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DESCRIPCION

Meétodo para el andlisis de mezclas de reaccién de AFLP utilizando técnicas de extension del iniciador.

La presente invencién se relaciona con un método para analizar secuencias de 4cido nucleico y con una disposicién
para utilizarla en tal método.

En particular, la invencién se relaciona con disposiciones y métodos para determinar si una secuencia especifica
de 4cido nucleico estd presente o ausente en una secuencia de dcido nucleico o en una mezcla de secuencias de acido
nucleico.

Mas particularmente, la invencion se relaciona con un método y con una disposicién para determinar la presencia
o la ausencia, en ADN gendmico o en una muestra de fragmentos de restriccién derivados de ADN gendémico, de
secuencias que corresponden a fragmentos de restriccidon tnicos que pueden servir como marcadores genéticos, tal
como los marcadores de AFLP.

El método y las disposiciones de la invencién son particularmente adecuados para el andlisis de mezclas amplifi-
cadas de fragmentos de restriccion, tal como las mezclas de reaccién que resultan del AFLP.

Se conocen una cantidad de métodos para analizar secuencias de dcido nucleico. En general, estos métodos com-
prenden la inmovilizacién de las secuencias que van a ser analizadas, por ejemplo por medio de formacién de manchas;
hibridacién de las secuencias con una sonda marcada de ADN o de ARN; lavados severos para remover el material no
hibridado; seguido por la deteccién de aquellas secuencias que se han hibridado con la sonda.

Tales técnicas son algunas veces llevadas a cabo después de una amplificacién previa -tal como por medio de
PCR- de las secuencias de dcido nucleico de partida, usualmente una mezcla de fragmentos de restriccion de un ADN
genémico. La mezcla resultante de fragmentos amplificados es luego separada, por ejemplo con base en las diferencias
en longitud o de peso molecular, tal como por ejemplo por medio de electroforesis en gel, y luego se visualiza, esto
es, por medio de formacién de manchas seguida por hibridacién. El patrén de bandas resultante se denomina la huella
digital o identificacién genética del ADN.

Usualmente en la identificacién genética del ADN, se comparan las huellas digitales de especies relacionadas,
subespecies, variedades, variedades cultivadas, razas o individuos. Tales huellas digitales relacionadas pueden ser
idénticas o muy similares, esto es, contienen un gran nimero de bandas correspondientes - y por lo tanto menos
informativas.

Las diferencias entre dos huellas digitales relacionadas se denominan como “polimorfismos de ADN”. Estos son
fragmentos de ADN (esto es, de bandas) que son unicas en o para una huella digital especifica. La presencia o la
ausencia de tales bandas polimérficas, o el patron de las mismas, puede ser utilizado como un marcador genético,
esto es, para identificar una especie especifica, subespecie, variedad, variedad cultivada, raza o individuo, para es-
tablecer la presencia o la ausencia de un rasgo heredable especifico, de un gen, o para determinar el estado de una
enfermedad.

Para una discusién adicional y definiciones de las huellas digitales del ADN, clasificacién del ADN, polimorfismos
de ADN, obtencién del genotipo, PCR y técnicas similares, se hace referencia a la discusion del estado del arte en EP-
0534 858 Al.

En el estado del arte también se describen disposiciones de oligonucleétidos para el andlisis de secuencias de
dcido nucleico o mezclas de los mismos, véase por ejemplo WO 97/27317, WO 97/22720, WO 97/43450, EP 0 799
897, EP 0 785 280, WO 97/31256, WO 97/27317 y WO 98/08083. W09325563 describe un método de extension
del iniciador especifico del alelo. W09631622 describe un método para detectar mutaciones, por medio del cual
se incuban secuencias objetivo con una sonda de oligonucle6tido sobre un soporte sélido para formar un ddplex.
W09905321 divulga el uso de sustratos sélidos para llevar a cabo una amplificacién o reacciones enzimdticas sobre
los mismos.

WO 90/09455, WO 91/02087, WO 91/13075, WO 92/15712 y EP 0 123 513 describen todos técnicas para detectar
mutaciones puntuales en un sitio predeterminado de una secuencia de ADN (usualmente ADN o ADNc gendémico de
longitud completa), que generalmente se denominan como “minisecuenciacién”. Ver también Syvinen, 1999 (Human

Mutation 13:1-10).

La minisecuenciacién se basa en la extensién de un iniciador que hibrida con parte de la secuencia de ADN
de tal manera que el extremo 3’ del iniciador esté inmediatamente adyacente a la mutacién puntual. El hibrido asi
obtenido se pone en contacto -usualmente en una etapa Unica de reaccién en “un solo tubo”- con una mezcla que
contiene al menos un nucleétido detectable, bajo condiciones en las cuales la extension del iniciador con el nucle6tido
detectable tiene lugar cuando el nucledtido detectable es complementario con el nucleétido presente en el sitio de
la mutacién puntual, pero no se presenta extension cuando el nucledtido detectable no corresponde al nucleétido
presente en la mutacién puntual, de tal manera que ya sea que tenga lugar o no la extension del iniciador, provea
informacién sobre el nucleétido presente en el sitio de la mutacién puntual. (Alternativamente, se pueden utilizar
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simultdneamente nucle6tidos marcados en posiciones diferentes a 2-4, siendo indicativa la extensién con un nucleétido
especifico marcado de la presencia de un nucleétido complementario en el sitio de la mutacién).

Ademds de ser proveida con una funcionalidad detectable, el(los) nucleétido(s) detectable(s) y las mezclas/condi-
ciones de reaccion utilizadas en la minisecuenciacién se escogen también de tal manera que, después de que se ha
afiadido el nucleétido marcado al iniciador, no tiene lugar una extension adicional del iniciador (“mezclas termina-
doras”). Por ejemplo, se pueden utilizar trifosfatos de didesoxiribonucledsidos terminadores de cadena (ddNTPs) o
tionucle6tidos.

El método descrito difiere de la minisecuenciacién al menos en los siguientes aspectos no limitantes:

a) La minisecuenciacion se utiliza para detectar/determinar mutaciones puntuales en un sitio especifico cono-
cido en el genoma, y no se la utiliza para determinar la presencia o la ausencia de fragmentos polimoérficos
en una mezcla de fragmentos de restriccién (amplificados);

b) Parcialmente como consecuencia de a), en una minisecuenciacion, se utiliza como el material de partida
ADNCc o ADN genémico total (amplificado), no una mezcla de fragmentos de restriccién (amplificados);

¢) En una minisecuenciacion, usualmente tnicamente uno o a lo sumo un pequefo nimero de mutaciones
son investigadas simultdneamente; en la invencién, usualmente se analizard una mezcla de fragmentos de
restriccion (amplificados) por la presencia de al menos 100 a mas de 1000 marcadores simultidneamente;

d) En una minisecuenciacion, generalmente es dificil generar un ADN molde en forma de mdltiplex;

e) Parcialmente como consecuencia de c) y de d), en una minisecuenciacién, no se utilizardn disposiciones
que contengan un gran nimero de iniciadores diferentes.

La amplificacidn selectiva de un fragmento de restricciéon o AFLP, una técnica de huellas digitales de ADN que no
requiere del conocimiento previo de la secuencia que va a ser analizada, es descrita en la solicitud de patente europea
No. 0 534 858 por el solicitante y por Vos y colaboradores, 1995 (Nucleic Acid Research Vol. 23, No. 21: 4407-4414).
Esta técnica generalmente comprende las etapas de:

a) digerir 4cido nucleico, en particular un ADN, con una o mas endonucleasas de restriccion especificas, para
fragmentar dicho ADN en una serie correspondiente de fragmentos de restriccion;

b) ligar los fragmentos de restriccion asi obtenidos al menos con un adaptador oligonucleétido sintético bica-
tenario, uno de cuyos extremos es compatible con uno o ambos extremos de los fragmentos de restriccion,
para producir asf los fragmentos de restriccion marcados del ADN de partida;

¢) poner en contacto a dichos fragmentos de restriccién marcados bajo condiciones de hibridacién al menos
con un iniciador oligonucleétido,

d) amplificar dicho fragmento de restriccion marcado hibridado con dichos iniciadores por medio de PCR o
una técnica similar a fin de provocar un alargamiento adicional de los iniciadores hibridados a lo largo de
los fragmentos de restriccion del ADN de partida al cual se hibridaron dichos iniciadores; e

e) identificar o recuperar el fragmento de ADN amplificado o alargado asi obtenido.

Los fragmentos de ADN asi amplificados pueden ser entonces analizados y/o visualizados, por ejemplo por medio
de electroforesis en gel, para proveer una huella digital genética que muestre las bandas correspondientes a aquellos
fragmentos de restriccion que se han enlazado al adaptador, reconocidos por el iniciador, y por lo tanto amplificados
durante la etapa de amplificacidn; las bandas resultantes que proveen informacién sobre el patrén especifico del sitio
de restriccion del ADN de partida.

Por medio de la comparacion de las huellas digitales del AFLP de individuos relacionados, se pueden identificar
bandas que son Unicas para cada huella digital. Estos polimorfismos se denominan como “marcadores del AFLP” y se
pueden utilizar nuevamente para identificar a un individuo especifico, variedad cultivada, raza, variedad, subespecie o
especie, y/o para establecer la presencia o la ausencia de un rasgo heredado especifico, gen o estado enfermizo.

Para una descripcién adicional del AFLP, sus ventajas, sus modalidades, asi como las técnicas, enzimas, adaptado-
res, iniciadores y compuestos adicionales y herramientas utilizadas en este, se hace referencia a la EP-A-0 534 858 y
a las solicitudes europeas que también estdn pendientes de trdmite EP 0 976 835 y EP 0 974 672, todas por el mismo
solicitante. También, en la descripcion que viene a continuacidn, se utilizardn las definiciones dadas en el parrafo 5.1
de EP-0 534 858, a menos que se indique otra cosa.

Aunque la técnica del AFLP generalmente consume menos tiempo que las técnicas con base en hibridacién, atin
sufre de la desventaja de que los fragmentos amplificados tienen que ser separados (esto es, por medio de electroforesis
en gel) y visualizados (esto es, por medio de la generacién de una huella digital). Estos son procedimientos muy
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elaborados y que consumen mucho tiempo, que requieren de aparatos especiales, tales como electroforesis y equipos
de autorradiografia. Después de eso, se tienen que analizar las huellas digitales -hoy en dia generalmente se lleva a
cabo “leyendo” la huella digital en un computador- para identificar las bandas polimérficas.

Sin embargo, tal deteccidn por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida puede ser un factor limitante de la
enorme capacidad miiltiplex de la tecnologia del AFLP para la deteccién de marcadores con alto rendimiento.

WO098/30721 divulga un método con base en el AFLP, por medio del cual la necesidad de PAGE se hace superflua
analizando la muestra amplificada por su habilidad para hibridar con una sonda de polinucleétido generada por AFLP.

Por lo tanto, una primera pretension de la invencién es la de proveer una técnica alternativa para W0O98/30721 para
analizar secuencias de 4cido nucleico -en particular para determinar la presencia o la ausencia de marcadores de AFLP-
que ya no requieren del uso de electroforesis en gel y preferiblemente evita también el uso de autorradiografia y/o de
materiales radioactivos, y por lo tanto mejora el rendimiento (y provee un método para la detecciéon de marcadores de
AFLP con alto rendimiento).

Esto se logra por medio del método de la invencidn, que se basa en la extensién/alargamiento especifico de una
secuencia de oligonucleétidos (esto es, iniciador) que es complementaria con (parte de) del fragmento que va a ser
detectado, de tal manera que la extension del oligonucledtido complementario tendrd lugar tnicamente cuando el
fragmento que va a ser detectado estd presente, y no tendrd lugar cuando el fragmento que va a ser detectado esta
ausente. Por lo tanto, ya sea que el oligonucleétido sea extendido o no, serd indicativo de la presencia o de la ausencia
(respectivamente) del fragmento que va a ser detectado.

Se puede utilizar esta deteccidn con base en la extension en vez de la electroforesis sobre gel/autorradiografia, en
el andlisis de las mezclas de reaccion del AFLP, en particular para rutina, obtencién del genotipo con alto rendimiento.
Para este propdsito, la invencion, entre otras cosas también provee una disposicién de oligonucledtidos que puede
ser utilizada para analizar una mezcla de reaccién del AFLP por la presencia de diferentes marcadores de AFLP
simultdneamente, esto es, en una Unica etapa de deteccion.

