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DESCRIPCION
Amplificacion de acidos nucleicos
Antecedentes

Hay una necesidad creciente de métodos y reactantes para la amplificacion de acidos nucleicos. La generacion
de muchas copias de un acido nucleico concreto es a menudo necesaria o Util para la utilizacién del acido
nucleico en una aplicacion dada. Por ejemplo, para analizar la secuencia de nucleétidos de un acido nucleico
de interés, con frecuencia, el acido nucleico se replica para incrementar su nimero de copias antes de analizar
la secuencia. En otro ejemplo, para determinar la presencia o la ausencia de un acido nucleico concreto en una
muestra, se puede tratar una muestra en las condiciones que hacen que, si el acido nucleico concreto esta
presente en la muestra, se pueda amplificar. En otro ejemplo, un acido nucleico para ser usado como sonda
se puede copiar repetidamente para que se genere un gran nimero de acidos nucleicos que contienen la misma
secuencia que la plantilla de acido nucleico original, con lo que se generan muchas copias del acido nucleico
que se pueden utilizar como sonda.

Se conocen muchos métodos para la amplificacion de acidos nucleicos. Por ejemplo, la reacciéon en cadena de
la polimerasa (PCR) (véase, p. €j., la patente de los EE. UU. n.° 4 683 202) es un método popular para la
amplificacién de acidos nucleicos. Para realizar con éxito una PCR, la reaccion se debe realizar a varias
temperaturas diferentes, que se repiten durante varios ciclos. Esto requiere que los equipos u otros
mecanismos cambien repetidamente la temperatura de la PCR. Otro método para la amplificacién de acidos
nucleicos hace referencia a la amplificacion isotérmica mediada por bucles (LAMP, por su nombre en inglés)
(véase, p. €j., la patente de los EE. UU. n.° 6 410 278). Las reacciones de LAMP se pueden realizar de manera
isotérmica, pero tipicamente implican el uso de cuatro cebadores diferentes que reconocen un total de seis
secuencias diferentes sobre el acido nucleico deseado. En la solicitud de patente internacional WO
2004/070053 se describe un método de amplificacion de ADNc, en donde el ADNc se liga para formar
concatémeros que a continuacion se amplifican mediante la amplificacién por desplazamiento de hebra.

Para facilitar la generacion de acidos nucleicos amplificados para el gran, y cada vez mayor, numero de
aplicaciones que utilizan acidos nucleicos amplificados, se desean nuevos métodos y reactantes para la
amplificacién de acidos nucleicos.

Compendio
La invencion esta definida por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Se dan a conocer en la presente memoria métodos y composiciones que se refieren a la amplificacion de acidos
nucleicos y a la generacion de concatémeros.

En algunas realizaciones, se da a conocer en la presente memoria un método para amplificar una plantilla de
acido nucleico bicatenario, que comprende (A) preparar una mezcla de reaccion que comprende: (i) un acido
nucleico bicatenario que comprende al menos una copia de la plantilla de acido nucleico bicatenario, en donde
el acido nucleico bicatenario comprende una primera hebra y una segunda hebra, (ii) una polimerasa de acido
nucleico aislada, (iii) una ligasa de acido nucleico aislada, (iv) un primer cebador, en donde el primer cebador
es complementario a la primera hebra de la plantilla de acido nucleico bicatenario, (v) un segundo cebador, en
donde el segundo cebador es complementario a la segunda hebra de la plantilla de acido nucleico bicatenario,
y (B) incubar la mezcla de reaccion a una temperatura de no mas de 70 °C durante al menos 5 min, en donde
se genera una gran cantidad de concatémeros que comprenden al menos dos copias de la plantilla de acido
nucleico bicatenario, y la plantilla de acido nucleico bicatenario se amplifica al menos 100 veces en menos de
60 minutos desde inicio del método.

En algunas realizaciones, se da a conocer en la presente memoria un método para amplificar una plantilla de
acido nucleico bicatenario, en donde se prepara una mezcla de reaccién de tal manera que un acido nucleico
bicatenario que comprende dos o mas copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario se puede someter a
un procedimiento de replicaciéon basada en cebadores, un procedimiento de replicacién basada en hebras
entrecruzadas, o un procedimiento de ligacion de extremo con extremo. En algunas realizaciones, la mezcla
de reaccion se prepara y se incuba de tal manera que los tres procedimientos se producen simultdneamente
en la mezcla de reaccion.

En algunas realizaciones, se da a conocer en la presente memoria un método para amplificar una plantilla de
acido nucleico bicatenario, en donde una mezcla de reaccion se prepara de tal manera que un acido nucleico
bicatenario que comprende una Unica copia de la plantilla de acido nucleico bicatenario se puede someter de
manera optativa a cualquiera o ambos de un procedimiento de replicacion basada en cebadores o un
procedimiento de ligacién de extremo con extremo. En algunas realizaciones, se da a conocer en la presente
memoria un método para amplificar una plantilla de acido nucleico bicatenario, en donde se prepara una mezcla
de reaccion de tal manera que un acido nucleico bicatenario que comprende dos o mas copias de la plantilla
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de acido nucleico bicatenario puede de manera optativa someterse a cualquiera de uno, dos o tres entre un
procedimiento de replicacién basada en cebadores, un procedimiento de replicacion basada en hebras
entrecruzadas, o un procedimiento de ligacion de extremo con extremo. En algunas realizaciones, se da a
conocer en la presente memoria un método para amplificar una plantilla de acido nucleico bicatenario, en donde
se prepara una mezcla de reaccion de tal manera que un acido nucleico bicatenario que comprende una Unica
copia de la plantilla de acido nucleico bicatenario puede someterse de manera optativa a cualquiera de uno o
ambos entre un procedimiento de replicacion basada en cebadores o un procedimiento de ligacion de extremo
con extremo, y de tal manera que un acido nucleico bicatenario que comprende dos o mas copias de la plantilla
de acido nucleico bicatenario puede de manera optativa someterse a cualquiera de uno, dos o tres entre un
procedimiento de replicacién basada en cebadores, un procedimiento de replicacion basada en hebras
entrecruzadas o un procedimiento de ligacidon de extremo con extremo.

