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DESCRIPCION

Descubrimientos de genes vinculados a la expresion.

La invencién se refiere al campo de la biologia molecular y la biotecnologia, mas especificamente al campo de la
secuenciacion, la deteccién y la identificacion de secuencias de acidos nucleicos en el ADN gendmico. Mas en particular, la
invencion se refiere a la aplicacion de un método en la identificacion y/o deteccion de secuencias de nucleétido que
representan la mayoria de las regiones transcritas y su entorno en un genoma y que estan relacionados con una amplia
variedad de rasgos genéticos, genes y combinaciones de los mismos. La invenciéon se puede usar en el campo de la
deteccion de alto rendimiento y la identificacion de marcadores moleculares a partir de cualquier origen, ya sea de plantas,
animales, humanos, artificial o de otra manera.

Las tecnologias de cria han evolucionado de la simple seleccion de rasgos visibles en métodos para la deteccién de rasgos
multigénicos usando marcadores moleculares. En principio, cada diferencia genética entre diferentes lineas de una
poblacién de cruce puede representar un rasgo alterado. Sin embargo, debido a la complejidad de la mayoria de los
genomas no es posible identificar cada diferencia que existe entre los genomas y vincularlo a un rasgo particular. En teoria,
la secuenciacién completa de los genomas revelaria todas las diferencias entre los genomas. Sin embargo, esto no se
puede realizar de forma practica, con tiempo y costos efectivos con las tecnologias de secuenciacion actuales. Por lo tanto,
los métodos para la deteccién de las diferencias genéticas principalmente se han basado en el principio de reduccion de la
complejidad que implica la secuenciacion de una parte limitada pero completamente definida del ADN genémico de
diferentes individuos. Con los avances en las tecnologias de secuenciacion la reduccion de la complejidad se ha hecho
menos importante para algunas aplicaciones como analisis de transcriptomas que representan todas las secuencias de
genes expresados. El tamafio de los genomas eucariotas que van desde unas pocas decenas a varios cientos de
megabases, esta sin embargo, mas alla de la capacidad de las tecnologias actuales de secuenciacion de alto rendimiento.
Ademas, la gran mayoria del ADN gendmico en los organismos eucariotas, especialmente aquellos con tamafos mas
grandes del genoma, no proporciona informacion valiosa para fines de reproduccion, ya que nunca se expresa y por lo tanto
no parece contribuir a la expresién de rasgos

Por lo tanto, para identificar marcadores moleculares, los métodos que se centran en las partes de un genoma que son mas
propensos a revelar los marcadores moleculares estrechamente vinculados a los rasgos tienen una ventaja sobre los
métodos que analizan selecciones simplemente al azar de genomas que incluyen areas no expresadas. Este problema se
hace mas agudo cuando el tamafo del genoma aumenta. El método descrito hace posible determinar secuencias en una
parte seleccionada del ADN gendémico que representa las regiones codificantes de la mayoria de los genes expresados y su
entorno. La comparacion de dichas partes seleccionadas entre diferentes individuos permite la identificacion de sitios
polimérficos que estan dentro o en las cercanias de los genes expresados. Ya que la frecuencia de polimorfismos es
superior en regiones no codificantes, mas polimorfismos se pueden relacionar a los genes expresados que con las
tecnologias actuales. Ademas grandes regiones no codificantes que rodean genes mas conservados se pueden analizar por
la presencia de polimorfismos. Esto puede en Ultima instancia resultar en el descubrimiento de al menos un marcador por
rasgo. El método de la invencion hace posible enfocarse en la deteccion SNP en las areas de codificacion de genes y las
areas reguladoras de genes por la iluminacion de partes bien definidas del genoma entre diferentes individuos y organismos,
aun en organismos con genomas complejos y grandes

Los polimorfismos de las secuencias de nucleétidos, como SNPs se aplican ampliamente para construir mapas del genoma.
Después de que los polimorfismos se vinculan a fenotipos en un proceso llamado mapeo genético, tales polimorfismos se
pueden usar como marcadores en tecnologias de cria asistida por marcadores para detectar un fenotipo particular en
cualquier etapa del desarrollo. Los polimorfismos de la secuencia de nucleétidos se identifican generalmente en el ADN
gendmico. Como el tamafio del genoma de todos los organismos eucaridticos supera con creces el nimero de nucleétidos
que se pueden analizar con las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento actuales, se necesitan procedimientos
reproducibles para reducir la complejidad para analizar las partes seleccionadas de los genomas completos para encontrar
diferencias genéticas entre individuos que se puedan usar para el mapeo gendmico. Sin embargo, la naturaleza estadistica
de los métodos de reduccion de complejidad que se aplican actualmente, implica que estos métodos no revelan a priori
aquella diferencias genéticas que se pueden vincular a fenotipos Unicos o se mapean cercanamente a genes que
contribuyen a un genotipo particular.

Las tecnologias actuales se enfocan fuertemente en el descubrimiento de polimorfismos de un Unico nucleétido (SNPs) por
varias razones: SNPs se presentan mas frecuentemente en los genomas que cualquier otro tipo de polimorfismo, SNPs
permiten la deteccion precisa de alelos homocigotos y heterocigotos, SNPs se pueden aplicar en aplicaciones de alto
rendimiento y estan disponibles muchas plataformas industriales que hacen la deteccion de SNP a cualquier escala de
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aplicacion deseada rentable. Aunque el descubrimiento de SNP seria el método de eleccion en situaciones donde ocurren
bajos niveles de polimorfismo, como areas de codificacion de genes conservados y genomas de individuos estrechamente
relacionados, el uso del banco EST para el descubrimiento de SNP en individuos que estan estrechamente relacionados
puede ser menos efectivo debido a un nivel inherentemente bajo de polimorfismo.

En conclusién, un método de descubrimiento de SNP deberia idealmente revelar todos los SNPs presentes que estan
fisicamente vinculados a rasgos de interés, pero no debe obstaculizarse por los bajos niveles de polimorfismo que se
producen en las areas de codificacion de genes del genoma u obstaculizarse por ningln requisito de conocimiento de las
secuencias del genoma. Asi se necesita un método que pueda determinar reproduciblemente secuencias concomitantes en
areas de ADN genémico que representan la mayoria de las regiones de codificacion de genes y las regiones de su entorno,
esto sin previo conocimiento de las secuencias del genoma o el transcriptoma.

En la técnica anterior se conoce de Estados Unidos 2003/099962 que se pueden preparar pequefios fragmentos de ADNc
monocatenario y pequefios fragmentos de ADN genémico monocatenario, los que después pueden hibridarse, amplificarse
y los productos amplificados de los mismos secuenciarse. Sin embargo, en este documento de la técnica anterior los
fragmentos gendémicos se obtienen mediante el uso de una etapa de clonacion consumidora de tiempo.

Espelund y otros, (Biotechniques 13(1):74-81, 1992) indica que una etapa de clonacién de este tipo puede reemplazarse por
una amplificacién por PCR usando adaptadores.

Sin embargo, se necesita un método (mejorado) para determinar reproduciblemente las secuencias gendémicas en base al
transcriptoma, sin conocimiento previo de la informacién de la secuencia en la misma.

Breve descripcion de la invencion

Los inventores actuales han encontrado ahora un método para analizar una regién genémica de un organismo, que
comprende cuatro partes principales.

La primera parte implica el aislamiento de ARNm de un organismo seleccionado que se usa para la preparacion de
fragmentos pequefios de ADN monocatenario con un adaptador que contiene un marcador de biotina y al menos un
adaptador que contiene un sitio de endonucleasa de restriccion tipo lls raro. Estos fragmentos de ADN se usan en la tercera
parte. En la segunda parte, se aisla el ADN gendmico del mismo organismo o de uno relacionado. Este ADN genémico se
fragmenta y se liga a las moléculas adaptadoras. En esta tercera parte estos fragmentos genémicos se hibridan con los
fragmentos de ADN monocatenario a partir de la parte uno y los hibridos formados en este proceso se usan para la sintesis
de fragmentos de ADN. Estos fragmentos se usaran en la cuarta parte, que implica la secuenciacion de estos fragmentos
usando uno de los métodos de secuenciacion de alto rendimiento disponibles.

Dicho método de identificacion de ADN genémico en una muestra por lo tanto puede comprender las etapas de:

a) aislamiento y purificacion de ARNm de las muestras de tejido de un organismo;
b) sintesis de ADNc usando dicho ARNm como una plantilla;
c) opcionalmente reduccion de la complejidad de dicho ADNc;
d) fragmentacién de dicho ADNc;

e) opcionalmente seleccion de tamano de dichos fragmentos;

f) opcionalmente eliminar los fragmentos que contienen polyA mediante la unién a perlas de afinidad recubiertas
con estreptavidina;

g) pulido de dichos fragmentos de ADNc;

h) ligacién de dichos fragmentos con un adaptador que comprende un sitio de reconocimiento para una enzima de
restriccion rara y otro adaptador que contiene un marcador de biotina;

i) opcionalmente seleccion de tamafo de dichos fragmentos;

j) reparacion de mellas de dichos fragmentos;

k) seleccién de dichos fragmentos que contienen secuencias adaptadoras;

I) amplificacion de dichos fragmentos usando iniciadores de hibridacion para las secuencias adaptadoras descritas
en la etapa h, en donde un iniciador es complementario al adaptador con un sitio de restriccién raro y el otro
iniciador contiene un marcador de biotina.

m) unir dichos fragmentos a perlas de afinidad recubiertas con estreptavidina;

n) eliminar los adaptadores que contienen el sitio de restriccion raro usando la enzima de restriccion
correspondiente a partir de dichos fragmentos;

o) eliminar las cadenas simples no unidas a perlas de afinidad por una interaccion biotina-estreptavidina a partir de
fragmentos de ADN bicatenarios unidos a las perlas de afinidad;

p) aislamiento y purificacién de ADN gendmico por ejemplo a partir del organismo de la etapa a

q) fragmentacion de dicho ADN gendmico;

r) opcionalmente pulir dicho ADN genémico;

s) ligacion de dicho ADN gendmico con un solo tipo de adaptador o con dos tipos diferentes de adaptadores;
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t) fusionar dicho ADN genémico en un ADN monocatenario;

u) hibridar el ADN gendmico de la etapa t) con ADN en las perlas de la etapa o0);

v) eliminar el ADN genémico no unido por lavado;

w) extension del hibrido del ADNc-ADN genémico por una polimerasa para crear una plantilla bicatenaria;

x) realizar la PCR sobre dicho hibrido de ADN genémico-ADNc

y) seleccién de los fragmentos mas grandes de aproximadamente 100 pares de bases a partir de dicha PCR;
z) opcionalmente purificacion de dichos fragmentos y

aa) secuenciacion de alto rendimiento de dichos fragmentos .

En otra modalidad, el método se extiende a un método para identificar polimorfismos, que comprende todas las etapas del
método de acuerdo con la reivindicacion y ademas comparar los datos de secuencia a partir de dos 0 mas muestras para
identificar los polimorfismos.

Definiciones

En la siguiente descripcion y los ejemplos se utilizan una serie de términos. Con el objetivo de proporcionar una
comprension clara y consistente de la descripcion y reivindicaciones, que incluyen el alcance que debe darse a tales
términos, se proporcionan las siguientes definiciones. A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y
cientificos que se usan en la presente tienen el mismo significado que el cominmente entendido por alguien con experiencia
en la técnica a la que pertenece esta invencion.

Acido nucleico: un acido nucleico de acuerdo con la presente invencion puede incluir cualquier polimero u oligémero de
bases pirimidina y purina, preferentemente citosina, timina, y uracilo, y adenina y guanina, respectivamente (Ver Albert L.
Lehninger, Principles de Biochemistry, en 793-800 (Worth Pub. 1982)). La presente invencién contempla cualquier
desoxirribonucleétido, ribonucleétido o componente de acido nucleico péptido, y cualquier variante quimica de los mismos,
tales como las formas metiladas, hidroximetiladas o glicosiladas de estas bases, y similares. Los polimeros u oligdmeros
pueden ser heterogéneos u homogéneos en su composicién, y pueden aislarse de fuentes de origen natural o pueden
producirse artificialmente o sintéticamente. Ademas, los acidos nucleicos pueden ser ADN o ARN, o una mezcla de los
mismos, y pueden existir de manera permanente o ftransitoria en forma monocatenaria o bicatenaria, incluyendo
homoduplex, heteroduplex y estados hibridos.

SNP: Un polimorfismo de un solo nucleétido es una variacién de la secuencia de ADN que ocurre cuando un solo nucle6tido
-A, T, C, 0G - en el genoma difiere entre los miembros de una especie (0 entre cromosomas apareados en un individuo) a
en un locus especifico. Los SNPs son el tipo mas comuln de variacion genética. Los SNPs pueden caer dentro de
secuencias codificantes de genes, regiones no codificantes de genes, o en regiones intergénicas entre genes. Los SNPs
dentro de una secuencia codificante no cambiaran necesariamente la secuencia de amino acidos de la proteina que se
produce, debido a la degeneracion del cédigo genético. Un SNP en el que ambas formas llevan a la misma secuencia de
polipéptido se denomina sinénimo y si se produce una secuencia de polipéptido diferente se denomina no-sinénimo. Como
los SNPs son evolutivamente conservados, ellos pueden usarse como marcadores para un analisis cuantitativo de loci
(QTL) y en estudios de asociacion.

Intrén: Los intrones son secciones no codificantes de un gen que se eliminan de los pre-ARNms en un proceso denominado
empalme para producir ARNms funcionales.

Exon: Un exén es cualquier region de ADN con un gen que se transcribe a la molécula de ARN mensajero final (ARNm), en
lugar de eliminarse por empalme de la molécula de ARN transcrita como los intrones.

ADNc: ADNc es una forma artificial de ADN sintetizada por la enzima transcriptasa inversa usando moléculas de ARN como
plantilla.

ADN gendmico: el término ADN gendmico indica que el ADN se deriva de la situacién 'como es'. Esto significa que el ADN
gendmico alberga secuencias, como se encontraran en la naturaleza, por ejemplo que incluyen intrones y secuencias
reguladoras. EI ADN genémico puede derivarse de diferentes fuentes, como cromosomas, pero ademas de fuentes
extracromosomicas tales como mitocondria, cloroplastos y plasmidos.

ADN Cot-1: La técnica que se usa para determinar la complejidad de la secuencia de cualquier genoma involucra la
desnaturalizacion y renaturalizacion del ADN. EI ADN se desnaturaliza por calor y esto funde los H-enlaces y rinde el ADN
monocatenario. Si el ADN se enfria rapidamente, el ADN permanece de monocatenario. Pero si el ADN se deja enfriar
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lentamente, las secuencias que son complementarias se encontraran una a la otra y eventualmente se aparearan
nuevamente. La velocidad a la que el ADN se rehibrida (otro término para renaturaliza) es una funcion de la especie de la
que se aislé el ADN, ademas identificada como la curva "Cot”. EI ADN que tiene un alto valor Cot es un ADN altamente
repetitivo, mientras el ADN con un bajo valor Cot esta disponible solamente en bajas copias o es Unico. En el método
usamos ADN con un valor Cot de 1, una fraccién del ADN gendmico total que esta enriquecida en secuencias de ADN
altamente repetitivas.

