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DESCRIPCION
Seleccion de sonda de longitud variable
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La llegada de la tecnologia de micromatrices de ADN hace posible construir una matriz con cientos de miles de
secuencias de ADN en una superficie muy pequefia, tal como del tamafio de un portaobjetos para microscopio.
Véanse, p. €j., las patentes de los EE.UU. n.° 6 375 903 y n.° 5 143 854. La descripcion de la patente de los EE.UU.
n.° 6 375 903 permite la construccion de los también denominados instrumentos sintetizadores de matrices sin
méscara (MAS, por su nombre en inglés) en los que se utiliza la luz para dirigir la sintesis de las secuencias de ADN,
estableciéndose la direccion de la luz con un dispositivo microespejo digital (DMD). Utilizando un instrumento MAS,
la seleccion de secuencias de ADN que constituiran la micromatriz esta controlada mediante el programa de
ordenador, por lo que se pueden construir matrices a medida para cada caso segln se soliciten. En general, la
tecnologia de sintesis de micromatrices de ADN basada en MAS permite la sintesis en paralelo de unos 800 000
oligonucledtidos Unicos en una area muy pequefia de un portaobjetos para microscopio estandar. Las micromatrices
se sintetizan de forma general utilizando luz para dirigir qué oligonucleétidos se sintetizan en cada posicion concreta
en una matriz, denominandose rasgos (features) a cada una de estas posiciones. Otra ventaja de los instrumentos
de sintesis de micromatrices por MAS es que la denominacién de las sondas se encuentra controlada por el
programa informético. Esto permite disefiar micromatrices disefiadas a medida y utilizarlas con la méxima flexibilidad
en cuanto al disefio de sondas para matrices, ya que se pueden fabricar sondas diferenciales para cada matriz,
incluso para diferentes matrices cuyo objetivo sea analizar los mismos elementos genéticos.

Con la disponibilidad de los genomas enteros de cientos de organismos, para los cuales se ha depositado por lo
general una secuencia de referencia en una base de datos publica, se estan utilizando las micromatrices para
realizar analisis de secuencias del ADN aislado de tales organismos. Una técnica que se puede utilizar para
identificar una variante genética es la de secuenciar el ADN gendémico de un individuo y luego comparar esta
secuencia con la secuencia de referencia de dicho organismo. Se ha encontrado que muchas diferencias en la
secuencia del ADN se presentan como variaciones Unicas de la secuencia del ADN, que a menudo se denominan
polimorfismos mononucleotidicos o SNP (por su nombre en inglés). La comparacion de las secuencias entre el
genoma problema y el genoma de referencia de una especie se ha realizado con un mecanismo de fuerza bruta, la
secuenciacion capilar, para identificar los SNP de un individuo en concreto.

Una etapa clave y una estrategia mas reciente para identificar las variaciones genéticas asociadas a las
enfermedades es resecuenciar los genes candidatos u otras regiones genémicas de interés en los pacientes y en los
controles para identificar los SNP asociados a un fenotipo determinado (véase Sakai et al., (1989) PNAS 86: 6230-
6234). Una estrategia de resecuenciacion que ha demostrado tener resultados significativos utiliza la tecnologia de
micromatrices con oligonucledtidos (Hacia et al., (1999) Nature Genetics, 21 (1 Suppl): 42-7).

En particular, este tipo de estrategia de resecuenciacién con matrices (ABR, por su nombre en inglés) depende de la
hibridacion diferencial de fragmentos gendmicos sobre oligonucleétidos cortos de concordancia (coincidencia)
perfecta (PM, por su nombre en inglés) y con discordancias (MM, por su nombre en inglés). Cada nucleétido a
consultar se encuentra localizado en la posicion central de un oligonucleétido. Para cada oligonucle6tido PM también
se sintetizan en la matriz las sondas que representan los tres nucleétidos discordantes posibles, cada uno para
representar cada posible SNP en la misma posicion central. Las diferencias de la intensidad de las sefiales de
hibridacion entre las secuencias que se fijan fuertemente a los oligonucleétidos PM y las se que unen mal a los
correspondientes oligonucleétidos MM hacen posible diferenciar la base correcta en una posicion de secuencia
dada. Asi pues, en teoria, siempre que haya un SNP, la sonda con discordancias que representa este SNP tendra
una intensidad de sefial mas alta que la correspondiente sonda que concuerda con la secuencia de referencia.