En un primer aspecto, la invencién se relaciona por lo tanto con un método para determinar la presencia o la
ausencia de un fragmento de restriccién objetivo en una mezcla de fragmentos de restriccidn, utilizando una secuencia
de nucleétidos que es esencialmente complementaria con parte del fragmento de restriccion respectivo, dicho método
comprendiendo las etapas de:

a) poner en contacto la mezcla de los fragmentos de restriccion con la secuencia del oligonucledtido bajo
condiciones hibridacion, de tal manera que cuando estd presente el fragmento de restriccidn objetivo, se
forma un hibrido entre el fragmento de restriccidon objetivo y la secuencia del oligonucleétido, de tal manera
que el hibrido resultante tenga al menos un nucleétido desapareado del fragmento de restriccién objetivo
directamente adyacente al extremo 3’ de la secuencia del oligonucleétido;

b) afiadir al menos un nucleétido marcado o un andlogo de nucleétido a la mezcla resultante de la etapa a), bajo
condiciones adecuadas para la extensién de un oligonucleétido; para que cuando un hibrido del fragmento
de restriccién objetivo y el nucleétido estdn presentes, y al menos uno de dichos nucledtidos marcados o
analogo de nucleétido sea complementario con al menos un nucleétido desapareado de dicho fragmento de
restriccion objetivo directamente adyacente al extremo 3’ de la secuencia del oligonucledétido, la secuencia
del nucledtido se extiende con el nucledtido marcado o el andlogo de nucledétido;

c) detectar la presencia o la ausencia de cualquier hibrido con in nucleétido marcado afiadido o andlogo de
nucledétido, y/o de cualquier secuencia de oligonucledtido con un nucleétido marcado afiadido o andlogo
de nucledtido.

El método de la invencién puede contener ademds una o mds etapas en las cuales el hibrido formado entre el
fragmento de restriccién y la secuencia del oligonucledtido se separa de cualquiera de los fragmentos de restriccién
no hibridado con una secuencia de oligonucledtido, asi como con cualquiera de las otras secuencias 0 compuestos no
deseados. Tal etapa se puede llevar a cabo después de la etapa a), después de la etapa b), o de ambas.

Ademds, serd claro para una persona capacitada en el tema que el orden en el cual los diferentes compues-
tos/secuencias (esto es, los fragmentos de restriccion, el oligonucleétido y el nucleétido marcado) se anaden a/se
mezclan entre si en las etapas a) y b) se puede variar, y que tales variaciones caeran dentro del alcance de la invencién
y de las reivindicaciones. Sin embargo, el orden descrito anteriormente representa la forma mds conveniente de llevar
a cabo la invencion.

La invencidn se relaciona ademds con un método para determinar la presencia o la ausencia de uno o més frag-
mentos de restriccion objetivo en una mezcla de fragmentos de restriccién, comprende las etapas de:

a) poner en contacto la mezcla de los fragmentos de restriccién bajo condiciones de hibridacién al menos con
una secuencia de oligonucledtido, siendo dicha secuencia de oligonucledtido complementaria con parte
de un fragmento de restriccién objetivo, pero no con ningtn otro fragmento de restriccién en la mezcla,
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de tal manera que el hibrido resultante tiene al menos un nucleétido desapareado de dicho fragmento de
restriccién objetivo directamente adyacente al extremo 3’ de la secuencia del oligonucle6tido;

b) extender la secuencia del oligonucleétido con al menos un nucleétido marcado o andlogo de nucledétido,
siendo al menos un nucle6tido marcado o andlogo de nucleétido complementario con al menos un nucled-
tido desapareado de dicho fragmento de restriccion objetivo directamente adyacente al extremo 3’ de la
secuencia del oligonucleétido;

¢) detectar la secuencia del oligonucle6tido con el nucleétido marcado afiadido o el andlogo de nucledtido.

Nuevamente este método puede contener una o dos etapas opcionales para separar los fragmentos de restriccion
objetivo hibridados con la secuencia del oligonucleétido de cualquiera de los fragmentos de restriccién no hibridados
con una secuencia de oligonucleétido; asi como otras secuencias no deseadas y reactivos en exceso.

En el método de la invencion, durante la etapa a), usualmente se pondrd en contacto la mezcla de los fragmentos en
restriccion simultdneamente al menos con 3, preferiblemente al menos 10, mds preferiblemente al menos 50, lo mas
preferible al menos 100 secuencias de oligonucleétido diferentes, en donde cada secuencia de oligonucledtido es més
preferiblemente especifica para tinicamente un fragmento de restriccién objetivo. Para este propdsito, en el método de
la invencion, la(s) secuencia(s) de oligonucleétido(s) utilizada(s) se enlazan preferiblemente a un soporte sélido, mas
preferiblemente para formar una disposicién, y dichas disposiciones forman un aspecto adicional de la invencién.

Por “un oligonucleétido especifico para un fragmento de restriccion objetivo” se entiende que la secuencia del
oligonucleétido es esencialmente complementaria tinicamente con el fragmento de restriccién objetivo pretendido,
pero lo mds preferible no esencialmente complementaria con ningin otro fragmento de restriccién en la mezcla. Una
secuencia de oligonucleétido se considera “esencialmente complementaria con” un fragmento de restriccién objetivo
cuando tiene un grado alto de homologia de secuencia con la parte correspondiente del fragmento de restriccién
objetivo (determinado con base en la longitud total e la secuencia del oligonucleétido), esto es de al menos 90%,
preferiblemente al menos 95%, lo mas preferiblemente al menos 99%.

En la presente descripcion, el fragmento de restriccién que va a ser detectado es denominado como la “Secuencia
Objetivo”.

Generalmente, una Secuencia Objetivo se caracterizard porque se puede obtener/obtiene cortando un ADN de
inicio, usualmente un ADN gendémico o ADNc, con al menos una, pero cominmente con al menos dos enzimas de
restriccion, de las cuales preferiblemente al menos una es una enzima de restriccién “cortadora frecuente” y al menos
una es una enzima de restriccion “cortadora rara”. (En el caso del ADN gendmico, la “cortadora frecuente” sirve
el propésito de reducir el tamafio de los fragmentos de restriccion hasta un rango de tamafios que son eficientemente
amplificados y en una forma compatible con la técnica de deteccidn utilizada, y la “cortadora rara” sirve el propésito de
controlar el nimero total de fragmentos generados. Para ambas, el solicitante hace referencia a EP-A-0 534 858 y EP-
A-0 721 987; los ejemplos no limitantes de las enzimas cortadoras frecuentes incluyen Msel y Tagl. Los ejemplos no
limitantes de las cortadoras raras comercialmente disponibles incluyen Pstl, Hpall, Mspl, Clal, Hhal, EcoRI, EcoRlI,
BstBl, HinP1, HinDIIL, Maell, Bbvl, Pvull, Xmal, Smal, Ncil, Aval, Haell, Sall, Xhol, BstYl, BamHI, Bglll y Pvull,
de las cuales se prefieren Pstl, Hpall, Mspl, Clal, EcoRl, EcoRIl, BstBl, HinP1, HinDIIl, BamHI, Bglll y Maell.

Preferiblemente, la Secuencia Objetivo es un fragmento de restriccién como el presente en una mezcla de frag-
mentos de restriccién, mas preferiblemente un fragmento de restriccién amplificado como el presente en una mezcla
de fragmentos de restriccién y/o de fragmentos de restriccién amplificados.

Aun més preferiblemente, la Secuencia Objetivo es un fragmento de restriccién que corresponde a un fragmento
polimérfico o banda de interés, tal como un marcador de AFLP. Como tal, la Secuencia Objetivo puede ser un fragmen-
to no amplificado presente en una mezcla de ADN restringido, o puede ser un fragmento de restriccién amplificado
por medio del AFLP como el presente en una mezcla de reaccién obtenida después de la amplificacién del AFLP.

La secuencia del oligonucleétido utilizado para detectar la Secuencia Objetivo se denominard de aqui en adelante
como el “Oligonucledtido de Deteccién”, la “Secuencia de Deteccion” o el “Iniciador de Deteccidn”, cuyos términos
se consideran equivalentes.

Las Secuencias de Deteccidn pueden contener ademds una “cola” -tal como una secuencia poliT- para mejorar la
accesibilidad para la Secuencia Objetivo.

Cada Secuencia de Deteccién debe ser al menos en parte complementaria a una Secuencia Objetivo especifica,
como se defini6 anteriormente. La Secuencia de Deteccion puede ser cualquier dcido nucleico (esto es, ADN o ARN)
pero se prefiere ADN. La Secuencia de Deteccidén tendrd generalmente un tamafio aproximado de 10 a 100 pares de
bases, preferiblemente aproximadamente de 20 a 50 pares de bases. Las Secuencias de Deteccion pueden ser todas
del mismo tamafio, o pueden ser de diferentes tamafios. La Secuencia de Deteccién se puede obtener en cualquier
forma adecuada. Por ejemplo, cuando una o mas bandas polimérficas han sido identificadas en una huella digital del
AFLP de un conjunto especifico de individuos (preferiblemente relacionados), se puede determinar la secuencia de
cada banda/fragmento en una forma ya conocida, y las Secuencias de Deteccién se pueden sintetizar para que sean
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complementarias con cualquier parte de la secuencia de cada una de las bandas polimérficas, esto es, utilizando un
sintetizador automatizado de ADN o en cualquier otra forma ya conocida. También, se pueden utilizar técnicas de
sintesis de dcidos nucleicos en fase sélida, lo cual puede resultar directamente en una disposicién con las Secuen-
cias de Deteccion deseadas, como se describe mds adelante. Ademds, se puede obtener la Secuencia de Deteccién
utilizando técnicas conocidas de ingenieria genética, por ejemplo por medio de extension del iniciador utilizando la
Secuencia Objetivo como molde, y/o por medio del uso de una o mds enzimas de restriccion, utilizando opcionalmente
amplificacion.

También, la Secuencia de Deteccién puede obtener uno o més “nucledsidos alternativos” como se describe en
la solicitud europea de los solicitantes EP 0 974 672 que también estd pendiente de tramite, de tal manera que la
Secuencia de Deteccion sea de un “iniciador alternativo” como se describe alli. En forma similar, en la etapa b), la
Secuencia de Deteccién se puede extender con tal nucledsido/nucleétido alternativo, suministrado con una etiqueta.
Los ejemplos de la misma incluyen a las bases Inosina (I) y Uracilo (U), asi como dUTP y dITP, y estos se incluyen
dentro del término “andlogo de nucledtido marcado” como se mencioné anteriormente”. Se entiende que la presencia
de tales nucledsidos alternativos no evita que la Secuencia de Deteccién y la Secuencia Objetivo sean esencialmente
complementarias entre s{ como se definié anteriormente.

Cuando la mezcla de los fragmentos de restriccién sea investigada por la presencia de una o mas secuencias
objetivo, ha sido amplificada utilizando AFLP, (parte de) la Secuencia de Deteccién puede ser complementaria con
(parte de) el fragmento de restriccion original, con (parte de) la secuencia adaptadora, o con ambos. De acuerdo con
una modalidad preferida, la Secuencia de Deteccién corresponde a un iniciador del AFLP con uno o mds nucleétidos
selectivos (adicionales) afiadidos al extremo 3’. Mds preferiblemente, la Secuencia de Deteccién corresponde a (uno
de) el(los) iniciador(es) del AFLP utilizada para amplificar los fragmentos de restriccién, con uno o mas nucleétidos
selectivos (adicionales) afiadidos al extremo 3’.

Por ejemplo, cuando los fragmentos de restriccién han sido amplificados utilizando un iniciador de +(n) AFLP, se
pueden utilizar uno o mas +(n+q) iniciadores como Secuencia de Deteccidn, que incorporan (parte de) la regién cons-
tante del iniciador del +(n) AFLP asi como los (n) nucleétidos selectivos del iniciador original, con (q) nucleétido(s)
adicionales afladidos al extremo 3’ (siendo n usualmente 0-6, siendo q usualmente 1-10).

Preferiblemente, tal Secuencia de Deteccidn con base en un iniciador del AFLP contiene un total de 5-15 nucledti-
dos, preferiblemente 7-12 nucledétidos selectivos, esto es, en el extremo 3’ de la secuencia que corresponde a la regién
constante del iniciador del AFLP. Las combinaciones especialmente adecuadas del iniciador del AFLP y la Secuencia
de Deteccion son un iniciador de +4 a +6 del AFLP para la amplificacién, combinadas con una Secuencia de Deteccién
de +7 a+12 en la etapa b) de la invencion. Ya se pueden obtener buenos resultados (esto es sensibilidad y selectividad)
utilizando un iniciador +6 del AFLP en combinacién con una Secuencia de Deteccion correspondiente +7.

