se construye una biblioteca de este tipo en la que un
adaptador comprende bases degradables en su extremo 5', tras la extension del cebador especifico-objetivo y la
digestion parcial de la porcion degradable del adaptador, se puede fusionar un adaptador 5' biotinilado al saliente 3'
resultante y utilizando la ligadura de traduccién por muesca (Figura 15a) o la ligadura de escision por desplazamiento
(Figura 15b), el adaptador 5' biotinilado se une covalentemente sélo a los sustratos de ADN objetivo y puede ser
capturado posteriormente utilizando perlas magnéticas de estreptavidina y luego amplificado por PCR para generar
suficiente material para la secuenciacion.

Disefos y aplicaciones de adaptadores alternativos
También se presentan diversos disefios alternativos de adaptadores y procedimientos de ligadura que utilizan los
procedimientos divulgados. En la Figura 16, se construye una biblioteca utilizando una Unica secuencia de adaptador

en lugar de un par de secuencias de adaptador. En este ejemplo, se utilizan los mismos pasos para el procesamiento
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del sustrato antes de la ligadura y tanto la ligadura del adaptador 3' como la ligadura de traduccién por muesca o la
ligadura de escision por desplazamiento del adaptador 5, y la biblioteca resultante puede amplificarse por PCR
utilizando un unico cebador.

En la Figura 17, se presenta un procedimiento para la ligadura de adaptadores de hebra de oligonucleétidos simples,
en el que el extremo 5' del adaptador de hebra se utiliza para realizar la ligadura del adaptador 3' a la molécula de
sustrato, y después de la degradacion del extremo 3' bloqueado del adaptador de hebra, el extremo 3' truncado del
adaptador de hebra se utiliza para la ligadura de traduccion por muesca al fosfato 5' expuesto de la molécula de
sustrato.

A veces es Util generar bibliotecas de ADN circular, tal como una estructura intermedia para la construccion de
bibliotecas NGS de parejas-pares. Como se muestra en la Figura 18, dicha biblioteca puede construirse utilizando los
procedimientos de la divulgacion. En el primer paso, se realiza la ligadura del adaptador 3' utilizando adaptadores Xy
X' mutuamente complementarios. Tras la degradacion de la cadena no ligada, puede producirse una circularizacion
no covalente del ADN mediante la complementariedad de los salientes 3' X y X' en cada molécula de sustrato. Para
favorecer la fusion unimolecular y reducir la formacion de concatameros, esta reaccion de fusion se realiza a una
concentracion de ADN adecuadamente baja. Tras la fusion del saliente 3', se puede realizar la ligadura de traduccion
por muesca.

Enzimas

Las ligasas que pueden utilizarse de acuerdo con las condiciones de reaccion estandar para practicar los
procedimientos de la divulgacion incluyen, pero no se limitan, a la ADN ligasa T4, la ARN ligasa T4, la ADN ligasa T3
o la ADN ligasa T7, la ADN ligasa Taq , la Ampligasa, la ADN ligasa de E. coli y la ARN ligasa de E. coli . La divulgacion
contempla, en diversas realizaciones, condiciones de reaccion apropiadas para una ligadura de extremo romo o de
extremo cohesivo ("pegajoso"). El extremo cohesivo, en algunas realizaciones, comprende un saliente 5' o un saliente
3.

Los ejemplos de enzimas utiles en los procedimientos de la divulgacion para eliminar un fosfato 5' o un fosfato 3'
incluyen, pero no se limitan a, cualquier enzima fosfatasa, tal como la fosfatasa alcalina intestinal de ternera, la
fosfatasa alcalina bacteriana, la fosfatasa alcalina de camaron, la fosfatasa Antartic y la fosfatasa alcalina placentaria,
cada una de ellas utilizada segun condiciones estandar. Ademas, la actividad fosfatasa de la polinucleétido quinasa
T4 puede utilizarse para eliminar los grupos fosfato 3'.

Las enzimas polimerasas utiles en la practica de la divulgacion incluyen pero no se limitan a una ADN polimerasa (que
puede incluir una ADN polimerasa termoestable, por ejemplo, una ADN polimerasa Taq ), ARN polimerasa, ADN
polimerasa | y transcriptasa inversa. Los ejemplos no limitantes de enzimas que se pueden usar para poner en practica
la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan a, KAPA HiFi y KAPA HiFi Uracil+, VeraSeq Ultra DNA Polymerase,
VeraSeq 2.0 High Fidelity DNA Polymerase, Takara PrimeSTAR DNA Polymerase, Agilent Pfu Turbo CX Polymerase,
Phusion U DNA Polymerase, Deep VentR™ DNA Polymerase, LongAmp™ Tag ADN polimerasa, Phusion™ High-
Fidelity DNA Polymerase, Phusion™ Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase, Kapa High-Fidelity DNA Polymerase, Q5
High-Fidelity DNA Polymerase, Platinum Pfx High-Fidelity Polymerase, Pfu High-Fidelity DNA Polymerase, Pfu Ultra
High-Fidelity DNA Polymerase, KOD High-Fidelity DNA Polymerase, iProof High-Fidelity Polymerase, High-Fidelity 2
DNA Polymerase, Velocity High-Fidelity DNA Polymerase, ProofStart High-Fidelity DNA Polymerase, Tigo High-Fidelity
DNA Polymerase, Accuzyme High-Fidelity DNA Polymerase, VentR® DNA Polymerase, DyNAzyme™ Il Hot Start DNA
Polymerase, Phire™ Hot Start DNA Polymerase, Phusion™ Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase, Crimson
LongAmp™ Tag ADN polimerasa, DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase, LongAmp™ Tag ADN polimerasa,
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase, Tag ADN polimerasa con Standard Taq (Mg-free) Buffer, Tag ADN
polimerasa con Standard Taq Buffer, Taq ADN polimerasa con ThermoPol Il (Mg-free) Buffer, Tag ADN polimerasa
con ThermoPol Buffer, Crimson Tag™ DNA Polymerase, Crimson Tag™ DNA Polymerase con (libre de Mg) Buffer,
Phire™ Hot Start DNA Polymerase, VentR® (exo-) DNA Polymerase, Hemo KlenTaq™, Deep VentR™(exo-) DNA
Polymerase, Deep VentR™ DNA Polymerase, DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase, Hemo KlenTaq™, LongAmp™ Taq
ADN polimerasa, ProtoScript® AMV First Strand cDNA Synthesis Kit, ProtoScript® M-MuLV First Strand cDNA
Synthesis Kit, Bst DNA Polymerase, Full Length, Bst DNA Polymerase, Large Fragment, 9°Nm DNA Polymerase,
DyNAzyme™ Il Hot Start DNA Polymerase, Hemo KlenTaq™, Sulfolobus ADN polimerasa IV, Therminator™ y DNA
Polymerase, Therminator™ DNA Polymerase, Therminator™ |l DNA Polymerase, Therminator™ Ill DNA Polymerase,
Bsu DNA Polymerase, Large Fragment, ADN polimerasa | (E. coli), ADN polimerasa |, Fragmento Grande (Klenow),
Klenow Fragment (3'>75' exo—), phi29 DNA Polymerase, T4 DNA Polymerase, T7 DNA Polymerase (sin modificar),
Terminal Transferase, Reverse Transcriptases y RNA Polymerases, E. coli Poly(A) Polymerase, AMV Reverse
Transcriptase, M-MuLV Reverse Transcriptase, phi6 RNA Polymerase (RdRP), Poly(U) Polymerase, SP6 RNA
Polymerase, y T7 RNA Polymerase.

Las enzimas que poseen actividad de endonucleasa de solapa que son utiles en la divulgacion incluyen, pero no se

limitan a la endonucleasa de solapa 1 (FEN1), la exonucleasa T5, la Tag ADN polimerasa , la Bst polimerasa, la Tth
polimerasa, la ADN polimerasa | y sus derivados.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1

Comparacion de la ligadura del adaptador convencional con la ligadura del adaptador 3' con oligonucleétidos
marcados con FAM

Justificacion: Utilizando un sistema de oligonucleétidos marcados con FAM, se probd la ligadura roma utilizando
adaptadores de relleno (Figura 2A) o adaptadores 3' (Figura 3) en diferentes relaciones molares de sustrato a
adaptador para examinar el efecto sobre la eficiencia de la ligadura y la formacion de quimeras.

Materiales:
e El adaptador de relleno contiene los oligonucledtidos 12-900 y 13-426 (Tabla 1)
e Adaptador 3'; 1¢" oligonucledtido 13-340 (Tabla 1)

e Adaptador 3'; 2% opcién de oligonucleétido 1 (con una base de desoximidina de bloqueo en el extremo 3') 13-559
(Tabla 1)

e Adaptador 3'; 242 opcion de oligonucledtido 2 (un grupo fosfato en el extremo 3') 13-558 (Tabla 1)

e Sustrato A de FAM compuesto por los oligonucleétidos 13-562 y 13-563, donde el grupo FAM marca la ligadura
al fosfato 5' del sustrato (Tabla 1)

e Sustrato B de FAM compuesto por los oligonucleétidos 13-561 y 13-564, donde el grupo FAM marca la ligadura
al OH 3' del sustrato y donde el correspondiente extremo 5' del sustrato tiene un fosfato (Tabla 1)

e Sustrato de FAM C compuesto por los oligonucleétidos 13-560 y 13-564, donde el grupo FAM marca la ligadura
al OH 3' del sustrato y donde el correspondiente extremo 5' del sustrato carece de fosfato (Tabla 1)

e T4 ADN Ligasa (Rapid) (Enzymatics, Cat# L6030-HC-L)
e 10X Tampodn de T4 ADN Ligasa (Enzymatics, Cat# B6030)
Procedimiento:

Las reacciones de ligadura de adaptador convencional se ensamblaron en un volumen total de 10ul, que comprendia
1x Tampon de T4 ADN Ligasa, 10 pmoles de sustrato A de FAM , 20 o 200 pmoles de adaptador de relleno, 600
unidades de T4 ADN Ligasa (rapida) o ninguna ligasa.

Las reacciones de ligadura del adaptador 3' se ensamblaron en un volumen total de 10ul, conteniendo 1x tampdn de
T4 ADN Ligasa, 10 pmoles de sustrato de FAM B o 10 pmoles de sustrato de FAM C, 20 o 200 pmoles de la opcién
1 del Adaptador 3' 0 20 o 200 pmoles de la opcion 2 del Adaptador 3' y 600 unidades de T4 ADN Ligasa (rapida) o
ninguna T4 ADN Ligasa.

Todas las reacciones de ligadura se realizaron a 25 °C durante 30 minutos. El volumen total de la reaccion de ligadura
(10ul) se mezcl6 con 10ul de tampdn de carga de formamida 2x (97 % de formamida, 10mM de EDTA, 0,01 % de azul
de bromofenol y 0,01 % de cianol de xileno), se calent6 a 95 °C durante 5 minutos y, posteriormente, se corrié en un
gel de poliacrilamida prefabricado al 15 %, TBE-Urea (Invitrogen, Cat# S11494) en un horno a 65 °C, se visualizé en
una caja de luz Dark Reader (Clare Chemical Research) y se fotografié con una camara digital. Posteriormente se tifio
el gel con la tincion de acido nucleico SYBR® Gold (Invitrogen, Cat# S11494) (no se muestra).

Resultados:

El sustrato A de FAM se convirtié en el producto de ligadura en presencia del adaptador de relleno y la T4 ADN ligasa
(Fig.19, carriles 1 -2). Esta ligadura de adaptador convencional mostro cierta formacion de quimeras de sustrato A de
FAM cuando se utilizd una proporcion de soélo 2:1 adaptador: subestado (Fig.19, carril 1) en comparaciéon con una
proporcion de 20:1 (carril 2). No se observé ningun producto de ligadura en ausencia de T4 ADN ligasa (Fig.19, carril
3).

Se probaron diferentes escenarios de ligadura del adaptador 3' en los carriles 4 a 12 (Fig.19). Los carriles 4 y 5
muestran las reacciones de ligadura entre el sustrato B de FAM y el Adaptador 3' opcion 1. A una proporcion de
adaptador: subestado de 2:1 (carril 4) o 20:1 (carril 5), se formaron productos quiméricos de mayor peso molecular
que pueden implicar o no al Adaptador 3'. Sin embargo, el producto de ligadura fue mas abundante y su formacion se
vio favorecida en una relacion de 20:1 adaptador: subestado (carril 5). Los carriles 6 y 7 muestran las reacciones de
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ligadura entre el sustrato C de FAM y la opcion 1 del adaptador 3'. La reaccién se favorecié en una proporcion de 20:1
adaptador: subestado (carril 7) y no se observaron productos quiméricos. Los carriles 8 y 9 muestran las reacciones
de ligadura entre el sustrato B de FAM y el Adaptador 3' opcion 2. No se observé ningun producto de ligadura, pero si
se detectaron productos quiméricos. Los carriles 10 y 11 muestran las reacciones de ligadura entre el sustrato C de
FAM y la opcién 2 del adaptador 3'. No se observé ningin producto de ligadura. No se observé ningun producto de
ligadura en ausencia de T4 ADN ligasa (carril 12).

Conclusion:

La ligadura convencional de adaptadores requeria un fosfato 5' en el sustrato de FAM que conducia a la formacion de
quimeras si los adaptadores de relleno no estaban en exceso. La ligadura del Adaptador 3' fue mas eficiente y con
menos quimeras cuando el sustrato de FAM tenia un grupo hidroxi 5' y el Adaptador 3' tenia una base bloqueante de
3-deoxitimidina (opcion 1) que impedia la ligadura entre moléculas de adaptador y favorecia la ligadura entre sustrato
y adaptador. En ambos casos, la proporcion de adaptador: subestado de 20:1 fue favorecida para la formacion del
producto de ligadura.

Ejemplo 2

Comparacion de la ligadura de adaptadores convencionales con la ligadura de adaptadores 3' con ADN
genomico cizallado y seleccionado por tamafo

Razonamiento

Este experimento se llevd a cabo para probar el efecto del pulido del ADN gendmico cizallado fisicamente sobre la
eficiencia de la ligadura convencional o del adaptador 3'

Materiales:
e El adaptador de relleno contiene los oligonucledtidos 13-489 y 13-426 (Tabla 1)

e Adaptador 3"; 1er oligonucleotido 13-340 (Tabla 1) y 2do oligonucleétido opcion 1 (que contiene una base de
desoximidina 3' bloqueante en el extremo 3') 13-559 (Tabla 1)

e NEBuffer 2 (New England Biolabs, cat#B7002S)

e Conjunto de 100 mM de 2'-desoxinucledsidos 5'-trifosfato (ANTP), PCR Grade (Invitrogen (Life technologies),
cat#10297-018)

e Adenosina 5'-Trifosfato (ATP) (New England Biolabs, cat# P0756S)

e ADN polimerasa I, Fragmento Grande (Klenow) (New England Biolabs, caté M0210S)
e T4 ADN polimerasa (New England Biolabs, cat# M0203 S)

e T4 Polinucledtido Quinasa (New England Biolabs, cat# M0201S)

e Exonucleasa lll (E. coli) (New England Biolabs, cat# M0293S)

e Fosfatasa Antartic (New England Biolabs, cat# M0289S)

e  Tampon de reaccion de Fosfatasa Antartic (New England Biolabs, cat# B0289S)

e T4 ADN Ligasa (Rapid) (Enzymatics, cat# L6030-HC-L)

e 10X Tampodn de T4 ADN Ligasa (Enzymatics, cat# B6030)

e Cadena ATCC 11303 de ADN gendmico de E. coli (Affymetrix, cat# 14380)

e Ultrasonicador enfocado M220, (Covaris, cat# PN 500295)

e Preparacion de reinata (Sage Science)

e CDF2010 2 % de agarosa, sin colorantes con estandares internos (Sage Science)
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e DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo research, cat#D4004)
e Marcador de tamarfio de ADN en escalera de 25 pb (Invitrogen (Life technologies), cat# 10488-022)
Procedimiento:

El genoma de E. coli (ADNg) se resuspendié en tampon de suspension de ADN (Teknova, cat#T0227) a una
concentracion de 100 ng/ul. EI ADN se fragmentd con el Ultrasonicador enfocado M220 hasta un tamafio medio de
150 pares de bases. Posteriormente, se aislé una distribucion de tamafio ajustada del ADN fragmentado de
aproximadamente 150 pb a aproximadamente 185 pb en un gel de agarosa al 2 % utilizando Preparacion de reinata.

