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METODOS Y COMPOSICIONES PARA EL PERFILADO DE ADN

SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica los derechos de prioridad de la Solicitud
Provisional n.° 62/103.524 presentada el 14 de enero del 2015, de la Solicitud
Provisional de Estados Unidos n.° 62/043.060 presentada el 28 de agosto de
2014 y de la Solicitud Provisional de Estados Unidos n.° 61/940.942 presentada
el 18 de febrero del 2014, cuyos contenidos se incorporan en el presente
documento por referencia en su totalidad.
REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIAS, TABLA O LISTADO DE
PROGRAMAS INFORMATICOS

La presente solicitud se presenta junto con un listado de secuencias en
formato electrénico. El listado se secuencias se proporciona como un archivo
titulado ILLINC276WO_Sequence_Listing. TXT, creado el 13 de febrero de
2015, que tiene un tamafio de 55 Kb. La informacion en formato electrénico del
listado de secuencias se incorpora en el presente documento por referencia en
su totalidad.
CAMPO DE LA DIVULGACION

En el presente documento se proporcionan realizaciones relacionadas
con meétodos y composiciones para el perfilado de ADN. Algunas realizaciones
se refieren a métodos de amplificacion de secuencias diana de diversos
tamafos en una sola reaccion, seguidos por la secuenciacion posterior de la
biblioteca.
ANTECEDENTES DE LA DIVULGACION

Historicamente, el uso de un subconjunto de marcadores en un genoma
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humano se ha utilizado para determinar la identidad personal, huella o perfil de
ADN de un individuo. Estos marcadores incluyen localizaciones o loci de
secuencias repetidas en tandem (STR) cortas y secuencias repetidas en
tandem intermedias (ITR) que, en combinacion, son utiles para distinguir un
individuo de otro a nivel genético. El andlisis de estos marcadores se ha
estandarizado en el analisis de ADN encontrados en escenas de crimenes. Por
ejemplo, en los Estados Unidos, se han combinado varias de estas secuencias
repetidas para crear un Sistema de indice Combinado de ADN (CODIS), que
sirve como patron de laboratorio para el perfilado de ADN en casos penales.
Otros paises han adaptado de manera similar un sistema patron para el
perfilado de ADN. Estos sistemas también se han utilizado para determinar
relaciones de paternidad y familiares. Sin embargo, todos los sistemas actuales
estan basados en la separacion por tamafio de estos loci repetidos sobre un
sistema electroforético y, por tanto, estan limitados al nidmero de loci que
pueden diferenciarse en dicho sistema. Por ejemplo, algunos de los sistemas
comerciales actuales para el perfilado de ADN con fines forenses diferencian
solo 16 marcadores debido a las limitaciones de los métodos de deteccion
electroforéticos
SUMARIO DE LA DIVULGACION

Las realizaciones se refieren a sistemas y a meétodos que no estan
limitados en su contenido y que reunen diferentes partes de informacion
genética sobre un individuo para proporcionar un perfil de ADN mas completo,
integral, de un individuo. La presente divulgacion describe métodos y
composiciones que permiten obtener este perfil de un individuo, contribuyendo

de esta manera a los campos de la gendémica personal y forense.
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Actualmente, el perflado de ADN wusa marcadores biologicos
seleccionados para determinar la identidad de una muestra de ADN. Por
ejemplo, el andlisis mas habitual para determinar un perfil de ADN es
determinar el perfil de varias secuencias repetidas en tandem cortas (STR)
encontradas en el genoma de un organismo. El analisis consiste en la
amplificacion de secuencias STR definidas que puede tener hasta 400 pb de
longitud, que pueden diferenciarse por tamafio en un gel electroforético o
usando electroforesis capilar (EC). La electroforesis se usa para detectar
cambios de tamafio debidos a diferencias en el nimero de STR repetidas en un
locus determinado y, por lo tanto, la longitud de los amplicones de PCR, que,
para el sistema de EC, estd comprendida entre 50 y 500 pb. Para ayudar a
superar los limites impuestos por las metodologias de diferenciacion por
tamafio (es decir, no pueden diferenciarse STR de tamafios de amplicon
solapantes), los métodos actuales de perfilado de ADN utilizan diferentes
conjuntos de cebadores marcados de tal manera que los amplicones que
solapan en tamafo pueden marcarse con diferentes colorantes fluorescentes,
de forma que, después de la excitacion, los espectros de emision difieren, lo
cual permite que los amplicones solapantes se diferencien usando diferencias
en los espectros de excitacion y emision del colorante. Usando marcaje
diferenciado, los métodos actuales permiten la multiplexacion de 24 loci de
STR diferentes usando 6 colorantes detectables de modo distinto en un
proceso de perfilado de ADN.

Existen muchas limitaciones respecto a las metodologias de perfilado de
ADN actuales. Como se ha mencionado anteriormente, los sistemas de

diferenciacion por tamaifo limitan el nUmero de loci que pueden determinarse
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especificamente en un momento determinado. Otra limitacion de los métodos
establecidos para el perfilado de ADN es que el ADN a analizar algunas veces
se degrada y el intervalo de tamafios de algunos de los marcadores no
acomoda al ADN degradado, por ejemplo, los amplicones pueden ser mas
largos que el tamafo de los fragmentos del ADN degradado. Para el ADN
degradado, los amplicones de 400 pb se consideran muy largos y pueden
ocasionar la pérdida de amplificacién de esos loci mas largos. Cuando los
analistas de ADN amplifican muestras de ADN degradado para identificar su
perfil de STR, por ejemplo, una muestra encontrada en una escena de un
crimen, a menudo no puede detectar todos los loci dando como resultado un
perfil parcial, lo cual puede hacer que sea dificil o imposible hacer coincidir un
sospechoso en una escena de un crimen con una muestra del crimen. Por lo
general, con dichas muestras un analista de ADN tiene poca eleccion vy, si
gueda alguna muestra, necesita realizar ensayos adicionales para identificar
otros marcadores que puedan dar una pista sobre la identidad del individuo,
tales como analisis de polimorfismos mononucleotidicos (SNP), mini-STR, o
ADN mitocondrial (ADNmt). Sin embargo, en cada ensayo tienen que gastarse
muestras valiosas sin certeza de éxito en la identificacion final de un individuo.
La FIG. 1A demuestra las posibles vias diferentes para la identificacion de
ADN, siendo todas ellas flujos de trabajo distintos y requiriendo todas ellas
alicuotas de muestras valiosas. Cuando es necesario combinar uno o mas
flujos de trabajo sencillos y es posible que tengan que repetirse multiples
veces, entonces el proceso resultante no es tan sencillo o no se esta haciendo
un uso eficaz de una muestra valiosa.

Las realizaciones descritas en la presente solicitud proporcionan métodos,
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composiciones y sistemas para determinar el perfil de ADN de un individuo u
organismo mediante secuenciacion de nueva generacion (NGS),
proporcionando de este modo una solucion a los problemas y limitaciones de
las metodologias actuales para el perfilado del ADN. La FIG. 1B muestra un
flujo de trabajo a modo de ejemplo de los métodos desvelados en una
realizacion. En el presente documento se desvelan métodos y composiciones
para combinar una multitud de marcadores relevantes desde el punto de vista
forense en un ensayo que incluye, pero sin limitacion, repeticiones en tandem
cortas (STR), repeticiones en tandem intermedias (ITR), polimorfismos
mononucleotidicos informativos de identidad (iISNP), polimorfismos
mononucleotidicos informativos de ascendencia (aSNP) y polimorfismos
mononucleotidicos informativos de fenotipo (pSNP).

La presente divulgacion describe ensayos que superan las limitaciones de
las metodologias actuales para el perfilado de ADN. Las realizaciones
desveladas proporcionan métodos y composiciones para la amplificacion
multiplex, preparacion de bibliotecas y secuenciacion de STR, ITR, iSNP, aSNP
y pSNP combinados procedentes de una muestra de &cido nucleico en una
sola reaccién multiplex. Los métodos desvelados analizan una pluralidad de
marcadores en un ensayo experimental con una manipulacion minima de
muestras, usando bajas cantidades de ADN de muestra incluyendo ADN
degradado. Algunas realizaciones descritas pueden utilizarse para perfiles de
ADN de bases de datos y/o perfiles de ADN que pueden usarse para
investigacion criminal. Algunas realizaciones proporcionan métodos de PCR y
composiciones desarrolladas para ser suficientemente sensibles como para

detectar cantidades por debajo de un nanogramo de ADN. Ademas, los
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parametros de disefio de cebadores no convencionales permiten la utilizacion
de una PCR altamente multiplexada para la identificacion de STR, ITR y SNP
en una relacién multiplex. Para investigacion criminal, los presentes métodos y
composiciones incorporan identificadores de molécula Unica (UMI) que ayudan
a eliminar, por ejemplo, errores en la PCR y secuenciacion, tartamudeos
(stutter) y similares de los resultados de secuenciacion. Véase Kivioja et al.,
Nat. Meth. 9, 72-74 (2012). Ademas, los resultados de los métodos y
composiciones que se desvelan en el presente documento son compatibles con
las bases de datos existentes.

Por lo tanto, las realizaciones desveladas en el presente documento
proporcionan métodos para construir un perfii de ADN que comprende:
proporcionar una muestra de acido nucleico, amplificar la muestra de &cido
nucleico con una pluralidad de cebadores que hibridan especificamente con al
menos una secuencia diana que comprende un polimorfismo mononucleotidico
(SNP) y al menos una secuencia diana que comprende una repeticion en
tandem en una reaccién multiplex para generar productos de amplificacién, y
determinar los genotipos de dicho al menos un SNP y de dicha al menos una
repeticion en tdndem en los productos de amplificacion, construyéndose de
esta manera el perfil de ADN de la muestra de acido nucleico.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden generar una
biblioteca de acido nucleico a partir de los productos de amplificacion. En
algunas realizaciones, los métodos comprenden determinar las secuencias de
la biblioteca de acido nucleico. En algunas realizaciones, la muestra de acido
nucleico es de un ser humano. En algunas realizaciones, la muestra de acido

nucleico es de una muestra ambiental, una planta, un animal no humano, una
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bacteria, una arquea, un hongo o un virus. En algunas realizaciones, el perfil de
ADN se usa para uno o mas de los siguientes: diagndstico o prondstico de
enfermedades, identificacion de biomarcadores de cancer, identificacion de
anomalias genéticas o analisis de diversidad genética. En algunas
realizaciones, el perfil de ADN se usa para uno o mas de los siguientes:
creacion de bases de datos, medicina forense, estudios de criminologia,
pruebas de paternidad o identificacion de personas. En algunas realizaciones,
dicho al menos un SNP indica la ascendencia o una caracteristica fenotipica de
la fuente de la muestra de acido nucleico. En algunas realizaciones, cada uno
de la pluralidad de cebadores tiene una baja temperatura de fusion y/o tiene
una longitud de al menos 24 nucleétidos. En algunas realizaciones, cada uno
de la pluralidad de cebadores tiene una temperatura de fusién que es menor de
60 grados centigrados. En algunas realizaciones, cada uno de la pluralidad de
cebadores tiene una temperatura de fusion que es de aproximadamente 50
grados centigrados a aproximadamente 60 grados centigrados. En algunas
realizaciones, cada uno de la pluralidad de cebadores tiene una longitud de al
menos 24 nucledtidos. En algunas realizaciones, cada uno de la pluralidad de
cebadores tiene wuna longitud de aproximadamente 24 nucleétidos a
aproximadamente 38 nucledtidos. En algunas realizaciones, cada uno de la
pluralidad de cebadores comprende una secuencia de nucledtidos
homopolimérica. En algunas realizaciones, la muestra de acido nucleico se
amplifica mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En algunas
realizaciones, la muestra de &cido nucleico se amplifica en un tampon de
amplificacion que tiene una concentracion de sal que esta aumentada en

comparacion con la concentracion de sal de un tampon de amplificacion usado
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junto con cebadores disefiados convencionalmente. En algunas realizaciones,
la sal comprende KCI, LiCl, NaCl, o una combinacién de las mismas. En
algunas realizaciones, la sal comprende KCIl. En algunas realizaciones, la
concentracion de KCI en el tampén de amplificacion es de aproximadamente
100 mM a aproximadamente 200 mM. En algunas realizaciones, la
concentracion de KCl en el tampon de amplificacion es menor de
aproximadamente 150 mM. En algunas realizaciones, la concentracién de KCI
en el tampén de amplificaciébn es de aproximadamente 145 mM. En algunas
realizaciones, el SNP es un SNP de ascendencia, un SNP fenotipico, un SNP
de identidad, o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, la
pluralidad de cebadores hibrida especificamente con al menos 30 SNP. En
algunas realizaciones, la pluralidad de cebadores hibrida especificamente con
al menos 50 SNP. En algunas realizaciones, la repeticion en tandem es una
repeticion en tandem corta (STR), una repeticién en tAindem intermedia (ITR), o
una variante de las mismas. En algunas realizaciones, la pluralidad de
cebadores hibrida especificamente con al menos 24 secuencias de repeticion
en tdndem. En algunas realizaciones, la pluralidad de cebadores hibrida
especificamente con al menos 60 secuencias de repeticion en tandem. En
algunas realizaciones, la muestra de acido nucleico comprende de
aproximadamente 100 pg a aproximadamente 100 ng de ADN. En algunas
realizaciones, la muestra de acido nucleico comprende de aproximadamente 10
pg a aproximadamente 100 pg de ADN. En algunas realizaciones, la muestra
de &cido nucleico comprende de aproximadamente 5 pg a aproximadamente 10
pg de ADN. En algunas realizaciones, la muestra de acido nucleico comprende

ADN genomico. En algunas realizaciones, el ADN genomico procede de una
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muestra forense. En algunas realizaciones, el ADN genémico comprende ADN
degradado. En algunas realizaciones, se determina al menos el 50 % de los
genotipos de dicho al menos un SNP y al menos una repeticion en tandem. En
algunas realizaciones, se determina al menos el 80 % de los genotipos de
dicho al menos un SNP y al menos una repeticion en tandem. En algunas
realizaciones, se determina al menos el 90 % de los genotipos de dicho al
menos un SNP y al menos una repeticion en tandem. En algunas realizaciones,
se determina al menos el 95 % de los genotipos de dicho al menos un SNP y al
menos una repeticiébn en tdndem. En algunas realizaciones, cada uno de la
pluralidad de cebadores comprende una o mas secuencias marcadoras. En
algunas realizaciones, dichas una o mas secuencias marcadoras comprenden
una etiqueta de cebador, una etiqueta de -captura, una etiqueta de
secuenciacion, una etiqueta de identificador de molécula Unica, o una
combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, dichas una o mas
secuencias marcadoras comprenden una etiqgueta de cebador. En algunas
realizaciones, dichas una o mas secuencias marcadoras comprenden una
etiqueta de identificador de molécula Unica.

Las realizaciones desveladas en el presente documento proporcionan
métodos para construir una biblioteca de acidos nucleicos que comprende:
proporcionar una muestra de acido nucleico, y amplificar la muestra de acido
nucleico con una pluralidad de cebadores que hibridan especificamente con al
menos una secuencia diana que comprende un polimorfismo mononucleotidico
(SNP) y al menos una secuencia diana que comprende una secuencia de
repeticion en tandem en una reaccion multiplex para generar productos de

amplificacion.
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En algunas realizaciones, la muestra de acido nucleico no esta
fragmentada antes de la amplificacion. En algunas realizaciones, las
secuencias diana no estan enriquecidas antes de la amplificacion. En algunas
realizaciones, dicho al menos un SNP indica la ascendencia o una
caracteristica fenotipica de la fuente de la muestra de acido nucleico. En
algunas realizaciones, cada uno de la pluralidad de cebadores comprende una
0 Mas secuencias marcadoras. En algunas realizaciones, dichas una o mas
secuencias marcadoras comprenden una etiqueta de cebador, una etiqueta de
captura, una etiqueta de secuenciacion, o una etiqueta de identificador de
molécula Unica o una combinacién de las mismas. En algunas realizaciones,
los métodos incluyen amplificar los productos de amplificacion con una
segunda pluralidad de cebadores. En algunas realizaciones, cada uno de la
segunda pluralidad de cebadores comprende una parte que corresponde a la
etiqueta de cebador de la pluralidad de cebadores y una o mas secuencias
marcadoras. En algunas realizaciones, dichas una o mé&s secuencias
marcadoras de la segunda pluralidad de cebadores comprenden una etiqueta
de captura, 0 una etiqueta de secuenciacion, o una combinacién de las
mismas. En algunas realizaciones, los métodos incluyen afadir proteinas
ligantes de union a ADN monocatenario (SSB) a los productos de amplificacion.
En algunas realizaciones, la muestra de acido nucleico y/o los productos de
amplificacion se amplifican mediante relacion en cadena de la polimerasa
(PCR). En algunas realizaciones, la muestra de acido nucleico y/o los
productos de amplificacion se amplifican en un tampon de amplificacion que
tiene una concentracion de sal que esta aumentada en comparacion con la

concentracion de sal de un tampon de amplificacién usado junto con cebadores
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disefiados convencionalmente. En algunas realizaciones, la sal comprende
KCI, LiCl, NaCl o una combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, la
sal comprende KCI. En algunas realizaciones, la concentracion de KCI en el
tampon de amplificacion es de aproximadamente 100 mM a aproximadamente
200 mM. En algunas realizaciones, la concentracion de KCI en el tampon de
amplificacion es menor de aproximadamente 150 mM. En algunas
realizaciones, la concentracion de KCI en el tampén de amplificacién es de
aproximadamente 145 mM.

Las realizaciones desveladas en el presente documento proporcionan una
biblioteca de &cido nucleico que comprende una pluralidad de moléculas de
acido nucleico, en la que la pluralidad de moléculas de &cido nucleico
comprende al menos una secuencia de repeticion en tandem flanqueada por un
primer par de secuencias marcadoras y al menos una secuencia de
polimorfismo mononucleotidico (SNP) flanqueada por un segundo par de
secuencias marcadoras. También se proporciona una biblioteca de acido
nucleico construida usando los métodos y composiciones desveladas en el
presente documento. En algunas realizaciones, dicho al menos un SNP indica
la descendencia o una caracteristica fenotipica de la fuente de la pluralidad de
moléculas de 4cido nucleico.

Las realizaciones desveladas en el presente documento proporcionan una
pluralidad de cebadores que hibridan especificamente con al menos una
secuencia diana corta y al menos una secuencia diana larga en una muestra de
acido nucleico, en la que la amplificacion de la muestra de &cido nucleico
usando la pluralidad de cebadores en una sola reaccion multiplex da como

resultado al menos un producto de amplificacion corto y al menos un producto
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de amplificacion largo, en la que cada uno de la pluralidad de cebadores
comprende una 0 mas secuencias marcadoras.

En algunas realizaciones, la secuencia diana corta comprende un
polimorfismo mononucleotidico (SNP) y la secuencia diana larga comprende
una repeticion en tandem. En algunas realizaciones, dichas una o més
secuencias marcadoras comprenden una etiqueta de cebador, una etiqueta de
captura, una etigueta de secuenciacion, una etiqueta de identificador de
molécula Unica o una combinacién de las mismas. En algunas realizaciones,
cada uno de la pluralidad de cebadores tiene una baja temperatura de fusién
y/o tiene una longitud de al menos 24 nucleétidos. En algunas realizaciones,
cada uno de la pluralidad de cebadores tiene una temperatura de fusion que es
menor de 60 grados centigrados. En algunas realizaciones, cada uno de la
pluralidad de cebadores tiene una temperatura de fusion que es de
aproximadamente 50 grados centigrados a aproximadamente 60 grados
centigrados. En algunas realizaciones, cada uno de la pluralidad de cebadores
tiene una longitud de al menos 24 nucledtidos. En algunas realizaciones, cada
uno de la pluralidad de cebadores tiene una longitud de aproximadamente 24
nucledtidos a aproximadamente 38 nucleotidos. En algunas realizaciones, cada
uno de la pluralidad de cebadores comprende una secuencia de nucleétidos
homopolimérica. En algunas realizaciones, la muestra de acido nucleico se
amplifica mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En algunas
realizaciones, el SNP es un SNP de ascendencia, un SNP fenotipico, un SNP
de identidad o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, la
pluralidad de cebadores hibrida especificamente con al menos 30 SNP. En

algunas realizaciones, la pluralidad de cebadores hibrida especificamente con
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al menos 50 SNP. En algunas realizaciones, la repeticiébn en tandem es una
repeticion en tandem corta (STR), una repeticién en tAndem intermedia (ITR), o
una variante de las mismas. En algunas realizaciones, la pluralidad de
cebadores hibrida especificamente con al menos 24 secuencias de repeticion
en tdndem. En algunas realizaciones, la pluralidad de cebadores hibrida
especificamente con al menos 60 secuencias de repeticién en tandem

Las realizaciones desveladas en el presente documento proporcionan kits
que comprenden al menos un medio de envase, en el que dicho al menos un
medio de envase comprende una pluralidad de cebadores desvelados en el
presente documento.

En algunas realizaciones, los kits incluyen un reactivo para una reaccién
de amplificacion. En algunas realizaciones, el reactivo es un tampén de
amplificacion para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En algunas
realizaciones, el tampén de amplificacién comprende una concentracién de sal
que esta aumentada en comparacion con la concentracion de sal de un tampén
de amplificacién usado junto con cebadores disefiados convencionalmente. En
algunas realizaciones, la sal comprende KCI, LiCl, NaCl o una combinacion de
las mismas. En algunas realizaciones, la sal comprende KCl. En algunas
realizaciones, la concentracion de KCI en el tampon de amplificacion es de
aproximadamente 100 mM a aproximadamente 200 mM. En algunas
realizaciones, la concentracion de KCI en el tampon de amplificacion es menor
de aproximadamente 150 mM. En algunas realizaciones, la concentracion de

KClI en el tampon de amplificacion es de aproximadamente 145 mM.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS



10

15

20

25

14

La FIG. 1A y FIG. 1B muestran las diferencias en el A) flujo de trabajo
actual para el perfilado de ADN en comparacién con B) el de una realizacion a
modo de ejemplo de la presente divulgacion.