Como se mencioné anteriormente, las Secuencias de Deteccion se enlazan preferiblemente a un soporte sélido,
mads preferiblemente a fin de formar una disposicion. Tal disposiciéon comprenderd generalmente al menos 10, mas
especificamente al menos 100, mas preferiblemente al menos 1000 Secuencias de Deteccién diferentes. Para una
“disposicion de alta densidad” o “microdisposicién”, el niimero total de Secuencias de Deteccién puede estar en el
rango de 1000-100.000 por cm? de drea superficial.

Las Secuencias de Deteccion se enlazardn generalmente al portador de tal manera que cada Secuencia de Deteccién
estd unida a, y corresponde con, una parte especifica distinta del portador, a fin de formar un 4rea independientemente
detectable sobre el portador, tal como una mancha o banda. Esto hace posible “leer” la disposicién por medio de un
escaneo (esto es, en forma visual o de otra forma) de las dreas a las cuales estd unida cada Secuencia de Deteccidén
(esto es, una secuencia correspondiente a un marcador de interés).

Preferiblemente, las Secuencias de Deteccion se enlazan al portador de acuerdo con un patrén predeterminado
distribuido en forma regular, en el cual por ejemplo se pueden agrupar todas las Secuencias de Deteccidn (esto es, que
corresponden a marcadores relacionados), esto es en una o mds lineas, columnas, filas, cuadrados, rectingulos, etc.,
preferiblemente en una forma “direccionable”. Esto facilita adicionalmente el andlisis de la disposicién.

La densidad de las diferentes Secuencias de Deteccién estard generalmente en el rango de 1-100.000 Secuen-
cias de Deteccién diferentes/cm?, usualmente 5-50.000 Secuencias de Deteccién/cm?, generalmente entre 10-10.000
Secuencias de Deteccién/cm?.

Una disposicion de la invencién puede contener (también) conjuntos de Secuencias de Deteccién que corresponden
a marcadores indicativos para diferentes rasgos (esto es, genéticamente no relacionados) o propiedades, y tal disposi-
cion puede ser utilizada para analizar a un individuo (genoma) por la presencia o ausencia de todas estas propiedades
simultdneamente. Sin embargo, las Secuencias de Deteccidn usualmente corresponderdn a marcadores dentro de un
“conjunto para obtencion del genotipo”, esto es de marcadores como los que pueden estar presentes en individuos que
pertenecen a la misma familia, género o especie preferida, esto es, a fin de proveer -por ejemplo- una “disposicion de
maiz”, una “disposicion de tomate”, una “disposicion de trigo”, etc.

En una modalidad, las Secuencias de Deteccion presentes en la disposicion corresponderdn a marcadores del AFLP
que son representativos de diferentes especies, variedades, variedades cultivadas, lineas o razas de la misma especie.
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Una disposicién de la invencién puede contener también Secuencias de Deteccion que corresponden a marcadores
que son representativos de un cierto estado genético de un individuo, tal como la presencia o ausencia de un estado de
enfermedad, esto es, de oncogenes y de enfermedades determinadas genéticamente.

Aunque preferiblemente cada Secuencia de Deteccion sobre la disposicién corresponderd a una banda polimérfica
de interés (esto es, un marcador), la presencia sobre la disposicion de algunas Secuencias de Deteccién menos o no
informativas (por ejemplo, que corresponden a bandas no polimoérficas o a marcadores que son muy abundantes para
proveer informacién util) no estd excluida. Sin embargo, estas usualmente constituirdn menos del 50%, preferible-
mente menos del 30%, mds preferiblemente menos del 10% de todas las Secuencias de Deteccidén presentes sobre la
disposicién. También se incluye que algunas o la mayoria de las Secuencias de Deteccién pueden ser informativas para
una aplicacién especifica o genoma, pero no para otro. Sin embargo, preferiblemente 95-100% de todas las Secuencias
de Deteccion corresponderan a, o serdn representativas de un marcador del AFLP.

El soporte sélido (esto es, el portador) para la disposicién puede ser cualquier material sélido al cual se pueden
unir secuencias de 4cido nucleico, incluyendo materiales tejidos y no tejidos porosos, fibrosos, asi como materiales
compuestos. También, se pueden utilizar materiales semisélidos tales como geles o matrices (por ejemplo como se
utiliza en cromatografia), aunque esto no es lo preferido.

Los portadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, aquellos elaborados de plésticos, resinas, polisacéridos,
silice o materiales con base en silice, vidrio funcionalizado, silicio modificado, carbono, metales, vidrios inorganicos,
membranas, nylon, fibras naturales tales como seda, lana y algoddn, y materiales poliméricos tales como poliesti-
reno, polietilén glicol tetraftalato, acetato de polivinilo, cloruro de polivinilo, polivinil pirrolidona, poliacrilonitrilo,
polimetil metacrilato, politetrafluoroetileno, butil caucho, caucho estirenobutadieno, caucho natural, polietileno, poli-
propileno, (poli)tetrafluoroetileno, (poli)vinilidenfluoruro, policarbonato y polimetilpenteno. Otros materiales de so-
porte adecuados son mencionados por ejemplo en US-A-5.427.779, WO 97/22720, WO 97/43450, WO 97/31256, WO
97/27317 y EP 0 799 897.

Preferiblemente, el portador tendrd una forma esencialmente rectangular, plana, con las Secuencias de Deteccién
enlazadas a una superficie del mimo. Sin embargo, cualquier otra forma bi o tridimensional adecuada puede ser utili-
zada también, tal como un disco, una esfera o cuentas, o materiales o estructuras que permitan que un medio liquido
que contiene la muestra sea analizado para pasar o fluir a través del portador, tal como columnas, tubos o capilares,
asi como estructuras (macro)porosas, tipo tejido o tipo membrana, incluidos los dispositivos genosensores con flujo a
través suyo mencionados en W097/22720.

El tamafio de la disposicion, asi como las dreas individuales correspondientes a cada una de la diferentes Secuencias
de Deteccion, pueden variar, dependiendo de la cantidad total de Secuencias de deteccion, asi como del método
pretendido para analizar la disposicion.

Para una disposicién que va a ser inspeccionada visualmente, la disposicion total y las dreas separadas sobre la
mima pueden ser de un tamaifio tal que pueden ser observadas y distinguidas a simple vista o a través de un microscopio,
esto es en el rango de 1 a 12 ¢cm? para la disposicion total, y de 0,01-1 cm? para las dreas individuales.

Las disposiciones que son analizadas utilizando otros tipos de equipos para escaneo (usualmente automatizados)
pueden ser de menor tamaifio y estd preferiblemente en la forma de microdisposiciones o disposiciones de alta densidad,
en el rango de 0,01-12 cm? par la disposicién total, y de 0,0001-1 cm? para las areas individuales. Esto permite que la
hibridacién se lleve a cabo en un volumen pequefio sobre una muestra pequeiia, o inclusive el uso de técnicas de flujo
completo.

Las Secuencias de Deteccién se pueden enlazar al portador en cualquier forma ya conocida, y la técnica especifica
utilizada dependerd principalmente del portador utilizado. El enlazamiento serd en el extremo 5°, o en alguna otra
parte sobre las Secuencias de Deteccion, segiin sea apropiado, pero preferiblemente no en el extremo 3°, ya que éste
va a ser extendido durante la reaccién de extension del iniciador.

Preferiblemente, las Secuencias de Deteccidén serdn enlazadas en forma covalente a la disposicién, esto es por
medio de una técnica quimica adecuada. Para este propésito, se pueden modificar las Secuencias de Deteccidn y/o el
portador para portar uno o mds grupos o funcionalidades para unir la Secuencia de Deteccion a la disposicién. Por
ejemplo, la superficie del portador puede ser activada para portar uno o mas grupos tales como carboxi, amino, hidroxi,
etc.

Los métodos adecuados para unir las Secuencias de Deteccion al portador serdn claros para la persona entrena-
da. En general, se puede utilizar cualquier método para unir un 4cido nucleico a un soporte sélido, incluyendo los
métodos descritos en USA-5.427.779; US-A-4.973.493; US-A-4.979.959; US-A-5.002.582; US-A-5.217.492; US-A-
5.525.041; US-A-5.263.992; WO 97/46313 y WO 97/22720, asi como las referencias citadas alli.

Como ejemplo de una unién covalente, el acoplamiento puede proceder utilizando grupos fotoreactivos tales como

la N-oxi-succinimida en la cual o bien se produce la derivatizacién de la Secuencia de Acido Nucleico enlazada
a la disposicion con un grupo fotoreactivo y unido a la superficie, o se trata primero la superficie con un grupo



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2298 139 T3

fotoreactivo, seguido por la aplicacién de la Secuencia de Deteccion, por ejemplo en forma modificada en el amino
N-terminal. Se suministra un protocolo adecuado, siguiendo el método general descrito en Amos y colaboradores,
Surface Modification of Polymers by Photochemical Immobilization, The 17th Annual Meeting of the Society of
Biomaterials, Mayo de 1991, Scottsdale AZ, en WO 97/46313.

Otras técnicas de enlazamiento covalente involucran el uso de los grupos 3’-aminopropanol o quimica epoxisilano-
amina, por ejemplo como se describe en WO 97/22720.

Un ejemplo de una técnica de enlazamiento fuerte pero no covalente involucra la unién de una Secuencia de
Deteccidn biotinilada sobre un portador recubierto con estreptavidina.

Con el propésito de crear areas direccionables, pequefias, distintas de cada una de las Secuencias de Deteccién
sobre la Disposicion, se pueden utilizar técnicas de enmascaramiento o técnicas conocidas de microdispensacion, por
ejemplo como se describe en WO 97/46313 y WO 97/22720.

También, se pueden sintetizar Secuencias de Deteccion in situ sobre la disposicion utilizando técnicas de sintesis
del acido nucleico en fase sélida, nuevamente como se describe en la referencia anterior.

Después de 1a unién de las Secuencias de Deteccion al portador, la disposicion estard generalmente lista para uso.

En la etapa a) de la invencidn, una o mds Secuencias de Deteccién (o la disposicién de las Secuencias de De-
teccion) se ponen en contacto con la muestra (esto es, mezcla de fragmentos de restriccion) para ser analizadas bajo
condiciones de hibridacién ya conocidas. Una persona capacitada pueden seleccionar las condiciones de hibridacién
adecuadas (esto es, amortiguadores utilizados, concentracién de la sal, temperatura, duracién), con base en la expe-
riencia u opcionalmente después de algunos experimentos preliminares. Estas condiciones pueden variar, dependiendo
de factores tales como el tamafo de las Secuencias de Deteccion, el contenido por CG de las Secuencias de Deteccién
y si la Secuencia de Deteccidn o la Secuencia Objetivo se enlazan a una disposiciéon como se describe mds adelante.

Las condiciones adecuadas de hibridacién son descritas por ejemplo en Sambrook y colaboradores, Molecular
Cloning: A Laboratory manual, (1989) 2nd. Ed. Cold Spring Harbour, N.Y.; Berger y Kimmel, “Guide to Molecular
Cloning Techniques”, “Methods in Enzymology”, (1987), Volumen 152, Academic Press Inc., San Diego, CA; Young
y Davis (1983) Proc. Natl. Acad Sci. (USA) 80: 1194; Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology,
Vol. 24, Hybridization with Nucleic Acid Probes, P. Thijssen, ed., Elsevier, N.Y. (1993), asi como WO 97/43450. EP-
A-0799 897, WO 97/27317, WO 92/10092, WO 95/1195, WO 97/22720 y US-A-5.424.186 y generalmente pueden
comprender temperaturas entre 25-70°C, preferiblemente 35-65°C, una duracion entre 1 minuto y 30 horas, preferi-
blemente aproximadamente 15 minutos a 2 horas, y el uso como amortiguador adecuado, tal como un amortiguador
Tris.

Las condiciones de hibridacién se escogen preferiblemente de tal manera que cada Secuencia de Deteccion formara
unicamente un hibrido (diplex) con una Secuencia Objetivo con la cual la Secuencia de Deteccidn es esencialmente
complementaria como se defini6 anteriormente, si tal Secuencia Objetivo estd presente, y de lo contrario no formara
ningun hibrido.

