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DESCRIPCION

Creacion de Codigos de barra compartidos en el ADN, en un solo tubo con perlas, para la secuenciacion,
haplotipado y ensamblaje preciso y rentable

Referencia a solicitudes anteriores
Antecedentes

Hasta la fecha, la gran mayoria de las secuencias individuales del genoma completo carecen de informacion sobre
el orden de las variantes, de una sola o varias bases, transmitidas como bloques contiguos en los cromosomas
homologos. Recientemente se han desarrollado numerosas tecnologias para permitir esto. La mayoria se basan en
el proceso de creacion de cédigos de barras compartidos (13), es decir, la adicion del mismo cédigo de barras a los
subfragmentos de moléculas unicas de ADN gendmico largo. Después de la secuenciacion, la informacion del
codigo de barras puede usarse para determinar qué lecturas se derivan de la molécula de ADN largo original. Este
proceso se describié por primera vez por Drmanac (14) y se implementé por Peters y otros, como un ensayo de
placas de 384 pocillos. (6). Sin embargo, estos enfoques son dificiles de implementar técnicamente, costosos, tienen
una calidad de datos mas baja, no proporcionan la creaciéon de codigo de barras compartidos Unicos o alguna
combinacion de los cuatro. En la practica, la mayoria de estos enfoques requieren que se genere una secuencia del
genoma completo por separado mediante métodos estandar para mejorar la asignacién de variantes. Esto ha
resultado en el uso limitado de estos métodos, ya que el costo y la facilidad de uso son factores dominantes en las
tecnologias que se usan para WGS. El documento WO 2016/061517 describe métodos y composiciones para
preparar una biblioteca inmovilizada de fragmentos de ADN con cddigo de barras de un &cido nucleico diana,
identificar variantes gendmicas, determinar la informacion de contiglidad, la informacion de la determinacion de
haplotipos y el estado de metilacion del acido nucleico diana.

Resumen de la invencion

La invencion proporciona un método para preparar una biblioteca de secuenciacion para secuenciar un acido
nucleico diana sin el uso de nanogotas como se especifica en la reivindicacion 1.

Figuras y tablas

Figuras 1(A) a 1(D). Descripcién general de stLFR. Figura 1(A) La primera etapa de la stLFR implica insertar una
secuencia de hibridacion aproximadamente cada 200-1000 pares de bases en las moléculas de ADN gendmico
largas. Esto se logra mediante el uso de transposones. Luego, el ADN con el transposén integrado se mezcla
con perlas que contienen aproximadamente 400 000 copias, cada una, de una secuencia adaptadora que
contiene un codigo de barras unico compartido por todos los adaptadores en la perla, un sitio de cebador de PCR
comun y una secuencia de captura comun que es complementaria a la secuencia de los transposones
integrados. Después de capturar el ADN gendmico en las perlas, los transposones se ligan a los adaptadores
con codigo de barras. Hay algunas etapas adicionales de procesamiento de la biblioteca y luego los
subfragmentos con codigo de barras compartido se secuencian en un secuenciador BGISEQ-500 o equivalente a
este. Figura 1(B) El mapeo de datos de lectura mediante cddigo de barras resulta en un agrupamiento de
lecturas dentro de regiones de 10 a 350 kb del genoma. La cobertura total y la cobertura de cédigos de barras de
4 codigos de barras se muestran para la biblioteca stLFR-1 de 1 ng a través de una pequefia regién en el Chr11.
La mayoria de los codigos de barras se asocian con un solo agrupamiento de lectura en el genoma. Figura 1(C)
El numero de fragmentos de ADN largos originales, por codigo de barras, se grafica para las bibliotecas de 1ng
stLFR-1 y stLFR-2 (naranja) y las bibliotecas de 10 ng stLFR-3 y stLFR-4. Mas del 80 % de los fragmentos de las
bibliotecas stLFR de 1 ng estan codificados con un coédigo de barras compartido mediante un solo codigo de
barras unico. Figura 1(D) La fraccion de lecturas de secuencias sin superposicion y los subfragmentos
capturados (naranja) que cubren cada fragmento de ADN largo original se grafican para la biblioteca stLFR-1 de
1 ng. Véase también la Figura 14,

Figuras 2(A) a 2(D). Deteccion de SV. Las deleciones informadas anteriormente en NA12878 también se
encontraron mediante el uso de los datos de stLFR. Los mapas de calor de la comparticién de cédigos de barras
para cada delecion pueden encontrarse en la Figura 10. Figura 2(1) Un mapa de calor de la comparticion de
codigos de barras dentro de ventanas de 2 kb para una regién con una delecion heterocigoética de = 150 kb en el
cromosoma 8, se graficd mediante el uso de un indice de Jaccard, como se describidé anteriormente (12). Las
regiones de alta superposicion se representan en rojo oscuro. Las que no tienen superposicion en beige. Las
flechas demuestran como las regiones que estan espacialmente distantes entre si en el cromosoma 8 tienen una
mayor superposicion que marca las ubicaciones de la delecion. Figura 2(B) Las lecturas con cddigo de barras
compartido se separan por haplotipo y se grafican mediante por el cédigo de barras unico en el eje y la posiciéon
en el cromosoma 8 en el eje x. La delecidn heterocigética se encuentra en un solo haplotipo. Figura 2(C)
También se graficaron los mapas de calor para los cédigos de barras superpuestos entre los cromosomas 5y 12
para una linea celular de un paciente con una translocacion conocida (26) y la Figura 2(D) GM20759, una linea
celular con una transversion conocida en el cromosoma 2 (27).
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Figuras 3(A) y 3(B): Graficos de distribuciéon de cobertura. La cobertura se graficé para una biblioteca stLFR-2 (A)
y una estandar (B) secuenciada en un BGISEQ500. La cobertura se submuestre6 a 30X para ambas muestras.
La distribucion de Poisson para un genoma 30X se graficé en azul.

Figuras 4(A) y 4(B): Superposicién de FP entre bibliotecas. (A) Los FP de cada biblioteca stLFR, la biblioteca
estandar BGISEQ-500 y una biblioteca sin PCR secuenciada mediante lllumina (biblioteca "HiSeq2500-
TruSeq_PCR-Free_DNA_2x251_NA12878" descargada de BaseSpace) se graficaron en un diagrama de Venn.
Se comparten 2078 FP entre las cuatro bibliotecas stLFR. (B) La superposicion de los FP de la biblioteca stLFR 'y
los FP de la biblioteca Chromium muestra que se comparten 1194 FP entre las dos tecnologias diferentes que
usaron ADN aislado de GM12878 en lugar del material de referencia de GIAB para NA12878. Hay 884 FP que
son unicos de las bibliotecas stLFR.

Figuras 5(A) a 5(D): métrica de las variantes de stLFR-1. Se analizaron la profundidad de lectura y la profundidad
del cédigo de barras para los alelos variantes y de referencia para todas las variantes verdaderas positivas,
variantes falsas positivas y variantes falsas positivas compartidas (verde). La profundidad de lectura para los
alelos de referencia (A) y alternativos (B) se grafican al igual que los recuentos de cddigos de barras para los
alelos de referencia (C) y alternativos (D). En general, los falsos positivos compartidos se parecen mas a los
verdaderos positivos, lo que sugiere que existen algunos criterios de filtrado que pueden diferenciar entre estas
variantes y los falsos positivos no compartidos.

Figuras 6(A) a 6(D): métrica de las variantes de stLFR-3. Se analizaron la profundidad de lectura y la profundidad
del cédigo de barras para los alelos variantes y de referencia para todas las variantes verdaderas positivas,
variantes falsas positivas y variantes falsas positivas compartidas (verde). La profundidad de lectura para los
alelos de referencia (A) y alternativos (B) se grafican al igual que los recuentos de cddigos de barras para los
alelos de referencia (C) y alternativos (D). En general, los falsos positivos compartidos se parecen mas a los
verdaderos positivos, lo que sugiere que existen algunos criterios de filtrado que pueden diferenciar entre estas
variantes y los falsos positivos no compartidos.

Figuras 7(A) y 7(B): Distribucién de variantes falsas positivas compartidas. La distancia gendmica que separa
2078 variantes FP compartidas se sumo dentro de intervalos consecutivos de 100 pb (azul oscuro), 1000 pb
(naranja), 10 000 pb, 100 000 pb y 1 millon de pb. También se graficaron 5 conjuntos de 2078 variantes
seleccionadas al azar de la biblioteca stLFR-1. Para cada muestra se grafica el numero total de ubicaciones o el
numero total de variantes. Solo se suman los intervalos o las variantes dentro de los intervalos donde se
encuentran 2 o mas variantes. (A) Antes del filtrado, hay 219 FP compartidos que parecen estar agrupados
estrechamente y probablemente sean el resultado de errores de mapeo. Las 1859 variantes restantes parecen
compartir una distribucién similar a los conjuntos aleatorios de variantes. (B) Después de filtrar, quedan 1738 FP
compartidos, pero solo 72 se agrupan estrechamente.

Figuras 8(A) a 8(T): Deteccion de la delecion NA12878 mediante el uso de mapas de calor de comparticion de
codigos de barras. Deteccion de deleciones en la biblioteca stLFR-1 en chr3:65189000-65213999 mediante el
uso de 230 Gb (A) o 100 Gb (B), chr4:116167000-116176999 mediante el uso de 230 Gb (C) o 100 Gb (D),
chr4:187094000-187097999 230 Gb (E) o 100 Gb (F), chr7:110182000-110187999 230 Gb (G) o 100 Gb (H),
chr16:62545000-62549999 230 Gb (I) o 100 Gb (J), chr1:189704509-189783359 230 Gb (K) o 100 Gb (L),
chr3:162512134-162569235 230 Gb (M) o 100 Gb (N), chr5:104432113-104467893 230 Gb (O) o 100 Gb (P),
chr6:78967194-79001807, y chr8:39232074-39309652 230 Gb (S) o0 100 Gb (T) de los datos de lectura.

Figuras 9(A) a 9(L): Deteccion de la translocacion y la inversion con stLFR. Una linea celular del paciente y la
linea celular GM20759 que tienen una translocacion entre los cromosomas 5 y 12 y una inversion en el
cromosoma 2, respectivamente, se analizaron con stLFR. Para cada biblioteca, se submuestreé la cobertura de
secuencia total para investigar la capacidad de deteccion a coberturas mas bajas. La translocacion entre los
cromosomas 12 y 5 se detecto facilmente a coberturas de secuencia total de 40 Gb (A), 20 Gb (B), 10 Gb (C) e
incluso 5 Gb (D). La inversién en GM20759 también se detecto facilimente a coberturas de secuencia total de 46
Gb (E), 20 Gb (F), 10 Gb (G) y 5 Gb (H). Ademas, investigamos estas regiones en la linea celular GM12878, que
no se conoce que tenga ninguna de estas SV. La translocacién entre los cromosomas 5 y 12 no fue evidente ni
en la biblioteca stLFR de 1 ng con 230 Gb de cobertura (1) ni en la biblioteca de 10 ng con 126 Gb de cobertura
(J). La transversién tampoco se encontré en la biblioteca stLFR-1 (K) o stLFR-4 (L).

Figura 10(A) a 10(C): Matriz de puntos de alineamiento de los andamios NA12878. Los andamios de SALSA de
las bibliotecas stLFR-1 (A) y stLFR-4 (B) se graficaron frente a hg37 del genoma humano de referencia. 734
millones de lecturas HiC de Dixon y otros, (29) también se usaron para generar andamios y también se
graficaron frente a hg37 (C). En todos los casos, solo se graficaron los andamios que cubrian el 5 % o mas de un
cromosoma.

Figura 11: Determinacion de haplotipos con LongHap. Puede encontrarse una descripcién completa del algoritmo
de determinacién de haplotipos aplicado con LongHap en la seccién Métodos y materiales.

Figura 12: Ensamblaje de secuencias con codigo de barras. Se usan tres ligazones, necesarias para generar
~3,6 billones de cédigos de barras diferentes. La secuencia esperada en cada etapa del ensamblaje del codigo
de barras se muestra como las SEQ. ID NO: 1 a 13.

Figura 13: Diagrama de flujo del ensamblaje de la secuencia con codigo de barras.

Figura 14: Diagrama de flujo ilustrativo del protocolo de cédigo de barras.

Figura 15: Representacion grafica de la etapa de hibridacion.

Figura 16: Representacion grafica de las etapas de ligazén y degradacion. Las etapas finales que muestran la
desnaturalizacién y la adicion de la cola C son opcionales y no se describen adicionalmente en la presente
descripcion.
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Figura 17: Produccion y uso de las DNB de doble hebra.

Figura 18: Amplificacion de moléculas largas.

Figura 19: Métodos con nickasa aleatoria.

Figura 20: Métodos de adaptador de horquilla.

Figuras 21(A) y 21(B): La Figura 21(A) es una representacion esquematica del ensayo de ligazén en diferentes
sustratos de ADN. El donante de ADN de extremo romo es una molécula parcialmente de ADNdh, sintética, con
extremos didesoxi 3' (circulos rellenos) para evitar la autoligazén del adaptador. El brazo largo del adaptador esta
fosforilado en 5'. Los aceptores de ADN se ensamblaron mediante el uso de 2 o 3 oligos (lineas negras, rojas y
naranjas) para formar una mella (sin fosfatos), una brecha (1 u 8 nt) o un extremo saliente 5' de 36 nt. Todas las
hebras de los sustratos estan desfosforiladas y la hebra andamio esta protegida con didesoxi en 3'. La Figura
21(B) muestra el analisis del cambio de tamafio de los productos ligados mediante el uso de un gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 6 %. Los controles negativos sin ligasa (carriles 1, 3, 4,6, 7, 9, 10, 12y 13) se
cargaron a 1 o 0,5 veces el volumen de sus pruebas experimentales correspondientes. Si ocurre la ligazén, el
tamano del sustrato aumenta en 22 nt. Las puntas de flecha rojas corresponden al sustrato y las puntas de flecha
azules corresponden a los sustratos ligados al adaptador. M2 = Patron de ADN de 25 pb de Thermo Fisher (c)
Tabla de los tamafos esperados de los productos de ligazén y estimacion de la eficiencia de ligazéon mediante el
uso de ImagedJ. La tasa de eficiencia de la ligazdn se estimé al dividir la intensidad de los productos ligados por la
intensidad total de los productos ligados y no ligados.

Figuras 22(A) a 22(D): Analisis en gel del cambio de tamafo de los productos ligados mediante el uso de un gel
de poliacrilamida al 6 % en TBE. Las puntas de flecha rojas corresponden al sustrato y las puntas de flecha
azules corresponden a los sustratos ligados al adaptador: Mella (A, izquierda), saliente 5' (A, derecha), brecha de
1 nt (B), brecha de 2 nt (C) y brecha de 3 nt (D). M2 = patron de ADN de 25 pb de Thermo Fisher. Se
compararon dos secuencias adaptadoras (Ad1 y Ad2) y también se examinaron diferentes bases (A o G) en el
extremo 5' de la unién de ligazén de Ad2. ** (e) Tabla de eficiencia de ligazon calculada en base a la intensidad
de la banda mediante el uso de ImageJ.

Figuras 23(A) y 23(B): La Figura 23(A) muestra una representacién esquematica de la ligazon de rama 3' en un
hibrido de ADN/ARN con una regién complementaria de 20 pb. Probamos si los adaptadores de extremos romos
se ligarian al extremo 3' del ADN en el saliente 5' del ARN y/o al extremo 3' del ARN en el saliente 5' del ADN.
(B) Analisis en gel del cambio de tamafio de los productos ligados mediante el uso de un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 6 %. La punta de flecha roja corresponde al sustrato de ARN (29 nt) y la punta de flecha
verde corresponde al sustrato de ADN (80 nt). La punta de flecha azul corresponde a los sustratos de ARN
ligados al adaptador. Si ocurre la ligazon, el tamafio del sustrato aumentaria en 20 nt. Las reacciones 1y 2 son
duplicados. M2 = patron de ADN de 25 pb de Thermo Fisher.

Figuras 24(A) a 24(C): La Figura 24(A) es una representacion esquematica de la insercidon del transposon
seguida de la ligazén de rama 3'-3' y la amplificacion por PCR mediante el uso de Pr-A (flecha azul) y Pr-B
(flecha verde). (B) Productos de amplificacion después de la insercion del transposon con TnA y/o TnB y/o
ligazon de rama 3' de AdB mediante el uso de los cebadores pr-A, pr-B o ambos. Los productos se procesaron
en un gel de poliacrilamida al 6 %. M1 = Patron de ADN de bajo intervalo ThermoFisher MassRuler. (C) Grafico
de la sefial de amplificacion mediante el uso de pr-A y pr-B después de diversas condiciones de inserciéon del
transposon y ligazon de rama 3'.

Figura 25: Etiquetado de longitud intermedia.

Figuras 26(A) y (B): Ligazén de rama 3' mediante la ligasa de ADN T4 en extremos de ADN no convencionales
formados por mellas, brechas y salientes. (A) Representacion esquematica del ensayo de ligazén en diferentes
tipos de aceptores de ADN. El donante de ADN de extremo romo es una molécula parcialmente de ADNdh,
sintética, con extremos didesoxi 3' (circulos rellenos) para evitar la autoligazon del donante de ADN. El brazo
largo del donante esta fosforilado en 5'. Los aceptores de ADN se ensamblaron mediante el uso de 2 o 3 oligos
para formar una mella (sin fosfatos), una brecha (1 u 8 nt) o un extremo recesivo 3' de 36 nt. Todas las hebras de
los sustratos estan desfosforiladas, y la hebra andamio esta protegida con didesoxi en 3'. (B) Analisis del cambio
de tamafio de los productos ligados de los sustratos 1, 2, 3 y 4, respectivamente, mediante el uso de un gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 6 %. Los controles negativos sin ligasa (carriles 1, 3, 4,6, 7, 9, 10, 12y 13) se
cargaron a 1 o 0,5 veces el volumen de los ensayos experimentales correspondientes. Si ocurre la ligazén, el
tamano del sustrato aumenta en 22 nt. Las puntas de flecha rojas corresponden al sustrato y las puntas de flecha
moradas corresponden a los sustratos ligados al donante. Se usé el patron de ADN de 25 pb de Thermo Fisher.
Secuencias de donantes y sustratos en la Tabla S1. La TABLA 8 muestra los tamafios esperados del sustrato y
el producto de la ligazén y la eficiencia de ligazon aproximada en cada grupo experimental. La intensidad de
cada banda se estimé mediante el uso de ImageJ y se normalizd por su tamafio esperado. La eficiencia de la
ligazoén se estimo al dividir la intensidad normalizada de los productos ligados por la intensidad total normalizada
de los productos ligados y no ligados.

Figuras 27(A) a 27(E): Analisis en gel del cambio de tamafo de los productos ligados mediante el uso de un gel
de poliacrilamida al 6 % en TBE. Las puntas de flecha rojas corresponden al sustrato, y las puntas de flecha
moradas corresponden a sustratos ligados a donantes: sustrato 5 (mella) (A), sustrato 6 (brecha de 1 nt) (B),
sustrato 7 (brecha de 2 nt) (C), sustrato 8 (brecha de 3 nt), (D) y sustrato 9 (extremo recesivo 3') (E). Se usé el
patréon de ADN de 25 pb de Thermo Fisher. Se examinaron tres donantes de ADN con diferentes bases en el
extremo 5' de la union de la ligazon (T, A o GA). En la TABLA 9 se muestra la eficiencia de ligazén calculada en
base a la intensidad de la banda normalizada mediante el uso de ImageJ.
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Figuras 28(A) a 28(D). Ligazén de rama 3' en el extremo 3' del ARN en el hibrido ADN/ARN. Representacion
esquematica de la ligazon de rama 3' en un hibrido de ADN/ARN con una regiéon complementaria de 20 pb.
Probamos si los donantes de ADN de extremo romo se ligarian al extremo recesivo 3' del ADN y/o al extremo
recesivo 3' del ARN. EI ADN (ON-21) se hibrida con la hebra de ARN (A), mientras que el ADN (ON-23) no puede
hibridar con la hebra de ARN (B). Las Figuras 28 (C) y (D) muestran el analisis en gel del cambio de tamafio de
los productos ligados mediante el uso del gel de poliacrilamida desnaturalizante al 6 %. Las puntas de flecha
rojas corresponden al sustrato de ARN (29 nt) y la punta de flecha verde corresponde al sustrato de ADN (80 nt).
La punta de flecha morada corresponde a sustratos de ARN ligados a donantes. Si ocurre la ligazon, el tamafio
del sustrato aumentaria en 20 nt. (c) Carril 1 y 2, duplicados experimentales; carriles 7-10, controles sin ligasa; se
afadié PEG al 10 % con la ligasa de ADN T4. (d) Carril 1, control sin ligasa; carril 2, 3 y 8, ligasa de ADN T4 con
PEG al 10 %; carril 4, 5y 9, ligasa de ARN T4 1 con DMSO al 20 %; carril 6, 7 y 10, ligasa de ARN T4 2 con
DMSO al 20 %. Se uso el patron de ADN de 25 pb de Thermo Fisher. Puede corresponder a la Figura 23, pero
no es exacto en multiples formas.

Las Figuras 29(A) a 29(C) presentan una representacion esquematica de tres métodos de tagmentacion por
transposones seguidos de amplificacion por PCR mediante el uso de Pr-A (flecha azul) y Pr-B (flecha verde).
Método de dos transposones (A); tagmentacion por transposon Y con relleno de brechas 3' (B); método de un
transposon con ligazon del adaptador en la brecha 3'(C). La Figura 29(D) es un grafico de la sefial de
amplificacion después de la purificacion mediante el uso de pr-A o pr-A con pr-B después de las diversas
condiciones de ligazones de la brecha y tagmentacion. Puede corresponder a la Figura 23, pero no es exacto en
multiples formas.

Figuras 30(A) a 30(C). Sesgo de distribucién de bases de la ligazon de brecha Tn5 (A), dos transposones (B) y
ligazén TA regular (C). Solo se presentan las primeras 20 bases de cada extremo de la ligazén; adenina, azul;
citosina, naranja; guanina, gris; timina, amarillo; se presentan el promedio y la desviacion estandar de cinco
bibliotecas independientes. No presente en absoluto.

Figuras 31(A) y 31(B). Ligazon de rama 3' del ADN con diferentes condiciones de aditivos. (A) ligazones en el
ADN saliente 5' a concentraciones de ATP tituladas. Se realizaron duplicados para ATP 0,01 mM (carriles 4 y 5)
y 0,005 mM (carriles 6 y 7). El carril 9 es un control sin donantes. (B) Ligazén de rama 3' del ADN en la mella, la
brecha de 1 nt, la brecha de 8 nt, el saliente 5' y el extremo romo, con o sin SSB y ligasa. Las puntas de flecha
rojas corresponden al sustrato y las puntas de flecha moradas corresponden a los sustratos ligados al donante.
No presente en absoluto.

Tabla 1: Estadisticas de determinacion de haplotipos y asignacion de variantes. Las lecturas se mapearon a Hg37
con secuencia sefiuelo y las variantes se asignaron con GATK, con configuraciones predeterminadas, para todas las
bibliotecas, excepto donde se describa de cualquier otra manera. Los SNP del VCF de las asignaciones de variantes
de alta confianza de GIAB se usaron como entrada para la determinacion de haplotipos.

Tabla 2: Estadisticas de andamios.

Tabla 3: El filtrado reduce las asignaciones de falsos positivos. Las asignaciones de FP finales se calcularon al
sustraer 1666 de los FP filtrados, excepto para la biblioteca STD que, por definicion, no compartié ninguno de estos
FP con las bibliotecas stLFR porque se hizo con material de referencia de GIAB.