Anotacion: La anotacion de las secuencias de ADNc comprende dos etapas. Las secuencias obtenidas se comparan a
secuencias de nucleétidos y/o amino acidos disponibles en las bases de datos (publicas). Los métodos para el alineamiento
de secuencias para propositos de comparacion se conocen bien en la técnica. Esta comparacion se realiza tipicamente con
la ayuda de un programa tal como la Herramienta de busqueda de alineamiento local basica NCBI (BLAST) descrita por
Altschul y otros, 1990). Este programa esta disponible de varias fuentes, incluyendo El Centro Nacional para la Informacién
Biolégica (NCBI, Bethesa, Md.) y en internet (HTTP:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Este programa compara las
secuencias ADNC/EST (Etiquetas de secuencia expresada) identificadas con las secuencias presentes en bases de datos y
presenta los resultados en base a cierta puntuacion y un pardmetro de probabilidad. El programa puede seleccionar
aquellas secuencias ADNc/EST con un cierto limite inferior predeterminado de dicho parametro de probabilidad. Las
secuencias ADNC/EST seleccionadas después se proporcionan en una segunda etapa con una anotaciéon (es decir un
enlace a una secuencia como se presenta en una base de datos). Este tipo de anotacién se denomina una "anotacion
electrénica”.

Agrupamiento: el término "agrupamiento” significa la construccion de una coleccion de secuencias con similitud mediante
una comparacion pareada de secuencias de dos 0 mas nucleétidos y la seleccion por la presencia de tramos cortos o largos
de nucleoétidos idénticos o similares. Varios métodos para el alineamiento de secuencias de nucleétidos se conocen en la
técnica, como se explicara adicionalmente mas abajo. A veces los términos "ensamble" o "alineaciéon" se usan como
sinénimos.

Identificador: una secuencia corta que se puede adicionar a un adaptador o un iniciador o incluida en su secuencia o de otra
manera usarse como etiqueta para proporcionar un unico identificador. Tal secuencia identificadora puede ser una
secuencia de bases unica de longitud variada. Por ejemplo etiquetas de 4 bp permiten 4(exp4) = 256 etiquetas diferente.
Ejemplos tipicos son las secuencias ZIP, conocidas en la técnica como etiquetas usadas cominmente para la deteccién
Unica por hibridacion (lannone y otros Cytometry 39:131-140, 2000). Usando tal identificador, el origen de una muestra de
PCR se puede determinar tras procesamiento adicional. En el caso de la combinacién de productos procesados originados a
partir de diferentes muestras de &cidos nucleicos, las diferentes muestras de acidos nucleicos se identifican generalmente
usando diferentes identificadores.

Secuenciacion: El término secuenciacion se refiere a la determinacion del orden de los nucleétidos (secuencias de bases)
en una muestra de &cidos nucleicos, por ejemplo ADN o ARN. El tamizaje de alto rendimiento, frecuentemente abreviado
como HTS, es un método para la experimentacion cientifica especialmente relevante al campo de la biologia y la quimica.
Mediante una combinacién de robética moderna y otros hardware de laboratorio especializados, permite a un investigador
tamizar eficazmente grandes cantidades de muestras simultdneamente, mas especificamente esta es una tecnologia de
secuenciacion tal como la descrita en la presente descripcion en otra parte (de 454 Life Sciences, www.454.com e lllumina,
www.illumina.com). Por ejemplo el acercamiento de secuenciacién lllumina Solexa se basa en la unién de ADN gendmico
fragmentado aleatoriamente a una superficie plana, dpticamente transparente y la amplificacién en fase sélida para crear
una celda de flujo de secuenciacién de densidad ultra alta con > 10 millones de agrupamientos, cada uno contiene ~1,000
copias de plantilla por sq. cm. Estas plantillas se secuencian usando una robusta tecnologia de sintesis por secuenciacion
de ADN de cuatro colores que emplea terminadores reversibles con fluorescencia removible. Este acercamiento garantiza
una alta exactitud y prevencion de artefactos con repeticiones homopoliméricas. La deteccion de fluorescencia de alta
sensibilidad se logra usando excitacién del laser y opticas de reflexion total interna.

Endonucleasa de restriccion: una endonucleasa de restriccion o enzima de restriccion es una enzima que reconoce una
secuencia de nucledtidos especifica (sitio objetivo) en una molécula de ADN bicatenario, y escindira las dos cadenas de la
molécula de ADN en o cerca de cada sitio objetivo.

Fragmentos de restriccion: las moléculas de ADN producidas por digestién con una endonucleasa de restriccion se
denominan fragmentos de restriccion. Cualquier genoma determinado (o acido nucleico, independientemente de su origen)
sera digerido por una endonucleasa de restriccion particular en un conjunto discreto de fragmentos de restriccion. Los
fragmentos de ADN que resultan de la escision por endonucleasa de restriccion se pueden usar adicionalmente en una
variedad de técnicas y pueden, por ejemplo, detectarse por electroforesis en gel.
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Ligacion: la reaccién enzimatica catalizada por una enzima ligasa en la que dos moléculas de ADN bicatenario se unen
covalentemente entre si se denomina ligacién. En general, ambas cadenas de ADN se unen covalentemente, pero es
ademas posible prevenir la ligacién de una de las dos cadenas mediante modificaciones quimicas o enzimaticas de uno de
los extremos de las cadenas. En ese caso la unién covalente ocurrira solamente en una de las dos cadenas de ADN.
Oligonucledtido sintético: las moléculas de ADN monocatenarias que tienen preferentemente de aproximadamente 10 a
aproximadamente 50 bases, que se pueden sintetizar quimicamente se denominan oligonucleétidos sintéticos. En general,
estas moléculas de ADN se disefian para tener una secuencia de nucleétidos Unica o, deseada aunque es posible sintetizar
familias de moléculas que tienen secuencias relacionadas y que tienen diferentes composiciones de nucleétidos en
posiciones especificas dentro de la secuencia de nucleétidos. El término oligonucleétido sintético se usara para denominar
moléculas de ADN que tienen una secuencia de nucleétidos disefiada o deseada.

Adaptadores: moléculas de ADN bicatenario cortas con un ndmero de pares de bases limitado, por ejemplo
aproximadamente 10 a aproximadamente 30 pares de bases en longitud, que se disefian de forma tal que pueden ligarse a
los extremos de los fragmentos de restriccion. Los adaptadores generalmente estan compuestos de dos oligonucleétidos
sintéticos que tienen secuencias de nucledtidos que son parcialmente complementarias entre si. Cuando se mezclan dos
oligonucledtidos sintéticos en solucion bajo las condiciones adecuadas, ellas hibridan entre si formando una estructura
bicatenaria. Después de la hibridacién, un extremo de la molécula adaptadora se disefia de forma tal que sea compatible
con el extremo de un fragmento de restriccion y se puede ligar a él; el otro extremo del adaptador se puede disefiar de forma
que no puede ligarse, pero no es necesariamente el caso (adaptadores ligados dobles). Especificamente, en la presente
invencién un adaptador es una molécula de ADN bicatenario, usualmente entre 15 y 60 pares de bases, que se puede
preparar por hibridacion de dos oligonucleétidos (parcialmente) complementarios. Los adaptadores usados en la presente
descripcion pueden estar romos en los extremos, o tener un saliente especifico para la ligaciéon a moléculas de ADN con una
proyecciéon complementaria, tal como aquella creada por la digestion por la endonucleasa de restriccion. Los adaptadores
pueden tener un saliente adicional, no compatible en el otro extremo, que no se puede ligar a un fragmento de ADN de
extremo romo y no a ADN con un saliente especifico creado por la endonucleasa de restriccién de tipo I, previniendo asi la
ligacién de multiples adaptadores entre si.

Los adaptadores proporcionan sitios de hibridacion para los iniciadores durante la PCR para amplificar los diferentes
fragmentos de ADN ligados a los adaptadores en una Unica reacciéon de PCR.

Uno de los adaptadores ligados a las moléculas de ADNc portara la secuencia de reconocimiento de la endonucleasa de
restriccion de tipo Il para escindir el adaptador de la molécula de ADNc una vez unido a la fase sélida.

Fragmentos de restriccién ligados a adaptadores: fragmentos de restriccién rematados por adaptadores.

Iniciadores: en general, el término iniciadores se refiere a cadenas de ADN, que pueden iniciar la sintesis de ADN. La ADN-
polimerasa no puede sintetizar ADN de novo sin iniciadores: solo puede extender una cadena de ADN existente en una
reaccion en la que la cadena complementaria se usa como una plantilla para dirigir el orden de los nucleétidos que se van a
colocar. Nos referiremos a las moléculas de oligonucleétidos sintéticos que se usan en una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) como iniciadores.

Amplificacion del ADN: el término amplificacién del ADN se usara tipicamente para denotar la sintesis in vitro de moléculas
de ADN bicatenarias por medio del uso de PCR o un sistema de amplificacién comparable. Se nota que existen otros
métodos de amplificacién y ellos se pueden usar en la presente invencion. Los métodos de la invencion pueden, en
principio, realizarse mediante el uso de cualquier método de amplificacion de acido nucleico, tales como Reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR; Mullis 1987, patente de los EE.UU. nim. 4,683,195, 4,683,202, en 4,800,159) o mediante el
uso de reacciones de amplificacion tales como Reaccion en cadena de ligasa (LCR; Barany 1991, Proc. Natl. Acad. Sci.
Estados Unidos 88:189-193; Sol. EP num., 320,308), Replicacion de secuencia autosostenida (3SR; Guatelli y otros, 1990,
Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 87:1874-1878), Amplificacién por desplazamiento de cadena (SDA; patente de
Estados Unidos ndms. 5,270,184, en 5,455,166), Sistema de amplificacion transcripcional (TAS; Kwoh y otros, Proc. Natl.
Acad. Sci. Estados Unidos 86:1173-1177), Q-Beta Replicasa (Lizardi y otros, 1988, Bio/Technology 6:1197), Amplificacién
por circulo rodante (RCA; patente de los EE.UU. nim. 5,871,921), Amplificacion basada en la secuencia de &cido nucleico
(NASBA), Polimorfismo de longitud de fragmentos de rotura (patente de los EE.UU. num. 5,719,028), Amplificacion iniciada
con iniciador isotérmico y quimérico de acido nucleico (ICAN), Método de amplificacion de extensién de la ramificacion
(RAM; patente de Estados Unidos nims. 5,719,028 y 5,942,391) u otros métodos adecuados para la amplificacion de ADN.

Con el objetivo de amplificar el ADN con un pequefio nimero de desajustes a uno o mas de los iniciadores de amplificacion,
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se puede realizar una reaccién de amplificacién bajo condiciones de rigurosidad reducida (por ejemplo, una amplificacién
por PCR usando una temperatura de hibridacién de 38 °C, o la presencia de 3,5 mM MgCI2). El experto en la técnica sera
capaz de seleccionar las condiciones de rigurosidad adecuadas.

El pulido (ademéas denominado reparacion de extremos) se refiere a la conversién de ADN con extremos no romos en ADN
con extremos romos.

La digestion de pulido de plantillas de ADN genémico (ADNg) con ADNsa | en presencia de Mn2+ produce fragmentos de
ADN que son de extremos romos o tienen un terminal protuberante con uno o dos nucleétidos de longitud. Similarmente, la
fragmentacién de ADN por medios mecanicos proporciona una combinacién de fragmentos con extremos romos o0 extremos
salientes. Estos fragmentos de ADN, ya sea generados enzimaticamente o mecanicamente, pueden "pulirse" usando los
procedimientos descritos mas abajo.

En un método, el pulido se puede realizar por tratamiento de los fragmentos 3'-salientes con una exonucleasa especifica de
cadena sencilla, tal como la nucleasa BAL32 o la nucleasa Mung Bean. Generalmente, la nucleasa debe calibrarse antes de
usarse.

En otro método, los extremos romos se crean con la ADN-polimerasa Pfu o con otras ADN-polimerasas tales como ADN-
polimerasa T4 o ADN-polimerasa Klenow. El "pulimiento" Pfu o teminacién roma se puede usar para aumentar la cantidad
de especies de extremos-romos generadas a continuacién de la digestion de la plantilla genémica con ADNsa I. La ADN-
polimerasa Pfu rellena los salientes 5' . Ademas, la ADN-polimerasa Pfu exhibe actividad exonucleasa 3' a 5. Asi, la enzima
se puede usar para eliminar extensiones de nucleétidos simples y dobles para aumentar ain mas la cantidad de fragmentos
de ADN de extremos romos disponibles para la ligacion del adaptador (ver, por ejemplo, Costa, G. L. y M. P. Weiner, 1994,
Protocols for cloning and analysis of blunt-ended PCR-generated DNA fragments. PCR Methods Appl 3 (5): S95;Costa, G.
L., A. Grafsky y M. P. Weiner, 1994, Cloning and analysis of PCR-generated DNA fragments. PCR Methods Appl 3 (6): 338;
Costa, G. L. y M. P. Weiner, 1994, Polishing con T4 o Pfu polimerasa increases the efficiency de cloning de PCR products.
acido nucleicos Res. 22 (12): 2423).

Los presentes inventores encontraron que al proporcionar el ADN gendémico y usando fragmentos derivados de ADNc
ligados al adaptador para actuar como iniciadores para la amplificacién de fragmentos de ADN gendmico, parece posible
detectar secuencias de genoma fuera de las regiones que estan realmente transcritas, es decir el promotor, intrén y
secuencias de terminacion. Asi combina la identificacion rapida de fragmentos de ADN genémico en regiones expresadas
del genoma, en donde multiples muestras se pueden secuenciar en una unica corrida, con la posibilidad de estudiar
fragmentos de ADN genoémico del entorno de estas regiones y la posibilidad de detectar variaciones genéticas en
fragmentos que codifican genes, fragmentos de intrones y fragmentos que cubren secuencias reguladoras del genoma.

Una ventaja adicional es que el método de la invencién es generalmente aplicable, es decir para todos los organismos. No
se necesita informacion sobre el genoma o la organizacion gendémica con antelacién. Otra ventaja es que no se requieren
etapas de clonaciéon adicionales en el presente método. Esto permite la secuenciacion de secuencias que codifican
sustancias téxicas o para las proteinas reguladoras, que de otro modo seria imposible debido a que el organismo huésped
en el que tales secuencias se clonarian y expresarian no o apenas sobreviviria. En el mismo sentido ademas las secuencias
que crearian problemas para la clonacion pueden abordarse ahora y no hay limite en cuanto a la longitud de las secuencias,
lo que ademas puede causar problemas en el programa de clonacion.

Una ventaja adicional es que el método actual no requiere ADNc de longitud completa, sino que se puede usar con
secuencias mas cortas. Esto es especialmente (til cuando se analizan genomas grandes (por ejemplo de plantas bulbosas)
ya que entonces se puede mantener el foco en las regiones del genoma mas interesantes o relevantes.

Una siguiente ventaja es que es posible con el método actual generar los iniciadores para todas las secuencias de ADN
expresadas, lo que significa que es posible obtener los datos genémicas de las secuencias expresadas

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Representacion esquematica de la creacion de moléculas pequefias de ADN monocatenario a partir de
ARNm. C es un adaptador, D es un adaptador diferente, B es biotina, P es un grupo fosfato, bp es pares de bases,
ds es bicatenario, ss es monocatenario, RE es una enzima de restriccion, SA es estreptavidina, LD-PCR es PCR
de larga longitud , NBAg) y NVT@go) son codigos de una sola letra para nucledtidos de acuerdo a las reglas
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sintacticas para nucle6tidos del Comité de nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica (NC-IUB), A@o) y
T(30) indican tramos de 30 As y 30 Ts respectivamente.