En las realizaciones, se da a conocer en la presente memoria un método para replicar una plantilla de acido
nucleico bicatenario, en donde el método comprende incubar en una mezcla de reaccién un primer cebador,
una ADN polimerasa, una ligasa de acido nucleico, una primera copia, segunda copia y tercera copia de un
acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla, y una primera copia y una segunda copia de un acido nucleico
bicatenario lineal multiplantilla durante al menos 5 min a una temperatura de no mas de 80 °C, en donde: la
ADN polimerasa tiene actividad de desplazamiento de hebra, la ligasa de acido nucleico tiene actividad sobre
los extremos romos de acidos nucleicos bicatenarios, cada copia de los acidos nucleicos bicatenarios lineales
monoplantilla contiene una Unica copia de la plantilla de acido nucleico bicatenario, cada copia del acido
nucleico bicatenario lineal monoplantilla y del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla comprende: i) una
primera hebra y una segunda hebra, en donde cada hebra comprende un extremo 5' y un extremo 3', y ii) un
primer extremo y un segundo extremo, en donde el primer extremo comprende el extremo 5' de la primera
hebra y el extremo 3' de la segunda hebra, y el segundo extremo comprende el extremo 5' de la segunda hebra
y el extremo 3' de la primera hebra, y durante la incubacion de la mezcla de reaccién, i) el primer cebador se
hibrida con la primera hebra de la primera copia del acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla y sirve de
cebador para la generacién de un producto de extension del primer cebador, en donde el producto de extension
del primer cebador es complementario a la primera hebra del acido nucleico bicatenario; ii) el segundo extremo
de la segunda copia del acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla se liga con el primer extremo de la
tercera copia del acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla; y iii) se forma una estructura entrecruzada que
comprende la segunda hebra de la primera copia del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla hibridado
con la primera hebra de la segunda copia del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla, en donde el extremo
3' de la segunda hebra de la primera copia del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla sirve de cebador
para la generacion de un segunda hebra nueva de concatémeros, y en donde el extremo 3' de la primera hebra
de la segunda copia del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla sirve de cebador para la generacién de
una primera hebra nueva de concatémeros.

En unas realizaciones, se da a conocer en la presente memoria un método para amplificar una plantilla de
acido nucleico bicatenario, en donde el método comprende la incubacién de un acido nucleico bicatenario que
comprende la plantilla de acido nucleico bicatenario en una mezcla de reaccién, en donde la mezcla de reaccién
comprende una polimerasa de acido nucleico aislada que tiene actividad de desplazamiento de hebra, una
ligasa de acido nucleico aislada, un primer cebador y un segundo cebador, en donde: la plantilla de acido
nucleico bicatenario comprende una primera hebra y una segunda hebra; el primer cebador es complementario
a la primera hebra de la plantilla de acido nucleico bicatenario, en donde el segundo cebador es complementario
a la segunda hebra de la plantilla de acido nucleico bicatenario, la mezcla de reaccion se mantiene a una
temperatura no mayor de 70 °C durante la incubacion, y tras la incubacién del acido nucleico bicatenario que
comprende la plantilla de acido nucleico bicatenario en una mezcla de reaccion, se generan muchos
concatémeros que comprenden al menos dos copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario, y la plantilla
de acido nucleico bicatenario se amplifica al menos 100 veces en menos de 60 min desde que se inici6 el
método.

En las realizaciones, se da a conocer en la presente memoria un recipiente que comprende en comunicacion
fluidica dentro de él: un primer cebador, un segundo cebador, una ADN polimerasa, una ligasa de acido nucleico
y una serie de concatémeros, en donde: la ADN polimerasa tiene actividad de desplazamiento de hebra, la
ligasa de acido nucleico tiene actividad sobre los extremos romos de los acidos nucleicos bicatenarios, el primer
cebador es complementario a una primera porcion de una plantilla polinucleotidica, el segundo cebador es
complementario a una secuencia de nucleétidos compafiera, en donde la secuencia de nucleétidos compafiera
es complementaria a una segunda porcion de la plantilla polinuclectidica, los concatémeros son moléculas
bicatenarias, en donde cada uno comprende al menos dos copias de una plantilla de acido nucleico bicatenario,
y los muchos concatémeros comprenden un primer concatémero, segundo concatémero y tercero concatémero,
y cada uno de los primer concatémero, segundo concatémero y tercer concatémero comprende al menos 5
copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario.

En las realizaciones, en un método, la mezcla de reaccion, el recipiente o el kit dado a conocer en la presente
memoria que implica una serie de concatémeros, la serie de los cuales comprenden un primer concatémero,
segundo concatémero y tercer concatémero. En las realizaciones, cada uno de los primer concatémero,
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segundo concatémero y tercer concatémero comprenden cada uno al menos 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 0 50
copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario.

En las realizaciones, en un concatémero que comprende al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 o 50 copias de
una plantilla de acido nucleico bicatenario, cada una de las al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 o 50 copias
de la plantilla de acido nucleico bicatenario esta conectada directamente en el concatémero en serie.

En algunas realizaciones, en los métodos dados a conocer en la presente memoria que implican la amplificacion
de plantillas de acido nucleico o la generacién de concatémeros, se generan multitud de concatémeros que
comprenden al menos 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 50, 100, 500 o 1000 copias de
una plantilla de acido nucleico. En algunas realizaciones, en las composiciones o en los métodos dados a
conocer en la presente memoria que implican una serie de concatémeros, la serie de concatémeros puede
comprender un primer concatémero, segundo concatémero y tercer concatémero. En las realizaciones, cada
uno de los primer concatémero, segundo concatémero y tercer concatémero puede contener al menos 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 50, 100, 500 o 1000 copias de una plantilla de acido nucleico.

En las realizaciones, una mezcla de reaccién, recipiente o kit dado a conocer en la presente memoria
comprende una transcriptasa inversa.

En las realizaciones, en un método, la mezcla de reaccion, el recipiente o el kit dado a conocer en la presente
memoria que implica una plantilla de acido nucleico bicatenario, el acido nucleico bicatenario se genera a partir
de una molécula de ARN monocatenario.