200 ng del ADN seleccionado por tamafio fueron sometidos a la actividad de diferentes enzimas. Las reacciones se
montaron en un volumen total de 30 pl, con una concentracion final de 1x NEBuffer 2, 100uM de cada dNTP, 3
unidades de T4 ADN polimerasa o 5 unidades de ADN Polimerasa |, Fragmento Grande (Klenow) o 3 unidades de T4
ADN polimerasa y 5 unidades de ADN Polimerasa |, Fragmento Grande (Klenow) o 3 unidades de T4 ADN polimerasa
y 5 unidades de ADN Polimerasa |, Fragmento Grande (Klenow) y 1 unidad de Exonucleasa lll. Se ensambl6 otra
reaccion en un volumen total de 30 pl que comprendia una concentracién final de 1x NEBuffer 2, 1mM de ATP, 10
unidades de T4 Polinucleétido Quinasa. Se ensambl6 otra reaccién en un volumen total de 30ul que comprendia una
concentracion final 1x de tampoén de reaccion Fosfatasa Antartic y 5 unidades de Fosfatasa Antartic. Se ensamblé una
reaccion de control con 200 ng del ADN seleccionado por tamafio con 1x NEBuffer 2. Todas las reacciones se
incubaron a 37 °C durante 30 minutos y el ADN se purifico utilizando las columnas DNA Clean & Concentrator-5. El
ADN se eludié en 30ul de tampdn de suspension de ADN y se dividié en 2 tubos de 15 pl para la posterior ligadura
con adaptador convencional o ligadura con adaptador 3'. Las ligaduras de adaptadores convencionales se ensambld
en un volumen total de 30 yl que comprendia 1x T4 ADN Ligasa Buffer, adaptador de relleno que contenia los
oligonucledtidos 13-489 (220pmoles) y 13-426 (440pmoles), y 1.200 unidades de T4 ADN Ligasa (Rapid). Las
reacciones de ligadura del adaptador 3' se ensamblaron en un volumen total de 30 pl, que contenia 1x T4 ADN Ligasa
Buffer, 220 pmoles del 1°" oligonucledtido Adaptador 3', 440 pmoles del 2% oligonucledtido Adaptador 3' y 1.200
unidades de T4 ADN Ligasa (Rapid). Todas las reacciones se purificaron utilizando columnas DNA Clean &
Concentrator-5-. EI ADN se resuspendié en 10 pl de tampén de suspension de ADN y se mezcld con 10ul de tampdn
de carga de formamida 2% (97 % de formamida, 10 mM de EDTA, 0,01 % de azul de bromofenol y 0,01 % de cianol
de xileno), se calenté a 95 °C durante 5 minutos y posteriormente se corrié en un gel de poliacrilamida al 6 %, TBE-
Urea (Invitrogen, Cat# S11494) en un horno a 65 °C. El gel se tifié con tinte de gel de acido nucleico SYBR® Gold
(Invitrogen, Cat# S 11494) y se visualizé en una caja de luz Dark Reader (Clare Chemical Research) y se fotografio
con una camara digital.

Resultados:

Las reacciones de ligadura de adaptadores convencionales (Fig.20, panel superior) que requieren un fosfato 5' en el
sustrato de ADN cizallado mostraron una menor eficiencia que la ligadura de adaptadores 3' que no lo requiere (Fig.20,
panel inferior). Las reacciones de ligadura fueron mas eficientes después de tratar el ADN con la T4 ADN polimerasa
sola (carril 3) o en combinacion con Klenow (carril 7) o Klenow mas Exonucleasa Il (carril 8) para ambos tipos de
ligaduras. El tratamiento con Klenow, T4 Polinucleétido Quinasa o Fosfatasa Antartic en solitario (carriles 4, 5 y 6,
respectivamente) sélo mejoré6 moderadamente la ligadura roma en comparacion con el ADN no tratado (carril 2). El
ADN fragmentado de distribucion estrecha se cargé en el carril 9.

Conclusion:

La ligadura de adaptadores romos a ADN cizallados depende en gran medida del pulido de este ADN. Las ADN
polimerasas como la T4 ADN polimerasa, que presentan una fuerte actividad exonucleasa de 5' a 3' y una actividad
polimerasa de 5' a 3', son muy adecuadas para este proposito. La reaccion de ligadura del adaptador convencional
depende de la presencia de un fosfato 5' intacto en el extremo romo del sustrato. Sin embargo, la ligadura del
adaptador 3' no lo hace, ya que la ligadura se produce en el extremo hidroxilo 3' del ADN fragmentado. Dado que los
extremos 5' del ADN cizallado no son sustratos enzimaticos para la T4 ADN polimerasa, esto explica por qué el
adaptador 3' se ligd con mas éxito que el adaptador de relleno (carril 3). La combinacion de la T4 ADN polimerasa
mas la Klenow y la Exonucleasa Ill mejoré significativamente la ligadura roma. La actividad de la Exonucleasa I
produjo los extremos romos necesarios para la ligadura de los adaptadores romos mediante la eliminacion de los
terminales hidroxilos 3' que podrian estar dafiados en el extremo 3' del ADN. La Exonucleasa Ill también posee una
actividad fosfatasa 3', que hace que el extremo 3' sea accesible a la actividad de pulido de la ADN polimerasa.

Ejemplo 3
Optimizacion de la temperatura para la ligadura del adaptador 5' utilizando un sustrato de oligonucleétidos
marcado con FAM

Justificacion: Este experimento evalud la dependencia de la temperatura y la composicion de los dNTP en la ligadura
del adaptador 5' mediada por la traduccién por muesca.
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Materiales:

e Oligonucleodtido adaptador 5' para la traduccion por muesca (13-144) (Tabla 1)
e Sustrato de oligonucleétidos de FAM (13-581) (Tabla 1)

e Plantilla de oligonucledtidos (13-582) (Tabla 1)

e Conjunto de 100 mM de 2'-desoxinucledsidos 5'-trifosfato (ANTP), PCR Grade (Invitrogen (Life technologies),
cat#10297-018)

e ADN ligasa de E. coli (New England BioLabs, cat# M0205S)

e 10X Tampon de reaccion de ADN ligasa de E. coli (New England BiolLabs)

e Taq ADN polimerasa, concentrada 25U/ul (Genscript, cat# E00012)

e Marcador de tamarfio de ADN de 25 pb (Invitrogen (Life technologies), cat# 10488-022)
Procedimiento:

Se ensambld un primer conjunto de reacciones de traduccion por muesca en un volumen total de 30pl, que comprendia
una concentracion final de 1x Tampdn de ADN ligasa de E. coli, 30 pmoles de sustrato de oligonucleétido de FAM, 45
pmoles de oligonucledtido adaptador 5’ para la traduccion por muesca y 45 pmoles de plantilla de oligonucledétido, 200
MM de dTTP o una mezcla de 200 uM de cada dTTP/dGTP o 200uM de cada dATP/dTTP/dGTP y 2,5 unidades
de Taq ADN polimerasa o ninguna Taq ADN polimerasa. Las reacciones se incubaron a 30 °C, 40 °C o 50 °C durante
30 minutos.

Un segundo conjunto de reacciones de traduccién por muesca seguido de ligaduras se ensamblé en 30ul que
comprendia una concentracion final de 1x Tampdn de ADN ligasa de E. coli, 30 pmoles de sustrato de oligonucleétidos
de FAM, 45 pmoles de oligonucleétidos de adaptador 5' para la traduccion por muesca y 45 pmoles de plantilla de
oligonucledtidos, 200uM de cada dATP/dTTP/dGTP, y 2,5 unidades de Tag ADN polimerasa. Las reacciones se
incubaron a 50 °C, 53 °C, 56 °C o 60 °C durante 30 minutos. Se tomaron 10yl de esas reacciones para el analisis del
gel. Se anadieron 10 unidades de ligasa de E. coli a los 20ul restantes y se incubaron a 25 °C durante 15 minutos. Se
montd una reaccion de control adicional en 30 ul que comprendia una concentracion final de 1x Tampon de ADN ligasa
de E. coli, y 30 pmoles de sustrato de oligonucleétidos de FAM. Se mezclaron 10ul de esas reacciones con 10ul de
2x tampon de carga de formamida (97 % de formamida, 10 mM de EDTA, 0,01 % de azul de bromofenol y 0,01 % de
cianol de xileno), se calentaron a 95 °C durante 5 minutos y, posteriormente, se corrieron en un gel de poliacrilamida
prefabricado al 15 %, TBE-Urea (Invitrogen, cat# S 11494) en un horno a 65 °C, se visualizaron en una caja de luz
Dark Reader (Clare Chemical Research) y se fotografiaron con una camara digital.

Resultados:

Como se muestra en la Fig.21, panel A, la Taq ADN polimerasa alargo el extremo hidroxilo 3' del oligonucleétido
adaptador 5' para la traduccion por muesca, eliminando nucleétidos en el sustrato de oligonucleétidos de FAM
mediante su actividad endonucleasa de aleta 5'. La adicion de dTTP solamente (Fig. 21, carriles 2, 5, 8, panel A)
permitio sélo la adicion de una base en el extremo 3' del oligonucleétido adaptador 5' para la traduccién por muesca,
la adicién de dTTP/dGTP (Fig.21, carriles 3, 6, 9, panel A) permitié la adicion de tres bases y la adicion de
dTTP/dGTP/dATP (Fig.21, carriles 4, 7, 10, panel A) permitio la adicién de cuatro bases que fue proporcional al nimero
de bases escindidas del sustrato oligonuclettido de FAM (Fig,21, panel A). El nimero de bases escindidas del sustrato
de oligonucleotidos de FAM también dependié de la temperatura a la que se produjeron las reacciones. A 50 °C
(Fig.21, carriles 2 a 4, panel A), la cantidad de bases escindidas del sustrato de oligonucleétidos de FAM fue mayor
que las escindidas a 40 °C o 30 °C. La eficiencia de la traduccion por muesca y la cantidad de sustrato de
oligonucleotido de FAM escindido también dependio en gran medida de la temperatura de la reaccion. A 40 °C o 30
°C, la adicion de dTTP solamente (Fig.21, carriles 5, 8, panel A), no permitid6 ninguna escision del sustrato
oligonucledtido de FAM, como se observd a 50 °C (Fig.21, carril 2, panel A). La adicion de dTTP/dGTP o
dTTP/dGTP/dATP permitié una cierta escision a 40 °C (carriles 6 y 7) o 30 °C (carriles 9 y 10) con una eficacia menor
que a 50 °C (carriles 3 y 4). El carril 1 (Fig.21, panel A) muestra el sustrato de oligonucleétidos de FAM en ausencia
de la Tag ADN polimerasa.

La eficiencia de la traduccion por muesca y la cantidad de sustrato de oligonucleétido de FAM escindido dependieron
en gran medida de la temperatura de la reaccion. A 60 °C, el sustrato de oligonucleétidos de FAM se proceso casi por
completo a especies mas pequenias (Fig.21, carril 4, panel B). El tamario del producto de escision del oligonucledtido
de FAM también disminuyd al aumentar la temperatura de la reaccion (Fig.21, carriles 1 a 4, panel B). El carril 5
(Fig.21, panel B) muestra el sustrato de oligonucleétidos de FAM en ausencia de la Tag ADN polimerasa. Durante la
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reaccion de traduccion por muesca, la Taq ADN polimerasa escinde el extremo 5' del sustrato oligonucleétido de FAM
y genera un fosfato terminal 5' que es esencial para que la ligasa de E. coli una covalentemente el extremo 3' del
oligonucledtido adaptador 5' al extremo 5' del sustrato oligonucleétido de FAM. La eficacia de la ligadura también
dependid de la temperatura a la que se produjo la reaccion. El producto de ligadura fue mas abundante a 50 °C (carril
6) y casi ausente a 60 °C (carril 9), y se generd una cantidad intermedia de producto de ligadura a 53 °C y 56 °C.

Conclusion:

Durante la traducciéon por muesca, el nimero de bases escindidas del sustrato oligonucleétido de FAM dependia de
los ANTP complementarios introducidos en la reaccién y de la temperatura a la que se producian las reacciones.
Durante la reaccidon de traduccidon por muesca, la Tag ADN polimerasa escinde el extremo 5' del sustrato
oligonucledtido de FAM y genera un fosfato terminal 5' que es esencial para que la ligasa de E. coliligue dos
fragmentos. Los sustratos de oligonucleotidos de FAM escindidos por traducciéon o muesca de nudos a temperaturas
mas elevadas eran sustratos pobres para la ligadura por parte de la ligasa de E. coli , debido a la brecha potencial que
se forma entre el extremo 3' del oligonucledtido adaptador 5' y el extremo 5' del sustrato de oligonucledtidos de FAM.

Ejemplo 4
Analisis de los efectos de la composicion de los ANTP en la ligadura del adaptador 5'

Justificacion: Este experimento se realizé para evaluar el grado de traduccién por muesca que se produce en
presencia de una composicion variada de dNTP y el efecto sobre la reaccion de ligadura acoplada.

Materiales:

e Oligonucleétido adaptador 5' para la traduccion por muesca (13-144) (Tabla 1)
e Sustrato de oligonucleétidos de FAM (13-581) (Tabla 1)

e Plantilla de oligonucledtidos (13-582) (Tabla 1)

e Conjunto de 100 mM de 2'-desoxinucletsidos 5'-trifosfato (INTP), PCR Grade (Invitrogen (Life technologies),
cat#10297-018)

e Marcador de tamafio de ADN de 25 pb (Invitrogen (Life technologies), cat# 10488-022)
e ADN ligasa de E. coli (Enzymatics, cat# L6090L)

e 10X Tampon de ADN ligasa de E. coli (Enzymatics, cat# B6090)

e Tag-B ADN polimerasa (Enzymatics, cat# P7250L)

Procedimiento:

Las reacciones se ensamblaron en un volumen total de 30ul, comprendiendo una concentracion final de 1x Tampdn
de ADN ligasa de E. coli, 30 pmoles de sustrato de oligonucleétido de FAM, 45 pmoles de oligonucleétido adaptador
5' para la traduccion por muesca y 45 pmoles de plantilla de oligonucleétido, 200puM de cada 4 dNTP o una mezcla de
200uM de cada uno: dCTP, dTTP, dGTP o dATP, dTTP, dGTP o dATP, dCTP, dGTP o dATP, dTTP, dCTP o ningun
dNTP, 10 unidades de ligasa de E. coli y 10 unidades de Taq-B ADN polimerasa. Todas las reacciones se incubaron
a 40 °C durante 30 minutos. Se mezclaron 10 pl de esas reacciones con 10 pl de 2x tampdn de carga de formamida
(97 % de formamida, 10 mM de EDTA, 0,01 % de azul de bromofenol y 0,01 % de cianol de xileno), se calentaron a
95 °C durante 5 minutos y, posteriormente, se corrieron en un gel de poliacrilamida al 15 %, TBE-Urea (Invitrogen,
Cat# S11494) en un horno a 65 °C, se visualizaron en una caja de luz Dark Reader (Clare Chemical Research) y se
fotografiaron con una camara digital (panel inferior). Posteriormente, el gel se tifié con tinte de gel de acido nucleico
SYBR® Gold (Invitrogen, Cat# S11494), se visualizé en una caja de luz Dark Reader (Clare Chemical Research) y se
fotografié con una camara digital (panel superior).