La FIG. 2 muestra una realizacion a modo de ejemplo de un método para
crear una biblioteca util para el perfilado de ADN.

La FIG. 3 muestra otra realizacion a modo de ejemplo de un método para
la creacion de una biblioteca util para el perfilado de ADN.

La FIG. 4A, FIG. 4B, FIG. 4C y FIG. 4D son graficos de lineas que ilustran
resultados de electroferogramas de como un par de cebadores disefiado por
métodos tradicionales y siguiendo protocolos de disefio de cebadores de PCR
y limitaciones establecidas puede causar la amplificacion no especifica de
dianas gendmicas y el empeoramiento de la deteccion de amplicones
deseados cuando se combinan con cebadores disefiados siguiendo los
métodos de la presente divulgacion; A) 10 pares de cebadores disefiados por
los métodos de la presente divulgacion dirigidos a locus de SNP, B) y D) los 10
cebadores mas un par de cebadores adicional disefiado por métodos
tradicionales que demuestran que el par de cebadores adicional interfiere con
los 10 pares de cebadores durante la amplificacion, y C) los 10 pares de
cebadores mas un par de cebadores adicional, en el que el par de cebadores
adicional también se disefio siguiendo los métodos de la presente divulgacion,
obteniéndose como resultado una amplificacion satisfactoria de todos los SNP
diana. El eje X es el tamafo de los fragmentos de la biblioteca (pb) y el eje Y
son las unidades de fluorescencia (UF) de los picos amplificados de los
fragmentos amplificados.

La FIG. 5A, FIG. 5B, FIG. 5C, FIG. 5D y FIG. 5E son que muestran
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resultados a modo de ejemplo de un experimento que siguio el flujo de trabajo
indicado en la FIG. 2, que se us6 para identificar un panel de 56 STR y mezcla
de 75 SNP informativos de identidad (iISNP), SNP informativos de ascendencia
(@SNP) y SNP informativos de fenotipo (pSNP) en una reaccion de
amplificacion multiplex y secuenciacion a partir de una muestra. Se presentan
resultados duplicados que demuestran la amplificacion y secuenciacion
satisfactorias de los loci de STR del panel; A) diagrama de caja que demuestra
el equilibrio intralocus para 25 STR heterocigotos del panel, B) diagrama de
caja que demuestra el bajo tartamudeo para la mayor parte de los 56 loci de
STR, C) diagrama de caja que demuestra el alcance de secuenciacion para los
loci de STR; D) diagrama de caja que demuestra el alcance de secuencia para
los SNP y E) diagrama de caja que demuestra el equilibrio para 22 SNP
heterocigotos del panel. La barra de error inferior indica el valor minimo, la
barra de error superior indica el valor maximo, la caja inferior indica el percentil
25 y la caja superior indica el percentil 75, siendo la media la interseccion entre
las cajas inferior y superior.

La FIG. 6 muestra una serie de graficos de barras que muestran las
representaciones gréficas de loci de STR a modo de ejemplo del experimento
de la FIG. 5. Las representaciones graficas muestran diferentes validaciones
alélicas para los STR en el panel de la FIG. 5.

La FIG. 7A, FIG. 7B, FIG. 7C, FIG. 7D y FIG. 7E son diagramas de cajas
gue muestran resultados a modo de ejemplo de un experimento que siguio el
flujo de trabajo indicado en la FIG. 3, que se uso para identificar un panel de 26
STR y una mezcla de 94 iSNP, aSNP y pSNP en una reaccion de amplificacion

multiplex y secuenciacion a partir de una muestra. Se presentan resultados
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duplicados que demuestran la amplificacion y secuenciacion satisfactoria de los
STR del panel; A) diagrama de caja que demuestra equilibrio intralocus para 21
loci de STR heterocigotos del panel, B) diagrama de caja que demuestra el
bajo tartamudeo para los 26 loci de STR (39 de los 47 alelos de los 26 loci no
mostraron tartamudeo), C) diagrama de caja que demuestra el alcance de la
secuenciacion para los loci de STR (Iéanse los niumeros normalizados usando
los UMI), D) diagrama de caja que demuestra el alcance de la secuencia para
los SNP y E) diagrama de caja que demuestra equilibrio para 21 iSNP
heterocigotos del panel. La barra de error inferior indica el valor minimo, la
barra de error superior indica el valor maximo, la caja inferior indica el percentil
25 y la caja superior indica el percentil 75, siendo la media la interseccion entre
las cajas inferior y superior.

La FIG. 8 muestra una serie de graficos de barras que muestran las
representaciones gréficas de loci de STR a modo de ejemplo del experimento
de la FIG. 7. Las representaciones graficas muestran diferentes validaciones
alélicas para los STR en el panel de la FIG. 7.

La FIG. 9 representa graficos de barras de muestras analizadas sin UMI y
con UMI. El panel izquierdo de cada conjunto representa muestras analizadas
sin UMI y el panel derecho para cada conjunto representa muestras analizadas
con UMI. El eje X designa el niumero de repeticiones de la STR y el eje Y
designa el numero de recuento del alelo particular. Las lineas de error dentro
de las barras separan el error de secuenciacion (parte superior de la barra) de
la secuencia correcta (parte inferior de la barra) dentro de la secuencia de STR.

Las FIG. 10A y 10B muestran resultados a modo de ejemplo de

experimento en el que la proporcion de ADN mujer:hombre fue de 90:10. A) Se



10

15

20

25

17

obtiene un subconjunto de validaciones de loci de STR para loci de STR
cuando se usan métodos actuales de perfilado de ADN por electroforesis
capilar y B) se obtienen varias validaciones de loci de STR para varios loci de
STR cuando se usan los métodos de la presente solicitud. Tanto los métodos
de EC como los métodos de la presente solicitud detectaron el nivel inferior de
contaminacion de ADN masculino.

La FIG. 11 muestra graficos de barra que muestran que, en el
experimento de la FIG. 9 se detectaron loci de STR especificos para el
cromosoma Y, demostrando adicionalmente que la presente solicitud puede
detectar ADN contaminante masculino y loci de STR especificos de ese ADN
masculino, mientras que se necesitaria realizar dos experimentos con las
metodologias actuales de EC actuales para hacer esto mismo.

La FIG. 12 es una tabla que muestra resultados de secuenciaciéon de alto
nivel a modo de ejemplo de un experimento usando 12 individuos de muestra y
un individuo de referencia, que demuestra la coherencia de STR y validaciones
de SNP entre dos copias.

La FIG. 13 es una tabla que muestra una estadistica de poblacion a modo
de ejemplo del experimento mostrado en la FIG. 12.

La FIG. 14 es una tabla que muestra predicciones de fenotipo a modo de
ejemplo basadas en el genotipo de pSNP del experimento mostrado en la FIG.
12.

La FIG. 15 es un grafico que muestra un mapeo de ascendencia a modo
de ejemplo basado en el genotipo de aSNP del experimento mostrado en la
FIG. 12.

La FIG. 16A, FIG. 16B, FIG. 16C, FIG. 16D y FIG. 16E son graficos de
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barras que muestran las representaciones graficas a modo de ejemplo de loci
de STR del experimento de la FIG. 12.

La FIG. 17A y FIG. 17B son graficos de barras que muestran
representaciones graficas de SNP a modo de ejemplo del experimento de la
FIG. 12.

La FIG. 18A y FIG 18B muestran representaciones de caja que muestran
el equilibrio intralocus de loci de STR y SNP a modo de ejemplo del
experimento de la FIG. 12.

La FIG. 19A y FIG. 19B son graficos que muestran el andlisis de
tartamudeo de loci de STR a modo de ejemplo del experimento de la FIG. 12.

La FIG. 20 es una tabla que muestra heterocigotos isométricos a modo de
ejemplo en loci de STR del experimento de la FIG. 12.

La FIG. 21 es un diagrama de bloques que muestra una representacion
grafica de herencia a modo de ejemplo basada en variantes en la STR
D8S1179 del experimento de la FIG. 12.

La FIG. 22 es un diagrama de blogues que muestra una representacion
grafica de herencia a modo de ejemplo basada en variantes en la STR
D13S317 del experimento de la FIG. 12.

La FIG. 23 es una tabla que muestra resultados de genotipado a modo de
ejemplo usando ADN degradado.

La FIG. 24A y FIG. 24B muestran resultados de genotipado de STR a
modo de ejemplo y el equilibrio intralocus a diferentes entradas de ADN.

La FIG. 25A y FIG. 25B muestran resultados de genotipado de SNP a
modo de ejemplo y el equilibrio intralocus a entradas de ADN diferentes.

DESCRIPCION DETALLADA
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Definiciones

Todas las patentes, solicitudes, solicitudes publicadas y otras
publicaciones citadas en el presente documento se incorporan por referencia al
material mencionado y en su totalidad. Si un término o frase se usa en el
presente documento de tal manera que es contrario 0 incoherente de otro
modo con una definicibn expuesta en las patentes, solicitudes, solicitudes
publicadas y otras publicaciones que se incorpora en el presente documento
por referencia, prevalece el uso en el presente documento sobre la definicion
gue se incorporada en el presente documento por referencia.

Como se usa en el presente documento, las formas en singular “un”,
“‘uno”, “una” y “el”, “l1a” incluyen las referencias en plural salvo que se indique lo
contrario, expresamente o por el contexto. Por ejemplo, “un” dimero incluye uno
0o mas dimeros, salvo que se indique lo contrario, expresamente o por el
contexto.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “perfil de ADN”,
“huella genética” y “perfil genotipico” se usan indistintamente en el presente
documento para referirse a variaciones alélicas en un conjunto de loci
polimérficos, tales como una repeticibn en tandem, un polimorfismo
mononucleotidico (SNP), etc. Un perfil de ADN es util en la medicina forense
para identificar a un individuo basandose en una muestra de acido nucleico. El
perfil de ADN como se usa en el presente documento también puede usarse
para otras aplicaciones, tales como diagndstico y pronostico de enfermedades
incluyendo cancer, identificacion de biomarcadores de cancer, analisis de
herencia, analisis de diversidad genética, identificacibn de anomalias

genéticas, creacion de bases de datos, medicina forense, estudios de
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criminologia, pruebas de paternidad, identificacion de personas, etc.

Los términos “polinucleétido”, “oligonucledtido”, “acido nucleico” 'y
“‘molécula de acido nucleico” se usan indistintamente en el presente documento
para referirse a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud y
pueden comprender ribonucleotidos, desoxirribonucleotidos, analogos de los
mismos o0 mezclas de los mismos. Este término se refiere solo a la estructura
primaria de la molécula. Por tanto, el término incluye acido desoxirribonucleico
(“ADN?”) triple, doble y monocatenario, asi como a acido ribonucleico (“ARN”)
triple, doble y monocatenario.

Como se usa en el presente documento, “identidad de secuencia” o
“‘identidad” o “homologia” en el contexto de dos secuencias de nucledtidos
incluyen la referencia a los restos en las dos secuencias que son iguales
cuando se alinean para su maxima correspondencia sobre una ventana de
comparacion especifica. La parte de la secuencia de nucle6tidos en la ventana
de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir huecos)
en comparacion con la secuencia de referencia para conseguir el alineamiento
optimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nUmero
de posiciones en las que aparece el resto de base de &cido nucleico idéntico en
ambas secuencias para producir el namero de posiciones coincidentes,
dividiendo el nimero de posiciones coincidentes entre el numero total de
posiciones en la ventana de comparacion y multiplicando el resultado por 100
para dar el porcentaje de identidad de secuencia.

Como se wusa en el presente documento, “sustancialmente
complementario o sustancialmente coincidente” significa que las dos

secuencias de acido nucleico tienen una identidad de secuencia de al menos
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90 %. Preferentemente, las dos secuencias de acido nucleico tienen al menos
una identidad de secuencia de 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %. Como
alternativa, “sustancialmente complementario” o “sustancialmente coincidente”
significa que las dos secuencias de &cido nucleico pueden hibridar en
condiciones de alta rigurosidad.

Se entiende que los aspectos y las realizaciones de la invencion descritas
en el presente documento incluyen aspectos y realizaciones “que consisten en”
y/o “que consisten esencialmente en”.

Otros objetivos, ventajas y caracteristicas de la presente invencién
resultardn evidentes a partir de la siguiente memoria descriptiva considerada
en conjunto con los dibujos adjuntos.

Métodos para construir un perfil de ADN

Las metodologias establecidas para determinar el perfil de ADN estan
limitadas de diversas maneras. Por ejemplo, los métodos actuales detectan
cambios de tamafio de los loci amplificados que difieren debido a cambios en
las longitudes de secuencias repetidas en tandem encontradas en una muestra
de ADN. Para las amplificaciones de STR multiplex para la visualizacién, las
amplificaciones deben disefarse para separar los diferentes tamafios de
amplicones dentro de los limites de separacion de tamafio del sistema
electroforético, que para la EC es de aproximadamente 50-500 pb. De esta
manera, unicamente puede visualizarse en un ensayo un numero limitado de
las secuencias repetidas. Por ejemplo, el kit de amplificacion GLOBALFILER
PCR (APPLIED BIOSYSTEMS) puede diferenciar supuestamente 24 loci de
STR usando 6 colorantes diferentes. Adicionalmente, dichos métodos tienen

inconvenientes cuando la muestra de ADN esta degradada, como es habitual
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en las muestras de ADN de una escena de un crimen, de tal manera que no es
posible obtener productos de amplificacion largos, lo cual tiene como resultado
un perfil de ADN incompleto. Los métodos actuales algunas veces tampoco son
suficientemente sensibles como para detectar pequeias cantidades de ADN
contaminante, de tal manera que puede no detectarse o no identificarse una
mezcla mezclada, lo que podria ser critico para un estudio de criminologia. Por
lo tanto, los métodos actuales pueden conducir a resultados incompletos que
conducen a resultados no concluyentes, lo cual puede ser perjudicial para el
perfilado del ADN.

Adicionalmente, las dianas actuales no incluyen informacién sobre la
ascendencia de la muestra, rasgos fenotipicos tales como el posible color de
ojos y otra informacion de la muestra individualizada. Algunas metodologias de
secuenciacion han intentado incluir la deteccién tanto de STR como de SNP.
Por ejemplo, se ha intentado la preparaciéon de bibliotecas seguida del
enriqguecimiento a medida para STR y SNP, sin embargo, no todos los STR
quedan completamente cubiertos ya que los métodos de preparacion de
bibliotecas normalmente implican el corte de muestras que puede eliminar la
secuencia diana. Adicionalmente, los métodos y protocolos de disefio de
cebadores establecidos pueden proporcionar conjuntos de cebadores para la
amplificacion de secuencias largas (por ejemplo, STR) o secuencias cortas (por
ejemplo, SNP), aunque no se han conseguido con éxito las combinaciones de
ambas en una reaccion.

La presente divulgacion describe soluciones a los problemas vy
limitaciones de los sistemas de perfilado de ADN actuales. Los métodos y

composiciones descritos en el presente documento permiten la combinacion de
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STR y SNP en un ensayo usando PCR para amplificar las dianas y generar
bibliotecas para secuenciacion. Mientras se desarrollaban los presentes
ensayos, se descubrio inesperadamente que, por ejemplo, cuando se utilizaba
un disefio de cebadores no convencional y contraintuitivo, tanto las SPR como
los SNP pueden amplificarse en una reaccion que permite determinar la
secuencia para todos los loci diana. Sorprendentemente, cuando se disefian
cebadores para amplificaciébn usando parametros contrarios al dogma actual en
relacion con el disefio de cebadores, se crearon cebadores que permitian
amplificar regiones de STR mas largas y amplificar las regiones de SNP mas
cortas de una manera mas o menos equilibrada, permitiendo de este modo la
amplificacion multiplex conjunta tanto de las STR como de los SNP.

Los métodos y composiciones desvelados en el presente documento para
determinar el perfil de ADN de un organismo pueden usarse en cualquiera de
los conjuntos de amplicones de diferente tamafio que se desee a partir de una
reaccion de amplificacion fuera del perfilado de ADN. Por ejemplo, si las dianas
de interés para la PCR incluyen tanto regiones de genes largos como regiones
de SNP cortas que puedan dar como resultado amplicones que varian en
cuanto al tamafio de cientos a miles de pares de bases frente a amplicones de
menos de 100 pares de bases, respectivamente, entonces los métodos y
composiciones descritos en el presente documento permitirian la amplificacion
simultanea exitosa del gen y dianas de SNP, lo cual no habria sido posible sin
llevar a la practica los métodos desvelados. Adicionalmente, los métodos y
composiciones desvelados en el presente documento pueden aplicarse a
cualquier organismo, por ejemplo, a seres humanos, primates no humanos,

animales, plantas, virus, bacterias, hongos y similares. De esta manera, los
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presentes métodos y composiciones no solo son Utiles para el perfilado de ADN
(por ejemplo, analisis forense, paternidad, identificacion de individuos, etc.) y
para los seres humanos como genoma diana, sino que también se podrian usar
para otras dianas tales como marcadores de cancer y de enfermedades,
marcadores de anomalias genéticas y/o cuando el genoma diana no sea un
genoma humano.

Por lo tanto, las realizaciones desveladas en el presente documento
proporcionan métodos para construir un perfii de ADN que comprende:
proporcionar una muestra de &cido nucleico, amplificar la muestra de acido
nucleico con una pluralidad de cebadores que se hibridan especificamente con
al menos una secuencia diana que comprende un polimorfismo
mononucleotidico (SNP) y al menos una secuencia diana que comprende una
repeticion en tAndem, y determinar los genotipos de dicho al menos un SNP y
al menos una repeticion en tandem en los productos de amplificacion,
construyendo de este modo el perfil de ADN de la muestra de &cido nucleico.

Los expertos en la materia apreciardn que puede usarse cualquier técnica
adecuada para determinar los genotipos de las secuencias diana incluyendo,
pero sin limitacién, hibridacién basada en matriz, secuenciacién o similar. Por lo
tanto, en algunas realizaciones, los métodos desvelados en el presente
documento pueden comprender la generacion de una biblioteca de acidos
nucleicos, tal como una biblioteca de secuenciacion, a partir de los productos
de amplificacion, y determinar las secuencias de la biblioteca de acidos
nucleicos.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos y

composiciones para el perfilado de ADN que comprenden la identificacion
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simultanea de STR e iSNP, por ejemplo, para su uso en la creacion de bases
de datos de poblacion o personales. En dichas bases de datos, no se requieren
necesariamente los datos personales, ya que normalmente los individuos son
conocidos. Sin embargo, si se desea informacion adicional, entonces pueden
afadirse dianas de informacion adicionales para la identificacion simultanea.
Las repeticiones en tAndem cortas son muy conocidas en la técnica y consisten
en secuencias di- o trinucleotidicas repetidas. Las repeticiones en tandem
intermedias se consideran normalmente secuencias repetidas de entre 4 y 7
secuencias de nucleotidos. Los SNP utilizados en el presente documento
pueden ser de cualquier forma que pueda ofrecer una idea de las
caracteristicas fisicas de una persona. Los ejemplificados en el presente
documento son SNP que proporcionan pistas de la ascendencia o herencia
(@SNP) y los que proporcionan pistas de caracteristicas fenotipicas (SNP
informativas de fenotipo). En los métodos descritos en el presente documento,
un ensayo de perfil de ADN incluiria cualquier nimero de estos SNP en
combinacion con determinaciones de loci de STR e ITR.

Por ejemplo, la presente divulgacion proporciona métodos Yy
composiciones adicionales en los que, junto con las STR e iSNP, se incluyen
dianas adicionales. Si se desea mas informacion sobre un individuo, por
ejemplo, cuando una muestra pertenece a un individuo o a un grupo de
individuos desconocido como puede ser el caso en causas criminales, los otros
marcadores de informacion se pueden afadir a las STR y iSNP, tales como
SNP relacionados con la ascendencia (aSNP) y SNP relacionados con
variantes fenotipicas (SNP informativos de fenotipo). La informacion adicional

puede por tanto usarse para ayudar a los investigadores, por ejemplo, al
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proporcionar perspectivas sobre la herencia de un individuo desconocido, el
color de ojos, el color de pelo y similares. Por lo tanto, la adicion de toda la
informacion combinada puede proporcionar un perfil de ADN mas completo de
un individuo que no se conocia hasta ahora usando los métodos actuales de
perfilado de ADN.