Sin embargo, debido a que no somos capaces de predecir la fuerza de la sefial, al variar la eficacia de hibridacion, y
otras diferentes fuentes de ruido, este método da lugar tipicamente a muchas posiciones de bases cuyas
identidades se predicen de modo incorrecto. Por ejemplo, dado que todas las sondas para matrices se deben
hibridar en las mismas condiciones de temperatura y de rigor de la hibridacion, pueden aparecer problemas con
sondas que tienen temperaturas de fusion (Tm) que divergen significativamente de la temperatura a la que se hibrida
la matriz. En el caso de las sondas con una Tm baja, las dianas hibridadas se despegarian significativamente de la
superficie de la matriz, lo que produciria poca o ninguna sefial. En el caso de las sondas con una Tm elevada, la
discordancia de una Unica base podria no desestabilizarla significativamente y no proporcionaria una discriminacion
adecuada para que la deduccién de la base fuera robusta.

Otro problema con la discriminacion de una Unica base es que la posicion de la discordancia puede alterar
significativamente la capacidad que una sonda tiene para proporcionar una discriminacion significativa y no
permitiria que deduccion de la base fuera robusta. Por ejemplo, si la Tm del trozo de la sonda a uno de los lados de
la discordancia es muy alta, este trozo de sonda puede mostrar una hibridacion robusta independientemente de la
discordancia y, por lo tanto, la discordancia no proporcionaria suficiente discriminacion para la deduccion de la base.
Asi pues, una contribucion deseable a la técnica serian las estrategias alternativas para incrementar la eficacia y la
exactitud de los andlisis basados en matrices, tales como la resecuenciacion de ADN, para identificar mutaciones en
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el genoma de los organismos.

Las patentes de los EE.UU. n.° 6 468 744 y n.° 6 228 575 describen (i) el analisis de polimorfismos genéticos y del
namero de copias génicas y (i) la identificacion de especies mediante chips y la caracterizacion fenotipica de
microorganismos utilizando micromatrices de oligonucledtidos, respectivamente.

Anderson et al (1995) Gene Probe: A Practical Approach, paginas 1-29 esta relacionado con la estrategia de
hibridacion. Nuwaysir et al (2002) Genome Research, paginas 1749-1755 esta relacionado con el analisis de la
expresion génica mediante matrices de oligonucleétidos producidas mediante fotolitografia sin méascara.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se resume como un nuevo método para incrementar la eficacia y la exactitud del mapeo de
mutaciones de alto rendimiento y de la resecuenciacion de genomas mediante un algoritmo de seleccion de sondas
de longitud variable para seleccionar racionalmente las sondas a utilizar en el disefio de matrices de
oligonucleétidos. Asi pues, la presente invencién da a conocer un método y un algoritmo para variar de modo
racional la longitud de las sondas oligonucleotidicas que permiten discriminar con exactitud las discordancias de una
Unica base en los proyectos de resecuenciacion a gran escala.

En un aspecto, la invencién da a conocer un método para producir una micromatriz que tiene una serie de rasgos
gue comprenden una multitud de sondas oligonucleotidicas de longitud variable que tienen una discordancia
nucleotidica respecto a la secuencia de referencia, y el método comprende las etapas de:

seleccionar una multitud de sondas de longitud variable para matrices de oligonucleétidos, en donde las sondas de
longitud variable se deducen introduciendo una longitud de sonda minima, una longitud de sonda maxima y una
temperatura de fusion teérica para una multitud de sondas para matrices de oligonucleétidos en un algoritmo de
seleccién de sondas; en donde el algoritmo es capaz de calcular longitudes de sondas oligonucleotidicas variables,
la Tm tedrica de cada sonda cuando se divide por la mitad, por lo que se puede variar la longitud de la porcién de la
sonda a cada lado de la discordancia de modo que permanezca dentro de los parametros de longitud especificados
para alcanzar la mitad de la Tm teérica especificada, en donde las sondas muestran las caracteristicas siguientes: (i)
temperatura de fusién similar y (ii) la posicién de la discordancia en cada sonda esta localizada en el centro
termodinamico aproximado de cada sonda; y

sintetizar las sondas oligonucleotidicas inmovilizadas en un sustrato que alcanzan la mitad de la Tm tedrica
especificada, en donde todas las sondas muestran las caracteristicas siguientes: (i) temperatura de fusion similar y
(i) la posicion de la discordancia en cada sonda esta localizada en el centro termodinamico aproximado de cada
sonda; y

sintetizar las sondas oligonucleotidicas inmovilizadas en un sustrato para producir la micromatriz, en donde la
longitud de las sondas se determina mediante la etapa de seleccién para que la longitud de las sondas en algunos
rasgos sea diferente de la longitud de las sondas en otros rasgos. En particular, tal micromatriz se puede producir
mediante la sintesis de matrices sin mascara (MAS, por su nombre en inglés).