Figura 2. Representacion esquematica de la creacion de fragmentos de ADN gendmico y la subsecuente
hibridacion con pequefias moléculas de ADN monocatenario a partir de ARNm (figura 1). Después de varias
etapas, se obtienen fragmentos de ADN que se pueden secuenciar usando métodos de secuenciacién de alto
rendimiento. C y D son adaptadores ademas representados en la figura 1. E y F son diferente adaptadores, B es
biotina, bp es pares de bases, ds es bicatenario, ss es monocatenario y SA es estreptavidina.

Figura 3. Los adaptadores A y B no-fosforilados se ligan a los extremos de los fragmentos de ADN bicatenario
genoémico fosforilados, pulidos. Los adaptadores A y B se diferencian en la secuencia de nucledtidos y en la
presencia de una etiqueta de biotina 5' en el adaptador B. Las mellas estan presentes en las uniones 3' de cada
uno de los adaptadores y los fragmentos se rellenan por la actividad de desplazamiento de cadena de la ADN-
polimerasa Bst. Las interacciones estreptavidina- biotina se pueden usar para eliminar fragmentos flanqueados por
juegos de adaptadores homocigotos (A/A y B/B) y para generar plantillas de genoteca monocatenaria. Los
fragmentos se unen a las perlas de estreptavidina; el material no unido (compuesto de los juegos de adaptadores
homocigotos A/A, que carecen de biotina) se eliminan por lavado. Los fragmentos inmovilizados se desnaturalizan,
ambas cadenas de los fragmentos B/B permanecen inmovilizadas mediante el adaptador B biotinilado, mientras los
fragmentos A/B se lavan libres y se usan en las etapas subsecuentes.

Figura 4 casos 1y 2 y 3 de los esquemas ELGD. Panel A. Caso 1. Representacion esquematica de la alineacion
de la secuencia genémica de la manzana FRA8S6E02IN5QW, céntigo EST manzana cg8984st_846_7 y el gen
AT1G70160 de Arabidopsis thaliana (no dibujados a escala). Se muestra solamente la parte relevante 3' de
AT1G70160. Los intrones se representan como recuadros blancos en FRA8S6E02IN5SQW y AT1G70160. Los
intrones empalmados se muestran como lineas finas en cg8984st_846_7. Las secuencias codificantes de proteina
(CDS) se muestran en negro. Las regiones 3'-no traducidas se muestran en gris. La cola de poliA en la secuencia
de ADNc se indica con (A)n. Panel B. Caso 2. Representacion esquematica del alineamiento de la secuencia
gendmica de manzana FRA8SE02HOH39 y manzana EST céntigo cg12357st_1428 21 (no dibujados a escala).La
secuencia codificante de proteina (CDS) se muestra en negro. Las regiones 5' y 3' no traducidas se muestran en
gris. La cola de poliA en la secuencia de ADNc se indica con (A)n. Panel C. Caso 3. Representacion esquematica
del alineamiento de la secuencia gendémica de manzana 02-H03 y manzana EST 91044590 (no dibujados a
escala). La secuencia codificante de la proteina (CDS) se muestra en negro. Las regiones 5' y 3' no traducidas se
muestran en gris.. La regién promotora no-transcrita en la secuencia genémica se muestra en blanco.

Descripcién detallada de la invencién

En un aspecto, la invencién se refiere a un método para la identificacion de ADN genémico en una muestra que comprende
4 partes diferentes.

Parte 1. En esta parte las secuencias pequeias se generan a partir de ADNc que se usaran como
secuencias iniciadoras en la parte 3. La parte consta de las siguientes etapas:

a) aislamiento y purificacion de ARNm de las muestras de tejido de un organismo;

b) sintesis de ADNc usando dicho ARNm como una plantilla;

c) opcionalmente reduccion de la complejidad de dicho ADNc;

d) fragmentacién de dicho ADNc;

e) opcionalmente seleccién de tamafo de dichos fragmentos;

f) opcionalmente eliminar los fragmentos que contienen polyA mediante la unién a perlas de afinidad (recubiertas
con estreptavidina);

g) pulido de dichos fragmentos de ADN;

h) ligacion de dichos fragmentos con un iniciador adaptador que comprende un sitio de reconocimiento para una
enzima de restriccion rara y un segundo adaptador que contiene un marcador de biotina;

i) opcionalmente seleccion de tamafo de dichos fragmentos;

j) reparacion de mellas de dichos fragmentos ;

k) seleccién de dichos fragmentos que contienen ambas secuencias adaptadoras;

I) amplificacion de dichos fragmentos usando iniciadores de hibridacion para las secuencias adaptadoras descritas
en la etapa h; un iniciador complementario al adaptador con el sitio de restriccién raro y el otro iniciador contiene un
marcador de biotina.

m) unir dichos fragmentos a perlas de afinidad recubiertas con estreptavidina;

n) eliminar los adaptadores que contienen el sitio de restriccion raros de dichos fragmentos usando la enzima de
restriccion correspondiente;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2528971 T3

o) eliminar las cadenas simples no unidas a perlas de afinidad por una interaccion biotina-estreptavidina de los
fragmentos de ADN bicatenarios unidos a las perlas de afinidad.

Esta etapa resulta en cadenas simples de ADN unidas a perlas de afinidad de estreptavidina;
Parte 2:

p) aislamiento y purificacion de ADN genémico por ejemplo a partir del organismo de la etapa a);

q) fragmentacion de dicho ADN gendmico;

r) opcionalmente pulir dicho ADN genémico;

s) ligacién de dicho ADN gendmico con un solo tipo de adaptador o con dos tipos diferentes de adaptadores
(preferido))

t) fusionar dicho ADN gendémico en un ADN monocatenario

Parte 3:

u) hibridar el ADN gendémico de la etapa t) con ADN en las perlas de la etapa o0);

v) eliminar el ADN genémico no unido por lavado

w) extension del hibrido de ADNc-ADN gendmico por una polimerasa para crear una plantilla bicatenaria

x) realizar la PCR sobre dicho hibrido de de ADN gendémico-ADNc

y) seleccion de los fragmentos mayores de aproximadamente 100 pares de base a partir de dicha PCR por
fraccionamiento por tamafno

z) opcionalmente purificacion de dichos fragmentos

Parte 4

aa) Uso de los fragmentos obtenidos en la etapa z) para secuenciaciéon de alto rendimiento de acuerdo con el
fabricante.

Ademas, cuando la secuencia del ADN gendémico se determind puede seguir una etapa para identificar cambios en las
secuencias de dos 0 mas muestras: ab) Comparacion de los datos de dos 0 mas muestras para identificar polimorfismos.

Al tratar una muestra acido nucleico en esta forma es posible analizar reproduciblemente regiones gendémicas de un
organismo cubriendo regiones que codifican genes y conectadas, sin tener ninguna informacion acerca de la estructura o
contenido del genoma del organismo. Cuando el protocolo de secuenciacion permite adaptadores con identificadores, se
pueden combinar multiples muestras en una Unica corrida de secuenciacion.

El método comienza con el aislamiento y purificaciéon de una muestra de ARNm a partir de un organismo. Obtener una
muestra de ARNm de esta forma es un procedimiento de rutina hoy en dia.

Similarmente para la siguiente etapa, en donde - con la ayuda de la enzima transcriptasa inversa - una copia de ADN, el
llamado ADNCc se elabora a partir del ARN en la muestra. Este ADNc comprende el transcriptoma del cual se derivé el ARN,
lo que representa el total de la informacion genética que se transcribié en el momento que se tomd la muestra. Asi, en
dependencia del tipo celular, el tejido del que se derivé la célula, la edad de la célula, la fase de desarrollo de la célula y las
condiciones ambientales, el transcriptoma de cada célula del mismo organismo sera diferente, y aun de la misma célula,
cuando se toman las muestras en diferentes momentos y/o diferentes condiciones, se obtendran diferentes transcriptomas.
El acido nucleico en la muestra original estara usualmente en la forma de ARNm. Sin embargo, ademas los ARN o ADN
derivados a partir de otras fuentes pueden ser Utiles, tal como ARN o ADN derivados de librerias de genes. El &cido nucleico
en la muestra puede ser bicatenario, monocatenario, y ADN bicatenario desnaturalizado en ADN monocatenario. La muestra
puede ser de cualquier organismo, ya sea vegetal, animal, sintético o humano. Se debe entender que si se obtiene una
muestra de ADN, no es necesaria la reaccion de la transcriptasa inversa.

Ya que la muestra, si se deriva de ARNm de células enteras, contiene el transcriptoma total, a veces seria deseable
recuperar sélo un subconjunto de él Esto se puede alcanzar de varias maneras: una manera posible es discriminar por el
tamafio del ADNc, por ejemplo por centrifugacién ultrardpida. El principio que subyace en este método se conoce como
reduccion de la complejidad. Otras opciones para la reduccion de la complejidad son por ejemplo métodos de hibridacion
que seleccionan por transcriptos abundantes o no abundantes o por ejemplo métodos para capturar transcriptos especificos
ya sea para eliminarlos del conjunto de moléculas de ADNc o para seleccionarlos para analisis adicional o por ejemplo
métodos como ADNc-AFLP que crea un subconjunto del conjunto de moléculas de ADNc por digestién de restriccion.
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Una vez que se obtuvo la muestra de ADNc deseada, el ADNc se fragmenta, lo que se puede hacer enzimaticamente o
mecanicamente. La muestra de acido nucleico se digiere con al menos una endonucleasa de restriccién para proporcionar
un conjunto de fragmentos de restriccion. En ciertas modalidades, se pueden usar dos o0 mas endonucleasas para obtener
los fragmentos de restricciéon. La endonucleasa puede ser una cortadora frecuente (una secuencia de reconocimiento de 3-5
bp, tal como Msel) o una cortadora rara (secuencia de reconocimiento de >5 bp, tal como EcoRl). En ciertas modalidades
preferidas, se prefiere una combinaciéon de una cortadora rara y una frecuente. En ciertas modalidades, en particular cuando
la muestra contiene o se deriva a partir de un genoma relativamente grande, se puede preferir usar una tercera enzima
(cortadora rara o frecuente) para obtener un conjunto grande de fragmentos de restriccion de tamafo mas corto.
Como una endonucleasa de restriccion, cualquier endonucleasa sera suficiente. Tipicamente, se prefieren las
endonucleasas Tipo Il tales como EcoRI, Msel, Pstl etc. En ciertas modalidades una endonucleasa tipo lls puede usarse, es
decir una endonucleasa de la que la secuencia de reconocimiento se localiza distante del sitio de restriccion, por ejemplo
tales como Acelll, Bbvl, Bbvll, Bbsl, Bed, Bce83l, Bcefl, Begl, Binl, Bsal, Bsgl, BsmAl, BsmFI, BspMI, Esp3l, Faul, Fokl, Gsul,
Hgal, Mboll, Mmel, Mnll, Sapl, SfaNI, Taqdl y Zthll 1l

La fragmentacion mecanica puede realizarse por cizallamiento del ADNc, en donde la severidad y duracién del cizallamiento
determina la cantidad de fragmentacién. Uno de tales métodos de cizallamiento es nebulizacién. Un nebulizador es un
pequefio dispositivo plastico que usa aire comprimido para atomizar liquidos. Se adapta facilmente para el cizallamiento de
ADN, es extremadamente eficiente y facil de usar (Surzycki, S., 2000, Basic Methods in Molecular Biology, NY - Springer
Verlag). Estan comercialmente disponibles a partir de diferentes fuentes (por ejemplo, Invitrogen Corporation).

Una vez mas la reduccién de la complejidad puede realizarse opcionalmente en este ADN fragmentado por la seleccion de
tamano. Opcionalmente la reduccion de complejidad se puede obtener por seleccion de tamafno de los fragmentos, por
ejemplo por electroforesis. Ademas, o alternativamente, los fragmentos poli-A se pueden eliminar por la unién a columnas
de afinidad recubiertas con estreptavidina.

En la siguiente etapa del método, los fragmentos de ADNc se hacen romos, un proceso ademas indicado como "pulido”. El
pulido del inserto se usa para eliminar los 3 primeros nucleétido(s) salientes o rellenar los 5 primeros nucleétidos salientes
de fragmentos de ADN generados por enzimas de restriccion, generados por PCR o fragmentos de ADN cizallados. Los
estuches para el pulido estan disponibles comercialmente (por ejemplo estuche Quick blunt, New England Biolabs Inc.)

En la siguiente etapa del método de la invencion, los fragmentos de ADNc se proporcionan con adaptadores mediante una
reaccion de ligacién. En esta reaccion dos tipos diferente de adaptadores estan ligados a una mezcla de fragmentos de
ADNCc. Un adaptador porta un marcador de biotina. El otro adaptador contiene un sitio de restriccién para una enzima de
restriccion tipo Il que corta afuera de su secuencia de reconocimiento. Un ejemplo de esto es Sapl que reconoce la
secuencia GCTCTTCNNNN. La enzima corta en la secuencia NNNN y deja un saliente NNN sobre el extremo 5'. De esta
manera la secuencia completa del adaptador que contiene la secuencia de reconocimiento de restriccién se puede eliminar
del fragmento. Es importante usar una enzima que es una cortadora rara para prevenir el acortamiento de los fragmentos
por una mayor frecuencia de ocurrencia de la secuencia de reconocimientos en el fragmento de ADN.

Nuevamente, en esta etapa, opcionalmente los fragmentos se pueden seleccionar en dependencia de su tamario mediante
por ejemplo electroforesis.

Después de la ligacion de los adaptadores a los fragmentos, los fragmentos se someten a la reparacién de mellas, para
llenar cualquier brecha en el esqueleto de ADN que se pudiera crear por la ligacién de los adaptadores.

Los fragmentos que sélo contienen ambos adaptadores se pueden seleccionar como se describe en la Figura 1
complementaria de la publicaciéon por M. Margulies y otros en Nature 437, paginas 376-380, 2005 (figura 3). Los fragmentos
que contienen ambos adaptadores pueden después amplificarse. En esta etapa se realiza una amplificacion por PCR con un
iniciador que hibrida a una de las secuencias adaptadoras complementarias en combinacién con otro iniciador que porta una
molécula de biotina que hibrida a la otra secuencia adaptadora complementaria. Después de realizar una etapa de
amplificacién usando este conjunto de iniciadores, los fragmentos amplificados de ADN bicatenario se capturan sobre perlas
de afinidad con estreptavidina mientras otros productos de la reaccion se eliminan de la mezcla de reaccién.
En la siguiente etapa, los fragmentos de ADN unidos, que tienen diferente secuencias adaptadoras en los terminales 5'y 3,
se tratan con una endonucleasa asimétrica que corta el fragmento de forma tal que remueve la secuencia del adaptador
completa de un extremo, como se describid antes, proporcionando asi un fragmento terminal que es perfectamente
complementario al ADN gendmico. Después de esta etapa de restriccion, las formas monocatenarias libres formadas de los
fragmentos se eliminan por elucion de las perlas bajo condiciones alcalinas, lo que resulta en un conjunto de fragmentos de
acidos nucleicos monocatenarios unidos a las perlas de estreptavidina. Un método alternativo para generar fragmentos
monocatenarios a partir de fragmentos bicatenario es el tratamiento con la enzima exonucleasa lambda. La exonucleasa
Lambda degrada partir de una molécula de ADN bicatenario aquellas cadenas que poseen el terminal 5' fosforilado, y deja
las cadenas simple con el terminal 5'OH intacto. Ya que uno de los extremos 5' del fragmento se protege por el marcador de
biotina que se une a la estreptavidina, el tratamiento con la exonucleasa lambda ademas crea fragmentos de ADN
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monocatenarios unidos a las perlas de estreptavidina. Estos fragmentos de ADN de monocatenarios se usaran en etapas
posteriores.