Las condiciones de hibridacién especialmente preferidas son aquellas ya conocidas para la extension del iniciador,
tal como las condiciones de extension del iniciador utilizadas en las técnicas de minisecuenciacion, esto €s, como se
describe en WO 90/09455, WO 91/02087, WO 91/13075, WO 92/15712 y EP 0 123 513. Esto tiene la ventaja de que
tanto la etapa a) como la etapa b) anteriores pueden ser llevadas a cabo bajo las mismas “condiciones de extension del
iniciador”, esto es, en una reaccién unica, utilizando el mismo amortiguador, etc., opcionalmente bajo ciclos repetidos
de temperatura.

Cuando la mezcla de fragmentos de restriccion se pone en contacto con una Secuencia de Deteccion, y estd presente
una Secuencia Objetivo para dicha Secuencia de Deteccién, se formard un hibrido entre la Secuencia Objetivo y la
Secuencia de Deteccién. Dicho hibrido debe ser tal que -esto es, la Secuencia de Deteccion se debe disefiar para
ser complementaria con tal Secuencia Objetivo- existe al menos un nucleétido desapareado de la Secuencia Objetivo
directamente adyacente al extremo 3’ de la Secuencia de Deteccidn.

Durante la etapa b) del método de la invencidn, al menos una posicién correspondiente a dicho(s) nucleétido(s)
desapareado(s) en la Secuencia Objetivo se “rellena” al menos con un nucleétido, por medio del alargamiento de la
Secuencia de Deteccion, en la cual la Secuencia Objetivo sirve como molde para una reaccién de extensién. Por lo
tanto, si la Secuencia Objetivo que corresponde a la Secuencia especifica de Deteccién no estd presente, no se formara
un hibrido, y dicha Secuencia de Deteccién no se extenderd, mostrando que la Secuencia Objetivo no estaba presente
en la mezcla de partida.

En la etapa b), la Secuencia de Deteccion se extiende preferiblemente a lo sumo con cinco, preferiblemente a lo
sumo con tres, y lo mas preferible tinicamente con un nucleétido.

Preferiblemente, el nucleétido utilizado en la etapa b) para extender la Secuencia de Deteccién (o al menos uno
de los nucleétidos utilizados para el mismo) es un nucledtido o andlogo de nucleétido que puede ser detectado en
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una forma ya conocida, por ejemplo por medio de una marca detectable, y tal nucleétido es denominado como un
“Nucledtido Detectable”. Se entiende que el término “Nucledtido Detectable” también incorpora la extension de la
Secuencia de Deteccién con diferentes nucledtidos, al menos uno de los cuales estd marcado o de todas formas puede
ser detectado en una forma ya conocida.

Los marcadores adecuados para uso en el Nucleétido Detectable se describen por ejemplo en WO 97/27317,
WO 97/22720, WO 97/43450, EP 0 799 897, WO 97/31256, WO 97/27317 y WO 98/08083 e incluyen marcadores
fluorescentes, marcadores fosforescentes, marcadores quimioluminiscentes, marcadores bioluminiscentes, marcadores
quimicos, marcadores bioquimicos tales como enzimas, marcadores bioldgicos tales como biotina/estreptavidina, ra-
dioisétopos, marcadores de resonancia o de espin, colides metalicos tales como oro, cuentas magnéticas, cromogenos,
tintas, y marcadores similares.

En particular, se pueden utilizar las técnicas de marcacién y/o los nucledtidos marcados ya conocidos para uso en
minisecuenciacion, tal como aquellas mencionadas en WO 90/09455, WO 91/02087, WO 91/13075, WO 92/15712
y/o EP 0 123 513.

Ademds, se pueden utilizar los marcadores asi llamados “indirectos”, que se unen a la Secuencia Objetivo/Secuen-
cia de Deteccién después de hibridacién, nuevamente como para el ejemplo descrito en WO 97/27317.

Ademads de ser proveido con un marcador detectable, el Nucledtido Detectable es preferiblemente tal que -opcional-
mente junto con los componentes adicionales de la mezcla de reaccién y/o las condiciones utilizadas para la extension
de la Secuencia de Deteccion- la extension de la Secuencia de Deteccidn termina después de que el Nucle6tido Detec-
table ha sido afiadido a la Secuencia de Deteccion. Para este propdsito, se pueden utilizar nucleétidos de terminacién de
cadena y/o condiciones de terminacién de cadena, nuevamente como las ya conocidas para uso en minisecuenciacion,
por ejemplo a partir de WO 90/09455, WO 91/02087, WO 91/13075, WO 92/15712 y/o EP 0 123 513. También se
puede utilizar una combinacién de un Nucledtido Detectable y un nucleétido de terminacién, siempre que el Nucled-
tido Detectable se construya dentro de la Secuencia de Deteccién antes de que se termine la extension de la Secuencia
de Detecciodn.

Como ejemplos no limitantes de los nucleétidos de terminacién, se pueden utilizar trifosfatos de desoxirribonu-
cle6sido (ANTP), trifosfatos de didesoxirribonucledsido (ddNTP) o tionucleétidos, todos proveidos con marcadores
adecuados como se describié anteriormente. Estos incluyen dATP, dCTP, dGTP, dUTP, dITP, ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP.

Las condiciones para la extension de la Secuencia de Deteccion con el Nucleétido Detectable pueden incluir todas
las condiciones ya conocidas para la extension de un oligonucleétido o iniciador hibridado a un molde de 4acido
nucleico, por ejemplo como se describe en el arte para minisecuenciacion, tal como en WO 90/09455, WO 91/02087,
WO 91/13075, WO 92/15712 y/o EP 0 123 513. Estas incluyen el uso de una polimerasa tal como la AND polimerasa
de E. coli, el fragmento Klenow, la ADN polimerasa T7 de bacteriéfago, la ADN polimerasa T4 de bacteri6fago, la
Taq ADN polimerasa y la AMV transcriptasa, en un amortiguador adecuado, tal como un amortiguador acuoso que
contiene sales de Mg, a una temperatura de 20-80°C, preferiblemente 30-70°C.

De acuerdo a una modalidad de la invencion, la mezcla utilizada en la etapa b) para extender la Secuencia de
Deteccidn contiene unicamente un (tipo de) Nucledtido Detectable, esto es, uno o més Nucledtidos Detectables que
son complementarios Unicamente con uno entre A, T, C o G. Bajo estas condiciones, tinicamente aquellas secuencias
objetivo que: 1) pueden hibridar exitosamente con la Secuencia de Deteccidn; y 2) tienen en su secuencia, sobre una
posicién directamente adyacente a la parte de la secuencia que hibrida con la Secuencia de Deteccién, un nucleétido
complementario al Nucleétido Detectable, conducird a la extension de la Secuencia de Deteccidn con el Nucledtido
Detectable y por lo tanto a una sefial positiva, indicativa de la presencia de dicha Secuencia Objetivo en la mezcla que
va a ser analizada.

En esta forma, cuando se conoce el nucleétido desapareado de la Secuencia Objetivo directamente adyacente al
extremo 3’ de la Secuencia de Deteccién en el hibrido, el uso de un Nucleétido Detectable correspondiente a dicho
nucledétido desapareado provee una seleccion adicional o confirmacién de la identidad de la Secuencia Objetivo. Para
mejorar la selectividad y/o la sensibilidad, dos o mas nucleétidos conocidos adyacentes al extremo 3 de la Secuencia
de Deteccion pueden ser “llenadas” con nucledtidos marcados (preferiblemente marcados en una forma distinguible),
esto es, en un ciclo de etapas a) y b) o en varios ciclos.

De acuerdo con otra modalidad de la invencidn, la mezcla utilizada en la etapa b) para extender la Secuencia de
Deteccion puede contener también dos, tres o cuatro Nucledtidos Detectables diferentes. Por “Nucleétido Detectable
diferente” se entiende que cada Nucleétido Detectable es complementario a un nucleétido desapareado diferente A, T,
G o C sobre la Secuencia Objetivo, y cada Nucleétido Detectable estd marcado de tal forma que puede ser distinguido
-esto es, utilizando una técnica de deteccidn adecuada- a partir del(los) otro(s) Nucledtido(s) detectable(s) presente(s)
en la reaccion de extension y/o en la Secuencia de Deteccién extendida, de modo que la extension de la Secuencia de
Deteccion con un Nucleétido Detectable especifico pueda ser indicativa de la presencia de un nucleétido especifico
sobre la posicién correspondiente de la Secuencia Objetivo.
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Opcionalmente, después de la hibridacién de la etapa a), y/o después de la reaccién de extension de la etapa b),
cualquiera de los fragmentos de restriccién no hibridados con una Secuencia de Deteccidn, asi como cualquier otra
de las secuencias no deseadas, compuestos, o reactivos en exceso, pueden ser removidos, por ejemplo lavando la
disposicion.

Después de que la Secuencia de Deteccién en los diplex de la Secuencia Objetivo/Secuencia de Deteccion ha sido
extendida con el Nucledtido Detectable (“DN”), se analiza la mezcla resultante para determinar qué Secuencia de
Deteccidn ha sido extendida con un DN, utilizando una técnica de deteccidn adecuada. Este andlisis se puede llevar a
cabo mientras la(s) Secuencia(s) de Deteccién estdn atin hibridadas con la(s) Secuencia(s) Objetivo correspondiente(s),
o puede(n) ser removida(s)/separada(s) de la(s) Secuencia(s) Objetivo de la(s) Secuencia(s) de Deteccidn en una etapa
separada antes de la deteccidon y el andlisis.

Cuando las Secuencias de Deteccidn estdn en la forma de la disposicion, se analiza la disposicién para determinar
cudles areas sobre la disposicién (esto es, cudl(es) Secuencia(s) de Deteccion) muestran al Nucledtido Detectable.
Estas dreas generalmente serdn detectadas como una sefial positiva que indica la presencia del marcador pertinente en
la muestra.

El andlisis de la disposicion se puede llevar a cabo en cualquier forma ya conocida, incluyendo técnicas pticas,
espectroscopia, técnicas quimicas, técnicas bioquimicas, técnicas fotoquimicas, técnicas eléctricas, técnicas de disper-
sién de luz, técnicas colorimétricas, técnicas radiograficas, etc., dependiendo de la marca el Nucledtido Detectable.
Las técnicas adecuadas se describen por ejemplo en WO 97/27317, WO 97/22720, WO 97/43450, EP 0 799 897, WO
97/31256, WO 97/27317 y WO 98/08083. Por ejemplo, se puede inspeccionar visualmente la disposicion o por medio
de microscopia (confocal); por medio de espectroscopia, utilizando una pelicula fotografica, detectores electrénicos
o una cdmara CCD; por medio colorimétrico o de un ensayo (bio)quimico; o por medio de cualquier otro método
adecuado, para el cual se hace referencia nuevamente a WO 97/27317, WO 97/22720, WO 97/43450, EP 0 799 897,
WO 97/31256, WO 97/27317 y WO 98/08083. También se puede utilizar un equipo para escaneo automatizado con
base en tales técnicas.

Opcionalmente, se puede utilizar la intensidad relativa o la magnitud absoluta de una sefial generada por un Nu-
cleétido Detectable sobre un sitio especifico en la disposicién como una indicacién relativa o una medida absoluta de
la cantidad del fragmento correspondiente de la Secuencia Objetivo presente en la muestra original, como se describe
por ejemplo en WO 98/08083.

El andlisis de la disposicién puede proveer como tal resultados titiles, esto es, mostrar la presencia o la ausencia
de un marcador genético o un rasgo genético de interés, identificar a un individuo, o proveer otra informacién sobre
el individuo analizado, tal como a cudl cepa, variedad, variedad cultivada o raza pertenece. También puede indicar
directamente la presencia o la ausencia de un estado de enfermedad.

Opcionalmente, también se pueden procesar adicionalmente los datos obtenidos a partir de la “lectura” de la
disposicidn, esto es, por medio de la comparacién con referencias, con resultados anteriores o con una base de datos,
utilizando opcionalmente algoritmos computacionales.

Convenientemente, el método y la disposicion de la invencidén pueden ser utilizados para reemplazar un anélisis
convencional de huella digital/autorradiografia en el AFLP. Este aspecto de la invencién comprende las etapas (a)-(e)
del método general del AFLP descrito anteriormente, en el cual la etapa (e) se lleva a cabo por medio de la reaccién
de extensidn/alargamiento de las etapas a) a c) anteriores.

Comparada con la huella digital/autorradiografia convencionales, el uso del método y de la disposicién de la
invencién puede ser mds rdpido, y se podrian detectar diferentes marcadores que requeririan de la generacion de
diferentes huellas digitales separadas sobre una disposicién tnica. Todo esto hace que el método y las disposiciones
de la invencién sean especialmente adecuados para una evaluacién selectiva de rutina y/o de alto rendimiento, por
ejemplo en la reproduccion de plantas.