Tabla 4: Determinacion de haplotipos SNP e indel con LongHap.

Tabla 5: Criterios de filtrado. Se usaron diversos criterios de filtrado, explicados en la seccidon Materiales y métodos,
para eliminar los FP.

TABLA 6: Secuencias ilustrativas.
Descripcion detallada

1. Proceso de la biblioteca stLFR
1.1 Introduccion

Aqui describimos una implementacion de la tecnologia de lectura de fragmentos largos (stLFR) en un solo tubo (15),
un enfoque eficiente para la creacién de codigos de barras compartidos en el ADN, con millones de cddigos de
barras habilitados en un solo tubo. Véase el documento WO 2014/145820 A2 (2014). Esto se logra mediante el uso
de la superficie de una microperla como reemplazo de un compartimento (por ejemplo, el pocillo de una placa de
384 pocillos). Cada perla porta muchas copias de una secuencia de cédigo de barras unica que se transfiere a los
subfragmentos de cada molécula de ADN largo. Estos subfragmentos con cédigos de barras compartidos se
analizan luego en dispositivos de secuenciacion de lecturas cortas comunes, tales como el BGISEQ-500 o
equivalente a este. En nuestra implementacion de este enfoque, usamos una estrategia de generacién de codigos
de barras combinatoria basada en la ligazén para crear mas de 1,8 billones de cédigos de barras diferentes en tres
etapas de ligazén. Para una sola muestra usamos ~10-50 millones de estas perlas con cédigo de barras para
capturar ~10-100 millones de moléculas de ADN largo en un solo tubo. Es poco frecuente que dos perlas compartan
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el mismo coédigo de barras porque tomamos muestras de 10-50 millones de perlas a partir de una biblioteca tan
grande de cédigos de barras totales. Ademas, en el caso de usar 50 millones de perlas y 10 millones de fragmentos
largos de ADN gendmico, la gran mayoria de los subfragmentos de cada fragmento de ADN largo esta codificado
con codigo de barras compartido mediante un cédigo de barras unico. Esto es analogo a la secuenciacion de
lecturas largas de una sola molécula y, potencialmente, permite enfoques informaticos poderosos para el
ensamblaje de novo. Es importante destacar que, la stLFR es simple de realizar y puede implementarse con una
inversion relativamente pequefia en oligonucleétidos para generar las perlas con codigo de barras. Ademas, la
stLFR usa equipos estandar que se encuentran en casi todos los laboratorios de biologia molecular y puede
analizarse mediante casi cualquier estrategia de secuenciacion. Finalmente, la stLFR reemplaza los métodos
estandar de preparacion de bibliotecas NGS, requiere solo 1 ng de ADN y no aumenta significativamente el costo de
los analisis de genoma completo o exoma completo, con un costo total por muestra de menos de 30 dodlares.

Como se usa en la presente descripcion, "un solo tubo" se refiere al analisis de un gran numero de fragmentos de
ADN individuales sin necesidad de separar los fragmentos en tubos, recipientes, alicuotas, pocillos o gotas
separadas durante las etapas de etiquetado. En cambio, la superficie de una microperla sirve como reemplazo de un
compartimento.

La primera etapa en la stLFR es la insercion de una secuencia de hibridacion, preferentemente a intervalos
regulares, a lo largo de fragmentos de ADN gendmico. Los intervalos adecuados pueden variar con la aplicacion y el
resultado deseado, pero estan, tipicamente, en el intervalo de 100-1500 pb, a menudo de 200-1000 pb. Esto se
logra a través de la incorporacion de secuencias de ADN mediante transposicion. En una modalidad, la transposasa
es la Tn3, Tn5, Tn7 o Mu. A menudo, se usa una transposasa Tn5 (véase Picelli y otros, 2014). EI ADN transpuesto,
o la secuencia de insercion, comprende una regién de simple hebra para la hibridacion ("secuencia de hibridacién"),
asi como también una secuencia mosaico de doble hebra que es reconocida por la enzima y permite la reaccion de
transposicion (Figura 1A). Esta etapa de transposicion se hace en solucidon (en lugar de tener la secuencia de
insercion enlazada directamente a la perla). Esto permite una incorporacién muy eficiente de la secuencia de
hibridaciéon a lo largo de las moléculas de ADN gendémico. Como se observo anteriormente (10), la enzima
transposasa tiene la propiedad de permanecer unida al ADN genodmico después del evento de transposicion y deja
efectivamente intacta la molécula de ADN gendmico larga con el transposon integrado.

Después de que el ADN se ha tratado con, por ejemplo, Tn5, se diluye en tampdn de hibridacion y se combina con
perlas con codigos de barras clonales. En un enfoque (Ejemplos, mas abajo), se usan 50 millones de perlas de ~ 2,8
Um con codigos de barras clonales, en tampén de hibridacién. Cada perla contiene aproximadamente 400 000
adaptadores de captura (también llamados oligos de captura u oligonucledtidos de captura) y cada uno contiene la
misma secuencia de codigo de barras. Una porcion del adaptador de captura contiene nucleétidos de uracilo para
permitir la destrucciéon de los adaptadores no usados en una etapa posterior. Por ejemplo, el adaptador de captura
puede tener 5-50 % de uracilo, mas a menudo 5-50 %, mas a menudo 5-20 %. La mezcla se incuba en condiciones
o6ptimas de temperatura y tampon, durante este tiempo el ADN insertado con el transposén se captura en las perlas
a través de la secuencia de hibridacion.

Se ha sugerido que el ADN gendmico en solucion forma bolas con ambas colas que sobresalen (16). Esto puede
permitir la captura de fragmentos largos de ADN hacia un extremo de la molécula, seguido de un movimiento
giratorio que envuelve la molécula de ADN gendmico alrededor de la perla. Aproximadamente cada 7,8 nm en la
superficie de cada perla hay un oligo de captura. Esto permite una tasa alta y muy uniforme de captura de
subfragmentos. Un fragmento gendémico de 100 kb envolveria una perla de 2,8 um aproximadamente 3 veces. En
nuestros datos, el tamafio de fragmento mas largo capturado es 300 kb, lo que sugiere que pueden ser necesarias
perlas mas grandes para capturar moléculas de ADN mas largas.

En modalidades alternativas, pueden variar parametros tales como el tamafo de las perlas, la separaciéon de los
oligonucledtidos de captura o el numero de oligos diferentes por mezcla. Por ejemplo, las perlas usadas pueden
tener un diametro en el intervalo de 1-20 pym, alternativamente de 2-8 ym, 3-6 ym o 1-3 ym. Por ejemplo, la
separacion de los oligos con codigo de barras en las perlas puede ser de al menos 1, al menos 2, al menos 3, al
menos 4, al menos 5, al menos 6 o al menos 7 nm. En algunas modalidades, la separacion es menor que 10 nm (por
ejemplo, 5-10 nm), menor que 15 nm, menor que 20 nm, menor que 30 nm, menor que 40 nm o menor que 50 nm.
En algunas modalidades, el numero de cédigos de barras diferentes usados, por mezcla, puede ser >1 M, >10 M,
>30 M, >100 M, >300 M o >1 B. Como se discute mas abajo, puede producirse un gran numero de cédigos de
barras para su uso en la invencion, por ejemplo, mediante el uso de los métodos descritos en la presente
descripcion. En algunas modalidades, el numero de cddigos de barras diferentes que se usan por mezcla puede ser
>1 M, >10 M, >30 M, >100 M, >300 M o >1 B y las muestras se toman de un conjunto con una diversidad al menos
10 veces superior (por ejemplo, de >10 M, >0,1 B, 0,3 B, >0,5 B, >1 B, >3 B, >10 B cddigos de barras diferentes en
las perlas.)

Las secuencias de codigos de barras individuales se transfieren a intervalos regulares a través de la ligazon del
extremo 3' del adaptador de captura al extremo 5' de la secuencia de hibridaciéon con el transposoén insertado,
mediada por un oligonucledtido puente o férula (términos usados indistintamente) con una primera regién
complementaria al adaptador de captura y una segunda region complementaria a la secuencia de hibridacion (Figura
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1A y Figura 15). Las perlas se recolectan y los complejos de ADN/transposasa se rompen, lo que produce
subfragmentos de menos de 1 kb de tamafio.

Si se desea, la creacion de cédigos de barras de muestra se puede lograr en esta etapa. Se usan transposones que
portan un cédigo de barras unico entre la secuencia mosaico y la secuencia de hibridacion. Estos pueden
sintetizarse en formato de placa de 96, 384 o 1536 y cada pocillo contiene muchas copias de un transposén que
porta el mismo codigo de barras y cada cédigo de barras es diferente entre los pocillos. Pueden insertarse
transposones en diferentes muestras de ADN en formato de placa 96, 384 o 1536 mediante el uso de estos
transposones con codigo de barras. Las muestras etiquetadas con el cédigo de barras de muestra se pueden
combinar de cualquier manera.

Debido al gran numero de perlas y la alta densidad de oligos de captura por perla, la cantidad de exceso de
adaptador es cuatro 6rdenes de magnitud mayor que la cantidad de producto. Este enorme cantidad de adaptador
sin usar puede abrumar las siguientes etapas. Para evitar esto, disefiamos perlas con oligos de captura conectados
por el extremo 5'. Esto permitié desarrollar una estrategia de exonucleasa que degradaba especificamente el exceso
de oligonucledtidos de captura sin usar. Véanse las Figuras 14 y 16. También puede usarse una uracil-ADN
glucosilasa (UDG) para degradar el exceso de adaptadores.

En un aspecto, el método incluye combinar en una sola mezcla (i) los primeros fragmentos del acido nucleico diana 'y
(ii) una poblacién de perlas, en donde cada perla comprende oligonucleétidos inmovilizados sobre ella, dichos
oligonucledtidos comprenden una secuencia que contiene una etiqueta (o adaptadores con codigo de barras), en
donde cada secuencia que contiene la etiqueta comprende una secuencia etiqueta, en donde los oligonucledtidos
inmovilizados en la misma perla individual comprenden la misma secuencia que contiene la etiqueta y la mayoria de
las perlas tienen secuencias etiqueta diferentes. En algunas modalidades, los fragmentos de ADN son concatémeros
de al menos 2, al menos 10, al menos 30 o al menos 100 copias de moléculas de ADN o ADNc. Los mondmeros de
acido nucleico pueden tener una longitud de 0,5 kb a 10 kb, o son > 1 kb, o tienen una longitud > 10 kb. En algunos
enfoques, la secuencia se determina para >50 % o >70 %, >90 %, 95 %, >99 %, 100 % de bases de las moléculas
de ADN o ADNc en una mezcla.

1.1.1 Métodos de dos transposones

En un enfoque de stLFR, se usan dos transposones diferentes en la etapa de insercion inicial, lo que permite realizar
la PCR después del tratamiento con exonucleasa. Sin embargo, este enfoque resulta en aproximadamente un 50 %
menos de cobertura por molécula de ADN larga, ya que requiere que se inserten dos transposones diferentes uno al
lado del otro para generar un producto de PCR apropiado.

1.1.2Métodos de un solo transposén mediante el uso de la ligazén de rama 3'

Para lograr la cobertura mas alta por fragmento de ADN gendmico, usamos un solo transposon en la etapa de
insercion inicial y afiadimos un adaptador adicional a través de la ligazon. Esta ligazén no candnica, denominada
ligazén de rama 3', implica la unién covalente del fosfato 5' de un adaptador de extremo romo al hidroxilo 3'
empotrado del ADN gendmico (Figura 1A). La ligazén de ramas se describe en el Ejemplo 3, mas abajo. Véase
también la publicacién de patente de Estados Unidos US2018/0044668y la solicitud internacional WO 2016/037418.
Véase también, la publicacién de patente de Estados Unidos. 2018/0044667. Mediante el uso de este método,
tedricamente es posible amplificar y secuenciar todos los subfragmentos de una molécula genémica capturada.

Ademas, esta etapa de ligazén permite colocar un cédigo de barras de muestra adyacente a la secuencia genémica
para la combinacion de mas de una muestra. El beneficio de usar estos adaptadores para la creacién de cédigos de
barras de muestra es que el codigo de barras se puede colocar adyacente al ADN gendmico, de modo que puede
usarse el mismo cebador para secuenciar el cédigo de barras y el ADN genédmico y no se requiere ningun cebador
de secuenciacion adicional para leer el codigo de barras. La creacion de cédigos de barras de muestra permite que
las preparaciones de multiples muestras se combinen antes de las secuencias y se distingan por el codigo de
barras. Los adaptadores de ligazén de rama 3' pueden sintetizarse en formato de placa de 96, 384 o 1536 y cada
pocillo contiene muchas copias del adaptador que portan el mismo cédigo de barras y cada cédigo de barras es
diferente entre los pocillos. Después de la captura en las perlas, estos adaptadores pueden usarse para la ligazon
en formato de placa 96, 384 o 1536.

Después de esta etapa de ligazon, se realiza la PCR y la biblioteca esta lista para ingresar a cualquier flujo de
trabajo estandar de secuenciacion de proxima generacion (NGS). Se apreciara que la PCR (u otra amplificacién)
puede llevarse a cabo mediante el uso de un primer cebador que se hibrida con un sitio en el oligonucledtido de
captura o su complemento (véase la Figura 1A) y un segundo cebador que se hibrida con un sitio en el adaptador de
ligazén de rama 3' o su complemento. En el caso del BGISEQ-500, la biblioteca se circulariza como se describié
anteriormente (17). A partir de circulos de hebra simple, se fabrican nanobolas de ADN y se cargan en nanomatrices
estampadas (17). Estas nanomatrices se someten luego a la secuenciacion basada en la sintesis de anclaje de
sonda combinatoria (cPAS) en el BGISEQ-500 (18-20). Después de la secuenciacion, se extraen las secuencias de
codigos de barras. El mapeo de los datos de lectura mediante codigos de barras Unicos muestra que la mayoria de
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las lecturas con el mismo cédigo de barras se agrupan en una region del genoma correspondiente a la longitud de
ADN usada durante la preparacion de la biblioteca (Figura 1B). Una descripciéon detallada de este método, asi como
también un protocolo para hacer las perlas se describe en los EJEMPLOS 1y 2.

En algunas modalidades >50 %, >70 %, >80 %, >90 % 0 >95 % de los fragmentos de ADN con cédigo de barras se
codifican con un coédigo de barras unico. En algunas modalidades, >50 %, >70 %, >80 % >90 % de los
subfragmentos en un fragmento se ligan al oligo de cédigo de barras. En algunas modalidades, >10 % o >20 %, >40
%, >50 %, >60 % de los subfragmentos de fragmentos largos se secuencian, como promedio.

1.2 Cobertura de lectura y asignacién de variantes de stLFR

Para demostrar la determinacion de haplotipos y la asignacion de variantes de stLFR, generamos cuatro bibliotecas
con 1 ng (stLFR-1 y stLFR-2) y 10 ng (stLFR-3 y stLFR-4) de ADN de NA12878. Se vari6 el numero de perlas y se
usaron 10 millones (stLFR-3), 30 millones (stLFR-4) y 50 millones (stLFR-1 y stLFR-2). Finalmente, se probaron los
métodos de ligazén de rama 3' (stLFR-1, stLFR-2 y stLFR-3) y de dos transposones (stLFR-4). Tanto stLFR-1 como
stLFR-2 se secuenciaron profundamente a 336 Gb y 660 Gb de cobertura de bases total, respectivamente. También
analizamos estos en coberturas submuestreadas. stLFR-3 y stLFR-4 se secuenciaron a niveles mas modestos de
117 Gb y 126 Gb, respectivamente. Las lecturas con codigo de barras compartido se mapearon para construir 37 del
genoma de referencia humano mediante el uso de BWA-MEM (21). Debido a que stLFR no requiere ninguna etapa
de amplificacion previa, la distribucion de la cobertura de lectura a través del genoma estuvo cerca de Poisson
(Figura 3). La cobertura sin duplicados oscildé entre 34-58X y el niumero de moléculas de ADN largo por cédigo de
barras oscilo entre 1,2-6,8 (Tabla 1 y Figura 1C). Como se esperaba, las bibliotecas stLFR hechas a partir de 50
millones de perlas y 1 ng de ADN gendmico tenian las tasas mas altas de creacion de cddigos de barras
compartidos unicos, con mas del 80 % (Figura 1C). En estas bibliotecas también se observo la cobertura de lectura
sin superposicion por molécula de ADN largo promedio mas alta de 10,7-12,1 % y la cobertura de bases sin
superposicion de subfragmentos capturados por molécula de ADN largo promedio mas alta de 17,9-18,4 % (Figura
1d). Esta cobertura es~10 veces mas alta que lo demostrado anteriormente mediante el uso de 3 ng de ADN y
transposones unidos a las perlas (12).

Para cada biblioteca, las variantes se asignaron mediante el uso de GATK (22) y la configuracion predeterminada.
La comparacion de las asignaciones de SNP e indel con Genome in a Bottle (GIAB) (23) permitié determinar las
tasas de falsos positivos (FP) y falsos negativos (FN) (TABLA 1). Ademas, realizamos la asignacién de variantes
mediante el uso de la misma configuracion en GATK en una biblioteca estandar que no es stLFR hecha de~1000
veces mas ADN gendmico y secuenciada también en un BGISEQ-500 (STD) y una biblioteca Chromium de 10X
Genomics (11). También comparamos las tasas de precision y sensibilidad con las informadas en el estudio de la
biblioteca de haplotipado en perlas realizado por Zhang y otros. (12). Nuestro enfoque stLFR y el método descrito
por Zhang y otros, demostré tasas mas bajas de FP de SNP e Indel que la biblioteca Chromium. stLFR tenia tasas
de FP y FN dos veces mas altas que la biblioteca STD y, en dependencia de la biblioteca de stLFR en particular y
los criterios de filtrado, la tasa de FN era mas alta o mas baja que la biblioteca Chromium. La tasa de FN mas alta en
las bibliotecas stLFR en comparacion con las bibliotecas estandar se debe principalmente al tamafio de insercion
promedio mas corto (~200 pb frente a 300 pb en una biblioteca estandar). Dicho esto, stLFR tuvo una tasa de FN
mucho mas baja que Zhang y otros, para SNP e Indel y una tasa de FN mucho mas baja que la biblioteca Chromium
para Indel (TABLA 1). En general, la mayoria de las métricas para la asignaciéon de variantes fueron mejores para
nuestras bibliotecas stLFR que los resultados publicados por Zhang y otros o las bibliotecas Chromium,
especialmente cuando se usaron procesos de mapeo y de asignacion de variantes no optimizados (TABLA 1, "Sin
filtro").

Un posible problema con el uso de datos de GIAB para medir la tasa de FP es que no pudimos usar el material de
referencia de GIAB (NIST RM 8398) debido al tamafio de fragmento bastante pequefio del ADN aislado. Por esta
razon, usamos la linea celular GM12878 y aislamos el ADN mediante el uso de un método basado en didlisis capaz
de producir ADN de peso molecular muy alto (véanse los métodos). Sin embargo, es posible que nuestro aislado de
la linea celular GM12878 pueda tener una serie de mutaciones somaticas unicas en comparacion con el material de
referencia de GIAB vy, por tanto, provoque que el nimero de FP se infle en nuestras bibliotecas stLFR. Para
examinar esto adicionalmente, comparamos la superposicion de variantes de FP de un solo nucleétido entre las 4
bibliotecas stLFR y las dos bibliotecas que no son LFR (Figura 4a). En general, se compartieron 544 variantes de FP
entre las seis bibliotecas y 2078 FP fueron unicos para las cuatro bibliotecas stLFR. También comparamos los FP de
stLFR con la biblioteca Chromium y encontramos que mas de la mitad (1194) de estos FP compartidos también
estaban presentes en la biblioteca Chromium (Figura 4b). Un examen de la cobertura de lectura y cédigo de barras
de estas variantes compartidas mostré que eran mas similares a las de las variantes TP (Figura 5-6). También
examinamos la distribucion a través del genoma de estas variantes de FP compartidas frente a 2078 variantes
seleccionadas al azar (Figura 7a). Este analisis mostré 219 variantes que se encuentran en grupos, donde dos o
mas de estos FP estan dentro de los 100 pb uno del otro. Sin embargo, la mayoria (90 %) de las variantes tienen
distribuciones que parecen indistinguibles de las variantes seleccionadas al azar. Ademas, de esos FP compartidos
entre las bibliotecas stLFR y Chromium, solo se encontraron 41 agrupados (Figura 7a). Finalmente, 96 de estas
variantes se asignan por GIAB pero con una cigosidad diferente a la asignada en las bibliotecas stLFR.
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Si aceptamos la evidencia de que estas variantes de FP compartidas son en gran medida reales y no estan
presentes en el material de referencia de GIAB, la tasa de FP para la stLFR podria ser de hasta 1859 variantes
menos de lo que se informa en la TABLA 1 para la deteccion de SNP. Esto es aun varios miles de variantes de un
solo nucledtido mas que la biblioteca estandar BGISEQ-500. Para mejorar adicionalmente la tasa de FP en las
bibliotecas stLFR, probamos una serie de estrategias de filtrado diferentes para eliminar errores. En ultima instancia,
al aplicar algunos criterios de filtrado basados en relaciones de alelos variantes y de referencia y recuentos de
codigos de barras (véanse los ejemplos), pudimos eliminar entre 3647-13 840 variantes de FP en dependencia de la
biblioteca y la cantidad de cobertura. Es importante destacar que, esto se logré mientras solo aumentaba la tasa de
FN en un 0,10-0,29 % en las bibliotecas stLFR. Después de esta etapa de filtrado, examinamos los FP compartidos
entre las cuatro bibliotecas stLFR. El filtrado elimin6 solo 340 variantes de FP compartidas, de las cuales 147 se
agruparon dentro de 100 pares de bases entre si y probablemente no eran reales (Figura 7b). Esto sugiere ademas
que la mayoria de estos FP compartidos son variantes reales. Si se tienen en cuenta estas variantes y el numero
reducido de variantes de FP después del filtrado, resulta en una tasa de FP similar y una tasa de FN 2-3 veces mas
alta que la biblioteca STD filtrada para la asignacién de SNP (Tabla 3). Este aumento en la tasa de FN se debe
principalmente a un aumento del mapeo no uUnico de pares de parejas con tamafos de insercion cortos en las
bibliotecas stLFR.

1.3 Rendimiento de la determinacién de haplotipos en stLFR

Para evaluar el rendimiento de la determinacién de variantes de haplotipos, las variantes de alta confianza de GIAB
se identificaron mediante el uso del paquete de software HapCut2, disponible publicamente (24). Mas del 99 % de
todos los SNP heterocigoticos se colocaron en contigos con N50 que oscilaban entre 0,6-15,1 Mb, en dependencia
del tipo de biblioteca y la cantidad de datos de secuencia (TABLA 1). La biblioteca stLFR-1, con 336 Gb de cobertura
de lectura total (cobertura de genoma unico 44X), logré el rendimiento de determinacion de haplotipos mas alto con
un N50 de 15,1 Mb. La longitud de N50 parecia afectarse principalmente por la longitud y la cobertura de los
fragmentos gendmicos largos. Esto puede verse en la disminucién de N50 de la stLFR-2, ya que el ADN usado para
esta muestra era levemente mas antiguo y estaba mas fragmentado que el material usado para la stLFR-1 (TABLA
1, longitud promedio de fragmento de 52,5 kb frente a 62,2 kb) y el N50 ~10 veces mas corto que las bibliotecas de
10 ng (stLFR-3 y 4). La comparacion con los datos de GIAB mostré que las tasas de error de cambio corto y largo
fueron bajas y comparables con estudios anteriores (11, 12, 25). El rendimiento de stLFR fue muy similar al de la
biblioteca Chromium. Como el método de haplotipado en perlas de Zhang y otros no tenia datos de lectura
disponibles, solo pudimos comparar nuestros resultados con los resultados de su algoritmo de determinacion de
haplotipos, escrito y optimizado especificamente para sus datos. Esto demostré que las bibliotecas stLFR-1 y stLFR-
2 tenian un N50 mas largo, una tasa de error de cambio corto similar, pero una tasa de error de cambio largo mas
alta. stLFR-3 y stLFR-4, que usaron mas ADN, tenian un N50 similar al de Zhang y otros. Sin embargo, la
comparacion directa es dificil debido a las diferencias en la entrada de ADN y la cobertura.

