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DESCRIPCION
Bibliotecas de genoma completo de célula individual para la secuenciacion de metilacidn
Campo

Las realizaciones de la presente descripcién se refieren a la secuenciaciéon de &cidos nucleicos. En particular, las
realizaciones de los métodos y composiciones proporcionados en la presente memoria se refieren a la produccién de
bibliotecas de secuenciacién de bisulfito de célula individual y a la obtencidén de datos de secuencia de las mismas.

Antecedentes

La secuenciacién de célula individual de alto recuento celular ha demostrado su eficacia en la separacién de
poblaciones dentro de tejidos complejos a través de los transcriptomas, la accesibilidad a la cromatina y las diferencias
mutacionales. Ademas, la resolucién de célula individual ha permitido evaluar las trayectorias de diferenciacion celular
en patrones gendmicos especificos, tales como la metilacién del ADN. La metilacién del ADN es una adicién covalente
a la citosina; una marca con especificidad de tipo celular que es objeto de modificaciéon activa en los tejidos en
desarrollo. La metilacién del ADN puede sondearse a resolucion de pares de bases utilizando la quimica de
desaminacidn del tratamiento con bisulfito sédico.

El trabajo reciente ha optimizado la secuenciacién por bisulfito hasta el punto de requerir entradas de una célula
individual en la secuenciacién de bisulfito de representacidén reducida de una célula individual (scRRBS, single cell
reduced representation bisulfite sequencing) o la secuenciaciéon de bisulfito del genoma completo de una célula
individual (sc WGBS, single cell whole genome bisulfite sequencing). Sin embargo, estos métodos carecen de
escalabilidad y se basan en la desconvolucién de célula individual a través de la generacién de bibliotecas aisladas y
en paralelo en que las reacciones de célula individual se realizan de forma aislada. Para la secuenciacién de cada
célula se necesita un conjunto de reactivos totalmente nuevo, lo que da lugar a un escalado lineal de los costes por
cada célula adicional. Debido a las dificultades de la conversion del ADN con bisulfito, no se han utilizado sistemas
microfluidicos basados en gotas o en microplacas (chips) para la secuenciacién con bisulfito de células individuales,
ni existen estrategias tedricamente viables que utilicen plataformas alternativas.

Smallwood y col. (2014), “Single-Cell Genome-Wide Bisulfite Sequencing for Assessing Epigenetic Heterogeneity”,
exponen un método de secuenciacidén con bisulfito de célula individual.

Vitak y col. (2017), “Sequencing thousands of single-cell genomes with combinatorial indexing”, exponen un método
de secuenciacién indexada combinatoria de célula individual.

Resumen de la solicitud
La invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

En la presente memoria se proporcionan composiciones y ensayos de perfilado del metiloma de célula individual de
alto recuento celular y escalables. La secuenciacién del genoma completo de célula individual (scWGBS) se mejora
con las estrategias de indexacién combinatoria de célula individual proporcionadas en la presente memoria, de modo
que las células se pueden procesar en masa y el resultado de la célula individual se demultiplexa por ordenador. En
algunas realizaciones, los métodos proporcionados en la presente memoria hacen uso de la incorporacién de
adaptadores basados en transposasa, lo que da como resultado una mayor eficacia y tasas de alineacién mucho mas
altas que los métodos existentes. El uso de transposasa para anexar uno de los dos adaptadores de secuenciacién
permite una construccién de bibliotecas mucho mas eficaz con menos lecturas de ruido, lo que da como resultado una
tasa de alineacion de ~60 % (tasas similares a las de las estrategias de células a granel) en comparacién con el 10-
30 % utilizando métodos de pocillo individual y célula individual. Esto da como resultado lecturas de secuencias mas
utilizables y una drastica reduccién de costes en la porcién de secuenciacién del ensayo. El uso de estrategias de
indexacién combinatoria de célula individual para producir bibliotecas de secuenciacién de bisulfito de célula individual
se demuestra en una mezcla de células humanas y de ratén con una velocidad de colisibn minima. También se
demuestra el éxito de la desconvolucién de una mezcla de tres tipos de células humanas y lograr una asignacién de
tipo celular utilizando datos disponibles publicamente.

Definiciones

Como se utiliza en la presente memoria, los términos “organismo”, “sujeto” se utilizan indistintamente y se refieren a

animales y plantas. Un ejemplo de un animal es un mamifero, tal como un ser humano.

Como se utiliza en la presente memoria, la expresién “tipo celular” pretende identificar células basandose en la
morfologia, el fenotipo, el origen del desarrollo u otra caracteristica celular distintiva conocida o reconocible. Se puede
obtener una variedad de diferentes tipos celulares de un solo organismo (o de la misma especie de organismo). Como
tipos celulares ilustrativos se incluyen, pero sin limitacién, células de la vejiga urinaria, epitelio pancreético, alfa
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pancreatico, beta pancreatico, endotelial pancreético, linfoblasto de médula ésea, linfoblasto B de médula é4sea,
macréfago de médula ésea, eritroblasto de médula dsea, células dendriticas de médula 6sea, adipocito de médula
Osea, osteocito de médula bsea, condrocito de médula bsea, promieloblasto, megacarioblasto de médula ésea, vejiga,
linfocito B cerebral, neurogliocito cerebral, neurona, astrocito cerebral, neuroectodermo, macréfago cerebral,
microgliocito cerebral, epitelio cerebral, neurona cortical, fibroblasto cerebral, epitelial mamario, epitelial de colon,
linfocito B de colon, epitelial mamario, mioepitelial mamario, fibroblasto mamario, enterocito de colon, epitelial de cuello
uterino, epitelial de ovario, fibroblasto de ovario, epitelial de conducto mamario, epitelial de lengua, célula dendritica
de amigdala, linfocito B de amigdala, linfoblasto de sangre periférica, linfoblasto T de sangre periférica, linfocito T
cutaneo de sangre periférica, linfocito citolitico de sangre periférica, linfoblasto B de sangre periférica, monocito de
sangre periférica, mieloblasto de sangre periférica, monoblasto de sangre periférica, promieloblasto de sangre
periférica, macréfago de sangre periférica, baséfilo de sangre periférica, endotelio hepatico, mastocito hepético,
epitelial de higado, linfocito B de higado, endotelial de bazo, epitelial de bazo, linfocito B de bazo, hepatocito de higado,
Alexander de higado, fibroblasto de higado, epitelial de pulmén, epitelial de bronquio, fibroblasto de pulmén, linfocito
B de pulmén, Schwann de pulmén, epidermoide de pulmén, macrdéfago de pulmén, osteoblasto de pulmén,
neuroendocrina, alveolar de pulmén, epitelial de estémago y fibroblasto de estémago.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “tejido” pretende significar una coleccién o agregacién de células
que actlan juntas para realizar una o0 més funciones especificas en un organismo. Como opcién, las células pueden
ser morfolégicamente similares. Como tejidos ilustrativos se incluyen, pero sin limitacién, tejido de ojo, musculo, piel,
tendén, vena, arteria, sangre, corazén, bazo, ganglio linfatico, hueso, médula 46sea, pulmén, bronquios, traquea,
intestino, intestino delgado, intestino grueso, colon, recto, glandula salival, lengua, vesicula biliar, apéndice, higado,
pancreas, cerebro, estbmago, piel, riidn, uréter, vejiga, uretra, gbnada, testiculo, ovario, Utero, trompa de Falopio,
timo, pituitaria, tiroides, suprarrenal o paratiroides. El tejido puede proceder de cualquiera de una variedad de 6rganos
de un ser humano o de otro organismo. Un tejido puede ser un tejido sano o un tejido enfermo. Como ejemplos de
tejidos enfermos se incluyen, pero sin limitacién, una variedad de tumores malignos con metilacién aberrante, por
ejemplo, tumores malignos en pulmdn, mama, colon y recto, préstata, nasofaringe, estémago, testiculos, piel, sistema
nervioso, hueso, ovario, higado, tejidos heméticos, pancreas, Utero, rifién, tejidos linfoides, etc. Los tumores malignos
pueden ser de una variedad de subtipos histolégicos, por ejemplo, carcinomas, adenocarcinomas, sarcomas,
fibroadenocarcinoma, neuroendocrinos o indiferenciados.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “compartimiento” pretende significar un area o un volumen que
separa o aisla algo de otras cosas. Los compartimentos ilustrativos incluyen, pero sin limitacion, viales, tubos, pocillos,
gotitas, bolos, perlas, recipientes, casillas 0 4reas o volimenes de superficie separados por fuerzas fisicas tales como
flujo de liquido, magnetismo, corriente eléctrica o similares. En una realizacién, un compartimento es un pocillo de una
placa multipocillo, tal como una placa de 96 o 384 pocillos.

Como se utiliza en la presente memoria, un “complejo transposdémico™ se refiere a una enzima de integraciéon y a un
acido nucleico que incluye un sitio de reconocimiento de integracién. Un “complejo transposémico™ es un complejo
funcional formado por una transposasa y un sitio de reconocimiento de transposasa que es capaz de catalizar una
reaccién de transposicién (véase, por ejemplo, Gunderson y col., WO 2016/130704). Como ejemplos de enzimas de
integracién se incluyen, pero sin limitacidn, tales como una integrasa o una transposasa. Como ejemplos de sitios de
reconocimiento de integracién se incluyen, pero sin limitacién, un sitio de reconocimiento de transposasa.

Como se utiliza en la presente memoria, se pretende que el término “acido nucleico” sea coherente con su uso en la
técnica e incluye acidos nucleicos en anillo de origen natural o anélogos funcionales de los mismos. Los analogos
funcionales particularmente Utiles pueden hibridarse a un &cido nucleico de una manera especifica de secuencia o
pueden utilizarse como un molde para la replicaciéon de una secuencia de nucleétidos particular. Los acidos nucleicos
de origen natural generalmente tienen una cadena principal que contiene enlaces fosfodiéster. Una estructura anéloga
puede tener un enlace de cadena principal alternativo que incluye cualquiera de una variedad de los conocidos en la
técnica. Los &cidos nucleicos naturales generalmente tienen un azlcar desoxirribosa (p. ej., en el é&cido
desoxirribonucleico (ADN)) o un azUcar ribosa (p. e€j., en el acido ribonucleico (ARN)). Un acido nucleico puede
contener cualquiera de una variedad de analogos de estos restos de azlUcar que se conocen en la técnica. Los acidos
nucleicos pueden incluir bases naturales o no naturales. En este sentido, un 4cido desoxirribonucleico natural puede
tener una o méas bases seleccionadas del grupo que consiste en adenina, timina, citosina o guanina y un é&cido
ribonucleico puede tener una o mas bases seleccionadas del grupo que consiste en uracilo, adenina, citosina o
guanina. En la técnica se conocen bases no naturales y utiles que pueden incluirse en un acido nucleico. Como
ejemplos de bases no naturales se incluye un 4cido nucleico bloqueado (LNA, locked nucleic acid) y un acido nucleico
con puente (BNA, bridged nucleic acid). En un oligonucleétido de ADN pueden incorporarse bases de LNAy BNA y
aumentar la fuerza y especificidad de hibridacién del oligonucleétido. El experto en la técnica conoce bases de LNA 'y
BNA y usos de las mismas, y son bases y usos habituales.

Como se utiliza en la presente memoria, cuando el término “diana” se utiliza en referencia a un acido nucleico,
pretende ser un identificador seméntico para el 4cido nucleico en el contexto de un método o composicién expuesto
en la presente memoria y no limita necesariamente la estructura o funcién del &cido nucleico més all4 de lo que se
indica explicitamente. Un &cido nucleico diana puede ser esencialmente cualquier acido nucleico de secuencia
conocida o desconocida. Puede ser, por ejemplo, un fragmento de ADN genémico o ADNc. La secuenciacion puede
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dar lugar a la determinacidén de la secuencia de toda la molécula diana o de una parte de ella. Las dianas pueden
proceder de una muestra de acido nucleico primario, tal como un nulcleo. En una realizacién, las dianas pueden
procesarse en moldes adecuados para la amplificacién colocando secuencias universales en los extremos de cada
fragmento diana. Las dianas también pueden obtenerse a partir de una muestra de ARN primario mediante
transcripcién inversa en ADNc.

Como se utiliza en la presente memoria, cuando la expresién “secuencia universal” se utiliza para describir una
secuencia de nucleétidos, se refiere a una regidén de secuencia que es comun a dos 0 mas moléculas de acido nucleico
donde las moléculas también tienen regiones de secuencia que difieren entre si. Una secuencia universal que esta
presente en diferentes miembros de una coleccién de moléculas puede permitir la captura de mdltiples é&cidos
nucleicos distintos utilizando una poblacién de &cidos nucleicos de captura universal, p. ej., oligonucleétidos de
captura, que sean complementarios a una porcién de la secuencia universal, p. ej., una secuencia de captura universal.
Los ejemplos no limitativos de secuencias de captura universales incluyen secuencias que son idénticas o
complementarias a los cebadores P5 y P7. De forma similar, una secuencia universal presente en distintos miembros
de una colecciéon de moléculas puede permitir la replicacién o amplificacién de mdltiples acidos nucleicos distintos
utilizando una poblacién de cebadores universales que sean complementarios a una porcién de la secuencia de
universal, p. ej., una secuencia de anclaje universal. Por lo tanto, un olinucleétido de captura o un cebador universal
incluye una secuencia que puede hibridar especificamente con una secuencia universal.

Los términos “P5” y “P7” pueden utilizarse cuando se hace referencia a cebadores de amplificacién, p. ej., un
oligonucleétido de captura. Los términos “P5" (PS5 prima) y “P7"” (P7 prima) se refieren al complemento de P5 y P7,
respectivamente. Se entendera que en los métodos presentados en la presente memoria puede utilizarse cualquier
cebador de amplificacién adecuado, y que el uso de P5 y P7 son solo realizaciones ilustrativas. Los usos de cebadores
de amplificacién, tales como P5 y P7, en cubetas de lectura son conocidos en la técnica, como se ilustra en las
exposiciones de WO 2007/010251, WO 2006/064199, WO 2005/065814, WO 2015/106941, WO 1998/044151 y WO
2000/018957. Por ejemplo, cualquier cebador de amplificacién directo adecuado, ya sea inmovilizado o en solucién,
puede ser Util en los métodos presentados en la presente memoria para la hibridacién a una secuencia complementaria
y para la amplificaciéon de una secuencia. De forma similar, cualquier cebador de amplificacién inverso adecuado, ya
sea inmovilizado o en solucién, puede ser Util en los métodos presentados en la presente memoria para la hibridacién
a una secuencia complementaria y para la amplificacién de una secuencia. Un experto en la técnica sabra cémo
disefiar y utilizar secuencias cebadoras que sean adecuadas para la captura y/o amplificacién de 4cidos nucleicos que
se muestran en la presente memoria.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “cebador”y sus derivados se refieren en general a cualquier acido
nucleico que pueda hibridar con una secuencia diana de interés. Normalmente, el cebador funciona como un sustrato
sobre el que una polimerasa puede polimerizar nucleétidos; sin embargo, en algunas realizaciones, el cebador puede
incorporarse a la cadena de acido nucleico sintetizado y proporcionar un sitio al que pueda hibridarse otro cebador
para iniciar la sintesis de una nueva cadena que sea complementaria a la molécula de 4cido nucleico sintetizada. El
cebador puede incluir cualquier combinacién de nucleétidos o analogos de los mismos. En algunas realizaciones, el
cebador es un oligonucleétido o polinucledtido monocatenario. Los términos “polinucledtido” y “oligonucleétido™ se
utilizan indistintamente en la presente memoria en referencia a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier
longitud, y pueden incluir ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos, analogos de los mismos o mezclas de los mismos.
Debe entenderse que los términos incluyen, como equivalentes, analogos de ADN o ARN elaborados a partir de
analogos de nucleétidos y que son aplicables a polinucleétidos monocatenarios (tales como sentido o antisentido) y
bicatenarios. El término, como se utiliza en la presente memoria, también abarca el ADNc, es decir, el ADN
complementario o de copia producido a partir de un molde de ARN, por ejemplo, por la accién de la transcriptasa
inversa. Este término se refiere Unicamente a la estructura primaria de la molécula. Por lo tanto, el término incluye
acido desoxirribonucleico (“ADN”) tri-, bi- y mono-catenario asi como acido ribonucleico (“ARN”) tri-, bi- y mono-
catenario.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “adaptador”y sus derivados, p. €j., adaptador universal, se refiere
en general a cualquier oligonucledtido lineal que pueda ligarse a una molécula de acido nucleico de la exposicidén. En
algunas realizaciones, el adaptador es sustancialmente no complementario al extremo 3' 0 al extremo 5' de cualquier
secuencia diana presente en la muestra. En algunas realizaciones, las longitudes adecuadas del adaptador estan en
el intervalo de aproximadamente 10-100 nucledtidos, aproximadamente 12-60 nucleétidos y aproximadamente 15-50
nucleétidos de longitud. En general, el adaptador puede incluir cualquier combinacién de nucleétidos y/o écidos
nucleicos. En algunos aspectos, el adaptador puede incluir uno o mas grupos escindibles en una o més ubicaciones.
En otro aspecto, el adaptador puede incluir una secuencia que sea sustancialmente idéntica, o sustancialmente
complementaria, a al menos una porcién de un cebador, por ejemplo, un cebador universal. En algunas realizaciones,
el adaptador puede incluir un cédigo de barras o una etiqueta para ayudar en la correccién de errores, en la
identificacién o en la secuenciacién posteriores. Los términos “adaptador” y “adaptador” se utilizan indistintamente.

Como se utiliza en la presente memoria, cuando el término “cada uno(a)” se utiliza en referencia a una coleccién de
articulos, pretende identificar un articulo individual en la coleccién, pero no se refiere necesariamente a cada articulo
de la coleccidén, a menos que el contexto indique lo contrario con claridad.
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Como se utiliza en la presente memoria, el término “transporte” se refiere al movimiento de una molécula a través de
un liquido. El término puede incluir transporte pasivo, tal como el movimiento de moléculas a lo largo de su gradiente
de concentracién (p. ej., difusién pasiva). El término también puede incluir transporte activo mediante el cual las
moléculas pueden moverse a lo largo de su gradiente de concentraciéon o en contra de su gradiente de concentracién.
Por lo tanto, el transporte puede incluir la aplicacién de energia para mover una o mas moléculas en una direccién
deseada o en una ubicacién deseada, tal como un sitio de amplificacién.

Como se utiliza en la presente memoria, “amplificar”, “amplificando™ o “reacciéon de amplificacién” y sus derivados,
se refieren, en general, a cualquier acciéon o proceso mediante el cual al menos una porcién de una molécula de acido
nucleico se replica o copia en al menos una molécula de &cido nucleico adicional. La molécula de acido nucleico
adicional incluye opcionalmente una secuencia que es sustancialmente idéntica o sustancialmente complementaria a
al menos alguna porcién de la molécula de &cido nucleico molde. La molécula de acido nucleico molde puede ser
monocatenaria o bicatenaria y la molécula de &cido nucleico adicional puede ser, independientemente, monocatenaria
o bicatenaria. La amplificacién incluye opcionalmente la replicacion lineal o exponencial de una molécula de acido
nucleico. En algunas realizaciones, dicha amplificacién puede realizare utilizando condiciones isotérmicas; en otras
realizaciones, dicha amplificacién puede incluir termociclado. En algunas realizaciones, la amplificacién es una
amplificacién multiplexada que incluye la amplificacién simultanea de multiples secuencias diana en una Unica reaccién
de amplificacién. En algunas realizaciones, la “amplificacién” incluye la amplificacién de al menos alguna porcién de
los &cidos nucleicos basados en ADN y ARN solos o en combinacién. La reaccién de amplificacién puede incluir
cualquiera de los procesos de amplificacién conocidos por un experto en la técnica. En algunas realizaciones, la
reaccién de amplificacién incluye la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).