También, se puede suministrar convenientemente la disposicion de la invencién como un kit de partes que incluye
a la disposicion y a otros componentes para uso con la disposicién, tal como amortiguadores y de hibridacién, amorti-
guadores de extension, polimerasa, nucledtidos marcados, contenedores/empaques y manuales, asi como componentes
para los kits ya conocidos del AFLP. La disposicion de la invencién puede también estar en la forma de un dispositivo
portétil tal como una varilla medidora.

La disposicion de la invencion se puede utilizar para analizar cualquier clase de secuencia de 4cido nucleico o
mezcla de secuencias de 4cido nucleico, incluyendo pero sin limitarse a secuencias derivadas de plantas, secuencias
derivadas de animales, secuencias derivadas de humanos, secuencias microbianas, secuencias de levadura, secuencias
de hongos y de algas, y secuencias virales, incluyendo ADN genémico, ADNc, genes estructurales, secuencias re-
guladoras y/o partes de los mismos. Antes de utilizar el método de la invenciodn, se restringen éstos dcidos nucleicos
de partida, utilizando mds preferiblemente las mismas enzimas de restriccion utilizadas en la generacion de las se-
cuencias a partir de las cuales se derivaron(6) la(s) Secuencia(s) de Deteccién, proveyendo por lo tanto una mezcla de
fragmentos de restriccién que puede ser utilizada directamente en la etapa a) anterior.
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También, en una modalidad altamente preferida de la invencidn, en el andlisis de una mezcla de fragmentos de
restriccion que se sospecha que contiene al menos una Secuencia Objetivo, se amplifica la mezcla restringida antes de
ponerla en contacto con la(s) Secuencia(s) de Deteccidn en la etapa a) anterior. Preferiblemente, dicha amplificacién
se hace por medio de “AFLP”, por medio del cual en este contexto quiere decir mds generalmente que el ADN
de partida es cortado utilizando al menos una enzima de restriccién y luego amplificado utilizando adaptadores e
iniciadores. Esto conduce a una reduccién de la complejidad de la muestra, produciendo menos ruido de fondo. Dicha
amplificacién (AFLP) puede involucrar o no el uso de iniciadores selectivos del AFLP. El andlisis de alto rendimiento
de los marcadores del AFLP se puede lograr particularmente cuando las Secuencias Objetivo son generadas utilizando
menos nucledsidos selectivos que los utilizados para la deteccion de los mismos marcadores del AFLP por medio de
PAGE.

En principio, el método y las disposiciones de la invencion se pueden aplicar a, y se pueden utilizar para, cualquier
propdsito para el cual se puede utilizar y/o identificar un marcador polimérfico. Esto incluye, pero no se limita a, todos
los usos descritos en el estado del arte para los marcadores polimdrficos las técnicas conocidas de huellas digitales
de ADN, obtencién de un genotipo, perfilado e identificacién de ADN. El método y las disposiciones de la invencién
son desde luego especialmente adecuadas en aplicaciones para las cuales se puede utilizar y/o identificar un marcador
del AFLP, incluyendo aquellas mencionadas anteriormente y en EP-A-0 534 858 y en las solicitudes europeas que
también estdn pendientes de tramite EP 0 976 835 y EP 0 974 672.

Los campos posibles de uso son por ejemplo en reproduccién animal y de plantas, identificacién de una variedad
o de una variedad cultivada, medicina diagndstica, diagnéstico de enfermedades en plantas y animales, identificacién
de enfermedades heredadas genéticamente en humanos, andlisis de relacion familiar, ciencias forenses, trasplante de
organos, clasificacion viral y microbiana tal como el andlisis multiplex para cepas de enfermedades infecciosas; asi
como el estudio de la herencia genética, expresion génica, mutaciones, oncogenes y/o resistencia a las drogas; o para
detecciéon de ARNm.

Como ya se menciond anteriormente, en estas aplicaciones, se contempla que las disposiciones de la invencién
puedan ser desarrolladas para que porten Secuencias de Deteccion representativas para la mayoria o incluso para
todos los marcadores de interés para una recopilacién del genotipo especifico, tal como para una especie especifica.
Otras disposiciones de la invencién pueden contener Secuencias de Deteccién que son representativas para la mayoria
o para todos los marcadores necesarios para clasificar a un individuo dentro de una recopilacién del genotipo, esto
es, como perteneciendo a una cierta especie, subespecie, variedad, variedad de cultivo, raza, cepa o linea, o para
estudiar la herencia de un rasgo genético o propiedad. También, una disposicién de la invencién puede contener
Secuencias de Deteccion representativas de marcadores que son indicativas de la presencia, la ausencia o el estado de
una enfermedad o trastorno determinado genéticamente o influenciado genéticamente, incluyendo cancer, oncogenes
y mutaciones oncogénicas. Tal disposicion puede ser utilizada entonces para propdsitos de diagndstico.

En un aspecto adicional, la invencidn se relaciona con resultados y/o con datos que pueden ser obtenidos por
medio de andlisis de una mezcla de fragmentos de restriccion con el método de la invencion. Estos resultados o datos
pueden estar por ejemplo en la forma de una imagen, de una puntuacién, de datos digitales o andlogos, o en otra forma
adecuada, y pueden opcionalmente ser almacenados en un portador adecuado de datos, incluyendo papel, pelicula
fotografica, un disco de archivos de computador, una base de datos, etc. Estos datos pueden ser como los obtenidos
directamente a partir del andlisis o la puntuacion de la disposicién, o pueden haber sido procesados adicionalmente.

Se ilustrard ahora adicionalmente la invencién por medio de la siguiente Parte Experimental no limitante, asf como
por medio de las figuras anexas, que muestran:

Fig. 1: la deteccién de dos fragmentos polimérficos 243 y 335 en el molde del AFLP +3+3 (fig. 1A) y +6+6
(fig. 1B) (de ejemplo 3). +3+3 implica que se utiliz6 una reaccién +3+43 del AFLP como molde para la reaccién de
extension del indiciador. +6+6 implica que se utilizé una reaccién +6+6 del AFLP como molde para la reaccién de
extension del indiciador. A implica que se ofrecié dATP en la reaccién de extension del iniciador; C implica que se
ofrecié dCTP en la reaccion de extension del iniciador. 1 a 16 se refiere a los nimeros de las muestras. + implica que
ocurri6 la extension del indiciador, - implica que no ocurri6 la extension del indiciador.

Fig. 2: la deteccién de dos fragmentos polimérficos 243 y 335 utilizando los ddNTP marcados en forma fluo-
rescente (FAM ddCTP y JOE ddATP) en moldes de complejidad decreciente para el fragmento 243 generado con
combinaciones de iniciador +3+3, +4+3, +3+4, +4+4, +6+4, +6+5, +6+6 y para el fragmento de 335 con las com-
binaciones de iniciador +3+3, +3+4, +4+6, +6+6. Las imdgenes se produjeron sobre un secuenciador de ADN ABI
Prism 377. Las reacciones de extension del iniciador se llevaron a cabo sobre tres muestras: dos muestras teniendo el
fragmento y una muestra sin tener el fragmento en el orden +, -, +.

Fig. 3: la deteccién de los fragmentos 243 (Fig. 3A) y 335 (Fig. 3B) del AFLP polimérfico utilizando los ddNTP
marcados en forma fluorescente (FAM ddCTP y JOE ddATP) y los iniciadores de la etapa de deteccion en los cuales
han sido reemplazados algunos nucledsidos por medio de residuos de inosina (I). Los moldes eran de complejidad
decreciente, generados respectivamente con combinaciones de iniciador +3+3, +3+4, +6+4, +6+6. Las reacciones de
extension del iniciador se realizaron sobre dos muestras: una muestra tiene el fragmento y una muestra no tiene el
fragmento en el orden +, -.
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Fig. 4: la deteccién del fragmento 243 del AFLP polimérico generada con combinaciones del iniciador +3+3 del
AFLP EcoAAC/MseCAA en el molde ds del AFLP. Se unieron los iniciadores de la etapa de deteccion a placas de
vidrio. La etapa de extension del iniciador se llevé a cabo por medio de ciclos de temperatura en un tubo de PCR. +
implica que ocurri6 la extension del iniciador, - implica que no ocurri6 la extensioén del iniciador (ver ejemplo 6).

Fig. 5: l1a huella digital del AFLP generada con combinaciones del iniciador con nimeros crecientes de nucledsidos
selectivos, (respectivamente +2+3, +3+3, +4+43, +3+4, +4+4, +6+4, +4+6, +6+6, +6+3) para paneles de 4 muestras:
una muestra no tiene al fragmento y tres muestras tienen al fragmento en el orden (-, +, +, +). Las extensiones del
iniciador se escogieron para generar la banda polimérfica 149 como se indica con una flecha.

Fig. 5B: la deteccién del fragmento polimdrfico 149 de la figura SA sobre el molde generado con combinaciones
de iniciador +4+4 y +6+4. Los ensayos de extension del iniciador se llevaron a cabo sobre 6 individuos de arroz no
teniendo tres muestras al fragmento y tres muestras teniendo al fragmento en el orden (-, +, +, +, -) con los 4 ddNTP
(A, C, G, T) como se indicé. Unicamente ocurrié una reaccién positiva si se extendio el iniciador con ddGTP.

Fig. 6: 1a huella digital del AFLP generada con combinaciones del iniciador con nimeros crecientes de nucledsidos
selectivos, para paneles de 4 individuos y partiendo con el molde amplificado +2+3. Las combinaciones del iniciador
se escogieron para generar las bandas polimoérficas (Marcador 1 y 2 y 3) como se indicé. Las flechas en la parte superior
indican complejidad maxima de la reaccién del AFLP a partir del cual el marcador indicado podria ser detectado atin
por medio de minisecuenciacion (limite de deteccion).

Fig. 7 los ensayos de minisecuenciacién sobre el ADN ds con un niimero creciente de ciclos de PCR sobre 3
individuos negativos (que no tienen el fragmento objetivo) y un individuo positivo (que tiene el fragmento objetivo).
La reaccion sobre 4 individuos muestra que se incrementa la sefial cuando se incrementa el nimero de ciclos de PCR.

Fig. 8: la minisecuenciacién sobre placas de vidrio: en cada pozo se colocaron iniciadores en concentraciones
crecientes de 300, 30 y 3 pmol, respectivamente. La minisecuenciacion ocurrié con concentraciones crecientes de
0,05; 0,5; 5 y 50 pmoles del molde ss en los pozos 1, 2, 3 y 4, respectivamente.

Fig. 9: la visita esquemadtica de conjunto del método de la invencién. La Fig. 9a describe el enlazamiento de
un oligonucledtido a un chip por cada marcador del AFLP que va a ser detectado. A continuacién, se observa la
hibridacién de una mezcla de reaccion del AFLP en la Fig. 9b. La Fig. 9c describe el desempefio de una reaccién
de minisecuenciacién y la remocién del exceso de marcador por medio de lavado lo que resulta en un chip listo para
escaneo y deteccion de los marcadores del AFLP, como se ilustra en la Fig. 9d.

Fig. 10: la imagen de la reaccién de minisecuenciacion del Ejemplo 8, escaneada durante 180 segundos en el FITC
y el canal Cy-3 utilizando un escaner de corrimiento de microarreglos Gentac 1000.

Fig. 11: la imagen de la reaccién de minisecuenciacion del Ejemplo 9. Se visualizaron los patrones utilizando un
sistema analizador de imédgenes sobre fésforo modelo BAS-2000 de Fuji.

Parte experimental
Ejemplo 1
Protocolos generales

Se prepararon los moldes del AFLP de acuerdo con procedimientos estdndar (Vos y colaboradores, 1995 Nucleic
Acids Research, vol. 23, no. 21: 4407-4414; Zabeau y Vos; Solicitud de patente Europea, EP 0534858), utilizando
EcoRl'y Msel como la combinacién de enzimas. Las reacciones del AFLP fueron precedidas por amplificaciones pre-
vias con un nucledsidos selectivo sobre cada iniciador. Las reacciones del AFLP se llevaron a cabo con el nimero de
nucledsidos selectivos sobre cada iniciador como se indica por ejemplo con +3+3 que implica a los 3 nucleésidos se-
lectivos sobre cada iniciador, el primer niimero relacionado con el iniciador del EcoRl, el segundo niimero relacionado
con el iniciador del Msel.