Se debe senalar que este resultado de la determinacion de haplotipos se logré mediante el uso de un programa que
no se escribié para datos de stLFR. Para ver si podia mejorarse este resultado, desarrollamos un programa de
determinacion de haplotipos, LongHap, y lo optimizamos especificamente para datos de stLFR. Mediante el uso de
variantes de GIAB, LongHap pudo identificar el 99 % de los SNP en céntigos con un N50 de 18,1 Mb (TABLA 1). Es
importante destacar que, estos aumentos en las longitudes de céntigos se lograron mientras disminuian los errores
de cambio cortos y largos (TABLA 1). LongHap también puede identificar los indel. La aplicacién de LongHap a
stLFR-1 mediante el uso de SNP e indel de GIAB resulta en un N50 de 23,4 Mb, pero también resulta en un
aumento de las tasas de error de cambio (Tabla 4).

1.4 Deteccion de variacion estructural

Estudios anteriores han demostrado que la informacion de fragmentos largos puede mejorar la deteccion de
variaciones estructurales (SV) y deleciones grandes descritas (4-155 kb) en NA12878 (11, 12). Para demostrar el
poder de stLFR para detectar SV, examinamos los datos de superposicion de codigos de barras, como se describid
anteriormente (12), para las bibliotecas stLFR-1 y stLFR-4 en estas regiones. En todos los casos se observo la
delecion en los datos de stLFR-1, incluso a una cobertura mas baja (Figura 2a y Figura 8). Un examen mas detenido
de las lecturas de secuencias con codigos de barras compartidos, que cubren una delecion de ~ 150 kb en el
cromosoma 8, demostré que la delecion era heterocigética y se encontraba en un solo haplotipo (Figura 2b-c). La
biblioteca stLFR-4 de 10 ng también detectd la mayoria de las deleciones, pero las tres mas pequenas fueron
dificiles de identificar debido a una cobertura por fragmento mas baja (y, por tanto, a la menor superposicion de
codigos de barras) de esta biblioteca.

Para evaluar el rendimiento de stLFR para detectar otros tipos de SV, hicimos bibliotecas a partir de una linea celular
de un paciente con una translocaciéon conocida entre los cromosomas 5y 12 (26) y GM20759, una linea celular con
una inversion conocida en el cromosoma 2 (27). Las bibliotecas stLFR pudieron identificar la inversién y la
translocacion en las lineas celulares respectivas (Figura 2d-e). El submuestreo de la cantidad de lecturas por
biblioteca mostré que se detectd una fuerte sefial de las translocaciones incluso con tan solo 5 Gb de datos de
lectura (cobertura total ~ 1,7X, Figura 9a-h). Finalmente, el examen de ambas SV en la biblioteca stLFR-1 no resulté
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en ningun patron evidente (Figura 9i-1), lo que sugiere que la tasa de falsos positivos para la deteccion de estos tipos
de SV es baja.

1.5 Andamiaje de contigos con stLFR

stLFR es un método poderoso en parte porque usa un numero muy grande (por ejemplo, ~1,8 billones) de codigos
de barras unicos y permite la creacion de codigos de barras compartidos que es especifica para cada molécula
individual de ADN gendmico largo. Este tipo de datos deberia ser beneficioso para el ensamblaje de novo del
genoma y el andamiaje mejorado. Para demostrar como puede usarse stLFR para mejorar los ensamblajes del
genoma, usamos lecturas de las bibliotecas stLFR-1 y stLFR-4 y SALSA (28), un programa disefiado para datos de
captura de conformacion de cromatina (Hi-C), para andamiaje de ensamblajes de lectura de una sola molécula en
tiempo real (SMRT) de NA12878 (29). SALSA no fue disefiado para datos stLFR, por lo que es necesario modificar
los datos stLFR a una estructura similar a Hi-C. Esto se logré6 mediante la seleccion de pares de lecturas que
compartian el mismo cddigo de barras y se ubicaban hacia los extremos de la molécula de ADN largo capturada.
Estos se marcaron luego como pares de lectura para el programa SALSA. La sustitucion de datos de stLFR por
datos de Hi-C resultd en un andamiaje excelente. El uso de solo 60 millones de lecturas de stLFR permitié el enlace
de 1411 contigos en 597 andamios con un N50 de 44,7 Mb. Estos andamios cubrieron 2,84 Gb del genoma. Estas
métricas se compararon muy favorablemente con las generadas en el manuscrito de SALSA mediante el uso de los
mismos coéntigos y 10 veces mas (734 millones) de pares de lectura Hi-C, generados a partir de células madre
embrionarias humanas (30) (Tabla 2). La calidad de los andamios de stLFR se analiz6 ademas al alinearlos para
construir 37 del genoma de referencia humano y al compararlos con el programa dnadiff (31). En general, los
andamios stLFR coincidieron estrechamente con el genoma de referencia y el numero de puntos de ruptura,
translocaciones, reubicaciones e inversiones fue similar al de los andamios generados con las lecturas Hi-C (Tabla
2). Las matrices de puntos de alineamiento demuestran ademas el alto grado de continuidad entre los andamios de
stLFR y el genoma de referencia (Figura 10).

1.6 Discusion

Aqui describimos una tecnologia eficiente para la preparacion de bibliotecas de secuenciacion del genoma completo,
stLFR, que permite la creacion de codigos de barras compartidos en subfragmentos de moléculas largas de ADN
genomico con un solo cédigo de barras clonal unico en un proceso de un solo tubo. El uso de microperlas como
compartimentos miniaturizados permite usar un nimero practicamente ilimitado de cédigos de barras clonales por
muestra a un costo insignificante. Nuestra captura optimizada basada en la hibridacién de ADN insertado con el
transposon, en perlas, combinada con la ligazén de rama 3' y la degradacion por una exonucleasa del exceso
extremo de adaptadores de captura, permite codificar con éxito hasta™20 % de los subfragmentos en moléculas de
ADN de hasta 300 kb de longitud. Es importante destacar que, esto se logra sin la amplificacion de fragmentos
largos de ADN iniciales y el sesgo de representacion que esto conlleva. De esta manera, stLFR resuelve el costo y la
capacidad limitada de creacion de codigos de barras compartidos, de los métodos basados en la emulsion.

La calidad de las asignaciones de variantes mediante el uso de stLFR es muy alta y, posiblemente, con una
optimizacion adicional, se acerque a la de los métodos WGS estandar, pero con el beneficio afiadido de que la
creacion de coédigos de barras compartidos permite aplicaciones informaticas avanzadas. Demostramos una
determinacion de haplotipos del genoma casi completa y de alta calidad en contigos largos con tasas de error
extremadamente bajas, deteccion de SV y andamiaje de céntigos para permitir las aplicaciones del ensamblaje de
novo. Todo esto se logra a partir de una sola biblioteca que no requiere equipo especial ni aumenta
significativamente el costo de preparacion de la biblioteca.

Como resultado de la creacion de cddigos de barras eficiente, usamos con éxito tan solo 1 ng de ADN humano
(cobertura de genoma 600 X) para fabricar bibliotecas stLFR y logramos una WGS de alta calidad con la mayoria de
los subfragmentos con cddigos de barras compartidos unicos. Puede usarse menos ADN, pero stLFR no usa
amplificaciéon de ADN durante la creaciéon de cédigos de barras compartidos y, por tanto, no crea subfragmentos
superpuestos de cada molécula de ADN largo individual. Por esta razon, la cobertura genémica general se afecta a
medida que se reduce la cantidad de ADN. Ademas, se crea un problema de muestreo ya que stLFR actualmente
retiene 10-20 % de cada molécula de ADN largo original seguida de amplificacién por PCR. Esto resulta en una tasa
de duplicacion de lecturas relativamente alta y resulta en un costo de secuenciaciéon afiadido, pero es posible
introducir mejoras. Una solucion evidente es eliminar la etapa de PCR. Esto eliminaria el muestreo, pero también
podria reducir sustancialmente las tasas de error de falsos positivos y falsos negativos. Ademas, las mejoras, tales
como la optimizacion de la distancia de insercion entre los transposones y el aumento de la longitud de las lecturas
de secuenciacion a 200 bases apareadas en los extremos, deberian permitir con facilidad y aumentaran la cobertura
y la calidad general. Para algunas aplicaciones, tales como la deteccién de variaciones estructurales, el uso de
menos ADN y menos cobertura puede ser conveniente. Como demostramos en este documento, tan solo 5 Gb de
cobertura de secuencia pueden detectar translocaciones intercromosomicas e intracromosomicas y, en estos casos,
la tasa de duplicacion es insignificante. De hecho, stLFR puede representar un reemplazo simple y rentable para las
bibliotecas de pares de parejas largas en un entorno clinico.
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Ademas, creemos que este tipo de datos puede permitir el ensamblaje de novo de la identificacion diploide
completa, a partir de una sola biblioteca stLFR sin necesidad de lecturas fisicas largas, tales como las generadas por
las tecnologias SMRT o de nanoporos. Una caracteristica interesante de la insercioén de transposones es que crea
una superposicion de secuencias de 9 bases entre subfragmentos adyacentes. Con frecuencia, estos subfragmentos
vecinos se capturan y secuencian, lo que permite duplicar sintéticamente la longitud de las lecturas (por ejemplo,
para lecturas de 200 bases, dos subfragmentos vecinos capturados crearian dos lecturas de 200 bases con una
superposicion de 9 bases, o 391 bases). stLFR no requiere equipo especial como los métodos microfluidicos
basados en gotas y el costo por muestra es minimo. En este documento, demostramos el uso de 50 millones de
perlas, pero es posible usar mas. Esto permitira muchos tipos de analisis rentables en los que serian utiles cientos
de millones de codigos de barras. Prevemos que este tipo de creacion de codigo de barras masivo, barato, puede
ser Util para los analisis de ARN, tales como la secuenciacién de ARNm de longitud completa a partir de miles de
células, en combinacion con tecnologias de una sola célula o la secuenciacion profunda de poblaciones de ARN 16S
en muestras microbianas. El mapeo de la identificacion de cromatina mediante el ensayo de cromatina accesible a la
transposasa (ATAC-seq) (32) o los estudios de metilacion también son posibles con stLFR.

1.7 Acidos nucleicos diana

Como se usa en la presente descripcion, el término "acido nucleico (o polinucleétido) diana" o "acido nucleico de
interés" se refiere a cualquier acido nucleico (o polinucleétido) adecuado para procesar y secuenciar mediante los
meétodos descritos en la presente descripcion. El acido nucleico puede ser de simple hebra o doble hebra y puede
incluir ADN, ARN u otros acidos nucleicos conocidos. Los acidos nucleicos diana pueden ser los de cualquier
organismo, que incluyen, sin limitarse a, virus, bacterias, levaduras, plantas, peces, reptiles, anfibios, aves y
mamiferos (que incluyen, sin limitacion, ratones, ratas, perros, gatos, cabras, ovejas, vacas, caballos, cerdos,
conejos, monos y otros primates no humanos y humanos). Un acido nucleico diana puede obtenerse de un individuo
o de multiples individuos (es decir, una poblacién). Una muestra de la que se obtiene el acido nucleico puede
contener acidos nucleicos de una mezcla de células o incluso de organismos, tales como: una muestra de saliva
humana que incluye células humanas y bacterianas; un ratén con un xenoinjerto que incluye células de raton y
células de un tumor humano trasplantado; etc. Los acidos nucleicos diana pueden estar sin amplificar o pueden
amplificarse mediante cualquier método de amplificacion de acidos nucleicos adecuado conocido en la técnica. Los
acidos nucleicos diana pueden purificarse de acuerdo con métodos conocidos en la técnica para eliminar
contaminantes celulares y subcelulares (lipidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos distintos de los que van a
secuenciarse, etc.), o pueden estar sin purificar, es decir, incluyen al menos algunos contaminantes celulares y
subcelulares, que incluyen, sin limitacion, células intactas que se rompen para liberar sus acidos nucleicos para su
procesamiento y secuenciacion. Los acidos nucleicos diana pueden obtenerse a partir de cualquier muestra
adecuada mediante el uso de métodos conocidos en la técnica. Tales muestras incluyen, pero no se limitan a:
tejidos, células o cultivos celulares aislados, fluidos corporales (que incluyen, pero no se limitan a, sangre, orina,
suero, linfa, saliva, secreciones anales y vaginales, transpiracion y semen); muestras de aire, agricolas, de agua y
de suelo, etc. Los ejemplos no limitantes de acidos nucleicos diana incluyen "acidos nucleicos circulantes" (CNA),
que son acidos nucleicos que circulan en la sangre humana u otros fluidos corporales, que incluyen, pero no se
limitan a, fluido linfatico, liquidos, ascitis, leche, orina, heces y lavado bronquial, por ejemplo, y pueden distinguirse
como acidos nucleicos sin células (CF) o asociados a células (revisado enPinzani y otros, Métodos 50: 302-307,
2010).

Los acidos nucleicos diana pueden ser ADN gendmico (por ejemplo, de un solo individuo), ADNc y/o pueden ser
acidos nucleicos complejos, que incluyen acidos nucleicos de mudltiples individuos o genomas. Los ejemplos de
acidos nucleicos complejos incluyen un microbioma, células fetales circulantes en el torrente sanguineo de una
embarazada (véase, por ejemplo, Kavanagh y otros, J. Chromatol. B 878: 1905-1911, 2010), células tumorales
circulantes (CTC) del torrente sanguineo de un paciente con cancer (véase, por ejemplo, Allard y otros, Clin Cancer
Res. 10: 6897-6904, 2004). Otro ejemplo es el ADN gendémico de una sola célula o de un pequefio nimero de
células, tales como, por ejemplo, de biopsias (por ejemplo, células fetales de biopsia del trofectodermo de un
blastocisto; células cancerosas de una aspiracién con aguja de un tumor sdlido, etc.). Otro ejemplo son los
patogenos, por ejemplo, células bacterianas, virus u otros patégenos, en un tejido, en sangre u otros fluidos
corporales, etc. Como se usa en la presente descripcién, el término "acido nucleico complejo" se refiere a grandes
poblaciones de acidos nucleicos o polinucleétidos no idénticos. En determinadas modalidades, el acido nucleico
diana es ADN gendémico; ADN del exoma (un subconjunto de ADN gendémico completo enriquecido en secuencias
transcritas que contiene el conjunto de exones en un genoma); un transcriptoma (es decir, el conjunto de todos los
transcritos de ARNm producidos en una célula o poblacién de células, o ADNc producido a partir de tal ARNm); un
metiloma (es decir, la poblacion de sitios metilados y el patrén de metilacion en un genoma); un exoma (es decir,
regiones codificantes de proteinas de un genoma seleccionado mediante un método de enriquecimiento o captura
de exones; un microbioma; una mezcla de genomas de diferentes organismos; una mezcla de genomas de
diferentes tipos de células de un organismo; y otras mezclas de acidos nucleicos complejos que comprende un gran
numero de moléculas de acido nucleico diferentes (los ejemplos incluyen, sin limitacién, un microbioma, un
xenoinjerto, una biopsia de tumor solido que comprende tanto células normales como tumorales, etc.), que incluyen
subconjuntos de los tipos de acidos nucleicos complejos mencionados anteriormente. En una modalidad, tal acido
nucleico complejo tiene una secuencia completa que comprende al menos una gigabase (Gb) (un genoma humano
diploide comprende aproximadamente 6 Gb de secuencia).
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En algunos casos, los acidos nucleicos diana o los primeros fragmentos son fragmentos gendémicos. En algunas
modalidades, los fragmentos gendmicos tienen mas de 10 kb, por ejemplo, 10-100 kb, 10-500 kb, 20-300 kb o0 mas
de 100 kb. La cantidad de ADN (por ejemplo, ADN genémico humano) usada en una sola mezcla puede ser <10 ng,
<3 ng, <1 ng, <0,3 ng o <0,1 ng de ADN. En algunos casos, los acidos nucleicos diana o los primeros fragmentos
tienen una longitud de 5000 a 100 000 KB

1.8 Enfoques adicionales

Aunque los ejemplos de trabajo descritos en la presente descripcion usan la reaccién en cadena de la polimerasa,
pueden usarse otros métodos de amplificacion de acidos nucleicos. Esta dentro de la capacidad de una persona
experta en la técnica realizar modificaciones apropiadas a una tecnologia de amplificacion adecuada.

La Figura 17-B5 ilustra enfoques adicionales. La Figura 17 muestra la produccion de DNB de doble hebra, que
pueden insertarse con transposones y capturarse por perlas stLFR. Pueden hacerse hasta miles de copias (por
ejemplo, 10-10 000 copias, tales como 10-1000 copias o 100-1000 copias) en la misma hebra de ADN. Esto permite
una alta cobertura de la molécula original con la secuenciacion stLFR. La Figura 18 ilustra que, cuando se dispone
de una cantidad limitada de la plantilla de ADN, pueden usarse etapas de amplificacién previa limitadas antes de la
stLFR. La Figura 19 describe un enfoque en el que se usa una nickasa aleatoria a baja concentracion, un fragmento
Klenow a concentracion media y una ligasa a alta concentracion. Las perlas y el ADN estan en concentraciones
adecuadas para stLFR. A medida se hacen las mellas y se abren las brechas mediante Klenow, la ligazon es
inmediata y bloquea los fragmentos largos en perlas. Se permite que prosiga la formacion de mellas y se abren mas
brechas para que se liguen mas adaptadores a las brechas. La extension del cebador resulta en fragmentos de ~500
pares de bases. Un segundo adaptador se liga al extremo romo y la biblioteca puede secuenciarse. La Figura 20
muestra la ligazén de adaptadores de horquilla en el ADN largo y el uso de cebadores en los bucles y Ph29 o una
polimerasa similar para crear ADNdh concatenado antes de la creacion de cédigos de barras. Ademas de mejorar la
cobertura de lectura por molécula, un resultado interesante de este proceso es que al final de 0,5-3 h de reaccién de
la polimerasa, la "longitud" total (nimero de bases) para cada concatémero es similar, independientemente de la
longitud del fragmento inicial. Esto proporciona una opcion para usar las perlas con cédigos de barras cuya
capacidad de unién corresponde al tamafio de los concatémeros y, por tanto, evita la unién de multiples
concatémeros por perla. Esto reduciria el numero de perlas necesarias por reaccién, por tanto reduce
adicionalmente el costo.

La Figura B5 muestra un enfoque para el etiquetado de longitud intermedia. En un enfoque, 96 o mas transposones
con codigos de barras diferentes se enlazan en grupos de 10 o menos por un resto enlazador (por ejemplo, ADN,
moléculas inertes largas tales como dextrina o polietilenglicol (PEG), o proteinas largas tales como queratina o
colageno). La hibridacion y la ligazén pueden usarse para unir transposones al ADN enlazador. Los otros métodos
pueden ser la unién a través de enlaces quimicos o mediante la unién de una avidina a estas moléculas y la union
de una biotina al transposon. Esto logra dos cosas, controla la distancia de insercion entre los transposones y brinda
informacion de proximidad de lectura intermedia (10 kb o menos). Esto es util para el analisis de secuencias
repetidas (repeticiones en tandem, mapeo de trinucleétidos, etc.). EIl ADN que comprende secuencias de insercion
puede capturarse en perlas como en otros enfoques de stLFR descritos en la presente descripcion y en otros
lugares. Véase Joseph C. Mellor, y otros, "Phased NGS Library Generation via Tethered Synaptic Complexes,"
segWell (2017), disponible en la red mundial (http://) en seqwell.com/wp-
content/uploads/2017/02/seqWell_LongBow_poster_ AGBT2017.pdf (Ultimo acceso el 16 de mayo de 2018).
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Ejemplos
2.  Ejemplo 1: Materiales y métodos
2.1 Aislamiento de ADN de alto peso molecular

Se aislo ADN gendmico largo a partir de lineas celulares de acuerdo con una version modificada del protocolo del kit
de aislamiento de ADN RecoverEase™ (Agilent Technologies, La Jolla, CA) (1).

Brevemente, se sedimentaron aproximadamente 1 milléon de células y se lisaron con 500 pl de tampédn de lisis.
Después de una incubacion de 10 minutos a 4 °C, se afiadieron 20 ul de céctel de ribonucleasa RNase-IT en 4 ml de
tampon de digestion directamente a las células lisadas y se incubaron en un bloque térmico a 50 °C. Después de 5
minutos, se afiadieron 4,5 ml de solucion de proteinasa K (~ 1,1 mg/ml de proteinasa K, SDS al 0,56 % y TE 0,89X) y
la mezcla se incubd a 50 °C durante 2 horas adicionales. Luego, el ADN gendémico se transfirié a un tubo de dialisis
con un valor de corte para el peso molecular de 1000 kD (Spectrum Laboratories, Inc., Rancho Dominguez, CA) y se
dializé durante la noche a temperatura ambiente en tampdn TE 0,5X.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2947437T3

2.2 Construccion de perlas con cédigos de barras

Las perlas con codigos de barras se construyen a través de una estrategia de ligazén de division y combinacion,
mediante el uso de tres conjuntos de moléculas de ADN de doble hebra con cddigo de barras. Véanse las Figuras
12 y 13. Una secuencia adaptadora comun que comprende un sitio de hibridacién del cebador de PCR, se uni6 a
perlas magnéticas con estreptavidina M-280 Dynabeads™ (ThermoFisher, Waltham, MA), con un enlazador de doble
biotina en 5'. Integrated DNA Technologies (Coralville, IA) construyé tres conjuntos de 1536 oligos con codigo de
barras que contenian regiones de secuencia superpuesta. Las ligazones se realizaron en placas de 384 pocillos en
una reacciéon de 15 pl que contenia Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), MgCl, 10 mM, ATP 1 mM, PEG-8000 al 2,5 %, 571
unidades de ligasa T4, 580 pmol de oligo con codigo de barras y 65 millones de perlas M-280. Las reacciones de
ligazén se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en un rotador. Entre ligazones, las perlas se
combinaron en un solo recipiente a través de la centrifugacion, se recolectaron en el costado del recipiente con un
iman y se lavaron una vez con tampén de lavado con alto contenido de sales (Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), NaCl 500
mM, EDTA 0,1 mM y Tween 20 al 0,05 %) y dos veces con tampdn de lavado con bajo contenido de sales (Tris-HCI
50 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %). Las perlas se resuspendieron en tampon de ligazén 1Xy se
distribuyeron en placas de 384 pocillos y las etapas de ligazén se repitieron.

Determinados "cédigos de barras”, a los que se hace referencia en la presente descripcion, son "cédigos de barras
tripartitos”. Tripartito se refiere a su estructura y/o a su sintesis. Como se muestra en la Figura 12, los codigos de
barras tripartitos pueden sintetizarse mediante ligazones sucesivas de secuencias mas cortas (por ejemplo, de 4-20
nucledtidos). En una modalidad, los cédigos de barras mas cortos tienen una longitud de 10 bases. Como se
muestra en la figura, una estructura ilustrativa comprendia CS1-BC1-CS2-BC2-CS3-BC3-CS4, en donde CS es una
secuencia constante presente en todos los adaptadores de captura y las secuencias BC son codigos de barras
diversos de 10 bases, como se discute en la presente descripcion. El cédigo de barras tripartito puede construirse
mediante el uso de oligonucleétidos parcialmente de doble hebra con la estructura CSa-BC-CSb, hibridados con un
oligonucledtido mas corto que es el complemento de BC (es decir, BC'), como se muestra en las figuras.