Este método puede proporcionar una mayor discriminacién de las discordancias para la deduccién de bases que las
sondas que no tienen las caracteristicas anteriores.

Ademas, la Tm tedrica se puede alcanzar con el incremento de la longitud de las sondas que tienen una Tm baja y la
disminucion de la longitud de las sondas que tienen una Tm alta. En consecuencia, podrian alargarse las sondas
oligonucleotidicas con una Tm baja y podrian acortarse las sondas con una Tm alta.

Las sondas de longitud variable para matrices de oligonucleétidos tienen temperaturas de fusion similares y una
posicion discordante en cada sonda que se mantiene en el centro termodinamico aproximado de cada
oligonucledtido.

La invencidn utiliza un algoritmo de seleccion de sondas que es capaz de aceptar datos de longitud de sondas
minimos y maximos junto con una Tm tedrica para todas las sondas de la matriz.

La Tm tedrica de una sonda de interés se puede dividir por la mitad y a cada trozo de la sonda de cada lado de la
discordancia se le puede variar la longitud, de modo que permanezca dentro de los parametros de longitud
especificados y alcance la mitad de la Tm tedrica especificada.

La Tm de la sonda se puede calcular con la formula: Tm =5 * (G, + Cp,) + 1 * (A, + Ty), en donde n es el nimero de
cada base especifica presente en la sonda.

También se refiere una micromatriz que comprende
un sustrato;

una multitud de rasgos que comprenden copias de un nucleétido monocatenario construido en el lugar, inmovilizado
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por un extremo al sustrato, conteniendo la sonda un nucledtido discordante con respecto a la secuencia de
referencia, con la discordancia en el centro termodinamico aproximado de la sonda, siendo la longitud de las sondas
de un rasgo diferente de la longitud de las sondas de otros rasgos de la micromatriz, y las sondas tienen
temperaturas de fusion similares.

En la micromatriz a la que se hace referencia, la longitud de los rasgos de la micromatriz se varia para alcanzar una
temperatura de fusion determinada de un complejo formado entre la sonda y un acido nucleico que se unira a la
sonda.

Otros objetos, ventajas y rasgos de la presente invencion serdn evidentes a partir de la especificacion que viene a
continuacion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS DISTINTAS PERSPECTIVAS DE LOS DIBUJOS
No aplicable
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion da a conocer ampliamente un nuevo método para incrementar la eficacia y la exactitud del
mapeo de mutaciones de alto rendimiento y la resecuenciaciéon de genomas mediante el uso de un algoritmo de
seleccién de sondas de longitud variable para seleccionar de modo racional las sondas utilizadas en el disefio de
matrices de oligonucledtidos. Especificamente, la invencion da a conocer una solucién al problema de la
discriminacion insuficiente de discordancias para la deduccion de bases en la resecuenciacion a gran escala
mediante matrices al variar racionalmente la longitud de las sondas oligonucleotidicas. Para hacer esto,
desarrollamos un algoritmo de seleccién de sondas de longitud variable que desempefia las funciones que permiten
que se alarguen las sondas con una Tm baja y que se acorten las sondas con una Tm alta y, al mismo tiempo, se
mantenga la posicién de la discordancia de cada sonda en el centro termodindmico del oligonucleétido. Esta
estrategia difiere de las estrategias anteriores que tipicamente varian la secuencia de las sondas, en la que todas las
sondas tienen la misma longitud.