A continuacién de las etapas descritas anteriormente, en la segunda parte el ADN genémico se aisla del organismo. Este
organismo puede ser el mismo del que se aislé el ARNm (cultivado bajo las mismas o diferentes condiciones) o puede ser
un organismo diferente (diferente cepa, diferentes especies) y puede incluso ser una coleccién de ADNs genémicos (por
ejemplo una genoteca de clones BAC). Los procedimientos para aislar el ADN genémico son estandar en el campo y son
por ejemplo descritos en Ausubel y otros (Preparation of genomic DNA from plant tissue. pags. 2.3.1-2.3.7 en Ausubel y
otros, eds. Current protocols in molecular biology. John Wiley & Sons, Inc. Budelier. 1993). Después del aislamiento, el ADN
gendmico se fragmentd por procedimientos de fragmentacién enzimaticos o mecanicos como se describié anteriormente. Si
se usa la digestion por enzima de restriccion, los fragmentos resultantes se proporcionan con adaptadores que coinciden
con los diferentes sitios de restriccién salientes en los terminales de los fragmentos. Las moléculas adaptadoras unidas a los
fragmentos de ADN gendmico tienen secuencias que son diferentes de las moléculas adaptadoras unidas a los fragmentos
derivados de ADNc de la parte 1.

Si se usa la fragmentacion mecanica, los diferentes adaptadores estan ligados a los fragmentos de ADN genémico y los
fragmentos que tienen diferente adaptadores en los terminales 5' y 3' se seleccionan de acuerdo con el procedimiento
previamente descrito para fragmentos de ADNc (por ejemplo se puede aplicar una etapa de pulido).

Alternativamente, ademas un Unico adaptador se puede ligar a los fragmentos gendémicos. En ese caso secuencias
adaptadoras con extensiones se pueden usar para prevenir la amplificacion no especifica en etapas posteriores (D H Jones
y S C Winistorfer, PCR Methods Appl. 1993 2: 197-203).

Los fragmentos de ADN gendmico fragmentados pueden opcionalmente seleccionarse por el tamafio como se describio
anteriormente.

Para obtener fragmentos de ADN gendémico monocatenario se proporciona una etapa de fusion.

Después de asi proporcionar una muestra apropiada de ADN monocatenario genémico fragmentado, los fragmentos de
ADNc monocatenarios de la parte 1, que portan una Unica molécula adaptadora con un marcador de biotina que
opcionalmente se puede unir a perlas de afinidad de estreptavidina, se mezclan en preferentemente en un exceso molar,
para la hibridacién con el ADN genémico fragmentado que porta diferentes moléculas adaptadoras (parte 3). Después de
una etapa de desnaturalizacion, se aplican las condiciones de hibridacion para permitir la formacién de moléculas de ADN
gendémico - ADNc bicatenarias hibridas. El proceso de hibridacién puede incluir un corto periodo de pre-hibridacién con
ADNCc no-fragmentado (sin adaptadores) para normalizar la reaccioén de hibridacién por la reduccion de los efectos de las
altas concentraciones de fragmentos de ADNc derivados de los abundantes transcriptos. Como una modificacién opcional,
el ADNCot-1 se puede usar en una etapa de pre-hibridacion para reducir las posibles anomalias causadas por las
repeticiones de secuencias en el ADN gendmico.

En esta etapa los fragmentos de ADNc hibridaran al ADN genémico en lugares que son homélogos o idénticos al ARNm
muestreado.

Después de la extension del hibrido de ADNc-ADN genomico por una polimerasa se elabora una plantilla bicatenaria.

Los fragmentos bicatenarios hibridados ahora se pueden amplificar por una reaccién de PCR usando un iniciador
complementario con el ADNc adaptador y otro iniciador complementario a uno de los adaptadores del ADN gendmico.
Opcionalmente el material hibridado se puede separar en dos fracciones separadas para ademas usar el adaptador de
ADNCc y el otro iniciador complementario al adaptador de ADN genémico. La amplificacion proporciona fragmentos de PCR
que no solo contienen copias de la parte correspondiente al ADN genémico del &cido nucleico originalmente muestreado,
sino ademas contiene secuencias no-transcritas, tal como secuencias reguladoras e intrones.

Después de la amplificacion por PCR, los fragmentos de mas de 100 pares de bases, con mayor preferencia mas de
aproximadamente 200 pares de bases, aun con mayor preferencia mas de aproximadamente 300 pares de bases y con la
maxima preferencia de aproximadamente 400 pares de bases o mas se seleccionan mediante fraccionamiento por tamafio.
Opcionalmente, estos fragmentos se purifican de acuerdo con los requisitos a cumplir para la siguiente parte del método de
la invencion.

En la siguiente parte (parte 4) dichos fragmentos se secuencian. La secuenciacion de los fragmentos ligados al adaptador
amplificados proporciona informacion de la secuencia en al menos parte de los fragmentos ligados al adaptador y
secuencias gendmicas que flanquean 3'. La informacion contenida en la parte derivada del adaptador contiene informacion
acerca de la muestra de la que se obtiene el fragmento si los adaptadores portan etiquetas especificas de la muestra,
mientras que la informacién de la secuencia del propio fragmento (una secuencia identificadora) proporciona informacion
acerca del fragmento y permite la identificacién del fragmento. Esta informacién de secuencia sobre el fragmento se usa
para identificar el fragmento con una exactitud que depende del nimero de nucleétidos que se determina y el nimero de
fragmentos en el conjunto de fragmentos ligados al adaptador amplificados.

Para proporcionar una soluciéon al problema de la variacién del muestreo en la frecuencia de transcriptos entre muestras,
que afecta la exactitud de la identificacion de marcadores moleculares por secuenciacién contenidos en un conjunto de
multiples fragmentos, los presentes inventores encontraron ademas que la deteccién de marcadores via la secuenciacion se
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realiza preferentemente con suficiente redundancia (profundidad) para muestrear todos los fragmentos al menos una vez y
se acompafa de medios estadisticos que se dirigen al problema de la variacién del muestreo en relacién con la exactitud de
los llamados genotipos. Con el objetivo de aumentar la exactitud, preferentemente una etapa de amplificacion procede a la
etapa de secuenciacién. Después de suficientes ciclos de amplificacién, la redundancia de los fragmentos de restriccién
ligados al adaptador es al menos 6, preferentemente al menos 7, con mayor preferencia al menos 8 y con la maxima
preferencia al menos 9. En las modalidades preferidas asi las secuencias de cada fragmento de restriccion ligado al
adaptador se determina al menos 6, preferentemente al menos 7, con mayor preferencia al menos 8 y con la maxima
preferencia al menos 9 veces. En ciertas modalidades, la redundancia se selecciona tal que, asumiendo una oportunidad
total de 50/50 de identificar el locus correctamente como homocigético, la oportunidad de la identificacion correcta del locus
es mas que 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99.5 %.

La amplificacién de los fragmentos de restriccion ligados al adaptador lleva a un conjunto amplificado de fragmentos de
restriccion ligados al adaptador, algunas veces denominados como amplicones. Los amplicones (o al menos parte de los
mismos) se someten a una etapa que comprende al menos la determinacién de la secuencia del identificador especifico de
la muestra para determinar el origen del fragmento y de parte de la secuencia del fragmento de restriccion. En la practica
esta cantidad equivale ademas a la determinacién de las secciones localizadas en el medio tales como los restos de las
secuencias de reconocimiento de la endonucleasa de restriccion. Al secuenciar el identificador especifico de la muestra en
combinacion con parte del fragmento localizado adyacente a la secuencia derivada del adaptador, es posible identificar
singularmente fragmentos de restriccion y sus secuencias genomicas flanqueantes 3’. A partir de esta informacion es
posible restaurar la informacion genética gendémica de un gen completo.

La secuenciacién de alto rendimiento usada en la presente invencion es un método para la experimentacion cientifica
especialmente relevante para el campo de la biologia y la quimica.

Se prefiere que la secuenciacién se realice usando métodos de secuenciacion de alto rendimiento, tales como los métodos
descritos en WO 03/004690, WO 03/054142, WO 2004/069849, WO 2004/070005, WO 2004/070007, y WO 2005/003375
(todos a nombre de 454 Life Sciences), por Seo y otros, (2004) Proc . Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 101:5488- 93, y
tecnologias de Helios, Solexa, Estados Unidos gendmicos, etcetera, las que se incorporan en la presente descripcion como
referencia.

La tecnologia descrita permite la secuenciacién de 40 millones de bases en una Unica corrida y es 100 veces mas rapida y
barata que la tecnologia competidora. La tecnologia de secuenciacion aproximadamente consiste de 5 etapas: 1)
fragmentacién de ADN vy ligacién de adaptadores especificos para crear una genoteca de ADN monocatenario (ADNss), 2)
hibridacion de ADNss a perlas, emulsificacién de las perlas en microrreactores de agua en aceite y realizar la PCR de la
emulsién para amplificar las moléculas de ADNss individuales sobre las perlas, 3) seleccion o enriquecimiento para perlas
que contienen las moléculas de ADNss amplificadas en su superficie, 4) deposicion de las perlas que portan el ADN en una
placa de picotitulaciéon (TM); y 5) secuenciacién simultanea en 100,000 pozos por la generacion de una sefial de luz de
pirofosfato. El método se explicara en mas detalles mas abajo.

Con respecto a esto el siguiente célculo puede ser ilustrativo: La tecnologia de secuenciacion de lllumina Solexa como se
describe en la presente descripcion en otra parte, proporciona 40.000.000 lecturas de aproximadamente 25 bp cada una,
totalizando un asombroso 1 billén bp en una Unica corrida. Asumiendo una redundancia en el muestreo de 10 veces,
4.000.000 fragmentos Unicos se pueden evaluar en una corrida. La combinacion de 100 muestras permite que se
secuencien 40.000 fragmentos para cada muestra.

En una modalidad preferida, la secuenciacién comprende las etapas de: (a) hibridar los fragmentos adaptados a perlas,
cada perla se hibrida con un fragmento adaptado Unico.

(b) emulsificar las perlas en microrreactores de agua en aceite, cada microrreactor de agua en aceite comprende
una Unica perla;
(c) cargar las perlas en pozos, cada pozo comprende una perla Unica; y generar una sefial de pirofosfato.

En una primera etapa (a), los adaptadores de secuenciacion estan ligados a fragmentos dentro de la genoteca de
combinacion. Dicho adaptador de secuenciacién incluye al menos una region "clave" para la hibridaciéon a una perla, una
regién iniciadora de la secuenciacion y una region iniciadora de la PCR. Asi, se obtienen los fragmentos adaptados. En una
primera etapa, los fragmentos adaptados se hibridan a perlas, cada perla se hibrida con un Unico fragmento adaptado. Al
conjunto de fragmentos adaptados, se afaden las perlas en exceso como para garantizar la hibridacién de un Unico
fragmento adaptado por perla para la mayoria de las perlas (distribuciéon de Poisson). En una siguiente etapa, las perlas se
emulsifican en microrreactores de agua en aceite, cada microrreactor de agua en aceite comprende una Unica perla. Los
reactivos de PCR estan presentes en los microrreactores de agua en aceite lo que permite que una reaccion de PCR tenga
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lugar dentro del microrreactor. Subsecuentemente, los microrreactores se rompen, y las perlas que comprenden ADN
(perlas positivas a ADN) estan enriquecidas.

En una siguiente etapa, las perlas se cargan en pozos, cada pozo comprende una Unica perla. Los pozos son
preferentemente parte de una placa de micro titulacién (TM) lo que permite la secuenciacion simultanea de una gran
cantidad de fragmentos. Después de la adicion de las perlas que portan la enzima, la secuencia de los fragmentos se
determina por medio del uso de pirosecuenciacion. En etapas sucesivas, la placa de picotitulacion (TM) y las perlas asi
como las perlas de enzimas en la misma se someten a diferentes desoxirribonucleétidos en presencia de reactivos de
secuenciacion convencionales, y a partir de la incorporaciéon de un desoxirribonucleétido se genera una sefal de luz que se
registra. La incorporacién del nucleétido correcto generara una sefial de pirosecuenciacion que se puede detectar.
La pirosecuenciacion por si misma se conoce en la técnica y se describe entre otros en www.bioetiquetaebio.com;
www.pirosecuenciacién.com / section technology. La tecnologia se aplica adicionalmente en por ejemplo WO 03/004690,
WO 03/054142, WO 2004/069849, WO 2004/070005, WO 2004/070007, y WO 2005/003375 (todos a nombre de 454 Life
Sciences). En la presente invencion, las perlas se equipan preferentemente con secuencias iniciadoras (unién) o partes de
los mismos que son capaces de unirse a amplicones, como debe ser el caso. En otras modalidades, los iniciadores usados
en la amplificaciéon estan equipados con secuencias, por ejemplo en su extremo 5', que permiten la unién de amplicones a
las perlas con el objetivo de permitir la subsecuente polimerizacion emulsién seguida por secuenciacion. Alternativamente
los amplicones se pueden ligar con adaptadores de secuenciacion antes de la ligacién a las perlas o la superficie. Los
amplicones secuenciados revelaran la identidad del identificador y asi la presencia o ausencia del fragmento de restriccion
en la muestra.

Tecnologias de lllumina-Solexa

Uno de los métodos para la secuenciacion de alto rendimiento se encuentra disponible de lllumina, Reino Unido
(www.illumina.co.uk) y descrito entre otros en WO0006770, WO0027521, WO0058507, WO0123610,W00157248,
WO0157249, WO02061127, WO03016565, WO03048387,W02004018497, WO2004018493, WO2004050915,
W02004076692,W02005021786, WO2005047301, WO2005065814, W0O2005068656,W02005068089 y WO2005078130.
En esencia, el método empieza con los fragmentos de ADN gendmico ligados al adaptador. El ADN ligado al adaptador se
une aleatoriamente a un denso césped de iniciadores que se unen a una superficie sélida, tipicamente en una celda de flujo.
El otro extremo del fragmento ligado al adaptador hibrida a un iniciador complementario en la superficie. Los iniciadores se
extienden en presencia de nucleétidos y polimerasas en la llamada amplificacion de puente en fase sélida para proporcionar
fragmentos bicatenarios. Esta amplificacién de puente en fase sélida puede ser una amplificacion selectiva.

La desnaturalizacién y repeticion de la amplificacion de puente en fase soélida resulta en un agrupamiento denso de
fragmentos amplificados distribuidos sobre la superficie. La secuenciacién se inicia por la adicion de cuatro nucleétidos
terminadores reversibles etiquetados diferentemente, iniciadores y polimerasa a la celda de flujo. Después de la primera
ronda de extension del iniciador, se detectan las etiquetas, se registra la identidad de las primeras bases incorporadas y el
terminal 3' bloqueado y el fluoréforo se eliminan de la base incorporada. Después la identidad de la segunda base se
determina de la misma manera y asi la secuenciacién continda.