En algunas realizaciones, se da a conocer en la presente memoria un recipiente, que comprende en
comunicacion fluida en este: (A) una polimerasa de acido nucleico aislada, (B) una ligasa de acido nucleico
aislada, (C) una plantilla de acido nucleico que comprende al menos una primera hebra, (D) un primer cebador,
en donde el primer cebador es complementario a una primera hebra de una plantilla de acido nucleico
bicatenario, y (E) un segundo cebador, en donde el segundo cebador es complementario a una segunda hebra
de la plantilla de acido nucleico bicatenario.

En algunas realizaciones, se da a conocer en la presente memoria un kit para la deteccion de un acido nucleico
deseado y de interés que comprende al menos una primera hebra, en donde el kit comprende dos o mas
contenedores aislados desde el punto de vista fluidico, en donde los contenedores conjuntamente comprenden:
(A) una polimerasa de acido nucleico aislada, (B) una ligasa de acido nucleico aislada, (C) un primer cebador,
en donde el primer cebador es complementario a la primera hebra del acido nucleico deseado y de interés, (E)
un segundo cebador, en donde el segundo cebador es complementario a una secuencia complementaria a la
primera hebra del acido nucleico deseado y de interés. En algunas realizaciones, el kit comprende el acido
nucleico deseado y de interés.

En algunas realizaciones, un acido nucleico deseado dado a conocer en la presente memoria es una plantilla
de acido nucleico bicatenario.

En algunas realizaciones, en un método, el kit o el recipiente dado a conocer en la presente memoria que
comprende un primer y un segundo cebador, los cebadores comprenden cada uno al menos 4, 5, 6,7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, o0 20 nucledtidos. En algunas realizaciones, en un método, el kit o el recipiente
dado a conocer en la presente memoria que comprende un primer y un segundo cebador, los cebadores
comprenden cada unonomasde 4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40 o 50 nucledtidos.

En algunas realizaciones, todos los procedimientos de un método dado a conocer en la presente memoria se
realizan a una temperatura que no supera los 85, 80, 75, 70, 65, 60, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15,
0 10 °C. En algunas realizaciones, algunos de los procedimientos de un método dado a conocer en la presente
memoria se realizan a una temperatura que no supera los 85, 80, 75, 70, 65, 60, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35, 30,
25,20,15010 °C.

En algunas realizaciones, dos 0 mas procedimientos de un método dado a conocer en la presente memoria se
realizan simultaneamente en la misma reaccion. En algunas realizaciones, todos los procedimientos de un
método dado a conocer en la presente memoria se realizan simultaneamente en la misma reaccion.

En algunas realizaciones, en un método dado a conocer en la presente memoria, una plantilla de acido nucleico
se amplifica al menos 10, 100, 1000, 10000, 100000 o 1000000de veces en menos de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 120 o 180 min desde el inicio del método.

En algunas realizaciones, un kit dado a conocer en la presente memoria comprende un acido nucleico que
tiene la secuencia de nucledtidos del acido nucleico deseado y de interés.

En algunas realizaciones, una mezcla de reaccion, recipiente o kit dado a conocer en la presente memoria
comprende un colorante de acido nucleico.
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En algunas realizaciones, en un recipiente o kit dado a conocer en la presente memoria que comprende una
polimerasa de acido nucleico aislada, la polimerasa de acido nucleico aislada es una ADN polimerasa. En
algunas realizaciones, en un recipiente o kit dado a conocer en la presente memoria que comprende una
polimerasa de acido nucleico aislada, la polimerasa de acido nucleico aislada es una transcriptasa inversa. En
algunas realizaciones, en un recipiente o kit dado a conocer en la presente memoria que comprende una
polimerasa de acido nucleico aislada, el recipiente o kit comprende tanto una ADN polimerasa como una
transcriptasa inversa.

En algunas realizaciones, en un método, el recipiente o el kit dado a conocer en la presente memoria que
comprende una polimerasa de acido nucleico, la polimerasa de acido nucleico tiene actividad de
desplazamiento de hebra.

En las realizaciones, una mezcla de reaccion, recipiente o kit dado a conocer en la presente memoria
comprende una polimerasa de acido nucleico. En las realizaciones, una polimerasa de acido nucleico es una
ADN polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de hebra. En las realizaciones, una polimerasa de acido
nucleico es una ARN polimerasa. En las realizaciones, una polimerasa de acido nucleico es una transcriptasa
inversa. En las realizaciones, una mezcla de reaccion, recipiente o kit comprende mas de una clase de
polimerasa de acido nucleico, tal como tanto una ADN polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de
hebra como una transcriptasa inversa. En las realizaciones, una mezcla de reaccion, recipiente o kit dado a
conocer en la presente memoria comprende nucleétidos y tampon.

En las realizaciones, en un método, la mezcla de reaccion, el recipiente o el kit dado a conocer en la presente
memoria que implica una plantilla polinucleotidica, la plantilla polinucleotidica es una molécula monocatenaria.
En unas realizaciones, en un método, la mezcla de reaccion, el recipiente o el kit dado a conocer en la presente
memoria que implica una plantilla polinucleotidica, la plantilla polinucleotidica comprende una hebra de una
plantilla de acido nucleico bicatenario. En las realizaciones, en un método, la mezcla de reaccion, el recipiente
o el kit dado a conocer en la presente memoria que implica una plantilla polinucleotidica, la plantilla
polinucleotidica es una molécula de ADN o de ARN.

En las realizaciones, en un método, la mezcla de reaccioén, el recipiente o el kit dado a conocer en la presente
memoria que implica una plantilla de acido nucleico, la plantilla de acido nucleico es una molécula de ARN o
ADN. En las realizaciones, una plantilla de acido nucleico puede ser una molécula monocatenaria o bicatenaria.

En las realizaciones, en un método dado a conocer en la presente memoria que implica la incubacién de una
mezcla de reaccioén, durante la incubacion de la mezcla de reaccion, la temperatura de la mezcla de reaccion
no supera los 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 37, 35, 30, 25 0 20 °C. En las realizaciones, en un
método dado a conocer en la presente memoria, todas las etapas del método se realizan a una temperatura
que no supera los 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 37, 35, 30, 25 o0 20 °C. En las realizaciones, una
mezcla de reaccion, recipiente o kit dado a conocer en la presente memoria se mantiene a una temperatura
que no supera los 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 37, 35, 30, 25 o0 20 °C. En las realizaciones, un
método dado a conocer en la presente memoria se realiza sin termociclacion.