De acuerdo con la invencion, una realizacién da a conocer un método para producir una micromatriz que tiene una
serie de rasgos que comprenden una multitud de sondas oligonucleotidicas de longitud variable que tienen un
nucledtido discordante respecto a una secuencia de referencia, comprendiendo el método las etapas de:

seleccionar una multitud de sondas de longitud variable para matrices de oligonucleétidos, en donde las sondas de
longitud variable se obtienen con la introduccion de una longitud de sonda minima, una longitud de sonda maxima y
una temperatura de fusion tedrica para una multitud de sondas para matrices de oligonucledétidos en un algoritmo de
seleccién de sondas; en donde el algoritmo es capaz de calcular longitudes de sondas oligonucleotidicas variables,
la Tm tedrica de cada sonda se divide por la mitad, para que cada porcién de la sonda a cada lado de la
discordancia pueda variar de longitud para que permanezca dentro de los parametros de longitud especificados que
pueden alcanzar la mitad de la Tm tedrica especificada, en donde todas las sondas muestran las caracteristicas
siguientes: (i) temperatura de fusién similar y (ii) la posicion de la discordancia en cada sonda se localiza en el centro
termodinamico aproximado de cada sonda; y

sintetizar las sondas oligonucleotidicas inmovilizadas en un sustrato para producir la micromatriz, en donde la
longitud de las sondas se determina mediante la etapa de seleccion de tal forma que la longitud de las sondas en
algunos rasgos es diferente de la longitud de las sondas en otros rasgos. Tal matriz se fabrica mejor mediante un
instrumento de sintesis de matrices sin mascara (MAS, por su nombre en inglés) que permite producir una
micromatriz con una serie de rasgos que contienen sondas oligonucleotidicas de longitud variable.

Para utilizar una terminologia comudn de principio a fin, utilizaremos sonda para referirnos a las moléculas de acido
nucleico normalmente monocatenarias sintetizadas como parte de la micromatriz y tipicamente inmovilizadas de la
misma forma a un sustrato. Las sondas tienen secuencias definidas y todas las sondas en un region definida tienen
una secuencia comun, denominandose dicha region de sondas de la misma secuencia comun un rasgo de la
micromatriz. Obviamente, de acuerdo con la presente invencion, las sondas seran de longitud diferente, pero
normalmente las sondas en un mismo rasgo tendran la misma longitud. Utilizando el instrumento de MAS, es
practico construir micromatrices con sondas que llegan hasta los 75 a 100 nucleétidos de longitud con una fidelidad
utilizable.

También se hace referencia a un método para solventar la discriminacion insuficiente de las discordancias para la
deduccidén de bases variando de modo racional la longitud de las sondas oligonucleotidicas mediante un algoritmo
de seleccion de sondas de longitud variable que selecciona sondas que tienen una Tm similar y, al mismo tiempo, se
mantiene la posicion de la discordancia de la sonda en el centro termodinamico del oligonucleétido. Para realizar
estas dos funciones simultaneamente, el método utiliza un algoritmo que es capaz de aceptar los datos de entrada
del usuario para especificar las longitudes minima y maxima de las sondas, y la Tm tedrica para todas las sondas de
la matriz. A continuacion, la Tm tedrica de la sonda se divide por la mitad, y a cada trozo de sonda de cada lado de
la discordancia se le varia su longitud, de manera que permanezca dentro de los parametros de longitud
especificados y que alcance la mitad de la Tm tedrica especificada. Para calcular la Tm de la sonda se utiliza la

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 388 862 T3

ecuacion siguiente:
Tmdelasonda=5%*(G,+ Cp) +1*(An+ Ty),

en la que n es el nimero de cada base oligonucleotidica especifica (G, C, A o T) presente en la sonda. Sin embargo,
se contempla que cualquier ecuacion para determinar la temperatura de la sonda podria utilizarse junto con la nueva
estrategia para variar la longitud de la sonda para mejorar la discriminacion de discordancias para la deduccion de
bases.

También se hace referencia a un algoritmo de seleccion de sondas de longitud variable para el disefio de matrices
de oligonucleétidos para los proyectos de resecuenciacion de genomas. El algoritmo de seleccién de sondas de
longitud variable se usa para producir sondas para matrices que tienen todas una Tm similar y se mantiene la
posicion de la discordancia en el centro termodinamico aproximado de cada oligonucleétido, donde provoca mas
desestabilizacion desde el punto de vista teérico.

Los ejemplos siguientes se dan a conocer como ilustraciones adicionales no limitantes de realizaciones particulares
de la invencién.