Resultados:

Los dos primeros carriles de la Fig.22 muestran el oligonucleétido de control. En ausencia de la Tag-B ADN
polimerasa, la ligasa de E. coli por si sola no puede ligar el oligonucledtido adaptador 5' al sustrato de oligonucleétidos
de FAM porque el sustrato de FAM carece de una modificacion de fosfato 5' (Fig.22, carril 3). En presencia de la Tag-
B ADN polimerasa y de los 4 dNTP, el oligonucleétido adaptador 5' se extendid, formando un nuevo producto de 58
bases y el oligonucleétido sustrato de FAM fue desplazado y degradado por la actividad endonucleasa de aleta 5' de
la Tag-B ADN (Fig.22, carril 4). En presencia de la ligasa de E. coli, de la Taqg-B ADN polimerasa y de
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dATP/dTTP/dGTP (Fig.22, carril 7) o de dCTP/dTTP/dGTP (Fig.22, carril 6) o de dJATP/dTTP/dCTP (Fig.22, carril 9),
la traduccién por muesca se limité a la adicién de cuatro, tres o una bases, respectivamente. Con la extension del
adaptador 5', se form6 una aleta en el extremo 5' del sustrato de oligonucleétidos de FAM. Esta aleta se convierte en
un sustrato para la actividad endonucleasa de aleta Tag-B creando un fosfato 5' necesario para la ligadura. El
adaptador 5' se ligé al sustrato oligonucleétido de FAM formando un producto de 69 bases. Una aleta de tres o cuatro
bases (Fig.22, carril 6 y 7) soporto la ligadura de forma mas eficiente que la aleta de una base (Fig.22, carril 9). En
presencia de la ligasa de E. coli, la Tag-B ADN polimerasa y el dATP/dCTP/dGTP (Fig.22, carril 8), se observd una
banda débil correspondiente al producto de ligadura. Una actividad de ligadura débil puede provenir de la incorporacion
de una base "no coincidente" (A C o G en lugar de T), lo que lleva a la formacion de la aleta en algunos sustratos de
oligonucledtidos de FAM. En presencia de la ligasa de E. coli, la ag-B ADN polimerasa y sin dNTP, no se observo
ningun producto de ligadura. En presencia de la ligasa de E. coli , la Tag-B ADN polimerasa y los 4 dNTP, el adaptador
5' se ligé al sustrato de oligonucleotidos de FAM formando un producto de 69 bases (Fig.22, carril 5). Dado que el
adaptador 5’ y la plantilla de oligonucledtidos estaban en exceso en comparacion con el sustrato de oligonucleétidos
de FAM, también se observé un producto de traduccion por muesca en 58 bases (Fig.22, carril 5, panel superior). Sin
embargo, se observé la misma cantidad de producto de ligadura. El marcador de tamarfio de ADN en escalera 25 pb
se cargo en el carril M.

Conclusion:

La fosforilacion del extremo 5' del sustrato oligonucledtido de FAM es necesaria para la ligadura. La actividad
polimerasa de la Taq ADN polimerasa en presencia de los dNTP es necesaria para realizar la extension del adaptador
5', que crea una aleta en el extremo 5' del sustrato oligonucleétido de FAM. Esta aleta es un buen sustrato para la
actividad endonucleasa de aleta 5' de la Tag ADN polimerasa, generando un sustrato de fosfato 5' perfecto para la
ligadura por la ligasa de E. coli . La ligadura se produce incluso si la aleta so6lo esta formada por una base. La ligadura
también se produce cuando estan presentes los cuatro dNTP, lo que no restringe la longitud de la aleta ni la extension
de la traduccion por muesca, lo que sugiere que la ligadura se produce inmediatamente después de que se cree un
fosfato 5' en el extremo 5' del sustrato del oligonucleétido de FAM.

Ejemplo 5
Reaccion de traduccion por muesca-ligadura acoplada con enzimas termoestables

Justificacion: Este experimento se realizd para evaluar el efecto de la temperatura de reaccién y el numero de
unidades de la enzima Taq ADN polimerasa en la reaccién acoplada.

Materiales:

e Oligonucleodtido adaptador 5' para la traduccion por muesca (13-144) (Tabla 1)

e Sustrato de oligonucleétidos de FAM (13-581) (Tabla 1)

e Plantilla de oligonucledtidos (13-582) (Tabla 1)

e Conjunto de 100 mM de 2'-desoxinucletsidos 5'-trifosfato (INTP), PCR Grade (Invitrogen (Life technologies),

cat#10297-018)
e Taq ADN ligasa (New England BioLabs, cat# M0208S)
e 10X Tampodn de reaccion de Tag ADN ligasa (New England BioLabs)
e Taq ADN polimerasa, concentrada 25U/ul (Genscript, cat# E00012)

Procedimiento:

Las reacciones se ensamblaron en un volumen total de 30ul, que comprendia una concentracion final de 1x Tampon
de reaccion de Taq ADN ligasa, 30 pmoles de sustrato de oligonucleétido de FAM, 45 pmoles de oligonucleotido
adaptador 5' para la traduccion por muesca y 45 pmoles de plantilla de oligonucleétido, 200uM de cada uno: dATP,
dTTP, dGTP o dTTP, 40 unidades de Taq ADN ligasa, o 80 unidades de Taq ADN ligasa, o 120 unidades de Taq ADN
ligasa y 10 unidades de Taq ADN polimerasa. Las reacciones se incubaron a 45 °C, 50 °C, 55 °C o 60 °C, durante 30
minutos. Se mezclaron 10pl de esas reacciones con 10pl de tampdn de carga de formamida 2x (97 % de formamida,
10mM de EDTA, 0,01 % de azul de bromofenol y 0,01 % de cianol de xileno), se calentaron a 95 °C durante 5 minutos
y, posteriormente, se corrieron en un gel de poliacrilamida prefabricado al 15 %, TBE-Urea (Invitrogen, Cat# S11494)
en un horno a 6 5°C, se visualizaron en una caja de luz Dark Reader (Clare Chemical Research) y se fotografiaron
con una camara digital.

Resultados:
La Taq ADN polimerasa alargo el extremo hidroxilo 3' del oligonucleétido adaptador 5', eliminando nucleétidos en el
sustrato del oligonucledtido de FAM mediante su actividad endonucleasa de solapa 5'. La adicion de dTTP/dGTP/dATP

(Fig.23, carriles 2 a 5, panel A) o dTTP (Fig.23, carriles 6 a 9, panel A) permiti6é la adicion de cuatro y una bases,
respectivamente, en el extremo 3' del oligonucledtido adaptador 5' y la posterior escision del extremo 5' del

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2908 644 T3

oligonucledtido sustrato de FAM. A 60°C la ligadura se vio afectada (Fig.23, carriles 5y 9, panel A). La eficiencia de
la ligadura no se vio afectada por la adicion de dTTP/dGTP/dATP (Fig.23, carriles 2 a 5, panel A) o dTTP (Fig.23,
carriles 6 a 9, panel A). La eficacia de la ligadura dependia de la cantidad de Taq ADN ligasa presente en la reaccion.
El producto de ligadura fue mas abundante cuando se afadieron a la reaccion 120 unidades de Tag ADN ligasa
(Fig.23, carril 4, panel B) en comparacion con 40 u 80 unidades (Fig.23, carril 2 y 3, panel B, respectivamente). El carril
1, panel Ay el carril 1, panel B muestran oligonucleétidos de control sin enzimas.

Conclusion:

Durante la reacciéon de traduccidon por muesca, la Taqg ADN polimerasa escinde el extremo 5' del sustrato
oligonucledtido DE FAM y genera un extremo fosfatado 5' esencial para que la Taqg ADN polimerasa pueda realizar la
ligadura entre 45 °C y 60 °C. La ligadura se redujo a 60 °C. La concentracion de Taqg ADN polimerasa en la reaccion
también afectd a la eficacia de la ligadura, ya que se observé mas producto en presencia de 120U de enzima en
comparacion con 80U y 40U.

Ejemplo 6

Reaccion acoplada de escision de desplazamiento-ligadura

Justificacion: Este experimento se llevo a cabo para demostrar que la Tag ADN ligasa termoestable o la ligasa de E.
coli termolabil pueden combinarse con la Taq ADN polimerasaen la reaccion de ligadura de escision de
desplazamiento acoplada.

Materiales:

e Oligonucleétido adaptador 5' para la eliminacion por desplazamiento (13-156) (Tabla 1)

e Sustrato de oligonucleétidos de FAM (13-581) (Tabla 1)

e Plantilla de oligonucledtidos (13-582) (Tabla 1)

e Taq ADN ligasa (New England BioLabs, cat# M0208S)

e 10X Tampon de Reaccion de Tag ADN ligasa (New England BioLabs)

e Taq ADN polimerasa, concentrada 25U/ul (Genscript, cat# E00012)

e ADN ligasa E. coli (New England BioLabs, cat# M0205S)

e 10X Tampon de reaccion de Taqg ADN ligasa de E. coli (New England BioLabs)

Procedimientos:

Las reacciones se ensamblaron en un volumen total de 30ul, que comprendia una concentracion final de 1x Tampon
de reaccion de Taq ADN ligasa de E. coli o 1x Tampoén de reaccion de Taqg ADN ligasa, 30 pmoles de sustrato de
oligonucledtido FAM, 45 pmoles de oligonucledtido adaptador 5' para el escision de desplazamiento y 45 pmoles de
plantilla de oligonucleétido, 10 unidades de ADN ligasa de E. coli 0 40 unidades de Taqg ADN ligasa, y 10 unidades de
Taq ADN polimerasa. Las reacciones se incubaron a 40°C o 45 °C durante 30 minutos. Se mezclaron 10yl de esas
reacciones con 10ul de tampdn de carga de formamida 2 x (97 % de formamida, 10mM de EDTA, 0,01 % de azul de
bromofenol y 0,01 % de cianol de xileno), se calentaron a 95 °C durante 5 minutos y, posteriormente, se corrieron en
un gel de poliacrilamida prefabricado al 15 %, TBE-Urea (Invitrogen, Cat# S11494) en un horno a 65 °C, se visualizaron
en una caja de luz Dark Reader (Clare Chemical Research) y se fotografiaron con una camara digital.

Resultados:

El oligonucleétido adaptador 5' para el escision de desplazamiento tiene una base "T" extra coincidente en su extremo
3', que se solapa con el extremo 5' del sustrato del oligonucleétido FAM. Cuando el extremo 3' del oligonucleétido
adaptador 5' desplaza el extremo 5' del sustrato de oligonucledtido FAM, la actividad endonucleasa de aleta 5' de
la Taqg ADN polimerasa escinde el extremo 5' del sustrato de oligonucleétido FAM para crear un fosfato 5' que es

esencial para la ligadura con la ligasa de E. coli (Fig.24, carril 2, panel A) o la Tag ADN ligasa (Fig.24, carril 2, panel
B). Los carriles 1 de los paneles A y B muestran controles de oligonucleétidos sin enzimas.
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Conclusion:

En ausencia de los dNTP, no se produce la extension del adaptador 5'. Sin embargo, la ADN polimerasa Taq puede
escindir el extremo 5' del sustrato oligonucleétido FAM y genera un fosfato 5' terminal que es esencial para que la
ADN ligasa E. coli o la Taq ADN ligasa realicen la ligadura.

Ejemplo 7

Reaccion acoplada de escision de desplazamiento-ligadura con universal/degenerada "N" o saliente 3' del
adaptador 5' sustrato-especifico "T"

Justificacion: Este experimento demuestra que la ligadura del adaptador 5' utilizando una endonucleasa de aleta
puede realizarse si el saliente terminal 3' del adaptador 5' es una coincidencia especifica de secuencia o si esta
compuesto por una 'N' degenerada no especifica de secuencia.

Materiales:

e oligonucledtido adaptador 5' para la eliminacion por desplazamiento "T" (13-607) (Tabla 1)
e oligonucledtido adaptador 5' para la eliminacién por desplazamiento "N" (13-596) (Tabla 1)
e Sustrato de oligonucledtidos de FAM (13-581) (Tabla 1)

e Plantilla de oligonucleétidos (13-582) (Tabla 1)

e Taq ADN ligasa (New England BioLabs, cat# M0208S)

e 10X Tampodn de Reaccion de Tag ADN ligasa (New England BioLabs)

e Taq ADN polimerasa, concentrada 25U/ul (Genscript, cat# E00012)

e ADN ligasa de E. coli (New England BioLabs, cat# M0205S)

e 10X Tampon de reaccion de Tag ADN ligasa de E. coli (New England BioLabs)
Procedimiento:

Las reacciones se ensamblaron en un volumen total de 30 pl, comprendiendo una concentracion final de 1x Tampon
de reaccién de Taq ADN ligasa, 30 pmoles de sustrato de oligonucleétido de FAM 45 pmoles de "T" oligonucledtido
adaptador 5' 0 45 pmoles de "N" oligonucleétido adaptador 5' 1 o 180 pmoles de "N" oligonucleétido adaptador 5' o
450 pmoles de "N" oligonucleétido adaptador 5'y 45 pmoles de plantilla de oligonucledétidos, 40 unidades de Taqg ADN
ligasa y 10 unidades de Taq ADN polimerasa. Las reacciones se incubaron a 45 °C 0 50 °C o 55 °C durante 30 minutos
o se ciclan 8 veces entre 45 °C durante 3 minutos, 65 °C durante 15 segundos. Se mezclaron 10 yl de esas reacciones
con 10ul de 2x tampdn de carga de formamida (97 % de formamida, 10 mM de EDTA, 0,01 % de azul de bromofenol
y 0,01 % de cianol de xileno), se calentaron a 95 °C durante 5 minutos y, posteriormente, se corrieron en un gel de
poliacrilamida prefabricado al 15 %, TBE-Urea (Invitrogen, Cat# S11494) en un horno a 6 5°C, se visualizaron en una
caja de luz Dark Reader (Clare Chemical Research) y se fotografiaron con una camara digital.