En un aspecto, la invencion proporciona una composicion que comprende perlas con oligonucleétidos de captura
que comprenden codigos de barras clonales unidos, donde la composicion comprende mas de 3 billones de codigos
de barras diferentes y donde los cédigos de barras son cédigos de barras tripartitos con la estructura 5-CS1-BC1-
CS2-BC2-CS3-BC3-CS4. En algunas modalidades, CS1 y CS4 son mas largas que CS2 y CS3. En algunas
modalidades CS2 y CS3 tienen 4-20 bases, CS1 y CS4 tienen 5 o 10 a 40 bases, por ejemplo, 20-30, y las
secuencias BC tienen 4-20 bases (por ejemplo, 10 bases) de longitud. En algunas modalidades, CS4 es
complementario a un oligonucledtido férula. En algunas modalidades, la composicion comprende oligonucledtidos
puente. En algunas modalidades, la composicion comprende oligonucleétidos puente, perlas que comprenden un
codigo de barras tripartito como se discutié anteriormente, y ADN gendmico que comprende secuencias de
hibridacién con una regién complementaria a los oligonucleétidos puente.

2.3 stLFR con dos transposones

Se insertaron 2 pmol de transposones acoplados a Tn5 en 40 ng de ADN gendémico en una reaccion de 60 ul de
TAPS-NaOH 10 mM (pH 8,5), MgCl, 5 mM y DMF al 10 %, a 55 °C durante 10 minutos. Se transfirieron 1,5 pl de
ADN insertado con el transposén a 248,5 ul de tampodn de hibridacion que consistia en Tris-HCI 50 mM (pH 7,5),
MgCl, 100 mM, y TWEEN®20 al 0,05 %. Se resuspendieron de 10-50 millones de perlas con codigo de barras en el
mismo tampon de hibridacion. EI ADN diluido se afiadié a las perlas con cédigo de barras y la mezcla se calent6 a
60 °C durante 10 minutos con una ligera mezcla ocasional. La mezcla de perlas y ADN se transfirié a un rotador de
tubos en un horno de laboratorio y se incubé a 45 °C durante 50 minutos. Se afadieron, directamente a la mezcla de
perlas y ADN, 500 ul de mezcla de ligazén que contenia Tris-HCI 50 mM (pH 7,8), DTT 10 mM, ATP 1 mM, PEG-
8000 al 2,5 % y 4000 unidades de ligasa T4. La reaccion de ligazén se incubd a temperatura ambiente en un rotador
durante 1 hora. Se anadieron 110 yl de SDS al 1 % y la mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 10
minutos para eliminar la enzima Tn5. Las perlas se recolectaron en el costado del tubo a través de un iman y se
lavaron una vez con tampon de lavado con bajo contenido de sales y una vez con tampdén NEB2 (New England
Biolabs, Ipswich, MA). El exceso de oligos de cddigo de barras se eliminé mediante el uso de 10 unidades de UDG
(New England Biolabs, Ipswich, MA), 30 unidades de APE1 (New England Biolabs, Ipswich, MA) y 40 unidades de
exonucleasa 1 (New England Biolabs, Ipswich, MA) en 100 pl de tampdn NEB2 1X. Esta reaccién se incubé a 37 °C
durante 30 minutos. Las perlas se recolectaron en el costado del tubo y se lavaron una vez con tampén de lavado
con bajo contenido de sales y una vez con tampén de PCR 1X (tampdn PfuCx 1X (Agilent Technologies, La Jolla,
CA), DMSO al 5 %, betaina 1 M, MgSO4 6 mM y dNTP 600 uM). La mezcla de PCR que contenia tampén de PCR
1X, 400 pmol de cada cebador y 6 ul de enzima PfuCx (Agilent Technologies, La Jolla, CA) se calenté a 95 °C
durante 3 minutos y luego se enfrié hasta temperatura ambiente. Esta mezcla se usé para resuspender las perlas y
la mezcla combinada se incubd a 72 °C durante 10 minutos, seguido por 12 ciclos de 95 °C durante 10 segundos, 58
°C durante 30 segundos y 72 °C durante 2 minutos.

2.4 stLFR con adaptador de ligazén de rama 3'
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Este método comienza con las mismas condiciones de insercion de hibridacion pero usa solo un transposén en lugar
de dos transposones. Después de las etapas de captura y ligazén del codigo de barras, como se describid
anteriormente, las perlas se recolectaron en el costado del tubo y se lavaron con tampon de lavado bajo en sales.
Una mezcla de digestion de adaptadores de 90 unidades de exonucleasa | (New England Biolabs, Ipswich, MA) y
100 unidades de exonucleasa Il (New England Biolabs, Ipswich, MA) en 100 pl de tampén TA 1X (Teknova,
Hollister, CA) se anadio a las perlas y se incubd a 37 °C durante 10 minutos. La reaccion se detiene y se elimina la
enzima Tn5 mediante la adicion de 11 uyl de SDS al 1 %. Las perlas se recolectaron en el costado del tubo y se
lavaron una vez con tampén de lavado con bajo contenido de sales y una vez con tampon NEB2 1X (New England
Biolabs, Ipswich, MA). El exceso de oligonucledtido de captura se eliminé mediante la adicion de 10 unidades de
UDG (New England Biolabs, Ipswich, MA) y 30 unidades de APE1 (New England Biolabs, Ipswich, MA) en 100 pl de
tampon NEB2 1X (New England Biolabs, Ipswich, MA) y la incubacion a 37 °C durante 30 minutos. Las perlas se
recolectaron en el costado del tubo y se lavaron una vez con tampén de lavado con alto contenido de sales y una
vez con tampon de lavado con bajo contenido de sales. Se ligaron 300 pmol del segundo adaptador a los
subfragmentos unidos a las perlas, con 4000 unidades de ligasa T4 en 100 uyl de tampdn de ligasa que contenia
Tris-HCI 50 mM (pH 7,8), MgCl 2 10 mM, DTT 0,5 mM, ATP 1 mM y PEG-8000 al 10 %, en un rotador durante 2
horas a temperatura ambiente. Las perlas se recolectaron en el costado del tubo y se lavaron una vez en tampon de
lavado con alto contenido de sales y una vez en tampoén de PCR 1X. La mezcla y las condiciones de la PCR fueron
las mismas que las del proceso de dos transposones descrito anteriormente.

Un adaptador de ligazon de rama 3' ilustrativo comprende los oligonucleétidos del adaptador de ligazon de rama 3' F
(/5Fos/ICTGATGGCGCGAGGGAGGC) y el adaptador de ligazéon de rama 3' R (TCGCGCCATCA/3'dd/G) que se
muestran en la Tabla 6. En este ejemplo, la secuencia del adaptador F comprende una secuencia de hibridacion del
cebador de PCR. Opcionalmente, puede incluirse un cédigo de barras (por ejemplo, un cédigo de barras de muestra)
entre el fosfato 5' y la secuencia que se muestra. En este ejemplo, la secuencia del adaptador R es mas corta que la
secuencia de hibridacion del cebador, de manera que se separara en las condiciones en que se hibrida el cebador
de la PCR.

2.5 Mapeo de secuencias y asignacion de variantes

Los datos de lectura sin procesar primero se individualizaron mediante la secuencia de codigo de barras asociada,
mediante el uso de la herramienta de division de codigo de barras (disponible en GitHub
https://github.com/stLFR/stLFR_read_demux). El cédigo de barras asignado y las lecturas recortadas se mapearon
al genoma de referencia hs37d5 con BWA-MEM (2). El archivo BAM resultante se ordend luego por coordenadas
cromosomicas con SAMtools (3) y los duplicados se marcaron con la funcidon picard MarkDuplicate
(http://broadinstitute.github.io/picard). La asignacion de variantes cortas (SNP e indel) se realizé mediante el uso de
HaplotypeCaller dentro de GATK4.0.3.0 (4). El archivo vcf generado a partir de la etapa anterior se comparé luego
con la lista de variantes de alta confianza Genome in a Bottle (GIAB) (ftp://ftp-
trace.ncbi.nim.nih.gov/giab/ftp/release/NA12878 HGO001/latest /GRCh37/) (5) mediante el uso de la funcion rtgtools
vcfeval (6). Después de la evaluacion comparativa, las bibliotecas stLFR se analizaron mediante el uso de GATK
VariantRecalibrator, y se uso la configuracion verdadera de GIAB para entrenar el modelo de mezcla gaussiana.
Luego, los VCF se filtraron mediante el uso de GATK ApplyVQSR. En casi todos los casos, el tramo 99,9 se aplicé a
los vcf sin procesar, con la excepcion de la biblioteca stLFR-1 de 100 Gb y la biblioteca STD, donde se aplico el
tramo 100. Luego, establecimos y aplicamos criterios de filtrado estrictos adicionales basados en la puntuacion GQ,
la relacién de profundidad de referencia a alternativa y el soporte del cédigo de barras, como se indica en la Tabla 5:

2.20 Determinacion de variantes de haplotipos con Hapcut2

Los SNP se identificaron con Hapcut2 (https://github.com/vibansal/HapCUT2) (7) mediante el uso de su estructura
de datos 10X Genomics. El archivo BAM se convirtié primero a un formato que porta la informacion de cédigo de
barras en un formato similar al de un BAM con cédigo de barras de 10X Genomics. Especificamente, se afadié un
campo 'BX' a cada linea que refleja la informacién del cédigo de barras de esa lectura. Las variantes de GIAB o las
variantes asignadas por GATK para cada biblioteca se usaron como entrada para la determinacion de haplotipos, y
el resultado de la determinacion de haplotipos se resumio y se comparé con el archivo vcf de identificacion de GIAB
(5) mediante el uso de la herramienta calculate_haplotype_statistics.py de Hapcut2.

2.3 LongHap

La estrategia de extension de semillas se usa en el proceso de determinacion de haplotipos de LongHap.
Inicialmente comienza a partir de un par de semillas, compuestas por la variante heterocigética que se encuentra
mas hacia la direccion aguas arriba en el cromosoma. Las semillas se extienden mediante el enlace con las otras
variantes candidatas que se encuentran aguas abajo, hasta que no pueden afadirse mas variantes a las semillas
que se extienden (Figura 11). En este proceso de extensioén, las variantes candidatas en diferentes loci no se
trataran por igual (es decir, la variante aguas arriba tiene una prioridad mas alta en comparacion con las variantes
aguas abajo a través del cromosoma). Cada uno de dos loci heterocigoéticos tienen dos combinaciones posibles a lo
largo de los dos alelos diferentes. Si se toma la variante T2/G2y G3/Cs, por ejemplo (Figura 11), un patron de
combinacion es T>-G3 y G2-Cs, mientras que el otro es T>-Cz y G2-Gs. La puntuacion de cada combinacion se calcula
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mediante el numero de fragmentos de ADN largo que abarcan los dos loci, lo que equivale al nimero de cédigos de
barras unicos con lecturas mapeadas a estos dos loci. Como se muestra en la Figura 11, la puntuacion final de la
primera combinacién es 3, que es tres veces mas que la segunda. La variante To/Gzse afiade a las semillas que se
extienden y el proceso se repite. En particular, si algin cédigo de barras soporta ambos alelos en un locus
especifico, se ignorara al calcular la puntuacién de enlace. Esto ayuda a disminuir la tasa de error de cambio.
Cuando ocurre un conflicto al enlazar las variantes candidatas aguas abajo, como la variante A4/Csen la Figura 11,
se tomara una decision simple al comparar el numero de loci enlazados para permitir una extension adicional de las
variantes candidatas. En este caso, hay dos loci enlazados en el escenario de la izquierda, mientras que solo hay
uno en el escenario de la derecha. LongHap elegira el patrén de combinacion izquierdo como resultado final de la
determinacion de haplotipos.

2.8 Deteccion de SV

Las variantes estructurales se detectaron mediante el calculo de cédigos de barras compartidos entre regiones del
genoma como se describié anteriormente (8). Primero se eliminaron las lecturas duplicadas. Las lecturas mapeadas
con codigo de barras compartidos se exploraron mediante el uso de una ventana deslizante (el valor predeterminado
es 2 kb) a lo largo del genoma, cada ventana registré6 cuantos cédigos de barras se encontraron dentro de esta
ventana de 2 kb y se calculd un indice de Jaccard para la relacion de codigos de barras compartidos entre los pares
de ventanas. Los eventos de variantes estructurales se identificaron mediante el indice de Jaccard, al compartir la
métrica entre los pares de ventanas.

Para cada par de ventanas (X, Y) a través del genoma, el indice de Jaccard se calcula de la siguiente manera:
X= (Xl'XZ' ---Xn)" Y= (}’1' yZ' YH)

X Ny ,
o 2= (x>0 0y >0)
indice de Jaccard;j = {%i VY;

0 (f/'xl-=y]-=0)

2.9 Andamiaje del contigo con SALSA

Las lecturas de secuenciacion de las bibliotecas stLFR se usaron para el andamiaje de un ensamblaje de NA12878
que contenia 18 903 contigos con NG50 de 26,83 Mb (9) (céntigos descargados del sitio web de genomas del NCBI
mediante el uso del programa de andamiaje SALSA (10). Para imitar la estructura de secuencia HiC adecuada para
SALSA, las lecturas de secuencia de stLFR se seleccionaron a partir de fragmentos de tamafio >= 5 kb. A partir de
cada fragmento con una longitud > = 5 kb, se selecciond la 'primera’ y la 'Ultima' lectura para formar un par de
lectura. Subsecuentemente, tales pares de lectura artificial se seleccionaron al moverse hacia adentro en estos
fragmentos a intervalos de 2 kb. Luego, estos pares de lectura se mapearon en los contigos de NA12878 y el
andamiaje se realizd con SALSA. Luego, los andamios resultantes se alinearon y compararon con el genoma de
referencia hg19 mediante el uso de nucmer y dnadiff del programa MUMmer 4 (11).
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Ejemplo 2: Protocolo detallado
3.1 Materiales

Patron de ADN de 1 Kb Plus (ThermoFisher, nim. de cat. 10787018)

Tubo de dialisis CE MWCO 100 Kd Biotech (Spectrum Labs, nium. de cat. 131486)
Placa de PCR de 384 pocillos Armadillo (ThermoFisher, nim. de cat. AB2384)
Perlas AMPure XP Agencourt® (Beckman Coulter, nim. de cat. A63882)

APE 1 (10 000 unidades/ml) (New England Biolabs, num. de cat. M0282L)

ATP (100 mM) (Teknova, num. de cat. A1210)

Oligonucledtidos para la construccion de perlas con cédigo de barras (IDT) (véase la nota)
Betaina (5 M) (Sigma-Aldrich, nim. de cat. BO300-5VL)

BSA (20 mg/ml) (New England Biolabs, num. de cat. B9000S)

Oligonucleétidos adaptadores comunes (IDT)

DMF (7100 %) (Sigma-Aldrich, num. de cat. D4551-250ML)

DMSO (100 %) (Sigma-Aldrich, num. de cat. D9170-5VL)

dNTP (25 mM) (ThermoFisher, nium. de cat. R1121)

Tubo de dialisis (1000 kD MWCO) (Spectrum Laboratories, Inc., num. de cat. 131486)
DTT (Sigma-Aldrich, num. de cat. 11583786001)

Estreptavidina M-280 Dynabeads™ (ThermoFisher, nim. de cat. 60210)

EDTA (0,5 M, pH 8,0) (Sigma-Aldrich, nim. de cat. 03690-100ML)

Exonucleasa | (20 000 unidades/ml) (New England Biolabs, num. de cat. M0293L)
Exonucleasa Il (100 000 unidades/ml) (New England Biolabs, num. de cat. MO206L)
Formamida (100 %, 250 ml) (Sigma-Aldrich, nim. de cat. 47671-250ML-F)

Glicerol (100 %) (Sigma-Aldrich, nim. de cat. G5516-100ML)

KCI (Sigma-Aldrich, num. de catalogo P9333-1KG)

KH2PO4 (Sigma-Aldrich, num. de cat. 795488-1KG)

KOH (Sigma-Aldrich, num. de cat. P5958-1KG)

MgClI2 (1 M) (Sigma-Aldrich, num. de cat. 63069-500ML)

MgSO4 (1 M) (Sigma-Aldrich, nim. de cat. M3409-100ML)

Pelicula adhesiva transparente MicroAmp (ThermoFisher, num. de cat. 4306311)
NaCl (5M) (ThermoFisher, num. de cat. AM9760G)

Na2HPO4 (Sigma-Aldrich, num. de cat. S7907-1KG)

NaOH (10M) (Sigma-Aldrich, nim. de cat. 72068-100ML)

Tampon NEB2 (10X) (New England Biolabs, num. de cat. B7002S)

PEG-8000 (50 %) (Rigaku, num. de cat. 1008063)

ADN polimerasa Pfu Turbo Cx Hotstart (Agilent, nim. de cat. 600414)

Proteinasa K, recombinante, solucion de grado PCR (14-22 mg/ml) (Roche, num. de cat. 03115844001)
Patron de ARN de bajo intervalo RiboRuler (Thermofisher, num. de cat. SM1831)
Coctel de ribonucleasa RNase-IT (Agilent, num. de cat. 400720)

SDS (10 %) (ThermoFisher, num. de cat. 15553027)

Sacarosa (Sigma-Aldrich, num. de cat. S7903-1KG)

Ligasa de ADN T4 (2x106 unidades/ml) (New England Biolabs, num. de cat. M0202M)
Tampén TA (10X) (Teknova, num. de cat. T0379)

TAPS-NaOH (1 M, pH 8,5) (Boston BioProducts, num. de cat. BB-2375)

TBE (10X) (ThermoFisher, nim. de cat. 15581028)

Tampoén TE (10X) (Fisher Scientific, num. de cat. BP24771)

Enzima Tn5

Oligonucleétidos de transposones (IDT)

Tris-HCI (1 M, pH 7,5) (ThermoFisher, nium. de cat. 15567027)

Tris-HCI (2 M, pH 7,8) (Amresco, num. de cat. J837-500ML)

Triton™X-100 (10 %) (Sigma-Aldrich, nim. de cat. 93443-100ML)

TWEEN®20 (10 %) (Roche, nim. de cat. 11332465001)

UDG (5000 unidades/ml) (New England Biolabs, num. de cat. M0280L)

3.2 Equipos

Contenedor de poliestireno alto de 2,4 | (Click Clack, num. de cat. 659030) o equivalente

Iman DynaMag™-2 (ThermoFisher, nium. de cat. 12321D)

Iméan Easy 50 EasySep™ (Stem Cell Technologies, num. de cat. 18002) o equivalente

Horno de laboratorio capaz de albergar un rotador de tubos.

Agitador magnético de placas

Barra agitadora magnética de tamafio mediano

Agitador de laboratorio estandar tipo vortex

Termociclador Tetrad PCR (Bio-Rad, num. de cat. PTC0240) o equivalente con capacidad para volumenes de
reaccion de 100 pl por pocillo
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Rotador de tubos (Thermo Fisher, num. de cat. 88881001) o equivalente

Configuracion de reactivos

Tampodn de hibridacion (3X)

3 ml de Tris-HCI 1 M, pH 7,5

6 mlde NaClI5 M

91 ml de dH20 estéril

Almacenar a temperatura ambiente durante 1 afio.

Tampon D (10X)

224 mg de KOH

50 yl de EDTA0,5M

2,45 ml de dH20 estéril

Hacer alicuotas y almacenar a -20 °C durante 1 mes.

Tampon de acoplamiento (1X)

5mlde TE 1X
5 ml de glicerol al 100 %
Almacenar a -20 °C durante 1 afo.

Tampén de digestion (1X, pH 8,0)

1,75 g de Na2HPO4

0,2 g de KCI

0,2 g de KH2PO4

27,4 mlde NaCI5M

20 ml de EDTA 0,5 M (pH 8,0)

800 ml de dH20 estéril

Ajuste el pH a 8,0 con NaOH 1 M.

Afadir dH20 estéril hasta un volumen final de 1 litro.
Esterilizar por filtracion.

Almacenar a temperatura ambiente durante 1 afio.

Tampodn de ligazén de rama 3' (3X)

6 ml de PEG-8000 al 50 %

0,75 ml de Tris-HCI 2 M (pH 7,8)
0,3 mlde MgCI2 1 M

0,3mlATP 0,1 M

15 ulde DTT 1M

75 ul de BSA a 20 mg/ml

2,560 ml de dH20 estéril
Almacenar a -20 °C durante 1 afo.

Tampon de union de perlas con alto contenido de sales (1X)

5 ml de Tris-HCI 1 M (pH 7,5)

6 mlde NaClI5M

20 ylde EDTA0,5M

88,98 ml de dH20 estéril

Almacenar a temperatura ambiente durante 1 afio.

Tampodn de lavado con alto contenido de sales (1X)

5 ml de Tris-HCI 1 M, pH 7,5

10 ml de NaClI 5 M

20 ylde EDTA0,5M

0,5 ml de TWEEN® 20 al 10 %

84,48 ml de dH20 estéril

Almacenar a temperatura ambiente durante 1 afio.
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3.10 Tampodn de hibridacion (1X)

3.1

50 ml de Tris-HCI 1 M, pH 7,5

100 ml de MgCI2 1 M

5 ml de TWEEN® 20 al 10 %

845 ml de agua

Almacenar a temperatura ambiente durante 1 afio

Tampon de ligazén (10X)

25 ml de PEG-8000 al 50 %

12,5 ml de Tris-HCI 2 M (pH 7,8)

5 ml de ATP 100 mM

5 ml de MgCI2 1 M

2,5 ml de dH20 estéril

Almacenar a -20 °C durante 1 aino.

3.12 Tampon de ligazén, sin MgClI2 (10X)

25 ml de PEG-8000 al 50 %

12,5 ml de Tris-HCI 2 M (pH 7,8)

5 ml de ATP 100 mM

5mlde DTT 1M

2,5 ml de dH20 estéril

Almacenar a -20 °C durante 1 aino.

3.13 Tampodn de lavado con bajo contenido de sales (1X)

5 ml de Tris-HCI 1 M, pH 7,5

3 mlde NaCl5M

0,5 ml de TWEEN® 20 al 10 %

91,5 ml de dH20 estéril

Almacenar a temperatura ambiente durante 1 afio.

3.14 Tampon de lisis (1X, pH 8,3)

0,22 g de KCI

120 g de sacarosa

13 ml de Tris-HCI 1 M (pH 7,5)

2 mlde EDTA 0,5 M (pH 8,0)

28 mlde NaCI5M

10 ml de Triton® X-100

800 ml de dH20 estéril

Ajuste el pH a 8,3

Anadir dH20 estéril hasta un volumen final de 1 litro
Esterilizar por filtracion
Almacenar a 4 ° C durante 1 afio.

3.15 Tampon de transposasa (5X)

0,5 ml de TAPS-NaOH 1 M (pH 8,5)
0,25 ml de MgCI2 1 M

5 ml de DMF al 100 %

4,25 ml de dH20 estéril

Almacenar a -20 °C durante 1 ano.