Para el andlisis de secuencia, se cortaron fragmentos del AFLP a partir de un gel de poliacrilamida seco, amplifi-
cado nuevamente con un iniciador que tiene la secuencia del iniciador inverso M 13 extendida con la secuencia de la
parte constante del iniciador del EcoRJ del AFLP y un iniciador del Msel del AFLP sin nucledsidos selectivos y se
secuenciaron directamente los fragmentos nuevamente amplificados a partir del iniciador inverso M13. Las reacciones
de secuenciacion se llevaron a cabo utilizando el kit de secuenciacidn terminador de coloracién adquirido de Perkin-
Elmer y fueron analizadas sobre un secuenciador ABI 377. Posteriormente, se disefiaron los iniciadores de la etapa de
deteccion. El andlisis de secuencia también revel6 la naturaleza del ANTP o del ddNTP a ser afiadido para la extensién
del iniciador.

Cuando se utilizaron las reacciones del AFLP como molde para las reacciones de extension del iniciador, las

reacciones del AFLP se llevaron a cabo sin iniciadores marcados en forma radiactiva o en forma fluorescente y con 75
ng de ambos iniciadores en un volumen de 50 uL.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2298 139 T3

La reaccién de extension del iniciador sobre ADN ss se llevo a cabo de acuerdo con Syvinen y colaboradores
(Syvénen y colaboradores, 1990 Genomics 8: 684-692; Syvinen y colaboradores, 1993 Am.J.Hum.Genet. 52: 46-
59) con las siguientes modificaciones. Se utilizaron 10 a 25 uLL de mezcla de reaccién del AFLP para una reaccién
de extensién del iniciador. Las reacciones del AFLP se llevaron a cabo utilizando un iniciador biotinilado (“bio-
iniciador”) y un iniciador estdndar y se recogieron los productos del AFLP biotinilado sobre cuentas magnéticas
recubiertas con estreptavidina (cuentas Dyna, Dynal, Noruega) o en pozos en placa de microtitulacién recubiertos
con estreptavidina (Labsystems, Helsinki, Finlandia). Posteriormente, se llevd a cabo la reaccién de extension del
iniciador ya sea sobre 1) la hebra biotinilada (“bio-hebra”) que permaneci6 enlazada a las cuentas/pozos de la placa de
microtitulacién después de la desnaturalizacion con NaOH 6 2) la no bio-hebra que podia ser separada de la bio-hebra
por medio de ebullicién y pipeteo del sobrenadante. Esto se llevé a cabo después de la purificacion de los fragmentos
del AFLP por medio de la adicién de fosfatasa alcalina de camarén y exonucleasel para librarse de cualquier residuo
de iniciador y de los ANTP; a 50 uL de la reaccién del AFLP se le afiadieron 50 uL de lo siguiente: 4 uL. de fosfatasa
alcalina de camar6n (American Life Science, Cleveland, Ohio), 2 uLL de exonucleasel (Amersham, Pharmacia, Biotech)
I, 5 4L de amortiguador de fosfatasa alcalina de camarén, y agua hasta 50 uL. Se incubé durante 30 minutos a 37°C,
posteriormente se inactivaron las enzimas a 95°C (Chen y colaboradores, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 94,
10756-10761).

La reaccidén de extension del iniciador sobre la bio-hebra se hizo en Tris-HC1 10 mM, pH 9,5, KCI 5 mM, MgCl,
2 mM, Tween-20 al 0,002%, 2 uL de iniciador de deteccién 5 uM, 0,3 ul. de ddNTP marcado con *P (Amersham),
3,2 unidades de TermoSequenasa y agua hasta un volumen total de 50 uL. Se incubd la reaccién durante 10 min a
50°C, se lavaron los pozos/cuentas y se liberaron los productos de minisecuenciacion de las cuentas por medio de
desnaturalizacién en 20 uL de colorante formamida (formamida al 80% con 10 mg/ml de Azul dextrano) a 94°C, se
colocaron sobre papel Whatman y se expusieron a placas para imdgenes sobre foésforo de Fuji durante 16 horas. Se
visualizan los patrones utilizando un sistema analizador de imdgenes sobre fésforo BAS-2000 de Fuji (Fuji Photo Film
Company Ltd., Japén).

La reaccion de minisecuenciacion sobre la no bio-hebra se llevd a cabo en la misma forma descrita anteriormente,
sin embargo, las reacciones de extension del iniciador se llevaron a cabo sobre placas de vidrio con iniciadores mo-
dificados unidos a ellas (véase el dibujo esquemadtico no limitante de la Figura 9). Se afiadieron los fragmentos del
AFLP de las que no son bio-hebras a la mezcla de reaccién. El recubrimiento de las placas de vidrio y el enlazamiento
de los iniciadores se llevo a cabo como lo describen Guo y colaboradores (Guo y colaboradores, 1994 Nucleic Acids
Research vol. 22, no. 24: 5456-5465.). Se colocaron manualmente 1 uL de iniciadores. Se modificaron en amino 5’
y (T) 15 5’ los iniciadores de la etapa de deteccion. Se lavaron las placas y se las expuso a placas para imdgenes
sobre fosforo de Fuji durante 16 horas. Se visualizan los patrones utilizando un sistema analizador de imdgenes sobre
fésforo BAS-2000 de Fuji (Fuji Photo Film Company Ltd., Japdn).

La reaccion de extension del iniciador sobre ADN ds se llevd a cabo de acuerdo con Syviénen y colaboradores
(1990, 1993) con las siguientes adaptaciones. Se llevaron a cabo las reacciones del AFLP y se las traté con fosfatasa
alcalina de camar6n y exonucleasel para librarse de cualquier residuo de iniciador y de los dNTP (Chen y colaborado-
res, 1997). Posteriormente, se llevé a cabo la reaccion de extension del iniciador en 50 pL. en Tris-HCI 10 mM pH 9,5,
KCI 5 mM, MgCI2 2 mM, Tween-20 al 0,002%, 2 uL de iniciador de deteccién modificado 5 uM, 0,3 uL de dANTP
marcado con ¥*P (Amersham), 3,2 unidades de TermoSequenase. El perfil de la PCR consistié de 35 ciclos durante
15 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C (Chen y colaboradores, 1997). Las reacciones de extension del iniciador se
llevaron a cabo sobre placas de vidrio con los iniciadores unidos a ellas en tubos para PCR. El recubrimiento de las
placas de vidrio y el enlazamiento de los iniciadores se llevé a cabo como lo describen Guo y colaboradores, (1994).
Se colocaron manualmente 1 uL de iniciadores. Se modificaron en amino 5’ y (T) 15 5’ los iniciadores de la etapa de
deteccion.

Se lavaron las placas y se las expuso a placas para imdgenes sobre fosforo de Fuji durante 16 horas. Se visualizan
los patrones utilizando un sistema analizador de imdgenes sobre fésforo BAS-2000 de Fuji (Fuji Photo Film Company
Ltd., Japon).

Ejemplo 2

Oligosintesis

Los oligonucleétidos se sintetizaron de acuerdo con procedimientos estandar, o fueron adquiridos a MWG-Biotech
GmbH (Alemania).

Ejemplo 3
Deteccion de dos fragmentos del AFLP polimdrfico en tomate

Este ejemplo ilustra la deteccién de dos fragmentos de AFLP polimérfico en tomate, 243 y 335, generados con
combinaciones del iniciador del AFLP +3+3 bio-EcoAAC/MseCAA y bio-EcoACT/MseCAC, respectivamente, o

combinaciones del iniciador del AFLP +6+6 bio-EcoAACCAC/MseCAACAG y bio-EcoACTTTT/MseCACGAA,
respectivamente.
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Las reacciones del AFLP se llevaron a cabo utilizando un iniciador del Eco biotinilado y un iniciador del Mse
estdndar y los productos del AFLP biotinilado fueron capturados en pozos de una placa de microtitulacién recubierta
con estreptavidina. Posteriormente, se llevé a cabo la reaccion de extension del iniciador sobre la bio-hebra como
se describié anteriormente, utilizando sin embargo dNTP marcado con *?P (0,1 uL/reaccién; Amersham). Para el
fragmento polimérfico 243 en el molde del AFLP +3+3 se analizaron 3 nuestras que tienen el fragmento (1, 3, 4; Fig.
1A) y 1 muestra que no tiene el fragmento (2); Para el fragmento polimérfico 243 en el molde del AFLP +6+6 se
analizaron 4 nuestras que tienen el fragmento (9, 10, 11, 12; Fig. 1B); para el fragmento polimdrfico 335 se analizaron
2 nuestras que tienen el fragmento (13, 15) y 2 muestra que no tienen el fragmento (14, 16). Para el fragmento 243 se
utiliz6 1 iniciador de la etapa de deteccidn, que tiene que ser extendido con una C; para el fragmento 335 se utilizo el
iniciador 2 de la etapa de deteccion, que tiene que ser extendido con una A. Las reacciones se llevaron a cabo tanto con
dATP como con dCTP. Se colocaron los productos de extension sobre papel Whatman 3MM. Los resultados muestran
que una reaccion positiva inicamente se presenta si el fragmento del AFLP objetivo estd presente y si los iniciadores
de acuerdo con la informacién de la secuencia se extienden con el trifosfato del nucledsidos apropiado.

La secuencia de la regién constante para los iniciadores de Eco fue (5°-3’):

GACTGCGTACCAATTC.

La secuencia de la regién constante para los iniciadores de Mse fue (5°-3’):

GATGAGTCCTGAGTAA

Iniciadores del AFLP para generar el fragmento 243 (5°-3’):
Bio-Eco+3: EcoAAC

Mse+3: MseCAA

BioEco+6: EcCOAACCAC

Mse+6: MseCAACAG

Iniciador 1 de la etapa de deteccion para detectar al fragmento 243 si se extiende con dCTP (5°-3’):

AGCAGTAGCAACCACTTCAGCC

Iniciadores del AFLP para generar el fragmento 335 (5°-3°):
Bio-Eco+3: EcoAAC

Mse+3: MseCAC

BioEco+6: ECOoACTTTT

Mse+6: MseCACGAA

Iniciador 2 de la etapa de deteccion para detectar al fragmento 335 si se extiende con dATP:
ATCCGGCCAGTTATACC

Ejemplo 4

Deteccion del fragmento 243 y 335 del AFLP polimorfico utilizando los ddNTP marcados en forma fluorescente

Las reacciones del AFLP se llevaron a cabo con combinaciones de iniciador con ntimeros crecientes de nucledsidos
selectivos, para paneles de 3 individuos (+, -, +). Las extensiones del iniciador del AFLP se escogieron para generar
al fragmento 243 y al fragmento 335, respectivamente. Las reacciones del AFLP se llevaron a cabo utilizando un ini-
ciador del EcoRI biotinilado y un iniciador estandar del Msel y los productos del AFLP biotinilado fueron capturados
sobre cuentas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Posteriormente, se llevé a cabo la reaccion de extension del
iniciador sobre la bio-hebra como se describié anteriormente, utilizando sin embargo los ddNTP marcados en forma
fluorescente (0,1 uL/reaccién Joe-ddATP, Joe-ddCTP, NEN, Boston, Estados Unidos de América). El iniciador de la
etapa de deteccion y las extensiones fueron como en el ejemplo 3. Los productos de extensién fueron analizados sobre
un gel de secuenciacion de ABI. Los resultados muestran que una reaccién positiva tinicamente ocurre si estd presente
un fragmento del AFLP objetivo (Fig. 2).
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Iniciadores del AFLP para generar al fragmento 243 (5°-3’):
Bio-Eco+3: EcoAAC

BioEco+4: EcoAACC

BioEco+6: EcoAACCAC

Mse+3: MseCAA

Mse+4: MseCAAC

Mse+5: MseCAACA

Mse+6: MseCAACAG

Iniciador 1 de la etapa de deteccion para detectar al fragmento 243 si se extiende con ddCTP (5°-3°):

AGCAGTAGCAACCACTTCAGCC

Iniciadores del AFLP para generar al fragmento 335 (5°-3’):
Bio-Eco+3: EcoACT

Bio-Eco+6: EcoACTTTT

Mse+3: MseCAC

Mse+4: MseCACG

Mse+6: MseCACGAA

Iniciador 2 de la etapa de deteccién para detectar al fragmento 335 si se extiende con ddATP (5°-3’):

ATCCGGCCAGTTATACC

Ejemplo 5

Deteccion de los fragmentos 243 y 335 del AFLP polimorfico utilizando los ddNTP marcados en forma fluorescente
v los iniciadores de la etapa de deteccion en los cuales algunos nucledsidos han sido reemplazados por residuos de
inosina