En la presente invencion, los fragmentos de restriccion ligados al adaptador los amplicones estan unidos a la superficie via
la secuencia de unién al iniciador o la secuencia de iniciacién. La secuencia se determina como se delined, que incluye la
secuencia identificadora y el fragmento de restriccion. La tecnologia Solexa disponible actualmente permite la secuenciacién
de fragmentos de aproximadamente 30 pares de bases. Por el disefio inteligente de los adaptadores y los iniciadores unidos
a la superficie, la etapa de secuenciacion lee a través del identificador de la muestra y los restos de la secuencia de
reconocimiento de la endonucleasa de restriccion usada. Por ejemplo cuando se usa un identificador de la muestra de 3 bp
y los restos de la cortadora rara EcoRI (GAACCT) estan presentes, una secuencia interna del fragmento de restriccién de 7
bp puede usarse para identificar singularmente el fragmento de restriccion en la muestra.

En una modalidad preferida basada en la tecnologia de secuenciacion lllumina-Soexa anteriormente, la amplificacion de los
fragmentos de restriccién ligados al adaptador se realiza con un iniciador que contiene cuanto mas un nucleétido selectivo
en su extremo 3', preferentemente ningln nucleédtido selectivo en su extremo 3', es decir el iniciador es solamente
complementario al adaptador (a +0 iniciador).

En modalidades alternativas dirigidas a los métodos de secuenciacion descritos en la presente descripcidn, los iniciadores
usados en la amplificacién pueden contener secciones especificas (como alternativa al iniciador descrito en la presente
descripcion o secuencias de unién a los iniciadores) que se usan en la etapa de secuenciacién subsecuente para unir los
fragmentos de restriccién rematados por adaptador o amplicones a la superficie. Estos generalmente se describen como la
region clave o la secuencia compatible al iniciador de 5'.

En una modalidad de la invencién, el acido nucleico muestra se digiere con al menos una enzima de restriccion y al menos
se liga un adaptador que comprende una secuencia de reconocimiento para una endonucleasa de restriccion tipo Il . La
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subsecuente digestion de los fragmento de restriccion ligados al adaptador con una endonucleasa de restriccion tipo Il rinde,
como la distancia entre el sitio de reconocimiento y el de restriccibn de una endonucleasa de restriccion tipo Il es
relativamente corta (hasta aproximadamente 30 nucleétidos), un fragmento de restriccién mas corto y mas largo, a los que
se puede ligar un adaptador compatible con un sitio de restriccion lls. Tipicamente, el saliente del sitio restringido-lls es
desconocido de forma tal que se puede usar un conjunto de adaptadores que son degenerados en el saliente. Después de
la amplificacién (selectiva), los amplicones se pueden secuenciar. La secuencia adaptadora en esta modalidad
generalmente se puede describir como: 5' - sitio de unién al iniciador- secuencia identificadora de la muestra - secuencia del
extremo cohesivo tipo lls degenerada - 3'. El iniciador de PCR asociado generalmente sigue: secuencia iniciadora -
secuencia identificadora de la muestra - secuencia del extremo cohesivo tipo Ils degenerada - nucleétidos selectivos-3'. El
iniciador usado para iniciar la secuenciacién-por-sintesis después generalmente tiene la estructura: 5 '-sitio de unién al
iniciador-3'. Una etapa de seleccion por tamafio puede preferirse después de la digestion con la enzima lls para eliminar los
fragmentos mas pequefios. Como en esta modalidad los restos del sitio de restriccion estan para este tipo de enzima
tipicamente en el orden de 2-4 bp, esto resulta en combinacién con un identificador de la muestra de 6 bp en la
secuenciacion de 15-17 bp de un fragmento de restriccion.

Asi el método de la invencion es perfectamente adecuado para identificar secuencias genémicas regulatorias de genes que
pertenecen al transcriptoma de una célula u organismo, sin ninguna informacion inicial de la secuencia 0 conocimiento
genético anterior de la célula y/o el organismo del que la célula se deriva. En consecuencia, la region promotora, secuencias
lider y otras regiones UTR 5', intrones y exones, las secuencias UTR 3' y terminadores de un gen expresado se pueden
identificar de acuerdo con el presente método. Ya que no esta involucrada una etapa de clonacién, es ademas factible
determinar las secuencias genémicas de genes que causan problemas en las etapas de clonacion, por ejemplo genes que
son toxicos al organismo huésped, genes que codifican para proteinas regulatorias y/o genes que causan de otra manera
problemas en la clonacion.

Mas aun, es posible en base a esta informacion directamente analizar todos los polimorfismos (que incluyen SNPs)
asociados con los alelos de un gen expresado, si estos polimorfismos ocurren en la secuencia codificante o en la secuencia
no-codificante del gen. Asi, sera posible detectar aberraciones en las secuencias promotoras que causan una regulacién de
la expresién del gen, serd posible detectar mutantes con polimorfismos en los intrones que pueden causar diferentes
variantes de empalme, y asi sucesivamente.

Con el objetivo de aumentar una correcta interpretacion de las secuencias de acido nucleico secuenciados y las diferencias
encontradas en las mismas, se puede realizar anotaciéon automatica en los fragmentos secuenciados o contigos.
Similarmente, la informacion de secuencia obtenida se puede usar para comparar las secuencias con secuencias a partir de
la genoteca EST. De esa forma las secuencias de intrones o las secuencias no-codificantes internas del gen, asi como
secuencias promotoras y UTRs 3'y 5' se pueden identificar. La genoteca EST se puede tomar del mismo organismo o de
una especie relacionada.

En un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a estuches con los cuales se puede realizar el método de la
invencion. Tales estuches comprenderan uno o mas adaptadores y opcionalmente uno o mas iniciadores complementarios a
dichos adaptadores, ligasa, y/o enzimas de restriccion que son especificas para cortar los adaptadores, aparte de
componentes convencionales para estuches de amplificacion per se, como dNTPs, polimerasa etc. Mas aun, el estuche
debe proporcionar instrucciones para el uso, en donde hay un esquema de instrucciones para realizar el método de la
invencion.

Ademas, la presente invencion encuentra aplicacién en, entre otras, el uso del método para la identificacién de marcadores
moleculares, para genotipado, analisis de segregantes masivos, mapeo genético, cruzamiento hacia atras asistido por el
marcador, mapeo del loci de rasgo cuantitativo, mapeo del desequilibrio de unién, y determinacién de los patrones de
metilacion.

Ejemplo

Procedimiento de ADNc

Aislamiento de ARN y sintesis de ADNc

El ARN total se aisl6 a partir de la piel del fruto del manzano, Malus x domestica, cultivar Kanzi, siguiendo el método de

Chang y otros (1993). Las manzanas se derivaron de 4 huertos diferentes y se escogieron en 5 puntos de tiempo diferentes
en 2007 desde principios de agosto hasta finales de septiembre. Iguales cantidades de ARN total de estas 20 muestras se
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combinaron en una muestra y se purificaron con el kit RNeasy Plus Micro (QIAGEN, Hilden, Alemania, 74034) para eliminar
la contaminaciéon de ADN gendmico de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La sintesis de la primera cadena de ADNc se ejecutd con 2 ug de ARN total de entrada mediante el uso del kit Mint de
sintesis de ADNc (Evrogen, Moscu, Rusia, SK001) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La sintesis del ADNc de
cadena doble (ds) por amplificacion por PCR se ejecuté mediante el uso del kit Mint de sintesis de ADNc para un éptimo de
18 ciclos. EI ADNc ds obtenido se purificé mediante el uso de columnas de purificacion por PCR QIAquick® (QIAGEN,
28104) y la concentracion se midié mediante espectrofotémetro. EI ADNc se analiz6 en un gel de agarosa al 1%. El ADNc
ds oscilé de 200 a 2000 pb.

Embotamiento, fosforilacion, concatenacion y nebulizacién del ADNc

El ADNc ds se embot6 y fosforild6 mediante el uso del kit Quick Blunting™ (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA,
E1201S). 38 pl de ADNc (8 pg) se mezclé con 5 pl 10 x tamp6n de embotamiento, 5 pl de mezcla de solucion de
desoxinucledtido 1 mM y 2 pl de mezcla de enzima de embotamiento y se incubd a temperatura ambiente durante 30
minutos, seguido por 10 minutos a 70 °C.

Posteriormente, 48 pl de esta mezcla de embotamiento de ADNc se concentré mediante mezcla con 10 pl 10 x tampdn de
reaccion ADN-ligasa T4, 5 ul ADN-ligasa T4 (ambos de New England Biolabs, M0202S, 400,000 U/ml), 25 pul de
polietilenglicol 8000 al 40% (p/v) y 12 ul de agua. La mezcla de ligacién se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente y
la concatenacién se confirmé por analisis en gel de agarosa. La ligasa T4 se inactivé para incubacién a 65 °C durante 10
minutos.

El ADNc concatenado se sometié a cizallamiento por nebulizaciéon. La mezcla de ligacion de ADNc de 100 pl se mezclé con
650 pl de tampo6n de nebulizacién (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, glicerol al 50 %, pH 8.0) y se midi6 con pipeta en un
nebulizador (Invitrogen, Paisley, UK, K7025-05). La nebulizacion se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante
durante 15 minutos a 48 psi mediante el uso de gas nitrégeno 5.0 (Praxair, Danbury, CT, Estados Unidos). Después de la
centrifugacion corta del nebulizador, el ADNc nebulizado colectado se transfirid a un tubo de microcentrifuga y se precipito
por adicion de 2 pl de glucégeno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos, 20 mg/ml, G 1767), 0.1 volumen de acetato
sodico 3M pH5.2 y 1 volumen de isopropanol, e incubacién durante 10 minutos a -80 °C. El ADNc se sedimenté por
centrifugacion durante 15 minutos a 20,800 g, se lavé con etanol al 70 %, se secé y se disolvié en 50 pl de Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8.0.

Dimensionamiento y embotamiento del ADNc

El ADNc cortado por cizallamiento se incub6 a 65 °C durante 10 minutos, se afadié tampo6n de carga del gel y el ADNc se
dividié sobre 5 ranuras de un gel de agarosa al 2 % en tampén Tris-acetato (TAE) (Sambrook y otros, 1989). Después de la
electroforesis, fragmentos de ADNc de 100-400 pb se aislaron del gel mediante el uso del kit de extraccion de gel GenElute
(Sigma-Aldrich, NA1111). Una pequena muestra del ADNc purificado se comprob6 en el gel y la concentracion se encontro
que era baja. Por lo tanto, los procedimientos anteriores de embotar, fosforilar, concatenacion, nebulizacién y purificacién de
gel del ADNc se repitieron varias veces con un total de 24 ug ADNc ds obtenido con el kit Mint de sintesis de ADNc. Los
fragmentos de ADNc de 100-400 pb se concentraron por precipitacién con etanol y se disolvieron en 19 ul de agua grado
biologia molecular.

Los extremos deshilachados del ADNc cortado por cizallamiento se embotaron y se fosforilaron mediante mezcla con 2.5 pl
10 x tampon de embotamiento, 2.5 pl mezcla de solucién de Desoxinucledtido 1 mM y 1 pl mezcla de enzima de
embotamiento del kit Quick Blunting™ (New England Biolabs, E1201S) e incubacion a temperatura ambiente durante 30
minutos, seguido por 10 minutos a 70 °C. Posteriormente, el ADNc se purificé mediante el uso del kit MinElute® (QIAGEN,
28004) de purificacion por PCR.

Ligacion de adaptadores y reparaciéon de mellas

El adaptador ELTD-AdC se preparé por hibridacion de los oligonucleétidos parcialmente complementarios ELTD-iniciador-C
(5'-AGTCCGTCGCATCGCTCTTC-3') y ELTD-AdC2 (5'-GAAGAGCGATGCGACG-3'). Este adaptador es romo en un lado y
tiene un extremo saliente de 4 nt (AGTC) 5' en el otro lado para llevar a cabo el ligado direccionalmente del ADNc y prevenir
el ligado de mdltiples adaptadores al ADNc. El adaptador ELTD-AJC ademas contiene el sitio de restriccion Sapl de corte
raro:
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GCTCTTCN/NNN
CGAGAAGNNNN/

Este sitio de restriccion facilita la eliminacién de ELTD-AdC del ADNc durante una etapa posterior en el protocolo. El
adaptador ELTD-AdD se prepar6 por hibridacién de los oligonucleétidos parcialmente complementarios ELTD-iniciador-D
(5'-Biotina-TEG-AGTGGGTGTCCTGGGTCAAC-3') y ELTD-AdD2 (5'-GTTGACCCAGGACACC-3'). Este adaptador ademas
tiene un extremo saliente de 4 nt (AGTG) 5' en un lado, que estd marcado con biotina por medio de un brazo espaciador de
tetraetilenglicol (TEG). El marcador de biotina facilitara la inmovilizacién del ADNc a perlas recubiertas con estreptavidina
durante etapas posteriores en el protocolo. Todos los oligonucleétidos se purificaron por HPLC ordenado de Sigma-Aldrich y
se disolvieron en Tris-HCI 1 mM, EDTA 0.1 mM, pH 8.0. Los adaptadores se prepararon mediante mezcla de 50 ul de cada
oligonucleétido adecuado (400 pM) con 100 pl de 2 x tampo6n de hibridacion (Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 2 mM,
pH 7.6), incubar la mezcla durante 5 minutos a 95 °C en una unidad térmica(Thermomixer Compact, Eppendorf, Hamburg,
Alemania), después apagar la unidad térmica lo que permite que las muestras dentro se enfrien lentamente a menos de 30
°C (lo que toma 3 horas). Esto produjo adaptadores bicatenarios ELTD-AdC y ELTD-AdD en concentraciones de 100 pM.

Ambos adaptadores se ligaron al ADNc en la siguiente reaccion: 9.2 pl de ADNc a partir de la columna de purificacién
MinElute, 1.25 pl de agua, 0.4 pl del adaptador ELTD-AdC (100 uM), 0.4 ul del adaptador ELTD-AdD (100 uM), 12.5 ul 2 x
tampon de reaccién de rapida ligacion y 1.25 pl ADN-ligasaT4 rapida (kit Quick Ligation™, New England Biolabs, M2200S).
La mezcla de ligacién se incub6 en 25 °C durante 20 minutos y se purific6 mediante el uso del kit GenElute de limpieza de la
PCR (Sigma-Aldrich, NA1020).

El ADNc ligado al adaptador se le repar6 las mellas en la siguiente reaccion: 47 pl de ADNc a partir de la columna de
purificacién GenElute, 8 pl 10 x tampdn de reaccion ThermoPol (New England Biolabs), 8 ul BSA 1 mg/ml, 2 ul dNTPs 10
mM, 1 pl ADN-polimerasa Bst 8U/ul, Fragmento grande (New England Biolabs, M0275) y 14 ul de agua. La reaccién de
reparacion de mellas se incub6 durante 30 minutos a 65 °C y se purificé mediante el uso de una columna QlAquick de
purificacién por PCR que rinde 50 pl del ADNc ligado al adaptador de 100-400 pb.