En las realizaciones, una mezcla de reaccion, recipiente o kit dado a conocer en la presente memoria no
contiene una enzima recombinasa.

En las realizaciones, en un método, la mezcla de reaccién, el recipiente o el kit dado a conocer en la presente
memoria puede contener o implicar numerosas copias de un cebador. Las numerosas copias pueden ser, por
ejemplo, al menos 5, 10, 15, 20, 50, 100, 500, 1000, 10000, 100000 o 1000000de copias del cebador.

En as realizaciones, una mezcla de reacciéon o recipiente dado a conocer en la presente memoria puede
comprender al menos una porcion de una muestra bioldgica de un sujeto. La muestra biolégica puede ser, por
ejemplo, saliva, sangre, orina, una torunda de mejilla o una torunda nasal. El sujeto puede ser un humano.

En algunas realizaciones, dos o mas etapas de un método dado a conocer en la presente memoria se realizan
simultaneamente en la misma mezcla de reaccion. En algunas realizaciones, todas las etapas de un método
dado a conocer en la presente memoria se realizan simultaneamente en la misma mezcla de reaccion.

En algunas realizaciones, en un método dado a conocer en la presente memoria, una plantilla de acido nucleico
se amplifica al menos 10, 100, 1000, 10000, 100000 o 1000000de veces en menos de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 120 o 180 min desde el inicio del método. En algunas realizaciones, en un método dado a
conocer en la presente memoria, el nimero de copias de una plantilla de acido nucleico en una mezcla de
reaccion se incrementa al menos 10, 100, 1000, 10000, 100000 o 1000000de veces en menos de 5, 10, 15,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 120 o 180 min desde el inicio del método.

En las realizaciones, una plantilla de acido nucleico dada a conocer en la presente memoria puede ser una
plantilla de acido nucleico monocatenario o bicatenario.

En las realizaciones, se da a conocer en la presente memoria un método para ensayar un microorganismo
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patégeno en una muestra, en donde el método comprende la realizacion de un método que se da a conocer
en la presente memoria para amplificar el acido nucleico a partir del patdgeno. En las realizaciones, el acido
nucleico deseado utilizado en una composicién o método dado a conocer en la presente memoria puede ser el
acido nucleico de un microorganismo patégeno. En las realizaciones, el primer y el segundo cebador utilizados
en un método dado a conocer en la presente memoria pueden cada uno contener regiones que son
complementarias a una secuencia en el acido nucleico del patégeno, o que son complementarias a una
secuencia que es complementaria a una secuencia del acido nucleico del patégeno. En las realizaciones, el
acido nucleico del patdgeno puede ser ADN o ARN. Los patégenos pueden incluir, sin limitacion, virus, bacterias,
hongos y protistas. Una muestra puede ser de un sujeto y puede tener cualquiera de las caracteristicas de la
muestra descritas en otra parte en la presente memoria.

En las realizaciones, un método dado a conocer en la presente memoria para la amplificacién de un acido
nucleico se puede utilizar para un método diagnostico externo a un organismo de humano o de animal. Por
ejemplo, se puede obtener una muestra de un humano o animal, y la muestra se puede ensayar para detectarle
un acido nucleico deseado y de interés con un método dado a conocer en la presente memoria para la
amplificaciéon de acidos nucleicos.

En las realizaciones, un método dado a conocer en la presente memoria puede incluir: a) dar a conocer uno o
varios reactantes para llevar a cabo un método tal y como se da a conocer en la presente memoria (p. €j., uno
o varios de los primer cebador, segundo cebador, plantilla de acido nucleico, polimerasa de acido nucleico,
nucledtidos, tampdn, agua, etc.) en una mezcla de reaccion, y b) incubar la mezcla de reaccion a una
temperatura sustancialmente isotérmica, en donde la temperatura de la mezcla de reaccién no se aparta de
una temperatura central en no mas ni menos de 20, 15, 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 °C durante la incubacion.
En las realizaciones, una temperatura central puede ser, por ejemplo, de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75
u 80 °C.

En las realizaciones, un método dado a conocer en la presente memoria se puede realizar a una temperatura
sustancialmente isotérmica. En las realizaciones, una temperatura sustancialmente isotérmica puede ser
cualquiera de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 u 80 °C, mas o menos 20, 15, 10,9, 8,7,6,5,4,3,20 1 °C.

En las realizaciones, un método dado a conocer en la presente memoria se puede realizar a una o varias
temperaturas, ninguna de las cuales supera los 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35, 30 o0 25 °C.

En las composiciones y los métodos dados a conocer en la presente memoria donde interviene una polimerasa
de acido nucleico, en las realizaciones, la polimerasa de acido nucleico tiene actividad exonucleasa de 3'a 5.

Las referencias en la presente memoria para generar una copia o amplificar una plantilla polinucleotidica o
plantilla de acido nucleico incluyen la generacidon de una copia que contiene la secuencia de la plantilla
polinucleotidica / plantilla de acido nucleico, asi como generar una copia que contiene una secuencia analoga
de la plantilla polinucleotidica / plantilla de acido nucleico, a menos que el contexto dicte claramente otra cosa.
Por ejemplo, si una plantilla polinucleotidica es ARN, generar una copia de la plantilla puede incluir la
generacion de una copia que es una molécula de ADN que contiene la version de ADN de la secuencia del
ARN de la plantilla polinucleotidica (a saber, en la secuencia de ADN, contiene T en lugar de U).

En algunas realizaciones, un método dado a conocer en la presente memoria comprende el tratamiento de uno
o varios de los componentes de la reaccion o etapas del método con un colorante de acido nucleico.

En algunas realizaciones, los métodos dados a conocer en la presente memoria pueden incluir la generacion
de una plantilla de acido nucleico bicatenario lineal para ser usado en un procedimiento dado a conocer en la
presente memoria a partir de una molécula deseada monocatenaria. Una molécula deseada monocatenaria
puede ser de ADN o de ARN (p. €j., ARNm).