Como se utiliza en la presente memoria, “condiciones de amplificacion” y sus derivados, se refiere en general a
condiciones adecuadas para amplificar una o més secuencias de acido nucleico. Dicha amplificacién puede ser lineal
o exponencial. En algunas realizaciones, las condiciones de amplificacién pueden incluir condiciones isotérmicas o de
manera alternativa pueden incluir condiciones de termociclado, o una combinacién de condiciones isotérmicas y de
termociclado. En algunas realizaciones, las condiciones adecuadas para amplificar una o0 mas secuencias de acido
nucleico incluyen condiciones de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Normalmente, las condiciones de
amplificacién se refieren a una mezcla de reaccién que es suficiente para amplificar acidos nucleicos, tal como una o
mas secuencias diana, o para amplificar una secuencia diana amplificada ligada a uno o mas adaptadores, p. €j., una
secuencia diana amplificada ligada a adaptador. En general, las condiciones de amplificacién incluyen un catalizador
para la amplificacién o para la sintesis de &cido nucleico, por ejemplo, una polimerasa; un cebador que posea cierto
grado de complementariedad con el acido nucleico a amplificar; y nucleétidos, tales como desoxirribonucleétido
trifosfatos (ANTP) para promover la extensién del cebador una vez hibridado con el acido nucleico. Las condiciones
de amplificacién pueden requerir hibridacién o emparejamiento de un cebador con un acido nucleico, extension del
cebador y una etapa de desnaturalizacién en que el cebador extendido se separa de la secuencia de acido nucleico
que se somete a amplificacion. Normalmente, pero no necesariamente, las condiciones de amplificacién pueden incluir
termociclado; en algunos casos, las condiciones de amplificacién incluyen una pluralidad de ciclos donde se repiten
las etapas de emparejamiento, extensién y separacién. Habitualmente, las condiciones de amplificacién incluyen
cationes tales como Mg2+ o Mn2+ y también pueden incluir diversos modificadores de la fuerza i6nica.

Como se utiliza en la presente memoria, “re-amplificacién” y sus derivados, se refiere en general, a cualquier proceso
mediante el cual al menos una porcién de una molécula de acido nucleico amplificada se amplifica adicionalmente a
través de cualquier proceso de amplificacion adecuado (denominado en algunas realizaciones amplificacién
“secundaria”) produciendo asi una molécula de acido nucleico reamplificada. La amplificacién secundaria no necesita
ser idéntica al proceso de amplificacién original mediante el cual se produjo la molécula de &cido nucleico amplificada;
ni es necesario que la molécula de acido nucleico reamplificada sea completamente idéntica o completamente
complementaria a la molécula de acido nucleico amplificada; todo lo que se requiere es que la molécula de acido
nucleico reamplificada incluya al menos una porcién de la molécula de acido nucleico amplificada o su complemento.
Por ejemplo, la reamplificacién puede implicar el uso de diferentes condiciones de amplificacién y/o cebadores
diferentes, incluidos diferentes cebadores especificos de diana a los de la amplificacién primaria.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “reaccién en cadena de la polimerasa™ (“PCR”) se refiere al método
de Mullis de las patentes US- 4,683,195 y 4,683,202, que describen un método para aumentar la concentracién de un
segmento de un polinucleétido de interés en una mezcla de ADN gendmico sin clonacién ni purificacién. Este proceso
para amplificar el polinucleétido de interés consiste en introducir un gran exceso de dos cebadores de oligonucleétidos
a la mezcla de ADN que contiene el polinucleétido de interés deseado, seguido de una serie de ciclos térmicos en
presencia de una polimerasa de ADN. Los dos cebadores son complementarios a sus respectivas cadenas del
polinucleétido de doble cadena de interés. La mezcla se desnaturaliza a una temperatura mas alta primero y los
cebadores se aparean a continuacién con secuencias complementarias dentro de la molécula de polinucleétido de
interés. Después del apareamiento, los cebadores se extienden con una polimerasa para formar un nuevo par de
cadenas complementarias. Las etapas de desnaturalizacion, emparejamiento de cebadores y extensidén de polimerasa
pueden repetirse muchas veces (en un proceso denominado termociclado) para obtener una alta concentracién de un
segmento amplificado del polinucleétido deseado de interés. La longitud del segmento amplificado del polinucleétido
de interés deseado (amplicon) viene determinada por las posiciones relativas de los cebadores entre si y, por lo tanto,
esta longitud es un parametro controlable. Debido a que el proceso se repite, el método se denomina “reaccién en
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cadena de la polimerasa™ (a continuacién en la memoria “PCR”). Debido a que los segmentos amplificados deseados
del polinucleétido de interés se convierten en las secuencias de é&cido nucleico predominantes (en términos de
concentracién) en la mezcla, se dice que son “amplificadas por PCR”. En una modificacién del método descrito
anteriormente, las moléculas de acido nucleico pueden amplificarse por PCR utilizando una pluralidad de pares de
cebadores diferentes, en algunos casos, uno 0 méas pares de cebadores por molécula de acido nucleico diana de
interés, formando de este modo una reaccién de PCR mudltiple.

Como se define en la presente memoria, “amplificacién multiplexada™ se refiere a la amplificacién selectiva y no
aleatoria de dos 0 més secuencias diana dentro de una muestra utilizando al menos un cebador especifico de diana.
En algunos casos, la amplificacién multiplexada se realiza de forma que algunas o todas las secuencias diana se
amplifiquen en un solo recipiente de reaccién. El “plexi” o “plex” de una amplificacién multiplexada dada se refiere
generalmente al niUmero de secuencias especificas de diana diferentes que se amplifican durante esa amplificacién
multiplexada individual. En algunas realizaciones, el plexi puede ser aproximadamente 12-plex, 24-plex, 48-plex, 96-
plex, 192-plex, 384-plex, 768-plex, 1536-plex, 3072-plex, 6144-plex o superior. También es posible detectar las
secuencias diana amplificadas mediante varias metodologias distintas (por ejemplo, electroforesis en gel seguida de
densitometria, cuantificacién con un bioanalizador o PCR cuantitativa, hibridacién con una sonda marcada;
incorporaciéon de cebadores biotinilados seguida de deteccién de conjugado de enzima y avidina; incorporacién de
desoxinucleétidos trifosfato marcados con 32P en la secuencia diana amplificada).

Como se utiliza en la presente memoria, “secuencias diana amplificadas™ y sus derivados, se refiere en general a una
secuencia de é&cido nucleico producida mediante la amplificaciéon de las secuencias diana utilizando cebadores
especificos de diana y los métodos proporcionados en la presente memoria. Las secuencias diana amplificadas
pueden ser del mismo sentido (es decir, la cadena positiva) o de sentido contrario (es decir, la cadena negativa) con
respecto a las secuencias diana.

Como se utiliza en la presente memoria, los términos “ligar”, “ligamiento” y sus derivados, se refieren en general, al
proceso de unir de manera covalente dos o mas moléculas entre si, por ejemplo, unir de manera covalente entre si
dos o més moléculas de acido nucleico. En algunos casos, el ligamiento incluye unir muescas entre nucleétidos
adyacentes de &cidos nucleicos. En algunas realizaciones, el ligamiento incluye formar un enlace covalente entre un
extremo de una primera molécula y un extremo de una segunda molécula de acido nucleico. En algunas realizaciones,
el ligamiento puede incluir formar un enlace covalente entre un grupo fosfato 5 de un &cido nucleico y un grupo
hidroxilo 3’ de un segundo acido nucleico formando de este modo una molécula de acido nucleico ligada. En general,
a efectos de la presente exposicién, una secuencia diana amplificada puede ligarse a un adaptador para generar una
secuencia diana amplificada ligada a adaptador.

Como se utiliza en la presente memoria, “ligasa™ y sus derivados, se refiere en general, a cualquier agente capaz de
catalizar el ligamiento de dos moléculas de sustrato. En algunos casos, la ligasa incluye una enzima capaz de catalizar
la unién de muescas entre nucleétidos adyacentes de un acido nucleico. En algunas realizaciones, la ligasa incluye
una enzima capaz de catalizar la formacién de un enlace covalente entre un fosfato 5 de una molécula de acido
nucleico y un hidroxilo 3' de otra molécula de &cido nucleico, formando de este modo una molécula de acido nucleico
ligada. Ligasas adecuadas pueden incluir, aunque no de forma limitativa, ADN T4 ligasa, ARN T4 ligasa y ADN ligasa
de E. coli.

Como se utiliza en la presente memoria, “condiciones de ligamiento” y sus derivados, se refiere en general, a
condiciones adecuadas para ligar dos moléculas entre si. En algunas realizaciones, las condiciones de ligamiento son
adecuadas para sellar muescas o huecos entre los &cidos nucleicos. Como se utiliza en la presente memoria, el
término muesca o hueco esta en consonancia con el uso del término en la técnica. Habitualmente, una muesca o
hueco puede ligarse en presencia de una enzima, tal como una ligasa, a una temperatura y un pH adecuados. En
algunas realizaciones, la ADN T4 ligasa puede unir una muesca entre &cidos nucleicos a una temperatura de
aproximadamente 70-72 °C.

El término “cubeta de lectura”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una cdmara que comprende una
superficie sélida a través de la cual pueden fluir uno o més reactivos liquidos. Se exponen ejemplos de cubetas de
lectura y de sistemas fluidos y plataformas de deteccién relacionados que pueden utilizarse facilmente en los métodos
de la presente exposicién, por ejemplo, en Bentley y col., Nature 456:53-59 (2008), las patentes WO 04/018497; US-
7.057.026; WO 91/06678;, WO 07/123744; US-7.329.492; US-7.211.414; US-7.315.019; US-7.405.281, y US
2008/0108082.

Como se utiliza en la presente memoria, cuando el término “amplicdn™ se utiliza en referencia a un acido nucleico,
significa el producto de copiar el acido nucleico, en donde el producto tiene una secuencia de nucleétidos que es igual
o complementaria a al menos una porcién de la secuencia de nucleétidos del acido nucleico. Un amplicon puede
producirse por cualquiera de una variedad de métodos de amplificacién que utilicen el acido nucleico, o un amplicén
del mismo, tal como un molde, incluyendo, por ejemplo, extensién por polimerasa, reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), amplificacién de circulo rodante (RCA), extensién por ligamiento o reaccién en cadena de ligamiento. Un
amplicdn puede ser una molécula de acido nucleico que tenga una sola copia de una secuencia de nucleétidos
particular (p. ej.,, un producto de PCR) o mudltiples copias de la secuencia de nucleétidos (p. ej., un producto
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concatamérico de RCA). Un primer amplicén de un &cido nucleico diana es normalmente una copia complementaria.
Los amplicones posteriores son copias que se crean, después de la generacidn del primer amplicén, a partir del 4cido
nucleico diana o del primer amplicéon. Un amplicén posterior puede tener una secuencia que sea sustancialmente
complementaria a la del acido nucleico diana o sustancialmente idéntica a la del 4cido nucleico diana.

Como se utiliza en la presente memoria, la expresién “sitio de amplificacién” se refiere a un sitio en o sobre una matriz
donde se pueden generar uno 0 més amplicones. Un sitio de amplificacion puede configurarse ademas para contener,
sujetar o unir al menos un amplicdn que se genera en el sitio.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “matriz” se refiere a una poblaciéon de sitios que pueden
diferenciarse entre si segun la ubicacién relativa. Las diferentes moléculas que se encuentran en diferentes sitios de
una matriz se pueden diferenciar entre si segln las ubicaciones de los sitios en la matriz. Un sitio individual de una
matriz puede incluir una o mas moléculas de un tipo particular. Por ejemplo, un sitio puede incluir una sola molécula
de 4cido nucleico diana que tenga una secuencia particular o un sitio puede incluir varias moléculas de acido nucleico
que tengan la misma secuencia (y/o secuencia complementaria, de la misma). Los sitios de una matriz pueden ser
diferentes casillas situadas en el mismo sustrato. Como casillas ilustrativas se incluyen, sin limitacién, pocillos en un
sustrato, perlas (u otras particulas) en o sobre un sustrato, proyecciones desde un sustrato, crestas sobre un sustrato
o canales en un sustrato. Los sitios de una matriz pueden ser diferentes sustratos, cada uno con una molécula
diferente. Se pueden identificar diferentes moléculas unidas a diferentes sustratos segun las ubicaciones de los
sustratos en una superficie a la que estan asociados los sustratos o segun las ubicaciones de los sustratos en un
liquido o gel. Como matrices ilustrativas en que se ubican distintos sustratos en una superficie se incluyen, sin
limitacién, las que tienen perlas en pocillos.

Como se utiliza en la presente memoria, cuando el término “capacidad™ se utiliza en referencia a un sitio y a un material
de acido nucleico, significa la cantidad méaxima de material de 4cido nucleico que puede ocupar el sitio. Por ejemplo,
el término puede referirse al niumero total de moléculas de &cido nucleico que pueden ocupar el sitio en una condicién
particular. También pueden utilizarse otras medidas incluyendo, por ejemplo, la masa total de material de acido
nucleico o el nimero total de copias de una secuencia de nucleétidos particular que puede ocupar el sitio en una
condicién particular. Normalmente, la capacidad de un sitio para un acido nucleico diana serd sustancialmente
equivalente a la capacidad del sitio para amplicones del acido nucleico diana.

Como se utiliza en la presente memoria, la expresién “agente de captura” se refiere a un material, sustancia quimica,
molécula o resto de la misma, que es capaz de fijarse, retenerse o unirse a una molécula diana (p. €j., un acido nucleico
diana). Los ejemplos de agentes de captura incluyen, sin limitacién, un acido nucleico de captura (también denominado
en la presente memoria oligonucleétido de captura) que es complementario a al menos una porcién de un acido
nucleico diana, un miembro de un par de unién receptor-ligando (por ejemplo, avidina, estreptavidina, biotina, lectina,
hidrato de carbono, proteina de unién a écido nucleico, epitopo, anticuerpo, etc.) capaz de unirse a un acido nucleico
diana (o un resto de enlace unido al mismo), o un reactivo quimico capaz de formar un enlace covalente con un acido
nucleico diana (o resto de enlace unido al mismo).

Como se utiliza en la presente memoria, la expresion “poblacién clonal” se refiere a una poblacién de acidos nucleicos
que es homogénea con respecto a una secuencia de nucledtidos particular. La secuencia homogénea tiene
normalmente una longitud de al menos 10 nucleétidos, pero puede ser incluso mas larga incluyendo, por ejemplo, una
longitud de al menos 50, 100, 250, 500 o 1000 nucleétidos. Una poblacién clonal puede proceder de un solo &cido
nucleico diana o acido nucleico molde. Normalmente, todos los &cidos nucleicos de una poblacién clonal tendrén la
misma secuencia de nucleé6tidos. Se entendera que, en una poblacidn clonal, puede producirse un pequefio nimero
de mutaciones (p. ej., debidas a artefactos de amplificacidén) sin apartarse de la clonalidad.

Como se utiliza en la presente memoria, en el contexto de una composicién, un articulo, un acido nucleico o un nlcleo,
“proporcionar” significa preparar la composicién, el articulo, el 4cido nucleico o el nicleo, adquirir la composicién, el
articulo, el 4cido nucleico o el nucleo, u obtener de cualquier otra manera el compuesto, la composicién, el articulo o
el ndcleo.

El término “y/o0” significa uno o todos los elementos enumerados o una combinacién de cualquiera de dos 0 més de
los elementos enumerados.

Las palabras “preferido(a)” y “preferiblemente™ se refieren a realizaciones de la invencién que pueden proporcionar
determinados beneficios, en determinadas circunstancias. Sin embargo, en las mismas circunstancias o en otras,
también pueden preferirse otras realizaciones. Ademés, la mencién de una o mas realizaciones preferidas no implica
que otras realizaciones no sean Utiles y no pretende excluir otras realizaciones del alcance de la invencién.

Los términos “comprende” y variaciones del mismo no tienen un significado limitativo cuando estos términos aparecen
en la descripcién y en las reivindicaciones.
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EEIN14

Se entiende que siempre que en la presente memoria se describan realizaciones con las frases “incluye”, “que incluye”
o “incluyendo” y similares, también se proporcionan realizaciones analogas descritas en términos de “que consiste
en” y/o “que consiste esencialmente en”.

A menos que se especifique de cualquier otra manera, “un”, «
usan indistintamente y significan uno(a) o mas de uno(a).

EENN13
)

EENNN13

uno”, “una”, “el”, “la” y “al menos un, uno, una”, se

También en la presente memoria, las enumeraciones de intervalos numéricos mediante extremos incluyen todos los
nameros comprendidos dentro de ese intervalo (p. ej., 1 a Sincluye 1, 1,5, 2, 2,75, 3, 3,80, 4, 5, etc.).

En cualquier método expuesto en la presente memoria que incluya distintas etapas, las etapas pueden realizarse en
cualquier orden factible. Y, segln sea apropiado, puede realizarse cualquier combinacién de dos o mas etapas
simultdneamente.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, la referencia a “una realizacién”, a “determinadas realizaciones™ o a
“algunas realizaciones™ etc., significa que, en al menos una realizacién de la exposicién, se incluye un rasgo, una
configuracién, una composicién o una caracteristica particular descrita en relacién con la realizacién. Por lo tanto, la
aparicion de dichas expresiones en diversos lugares a lo largo de esta memoria descriptiva, no se refieren
necesariamente a la misma realizacién de la exposicion. Ademas, los rasgos, configuraciones, composiciones o
caracteristicas particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada en una o mas realizaciones.

Breve descripcion de las figuras

La siguiente descripcidon detallada de las realizaciones ilustrativas de la presente exposicién puede entenderse mejor
cuando se lee junto con los siguientes dibujos.

La Figura 1 muestra un diagrama de bloque general de un método ilustrativo general de la indexacién combinatoria
de célula individual segun la presente exposicién.

La Figura 2 muestra un dibujo esquemético de una realizacién del método de indexacién combinatoria de célula
individual ilustrado en lineas generales en la Figura 1.

La Figura 3 muestra un dibujo esqueméatico de una realizacién ilustrativa de una molécula adaptadora de fragmentos
después de la amplificacion lineal.

La Figura 4 muestra un dibujo esqueméatico de una realizacién ilustrativa de una molécula adaptadora de fragmentos
después de la adicién de adaptadores universales.

Los dibujos esqueméticos no son necesariamente a escala. Los mismos nimeros que se utilizan en las figuras se
refieren a los mismos componentes, etapas y similares. Sin embargo, se entenderd que el uso de un ndmero para
referirse a un componente en una figura dada no pretende estar limitado al componente en otra figura etiquetada con
el mismo numero. Ademas, el uso de nimeros distintos para referirse a componentes no pretende indicar que los
distintos componentes numerados no puedan ser iguales o similares a otros componentes numerados.

Descripcion detallada de realizaciones ilustrativas

El método proporcionado en la presente memoria incluye proporcionar nucleos aislados de una pluralidad de células
(Figura 1, bloque 12). Las células pueden ser de cualquier organismo u organismos y de cualquier tipo de célula o de
cualquier tejido del organismo u organismos. El método puede incluir ademés la disociacién de las células (Figura 2,
bloque i) y/o el aislamiento de los nlcleos (Figura 2, bloque ii). El experto en la técnica conoce métodos para aislar los
nlcleos de las células y estos son métodos habituales. El nimero de ndcleos puede ser de al menos 2. El limite
superior depende de las limitaciones practicas del equipo (p. ej., placas multipocillo) utilizadas en otras etapas del
método descrito en la presente memoria. Por ejemplo, en una realizacién, el nimero de nucleos puede ser no superior
a 1.000.000.000, no superior a 100.000.000, no superior a 10.000.000, no superior a 1.000.000, no superior a 10.000
o no superior a 1.000. La persona experta reconocera que las moléculas de acido nucleico en cada nicleo representan
el complemento genético completo de un organismo, y son moléculas de ADN gendémico que incluyen secuencias
tanto intrénicas como exénicas, asi como secuencias reguladoras no codificantes tales como secuencias promotoras
y potenciadoras.

En una realizacion, los nucleos incluyen nucleosomas unidos a ADN gendmico. Dichos nucleos pueden ser Utiles en
métodos que no determinan la secuencia de ADN del genoma completo de una célula, tal como sciATAC-seq. (single-
cell ATAC sequencing using combinatorial indexing, secuenciacién ATAC de célula individual mediante indexacién
combinatoria). En otra realizacién, los nucleos aislados se someten a condiciones que empobrecen los nucleos de
nucleosomas, generando nucleos con empobrecimiento de nucleosomas (Figura 1, bloque 13 y Figura 2, bloque ii).
Dichos nucleos pueden ser utiles en métodos cuyo objeto es a determinar la secuencia completa de ADN gendmico
de una célula. En una realizacién, las condiciones utilizadas para el empobrecimiento de nucleosomas mantienen la
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integridad de los nlcleos aislados. La persona experta conoce métodos para generar nlcleos empobrecidos en
nucleosomas (véase, por ejemplo, Vitak y col., 2017, Nature Methods, 14(3):302-308). En una realizacién, las
condiciones son un tratamiento quimico que incluye un tratamiento con un agente caotrépico capaz de interrumpir las
interacciones acido nucleico-proteina. Un ejemplo de un agente caotropico util incluye, pero no se limita a,
diyodosalicilato de litio. En otra realizacién, las condiciones son un tratamiento quimico que incluye un tratamiento con
un detergente capaz de interrumpir las interacciones &cido nucleico-proteina. Un ejemplo de un detergente util incluye,
pero no se limita a, dodecilsulfato de sodio (SDS). En algunas realizaciones, cuando se utiliza un detergente tal como
SDS, las células de las que se aislan los nlcleos se tratan con un agente reticulante antes del aislamiento. Un ejemplo
util de un agente reticulante incluye, pero no se limita a, formaldehido.