Los métodos y composiciones que se desvelan en el presente documento
estan disefiados para ser suficientemente sensibles para detectar cantidades
inferiores a un nanogramo de moléculas de &cido nucleico. Adicionalmente, los
métodos y composiciones desvelados en el presente documento pueden ser
Utiles para amplificar una muestra de &cido nucleico preparada que tiene
moléculas de &cido nucleico de baja calidad, tal como ADN gendmico
degradado y/o fragmentado procedente de una muestra forense. La muestra de
acido nucleico puede ser una muestra purificada o un lisado que contenga ADN
bruto, por ejemplo, procedente de un frotis bucal, papel, tejido u otro sustrato
que pueda impregnarse con saliva, sangre u otros fluidos corporales. De esta
manera, en algunas realizaciones, la muestra de &cido nucleico puede
comprender pequefias cantidades, o partes fragmentadas, de ADN, tal como
ADN gendmico. Por ejemplo, la muestra de acido nucleico puede comprender
una cantidad de acido nucleico (por ejemplo, ADN genomico) que es, es
aproximadamente, o es menor que, 1 pg, 2 pg, 3 pg, 4 pg, 5 pg, 6 pg, 7 pg, 8
Pg, 9 pg, 10 pg, 11 pg, 12 pg, 13 pg, 14 pg, 15 pg, 16 pg, 17 pg, 18 pg, 19 pg,
20 pg, 30 pg, 40 pg, 50 pg, 60 pg, 70 pg, 80 pg, 90 pg, 100 pg, 200 pg, 300 pg,
400 pg, 500 pg, 600 pg, 700 pg, 800 pg, 900 pg, 1 ng, 10 ng, 100 ng, o esta en
un intervalo definido por dos valores cualesquiera de estos, por ejemplo, de 10

pg a 100 pg, de 10 pg a 1 ng, de 100 pg a 1 ng, de 1 ng a 10 ng, de 10 ng a
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100 ng, etc. en algunas realizaciones, la muestra de &acido nucleico puede
comprender una cantidad de acido nucleico (por ejemplo, ADN gendémico) que
es aproximadamente de 100 pg a aproximadamente 1 ng. En algunas
realizaciones, la muestra de acido nucleico puede comprender una cantidad de
acido nucleico (por ejemplo, ADN gendmico) que es mas de aproximadamente
62,5 pg. En algunas realizaciones, en los procedimientos de fragmentacion no
se incluyen etapas de fragmentacion adicionales, tales como ultrasonidos o
digestion con endonucleasas.

En algunas realizaciones, los métodos y composiciones que se desvelan
en el presente documento pueden determinar de manera satisfactoria los
genotipos de una o mas de las secuencias diana, por ejemplo, SNP, STR, etc.,
incluso con cantidades inferiores a un nanogramo de y/o muestras de &cido
nucleico degradado. Por ejemplo, los métodos y composiciones desvelados en
el presente documento pueden determinar satisfactoriamente el genotipo que
es, es aproximadamente o es mas de, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %,
70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 100 %, o un intervalo entre
dos cualesquiera de los valores anteriores, de las secuencias diana. En
algunas realizaciones, los métodos y composiciones desvelados en el presente
documento pueden determinar satisfactoriamente el genotipo de mas de
aproximadamente 50 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o mas de las secuencias
diana. En algunas realizaciones, los métodos y composiciones desvelados en
el presente documento pueden conseguir un equilibrio intralocus de mas de
aproximadamente 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 100 %, o un intervalo entre dos cualesquiera de

los valores anteriores, de las secuencias diana.
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Para la investigacion forense, la pluralidad de cebadores puede incorporar
identificadores de molécula unica (UNI) que ayudan a eliminar, por ejemplo,
errores en la PCR y en la secuenciacion, tartamudeos y similares de los
resultados de secuenciacion. Véase Kivioja et al., mencionado anteriormente.
Como se ha indicado con mas detalle en otras partes de esta divulgacion, la
inclusion de UMI en los cebadores también permite la identificacion de
variantes dentro de loci de repeticiones en tdndem, aumentando de este modo
la utilidad de los métodos y composiciones actuales para el perfilado de ADN y
otros propdsitos tales como andlisis de herencia.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, los genotipos de las
secuencias de repeticion en tdndem desveladas en el presente documento
pueden incluir variantes de secuencia dentro de los loci de repeticion en
tandem. Por lo tanto, un homocigoto para una repeticion en tandem (por
ejemplo, 13, 13 para D9S1122) usando el método tradicional puede
identificarse como un heterocigoto isométrico basdndose en variantes de
secuencia dentro de la repeticion en tAndem. Como apreciaréan los expertos en
la materia, teniendo en cuenta las variantes de secuencia intralocus, se podria
aumentar enormemente la utilidad de los métodos desvelados en el presente
documento, por ejemplo, para analisis de herencia.

Métodos para construir una biblioteca de acido nucleico

Las realizaciones desveladas en el presente documento proporcionan
métodos de construccion de una biblioteca de acidos nucleicos que
comprende: proporcionar una muestra de acido nucleico y amplificar la muestra
de acido nucleico con una pluralidad de cebadores que hibridan

especificamente con al menos una secuencia diana que comprende un
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polimorfismo mononucleotidico (SNP) y al menos una secuencia diana que
comprende una secuencia de repeticion en tAndem.

Los métodos y composiciones desvelados en el presente documento
estan disefiados para ser suficientemente sensibles como para detectar
cantidades inferiores a un nanogramo de moléculas de &cido nucleico.
Adicionalmente, los métodos y composiciones desvelados en el presente
documento pueden ser utiles para amplificar una muestra de acido nucleico
que consiste en moléculas de acido nucleico de baja calidad, tales como ADN
gendmico degradado y/o fragmentado de una muestra forense. La muestra de
acido nucleico puede ser ADN purificado o un lisado que contiene ADN bruto,
por ejemplo, procedente de un frotis bucal, papel, tejido u otro sustrato que
pueda impregnarse con saliva, sangre u otros fluidos corporales. De esta
manera, en algunas realizaciones, la muestra de &cido nucleico puede
comprender bajas cantidades de ADN fragmentado, tal como ADN gendmico.
Por ejemplo, la muestra de acido nucleico puede comprender una cantidad de
acido nucleico (por ejemplo, ADN gendémico) que es, es de aproximadamente,
0 es menor que 1 pg, 2 pg, 3 pg, 4 pg, 5 pg, 6 pg, 7 pg, 8 pg, 9 pg, 10 pg, 11

pg, 12 pg, 13 pg, 14 pg, 15 pg, 16 pg, 17 pg, 18 pg, 19 pg, 20 pg, 30 pg, 40 pg,
50 pg, 60 pg, 70 pg, 80 pg, 90 pg, 100 pg, 200 pg, 300 pg, 400 pg, 500 pg, 600

pg, 700 pg, 800 pg, 900 pg, 1 ng, 10 ng, 100 ng, o esta en un intervalo definido
por dos cualesquiera de estos valores, por ejemplo, de 10 pg a 100 pg, de 10
pg a 1 ng, de 100 pg a 1 ng, de 1 ng a 10 ng, de 10 ng a 100 ng, etc. En
algunas realizaciones, la muestra de acido nucleico puede comprender una
cantidad de acido nucleico (por ejemplo, ADN gendmico) que es de

aproximadamente 100 pg a aproximadamente 1 ng. En algunas realizaciones,
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la muestra de &cido nucleico puede comprender una cantidad de acido nucleico
(por ejemplo, ADN gendmico) que es mayor de aproximadamente 62,5 pg. En
algunas realizaciones, no se incluyen etapas de fragmentacién adicionales,
tales como ultrasonido o digestién con endonucleasas.

En algunas realizaciones, los métodos desvelados en el presente
documento comprenden amplificacion y preparacion de bibliotecas en previsién
de la secuenciacion en paralelo posterior. Un ensayo puede incluir dos mezclas
maestras de PCR, dos polimerasas termoestables, dos mezclas de cebadores
y adaptadores de biblioteca. En algunas realizaciones, puede amplificarse una
muestra de ADN para varios ciclos usando un primer conjunto de cebadores de
amplificacion que comprenden regiones especificas de diana y regiones
marcadoras no especificas de diana y una primera mezcla maestra de PCR. La
regibn marcadora puede ser cualquier secuencia, tal como una region
marcadora universal, una region marcadora de captura, una regién marcadora
de amplificacion, una region marcadora de secuenciacién, una regién
marcadora de UMI y similar. Por ejemplo, una region marcadora puede ser el
molde para los cebadores de amplificacion utilizados en una segunda o
posterior ronda de amplificacion, por ejemplo, para la preparaciéon de
bibliotecas. En algunas realizaciones, los métodos comprenden afadir una
proteina ligante de union a ADN monocatenario (SSB) a los primeros productos
de amplificacion. Una alicuota de la primera muestra amplificada puede
retirarse y amplificarse una segunda vez usando un segundo conjunto de
cebadores de amplificacion que son especificos para la region marcadora, por
ejemplo, una region marcadora universal o una region marcadora de

amplificacion, de los primeros cebadores de amplificacion que pueden
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comprender una 0 mas secuencias marcadoras adicionales, tales como
etiquetas de secuencia especificas para uno o mas flujos de trabajo de
secuenciacion aguas abajo, y la misma o segunda mezcla maestra de PCR. De
esta manera, una biblioteca de la muestra de ADN original esta lista para la
secuenciacion.

Un método alternativo comprenderia la primera amplificacion que se
realiza en un volumen pequefio (por ejemplo, 15 ul) y, en lugar de transferir una
alicuota a una nueva localizacién para una segunda ronda de amplificacion, al
tubo se le pueden afadir reactivos adicionales para realizar una segunda ronda
de amplificacion.

Una vez creada la biblioteca, esta puede purificarse y cuantificarse. En
algunos ejemplos, la purificacién puede realizar procesando la muestra a traves
de un sustrato tal como Perlas AMPURE XP (Beckman Couiter) que sirven
para purificar los fragmentos de ADN de los componentes de reaccion. Otro
método podria ser la incorporacién de un resto de purificacion, tal como un
resto de hapteno, en el segundo conjunto de cebadores de amplificacion. Por
ejemplo, si se incorporara una biotina en uno de los cebadores del segundo
conjunto de cebadores de amplificacion, entonces los fragmentos de la
biblioteca podrian capturarse usando un resto de estreptavidina en una perla,
por ejemplo. Utilizando la estrategia de captura, las bibliotecas también podrian
normalizarse y cuantificarse usando Normalizacion Basada en Perlas (BBN).
Sin embargo, las bibliotecas pueden purificarse y cuantificarse, o agruparse y
cuantificarse si se estan realizando reacciones multiples, sin el uso de BBN.
Por ejemplo, las bibliotecas podrian también cuantificarse mediante métodos

electroforéticos en gel, BioAnalyzer, gPCR, métodos espectrofotométricos, kits
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de cuantificacion (por ejemplo, PicoGreen, etc.) y similares, como se sabe en la
técnica. Después de la cuantificacion, la biblioteca puede secuenciarse por
secuenciacion en paralelo.

En algunas realizaciones, el primer conjunto de cebadores de
amplificacion usado para amplificar un ADN diana se proporciona en una
concentracion tan ilimitada que cuando se aflade una alicuota de la primera
reaccion de amplificaciébn a un nuevo tubo y se afaden los reactivos de la
segunda reaccion de amplificacion, hay una amplificacion acumulada minima o
indetectable resultante del primer conjunto de cebadores de amplificacion y no
se requiere una etapa de limpieza entre la primera reaccion de amplificacién y
la segunda reaccion de amplificacion. En algunos ejemplos, la concentracién
de los cebadores de amplificacion para una primera PCR es, es de
aproximadamente, o es menor que, 0,5 nM, 0,6 nM, 0,7 nM, 0,8 nM, 0,9 nM,
1,0 nM, 1,5 nM, 2,0 nM, 3,0 nM, 4,0 nM, 5,0 nM, 6,0 nM, 7,0 nM, 8,0 nM, 9,0
nM, 10,0 nM, 11,0 nM, 12,0 nM, o un intervalo entre cualquiera de estos
valores, por ejemplo, de 0,5nMa 1,0 nM, de 1,0 nM a 12 nM, de 0,8 nM a 1,5
nM, etc. En algunas realizaciones, la concentracion de los cebadores de
amplificacion para una primera PCR es de aproximadamente 0,9 nM a
aproximadamente 10 nM.

La FIG. 2 muestra un flujo de trabajo a modo de ejemplo de los métodos
descritos en el presente documento en una realizacion. Una secuencia de ADN
genomico diana se amplifica usando un primer conjunto de cebadores que
comprenden una region que flanquea la secuencia diana y regiones
marcadoras de amplificacion (que puede ser iguales o diferentes) dando como

resultado amplicones que comprenden la secuencia diana y etiquetas en
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ambos extremos. Una alicuota de los amplicones de la primera PCR se
amplifica adicionalmente usando un segundo conjunto de cebadores
especificos para las primeras secuencias marcadoras que comprenden
adicionalmente secuencias de cebadores de secuenciacion (secuencias
adaptadoras i5 e i7), generdndose asi una biblioteca que comprende la
secuencia de ADN diana flanqueada por secuencias usadas en secuenciacion
en paralelo, en este caso se utilizan secuencias i5 e i7 en este orden por
métodos de sintesis divulgados por lllumina, Inc.

En la FIG. 3 se describe un ejemplo de un flujo de trabajo alternativo para
determinar un perfil de ADN a partir de una muestra. En este ejemplo, se
amplifica una diana de ADN con un primer par de cebadores que comprenden
secuencias que flanquean la secuencia diana, secuencias etiqueta no diana
(iguales o diferentes) y ademas secuencias identificadoras moleculares Unicas
o UMI, que comprenden bases aleatorias. Las UMI pueden usarse, por
ejemplo, para reducir o eliminar, mediante la bioinforméatica, errores que se
producen durante los procesos de preparacion de la biblioteca (por ejemplo,
artefactos de PCR o incorporaciones erroneas, etc.). El uso de los UMI puede
ser importante para el perfilado de ADN, pero son de particular importancia
para ayudar a eliminar errores cuando se secuencian muestras para
investigacion criminal. En este ejemplo, la primera ronda de amplificacion se
realiza durante 2 ciclos, que va seguida por la adiciéon de una proteina ligante
de unidon a ADN monocatenario (SSB) e incubacion a 37 grados centigrados
durante 15 min seguido de una inactivacion a 95 grados C/5 min que inactiva
de un modo eficaz la amplificacion adicional del primer conjunto de cebadores

de amplificacion durante la segunda ronda de amplificacion. Aunque el
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mecanismo se desconoce, se contempla que la adicion de SSB une
irreversiblemente los primeros cebadores de amplificacion monocatenarios e
impide que participen en las reacciones de amplificacion posteriores. Después
de la incubacion con SSB, se afiade un segundo conjunto de cebadores que
comprenden etiquetas de secuencia y una segunda mezcla de PCR,
obteniéndose la biblioteca de secuenciacion.

Biblioteca de acidos nucleicos

Las realizaciones desveladas en el presente documento proporcionan
bibliotecas de acido nucleico, que pueden usarse para secuenciacion. En
algunas realizaciones, las bibliotecas de &cido nucleico desveladas en el
presente documento pueden comprender una pluralidad de moléculas de acido
nucleico, en las que la pluralidad de moléculas de acido nucleico comprende al
menos una secuencia de repeticion en tandem flanqueada por un primer par de
secuencias marcadoras y al menos una secuencia de polimorfismo
mononucleotidico (SNP) flanqueada por un segundo par de secuencias
marcadoras.

Como se indica en el presente documento, el tamafio de las moléculas de
acido nucleico puede variar enormemente usando los métodos y las
composiciones desveladas en el presente documento. Los expertos en la
materia apreciaran que las moléculas de acido nucleico amplificadas a partir de
una secuencia diana que comprenden una repeticion en tandem (por ejemplo,
STR) pueden tener un gran tamafio, mientras que las moléculas de &cido
nucleico amplificadas a partir de una secuencia diana que comprende un SNP
pueden tener un tamafo pequefio. Por ejemplo, las moléculas de acido

nucleico pueden comprender desde menos de cien nucledtidos a cientos o
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incluso miles de nucleétidos. Por lo tanto, el tamafio de las moléculas de acido
nucleico puede tener un intervalo que esté entre dos valores cualesquiera de
aproximadamente 50 pb, aproximadamente 60 pb, aproximadamente 70 pb,
aproximadamente 80 pb, aproximadamente 90 pb, aproximadamente 100 pb,
aproximadamente 110 pb, aproximadamente 120 pb, aproximadamente 130 pb,
de aproximadamente 140 pb, aproximadamente 150 pb, aproximadamente 200
pb, aproximadamente 300 pb, aproximadamente 400 pb, aproximadamente 500
pb, aproximadamente 600 pb, aproximadamente 700 pb, aproximadamente 800
pb, aproximadamente 900 pb, aproximadamente 1 kb, o mas. En algunas
realizaciones, el tamafio minimo de las moléculas de &cido nucleico puede
tener una longitud que es, es de aproximadamente, o es menor que, 50 pb, 60
pb, 70 pb, 80 pb, 90 pb 0 100 pb. En algunas realizaciones, el tamafio maximo
de las moléculas de acido nucleico puede tener una longitud que es, es de
aproximadamente, o es mayor que 100 pb, 150 pb, 200 pb, 250 pb, 300 pb,
350 pb, 400 pb, 450 pb, 500 pb o 1 kb.

Para la generacion de grupos, los fragmentos de la biblioteca se
inmovilizan en un sustrato, por ejemplo, un portaobjetos, que comprende
secuencias de oligonucleétidos homélogas para capturar e inmovilizar los
fragmentos de la biblioteca de ADN. Los fragmentos de la biblioteca de ADN
inmovilizados se amplifican usando metodologias de amplificacion en grupo
como ilustran las divulgaciones de las Patentes de Estados Unidos n.°
7.985.565 y 7.115.400, cuyos contenidos se incorporan en el presente
documento por referencia en su totalidad. Los materiales incorporados de las
Patentes de Estados Unidos n.° 7.985.565 y 7.115.400 describen métodos de

amplificacion de acido nucleico en fase solida que permiten que los productos
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de amplificacién se inmovilicen sobre un soporte solido para formar matrices
compuestas por grupos o “colonias” de moléculas de acido nucleico
inmovilizadas. Cada grupo o colonia sobre dicha matriz se forma a partir de una
pluralidad de cadenas polinucleotidicas inmovilizadas idénticas y una pluralidad
de cadenas polinucleotidicas complementarias inmovilizadas idénticas. Las
matrices formadas de este modo se denominan generalmente “matrices
agrupadas”. Los productos de reacciones de amplificacion en fase soélida, tales
como los descritos en las Patentes de Estados Unidos n.° 7.985.565 y
7.115.400 se denominan estructuras “en puente” formadas por hibridacién de
pares de cadenas polinucleotidicas inmovilizadas y cadenas complementarias
inmovilizadas, estando ambas cadenas inmovilizadas sobre el soporte sélido
en el extremo 5, preferentemente mediante una unidn covalente. Las
metodologias de amplificacion en grupo son ejemplos de métodos en los que
un molde de acido nucleico inmovilizado se usa para producir amplicones
inmovilizados. También pueden usarse otras metodologias adecuadas para
producir amplicones inmovilizados a partir de fragmentos de ADN inmovilizados
producidos de acuerdo con los métodos proporcionados en el presente
documento. Por ejemplo, pueden formarse uno o mas grupos o colonias
mediante PCR en fase sélida si uno o los dos cebadores de cada par de
cebadores de amplificacion estan inmovilizados. Sin embargo, los métodos
descritos en el presente documento no se limitan a ninguna metodologia de
preparacion de secuenciacion o plataforma de secuenciacion particular y
pueden abordarse con otros métodos de preparacion de plataforma de
secuenciacion en paralelo y plataformas de secuenciacion asociadas.

Cebadores
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Las realizaciones desveladas en el presente documento proporcionan una
pluralidad de cebadores que se hibridan especificamente con al menos una
secuencia diana corta y al menos una secuencia diana larga en una muestra de
acido nucleico, donde la amplificacion de la muestra de &cido nucleico usando
la pluralidad de cebadores en una sola reaccion multiplex da como resultado al
menos un producto de amplificacion corto y al menos un producto de
amplificacion largo, donde cada uno de la pluralidad de cebadores comprende
una o mas secuencias marcadoras. También se desvela en el presente
documento una pluralidad de cebadores que tienen las secuencias expuestas
en las Tablas 1-2.

Para la amplificacion multiplex de secuencias diana largas (por ejemplo,
STR, ITR) y secuencias diana cortas (por ejemplo, SNP), se disefian cebadores
que permitan la amplificacién equilibrada en todos los tipos diana. Los métodos
y composiciones desvelados en el presente documento pueden usarse para la
amplificacion de multiples secuencias diana de repeticion en tandem en una
sola reaccion multiplex. Por ejemplo, la pluralidad de cebadores puede hibridar
especificamente con varias secuencias de repeticion en tdndem que es, es de
aproximadamente, o es de mas de 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 24, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, o un intervalo entre dos valores cualesquiera, tal como de 4 a
12, de 10 a 24, de 30 a 100, etc. En algunas realizaciones, la pluralidad de
cebadores puede hibridar especificamente con al menos 24 secuencias de
repeticion en tandem. En algunas realizaciones, la pluralidad de cebadores
puede hibridar especificamente con al menos 60 secuencias de repeticion en
tandem. Los métodos y composiciones desvelados en el presente documento

pueden usarse para amplificar multiples secuencias diana de SNP en una sola



10

15

20

25

38

reaccion. Por ejemplo, la pluralidad de cebadores puede hibridar
especificamente con un numero de secuencias de SNP, que es, es de
aproximadamente, o es mas de 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 24, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 o un intervalo entre dos valores cualesquiera, tal como de 4 a
12, de 10 a 24, de 30 a 100, etc. En algunas realizaciones, la pluralidad de
cebadores puede hibridar especificamente con al menos 30 secuencias de
SNP. En algunas realizaciones, la pluralidad de cebadores puede hibridar
especificamente con al menos 50 secuencias de SNP.

Durante la experimentacion se descubrid que las secuencias diana de
SNP cortas se amplificaban preferentemente con respecto a las secuencias
diana de STR mas largas cuando se usaban cebadores que se disefiaban
siguiendo los criterios establecidos y el conocimiento del disefio de cebadores
satisfactorio. Adicionalmente, al menos en el flujo de trabajo de secuenciacion
por sintesis en el que se generan grupos y se secuencian los propios grupos
(por ejemplo, cuando se sigue la secuenciacién por sintesis (SBS, desvelado
en otras partes del presente documento) asociada con los secuenciadores
lllumina Inc.,) también se produjo amplificacién de grupo preferente de los
fragmentos de SNP de la biblioteca mas corta. Para solucionar estas dos
desviaciones, se necesitd una nueva estrategia para el disefio de cebadores
que permitiera una amplificacion equilibrada entre las secuencias diana de SNP
cortas y las secuencias diana de STR largas.