3.16 Mezcla PfuCx (2X)

2 ml de tampon PfuCx 10X (incluido con la enzima)
0,5 ml de DMSO al 100 %

2 ml de betaina 5 M

60 yl de MgS0O4 1 M

240 yl de dNTP 25 mM

5,2 ml de dH20 estéril

3.16 Oligos de construccion de perlas con codigos de barras
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Todos los oligonucledtidos con codigo de barras se sintetizaron a una escala de 100 nmol en un formato de 384
pocillos con desalinizacion estandar y se suministraron a una concentracion de 200 yM en TE 1X (pH 8,0) por
Integrated DNA Technologies (Coralville, I1A). Hay un total de 1536 oligos con cddigos de barras unicos para cada
conjunto de coédigos de barras y hay 3 conjuntos de cédigos de barras. Esto permite hasta ~3,6 billones de
combinaciones de cédigos de barras diferentes. Esto puede ser mas de lo necesario para algunas aplicaciones y
pueden lograrse menos combinaciones de cédigos de barras al pedir menos placas de oligonucleétidos. Este disefio
en particular requiere que se use al menos un oligonucleétido con codigos de barras de cada conjunto para crear la
secuencia final apropiada; sin embargo, pueden hacerse ligeras modificaciones de las secuencias de superposicion
de 6 bases entre los conjuntos de cédigos de barras para eliminar un conjunto de cédigos de barras completo.

3.2 Procedimiento
Aislamiento de ADN de alto peso molecular a partir de células

Este método se basa en el protocolo del kit de aislamiento de ADN RecoverEase™ (26), pero se realiza con
volumenes mucho mayores para reducir la viscosidad de la solucién resultante.

1. Sedimente hasta 1 x 107 células nucleadas dispersas en un tubo cénico de 15 o 50 ml (500xg durante 5
min). Elimine el sobrenadante. Afada 500 ul de tampon de lisis al sedimento celular y agite la muestra
mediante vortex brevemente durante 3-5 segundos a velocidad media y coloque el tubo cénico en el
refrigerador durante ~10 minutos, revuelva ocasionalmente.

2. Prepare la solucion de proteinasa K mediante la combinacion de 250 pl de SDS al 10 %, 250 pl de
proteinasa Ky 4 ml de TE 1X. Coloquela en un bloque térmico a 50 °C y caliente brevemente ("5 minutos).

3. Prepare la solucién de digestion mediante la combinacion de 20 ul de coctel de ribonucleasa RNase-It con 4
ml de tampdn de digestion.

4. Anada "4 ml de la solucién de digestidon preparada a las células lisadas y el tampon de la etapa uno y
sacuda suavemente el tubo cénico.

5. Coloque el tubo cénico en un bloque térmico a 50 °C, después de 5 minutos afada 4,5 ml de la solucion de
proteinasa K calentada al sedimento que flota libremente. Revuelva el tubo cénico suavemente para mezclar.

6. Vuelva a tapar el tubo e incube en un bloque térmico a 50 °C durante 2 horas, revuelva suavemente el tubo
cada 30 minutos.

7. Corte aproximadamente 13 cm del tubo de didlisis (tiene una capacidad de aproximadamente 1 mil/cm).
Permita que se equilibre en TE 0,5X durante 30 minutos. Selle un extremo con un clip de didlisis.

8. Vierta al menos 1 | de tampdn TE 0,5X en un deposito de didlisis.

9. Vierta con cuidado el ADN gendmico viscoso del tubo conico en el extremo abierto del tubo de dialisis. Selle
el extremo abierto del tubo de dialisis con el clip de didlisis. Fije el flotador a un clip. Coloque el tubo de dialisis
con flotador en el depdsito de dialisis.

10. Dialice el ADN gendmico a temperatura ambiente durante 24 a 48 horas mientras agita suavemente el
tampon con una barra agitadora magnética. Reemplace el tampén TE una vez durante el periodo de dialisis
para maximizar la pureza del ADN recuperado.

11. Al finalizar la dialisis, retire el tubo de dialisis del tampoén TE, retire el flotador y el clip de la parte superior
del tubo de dialisis y vierta suavemente en un tubo cénico de 15 ml. EI ADN puede usarse inmediatamente sin
fragmentarse.

3.3 Perlas con codigo de barras

Las perlas con cédigo de barras se construyen mediante una estrategia de divisién y combinacion con 3 conjuntos
de moléculas de ADN de doble hebra con cédigo de barras. Los adaptadores de longitud completa se construyen a
través de ligazones sucesivas (Figura 12 y Figura 13). Los oligonucleétidos con cddigo de barras se suministran en
placas de 384 pocillos (véanse las notas sobre reactivos). Los oligonucleétidos adaptadores comunes se suministran
en tubos. En dependencia de la tecnologia de secuenciacién que se use, puede ser necesario alterar la secuencia
del cebador de PCR dentro del oligo adaptador comun.

12. Mezcle 10 yl de oligonucledtido complementario de cada pocillo de las placas de origen de 384 pocillos en
placas de PCR de 384 pocillos con 10 pl de tampdn de hibridacion 3X. Mezcle 30 ul de oligonucleétidos adaptadores
comunes en un pocillo de una tira de tubos de PCR de 8 pocillos.

13. Incube a 70 °C durante 3 minutos seguido de una rampa lenta de 0,1 °C/s a 20 °C en un termociclador de PCR.
Los oligonucleétidos con codigo de barras hibridados tienen una concentracion final de 66 pM.

14. Mezcle 4,725 ml (157,5 ymol) de enlazador de perlas hibridado que contiene una doble biotina en 5' con 3,225
ml de tampoén de ligazon (10X), 460,8 ul (921 600 unidades) de ligasa de ADN T4 y 9,67 ml de dH2O hasta un
volumen total de 18,081 ml.

15. Dispense 11,2 ul de la mezcla de ligazén en cada pocillo de cuatro placas de PCR de 384 pocillos nuevas.
Luego, afiada 8,8 ul (580 pmol) de cada pocillo de las placas con el primer codigo de barras hibridado a cada pocillo
que contenga la mezcla de ligazén del enlazador de perlas. Selle con una pelicula adhesiva transparente MicroAmp,
agite mediante vortex, centrifugue e incube a temperatura ambiente durante 1 hora.
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16. Recolecte 100 billones (143 ml) de perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina M-280 mediante la
transferencia de 50 ml de perlas a un tubo de centrifuga vacio de 50 ml. Coloque el tubo de 50 ml con perlas en el
iman Easy 50 EasySep™ durante 5 minutos para recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine con cuidado el
sobrenadante con una pipeta. Transfiera los segundos 50 ml de perlas al tubo en el iman. Deje reposar durante 5
minutos en el iman y elimine con cuidado el sobrenadante. Transfiera los uUltimos 43 ml de perlas al tubo de 50 ml.
Deje reposar durante 5 minutos en el iman y elimine con cuidado el sobrenadante. Lave las perlas dos veces con
tampon de lavado con bajo contenido de sales y luego resuspenda bien en 8 ml de tampoén de unién de perlas con
alto contenido de sales.

17. Dispense 5 ul de perlas en tampén de union de perlas con alto contenido de sales en cada pocillo de las placas
que contienen el producto de la ligazon. Agite mediante voértex, ocasionalmente, el tubo de origen con las perlas
mientras dispensa para mantener las perlas bien suspendidas.

18. Selle las placas con una pelicula adhesiva transparente MicroAmp, agite mediante vortex y coloquelas en el
rotador de tubos para la incubacion a temperatura ambiente durante 1 hora en el modo de "oscilacién".

19. Centrifugue las placas a 300 x g durante 5 segundos para retirar las perlas del sello, pero no permita que se
forme un sedimento. Retire el sello y afiada 2,8 ul de SDS al 0,1 % a cada pocillo. Vuelva a sellar las placas con una
pelicula adhesiva transparente MicroAmp, agite brevemente mediante vértex e incube a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

20. Agite mediante vortex y luego centrifugue las placas a 300 x g durante 5 segundos para retirar las perlas del
sello de la placa. Retire el sello de cada placa e invierta las placas en una bandeja de recoleccién. Centrifugue a 500
x g durante 2 minutos. Mediante el uso de una pipeta serolégica de 10 ml, recolecte las perlas en un tubo nuevo de
50 ml.

21. Recolecte las perlas al costado del tubo en el iman Easy 50 EasySep™ durante 5 minutos. Deseche el
sobrenadante. Lave una vez con 10 ml de tampd6n de lavado con alto contenido de sales y luego dos veces con
tampon de lavado con bajo contenido de sales. Resuspenda las perlas con 8 ml de tampodn de ligazén 1X.

22. Dispense 5 ul de perlas en cada pocillo de cuatro placas de PCR de 384 pocillos nuevas. Agite mediante
vortex, ocasionalmente, el tubo de origen con las perlas mientras dispensa para mantener las perlas bien
suspendidas.

23. Para ligar el segundo conjunto de cédigos de barras, haga una mezcla que contenga 3,225 ml de tampodn de
ligazén (10X), 460,8 ul (921 600 unidades) de ligasa de ADN T4 y 6,33 ml de dH20 hasta un volumen total de 10,02
ml. Dispense 6,2 pl de la segunda mezcla de ligazén en cada pocillo de las cuatro placas de PCR de 384 pocillos
que contienen las perlas. A continuacién, afiada 8,8 pl (580 pmol) de cada pocillo de las placas con el segundo
codigo de barras hibridado a los pocillos correspondientes de las placas de PCR de 384 pocillos que contienen las
perlas y la mezcla ligazén.

24. Repita las etapas 18-22.

25. Para ligar el tercer conjunto de cédigos de barras, haga una mezcla de ligazén que contenga 3,225 ml de
tampon de ligazén (10X), 460,8 ul (921 600 unidades) de ligasa de ADN T4 y 6,33 ml de dH20 hasta un volumen
total de 10,02 ml. Dispense 6,2 ul de la tercera mezcla de ligazén en cada pocillo de las cuatro placas de PCR de
384 pocillos que contienen las perlas. A continuacién, afada 8,8 ul (580 pmol) de cada pocillo de las placas con el
tercer cédigo de barras hibridado a los pocillos correspondientes de las placas de PCR de 384 pocillos que
contienen las perlas y la mezcla ligazon.

26. Repita las etapas 18-22. Las perlas ahora pueden almacenarse a 4 ° C hasta por un ano. En la forma actual,
las perlas son casi completamente de doble hebra y aun no estan en la forma correcta para su uso en la stLFR.

27. Cuente las perlas con un hemocitdometro y extraiga 5 millones de perlas para la etapa de QC. Coloque el tubo
con perlas en el iman DynaMag™-2 durante 5 minutos. Deseche el sobrenadante. Afiada 5 ul de formamida al 100
%, 4 ul de dH20 y 1 ul de tampdn de carga 10X. Incube a 95 °C durante 3 minutos en un termociclador de PCR.
Coloque inmediatamente en hielo durante 2 minutos. Coloque el tubo con perlas en el iman DynaMag™-2 durante 5
minutos. Recolecte el sobrenadante, carguelo en un gel de TBU al 15 % y procéselo a 200 V durante 40 minutos
para comprobar la longitud y la cantidad de oligonucledtidos. Alternativamente, las perlas pueden examinarse
mediante el uso de un citdmetro de flujo mediante la hibridacion de un oligonucleétido marcado con fluorescencia al
extremo 3' de la secuencia adaptadora de las perlas. Tipicamente, vemos que alrededor del 25 % del total de sitios
unidos a estreptavidina tienen una secuencia adaptadora construida de longitud completa.

3.20 Preparacion de perlas para stLFR

Para preparar perlas para stLFR, primero deben desnaturalizarse a ADN de simpe hebra y luego volver a hibridarse
con el oligo puente.

28. Afada con una pipeta 500 millones de perlas con cédigo de barras construidas de la etapa 26 de la seccion
anterior en un tubo de microcentrifuga estandar de 1,5 ml.

29. Coloquelo en el iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine
el sobrenadante.

30. Anada 1 ml de una dilucion 1X de tampdn D. Agite mediante vortex brevemente e incube durante 2 minutos a
temperatura ambiente.

31. Coloquelo en el iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine
el sobrenadante.

32. Repita las etapas 30 y 31 una vez mas.
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33. Lave una vez en tampdn de hibridacion 1X. Coléquelo en el iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para
recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine el sobrenadante.

34. Mezcle 36 pl del oligo puente 100 pM, 333,33 ul de tampdn de hibridacién (3X) y 630,67 pl de dH20 para
obtener un volumen final de 1 ml. Afada la mezcla a las perlas. Agite mediante vortex brevemente.

35. Incube a 60 °C durante 5 minutos y a temperatura ambiente durante 50 minutos.

36. Coloquelo en el iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine
el sobrenadante y resuspenda en 500 pl de tampdn de lavado con bajo contenido de sales. Estas perlas ahora estan
listas para stLFR y pueden almacenarse durante 3 meses a 4 °C.

3.21 Protocolo stLFR de dos transposones

El protocolo utiliza dos transposones para crear secuencias de hibridacion y sitios de cebadores de PCR a lo largo
de las moléculas de ADN gendmico. Este es el método stLFR mas simplificado y rapido, pero tiene, posiblemente,
un 50 % menos de cobertura por fragmento largo de ADN que el protocolo de ligazén de rama 3'. Puede ser
necesario alterar parte de la secuencia del transposon después de la region mosaico para que sea compatible con
las tecnologias de secuenciacion distintas de BGISEQ-500. Compruebe los cebadores de secuenciacion que se
usan antes de pedir estos oligonucledtidos. La informacion sobre todas las secuencias de oligonucledtidos esta
disponible en los materiales complementarios.

37. Hibride los oligos de transposones de captura mediante la combinacion de 10 ul de Transposon1T (100 uM), 10
pl de TransposonB (100 pM), 10 yl de tampdn de hibridacion (3X) en el primer pocillo de una tira de tubos de PCR
de 8 pocillos y los oligos de transposones que no son de captura mediante la combinaciéon de 10 pl de
Transposon1T (100 uM), 10 ul de TransposénB (100 uM), 10 ul de tampén de hibridacion (3X) en el segundo pocillo
de la misma tira de tubos de PCR.

38. Incube a 70 °C durante 3 minutos seguido de una rampa lenta de 0,1 °C/s a 20 °C en un termociclador de PCR.
Combine los dos transposones en el tercer pocillo de la tira de tubos de PCR.

39. Acople la enzima Tn5 a la mezcla de transposones mediante la combinacién de 9,6 upl de transposones
mezclados con 23,53 ul de Tn5 (13,6 pmol/ul) y 46,87 ul de tampdn de acoplamiento (1X).

40. Incube a 30 ° C durante 1 hora. Use inmediatamente o almacene a -20 °C hasta por 1 mes. Para obtener un
rendimiento y una consistencia Optimos entre los experimentos, sugerimos hacer alicuotas antes del
almacenamiento.

41. Incorpore los transposones en el ADN gendmico largo mediante la combinacion de 12 pl de tampdn de
transposasa (5X), 0,5 ul del transposoén acoplado de la etapa 40 y 40 ng de ADN en un volumen total de 60 pl en un
pocillo de una tira de tubos de 8 pocillos. Nota: esta cantidad de ADN y la cantidad de transposon acoplado pueden
ajustarse en esta etapa. Sera necesario titular la cantidad de enzima Tn5 usada ya que puede haber variabilidad
entre lotes. Ademas, es posible comenzar con menos ADN, pero a los fines de la titulacion es util usar 40 ng, de
modo que parte del material se pueda procesar en un gel de agarosa para determinar la eficiencia de la
incorporacion del transposon (véanse las etapas posteriores).

42. Incube a 55 °C durante 10 minutos.

43. Transfiera 40 ul del material con el transposon incorporado a un pocillo de una nueva tira de tubos de 8
pocillos. Afiada 4 ul de SDS al 1 % e incube a temperatura ambiente durante 10 minutos.

44. Cargue el material de la etapa 43 en un gel de agarosa al 1 % en TBE 0,5X y procéselo a 150 V durante 40
minutos. El ADN transpuesto debe tener entre 200 y 1500 pb en el gel. Tipicamente, queremos ver la parte mas
brillante de la mancha de ADN alrededor de 600 pb, esto podria ser diferente en base a la tecnologia de
secuenciacion que se elija. Tipicamente, cargamos los controles que se someten a las mismas etapas pero que
carecen del transposon, la enzima Tn5 o el ADN gendémico. Si el tamafio de los productos integrados con
transposones parece correcto, vaya a la etapa 45. De lo contrario, repita las etapas anteriores pero ajuste la
concentracion del producto de acoplamiento hasta que la mancha tenga el tamafio deseado.

45. Diluya 1,5 ul del producto restante de la etapa 42, con 248,5 ul de tampon de hibridacion 1x.

46. Transfiera 50 ul de perlas (50 millones) de la etapa 36 a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Coléquelo en el
iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine el sobrenadante y
resuspenda en 250 pl de tampodn de hibridacion (1X).

47. Caliente el ADNy las perlas por separado a 60 °C durante 30 segundos.

48. Anada 250 pl de ADN diluido a los 250 ul de perlas, mezcle suavemente mediante golpes con un dedo a la
parte inferior del tubo y continde la incubacion a 60 °C durante 10 minutos. Mezcle ligeramente el tubo cada pocos
minutos con el dedo.

49. Coldquelo en el rotador de tubos para la incubacion en el horno a 45 °C durante 50 minutos en modo de
"oscilacion".

50. Haga una mezcla de ligazén mediante la combinacién de 100 pl de tampén de ligazén, sin MgClI2 (10X), 2 pl de
ligasa de ADN T4 (2x106 unidades/ml) y 398 ul de dH20. Retire el tubo del rotador y afiada la mezcla de ligazon
para obtener un volumen total de 1 ml.

51. Incube en el rotador de tubos durante 1 hora en modo de "oscilacion" a temperatura ambiente.

52. Anada 110 ul de SDS al 1 % al tubo e incube durante 10 minutos a temperatura ambiente.

53. Coloquelo en el iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine
el sobrenadante y lave una vez con 500 pl de tampdn de lavado con bajo contenido de sales y una vez con 500 ul de
tampon NEB2 (1X).
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54. Prepare una mezcla de digestion de oligonucleétidos de captura mediante la combinacion de 10 ul de tampdn
NEB2 (10X), 2 pl de UDG (5000 U/ml), 3 ul de APE1 (10 000 U/ml), 2 ul de exonucleasa 1 (20 000 unidades/ml) y 83
pl de dH20. Elimine el tampdn de lavado y afiada la mezcla de digestién a las perlas.

55. Agite mediante vortex ligeramente para resuspender las perlas e incube a 37 °C durante 30 minutos.

56. Coloquelo en el iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine
el sobrenadante y lave una vez con 500 pl de tampdn de lavado con bajo contenido de sales y una vez con 500 ul de
tampoén PfuCx (1X).

57. Prepare la mezcla maestra de PCR mediante la adicién de 150 ul de mezcla de PCR (2X), 4 ul de cebador 1 de
PCR (100 pM), 4 ul de cebador 2 de PCR (100 uM), 6 ul de enzima PfuCx y 136 ul de dH20. Caliente previamente
la mezcla maestra de PCR a 95 °C durante 3 minutos. Coldquelo en el iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para
recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine el tampdn de lavado y afiada la mezcla maestra de PCR a las
perlas.

58. Agite mediante vortex ligeramente para resuspender las perlas y configure la reaccion de PCR con las
siguientes condiciones:

Etapa 1 72 °C 10 minutos

Etapa 2 95 °C 10 segundos

Etapa 3 58 °C 30 segundos

Etapa 4 72 °C 2 minutos

Etapa 6 Repita las etapas 2-5 de 10-12 veces
59. El PCR debe resultar en “500 ng de ADN, procese 20 ng de producto en un gel de agarosa al 1 % en TBE
0,5X durante 40 minutos a 150 V. El material debe ser una mancha con un pico alrededor de los 500 pb.
60. Purifique el producto de PCR con 300 ul de perlas Agencourt XP de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Este producto purificado ya esta listo para entrar en el proceso de secuenciacion.
Protocolo stLFR de ligazén de rama 3' con un solo transposén

Este protocolo se basa en la insercion de un solo transposén y nuevos métodos de ligazéon de adaptadores en una
brecha de ADN y puede permitir una cobertura mas alta por fragmento, lo que puede ser importante para algunas
estrategias de secuenciacion, tales como el ensamblaje de novo. Esta estrategia es levemente mas costosa debido
a los reactivos adicionales. También tarda 2,5 horas mas.

61. Hibride los oligos de transposones de captura mediante la combinacion de 10 pl de Transposén1T (100 uM), 10
pl de TransposonB (100 pM), 10 pl de tampdn de hibridacion (3X) en el primer pocillo de una tira de tubos de PCR
de 8 pocillos y el adaptador de ligazén de brechas mediante la combinacion de 10 yl de RamaT (100 uM), 10 pl de
RamaB (100 uM), 10 yl de tampdn de hibridacion (3X) en el segundo pocillo de la misma tira de tubos de PCR.

62. Incube a 70 °C durante 3 minutos seguido de una rampa lenta de 0,1 °C/s a 20 °C en un termociclador de PCR.
63. Acople la enzima Tn5 al transposén mediante la combinacion de 9,6 ul de transposon de captura hibridado en
la etapa 61 con 23,53 ul de Tn5 (13,6 pmol/ul) y 46,87 ul de tampon de acoplamiento (1X).

64. Incube a 30 ° C durante 1 hora. Use inmediatamente o almacene a -20 °C hasta por 1 mes.

65. Siga las etapas 41-51.

66. Coloquelo en el iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine
el sobrenadante y lave una vez con 500 ul de tampdn de lavado con bajo contenido de sales.

67. Haga una mezcla de digestion de oligonucleétidos adaptadores mediante la combinacion de 10 yl de tampon
TA (10X), 4,5 pl de exonucleasa | (20 000 U/ml), 1 ul de exonucleasa Il (100 000 U/ml) y 74,5 ul de dH20O. Elimine el
tampon de lavado y afada la mezcla de digestion a las perlas.

68. Agite mediante vortex ligeramente para resuspender las perlas e incube en el rotador de tubos durante 10
minutos a 37 °C en modo de "oscilacion".

69. Anada 11 ul de SDS al 1 % e incube durante 10 minutos a temperatura ambiente.

70. Coloquelo en el iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine
el sobrenadante y lave una vez con 500 pl de tampdn de lavado con bajo contenido de sales y una vez con 500 ul de
tampon NEB2 (1X).

71. Haga una mezcla de digestion de oligonucledtidos de captura mediante la combinacion de 10 pl de tampdn
NEB2 (10X), 2 pl de UDG (5000 U/ml), 3 pl de APE1 (10 000 U/ml) y 85 pl de dH20. Elimine el tampé6n de lavado y
afiada la mezcla de digestion a las perlas.

72. Agite mediante vortex ligeramente para resuspender las perlas e incube a 37 °C durante 30 minutos.

73. Coloquelo en el iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine
el sobrenadante y lave una vez con 500 pl de tampon de lavado con alto contenido de sales y una vez con 500 ul de
tampon de lavado con bajo contenido de sales (1X).

74. Prepare la mezcla de ligazén de rama 3' mediante la combinacion de 33,4 ul de tampén de ligazén de rama 3'
(3X), 18 pl del adaptador de ligazén de rama 3' (16,7 uM) preparado en la etapa 61, 2 ul de ligasa de ADN T4 (2x106
unidades/ml), y 46,6 ul de dH20O. Elimine el tampon de lavado y afiada la mezcla de ligazon a las perlas.
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75. Agite mediante vortex ligeramente para resuspender las perlas e incube en el rotador de tubos durante 2 horas
a 25 ° C en modo de "oscilacion".