Las reacciones del AFLP se llevaron a cabo con combinaciones de iniciador con nimeros crecientes de nucledsidos
selectivos, para paneles de 2 individuos (+, -). Las extensiones del iniciador se escogieron para generar al fragmen-
to 243 y al fragmento 335, respectivamente. Las reacciones del AFLP se llevaron a cabo utilizando un iniciador
del Eco biotinilado y un iniciador estindar del Mse y los productos del AFLP biotinilado fueron capturados sobre
cuentas magnéticas recubiertas con estreptavidina (Dynal). Posteriormente, se llevé a cabo la reaccién de extension
del iniciador sobre la bio-hebra como se describid en el ejemplo 2, utilizando sin embargo tanto iniciadores estdn-
dar del AFLP como los iniciadores degenerados del AFLP en los cuales algunos nucleésidos selectivos habian sido
reemplazados por inosina, como iniciadores de la etapa de deteccion. Los iniciadores de la etapa de deteccion pa-
ra el fragmento 243 tuvieron que ser extendidos con una C, la etapa de deteccién del fragmento 335 tuvo que ser
extendida con una A. Se utilizaron los ddNTP marcados en forma fluorescente (0,1 uL/reaccién Joe-ddATP, Fam-
ddCTP, NEN, Boston, Estados Unidos de América). Los productos de extensién fueron analizados sobre un gel de
secuenciacion de ABI. Los resultados muestran que una reaccidn positiva inicamente ocurre si estd presente un frag-
mento del AFLP objetivo y que los iniciadores estdndar del AFLP puedan ser reemplazados por iniciadores en los
cuales han sido reemplazados los nucledsidos por 1, 2 6 3 residuos de inosina, respectivamente (Fig. 3A para el frag-
mento 243; Fig. 3B para el fragmento 335). Se introducen tnicamente nucledsidos no selectivos en los iniciadores
en posiciones que han sido fijadas en la reaccién del AFLP utilizada como molde para la reaccidn de extension del
iniciador.
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Iniciadores del AFLP para generar al fragmento 243 (5°-3’):
Bio-Eco+3: EcoAAC

BioEco+6: ECOAACCAC

Mse+3: MseCAA

Mse+4: MseCAAC

Mse+6: MseCAACAG

Iniciadores de la etapa de deteccién para detectar al fragmento 243 si se extiende con Fam ddCTP (5’-3° con):
Mse+6: MseCAACAG

Mse+6: MsellICAG

Mse+6: MsellACAG

Mse+6: MselAACAG

Iniciadores del AFLP para generar al fragmento 335 (5°-3’):
Bio-Eco+3: EcoACT

Bio-Eco+6: EcoACTTTT

Mse+3: MseCAC

Mse+4: MseCACG

Mse+6: MseCACGAA

Iniciadores de la etapa de deteccidn para detectar al fragmento 335 si se extiende con Joe-ddATP (5°-37):
Mse+6: MseCACGAA

Mse+6: MsellIGAA

Mse+6: MselICGAA

Mse+6: MseIACGAA

Ejemplo 6

Deteccion del fragmento 243 del AFLP polimorfico generado con combinaciones del iniciador del AFLP +3+3
EcoAAC/MseCAA en el molde ds del AFLP

Se llevaron a cabo las reacciones del AFLP +3+3 como se describi6 en el ejemplo 3, sin embargo con iniciadores
estandar del AFLP (no se utilizé un iniciador biotinilado).

Las reacciones de extension del iniciador se llevaron a cabo como se describié para el ADN ds con ciclos de
temperatura. Se analizaron 2 muestras que tiene al fragmento y 2 muestras que no tienen al fragmento; se utilizé
al iniciador 1 modificado de la etapa de deteccion. Los resultados muestran que una reaccién positiva se presenta
Unicamente si estd presente el fragmento del AFLP objetivo (Fig. 4).

Iniciadores del AFLP para generar al fragmento 243 (5°-3’):

Eco+3: EcoAAC

Mse+3: MseCAA
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Iniciador 1 modificado de la etapa de deteccion para detectar al fragmento 243 si se extiende con ddCTP (5°-3):
NH2-(T)15 AGCAGTAGCAACCACTTCAGCC
Ejemplo 7

Deteccion del fragmento 149 del AFLP polimérico en arroz, utilizando un iniciador +6 del AFLP como iniciador de
la etapa de deteccion

Se generaron las huellas digitales del AFLP con combinaciones de iniciador con nimeros crecientes de nucledsidos
selectivos, para paneles de 4 individuos (-, +, +, +; Fig. 5SA). Se escogieron las extensiones del iniciador para generar
al fragmento 149 como se indic6. Las huellas digitales del AFLP muestran la complejidad de las reacciones del AFLP
que dependen del nimero de nucledsidos selectivos.

Las reacciones del AFLP utilizadas como molde para las reacciones de extension del iniciador fueron llevadas a
cabo como se describe en el ejemplo 3 utilizando un iniciador del EcoRI biotinilado y un iniciador del Msel estandar
y los productos del AFLP biotinilado fueron capturados en pozos de una placa de microtitulacién recubierta con
estreptavidina (Labsystems, Helsinki, Finlandia). Posteriormente, se llevé a cabo la reaccidn de extension del iniciador
sobre la bio-hebra utilizando todos los cuatro ddNTP marcado con ¥*P y utilizando un iniciador estdndar +6 del AFLP,
que tuvo que ser extendido con G. Se utiliz6 al iniciador del Mse CTAAAT como iniciador de la etapa de deteccién en
las reacciones del +6+4 y +4+4 sobre 6 individuos con tres muestras que no tienen al fragmento y tres muestras que
tienen al fragmento en el orden (-, +, -, +, +, -, Fig. 5B).

Los resultados muestran que una reaccién positiva ocurre tnicamente si el fragmento del AFLP objetivo estd
presente y si iniciadores de acuerdo con la informacién de la secuencia se extienden con el trifosfato del nucle6sidos
apropiado.

Iniciadores del AFLP para generar al fragmento 149 (5’-3’):
Eco+2: Eco-AA

Eco+3: Eco-AAC

(bio)-Eco+4: (bio)-Eco-AACC

(bio)-Eco+6: (bio)-Eco-AACCTT

Mse+3: Mse-CTA

Mse+4: Mse-CTAA

Mse+6: Mse-CTAAAT

Iniciador de la etapa de deteccion: Mse+6 (5°-3):
Mse-CTAAAT
H. Deteccion de los marcadores del AFLP por medio de minisecuenciacion

Se explor6 la minisecuenciacién como un método para detectar a los fragmentos del AFLP. La minisecuenciacion
utilizando al molde del AFLP se puede aplicar como 1) un método para dirigir la sensibilidad de la minisecuenciacién
ya que el nimero de fragmentos del molde se puede variar facilmente; 2) un método no aleatorio para la deteccién
del marcador del AFLP por medio del uso de informacién de secuencia determinada; 3) un método aleatorio para la
deteccion de marcador por medio del uso de iniciadores extendidos del AFLP. Hasta ahora, se ha explorado la minise-
cuenciacion como un método para detectar fragmentos del AFLP utilizando informacion de secuencia predeterminada
para el disefio de iniciadores de deteccién, que fueron o bien iniciadores extendidos del AFLP, o iniciadores internos de
deteccion. A menudo los iniciadores +6 no detectan fragmentos tnicos como se mostré por medio de la determinacién
de la secuencias +6 para el iniciador EcoRI asi como para el iniciador Msel para todos los fragmentos en 2 huellas
digitales generadas con un iniciador EcoRI +2 y un iniciador Msel +3. El nimero 6ptimo de nucledsidos selectivos
afiadidos a los iniciadores del AFLP cuando fueron utilizados como iniciadores de deteccién parece ser determinado.

L. Sensibilidad de la deteccion de la minisecuenciacion de fragmentos del AFLP en un molde del AFLP

Para determinar la sensibilidad de la minisecuenciacion sobre ADNss comparada con la sensibilidad de la deteccion
en un gel estandar del AFLP, se llevaron a cabo reacciones del AFLP utilizando niimeros crecientes de nucle6sidos
selectivos para los 3 marcadores del AFLP (Figs. 6 y 7). Se aplic6 minisecuenciacién para detectar los 3 marcadores
del AFLP siguiendo el protocolo que se describe para la minisecuenciacion sobre el molde ss utilizando la bio-hebra.
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Se utilizaron iniciadores del AFLP +6 como iniciadores de deteccién. Se observé que la complejidad maxima del
molde dependia del marcador que iba a ser detectado; para el marcador 1 este fue el molde amplificado +6+4; para el
marcador 2 este fue +6+4; para el marcador 3 este fue el molde amplificado +2+3. Esto implica un limite de deteccién
de 10" moléculas, lo cual es menos sensible que 1o que es reivindicado para la deteccién sobre microdisposiciones en
estudios de expresion génica (10° moléculas).

J. Minisecuenciacion sobre ADNds

Para poder incrementar la complejidad del molde y para simplificar el protocolo de minisecuenciacion, se llevé a
cabo la minisecuenciacion sobre un molde ds utilizando un perfil para el ciclo de la PCR de dos etapas: una etapa de
desnaturalizacién seguida por la etapa de alargamiento del iniciador; de esta forma se puede reutilizar el molde cada
ciclo y se incrementa la cantidad de sefial generada por el iniciador alargado (Fig. 8). Esta adaptacién del protocolo
es una etapa ahorradora de tiempo ya que no existe la necesidad de elaborar un molde monocatenario antes de la
reaccion de minisecuenciacién. Los iniciadores de la deteccion fueron marcados con biotina para purificar facilmente
los productos de reaccioén de la minisecuenciacién como una alternativa para los iniciadores de deteccién marcados
con amino sobre un soporte sé6lido.

K. Deteccion en fase solida de los productos de minisecuenciacion sobre placas de vidrio

Se exploré un protocolo para el enlazamiento covalente de aminoiniciadores 5’ al vidrio (Guo y colaboradores,
1994), ya que hasta ahora las reacciones de minisecuenciacién sobre vidrio no fueron exitosas debido a muchos
antecedentes. Se reviso el enlazamiento del iniciador por medio de marcacién radioactiva de iniciadores con un grupo
amino interno. Se observé que ocurria el enlazamiento. En una reaccién de minisecuenciacion utilizando un oligo ss de
60-mer como molde, se observé que siguiendo el protocolo para la minisecuenciacién ss sin bio-hebra, se detectaron
productos de reaccion que dependen de la cantidad de molde ofrecido y dependen de la cantidad de oligo unido a la
placa.

Se llevé a cabo una minisecuenciacion utilizando un molde amplificado +3+3 y utilizando un iniciador interno de
deteccion siguiendo el protocolo para minisecuenciacién sobre el molde ds en tiras de vidrio en un tubo para PCR y
se observo que se obtenian productos especificos.

L. Conclusiones

Se mejor6 el protocolo de minisecuenciacién por medio del uso de ADNds y llevando a cabo minisecuenciacién
en una cantidad de ciclos para incrementar la sensibilidad de deteccién del marcador. Se puede llevar a cabo ahora la
minisecuenciacion sobre placas de vidrio, que es una etapa importante hacia la detecciéon multiplex del marcador del
AFLP y de otros marcadores sobre chips. La sensibilidad actual es similar a la sensibilidad de deteccién del marcador
en AFLP utilizando geles de poliacrilamida. Se anticipa que por medio del uso de nuevas microdisposiciones y de
tecnologia de chip se puede mejorar la sensibilidad de la deteccidn.

Ejemplo 8
El desarrollo de un sistema de deteccion del marcador fluorescente del AFLP

1. Descripcion de materiales biolégicos

Los materiales bioldgicos utilizados son las lineas de arroz IR20 y 6383.

2. Preparacion del molde del AFLP de EcoRIl/Msel

Se prepararon los moldes del AFLP utilizando las enzimas de restriccién EcoRI y Msel y se llevaron a cabo
reacciones previas de amplificacién de acuerdo con procedimientos estandar de escritos por Vos y colaboradores,

(Nucleic Acids Research 23: no 21, paginas 4407-4414, 1995; y la solicitud de patente EP0534858).

Se llevaron a cabo reacciones finales de amplificacion selectiva a partir de una mezcla para amplificacién previa
+1/+1 diluida 20 veces utilizando un iniciador selectivo +2 de EcoRI en combinacién con un iniciador +3 de Msel.