El método proporcionado en la presente memoria incluye la distribucién de subconjuntos de los nucleos, tal como
ndcleos con empobrecimiento de nucleosomas, en una primera pluralidad de compartimentos (Figura 1, bloque 14 y
Figura 2, esquema de la izquierda). El nimero de nucleos presentes en un subconjunto, y por lo tanto en cada
compartimento, puede ser de al menos 1. En una realizacién, el nimero de nlcleos presentes en un subconjunto no
es superior a 2.000. El experto en la técnica conoce métodos para distribuir los nucleos en subconjuntos y estos
métodos son habituales. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, clasificacién de nucleos activados por
fluorescencia (FANS).

Cada compartimento incluye un complejo transposdmico. El complejo transposémico, una transposasa unida a un sitio
de reconocimiento de transposasa, puede insertar el sitio de reconocimiento de transposasa en un &cido nucleico
diana dentro de un nlcleo en un proceso denominado a veces “tagmentacién”. En algunos acontecimientos de
insercion de este tipo, una cadena del sitio de reconocimiento de transposasa puede transferirse al acido nucleico
diana. Dicha cadena se denomina “cadena transferida”. En una realizacién, un complejo transposémico incluye una
transposasa dimérica que tiene dos subunidades y dos secuencias transposénicas no contiguas. En otra realizacion,
una transposasa incluye una transposasa dimérica que tiene dos subunidades y una secuencia transposénica
contigua.

Algunas realizaciones pueden incluir el uso de una transposasa Tn5 hiperactiva y un sitio de reconocimiento de
transposasa de tipo TnS (Goryshin y Reznikoff, J. Biol. Chem., 273:7367 (1998)), o una transposasa MuA y un sitio de
reconocimiento de transposasa Mu que comprende secuencias terminales R1 y R2 (Mizuuchi, K., Cell, 35: 785,
1983; Savilahti, H, y col., EMBO J., 14: 4893, 1995). El experto en la técnica también puede utilizar secuencias de Tn5
de extremos en mosaico (EM).

Mas ejemplos de sistemas de transposicién que se pueden utilizar con determinadas realizaciones de las
composiciones y métodos proporcionados en la presente memoria incluyen Tn552 de Staphylococcus aureus (Colegio
y col., J. Bacteriol., 183: 2384-8, 2001; Kirby C y col., Mol. Microbiol., 43: 173-86, 2002), Ty1 (Devine y Boeke, Nucleic
Acids Res., 22: 3765-72, 1994 y la Publicacion Internacional WO 95/23875), el Transposén Tn7 (Craig, N L, Science.
271: 1512, 1996; Craig, N L, Revisado en: Curr Top Microbiol Immunol., 204:27-48, 1996), Tn/O e 1S10 (Kleckner N,
y col, Curr Top Microbiol Immunol., 204:49-82, 1996), |la transposasa Mariner (Lampe D J, y col., EMBO J., 15: 5470-
9, 1996), Tc1 (Plasterk R H, Curr. Topics Microbiol. Immunol., 204: 125-43, 1996), elemento P (Gloor, G B, Methods
Mol. Biol., 260: 97-114, 2004), Tn3 (Ichikawa y Ohtsubo, J Biol. Chem. 265:18829-32, 1990), secuencias de inserciéon
bacterianas (Ohtsubo y Sekine, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 204: 1-26, 19986), retrovirus (Brown, y col., Proc Natl
Acad Sci USA, 86:2525-9, 1989), y retrotransposén de levadura (Boeke y Corces, Annu Rev Microbiol. 43:403-34,
1989). Algunos ejemplos adicionales incluyen 1S5, Tn10, Tn903, 1S911, y versiones modificadas por ingenieria
genética de enzimas de la familia de las transposasas (Zhang y col., (2009) PLoS Genet. 5:e1000689. Epub 16 de oct
de 2009; Wilson C. y col. (2007) J. Microbiol. Methods 71:332-5).

Otros ejemplos de integrasas que pueden utilizarse con los métodos y las composiciones que se proporcionan en la
presente memoria incluyen integrasas retroviricas y secuencias de reconocimiento de integrasas de dichas integrasas
retroviricas, tales como integrasas de HIV-1, HIV-2, SIV, PFV-1, RSV.

Las secuencias transposoénicas Utiles con los métodos y composiciones descritos en la presente memoria se
proporcionan en la publicacién de solicitud de patente US- 2012/0208705, publicacion de solicitud de patente US-
2012/0208724 y publicacién de solicitud de patente internacional WO 2012/061832. En algunas realizaciones, una
secuenciatransposénica incluye un primer sitio de reconocimiento de transposasa, un segundo sitio de reconocimiento
de transposasa y un indice presente entre los dos sitios de reconocimiento de transposasa.

Algunos complejos transposémicos Utiles en la presente memoria incluyen una transposasa que tiene dos secuencias
transposoénicas. En algunas de estas realizaciones, las dos secuencias transposénicas no estan ligadas entre si, en
otras palabras, las secuencias transposénicas no son contiguas entre si. En la técnica se conocen ejemplos de dichos
transposomas (véase, por ejemplo, la publicacién de solicitud de patente US-2010/0120098).

En algunas realizaciones, un complejo transposémico incluye un acido nucleico de secuencia transposénica que se
une a dos subunidades de transposasa para formar un “complejo en bucle” o un “transposoma en bucle”. En un
ejemplo, un transposoma incluye una transposasa dimérica y una secuencia transposénica. Los complejos en bucle
pueden garantizar que los transposones se inserten en el ADN diana mientras se mantiene la informacién de
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ordenacién del ADN diana original y sin fragmentar el ADN diana. Como se apreciara, en un acido nucleico diana, las
estructuras en bucle pueden insertar secuencias de acido nucleico deseadas, tales como indices, manteniendo la
conectividad fisica del 4cido nucleico diana. En algunas realizaciones, la secuencia transposénica de un complejo
transposdmico en bucle puede incluir un sitio de fragmentacién de modo que la secuencia transposénica se pueda
fragmentar para crear un complejo transposémico que comprenda dos secuencias transposénicas. Dichos complejos
transposdmicos son Utiles para garantizar que los fragmentos de ADN diana adyacentes, en los cuales se insertan los
transposones, reciban combinaciones de cédigos que puedan ensamblarse sin ambigliedades en una fase posterior
del ensayo.

Un complejo transposdmico también incluye al menos una secuencia indice, también denominada indice de
transposasa. La secuencia indice est4 presente como parte de la secuencia transposénica. En una realizacién, la
secuencia indice puede estar presente en una cadena transferida, la cadena del sitio de reconocimiento de la
transposasa que se transfiere al acido nucleico diana. Una secuencia indice, también denominada etiqueta o cédigo
de barras, es util como marcador caracteristico del compartimento en que estaba presente un 4cido nucleico diana
particular. La secuencia indice de un complejo transposémico es diferente para cada compartimento. Por consiguiente,
en esta realizacion, un indice es una etiqueta de secuencia de acido nucleico que se une a cada uno de los &cidos
nucleicos diana presentes en un compartimento particular, cuya presencia es indicativa del compartimento en que se
encuentra una poblacién de nlcleos en esta fase del método, o se utiliza para identificarlo.

Una secuencia indice puede tener hasta 20 nucleétidos de longitud, p. €j., 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20. Una etiqueta de cuatro nucledtidos ofrece la posibilidad de multiplexar 256 muestras en la
misma matriz, mientras que una etiqueta de seis bases permite procesar 4096 muestras en la misma matriz.

En una realizacién, la cadena transferida también puede incluir una secuencia universal, una primera secuencia
cebadora de secuenciacién o una combinacién de las mismas. En la presente memoria se describen secuencias
universales y secuencias cebadoras de secuenciacién. Por lo tanto, en algunas realizaciones en donde la cadena
transferida se transfiere a los acidos nucleicos diana, los acidos nucleicos diana incluyen un indice de transposasa y
también incluyen una secuencia universal, una primera secuencia cebadora de secuenciacién o una combinacién de
las mismas.

En una realizacién, los nucleétidos de citosina de una cadena transferida estan metilados. En otra realizacién, los
nucleétidos de una cadena transferida no contienen citosina. Dicha cadena transferida, y cualquier secuencia presente
en la cadena transferida, incluyendo una secuencia indice de transposasa, una secuencia universal y/o una primera
secuencia cebadora de secuenciacién, puede denominarse empobrecida en citosina. El uso de secuencias de
nucleétidos empobrecidas en citosina en un complejo transposémico no tiene ninglin impacto significativo sobre la
eficacia de la transposasa.

El método también incluye la generacién de nucleos indexados (Figura 1, bloque 15 y Figura 2, bloque iii). En una
realizacién, la generacién de nulcleos indexados incluye la fragmentacién de acidos nucleicos presentes en los
subconjuntos de nucleos con empobrecimiento de nucleosomas (p. ej., los acidos nucleicos presentes en cada
compartimento) en una pluralidad de fragmentos de 4cido nucleico. En una realizacién, la fragmentacién de acidos
nucleicos se consigue utilizando un sitio de fragmentacién presente en los acidos nucleicos. Normalmente, los sitios
de fragmentacién se introducen en los acidos nucleicos diana utilizando un complejo transposdémico. Por ejemplo, un
complejo transposémico en bucle puede incluir un sitio de fragmentacion. Puede utilizarse un sitio de fragmentacion
para escindir la asociacién fisica, pero no la informativa, entre las secuencias indice que se han insertado en un acido
nucleico diana. La escisién puede ser por medios bioquimicos, quimicos u otros. En algunas realizaciones, un sitio de
fragmentacién puede incluir un nucleétido o una secuencia de nucleétidos que puede fragmentarse por diversos
medios. Los ejemplos de sitios de fragmentacién incluyen, aunque no de forma limitativa, un sitio de endonucleasa de
restriccion, al menos un ribonucleétido escindible con una ARNasa, analogos de nucledtidos escindibles en presencia
de un determinado agente quimico, un enlace diol escindible por tratamiento con peryodato, un grupo disulfuro
escindible con un agente reductor quimico, un resto escindible que se puede someter a escisién fotoquimica y un
péptido escindible mediante una enzima peptidasa u otros medios adecuados (véase, por ejemplo, la publicaciéon de
solicitud de patente US- 2012/0208705, publicaciones de solicitud de patente US-2012/0208724 y WO 2012/061832.
El resultado de la fragmentacién es una poblacién de nlcleos indexados, conteniendo cada nucleo fragmentos de
acido nucleico, donde los fragmentos de acido nucleico se incluyen en al menos una cadena de la secuencia indice
indicativa del compartimento particular.

Los nucleos indexados de multiples compartimentos pueden combinarse (Figura 1, bloque 16 y Figura 2, esquema de
la izquierda). Por ejemplo, se combinan los nlcleos indexados de 2 a 96 compartimentos (cuando se utiliza una placa
de 96 pocillos) o de 2 a 384 compartimentos (cuando se utiliza una placa de 384 pocillos). Los subconjuntos de estos
nlcleos indexados combinados, denominados en la presente memoria nlcleos indexados agrupados, se distribuyen
después en una segunda pluralidad de compartimentos. El nimero de nlcleos presentes en un subconjunto y, por lo
tanto, en cada compartimento, se basa en parte en el deseo de reducir las colisiones de indice, que es la presencia
de dos nucleos que tienen el mismo indice de transposasa que terminan en el mismo compartimento en esta etapa
del proceso. En esta realizacién, el nimero de nlcleos presentes en un subconjunto puede ser de 2 a 30, tal como de
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o0 30. En una realizacién,
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el nimero de nulcleos presentes en un subconjunto es de 20 a 24, tal como de 22. El experto en la técnica conoce
métodos para distribuir los nlcleos en subconjuntos y estos métodos son habituales. Los ejemplos incluyen, pero no
se limitan a, clasificacién de nucleos activados por fluorescencia (FANS).

Los nucleos indexados distribuidos se tratan para identificar nucleétidos metilados (Figura 1, bloque 17 y Figura 2,
bloque iv). La metilacién de sitios, tales como secuencias de dinucleétidos CpG, puede medirse utilizando cualquiera
de las diversas técnicas utilizadas en la materia para el analisis de tales sitios. Un método util es la identificacién de
secuencias de dinucleétidos CpG metiladas. La identificacién de secuencias de dinucleétidos CpG metiladas se
determina utilizando tecnologias basadas en la conversién de citosina, que se basan en la modificacién quimica
dependiente del estado de metilacién de las secuencias CpG dentro del ADN gendmico aislado, o fragmentos del
mismo, seguido de un anélisis de secuencia de ADN. Los reactivos quimicos que pueden diferenciar entre secuencias
de dinucledtidos CpG metilados y no metilados incluyen hidracina, que escinde el acido nucleico, y bisulfito. El
tratamiento con bisulfito seguido de hidrélisis alcalina convierte especificamente la citosina no metilada en uracilo,
dejando la 5-metilcitosina sin modificar como se describe en Olek A., 1996, Nucleic Acids Res. 24:5064-6 o Frommer
y col., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1827-1831. El ADN tratado con bisulfito se puede analizar posteriormente
mediante técnicas moleculares, tales como amplificacién, secuenciacién y deteccidén por PCR, incluida la hibridacion
de oligonucleétidos (p. ej., utilizando micromatrices de acidos nucleicos). En una realizacidn, los nlcleos indexados
en cada compartimento se exponen a condiciones para el tratamiento con bisulfito. El tratamiento de acidos nucleicos
con bisulfito es conocido por el experto en la técnica y es un tratamiento habitual. En una realizacién, el tratamiento
con bisulfito convierte los residuos de citosina no metilados de los dinucleétidos CpG en residuos de uracilo y deja los
residuos de 5-metilcitosina inalterados. El tratamiento con bisulfito da como resultado fragmentos de &cido nucleico
tratados con bisulfito.

Después de la generacion de los fragmentos de acido nucleico tratados con bisulfito, los fragmentos se modifican para
incluir nucleétidos adicionales en uno o ambos extremos (Figura 1, bloque 18 y Figura 2, bloques v y vi). En una
realizacién, la modificacidn incluye someter los fragmentos de 4cido nucleico tratados con bisulfito a una amplificacién
lineal utilizando una pluralidad de cebadores. Cada cebador incluye al menos dos regiones; una secuencia de
nucleétidos universal en el extremo 5' y una secuencia de nucleétidos aleatoria en el extremo 3'. La secuencia de
nucleétidos universal es idéntica en cada cebador y, en una realizacion, incluye una segunda secuencia cebadora de
secuenciacion (también denominada cebador 2 de lectura en la Figura 2 (bloque vii). La regién de secuencia de
nucleétidos aleatoria se utiliza para que haya al menos un cebador que sea complementario a cada secuencia de los
fragmentos de acido nucleico tratados con bisulfito. EI nimero de nucleétidos aleatorios que puede utilizarse para
aumentar la probabilidad de cobertura completa a un nivel deseado puede determinarse utilizando métodos habituales
y puede ser de 6 a 12 nucleétidos aleatorios, tal como de 9 nucledtidos aleatorios. En una realizacién, el nimero de
ciclos esta limitado a no mas de 10 ciclos, tal como a 9 ciclos, 8 ciclos, 7 ciclos, 6 ciclos, 5 ciclos, 4 ciclos, 3 ciclos, 2
ciclos o 1 ciclo. El resultado de la amplificacién lineal es moléculas adaptadoras de fragmentos amplificadas. En la
Figura 3 se muestra un ejemplo de una molécula adaptadora de fragmentos. La molécula adaptadora de fragmentos
30 incluye nuclebtidos que se originan a partir de la cadena transferida del complejo transposémico 31 y 32, que
incluye un indice de transposasa y una secuencia universal que puede utlizarse para la amplificacién y/o
secuenciacion. La molécula adaptadora de fragmentos también incluye los nucleétidos que se originan a partir del
ADN gendémico de un nucleo 33, la regién de secuencia de nucleétidos aleatoria 34 y la secuencia de nucleétidos
universal 35.

A la amplificacién lineal le sigue una reaccién de amplificaciéon exponencial, tal como una PCR, para modificar después
los extremos de la molécula adaptadora de fragmentos antes de la inmovilizacién y la secuenciacién. Esta etapa da
como resultado la indexacién de las moléculas adaptadoras de fragmentos por PCR (Figura 1, bloque 19). Las
secuencias universales 31, 32 y/o 35 presentes en los extremos de la molécula adaptadora de fragmentos pueden
utilizarse para la unidén de secuencias de anclaje universales que pueden servir como cebadores y extenderse en una
reaccidén de amplificacién. Por lo general, se utilizan dos cebadores diferentes. Un cebador se hibrida con secuencias
universales en el extremo 3' de una cadena de la molécula adaptadora de fragmentos, y un segundo cebador se
hibrida con secuencias universales en el extremo 3' de la otra cadena de la molécula adaptadora de fragmentos. Por
lo tanto, la secuencia de anclaje de cada cebador puede ser diferente. Cada uno de los cebadores adecuados puede
incluir secuencias universales adicionales, tal como una secuencia de captura universal y otra secuencia indice. Dado
que cada cebador puede incluir un indice, esta etapa da como resultado la adicién de una o dos secuencias indice, p.
ej., un segundo y un tercer indice opcional. Las moléculas adaptadoras de fragmentos que tienen el segundo y el
tercer indice opcional se denominan moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice. El segundo y tercer indice
pueden ser el complemento inverso entre si, o el segundo y tercer indice pueden tener secuencias que no sean
complementos inversos entre si. Estas secuencias de segundo y tercer indice opcionales son Unicas para cada
compartimento en que se colocaron los nlcleos indexados distribuidos antes del tratamiento con bisulfito sédico. El
resultado de esta amplificacién por PCR es una pluralidad o biblioteca de moléculas adaptadoras de fragmentos que
tienen una estructura similar o idéntica a la de la molécula adaptadora de fragmentos que se muestra en la Figura 2,
bloque vii.

En otra realizacién, la modificacién incluye someter los fragmentos de acido nucleico tratados con bisulfito a

condiciones que den como resultado el ligamiento de secuencias adicionales en ambos extremos de los fragmentos.
En una realizacién, puede utilizarse ligamiento de extremos romos. En otra realizacién, los fragmentos se preparan
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con nucleétidos salientes individuales, por ejemplo, mediante actividad de determinados tipos de ADN polimerasa tal
como la Taq polimerasa o la exo minus Klenow polimerasa que tiene una actividad transferasa terminal no dependiente
de molde que afiade un solo desoxinucleétido, por ejemplo, desoxiadenosina (A) a los extremos 3’ de los fragmentos
de 4cido nucleico tratados con bisulfito. Dichas enzimas pueden utilizarse para afiadir un solo nucleétido 'A' en el
extremo romo 3' terminal de cada cadena de los fragmentos. Por lo tanto, se podria afiadir una 'A' al extremo 3' de
cada cadena de los fragmentos diana monocatenarios por reacciéon con Taq o Klenow exo menos polimerasa, mientras
que las secuencias adicionales que se afiadirdn a cada extremo del fragmento pueden incluir un saliente 'T' compatible
presente en el extremo 3' de cada regién de acido nucleico bicatenario que se va a afiadir. Esta modificacién de los
extremos también impide el auto-ligamiento de los acidos nucleicos, de modo que, en esta realizacion, existe una
tendencia hacia la formacién de fragmentos de acido nucleico tratados con bisulfito flanqueados por las secuencias
que se afiaden.

La fragmentacién de moléculas de &cido nucleico mediante los métodos descritos en la presente memoria da como
resultado fragmentos con una mezcla heterogénea de extremos romos y salientes en 3'y 5'. Por lo tanto, es deseable
reparar los extremos del fragmento utilizando métodos o kits (tal como el kit de reparacidén de extremos del terminador
de ADN Lucigen) conocidos en la técnica para generar extremos que sean éptimos para la insercién, por ejemplo, en
sitios romos de vectores de clonacién. En una realizacién particular, los extremos de los fragmentos de la poblacién
de acidos nucleicos son extremos romos. Mas particularmente, los extremos de los fragmentos tienen extremos romos
y estan fosforilados. El resto fosfato puede introducirse mediante tratamiento enzimatico, por ejemplo, utilizando
polinucleétido cinasa.