76. Coloquelo en el iman DynaMag™-2 durante 2 minutos para recolectar las perlas en el costado del tubo. Elimine
el sobrenadante y lave una vez con 500 pl de tampon de lavado con alto contenido de sales y una vez con 500 ul de
tampdn de PCR (1X).

77. Prepare la mezcla maestra de PCR mediante la adicién de 150 ul de tampdn de PCR 2X, 4 ul de cebador 1 de
PCR (100 uM), 4 pl de cebador 2 de PCR (100 uM), 6 pl de enzima de PCR y 136 ul de dH20. Elimine el tampén de
lavado y afada la mezcla maestra de PCR a las perlas.

78. Agite mediante vortex ligeramente para resuspender las perlas y configure la reaccion de PCR con las
siguientes condiciones:

Etapa 1 95 oC 3 minutos
Etapa 2 95 oC 10 segundos
Etapa 3 58 oC 30 segundos
Etapa 4 72 oC 2 minutos
Etapa 5 Repita las etapas 2-4 de 10 a 12 veces

79. Siga las etapas 59-60 anteriores.
3.4 Andlisis de datos de stLFR

El punto de partida de este proceso es un archivo FASTQ. Este es un formato estandar para leer datos generado por
la mayoria de las tecnologias de secuenciacion. El software que usamos para la deconvolucién de la informacion del
cbdigo de barras toma el archivo FASTQ y espera que se adjunten 42 bases del codigo de barras y la secuencia
adaptadora comun al final de la primera lectura. Hace coincidir los datos de lectura del cédigo de barras con las
1536 secuencias esperadas en cada posicion del codigo de barras. La estrategia de creacion de cédigos de barras
usada por stLFR permite la correccion de errores de codigos de barras que tienen una sola base que no coincide. El
resultado final de nuestro software es un archivo FASTQ con la informacion del cédigo de barras adjunta al final de
la ID de lectura con el formato #Barcode1ID_Barcode2ID_Barcode3ID, donde BarcodelD es un numero de 0-1536.
Cero para una ID de cédigo de barras significa que no coincide con ninguna de las secuencias de codigos de barras
esperadas. Recomendamos usar BWA-mem27 para el mapeo, GATK28 para la asignacion de variantes y
HapCUT229 para la determinacion de haplotipos. También recomendamos mapear a Hg19 con secuencias sefiuelo.
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El archivo BAM "NA12878 WGS_v2_phased_possorted_bam.bam" de un conjunto de datos de Chromium reciente
se descargd del sitio web de 10X Genomics y se procesd de la misma manera que las bibliotecas stLFR. Para
obtener resultados filtrados, usamos el archivo VCF "NA12878_WGS_v2_phased_variants.vcf.gz" de la misma
biblioteca Chromium. Este VCF contiene datos que se procesaron a través de la estructura optimizada de 10X
Genomics. El tamafio del fragmento para la biblioteca Chromium se copi6 del sitio web de 10X Genomics. 10
Genomics usa una media ponderada de longitud para calcular el tamafo de los fragmentos, lo que puede resultar en
un tamafio mayor que el tamafio promedio de los fragmentos.?Los datos de lectura no estaban disponibles, esto es
lo que se informa en Zhang y otros w (12).2Datos de una biblioteca estandar procesada en un BGISEQ-500.

La Tabla 6 muestra secuencias ilustrativas que pueden usarse en los métodos de stLFR descritos en la presente
descripcion.

Ejemplo 3: Ligazén de rama 3', un nuevo método para ligar ADN a los extremos 3'OH de ADN o ARN, y sus
aplicaciones

4.1 Introduccién

Este ejemplo describe la ligazén de rama 3' en general. La ligazon de rama 3' se usa para afiadir un adaptador
adicional (adaptador de ligazén de rama 3') en la modalidad de stLFR descrita en la presente descripcion. Véase,
por ejemplo, §1.1.2.

Las ligasas unen rupturas en los acidos nucleicos, lo cual es esencial para la viabilidad y vitalidad celular. Las
ligasas de ADN catalizan la formacion de un enlace fosfodiéster entre los extremos del ADN y desempefan
funciones cruciales en la reparacion, recombinacion y replicacion del ADN in vivo. Las ligasas de ARN unen los
extremos de ARN 5'-fosforilo (5'PO4) y 3-hidroxilo (3'OH) a través de enlaces fosfodiéster y participan en la
reparacion, corte y empalme y edicion del ARN. Pueden utilizarse in vitro ligasas de los tres reinos de organismos
(bacterias, arqueobacterias y eucariotas), como herramientas moleculares importantes para aplicaciones como
clonacion, amplificacion o deteccion basada en ligasas, biologia sintética, etc.

Una de las ligasas mas ampliamente usadas in vitro es la ligasa de ADN del bacteriéfago T4, que es un solo
polipéptido de 55 kDa y requiere ATP como fuente de energia. La ligasa de ADN T4 tipicamente une a los extremos
5'PO4 y 3'OH adyacentes del ADN bicatenario. Ademas de sellar mellas o ligar extremos cohesivos, la ligasa de
ADN T4 también puede catalizar eficientemente la unién de extremos romos, lo que no se ha observado en todas las
otras ligasas de ADN. Algunas propiedades cataliticas inusuales de esta ligasa se informaron anteriormente, tales
como el sellado de brechas de simple hebra en el ADN bicatenario, el sellado de mellas adyacentes a sitios abasicos
en el ADN de doble hebra (ADNdh), la promocién de la formacién de bucles intramoleculares de ADN parcialmente
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de doble hebra y la unién de hebras de ADN que contienen extensiones de rama 3'. (Nilsson y Magnusson, Nucleic
Acids Res 10:1425-1437, 1982; Goffin y otros, Nucleic Acids Res 15:8755-8771, 1987; Mendel-Hartvig y otros,
Nucleic Acids Res. 32:e2, 2004; Western y Rose, Nucleic Acids Res., 19:809-813, 1991). Los investigadores también
observaron ligazones independientes de la plantilla mediadas por la ligasa T4, tales como el sellado de mellas mal
apareadas en el ADNdh (Alexander, 2003, Nucleic Acids Res. 15 de junio de 2003;31(12):3208-16) o incluso la
ligazén de ADN de simple hebra (ADNsh), aunque con muy baja eficiencia (H. Kuhn, 2005, FEBS J. diciembre de
2005;272(23):5991-6000). Estos resultados sugieren que el apareamiento perfecto de bases complementarias en la
union de la ligazén, o adyacente a esta, no es criticamente necesario para alguna actividad no convencional de la
ligasa de ADN de T4. Las ligasas de ARN T4 1 y 2 son los productos de los genes 63 y 24, respectivamente, del
fago T4. Ambas requieren un extremo 5'PO4 y 3'OH adyacente para una ligazén exitosa con hidrolisis de ATP a
AMP y PPi. Los sustratos para la ligasa de ARN de T4 1 incluyen ARN y ADN de simple hebra, mientras que la
ligasa de ARN T4 2 sella preferentemente las mellas en el ARNdh en lugar de ligar los extremos del ARNsh.

Aqui demostramos un evento de union de extremos no convencional mediado por la ligasa de ADN T4, que
llamamos ligazon de rama 3' (3'BL). Puede unir fragmentos de ADN o ADN/ARN en las mellas, brechas de simple
hebra o regiones salientes 5' para formar una estructura de rama. Este informe estudié exhaustivamente una amplia
variedad de cofactores y activadores de la ligazén y optimizd las condiciones de ligazén para este tipo de ligazon
nueva. Con nuestro protocolo 3'BL, no se requirio el apareamiento de bases y la ligazén puede completarse en mas
del 90 % incluso para una brecha de 1 nt. Una de sus aplicaciones es unir adaptadores al ADN o ARN en la
preparacion de bibliotecas NGS. Varias estructuras genémicas que anteriormente se consideraba que no podian
ligarse, ahora pueden convertirse en un sustrato para 3'BL, lo que resulta en una alta tasa de conversion del ADN de
entrada en moléculas ligadas al adaptador, mientras se evitan las quimeras. Demostramos que 3'BL podria
acoplarse con la insercién de transposones. La estrategia de insercion de transposones direccional que proponemos
puede producir, tedricamente, plantillas, el 100 % de las cuales pueden utilizarse para la secuenciacion.
Aplicaciones de microARN. Nuestro estudio demostré el valor de esta nueva técnica para la preparacion de
bibliotecas NGS, asi como también el potencial para avanzar en muchas otras aplicaciones moleculares, tales como
el marcaje radiactivo de los extremos 3' del ARN.

4.2 Ligazon de rama 3', una nueva forma de ligar los extremos del ADN

Convencionalmente, la ligazén de ADN implica la union de los extremos de ADN 5'PO4 y 3'OH de fragmentos de
extremos cohesivos o romos. La ligazén de extremos cohesivos es generalmente mas rapida y menos dependiente
de la concentracidon de enzimas que la union de extremos romos. Ambos procesos pueden ser catalizados por la
ligasa de ADN del bacteriéfago T4, que usa ATP como cofactor productor de energia y requiere Mg2+. También se
informé que la ligasa de ADN T4 liga oligos de simple hebra especificos o degenerados a sustratos parcialmente de
simple hebra a través de la hibridacién. Aqui demostramos una ligazén sin precedentes, mediada por la ligasa de
ADN T4, que no requiere apareamiento de bases complementarias y puede ligar un donante de ADN de extremos
romos al extremo 3'OH de un aceptor de ADN bicatenario en las mellas, brechas o salientes 5', para formar una
estructura de rama (Figura 21a). Por lo tanto, usamos el término ligazén de rama 3' (3'BL) para describir estas
ligazones. El ADN donante sintético que usamos contenia un extremo bicatenario romo y un extremo de ADNsh. Los
sustratos aceptores contenian una de las siguientes estructuras: una mella desfosforilada, una brecha de 1 u 8
nucledtidos (nt) o un saliente 5' de 36 nt. La ligasa T4 ayuda a unir el 5'PO4 de la hebra adaptadora al unico 3'OH
que se puede ligar de la hebra sustrato para formar un producto de ligazén en forma de horquilla.

Para optimizar la eficiencia de la ligazon, probamos exhaustivamente una serie de factores que afectan la eficiencia
general de la ligazon, que incluyen la relacion adaptador::sustrato de ADN, cantidad de ligasa T4, concentracion final
de ATP, concentracion de Mg?*, pH, tiempo de incubacion y presencia de diferentes aditivos tales como
polietilenglicol-8000 (PEG-8000) y proteina de uniéon a simple hebra (SSB) (Figuras 1 y 2 complementarias).
Descubrimos que la adicién de PEG-8000 a una concentracion final del 10 % podria aumentar sustancialmente la
eficiencia de ligazon desde menos del 10 % hasta mas del 90 % (Figura 21). Un amplio intervalo de concentracion
de ATP (de 1 uM a 1 mM) y concentracién de Mg?* (3 mM a 10 mM) también funcioné con la ligazén de rama 3'. La
cantidad de ligasa necesaria para la 3'BL fue comparable a la de la ligazén de extremos romos. En nuestras
condiciones optimizadas, usamos relaciones molares de adaptador::sustrato de ADN de 10 a 100, y realizamos las
reacciones a 37 °C durante una hora a pH 7,8 con ATP 1 mM, MgCl, 10 mM y PEG-8000 al 10 %. Se usaron como
controles la ligazén de los mismos adaptadores a sustratos de extremos romos asi como también las reacciones sin
ligasa. Para analizar los rendimientos del producto de ligazén, las reacciones se procesaron en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes (Figura 21b) o geles en TBE (Figura 22a-d). La relacion de intensidad de producto a
sustrato se uso para cuantificar la eficiencia de ligazon a través de ImagedJ (Figura 21b-c). La ligazon del saliente 5'
(carril 11 en la Figura 1b) parecidé estar completa en mas del 90 %, incluso mas que el control de ligazon de
extremos romos (carril 14, 76,9 %), lo que sugiere una eficiencia de ligazén notablemente alta de los salientes 5' de
ADN. Los sustratos con brechas de 1 u 8 nt (carriles 5 y 8) mostraron una buena eficiencia de ligazén de alrededor
del 60 %. Sin embargo, la eficiencia de ligazén de mellas (carril 2) fue la mas baja, alrededor del 20 %. Pero el
rendimiento de ligazén podria mejorarse si incubamos la ligazén de mellas durante 12 horas, lo que sugiere una
cinética mas lenta para la reaccién de ligazén de mellas (Figura 22).
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También extendimos nuestro estudio a diferentes secuencias de adaptadores y sustratos (Figura 22). Los extremos
5' PO4 de tres adaptadores diferentes (Ad-T, Ad-A o Ad-GA) contenian una sola T o A o un dinucleétido GA antes de
una secuencia consenso CTGCTGA como ligazén. Se ligaron individualmente a los extremos 3'OH de las plantillas
aceptoras con una T en la unidn de ligazén. En general, se observé una eficiencia de ligazén mas alta (70-90 %) en
todos los casos, excepto en las ligazones de mellas, con Ad-T y Ad-A que con Ad-GA (Figura 22), lo que indica
algunas preferencias de nucleétidos de la ligasa de ADN T4 en las uniones de ligazén. A pesar de las secuencias
del adaptador y del sustrato, las ligazones de rama 3' o saliente 5' siempre mostraron mejores eficiencias (60-90 %),
mientras que la ligazéon de la mella fue bastante ineficiente con 1 hora de incubacién. Presumimos que estas
discrepancias en la eficiencia de ligazén se deben a la flexion del ADN donde comienza la mella/la brecha/el saliente
y expone el grupo 3'OH para la ligazén. Probablemente la region de ADNsh mas larga haga que los extremos 3'
sean mas accesibles en la ligazon y resulte en una eficiencia de ligazon mas alta. También probamos si podria
ocurrir un evento de uniéon de extremos similar, como la ligazén de rama 5'. Por el contrario, no se observo ligazon
evidente de un adaptador de extremo romo al extremo 5'PO4 en la brecha o el saliente 3', lo que indica que la ligasa
de ADN T4 posiblemente tenga una estructura terciaria mas estricta en los extremos 5' del donante que en los
extremos 3.

4.3 Ligazon de rama 3', una nueva forma de ligar ADN a ARN

Investigamos adicionalmente la 3'BL en hibridos de ADN/ARN (ON21/22) que forman un saliente 5' de ADN y uno de
ARN (Figura 23a). Los controles negativos de ligazén incluyeron hibridos de ADN/ARN, oligos de ADNsh o ARNsh,
individualmente o incubados con adaptadores (carriles 3, 4 y 5 en la Figura 23b). Curiosamente, cuando los hibridos
de ADN/ARN se incubaron con adaptadores, vimos un cambio de tamafo del oligonucleétido de ARN desde 29 nt
originales a 49 nt con una eficiencia >90 %, lo que sugiere que la ligasa de ADN T4 puede ligar eficientemente el
adaptador al ARN. Sin embargo, el sustrato de ADN permanecié sin cambios (carriles 1y 2 en la Figura 23b). Esto
sugiere que los adaptadores de ADN de extremos romos se ligaron al extremo 3' del ARN en el saliente 5' del ADN,
pero no al extremo 3' del ADN en el saliente 5' del ARN. Para confirmar que se necesitaba la estructura saliente 5'
para la 3'BL, llevamos a cabo la misma reaccién de ligazon mediante el reemplazo del oligonucleétido de ADN
original (ON21) con otra plantilla de ADN largo (ON23) que no es complementaria con el ARN ON22. Como era de
esperar, no se observo ligazén con el uso de la plantilla de ADN ON23, lo que sugiere que la 3'BL solo puede ocurrir
con salientes 5'. Nuestro hallazgo indica que la ligasa de ADN T4 tiene determinadas preferencias de sustrato,
posiblemente causadas por diferencias en las afinidades de unién entre proteina y sustrato.

Un estudio anterior sugirié que la ligasa de ADN T4 y la ligasa de ARN T4 2, pero no la ligasa de ARN T4 1, pueden
unir un extremo 5'PO4 de ADN a un extremo 3'OH de ADN o ARN yuxtapuesto en un hibrido ARN/ADN bicatenario,
pero no a un 3'OH de ARN (Bullard 2006, Biochem J 398: 135-144). Realizamos la misma prueba de ligazén
mediante el uso de las ligasas de ARN T4 1y 2 (Figura 24C). Parecia que las ligasas de ARN T4 1 y 2 podian ligar
el adaptador de extremo romo al ARN, pero la eficiencia de la ligazén era muy baja (<10 %).

4.4 Construccion de la biblioteca de insercion de transposones direccional

Dado que se demostré que la ligazon de rama 3' es util para ligar adaptadores a varias estructuras gendmicas con
alta eficiencia, exploramos su aplicacion en los flujos de trabajo de NGS. El método de construcciéon de bibliotecas
basado en transposones es eficiente en cuanto a tiempo y consume menos ADN de entrada que la preparacion de
bibliotecas NGS convencionales. Sin embargo, mediante el uso de sistemas comerciales de preparacion de
bibliotecas basados en transposones, solo la mitad de las moléculas etiquetadas estan flanqueadas por dos
secuencias adaptadoras diferentes, y el ADN etiquetado esta flanqueado por regiones autocomplementarias que
pueden formar estructuras de horquilla estables que pueden comprometer la calidad de la secuenciacion
(Gorbacheva, 2015, Biotechniques abril; 58(4): 200-202). Ademas, la incorporacion de secuencias adaptadoras
mediada por PCR, no se ha adaptado para la secuenciacién con bisulfito del genoma completo ni para la
construccién de bibliotecas de NGS sin PCR.

Para superar estas limitaciones, hemos desarrollado un nuevo protocolo para la construccion de bibliotecas NGS
basadas en transposones que incorpora 3'BL. Los transposones Tn5 y MuA funcionan a través de un mecanismo de
"cortar y pegar”, donde la secuencia adaptadora del transposon se une al extremo 5' del ADN diana, lo que crea una
brecha de 9 pb o 5 pb, respectivamente, en el extremo 3' del ADN gendmico (Figura 24). Luego, se usé 3'BL para
afadir otra secuencia adaptadora al extremo 3' del ADN gendmico en la brecha para completar la ligazén del
adaptador direccional. Comparamos la eficiencia del enfoque 3'BL con la de un enfoque de insercién de doble
transposon, que usa dos adaptadores basados en Tn5 diferentes, TnA 'y TnB. EI ADN gendémico humano se incubd
con el complejo de transposoma TnA solo o con cantidades equimolares de los complejos de transposoma TnA y
TnB. El producto de la fragmentacion del transposoma TnA se us6 ademas para la 3'BL con el adaptador de extremo
romo AdB, que comparte una secuencia adaptadora comun con TnB. La amplificacion por PCR mediante el uso de
dos cebadores, Pr-A y Pr-B, disefiados para adaptadores TnA y AdB/TnB, respectivamente, mostré un rendimiento
de PCR similar (Figura 4b, carriles 9 y 10, y Figura 4c) lo que sugiere que estos dos enfoques tenian la misma
eficiencia. No se observé una amplificacion significativa cuando solo se usé un cebador especifico para los
adaptadores TnA o AdB/TnB (Figura 4b y Figura 4c). Como se esperaba debido a la supresion de la PCR, tanto el
enfoque de ligazon 3' como el enfoque de insercién de doble transposén mostraron una eficiencia de PCR
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significativamente mas alta que la reaccion de insercion del transposon con solo el complejo de transposoma TnA o
TnB solos (Figura 24b, carril 3 y carril 8, y Figura 24c).

4.1 Materiales y métodos
Ligazén de rama 3' para ADN bicatenario

Los sustratos para 3'BL estaban compuestos por 2 pmol de ON1 u ON9 mezclados con 4 pmol cada uno de uno o
dos oligos adicionales en tampoén Tris-EDTA (TE) de pH 8 (Life Technologies). Sustrato 1 y 5 (mella): ON1/2/3 y
ON9/10/11; sustrato 2 y 6 (brecha de 1 pb): ON1/2/4 y ON9/10/12; sustrato 3 (brecha de 8 pb): ON1/4/5; sustrato 4 y
9 (saliente 5'): ON1/2 y ON9/10; sustrato 7 (brecha de 2 pb): ON9/10/13; sustrato 8 (brecha de 3 pb): ON9/10/14;
control de extremo romo: ON1/6 (Figura 1, Tabla complementaria 1). La plantilla se ligdo a 180 pmol de adaptador
(Ad-C: ON7/8, Ad-T: ON15/16, Ad-A: ON17/8 o Ad-GA: ON19/20) mediante el uso de 2400 unidades de ligasa T4
(Enzymatics Inc) en tampdn 3'BL [0,05 mg/ml de BSA (New England Biolabs), Tris-Cl 50 mM, pH 7,8 (Amresco),
MgCI2 10 mM (EMD Millipore), DTT 0,5 mM (VWR Scientific), PEG -8000 al 10 % (Sigma Aldrich) y ATP 1 mM
(Sigma Aldrich)]. Las pruebas de optimizacion se realizaron mediante la alteracion de la concentracion de ATP
desde 1 uM a 1 mM, la concentracion de Mg?*, el valor de pH, la temperatura desde 12 a 42 °C y aditivos como
PEG-8000 desde 2,5 % a 10 % y SSB desde 2,5 a 20 ng/ul. La mezcla de ligazdn se preparo en hielo y se incubd a
37 °C durante 1 a 12 horas, seguido de inactivacién por calor a 65 °C durante 15 min. Las muestras se purificaron
mediante el uso de perlas Axygen (Corning) y se eluyeron en 40 ul de tampon TE. Todas las reacciones de ligazon
se procesaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes o en TBE al 6 % (Life Technologies) y se visualizaron en
un Alpha Imager (Alpha Innotech). Se cargd un control de entrada en una cantidad igual o la mitad de la cantidad de
plantillas usadas para la ligazon. Se estimé una tasa de eficiencia de ligazon al dividir la intensidad de los productos
ligados por la intensidad total de los productos ligados y no ligados, mediante el uso del software ImagedJ (NIH).

Ligazon de rama 3' para el hibrido de ADN/ARN

Los sustratos para 3'BL estaban compuestos por 10 pmol de oligonucleétido de ARN ON22 mezclados con 2 pmol
de oligo de ADN ON21 u ON23. Para la 3'BL mediada por la ligasa de ADN T4, el sustrato se incubé con Ad-T
(ON15/16) en tampdn 3'BL como se describe anteriormente y se incub6 a 37 °C durante 1 hora. Se realizé la 3'BL
mediante el uso de la ligasa de ARN T4 1 0 2 en su propio tampodn de ligasa de ARN 1x (NEB) junto con DMSO al
20 %. Todos los productos de ligazén se ensayaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 6 %.

Construccion de la biblioteca de insercion de transposones direccional

Los oligonucledtidos de transposones usados en este experimento se sintetizaron por Sangon Biotech. Para los 2
experimentos de transposones que usan TnA y TnB, los oligos TnA, TnB y MErev se hibridaron en una relacion de
1:1:2. Para el experimento de un solo transposon con tn1, tn1 y MErev se hibridaron en una relacion de 1:1.