En algunas realizaciones, un método dado a conocer en la presente memoria comprende la medicion de una
sefial fluorescente de un ensayo que comprende el método.

En algunas realizaciones, una ligasa de acido nucleico puede estar incluida con un método o composicién dado
a conocer en la presente memoria. En algunas realizaciones, una plantilla de acido nucleico se puede amplificar
mas rapidamente con un método dado a conocer en la presente memoria cuando se incluye una ligasa en una
mezcla de reaccién para un método dado a conocer en la presente memoria, en comparacion con la no inclusion
de una ligasa de acido nucleico en la reaccion.

En algunas realizaciones, los métodos de amplificacion dados a conocer en la presente memoria se pueden
realizar sin termociclacion.

En algunas realizaciones, los métodos de amplificacion dados a conocer en la presente memoria se pueden
realizar a una temperatura constante. En algunas realizaciones, los métodos de amplificaciéon dados a conocer
en la presente memoria se pueden realizar dentro de un margen de temperatura que se extiende no mas de 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25 0 30 °C por encima o por debajo de una temperatura establecida de 10, 15,
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20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 u 80 °C.

En algunas realizaciones, los métodos de amplificacion dados a conocer en la presente memoria pueden
comprender la incubacion de una mezcla de reaccion a dos, tres, cuatro, cinco o mas temperaturas o margenes
de temperatura diferentes. En algunas realizaciones, los métodos dados a conocer en la presente memoria
pueden comprender la incubacién de una mezcla de reaccién a una primera temperatura, en donde la primera
temperatura es una temperatura de no mas de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 o 75 °C, y una segunda
temperatura, en donde la segunda temperatura es una temperatura de no mas de 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75 u 80 °C. En algunas realizaciones, en un método dado a conocer en la presente memoria, una mezcla
de reaccion se puede mantener a una temperatura de no mas de 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90
0 95 °C durante el método.

En algunas realizaciones, los métodos y las composiciones dados a conocer en la presente memoria
comprenden, en volumen, al menos el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95% o0 98% de agua. En algunas realizaciones, los métodos y las composiciones dadas a conocer en la
presente memoria comprenden, en volumen, de forma colectiva no mas de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 60, 70 u 80% de glicerol o polietilenglicol.

En algunas realizaciones, los métodos dados a conocer en la presente memoria pueden comprender el ensayo
de una muestra en busca de un microorganismo patégeno. En algunas realizaciones, los métodos dados a
conocer en la presente memoria pueden comprender la deteccién de un microorganismo patégeno en una
muestra. En algunas realizaciones, los métodos dados a conocer en la presente memoria pueden comprender
la medicion de la cantidad de patégeno en una muestra. Los microorganismos patégenos pueden incluir, por
ejemplo, bacterias, virus, protistas y hongos.

En algunas realizaciones, los métodos dados a conocer en la presente memoria pueden realizarse sin el uso
de un cebador que contenga regiones autocomplementarias. En algunas realizaciones, los métodos y
composiciones dados a conocer en la presente memoria no comprenden un cebador que contenga regiones
autocomplementarias.

Breve descripcion de los dibujos
En los dibujos,

la figura 1 es un esquema general de un método y los procedimientos dados a conocer en la presente memoria.
Los paneles 1A a 1C muestran las caracteristicas y las etapas de ejemplo de los métodos dados a conocer en
la presente memoria.

La figura 2 es un grafico que describe los resultados de las reacciones realizadas de acuerdo con un método
dado a conocer en la presente memoria.

La figura 3 es un grafico que describe los resultados de las reacciones realizadas de acuerdo con un método
dado a conocer en la presente memoria.

La figura 4 es un grafico que describe los resultados de las reacciones realizadas de acuerdo con un método
dado a conocer en la presente memoria.

Se observa que los dibujos y los elementos que hay en ellos no estan necesariamente dibujados para dar forma
ni a escala. Por ejemplo, la forma o la escala de los elementos de los dibujos se pueden simplificar o modificar
para facilitar o dar claridad a la presentacion. Se debe saber ademas que los dibujos y los elementos que hay
en ellos tienen solamente propdsitos ilustrativos y de ejemplo, y no se debe considerar que los limitan de
ninguna manera.

Descripcion detallada

Aunque la invencion incluye diferentes modificaciones y formas alternativas, las realizaciones especificas de
las mismas se muestran a modo de ejemplo en los dibujos y se describiran en la presente memoria con detalle.
Sin embargo, se debe saber que de ninguna manera se intenta limitar la invencion a las formas concretas que
se describen.

En algunas realizaciones, se dan a conocer en la presente memoria métodos y composiciones que hacen
referencia a la amplificacion de acidos nucleicos y a la generacién de concatémeros.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, un «polinucleétido» se refiere a una cadena polimérica que
contiene dos o mas nucledtidos. «Polinucledtidos» incluye cebadores, oligonucledtidos, hebras de acidos
nucleicos, etc. Un polinucleétido puede contener nucleétidos estandares o no estandares. Tipicamente, un
polinucledtido contiene un fosfato en el 5' de un extremo («extremo 5'») y un grupo hidroxilo en el 3' del otro
extremo («extremo 3'») de la cadena. Al nucleétido mas hacia 5' de un polinucleétido se le puede denominar
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en la presente memoria como el «nucleétido del extremo 5'» del polinucleétido. Al nucleétido mas hacia 3' de
un polinucleédtido se le puede denominar en la presente memoria como el «nucleétido del extremo 3'» del
polinucleétido.

El término «secuencia abajo», tal y como se utiliza en la presente memoria en el contexto de un polinucleétido
que contiene un nucledtido en el extremo 5' y un nucleétido en el extremo 3', se refiere a una posicion en el
polinucleétido que estd mas cercano al nucledtido del extremo 3' que una posicidon de referencia en el
polinucleétido. Por ejemplo, en un cebador que tiene la secuencia: 5 ATAAGC 3', la «G» esta secuencia abajo
de la «T» y todas las «A».