En una realizacion, los fragmentos de acido nucleico tratados con bisulfito se tratan ligando primero adaptadores
universales idénticos (también denominados “adaptadores con emparejamiento incorrecto”, cuyas caracteristicas
generales se describen en Gormley y col., US-7,741,463, y en Bignell y col, US-8,053,192) a los extremos 5' y 3' de
los fragmentos de acido nucleico tratados con bisulfito para formar moléculas adaptadoras de fragmentos. En una
realizacién, el adaptador universal incluye todas las secuencias necesarias para la secuenciacién, incluida la
inmovilizacién de las moléculas adaptadoras de fragmentos en una matriz. Dado que los acidos nucleicos que se van
a secuenciar proceden de células individuales, la amplificacién adicional de las moléculas adaptadoras de fragmentos
es (til para conseguir un numero suficiente de moléculas adaptadoras de fragmentos para la secuenciacién.

En ofra realizacion, cuando el adaptador universal no incluye todas las secuencias necesarias para la secuenciacién,
se puede utilizar una etapa de PCR para modificar adicionalmente el adaptador universal presente en cada molécula
adaptadora de fragmentos antes de la inmovilizacién y secuenciacién. Por ejemplo, se lleva a cabo una reaccidn inicial
de extension del cebador utilizando una secuencia de anclaje universal complementaria a una secuencia universal
presente en la molécula adaptadora de fragmentos, en que se forman productos de extensién complementarios a
ambas cadenas de cada molécula adaptadora de fragmentos individual. Normalmente, la PCR afiade secuencias
universales adicionales, tal como una secuencia de captura universal y otra secuencia indice. Dado que cada cebador
puede incluir un indice, esta etapa da como resultado la adicién de una o dos secuencias indice, p. €j., un segundo y
un tercer indice opcional, y la indexacién de las moléculas adaptadoras de fragmentos mediante ligamiento del
adaptador (Figura 1, bloque 19). Las moléculas adaptadoras de fragmentos resultantes se denominan moléculas
adaptadoras de fragmentos de doble indice.

Después de afiadir los adaptadores universales, ya sea mediante un método de ligamiento de una sola etapa de un
adaptador universal que incluya todas las secuencias necesarias para la secuenciacién, o mediante un método de
ligamiento de dos etapas de un adaptador universal y posterior amplificacién por PCR para modificar adicionalmente
el adaptador universal, la molécula adaptadora de fragmentos final incluird una secuencia de captura universal, una
segunda secuencia indice y una tercera secuencia indice opcional. Estos indices son anélogos al segundo y tercer
indice descritos en la produccidén de adaptadores de fragmentos de doble indice por amplificacién lineal. El segundo
y tercer indice pueden ser el complemento inverso entre si, o el segundo y tercer indice pueden tener secuencias que
no sean complementos inversos entre si. Estas secuencias de segundo y tercer indice opcional son Unicas para cada
compartimento en que se colocaron los nlcleos indexados distribuidos antes del tratamiento con bisulfito sédico. El
resultado de afiadir adaptadores universales a cada extremo es una pluralidad o una biblioteca de moléculas
adaptadoras de fragmentos que tienen una estructura similar o idéntica a la de la molécula adaptadora de fragmentos
40 mostrada en la Figura 4. La molécula adaptadora de fragmentos 40 incluye una secuencia de captura 41 y 48,
también denominada adaptador de cubeta de lectura 3' (p. ej., P5) y adaptador de cubeta de lectura &' (p. ej., P7"),
respectivamente, y un indice 42 y 47, tal como i5 e i7. La molécula adaptadora de fragmentos 40 también incluye
nucleétidos que se originan a partir de la cadena transferida del complejo transposémico 43, que incluye un indice de
transposasa 44 y una secuencia universal 45 que puede utilizarse para la amplificacién y/o secuenciacidén. La molécula
adaptadora de fragmentos también incluye los nucleétidos que se originan a partir del ADN genémico de un nucleo
46.

Las moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice resultantes proporcionan en conjunto una biblioteca de

acidos nucleicos que se pueden inmovilizar y posteriormente secuenciar. El término biblioteca se refiere a la coleccién
de fragmentos de células individuales que contienen secuencias universales conocidas en sus extremos 3'y 5'.
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Después de que los fragmentos de acido nucleico tratados con bisulfito se modifiquen para incluir nucledtidos
adicionales, las moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice pueden someterse a condiciones que se
seleccionen con respecto a un intervalo de tamafio predeterminado, tal como de 150 a 400 nucleétidos de longitud, tal
como de 150 hasta 300 nucledtidos. Las moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice resultantes se agrupan
y, opcionalmente, pueden someterse a un proceso de limpieza para mejorar la pureza de las moléculas de ADN
mediante la eliminacién de al menos una porcidn de los adaptadores o cebadores universales no incorporados. Puede
utilizarse cualquier proceso de limpieza adecuado, tal como electroforesis, cromatografia de exclusiéon por tamafio, o
similar. En algunas realizaciones, se pueden emplear perlas paramagnéticas de inmovilizacién reversible en fase
sélida para separar las moléculas de ADN deseadas de adaptadores o cebadores universales no unidos, y para
seleccionar acidos nucleicos en funcién del tamafio. Las perlas paramagnéticas de inmovilizacidn reversible en fase
sélida estan disponibles comercialmente en Beckman Coulter (Agencourt AMPure XP), Thermofisher (MagJet), Omega
Biotek (Mag-Bind), Promega Beads (Promega) y Kapa Biosystems (Kapa Pure Beads).

La pluralidad de moléculas adaptadoras de fragmentos puede prepararse para la secuenciaciéon. Después de agrupar
las moléculas adaptadoras de fragmentos, estas se inmovilizan y amplifican antes de la secuenciacién (Figura 1,
bloque 20). En la técnica se conocen métodos para unir moléculas adaptadoras de fragmentos de una o mas fuentes
a un sustrato. Asimismo, los métodos para amplificar moléculas adaptadoras de fragmentos inmovilizadas incluyen,
pero no se limitan a, amplificacién de puente y exclusién cinética. Los métodos de inmovilizacién y amplificacion antes
de la secuenciacién se describen, por ejemplo, en Bignell y col. (US-8,053,192), Gunderson y col. (WO2016/130704),
Shen y col. (US-8,895,249) y Pipenburg y col. (US 9.309.502).

Para la secuenciacién, en la preparacién puede inmovilizarse una muestra agrupada. La secuenciacién puede
realizarse como una matriz de moléculas individuales, o puede amplificarse antes de la secuenciacién. La amplificacién
puede llevarse a cabo utilizando uno o0 mas cebadores inmovilizados. El cebador o cebadores inmovilizado(s) puede(n)
ser un césped sobre una superficie plana o sobre un grupo de perlas. El conjunto de perlas puede aislarse en una
emulsién con una perla individual en cada “compartimiento” de la emulsién. A una concentracién de solo un molde
por “compartimento”, Unicamente se amplifica un molde individual en cada perla.

La expresién “amplificacién en fase sélida” como se utiliza en la presente memoria se refiere a cualquier reaccién de
amplificacién de &cido nucleico llevada a cabo en, o en asociacién con, un soporte sélido, de tal manera que todos o
una porcién de los productos amplificados se inmovilizan sobre el soporte sélido a medida que se forman. En particular,
el término abarca la reaccién en cadena de la polimerasa en fase sélida (PCR en fase sélida) y la amplificacién
isotérmica en fase sélida, que son reacciones anéalogas a la amplificacién en fase de solucién estédndar, salvo que uno
0 ambos de los cebadores de amplificacién directo e inverso se inmovilizan en el soporte sélido. La PCR de fase sélida
cubre sistemas tales como emulsiones, en donde un cebador estéd anclado a una perla y el otro esta en solucion libre,
y la formacién de colonias en matrices de gel de fase sélida donde un cebador esté anclado a la superficie, y uno estéa
en solucién libre.

En algunas realizaciones, el soporte sélido comprende una superficie con patrones. Una “superficie con patrones” se
refiere a una disposicién de diferentes regiones en o sobre una capa expuesta de un soporte sélido. Por ejemplo, una
0 mas de las regiones pueden ser casillas donde haya uno o méas cebadores de amplificacién. Las casillas pueden
estar separadas por regiones intersticiales donde no hay cebadores de amplificacién. En algunas realizaciones, el
patrén puede ser un formato de casillas x-y que estén en filas y columnas. En algunas realizaciones, el patrén puede
ser una disposicion repetitiva de casillas y/o regiones intersticiales. En algunas realizaciones, el patrén puede ser una
disposicién aleatoria de casillas y/o regiones intersticiales. Se describen superficies con patrones ilustrativas que
pueden utilizarse en los métodos y composiciones expuestos en la presente memoria en las patentes US-
8,778,848, 8,778,849 y 9,079,148, y la publicacién US- 2014/0243224.

En algunas realizaciones, el soporte sélido incluye una matriz de pocillos o surcos en una superficie. Este puede
fabricarse, como se sabe generalmente en la técnica, utilizando una variedad de técnicas, incluyendo, aunque no de
forma limitativa, fotolitografia, técnicas de estampado, técnicas de moldeo y técnicas de micrograbado. Como
apreciaran los expertos en la materia, la técnica utilizada dependera de la composicién y forma del sustrato de la
matriz.

Las caracteristicas de una superficie con patrones pueden ser pocillos en una matriz de pocillos (p. €j., micropocillos
0 nanopocillos) sobre vidrio, silicio, plastico u otros soportes sélidos adecuados con gel unido covalentemente en
patrones, tal como poli(N-(5-azidoacetamidilpentil)acrilamida-co-acrilamida) (PAZAM, véase, por ejemplo, las
publicaciones US-2013/184796, WO 2016/066586 y WO 2015/002813). El proceso crea almohadillas de gel utilizadas
para la secuenciacién, que pueden ser estables durante las tandas de secuenciacién con un gran numero de ciclos.
La unién covalente del polimero a los pocillos es (til para mantener el gel en las casillas estructuradas a lo largo de la
vida util del sustrato estructurado durante diversos usos. Sin embargo, en muchas realizaciones, el gel no tiene por
qué estar unido de manera covalente a los pocillos. Por ejemplo, en algunas condiciones, acrilamida exenta de silano
(SFA, véase, por ejemplo, la patente US- 8,563,477), que no estd unida covalentemente a ninguna parte del sustrato
estructurado, se puede utilizar como material de gel.
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En realizaciones particulares, puede fabricarse un sustrato estructurado disefiando un material de soporte sélido con
pocillos (p. ej., micropocillos o nanopocillos), recubriendo el soporte disefiado con un material de gel (p. ej., PAZAM,
SFA o variantes de los mismos modificadas quimicamente, tal como la version azidolizada de SFA (azido-SFA)) y
puliendo el soporte recubierto con gel, por ejemplo, mediante pulido quimico o mecanico, conservando de este modo
el gel en los pocillos pero eliminando o inactivando sustancialmente todo el gel de las regiones intersticiales en la
superficie del sustrato estructurado entre los pocillos. Los acidos nucleicos cebadores pueden unirse al material de
gel. A continuacién, una solucién de moléculas adaptadoras de fragmentos se puede poner en contacto con el sustrato
pulido, de manera que las moléculas adaptadoras de fragmentos individuales sembraran pocillos individuales mediante
interacciones con cebadores unidos al material de gel; sin embargo, los acidos nucleicos diana no ocuparan las
regiones intersticiales debido a la ausencia o inactividad del material de gel. La amplificacién de las moléculas
adaptadoras de fragmentos quedara confinada a los pocillos, ya que la ausencia o inactividad del gel en las regiones
intersticiales impide la migracién hacia el exterior de la colonia de &cido nucleico en crecimiento. El proceso puede
manufacturarse coémodamente, siendo escalable y utilizando métodos de micro o nanofabricacién convencionales.

Aunque la exposicién comprende métodos de amplificacién de “fase sélida” en los que solo se inmoviliza un cebador
de amplificacién (el otro cebador generalmente esta presente en solucién libre), se prefiere que el soporte sélido se
proporcione tanto con los cebadores directos como con los cebadores inversos inmovilizados. En la practica, habra
una “pluralidad” de cebadores directos idénticos y/o una “pluralidad” de cebadores inversos idénticos inmovilizados
sobre el soporte sélido, ya que el proceso de amplificacién requiere un exceso de cebadores para sustentar la
amplificacién. Por consiguiente, en la presente memoria, las referencias a cebadores directos e inversos deben
interpretarse como que abarcan una “pluralidad™ de tales cebadores salvo que el contexto indique lo contrario.

Como apreciara el lector experto, cualquier reaccion de amplificacién dada requiere al menos un tipo de cebador
directo y al menos un tipo de cebador inverso especifico para el molde que se va a amplificar. Sin embargo, en
determinadas realizaciones, los cebadores directo e inverso pueden incluir porciones de secuencia idéntica especificas
de molde y pueden tener una secuencia y estructura nucleotidica completamente idéntica (incluida cualquier
modificacién no nucleotidica). En otras palabras, es posible llevar a cabo la amplificacién en fase sélida utilizando solo
un tipo de cebador, y dichos métodos de un solo cebador estan incluidos en el ambito de la invencién. Otras
realizaciones pueden utilizar cebadores directos e inversos que contienen secuencias especificas de molde idénticas,
pero que difieren en algunos otros rasgos estructurales. Por ejemplo, un tipo de cebador puede contener una
modificacién no nucleotidica que no esté presente en el otro.

En todas las realizaciones de la exposicién, los cebadores para la amplificacién en fase sélida se inmovilizan
preferiblemente mediante unidén covalente de un solo punto al soporte sélido en, o cerca del, extremo 5’ del cebador,
dejando la porcidn especifica del molde del cebador libre para emparejarse con su molde analogo y el grupo hidroxilo
3' libre para la extension del cebador. Para ello puede utilizarse cualquier medio de unién covalente adecuado conocido
en la técnica. La quimica de unién elegida dependera de |la naturaleza del soporte sélido y de cualquier derivatizacién
o funcionalizacién que se le aplique. El propio cebador puede incluir un resto, que puede ser una modificacién quimica
no nucleotidica, para facilitar la unién. En una realizacién particular, el cebador puede incluir un nucleéfilo que contenga
azufre, tal como fosforotioato o tiosfosfato, en el extremo 5'. En el caso de hidrogeles de poliacrilamida de soporte
sélido, este nucleéfilo se unira a un grupo de bromoacetamida presente en el hidrogel. Un medio mas particular para
unir cebadores y moldes a un soporte sélido es mediante la unién con 5' fosforotioato a un hidrogel que comprende
acrilamida polimerizada y N-(5-bromoacetamidilpentil)acrilamida (BRAPA), como se describe totalmente en WO
05/065814.

Determinadas realizaciones de la exposicién pueden utilizar soportes sélidos compuestos por un sustrato o matriz
inerte (p. ej., portaobjetos de vidrio, perlas de polimero, etc.) que se han “funcionalizado™, por ejemplo, mediante la
aplicacion de una capa o recubrimiento de un material intermedio que comprende grupos reactivos que permiten la
unién covalente a biomoléculas, tales como polinucleétidos. Como ejemplos de dichos soportes se incluyen, pero sin
limitacion, hidrogeles de poliacrilamida soportados sobre un sustrato inerte tal como vidrio. En dichas realizaciones,
las biomoléculas (p. ej., polinucledtidos) pueden estar unidas directamente de manera covalente al material intermedio
(p. €j., al hidrogel), pero el propio material intermedio puede estar unido de manera no covalente al sustrato o matriz
(p. ej., al sustrato de vidrio). Por consiguiente, la expresién “unién covalente a un soporte sélido” debe interpretarse
como que abarca este tipo de disposicion.

Las muestras agrupadas pueden amplificarse en perlas, en donde cada perla contiene un cebador de ampilificacién
directo e inverso. En una realizacioén particular, la biblioteca de moléculas adaptadoras de fragmentos se usa para
preparar matrices agrupadas de colonias de é&cido nucleico, analogas a las descritas en la publicacion US-
2005/0100900, la patente US- 7,115,400, WO 00/18957 y WO 98/44151, mediante amplificacién en fase sélida y, méas
particularmente, amplificacidn isotérmica en fase sélida. Los términos 'grupo' y 'colonia’ se utilizan indistintamente en
la presente memoria en referencia a un sitio separado en un soporte sélido que incluye una pluralidad de idénticas
cadenas de &cido nucleico inmovilizadas y una pluralidad de idénticas cadenas de &cido nucleico complementarias
inmovilizadas. La expresién “matriz agrupada™ se refiere a una matriz formada a partir de tales agrupaciones o
colonias. En este contexto, no debe entenderse que el término “matriz” exija una disposicion ordenada de
agrupaciones.
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Eltérmino “fase sélida o “superficie”, se utiliza en referencia a una matriz plana en donde los cebadores estan unidos
a una superficie plana, por ejemplo, portaobjetos de microscopio de vidrio, silice o plastico o dispositivos de cubeta de
lectura similares; perlas, en donde uno o dos cebadores estan unidos a las perlas y las perlas se amplifican; o una
matriz de perlas en una superficie después de haber amplificado las perlas.

Se pueden preparar matrices agrupadas utilizando un proceso de termociclado, como se describe en WO 98/44151,
0 un proceso donde la temperatura se mantiene constante, y los ciclos de extensién y desnaturalizacién se llevan a
cabo utilizando cambios de reactivos. Dichos métodos de amplificacién isotérmica se describen en la solicitud de
patente WO 02/46456 y en la publicaciéon US-2008/0009420. Debido a las temperaturas mas bajas Utiles en el proceso
isotérmico, esto es particularmente preferido.

Se apreciara que cualquiera de las metodologias de amplificacién descritas en la presente memoria o generalmente
conocidas en la técnica pueden utilizarse con cebadores universales o especificos de la diana para amplificar
fragmentos de ADN inmovilizados. Como métodos de amplificacién adecuados se incluyen, aunque no de forma
limitativa, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la amplificacién por desplazamiento de cadena (SDA, por
sus siglas en inglés), la amplificacién mediada por transcripcién (TMA, por sus siglas en inglés) y la amplificacién
basada en secuencias de &cidos nucleicos (NASBA, por sus siglas en inglés), como se describe en la patente US-
8,003,354. Los métodos de amplificacién anteriores pueden emplearse para amplificar uno o mas acidos nucleicos de
interés. Por ejemplo, la PCR, que incluye PCR multiple, SDA, TMA, NASBA y similares, puede utilizarse para amplificar
fragmentos de ADN inmovilizados. En algunas realizaciones, en la reaccién de amplificacién se incluyen cebadores
dirigidos especificamente al polinucleétido de interés.

Otros métodos adecuados para la amplificacién de polinucleétidos pueden incluir extensién y ligamiento de
oligonucleétidos, amplificacién por circulo rodante (RCA) (Lizardi y col., Nat. Genet. 19:225-232 (1998)] y ensayo de
ligamiento de oligonucleétidos (OLA) (Véase de forma general las patentes US- 7.582.420, US-5.185.243, US-
5.679.524 y US-5.573.907; EP 0 320 308 B1; EP 0 336 731 B1; EP 0 439 182 B1; WO 90/01069; WO 89/12696; y WO
89/09835). Se apreciara que estas metodologias de amplificacién se pueden disefiar para amplificar fragmentos de
ADN inmovilizados. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el método de amplificacién puede incluir amplificacién por
sonda de ligamiento o reacciones de ensayo de ligamiento de oligonucleétidos (OLA) que contienen cebadores
dirigidos especificamente al acido nucleico de interés. En algunas realizaciones, el método de amplificacién puede
incluir una reaccién de extensidén de cebador por ligamiento que contiene cebadores dirigidos especificamente al 4cido
nucleico de interés. Como ejemplo no limitativo de cebadores de extension y ligamiento de cebadores que se pueden
disefiar especificamente para amplificar un acido nucleico de interés, la amplificacién puede incluir cebadores
utilizados para el ensayo GoldenGate (lllumina, Inc., San Diego, CA) como se ilustra en las patentes US-
7,582,420y 7,611,869.