El ensamblaje del transposoma se realizé6 mediante la mezcla de 15 pmol de adaptadores hibridados previamente, 7
pl de transposasa Tn5 (Vazemy) y 5,5 pl de glicerol para obtener una reaccion de 20 ul que se incubdé a 30 °C
durante 1 hora. La insercion de transposones en el ADN gendémico (Coriell 19240) se llevd a cabo en reacciones de
20 ul que contenian 100 ng de ADNg, tampon TAG (Vazyme) y 2 ul del transposoma ensamblado. La reaccion se
incubé a 55 °C durante 10 min, seguido de la adicion de 100 ul de tampon PB (Qiagen) para retirar el complejo de
transposoma del ADN tagmentado y la purificacién mediante el uso de perlas Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter). La ligazon de rama 3' de AdB (ONB1, ONB2) al ADN tagmentado se realizé en reacciones que contenian
100 pmol del adaptador, 600 U de la ligasa de ADN T4 (Enzymatics Inc.) y tampdn 3'BL incubado a 25 °C durante 1
hora. Las reacciones se purificaron mediante el uso de perlas AMPure XP. La amplificacion por PCR del ADN
tagmentado y con brechas ligadas se hizo en reacciones de 50 ul que contenian 2 ul del ADN tagmentado o con
brechas ligadas, tampon TAB, 1 pl de enzima de amplificacion TruePrep (Vazyme), dNTP 200 mM (Enzymatics Inc.)
y 400 mM de cada cebador Pr-A y Pr-B. Las reacciones tagmentadas se procesaron a 72 °C durante 3 min; 98 °C
durante 30 seg; 98 °C durante 10 seg, 58 °C durante 30 seg, 72 °C durante 2 min, por 8 ciclos; y 72 °C para una
extension de 10 minutos. Las reacciones de ligazén de brechas se procesaron mediante el uso del mismo programa
sin la extension inicial de 3 min a 72 °C. Las reacciones de PCR se purificaron mediante el uso de perlas AMPure
XP, ya sea en una seleccion de tamafo de una sola etapa o a través de fraccionamiento doble. Los productos
purificados se cuantificaron mediante el uso del kit de ADN de alta sensibilidad Qubit (Invitrogen).

Ejemplo 4: Ligazon de rama 3" Un nuevo método para ligar ADN no complementario a extremos 3'OH internos o
empotrados en el ADN o ARN

Las ligasas de acido nucleico son enzimas cruciales que reparan rupturas en el ADN o ARN durante la sintesis,
reparacion y recombinacién. Se han desarrollado diversas herramientas moleculares mediante el uso de las diversas
actividades de las ligasas de ADN/ARN. Sin embargo, quedan por descubrir actividades de la ligasa adicionales. En
la presente descripcion, demostramos la capacidad no convencional de la ligasa de ADN T4 para unir ADN de doble
hebra de extremo romo fosforilado en 5' a rupturas de ADN en extremos recesivos 3', brechas o mellas para formar
una estructura de rama 3'. Por lo tanto, esta ligazén independiente del apareamiento de bases se denomina ligazén
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de rama 3' (3'BL). En un estudio exhaustivo de las condiciones optimas de ligazén, similar a la ligazén de extremos
romos, la presencia de PEG-8000 al 10 % en el tampdn de ligazén, aumentd significativamente la eficiencia de la
ligazon. Se observé cierta preferencia de nucledtidos en los sitios de union mediante el uso de diferentes ADN
sintéticos, lo que indica un nivel de sesgo de ligazén para la 3'BL. Ademas, descubrimos que la ligasa de ADN T4
ligaba eficientemente el ADN al extremo 3' del ARN en un hibrido ADN/ARN, mientras que las ligasas de ARN son
menos eficientes en esta reaccion. Estas nuevas propiedades de la ligasa de ADN T4 pueden utilizarse como una
técnica molecular amplia en muchas aplicaciones importantes. Realizamos un estudio de prueba de concepto de un
nuevo protocolo de tagmentacién direccional para la construccion de bibliotecas de secuenciacion de proxima
generacion (NGS) que elimina los adaptadores invertidos y permite la insercion de codigos de barras de muestra
adyacentes al ADN gendmico. La 3'BL, después de la tagmentacion de un solo transposon, puede lograr,
tedricamente, una plantilla que se puede usar al 100 %, y nuestros datos empiricos demuestran que el nuevo
enfoque produjo un mayor rendimiento en comparaciéon con la tagmentacion tradicional de doble transposon o
transposon Y. Exploramos ademas, el posible uso de 3'BL para preparar bibliotecas NGS de ARN dirigidas con una
mitigacion del sesgo basado en la estructura y de los problemas con dimeros de adaptadores.

5.1 Introduccion

Las ligasas reparan rupturas en los acidos nucleicos, y esta actividad es esencial para la viabilidad y vitalidad
celular. Las ligasas de ADN catalizan la formacion de un enlace fosfodiéster entre los extremos del ADN y
desempenfian funciones cruciales en la reparacion, recombinacioén y replicacién del ADN in vivo (1-3). Las ligasas de
ARN unen los extremos de ARN 5'-fosforilo (5'P0O4) y 3'-hidroxilo (3'OH) a través de enlaces fosfodiéster y participan
en la reparacion, corte y empalme y edicion del ARN (4). Las ligasas de los tres reinos de organismos (bacterias,
arqueobacterias y eucariotas) pueden utilizarse in vitro como herramientas moleculares importantes para
aplicaciones tales como la clonacién, amplificaciéon o deteccién basada en ligasas y biologia sintética (5-7).

Una de las ligasas mas ampliamente usadas in vitro es la ligasa de ADN del bacteriéfago T4, que es un solo
polipéptido de 55 kDa que requiere ATP como fuente de energia (8). La ligasa de ADN T4 tipicamente une a los
extremos 5'PO4 y 3'0OH adyacentes del ADN bicatenario. Ademas de sellar las mellas y ligar extremos cohesivos, la
ligasa de ADN T4 también puede catalizar eficientemente la uniéon de extremos romos, lo que no se ha observado en
ninguna otra ligasa de ADN (9,10). Algunas propiedades cataliticas inusuales de esta ligasa se informaron
anteriormente, tales como el sellado de brechas de simple hebra en el ADN bicatenario, el sellado de mellas
adyacentes a sitios abasicos en el ADN de doble hebra (ADNdh), la promociéon de la formacién de bucles
intramoleculares con ADN parcialmente de doble hebra y la union de hebras de ADN que contienen extensiones de
rama 3' (11-13). Los investigadores también observaron la ligazén independiente de la plantilla mediada por la ligasa
T4, tal como el sellado de mellas mal apareadas en el ADNdh (14) o incluso la ligazéon de ADN de simple hebra
(ADNsh), aunque con una eficiencia muy baja (15). Estos resultados sugieren que el apareamiento perfecto de
bases complementarias en la uniéon de ligazon o adyacente a esta, no es criticamente necesario para algunas
actividades no convencionales de la ligasa de ADN T4. Las ligasas de ARN T4 1y 2 son los productos de los genes
63 y 24, respectivamente, del fago T4. Ambos requieren un extremo 5'PO4 y 3'OH adyacente para una ligazon
exitosa con la hidrdlisis concurrente de ATP a AMP y PPi. Los sustratos para la ligasa de ARN T4 1 incluyen ARN y
ADN de simple hebra, mientras que la ligasa de ARN T4 2 sella preferentemente las mellas en el ARNdh en lugar de
ligar los extremos del ARNsh (16,17).

Aqui, demostramos un evento de uniéon de extremos no convencional mediado por la ligasa de ADN T4 que
llamamos ligazén de rama 3' (3'BL). Este método puede unir fragmentos de ADN o ADN/ARN en las mellas, brechas
de simple hebra o extremos recesivos 3' para formar una estructura de rama. Este informe incluye un estudio
exhaustivo de una amplia variedad de cofactores y activadores de la ligazén y la optimizacion de las condiciones de
la ligazdn para este tipo de ligazén nueva. Con nuestro protocolo 3'BL, no se requirié apareamiento de bases, y la
ligazén puede completarse en un 70-90 % en la mayoria de los casos, incluso para una brecha de 1 nt. Una
aplicacion de este método es la unién de adaptadores a ADN o ARN durante la preparacion de la biblioteca NGS.
Varias estructuras gendmicas, que anteriormente se consideraba que no se podian ligar, ahora pueden usarse como
sustratos para 3'BL, lo que resulta en una alta tasa de conversion de ADN de entrada en moléculas ligadas al
adaptador, mientras se evitan las quimeras. Demostramos que 3'BL puede acoplarse con la tagmentacion de
transposones para aumentar el rendimiento de la biblioteca. La estrategia de tagmentacion direccional que
proponemos producira, tedéricamente, plantillas, el 100 % de las cuales puede utilizarse para la secuenciacion.
Nuestro estudio demostro el valor de esta nueva técnica para la preparacion de bibliotecas NGS y el potencial para
avanzar en muchas otras aplicaciones moleculares.

5.2 Resultados: Ligazon de rama 3', un nuevo método para ligar extremos de ADN

Convencionalmente, la ligazén de ADN implica la union de los extremos de ADN 5'PO4 y 3'OH de fragmentos de
extremos cohesivos o romos. La ligazén de extremos cohesivos es generalmente mas rapida y menos dependiente
de la concentracion de enzimas en comparacion con la unién de extremos romos. Ambos procesos pueden
catalizarse por la ligasa de ADN del bacteriéfago T4, que usa ATP como cofactor productor de energia y requiere
Mg2+ (8). También se informé que la ligasa de ADN T4 liga oligos de simple hebra especificos o degenerados a
sustratos parcialmente de simple hebra a través de la hibridacion (18,19). Aqui, demostramos una ligazéon mediada

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2947437T3

por la ligasa de ADN T4 no convencional que no requiere apareamiento de bases complementarias y puede ligar un
donante de ADN de extremo romo al extremo 3'OH de un aceptor de ADN bicatenario en hebras empotradas 3,
brechas o mellas (Figura 26a). Por lo tanto, usamos el término ligazéon de rama 3' (3'BL) para describir estas
ligazones. EI ADN donante sintético que usamos contenia un extremo bicatenario romo en 5' y un extremo de
ADNsh en 3'. Los sustratos aceptores contenian una de las siguientes estructuras: una mella desfosforilada, una
brecha de 1 u 8 nucleétidos (nt) o un extremo empotrado 3' de 36 nt (Tabla complementaria 1). La ligasa T4 ayuda a
unir el 5'PO4de la hebra donadora al unico 3'OH que se puede ligar de la hebra aceptora para formar un producto de
ligazén en forma de rama.

Para optimizar la eficiencia de la ligazon, probamos exhaustivamente una serie de factores que afectan la eficiencia
general de la ligazdn, que incluyen la relacion adaptador:sustrato de ADN, la cantidad de ligasa T4, la concentracion
final de ATP, la concentracion de Mg2+, el pH, el tiempo de incubacion y diferentes aditivos, tales como el
polietilenglicol-8000 (PEG-8000) y la proteina de unidon a simple hebra (SSB). La adicion de PEG-8000 hasta una
concentracion final del 10 % aumenté sustancialmente la eficiencia de la ligazéon desde menos del 10 % hasta mas
del 80 % (Figuras 26 y 27). Una amplia gama de concentraciones de ATP (desde 1BIM a 1 mM) y concentraciones
de Mg2+ (3 mM a 10 mM) fueron compatibles con la 3'BL. La cantidad de ligasa necesaria para la 3'BL fue
comparable a la de la ligazén de extremos romos. En nuestras condiciones optimizadas, usamos relaciones molares
de ADN donante:sustrato de 30 a 100, y realizamos las reacciones a 37 °C durante una hora a pH 7,8 con ATP 1
mM, MgCI2 10 mM y PEG-8000 al 10 %. La ligazén de los mismos donantes a sustratos de extremos romos y las
reacciones sin ligasa se usaron como controles positivo y negativo, respectivamente.

El donante de ligazén (Ad-G) es de doble hebra en un extremo (fosforilado en 5' y protegido con didesoxi en 3') y de
simple hebra (protegido con didesoxi en 3') en el otro extremo (Figura 26). Los sustratos de ligazén estan
compuestos por la misma hebra inferior (ON1) con diferentes hebras superiores para componer estructuras de
mellas, brechas y salientes. Para cuantificar los rendimientos de los productos de la ligazén, los productos de
reaccion se separaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 6 % (Figura 26b). La eficiencia de la ligazon
se calculé como la relacion entre la intensidad del producto y el sustrato mediante el uso de ImagedJ (Figura 26b-c).
La ligazon recesiva 3' (carril 11 en la Figura 26b) parecié completarse en aproximadamente un 90 %, lo que es
incluso mas alto que el control de ligazén de extremos romos (carril 14, 72,74 %) y sugiere una eficiencia de ligazon
notablemente alta con extremos recesivos 3' de ADN. Los sustratos con brecha de 1 u 8 nt (carriles 5 y 8) mostraron
una buena eficiencia de ligazén de aproximadamente el 45 %. La eficiencia de la ligazén de mellas (carril 2) fue la
mas baja con aproximadamente un 13 %. Sin embargo, este rendimiento de ligazén mejord cuando la reaccion de
ligazén de mellas se incubd durante mas tiempo, lo que sugiere una cinética mas lenta para la reaccién de ligazén
de mellas.

También extendimos nuestro estudio a diferentes secuencias de adaptadores y sustratos (Figura 27). Los extremos
5'PO4 de tres adaptadores diferentes (Ad-T, Ad-A o Ad-GA en la Tabla complementaria 1) contenian unasola T o A
o el dinucleétido GA en la union de ligazén antes de una secuencia CTGCTGA consenso. Estos extremos 5'PO4 se
ligaron individualmente a los extremos 3'OH de las plantillas aceptoras con una T en la unién de ligazén. En general,
se observo una alta eficiencia de ligazon (70-90 %) en la mayoria de los casos excepto para ligazones de mellas o
3'BL con el uso de Ad-GA (Figura 27f), lo que indica cierta preferencia de nucleétidos de ligasa de ADN T4 en las
uniones de ligazén. Independientemente de las secuencias del adaptador y del sustrato, las ligazones del extremo
recesivo 3' o de las brechas siempre mostraron mejores eficiencias (60-90 %), mientras que la ligazén de mellas fue
bastante ineficiente, en una incubacién de una hora. Presumimos que estas discrepancias en la eficiencia de la
ligazén se deben a la flexion del ADN donde comienza la mella/la brecha/el saliente y expone el grupo 3'OH para la
ligazén. Probablemente la region de ADNsh mas larga haga que los extremos 3' sean mas accesibles en la ligazén y
resulte en una eficiencia de ligazén mas alta. También probamos si podria ocurrir un evento de unién de extremos
similar, como la ligazén de rama 5'. Por el contrario de 3'BL, no se observo ligazon evidente de un adaptador de
extremo romo al extremo 5'PO4 en la brecha o el extremo recesivo 5'. Este resultado sugiere un mayor impedimento
estérico de la ligasa de ADN T4 en los extremos 5' del donante en comparacion con los extremos 3'.

5.3 Ligazon de rama 3' para ligar ADN a ARN

Investigamos adicionalmente la 3'BL en hibridos de ADN/ARN (ON-21/ON-23 en la Tabla 3) que forman un saliente
5'de ADN y uno de ARN (Figura 28a). La ligazdn en hibridos de ADN/ADN sirvié como control positivo, mientras que
los controles negativos de ligazon incluyeron hibridos de ADN/ARN, ADNsh u oligos de ARNsh incubados
individualmente o con adaptadores (carriles 3, 4 y 5 en la Figura 28c y). Curiosamente, cuando los hibridos de
ADN/ARN se incubaron con un donante de ADNdh de extremo romo, observamos un cambio de tamafio del oligo de
ARN desde los 29 nt originales a 49 nt tras la ligazén. Sin embargo, el sustrato de ADN permanecié sin cambios
(carriles 1 y 2 en la Figura 28c). Este resultado sugiere que el donante de ADNdh de extremo romo se ligé al
extremo 3' del ARN en el extremo recesivo 3' del ADN pero no al extremo 3' del ADN en los extremos recesivos 3'
del ARN. Como control positivo, los hibridos de ADN/ADN con extremos recesivos 3' en cada lado mostraron
cambios de banda a especies mas grandes en ambas hebras con una eficiencia de casi el 100 %. Para confirmar
que se necesitaba la estructura recesiva 3' para 3'BL, realizamos la misma reaccion de ligazéon mientras se
reemplazaba el oligo de ADN original (ON-21) con otra plantilla de ADN largo (ON-23) que no es complementaria al
ARN ON-22 (Figura 28b). Como era de esperar, no se observo ligazén con el uso de la plantilla de ADN ON-23
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(carril 10-13 en la Figura 28c). Nuestro hallazgo indica que la ligasa de ADN T4 puede promover la 3'BL en hibridos
de ADN/ARN y que esta actividad tiene determinadas preferencias de sustrato estéricas que pueden verse
afectadas por las diferencias en las afinidades de union del sustrato y la ligasa de ADN T4.

Un estudio anterior informé que para sellar mellas en hibridos de ADN/ARN, la ligasa de ADN T4 y la ligasa de ARN
T4 2, pero no la ligasa de ARN T4 1, pueden unir efectivamente un extremo de ADN 5'PO4 a un extremo 3'OH de
ADN o ARN yuxtapuesto cuando la hebra complementaria es ARN pero no ADN (17). Por lo tanto, realizamos la
misma prueba de ligazon mediante el uso de las ligasas de ARN T4 1y 2 en DMSO al 20 % (Figura 28d) o en PEG
al 10 %. En ambas pruebas, la ligasa de ARN T4 1 y la ligasa de ARN T4 2 ligaron levemente los adaptadores de
extremo romo al extremo 3' del ARN en un hibrido ADN/ARN. En particular, en los controles solo de ARN, la ligasa
de ARN T4 2 podia unir a un adaptador de ADNdh de extremo romo a ARNsh. En conclusion, la ligasa de ADN T4,
pero no la ligasa de ARN T4, es competente para ligar eficientemente el ADNdh de extremo romo al extremo 3' del
ARN a través de 3'BL.

5.4 Construccion de bibliotecas de tagmentacion direccional

Debido a que 3'BL es util para ligar adaptadores a varias estructuras genémicas con alta eficiencia, exploramos su
aplicacion en los flujos de trabajo NGS. La construccién de bibliotecas basadas en transposones es rapida y
consume menos ADN de entrada en comparacion con la preparacion de bibliotecas NGS convencionales. Sin
embargo, al usar sistemas comerciales de preparacion de bibliotecas basados en transposones, solo la mitad de las
moléculas etiquetadas estan flanqueadas por dos secuencias adaptadoras diferentes (Figura 29a), y el ADN
etiquetado esta flanqueado por regiones autocomplementarias que podrian formar estructuras de horquilla estables
y comprometer la calidad de la secuenciacion (20). Ademas, la incorporacion de secuencias adaptadoras mediada
por PCR no se ha adaptado para la secuenciacion con bisulfito del genoma completo o la construccion de bibliotecas
NGS sin PCR.

Para superar estas limitaciones, desarrollamos un nuevo protocolo para la construccién de bibliotecas NGS basadas
en transposones mediante la incorporacion de 3'BL. Los transposones Tn5 y MuA funcionan a través de un
mecanismo de "cortar y pegar"”, en el que una secuencia adaptadora de transposon se une al extremo 5' del ADN
diana para crear una brecha de 9 pb o 5 pb, respectivamente, en el extremo 3' del ADN gendmico (Figura 29a).
Subsecuentemente, puede usarse 3'BL para aiadir otra secuencia adaptadora al extremo 3' del ADN gendémico en la
brecha para completar la ligazén direccional del adaptador (Figura 29c). Usamos transposones Tn5 en este
manuscrito para comparar la eficiencia del enfoque de tagmentacion simple + 3'BL (Figura 29¢) con la de un enfoque
de tagmentacion doble, que usa los dos adaptadores TnA y TnB basados en Tn5 diferentes (Figura 29a), y a la de
otra estrategia de tagmentacion simple direccional que usa adaptadores Y que contienen dos secuencias
adaptadoras diferentes (Figura 29b). EI ADN gendmico humano se incub6é con cantidades equimolares de complejos
de transposomas TnA y TnB, con el complejo de transposoma TnA solo o con el complejo de transposoma TnY
(TnA/B).

El producto de la fragmentacion solo del transposoma ThA se usé ademas como una plantilla para la 3'BL con el
adaptador de extremo romo AdB, que comparte una secuencia adaptadora comun con TnB. La amplificacién por
PCR se realizé6 mediante el uso de dos cebadores, Pr-A y Pr-B, disefiados para reconocer los adaptadores TnA y
AdB/TnB, respectivamente. Los datos de cuantificacion sugirieron que TnA&AdB tenian la eficiencia mas alta en
comparacion con TnA&TnB y TnY (TnA/B) (Figura 29d). No se observé una amplificacion significativa cuando solo
se uso un cebador especifico para el adaptador TnA (Figura 29d). Como se esperaba debido a la supresion de la
PCR, el enfoque TnA-3'BL, el enfoque de tagmentacion doble y el enfoque TnY mostraron una eficiencia de PCR
significativamente mas alta que la reaccion de tagmentacion con solo el complejo de transposoma TnA o TnB solos
(Figura 29d).

También secuenciamos estas bibliotecas mediante el uso de BGISEQ-500 y comparamos el sesgo posicional de
base entre el extremo interferido por el transposoén, el extremo 3'BL y el extremo de ligazén TA regular (Figura 30).
Es evidente que el sesgo posicional en el extremo 3'BL es menor que en el extremo Tn5 (Figura 30a-b), lo que
ocurre porque el extremo 3'BL esta influenciado tanto por la interrupcion del transposén como por la 3'BL. Debido a
que solo los primeros 6 nt (posicion 1-6) del extremo 3'BL mostraron un sesgo de base y el sesgo fue similar, pero
no exactamente igual, al de su extremo Tn5 hibridado (posicién 30-35, después del saliente de 9-nt), concluimos que
el sesgo posicional que observamos en el extremo 3'BL es causado principalmente por el transposén Tn5. Por lo
tanto, 3'BL causa un sesgo minimo y es similar a la ligazén TA regular (Figura 30c).

5.5 Discusion

Una propiedad importante de la ligasa de ADN T4 es su union eficiente de ADNdh de extremos romos (21,22), que
no se ha observado con otras ligasas de ADN. También se informd que esta ligasa media en algunos eventos
cataliticos inusuales, tales como la ligazén de brechas de simple hebra o bases no coincidentes en el ADN
bicatenario (11,12), la formacion de una molécula de tallo y bucle a partir de ADN parcialmente de doble hebra (13),
o la ligazon ineficiente de ADNsh de manera independiente de la plantilla (20).
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Aqui, demostramos que la ligasa de ADN T4 catalizé la unién de ADNdh de extremo romo al extremo 3'OH del
ADNdh con una mella y la uniéon de ADN bicatenario parcialmente de simple hebra con una brecha o saliente 5'. Por
el contrario, no se observé ligazén al extremo 5'PO4 en los extremos 5' empotrados o en las brechas, lo que indica
que después de unirse al extremo 5'PO4 del adaptador de ADNdh, la ligasa de ADN T4 puede acceder al extremo 3'
empotrado cuando el ADN se flexiona. Con nuestro método 3'BL, no se requirié apareamiento de bases, e incluso
para una brecha de 1 nt, se logréo completar mas del 70 % con condiciones optimizadas. Sin embargo, se observaron
diferentes eficiencias de ligazén para ligar T, A o GA 5" a T 3' (Figura 2), lo que indica cierta preferencia de
secuencia en la union de la ligazon. A pesar del sesgo de ligazon reconocido (23), la ligasa de ADN T4 se usa
comunmente en la etapa de adicidon del adaptador durante la preparacion de la biblioteca NGS. Con su capacidad
para realizar 3'BL, la ligasa T4 puede ligar adaptadores a varias estructuras gendémicas que anteriormente se
consideraba que no se podian ligar, lo que resulta una mayor tasa de uso de la plantilla. 3'BL también se puede
acoplar con la tagmentacién de transposones. En la estrategia tradicional de doble transposén solo el 50 % de las
moléculas tagmentadas son susceptibles para la siguiente etapa de amplificacion. Sin embargo, cuando la
tagmentacion de ADN se realiza mediante el uso de un transposén con 3'BL subsecuente, puede adquirirse un
aumento del rendimiento de moléculas con diferentes adaptadores en cada extremo del inserto (Figura 4). Ademas,
los productos 3'BL tagmentados pueden cargarse directamente en la celda de flujo de lllumina como bibliotecas
WGS sin PCR, lo que era dificil de lograr mediante el uso de la estrategia de doble transposoén.