Una de las estrategias incluy6o cebadores de disefio para amplificaciones
de STR. Con las STR, las secuencias repetidas a menudo se encuentran
embebidas dentro de regiones repetidas mas grandes; por lo tanto, el disefio

de cebadores especificos para la amplificacion de STR puede ser problematico.
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Adicionalmente, las STR y sus regiones flanqueantes son algunas veces ricas
en AT. En un ejemplo, se disefiaron cebadores para las regiones probleméticas
usando una estrategia de disefio contraria a la convencional y a los criterios de
disefio de PCR bien establecidos. Los criterios establecidos para el diseiio de
cebadores de PCR indica que, entre otros criterios, 1) la longitud optima para
los cebadores es de 18-22 nucleétidos, 2) la Tf debe estar en el intervalo de 55-
58 grados C, 3) el contenido de GC debe ser de aproximadamente 40-60 %, 4)
y deben evitarse repeticiones de regiones dinucleotidicas AT repetidas, siendo
el maximo <4 repeticiones dinucleotidicas AT. Se disefiaron cebadores que
eran mas largos que los cebadores de PCR tipicos, por ejemplo, de 23-35
nucleétidos de longitud en lugar de 18-22 nucledtidos, tenian bajas
temperaturas de fusion (Tf), por ejemplo, de aproximadamente 54 grados
centigrados en lugar de aproximadamente 58 grados C, y los cebadores eran
ricos en AT, tres parametros que, segun ensefian los criterios de PCR
establecidos convencionales, deben evitarse para un disefio de cebadores
optimo. En efecto, se disefiaron cebadores no 6ptimos. Sorprendentemente, se
descubrié que estos cebadores largos, ricos en AT, con baja Tf multiplexaban
las STR mejor que los cebadores cortos, de alta Tf y bajo contenido de AT. Sin
ligarse a ninguna teoria, se contempla que los cebadores mas cortos que se
disefiaron siguiendo los criterios de diseiio de PCR establecidos podrian formar
dimeros que tendrian altas temperaturas de fusion y, por tanto, se formaron
dimeros eficazmente en condiciones de PCR normales, mientras que los
cebadores mas largos, con baja Tf, podrian formar dimeros en condiciones de
Tf realmente bajas y, por tanto, no serian estables para la formacion de

dimeros, permitiendo de este modo una mayor participacion de los cebadores
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mas largos, de baja Tm, en condiciones de amplificacibn normales en
comparacion con los cebadores cortos, con alta Tf (por ejemplo, 18-22
nucleétidos, Tf de 60 grados C, contenido de CG al 50 %).

Los cebadores mas largos, con baja Tf, ricos en AT, para la amplificacion
de STR después se multiplexaron con los cebadores més cortos, de alta Tf, de
disefio convencional, que se dirigian a SNP. Sin embargo, las reacciones de
amplificacion multiplex de nuevo no fueron satisfactorias a la hora de
proporcionar una amplificacién equilibrada tanto de STR como de SNP en una
reaccion multiplex. Se contempl6 que, quiza aplicando el disefio de cebadores
no convencional para amplificar dianas no probleméaticas, por ejemplo, para
amplificar las dianas de SNP, se podria llegar a amplificaciones multiplex
satisfactorias. De esta manera, para el disefio de cebadores para SNP se
aplicaron los mismos criterios usados para disefiar cebadores no 6ptimos para
STR (largos, baja Tm, rico en AT). Sorprendentemente, los nuevos cebadores
disefiados dieron como resultado un mejor equilibrio entre la amplificacion de
STR y SNP en una reaccion multiplex.

La FIG. 4 muestra ejemplos de la interaccion entre los cebadores
disefiados convencionales y no convencionales en una reaccion multiplex. En
la FIG. 42 wuna reaccion multiplex de 10 dianas de SNP muestra la
amplificacion esperada en el intervalo deseado de aproximadamente 200-350
pb para la biblioteca. Los cebadores usados para amplificar los 10 SNP en el
multiplex se disefiaron para ser mas largos, tener menor Tf y ser mas ricos en
AT de lo que se aconseja por los criterios de disefio de cebadores de PCR
establecidos. Cuando se disefia un 11° par de cebadores usando los criterios

de disefio de PCR establecidos, es decir, los cebadores son cortos, tienen una
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alta Tf y no son ricos en AT, y se afladen a los 10 pares, el multiplex resultante
muestra amplificacion no especifica del ADN diana. Como se observa en las
FIG. 4B y 4D, la adicion de un 11° par de cebadores disefiados de forma
convencional interfiere con el 10 plex de pares de cebadores no
convencionales y da como resultado una amplificacion multiplex no satisfactoria
de los SNP diana. Sin embargo, la adicion de un 11° par de cebadores que
también esta disefiado de forma no convencional siguiendo los mismos criterios
que el 10 plex de pares de cebadores da como resultado la amplificacion
satisfactoria de las dianas de SNP (FIG. 4C)

Por consiguiente, en algunas realizaciones, cada uno de la pluralidad de
cebadores tiene una baja temperatura de fusién, por ejemplo, menor de 60
grados centigrados o de aproximadamente 50 grados centigrados a
aproximadamente 60 grados C, y/o tiene una longitud de al menos 24
nucledtidos, por ejemplo, de aproximadamente 24 nucledtidos a
aproximadamente 38 nucledtidos. En algunas realizaciones, cada uno de la
pluralidad de cebadores comprende una secuencia nucleotidica
homopolimérica.

En algunos ejemplos, los pares disefiados de forma no convencional
comprenden secuencias que flanquean las STR y SNP diana, y secuencias no
molde adicionales. Las secuencias adicionales pueden ser, por ejemplo,
secuencias marcadoras que tienen una funcién durante la preparacion de
bibliotecas o para las metodologias de secuenciacion. Por ejemplo, una
secuencia marcadora puede ser una secuencia de captura tal como un resto de
hapteno que puede capturarse por un resto compafero inmovilizado para

purificar fragmentos de la biblioteca. Un ejemplo de un resto de hapteno es la
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biotina que puede capturarse por estreptavidina para aislar los fragmentos de
biblioteca de los componentes de la reaccion y similares. Una secuencia
marcadora también podria ser una secuencia de amplificacion, por ejemplo,
que es complementaria a un cebador de amplificacion y que se usa en una o
mas reacciones de amplificacion. Las FIG. 2 y 3 muestran ejemplos de
secuencias marcadoras que se usan en una segunda ronda de amplificacion
después de una primera ronda de amplificacion. Una secuencia marcadora
también podria ser una etiqueta de secuencia. Las FIG. 2 y 3 también muestran
ejemplos de etiquetas de secuencia, el adaptador i5 y el adaptador i7 se usan
en la secuenciacion como cebadores de hibridacién, de generacién de grupos y
de secuenciacion durante las reacciones de secuenciacion por sintesis como
se describe en el presente documento. Otro ejemplo de una secuencia
marcadora es un identificador de molécula Unica o UMI, como se muestra en la
FIG. 3.

Un UMI comprende un tramo aleatorio de nucleétidos que puede usarse
durante la secuenciacién para corregir los errores de PCR y secuenciacion,
afadiendo de este modo una capa adicional correccién de errores a los
resultados de secuenciacion. Los UMI podrian ser, por ejemplo, de 3-10
nucleotidos de longitud, sin embargo, el nimero dependera de la cantidad de
ADN de entrada. Por ejemplo, si se usa un 1 ng de ADN para dirigirse a
aproximadamente 250 sitios, entonces se espera que sSe necesiten
aproximadamente 350 copias x 250 dianas, es decir aproximadamente 90.000
UMI diferentes. Si se utiliza mas ADN, por ejemplo 10 ng, entonces podrian
necesitarse aproximadamente 1 millon de UMI diferentes. Todos los duplicados

de PCR procedentes de la misma reaccion PCR tendrian la misma secuencia
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de UMI, por lo tanto, los duplicados pueden compararse y cualquier error en la
secuencia tal como sustituciones, deleciones, inserciones de una sola base (es
decir, tartamudeo en PCR) pueden excluirse de los resultados de la
secuenciacion por medio de la bioinformatica. Los identificadores de molécula
Unica también pueden usarse en el analisis de una muestra mezclada. Las
muestras mezcladas, por ejemplo, una muestra de ADN femenino que esta
contaminada con ADN masculino puede desconvolucionarse para indicar las
contribuciones de ADN tanto masculino como femenino usando secuencias de
UMI. Por ejemplo, podria haber un total de cuatro nimeros repetidos diferentes
para dos ADN mezclados; sin embargo, podria haber menos de cuatro si la
mezcla de las dos muestras comparte alelos en un locus particular. Estos
alelos compartidos pueden distinguirse y pueden determinarse porcentajes
aproximados usando los UMI para determinar el nimero de alelos diferentes en
la poblacion inicial de moléculas de ADN. Por ejemplo, las moléculas iniciales
podrian contarse y, si estuviera presente un contribuidor minoritario, por
ejemplo, al 5 %, entonces el 5 % de los UMI identificaria un genotipo y el 95 %
identificaria un segundo genotipo. Después de la PCR, si uno de los alelos (o
quizas mas) se segara después de la amplificacion, entonces no se observaria
la proporcion 5:95. Sin embargo, usando los UMI, una proporcion sesgada
podria corregirse después de condensar duplicados de PCR usando la
deteccion de UMI y correccion. Esto es importante cuando se trata de
diferenciar un artefacto de tartamudeo de PCR y un verdadero contribuidor
minoritario.

Un cebador de los presentes métodos puede comprender una 0 mas

secuencias marcadoras. Las secuencias marcadoras pueden ser una 0 mas
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secuencias cebadoras que no son homologas a la secuencia diana, pero por
ejemplo pueden usarse como moldes para una 0 mas reacciones de
amplificacion. La secuencia marcadora puede ser una secuencia de captura,
por ejemplo, una secuencia de hapteno tal como biotina que puede usarse para
purificar amplicones de los componentes de la reaccion. Las secuencias
marcadoras pueden ser secuencias tales como secuencias adaptadoras que
son ventajosas para capturar los amplicones de la biblioteca sobre un sustrato,
por ejemplo, para la amplificacion en puente en prevision de la secuencia por
tecnologias de sintesis como se describe en el presente documento.
Adicionalmente, las secuencias marcadoras pueden ser etiquetas de
identificadores de molécula Unica de normalmente entre, por ejemplo, 3-10
nucleétidos compuestos por tramo aleatorio de nucleétidos que puede usarse
para corregir errores durante los métodos de preparacién de la biblioteca y/o de
secuenciacion.

Adicionalmente, es ventajoso que una reaccibn PCR multiplexada
contenga cebadores oligonucleotidicos para sustancialmente todas las dianas
agrupadas en una mezcla. Sin embargo, como se desvela en el presente
documento, los oligonucle6tidos son mas largos, de forma no caracteristica,
que los cebadores disefiados usando parametros tradicionales. La adicion
adicional de secuencias marcadoras a los cebadores, tales como la adicion de
UMI que afladen una secuencia génica especifica diana, crean secuencias de
cebadores incluso mas largas. En algunas realizaciones, puede afadirse
glicina betaina (aproximadamente 1,5 M) a la pluralidad de cebadores. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, los tampones de amplificacion usados en

las reacciones de amplificacion con cebadores no convencionales como se
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desvela en el presente documento, comprenden una concentracién de betaina
que es, es de aproximadamente o es mas de, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400
mM, 500 mM, 600 mM, 700 mM, 800 mM, 900 mM, 1 M, 1,2 M, 1,3 M, 1,4 M,
15M,16M,1,7M,1,8M,19M,2M,3M,4M,5M,6M,7M,8M, 9M, 10
M, o un intervalo entre dos cualesquiera de estos valores, por ejemplo, de 500
mMa2M,delMal5M, etc. De esta manera, la mezcla de cebadores como
se describe en el presente documento complementada con betaina, por
ejemplo, a aproximadamente 1,5 M, seria ventajosa cuando se llevan a la
practica los métodos de la presente divulgacién. En algunas realizaciones,
puede afiadirse glicerol a la pluralidad de cebadores. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, los tampones de amplificaciébn usados en las reacciones de
amplificacion con cebadores no convencionales como se desvela en el
presente documento comprenden una concentracion de glicerol que es, es de
aproximadamente, o es mayor de, 100 mM , 200 mM, 300 mM, 400 mM, 500
mM, 600 mM, 700 mM, 800 mM, 900 mM, 1 M, 1,2 M, 1,3 M, 14 M,15M, 1,6
M,1,7M,1,8M,19M,2M,3M,4M5M6M,7M,8M, 9M, 10 M, 0 un
intervalo entre dos cualesquiera de estos valores, por ejemplo, de 500 mM a 2
M, de 1 M a 1,5 M, etc. Por lo tanto, una mezcla de cebadores como se
describe en el presente documento complementada con glicerol, por ejemplo, a
aproximadamente 1,5 M, seria ventajosa cuando se llevan a la préactica los
métodos de la presente divulgacion.

En algunas realizaciones, también pueden modificarse tampones
asociados con el disefio de cebadores no convencional usado en los métodos
de amplificacion de la presente divulgacion. Por ejemplo, en algunas

realizaciones, las concentraciones de sales, tal como KCI, LiCl, NaCl o una
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combinacion de las mismas, del tampén de amplificacién estan incrementadas
en comparacion con la concentracion de sal de un tampon de amplificacion
usado junto con cebadores disefiados convencionalmente. En algunas
realizaciones, los tampones de amplificacibn usados en reacciones de
amplificacion con cebadores no convencionales como se desvelan en el
presente documento, comprenden una concentracion de KCI que es, es de
aproximadamente, o es mas de, 60 mM, 70 mM, 80 mM, 90 mM, 100 mM, 110
mM, 120 mM, 130 mM, 140 mM, 150 mM, 160 mM, 170 mM, 180 mM, 190 mM,
200 mM, 250 mM, 300 mM, 400 mM, 500 mM, o un intervalo entre dos
cualesquiera de estos valores, por ejemplo, de 60 mM a 200 mM, de 100 mM a
250 mM, etc. En algunas realizaciones, los tampones de amplificacién usados
en reacciones de amplificacibn con cebadores no convencionales como se
desvelan en el presente documento comprenden una concentracion de KCI que
es de aproximadamente 145 mM. En algunas realizaciones, los tampones de
amplificacion usados en las reacciones de amplificacion con cebadores no
convencionales como se desvelan en el presente documento comprenden una
concentracion de LiCl que es, es de aproximadamente, o es mas de, 60 mM,
70 mM, 80 mM, 90 mM, 100 mM, 110 mM, 120 mM, 130 mM, 140 mM, 150
mM, 160 mM, 170 mM, 180 mM, 190 mM, 200 mM, 250 mM, 300 mM, 400 mM,
500 mM, o un intervalo entre dos cualesquiera de estos valores, por ejemplo,
de 60 mM a 200 mM, de 100 mM a 250 mM, etc. En algunas realizaciones, los
tampones de amplificacion usados en reacciones de amplificacion con
cebadores no convencionales como se desvelan en el presente documento
comprenden una concentracion de LiCl que es de aproximadamente 145 mM.

En algunas realizaciones, los tampones de amplificacion usados en reacciones
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de amplificacion con cebadores no convencionales como se desvelan en el
presente documento comprenden una concentracion de NaCl que es de, es de
aproximadamente, o es mas de, 60 mM, 70 mM, 80 mM, 90 mM, 100 mM, 110
mM, 120 mM, 130 mM, 140 mM, 150 mM, 160 mM, 170 mM, 180 mM, 190 mM,
200 mM, 250 mM, 300 mM, 400 mM, 500 mM, o un intervalo entre dos
cualesquiera de estos valores, por ejemplo, de 60 mM a 200 mM, de 100 mM a
250 mM, etc. En algunas realizaciones, los tampones de amplificacion usados
en las reacciones de amplificacion con cebadores no convencionales como se
desvela en el presente documento comprenden una concentracion de NaCl que
es de aproximadamente 145 mM.

En algunas realizaciones, los tampones de amplificacion usados en
reacciones de amplificacion con cebadores no convencionales como se
desvelan en el presente documento pueden comprender MgSOa4, MgCl2 o0 una
combinacion de los mismos.

Kits

Ciertas realizaciones desveladas en el presente documento proporcionan
kits que comprenden al menos un medio de envase, en el que dicho al menos
un medio de envase comprende una pluralidad de cebadores como se desvela
en el presente documento. En algunas realizaciones, el medio de envase
puede ser un tubo, un pocillo, una placa de microtitulacion, etc. En algunas
realizaciones, la pluralidad de cebadores puede hibridar especificamente con
un nuamero de secuencias de repeticion en tandem que es, es de
aproximadamente, o es mas de 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 24, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, o un intervalo entre dos cualesquiera de estos valores, tal

como de 4 a 12, de 10 a 24, de 30 a 100, etc. En algunas realizaciones, la
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pluralidad de cebadores puede hibridar especificamente con al menos 24
secuencias de repeticion en tAndem. En algunas realizaciones, la pluralidad de
cebadores puede hibridar especificamente con al menos 60 secuencias de
repeticion en tdndem. Los métodos y composiciones desvelados en el presente
documento pueden usarse para amplificar multiples secuencias diana de SNP
en una sola reaccion. Por ejemplo, la pluralidad de cebadores puede hibridar
especificamente con un numero de secuencias de SNP, que es, es de
aproximadamente, o es mas de 4, 6, 8, 10, 14, 16, 18, 24, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, o un intervalo entre dos valores cualesquiera, tal como de 4 a 12,
de 10 a 24, de 30 a 100, etc. En algunas realizaciones, la pluralidad de
cebadores puede hibridar especificamente con al menos 30 secuencias de
SNP. En algunas realizaciones, la pluralidad de cebadores puede hibridar
especificamente con al menos 50 secuencias de SNP.

En algunas realizaciones, dicho al menos un medio de envase comprende
un tampon de amplificacion. En algunas realizaciones, los tampones asociados
con el disefio de cebadores no convencional usado en los métodos de
amplificacion de la presente divulgacion también pueden modificarse. Por
ejemplo, en algunas realizaciones las concentraciones de sales, tales como
KCI, LiCl, NaCl o una combinacion de las mismas, del tampdn de amplificacion
estd incrementada en comparacion con la concentracion de sales de un
tampon de amplificacion usado junto con cebadores diseflados de manera
convencional. En algunas realizaciones, los tampones de amplificacion usados
en reacciones de amplificacion con cebadores no convencionales como se
desvelan en el presente documento comprenden una concentracion de KClI,

NaCl o LiCl que es, es de aproximadamente, o es mas de 60 mM, 70 mM, 80
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mM, 90 mM, 100 mM, 110 mM, 120 mM, 130 mM, 140 mM, 150 mM, 160 mM,
170 mM, 180 mM, 190 mM, 200 mM, 250 mM, 300 mM, 400 mM, 500 mM, o un
intervalo entre dos cualesquiera de estos valores, por ejemplo, de 60 mM a 200
mM, de 100 mM a 250 mM, etc. En algunas realizaciones, los tampones de
amplificacion usados en las reacciones de amplificacion con cebadores no
convencionales como se desvelan en el presente documento comprenden una
concentracion de KCI, NaCl o LiCl que es de aproximadamente 145 mM.

En algunas realizaciones, los tampones de amplificacion usados en las
reacciones de amplificacion con cebadores no convencionales como se
desvelan en el presente documento pueden comprender MgSOa4, MgCl2 0 una
combinacion de los mismos.

Métodos de secuenciacion

Los presentes métodos no estan limitados a ninguna plataforma de
secuenciacion particular, sin embargo, se ejemplifican en el presente
documento con respecto a SBS, o secuenciacién por sintesis, tipos de
secuenciacion en paralelo. Son técnicas particularmente aplicables aquellas en
las que se unen &cidos nucleicos a localizaciones fijas en una matriz de tal
manera que sus posiciones relativas no cambian y en las que se obtienen
imagenes repetidas de la matriz. Son particularmente aplicables los ejemplos
en los que se obtienen imagenes en diferentes canales de color, por ejemplo,
coincidiendo con los diferentes marcadores usados para diferenciar un tipo de
base nucleotidica de otro.

Las técnicas de SBS generalmente implican la extension enzimatica de
una cadena de &cido nucleico naciente mediante la adicion iterativa de

nucledtidos frente a una cadena molde. En los métodos tradicionales de SBS,
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puede proporcionarse un solo monémero nucleotidico a un nucleétido diana en
presencia de una polimerasa en cada paso. Sin embargo, en los métodos
descritos en el presente documento, pueden proporcionarse mas de un tipo de
mondmero nucleotidico a un &cido nucleico diana en presencia de una
polimerasa en un paso.

Las técnicas de SBS pueden utilizar monémeros nucleotidicos que tienen
un resto marcador o que carecen de un resto marcador. Por consiguiente,
pueden detectarse eventos de incorporacion basandose en una caracteristica
del marcador, tal como la fluorescencia del marcador; una caracteristica del
mondmero nucleotidico tal como el peso molecular o la carga; un subproducto
de incorporacion del nucledétido, tal como la liberacién de pirofosfato; o similar.
En algunos ejemplos en los que estdn presentes dos o mas nucledtidos
diferentes en un reactivo de secuenciacion, los nucleétidos diferentes pueden
diferenciarse entre si 0, como alternativa, los dos o0 mas marcadores diferentes
pueden ser indiferenciables en las condiciones de las técnicas de deteccion
que se estén usando. Por ejemplo, los diferentes nucledtidos presentes en un
reactivo de secuenciacién pueden tener diferentes marcadores y pueden
diferenciarse usando parametros Opticos apropiados como se ejemplifica por
los métodos de secuenciacion desarrollados por Solexa (ahora Illumina, Inc.).