Los métodos de amplificacion isotérmica ilustrativos que se pueden utilizar en un método de la presente exposicién
incluyen, aunque no de forma limitativa, la amplificacién por desplazamiento mdaltiple (MDA) como se ilustra, por
ejemplo, en Dean y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 99:5261-66 (2002) o amplificacién isotérmica de acido nucleico
por desplazamiento de cadena ilustrada, por ejemplo, en la patente US- US-6.214.587. Otros métodos no basados en
PCR que se pueden utilizar en la presente exposicién incluyen, por ejemplo, la amplificacién por desplazamiento de
cadena (SDA) que se describe, por ejemplo, en Walker y col., Molecular Methods for Virus Detection, Academic Press,
Inc., 1995; las patentes US- 5,455,166 y 5,130,238, y en Walker y col., Nucl. Acids Res. 20:1691-96 (1992) o
amplificacién por desplazamiento de cadena hiperramificada que se describe, por ejemplo, en Lage y col., Genome
Res. 13:294-307 (2003). Pueden utilizarse métodos de amplificacién isotérmica con la polimerasa Phi 29 de
desplazamiento de cadena o el fragmento grande de polimerasa de ADN Bst, exo- 5'->3' para la amplificacidn aleatoria
de cebador de ADN gendmico. El uso de estas polimerasas aprovecha su alta procesividad y actividad de
desplazamiento de cadenas. La alta procesividad permite que las polimerasas produzcan fragmentos que tienen una
longitud de 10-20 kb. Como se ha expuesto anteriormente, pueden producirse fragmentos més pequefios en
condiciones isotérmicas utilizando polimerasas que tienen baja procesividad y actividad de desplazamiento de cadena
tal como la polimerasa Klenow. Se expone una descripcién adicional en detalle de las reacciones, condiciones y
componentes de amplificacién en la exposicién de la patente US-7.670.810.

Otro método de amplificacién de polinucleétidos que es Util en la presente exposicién es la PCR etiquetada que utiliza
una poblacién de cebadores de dos dominios que tienen una regién 5' constante seguida por una regién 3' aleatoria
como se describe, por ejemplo, en Grothues y col. Nucleic Acids Res. 21(5):1321-2 (1993). Las primeras rondas de
amplificacién se llevan a cabo para permitir una multitud de iniciaciones en ADN desnaturalizado por calor basadas
en hibridacién individual de la regién 3’ sintetizada al azar. Debido a la naturaleza de la regién 3', se contempla que
los sitios de iniciacién sean aleatorios en todo el genoma. Posteriormente, los cebadores no unidos pueden retirarse
y puede producirse una replicacién adicional utilizando cebadores complementarios a la regién 5’ constante.

En algunas realizaciones, la amplificacién isotérmica puede realizarse utilizando amplificacién por exclusién cinética
(KEA, kinetic exclusion amplification), también denominada amplificacién por exclusion (ExAmp). Puede obtenerse
una biblioteca de acidos nucleicos de la presente exposicién utilizando un método que incluya una etapa de reaccién
de un reactivo de amplificacién para producir una pluralidad de sitios de amplificacién que incluyan, cada uno de ellos,
una poblacién sustancialmente clonal de amplicones de un acido nucleico diana individual que se haya sembrado en
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el sitio. En algunas realizaciones, la reaccién de amplificaciéon contintia hasta que se genera una cantidad suficiente
de amplicones para llenar la capacidad del sitio de amplificacién respectivo. De esta manera, llenar un sitio ya
sembrado hasta su capacidad inhibe la llegada de los acidos nucleicos diana y su amplificacién en el sitio, produciendo
asi una poblacién clonal de amplicones en el sitio. En algunas realizaciones, la clonalidad aparente puede conseguirse
incluso si un sitio de amplificacién no se llena hasta su capacidad antes de que un segundo &cido nucleico diana llegue
al sitio. En algunas condiciones, la amplificacién de un primer acido nucleico diana puede continuar hasta un punto en
que se produce una cantidad suficiente de copias para superar o saturar eficazmente la produccién de copias de un
segundo acido nucleico diana que se transporta al sitio. Por ejemplo, en una realizaciéon en que se utiliza un proceso
de amplificacién en puente en una casilla circular con un didmetro menor de 500 nm, se ha determinado que después
de 14 ciclos de amplificacién exponencial para un primer acido nucleico diana, la contaminacién de un segundo acido
nucleico diana en el mismo sitio producird una cantidad insuficiente de amplicones contaminantes que afecte
negativamente al analisis de secuenciacién por sintesis en una plataforma de secuenciacién lllumina.

En algunas realizaciones, los sitios de amplificacibn en una matriz pueden ser, pero no necesariamente,
completamente clonales. En cambio, para algunas aplicaciones, un sitio de amplificacién individual puede estar
predominantemente poblado con amplicones de una primera molécula adaptadora de fragmento y también puede
tener un nivel bajo de amplicones contaminantes de un segundo acido nucleico diana. Una matriz puede tener uno o
mas sitios de amplificacién que tengan un nivel bajo de amplicones contaminantes siempre que el nivel de
contaminacién no tenga un impacto inaceptable en un uso posterior de la matriz. Por ejemplo, cuando la matriz va a
utilizarse en una aplicacién de deteccién, un nivel aceptable de contaminacion seria un nivel que no altere la relacién
sefial a ruido o la resolucién de la técnica de deteccion de una forma inaceptable. Por consiguiente, en general, la
clonalidad aparente sera relevante para un uso o aplicacién particular de una matriz creada mediante los métodos
expuestos en la presente memoria. Niveles de contaminacién ilustrativos que pueden ser aceptables en un sitio de
amplificacién individual para aplicaciones particulares incluyen, aunque no de forma limitativa, como méaximo 0,1 %,
0,5 %, 1 %,5 %, 10 % 0 25 % de amplicones contaminantes. Una matriz puede incluir uno o mas sitios de amplificacién
que tengan estos niveles ilustrativos de amplicones contaminantes. Por ejemplo, hasta un 5 %, 10 %, 25 %, 50 %,
75 % o incluso 100 % de los sitios de amplificacién en una matriz pueden tener algunos amplicones contaminantes.
Se entendera que en una matriz u otro conjunto de sitios, al menos 50 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 0 99 % o
mas de los sitios pueden ser clonales o aparentemente clonales.

En algunas realizaciones, puede producirse exclusién cinética cuando un proceso se produce a una velocidad lo
suficientemente rapida como para excluir eficazmente que se produzca otro acontecimiento o proceso. Tomemos por
ejemplo la creacién de una matriz de 4cido nucleico donde los sitios de la matriz se siembran aleatoriamente con
molécula adaptadoras de fragmento de una solucién y se generan copias de ellas en un proceso de amplificacién para
llenar cada uno de los sitios sembrados hasta su capacidad. Segun los métodos de exclusion cinética de la presente
exposicion, los procesos de siembra y amplificacién pueden llevarse a cabo simultdneamente en condiciones en que
la velocidad de amplificacidén supere la velocidad de siembra. Como tal, la velocidad relativamente répida a la que se
realizan copias en un sitio que se ha sembrado con un primer acido nucleico diana excluirg eficazmente la siembra de
un segundo acido nucleico en el sitio para la amplificacién. Pueden llevarse a cabo métodos de amplificacién de
exclusién cinética como se describe en detalle en la exposicién de la publicacién de solicitud de patente US-
2013/0338042.

La exclusidén cinética puede aprovechar una velocidad relativamente lenta para iniciar la amplificacién (p. ej., una
velocidad lenta para hacer una primera copia de una molécula adaptadora de fragmento) frente a una velocidad
relativamente rapida para hacer copias posteriores de dicha molécula (o de la primera copia de dicha molécula). En el
ejemplo del parrafo anterior, la exclusion cinética se produce debido a la velocidad relativamente lenta de siembra de
la molécula adaptadora de fragmento (por ejemplo, difusién o transporte relativamente lentos) frente a la velocidad
relativamente rapida a la que se produce la amplificacién para llenar el sitio con copias de la semilla adaptadora de
fragmento. En otra realizacién ilustrativa, la exclusién cinética puede producirse debido a un retraso en la formacién
de una primera copia de una molécula adaptadora de fragmento que ha sembrado un sitio (p. €j., activacidn retardada
o lenta) frente a la velocidad relativamente rapida a la que se realizan copias posteriores para llenar el sitio. En este
ejemplo, puede haberse sembrado un sitio individual con varias moléculas adaptadoras de fragmentos distintas (p. €j.,
antes de la amplificacidén, puede haber varias moléculas adaptadoras de fragmentos en cada sitio). Sin embargo, la
primera formacién de copias para cualquier molécula adaptadora de fragmento dada puede activarse de forma
aleatoria, de modo que la velocidad promedio de la primera formacién de copias sea relativamente lenta en
comparacién con la velocidad a la que se generan copias posteriores. En este caso, aunque un sitio individual pueda
haberse sembrado con varias moléculas adaptadoras de fragmentos distintas, la exclusion cinética permitird que solo
se amplifique una de estas moléculas. Mas especificamente, una vez activada una primera molécula adaptadora de
fragmento para la amplificacién, el sitio se llenara rapidamente hasta su capacidad con sus copias, impidiendo de este
modo que se realicen copias de una segunda molécula adaptadora de fragmento en el sitio.

Un reactivo de amplificacion puede incluir componentes adicionales que faciliten la formacién de amplicones y, en
algunos casos, aumenten la velocidad de formacién de los amplicones. Un ejemplo es una recombinasa. La
recombinasa puede facilitar la formacién de amplicones al permitir la invasién/extension repetida. Mas
especificamente, la recombinasa puede facilitar la invasién de una molécula adaptadora de fragmentos por la
polimerasa y la extensiéon de un cebador por la polimerasa utilizando como molde la molécula adaptadora de
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fragmentos para la formacién de amplicones. Este proceso puede repetirse como una reaccién en cadena donde los
amplicones producidos a partir de cada ronda de invasion/extensién sirven como moldes en una ronda posterior. El
proceso puede producirse mas rapidamente que la PCR estandar, ya que no se requiere un ciclo de desnaturalizacion
(por ejemplo, mediante calentamiento o desnaturalizacién quimica). Como tal, la amplificacién facilitada por
recombinasa puede llevarse a cabo isotérmicamente. De forma general, es deseable incluir ATP u otros nuclebtidos
(o, en algunos casos, anélogos no hidrolizables de los mismos) en un reactivo de amplificaciéon facilitada por
recombinasa para facilitar la amplificacién. Una mezcla de recombinasa y proteina de unién monocatenaria (SSB,
single stranded binding) es especialmente util ya que la SSB puede facilitar aiin més la amplificacién. Formulaciones
ilustrativas para la amplificacién facilitada por recombinasa incluyen las vendidas comercialmente como kits TwistAmp
por TwistDx (Cambridge, Reino Unido). Componentes Utiles del reactivo de amplificacién facilitado por recombinasa y
las condiciones de reaccidn se exponen en US-5,223,414 y US-7,399,590.

Otro ejemplo de un componente que puede incluirse en un reactivo de amplificacién para facilitar la formacién de
amplicones y en algunos casos para aumentar la velocidad de formacién de amplicones es una helicasa. La helicasa
puede facilitar la formacién de amplicones al permitir una reaccién en cadena de la formaciéon de amplicones. El
proceso puede producirse mas rapidamente que la PCR estandar, ya que no se requiere un ciclo de desnaturalizacion
(por ejemplo, mediante calentamiento o desnaturalizacién quimica). Como tal, la amplificacién facilitada por helicasa
puede llevarse a cabo isotérmicamente. Una mezcla de helicasa y proteina de unién monocatenaria (SSB) es
especialmente atil ya que la SSB puede facilitar aln mas la amplificacion. Formulaciones ilustrativas para la
amplificacién facilitada por helicasa incluyen las comercializadas como kits de IsoAmp de Biohelix (Beverly, MA).
Ademas, se describen ejemplos de formulaciones Utiles que incluyen una proteina helicasa en US-7,399,590 y US-
7,829,284,

Otro ejemplo de componente que puede incluirse en un reactivo de amplificaciéon para facilitar la formacién de
amplicones y, en algunos casos, aumentar la velocidad de formacién de amplicones, es una proteina de unién al
origen.

Después de la unién de las moléculas adaptadoras de fragmentos a una superficie, se determina la secuencia de las
moléculas adaptadoras de fragmentos inmovilizadas y amplificadas. La secuenciacion se puede llevar a cabo
utilizando cualquier técnica de secuenciacién adecuada, y los métodos para determinar la secuencia de las moléculas
adaptadoras de fragmentos inmovilizadas y amplificadas, que incluyen la resintesis de cadena, son conocidos en la
técnica y se describen, por ejemplo, en Bignell y col. (US-8,053,192), Gunderson y col. (WO2016/130704), Shen y col.
(US-8,895,249) y Pipenburg y col. (US 9.309.502).

Los métodos descritos en la presente memoria pueden utilizarse junto con una variedad de técnicas de secuenciacion
de acidos nucleicos. Las técnicas particularmente aplicables son aquellas en donde los &cidos nucleicos se fijan en
ubicaciones fijas en una matriz de modo que sus posiciones relativas no cambien, y en donde se obtienen imégenes
de la matriz de manera repetida. Son particularmente aplicables las realizaciones en las que se obtienen imagenes en
diferentes canales de color, por ejemplo, coincidiendo con diferentes marcadores utilizados para distinguir un tipo de
base de nucleétido de otro. En algunas realizaciones, el proceso para determinar la secuencia de nucleétidos de una
molécula adaptadora de fragmentos puede ser un proceso automatizado. Las realizaciones preferidas incluyen
técnicas de secuenciacion por sintesis (“SBS™).

Las técnicas de SBS generalmente implican la extensién enzimatica de una cadena de &cido nucleico en formacion
mediante |la adicion iterativa de nucleétidos frente a una cadena molde. En los métodos tradicionales de SBS, en cada
suministro, puede proporcionarse un monémero de un solo nucleétido a un nucleétido diana en presencia de una
polimerasa. Sin embargo, en los métodos descritos en la presente memoria, en un suministro puede proporcionarse
mas de un tipo de mondmero nucleotidico a un acido nucleico diana en presencia de una polimerasa.

En una realizaciéon, un monémero nucleotidico incluye &cidos nucleicos bloqueados (LNA) o &cidos nucleicos con
puente (BNA). Cuando las moléculas adaptadoras de fragmentos se producen utilizando una o més secuencias de
nucleétidos empobrecidas en citosina, tal como sucede cuando las secuencias de nucleétidos empobrecidas en
citosina estan presentes en una cadena transferida de un complejo transposémico, la temperatura de fusién de un
mondémero de nucleétido que se hibrida a una regiéon empobrecida en citosina esta alterada. El uso de los LNA o BNA
en un monémero nucleotidico aumenta la fuerza de hibridacién entre un mondémero nucleotidico y una secuencia
cebadora de secuenciacioén presente en una molécula adaptadora de fragmentos inmovilizada.

La SBS puede utilizar monémeros de nucleétidos que tienen un resto terminador o aquellos que carecen de restos
terminadores. Los métodos que utilizan mondmeros de nucledtidos que carecen de terminadores incluyen, por
ejemplo, pirosecuenciacidn y secuenciacién utilizando nucleétidos marcados con y-fosfato, como se expone con mas
detalle a continuacién. En los métodos en los cuales se utilizan mondémeros de nucleétidos que carecen de
terminadores, el nimero de nucleétidos afiadidos en cada ciclo es generalmente variable y depende de la secuencia
molde y del modo de suministro de los nucledtidos. Para las técnicas de SBS que utilizan monémeros de nucleétidos
que tienen un resto terminador, el terminador puede ser efectivamente irreversible en las condiciones de secuenciacion
utilizadas como es el caso de la secuenciacién tradicional de Sanger que utiliza didesoxinucleétidos, o el terminador
puede ser reversible como es el caso de los métodos de secuenciacidén desarrollados por Solexa (ahora lllumina, Inc.).
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Las técnicas de SBS pueden utilizar monémeros de nucleétidos que tengan un resto marcador o que carezcan de
este. Por consiguiente, pueden detectarse acontecimientos de incorporacién basandose en una caracteristica del
marcador, tal como fluorescencia del marcador; una caracteristica del monémero nucleotidico, tal como la carga o el
peso molecular; un subproducto de incorporacién del nucleétido, tal como la liberacién de pirofosfato; o similares. En
realizaciones en que hay dos o mas nucleétidos diferentes en un reactivo de secuenciacién, los diferentes nucledtidos
pueden diferenciarse entre si, 0 como alternativa, los dos 0 mas marcadores diferentes pueden no diferenciarse con
las técnicas de deteccién utilizadas. Por ejemplo, los diferentes nucleétidos presentes en un reactivo de secuenciacién,
pueden tener diferentes marcadores y se pueden distinguir usando épticas apropiadas como se ilustra mediante los
métodos de secuenciacion desarrollados por Solexa (ahora lllumina, Inc.).

Las realizaciones preferidas incluyen técnicas de pirosecuenciacidén. La pirosecuenciacién detecta la liberacién de
pirofosfato inorganico (PPi) a medida que se incorporan nucleétidos particulares en la cadena en formacién (Ronaghi,
M., Karamohamed, S., Pettersson, B., Uhlen, M. y Nyren, P. (1996) “Real-time DNA sequencing using detection of
pyrophosphate release”. Analytical Biochemistry 242(1), 84-9; Ronaghi, M. (2001) “Pyrosequencing sheds light on
DNA sequencing”. Genome Res. 11(1), 3-11; Ronaghi, M., Uhlen, M. y Nyren, P. (1998) “A sequencing method based
on real-time pyrophosphate”. Science 281(5375), 363; las patentes US- 6,210,891, 6,258,568 y 6,274,320). En la
pirosecuenciacion, el PPi (pirofosfato inorgénico) liberado puede detectarse convirtiéndolo inmediatamente en
adenosin trifosfato (ATP) por la ATP sulfurilasa, y el nivel de ATP generado se detecta mediante fotones producidos
por luciferasa. Los acidos nucleicos que se van a secuenciar se pueden fijar a las casillas de una matriz y se pueden
obtener imagenes de la matriz para capturar las sefiales quimioluminiscentes que se producen debido a la
incorporacién de nucleétidos en las casillas de la matriz. Puede obtenerse una imagen después de que la matriz se
trate con un tipo de nucleétido particular (por ejemplo, A, T, C 0 G). Las imagenes obtenidas después de la adicién de
cada tipo de nucleétido diferiran con respecto a las casillas de la matriz que se detecten. Estas diferencias en la imagen
reflejan el contenido de secuencia diferente de las casillas en la matriz. Sin embargo, las ubicaciones relativas de cada
casilla permaneceran sin cambios en las imagenes. Las imagenes pueden almacenarse, procesarse y analizarse
utilizando los métodos expuestos en la presente memoria. Por ejemplo, las imagenes obtenidas después del
tratamiento de la matriz con cada tipo de nucleétido diferente se pueden manejar de la misma manera que se ilustra
en la presente memoria para imagenes obtenidas de diferentes canales de detecciéon para métodos de secuenciacién
basados en terminadores reversibles.

En otro tipo ilustrativo de SBS, |la secuenciacidén del ciclo se logra mediante la adicién escalonada de nucleétidos
terminadores reversibles que contienen, por ejemplo, un marcador de colorante escindible o fotoblanqueable como se
describe, por ejemplo, en la patente WO 04/018497 y en la patente US- 7,057,026. Este enfoque esta siendo
comercializado por Solexa (ahora lllumina Inc.), y también se describe en las patentes WO 91/06678 y WO 07/123.744.
La disponibilidad de terminadores marcados con fluorescencia, en los cuales se puede invertir tanto la terminacién
como escindir el marcador fluorescente, facilita la secuenciacion eficaz de la terminacién ciclica reversible (CRT). Las
polimerasas también pueden disefiarse conjuntamente para incorporar y extenderse eficazmente a partir de estos
nucleétidos modificados.