Resultados:

Cuando el oligonucledtido adaptador 5' para el escision de desplazamiento tiene una "T" en su extremo 3' que coincide
con la plantilla de oligonucleétidos (Fig.25, carriles 3, 5, 7, panel A), (que se superpone con la terminacion 5' del
sustrato de oligonucledtidos de FAM), la ligadura se produjo a una tasa mas alta que cuando el oligonucledtido
adaptador 5' tenia una base "N" degenerada, donde durante la sintesis del oligo, los cuatro nucledtidos estaban
presentes en esta posicion (Fig.25, carriles 2, 4, 6, panel A), que sélo es una coincidencia perfecta con la plantilla de
oligonucleodtidos una cuarta parte de las veces. Se probaron diferentes temperaturas de reaccion (45 °C, 50 °C y 55
°C), sin mejorar la ligadura utilizando el "N" oligonucleétido adaptador 5' (Fig.25, carriles 2, 4, 6, panel A). También se
probaron diferentes cantidades de "N" oligonucleétido adaptador 5' (45 pmoles, 180 pmoles y 450 pmoles), sin mejorar
la reaccion de ligadura (Fig.25, carriles 3 a 5, panel B). Sin embargo, los ciclos de temperatura de la reaccién entre 45
°C y 65 °C permitieron que la ligadura se produjera a la mayor velocidad, que fue comparable a la del oligonucleétido
adaptador 5' de base coincidente "T" (Fig.25, carril 6, panel B). Los carriles 1 de los paneles A y B muestran controles
de oligonucledtidos sin enzimas.

Conclusion:

Para permitir una ligadura eficiente del adaptador 5' acoplada a la eliminacién por desplazamiento utilizando el "N"

oligonucledtido adaptador 5', fue critico el ciclado entre una primera temperatura para que la Taq ADN ligasa operara
y una segunda temperatura donde el duplex entre la plantilla de oligonucleétidos y el "N" oligonucleétido adaptador 5'
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pudiera disociarse. Las condiciones de ciclado permitieron multiples asociaciones entre el "N" oligonucleétido
adaptador 5'y la plantilla de oligonucleétidos, en las que la reaccion de escision de desplazamiento solo se produjo si
la base terminal 3' del oligonucleétido adaptador 5' coincide perfectamente con la plantilla y puede desplazar el extremo
5' del sustrato de oligonucleétidos de FAM.

Ejemplo 8
Reaccion de traduccion por muesca-ligadura acoplada utilizando la ADN polimerasa |

Justificacion: Este experimento demuestra que la ADN Polimerasa |, que posee actividad exonucleasa 5'-3', también
puede participar en el procedimiento de ligadura de adaptadores acoplados a la traduccién por muesca.

Materiales:

e Oligonucleétido adaptador 5' para la traduccion por muesca (13-144) (Tabla 1)
e Sustrato de oligonucleétidos de FAM (13-581) (Tabla 1)

e Plantilla de oligonucleétidos (13-582) (Tabla 1)

e Conjunto de 100 mM de 2'-desoxinucledsidos 5'-trifosfato (ANTP), PCR Grade (Invitrogen (Life technologies),
cat#10297-018)

e Marcador de tamafio de ADN de 25 pb (Invitrogen (Life technologies), cat# 10488-022)
e ADN ligasa de E. coli (Enzymatics, cat# L6090L)

e 10X Tampon de ADN ligasa de E. coli (Enzymatics, cat# B6090)

e Tag-B ADN polimerasa (Enzymatics, cat# P7250L)

e ADN Polimerasa | (New England Biolabs, caté M0209S)

Procedimiento:

Las reacciones se montaron en un volumen total de 30 pl, que comprendia una concentracion final de 1x Tampdn de
ADN ligasa de E. coli, 30 pmoles de sustrato de oligonucledtido de FAM, 45 pmoles de oligonucleétido adaptador 5°
para la traduccion por muesca y 45 pmoles de plantilla de oligonucleétido, 200uM de cada uno de los 4 dNTP, 10
unidades de ligas de E. coliy 10 unidades de Taq-B ADN polimerasa o 5 unidades de ADN polimerasa | o 1 unidad
de ADN Polimerasa |. Las reacciones se incubaron a 40 °C, 18 °C, 16 °C o 14 °C durante 30 minutos. Se mezclaron
10 pl de cada reaccion con 10 ul de 2x tampén de carga de formamida (97 % de formamida, 10 mM de EDTA, 0,01 %
de azul de bromofenol y 0.01 % de xileno-cianol), se calenté a 95 °C durante 5 minutos y posteriormente se corrié en
un gel prefabricado de poliacrilamida al 15 %, TBE-Urea (Invitrogen, Cat# S11494) en un horno a 65 °C, se visualizd
en una caja de luz Dark Reader (Clare Chemical Research) con y sin SYBR Gold (panel superior y panel inferior,
respectivamente), y se fotografié con una camara digital.

Resultados:

El primer carril de la Fig. 26 muestra el control sin enzima. En presencia de la Tag-B ADN polimerasa y la ligasa de E.
coli (Fig.26, carril 2), el oligonucledtido adaptador 5' se ligé al sustrato de oligonucleétidos de FAM produciendo un
producto de 69 bases (Fig.26, carril 2, paneles superior e inferior) o se extendié completamente formando un nuevo
producto de 58 bases (Fig.26, carril 2, panel superior). El producto de 69 bases procedia de la extensién por la Tag-
B ADN polimerasa y de la formacién de una aleta en el extremo 5' del sustrato oligonucleétido de FAM. La actividad
endonucleasa de aleta Tag-B 5' cort6 la aleta y generd un fosfato 5' que fue utilizado por la ligasa de E. coli para
completar la ligadura. El producto de 58 bases se obtuvo cuando el sustrato de oligonucleétidos de FAM se desplazé
completamente durante la extension y fue degradado por la actividad endonucleasa de aleta 5' de la Tag-B ADN
polimerasa. Estos dos tipos de productos también se formaron cuando se sustituyd la Tag-B ADN polimerasa por la
ADN Polimerasa | (Fig.26, carriles 3 a 8), que tiene una actividad exonucleasa 5'—3' que elimina los nucledtidos por
delante de una cadena de ADN en crecimiento, uno a uno, y permite que se produzca la traduccién por muesca. La
reaccion se realizé con 5 unidades de ADN Polimerasa | (Fig.26, carriles 3 a 5) o con 1 unidad de ADN Polimerasa |
(Fig.26, carriles 6 a 8). La reaccion con la Tag-B ADN polimerasa termdfila se realizé a 40 °C (Fig.26, carril 2), mientras
que las reacciones realizadas con la ADN Polimerasa | mesoéfila fueron a 18 °C (Fig.26, carriles 3 y 6), 16 °C (Fig.26,
carriles 4 y 7) o 14 °C (Fig.26, carriles 5y 8). El producto de ligadura de 69 bases se obtuvo en todos los casos, pero
la adicion de soélo 1 unidad de ADN Polimerasa | (Fig.26, carriles 6 a 8) fue mas eficiente que con 5 unidades (Fig.26,
carriles 3 a 5). Esto se explica por la fuerte actividad exonucleasa 5'—3' de la ADN polimerasa, que provoca la rapida
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degradacion parcial del sustrato oligonucleétido de FAM antes de que pueda ser ligado. Se observaron productos de
degradacion en la parte inferior del panel inferior (Fig.26, carriles 3 a 5). El marcador de tamafio de ADN en escalera
25 pb se cargd en el carril M.

Conclusion:

La Tag-B ADN polimerasa (polimerasa termofilica) y la ADN Polimerasa | (polimerasa mesofilica) pueden ser utilizadas
para realizar la ligadura mediada por la traduccién por muesca, pero requieren diferentes condiciones para ser
completamente activas. Ambos generaron un producto de 69 bases que fue el resultado de la escision del extremo 5'
seguido de la ligadura, pero utilizan mecanismos diferentes. Mientras que /la Tag-B creaba una aleta que se cortaba
para producir el extremo fosforilado 5' necesario para la ligadura por parte de la ligasa de E. coli, la ADN Polimerasa
| eliminaba nucledtidos uno a uno delante de la cadena en crecimiento y generaba el nucleoétido fosforilado 5' que era
el sustrato perfecto para que la ligasa de E. coli uniera los dos fragmentos. La ADN Polimerasa | puede utilizarse para
realizar la ligadura del adaptador 5' mediada por la traduccion por muesca.

Ejemplo 9

El pulido es necesario para la ligadura roma del ADN cizallado fisicamente y la desfosforilacion impide la
formacion de productos de ligadura quiméricos

Justificacion: Este experimento demuestra la importancia del pulido de los extremos y de la desfosforilacion para la
ligadura roma de los adaptadores a sustratos de ADN cizallados fisicamente.

Materiales:

e  Tampon Azul (Enzymatics, cat# B0110)

e T4 ADN Ligasa (Rapid) (Enzymatics, cat# L6030-HC-L)

e 10X Tampodn de T4 ADN Ligasa (Enzymatics, cat# B6030)

e Conjunto de 100 mM de 2'-desoxinucledsidos 5'-trifosfato (ANTP), PCR Grade (Invitrogen (Life technologies),
cat#10297-018)

e Adenosina 5'-Trifosfato (ATP) (New England Biolabs, cat# P0756S)

e ADN polimerasa I, Fragmento Grande (Klenow) (New England Biolabs, cat#é M0210S)

e T4 ADN polimerasa (New England Biolabs, cat# M0203 S)

e T4 Polinucledtido Quinasa (New England Biolabs, cat# M0201S)

e Fosfatasa alcalina de camarén (Affymetrix, cat# 78390)

e T4 ADN Ligasa (Rapid) (Enzymatics, cat# L6030-HC-L)

e 10X Tampodn de T4 ADN Ligasa (Enzymatics, cat# B6030)

e Cadena ATCC 11303 de ADN genoémico de E. coli (Affymetrix, cat# 14380)

e Ultrasonicador enfocado M220, (Covaris, cat# PN 500295)

e Preparacion de reinata (Sage Science)

¢ DNA Clean & Concentrator-5 - (Zymo research, cat#D4004)

e CDF2010 Agarosa al 2 %, sin colorantes y con sustancias internas (Sage Science)

Procedimiento

El ADNg de E. coli se resuspendio en tampon de suspension de ADN (Teknova, cat#T0227) a una concentracion de
100ng/ul. El ADN se fragmenté con el Ultrasonicador enfocado M220 hasta un tamario medio de 150 pares de bases.

Posteriormente, se selecciond el tamafio de una distribucion ajustada de ADN fragmentado de ~150 pb a ~185 pb a
partir de un gel de agarosa al 2 % utilizando preparacion de reinata.
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En un conjunto de reacciones A, 100ng o 500ng del ADN seleccionado por tamafio se sometieron a la actividad de las
enzimas de pulido. Las reacciones se ensamblaron en un volumen total de 30ul, que comprende una concentraciéon
final de 1x Tampoén Azul, 100 uM de cada dNTP, 3 unidades de T4 ADN Polimerasa, 5 unidades de ADN Polimerasa
I, Fragmento Grande (Klenow), 1mM de ATP, 10 unidades de T4 Polinucleétido Quinasa. Las reacciones se incubaron
a 30 °C, durante 20 minutos. EI ADN se purificé utilizando las columnas DNA Clean & Concentrator-5. EI ADN se
eludié en 15l de tampodn de suspension de ADN vy se realizé una reaccion de desfosforilacion B seguida de la ligadura
del adaptador o se colocaron directamente en la reaccidon de ligadura sin desfosforilacion. Las reacciones de
desfosforilacion se montaron en un volumen final de 30ul, incluyendo el ADN procesado, el 1x Tampon Azul y 1 unidad
de fosfatasa alcalina de camardn. Las reacciones se incubaron a 37 °C, durante 10 minutos. EI ADN se purificd
utilizando las columnas DNA Clean & Concentrator-5 y se eludi6 en 15ul de tampdn de suspension de ADN.

En un conjunto de reacciones C, 100 ng del ADN seleccionado por tamafo se sometié a desfosforilacion seguida de
pulido o directamente a pulido en un conjunto de reacciones D. Las reacciones de desfosforilacion se ensamblaron en
un volumen final de 30ul, incluyendo el ADN procesado, 1x Tampoén Azul y 1 unidad de fosfatasa alcalina de camarén.
Las reacciones se incubaron a 37 °C, durante 10 minutos. EI ADN se purificé utilizando las columnas DNA Clean &
Concentrator-5 y se eludié en 15ul de tampdn de suspension de ADN. Las reacciones de pulido D se montaron en un
volumen total de 30ul, con una concentracion final de 1x Tampon Azul, 100uM de cada dNTP, 3 unidades de T4 ADN
polimerasa, 5 unidades de ADN Polimerasa |, Fragmento Grande (Klenow)), (carriles 6 a 7). El ADN se purifico
utilizando las columnas DNA Clean & Concentrator-5 y se eludié en 15ul de tampdn de suspension de ADN.

Tras la purificacion, todas las reacciones anteriores se sometieron a reacciones de ligadura. Las reacciones se
ensamblaron en un volumen final de 30 pl, compuesto por el ADN procesado, 1x Tampén de reaccion de T4 ADN
Ligasa y 1.200 unidades de T4 ADN Ligasa. Las reacciones se incubaron a 25 °C, durante 15 minutos. Se mezclaron
33 ng de ADN de cada ligadura con 2x tampon de carga de formamida (97 % de formamida, 10 mM de EDTA, 0,01 %
de azul de bromofenol y 0,01 % de cianol de xileno), se calenté a 95 °C durante 5 minutos y posteriormente se corrié
en un gel prefabricado de poliacrilamida al 15 %, TBE-Urea (Invitrogen, Cat# S 11494) en un horno a 65 °C, se tifi¢
con SYBR Gold, se visualizdé en una caja de luz Dark Reader (Clare Chemical Research) y se fotografié con una
camara digital.

Resultados:

Antes del pulido, el ADN cizallado fisicamente no era un sustrato adecuado para la ligadura a adaptadores de
terminacion roma por parte de la T4 ADN Ligasa (Fig.27, carril 1). Tras el pulido con la T4 Polinucleétido Quinasa, T4
ADN polimerasa y fragmento Klenow, los extremos del ADN estaban romos, algunos terminales 5' estaban fosforilados
y las moléculas podian concatenarse o ligarse entre si, asi como a los adaptadores romos (Fig.27, carriles 2 y 4). Las
especies a ~325 bases, ~500 bases y mas de 500 bases corresponden a la ligadura de 2 moléculas, 3 moléculas y 4
moléculas de ~175bases juntas, respectivamente (Fig.27, carriles 2 y 4). La concentracion de ADN influy6 en la
formacion de productos de ligadura. A mayor concentracion de ADN, las especies quiméricas de ligadura de mayor
peso molecular fueron mas abundantes (Fig.27, carril 4). El tratamiento del ADN con fosfatasa alcalina de camarén
después de la etapa de pulido impidi6 la formacién de concatameros entre las moléculas de ADN (Fig.27, carriles 3 y
5). El tratamiento con fosfatasa alcalina de camarén también impidié la formacién de concatameros si se realizé antes
del pulido del ADN fragmentado (Fig.27, carril 6). Los productos de ligadura observados tras el pulido con la T4 ADN
polimerasa y el fragmento de Klenow (Fig.27, carril 7) no fueron tan abundantes en comparacion con el pulido con la
T4 ADN polimerasa, Klenow y la T4 Polinucleétido Quinasa (Fig.27, carril 2).

Conclusion:

La eficiencia de ligadura de ADN cizallado fisicamente dependia del pulido de los extremos por parte de las ADN
polimerasas. La ligadura también mejoré con la adicion de T4 Polinucledtido Quinasa, que fosforild el extremo 5' de
los fragmentos de ADN y desfosforil6 el extremo 3'. La concentracion de ADN también influy6 en la cantidad de ligadura
y en la formacion de productos quiméricos. A mayor concentracion, es mas probable que el ADN forme productos
quiméricos en presencia de la T4 DNA ligase. Las fosfatasas alcalinas eliminan los fosfatos 5' (necesarios para la
ligadura) e impiden la formacion de productos de ligadura quiméricos (concatameros).