Se han propuesto otros protocolos de transposones direccionales mediante el uso de un transposén Y compuesto
por dos secuencias adaptadoras diferentes o mediante el reemplazo de la hebra no enlazada de un solo transposon
con un segundo oligo adaptador seguido de relleno de brechas y ligazon (24). Sin embargo, estos enfoques
conservan las secuencias adaptadoras invertidas y no pueden insertar cddigos de barras de muestra adyacentes al
ADN gendémico como lo hace el protocolo de 3'BL tagmentado. En base a los datos de NGS, los extremos
genomicos ligados por 3'BL también demostraron menos posiciones con sesgo de composicion de base posicional, y
el primer sesgo de 6 nt fue leve y causado principalmente por la interrupcion del transposon, lo que sugiere que 3'BL
tiene un sesgo posicional minimo. Mediante el uso de este nuevo método de construccién de bibliotecas, Wang y
otros, lograron exitosamente, una asignacién de variantes completa y altamente precisa en WGS y una
determinacion de haplotipos casi perfecta de las variantes en contigos largos con tamafio N50 de hasta 23,4 Mb
para la lectura de fragmentos largos (BioRxiv, https://doi.org/10.1101/324392).

En este estudio, también investigamos 3'BL mediante el uso de plantillas de un ADN/ARN bicatenario quimérico que
forma un saliente 5' de ADN y un saliente 5' de ARN (Figura 3). Inesperadamente, el ADNdh de extremos romos se
ligd eficientemente a los extremos 3' del ARN, pero no al ADN, lo que sugiere que la ligasa T4 tiene preferencia por
la formacion de complejos ternarios. La eficiencia de ligazén se redujo en gran medida si se usaba ligasa de ARN T4
| o Il para unir los extremos. Otra aplicacion preliminar, pero importante, de 3'BL con la ligasa de ADN T4 es el
enriquecimiento de ARNm o la construccion de bibliotecas de ARN dirigidas, especialmente para miARN, los
pequefios ARN reguladores cuya expresion descontrolada conduce a una serie de enfermedades (25,26). Por tanto,
nuestra técnica 3'BL puede aplicarse facilmente a la deteccion de cancer y enfermedad de Alzheimer mediante el
uso de miARN. La hibridacion con sondas de ADN dirigidas a la cola de poli(A) o secuencias especificas de miARN
puede usarse para crear hibridos de ADN-ARN con un saliente 5' de ADN, seguido de la ligazén a secuencias
adaptadoras con codigos de barras de muestra y/o UID a través de 3'BL. Estas secuencias comunes luego pueden
someterse a transcripcion inversa para producir el ADNc de las secuencias de ARN diana. En comparacion con las
tecnologias actuales de captura de miARN, el uso de 3'BL mediado por la ligasa de ADN T4 podria proporcionar
posiblemente varias ventajas para la construccion de bibliotecas de ARN NGS. En primer lugar, la hibridacion con
una hebra de ADN evitaria la formacién de estructuras secundarias por parte de la hebra de ARN vy, por lo tanto,
mitigaria el sesgo introducido por otros protocolos. En segundo lugar, la ligasa de ADN T4 permite la adicion de
adaptadores con alta eficiencia a través de 3'BL, lo que evita las interacciones intramoleculares de ARN que pueden
promover las ligasas de ARN. En tercer lugar, los dimeros de adaptadores pueden eliminarse de manera efectiva, lo
que posiblemente haga innecesaria la purificacion inconveniente en gel. Este nuevo método podria conducir a
mejores perfiles de expresion de microARN no sesgados, con flujos de trabajo simples y escalables y, por tanto, los
estudios de investigacion a gran escala serian mas asequibles.

Los hallazgos de este estudio se suman a la creciente comprensiéon de las actividades de la ligasa de ADN T4.
Prevemos que la ligazdn de rama 3' se convierta en una herramienta general en biologia molecular que impulsara el
desarrollo de nuevos métodos de ingenieria de ADN mas alla de las aplicaciones NGS descritas.

5.6 Materiales y métodos
Ligazén de rama 3' para ADN bicatenario

Los sustratos para 3'BL estaban compuestos por 2 pmol de ON1 u ON9 mezclados con 4 pmol cada uno de uno o
dos oligos adicionales en tampodn Tris-EDTA (TE) de pH 8 (Life Technologies) de la siguiente manera: sustrato 1y 5
(mella), ON-1/2/3 y ON-9/10/11; sustrato 2 y 6 (brecha de 1 nt), ON1/2/4 y ON9/10/12; sustrato 3 (brecha de 8 nt),
ON1/4/5; sustrato 4 y 9 (saliente 5'), ON1/2 y ON9/10; sustrato 7 (brecha de 2 nt), ON9/10/13; sustrato 8 (brecha de
3 nt), ON9/10/14; control de extremo romo, ON1 y ONG6 (Figura 26, Tabla complementaria 1). La plantilla se ligd a
180 pmol de adaptador (Ad-G: ON7/8, Ad-T: ON15/16, Ad-A: ON17/8 o Ad-GA: ON19/20) mediante el uso de 2400
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unidades de ligasa T4 (Enzymatics Inc.) en tampdn 3'BL [0,05 mg/ml de BSA (New England Biolabs), Tris-Cl 50 mM
pH 7,8 (Amresco), MgCI2 10 mM (EMD Millipore), DTT 0,5 mM (VWR Scientific), PEG-8000 al 10 % (Sigma Aldrich)
y ATP 1 mM (Sigma Aldrich)]. Las pruebas de optimizacion se realizaron mediante la alteracion de la concentracion
de ATP desde 1 uM a 1 mM, la concentracion de Mg2+ desde 3 a 10 mM, el valor de pH desde 3 a 9, la temperatura
desde 12 a 42 °C y el ajuste de aditivos tales como PEG-8000 desde 2,5 % a 10 % y SSB desde 2,5 a 20 ng/ul. La
mezcla de ligazdén se preparo en hielo y se incub6 a 37 °C durante 1 a 12 horas antes de la inactivacion por calor a
65 °C durante 15 min. Las muestras se purificaron mediante el uso de perlas Axygen (Corning) y se eluyeron en 40
pl de tampén TE. Todas las reacciones de ligazén se procesaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes o en
TBE al 6 % (Life Technologies) y se visualizaron en un Alpha Imager (Alpha Innotech). Se cargd un control de
entrada en una cantidad igual o la mitad de la cantidad de plantilla usada para la ligazén. Se estimé una tasa de
eficiencia de ligazon al dividir la intensidad de los productos ligados por la intensidad total de los productos ligados y
no ligados, mediante el uso del software ImageJ (NIH).

Ligazon de rama 3' para el hibrido de ADN/ARN

Los sustratos para 3'BL estaban compuestos por 10 pmol de oligo de ARN ON-21 mezclado con 2 pmol de oligo de
ADN ON-21 u ON-23. Para la 3'BL mediada por la ligasa de ADN T4, el sustrato se incub6 con Ad-T (ON15/16) en
tampon 3'BL como se describe anteriormente y se incubd a 37 °C durante 1 hora. Se realizé la 3'BL mediante el uso
de la ligasa de ARN T4 1 o0 2 en tampon de ligasa de ARN 1X (NEB) con DMSO al 20 % o PEG al 25 %. Todos los
productos de ligazén se ensayaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 6 %.

Construccion de la biblioteca de tagmentacion direccional

Los oligonucledtidos de transposones usados en este experimento se sintetizaron por Sangon Biotech. Para los 2
experimentos de transposones que usan TnA/TnB, los oligos para TnA (ON24), TnB (ON25) y MErev (ON26) se
hibridaron en una relacion de 1:1:2. Para el experimento de un solo transposén con TnA, ON24 y ON26 se
hibridaron en una relacion de 1:1. Para el experimento del transposon Y (TnA&TNB), ON24 y ON27 se hibridaron en
una relacion de 1:1.

El ensamblaje del transposon se realizé mediante la mezcla de 100 pmol de adaptadores hibridados previamente, 7
ul de transposasa Tn5 y suficiente glicerol para obtener un total de 20 ul de reaccién, que se incubd a 30 °C durante
1 hora. La tagmentaciéon del ADN gendmico (Coriell 12878) se realizd en reacciones de 20 ul que contenian 100 ng
de ADNg, tampén TAG (casero) y 1 ul del transposén ensamblado. La reaccion se incubd a 55 °C durante 10 min;
luego se afiadieron 40 pl de clorhidrato de guanidina 6 M (Sigma) para retirar el complejo de transposén del ADN
tagmentado y el ADN se purificé mediante el uso de perlas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter). La ligazén de
la brecha de AdB (ON28 y ON29) al ADN tagmentado se realizd6 a 25 °C durante 1 hora en reacciones que
contenian 100 pmol del adaptador, 600 U de ligasa de ADN T4 (Enzymatics Inc.) y tampoén 3'BL. Las reacciones se
purificaron mediante el uso de perlas AM Pure XP. La amplificacién por PCR del ADN tagmentado y con brechas
ligadas se realizé en reacciones de 50 ul que contenian 2 pl del ADN tagmentado o con brechas ligadas, tampén
TAB, 1 pl de enzima de amplificacion TruePrep (Vazyme), dNTP 200 mM (Enzymatics Inc.) y 400 mM de cada uno
de los cebadores Pr-A y Pr-B. Las reacciones tagmentadas se incubaron de la siguiente manera: 72 °C durante 3
minutos; 98 °C durante 30 seg; 8 ciclos de 98 °C durante 10 seg, 58 °C durante 30 seg y 72 °C durante 2 min; y 72
°C para una extension de 10 minutos. Las reacciones de ligazon de brechas se procesaron mediante el uso del
mismo programa sin la extension inicial de 3 min a 72 °C. Las reacciones de PCR que usaban prA (ON30) o tanto
prA como prB (ON31) se purificaron mediante el uso de perlas AM Pure XP. Los productos purificados se
cuantificaron mediante el uso del kit de ADN de alta sensibilidad Qubit (Invitrogen).
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Tabla 1B

10X Genomics'

Haplotipado con perlas de lllumina?

| BGISEQ500 STD?

I_|_|

l_|_|

l_|_|

i i

| 128 | 99 | 132

| 1,25 | 3 | 1,000

| 85,7 | | N/A

| 33X | 19X | 43X

\ 6.0 % | 21,0 % | 3,7 %

| PE150 | PE76 | PE100

. 1538345 | 147,456 | N/A

| 8,32 | ~100 | N/A

| 49,8 | 5 | N/A

| 0,952 | 0,997 | 0,998

| 0,996 | 0,952 | 0,998

| 0,639 | 0,932 | 0,960

| 0,864 | 0,832 | 0,972

| 0,994 | | 0,999

| 0,997 | | 0,997

| 0,916 | | 0,991

| 0,871 | | 0,962

\ 99,9 % | 98,0 % | N/A

| 12,8 | 1,14 | N/A

| 0,00273 | 0,0013 | N/A

| 0,00572 | 0,000085 | N/A

| N/A | N/A | N/A

| N/A | N/A | N/A

| N/A | N/A | N/A

| N/A | N/A | N/A
Tabla 2. Estadisticas de andamiaje

| SLFR-1  |StLFR4  HiC' HiC?

Pares de lectura (M) 60 134 734 734

Longitud total del andamio (Gb) 2,84 2,72 2,92 2,92

' Andamio N50 (Mb) 44,7 42,8 68,3 160,02

% bases alineadas 9861%  9856%  9822%  |94,52%

'Recuento de andamios 597 699 1,411 1,555

Céntigos en andamios 1,411 1,586 13,006 18,903

'Puntos de ruptura 31,386 (30,501 (35132 |33,079

'Reubicaciones 296 327 430 136

(continuacion)
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Translocaciones 179 189 406 96
Inversiones 624 656 898 408

"Los pares de lectura HiC de células madre embrionarias humanas (hESC) (30) se descargaron
y usaron para el andamiaje de las lecturas SMRT mediante el uso de SALSA (28) y el mismo
proceso que se uso para las bibliotecas stLFR.
2Los resultados informados por Ghurye y otros, (28) mediante el uso de los mismos pares de
lectura HiC para el andamiaje de las lecturas SMRT mediante el uso de SALSA.

Tabla 3

stLFR- stLFR- stLFR- |stLFR- |BGISEQ-

1 2 3 4 500 STD
Bases totales | 336 230 100 660 200 100 117 126 132
secuenciadas (Gb)
Asignaciones de PF 10,579 10,498 14,602 |11,068 /11,012 15,022 |8,422 22,404 |5,438
Asignaciones de FN 13,023 15,106 40,088 (11,218 18,511 146,182 | 14,205 27,792 |7,816
Asignaciones de FP 4,491 |5,443 |9,503 (4,606 |6,326 11,326 4,775 (8,564 |[3,111
filtradas
Asignaciones de FN 16,988 19,014 /49,330 15,302 |22,152 49,443 (17,436 (34,482 8,984
filtradas
Cambio en las |-6,088 |-5,055 [-5,099 |-6,462 |-4,686 -3,696 (-3,647 |- 13|-2,327
asignaciones de FP 840
Cambio en las |3,965 3,908 (9,242 (4,084 3,641 3,261 (3,231 6,690 |1,168

asignaciones de FN

Asignaciones de FP (2,825 3,777 |7,837 |2,940 |4,660 9,660 3,109 |6,898 |3,111
finales con FP
compartidos eliminados

Tabla 4

stLFR-1 stLFR-2 stLFR-3 [stLFR-4
Bases totales secuenciadas | 336 230 100 660 200 100 117 126
(Gb)
% de SNP heterocigéticos (99,9 % (99,9% (99,7% (99,9% (99.9% (99,6% [99,1% |99,0%
identificados
% de indel heterocigéticos (96,8 % (96,6 % [94,9% (97,1% (96,2% |94,1% [93,9% |90,9%
identificados
Tamaro de contigo N50 (Mb) 23,4 19,7 13 10,5 7,3 4.1 1,2 2,1
Tasa de error de cambio 0,00939 0,00938 0,00988 [0,00943 |0,00935 0,01002 0,01171 |0,01212
corto
Tasa de error de cambio 0,00332 0,00337 0,00340 (0,00313 |0,00337 /0,00321 0,00390 |0,00426
largo
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BeadCommon |SEQ. ID

T NO:14
BeadCommon |SEQ. ID
B NO:15
Puente SEQ. ID
NO:16
Para BGISEQ-
500
Transpos6n1T |SEQ. ID
NO:17
Transposon2T |SEQ. ID
NO:18
Transpos6nB |SEQ. ID
NO:19
PCR1 SEQ. ID
NO:20
PCR2 SEQ. ID
NO:21

Cebadores de secuenciacion

Cebador de secuenciacion
BGI

Cebador de secuenciacion

ES2947437T3

Tabla 6
/52-Bio/AAAAAAAAAATGTGAGCCAAGGAGTTG

CCAGAGCAACTCCTTGGCTCACA

GCACUGACGACAUGAUCACCAAGGAUCGCCAUAGUCCAUGCUA

/5Fos/CGATCCTTGGTGATCATGTCGTCAGTGCTTGTCTTCCTAAGATGTGTATA
AGAGACAG

GCCTCCCTCGCGCCATCAGAGATGTGTATAAGAGACAG
/5Fos/CTGUCTCUTATACACAUCT

TGTGAGCCAAGGAGTTG

GCCTCCCTCGCGCCATCAG

R1|SEQ. ID | GCCTCCCTCGCGCCATCAGAGATGTGTATAAGAGACAG
NO:22
con |SEQ. ID | CGAGAACGTCTTGTGAGCCAAGGAGTTGCTCTGG

codigo de barras de stLFR BGI NO:23

Cebador de secuenciacion R2 |SEQ. ID [CGTCAGTGCTTGTCTTCCTAAGATGTGTATAAGAGACAG
BGI NO:24
Cebador 1 MDA BGI SEQ. ID [ TGATCACCAAGGATCGCCATAGTCCATGCTA
NO:25
Cebador 2 MDA BGI SEQ. ID [CTGTCTCTTATACACATCTTAGGAAGACAAGCACTGACGA
NO:26
Para ligazén de rama 3'
Adaptador de ligazén de rama 3' F SEQ. ID | /5Fos/CTGATGGCGCGAGGGAGGC
NO:27
Adaptador de ligazén de rama 3'R SEQ. ID | TCGCGCCATCA/3'dd/G
NO:28

Cebador de secuenciacion

Brecha del cebador de secuenciacion |SEQ. ID | CAACTCCTTGGCTCACACGGAGGGAGCGCGGTAGTC

R1

NO:29
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Tabla 7: Eficiencia de ligazén

Sustrato

Eficiencia de ligazon

brecha de 2 nt | brecha de 3 nt

brecha de 1 nt

saliente

Mella

Adaptador

83,9 %
83,9 %
59,2 %

88,9 %
68,3 %
56,4 %

89,6 %
77,5 %
80,5 %

79,5 %
88,6 %)

15,2 %
12,0 %
7,7 %

Ad-T

Ad-A

58,9 %

Ad-GA

10
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Tipo de |Tipo de Sustrato

sustrato

Mella

brecha de
1 nt

brecha de
2 nt

brecha de
3nt

extremo
recesivo
3!

donante

Ad-T

Ad-A

Ad-GA

Ad-T

Ad-A

Ad-GA

Ad-T

Ad-A

Ad-GA

Ad-T

Ad-A

Ad-GA

Ad-T

Ad-A

Ad-GA

Tamano
(nt)
124
124
124
123

123

123
122

122

122
121

121

121

108

108

108

ES2947437T3

Intensidad
(pixel)
11801,78
13130,49
12810,37
2561,08
2058,55
1709,67
1164,89
3882,74
6573,57
2344,08

1974,72

8896,47

1934,79

1070,23

5675,05

Tabla 8

Intensidad

normalizada

(pixel/nt)

95,18
105,89
103,31
20,82
16,74
13,90
9,55
31,83
53,88
19,37

16,32

73,52

17,91

9,91

52,55

41

Producto de ligazon

Tamano
(nt)
156
182
184
155
181
183
154
180
182
153

179

181

140

166

168

Intensidad

(pixel)

1744,01
1091,70
603,87
23719,00
7034,96
8340,98
6909,36

7688,03

8495,74
11764,83

9738,98

10145,81

8791,10

7834,38

7206,26

Intensidad
normalizada
(pixel/nt)

11,18
6,00
3,28
153,03
38,87
45,58
44,87

42,71

46,68
76,89

54,41

56,05

62,79

47,20

42,89

Eficiencia
de
ligazon

10,51 %
5,36 %

3,08 %

88,02 %
69,90 %
76,63 %
82,45 %
57,30 %
46,42 %
79,88 %

76,93 %

43,26 %

77,80 %

82,65 %

44,94 %
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REIVINDICACIONES

Un método para preparar una biblioteca de secuenciaciéon para secuenciar un acido nucleico diana sin el uso
de nanogotas que comprende:

(a) transponer una secuencia de insercién en los primeros fragmentos del acido nucleico diana, en donde la
secuencia de insercion comprende una secuencia de hibridacion, y en donde la transposiciéon produce mellas
en los primeros fragmentos e hidroxilo 3' en dichas mellas;

(b) combinar en una sola mezcla (i) los primeros fragmentos del acido nucleico diana de (a), (ii) un
oligonucledtido férula, y (iii) una poblacién de perlas, en donde cada perla comprende oligonucleétidos de
captura inmovilizados sobre ella, dichos oligonucleétidos de captura comprenden

1) una secuencia que contiene un cédigo de barras, en donde los oligonucleétidos inmovilizados en la
misma perla individual comprenden la misma secuencia que contiene un codigo de barras y la mayoria de
las perlas tienen diferentes secuencias que contienen un codigo de barras,

2) una secuencia complementaria comun a al menos una porcion del oligonucleétido férula, donde una
segunda porcion del oligonucleétido férula es complementaria a al menos una porcion de la secuencia de
hibridacion;

3) un primer sitio de hibridacion del cebador de PCR;

(c) ligar oligonucleétidos de captura de perlas individuales a secuencias de hibridacion insertadas de los
primeros fragmentos individuales para producir productos ligados;

(d) combinar un adaptador de ligazén de rama 3' (3'BL) con los productos ligados de la etapa (c), en donde el
adaptador 3'BL comprende un primer oligonucleétido y un segundo oligonucledtido, hibridados para formar un
extremo bicatenario romo y un extremo de ADN de simple hebra, en donde el primer oligonucledtido
comprende un fosfato 5' en el extremo bicatenario romo;

ligar el primer oligonucledtido a los primeros fragmentos en las mellas de los primeros fragmentos, en donde
la ligazén es una ligazén de rama 3' que une covalentemente el fosfato 5' del primer oligonucleétido al
hidroxilo 3' en las mellas de los primeros fragmentos,

y en donde el primer oligonucledtido comprende un segundo sitio de hibridacién del cebador de PCR.

El método de la reivindicacion 1, en donde el primer sitio de hibridacion del cebador de PCR y el segundo sitio
de hibridacion del cebador de PCR tienen secuencias diferentes.

El método de las reivindicaciones 1 o 2, en donde el primer oligonucledtido adaptador comprende una
secuencia de cédigo de barras de muestra.

El método de las reivindicaciones 1-3 que comprende la produccion de ampliaciones que comprende hibridar
los primeros cebadores de PCR a los sitios de hibridacién de los primeros cebadores de PCR, hibridar los
segundos cebadores de PCR a los sitios de hibridacion de los segundos cebadores de PCR y llevar a cabo la
amplificaciéon por PCR.

El método de las reivindicaciones 1 a 3, en donde en la etapa de transponer la secuencia de insercion en los
primeros fragmentos, una enzima transposasa permanece unida a los primeros fragmentos y el método
comprende ademas retirar la transposasa de los primeros fragmentos, de esta manera se producen
subfragmentos.

El método de las reivindicaciones 1-5, en donde se usa Tn5 para transponer una secuencia de insercion en los
primeros fragmentos del acido nucleico diana.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde después de la etapa (c) los oligonucleétidos de
captura se eliminan enzimaticamente mediante el uso de la exonucleasa, opcionalmente la exonucleasa | o lll o
ambas.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde los oligonucleétidos de captura y/o los
oligonucledtidos férula comprenden uracilo, de manera que el tratamiento con Uracil-ADN glucosilasa (UDG)
degrada los oligonucleétidos que contienen uracilo.

El método de la reivindicacién 6 que comprende amplificar los subfragmentos para producir amplicones.

El método de la reivindicacion 4 o la reivindicacion 9 que comprende la secuenciacion de los amplicones para

producir lecturas de secuencias en donde las lecturas de secuencias con la misma secuencia de codigo de
barras son del mismo primer fragmento.
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El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el acido nucleico diana es ADN gendmico,
opcionalmente ADN gendmico humano.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde las perlas comprenden al menos 100 000
copias del oligonucledétido de captura.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende ademas:

(e) asignar la mayoria de las lecturas de secuencia a los primeros fragmentos correspondientes; y
(f) ensamblar las lecturas de secuencia para producir una secuencia ensamblada de la diana.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde los primeros fragmentos son de una sola
célula.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde la mezcla sola contiene de 5-100
equivalentes de genoma de ADN humano.
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