Amplificacion del ADNc ligado al adaptador

El ADNc se amplificé con una ADN-polimerasa de alta fidelidad en una reaccion PCR que contiene: 10 pl de ADNc a partir
de la columna de purificacion por PCR (QlAquick, 10 ul 5 x tampén HF Phusion™, 1 pl de dNTPs 10 mM, 2.5 pl de ELTD-
iniciador-C 10 puM, 2.5 pl de ELTD-iniciador-D 10 pM, 0.5 pl ADN-polimerasa 2U/ul Phusion Hot Start (Finnzymes, Espoo,
Finlandia, F-540) y 23.5 pl de agua. Primero, se llev6 a cabo un ensayo para determinar el nimero éptimo de ciclos de PCR
para la amplificacion del ADNc. La mezcla de reaccién se coloc6 en un ciclador térmico, se desnaturalizé a 98°C durante 30
seg y posteriormente se sometié a 5 ciclos de desnaturalizacion-hibridacién-elongacion: 5 seg a 98°C, 10 seg a 60°C, 15
seg a 72°C. Después de esto, se elimind 5 pl de la mezcla de reaccién y se mantuvo en hielo (muestra después de 5 ciclos).
La mezcla de reaccidon se sometié a 3 ciclos mas de PCR como anteriormente y se eliminé 5 pl y se mantuvo en hielo
(muestra después de 8 ciclos). Lo anterior se repiti6 5 veces mas hasta que se habia alcanzado un total de 23 ciclos. Las
muestras de 5 pl de los ciclos 5, 8, 11, 14, 17, 20 y 23 se analizaron en un gel de agarosa 1.5%. El nimero éptimo de ciclos
se determiné que es 17 ciclos, después de eso se alcanzé una meseta ya que mas ciclos condujeron a la apariencia de una
mancha por encima del tamano esperado del ADNc. Para hacer mas ADNc, se prepararon dos mezclas de reaccion por
PCR cada una con 10 ul de ADNc como se describe anteriormente. Las mezclas de reaccion se colocaron en un ciclador
térmico, se desnaturalizé6 a 98°C durante 30 seg y posteriormente se sometieron a 17 ciclos de desnaturalizacion-
hibridacion-elongacién: 5 seg a 98°C, 10 seg a 60°C, 15 seg a 72°C. Se siguié una etapa de extensién final de 5 min a 72°C.
El ADNc amplificado se purific6 mediante el uso de una columna QIAquick de purificacion por PCR, seguido por una
columna GenElute de limpieza de la PCR (Sigma-Aldrich) para eliminar iniciadores y posibles dimeros de iniciadores.

Aislamiento de ADNc monocatenario adaptado con CD

A continuacién, el ADNc obtenido en la etapa previa se enriquecié con moléculas que portan ELTD-Ad-C en un extremo y
ELTD-Ad-D en el otro extremo por union a perlas recubiertas de estreptavidina, lavado y elucién alcalina. Las moléculas de
ADNc que portan ELTD-Ad-C en ambos extremos (a partir de ahora llamadas moléculas CC) no se unen a estreptavidina y
se desprenden de las perlas. Las moléculas de ADNc que portan ELTD-Ad-D en ambos extremos (a partir de ahora
llamadas moléculas DD) permaneceran unidas a las perlas durante la elucion alcalina, ya que ambas cadenas estan
biotiniladas. Las moléculas de ADNc que portan ELTD-Ad-C en un extremo y ELTD-Ad-D en el otro extremo (a partir de
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ahora llamadas moléculas CD) permaneceran unidas a las perlas con una cadena biotinilada, la otra cadena no biotinilada
eluira por tratamiento con NaOH.

Las perlas Dyna® M-270 paramagnéticas recubiertas con estreptavidina (Invitrogen, 653.05) se resuspendieron
completamente y 50 pl (correspondiente a 0.5 mg) de perlas se transfirid a un tubo de microcentrifuga siliconizado (Sigma-
Aldrich, T4816). Las perlas se lavaron 3 veces con 100 pl 1 x B& W tampén (Tris-HCI 5 mM, EDTA 0.5 mM, NaCl 1 M, pH
7.5) mediante el uso de un soporte Dynal magnético (MPC®-E-1, Invitrogen) para separacion de las perlas siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las perlas se resuspendieron en 100 pl 2 x B&W tampén que contiene Tween-20 al 0.02% para
disminuir la unién especifica. A continuacion, 45 pl de ADNc purificado y amplificado por PCR mezclado con 55 pl de agua
se anadié a la suspension de perlas. El ADNc se dej6é unir durante 15 min a temperatura ambiente con rotacion suave del
tubo. El tubo se coloco en el soporte magnético para separar las perlas del sobrenadante, el cual se transfiri6 a un tubo
fresco. Esta fraccién se llama AB (después de la union) y contiene ADNc que no se uni6 a las perlas. Posteriormente, el
sedimento de perlas se lavo como sigue: una vez con 200 pl 2 x B&W tampon que contiene Tween-20 al 0.02%, una vez
con 500 pl 2 x B&W tampon que contiene Tween-20 al 0.02% y dos veces con 500 pl de agua. Después de la resuspension
de las perlas en agua por segunda vez, las perlas se transfirieron a un tubo siliconizado fresco antes de transferir el
magneto. Finalmente, las perlas se resuspendieron en 250 pl de NaOH 0.1 M preparado en fresco y el tubo se roto
suavemente durante 2-3 minutos. El sobrenadante representa la primera elucién. Las perlas se resuspendieron de nuevo en
250 yl de NaOH 0.1 M y se rotaron suavemente durante 2-3 minutos, este sobrenadante representa la segunda elucion. Las
eluciones se mezclaron cada una con 1250 pl de tamp6n PBI (kit QlAquick de purificacién por PCR) y 7.2 ul de acido acético
al 20% y se purificod a través de columnas QlAquick de purificacion por PCR. Ademas, la fraccién AB se purifico a través de
una columna de QIAquick purificacion por PCR. Las perlas restantes se lavaron una vez con 200 pl de agua, una vez con
200 pl de Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0, una vez de nuevo con 200 pl de agua y finalmente se resuspendi6 en 50 pl
de agua y se almacené a 4 °C.

Cinco microlitros de la fraccion AB y ambas eluciones alcalinas se comprobaron en un gel de agarosa al 1.5 %. El ADNc se
encontré en la fraccién AB y la primera elucion alcalina, pero no en la segunda elucién alcalina, que se descart6. Las
reacciones de control de la PCR se llevaron a cabo en 1 pl de la fraccién AB, primera elucién alcalina y las perlas (volumen
total de 50 pl cada uno). Cada una se mezclé con 12.5 pl de REDTag® ReadyMix™ (Sigma-Aldrich, R2523), 1 pl de ELTD-
iniciador-C 10 pM o 1 pl de ELTD-iniciador-D 10 uM o [1 pl de ELTD-iniciador-C 10 uM y 1 pl de ELTD-iniciador-D 10 pM] y
agua hasta un volumen total de 25 pl. Las condiciones de la PCR fueron: 1 min@94°C, (30 seg@94°C, 30 seg@50°C, 30
seg@72°C) durante 6, 9, 12 y 15 ciclos, 5 min@72°C. De cada reaccién se cargé 5 pl en un gel de agarosa al 1.5 %. Los
resultados mostraron que no hubo mas moléculas CC que DD y CD en la fracciébn AB como se esperaba, porque las
moléculas CC no se unen a las perlas. En la elucién alcalina y la fraccién de perlas la ocurrencia fue: CC < DD < CD. La
conclusion fue que hubo enriquecimiento por moléculas CD en el eluato alcalino como se esperaba, pero esas moléculas
CC y especialmente DD estuvieron ademas aun presentes, probablemente debido a una unién especifica de CC y unién
incompleta de moléculas DD a las perlas. La eluciéon alcalina (que se purificd6 con QIAquick) se llama el ADNc
monocatenario enriquecido con CD.

Amplificacion del ADNc enriquecido con CD

Después de probar las condiciones de PCR 6ptimas, el ADNc monocatenario enriquecido con CD se amplific6 como sigue.
Se programaron dieciséis reacciones de PCR cada una contiene: 0.5 pl de la primera elucién alcalina purificada en columna
QIAquick de las perlas Dyna descrito anteriormente, 10 pl 5 x tampén HF Phusion™, 1 pl de dNTPs 10 mM, 2.5 pl de ELTD-
iniciador-C 10 pM, 2.5 pl de ELTD-iniciador-D 10 uM, 0.5 ul 2 U/ul de ADN-polimerasa Phusion Hot Start (Finnzymes, F-540)
y 33 ul agua. Las mezclas de reaccién se colocaron en un ciclador térmico, se desnaturalizé en 98°C durante 30 seg y
posteriormente se sometié a 11 ciclos de desnaturalizacién-hibridacién-elongacion: 5 seg a 98°C, 10 seg a 60°C, 15 seg a
72°C. Se sigui6 una etapa de extension final de 5 min a 72°C. El ADNc amplificado se purific6 mediante el uso de tres
columnas QlAquick de purificacién por PCR. EI ADNc purificado se analiz6 en un gel de agarosa al 1.2 % y la concentracion
se midié mediante espectrofotometro. Se obtuvo un total de 27.5 ug de ADNc de doble cadena enriquecido con CD.

Unién del ADNc enriquecido con CD a perlas Dyna

Cinco microgramos de ADNc de doble cadena enriquecido con CD de la etapa previa se usé para unirse a perlas Dyna M-
270. El procedimiento descrito anteriormente como 'Aislamiento de ADNc monocatenario adaptado con CD' con las
siguientes modificaciones. Una cantidad de 27.32 pl correspondiente a 5 pg del ADNc enriquecido con CD se mezcld con
agua hasta un volumen de 100 pl en total, y esta mezcla se afadié a las perlas en 100 pl 2 x B&W tampo6n que contiene
Tween-20 al 0.02%. Después de la unién de ADNc y lavado con 2 x B&W tampoén que contiene Tween-20 0.02% y lavado
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con agua, las perlas se lavaron 2 veces con 200 pl 1 x NEBuffer 4 (New England Biolabs). Finalmente, las perlas con el
ADNCc unido se resuspendieron en 100 pl 1 x NEBuffer 4 y se transfirieron a un nuevo tubo de microcentrifuga siliconizado.

Digestion con Sapl de la preparacién de perlas con ADNc enriquecido con CD

El ADNc enriguecido con CD sobre las perlas se digiri6 con Sapl para eliminar el adaptador ELTD-AdC de las moléculas de
ADNCc, mientras el ADNc permaneci6 unido a las perlas mediante el adaptador biotinilado ELTD-AdD. Cinco microlitros de
Sap | (2 U/ul, New England Biolabs, R0569) se afadié a la suspension de perlas con ADNc y se incub6 durante 1.5 horas a
37°C. Las perlas se agitaron mediante vortex a 1400 rpm cada 10 minutos para mantenerlas en suspension durante esta
etapa. A continuacion, las perlas se colocaron en el soporte magnético durante 1 min para separar las perlas, el
sobrenadante se descarté y las perlas se lavaron dos veces con 500 pl 2 x B& W tampo6n que contiene Tween-20 al 0.02% y
dos veces con 500 pl de agua.

Elucion alcalina para preparar la genoteca de perlas con ADNc monocatenario enriquecido con CD

El sedimento de perlas se resuspendié en 250 pl de NaOH 0.1 M (preparado en fresco) y el tubo se roté6 suavemente
durante 2-3 minutos. El tubo se puso en el soporte magnético durante 1min y el sobrenadante (= eluato alcalino) se transfirié
a un tubo fresco. El eluato alcalino se mezclo con 1250 pl de tampdn PBI (kit QIAquick de purificacion por PCR) y 7.2 pl de
acido acético al 20% y se purificé a través de la columna QIAquick de purificacién por PCR. Las perlas restantes se lavaron
una vez con 200 pl de agua, una vez con 200 pl de Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0, una vez mas con 200 pl de agua y
finalmente se resuspendieron en 50 ul de agua y se almacenaron a 4 °C. Esta es la genoteca de perlas con ADNc
monocatenario enriquecido con CD, lista para hibridacién con el ADN genémico.

El eluato alcalino purificado se analiz6 en gel de agarosa al 1.2% junto con la fraccién después de la unién a partir de la
'Unién del ADNc enriquecido con CD a perlas Dyna' y unas series de diluciones del ADNc bicatenario de concentracién
conocida a partir de la 'Amplificacion del ADNc ligado al adaptador'. Aproximadamente 2 pug del ADNc se encontr6 en la
fraccion AB y no estaba unido a las perlas Dyna. El eluato alcalino mostré una mancha del tamafo esperado. La
concentracion del eluato alcalino se midié mediante espectrofotémetro y se encontrdé que 410 ng del ADNc monocatenario
se habian eluido de las perlas. En teoria, una cantidad igual de las cadenas de ADNc complementarias deben estar en la
genoteca de perlas con ADNc monocatenario enriquecido con CD, correspondiente a aproximadamente 4 pmol asumiendo
un tamano promedio de 300 nt.

ADN gendémico

Aislamiento de ADN gendémico

ADN genomico (ADNQg) se aislé de hojas Kanzi siguiendo el protocolo de Kobayashi y otros (1998). Después del tratamiento
con ribonucleasa de acuerdo con Kobayashi y otros (1998), el ADNg se precipitdé con concentrado de sal para eliminar
impurezas por adicion de dos tercios del volumen de NaCl 5M y dos volimenes de etanol (p.a.), seguido por centrifugacién
durante 15 minutos a 20.000 g, lavar el sedimento con etanol al 70%, secar y disolver el sedimento en Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8.0.

Digestion con enzima de restriccion del ADNg

El ADNg se fragmentd por digestion con enzima de restriccion para crear fragmentos no solapados. Los fragmentos
solapados pueden interferir con la etapa de hibridacion posterior en el protocolo, lo que conduce a redes de fragmentos que
hibridan. Los digestos de restriccion se seleccionan que rindan principalmente fragmentos de 1-3 kb. El ADNg se digirié con
Hindlll/BstYl y con EcoRI/BstYl para crear dos conjuntos de fragmentos diferentes. Veinte microgramos de ADNg se
digirieron por adiciéon de 10 ul de NEBuffer 2, 3 pl de EcoRI (New England Biolabs, 20U/ul, R0101) o 1 ul de Hindlll (New
England Biolabs, 100 U/ul, R0104) y agua hasta un volumen total de 100 pl, seguido por incubacién a 37°C durante 1 hora.
Posteriormente, 6 ul de BstYl (New England Biolabs, 10U/ul, R0523) se afadieron a cada tubo, seguido por incubacion a
60°C durante 1 hora. Los ADNs digeridos se cargaron cada uno en 4 carriles de un gel de agarosa al 1% y se separaron.
Los fragmentos entre 1 y 3 kb se cortaron del gel y se purificaron mediante el uso del kit GenElute de extraccion de gel
(Sigma-Aldrich, NA1111). El procedimiento anterior se repiti6 una vez para generar suficientes fragmentos de ADN. Los
fragmentos gendmicos de EcoRI/BstY| (EB) y Hindlll/BstYl (HB) se ligaron a adaptadores ELTD-AdE-Eco, ELTD-AdE-Hind y
ELTD-AdF-Bst.
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Ligacién del adaptador al ADNg

El adaptador ELTD-AdE-Eco se prepar6 por hibridacién de los oligonucleétidos parcialmente complementarios ELTD-AdE-
Ecol (5-CTTGTAGGGCACGGGTCGAGAG-3') y ELTD-AdE-Eco2 (5-AATTCTCTCGACCCGTGCCCTA-3'). Este adaptador
tiene un extremo saliente 5'-AATT en un lado, que es compatible con el saliente de EcoRlI de los fragmentos de ADNg y un
extremo saliente 5'-CTTG en el otro lado. Estos extremos salientes logran direccionalidad de la ligacién con el ADNg y
previenen la ligacién de multiples adaptadores al ADNg. El adaptador ELTD-AdE-Hind se prepard por hibridacién de los
oligonucleoétidos parcialmente complementarios ELTD-AdE-Hind1 (5-CTTGTAGGGCACGGGTCGGAGA-3") y ELTD-AdE-
Hind2 (5-AGCTTCTCCGACCCGTGCCCTA-3'). El andlogo a ELTD-AdE-Eco, el adaptador de ELTD-AdE-Hind tiene un
saliente 5'-AGCT compatible con Hindlll en un lado y un saliente 5-CTTG en el otro lado. El adaptador ELTD-AdF-Bst se
prepar6 por hibridacion de los oligonucleétidos parcialmente  complementarios  ELTD-AdF-Bst1 (5™
GAATGGCTGGGAGAGTGCTGAG-3') y ELTD-AdF-Bst2 (5-GATCCTCAGCACTCTCCCAGCC-3'). El analogo a ELTD-AdE-
Eco, el adaptador de ELTD-AdF-Bst tiene un saliente 5'-GATC compatible con BstYl en un lado y un saliente 5'-GAAT en el
otro lado. Todos los oligonucleétidos se ordenaron purificados por HPLC de Sigma-Aldrich y se disolvieron en Tris-HCI 1
mM, EDTA 0.1 mM, pH 8.0.