Nombre del marcador  Tamaiio de la combinacion del Iniciador ~ (pares de bases)  Linea

del AFLP Madre
1. 1Al E11/M48 571 IR20
2. 1A8 E11/M48 264 IR20
3. 1A11 E11/M48 187 IR20
4, 1Bl E11/M48 154 IR20
5. 1Gé6 E11/M49 342 6383
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Se cortaron los marcadores 1 a 5 del AFLP, se los amplificé nuevamente y se los clond. Se amplificaron las
colonias y se elaboraron los moldes del AFLP, todo de acuerdo con los procedimientos estdndar. Las reacciones de
amplificacion previa se llevaron a cabo utilizando un iniciador +0 de EcoRI en combinacién con un iniciador +0 de
Mse biotinilado. Se purificé el ADN con Fosfatasa Alcalina de Camarén y Exonucleasa I como se mencioné en el
Ejemplo 1.

Las secuencias de los adaptadores, los iniciadores de amplificacion previa del AFLP y los iniciadores de amplifi-
cacion (AFLP selectivo) utilizados fueron los siguientes:

Adaptador Msel:
92A 18: 5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’
92A19: 3>-TACTCAGGACTCAT-5’

Iniciador del AFLP biotinilado +0 de Msel:

93E40: *-5’-GATGAGTCCTGAGTAA-3’

Iniciador del AFLP de amplificacién previa del Msel + I:
MO1: 5’~-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’

Iniciadores del AFLP de amplificacion selectiva del Msel +3:
M48: 5’-GATGAGTCCTGAGTAACAC-3’
M49: 5’-GATGAGTCCTGAGTAACAG-3’

Adaptador de EcoRI:
91 M35: 5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’
91M36: CATCTGACGCATGGTTAA-5’

Iniciador del AFLP de amplificacién previa de EcoRI + O:
EOOL: 5’-GTAGACTGCGTACCAATTC-3’

Iniciador del AFLP de amplificacién previa de EcoRI + 1:
E01: 5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’

Iniciador del AFLP de amplificacion selectiva de EcoRI +2:
E11:5’-GACTGCGTACCAATTCAA-3’
3. Oligosintesis

Se adquirieron los indiciadores de deteccidon de minisecuenciacién de oligonucleétidos a MWG- Biotech GmbH.
Ellos fueron modificados en el amino 5’ y tienen una cola poli T de 15 nucledtidos en el extremo 5.

Las secuencias de los oligonucledtidos son las siguientes:
99f41:5’-(T)15TGGCTGGCAACGAGCGACA-3
99£42: 5°-(T)15STTCACCCGCCGGTTAGTTTC-3
99f43: 5’-(T)15SACTGTCCGCTCTCGCATTCA-3
99f44:5’-(T)15GATCACGACATCACGTTGCG-3
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99f45: 5°~(T)1SATTGCGAGCCACATCGTTCC-3
99f46: 5°~(T)15GGCCTGAAACGCTGGGTTG-3
99f47: 5’-(T)ISTTTTCTCGGCTTTTCTTTCT-3
4. La preparacion de las placas

Se utilizaron y procesaron las placas activadas con enlace en 3D (SurModics) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se imprimieron los iniciadores de deteccién de minisecuenciacion de oligonucleétidos utilizando una
microdisposicion genética de microsistemas QMS417 en una concentracion de 0,8 ug/ul. (£100 pmol/uL) en fosfato
de sodio 150 mM pH 8,5.

5. Minisecuenciacion

La minisecuenciacién sobre reacciones del AFLP ss se llevd a cabo de acuerdo con Syvénen y colaboradores,
(1990, 1993) con las siguientes modificaciones. Se recolectaron los productos del AFLP biotinilado sobre cuentas
magnéticas recubiertas con estreptavidina (Dynal). Posteriormente, se llevé a cabo una minisecuenciacién sobre la
hebra no biotinilada que podria ser separada de 1a hebra biotinilada por medio de ebullicién y pipeteo del sobrenadante.
La reaccién de minisecuenciacion se llevé a cabo con 20 uLL de la reaccion ss del marcador 1A1 del AFLP en Tris-
HCI1 10 mM pH 9,5, KC1 50 mM, MgCl, 20 mM, Tween-20 al 0,02%, 2 L. de FAM-ddATP 0,01 mM, 4,5 unidades
de TermoSequenasa y agua hasta un volumen total de 40 uL. Se incubd la reaccion durante 20 min a 55°C. Se lavaron
luego las placas en Tris 40 mM pH 8,8, EDTA 1 mM, NaCl 50 mM, Tween-20 al 0,1%. Se escanearon las placas en
el FITC y se utilizé un canal Cy-3 para 180 segundos utilizando un escéner de corrimiento de microarreglos Gentac
1000 (Genomic Solutions). Se muestra la imagen en la Figura 10.

6. Resultados

La Figura 10 muestra una seccién de la placa con oligonucledtidos impresos en la siguiente forma:

DUPLO
1 3 5 7 9 1 3 5 7 9
B cntrl*  99f41  99f42  99f43  99f44  cntrl*  99f41  99f42  99f43  99f44
D 99fas  99fA6  99f47 cntrl*  99f45  99f46  99f47  cntrl*  cntrl*

(cntr*= control: para determinar que las posiciones de los oligonucleétidos fueran, un control oligo
con un grupo Cy-3 en 5’ y se incluyé un grupo interno amino sobre la disposicion.

El oligonucleétido 99f41 puede ser extendido por medio de ddATP si se utiliza del marcador 1A1 del AFLP ss. Se
observa una sefial fuerte sobre la posicion B3 donde estd colocado el oligo 99f41 después de la extension por medio
de minisecuenciacién con FAM ddATP. En el duplo se observa también la sefal fuerte. Las manchas en B1 y D9 son
las manchas del control positivo.

7. Conclusion

Este ejemplo demuestra la deteccion especifica de un marcador del AFLP por medio de minisecuenciacion sobre
una disposicién que contiene iniciadores de deteccion de minisecuenciacién para 7 marcadores diferentes del AFLP
utilizando un fragmento tinico del marcador del AFLP ss.

Ejemplo 9
El desarrollo de un sistema de deteccion del marcador radiactivo del AFLP sobre un microchip
1. Minisecuenciacion

El material bioldgico, la preparacién del molde, la Oligosintesis y la preparacién de las placas es segin se des-
cribe en el Ejemplo 9. La minisecuenciacién sobre fragmentos del AFLP ss se llev6 a cabo de acuerdo con Syvénen
y colaboradores, (1990, 1993) con las siguientes modificaciones. Se recolectaron los productos del AFLP biotinilado
sobre cuentas magnéticas recubiertas con estreptavidina (Dynal). Posteriormente, se llevo a cabo una minisecuencia-
cion sobre la hebra no biotinilada que podria ser separada de la hebra biotinilada por medio de ebullicién y pipeteo del
sobrenadante.

La reaccion de minisecuenciacién se llevé a cabo con 1,25 ul. de la reaccién ss del marcador 1A8 del AFLP, 1,25

uL de reaccién del marcador 1A11, 1,25 uLL de reaccién del marcador 1B1 y 1,25 ul. de reaccién del marcador 1G6
en Tris-HCI 10 mM pH 9,5, KCI 50 mM, MgCl, 20 mM, Tween-20 al 0,02%, 0,42 uL. de ddATP marcado con **P
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(Amersham), 4,5 unidades de TermoSequenasa y agua hasta un volumen total de 40 uL. Se incubé la reaccién durante
20 min a 55°C. Se lavaron luego las placas en Tris 40 mM pH 8,8, EDTA 1 mM, NaCl 50 mM, Tween-20 al 0,1%.
Se expusieron las placas a placas para imagenes sobre fésforo de Fuji durante 16 horas. Se visualizan los patrones
utilizando un sistema analizador de imédgenes sobre fosforo BAS-2000 de Fuji. Se observa la imagen de la reaccién de
minisecuenciacion en la Figura 11.

2. Resultados

La Figura 11 muestra una seccién de la placa que contiene los mismos oligonucleétidos descritos en el Ejemplo 9.
Se pueden extender los oligonucledtidos 9942, 99f44 y 99f45 con ddATP si se utilizan respectivamente la reaccion
1A8, 1A11 y 1B1 del AFLP ss. Se observan sefiales fuertes en la posiciéon B5 donde estd colocado el oligo 9942, en
la posicion B9 donde estd colocado el oligo 99f44 y en la posicion D3 donde esta colocado el oligo 99f45. En el duplo
también se observan sefiales fuertes.

El molde 1G6 del AFLP ss tenfa una sefial fuerte sobre otra seccidn de la placa (no mostrada).

3. Conclusion

Este ejemplo demuestra la deteccion especifica de los 3 marcadores del AFLP por medio de minisecuenciacién
sobre una disposicion que contiene a los iniciadores de deteccién de minisecuenciacidon para 7 marcadores diferentes
del AFLP utilizando una mezcla de 4 fragmentos diferentes del marcador del AFLP ss.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para analizar una mezcla de redaccién del AFLP por la presencia o la ausencia de fragmentos de
restriccion objetivo en una mezcla de fragmentos de restriccion, utilizando secuencia de oligonucleétidos que son
especificas cada una Gnicamente para un fragmento de restriccién objetivo, dicho método comprendiendo las etapas
de:

a) poner en contacto una mezcla de reaccion del AFLP con al menos tres secuencias de oligonucledtidos bajo
condiciones hibridacién, de tal manera que cuando estdn presentes los fragmentos de restriccién objetivo,
se forman hibridos entre los fragmentos de restriccién objetivo y las secuencias de oligonucledtidos, de tal
manera que los hibridos resultantes tengan al menos un nucleétido desapareado del fragmento de restriccion
objetivo directamente adyacente al extremo 3’ de la secuencia del oligonucleétido;

b) afiadir al menos un nucleétido marcado o un andlogo de nucleétido, a la mezcla resultante de la etapa a), ba-
jo condiciones adecuadas para la extensién de los oligonucleétidos, para que cuando dichos hibridos estén
presentes se extienden los oligonucledtidos con el oligonucleétido marcado o el andlogo de nucleétido;

c) detectar la presencia o la ausencia de cualquier hibrido con in nucleétido marcado afadido o andlogo de
nucleétido, y/o de cualquier secuencia de oligonucledtido con un nucleétido marcado afiadido o andlogo
de nucleétido.

2. Método de acuerdo a la reivindicacién 1, en donde cada uno de dichos oligonucledétidos tiene al menos un 90% de
homologia de secuencia con la parte del fragmento de restriccion objetivo para la cual es especifico el oligonucledtido.

3. Método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde durante la etapa b) se extienden
las secuencias de oligonucledtido por medio de un nucleétido inico marcado o andlogo de nucleétido.

4. Método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde durante la etapa a), se pone en
contacto la mezcla de reaccién del AFLP simultdneamente al menos con 10, mds preferiblemente al menos con 50, lo
mas preferible al menos con 100 secuencias diferentes de oligonucleétidos, en donde cada secuencia de oligonucleé-
tido es especifica tinicamente para un fragmento de restriccidn objetivo.

5. Método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde las secuencias de oligonucledtido
tienen un tamafio aproximadamente 10 a 100 pares de bases, preferiblemente aproximadamente de 20 a 50 pares de
bases, y opcionalmente contienen una “cola”, tal como una secuencia poliT.

6. Método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde las secuencias de oligonucledtido
se inmovilizan sobre un soporte sélido, preferiblemente en la forma de una disposicion.

7. Método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la mezcla de redaccién del AFLP
se obtiene/es obtenible por medio del ADN de restriccién con al menos una, y preferiblemente con dos enzimas
de restriccidn, y mas preferiblemente con al menos una enzima restriccion cortadora rara y al menos una enzima
restriccion cortadora frecuente, seguido opcionalmente por ligacién del adaptador y amplificacion de los tratamientos
de restriccion.

8. Método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde después de restriccidn, pero antes
de la etapa a), se ha amplificado la mezcla de reaccién del AFLP utilizando iniciadores del AFLP.

9. Método de acuerdo a la reivindicacién 8, en donde la mezcla de reaccién del AFLP ha sido amplificada utilizando
iniciadores del AFLP que comprende uno o més nucleétidos selectivos en el extremo 3’.

10. Método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el fragmento de restriccién
objetivo corresponde a un marcador del AFLP.

11. Método de acuerdo a la reivindicacién 1, en donde se utilizan los mismos amortiguadores de reaccion, con-
centracion de sal, temperatura y duracién de la reaccién para la hibridacién de la etapa a) y para la extensién del
oligonucleétido de la etapa b).

12. Método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la etapa b) se llevan a cabo

poniendo en contacto a dichos hibridos con una mezcla de reaccién que comprende un nucleétido marcado o andlogo
de nucleétido que es complementario inicamente con uno entre A, T, C o G.
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