Ejemplo 10

Las bibliotecas NGS tienen un mayor rendimiento cuando se preparan utilizando el recorte de bases 5'
acoplado a la reaccion de ligadura del adaptador

Justificacion: Este experimento demuestra la utilidad de las reacciones presentadas en su aplicacion ejemplar a la
construccion de bibliotecas NGS, en particular el aumento del rendimiento de las bibliotecas que resulta de incluir el
recorte de bases 5' acoplado a la ligadura de adaptadores 5'. Las bibliotecas se construyeron a partir de ADN cizallado
de tamafio seleccionado para que los productos de la biblioteca pudieran visualizarse faciimente mediante
electroforesis en gel.
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Materiales:

e  Tampon Azul (Enzymatics, cat# B0110)
e T4 ADN Ligasa (Rapid) (Enzymatics, cat# L6030-HC-L)
e 10X Tampon de T4 ADN Ligasa (Enzymatics, cat# B6030)

e Conjunto de 100 mM de 2'-desoxinucledsidos 5'-trifosfato (ANTP), PCR Grade (Invitrogen (Life technologies),
cat#10297-018)

e Adenosina 5'-Trifosfato (ATP) (New England Biolabs, cat# P0756S)

e Fragmento Klenow (Enzymatics, cat# P7060L)

e T4 ADN polimerasa (Enzymatics, cat# P7080L)

e T4 Polinucledtido Quinasa (Enzymatics, cat# YO04L)

e Fosfatasa alcalina de camarén (Affymetrix, cat# 78390)

e T4 ADN Ligasa (Rapid) (Enzymatics, cat# L6030-HC-L)

e 10X Tampodn de T4 ADN Ligasa (Enzymatics, cat# B6030)

e Adaptador 3'; 1¢" oligonucledtido 13-501 (Tabla 1)

e Adaptador 3'; 2% oligonucledtido 13-712 (Tabla 1)

e Cadena ATCC 11303 de ADN genoémico de E. coli (Affymetrix, cat# 14380)

e Ultrasonicador enfocado M220, (Covaris, cat# PN 500295)

e ADN ligasa de E. coli (Enzymatics, cat# L6090L)

e Tampon de ADN ligasa de E. coli (Enzymatics, cat# B6090)

e Uracilo-ADN dglicosilasa (Enzymatics, cat# G5010L)

e Tag-B ADN polimerasa (Enzymatics, cat# P7250L)

e oligonucleédtido adaptador 5' para la traduccion por muesca (13-489) (Tabla 1)

e oligonucleétido adaptador 5' para la eliminacion por desplazamiento (13-595) (Tabla 1)

e Taq ADN ligasa (Enzymatics, cat# L6060L)

e SPRIselect (Beckman coulter, cat# B23419)

Procedimientos:

El ADN gendmico de E. colise resuspendié en tampon de suspension de ADN (Teknova, cat#T0227) a una
concentracion de 100 ng/ul. EI ADN se fragmenté con el Ultrasonicador enfocado M220 hasta un tamafio medio de
150 pares de bases. Posteriormente, se selecciond el tamafio de una distribucion ajustada de ADN fragmentado de
~150bp a ~185bp en un gel de agarosa al 2 % utilizando Preparacion de reinata.

Se utilizaron 100 ng del ADN gendmico de E. coli seleccionado por tamafio para preparar una biblioteca con el
procedimiento de ligadura de adaptador mejorado. La reaccion de pulido se ensamblé en 30 pl, con una concentracion
final de 1x Tampén Azul, 100 uM de cada dNTP, 3 unidades de T4 ADN polimerasa, 5 unidades de ADN Polimerasa
I, Fragmento Grande (Klenow), 10 unidades de T4 Polinucleétido Quinasa. La reaccion se incubd a 37 °C durante 20
minutos. El ADN se purificd utilizando el DNA Clean & Concentrator-5 y se eludié en 15ul con tampdén de suspension
de ADN. La reaccion de ligadura del Adaptador 3' se ensambld en 30ul incluyendo, 1x T4 ADN Ligasa buffer, 220
pmoles del 1er oligonucleétido Adaptador 3', 440 pmoles del 2do oligonucleétido Adaptador 3', los 15 ul de ADN

purificado y 1.200 unidades de T4 DNA ligase. La reaccion se incubd a 25 °C durante 15 minutos. EI ADN se llevo a
un volumen de 50 pl y se purificod y selecciond por tamafo utilizando 70 pl de perlas SPRIselect (relacion 1,4x). El
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ADN se eludié en 15 pl de tampon de resuspension de ADN. La degradacion parcial del adaptador 3', el recocido del
adaptador 5', el recorte del extremo 5' y la ligadura del adaptador 5' tuvieron lugar en la siguiente reaccién que se
ensamblé en un volumen final de 30 pl que contenia 1x E. coli DNA ligase buffer o 1x Tampoén de Taq ADN ligasa,
200uM de cada uno de los dNTP o 200uM de cada uno de los dATP, dTTP, dGTP o sin dNTP, 200 pmoles de
oligonucledtido adaptador 5' para la traduccion por muesca o de oligonucleétido adaptador 5' para el escision de
desplazamiento, 10 unidades de ligasa de E. colio 40 unidades de Taq ADN ligasa, 2 unidades de uracilo-ADN
glicosilasa, 10 unidades de Tag-B ADN polimerasa y 15ul del ADN purificado tras la reaccion de ligadura del adaptador
3'. La reaccion se incub6 a 40 °C o 45 °C durante 10 minutos o con 30 ciclos de (45 °C durante 45 segundos - 65 °C
durante 5 segundos) (biblioteca 5). EI ADN se llevé a un volumen de 50 ul y se purifico y selecciond por tamafio
utilizando 40 pl de perlas SPRIselect (relacion 0,8x). EI ADN se eludié en 20 ul y se cuantifico por gPCR utilizando el
Kapa Library Quantification Kit - lllumina/Universal (cat# KK4824).

Resultados:

Las concentraciones de las bibliotecas fueron reportadas en el grafico (Fig.28, panel A) y las bibliotecas fueron
visualizadas en un gel de poliacrilamida al 6 % por electroforesis en condiciones desnaturalizantes (Fig.28, panel B).
El ADN de entrada migré entre ~150 bases y ~185 bases (Fig.28, carril |, panel B). Se tomd una alicuota después del
paso de ligadura del adaptador 3' y se carg6 en el gel. Este producto migré entre ~225 y ~250 bases, lo que
corresponde a la adicion de las 64 bases del Adaptador 3' (Fig.28, carril L, panel B). La contribucién de la Tag-B8 ADN
polimerasa en la eliminacion de una o mas bases y la exposicion de un grupo fosfato 5' en el extremo 5' del ADN antes
de la ligadura del adaptador 5' se demostr6 en la biblioteca 1 frente a la 2 (Fig.28, carriles 1y 2, paneles Ay B). La
concentracion de la biblioteca 1 realizada sin Tag-B (2,6nM) es tres veces inferior a la de la biblioteca 2 realizada
con Tag-B ADN polimerasa (7,9 nM). Incluso tras el tratamiento con la polinucledtido quinasa T4, el 75 % del ADN
fragmentado requirié el procesamiento de sus extremos 5' para ser compatible con la ligadura. Las bibliotecas
terminadas también se cargaron en el gel (Fig.28, carriles 1y 2, panel B). Estas bibliotecas migraron entre ~275 bases
y ~300 bases, que corresponden a la adicion de las 58 bases del oligonuclettido adaptador 5' para la traduccién por
muesca o del oligonucleétido adaptador 5' para el escision de desplazamiento y las 64 bases del adaptador 3'. El
producto de la biblioteca 1 estaba presente en una intensidad menor que las bandas de la biblioteca 2 (Fig.28, panel
B). Las bibliotecas 3 y 4 se realizaron con dATP, dTTP, dGTP y ligasa de E. coli o Taq ADN ligasa, respectivamente,
durante el paso de degradacion parcial del adaptador 3', la fusion del adaptador 5', el recorte del extremo 5' y la
ligadura del adaptador 5'. La concentracion de la biblioteca 3 (4,8nM) fue aproximadamente 60 % de la biblioteca 2
(7,9 nM). Esta pérdida de 30 % en el rendimiento esta relacionada con el porcentaje de citosina "C" en el genoma
de E. coli (25 %). Cada vez que el extremo 5' del sustrato de ADN es una citosina, el oligonucleétido adaptador 5' para
la traduccion por muesca no puede ser extendido por Taq y el extremo 5' no puede ser recortado. También hay 6,25
% y 1,5 % de probabilidad adicional de tener dos y tres citosinas consecutivas, respectivamente, en el extremo 5' del
sustrato de ADN. La ligadura a 45°C con la Tag ADN ligasa (biblioteca 4) dio un rendimiento similar (4,8 nM) en
comparacion con la ligasa de E. colia 40 °C (5,2 nM) (biblioteca 3). La biblioteca 5, realizada con el oligonucleétido
adaptador 5' para el desplazamiento-traduccion, (4,2 nM) fue menos eficiente que la biblioteca 2 realizada con el
oligonucledtido adaptador 5' para la traduccién por muesca (7,9nM).

Conclusion:

Las bibliotecas se hicieron con éxito con el procedimiento de ligadura de adaptadores divulgado. El recorte del extremo
5' del ADN por la Taqg ADN polimerasa permite triplicar el rendimiento del producto de ligadura del adaptador 5' en
comparacion con las bibliotecas que no tienen un paso de procesamiento del extremo 5' (bibliotecas 1 vs 2). Tanto la
Taqg ADN ligasa (biblioteca 4) como la ligasa de E. coli (biblioteca 3) ligaron eficazmente el adaptador 5' después de
la traduccién por muesca. La Taq ADN ligasa también ligd el adaptador 5' después del escision de desplazamiento
(biblioteca 5). El uso de 4 dNTP (biblioteca 2) en lugar de 3 (bibliotecas 3 y 4) durante la traduccién por muesca puede
permitir la ligadura de mas sustrato de ADN al adaptador 5'.

Ejemplo 11

Analisis de secuencias de bibliotecas NGS preparadas mediante el recorte de bases 5' acoplado a la ligadura
de adaptadores

Justificacion: Este experimento demuestra la utilidad de las reacciones presentadas en su aplicacion ejemplar a la
construccion de bibliotecas NGS. Se construyeron bibliotecas a partir de ADN de E. coli escindido y luego se
secuenciaron para demostrar la superioridad de la cobertura obtenida en una amplia composiciéon de bases del
genoma.

Materiales:

e  Tampon Azul (Enzymatics, cat# B0110)
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e T4 ADN Ligasa (Rapid) (Enzymatics, cat# L6030-HC-L)
e 10X Tampodn de T4 ADN Ligasa (Enzymatics, cat# B6030)

e Conjunto de 100 mM de 2'-desoxinucledsidos 5'-trifosfato (ANTP), PCR Grade (Invitrogen (Life technologies),
cat#10297-018)

e Adenosina 5'-Trifosfato (ATP) (New England Biolabs, cat# P0756S)

e Fragmento Klenow (Enzymatics, cat# P7060L)

e T4 ADN polimerasa (Enzymatics, cat# P7080L)

e T4 Polinucledtido Quinasa (Enzymatics, cat# YO04L)

e Fosfatasa alcalina de camardn (Affymetrix, cat# 78390)

e T4 ADN Ligasa (Rapid) (Enzymatics, cat# L6030-HC-L)

e 10X Tampodn de T4 ADN Ligasa (Enzymatics, cat# B6030)

e Adaptador 3'; 1¢" oligonucledtido 13-510 (Tabla 1)

e Adaptador 3'; 2% oligonucledtido 13-712 (Tabla 1)

e Cadena ATCC 11303 de ADN genoémico de E. coli (Affymetrix, cat# 14380)

e Ultrasonicador enfocado M220, (Covaris, cat# PN 500295)

e ADN ligasa de E. coli (Enzymatics, cat# L6090L)

e Tampon de ADN ligasa de E. coli (Enzymatics, cat# B6090)

e Uracilo-ADN glicosilasa (Enzymatics, cat# G5010L)

e Tag-B ADN polimerasa (Enzymatics, cat# P7250L)

e Oligonucledtido adaptador 5' para la traducciéon por muesca (13-489)

e SPRIselect (Beckman coulter, cat# B23419)

Procedimiento:

El ADN gendmico de E. colise resuspendié en tampon de suspension de ADN (Teknova, cat#T0227) a una
concentracion de 100 ng/ul. EI ADN se fragmenté con el Ultrasonicador enfocado M220 hasta un tamafio medio de
150 pares de bases. Se utilizaron 100 de ADN gendmico de E. coli covaris para preparar una biblioteca. Se ensamblé
una primera reaccion de desfosforilacion en un volumen total de 15 ul, que comprendia una concentracion final de 1x
Tampdn Azul, 100ng de ADN gendmico de E. coli fragmentado y 1 unidad de fosfatasa alcalina de camarén. La
reaccion se incubo6 a 37 °C durante 10 minutos. La fosfatasa alcalina de camaron se inactivé 5 minutos a 65 °C. La
reaccion de pulido se ensamblé en 30 pl, con una concentracion final de t1x Tampoén Azul, 100 uM de cada dNTP, 3
unidades de T4 ADN polimerasa, 5 unidades de ADN Polimerasa |, Fragmento Grande (Klenow) y 15 pl de la reaccion
de desfosforilacion. La reaccion se incubo a 20 °C durante 30 minutos. EI ADN se purificé utilizando el DNA Clean &
Concentrator-5. EI ADN se eludié en 15ul con tampdn de suspension de ADN. La reaccion de ligadura del Adaptador
3' se ensambld en 30 pl incluyendo, 1x T4 ADN Ligasa buffer, 220 pmoles del 1er oligonucleétido Adaptador 3', 440
pmoles del 2° oligonucledtido Adaptador 3', los 15 pl de ADN purificado después del pulido y 1.200 unidades de T4
DNA ligase. La reaccion se incubd a 25 °C durante 15 minutos. Después de ajustar el volumen a 50 pl, el ADN se
purificod y se selecciond por tamafio utilizando perlas SPRIselect de 45 pl (relacion 0,9x). EI ADN se eludié en 15 ul de
tampon de resuspension de ADN. La degradacion parcial del adaptador 3', el recocido del adaptador &', el recorte del
extremo 5' del ADN vy la ligadura del adaptador 5' tuvieron lugar en la siguiente reaccidon que se ensambldé en un
volumen final de 30 pl que contenia 1% E. coli DNA ligase, 200pM de cada uno de los dNTP, 200 pmoles de
oligonucledtido adaptador 5' para la traduccion por muesca, 10 unidades de E. coli ligase, 2 unidades de uracilo-ADN
glicosilasa, 10 unidades de Tag-B DNA polimerasa y 15 pl del ADN purificado tras la reaccién de ligadura del

Adaptador 3'. La reaccion se incubd a 40 °C durante 10 minutos. Tras ajustar el volumen a 50ul, el ADN se purificd
utilizando 70 pl de perlas SPRIselect (relacion 1,4x). El ADN se eludié en 20 pl y se cuantifico por gPCR utilizando el
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Kapa Library Quantification Kit - lllumina/Universal (cat# KK4824). EI ADN se desnaturalizd6 5 minutos con una
concentracion final de 0,1 mM de hidroxido de sodio y se cargaron 600 ul de la biblioteca de 10pM en un MiSeq
(Mlumina).