Los adaptadores se prepararon mediante mezcla de 15 pl de cada oligonucleétido adecuado (800 uM) con 60 pl de 2 x
tampon de hibridacion (Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 2 mM, pH 7.6) y 30 ul de agua e incubar la mezcla durante 5
minutos a 95°C en una unidad térmica, después apagar la unidad térmica lo que facilita que las muestras dentro se enfrien
lentamente a menos de 30°C (lo que toma 3 horas). Esto rinde adaptadores bicatenarios ELTD-AdE-Eco, ELTD-AdE-Hind y
ELTD-AdF-Bst a concentraciones de 100 puM.

Los adaptadores ELTD-AdE-Eco y ELTD-AdF-Bst se ligaron a los fragmentos de ADNg de 1-3 kb EcoRI/BstYI (EB) en la
siguiente reaccion: 1.3 pg de fragmentos EB, 0.4 pul del adaptador ELTD-AdE-Eco (100 uM), 0.4 pl del adaptador ELTD-AdF-
Bst (100 uM), 40 ul de 2 x tampo6n de reaccién de ligacién rapida, 4 ul de ADN-ligasaT4 rapida (kit Quick Ligation™, New
England Biolabs, M2200S) y agua hasta un volumen total de 80 pl. Los adaptadores ELTD-AdE-Hind y ELTD-AdF-Bst se
ligaron a los fragmentos de ADNg de 1-3 kb Hindlll/BstYl (HB) en la siguiente reaccién: 1.0 pg de fragmentos HB, 0.4 pl del
adaptador ELTD-AdE-Hind (100 uM), 0.4 pl del adaptador ELTD-AdF-Bst (100 uM), 40 ul 2 x tampdn de reaccion de ligacion
rapida, 4 pl de ADN-ligasaT4 rapida (kit Quick Ligation™t, New England Biolabs, M2200S) y agua hasta un volumen total de
80 pl. Las mezclas de ligacién se incubaron a 25°C durante 20 minutos y se purificaron mediante el uso del kit GenElute de
limpieza de la PCR (Sigma-Aldrich, NA1020).

Reparacién de mellas y purificacién del ADNg EB y HB

El ADNg ligado al adaptador se le reparé las mellas en la siguiente reaccion: 40 ul de ADNg de la columna GenElute de
purificacién, 8 pl 10 x tampén de reaccion ThermoPol, 8 pl de BSA 1 mg/ml, 2 pl de dNTPs 10 mM, 3 pl 8U/ul Bst ADN-
polimerasa, fragmento grande (New England Biolabs, M0275) y 19 ul de agua. La reaccién de reparacion de mellas se
incubd durante 30 minutos a 65°C y se purificé mediante el uso del kit GenElute de limpieza de la PCR (Sigma-Aldrich,
NA1020). Esto rindi6 50 ul del ADNg ligada al adaptador de 0.02 ug/ul (EB) y 0.014 pg/ul (HB), listo para hibridacion con la
genoteca de perlas de ADNc monocatenario enriquecido con CD.

La etapa de ligacion del adaptador se comprob6 por PCR. Un nanogramo de la preparaciéon de EB ligado al adaptador y con
mellas reparadas se us6 como molde en reacciones PCR mediante el uso de cualquiera de los iniciadores ELTD-AdE-Eco1
o ELTD-AdF-Bst1 o una combinacion de ambos (E, F, EF respectivamente). Analogamente, la preparacion de HB ligado al
adaptador se us6 como molde en reacciones PCR mediante el uso de cualquier de los iniciadores ELTD-AdE-Hind1 o
ELTD-AdF-Bst1 o una combinacién de ambos (E, F, EF respectivamente). Para EB y HB, las reacciones PCR dieron una
mancha en la region de 1-3 kb como se esperaba.

Hibridacién y amplificacién de fragmentos de ADN genémico

Hibridacién de la genoteca de perlas con ADNc con ADNg fragmentos

Las condiciones de hibridacion se ensayaron primero en fragmentos del gen de luciferasa de luciérnagas (Luc). Brevemente,
un fragmento de Luc monocatenario de 200 nt (Luc200) con ELTD-AdC y ELTD-AdD se uni6 a perlas Dyna M-270 mediante
el marcador de biotina de ELTD-AdD. Esta preparacién de perlas con Luc se hibridé con un fragmento de Luc de 1600 nt
ligado con ELTD-AdE y -AdF mezclado con un fragmento especifico de ADN control de 1400 nt. Después de la hibridacion y
lavado, los fragmentos unidos a la sonda Luc200 se eluyeron por tratamiento alcalino y se amplificaron por PCR. Se
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encontré que el fragmento de Luc de 1600 nt se eluyé a mucho mas alta concentracién que el fragmento control especifico,
que no hibrida. Hubo una diferencia de 24 ciclos entre la aparicién de estos fragmentos durante la PCR (2* =1.7x 10
veces de enriquecimiento de Luc1600 asumiendo la eficiencia de la PCR del 100%). Las mismas condiciones de hibridacion
y lavado se usaron para la genoteca de perlas con ADNc y el ADNg.

Las preparaciones de ADNg EB y HB descritas anteriormente, se desnaturalizaron por calentamiento. Primero, 13 pl de EB
y 12 yl de HB se redujeron a 5 pl en un concentrador centrifugo a vacio. La cantidad de EB corresponde a 0.26 pg o
aproximadamente 0.2 pmol de fragmentos de 2 kb como promedio. La cantidad de HB corresponde a 0.17 pug o
aproximadamente 0.13 pmol de fragmentos de 2 kb como promedio. Las muestras después se desnaturalizaron en un
bloque térmico durante 5 min a 95°C y se colocaron directamente en hielo.

La genoteca de perlas con ADNc monocatenario enriquecido con CD descrita anteriormente se dividi6 en dos tubos
siliconizados (25 pl de perlas cada uno). Las perlas se lavaron tres veces con 200 pl 6 x SSC/0. SDS al 1%(pre-calentado a
60°C) y después se resuspendieron en 100 pl 6 x SSC/SDS al 0.1% y se mantuvieron a 60°C. A un tubo se afadi6 ADNg
EB, a el otro tubo se afiadié ADNg HB. Los tubos se incubaron durante 4 horas a 60°C con rotacion suave. Las perlas se
lavaron dos veces rapidamente con 500 pl pre-calentados 6 x SSC/SDS al 0.1% (60°C), tres veces 15 min con 500 pl 6 x
SSC/ SDS al 0.1% a 60°C con rotacién, dos veces 5 min con 500 pl 6 x SSC a temperatura ambiente con rotacion y una vez
rapidamente con 500 pl de agua.

Elongacion de hibridos y amplificacion por PCR de fragmentos de ADNg seleccionados

Los hibridos ADNc/ADNg formados en las perlas se usaron para la elongacién de los extremos 3' del ADNc mediante el uso
de ADNg hibridado como molde. Después de la etapa final de lavado con agua, las perlas se resuspendieron directamente
en una mezcla de 77 pl de agua y 20 pl 5 x tampén HF Phusion™ y se transfirieron a un nuevo tubo siliconizado. A
continuacion se anadieron: 2 ul de dNTPs 10 mM y 1 pl de 2U/ul de ADN-polimerasa Phusion Hot Start (Finnzymes, F-540).
La elongacién fue a 72 °C durante 2 min. Las perlas se mantuvieron durante la noche a 0°C.

Las perlas se usaron para la amplificacion por PCR con diferentes combinaciones de iniciadores. Las perlas hibridadas con
ADNg EB se amplificaron con los siguientes conjuntos de iniciadores:

1) ELTD-AdE-Eco1y ELTD-AdF-Bst1
2) ELTD-AdE-Eco1
3) ELTD-AdF-Bst1.

Las perlas hibridadas con ADNg HB se amplificaron con los siguientes conjuntos de iniciadores:

4) ELTD-AdE-Hind3 y ELTD-AdF-Bst1
5) ELTD-AdE-Hind3
6) ELTD-AdF-Bst1.

ELTD-iniciador E-Hind3 tiene la siguiente secuencia:

5-GTAGGGCACGGGTCGGAGAAGC-3'. Esta es idéntica a la mayor parte de ELTD-AdE-Hind1 y contiene 3 nt
extra en el extremo 3' (AGC) para ajustar en el sitio de Hindlll entre el adaptador ligado y el ADNg y para conferir
union mas fuerte del extremo 3' a la diana durante la hibridacion.

Las reacciones PCR incluyeron 1 pl de perlas EB o HB, 10 pl de 5 x tampdn HF Phusion™, 1 ul de dNTPs 10 mM, 2.5 pl de
cada iniciador (10 uM), 0.5 ul de 2U/pl ADN-polimerasa Phusion Hot Start (Finnzymes, F-540) y agua hasta un volumen final
de 50 pl. Para determinar el nimero 6ptimo de ciclos, las mezclas de reaccion se dividieron entre cinco tubos de PCR de 0.2
ml (10 pl cada uno), revestidos con aceite mineral, colocados en un ciclador térmico, se desnaturalizaron a 98°C durante 30
seg y posteriormente se sometieron a 11, 14, 17, 20 y 23 ciclos de desnaturalizacién-hibridacién-elongacion: 5 seg a 98°C,
10 seg a 60°C, 2 min a 72°C. Se siguié con una etapa de extension final de 5 min a 72°C. De cada reaccién, se analizé 2.5
pl en un gel de agarosa al 1.2%.

En las reacciones PCR con iniciadores ELTD-AdE y/o ELTD-AdF, se encontraron manchas de fragmentos que varian de 1-3
kb como se esperaba para fragmentos de ADNg. La combinacién de ambos iniciadores dio productos PCR para las
muestras EB y HB ya en 17 ciclos. Con ELTD-AdE solo, los productos se encontraron después de 23 ciclos, mientras la
misma intensidad de productos se encontr6 con iniciadores ELTD-AdF después de 20 ciclos. Esto es debido a la presencia
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de mas sitios de restriccién con BstY| (sitio de reconocimiento: RGATCY) en el genoma que los sitios con EcoRI o Hindlll
(GAATTC o AAGCTT).

Amplificacion del ADNg hibrido seleccionado para secuenciacion de alto rendimiento.

La reaccién PCR con ADNg HB en combinacién con iniciadores ELTD-AdE-Hind3 y ELTD-AdF-Bst1 y 20 ciclos dio el mejor
resultado: una mancha homogénea que varia de 1-3 kb. La siguiente mezcla de reaccion PCR se prepard veinte veces para
aumentar suficiente ADN para la secuenciacién de alto rendimiento: 1 pl de perlas HB, 10 ul de 5 x tamp6n HF Phusion™, 1
ul de dNTPs 10 mM, 2.5 pl de ELTD-AdE-Hind3 (10 uM), 2.5 pl de ELTD-AdF-Bst1 (10 uM), 0.5 pl de 2U/ul ADN-polimerasa
Phusion Hot Start y agua hasta un volumen final de 50 pl. La mezcla reaccion se colocoé en un ciclador térmico, se
desnaturaliz6 a 98°C durante 30 seg y posteriormente se sometié a 20 ciclos de desnaturalizacién-hibridacion-elongacién: 5
seg a 98°C, 10 seg a 60°C, 2 min a 72°C. Se siguié con una etapa de extension final de 5 min a 72°C. Este llamado ADNg
HB hibrido seleccionado y amplificado se purific6 mediante el uso de dos columnas QIAquick de purificacion por PCR
paralelas. El rendimiento, que se midi6 mediante espectrofotometro, fue 14.8 ug. Parte del ADNg HB hibrido seleccionado
se sometié a secuenciacion de alto rendimiento. Otra parte se usé para clonacién y secuenciacion de Sanger.

Amplificacion de ADNc para secuenciacion de alto rendimiento

Para aumentar suficiente ADNc enriquecido con CD para secuenciacion de alto rendimiento, la siguiente mezcla de reaccién
PCR se prepar6 veinte veces: 0.5 pl de la primera elucion alcalina purificada en columna QIlAquick de las perlas Dyna
descrita en 'Aislamiento del ADNc monocatenario adaptado con CD', 10 pl de 5 x tampén HF Phusion™, 1 ul de dNTPs 10
mM, 2.5 ul de ELTD-iniciador-C 10 pM, 2.5 pul de ELTD-iniciador-D-NB 10 uM, 0.5 pl de 2U/ul ADN-polimerasa Phusion Hot
Start (Finnzymes, F-540) y 33 ul de agua. ELTD-iniciador D-NB tiene la misma secuencia como ELTD-iniciador D, pero no
contiene un marcador de biotina en el extremo 5'. Las mezclas de reaccién se colocaron en un ciclador térmico, se
desnaturalizaron a 98°C durante 30 seg y posteriormente se sometieron a 11 ciclos de desnaturalizacion-hibridacién-
elongacion: 5 seg a 98°C, 10 seg a 60°C, 15 seg a 72°C. Se siguié con una etapa de extension final de 5 min a 72°C. El
ADNc amplificado se purificé mediante el uso de cuatro columnas paralelas QIAquick de purificacion por PCR. EI ADNc
purificado se analiz6 en un gel de agarosa al 1.2% y la concentracién se midié6 mediante espectrofotdmetro. Se obtuvo un
total de 29 ug de ADNc bicatenario enriquecido con CD. El ADNc se sometié a secuenciacion de alto rendimiento.

Andlisis de secuencia de moléculas de ADN gendmico capturado.

Después de capturar el ADN genémico con perlas de ADNc, las perlas con hibridos ADNc-ADNg se usaron para
amplificacién por PCR mediante el uso del conjunto de iniciadores especificos de ADN genémico ELTD-AdJE-Hind3 y ELTD-
AdF-Bst1. Una parte del ADN gendmico se cloné y 800 clones se sometieron a secuenciacion de Sanger (longitud de lectura
media 781 pb). Otra parte del ADN gendémico se sometid a una tecnologia de secuenciaciéon de alto rendimiento que
produce lecturas de secuencia que tiene longitud media de 337 pb.

Ambos conjuntos de datos de secuencia que consisten en 800 secuencias de Sanger individuales y 1370 lecturas de
secuencia de alto rendimiento se analizaron en detalle y se compararon con todas las ESTs de manzano disponibles en un
banco de datos publicos (NCBI, 262.411 acceso el 9 de marzo, 2009). El programa BLASTN (S. F. Altschul y otros NAR
25:3389-3402, 1997) se uso para el alineamiento global de las secuencias de ADN gendmico con secuencias EST de
manzano.