Preferiblemente, en realizaciones de secuenciaciéon basadas en terminadores reversibles, los marcadores no inhiben
sustancialmente la extensién en las condiciones de reaccién de SBS. Sin embargo, los marcadores de deteccién
pueden eliminarse, por ejemplo, mediante escisién o degradacién. Las imagenes pueden capturarse después de la
incorporaciéon de marcadores en las casillas de 4cidos nucleicos de la matriz. En realizaciones particulares, cada ciclo
implica el suministro simultdneo de cuatro tipos de nucleétidos diferentes a la matriz y cada tipo de nucleétido tiene un
marcador espectralmente distinto. A continuacién, se pueden obtener cuatro imégenes, cada una de las cuales utiliza
un canal de deteccién que es selectivo para uno de los cuatro marcadores diferentes. Como alternativa, se pueden
afladir secuencialmente diferentes tipos de nucleétidos y se puede obtener una imagen de la matriz entre cada etapa
de adicién. En dichas realizaciones, cada imagen mostrara casillas de acido nucleico que han incorporado nucleétidos
de un tipo particular. En las diferentes imagenes habrd o no diferentes casillas debido al diferente contenido de
secuencia de cada casilla. Sin embargo, la posicion relativa de las casillas permanecera sin cambios en las imagenes.
Las imagenes obtenidas a partir de dichos métodos de SBS con terminador reversible pueden almacenarse,
procesarse y analizarse como se expone en la presente memoria. Después de la etapa de captura de imagenes, los
marcadores se pueden eliminar y los restos terminadores reversibles se pueden eliminar para los ciclos posteriores
de adicién y deteccién de nucleétidos. La eliminacién de los marcadores después de que se hayan detectado en un
ciclo particular y antes de un ciclo posterior, puede proporcionar la ventaja de reducir la sefial de fondo y la diafonia
entre ciclos. A continuacién se exponen ejemplos de marcadores Utiles y de métodos de eliminacién.

En realizaciones particulares, algunos o todos los monémeros de nucleétidos pueden incluir terminadores reversibles.
En dichas realizaciones, los terminadores reversibles/fluoréforos escindibles pueden incluir fluoréforos ligados al resto
de ribosa mediante un enlace éster 3' (Metzker, Genome Res. 15:1767-1776 (2005)). Otros enfoques han separado la
quimica del terminador de la escisiéon del marcador de fluorescencia (Ruparel y col., Proc Natl Acad Sci USA 102:
5932-7 (2005)). Ruparel y col., describieron el desarrollo de terminadores reversibles que utilizaban un pequefio grupo
alilo 3' para bloquear la extensién, pero podian desbloquearse faciimente mediante un tratamiento corto con un
catalizador de paladio. El fluordéforo se unié a la base mediante un enlazador fotoescindible que podia escindirse
facilmente mediante una exposicién de 30 segundos a luz UV de longitud de onda larga. Por lo tanto, como un
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enlazador escindible, puede utilizarse la reduccién de disulfuro o la fotoescisién. Otro enfoque de la terminacién
reversible es el uso de la terminacién natural que se produce después de la colocacién de un colorante voluminoso en
un dNTP. La presencia de un colorante voluminoso cargado en el dNTP puede actuar como un terminador eficaz a
través de un impedimento estérico y/o electrostético. La presencia de un acontecimiento de incorporacién impide otras
incorporaciones a menos que se elimine el colorante. La escisién del colorante elimina el fluoréforo e invierte
eficazmente la terminacién. También se describen ejemplos de nucleétidos modificados en la patentes US- 7,427,673
y 7,057,026.

Sistemas y métodos de SBS ilustrativos adicionales que se pueden utilizar con los métodos y sistemas descritos en la
presente memoria se describen en las publicaciones us-
2007/0166705, 2006/0188901, 2006/0240439, 2006/0281109, 2012/0270305, y 2013/0260372,la patente US-
7,057,026, la publicacion PCT WO 05/065814, |a solicitud de patente US-2005/0100900 y las publicaciones PCT WO
06/064199 y WO 07/010,251.

Algunas realizaciones pueden utilizar la deteccion de cuatro nucleétidos diferentes usando menos de cuatro
marcadores diferentes. Por ejemplo, puede realizarse SBS utilizando los métodos y los sistemas descritos en los
materiales incorporados de la publicacién US-2013/0079232. Como primer ejemplo, puede detectarse un par de tipos
de nucleétidos en la misma longitud de onda, pero distinguirse en funcién de la diferencia de intensidad de un miembro
del par en comparacién con el otro, o en funcién de un cambio en un miembro del par (por ejemplo, mediante
modificacién quimica, modificacién fotoquimica o modificacion fisica) que hace que aparezca o desaparezca una sefial
aparente en comparacion con la sefial detectada para el otro miembro del par. Como un segundo ejemplo, se pueden
detectar tres de cuatro tipos de nucleétidos diferentes en condiciones particulares, mientras que un cuarto tipo de
nucleétidos carece de un marcador que sea detectable en esas condiciones, o se detecta minimamente en esas
condiciones (p. ej., deteccién minima debido a la fluorescencia de fondo, etc.). La incorporacién de los primeros tres
tipos de nucledtidos en un &cido nucleico se puede determinar basandose en la presencia de sus respectivas sefiales
y la incorporacién del cuarto tipo de nucleétidos en el 4cido nucleico se puede determinar basandose en la ausencia
o deteccibn minima de cualquier sefial. Como un tercer ejemplo, un tipo de nucledtidos puede incluir un(os)
marcador(es) que se detecta(n) en dos canales diferentes, mientras que otros tipos de nucleétidos se detectan en no
méas de uno de los canales. Las tres configuraciones ilustrativas mencionadas anteriormente no se consideran
mutuamente excluyentes y pueden usarse en diversas combinaciones. Una realizacién ilustrativa que combina los tres
ejemplos es un método de SBS basado en fluorescencia que usa un primer tipo de nucleétido que se detecta en un
primer canal (por ejemplo, dATP que tiene un marcador que se detecta en el primer canal cuando se excita con una
primera longitud de onda de excitacién), un segundo tipo de nucleétido que se detecta en un segundo canal (por
ejemplo, dCTP que tiene un marcador que se detecta en el segundo canal cuando se excita con una segunda longitud
de onda de excitacion), un tercer tipo de nucleétido que se detecta tanto en el primer como en el segundo canal (por
ejemplo, dTTP que tiene al menos un marcador que se detecta en ambos canales cuando se excita con la primera y/o
segunda longitud de onda de excitacién) y un cuarto tipo de nucleétido que carece de un marcador que no se detecta,
o se detecta minimamente, en ninguno de los canales (por ejemplo, dGTP sin marcador).

Ademas, como se describe en los materiales incorporados de la publicacion US- 2013/0079232, los datos de
secuenciacion pueden obtenerse usando un solo canal. En los llamados enfoques de secuenciacién de un colorante,
el primer tipo de nucleétido se marca pero el marcador se elimina después de que se genere la primera imagen, y el
segundo tipo de nucleétido se marca solo después de que se genere una primera imagen. El tercer tipo de nucleétido
conserva su marcador tanto en la primera como en la segunda imagen, y el cuarto tipo de nucleétido permanece sin
marcar en ambas imagenes.

Algunas realizaciones pueden utilizar secuenciacién mediante técnicas de ligamiento. Tales técnicas utilizan ADN
ligasa para incorporar oligonucleétidos e identificar la incorporacién de tales oligonucledtidos. Los oligonucleétidos
tienen normalmente diferentes marcadores que se correlacionan con la identidad de un nucleétido particular en una
secuencia con la que hibridan los oligonucleétidos. Al igual que con otros métodos de SBS, se pueden obtener
imagenes después del tratamiento de una matriz de casillas de 4cidos nucleicos con los reactivos de secuenciacion
marcados. Cada imagen mostrara casillas de acido nucleico que hayan incorporado marcadores de un tipo particular.
En las diferentes imagenes habra o no diferentes casillas debido al diferente contenido de secuencia de cada casilla,
pero la posicién relativa de las casillas permanecera sin cambios en las imagenes. Las imagenes obtenidas a partir
de métodos de secuenciacién basados en ligamiento se pueden almacenar, procesar y analizar como se expone en
la presente memoria. Sistemas y métodos de SBS ilustrativos que pueden utilizarse con los métodos y sistemas
descritos en la presente memoria se describen en las patentes US- 6,969,488, 6,172,218 y 6,306,597.

Algunas realizaciones pueden utilizar la secuenciacién de nanoporos (Deamer, D. W. y Akeson, M. “Nanopores and
nucleic acids: prospects for ultrarapid sequencing”. Trends Biotechnol. 18, 147-151 (2000); Deamer, D. y D. Branton,
“Characterization of nucleic acids by nanopore analysis”, Acc. Chem. Res. 35:817-825 (2002); Li, J., M. Gershow, D.
Stein, E. Brandin y J. A. Golovchenko, “DNA molecules and configurations in a solid-state nanopore microscope™ Nat.
Mater. 2:611-615 (2003)). En dichas realizaciones, la molécula adaptadora de fragmento pasa a través de un
nanoporo. El nanoporo puede ser un poro sintético o una proteina de membrana biolégica, tal como la a-hemolisina.
Cuando la molécula adaptadora de fragmento pasa a través del nanoporo, cada par de bases puede identificarse
midiendo las fluctuaciones en la conductancia eléctrica del poro. (Patente US- 7,001,792; Soni, G. V. & Meller, “A.
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Progress toward ultrafast DNA sequencing using solid-state nanopores™. Clin. Chem. 53, 1996-2001 (2007); Healy, K.
“Nanopore-based single-molecule DNA analysis”. Nanomed. 2, 459-481 (2007); Cockroft, S. L., Chu, J., Amorin, M. &
Ghadiri, M. R. “A single-molecule nanopore device detects DNA polymerase activity with single-nucleotide resolution™.
J. Am. Chem. Soc. 130, 818-820[2008]). Los datos obtenidos de la secuenciacién de nanoporos se pueden almacenar,
procesar y analizar como se expone en la presente memoria. En particular, los datos se pueden tratar como una
imagen segun el tratamiento ilustrativo de imagenes 6pticas y otras imagenes que se expone en la presente memoria.

Algunas realizaciones pueden utilizar métodos que suponen la monitorizacién en tiempo real de la actividad de la ADN
polimerasa. Las incorporaciones de nucleétidos pueden detectarse mediante interacciones de transferencia de energia
por resonancia de fluorescencia (FRET) entre una polimerasa portadora de fluoréforo y nucleétidos marcados con y-
fosfato como se describe, por ejemplo, en las patentes US- 7,329,492y 7,211,414, o las incorporaciones de
nucleétidos se pueden detectar con guias de onda en modo cero como se describe, por ejemplo, en la patente US-
7,315,019 y utilizando analogos de nucledtidos fluorescentes y polimerasas disefiadas como se describe, por ejemplo,
en la patente US- 7,405,281 y la publicacién US- 2008/0108082. La iluminacién se puede restringir a un volumen a
escala de zeptolitros alrededor de una polimerasa anclada a la superficie, de modo que se pueda observar la
incorporaciéon de nucleétidos marcados con fluorescencia con un fondo bajo (Levene, M. J. y col. “Zero-mode
waveguides for single-molecule analysis at high concentrations™. Science 299, 682-686 (2003); Lundquist, P. M. y col.
“Parallel confocal detection of single molecules in real time”. Opt. Lett. 33, 1026-1028 (2008); Korlach, J. y col.
“Selective aluminum passivation for targeted immobilization of single DNA polymerase molecules in zero-mode
waveguide nano structures™. Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 105, 1176-1181 [2008]). Las imagenes obtenidas de dichos
métodos se pueden almacenar, procesar y analizar tal como se expone en la presente memoria.

Algunas realizaciones de SBS (secuenciacién por sintesis) incluyen la deteccién de un protén liberado tras la
incorporacién de un nucleétido en un producto de extension. Por ejemplo, en la secuenciacién basada en la deteccidn
de protones liberados se puede utilizar un detector eléctrico y técnicas asociadas que son comercializadas por lon
Torrent (Guilford, CT, una filial de Life Technologies) o métodos y sistemas de secuenciacién descritos en las
publicaciones US- 2009/0026082; 2009/0127589; 2010/0137143; y 2010/0282617. Los métodos expuestos en la
presente memoria para amplificar 4cidos nucleicos diana utilizando exclusién cinética pueden aplicarse facilmente a
sustratos utilizados para detectar protones. Mas especificamente, los métodos expuestos en la presente memoria
pueden utilizarse para producir poblaciones clonales de amplicones que se utilizan para detectar protones.

Los métodos de SBS anteriores se pueden llevar a cabo ventajosamente en formatos multiplexados de modo que se
manipulen simultaneamente multiples moléculas adaptadoras de fragmentos diferentes. En realizaciones particulares,
se pueden tratar diferentes moléculas adaptadoras de fragmentos en un recipiente de reaccién habitual o en una
superficie de un sustrato particular. Esto permite el suministro conveniente de reactivos de secuenciacién, la
eliminacién de reactivos que no han reaccionado y la deteccién de acontecimientos de incorporacién de manera
multiplexada. En realizaciones en que se utilizan acidos nucleicos diana unidos a la superficie, las moléculas
adaptadoras de fragmentos pueden estar en un formato de matriz. En un formato de matriz, las moléculas adaptadoras
de fragmentos pueden unirse normalmente a una superficie de una manera espacialmente diferenciable. Las
moléculas adaptadoras de fragmentos pueden unirse mediante unién covalente directa, unién a una perla o a otra
particula o unién a una polimerasa o a otra molécula que esté unida a la superficie. La matriz puede incluir una sola
copia de una molécula adaptadora de fragmento en cada sitio (también denominado casilla) o puede haber mdltiples
copias que tengan la misma secuencia en cada sitio o casilla. Pueden producirse multiples copias mediante métodos
de amplificacién tales como amplificacion en puente o PCR en emulsién, como se describe con mas detalle a
continuacion.

En los métodos expuestos en la presente memoria pueden utilizarse matrices que tengan casillas en cualquiera de
una variedad de densidades, incluyendo, por ejemplo, al menos aproximadamente 10 casillas/cm?, 100 casillas/cm?,
500 casillas/cm?, 1000 casillas/cm?, 5000 casillas/cm?, 10.000 casillas/cm?, 50.000 casillas/cm?, 100.000 casillas/cm?,
1.000.000 casillas/cm?, 5.000.000 casillas/cm? o un valor superior.

Una ventaja de los métodos expuestos en la presente memoria es que proporcionan una deteccion rapida y eficaz de
una pluralidad de cm2 en paralelo. Por consiguiente, la presente exposicién proporciona sistemas integrados capaces
de preparar y detectar acidos nucleicos usando técnicas conocidas en la materia tales como las ilustradas
anteriormente. Por lo tanto, un sistema integrado de la presente exposicién puede incluir componentes fluidicos
capaces de suministrar reactivos de amplificacion y/o reactivos de secuenciacién a uno o mas fragmentos de ADN
inmovilizados, incluyendo el sistema componentes tales como bombas, valvulas, depdésitos, lineas fluidicas y similares.
En un sistema integrado para la deteccién de acidos nucleicos diana puede configurarse y/o utilizarse una cubeta de
lectura. Se describen cubetas de lectura ilustrativas, por ejemplo, en la publicacién US- 2010/0111768 y US con n.°
de serie 13/273,666. Como se ilustra en las cubetas de lectura, puede utilizarse uno o mas de los componentes
fluidicos de un sistema integrado para un método de amplificacion y para un método de deteccién. Tomando como
ejemplo una realizacién de secuenciacién de acidos nucleicos, puede utilizarse uno o méas de los componentes
fluidicos de un sistema integrado para un método de amplificacién expuesto en la presente memoria y para el
suministro de reactivos de secuenciacion en un método de secuenciacion tales como en los ilustrados anteriormente.
Como alternativa, un sistema integrado puede incluir sistemas fluidicos distintos para llevar a cabo métodos de
amplificacién y para llevar a cabo métodos de deteccién. Los ejemplos de sistemas de secuenciacién integrados que
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son capaces de crear acidos nucleicos amplificados y también de determinar la secuencia de los acidos nucleicos
incluyen, sin limitarse a, la plataforma MiSeq™ (lllumina, Inc., San Diego, CA) y los dispositivos descritos en US con
n.° de serie 13/273,666.
Durante la practica de los métodos descritos en la presente memoria pueden resultar diversas composiciones. Por
ejemplo, puede resultar una molécula adaptadora de fragmentos de doble indice, que incluya una molécula adaptadora
de fragmentos de doble indice que tenga la estructura mostrada en la Figura 2, bloque vii o en la Figura 4, y
composiciones que incluyan una molécula adaptadora de fragmentos de doble indice. Puede resultar una biblioteca
de secuenciacién de moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice, incluyendo moléculas adaptadoras de
fragmentos de doble indice que tengan una estructura mostrada en la Figura 2, bloque vii o en la Figura 4, y
composiciones que incluyan una biblioteca de secuenciacién. Dicha biblioteca de secuenciacién puede unirse a una
matriz.
La presente invencidn se define mediante los siguientes ejemplos. Debe entenderse que los ejemplos, materiales,
cantidades y procedimientos particulares deben interpretarse ampliamente segin el alcance de la invencidn tal como
se expone en la presente memoria.
Ejemplos
Reactivos utilizados en los ejemplos

Solucidn salina tamponada con fosfato (PBS, Thermo Fisher, Cat. 10010023)

Tripsina al 0,25 % (Thermo Fisher, Cat. 15050057)

Tris (Fisher, Cat. T1503)

HCI (Fisher, Cat. A144)

NaCl (Fisher, Cat. M-11624)

MgCI2 (Sigma, Cat. M8226)

Igepal® CA-630 (Sigma, 18896)

Inhibidores de proteasa (Roche, Cat. 11873580001)

PCR-Clean ddH20

Acido 3,5-diyodosalicilico de litio (Sigma, Cat. D3635) - solo método LAND

Formaldehido (Sigma, Cat. F8775) - solo método xSDS

Glicina (Sigma, Cat. G8898) - solo método xSDS

NEBuffer 2.1 (NEB, Cat. B7202) - solo método xSDS

SDS (Sigma, Cat. L3771) - solo método xSDS

Triton™ X-100 (Sigma, Cat. 9002-93-1) - solo método xSDS

DAPI (Thermo Fisher, Cat. D1306)

Tampén TD de kit Nextera® (lllumina, Cat. FC-121-1031)

96 transposomas empobrecidos en citosina indexados (ensamblados utilizando métodos publicados, las
secuencias se muestran en la Tabla 1)

Cebador aleatorio de 9 nucleétidos (Tabla 2)
Mezcla de dNTP 10 mM (NEB, Cat. N0447)
Klenow (3'->5' Exo-) polimerasa (Enzymatics, Cat. P7010-LC-L)

Etanol de prueba 200
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Cebadores de PCR indexados i5 e i7 (Tabla 3)
Kapa HiFi™ HotStart Mezcla preparada
SYBR® verde (FMC BioProducts, Cat. 50513)
QIAquick® kit de purificacion de PCR (Qiagen, Cat. 28104)
ADNbc de alta sensibilidad Qubit® (Thermo Fisher, Cat. Q32851)
Kit Bioanalizador de Alta Sensibilidad (Agilent, Cat. 5067-4626)
Kit de secuenciacion NextSeq (ciclo alto o medio de 150)
ADN Lambda no metilado (Promega, Cat. D1521)
Kit de secuenciaciéon HiSeq® 2500 (lllumina)
Kit de secuenciacion HiSeq® X (lllumina)
Kit MagPrep de metilacién de ADN EZ-96 (Zymo Research, Cat D5040)
Cebadores de secuenciacién de LNA personalizados (Tabla 4)
Polietilenglicol (PEG)
Perlas SPRI

Equipo utilizado en los ejemplos
Filtro celular de 35 uM (BD Biosciences, Cat. 352235)
Gradilla magnética compatible con placas de 96 pocillos

Clasificador de células Sony SH800 (Sony Biotechnology, Cat. SH800) u otro instrumento FACS capaz de
clasificar nucleos individuales baséandose en DAPI

Termociclador CFX Connect RT (Bio-Rad, Cat. 1855200) u otro termociclador en tiempo real
Termomezclador
Fluorémetro Qubit® 2.0 (Thermo Fisher, Cat. Q32866)
Bioanalizador 2100 (Agilent, Cat. G2939A)
NextSeq® 500 (lllumina, Cat. SY-415-1001-1)
HiSeq® 2500 (lllumina)
HiSeq® X (lllumina)
Oligonucleétidos utilizados en los ejemplos

Tabla 1: Oligonucleétidos cargados con transposasa sciMET (5'-3')

Complemento (5fos) CTGTCTCTTATACACATCT
inverso:
Nombre i5_bsPCR indice i5_Tn5
sciMET_Tn5_1 GGTGTAGTGGGTTTGG GTTAAGAGGAA  TGGTAGAGAGGGTG AGATGTGTATAAGAGACAG

sciMET_Tn5_2 GGTGTAGTGGGTTTGG AGTAGGAAGAT  TGGTAGAGAGGGTG AGATGTGTATAAGAGACAG
sciMET_Tn5_3 GGTGTAGTGGGTTTGG GAATTAGGTGT  TGGTAGAGAGGGTG AGATGTGTATAAGAGACAG
sciMET_Tn5_4 GGTGTAGTGGGTTTGG GGAGATTAATG  TGGTAGAGAGGGTG AGATGTGTATAAGAGACAG
sciMET_Tn5_5 GGTGTAGTGGGTTTGG TATTGTGGAAT TGGTAGAGAGGGTG AGATGTGTATAAGAGACAG
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Complemento
inverso:

Nombre
SCIMET_Tn5_6
SCIMET_Tn5_7
SCIMET_Tn5_8
SCIMET_Tn5_9

sCIMET_Tn5_10
sCiMET_Tn5_11
SCIMET_Tn5_12
SCIMET_Tn5_13
sCIMET_Tn5_14
SsCIMET_Tn5_15
SCIMET_Tn5_16
SCIMET_Tn5_17
SCIMET_Tn5_18
sCIMET_Tn5_19
sCIMET_Tn5_20
sCiIMET_Tn5_21
sCIMET_Tn522

sCIMET_Tn5_23
sCIMET_Tn5_24
sCIMET_Tn5_25
sCIMET_Tn5_26
sCIMET_Tn5_27
sCIMET_Tn5_28
sCIMET_Tn5_29
sCiMET_Tn5_30
sCiIMET_Tn5_31
SCIMET_Tn5_32
sCIMET_Tn5_33
sCIMET_Tn5_34
sCIMET_Tn5_35
sCIMET_Tn5_36
sCIMET_Tn5_37
sCIMET_Tn5_38
sCIMET_Tn5_39
sCIMET_Tn540

sCiIMET_Tn5_41
SCIMET_Tn5_42
sCIMET_Tn5_43
SCIMET_Tn5_44
SCIMET_Tn5_45
SCIMET_Tn5_46
SCIMET_Tn5_47
SCIMET_Tn5_48

i5_bsPCR
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG

ES 3014783 T3

(5fos) CTGTCTCTTATACACATCT

indice
ATATAGATGAT
GTAAGAGGAAT
GAGAGTTATTG
AGTTAGTGTGA
GATATAGAATT
AAGGAAGTGAA
AATAAGGAAGG
GTATGGATATA
TTAGATAATGA
GGTGTTGTAAT
GAAGTGGAGAG
TTGAGTGGTAG
GATAATGGTGA
GTGTTAATGGA
TAGGAATGGTG
ATGTATGGATA
TGATTGTTGGT
AAGAGAATTAT
AATGGTTGGTA
GGTTAATTGAG
GTATAATAGTT
TTAGTTGAATT
TTGGTGAAGGT
TTAATATTGAA
GTTAGAATTGG
GTTATTAATTA
GATTGGTAAGA
TGAAGTATTGT
GATGGATTATG
ATTAGTATATT
GTAGGTGTGGT
AGTTGAATGTA
ATTGTGAGATA
TTGTGGTGAGT
TTAAGTTGGTT
TATAATAATAT
AAGGTATGAGT
AGGATTATAAG
AGAGTTAGGTT
ATGGATAGTAT
ATATTATGTTG
GGTGGAGATAG
TGGTGGTAGTG
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TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG

i5_Tn5

AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG



Complemento
inverso:

Nombre
sCIMET_Tn5_49
sCiMET_Tn5_50
sCiIMET_Tn5_51
SCIMET_Tn5_52
sCIMET_Tn5_53
sCIMET_Tn5_54
sCIMET_Tn5_55
sCIMET_Tn5_56
sCIMET_Tn5_57
sCIMET_Tn5_58
sCiIMET_Tn5_59
sCiMET_Tn5_60
sCiMET_Tn5_61
SCIMET_Tn5_62
sCIMET_Tn5_63
sCiIMET_Tn5_64
sCIMET_Tn5_65
sCIMET_Tn5_66
sCIMET_Tn5_67
sCIMET_Tn5_68
sCIMET_Tn5_69
sCIMET_Tn5_70
sCiMET_Tn5_71
SCIMET_Tn5_72
sCIMET_Tn5_73
sCIMET_Tn5_74
sCIMET_Tn5_75
SCIMET_Tn5_76
SCIMET_Tn5_77
SCIMET_Tn5_78
sCIMET_Tn5_79
sCiMET_Tn5_80
sCiIMET_Tn5_81
SCIMET_Tn5_82
sCIMET_Tn5_83
sCIMET_Tn5_84
sCIMET_Tn5_85
sCIMET_Tn5_86
sCIMET_Tn5_87
sCIMET_Tn5_88
sCIMET_Tn5_89
sCiMET_Tn5_90
sCiMET_Tn5_91

i5_bsPCR
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
GGTGTAGTGGGTTTGG
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(5fos) CTGTCTCTTATACACATCT

indice
AGGTGAGAAGT
TAGGAGGTTGT
TGTATAGGTAT
TGTTATGTAGA
TGGAAGGTATG
AATGTAAGGAG
GTTATGTTAAG
TGTTATAGGTG
AAGGAGAATTG
AGAGGTGGAAG
GATTAGGTGTA
ATTATATAAGA
GAGAATATGGT
GGATTGAGAGG
ATTATGGTGGT
GAAGGAAGTTA
GAATATGTAAG
TAGTTAATATT
TGAATGAATAG
AGGATGGATTA
AAGTGTATAGA
GAGGTTGAAGA
TGTGTAATAGG
TTGATTAGAGA
TATGTGTGTGG
GAGATGAGAAT
TGGTGAAGTGA
GTGGTAGGATG
TGTAGGTGATA
GTAAGGTGTGA
AGAAGAGAGTG
GGATGTTGTAT
AAGTTATATAA
TGGAATTAAGT
TAATGAGAGGA
ATAATTGATGG
TGTGAAGAGTA
GATGAATATGT
TGAGGATAGAT
ATTAATTAGAG
GGAGAGATGGA
TAATTGAGGAA
TTGGAATTAAT

24

TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG
TGGTAGAGAGGGTG

i5_Tn5

AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG
AGATGTGTATAAGAGACAG



Complemento
inverso:

Nombre
SCIMET_Tn5_92
sCIMET_Tn5_93
sCiIMET_Tn5_94
sCIMET_Tn5_95
sCIMET_Tn5_96

ES 3014783 T3

(5fos) CTGTCTCTTATACACATCT

i5_bsPCR indice i5_Tn5
GGTGTAGTGGGTTTGG AATGTTATTGT  TGGTAGAGAGGGTG AGATGTGTATAAGAGACAG
GGTGTAGTGGGTTTGG GTAGTTATTAG  TGGTAGAGAGGGTG AGATGTGTATAAGAGACAG
GGTGTAGTGGGTTTGG TATATTGTGAG  TGGTAGAGAGGGTG AGATGTGTATAAGAGACAG
GGTGTAGTGGGTTTGG GTGTAGGATAG TGGTAGAGAGGGTG AGATGTGTATAAGAGACAG
GGTGTAGTGGGTTTGG  AGAGAAGTTGG TGGTAGAGAGGGTG AGATGTGTATAAGAGACAG

Tabla 2: Cebador aleatorio de 9 nucleétidos sciMET (5'-3')

Nombre

Secuencia

sCiMET_N9_IPE2

GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNN

Tabla 3: Cebadores de PCR sciMET (5'-3)

Nombre
SCIMET_i7_1
sCiIMET_i7_2
sCiIMET_i7_3
sCIMET_i7_4
sCiIMET_i7_5
sCiIMET_i7_6
sCiIMET_i7_7
sCiIMET_i7_8
sCiIMET_i7_9
sCiMET_i7_10
sCIMET_i7_11
sCiMET_i7_12
sCIMET_i7_13
sCiMET_i7_14
sCiMET_i7_15
sCiIMET_i7_16
sCIMET_i7_17
sCiIMET_i7_18
sCiMET_i7_19
sCiMET_i7_20
sCIMET_i7_21
sCiIMET_i7_22
sCiIMET_i7_23
sCIMET_i7_24
SCIMET_i7_1
sCiIMET_i7_2
sCiIMET_i7_3
sCIMET_i7_4
sCiIMET_i7_5
sCiIMET_i7_6
sCiIMET_i7_7

Secuencia
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATcaagatgccgGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATaacgtctagt GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATaggtatactcGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATttcataggacGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATYgaggcctccGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATttcaatataaGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATacgtcatataGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATItgaccaggaGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATcggttgcgcgGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCcaaggaggtcGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATttacgatgaaGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATttgctggcatGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATaatactctcGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATccaactaaccGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATtatcctcaat GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATgcegtcgcgt GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATcegctgcttcGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATtgaccgaatcGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATgtctccagagGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATaatgetagte GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATgacgacctgcGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATagagccagccGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATeeaggeegeaGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATcaggtatggaGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACgtatcatcgaGGTGTAGTGGGTTTGG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCccgegattat GGTGTAGTGGGTTTGG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACattcaggtacGGTGTAGTGGGTTTGG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACatggaattggGGTGTAGTGGGTTTGG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACYacgaagcgtGGTGTAGTGGGTTTGG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACettgeagtagGGTGTAGTGGGTTTGG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACettggtaatgGGTGTAGTGGGTTTGG
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Nombre Secuencia

sciMET_i7_8 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCcaagtcgaccGGTGTAGTGGGTTTGG

Tabla 4: Cebadores de secuenciacién sciMET (LNA, 5'-3')

Nombre Secuencia
sciMET_Read1 TGGTAGAGAGGGTG AGATGTGTATAAGAGATAG
sciMET_lindex1 CTATCTCTTATACACATCT CACCCTCTCTACCA
Ejemplo 1

Preparacién de ADN Lambda de control no metilado

Se combinaron cien nanogramos de ADN Lambda no metilado, 5 pl de tampén TD 2X, 5 yl de tampdn NIB (Tris-HCI
10 mM pH 7,4, NaCl 10 mM, MgCI2 3 mM, Igepal® al 0,1 %, 1 inhibidor de proteasas) y 4 pl de transposoma
empobrecido en citosina indexado de forma Unica a 500 nM. La mezcla se incubd durante 20 minutos a 55 °C y
después se purificd utilizando la columna de purificacién de PCR QIAquick® y se eluy6 en 30 pl de EB.

La concentracién de ADN se cuantificé con un fluorémetro Qubit 2.0 para ADNbc de alta sensibilidad utilizando 2 ul
de la mezcla. La concentracién se diluyd a 17,95 pg/ul, lo que simula la masa gendmica de aproximadamente 5 células
humanas.

Ejemplo 2
Preparacidén de una mezcla de perlas SPRI PEG al 18 %

Perlas Sera-Mag (1 ml) se dividieron en alicuotas en un tubo de 1,5 ml de unién baja y después se colocaron en un
soporte magnético hasta que se limpié el sobrenadante. Las perlas se lavaron con una solucién de 500 ul de Tris-HCI
10 mM, pH 8,0, y la solucién se elimin6 después de que se limpiase el sobrenadante, y esta etapa de lavado se repitié
durante un total de cuatro lavados. Las perlas se resuspendieron en la siguiente mezcla: PEG 8000 al 18 % (en masa),
NaCl 1 M, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, Tween-20 al 0,05 %; se incubaron a temperatura ambiente con
agitacién suave durante al menos una hora y después se almacenaron perlas de SPRIPEG al 18 % a 4 °C. Se permitié
que las perlas alcanzaran la temperatura ambiente antes de su uso.

Ejemplo 3
Preparacién de nlcleos utilizando acido 3,5-diyodosalicilico de litio (LAND) o SDS (xSDS)
A. Método LAND de preparacién de nucleos y agotamiento de nucleosomas

Si las células estaban en un cultivo celular en suspensién, el cultivo se trituré suavemente hasta romper los grumos
de células, las células se sedimentaron centrifugando a 500xg durante 5 minutos a 4 °C y se lavaron con 500 pl de
PBS enfriado con hielo.

Si las células estaban en un cultivo celular adherente, se aspiraba el medio y se lavaban las células con 10 ml de PBS
a 37 °C, y después se afiadia suficiente tripsina al 0,25 % a 37 °C para cubrir la monocapa. Después de incubar a
37 °C durante 5 minutos o hasta que el 90 % de las células ya no se adhirieran a la superficie, se afiadié medio a
37 °C en una proporcidn de 1:1 para desactivar la tripsina. Las células se sedimentaron centrifugando a 500xg durante
5 minutos a 4 °C y después se lavaron con 500 pl de PBS enfriado con hielo.

Las células del cultivo celular en suspensién o del cultivo celular adherente se sedimentaron centrifugando a 500xg
durante 5 minutos y después se resuspendieron en 200 pl de LIS 12,5 mM en tampén NIB (2,5 plde LIS 1 M + 197,5 pl
de tampé6n NIB). Después de incubar en hielo durante 5 minutos, se afiadieron 800 ul de tampén NIB. Las células se
pasaron suavemente a través de un filtro celular de 35 pM y se afiadieron 5 pl de DAPI (5 mg/ml).

B. Método xSDS de preparacion de nlcleos y empobrecimiento de nucleosomas

Si las células estaban en un cultivo celular en suspensién, el medio se trituré suavemente hasta romper los grumos
de células. A 10 ml de células en medio se afiadieron 406 pl de formaldehido al 37 % y se incubaron a temperatura
ambiente durante 10 minutos con agitacién suave. A las células se les afiadieron 800 microlitros de glicina 2,5 M y se
incubaron en hielo durante 5 minutos, y después se centrifugaron a 550xg durante 8 minutos a 4 °C. Después de lavar
con 10 ml de PBS enfriado con hielo, las células se resuspendieron en 5 ml de NIB enfriado con hielo (Tris-HCI 10 mM
pH 7,4, NaCl 10 mM, MgCI2 3 mM, Igepal® al 0,1 %, 1 inhibidor de proteasas) y se incubaron en hielo durante 20
minutos mezclando suavemente.
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Si las células estaban en un cultivo celular adherente, se aspiraba el medio y se lavaban las células con 10 ml de PBS
a 37 °C, y después se afiadia suficiente tripsina al 0,25 % a 37 °C para cubrir la monocapa. Después de incubar a
37 °C durante 5 minutos o hasta que el 90 % de las células ya no se adhiriera a la superficie, se afiadié medio a 37 °C
en una proporciéon de 1:1 para desactivar la tripsina, y el volumen se llevé a 10 ml con medio. Las células se
resuspendieron en 10 ml de medio, se afiadieron 406 pl de formaldehido al 37 % y se incubaron a temperatura
ambiente durante 10 minutos con agitacién suave. A las células se afiadieron 800 microlitros de glicina 2,5 M y se
incubaron en hielo durante 5 minutos. Las células se centrifugaron a 550xg durante 8 minutos a 4 ° y se lavaron con
10 ml de PBS enfriado con hielo. Después de resuspender las células en 5 ml de NIB enfriado con hielo, se incubaron
en hielo durante 20 minutos con una mezcla suave.

Las células o los nlcleos del cultivo celular en suspensién o del cultivo celular adherente, se sedimentaron
centrifugando a 500xg durante 5 minutos y se lavaron con 900 pl de 1x NEBuffer 2.1. Después de sedimentar a 500
xg durante 5 minutos, el sedimento se resuspendi6 en 800 pl 1x NEBuffer 2.1 con 12 pl de SDS al 20 % y se incubé a
42 °C con intensa agitacién durante 30 minutos, y después con 200 ul de Triton™ X-100 al 10 % y se incubd a 42 °C
con agitacién intensa durante 30 minutos. Las células se pasaron suavemente a través de un filtro celular de 35 uM y
se afladieron 5 ul de DAPI (5 mg/ml).

Ejemplo 4
Clasificacién y tagmentacién de nucleos

Se prepard una placa de tagmentacién con 10 pl de tampédn TD 1x (para 1 placa: 500 pl de tampén NIB + 500 pl de
tampdn TD) y en cada pocillo de la placa de tagmentacion se clasificaron 2500 nlcleos individuales. En esta etapa, el
ndmero de nulcleos por pocillo puede variar ligeramente siempre que el nUmero de nucleos por pocillo sea constante
en toda la placa. También es posible multiplexar diferentes muestras en diferentes pocillos de la placa ya que se
conservara el indice de transposasa. Las células se seleccionaron segun la Figura 2. Después de centrifugar la placa
a 500 x g durante 5 min, se afiadieron a cada pocillo 4 pl de transposoma empobrecido en citosina indexado de forma
Unica a 500 nM. Después del sellado, la placa se incubé a 55°C durante 15 minutos con agitacién suave. A
continuacién, la placa se colocé en hielo. Todos los pocillos se agruparon y se pasaron a través de un filtro celular de
35 uM. Se afiadieron cinco microlitros de DAPI (5 mg/ml).

Ejemplo 5
Segunda clasificacién de nlcleos

Se preparé una mezcla maestra para cada pocillo con 5 pl de reactivo de digestién Zymo (2,5 pl de tampén de digestién
M, 2,25 ul de H20 y 0,25 pl de proteinasa K). Se clasificaron 10 o 22 nucleos individuales en cada pocillo utilizando
los ajustes de clasificacién méas estrictos. Diez nlcleos individuales se clasificaron en los pocillos que se utilizaran
como enriquecimiento de control no metilado, y en los demas pocillos se clasificaron 22 células. A continuacién, la
placa se centrifug6 a 600 x g durante 5 min a 4 °C.

Ejemplo 6
Digestion y conversién de bisulfito

Se utilizaron aproximadamente ~35 pg (2 ul) de ADN Lambda de control no metilado pretratado con un transposoma
empobrecido en C para enriquecer los pocillos con 10 nucleos individuales. La placa se incubé durante 20 minutos a
50 °C para digerir los nucleos y se afiadieron 32,5 ul de reactivo de conversién Zymo CT recién preparado siguiendo
el protocolo del fabricante. Los pocillos se mezclaron por trituracién y la placa se centrifugd a 600 x g durante 2 min a
4°C. La placa se colocd en un termociclador durante las siguientes etapas antes de continuar: 98 °C durante 8
minutos, 64 °C durante 3,5 horas, después se mantuvo a 4 °C durante menos de 20 horas. Se afladieron perlas Zymo
MagBinding (5 ul) a cada pocillo y 150 ul de tampén de unién M a cada pocillo. Después de mezclar los pocillos
mediante trituracién, la placa se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos. La placa se colocé en una gradilla
magnética compatible con placas de 96 pocillos hasta que el sobrenadante se limpié.

Se eliminé el sobrenadante y los pocillos se lavaron con etanol reciente al 80 % (en volumen), i) retirando la placa de
la gradilla magnética, ii) afiadiendo 100 ul de etanol al 80 % a cada pocillo, pasando por encima del sedimento de
perlas, vy iii) colocando la placa de nuevo en la gradilla magnética y después eliminando el sobrenadante una vez
limpio.

La desulfonacién se realizé afiadiendo 50 ul de tampén de desulfonacion M a cada pocillo, resuspendiendo las perlas

completamente por trituracion, incubando a temperatura ambiente durante 15 minutos y colocando la placa en la
gradilla magnética y eliminando el sobrenadante una vez limpio.
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Se elimin6 el sobrenadante y los pocillos se lavan con etanol reciente al 80 % (en volumen), i) retirando la placa de la
gradilla magnética, ii) afiadiendo 100 ul de etanol al 80 % a cada pocillo, pasando por encima del sedimento de perlas,
y iii) colocando la placa de nuevo en la gradilla magnética y después eliminando el sobrenadante una vez limpio.

Los sedimentos de perlas se dejaron secar durante ~10 minutos hasta que los sedimentos comenzaron a agrietarse
visiblemente.

La elucién se realizd afiadiendo 25 ul de tampdén de elucibn Zymo M a cada pocillo, triturando para disociar
completamente el sedimento y calentando la placa a 55 °C durante 4 minutos.

Ejemplo 7
Amplificacién lineal

La eluciéon completa se trasladé a una placa preparada con la siguiente mezcla de reaccién por pocillo: 16 ul de H20
PCR-clean, 5 ul de 10X NEBuffer 2.1, 2 ul de mezcla de dNTP 10 mM y 2 ul de cebador aleatorio de 9 nucledtidos
10 uM.

La amplificacién lineal se realizé de la siguiente manera: i) convertir el ADN en monocatenario incubando a 95 °C
durante 45 segundos, después enfriar rapidamente en hielo y mantener en hielo, ii) afladir 10 U de (3'->5' exo-)
polimerasa Klenow a cada pocillo una vez que se haya enfriado totalmente vy iii) incubar la placa a 4 °C durante 5
minutos, después aumentar la temperatura a una velocidad de +1 °C/15 segundos a 37 °C, después mantenera 37 °C
durante 90 minutos.