Ejemplos

Secuenciacién y resecuenciacién de 10 000 bases del genoma del coronavirus del SARS

Para resecuenciar aproximadamente 10 000 bases del genoma del coronavirus del SARS, el ADN gendémico del
virus del SARS se amplificd, se digirié y se marcé como se describe a continuacion. Por ejemplo, 1 ug de S SARS se
amplificé en varias reacciones mediante PCR multiplex, lo que dio lugar a 1 ug de ADN amplificado. Para cada
hibridacion de matrices, se digirieron 100 ng del ADN gendmico amplificado con 0,1 U de ADNasa | (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) y tampon One-Phor-All (Amersham) a 1 X en un volumen total de 20 ul. La ADNasa |
se inactivd mediante incubacion a 97 °C durante 15 minutos. La muestra se marco en el extremo con 1 pl de biotina-
N°® ddATP (Perkin Elmer, Wellesley, MA) y 25 U de la desoxinucleotidil-transferasa terminal (Promega, Madison, WI)
a 37 °C durante 90 minutos, y la transferasa terminal se inactivd mediante incubacién a 97 °C durante 15 minutos.

Antes de aplicar la muestra marcada en la matriz, las matrices de resecuenciacion se prehibridaron con tampoén de
resecuenciacion de NimbleGen a 1 X (NimbleGen Systems, Madison, WI). Las muestras se calentaron a 95 °C
durante 5 minutos, se calentaron a 45 °C y se centrifugaron durante 5 minutos a > 12 000 g. A continuacion, cada
muestra de ADN marcado fue aplicada a las matrices, que se colocaron en una camara de hibridacién a medida y se
incubaron a 45 °C durante 14 a 16 horas en un horno giratorio. Luego, las matrices se lavaron con el tampén de
lavado no riguroso (SSPE a 6 X, Tween-20 al 0,01% [v/v]), seguido de dos lavados de 5 minutos en el tampon de
lavado riguroso (MES a 100 mM, NaCl a 0,1 M, Tween-20 al 0,01% [v/v]) a 47 °C. Las matrices se tifieron con una
soluciéon que contenia el conjugado Cy3-estreptavidina (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) durante 10
minutos, y se lavé de nuevo con el tampo6n de lavado no riguroso. La sefial de Cy3 se amplific6 mediante la
marcacion secundaria del ADN con anti-estreptavidina de cabra biotinilado (Vector Laboratories, Burlingame, CA). El
anticuerpo secundario se retird por lavado con el tampoén de lavado no riguroso y la matriz se volvié a tedir con la
solucion de Cy3-estreptavidina. Finalmente, se retiré la solucién de tincién y la matriz se lavdé en un tampon de
lavado no riguroso seguido de un lavado de 30 s en SSC a 0,5 X y un lavado de 15 s en etanol al 70%. Las matrices
se secaron por centrifugacion en una centrifuga a medida y se conservaron antes de escanearlas.

A continuacién, las micromatrices se escanearon a una resolucién de 5 um con el escaner Genepix® 4000b (Axon
Instruments, Inc., Union City, CA). La imagen se interpol6 y el tamafio se escalé 2,5x con el programa informatico
NIH Image (rtuap://rsb.info.nih.gov/nih-image/), y la intensidad de los pixeles se extrajo con el programa informatico
NimbleScan ™ (NimbleGen Systems, Inc. Madison, WI). La deduccion de la secuencia se realiz6 sobre la base de un
andlisis estadistico de las intensidades de hibridacion combinando los datos de ambas hebras con un algoritmo
nuevo preferente de aprendizaje automatizado que utiliza una técnica de clasificacion denominada de los K vecinos
mas cercanos. Las matrices se escanearon luego y las imagenes se extrajeron como se describe mas arriba.

Comparacion de las sondas de longitud Unica frente a variable

El algoritmo de seleccion de sondas de longitud variable se analiz6 al comparar longitud de sonda Unica frente al
algoritmo de seleccion de sondas de longitud variable variando las Tm de las sondas diana al disefiar las sondas
para resecuenciar aproximadamente 10 000 bases del genoma del coronavirus del SARS.

El ADN gendmico del SARS se amplificd, se digirid, se marcé y se resecuencié como se describe mas arriba. Luego
se hibridé la muestra a una matriz. Téngase en cuenta que el nUmero de conjuntos de matrices en un experimento
concreto puede variar en consonancia con el tamafio del genoma que se analiza.