A partir de 800 secuencias de Sanger 488 mostraron similitud significativa (valor e 10'10) con secuencias de la coleccion de
EST del manzano en la base de datos publica y del conjunto aleatorio de 1370 secuencias de ADN gendmico, 765
exhibieron similitud significativa (valor e 10'%) lo que muestra que la captura especifica del ADN gendmico relacionado con
el ADNc fue exitosa. Adicionalmente, el alineamiento local de estas secuencias de ADN gendmico revelé que estas
secuencias frecuentemente se extienden desde los limites 5' o 3' del ADNc o regiones de intrones, lo que muestra que la
técnica facilita la identificacion de areas no codificantes. Si se toma en cuenta que los fragmentos se han secuenciado
solamente a partir de un lado, que el tamafo de los fragmentos varia entre 1 Kb y 3 Kb y que mas del 50% de las
secuencias tienen similitud identificable con secuencias EST, parece obvio que un porcentaje mucho mas alto de
apareamiento de secuencias se habria encontrado si los fragmentos se habrian secuenciado completamente y construidos
en céntigos antes del alineamiento con datos publicos de secuencias EST.

Dado que el tamafio del genoma del manzano es alrededor de 750 Mb y el nimero de genes en un genoma vegetal es
alrededor de 30000 con una longitud promedio de 1500 pb lo que rinde 45 Mb de secuencias codificantes en el genoma,
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esto significa que mediante secuenciacion aleatoria solo el 6 por ciento de los fragmentos genémicos podrian ser anotados,
mientras con el método descrito encontramos por encima del 50 por ciento de anotacion.

Tres casos de fragmentos de ADN gendmico que abarcan los limites de EST se describen a partir del ejemplo anterior.
Descripcién de tres casos por ejemplo.

Tres casos de secuencias gendémicas de manzano que se encontraron con el método de la invenciéon se muestran en la
figura 4 y el alineamiento de secuencias mas abajo.

Caso 1.

La secuencia genémica de manzano FRA8S6EQ2IN5SQW (secuencia, ver mas abajo) mostré 98.9% de identidad con la parte
de el contigo de manzano cg8984st_846_7, construido a partir de 7 secuencias EST (GenBank Acc: CO899363, CO419003,
C0052855, CO752637, CO901846, CN927506 y CO066317).

El mejor acierto de BLASTX (S. F. Altschul y otros NAR 25:3389-3402, 1997) con contigo cg8984st_846_7 de Arabidopsis
thaliana fue el gen AT1G70160 (etiqueta del locus del genoma, The Arabidopsis Information Resource,
http://www.arabidopsis.org) con e-valor 2¢'% El alineamiento de las tres secuencias mostré que FRA8SG6E02IN5SQW
contiene parte de la secuencia codificante de proteina (CDS) de una proteina con funciéon desconocida, que se solapa
parcialmente con contigo cg8984st_846_7. Esto se muestra esquematicamente en la figura 4, panel A y la secuencia de
alineamiento de las partes pertinentes de las secuencias se muestran a continuacion. La secuencia codificante de proteina
de FRABSBEO02INSQW es ademas 77.8% idéntica con AT1G70160, pero se interrumpe en el extremo 5 ' de la secuencia de
un intrén en la misma posicién que un intrén en AT1G70160 (Figuras 4, panel A y alineamiento de secuencia). La identidad
entre FRA8SBE02INSQW y AT1G70160 en esta region es baja, 37.6%. En AT1G70160 el intron es menor que en el
manzano (el limite 5' de este intron se indica en negrita en la secuencia de alineamiento). En FRA8S6E02INSQW, hay
codones de parada en los tres marcos de lectura de la secuencia de intrén y las blusquedas BLAST indican que la CDS de
FRABS6E02IN5QW es homdloga a las proteinas similares de otras especies de plantas, pero que la homologia se pierde en
la regién del intrén. Esto indica que FRA8SBEO2IN5QW es de hecho una secuencia gendémica, que contiene una secuencia
de intrén de interrupcion. También aqui la conservacion mucho menor de secuencias de intrones indica que las secuencias
de intrones contienen mas SNP que las secuencias de exones.

Caso 2.

El clon genémico de manzano FRA8SE02HOH39 (secuencia, ver mas abajo) mostré homologia con el céntigo de manzano
cg12357st_1428_ 21, formado a partir de las 21 secuencias EST (GenBank Acc: CN930585, CV525017, CN873920,
EB149394, EB121634, EB116211, CN909797, EB115871, EB154300, CN877800, EB121026, CN932122, CN860924,
EB110988, C0O865849, CN488473, CN497072, CN903918, CN903403, DR996731 y CNB894330). El contigo
cg12357st_1428_ 21 contiene la secuencia codificante completa para una proteina con similitud a la subunidad proteolitica
de la proteasa Clp ATP dependiente (mejor acierto BLASTX EEF49880, Ricinus communis, puntuacion 3%,
FRA8SE02HOH39 se solapa con la regién 3' no traducida de cg12357st_1428_ 21, y se extiende mas alla de la cola poliA
en el ADN gendmico no transcrito como se muestra en la figura 4. Panel B y el alineamiento de secuencias a continuacion.
Por lo tanto, FRA8SE02HOH39 es un ejemplo de una secuencia gendmica que contiene las secuencias 3' flanqueantes de
una region transcrita.

Caso 3.

La secuencia gendémica de manzano 02-H03 (secuencia, ver mas abajo) se solapa con la parte 5' de 40 ESTs de manzano,
con similitud con el factor de respuesta a etileno (mejor acierto BLASTX AAV66332, Cucumis sativus, puntuacion 6e'34).
Esto se muestra esquematicamente en la figura 4, panel C, para EST 91044950 (GenBank Acc: EB155368). Las otras ESTs
tenian extremos 5' similares. El alineamiento de una parte relevante de las secuencias se muestra mas abajo. La secuencia
gendmica se extendié 744 pb corriente arriba del codén de iniciacién de la traduccién (ATG) del gen. No se encontro
similitud de secuencia a cualquier gen fuera de la regién codificante en 02-HO03, lo que confirma que esta es una secuencia
gendmica. Una secuencia conservada, corriente arriba del inicio de la transcripcion es la caja TATA.Una caja TATA putativa
(TATAAA) se encontré 39 pb corriente arriba del inicio de la EST.

Referencias
22



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2528971 T3

Chang, S., Puryear, J. y Cairney J. 1993. A simple and efficient method for isolating ARN from pine trees. Plant Mol.
Biol. Rep. 11: 113-116.

Kobayashi, N., Horikoshi, T., Katsuyama, H., Handa, T. y Takayanagi, K. 1998. A simple and efficient ADN
extraction method for plants, especially woody plants. Plant Tissue Culture and Biotechnology 4: 76-80.

Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis T. 1989. Molecular cloning. A laboratory manual. Segunda edicién. Cold
Spring Harbor Laboratory Press. USA.

FRABS6E02IN5QW

TATGTTGTGATAACCATATGGCTTCCCTGACATGCTCTGAACATACTCCCA
TGCTGCAGTAGAGTTGAATTTTGCACGCACCTCTGGATGCAAGGGAAGCA
AGGCTATTTGTGGATTAGAACTATCCTTGAGTGTCAACTCCCACCACTCAT
CCCATGGAATCACCGCTATAATTTCTTCACCCTGCAATATTAAATTATTAA
TAAATGTAAAAATCAACCAAAAAGAAAAGAACTAACCACAATAAACTCTAC
AAAAAAGAAAAGAACTAAAGCAAAGTTTAAAATAATTAAGAAATCTGTGC
AAGATTGTCATATATTTAATTTTGTCCCTAAACAAACGCTCATCATATGTT
CATCACTACAATCCTGATTCAACTATTATTCCACTAAAGGCAAAGAACCAA
AACATTTAGCTTAATTTCTATTCCTAATAAATCCCAAANACATGAAATGAG
TTGCTTGCATAAGCATATACTCAATTGAAAAT

FRABSEEOZHOHZS

CAGCGACCTGTTTACGTGCAAGGTTTGGATGGAAGAGATTGAACAGTGAT
GCCAAATTGAATTGCCTCCAGAACAAATCTGAAGGGTGCAAAAAACATGT
ACTTTTTGAGAGTTGAAGAATGACGACACTTTCTTATGTTCTATATTATCT
TGGTTAAGTTTTTTGCAGGACGGAATGAATCCTCGTCTTTTTTTTCCCTAT
CAAAAAGAAGAAAGCTGAGTTTTTATGTTTGATGTCTTGATGATGGATGA

CCTAGTGTTCAAGTGAAAAATTCGACGGACAAAACGCTTGGCAATCCAAT
TTGTGCCGTGTATAATGTGTCACGTCCAAACGAGTTTCACATCGAAGAAA

02_HO3
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TGTTATTGTTTCATTGAAACATAACGTTACATAACAATATAGGNNNCATTT
GGAACAACTTTTAAAATGGCTGAAAACGCATTTTGTGAAAATGATTTTTAA
ACAGTTTTGAGTAAAAATACAATGAATCATAGAAAAGTACTTGAAATGCTI
TCTACAAATAGCATATAACTAGTGCTTATTTCAAAAAATATTNNNAAAACA
TAAACAAAATTCTCTAAAAATATTTACGGTCATTGTAAAATCATTTTCAAA
CGTGATTATAATCAGGCTATGTAAAATATTCTTTAATATTGACTCAACAAT
AAACGGCGAATCGAAACGATACACGGAGTGGAGCGTGGGAGATGGGAGG
AAAGGATCACCGCACGCAATCAAAGAGTGCATTCGCAGCCGTCAGATGAT
GATAAAAATGATGGGTGTGCTCTCTCGACAACGCACACATGCCACGTAAT
ACGGAAACGAACATTGCACAATTACTAAATTGCCACCGATGGAGAGCCGC
CCCTCCCTAATCCCATCTCAGTCAAATCCCTTGTTGACTGTGCGCCTCTCT
CTCTCTCTCTCTCTCTCTCCTCTCTCTTTCTCTCTCTTCAATTCCTCGCTCA
TCATTTCTATATAAAACCCACAGCCTGCCTCCTAGTCCTCCATCGCCATCT
CCACACCCGTTTCTCTCACATATTTTCTGCAGCCAAACACTCTTTCCACCC
AAACACTACATACACAAAACGCCACCGTTTAGTTATGGCGCCGAGAGAGA
AGACGGCCACCGCCGCCGTTAGGATGAACGGTAACGGAAACGTGAAGGA
GGTGCATTTTAGAGGTGTGAGGAAGAGGCCGTGGGGGAGGTACGCCGCC
GAGATCAGA
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Reivindicaciones
1. Un método para la identificacion de ADN genémico en una muestra, que comprende

- aislamiento del ARNm a partir de un organismo seleccionado y preparar a partir de dicho ARNm como molde
fragmentos pequefios de ADNc monocatenario con un adaptador que contiene un marcador de biotina y al menos
un adaptador que contiene un sitio de restriccién de la endonucleasa de restriccion tipo lls raro;

- aislamiento de ADN gendmico a partir del mismo o un organismo relacionado y preparar a partir de dicho ADN
gendmico monocatenario fragmentos de ADN gendmico ligados a las moléculas adaptadoras;

- hibridacion de dichos fragmentos de ADN gendémico monocatenarios con dichos fragmentos de ADNc
monocatenario y amplificacién de dichos hibridos; y

- secuenciacion de alto rendimiento de dichos hibridos.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende las etapas de

a) aislamiento y purificacion de ARNm de las muestras de tejido de un organismo;

b) sintesis de ADNc mediante el uso de dicho ARNm como un molde;

¢) opcionalmente reduccién de la complejidad de dicho ADNc;

d) fragmentacion de dicho ADNc;

e) opcionalmente seleccion de tamafo de dichos fragmentos;

f) opcionalmente eliminar los fragmentos que contienen poliA mediante la unién a perlas de afinidad recubiertas con
estreptavidina;

g) pulido de dichos fragmentos de ADN;

h) ligacién de dichos fragmentos con un adaptador que comprende un sitio de reconocimiento para una enzima de
restriccion rara y otro adaptador que contiene un marcador de biotina;

i) opcionalmente seleccion de tamafo de dichos fragmentos;

j) reparacion de mellas de dichos fragmentos;

k) seleccién de dichos fragmentos que contienen ambas secuencias adaptadoras;

I) amplificacién de dichos fragmentos mediante el uso de iniciadores de hibridacion para las secuencias
adaptadoras descritas en la etapa h, en donde y un iniciador es complementario al adaptador con un sitio de
restriccion raro y el otro iniciador contiene un marcador de biotina.

m) unir de dichos fragmentos a perlas de afinidad recubiertas con estreptavidina;

n) eliminar los adaptadores que contienen el sitio de restriccion raros usando la enzima de restriccion
correspondiente a partir de dichos fragmentos;

o) eliminar las cadenas simples no unidas a perlas de afinidad por una interaccion biotina-estreptavidina de los
fragmentos de ADN bicatenarios unidos a las perlas de afinidad a través de una interaccion biotina-estreptavidina
que resulta en cadenas sencillas de ADN unidas a las perlas de afinidad con estreptavidina;

p) aislamiento y purificacion del ADN genémico por ejemplo a partir del organismo de la etapa a

q) fragmentacion de dicho ADN gendmico;

r) opcionalmente pulir dicho ADN genémico;

s) ligacién de dicho ADN genémico con un solo tipo de adaptador o con dos tipos diferentes de adaptadores
(preferido)

t) fusionar dicho ADN gendémico en un ADN monocatenario

u) hibridar el ADN gendmico de la etapa t) con ADN en las perlas de la etapa o);

v) eliminar el ADN genémico no unido por lavado

w) extension del hibrido del ADN gendémico-ADNc por una polimerasa para crear un molde bicatenario

x) realizar la PCR sobre dicho hibrido de ADN genémico-ADNc

y) seleccion de los fragmentos mayores de aproximadamente 100 pares de base a partir de dicha PCR por
fraccionamiento de tamarfo

z) opcionalmente purificacion de dichos fragmentos

aa) secuenciacion de alto rendimiento de dichos fragmentos .

3. Método para la identificacion de polimorfismos, que comprende todas las etapas del método de acuerdo con la
reivindicacién 1 o 2 y ademas ab) comparar los datos de la secuencia de dos o mas muestras para identificar los
polimorfismos.

4. Método de acuerdo con la reivindicaciéon 2 o 3, en donde las secuencias de la etapa aa) se combinan en coéntigos de las
secuencias solapantes individuales
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5. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en donde las secuencias de la etapa ab) o los céntigos de
la reivindicacién 3 se anotan por la anotacién automatica.

6. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las secuencias se obtienen a partir de
individuos que pertenecen a una especie y se comparan con datos de EST disponibles para revelar secuencias no
codificantes, tales como secuencias de intrones y secuencias no codificantes internas genes.

7. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las secuencias se obtienen a partir de uno
0 mas individuos pertenecientes a especies relacionadas y comparado con datos de EST disponibles revelan secuencias no
codificantes, tales como secuencias de intrones y secuencias no codificantes internas de genes.

8. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las secuencias se obtienen a partir de dos
0 mas individuos que pertenecen a la misma especie y se compararon para revelar sitios polimérficos.

9. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las secuencias se obtienen a partir de uno
0 mas individuos de diferentes especies y se compararon para revelar sitios polimorficos.

10. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las secuencias se obtienen a partir de
uno o mas individuos de diferentes especies y se compararon para revelar areas conservadas en el ADN genémico.

11. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el adaptador que comprende un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion rara desde la etapa h) comprende el sitio de reconocimiento para la enzima

Sapl.

12. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la fragmentacién de los acidos nucleicos
se logra mediante nebulizacion.
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Figura 3
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Figura 4
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