El término «secuencia arriba» tal y como se utiliza en la presente memoria en el contexto de un polinucleétido
que contiene un nucledtido en el extremo 5' y un nucleétido en el extremo 3', se refiere a una posicion en el
polinucleétido que estd mas cercano al nucledtido del extremo 5' que una posicidon de referencia en el
polinucledtido. Por ejemplo, en un cebador que tiene la secuencia: 5 ATAAGC 3’, la «T» esta secuencia arriba
de «G», la «C» y las dos «A» mas cercanas a la «G».

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «acido nucleico» incluye tanto ADN como ARN, que incluyen los
ADN y los ARN que contienen nucledtidos no estandares. Un «acido nucleico» contiene al menos un
polinucleétido (una «hebra de acido nucleico»). Un «acido nucleico» puede ser monocatenario o bicatenario.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, un «concatémero» hace referencia a una molécula de acido
nucleico que contiene en él dos o mas copias de un acido nucleico concreto, en donde las copias estan
conectadas en serie. Dentro del concatémero, las copias del acido nucleico concreto pueden estar conectadas
directamente las unas a las otras, o pueden estar conectadas indirectamente (p. €j., puede haber nucledtidos
entre las copias del acido nucleico concreto). En un ejemplo, el acido nucleico concreto puede ser el de una
plantilla de acido nucleico bicatenario, de tal manera que un concatémero puede contener dos o mas copias
de la plantilla de acido nucleico bicatenario. En otro ejemplo, el acido nucleico concreto puede ser una plantilla
polinucleotidica, de tal manera que un concatémero puede contener dos o mas copias de la plantilla
polinucleotidica. En algunas realizaciones, los concatémeros generados de acuerdo con los métodos y las
composiciones dados a conocer en la presente memoria pueden contener al menos 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15,
20, 25, 50, 100 o mas copias de una plantilla de acido nucleico directamente conectadas unas a las otras en
serie.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, un acido nucleico o molécula «deseada» o «destinataria» se
refiere a un acido nucleico de interés. Un acido nucleico / molécula deseada puede ser de cualquier tipo, entre
ellos ADN o ARN monocatenario o bicatenario (p. €j., ARNm).

Tal y como se utiliza en la presente memoria, las secuencias «complementarias» hacen referencia a dos
secuencias de nucleotidos que, cuando se hibridan de forma antiparalela la una a la otra, contienen muchas
bases nucleotidicas individuales que pueden emparejarse con otras de acuerdo con las reglas estandares de
emparejamiento de bases (p. €j., A-T, G-C o A-U), de tal manera que las moléculas que contienen las
secuencias pueden hibridarse especificamente las unas a las otras. No es necesario que cada base
nucleotidica de dos secuencias sea capaz de emparejarse la una a la otra para que las secuencias se
consideren «complementarias». Las secuencias se pueden considerar complementarias, por ejemplo, si al
menos el 30%, 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o 100% de las bases
nucleotidicas de dos secuencias son capaces de emparejarse las unas con las otras cuando las secuencias
estan hibridadas de manera 6ptima para la complementacion. Ademas, las secuencias pueden todavia
considerarse «complementarias» cuando la longitud total de las dos secuencias es significativamente diferente
la una de la otra. Por ejemplo, un cebador de 15 nucleétidos se puede considerar «complementario» a un
polinucledtido mas largo que contiene cientos de nucledtidos si muchas bases nucleotidicas individuales del
cebador pueden emparejarse con las bases nucleotidicas del polinucleétido mas largo cuando el cebador esta
hibridado de forma antiparalela con una regiéon concreta del polinucleétido mas largo. Adicionalmente, las
secuencias «complementarias» pueden contener uno o varios analogos de nucledtido o analogos de
nucleobase.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término «aislado», cuando se aplica a las proteinas, acidos
nucleicos u otras biomoléculas, hace referencia a una molécula que se ha purificado o separado de un
componente de su entorno que se produce de forma natural (p. €j., una proteina purificada de una célula en la
que se ha sintetizado de forma natural). Una molécula «aislada» puede estar en contacto con otras moléculas
(por ejemplo, como parte de una mezcla de reaccion). Tal y como se utiliza en la presente memoria, las
moléculas «aisladas» también incluyen proteinas o acidos nucleicos producidos de manera recombinante que
tienen una secuencia de aminoacidos o de nucleétidos que se produce de forma natural. Los acidos nucleicos
«aislados» incluyen moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido contenidas en las células que
habitualmente expresan el polipéptido, en donde, por ejemplo, la molécula de acido nucleico esta en una
localizacién cromosomica diferente de la de las células naturales. En algunas realizaciones, los polipéptidos
«aislados» estan purificados a una homogeneidad de al menos el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o
100%, tal y como se pone de manifiesto por SDS-PAGE de los polipéptidos seguido por el método de tincion
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con azul de Coomassie, plata u otra forma de tefiir proteinas.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, una molécula de acido nucleico que se ha descrito que contiene
la «secuencia» de una plantilla u otro acido nucleico también se puede considerar que contiene la plantilla u
otro propio acido nucleico (p. ej., una molécula que esta descrito que contiene la secuencia de una plantilla
también se puede describir como que contiene la plantilla), a menos que el contexto dicte con claridad otra
cosa.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, cuando un primer polinucleétido se describe como «hibridado»,
«que se hibrida», o similar, a un segundo polinucleétido, la totalidad del primer polinucleétido o cualquier porcién
del mismo puede hibridarse al segundo polinucleétido y viceversa.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, una referencia a «tratar» un objeto dado para una afeccion, u
otro objeto o similar, hace referencia a exponer directa o indirectamente el objeto dado a la afeccién u otro
objeto citados. Asi pues, mientras que una etapa de «tratamiento» puede implicar una accioén relacionada
diferente (p. €j., afiadir una enzima a un recipiente, agitar un recipiente, etc.) no todas las etapas del
«tratamiento» requieren una accion relacionada diferente. Por ejemplo, puede prepararse en un recipiente una
reaccion que implica uno o varios reactantes y, una vez que se ha iniciado la reaccion, se pueden producir
muchos acontecimientos o etapas en el recipiente sin mas intervencion humana ni mecanica con el contenido
del recipiente. Uno o varios de estos muchos acontecimientos o etapas en el recipiente se pueden describir
como «que trata» un objeto en el recipiente, incluso aunque no se produzca ninguna intervencion independiente
con el contenido del recipiente después del inicio de la reaccion.