Algunos ejemplos incluyen técnicas de pirosecuenciacion. La
pirosecuenciacion detecta la liberacién de pirofosfato inorganico (PPi) segun se
incorporan nucleotidos particulares a la cadena naciente (Ronaghi, M.,
Kaxamohamed, S., Pettersson, B., Uhlen, M. y Nyren, P. (1996) “Real-time
DNA sequencing using detection of pyrophosphate release”. Analytical

Biochemistry 242(1), 84-9; Ronaghi, M. (2001) “Pyrosequencing sheds light on
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DNA sequencing”. Genome Res. 11(1), 3-11; Ronaghi, M, Uhlen, M. y Nyren,
P. (1998) “A sequencing method based on real-time pyrophosphate”. Science
281(5375), 363; Patente de Estados Unidos n.° 6.210.891; Patente de Estados
Unidos n.° 6.258.568 y Patente de Estados Unidos n.° 6.274.320, cuyas
divulgaciones se incorporan en el presente documento por referencia en su
totalidad). En la pirosecuenciacion, el PPi liberado puede detectarse al
convertirse inmediatamente en adenosintrifosfato (ATP) por la ATP sulfurilasa,
y el nivel de ATP generado se detecta a través de los fotones producidos por
luciferasa. Los &cidos nucleicos a secuenciar pueden unirse a caracteristicas
en una matriz y pueden obtenerse imagenes de la matriz al capturar las
sefiales quimioluminiscentes que se producen debido a la incorporacion de
nucleotidos en las caracteristicas de la matriz. Puede obtenerse una imagen
después de tratar la matriz con un tipo de nucledétido particular (por ejemplo, A,
T, C 0 G). Las imagenes obtenidas después de la adicion de cada tipo de
nucleétido seran diferentes en funcién de las caracteristicas en la matriz que se
detecten. Estas diferencias en la imagen reflejan el diferente contenido de
secuencia de las caracteristicas sobre la matriz. Sin embargo, las
localizaciones relativas de cada caracteristica permaneceran sin cambios en
las imagenes. Las imagenes pueden guardarse, procesarse Yy analizarse
usando los métodos expuestos en el presente documento. Por ejemplo, las
imagenes obtenidas después del tratamiento de la matriz con cada tipo de
nucleotido diferente pueden manipularse de la misma manera que se
ejemplifica en el presente documento para imagenes obtenidas a partir de
diferentes canales de deteccion para métodos de secuenciacion basados en

terminadores reversibles.
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En otro ejemplo de SBS, la secuenciacién del ciclo se realiza por la
adicion por etapas de nucleotidos terminadores reversibles que contienen, por
ejemplo, un marcador colorante escindible o fotoblanqueable como se describe,
por ejemplo, en el documento WO 04/018497 y en la Patente de Estados
Unidos n.° 7.057.026, cuyas divulgaciones se incorporan en el presente
documento por referencia. Este enfoque se estd comercializando por Solexa
(ahora lllumina Inc.), y también se describe en los documentos WO 91/06678 y
WO 07/123.744, cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento
por referencia. La disponibilidad de terminadores marcados con fluorescencia
en los que puede invertirse la terminacion y puede escindirse el marcador
fluorescente facilita la secuenciacion eficaz de la terminacion reversible ciclica
(CRT). Las polimerasas también pueden comodificarse por ingenieria para
incorporar eficazmente y extenderse a partir de estos nucle6tidos modificados.
Se describen sistemas de SBS y métodos a modo de ejemplo adicionales que
pueden utilizarse con los métodos y sistemas descritos en el presente
documento en la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.°
2007/0166705, Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.°
2006/0188901, Patente de Estados Unidos n.° 7.057.026, Publicacion de
Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 2006/0240439, Publicacion de
Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 2006/0281109, Publicacion PCT n.°
WO 05/065814, Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.°
2005/0100900, Publicacién PCT n.° WO 06/064199, Publicacion PCT n.° WO
07/010.251, Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.°
2012/0270305 y Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.°

2013/0260372, cuyas divulgaciones se incorporan en el presente documento



10

15

20

25

53

por referencia en su totalidad.

Algunos ejemplos pueden utilizar la deteccibn de cuatro nucle6tidos
diferentes usando menos de cuatro marcadores diferentes. Por ejemplo, puede
realizarse SBS utilizando métodos y sistemas descritos en los materiales
incorporados de la publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.°
2013/0079232. Como un primer ejemplo, un par de tipos de nucleétidos puede
detectarse a la misma longitud de onda, pero diferenciarse basandose en la
diferencia en la intensidad de un miembro del par en comparacién con el otro, o
basdndose en un cambio en un miembro del par (por ejemplo, mediante
modificacién quimica, modificacién fotoquimica o modificacion fisica) que hace
que aparezca o desaparezca una sefial aparente en comparacion con la sefial
detectada para el otro miembro del par. Como un segundo ejemplo, pueden
detectarse tres de cuatro tipos de nucleétidos diferentes en condiciones
particulares, mientras que un cuarto tipo de nucleétido carece de un marcador
que sea detectable en estas condiciones, 0 que se detecta minimamente en
estas condiciones (por ejemplo, deteccion minima debido a fluorescencia de
fondo, etc.). La incorporacion de los tres primeros tipos de nucle6tidos en un
acido nucleico puede determinarse basandose en la presencia de sus sefiales
respectivas y la incorporaciéon del cuarto tipo de nucledtido en el acido nucleico
puede determinarse basandose en la ausencia de deteccion o la deteccion
minima de cualquier sefial. Como un tercer ejemplo, un tipo de nucleétido
puede incluir uno o mas marcadores que se detectan en dos canales
diferentes, mientras que otros tipos de nucleétidos se detectan en no mas de
uno de los canales. Las tres configuraciones a modo de ejemplo anteriormente

mencionadas no se consideran mutuamente excluyentes y pueden usarse en
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diversas combinaciones. Una realizacion a modo de ejemplo que combina los
tres ejemplos es el método de SBS basado en fluorescencia que usa un primer
tipo de nucleétido que se detecta en un primer canal (por ejemplo, dATP que
tiene un marcador que se detecta en el primer canal cuando se excita con una
primera longitud de onda de excitacion), un segundo tipo de nucleétido que se
detecta en un segundo canal (por ejemplo, dCTP que tiene un marcador que se
detecta en el segundo canal cuando se excita con una segunda longitud de
onda de excitacion), un tercer tipo de nucleétido que se detecta tanto en el
primer como en el segundo canal (por ejemplo, dTTP que tiene al menos un
marcador que se detecta en ambos canales cuando se excita con la primera
y/o segunda longitudes de onda de excitacién) y un cuarto tipo de nucleétido
que carece de marcador que no se detecta en ningun canal o se detecta
minimamente (por ejemplo, dGTP que no tiene marcador).

Adicionalmente, como se describe en los materiales incorporados de la
Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 2013/0079232,
pueden obtenerse datos de secuenciacién usando un solo canal. En dichos
enfoques denominados de secuenciacion de un solo colorante, el primer tipo de
nucleétido esta marcado pero el marcador se retira después de generarse la
primera imagen, y el segundo tipo de nucledtido se marca solo después de
generar la primera imagen. El tercer tipo de nucleodtido conserva su marcador
tanto en la primera como en la segunda imagenes, y el cuarto tipo de
nucledtido permanece sin marcar en ambas imagenes.

Algunos ejemplos pueden utlizar secuenciacion por técnicas de
ligamiento. Dichas técnicas utilizan ADN ligasa para incorporar oligonucleotidos

e identificar la incorporaron de dichos oligonucleétidos. Los oligonucleotidos
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tienen normalmente diferentes marcadores que se correlacionan con la
identidad de un nucle6tido particular en una secuencia con la que hibridan los
oligonucledtidos. Al igual que con otros métodos de SBS, pueden obtenerse
imagenes después del tratamiento de una matriz de caracteristicas de acido
nucleico con los reactivos de secuenciacion marcados. Cada imagen mostrara
caracteristicas de acidos nucleicos que han incorporado marcadores de un tipo
particular. En las diferentes imagenes estaran presentes o ausentes diferentes
caracteristicas debido al diferente contenido en la secuencia de cada
caracteristica, pero la posicion relativa de las caracteristicas permanecera sin
cambios en las imagenes. Las imagenes obtenidas con métodos de
secuenciacion basados en ligamiento pueden guardarse, procesarse Yy
analizarse como se expone en el presente documento. Se describen métodos y
sistemas de SBS a modo de ejemplo que pueden utilizarse con los métodos y
sistemas descritos en el presente documento en la Patente de Estados Unidos
n.° 6.969.488, Patente de Estados Unidos n.° 6.172.218, y Patente de Estados
Unidos n.° 6.306.597, cuyas divulgaciones se incorporan en el presente
documento por referencia en su totalidad.

Algunos ejemplos pueden utilizar secuenciacion por nanoporos (Deamer,
D. W. y Akeson, M. “Nanopores and nucleic acids: prospects for ultrarapid
sequencing”. Trends Biotechnol. 18, 147-151 (2000); Deamer, D. y D. Branton,
“Characterization of nucleic acids by nanopore analysis”. Acc. Chem. Res. 35:
817-825 (2002); Li, J., M. Gershow, D. Stein, E. Brandin, y J. A. Golovchenko,
“DNA molecules and configurations in a solid-state nanopore microscope” Nat.
Mater. 2: 611-615 (2003), cuyas divulgaciones se incorporan en el presente

documento por referencia en su totalidad). En dichas realizaciones, el acido
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nucleico diana pasa a través de un nanoporo. El nanoporo puede ser un poro
sintético o una proteina de membrana biolégica, tal como la a-hemolisina. A
medida que el acido nucleico diana pasa a través de nanoporo, cada par de
bases pueden identificarse midiendo fluctuaciones en la conductancia eléctrica
del poro. (Patente de Estados Unidos n.° 7.001.792; Soni, G. V. y Meller, “A.
Progress toward ultrafast DNA sequencing using solid-state nanopores”. Clin.
Chem. 53, 1996-2001 (2007); Healy, K. “Nanopore-based single-molecule DNA
analysis”. Nanomed. 2, 459-481 (2007); Cockroft, S, L, Chu, J., Amorin, M. y
Ghadiri, M. R. “A single-molecule nanopore device detects DNA polymerase
activity with single-nueleotide resolution”. J. Am. Chem. Soc. 130, 818-820
(2008), cuyas divulgaciones se incorporan en el presente documento por
referencia en su totalidad). Los datos obtenidos de la secuenciacion por
nanoporos pueden guardarse, procesarse y analizarse como se expone en el
presente documento. En particular, los datos pueden tratarse como una imagen
de acuerdo con el tratamiento a modo de ejemplo de imagenes Opticas y otras
imagenes que se exponen en el presente documento.

Algunos ejemplos pueden utilizar métodos que implican la monitorizacion
en tiempo real de la actividad ADN polimerasa. Pueden detectarse
incorporaciones de nucleotidos a través de interacciones de transferencia de
energia por resonancia de fluorescencia (FRET) entre una polimerasa
portadora de fluoroforo y nucledtidos marcados con y fosfato como se describe,
por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos n.° 7.329.492 y en la Patente de
Estados Unidos n.° 7.211.414 (cada una de las cuales se incorpora en el
presente documento por referencia) o las incorporaciones de nucleotidos

pueden detectarse con guias de onda de modo cero como se describe, por
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ejemplo, en la Patente de Estados Unidos n.° 7.315.019 (que se incorpora en el
presente documento por referencia) y usando anélogos de nucleétidos
fluorescentes y polimerasas modificadas por ingenieria como se describe, por
ejemplo, en la Patente de Estados Unidos n.° 7.405.281 y en la Publicacion de
Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 2008/0108082 (cada una de los
cuales se incorpora en el presente documento por referencia). La iluminacion
puede estar restringida a un volumen a escala zeptolitrica alrededor de una
polimerasa conectada a la superficie de tal manera que la incorporacién de
nucleétidos marcados con fluorescencia puede observarse con un fondo bajo
(Levene, M. J. et al. “Zero-mode waveguides for single-molecule analysis at
high concentrations”. Science 299, 682-686 (2003); Lundquist, P. M. et al.
“Parallel confocal detection of single molecules in real time”. Opt. Lett. 33,
1026-1028 (2008); Korlach, J. et al. “Selective aluminum passivation for
targeted immobilization of single DNA polymerase molecules in zero-mode
waveguide nano structures”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105, 1176-1181 (2008),
cuyas divulgaciones se incorporan en el presente documento por referencia en
su totalidad). Las imagenes obtenidas con dichos métodos pueden guardarse
procesarse y analizarse como se expone en el presente documento.

Algunas realizaciones de SBS incluyen la deteccion de un protén liberado
después de la incorporacion de un nucledtido en un producto de extension. Por
ejemplo, la secuenciacion basada en la deteccion de protones liberados puede
usar un detector eléctrico y técnicas asociadas que estan disponibles en el
mercado en lon Torrent (Guilford, CT, a Life Technologies subsidiary) o
meétodos y sistemas de secuenciacion descritos en los documentos US

2009/0026082 A1, US 2009/0127589 Al; US 2010/0137143 Al;, o US
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2010/0282617 Al, cada uno de los cuales se incorpora en el presente
documento por referencia. Los métodos expuestos en el presente documento
para la amplificacion de &cidos nucleicos diana usando exclusién cinética
pueden aplicarse facilmente a sustratos usados para detectar protones. Mas
especificamente, los métodos expuestos en el presente documento pueden
usarse para producir poblaciones clonales de amplicones que se usan para
detectar protones.

Los métodos de SBS anteriores pueden realizarse ventajosamente en
formatos multiplex de tal manera que se manipulan simultaneamente multiples
acidos nucleicos diana diferentes. En realizaciones particulares, diferentes
acidos nucleicos diana pueden tratarse en un recipiente de reaccion comun o
en una superficie de un substrato particular. Esto permite un suministro
conveniente de reactivos de secuenciacion, la retirada de reactivos que no han
reaccionado y la deteccibn de eventos de incorporacion de una manera
multiplex. En realizaciones que usan &cidos nucleico diana unidos a la
superficie, los acidos nucleicos diana pueden estar en un formato de matriz. En
un formato de matriz, los acidos nucleico diana pueden estar normalmente
unidos a una superficie de una manera espacialmente diferenciable. Los acidos
nucleico diana pueden estar unidos mediante union covalente directa, union a
una perla o a otra particula o union a una polimerasa o a otra molécula que
esta unida a la superficie. La matriz puede incluir una sola copia de un acido
nucleico diana en cada sitio (también denominado caracteristica) o en cada
sitio 0 caracteristica pueden estar presentes mdultiples copias que tienen la
misma secuencia. Pueden producirse copias multiples mediante métodos de

amplificacion tales como amplificacion en puente o PCR en emulsion como se
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describe con detalle mas adelante.

Los métodos de la presente divulgacion utilizan la tecnologia Illumina, Inc.
para la secuenciacion de las bibliotecas de perfil de ADN creadas mediante la
puesta en practica de los métodos descritos en el presente documento. En los
ejemplos descritos en el presente documento se usO el instrumento de
secuenciacion MiSeq para el agrupamiento y secuenciacién. Sin embargo,
como se ha indicado anteriormente y entiende un experto en la materia, los
métodos de la presente invencion no estan limitados por el tipo de plataforma
de secuenciacion utilizada.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos desvelan varios métodos y materiales para el
perflado de ADN. Estos métodos y materiales pueden modificarse
conservando al mismo tiempo la esencia y el alcance de la invencion. Dichas
modificaciones resultaran evidentes para los expertos en la materia tras la
consideracion de esta divulgacién o la puesta en practica de los métodos
desvelados en el presente documento. Por consiguiente, no se pretende que
estos métodos o materiales se limiten a los ejemplos especificos desvelados en
el presente documento, sino que incluyan todas las modificaciones y
alternativas que se encuentren dentro del alcance y esencia de la presente
divulgacion.

Ejemplo 1-disefio de cebador no convencional

El programa de disefio informatico DesignStudio de lllumina, Inc. (San
Diego, CA) se modifico y usé para el disefio de cebadores. Un experto en la
materia entendera, por supuesto, que también pueden usarse programas de

disefio de cebadores alternativos tales como Primer3 y restablecerse los
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parametros por defecto para imitar el intento de los parametros modificados
para el disefio de cebadores. Los parametros normalmente se restablecen en
el archivo config.xml que viene con el programa informatico, sin embargo, esto
puede diferir cuando se usan diferentes programas informéticos y es una
practica consultar los materiales especificos para acceder a los parametros por
defecto para cada programa informatico. En el programa informatico de disefio
de cebadores pueden restablecerse los siguientes parametros:
1) La longitud minima deseada del amplicén se restablece a >60<
2) La longitud méxima deseada del amplicon se restablece a >120<
3) La estrecha separacion de candidatos se restablece a >3< (el valor por
defecto es de 30 pb)
4) La sonda con % GC Max. se restablece a >60< para permitir un mayor
namero de tramos con repeticiones ricas en AT
5) La Tm media se restablece a >57< (por defecto 59 C) para reducir la
Tm media
6) La Tm maxima se restablece a >60< (por defecto 73)
7) La Tm minima se restablece a >51< (por defecto 55)
8) La longitud media de sonda se restablece a >28< (por defecto 27)
9) La longitud maxima de sonda se restablece a >38< (por defecto 30)
10) La longitud minima de sonda se restablece a >25< (por defecto 22)
Para el disefio de cebadores de SPN, el intervalo hasta la diana para el
extremo 3’ del cebador se establecid para ser “pequefio”, para mantener a los
cebadores a una distancia de aproximadamente 1 pb del SNP establecido
como diana. Una vez restablecidos todos los parametros, el programa de

disefio de cebadores puede hacerse funcionar sobre la secuencia para
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determinar los candidatos de pares de cebadores que se encontrardn en estos
nuevos parametros. Por ejemplo, un usuario del programa informatico puede
generar una lista de dianas que dice al programa informético donde mirar en el
genoma para disefiar los cebadores. En el presente ejemplo, las regiones
establecidas como dianas se copiaron y se pegaron en la aplicacién gréfica de
interfaz de usuario, con el programa informatico DesignStudio usado para
orientar y dirigir el diseflo de cebadores. Una vez introducidas las regiones
establecidas como dianas en el programa, el programa se dirigié a Crear un
Archivo de Disefio (Create a Design File) para comenzar la herramienta y crear
los disefios de los cebadores. En el presente ejemplo, el principal resultado fue
un archivo .txt que incluia las secuencias de cebadores y/o algunas de las
regiones contenian fallos y eran “no disefiables”, punto en el cual necesitaban
redefinirse y volverse a procesar las secuencias establecidas como diana. El
programa informatico usado en este experimento proporcion6 los cebadores
disefiados que se mapearon sobre la secuencia que se especific6 como la
regién establecida como diana. Después de los parametros restablecidos, se
disefiaron cebadores que no seguian los criterios convencionales para el
disefio de cebadores para amplificacion; pero que permitian amplificacion
multiplex de STR largas y SNP cortos.

Los ejemplos de cebadores dirigidos a STR disefiados ventajosos en los
métodos desvelados en el presente documento incluyen los indicados en la
Tabla 1. Los ejemplos de cebadores dirigidos a SNP ventajosos en los métodos
desvelados en el presente documento incluyen los expuestos en la Tabla 2.