Resultados:

La concentracion de la biblioteca cuantificada por gPCR fue 2,8 nM. Se generaron lecturas de pares de 76 bases con
la quimica v2 del lllumina MiSeq. Se generaron grupos de 928K/mm? y la puntuacion Q30 fue 97,8 % y 96,9 % para
la primera y segunda lectura, respectivamente. La calidad de los datos de la secuencia se evalué mediante el informe
FastQC (Babraham Bioinformatics). Un resumen del analisis mostré6 9 marcas de verificacion verdes, 2 signos de
exclamacion amarillos (advertencia), pero no se observé ninguna X roja (fallo) (Fig.29, panel A). El %GC global de
todas las bases en todas las secuencias fue 50 %, como se esperaba para el genoma de E. coli (marcas de verificacion
verdes, Fig.29, panel B). La calidad de la secuencia fue excelente en cada lectura a lo largo de las 76 bases analizadas
(marca de verificacion verde, Fig.29, panel C). El porcentaje de cada base se representd en el panel D. La cantidad
de G/C y AT tenia una diferencia de <10 % en cualquier lectura (marca de verificacion verde, Fig.29, panel D). El
contenido de GC fue similar en las 76 bases analizadas (marca de verificacion verde, Fig.29, panel E). El contenido
de GC por lectura a lo largo de cada secuencia se comparé con una distribucion tedrica (signo de exclamacion amarillo,
Fig. 29, panel F). Se emitié una advertencia porque la suma de las desviaciones de la distribucion normal se encontrd
en mas de 15 % de las lecturas (signo de exclamacion amarillo, Fig.29, panel F). No se han producido advertencias
sobre el contenido de N por base ni sobre la Distribucién de la Longitud de la Secuencia (resumen, Fig.29, panel A).
El nivel de duplicacion de la secuencia fue 35,85 % (Fig. 29, panel G). Se emiti6 una advertencia amarilla porque las
secuencias no unicas representan mas de 20 % del total, debido al alto nivel de cobertura 135x (signo de exclamacion
amarillo, Fig.29, panel G). No se han registrado secuencias o kmer sobrerrepresentados (resumen, Fig.29, panel A).
Practicamente, no se observé ningin dimero adaptador (0,02 %, datos no mostrados). También se evalu6 el sesgo
de la CG mediante el Picard CollectGcBiasMetrics. La uniformidad de la cobertura se mantuvo en una amplia gama
de composicion de la base. Sélo se observaron desviaciones en la cobertura con un contenido de GC inferior a 10 %
o superior a 80 %. La calidad de la base fue superior a Q25, lo que corresponde a una precision de 99,8 % en la
llamada de la base. Una vez mas, la menor calidad solo se observé con un contenido de GC extremadamente bajo y
alto.

Conclusion:

Se realiz6 con éxito una biblioteca utilizando ADN gendmico de E. coli fragmentado. La secuenciacién demostré una
alta calidad de los datos y la ausencia de sesgo en la cobertura en toda la gama de contenido de GC.

Ejemplo 12
Panel de puntos calientes oncolégicos combinado con una amplia cobertura del gen TP53

Justificacion: Se disefié un total de 51 amplicones para cubrir toda la region codificante del gen TP53, asi como 30
loci de puntos calientes que representan mutaciones clinicamente procesables en oncologia.

Justificacion: Este panel de amplicones proporciona una prueba de concepto para el procedimiento divulgado, donde
los 51 amplicones tienen un solapamiento significativo para demostrar la ausencia del miniamplicon que domina la
reaccion, asi como la uniformidad de la cobertura entre los amplicones que puede lograrse utilizando un ndmero
limitado de ciclos multiplex. Ademas, el alto porcentaje de lecturas en el objetivo demuestra la especificidad del cebado
debido a que los dimeros del cebador y los productos de amplificacion no especificos fuera del objetivo no aparecen
en la biblioteca secuenciada.
Materiales:

o ADN gendémico del HapMap humano (Instituto Coriell, NA12878)

o KAPA HiFi HotStart Uracil+ ReadyMix (KAPA Biosystems, cat# KK2802)

o 102 Cebadores especificos-objetivo (Tabla 2)

o Cebador universal que contiene una secuencia truncada de oligonucleétidos adaptadores 3' y bases escindibles
14-882 (Tabla 2)

o Tampon de ligasa de ADN de E. coli (Enzymatics, cat# B6090)
o Oligonucledtido adaptador 5' para el paso de ligadura del adaptador (14-571)

o Parte 5' del oligonucleétido adaptador 3' para el paso de ligadura del adaptador (14-877)
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o Oligonucledtido enlazador para el paso de ligadura del adaptador 14-382 (Tabla 2)

o ADN ligasa de E. coli (Enzymatics, cat# L6090L)

o Uracilo-ADN glicosilasa (Enzymatics, cat# G5010L)

o Endonucleasa VIII (Enzymatics, cat# Y9080L)

o Taqg-B ADN polimerasa (Enzymatics, cat# P7250L)

o SPRIselect (Beckman coulter, cat# B23419)

o Solucién al 20 % de PEG-8000/2,5M de NaCl para los pasos de purificacion
Procedimiento:

El ADN genémico humano se diluyé en tampdn de suspension de ADN (Teknova, cat#T0227) a una concentracion de
2ng/ul. ElI ADN se ha sometido a un ligero cizallamiento mediante un vértex durante 2 minutos. Se utilizaron 10ng de
este ADN gendmico esquilado para preparar una biblioteca. Se monté una primera reaccion de amplificacién en un
volumen total de 30pl, que comprendia una concentracion final de 1x KAPA HiFi HotStart Uracil+ ReadyMix, IOng de
ADN gendmico humano esquilado, 300 pmol del cebador universal y una concentracion final de 0,85 uM de una mezcla
de los 102 cebadores especificos-objetivo presentes en diferentes proporciones. El siguiente programa de ciclismo se
ejecutd en esta reaccion: 3 minutos a 95 °C seguidos de 4 ciclos de 20 segundos a 98 °C, 5 minutos a 63 °Cy 1 minuto
a 72 °C para generar amplicones especificos-objetivo y terminados con 23 ciclos de 20 segundos a 98 °C y 1 minuto
a 64 °C para producir multiples copias de los amplicones especificos-objetivo. Tras ajustar el volumen a 50ul, el
producto de ADN se purificé utilizando 60 pl de perlas SPRIselect (relacion 1,2x). Las perlas se resuspendieron en 50
pl de una mezcla de 1x reaccion que contenia 1x tampén de ligasa de E.coli , 100 pmol del oligonucleétido enlazador,
10 unidades de ligasa de E.coli, 10 unidades de endonucleasa VIII, 2 unidades de uracilo-ADN glicosilasa, 20
unidades de Tag-B ADN polimerasa, 100 pmol del oligonucleétido adaptador 5' y 100 pmol de la parte 5' del
oligonucledtido adaptador 3'. La reaccion se incubd a 37 °C durante 10 minutos y luego se purificéd afadiendo 42,5 pl
de una solucion de PEG-8000/2,5M NaCl al 20 % (relacion 0,85x). EI ADN se eludié en 20 yl y se cuantificd por g°PCR
utilizando el Kapa Library Quantification Kit - lllumina/Universal (cat# KK4824). El ADN se desnaturaliz6 5 minutos con
una concentracion final de 0,1 mM de hidréxido de sodio y se cargaron 600 pl de la biblioteca de 10pM en un MiSeq
(Mlumina).

Resultados:

La concentracion de la biblioteca cuantificada por gqPCR fue de 19,1 nM. Se generaron lecturas de extremo emparejado
de 101 bases mediante la quimica v2 de lllumina MiSeq. Antes del analisis de los datos, se realiza un recorte especifico
de la secuencia del extremo 5' tanto de la lectura 1 como de la lectura 2 para eliminar las secuencias de cebadores
sintéticos utilizando el programa Cutadapt. La alineacion de las lecturas emparejadas con el genoma humano y con
las regiones objetivo utilizando la herramienta BWA-MEM mostré datos de calidad excepcional, con 98 % de alineacion
con las regiones objetivo. Los datos de cobertura también se obtuvieron utilizando BEDtools. La uniformidad de la
cobertura fue 100 %, lo que significa que cada uno de los 51 amplicones estaba representado en la biblioteca final.
También se calculo la cobertura de cada base individual en cada amplicon y fue superior a 20 % de la cobertura media
por base, lo que significa que ninguno de los 51 amplicones estaba infrarrepresentado en el producto final. La Figura
45 muestra la cobertura obtenida para los amplicones superpuestos que cubren los exones codificantes del gen TP53.
La Figura 46 muestra una llamada de variante con una frecuencia de 18 % que se obtuvo mediante el analisis de la
secuencia utilizando VarScan y SAMtools.

Conclusion:

Se realiz6 con éxito una biblioteca de amplicones dirigida utilizando ADN gendémico humano. La secuenciacion
demostré datos de alta calidad.
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Tabla 1.

Nombre de Ia|SEQ ID|Secuencia

secuencia NO.

12-900 1
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTAC
ACGACGCTCTTCCGATCT

13-426 AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAG/3SpC3/

13-340
/SPHOS/AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTA
GATCTCGGTGGTCGCCGTATCATT/3SpC3/

13-559 4 ACACGACGCTCTTCCGATCddT

13-558 5 ACACGACGCTCTTCCGATCT/3PHOS/

13-562 6 /5SPHOS/TGTACCTCACTTCTCATCACTGCT/3FAM/

13-563 7 AGCAGTGATGAGAAGTGAGGTACA

13-561 8 /5SPHOS/TGTACCTCACTTCTCATCACTGCT

13-564 9 /SFAM/AGCAGTGATGAGAAGTGAGGTACA

13-560 10 TGTACCTCACTTCTCATCACTGCT

13-144 11 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

13-581 12 TGTACCTCACTTCTCATCACTGCTGTCATCCGAT/3FAM/

13-582 13
AGCAGTGATGAGAAGTGAGGTACAAGATCGGAAGAGCGT
CGTGTAG/3SpC3/

13-156 14 GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTT

13-607 15
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGA
GTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTT

13-596 16
/5SpC3/C*A*AGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTG
ACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTN

13-501 17
/SPHOS/AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC
ATCACGATCTCGTATGCCGTCTTCTGCT*T*G/3SpC3/

13-712 18 AGACGUGUGCUCUTCCGATCddT

13-489 19
/5SpC3/A* A*TGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTT
CCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

13-595 20

/5SpC3/A*A*TGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTT
CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTN
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(continuacion)

Nombre de la|SEQ|Secuencia
secuencia ID

NO.
13-510 21

/SPHOS/AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC
GCCAATATCTCGTATGCCGTCTTCTGCT*T*G/3spC3/

carboxifluoresceina (IDT) ddT: 2', 3'- Dideoxitimidina (TriLink)

* : Bases de ADN fosforado /5SpC3/: espaciador 5' C3 (IDT) /3SpC3/: espaciador 3' C3 (IDT) /5PHOS/: 5'
Fosforilacion (IDT) /3PHOS/: 3' Fosforilacion (IDT) /5FAM/: 5' 6-carboxifluoresceina (IDT) /3FAM/: 3' 6-

Tabla 2 Oligonucleoétidos utilizados en el Ejemplo 12.

Nombre de la|SEQ [Secuencia (5'-3') Concentracion final
secuencia ID NO en la PCR (nM)
22 10 nM
14-758 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTTGCAGCAG
CCAGA*C*T
23 10 nM
14-759 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCTGCCCTTCC
AATGGA*T*C
24 5nM
14-760 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCCCTAGCAGA
GACCT*G*T
25 20 M
14-864 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGCCCAACCCTT
GTCCTT*A*C
26 5nM
14-762 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTGACTGCTCT
TTTCACCC*A*T
21 5nM
14-763 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGAGCAGCCTCT
GGCATTC*T*G
28 5nM
14-764 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGAAGACCCA
GGTCCAGAT*G*A
29 5nM
14-765 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGCTGCCCTGGT
AGGTTTTC*T*G
30 15 nM
14-766 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTGGCCCCTGT
CATCTTC*T*G
31 15 nM
14-767 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCAGGCATTGA
AGTCTCATG*G*A
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(continuacién)

Nombre de la|SEQ ([Secuencia (5'-3') Concentracion final
secuencia ID NO en la PCR (nM)
32 10 nM
14-768 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCCTCCCTGCT
TCTGTC*T*C
33 10 nM
14-769 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTGTCAGTGGG
GAACAAGA*A*G
34 10 nM
14-885 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTGCTGTGACT
GCTTGTA*G*A
35 10 nM
14-886 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTCTGTCTCCT
TCCTCTTCCT*A*C
36 10 nM
14-869 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTGTGCAGCTG
TGGGTT*G*A
37 10 nM
14-773 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGCTCACCATCG
CTATCTG*A*G
38 5nM
14-865 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCATGACGGAG
GTTGTGA*G*G
39 5nM
14-775 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAGCAATCAGT
GAGGAATCAG*A*G
40 5nM
14-776 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAGCTGGGGCT
GGAGA*G*A
41 5nM
14-777 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTCATCCAAAT
ACTCCACACG*C*A
42 5nM
14-778 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGCATCTTATCC
GAGTGGAA*G*G
43 5nM
14-779 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCACTGACAACC
ACCCTTAA*C*C
44 5nM
14-780 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCAGGTAGGAC

CTGATTTCCTT*A*C
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(continuacién)

Nombre de la|SEQ ([Secuencia (5'-3') Concentracion final
secuencia ID NO en la PCR (nM)
45 5nM
14-781 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTTCTTGCGGAG
ATTCTCTT*C*C
46 5nM
14-782 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGGGACGGAA
CAGCTTTG*A*G
a7 5nM
14-783 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCACCGCTTCT
TGTCC*T*G
48 5nM
14-784 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGGTGCAGTTA
TGCCTC*A*G
49 5nM
14-785 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAGACTTAGTAC
CTGAAGGGT*G*A
50 5nM
14-786 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTAGCACTGCCC
AACAACA*C*C
51 5nM
14-787 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCGGCATTTTGA
GTGTTAGACT*G*G
52 10 nM
14-788 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCTGGTTGTAG
CTAACTAACT*T*C
53 10 M
14-789 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTACCATCGTAAG
TCAAGTAGCA*T*C
54 5nM
14-790 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTATGGTTCTATG
ACTTTGCCT*G*A
55 5nM
14-791 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAGCAGGCTAG
GCTAAGCTA*T*G
56 10 nM
14-792 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCTGCTGAAAA
TGACTGAATATAAACT*T*G
57 10 nM
14-793 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGTCCTGCACC

AGTAATAT*G*C
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(continuacién)

Nombre de la[SEQ |Secuencia (5'-3') Concentracion final
secuencia ID NO en la PCR (nM)
58 10 nM
14-794 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGCTTGCTCTG
ATAGGAAAATG*A*G
59 10 nM
14-795 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGATCCAGAC
AACTGTTCAAAC*T*G
60 3,75 nM
14-796 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCAGAAACTG
CCTCTTGA*C*C
61 3,75 nM
14-797 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGATGTAAGGG
ACAAGCAG*C*C
62 5nM
14-798 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGAACCAATGG
ATCGATCTG*C*C
63 5nM
14-799 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGGGAACTGA
TGTGACTTA*C*C
64 5nM
14-800 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTGAGCAAGA
GGCTTTGG*A*G
65 5nM
14-801 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAACAGTGCAG
TGTGGAAT*C*C
66 5nM
14-802 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCACAGAAAC
CCATGTATGAAG*T*A
67 5nM
14-803 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTACCCAAAA
AGGTGACATG*G*A
68 10 nM
14-804 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTTTCAGTGTTA
CTTACCTGTCTTG*T*C
69 10 nM
14-805 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGACTCTGAA
GATGTACCTATGG*T*C
70 10 nM
14-806 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTCACCATGTC

CTGACTG*T*G
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(continuacién)

Nombre de la|SEQ ([Secuencia (5'-3') Concentracion final
secuencia ID NO en la PCR (nM)
71 10 nM
14-807 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTGGCACTCTG
GAAG*C*A
2 10 M
14-808 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTTACTGAAAG
CTCAGGGAT*A*G
73 10 nM
14-809 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCACACTTACA
CATCACTTT*G*C
74 10 nM
14-810 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTAGTCTTTCTT
TGAAGCAGCA*A*G
75 10 M
14-811 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTAGCTGTGAT
CCTGAAACTG*A*A
76 20 M
14-812 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCCTCCTGCAG
GATTCCT*A*C
" 20 M
14-813 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGGTGGATGTC
CTCAAAAG*A*C
8 15 nM
14-814 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCAGGATTCTTA
CAGAAAACAAGTG*G*T
79 15 nM
14-815 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGATGGCAAAT
ACACAGAGGA*A*G
80 5nM
14-816 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGACGGGTAGA
GTGTGCG*T*G
81 5nM
14-817 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCGCCACAGAG
AAGTTGTTG*A*G
82 10 nM
14-818 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCGCACTGGCCT
CATCT*T*G
83 10 nM
14-819 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTTCCAGTGTG

ATGATGGTG*A*G
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(continuacién)

Nombre de la|SEQ ([Secuencia (5'-3') Concentracion final
secuencia ID NO en la PCR (nM)
84 5nM
14-820 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCATGTGTAACA
GTTCCTGCA*T*G
85 5nM
14-821 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGTCAGAGGC
AAGCAG*A*G
86 10 nM
14-822 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTTACTTCTCCC
CCTCCTC*T*G
87 10 nM
14-823 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTTCCCAGCCT
GGGCA*T*C
88 8 nM
14-824 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGCTGAATGAG
GCCTTGGA*A*C
89 8 nM
14-825 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTTTCCAACCT
AGGAAGGC*A*G
90 5nM
14-826 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGCACTGTAATA
ATCCAGACTGT*G*T
91 5nM
14-827 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCATGTACTGGT
CCCTCATT*G*C
92 20 M
14-828 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCTTTCAGGAT
GGTGGATG*T*G
93 20 M
14-829 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCGACTCCACCA
GGACT*T*G
94 5nM
14-830 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTTAACCTTGC
AGAATGGTCG*A*T
95 5nM
14-831 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCACGAGAAC
TTGATCATATTC*A*C
96 5nM
14-832 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCAACAGGTTCT

TGCTGGTG*T*G
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(continuacion)

Nombre de la|SEQ [Secuencia (5'-3') Concentracion final
secuencia ID NO en la PCR (nM)
97 5nM

TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTATGGTGGGATC

14-833 ATATTCATCTA*C*A
98 5nM
14.836 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAGCTTGTGGAG
CCTCTTA*C*A
99 5nM
14.837 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGGACCTTACC
TTATACACC*G*T
100 5 nM
14.838 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCACCATCTCAC
AATTGCCA*G*T
101 pry
14.839 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGCTTTCGGAGA
TGTTGCTTC*T*C
102 5nM
12.840 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGATCCCAGAA
GGTGAGAAAG*T*T
103 5 nM
14.841 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGAGGTTCAGA
GCCATG*G*A
104 10 nM
12.842 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTCCAGGAAG
CCTACGT*G*A
105 10 nM
14.843 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGACATAGTCC
AGGAGG*C*A
106 10 nM
1a.844 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCACCGCAGCAT
GTCAAGA*T*C
107 10 nM
14.845 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGACCTAAAGC
CACCTCCTT*A*C
108 15 nM
12.846 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCCACTATACT
GACGTCTCCA*A*C
109 15 nM
14.847 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTACACACGCAA

AATACTCCTTC*A*G
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(continuacion)

Nombre |SEQ|Secuencia (5'-3") Concentracién final en la
de la(ID PCR (nM)
secuencia [NO
110 5 1M
14-850 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTGTCCTCACA
GAGTTCAA*G*C
111 5 1M
14-851 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTTTTTGCAGA
TGATGGGCT*C*C
112 5 1M
14-852 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTGGACCAAG
CCCATC*A*C
113 5 1M
14-853 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGTGGCCTTGT
ACTGCA*G*A
114 5 1M
14-854 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCAGTGTGTTCA
CAGAGACC*T*G
115 5 1M
14-855 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTAGGAAATA
GCAGCCTCAC*A*T
116 15 nM
14-856 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGTTCCTGATC
TCCTTAGACA*A*C
117 15 nM
14-857 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTTGCTGCACT
TCTCACA*C*C
118 7,5nM
14-858 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGAAAATTCCA
GTGGCCAT*C*A
119 7,5nM
14-859 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCAATGAAGAG
AGACCAGA*G*C
120 5 1M
14-860 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCCATACCCTC
TCAGCGT*A*C
121 5 1M
14-861 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTGGATGTCAG
GCAGAT*G*C
122 15 nM
14-862 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCCTCCCAGAA

GGTCTAC*A*T
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(continuacion)

Nombre |SEQ|Secuencia (5'-3') Concentracion final en la
de la|ID PCR (nM)
secuencia[NO
123 15 nM
14-863 TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTTTTGACATGG
TTGGGACTCT*T*G
124 10 uM
14-882 TCAGACGUGUGCUCUUCCGAU*C*U
125 -
14-382 GTGACTGGAGTTCAG
ACGTGT/3PHOS/
126 -
14-877 AACTCCAGTCACTAATGCGCATCTCGTATGCCG
TCTTCTGCTTG/3PHOS/
127 -
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGGC
14-571 GAAGACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG

ATCT

* : Bases de ADN fosforado (IDT) /3PHOSY/: fosforilacion 3' (IDT)

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Swift Biosciences, Inc.

<120> procedimientos mejorados para el procesamiento de sustratos de ADN

<130> REEBM/P61546EPdiv2

<140> 18165783.4 <141>2015-01-30

<150> US 61/934515
<151>2014-01-31

<150> US 62/078309
<151>2014-11-11

<150> US 62/078313
<151>2014-11-11

<160> 127

<170> Patenteln versioén 3.5

<210>1
<211> 58
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 1
aatgatacgg cgaccaccga gatctacact ctttccctac acgacgctct tccgatct 58
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<210> 2

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (22)..(22)

<223> Espaciador C3 3' (ID)

<400> 2
agatcggaag agcgtcgtgt ag 22

<210> 3

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion 5' (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (58)..(58)

<223> Espaciador C3 3' (ID)

<400> 3

agatcggaag agcgtcgtgt agggaaagag tgtagatctc ggtggtcgec gtatcatt 58

<210> 4

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222>(19)..(19)

<223> Didesoxitimidina 3' (TriLink)

<400> 4
acacgacgct cttccgatc 19

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (20)..(20)

<223> Fosforilacion 3' (IDT)
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<400> 5
acacgacgct cttccgatct 20

<210> 6

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion 5' (IDT)

<400> 6
tgtacctcac ttctcatcac tgct 24

<210>7

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 7
agcagtgatg agaagtgagg taca 24

<210> 8

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion 5' (IDT)

<400> 8
tgtacctcac ttctcatcac tgct 24

<210>9

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (1)..(1)

<223> 6-carboxifluoresceina 5' (IDT)

<400> 9
agcagtgatg agaagtgagg taca 24

<210> 10

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 10
tgtacctcac ttctcatcac tgct 24

<210> 11

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 11
gtgactggag ttcagacgtg tgctcttccg atct 34

<210> 12

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (34)..(34)

<223> 6-carboxifluoresceina 3' (IDT)

<400> 12
tgtacctcac ttctcatcac tgctgtcatc cgat 34

<210> 13

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (46)..(46)

<223> Espaciador C3 3' (ID)

<400> 13
agcagtgatg agaagtgagg tacaagatcg gaagagcgtc gtgtag 46

<210> 14

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 14
gactggagtt cagacgtgtg ctcttccgat ctt 33

<210> 15

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 15

caagcagaag acggcatacg agatcgtgat gtgactggag ttcagacgtg tgctcttcecg

atctt

<210> 16

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (1)..(1)

<223> Espaciador 5' C3 (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (1)..(1)

<223> Base fosforotioada

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (2)..(2)

<223> Base fosforotioada

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (65)..(65)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 16

caagcagaag acggcatacg agatcgtgat gtgactggag ttcagacgtg tgctcttceg

atctn

<210> 17

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion 5' (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (62)..(62)

<223> Base fosforotioada

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (63)..(63)

<223> Base fosforotioada

ES 2908 644 T3
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<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (64)..(64)

<223> Espaciador C3 3' (ID)

<400> 17

agatcggaag agcacacgtc tgaactccag tcacatcacg atctcgtatg ccgtcttcectg

cttg

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (20)..(20)

<223> 2', Didesoxitimidina 3' (TriLink)

<400> 18
agacgugugc ucutccgatc 20

<210> 19

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (1)..(1)

<223> Espaciador C3 de 5' (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (1)..(1)

<223> Base fosforotioada

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (2)..(2)

<223> Base fosforotioada

<400> 19

aatgatacgg cgaccaccga gatctacact ctttccctac acgacgctct tccgatct 58

<210> 20

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (1)..(1)

<223> Espaciador C3 de 5' (IDT)
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<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (1)..(1)

<223> Base fosforotioada

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (2)..(2)

<223> Base fosforotioada

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (59)..(59)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 20

aatgatacgg cgaccaccga gatctacact ctttccctac acgacgctct tccgatetn 59

<210> 21

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion 5' (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (62)..(62)

<223> Base fosforotioada

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (63)..(63)

<223> Base fosforotioada

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (64)..(64)

<223> Espaciador C3 3' (ID)

<400> 21

agatcggaag agcacacgtc tgaactccag tcacgccaat atctcgtatg ccgtcecttcectg

cttg
<210> 22

<400> 22
000

<210> 23

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 23
tcagacgtgt gctcttccga tetectgecce ttccaatgga tec 42

<210> 24

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (39)..(39)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 24
tcagacgtgt gctcttccga tctccectag cagagacctg t 41

<210> 25

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 25
tcagacgtgt gctcttccga tetgeccaac cettgtectt ac 42

<210> 26

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>
<221> caracteristicas_misc
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<222> (42)..(42)
<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 26
tcagacgtgt gctcttccga tctctgactg ctcttttcac ccat 44

<210> 27

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 27
tcagacgtgt gctcttccga tetgagcage ctetggeatt ctg 43

<210> 28

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 28
tcagacgtgt gctcttccga tettgaagac ccaggtccag atga 44

<210> 29

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)
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<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 29
tcagacgtgt gctcttccga tctgetgecce tggtaggttt tctg 44

<210> 30

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 30
tcagacgtgt gctcttccga tetetggecc ctgteatctt ctg 43

<210> 31

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>
<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)
<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 31
tcagacgtgt gctcttccga tctcaggcat tgaagtctca tgga 44

<210> 32

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>
<221> caracteristicas_misc
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<222> (41)..(41)
<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 32
tcagacgtgt gctcttccga tettcctecc tgcttetgte tc 42

<210> 33

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 33
tcagacgtgt gctcttccga tetctgtcag tggggaacaa gaag 44

<210> 34

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 34
tcagacgtgt gctcttccga tctgtgetgt gactgcttgt aga 43

<210> 35

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)
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<400> 35
tcagacgtgt gctcttccga tetctetgte tecttectet tectac 46

<210> 36

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 36
tcagacgtgt gctcttccga tetctgtgea getgtgggtt ga 42

<210> 37

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 37
tcagacgtgt gctcttccga tetgetcace atcgcetatct gag 43

<210> 38

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 38
tcagacgtgt gctcttccga tctcatgacg gaggttgtga gg 42
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<210> 39

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 39
tcagacgtgt gctcttccga tctagcaatc agtgaggaat cagag 45

<210> 40

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (38)..(38)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (39)..(39)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 40
tcagacgtgt gctcttccga tctagetggg getggagaga 40

<210> 41

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 41
tcagacgtgt gctcttccga tetgtcatce aaatactcca cacgca 46

<210> 42
<211> 44
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 42
tcagacgtgt gctcttccga tetgcatctt atccgagtgg aagg 44

<210> 43

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 43
tcagacgtgt gctcttccga tctcactgac aaccaccctt aacc 44

<210> 44

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 44
tcagacgtgt gctcttccga tctcaggtag gacctgattt ccttac 46

<210> 45

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 45
tcagacgtgt gctcttccga tetttcttge ggagattcte ttcc 44

<210> 46

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 46
tcagacgtgt gctcttccga tettgggacg gaacagcttt gag 43

<210> 47

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (39)..(39)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 47
tcagacgtgt gctcttccga tctccaccge ticttgtect g 41

<210> 48

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 48
tcagacgtgt gctcttccga tctgggtgea gttatgectec ag 42

<210> 49

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 49
tcagacgtgt gctcttccga tctagactta gtacctgaag ggtga 45

<210> 50

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 50
tcagacgtgt gctcttccga tettagcact geccaacaac acc 43

<210> 51

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>
<221> caracteristicas_misc
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<222> (44)..(44)
<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 51
tcagacgtgt gctcttccga tctcggcatt ttgagtgtta gactgg 46

<210> 52

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 52
tcagacgtgt gctcttccga tctectggtt gtagctaact aacttc 46

<210> 53

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 53
tcagacgtgt gctcttccga tctaccatcg taagtcaagt agcatc 46

<210> 54

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)
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<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 54
tcagacgtgt gctcttccga tctatggttc tatgactttg cctga 45

<210> 55

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 55
tcagacgtgt gctcttccga tctagcaggce taggcetaagce tatg 44

<210> 56

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (50)..(50)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (51)..(51)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 56
tcagacgtgt gctcttccga tetectgetg aaaatgactg aatataaact tg 52

<210> 57

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>
<221> caracteristicas_misc
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<222> (43)..(43)
<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 57
tcagacgtgt gctcttccga tetggtectg caccagtaat atge 44

<210> 58

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (46)..(46)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 58
tcagacgtgt gctcttccga tettgettge tetgatagga aaatgag 47

<210> 59

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (46)..(46)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 59
tcagacgtgt gctcttccga tctggatcca gacaactgtt caaactg 47

<210> 60

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)
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<400> 60
tcagacgtgt gctcttccga tctccagaaa ctgectcttg ace 43

<210> 61

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 61
tcagacgtgt gctcttccga tetgatgtaa gggacaagca gec 43

<210> 62

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 62
tcagacgtgt gctcttccga tctgaaccaa tggatcgatc tgee 44

<210> 63

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 63
tcagacgtgt gctcttccga tectggggaac tgatgtgact tace 44
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<210> 64

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 64
tcagacgtgt gctcttccga tectctgagca agaggctttg gag 43

<210> 65

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 65
tcagacgtgt gctcttccga tctaacagtg cagtgtggaa tec 43

<210> 66

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (46)..(46)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 66
tcagacgtgt gctcttccga tctccacaga aacccatgta tgaagta 47