Para determinar la mejor técnica de seleccion de sondas, se calculd el nUmero de bases no amoldables para cada
criterio de seleccion de sondas. Tal y como se hace referencia en la presente memoria, una «base amoldable» es
una base que, mediante la matriz, se deduce o0 asigna que es idéntica a la de la base de la secuencia del virus de
referencia. De igual forma, tal y como se utiliza en la presente memoria una «base no amoldable» es una base que
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se deduce o asigna que es diferente de la correspondiente base en la secuencia de referencia. Por lo tanto, si el
sistema se comporta perfectamente, todas las bases seran amoldables con respecto a la referencia. El algoritmo de
seleccion de sondas que produzca el nimero mas bajo de bases no amoldables producira los mejores resultados

experimentales. La siguiente tabla recoge los resultados de resecuenciacion reales utilizando varios criterios de
seleccion de sondas:

TABLA 1

Longitud de la sonda Deduccién de bases no amoldables

29-meros 203
33-meros 45
37-meros 37
29- a 39-meros Tm92 14
29- a 39-meros Tm86 12
29- a 39-meros Tm78 8

29- a 39-meros Tm72 7

La tabla 1 muestra claramente que el algoritmo de seleccion de sondas de longitud variable es mejor que las sondas
de longitud uniforme. Ademas, estableciendo la Tm tetrica a 72 °C, se observé el nimero mas bajo de deduccién de

bases no amoldables, lo que da lugar a la mejor 0 mas exacta discriminacion de discordancias para la deduccion de
bases de los criterios analizados.

Ademas, los solicitantes contemplan que el algoritmo de seleccién de sondas de longitud variable para el disefio de
matrices de oligonucledtidos se pueda utilizar en cualquier proyecto de resecuenciacion, tal como la resecuenciacion
gendmica comparativa, utilizado para identificar mutaciones en especies haploides o en una preparacion haploide de
un genoma diploide. La invencion también puede ser Util para los grandes proyectos de resecuenciaciéon que utilizan
BAC (cromosomas artificiales bacterianos, que tienen un tamafio medio de 100 kb), plasmidos, fésmidos, YAC
(cromosomas artificiales de levadura) o cualquier otra genoteca o preparaciéon que da lugar al aislamiento de trozos
haploides de un genoma.
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REIVINDICACIONES

1. Método para producir una micromatriz que tiene una serie de rasgos que comprenden multitud de sondas
oligonucleotidicas de longitud variable que tienen una secuencia nucleotidica idéntica a una secuencia de referencia
excepto para una discordancia respecto a la secuencia de referencia, comprendiendo el método las etapas de:

seleccionar multitud de sondas de longitud variable para matrices de oligonucleétidos, en donde las sondas
de longitud variable se obtienen introduciendo una longitud de sonda minima, una longitud de sonda maxima y una
temperatura de fusion tedrica para las sondas para matrices de oligonucleétidos en un algoritmo de seleccion de
sondas; en donde el algoritmo es capaz de calcular sondas oligonucleotidicas de longitud de variable, la Tm tedrica
se divide por la mitad, por lo que la longitud de cada porcion de la sonda a cada lado de la discordancia se puede
variar de tal forma que permanezca dentro de los parametros de longitud especificados para alcanzar la mitad de la
Tm tedrica especificada, en donde todas las sondas muestran las caracteristicas siguientes: (i) temperatura de
fusién similar y (ii) posicion de discordancia en cada sonda localizada en el centro termodindmico aproximado de
cada sonda; y

sintetizar las sondas oligonucleotidicas inmovilizadas a un sustrato para producir la micromatriz, en donde la
longitud de las sondas se determina seleccionando la etapa de tal forma que la longitud de las sondas de algunos
rasgos es diferente de la longitud de las sondas de otros rasgos.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la temperatura de fusion (Tm) tedrica se consigue al
incrementar la longitud de las sondas que tienen una Tm baja y al disminuir la longitud de las sondas que tienen una
Tm alta respecto a una Tm media de las sondas.

3. Método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que la Tm tedrica para cada una de la multitud de
sondas para matrices se divide por la mitad, y cada mitad de sonda a cada lado de la posicion de la discordancia
varia su longitud de forma independiente, de tal forma que permanece dentro de los parametros de longitud maxima
y minima de la sonda y alcanza la mitad de la Tm tedrica.

4. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, 2 0 3, en el que la Tm de la sonda se calcula con la formula: Tm =
5*(Gnh+ Cp) +1*(As + Ty), donde la n es el nimero de cada base especifica presente en la sonda.

5. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la multitud de sondas de
longitud variable para matrices de oligonucle6tidos se utiliza en la resecuenciacion de genomas basada en matrices.

6. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la sintesis de la
micromatriz se realiza en un instrumento de sintesis de matrices sin mascara.
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