Tabla 1-cebador dirigido a STR sin etiquetas y tamafios de amplicon
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SEQ ID NO

CEBADCR LOCUS STR

EJEMPLOS DE CEBADORES STR SIN ETIQUETAS

TAMARNC DE
AMPLICON

1 AmelP? F T CCOTGLAOTCTOTAAAGAA 106, 112
2 AmelP? B Sm ATCAGAGCTTAAAITIRGGEAAGTTG

30 OSFARG_FL_7 ACAGTAACTGLCTTCATAGATAG 117
4 1 TSFAPQ_RI_Smn GYGTCAGACTCTGTTUTAAGTA

5o RRSBI8_F2 T TOATTTTCCTICTITGGTATOCTTATGTAAT iz

BESBIR BRI Sm

ACAACATTTGTATCTTTATCTGTATOOT

BE51178 £ 1

TTTGTATTTCATGIGTACATICGTATO

110

Dda1i78 Bl Sm

ACCTATCCIGTAGATTATTITCACTGIG

-

D155t F1

5 CTOTGAGTGACAAATTGAGALCTT 184
S TTAACTTCTCTEG TG TG TGGAGATS
11 Bi88433 £1 T TITGETGCACCCATTACCES 185
12 | 185433 81 Sm AGGAGETTGAGGCTGCAANA
13 | p7ssz0 f2 T CACCARATATTGG TAATTAMATETTTACTATAGAL 167

D75820_RI_Sm

TAAAGGETATGATAGAACACTTGTC

DIGS53% £2 T

CARAGGCAGATOCCARGCTCT

160

DI6353% B2 Sm

TGTGTGTGCATOIGTAAGTAT

DISL35Y £2 1

TGETCTGTATTCCOTGTGLC

DIS1558 B2 Sm

GCASTCCAATCTGEETGACA

19 | BI083248 F1 Y 143
20 | DACSIZAS_ R Sm

21 0 THOL EL T TICCCATTGGUCTETTOCTC 112
22 | THOI B1 Sm CTETACACAGEGUTTOCGAG

230 FEA P2 T GCTGALTGATTTGTOTETAATIG 155
24 | FEA B2 Sm GAACTCACAGATTAAMCTETAACCAAMATAALAT T A

25 | DE1043 F1 7 CAATAGTHTOUAMEGATGEG TS 175
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| DEICA3 R Sm

TCYGIGGTTCTCCAGOITAL

PTPON FL T CTTAGGHAACCCTCACTGAATG 77
TPOX_R1 Sm GICCTTGTCAGCGTTTATTIGE
D138317 F2 7 TTGGGTTGAGCCATAGGCAG 167
D125217 82 Sm GEATCOGTGACTCTCTEGAC
D24831_Fi T GITATGEBACTITICICAGTUTCCAT 298
D2i5ii K3 _Sm GAGACTAATAGGAGGTAGATAGACTGE
0325391 F1 7 GAGACTGTATTAGTAAGECTTCTC 253
Di25391 R Sm CCTGGACTEAGCCATECTCE
DiS1656 F2 T CAGTILTGTGTTAGTCAGGATTC 173
36 | DISIB56 R1 Gm TCAAGGGTOAACTGTETRATGT
37 | p9S1i27 F3T CTTCTGANGCTTCTAGTTTACCT 120
38 | D9S1IRZ R2_Gm TTGCTTATTTGTGGGGGTATTTCA
36 | Pantat_FL_T AAGABTTCTCTTATITGGG I TATTAATTG 362
40 | Pantaf_R1_Sm AAATIGTGGACAGGTGLGGT
a1 CCATGTAPAAATACATGCATGIGITTATTTATAC 142
az TGATTAAMAAGAATGAAGETAARAATGTGTATAAC
a3 | Dusadr f2 1 CCAAATGTTTATGATIAATCTTTTAAAT TGGAGT 160
a4 | DIS341 B3 Sm GTAACAAGHGT TACAGGAATCATGAG
a5 | DA52408 73 T TCATCCACTGAAATGACTGAABAATAG 107
46 | DA52408_R9 Srs AGGTACATAACAGTTCAATAGAAAG
47 | D251238 F2.T GAGTTATTC AGTAAGTTAAAGGATTAECAG 162
43 | D2G1338_R2_Sra GGGAGCEAGTGGATITGGAAACAG
40 | PentaB 3 T GCATGGTGAGGCTIGAAGTAG 263
50 | Pentad K1_Sm CIAACCTATGGTCATAACGATITTY
510 VWA F3 T GATGATAAGAATABICAGIATGIGACTIGG 160
52 1 wWa RS Sm ATAGGTTAGATAGAGATAGGACAGATGATA
53 | SE33 FL T COCTACCECTATAGTAACTTGE 380
54 | SE35 R2 Sm CACGTCTGTAATTCCAGCTCITA
55 GEAAGUGTGTACTAGAGTTCTTCAG 145
56 | DZOSA8Z B2 Sm GEACAGCCTCCATATCOACATG
57 | DRSIE074_F1 ¥ TTCCTACTGCCCCACCTTTATTS 1
58 | DKS1G074_Ri_sm TITATGGTCICAGTGL CCCTCAGA
55 | DXSH1GE F1 sm TCATAATCACATATCACATGAGE 177
B0 | DXSIG163 RE T AAACAGAACCAGLGGAATGAA
51 | DXS10435 F1 T TGAMCTARAG TCAAATGLGGCTAC 268
62 | DXS16135 Ri_gm TAAGGEGTGACACCTCTCTGGATA,
&3 | DX58377_F2_sm CCCAGCET ACATETACCACTICATG 278
| DXS8377 A2 T CTAATGTTCGTATGGACCTTTEGAAGE
| D¥S7423 F1_sm CAGTACCCAGUIAGLTTAG 191

DX87423_81 T

AACCTGCCCTTTAICA

DX83278_F1_sm

GACACAGTGGCY

DXSE178 BRI T

TTGATCAAC ACAGGAGCTTTGACT

| HPRTB_F1_sin

TATACCACTTTOATGTTGACACTAGTITAC

| HPRTB R T

CCTGTCTATGGTCTLGATTIAAT

DXS16148_F3 s

TGCATGACAGAGGGAGATTCT

DNS10148 RA_T

AGAGGHCAALTAGTAGAATGAGLATG

DXS7132_Fi_sin

GUCABAUTCTATTAGTCAACGTTC

| DXS7137 R4 T

CIGGTICTCTAGCICACATACAGT

5 | DYF32755ab F2 T

TTTACCCCTAACAAG AAAAAAAGAAGAA

| DYF38751ab RZ Srn

CAGTGTGAGAAGTGTGAGAAGTGE

D¥5385a b Fi T

GACACCATGCCARACAACAAC

DY5385a b R1 Sm

ATCTATCTATTCCAATTACATAGTCC

| DYS389 I F3

TCATTATACCTACTTCTGTATCCAALTCTC

T
| DV3389( H R3 Gm

GGAACACAATTATCCCTGAGTAGCAG
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BYS390 F2 T

GETAGCATAATAGAAATTTTATGAGTGES

BYS380 B2 Sm

GAAGACAGACTTCAMTATCACAGAACATCS

23 | Dya3si KT GTGTATCTATTCATTCAATCATACACCC 143
24 | DYy3381 R1 Sm CTCLCTGETTIGLAAGCAATTGLL
85 | Dysd2ag KT CCAALATTAGTGGGLAATAGTTGAAL 149

DYS438_R2_ St

QICGAGATCACACCATTGCATITIC

DY54309 Fi

GUCTCGCTTEGAATTCTTTTACCC

195

D¥5439 R1 S

THAAGTC T TAATCTATCTTOAATTAATAGATTL

DYS481

CTITAAGAGGALTCTOCT AARRGGAATG

144

DYS48E R

TCACCAAAGIT TGLAAGAC

DYS505 |

TCVGGURAAGTAALCTAMAL

i74

DYS505 Ri Sin

TOSAGTCAGTTCACCAG ARG

93 | D¥S522 F2 T SEAMCCAGTEAGAGTCS 204

94 | DWS522_RZ_Sm CTCAGAGTGETGAMCUAG

95 | DYS533_F2 T GYATTTATTCATGATCAGTTCTTAACTCARCE 208
CTACCTAATATTTATCTATATCATTCTARTTATGTCTCTT

96 | DYS533 RZ Sm o

97 | DYS540 F1 T CTOTARAGGTT T T TTTGGTGEOATAAG 232

DYS542_R1 Sm

GATTAATACAACAAAAATTTGGTAATCIGAAA

DYS570_F1 T

CAACTTAAGCTGAAATGCAGATATIC

170

100 | BvssY0 K1 Em GITATGAAALGTAAAATGAATGATGACTAG

101 ) bwssJe B2 T GUAGTOICATTICOT GGAGATGAAGS ol
102 1 BvsSsYs K1 Sm CUIGGGCIGAGRAGTICAATC

103 | DyS612 F2 T GCCAGTAAGAATAAAATTACAGLATGAAD 287
i0d | DYSE12 B2 Sm GAATAATCTACCAGCAACAATAGLT

105 | Dyse2: by T TGLOTAA 274
106 | DwSG2: B2 EZm CCTUCATCTCAAAMCAACAAAAACACAARARATG

107 | Dwsead k2 T GEOTCATTGAALCTCATGCTCNG 70
108 | Dy5e43 R Sm STAAA

109 | Y GATAH4 72 7 TAACAGUATAAATACCTATCTATETAT 75

110

Y GATAHA RZ Sm

CGUTGAGGAGAATITCCARATTTA

Tabla 2-cebadores dirigidos a SNP
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SECHID NGO

CEBADOR SNP

EJEMPLOS DE CEBADORES SNP SIN ETIQUETAS

111

10002497 ISHEL T F2

CCCGUAALLTALUTAGGATAAATCTITA

112

rs1015250 JSNPLT F

CGACATOGEAAATGTCAGATCATAAGAL

113

r1024116 JSNPL T F2

CAGERGAGTCAAALATCUTTTTATCATC

114

rlOPSLI8 JSNPL T F2

GAGGATOAALGTTAGAGUCAGACTT

115

e5 1020047 SNPILT_F2

LGAATAAACTGAAGL CTAAAGAARA

116

5131805 JSNPL T F2

CAAGCLCTATGUCAAGGATATAALAATG

117

e 1OASE7 L0 SNPLT_F

GAGETTTTACTGTATTAGOAGTIUCCAL

118

rs10455407 SNPL T F

CAGATGTGAGATCATA COTTCTCO

118

rs1058083 ISNPL T

TTGTCITCTCCATICC

120

rs1O7TI7E0 ISHPL T F

121

rsl204331 JEMP T

CTTGTACAT
CTEC GAGTTTTATGTETTGC AL

122

rl2UBTABI SMPL T F

CTCTGATGATGTGCARGARAGETAGGTA

123

rsih

3182823 SNPL T F

TCAGACTATGETTTTAAGGAGACTATEAGS

124

rs12Z18440 iSNP| | F

CTAAGTATCYACCAATGTGUTALGTALL

125

rs1LU5E73 GSNEL T F

CACGTEGEATGATATEGTTTCTCAAGG

120

rs1LBB07L ISMEL T F2

AGCACCTATATATTATACCTGARAGEAT

127

CLCATGATTITCTTATGIETGAGAATTTC

128

rs1357517 ISNFI T F

CACCCTUTGTACTTTAATI GALTTCCC
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129 |

rsi382287 ISNPLT

51 CATCATTCCCATSTTGIGTAC

120

r5i4313212 QSNPLT

CACTCYTCTGAATCLTGGTCAACAAT

121

rs1454261 iSMPLT

CAAGTTATATCATAGAGTCTACGACCCC

132

rs1463723 iSNP

CIGEAACTATCAGTOTCTGCCCTTATYE

122

51463332 JENPLT

GTETCTCAAACTGTITATTGTGAGG

124

rsLAGE553 iSNPL T

GAACTCATTTATCCAGAGACCTGTTCTC

135 |

rsLEZ3537 IENP T

CATARTACAACCTGICTTTGEAGTTACTE

136 |

el Ral S N Rl BT E T Eol o]

rs1528450 iSNFI T

GTGACCAGTAGTTCTATGAGCAAGTATG

137 |

rs15G605 iSNF| T F

CEACATTGTATGGTTITTAGGCACCATG

138 |

rs1736442 iSNFI T F

CTAATARGTCGGACAGTTAAGAGAAGHC

139 |

1821380 ISNFI T F

CANGACAAGUGATTGAAAGAAGTGGAT

140 | rsl8686510 ISNFILY F COTTGTCAATCTTTCTACCAGAGGGTAA
14t | rsiSG7O255 ISNPI Y F GAATCATAGCTTGTGT TG GTCAGGS
122 | rsd016276_iSNPI_T_F GAATTACAAGTATTIGCATCCOAGCLY
143 | rs2040411 iSNPI_T_F GACCAACTTGGLT TTAACAGATGCAAAT
144 | relGas361 _ISNF T_F2 TCOTTACCTTTAAGACTITICCTATTTG
185 | 152056277 iSNPLT F2 CATYATCTCOTCATACTICCCTGTCTTG
186 | 152076848 jSNPL T F GCATCAAATTCACCAGTGAAATTATTGA
147 | 152107617 iSNPL T F ATGAGTACATTATTCAACTGTTTTGGAG
F

| 52111980 SNPL T

CACGCCATGTTGTAAACATTTITACGITC

| 1214955 sk

iPL T F

GCACATTE TAACAACTGATGATTCTATE

| rs221056 iSNPI T F

GETAGAABAAGCTGAGATAGCTGTILAAG

| 152342747 _iSNPI

F

CTTGAAGCTCATTCTTTOTTGTCCD

152399332 iSNPI_T_F

CTGOACACCAGACCAAAAACAAATAACC

251934 SN T f

GIAATTAGAGGGCAGTGAGGUTTTIAA

rs2 79844 NPT F

CICCAGAAGUTACTGGGATATTAATTAG

rs283079% iSNPLT F

TEAGCCAAATCAGCAATATAATAGGACT

| rs2831700 iSMPL T F

COTAGAACCACAATTATUTGICTTTGGC

! rs2020816 iSNPILT P2

CCATTGATTCTCTACAGTTCTGLAGGTA

! re321198 iSNPI T F

CTCCACACTTTATACAGGTGAAATCTGA

| rs33u882_isNPL_T_F

CATTTITCTCTCCTTICTGTCTCACCTTE

| rs354439 iSNPI T F

GUITCTCTTTCCCTTATATATCTOTCTC

| rs3780962 iSNFI T_F

GOCTTITGAAGAAAAACACTAALCTGTC

162 | rsA30046 ISP T F CACCTATGGGLICTICTIATICILC
163 | 154364205 iSNFI T F CATITGATAGCCATITGGGTTGTTTCCA
164 | rs435251 iSNPL T F CCATCACAC TGACATGAACAAAT
165 | rad606077 SNPI T F GAAGATTTGCATOOCAGTGARAGEAC
166 | reSANART ISNDI T F GOACTTCATARAG AATCAGTCAGGATGE

167 |

6441724 iSNPLT F

GGAGAATCAGGAAATAGTCACTTCCYAC

168 |

rsb211238 iSNPL Y F

169 |

rs/041158 iSNPL Y F

GACCTTCTAGCCAAATGAAGTAL
TCTGAGAATAACATTGCECTCIC

176 |

rs? 17302 iSNPL T F

CATATGTTGEGGGAGCTAAACCTAATGA

171 | 14719266 iSNPY T F CACTGTGACCACAGCATC TTTTAALTE
172 | 55722098 iSNP) T F2 GECTAAAGAAATATTCAGCACATCCAAL
172 | 15722290 iSNPI_T_F GAGTATCOCTTATCTAAAATGCTGGTCC
174 | rs727811 ISWPI T F CTTTTTCTCTTACCHGAACTTCAACGAC
175 | 15725172 iSNPI_T _F COTCATTAATATGACCAAGGETEOTOTG
176 | 15733164 iSMPI_T_F GATGTGETAATTAG
177 | rs7ABIE5 iSMPI_T_F GACCTAACCTGGAGAAAACCGGAGA

173 |

rSF40598 I5NP T_F

GHITCTCTICTCTGAACCTITGICTCAG

179 |

rs/40910 i5NP T F

GCARACACACAAAGATAGGTICGAGTTT

180 |

rs/63869 isMPl T F

CATATCAAGTGCTTTUTGTTGACATTIG

181 |

1s8C37423 iSNEL T OF

CTGAALAGTGL TACGTAAGAGGTCATTG

182 |

vSBGTR417 ISNPI T F

CATCTGAGTATCAGAAGAGTCTCAA

183

vsB26472 ISNP T F2

COCAGCAAABACTTCTTITCTCCAGTAA
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124 |

15873146 ISNP|

GLTAGGAAAGTTTTCTCTCTGGTICACA

185

oy Ry

15876724 ISNPI

GAATATCTATGAGLAGECACTTAGCAG

186

rs891700 SNPI T F

CTAATCAGYTGTCACTATGTGTGAGCTAT

127 |

rsS01398 isNP|

CATCATACAGACTCAAGGAGCTTAGUTG

122 |

rsGO7 100 iSNPL T

CTTTCCAAGCOTTGGAAAACACAGAAAA

129 | rsYl4165 iSMP| GIACCTTATAAATCACGOAGTGCAGAL
130 | reU1F118 NP CAAGTGE TAASAGATGACTEAGG T AN
121 CTTCTTCTCTTAGAAGEACACTGGTCAG

192

rsQE46871 iSNP]

GTTATGGAGGATTGGT AAGAALLAGAG

193

mimimir e[

;
:
1
1
1
;
.
r<GI8283 iSNPI T
i T
T

rsG87640 iSNF

GAGCTGTTTAAGGGTAMMGGGGTAGTTA

194

1s9905977 ISNPIL T F

GCAGACAAAMACCATGACAATGATCTTAG

195 | ra993934 _3NPI T F COCATGATGAMMCAGTTIGCACTAANTG
196 | Q951171 _ISNFI T F CTCAATTTTCTTGTOLCTGUTTICATG
127 | rs10092431_iSNP_3_R2 TTAGAAATTCCAGATAGAGCTARAACTG

r=1015250 iSNPI_S_R

GITAGGAARAGAACCTAGGTIGTITT

| 11024115 iSNPL 5 R2

GUASAAGTAAATACAAAGGIATACTTT

28528 iSKPI 5 82

CAATGUAARAGAAAGGTCCTTACTIGAT

2 20047 (SNPI 5 R2 CATTTCTARMACTCTARAACALACATITG
202 1 re1031 iSNPI 5 B2 3G TCCTTAACCTATTAAATTTTAATGAG
203 | s104RR710 ISNPL S R GACTTTCAATTTATGTCAGCATTTAAAA
204 1 s 10405407 iSNPL S R COTCTTLGTTOCATTGGATTCTCATTG
205 | s 1058083 iISHPL S R TCTCCATGAAACTTGOGTTAATTITGE
06 | 10773760 iSNDL S R TGTCTGGAAGTTCGTCARATTGLAG
207 | rs1294331 iSNPI_S_R2 GTAGCAT AAAACATTCOCAAAANTTUAAT
208 | rs12997453_i5NPLS 1 TCCTTTAARGATACAGGITATCIGTATTAC
208 | rs13182883 iSNPL S R CTCTCCGTTACTITCTTCOTGCOTT

230 | rsi3218440 NP S R GATCCTGAGATTCACCTOTAGTCCCY
211 | rs1335873 iSNFI S R COGTACCAGGTACCTAGCTATGTALT

rs1336071 ISNPLS R2

CTTTCYGTITTGTCCATCTGARATICT

151355365 iSNPI S &

CAAAGTTAAGTATCACCATCCAGETEG

| 1s1357517_iSNPI_S_&

ATAGGGATAGCTOATAAGAAACATGACC

| 11382387 iSNFI

wn

CTTAATAAGACGCTGLATCTGLCCA

= >

151413212 iSNPI

TCCAGGAGACATTIGTTCATATAAGTGA

13454361 iSNP!

AGACACTITTCAGTATCCATITAGAAAC

i rs3463723 iSNPI

w s n
E]

B

GTTTCACATGIGCATGCT T TGGET

153493232 iSNPLS §

o

CCABAGUTATTCTCTCTTTIGGGTGC

151408553 ISNPLS R

GAAAGTTCACTTCAGA SAAAGLC

| 1523537 iSNPLS P

GGGTTTCAGTCTGCAACAAGATETTG

2 | reiS2RA6D ISNPI S P

TEGAGATCAATATTTAGCCTTAACATAT

rei50606 (SNPLS B

GACTGTTTCTCATCCIGTTATTATTIGY

red /36402 ISNPLS R

AACACACAGAAACATCAAGLTGAGT

225

rsE821380 iSNPL 5 R

FICCTGACATTCICCITCTICTATCIO

256 |

roLIZRGEH10 ISNPL S R

TATGACGCCTGGATTTTCACAACAAT

CAGAGACTATOGATGLTATITAGGTCAA

227 | 1wi979:55 iSNPL S R

228 | rs2016276 iSNPLS R ACTTTGTGTGOLTCGAGAGAGAGAAA

220 1 pe2040411 iSNPLS R TOAGTGTTCTCTGTATTTTC TTACTCTAAG
230 | rs2046361_iSNPLS R2 ATTITTGGTCATTGTTGACALTTIACT
231 ¢ rs208 7_ISNPLS_R2 GGTATTAGGGEAGATAGGCATGAATG
232 | 12076843 ISNPLS R TEARACTTTTCAACTUTCCTACCGCC

233 | rs2107612 iSNPLS R GTIAAAATTGCCACTAATTATGTGTTTT

| 152111980 iSNFI S &

AACIGATCCTATGCAGUAAGATTCITTG

$214955 i5MP| S

GATGCTTGUAAACSAAGACTGAAAAGG

A
s221956 iSMP| S R

GICIGIGTGTCCTCTGAGATGATGAATTG

| 1<2142747_iSNFI G R

GGOAGGAAGAAALCACAGAGTCTTGA

237

| 152306332 iSNFI & &

AGTITGTTGGUTTCTTTIGAGAAGTATC
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220 | 15251924 SNPLS f GGTAGATGAAGTAGTAGATATCTGEGOTG

240 | 4 GTTCAGTGTCAATTTTGAC CAGATATT

241 | 52850795 iSNPLS R AGACATAGGACACACCATTTTATTGTCT
242 | rs2851700_iSNPL S R TEAAAATATITGGITAAACTATTGCCGG
243 | rs2920816 iSNPI_S R2 CTAGAGTTATT AATAAATTGGATTATATASC

i
=y
£

15321198 BNPLS R

TYACCTGTTITCCIITIGIGATTCCAC

245

rs338882 iSNP| S R

ACCAAGTCAAGAGCTCTGAGAGATAT

246

rs354439 SNF] S R

ACAGTGAATGATATICAGAATATTGIGU

247

137808562 iSNFI S R

GAACAAGGYCAAGATATCAGUTTTLACC

248

rsA20045 BMP S R

AGGTCATACAATGAATGGTGTGATGT

245

reA364205 _ISNPI_S R

ATCCACCCATGAGAAATATATCCACAA

250

red45251 (SNPL S R

ACAATTCAAATTAATGTAAAAATTGCAAGTG

251

rsAB0BOTT7_ISNPL S R

TAGTTCTACTGTGGLGATCTGACTOC

| rehB0681_SNPI_S R

GAACATCTGTTCAGGTTTCTCTOCATC

| rs64a4724 iSNPL S R

GAAAGGACTAAATTGTTGAACACTGGT

re6311238_ISNPIL_S R

TETGTGTTTTAAAGCCAGGTTTGTT

255 | ry7041158 iSNPL 5 R GATGGACTGGAACTGAGGATTTTCA
256 | rs 717302 SNP! S R AGUTTTAGAAAGGCATATCGTATTAACTG
257 | 14719366 (SNP! 5 R TTATAGT GAGTABAGGACAGGECCC
35§ | 15722098 _SNPI S A2 ACACATCTGTTGACAGTAATGAAATATEC
356 | 15722290 ISNPL S R GTTITAAACTTGGATACCATCCCCAAGAC
66 | s72IR1T_SND S R ATGAGATTGCTEGGAGATGEAGATS
261 | r5729172_iSNPLS B CACATTTCCCTCITGCGGTTACATAD
262 | r5733164_iSKPLS R GACAAGLCTCECTIGAGTITTCTTT