<210> 67
<211> 45
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 67
tcagacgtgt gctcttccga tetgtaccca aaaaggtgac atgga 45

<210> 68

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (47)..(47)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (48)..(48)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 68
tcagacgtgt gctcttccga tettttcagt gttacttacc tgtettgtc 49

<210> 69

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (46)..(46)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (47)..(47)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 69
tcagacgtgt gctcttccga tetggactct gaagatgtac ctatggtc 48

<210>70

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 70
tcagacgtgt gctcttccga tetctcacca tgtectgact gtg 43

<210> 71

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (38)..(38)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (39)..(39)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 71
tcagacgtgt gctcttccga tetgtggeac tctggaagcea 40

<210>72

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 72
tcagacgtgt gctcttccga tetgttactg aaagctcagg gatag 45

<210>73

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 73
tcagacgtgt gctcttccga tetccacact tacacatcac tttge 45

<210> 74

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 74
tcagacgtgt gctcttccga tettagtctt tetttgaage agcaag 46

<210>75

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 75
tcagacgtgt gctcttccga tetctagetg tgatcctgaa actgaa 46

<210> 76

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>
<221> caracteristicas_misc
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<222> (41)..(41)
<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 76
tcagacgtgt gctcttccga tettcctect gcaggattee tac 43

<210> 77

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 77
tcagacgtgt gctcttccga tettggtgga tgtcctcaaa agac 44

<210>78

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (47)..(47)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (48)..(48)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 78
tcagacgtgt gctcttccga tetcaggatt cttacagaaa acaagtggt 49

<210>79

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)
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<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 79
tcagacgtgt gctcttccga tettgatgge aaatacacag aggaag 46

<210> 80

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 80
tcagacgtgt gctcttccga tctgacgggt agagtgtgeg tg 42

<210> 81

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 81
tcagacgtgt gctcttccga tctcgccaca gagaagttgt tgag 44

<210> 82

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (39)..(39)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>
<221> caracteristicas_misc
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<222> (40)..(40)
<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 82
tcagacgtgt gctcttccga tetcgeactg gecteatctt g 41

<210> 83

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 83
tcagacgtgt gctcttccga tetcttccag tgtgatgatg gtgag 45

<210> 84

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 84
tcagacgtgt gctcttccga tetcatgtgt aacagttect gecatg 45

<210> 85

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (39)..(39)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)
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<400> 85
tcagacgtgt gctcttccga tctggtcaga ggcaagcaga g 41

<210> 86

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 86
tcagacgtgt gctcttcega tetttacttc tccecectect ctg 43

<210> 87

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (39)..(39)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 87
tcagacgtgt gctcttccga tetettccca gectgggeat ¢ 41

<210> 88

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 88
tcagacgtgt gctcttccga tetgetgaat gaggecttgg aac 43
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<210> 89

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 89
tcagacgtgt gctcttccga tetctttcca acctaggaag gcag 44

<210> 90

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (46)..(46)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 90
tcagacgtgt gctcttccga tctgcactgt aataatccag actgtgt 47

<210> 91

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 91
tcagacgtgt gctcttccga tctcatgtac tggtecctea ttge 44

<210> 92
<211> 44
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 92
tcagacgtgt gctcttccga tetectttca ggatggtgga tgtg 44

<210> 93

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (39)..(39)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 93
tcagacgtgt gctcttccga tctcgactce accaggactt g 41

<210> 94

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 94
tcagacgtgt gctcttccga tetgttaacc ttgcagaatg gtcgat 46

<210> 95

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (46)..(46)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 95
tcagacgtgt gctcttccga tctccacgag aacttgatca tattcac 47

<210> 96

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 96
tcagacgtgt gctcttccga tctcaacagg ttettgetgg tatg 44

<210> 97

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (46)..(46)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 97
tcagacgtgt gctcttccga tctatggtgg gatcatattc atctaca 47

<210> 98

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 98
tcagacgtgt gctcttccga tctagettgt ggagcectctt aca 43

<210> 99

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 99
tcagacgtgt gctcttccga tectgggacct taccttatac accgt 45

<210> 100

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 100
tcagacgtgt gctcttccga tctcaccate tcacaattge cagt 44

<210> 101

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>
<221> caracteristicas_misc
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<222> (43)..(43)
<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 101
tcagacgtgt gctcttccga tetgetttcg gagatgttgce ttcte 45

<210> 102

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 102
tcagacgtgt gctcttccga tctgatccca gaaggtgaga aagtt 45

<210> 103

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 103
tcagacgtgt gctcttccga tettgaggtt cagagecatg ga 42

<210> 104

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)
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<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 104
tcagacgtgt gctcttccga tetctccagg aagectacgt ga 42

<210> 105

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 105
tcagacgtgt gctcttccga tectggacata gtccaggagg ca 42

<210> 106

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 106
tcagacgtgt gctcttccga tetcaccgea geatgtcaag atc 43

<210> 107

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>
<221> caracteristicas_misc
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<222> (43)..(43)
<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 107
tcagacgtgt gctcttccga tetgacctaa agecacctcc ttac 44

<210> 108

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 108
tcagacgtgt gctcttccga tettccacta tactgacgtce tccaac 46

<210> 109

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 109
tcagacgtgt gctcttccga tctacacacg caaaatactc cttcag 46

<210> 110

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)
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<400> 110
tcagacgtgt gctcttccga tetctgtect cacagagttc aage 44

<210> 111

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 111
tcagacgtgt gctcttccga tetgtttttg cagatgatgg getee 45

<210> 112

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (39)..(39)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 112
tcagacgtgt gctcttccga tctctggacc aagceccatca ¢ 41

<210> 113

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 113
tcagacgtgt gctcttccga tettgtggec ttgtactgca ga 42
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<210> 114

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 114
tcagacgtgt gctcttccga tectcagtgtg ttcacagaga cctg 44

<210> 115

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 115
tcagacgtgt gctcttccga tetgtaggaa atagcagcct cacat 45

<210> 116

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 116
tcagacgtgt gctcttccga tettgttect gatctectta gacaac 46

<210> 117
<211> 43
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 117
tcagacgtgt gctcttccga tetettgetg cacttctcac acc 43

<210> 118

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (43)..(43)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 118
tcagacgtgt gctcttccga tecttgaaaat tccagtggec atca 44

<210> 119

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 119
tcagacgtgt gctcttccga tctcaatgaa gagagaccag age 43

<210> 120

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 120
tcagacgtgt gctcttccga tetcccatac cetctcageg tac 43

<210> 121

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (40)..(40)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 121
tcagacgtgt gctcttccga tetgtggatg tcaggcagat ge 42

<210> 122

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (41)..(41)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (42)..(42)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 122
tcagacgtgt gctcttccga tctcectcee agaaggtcta cat 43

<210> 123

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (44)..(44)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (45)..(45)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 123
tcagacgtgt gctcttccga tetttttgac atggttggga ctettg 46

<210> 124

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (21)..(21)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (22)..(22)

<223> Bases de ADN fosforotioadas (IDT)

<400> 124
tcagacgugu gcucuuccga ucu 23

<210> 125

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (21)..(21)

<223> Fosforilacion 3' (IDT)

<400> 125
gtgactggag ttcagacgtg t 21

<210> 126

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> caracteristicas_misc
<222> (44)..(44)

<223> Fosforilacion 3' (IDT)

<400> 126
aactccagtc actaatgcgc atctcgtatg ccgtcttctg cttg 44
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<210> 127

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 127

aatgatacgg cgaccaccga gatctacaca ggcgaagaca ctctttcecect acacgacget

cttcegatet

94
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de enriquecimiento con base en la PCR de un sustrato objetivo que comprende los pasos de:

(i) introducir una pluralidad de componentes de la reaccion en cadena de la polimerasa en una muestra que
comprende un sustrato de acido nucleico para proporcionar una mezcla de reaccién de PCR, en la que la
pluralidad de componentes de la reaccién en cadena de la polimerasa comprende una pluralidad de pares
de cebadores diferentes especificos-objetivo para amplificar una pluralidad de loci diferentes del sustrato de
acido nucleico, un cebador universal, una ADN polimerasa, y los dNTP, en el que cada uno de la pluralidad
de diferentes pares de cebadores especificos-objetivo comprende un cebador directo y un cebador inverso,
en el que el cebador directo y el cebador inverso comprenden una secuencia complementaria 3' que es
complementaria a una primera secuencia del sustrato de acido nucleico y una segunda secuencia del sustrato
de acido nucleico, respectivamente, y en el que el cebador directo y el cebador inverso comprenden ademas
cada uno una secuencia terminal 5' que no es complementaria al sustrato de acido nucleico, en el que la
secuencia terminal 5' comprende una secuencia de adaptador universal, en el que el cebador universal
comprende una secuencia de adaptador universal modificada, en el que la secuencia de adaptador universal
modificada posee una base modificada, en el que la base modificada se dirige a la escision del cebador
universal por una endonucleasa, en el que la secuencia de adaptador universal modificada y la secuencia de
adaptador universal son complementarias a una secuencia comun, y en la que el cebador universal se
encuentra en una concentracion final en la mezcla de reaccion de PCR que es superior a la concentracion
final de cada uno de la pluralidad de pares de cebadores especificos objetivo-especificos;

(ii) exponer la mezcla de reaccion de PCR a al menos dos ciclos iniciales de PCR que comprendan una
primera temperatura de fusiéon durante una primera duracién de fusion para generar una pluralidad de
amplicones especificos objetivo diferentes, en los que cada uno de la pluralidad de amplicones especificos
objetivo diferentes comprenda la secuencia terminal 5' en su region terminal 5';

(iii) exponer la mezcla de reaccion de PCR a un numero adecuado de ciclos de PCR adicionales para
amplificar ain mas la pluralidad de amplicones especificos objetivo.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas (iv) purificar la pluralidad de diferentes amplicones
especificos objetivo a partir de la mezcla de PCR para obtener una muestra de amplicén especifico objetivo purificada.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, que comprende, ademas:

(v) aplicar una ligasa, un adaptador 5', un adaptador 3', una enzima con actividad endonucleasa de aleta 5' y
una endonucleasa a la muestra de amplicon especifica objetivo purificada, en la que el adaptador 5' es de
cadena Unica y comprende una secuencia 3' que es idéntica a una porcion 3' de la secuencia del adaptador
universal donde el adaptador 5' comprende ademas una porcién 5' que no esta presente en la secuencia del
adaptador universal, en el que el adaptador 3' es parcialmente de cadena doble y comprende una secuencia
que es idéntica a la porcion 5' de la secuencia del adaptador universal, y en el que el adaptador 3' comprende
ademas una porcion 3' que no esta presente en la secuencia del adaptador universal; y

(vi) incubar la muestra de amplicon especifico objetivo purificada del paso iv) en condiciones suficientes para
permitir lo siguiente:

(a) la escision de los cebadores universales que comprenden la base modificada presente en la
pluralidad de diferentes amplicones especificos-objetivo;

(b) la fusién del adaptador 5' y del adaptador 3' a cada uno de la pluralidad de amplicones especificos
objetivo;

(c) la ligadura del adaptador 5' y del adaptador 3' a cada uno de la pluralidad de amplicones especificos-
objetivo, precedida de una escisidon por endonucleasa de aleta si la digestion por endonucleasa da lugar
a alguna base restante del cebador universal.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que los ciclos de PCR adicionales comprenden la primera temperatura
de fusién para una segunda duracién de fusion, en el que la primera duracidon de fusién es mayor que la segunda
duracion de fusion.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que uno o ambos cebadores delanteros y reversos de cada uno de los
diferentes pares de cebadores especificos-objetivo comprenden ademas una secuencia degenerada en su secuencia
terminal 5', en el que la secuencia degenerada se situa entre la secuencia complementaria 3'y la secuencia adaptadora
universal.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la base modificada es desoxiuridina, ARN, desoxiinosina o inosina,

opcionalmente en el que la ADN polimerasa es una ADN polimerasa de alta fidelidad que es tolerante a la base
modificada.
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7. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el cebador universal comprende ademas una modificacion
resistente a las nucleasas en su extremo 3', opcionalmente en el que la modificacién resistente a las nucleasas es un
enlace fosforotioato.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el cebador directo y el cebador inverso de cada uno de la pluralidad
de pares de cebadores especificos-objetivo comprenden ademas una modificacion resistente a la nucleasa en sus
extremos 3.

9. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la relacién molar de cada uno de la pluralidad de pares de
cebadores especificos-objetivo diferentes con respecto al cebador universal es de al menos 1:100.

10. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la pluralidad de amplicones especificos objetivo diferentes
comprende un primer amplicén especifico objetivo y un segundo amplicon especifico objetivo, en el que el primer
amplicon especifico objetivo comprende una region que se superpone con el segundo amplicon especifico objetivo y
una regioén que no se superpone con el segundo amplicon especifico objetivo.

11. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que el segundo amplicdn especifico-objetivo forma una estructura
secundaria estable.

12. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que al menos uno de la pluralidad de amplicones especificos objetivo
diferentes comprende dos regiones que se superponen con otras dos de la pluralidad de amplicones especificos
objetivo diferentes y una region que no se superpone con ninguna otra de la pluralidad de amplicones especificos
objetivo diferentes.

13. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la endonucleasa se selecciona del grupo que consiste en UDG
+ Endonucleasa VIII, RNasa HI, RNasa H2 y Endonucleasa V.

14. Un sistema de reaccién en cadena de la polimerasa para generar una biblioteca de secuenciacién que comprende:

un par de cebadores especificos-objetivo que comprenden un cebador directo y un cebador inverso, en el
que el cebador directo y el cebador inverso comprenden cada uno una secuencia complementaria 3' que es
complementaria a una primera secuencia y una segunda secuencia, respectivamente, de un sustrato de acido
nucleico y una secuencia terminal 5' que no es complementaria al sustrato de acido nucleico, en el que la
secuencia terminal 5' comprende una secuencia de adaptador universal;

un cebador universal, en el que el cebador universal comprende una secuencia de adaptador universal
modificada, en la que la secuencia de adaptador universal modificada posee una base modificada, en la que
la base modificada esta dirigida a la escision del cebador universal por una endonucleasa, y en el que la
secuencia de adaptador universal modificada y la secuencia de adaptador universal son complementarias a
una secuencia comun;

los ANTP;

una ADN polimerasa para amplificar el sustrato de acido nucleico;

una endonucleasa para escindir el cebador universal que comprende la base modificada;

un polinucleétido adaptador 3' que comprende un primer oligonucleétido, un segundo oligonucledtido y una
porcion de cadena doble, en la que la porcion de cadena doble comprende el segundo oligonucleétido
hibridado con el primer oligonucledtido, y en la que el primer oligonucledtido comprende una secuencia
idéntica a la porcion 5' de la secuencia de adaptador universal, y en el que el segundo oligonucleétido
comprende ademas una porcion 3' que no esta presente en la secuencia de adaptador universal;

un polinucledtido adaptador 5' que es de cadena Unica y que comprende una secuencia 3' que es idéntica a
una porcion 3' de la secuencia de adaptador universal, en el que el polinucleétido adaptador 5' comprende
ademas una porcién 5' que no esta presente en la secuencia de adaptador universal; una enzima con
actividad endonucleasa de aleta 5' para escindir cualquier base restante del cebador universal; y

una ligasa para ligar el segundo oligonucledtido del polinucleétido adaptador 3' a un extremo 3' de un amplicén
especifico-objetivo y para ligar el polinucleotido adaptador 5'a un extremo 5' del amplicon especifico-objetivo.
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