Las realizaciones de los métodos y composiciones dadas a conocer en la presente memoria se pueden describir
con referencia a la figura 1. Se puede dar a conocer un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 110 o un
acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 150 (figura 1A). Un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla
110 contiene una Unica copia de una plantilla de acido nucleico bicatenario 100. Un acido nucleico bicatenario
lineal multiplantilla puede contener dos o mas copias de una plantilla de acido nucleico bicatenario (p. €j., 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 50, 100 o mas). El acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 150 de ejemplo
contiene 3 copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario 100 (100a, 100b y 100c). Una plantilla de acido
nucleico bicatenario comprende una primera hebra de plantilla 101 y una segunda hebra de plantilla 102.

Un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 110 contiene una primera hebra 111 y una segunda hebra
112. La secuencia de la primera hebra de plantilla 101 se encuentra dentro de la primera hebra 111 y la
secuencia de la segunda hebra de plantilla 102 se encuentra dentro de la segunda hebra 112. Un acido nucleico
bicatenario lineal multiplantilla 150 contiene una primera hebra 151 y una segunda hebra 152. Las secuencias
con muchas copias de la primera hebra de plantilla 101a, 101b, 101c estan dentro de la primera hebra 151y
las secuencias de las muchas copias de la segunda hebra de plantilla 102a, 102b, 102c estan dentro de la
segunda hebra 152.

En algunas realizaciones, un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 110 o un acido nucleico bicatenario
lineal multiplantilla 150 se puede tratar en las condiciones en las que pueden tener lugar al menos 1 o 2
procedimientos con el acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 110 (figura 1B) o al menos pueden tener
lugar 1, 2 o 3 procedimientos con el acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 150 (figura 1C).

Con referencia a la figura 1B, un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 110 se puede tratar de tal
manera que se puede someter al menos a 1 o 2 procedimientos diferentes.

Como una primera alternativa, se separan la primera hebra 111 y la segunda hebra 112, se hibridan la primera
hebra de plantilla 101 y la segunda hebra de plantilla 102 con un primer cebador 105 o un segundo cebador
106, respectivamente, y sirven de plantilla para la generacion de acidos nucleicos basada en la polimerasa a
partir de nuevas hebras de plantilla complementarias a la correspondiente hebra de plantilla. Especificamente,
desde el extremo 3' del primer cebador 105 puede sintetizarse una nueva segunda hebra de plantilla 132 que
es complementaria a la primera hebra de plantilla 101, y desde el extremo 3' del segundo cebador 106 se puede
sintetizar una nueva primera hebra de plantilla 121 que es complementaria a la segunda hebra de plantilla 102.
Esto puede dar lugar a la formacion de dos nuevos acidos nucleicos bicatenarios lineales monoplantilla 120,
130, cada uno de los cuales contiene una copia de la plantilla de acido nucleico bicatenario 100a, 100b. El
primer nuevo acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 120 contiene la segunda hebra de plantilla 102 y
la nueva primera hebra de plantilla 121. El segundo nuevo acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 130
contiene la primera hebra de plantilla 101 y la nueva segunda hebra de plantilla 132. Al procedimiento general
de mas arriba se le puede denominar en la presente memoria como «replicacién basada en cebadores».

En las realizaciones de la replicacién basada en cebadores, cuando se separan la primera hebra 111 y la
segunda hebra 112, inicialmente, solo una porcion de las hebras se separa y las restantes porciones de las
hebras permanecen hibridadas. En tales realizaciones, el primer cebador 105 o el segundo cebador 106 se
pueden hibridar a una porcién monocatenaria expuesta complementaria de una hebra, y entonces sirven de
cebador para la generacion de una segunda nueva hebra de plantilla 132 o una primera nueva hebra de plantilla
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121, respectivamente. A medida que la polimerasa se desplaza a lo largo de la hebra de plantilla (lo que genera
una nueva hebra de plantilla), puede desplazar la hebra que esta hibridada a la hebra de plantilla (a saber, la
polimerasa puede tener actividad de desplazamiento de hebra). La hebra de plantilla desplazada puede
entonces hibridarse a un cebador complementario de la misma, a partir del cual se puede sintetizar una nueva
hebra de plantilla. Asi pues, en las realizaciones, el procedimiento de la replicacién basada en cebadores puede
ser tal y como se esboza en lineas generales en el «Procedimiento 1» de la figura 1, excepto que la primera
hebra de plantilla 101 y la segunda hebra de plantilla 102 no se separan completamente a la vez ni cada una
se hibrida con un cebador, sino que, en su lugar, mientras que partes de la primera hebra de plantilla y de la
segunda hebra de plantilla permanecen hibridadas entre si, una porciéon de una de las hebras se hibrida con
un cebador, y entonces una polimerasa se encarga de la separacion de las dos hebras a medida que se
sintetiza una nueva hebra de plantilla.

Como segunda alternativa, un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 110 se puede tratar en las
condiciones en las que se liga extremo con extremo a otro acido nucleico bicatenario. Preferiblemente, el otro
acido nucleico bicatenario es otra copia del acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla o un acido nucleico
bicatenario lineal multiplantilla (en vez de un acido nucleico bicatenario que no contiene ninguna copia de la
plantilla). Las condiciones pueden incluir la incubacion de los acidos nucleicos bicatenarios con una ligasa. A
modo de ejemplo, en la figura 1B, el acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 110 se muestra ligado de
extremo con extremo a otro acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 140, lo que da lugar a la formacién
de un nuevo acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 145. El nuevo acido nucleico bicatenario lineal
multiplantilla 145 de ejemplo contiene dos copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario 110a, 110b, uno
de cada de: i) acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 110 y ii) acido nucleico bicatenario lineal
monoplantilla 140. Al procedimiento general de mas arriba se le puede denominar en la presente memoria
como «ligacion de extremo con extremo». Los nuevos acidos nucleicos bicatenarios lineales multiplantilla
formados por el procedimiento de ligacion de extremo con extremo pueden contener cualquier nimero de
copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario, basandose en el nimero total de copias de la plantilla de
acido nucleico bicatenario en las moléculas que se ligan unas a otras en un procedimiento de ligacién de
extremo con extremo. Por ejemplo, si un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla que contiene seis copias
de la plantilla se liga a un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla, el nuevo acido nucleico bicatenario
lineal multiplantilla contendra siete copias de la plantilla.