263 | rsY35155 SNPLS R TOTGAGAGTGICACCGAATTCAALG

ro /40598 NP S R

AAATAGCAMTGGLTCGTCTATGUTTAL

rs740910 NP1 S 8

TGCTAAGTAAGGIGAGIGGTATAATCA

| rs763869 iSNRY S A

ATAAATATGATGTGGCTACTECCTCAT

| re80BTAZY9 ISNPLS R

GUTACACCTCCATAGTAATAATGTAAGAG

263 | rs@OTSA17 ISNPI S R TEAAGPAGCTAGAGAACTITGTACGT
269 | rs826472 NP S Rz FPTGTCTCIGYTATATTAGTCACCTATCTC
270 | rs873196_iSNPL S 8 ATAGRCCTGCATTCAAATECCARGTS
271 | rs@76724 ISNPLS_R TCCATTTTTATACCACTGLACTEAAG
272 | rs891700_iSNPI_S B2 GEAGTAARACATTTTEATCAAATTTCNA
273 | re001298 iSNPLS 8 TCTGGLTGLAAM TAGCTGAATATIAG
274 | rs907100 iSNPLS R GAAAATCTGGAGGL A TTCATGATGLC
278 | raviales iSNpI S B ATACANTGATGATCACACGGGACCCT
276 | ra017118 iSNDIL S B COATGAAGATGGAGTOAACATITTACA
277 | rev38283 iSNDLS B TCCTANCCECTAGTACGTTAGATGTG
278 | rs9GAsSL SNPLS R GAGGTGATITCTGIGAGGAACGTCG
279 | rsb27640 iSNPLS R GIACATTCACTTAACAGGCTCTCTTTCE

| rs9905977 iSNPIL_5_P

AATTCATGAGCTGGTG TCCAAGGAG

| r+093034 iSNPI S B

ATAACAGTCTCLAGAGTATATTAGCTTAG

| 199951171 iSKPL S R

GICCTCTGGGATGCAACATHAGAG

rsi3495719%_aSNPL T F

GAAAGGATGAAGAGGETGGATATTGGAG

st

F9E97_asNPI_T_F

COAAATCTUATIATCTCTTACCTGGATT

| 1511652805 aSNPELT F

GTCCABSAGTCASGTGLAAGTATAGTTOG

| rs1229984_asNPi_1_F

ACAATCTTTTCTGAATCTGAACAGCTTC

| 112439433 aSNPLT F

CAAAGGAAGGCATTICCTAATGATCTIC

| 1512698138 aSNFLT_F

CITTGCITTGECTITICTICTTICAGG GAA

rs12913832 _pSNPENU_T_F

CTGCTTCAAGTGTATATAARACTCACAGT

rs1d26654 asMPl T F

COTAGGAAAGCAGTAACTAATTCAGGAG

rs1462906 asNPI T F

GCAATITGTTCACTTITAGTITCGTAGC

s1572015_aSNPI T F

GOTCTAATATGCATGTGTTCATOTCTCT

r5 16891932 aSNPILT T

-

CAGACTTTCTCATCTACGAMNAGAL

AT
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294 | ys74570 aSNPLT F ATCCTAGACCTCLAGETGGAATGATC
205 | rsi7642714 aSNPET | CTTGCCTGICTCAATATTTTGGAGTAAG

296 |

GAGTAAATGAGCTGTGGITTCTITCTTA

297 |

CITTCCAYG

292

GCATAGTGAGCTGTTGATAGAGCTTITG

289

rs1Sa0550 aSMPl T

CIAGAACAAAA TCATTRGCTCTCCTAGT

300 |

rs192055 abMpl T _F

GICTGGTGAGTACTGGCT GAATGTAAA

301 |

rs200354 aSNPI T F

CCAGAGGATICTGCTAMACATTITACAA

302 |

152024555 aSMPI T F

GCTCATGCCTGOAATTCACCTTTATTIT

303

12042762 aSMPI T |

CTAACTAGACATTITGGECCACCTTALTT

304 | r2i6R624 aSNPLT F GYCTATGGTGLOTATAGAATGTATAGET
305 | r21GR051 aSNPLT F CCCTCTCAAGTTTIGTGAGCAAATATIAC
306 | re2238151 aSNPLT F CTCTATCTTGCTGUAATGGACTTTCE

307

r=2B0630_aSN

COTAGAAACAGATTTTGAAGGGLICTTG

308

12234778 aSHPLT F

o
ARATGAGGGGCATAGGGATAAGGGA

309

rs310644 aSNPLT F

COTAGAAATCTGATACGTTATCCTATGA

410 | 153737576 aSWPL T F AGGAGAGATATATTCAACATGAACCCAA
331§ 3311801 aSKPLT F GAACATCTCTGACCAGAAATYTCCAGTA
37 1 153823159 aSHPL T F GIGTAGTGAAATCCTTAGACTTAGGTAL

313

53916735 aSNPL T T

AATACATOAAAAAGTAATATATGGGGIA

214

54471745 4SNP T F

ATTAAATGTTTACTTCTATCTACAAGGA

215

| 40522103 aSNPLT F

CATTTTGTGAAATGCAAAGGGCAAATET

316 | (54891825_aSNPI_NU _T_F GETGAGAGGTTTAATICCATCAAGATGA
357 | 150218664 _aSNPINU T_F CCCATCCTAAACTTAGTTTTATGGGCAG
318 | rs6754311_aSNPLT_f GFABCACATTCTOTTTGGGAAGCTAGC
338 | rst390332 aSNPI NU T F CITAGCTTCAGTGAAAATGGITCCTCTC
320 | rs7226658 aSNPL NU T F CHTCTTAGCTCCTCTCCATITCTCNC

321

rST226034 aSNPL NU T F

GICTATGCAGTGCTTCACTGAGGATTAT

322

rs735480 abNPt NU T F

CTCTATCTECTCAGAG CCTEETTAAAAG

323

rs7554936 aSNPI MU T F

GGAAAGGATACAGTGITGAGLAAGATAG

324 |

rs7B57799_aSNPI_NU_T_F

GCCAACTTOATTCTCTTTCAAATGETTG

325 |

17722455 _aSNPL T F

326 |

TS7S8143 aSNPLT F

AGATGOGETTTACCATGTTTCCCAG

327

157907703 aSNPI T F

GIACAGTAGTTAGTTTCOACGACTOATGA
CTAAATATCTAACTGTGITTCCCTCAGT

328

r<870347 aSNPLT F

GCAACCAAARGGAATTAAGAGACTALGES

329 |

r<O17115 aSNPLT F

CTGCTITTACGECTICTICLITICTIC

330 |

10497191 _aSNPL 5 B

COCACATCOTTECCATTTATAGGCAA

331 | rai079597 aSNPL S R TACATCATCCTAAGGGCAGCAGGAA

332 | raid652805 aSNPE S R CYITGETGCATCCTCYTYCTCTCTC

333 1 rsi220084 aSNPLS R GACTGTAGTCACCOCTICICCAACA

324 12439433 aSNPL S R AGAGTGAAAT ACATAGAAMAGAAACTTAAAG
335 | rsi2498135 aSNPL S R ATTTGCGAGAAACAGATARATATT GAAG
326 ACAGHAACAAAGAATTTGTTICTICATEG

357
337 1

CCTTOCATTGTCTEAGGATE

1512913837 pSNFI NU S K

CTGAGATGTTTGITTTGGRCTTTATG

| 151572018_asNPI_S 8

ATTGOTAGTACACTAATGGATATATGTGAG

16291922 aSMPLS R

GAATAAAGTGAGGAMACACGGAGTTG

1$174570_ashpP_S R

GAGAGAGGCAGAAAGGAGEGATGAA

rs17642714_aSNPLS R

TACTCTGTCTICAGTAGCTIGITICTIGG

| rsiS0G04A14_asNPI S 8

TTAGACTCACCAAGATUAAGATGAATGL

ATCTCAATAAAGCTGTICAARACAGALAG

rsiS76482 aSMP| &

TAAAGAAAATGCCATGGGOTGTACCT

i = ]

1519319550 a3NPl S

ATTGTGCAGCAGAACAGAGTGTAGTG

L rsiG2655 aSNpi

R

ATTCTITGEATAGCTCACGARATTTCCC

5
| 1sI00354 aSNPE S R

AAAATGAGACCTCGTATCTTTGCAGC
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349 | 152024566 asPl S 8 ABATGLAGAALTGCCARMAGAAACCC
50 | rsPO42757 aSHPL S R GAGAATCTGTGAATGCCAGGETOT
351 | rs2166624 asMPI S 8 ATGGATTCATGITTCAGACATCTAATT
352 | rs2196051 asMPI S & ATCACTAGAAAGAAAAGAGTTCCTATTE
383 | rs2258151 asMPI S 8 GAAGTTTAAAAGAGTGGGAACATGEEE
354 | rs2E0580_a5NPLS R CTACGTAAGCAAAAAT GATCACECAL
355 | rs2834773 asMPl S R AACCTBATGGLCCTCATIAGTCCTT

rs310644 2SNPI S R

CACCAGATTTCTAGGAATAGCATGTGAG

1s3737576 aSMPL S R

AAGAGLATAGTGAGGOGETTAGACCT

rs3€11801 aSNPl S R

CTTTATATITAL AGAGATCAGTCTCE

rs3823153 ASMPIL S R

TEAGTCCTTTACCT AATCTTGRTTGTL

re391R235_aSNPLS R

SATCCANAGCAACTCTCTTTTCACTAC

redd71745_a3MPL S R

TITACTGGAACCCTOATITTGTTGSA

rs3233103_aSHPI_S_R

TGCCACTGATATATCAGTACCTGAGT

rs1201825 aSNPI_NU

ACAATCTCAATCCCCCTTAATGTTYTC

(7
=

r2351366d_aSHP|_NU

GTGGGCAGAGAGAGTAAGAGAACTT

365 | rs6754311_aSHPLS R CARACCAGATICTGGCAGAATAGTTAGEC
366 | reHBO0312 4SHPI NU 5 R CTTCTCICCCATCCTCOITCTCCAC

65% aSKHPL NU S R

AGATCAAGGGATCTGTGHGACAATAAL

rs7326934_aSNPI NU S R

GGGUALTGATTTCAAGCATCCTGATT

rs735480 sSKPL NU S R

CATGAGTT TGAGGTAAGATGAAGHAGA

370 | rs7554936 aSNPI NU S R TCTCTCTCATCCTAGTGAATGCEATE
374 | rs7657799_aSNPI_NU_S_R GGGTGATGATITACCTIGCAGGTATA

r5772245%6_aSNPLS A

CTCAAGGCCOTGGGTCTGAAATTAL

rs/98445 aLNPL_S R

ACATCICCAGHTAATAATTTCCACTAAL

rs/947703 aSNPlL S R

TEEATTGCICAACAAATAGTGCTAAAA

rs870347 aBNPL S R

CATGCGACATCCAGG TAGUTAALATAL

rsG17115 asNpi S R

ATGGATAAAAATGGAACTITCAAGAGAA

rs12203592 pSNPLT

GITTTATGTAAAGETTCGTCATATGGT

GITCCAACTTAGTCATAAAGTTCCCTGG

.
Tt
rs12821256 gSNPLT F
rs12696398_pSNPI_T_F

GGEICTTOATGTTGTATIGATGAGGANG

rs1393350 pSNPL T F

CETAACAGAMAGTCACTGTTTGTATITG

rs1800407_pSNPI T F

TCACTCTGGCTTGTACTCTCICIGTG

12378249 pSNPL T F

GGLIGGTTTCAGTCTGGAGACTITATYT

| rs2402130 pSNPL T F

CTTCACCTLGATGACGATGATGATGAT

| r<4950270 pSNPLT F

GACAATAACAGCACAAAGGATGGAAAAG

re1205009 pSNPL T F

GAACCAGACCACACAATATCACCAL

red&777_aSNPET F

TCTACCTCTTTGATGTCLCCITCGATAG

CAGA CYCATCTACGAAAGAGGAGT

rsb23 pSAPE T F

CCCAGCTTTGAAAAGTATGCCTAGAALT

rsi2013832 pSNPL T F

CIGUTICAAGTGTATATARACTCACAGT

| rsi2203592 pSNPES R

TIGTITCATCCACTTTGGTGGGTAAAAG

1l st

K21256 pSNFI S R

TAATTAAGCTCTOTGTTTAGLGTITIT

362 | s i2ROE39G pSNPE S R CAATTCTTIGTTCTTTAGGTCAGTATAT
363 | rei393350_piNEI_S R TACTCTTCCTCAGTCCCTTCTCTGE
394 | rsiS00407_piNPI_S R TCAGACAGAGLATGATGATCATGGC

395 | 152378243 _pINPI S R GEACAAGTITAGGAACTACTITGCAC
356 | rs2402130_p3NPI_S R GAAGTATTTIGAACCATACGGAGCCC
357 | rsdS59270_pSNF_S K TCAGGAACACATOCAAACTATGACAC

rs1505009_pSNP S K

TTTCTCGCCCTCATCATCTGCAATG

YSZETTT _pSNPF S R

TCAGTTGATYTCATGTGATCCTCACAG

116891982 pSNPE S R

rsGE3 pSNPE S R

GAATAAAGTGAGG AAAACACGGAGTTG
ATTACCTTCTTTCTAATACAAGCATATG

rs12913832_pSHPL 5 R

ACAGGAACAAAGARTTTGTTCITCATGG
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Ejemplo 2-perfilado de ADN para tipos de bases de datos

Este ejemplo describe un experimento que sigue el flujo de trabajo de la
FIG. 2. Este ejemplo no utiliza UMI, ya que podria suponerse que las muestras
obtenidas fuesen de individuos cuya identidad ya se conoce.

Para este experimento, las STR se multiplexan con iISNP como se indica
en la Tabla 3.

Tabla 3-SNP informativas de identidad y STR

SNP informativos de identidad

151005533 rs1357617 72076848 rs& 530059 r5703869
r510092491 rs 1360288 £52107612 rs4 606077 rs80374293

1510152506 rel382387 Fs2113380 15200681 rs8078417

rs1024116 rsi413212 rs2 14855 £s576261 rs8264772

rs1028528 rs1454361 rs221956 rahAd4i24 rs873196

rs1029047 reld3729 £52269355 150811238 re870724

1531031825 151490413 Fs2342747 reh 855448 5891700
rs10488710 rs1493232 (52399332 7041158 58901348
rs10485457 re1498553 rs251934 rs /17302 ra907100

rsi058082 rs1523537 rs279844 rs719366 rs914165
rs10773760 rs1528460 ¥52830795 rs722098 1917118
r5i0776838 rs1 59606 752831700 15722200 reSG38283

rs1108037 rs1736442 £52920816 rs727811 5964681

rs12943371 rsi821380 rs321108 p87 29172 r8987640
112557453 rs1886510 rs338882 r5733164 rsBR08Y7 7
r$13182883 131979255 r$354438 rs7351505 3993934
r31321844C rs20316276 £s3780062 Fs737081 rs8851171

1513358732 rs2040411 rs430046 r3 740598

r$1336071 r$2346361 £54364205 rs740910

rs 1355366 rs2056277 rs445251 157520386

STR autosdmicas
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DIS1656 CSFIPO vl A D21511 DAS2408
D25441 [75820 (2135317 TROX Di7s1301
0251338 DE51179 Perta k SE33 DOS1122
D351358 01051248 D165539 Penta D Des1043
FiGA THOL D18551 D2251045 Amelogenina
D55818 0125391 D195433 Dz0S482
X STRs
DX58378 DX58377 DX510101 DX510148 DX510146
[X57132 Dx510135 510134 DY510078
HERTE DX510074 DXS7423 DXS10103
¥ STRs
DYS456 Y5383 Dys4z?y DYSE33 DY5444
DY¥S389i/1 DY5391 DY5438 DYS518 DYS522
DYS53940 DYS439 DYS448 CY¥5570 OY5505
DY5458 DY5e35 DYL576 DYSe43 DYSG27
DYS519 Y5352 DY5481 DYS460 DYF38751a/b
DYS385a/h YGATAHA Dys549 Dyseld

Por supuesto, podrian afiadirse SNP y STR adicionales a la lista anterior.
Los ejemplos de otras posibles dianas incluyen, pero sin limitacion, los
5 marcadores encontrados en la Tabla 4.

Tabla 4-ejemplos de STR y SNP adicionales para la multiplexacion

SNP informativos de identidad
£s1004357 51554472 ¥s2567508 rs521861 rs96Ge186
rs1018029 rs1872575 rs281123% rs5746846 rs985492
rs 1027895 rs2fi73383 rs2833736 rs590162 rs9866013
rs10500617 rs2 175957 5215791 rs6591147
rel076R550 rs2255301 Fs3744163 rsh89512
rs124805006 152270529 rsd 283409 rs 7205345
rs13134862 152272998 rsA484663 re7 229946
Fs1358850 rs22931395 rsd FERTOR rs 7704770
rs1410059 rs2292972 Fsd4796362 rsB070085
751478829 rs25033107 FsA84703 r59546538
STR autosémicas
D1816e77 D3S4525 (185853 (1051425
01154462 D&S1G17 1451434 D552500
DAS1627 DIGATALLZR 0251776
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Se disefiaron cebadores que contenian una secuencia de cebador de
PCR especifica de gen en el extremo 3’ y una secuencia marcadora
adaptadora en el extremo 5. En este experimento, los cebadores directos
contenian la secuencia marcadora para los adaptadores i5 de TriSeq Custom
Amplicon y los cebadores inversos contenian la secuencia marcadora para los
adaptadores i7 del kit de ARN TruSeq Small. Las etiquetas pueden usarse
como sitios de cebadores de amplificacion, asi como sitios de cebadores de
secuenciacion.

Secuencia marcadora de adaptador i5 5 TACACGACGCTCTTCCGATCT3 (SEQ ID NO: 403)
Secuencia marcadora de adaptador i7 5 CTTGGCACCCG AGAATTCCA3 (SEQ ID NO: 404)

Para equilibrar la amplificacion entre las STR y los SNP en el multiplex, se
modificaron los pardmetros de disefio de cebador para los SNP como se
describe en el Ejemplo 1. El conjunto original de cebadores de SNP disefiados
usando el Design Studio de lllumina eran cebadores de PCR clasicos -
secuencias cortas con altas temperaturas de fusién y poca o ninguna estructura
secundaria. Se us6 Design Studio para disefiar sondas de TruSeq Custom
Amplicon y para crear el complemento inverso de la sonda corriente abajo para
elaborar el cebador PCR inverso. Sin embargo, estos cebadores, no se
multiplexaron bien y un mal cebador podria transformar el ensayo de bueno a
malo (por ejemplo, todos dimeros de cebadores y ningun producto) (FIG. 4). En
un intento por crear mejores cebadores para la multiplexacion, se us6 un
Primer3 (shareware) que contenia una caracteristica de biblioteca de cebado
erroneo. Se descubri6 que los cebadores disefiados por Primer3 se
comportaban incluso peor en el ensayo multiplex que los cebadores de Design

Studio. Sorprendentemente, se estaban generando datos que mostraban que
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los cebadores de STR se multiplexaban bien. Se observé que los pares de
cebadores mal disefiados dirigidos a dianas de STR no causaban fallos en el
ensayo multiplex como lo hacian los cebadores de SNP. Los cebadores de
STR son largos, ricos en AT, y tienen temperaturas de fusion bajas, contrario a
lo que se considera un “buen” cebador.

Los cebadores de SNP se redisefiaron siguiendo los parametros del
Ejemplo 1. Los cebadores se mezclaron entre si para todas las dianas. Para
este ejemplo, se mezclaron pares de cebadores para 56 STR con pares de
cebadores para 75 iSNP, aSNP y SNP informativos de fenotipo. Se midié
polimerasa (Hot-start Phusion Il en este ejemplo) a una mezcla maestra de
todos los componentes necesarios para la PCR y se afadieron los cebadores.
La mezcla se transfirié con una pipeta a los pocillos de una placa de PCR, pero
la amplificacion también podria realizarse en tubos, etc. Se afiadio ADN a la
placa como ADN purificado en un volumen de 15 microlitros, sin embargo,
también podrian usarse extractos lisados de muestras de sangre o bucales
procedentes de frotis o papel de filtro no tratado, o directamente de muestras
de sangre o de boca en tarjetas FTA, etc. Para este experimento, se utilizé
ADN 2800M de control purificado a 1 ng y 100 pg. Las reacciones se
sometieron a PCR durante un numero de ciclos determinado (en el caso del

ejemplo, 25 ciclos) siguiendo el protocolo:

95°C - 3 min

96°C - 1min

54°C - 2min* *aumento 0,5 °C/s
68°C - 45s** **aumento 0,2 °C/s
60°C - 30 min
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4°C | - Mantenimiento

Después de los ciclos, las placas se retiraron del termociclador. La
reaccion se llevd a 50 microlitros con polimerasa (Kapa HiFi, Kapa
Biosystems), mezcla maestra de PCR que contenia todos los componentes
necesarios para la PCR y un par de adaptadores (un adaptador i7 y un
adaptador i5). Se realiz6 una segunda ronda de PCR durante un numero de
ciclos determinado (10 ciclos en el caso del ejemplo) para generar las

bibliotecas de secuenciacion, siguiendo el protocolo:

98°C - 30s
98°C - 15s
66°C - 30s

72°C - 1min

72°C - 5min

10°C - mantenimiento

Después de los ciclos, la placa que contenia las bibliotecas completas se
retiré del termociclador. En este momento, las muestras pueden agruparse en
volumen y purificarse como una sola muestra usando perlas magnéticas
(SPR1) por ejemplo. Las muestras también pueden purificarse individualmente.
El conjunto o las bibliotecas individuales pueden cuantificarse usando un
meétodo basado en gPCR, usando un Fragment Analizer o BioAnalyzer, o
usando PicoGreen y un lector de placa (como en el caso del ejemplo). Un

experto en la materia sabréa la gran cantidad de opciones para la cuantificacion
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de bibliotecas. Si las bibliotecas se purifican individualmente, pueden
normalizarse a 2 nM en cada concentracion y agruparse en volumen.