Las etapas i-iii se repitieron tres veces mas durante un total de cuatro rondas de amplificacidn lineal. Para cada
amplificacién, a la reaccién de cada pocillo se afiadié la siguiente mezcla: 1 ul de cebador aleatorio de 9 nucleétidos
de 10 uM, 1 ul de mezcla de dNTP 10 mM y 1,25 ul de 4X NEBuffer 2.1. En comparacién con menos rondas, cuatro
rondas de amplificacién lineal normalmente aumentan significativamente la tasa de alineacién de lectura y la
complejidad de la biblioteca.

Los pocillos se limpiaron de la siguiente manera utilizando la mezcla de perlas de SPRI PEG al 18 % preparada a 1,1X
(concentracion por volumen en comparaciéon con el volumen de reaccidén del pocillo). La placa se incubé durante 5
minutos a temperatura ambiente, se colocé en la gradilla magnética y se eliminé el sobrenadante una vez limpio. Los
sedimentos de perlas se lavaron con 50 ul de etanol al 80 %. Se eliminé cualquier liquido restante y se dej6 secar el
sedimento de perlas hasta que comenzé a agrietarse. EI ADN se eluy6 en 21 pl de Tris-Cl 10 mM (pH 8,5).

Ejemplo 8
Reaccién de indexacién por PCR

La elucién completa se trasladé a una placa preparada con la siguiente mezcla de reaccién por pocillo: 2 ul de cebador
de PCR de indice i7 10 uM, 2 ul de cebador de PCR de indice i5 10 uM, 25 ul de 2X KAPA HiFi™ HotStart ReadyMix
y 0,5 ul de 100X SYBR® Green |. La amplificacién por PCR se realizé en un termociclador en tiempo real con los
siguientes ciclos: 95 °C durante 2 minutos (94 °C durante 80 segundos, 65 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 30
segundos), y la reaccién se detuvo una vez que la mayoria de los pocillos mostraron una inflexién de la fluorescencia
SYBR® Green medida. Se observaron mesetas de inflexiéon entre 16 y 21 ciclos de PCR en las preparaciones de las
bibliotecas.

Ejemplo 9
Limpieza y cuantificacién de las bibliotecas

Los pocillos de las bibliotecas se limpiaron utilizando la mezcla de perlas SPRI PEG al 18 % a 0,8X (concentracién
por volumen en comparaciéon con el volumen de reaccion del pocillo) de la siguiente manera. La placa se incubd
durante 5 minutos a temperatura ambiente, se colocd en la gradilla magnética y el sobrenadante se elimin6é una vez
limpio. Los sedimentos de perlas se lavaron con 50 ul de etanol al 80 %. Se eliminé cualquier liquido restante y se
dej6 secar el sedimento de perlas hasta que comenz6 a agrietarse. El ADN se eluyé en 25 ul de Tris-Cl 10 mM (pH
8,5).

Las bibliotecas se agruparon utilizando 5 ul de cada pocillo, y se utilizaron 2 ul para cuantificar la concentracién de
ADN con un fluorémetro Qubit® 2.0 para ADNbc de alta sensibilidad siguiendo protocolo del fabricante. La lectura del
Qubit® se utilizé para diluir la biblioteca a ~4 ng/ul, y se procesd 1 ul en un Bioanalizador 2100 de alta sensibilidad,
siguiendo el protocolo del fabricante. A continuacién, para la secuenciacién de lllumina, la biblioteca se cuantificé en
el intervalo de 200 pb - 1 kpb para diluir el grupo a 1 nM.

Ejemplo 10
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Secuenciaciéon

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se configuré6 un NextSeg® 500 para un experimento de una muestra de
1 nM, excepto por los siguientes cambios. El grupo de bibliotecas se cargd a una concentraciéon de 0,9 pM y a un
volumen total de 1,5 ml y se depositd en la posicién 10 del cartucho; los cebadores personalizados se configuraron
diluyendo 9 pl de cebador 1 de secuenciacién de reserva 100 uM en un total de 1,5 ml de tampén HT1 en la posicién
7 del cartucho y 18 pl de cada cebador de secuenciacidén de indice personalizado a concentraciones de reserva de
100 uM hasta un total de 3 ml de tampdn HT1 en la posicién 9 del cartucho; el NextSeq® 500 funcionaba en modo
independiente; la receta quimica personalizada de SClseq (Amini y col. 2014, Nat. Genet. 46, 1343-1349) se
selecciond; se seleccion6 doble indice; se introdujo el nimero apropiado de ciclos de lectura (se recomiendan 150);
10 ciclos para el indice 1 y 20 ciclos para el indice 2; se seleccioné la casilla de verificacién personalizada de todas
las lecturas e indices.

La descripcién detallada y los ejemplos anteriores se han facilitado dnicamente para facilitar la comprensién. De ello
no se desprende ninguna limitacién innecesaria.

Salvo que se indique lo contrario, se debe entender que todos los nimeros que expresan cantidades de componentes,
pesos moleculares, etc. utilizados en la memoria descriptiva y las reivindicaciones estdn modificados en todos los
casos por el término “aproximadamente”. En consecuencia, salvo que se indique lo contrario, los parametros
numéricos expuestos en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones son aproximaciones que pueden variar
dependiendo de las propiedades deseadas que se busca obtener mediante la presente invencion.

A pesar de que los intervalos y parametros numéricos que exponen el amplio alcance de la invencién son
aproximaciones, los valores numéricos establecidos en los ejemplos especificos se informan con la mayor precisién
posible. Sin embargo, todos los valores numéricos contienen inherentemente un intervalo que es el resultado
necesariamente de la desviacidén estandar encontrada en sus respectivas mediciones de prueba.

Todos los encabezados son por comodidad de uso del lector y no deben usarse para limitar el significado del texto
que sigue al encabezado, salvo que asi se especifique.
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REIVINDICACIONES

Un método para preparar una biblioteca de secuenciacién para determinar el estado de metilacién de los
acidos nucleicos de una pluralidad de células individuales, comprendiendo el método:

(a)proporcionar nucleos aislados de una pluralidad de células;

(b)distribuir subconjuntos de los nucleos hacia una primera pluralidad de compartimentos que
comprende un complejo transposémico, en donde el complejo transposémico de cada
compartimento comprende una primera secuencia indice que es diferente de las primeras
secuencias indice en los otros compartimentos;

(c)fragmentar acidos nucleicos en los subconjuntos de nlcleos hacia una pluralidad de fragmentos
de &cido nucleico e incorporar las primeras secuencias indice hacia al menos una cadena de los
fragmentos de acido nucleico para generar nlcleos indexados;

(d)combinar los nucleos indexados para generar nucleos indexados agrupados;

(e)distribuir subconjuntos de los nlcleos indexados agrupados hacia una segunda pluralidad de
compartimentos y someter los nucleos indexados a tratamiento para identificar nucleétidos
metilados y generar fragmentos de &cido nucleico tratado, opcionalmente en donde el tratamiento
comprende bisulfito o hidrazina;

(FHamplificar los fragmentos de acido nucleico tratados en cada compartimento mediante
amplificacién lineal con una pluralidad de cebadores que comprenden una secuencia de nucleétidos
universal en el extremo 5' y una secuencia de nucleétidos aleatoria en el extremo 3' para generar
moléculas adaptadoras de fragmentos amplificados;

(g)incorporar una segunda secuencia indice hacia las moléculas adaptadoras de fragmentos
amplificados para generar moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice, en donde la
segunda secuencia indice de cada compartimento es diferente de las segundas secuencias indice
en los otros compartimentos; y

(h)combinar las moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice, produciendo de esta manera
una biblioteca de secuenciacidn para determinar el estado de metilacién de los 4cidos nucleicos de
la pluralidad de células individuales, opcionalmente en donde la distribucién en las etapas (b) y (e)
se realiza por clasificacién de nucleos activados por fluorescencia.

El método de la reivindicacién 1, en donde el tratamiento identifica secuencias de dinucleétidos CpG
metiladas, o en donde la amplificacién lineal de los fragmentos de acido nucleico tratados comprende de 1 a
10 ciclos, o en donde la secuencia de nucleétidos universal en el extremo 5' de los cebadores en la etapa (f)
comprende una segunda secuencia cebadora de secuenciacién, o en donde la secuencia de nucledbtidos
aleatoria en el extremo 3' de los cebadores en la etapa (f) consiste en 9 nucledtidos aleatorios.

Un método para preparar una biblioteca de secuenciacién para determinar el estado de metilacién de los
acidos nucleicos de una pluralidad de células individuales, comprendiendo el método:

(a)proporcionar nucleos aislados de una pluralidad de células;

(b)distribuir subconjuntos de los nucleos hacia una primera pluralidad de compartimentos que
comprende un complejo transposémico, en donde el complejo transposémico de cada
compartimento comprende una primera secuencia indice que es diferente de las primeras
secuencias indice en los otros compartimentos;

(c)fragmentar acidos nucleicos en los subconjuntos de nlcleos hacia una pluralidad de fragmentos
de &cido nucleico e incorporar las primeras secuencias indice hacia al menos una cadena de los
fragmentos de acido nucleico para generar nlcleos indexados;

(d)combinar los nucleos indexados para generar nucleos indexados agrupados;

(e)distribuir subconjuntos de los nlcleos indexados agrupados hacia una segunda pluralidad de
compartimentos y someter los nucleos indexados a tratamiento para identificar nucleétidos
metilados y generar fragmentos de &cido nucleico tratado, opcionalmente en donde el tratamiento
comprende bisulfito o hidrazina;

(Fligar los fragmentos de acido nucleico tratados en cada compartimento a un adaptador universal
para generar moléculas adaptadoras de fragmentos ligadas;

(g)incorporar una segunda secuencia indice en las moléculas adaptadoras de fragmentos ligadas
para generar moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice, en donde la segunda secuencia
indice en cada compartimento es diferente de las segundas secuencias indice en los otros
compartimentos; y

(h)combinar las moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice, produciendo de esta manera
una biblioteca de secuenciacidn para determinar el estado de metilacién de los 4cidos nucleicos de
la pluralidad de células individuales, opcionalmente en donde la distribucién en las etapas (b) y (e)
se realiza por clasificacién de nucleos activados por fluorescencia.
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El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 3, en donde los subconjuntos de los nlcleos comprenden
aproximadamente el mismo nimero de nucleos, opcionalmente en donde los subconjuntos de los nucleos
comprenden de 1 a aproximadamente 2000 nlcleos.

El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 3, en donde la primera pluralidad de compartimentos es
una placa multipocillo, opcionalmente en donde la placa multipocillo es una placa de 96 pocillos o una placa
de 384 pocillos, o en donde la segunda pluralidad de compartimentos es una placa multipocillo, opcionalmente
en donde la placa multipocillo es una placa de 96 pocillos o una placa de 384 pocillos.

El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 3, en donde los subconjuntos de los nlcleos indexados
agrupados comprenden aproximadamente el mismo numero de nucleos, opcionalmente en donde los
subconjuntos de los nlcleos indexados agrupados comprenden de 1 a aproximadamente 25 nlcleos, o en
donde los subconjuntos de los nlcleos indexados agrupados incluyen al menos 10 veces menos nucleos que
los subconjuntos de los nucleos, opcionalmente en donde los subconjuntos de los nlcleos indexados
agrupados incluyen al menos 100 veces menos nlcleos que los subconjuntos de los nlcleos.

El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 3, en donde cada uno de los complejos transposémicos
comprende transposasas y transposones, comprendiendo cada uno de los transposones una cadena
transferida, opcionalmente en donde la cadena transferida no comprende ningln residuo de citosina,
opcionalmente ademés en donde la cadena transferida comprende la primera secuencia indice,
opcionalmente ademas en donde la cadena transferida comprende ademés una primera secuencia universal
y una primera secuencia cebadora de secuenciacion.

El método de la reivindicacién 3, en donde el tratamiento identifica secuencias de dinucleétidos CpG
metiladas.

El método de la reivindicacion 3, que comprende ademas afiadir uno o mas nucleétidos a los extremos 3' de
los fragmentos de acido nucleico tratados para crear un saliente 3' antes del ligamiento del adaptador
universal, en donde opcionalmente se realiza la adicién de uno o0 més nucleétidos utilizando una transferasa
terminal, opcionalmente ademas en donde el adaptador universal comprende un saliente que es
complementario inverso al saliente 3' en los fragmentos de &cido nucleico tratados.

El método de la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 3, en donde la incorporacién de la segunda secuencia
indice en la etapa (g) comprende poner en contacto las moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice
de cada compartimento con un primer cebador universal y un segundo cebador universal, comprendiendo
cada uno una secuencia indice, y realizar una reacciéon de amplificacién exponencial, opcionalmente en donde
la secuencia indice del primer cebador universal es el complemento inverso de la secuencia indice del
segundo cebador universal, o en donde la secuencia indice del primer cebador universal es diferente del
complemento inverso de la secuencia indice del segundo cebador universal.

El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 10, en donde el primer cebador universal comprende
ademas una primera secuencia de captura y una primera secuencia de anclaje complementaria a una
secuencia universal en el extremo 3' de las moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice,
opcionalmente en donde la primera secuencia de captura comprende la secuencia cebadora P5, o en donde
el segundo cebador universal comprende ademas una segunda secuencia de captura y una segunda
secuencia de anclaje complementaria a una secuencia universal en el extremo 5' de las moléculas
adaptadoras de fragmentos de doble indice, opcionalmente en donde la segunda secuencia de captura
comprende el complemento inverso de la secuencia cebadora P7.

El método de la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 10, en donde la reaccién de amplificacién exponencial
comprende una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), opcionalmente en donde la PCR comprende de
15 a 30 ciclos.

El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 3, que comprende ademas un enriquecimiento de &cidos
nucleicos diana utilizando una pluralidad de oligonucleétidos de captura que tienen especificidad por los
acidos nucleicos diana, opcionalmente en donde los oligonucleétidos de captura se inmovilizan en una
superficie de un sustrato sélido, o en donde los oligonucleétidos de captura comprenden un primer miembro
de un par de unién universal, y en donde un segundo miembro del par de unién esté inmovilizado sobre una
superficie de un sustrato sélido.

El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 3, que comprende ademas la seleccidén de las moléculas
adaptadoras de fragmentos de doble indice que estdn dentro de un intervalo de tamafio predeterminado, o
que comprende ademés la secuenciacién de las moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice para
determinar el estado de metilacién de los 4cidos nucleicos de la pluralidad de células individuales.

El método de la reivindicacién 14 como dependiente de la reivindicacion 1, que comprende ademas:
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proporcionar una superficie que comprenda una pluralidad de sitios de amplificacién, en donde los
sitios de amplificacién comprenden al menos dos poblaciones de acidos nucleicos monocatenarios
unidos que tienen un extremo 3' libre, y

poner en contacto la superficie que comprende los sitios de amplificacién con la biblioteca de
secuenciacion en condiciones adecuadas para producir una pluralidad de sitios de amplificaciéon que
comprende cada uno una poblacién clonal de amplicones de una molécula adaptadora de
fragmentos de doble indice individual, opcionalmente en donde el numero de las moléculas
adaptadoras de fragmentos de doble indice supera el nimero de sitios de amplificacién, en donde
las moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice tienen acceso fluido a los sitios de
amplificacién, y en donde cada uno de los sitios de amplificacién comprende una capacidad para
varias moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice en la biblioteca de secuenciacion,

o en donde la puesta en contacto comprende simultaneamente (i) transportar las moléculas
adaptadoras de fragmentos de doble indice a los sitios de amplificacién a una velocidad de
transporte promedio, y (ii) amplificar las moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice que
estan en los sitios de amplificacién a una velocidad de amplificacién promedio, en donde la velocidad
de amplificacién promedio supera la velocidad de transporte promedio.

El método de la reivindicacién 15 como dependiente de la reivindicacion 3, que comprende ademas:

proporcionar una superficie que comprenda una pluralidad de sitios de amplificacién, en donde los
sitios de amplificacién comprenden al menos dos poblaciones de acidos nucleicos monocatenarios
unidos que tienen un extremo 3' libre, y

poner en contacto la superficie que comprende los sitios de amplificacién con la biblioteca de
secuenciacion en condiciones adecuadas para producir una pluralidad de sitios de amplificaciéon que
cada uno comprende una poblacién clonal de amplicones de una molécula adaptadora de
fragmentos de doble indice individual, opcionalmente en donde el nimero de moléculas adaptadoras
de fragmentos de doble indice supera el nimero de sitios de amplificacion, en donde las moléculas
adaptadoras de fragmentos de doble indice tienen acceso fluidico a los sitios de amplificacién y en
donde cada uno de los sitios de amplificacion comprende una capacidad para varias moléculas
adaptadoras de fragmentos de doble indice en la biblioteca de secuenciacién, o en donde el contacto
comprende simultdneamente (i) transportar las moléculas adaptadoras de fragmentos de doble
indice a los sitios de amplificacién a una velocidad de transporte promedio y (ii) amplificar las
moléculas adaptadoras de fragmentos de doble indice que se encuentran en los sitios de
amplificacién a una velocidad de amplificacién promedio, en donde la velocidad de amplificacidén
promedio supera la velocidad de transporte promedio.

Una composicién que comprende subconjuntos de nucleos que comprenden fragmentos de &cido nucleico
que comprenden una primera secuencia indice y tratados para identificar nucleétidos metilados, en donde la
primera secuencia indice es diferente para cada uno de los subconjuntos de nlcleos.

La composicion de la reivindicacién 17, en donde los fragmentos de acido nucleico comprenden una
modificaciéon quimica de secuencias CpG dependiente del estado de metilacién.

La composicion de la reivindicacion 18, en donde los fragmentos de 4cido nucleico comprenden ademas una
secuencia universal y/o una primera secuencia cebadora de secuenciacién.

La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 17-19, en donde la primera secuencia indice, la
secuencia universal o la primera secuencia cebadora de secuenciacidén esta empobrecida en citosina.

La composicién de la reivindicacion 17, que comprende ademéas complejos transposémicos.

La biblioteca de secuenciacién producida por el método de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 3.

32



ft

ES 3014783 T3

17 ——i Proporcionar nicleos aislados

[# ]

Empobrecer

nucleosomas

3

14 i Distribuir subconjuntos de nicleos con
empobrecimiento de nucleosomas
-3
15 e Indexar nicleos por tagmentacion
%
15 Agrupar y distribuir ncleos indexados

Tratar los nicleos para identificar nucledtidos metilados

%

Afiadir secuencias de nucleétidos universales a los fragmentos

A

-------- Indexar fragmentos por PCR o ligamiento con adaptador

i B Inmovilizar biblioteca y secuenciar

Figu

33

ra 1




ES 3014783 T3

vz einbi

o[ood

10d 000Z-1 L s;uw

SBWOSOd[ONy ..
12021qodwe A
soo[onu IB[STY

Se[neo ;.
IRTO0SK( /-

34



ES 3014783 T3

gz einbi

%
S
e gt

esesodsuen
uod ugtoriuawse], §

35



ES 3014783 T3

ADd
Jod ugroeogduy

jeaur] ugtoeontdury

OlJnsiq
U0D OJUAIURIEL],

e WA T N e e Ve WA R R s em e AR R G G e see e e W v e

Oz einbi4

™

\*_V\\

TN g

o e,
il b
Do
mE 8 2
Sl
D st
Lo
_.?...):(\!\!w
prrom,
o[pood !
wod zz \\
£

36



ES 3014783 T3

IBIOUDNODS
K yerdan ‘redniSy

dg einbi

§ BIMI] 9P BI_QNO P Jopuidepy [

\$ ¥ d suerpatu IeXopu]

2INOO] 3P 7 IOPRYI))

iy

6(N) OLIOIB3]E OPRARD 3P QISTIRUON

BIISY 9P | J0PBQR)) £

IBXSpPUL @ GUJ, IB1IOSU]

£ 9Dd oerpows Jexopuy 77

,£ BIM03] op BN ap sopeydepy

N

S0

@\\\\

209101 q1q ] 3P [BUL] B[N0

37



Figura 3

ES 3014783 T3

(@)
£y

/ / /
31 32 33 34 35
Figura 4
40—

7 * Ve TV“‘:QK N \\
¢ , \ & %
/- /EN L SN

41 G Al 45 E 45 44 & 4

46

38



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - CLAIMS
	Page 31 - CLAIMS
	Page 32 - CLAIMS
	Page 33 - DRAWINGS
	Page 34 - DRAWINGS
	Page 35 - DRAWINGS
	Page 36 - DRAWINGS
	Page 37 - DRAWINGS
	Page 38 - DRAWINGS