Los conjuntos de bibliotecas purificadas se desnaturalizaron, diluyeron,
agruparon y secuenciaron en el instrumento de secuenciacion MiSeq con un
proceso de secuenciacion de 350 ciclos y las dos lecturas de indices. Después
de la secuenciacién, las muestras se desmultiplexaron de acuerdo con las
secuencias adaptadoras y se analizaron a través del canal Forensics Genomics
(Hlumina, Inc.). Las lecturas de STR se separaron de las lecturas de SNP y se
analizaron independientemente. Las STR se analizaron usando el algoritmo
descrito en una solicitud de patente anterior (PCT/US2033/30867, incorporada
en el presente documento por referencia en su totalidad). EI niumero (o
nameros) repetido(s) y cualquier variacion de secuencia se indicaron junto con
los nimeros de lectura. Los SNP se analizaron usando un manifiesto y las
validaciones se notificaron junto con los nimeros de lectura. Se calcularon el
equilibrio relativo entre alelos (Min/Max%), el equilibrio entre locus (% VC), las
tasas de error y las tasas de tartamudeo para los loci de STR. Los resultados
para las STR en el multiplex de bases de datos inicial se muestran en la FIG.
5A-C. El equilibrio (equilibrio medio 80 %), tartamudeo (~3 %) y las tasas de
error (menos de 5 %) cumplen los requisitos de entrada del disefio para los loci
incluidos en este ejemplo. El % VC (~142 %) se calcul6 usando los 56 loci. A
pesar de que los cebadores utilizados muestran equilibrio entre loci, se espera
una mayor optimizacion de cebadores para mejorar el equilibrio entre loci. Las
validaciones para los loci conocidos coinciden con los resultados publicados
para 2800M. Los resultados para los SNP se muestran en la FIG. 5D-E. El

alcance, validaciones de alelos, tartamudeo y otros artefactos para los 56 loci
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de STR en el multiplex grande se muestran en la FIG. 6. Estos graficos imitan
los electroferogramas generados por tecnologia EC. Las barras son analogas a
picos para el alelo definido (eje X) y los recuentos de lectura (eje Y) son
analogos a UFR. El alcance para los SNP era en cualquier parte de 10-2500X
dependiendo del SNP, sin embargo, cada SNP que se multiplexd se contd y
proporciond validaciones precisas.
Ejemplo 3-perfilado de ADN para estudios de criminologia

Este ejemplo describe un experimento que sigue el flujo de trabajo de la
FIG. 3. Este ejemplo incorpora UMI en los cebadores, ya que podria suponerse
que las muestras obtenidas proceden de individuos cuya identidad aln se
desconoce.

Para este experimento, los STR se multiplexaron con iSNP, aSNP y SNP
informativos de fenotipo como se observa en la Tabla 5.

Tabla 5-STR y SNP de estudios de criminologia
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21805005 I r52228479 r349532 70 rsi291 5832 .
SNP informativos de ascendencia
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Este ejemplo incluye UMI para los cebadores de STR. Para estos
ejemplos, solamente los cebadores de STR contienen UMI, sin embargo, los
cebadores tanto de STR como de SNP incluirian UMI si se desea y esa opcion
no se excluye de la practica. Para este ejemplo, sin embargo, solo los
cebadores de STR incorporan UMI para propésitos demostrativos. Se
introdujeron identificadores de molécula Unica durante dos ciclos de PCR. (FIG.
3). En primer lugar, igual que en el Ejemplo 2, los cebadores de PCR contenian
una secuencia cebadora de PCR especifica de gen en el extremo 3’ y una
secuencia marcadora adaptadora en el extremo 5’, lo mismo que para las
secuencias marcadoras usadas en el Ejemplo 2 para secuencias de i5 e i7. En
este experimento, las UMI se colocan entre la secuencia del cebador especifica
de gen y la secuencia marcadora. En el caso de este ejemplo, hubo cinco
bases aleatorias usadas para el UMI tanto en los cebadores directos como en
los inversos. Los cebadores se mezclaron entre si para todas las dianas. La
mezcla de cebadores comprendia 26 pares de cebadores de STR autosémica y

86 pares de cebadores de SNP (incluyendo 92 SNP). Se afadio polimerasa
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(Hot-start Phusion Il en este ejemplo) a una mezcla maestra de todos los
componentes necesarios para la PCR, y se afadieron los cebadores. La
mezcla se transfiri6 con una pipeta a los pocillos de una placa de PCR. Se
afiadio ADN a la placa como ADN purificado, éptimamente 1 ng. Como en el
Ejemplo 2, el ADN purificado del control 2800M se ensay6 a 1 ng. La mezcla de

reaccion multiplex se sometié a dos ciclos de PCR siguiendo el protocolo:

98 C 3 min

98 C 2 min

54 C 12 min aumento 0,2 C/s
J2CAmin ... 2 ciclos

4 C mantenimiento

Después del ciclado, las muestras se retiraron del termociclador y se
afiadié proteina de union a ADN monocatenario (SSB) de E. coli a la reaccion.
Se contempl6 que la SSB reduce los dimeros de cebadores por los cebadores
especificos de gen marcados no habituales e impide una mayor amplificacion
de estos cebadores. La SSB se incubé con la muestra en hielo, como
alternativa también podria usarse temperatura ambiente o incubacion a 37 °C.
Después de esta incubacion, se afiadio polimerasa (Hot-start Phusion Il en este
ejemplo) a una mezcla maestra de todos los componentes necesarios para la
PCR, y la mezcla maestra se afiadi6 a la muestra con un par de adaptadores
(adaptadores i7 e i5) y se sometio a un numero de ciclos determinado (en este

ejemplo 34 ciclos), siguiendo el protocolo:
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10 C mantenimiento

Las muestras se purificaron con perlas SPRI y las bibliotecas individuales
pudieron cuantificarse usando un método basado en gqPCR usando un
Fragment Analyzer (como en el caso del ejemplo) o BioAnalyzer, o usando
PicoGreen y un lector de placa. Las bibliotecas se normalizaron a 2 nM para
cada concentracion y se agruparon en volumen.

Los grupos de bibliotecas purificadas se desnaturalizaron, diluyeron,
agruparon y secuenciaron usando el MiSeq con un proceso de secuenciacion
de 350 x 100 ciclos y las dos lecturas de indices. Después de la secuenciacion,
los datos se determinaron como se indica en el Ejemplo 2. Sin embargo, dado
que los cebadores contienen UMI, los UMI se usaron para colapsar los datos
usando duplicados de PCR para retirar la secuenciacion y errores y artefactos
de la PCR. Los SNP se analizaron usando un manifiesto y las validaciones se
notificaron junto con los nimeros de lectura. Se calcularon el equilibrio relativo
entre alelos (%Min/Max), equilibrio entre loci (% VC), tasas de error, y tasas de
tartamudeo (STR, Unicamente). Los resultados para el multiplex inicial de la
investigacion se muestran en la FIG. 7A-E. La cobertura, validaciones de alelo,
tartamudeo y otros artefactos para los 26 loci de STR en el multiplex grande se

muestran en la FIG. 8. Estos graficos imitan a los electroferogramas generados
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por EC. Las barras son analogas a picos y los recuentos de lectura son
analogos a UFR. La cobertura para los SNP era cualquier sitio de 10-5500X
dependiendo del SNP, sin embargo, cada SNP que se multiplexd, se contd y
proporciono resultados utiles.

Un resultado que se generd por estos estudios fue que el tartamudeo
resultd ser un artefacto de PCR. Esta hipotesis se ha propuesto por muchos
investigadores (y se ha indicado deslizamiento de la polimerasa en canceres de
colon humanos), pero esto no se ha demostrado para los ensayos de medicina
forense. Los UMI pueden utilizarse para demostrar que el tartamudeo es
efectivamente un artefacto de PCR. Los productos con n+1 o n-1 repeticiones
tienen los mismos UMI que los productos con el niumero de repeticiones
correcto (FIG. 9). En la FIG. 9A, cada locus muestra los resultados sin
correccion de UMI en comparacion con la FIG. 9B, en la que se realiza
correccion de UMI. Como se demuestra, sin correcciéon de UMI, el equilibrio
entre los alelos no es tan bueno como cuando se realiza correccién de UMI.
Ademas, hay considerablemente méas tartamudeo de lo que aparente sin
correccién de UMI. La parte de la barra por encima de la linea entre barras
representa el error de secuenciacion, mientras que por debajo la linea
representa la secuencia correcta dentro de la secuencia de STR. El error se
reduce enormemente con correccion de UMI. Por ejemplo, el locus SE33 tiene
errores que se eliminan con correccion de UMI. La correccion de errores puede
ser extremadamente importante para la investigacion criminal para
proporcionar el perfilado de ADN mas preciso posible.

Ejemplo 4-perfilado de ADN usando 12 individuos de muestra

Métodos y materiales
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Se ensay0 el ADN de 12 individuos de muestra (Muestra n.%: 1, 3, 4, 5, 6,
7, 10, 13, 14, 15, 16, 17) y un genoma de referencia (2800M) siguiendo el flujo
de trabajo de la FIG. 3. Este experimento incorpora UMI en los cebadores de
STR como se describe en el Ejemplo 3. Se analizaron dos copias de cada
muestra con el Kit ForenSeq DNA Signature Library Prep de Illumina® en el
secuenciador MiSeq. Se us6 un ng de ADN para cada replicacién usando la
Mezcla de Cebadores de ADN B: mezcla de muestras recogidas, que contiene
cebadores para 61 STR mas Amelogenina, 95 SNP informativos de identidad,
56 SNP informativos de la ascendencia, 22 SNP informativos de fenotipo
(también se usaron 2 SNP de ascendencia para la prediccion del fenotipo).
Parametros por defecto

STR: umbral analitico = 6,5 %; umbral de interpretacion = 15 %. SNP:
umbral analitico = 3 %; umbral de interpretacion = 15 %.

Las validaciones de secuenciacién de alto nivel, como la cobertura y
validaciones de loci para el perfilado de ADN de los 12 individuos de muestra
se muestran en la FIG. 12. Como puede observarse, cada locus se cubri6é con
al menos 100.000 lecturas en ambas replicaciones. Solo dos muestras dieron
como resultado una validacion de STR fracasada (1 de 61). Los 173 SNP
fueron validaciones satisfactorias en todos los individuos en ambas
replicaciones. Las validaciones de STR de muestra de dos individuos de
muestra se muestran en la FIG. 16. Las validaciones de SNP de muestra de
dos individuos de muestra se muestran en la FIG. 17. La FIG. 13 muestra la
estadistica de la poblacién, tal como la probabilidad de coincidencia aleatoria
(RMP random match probability) del National Institute of Standards and

Technology (NIST) auto-STR, frecuencia de halotipo con 95% de confianza de
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NIST Y-STR, RMP de iSNP de dbSNP y RMP de las STR de la base de datos
U.S. Y-STR.

Se predijeron los fenotipos, tal como color de ojos y color de pelo de los
12 individuos de la muestra y el individuo de referencia basandose en el
genotipo de pSNP en el experimento, y se compararon con los fenotipos
autonotificados (FIG. 14). Se observa un alto grado de correlacion entre los
fenotipos predichos y notificados.

La ascendencia de los 12 individuos de la muestra se predijo usando el
genotipo de 56 aSNP en el experimento. Se calcularon las puntuaciones de
PCAl y PCAS de cada individuo de la muestra, y se representaron frente a
muestras de referencia en una representacion de la ascendencia. Como se
muestra en la FIG. 15, la ascendencia de los individuos de la muestra puede
predecirse basédndose en la localizacion en la representacion de la
ascendencia. Se incluyeron catorce puntos centroides en la representacion de
la ascendencia (circulos). Basandose en el punto centroide mas cercano, se
predijo la ascendencia de cada individuo de la muestra.

El experimento del perfilado de ADN también mostré un alto nivel de
equilibrio intralocus tanto en los loci de STR como en los loci de SNP, como
puede observarse en la FIG. 18, y un bajo nivel de tartamudeo, como puede
observarse en la FIG. 19.

Seis de los 12 individuos mas 2800M tienen al menos un locus
heterocigoto isométrico, que se muestra en la FIG. 20. Un locus heterocigoto
isométrico se define como un STR que tiene el mismo numero de repeticiones,
dos secuencias diferentes, que estan igualmente equilibradas. Usando la

informacion sobre las variantes en la STR D8S1179, el alelo 13 de la muestra
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15 se asigné a la abuela, muestra 17 (FIG. 21). Se us6 informacién variante
similar en la STR D13S317 para asignar los alelos de la muestra 15. Sin
embargo, en este caso no puede averiguarse el origen de ningun alelo (FIG.
22).

Ejemplo 5-perfilado de ADN para el uso en investigacion, medicina forense o

paternidad

Este ejemplo se basa en el flujo de trabajo descrito en ForenSeq™ DNA
Signature Prep Guide (lllumina, San Diego, CA), cuyo contenido se incorpora
por referencia en su totalidad en el presente documento.

En este ejemplo puede usarse ADN purificado o lisado en bruto. En el
caso del ADN purificado, cada muestra de 1 ng se diluy6 a 0,2 ng/upl con agua
sin nucleasa. Para el lisado en bruto, cada muestra de 2 pl se diluy6é con 3 pl
de agua sin nucleasa. Se constituyé una mezcla maestra para ocho o mas
reacciones. Para cada reaccion, se afadieron 5,4 pyl de ForenSeq PCR1
Reaction Mix, 0,4 pl de ForenSeq Enzyme Mix y 5,8 yl de mezcla de cebador
de ADN (A o B) en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Se transfirieron 10 pl
de Mezcla Maestra a cada pocillo de la placa de PCR y se afiadi6é el ADN o
lisado. La mezcla de reaccion multiplex se someti6 a PCR siguiendo el
protocolo:

98 grados centigrados durante 3 min.

8 ciclos de:

96 grados centigrados durante 45 s.
80 grados centigrados durante 30 s.
54 grados centigrados durante 2 min, con modo de aumento

especifico
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68 grados centigrados durante 2 min, con modo de aumento
especifico

10 ciclos de:

96 grados centigrados durante 30 s.
68 grados centigrados durante 3 min, con modo de ascenso
especifico

68 grados centigrados durante 10 min.

Mantenido a 10 grados centigrados.

Después de los ciclos, las muestras se retiraron del termociclador. Se
anadieron ForenSeq PCR2 Reaction Mix a las muestras con un par de
adaptadores (adaptadores i7 e i5) y la mezcla se sometié a 15 ciclos siguiendo
el protocolo:

98 grados centigrados durante 30 s.

15 ciclos de:

98 grados centigrados durante 20 s.
66 grados centigrados durante 30 s.
68 grados centigrados durante 90 s.

68 grados centigrados durante 10 min.

Mantenido a 10 grados centigrados.

Las muestras se purificaron con perlas de purificacion de muestra, y las
bibliotecas se normalizaron y agruparon en volumen. Las bibliotecas agrupadas
se diluyeron en tampon de hibridaciéon (HT1), al que se afadié Control de
Secuenciacion Humana (HSC) y se termodesnaturalizo en la preparacion para
la secuenciacion.

Ejemplo 6-genotipado con ADN degradado
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La FIG. 23 muestra resultados de genotipado usando ADN cortado y/o
tratado con DNasa que representa ADN degradado. Como se muestra, mas de
50 % de los loci de STR y SNP se validaron correctamente con ADN cortado.
Se consiguié una probabilidad de coincidencia aleatoria (RMP) de 10'° con
DNA de menos de 100 pb. También se predijo la ascendencia correcta usando
ADN degradado.

Ejemplo 7-sensibilidad de genotipado

Las FIGS. 24 y 25 muestran resultados de sensibilidad de genotipado a
niveles de entrada de ADN subnanogramicos de 7,82 pg a 1 ng. Como se
muestra, el 100 % de los alelos se validaron satisfactoriamente a una entrada
de ADN de 125 ng tanto para STR como para SNP. Mas del 50 % de los alelos
se validaron satisfactoriamente a una entrada de ADN tan baja como de 7,82
pg. El equilibrio intralocus fue mayor del 70 % para la mayoria de los loci a un
ADN de entrada de 1 ng.

Todos los numeros que expresan cantidades de ingredientes, condiciones
de reaccioén y similares usados en la memoria descriptiva deben entenderse
como modificados en todos los casos por el término “aproximadamente”. Por
consiguiente, a menos que se indique lo contrario, los pardmetros numéricos
establecidos en el presente documento son aproximaciones que pueden variar
dependiendo de las propiedades deseadas que se pretenden obtener. Cuando
menos, Yy sin intentar limitar la aplicacion de la doctrina de equivalentes al
alcance de ninguna reivindicacion en ninguna solicitud que reivindique los
derechos de prioridad de la presente solicitud, cada parametro numérico debe
interpretarse teniendo en cuenta el numero de digitos significativos y los

enfoques de redondeo habituales.
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Todas las referencias citadas en el presente documento incluyendo, pero
sin limitacion, las solicitudes publicadas y no publicadas, patentes y referencias
de bibliografia, se incorporan en el presente documento por referencia en su
totalidad y por la presente constituyen una parte de esta memoria descriptiva.
En caso de que las publicaciones y patentes o solicitudes de patente
incorporadas por referencia contradigan la divulgacion contenida en la memoria
descriptiva, debe entenderse que la memoria descriptiva suplanta a y/o
prevalece sobre cualquier material contradictorio.

La mencion de las publicaciones o documentos anteriores no pretende ser
una admision de que cualquiera de ellos sea una técnica anterior pertinente, ni
constituye ninguna admision en cuanto al contenido o fecha de estas
publicaciones o documentos.

Aunque la presente invencion se ha descrito con detalle en relacién con
realizaciones de la misma con referencia a los dibujos que se adjuntan, cabe
observar que varios cambios y modificaciones seran obvios para los expertos
en la materia. Dichos cambios y modificaciones deben considerarse incluidos
dentro del alcance de la presente invencion. Debe entenderse que las diversas
realizaciones de la invencién se han presentado solamente a modo de ejemplo
y no a modo de limitacion. Del mismo modo, los diversos diagramas pueden
representar un ejemplo de configuracion arquitecténica o de otro tipo para la
invencion, que se realiza para ayudar a entender las caracteristicas y
funcionalidad que pueden incluirse en la invencion. La invencion no se limita a
las arquitecturas o configuraciones de ejemplo ilustradas, sino que puede
implementarse usando una diversidad de arquitecturas y configuraciones

alternativas. Adicionalmente, aunque la invencidn se describe anteriormente en
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relacion con diversas realizaciones e implementaciones a modo de ejemplo,
debe entenderse que las diversas caracteristicas y funcionalidad descritas en
una o mas de las realizaciones individuales no estan limitadas en su
aplicabilidad a la realizacion particular con la cual se describen. En su lugar,
pueden aplicarse, en solitario 0 en alguna combinacion, a una o mas de las
diversas realizaciones de la invencién, se describan o no dichas realizaciones,
y se presenten o no dichas caracteristicas como parte de una realizacién
descrita. Por tanto, la amplitud y el alcance de la invencién no deben limitarse
por ninguna de las realizaciones a modo de ejemplo descritas anteriormente.
Los términos y frases que se usan en este documento, y sus
realizaciones, salvo que se indique expresamente lo contrario, deben
interpretarse en sentido amplio en lugar de en sentido limitante. Como ejemplos
de lo anterior: el término “que incluye” debe interpretarse en el sentido de que
‘incluye sin limitacion” o similares; el término “ejemplo” se utiliza para
proporcionar casos a modo de ejemplo del tema en discusién, no como una
lista exhaustiva o limitante de los mismos; y adjetivos tales como
“convencional”’, “tradicional”’, “normal”, “estandar”’, “conocido” y términos de
significado similar, no deben interpretarse como una limitacién del articulo
descrito a un periodo de tiempo determinado, 0 a un articulo disponible a partir
de un momento dado. En su lugar, debe entenderse que estos términos
incluyen tecnologias convencionales, tradicionales, normales o estandar que
pueden estar disponibles, pueden conocerse ahora, o pueden conocerse en
cualquier momento en el futuro. Del mismo modo, no debe entenderse que un
grupo de elementos unidos mediante la conjuncion “y” requiera que todos y

cada uno de esos elementos estén presentes en la agrupacion, sino mas bien
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debe considerarse “y/0” a menos que sea evidente por el contexto o se indique
expresamente lo contrario. Del mismo modo, no debe interpretarse que un
grupo de elementos unidos por la conjuncién “0” requiera la exclusividad mutua
entre ese grupo, sino que también debe considerarse “y/0” a menos que sea
evidente por el contexto o se indique expresamente lo contrario. Ademas,
aunque los articulos, elementos o componentes de la invencién pueden
describirse o reivindicarse en singular, se contempla que el plural esta dentro
del alcance de la misma a menos que se indique explicitamente la limitacion al
singular. Por ejemplo, “al menos uno” puede referirse a uno solo o a una
pluralidad y no esta limitado a ninguno. La presencia, en algunos casos, de
palabras y frases amplias tales como “uno o mas”, “al menos”, “pero sin

limitacién”, u otras frases similares, no quiere decir que pretenda o requiera el

caso mas restrictivo cuando estan ausentes dichas frases amplias.