Una vez que se forma un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla (p. ej., como en el procedimiento de
ligacion de extremo con extremo descrito en la figura 1B), un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla
puede participar en diferentes procedimientos. Con referencia a la figura 1C, un acido nucleico bicatenario lineal
multiplantilla 150 se puede tratar de tal forma que se puede someter al menos a 1, 2 o 3 procedimientos
diferentes. Un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 150, tal y como se utiliza en los procedimientos de
la figura 1C, puede haberse generado anteriormente mediante cualquier mecanismo idéneo, tal como, por
ejemplo, se puede haber generado en un método de ligacion de extremo con extremo, tal y como se esboza
en la figura 1B, o se puede haber generado en una ronda previa de generaciéon de concatémeros, tal y como
se esboza en la figura 1C y se describe con mas detalle mas adelante. De igual forma, mientras que el acido
nucleico bicatenario lineal multiplantilla 150 de ejemplo de la figura 1C contiene 3 copias de la plantilla de acido
nucleico bicatenario, un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla puede contener dos o0 mas copias de la
plantilla de acido nucleico bicatenario, tal y como se describe en otro lugar de la presente memoria.

Como primera alternativa, un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 150 se puede tratar para someterlo
a la replicacion basada en cebadores, tal y como se describe mas arriba. Las condiciones de la reaccion y los
reactantes para la replicacién basada en cebadores con un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 150
pueden ser los mismos que para un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla 110. Con la replicacion
basada en cebadores de un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla, cada nuevo acido nucleico
bicatenario lineal multiplantilla formado como resultado del procedimiento puede contener muchas copias de la
plantilla de acido nucleico bicatenario. En el caso del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 150, cada
acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla contiene 3 copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario
100a, 100b y 100c; por consiguiente, cada nuevo acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla generado a
partir de 150 puede contener hasta 3 copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario. Sin embargo, ya que
en algunas circunstancias un cebador puede hibridarse a cualquier copia de su secuencia complementaria en
un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla, las nuevas hebras de plantilla que son complementarias a
una primera o segunda hebra de un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla no seran necesariamente tan
largas, o no contendran tantas copias de una hebra de plantilla como la primera o la segunda hebra de un acido
nucleico bicatenario lineal multiplantilla. Por ejemplo, ya que el acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla
150 contiene 3 copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario 100a, 100b y 100c, si un cebador se hibrida
a una hebra de plantilla de la copia 100b, una nueva hebra de plantilla generada a partir de dicho cebador
solamente contendra 2 copias de la hebra de plantilla.

Como segunda alternativa, un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 150 se puede tratar para someterse
a la ligaciéon de extremo con extremo con otro acido nucleico bicatenario, tal y como se describe mas arriba.
Preferiblemente, el otro acido nucleico bicatenario es otra copia del acido nucleico bicatenario lineal
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monoplantilla o un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla (en vez de un acido nucleico bicatenario que
no contiene ninguna copia de la plantilla). Un nuevo acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla formado por
ligacion de extremo con extremo de un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla mas otro acido nucleico
bicatenario lineal de plantilla puede contener tantas copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario como
estén presentes conjuntamente en los acidos nucleicos bicatenarios que formaban el nuevo acido nucleico
bicatenario lineal multiplantilla. Por ejemplo, si un primer acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla que
contiene 3 copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario se liga de extremo con extremo con un segundo
acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla que contiene 2 copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario,
el nuevo acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla resultante contendra 5 copias de la plantilla de acido
nucleico bicatenario. En otro ejemplo, si un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla que contiene 2 copias
de la plantilla de acido nucleico bicatenario se liga de extremo con extremo con un acido nucleico bicatenario
lineal monoplantilla, el nuevo acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla resultante contendra 3 copias de la
plantilla de acido nucleico bicatenario.

Como tercera alternativa, un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 150 puede tratarse con otro acido
nucleico bicatenario lineal multiplantilla 160 en las condiciones que hacen que se forme una estructura
entrecruzada 170 que comprende una region del extremo 3' de una hebra del acido nucleico bicatenario lineal
multiplantilla 150 hibridada a una region del extremo 3' de una hebra del acido nucleico bicatenario lineal
multiplantilla 160. En particular, el acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 150 contiene una primera hebra
151 y una segunda hebra 152, y tres copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario 100a, 100b, 100c, y el
acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 160 contiene una primera hebra 161 y una segunda hebra 162, y
tres copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario 100a, 100b, 100c. Cada copia de la plantilla de acido
nucleico bicatenario (en cualquiera de los acidos nucleicos bicatenarios lineales multiplantilla 150 o 160)
contiene una copia de la primera hebra de plantilla 101 y una copia de la segunda hebra de plantilla 102. Los
acidos nucleicos bicatenarios lineales multiplantilla 150, 160 se pueden tratar en condiciones que hacen que,
por ejemplo, la secuencia de la primera plantilla de la hebra 101a de la primera hebra del acido nucleico
bicatenario lineal multiplantilla 161 se hibride con la secuencia de la segunda plantilla de la hebra 102c de la
segunda hebra del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 152 para producir una estructura entrecruzada
que comprende estas hebras. En general, ya que los acidos nucleicos bicatenarios lineales multiplantilla
contienen al menos dos copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario, hay numerosas regiones dentro de
cualquier acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla que pueden ser complementarias a otros acidos
nucleicos bicatenarios lineales multiplantilla, lo que facilita asi la formacién de estructuras entrecruzadas entre
diferentes acidos nucleicos bicatenarios lineales multiplantilla. Una estructura entrecruzada 170 se puede tratar
con una polimerasa de acido nucleico en las condiciones en las que se forman un producto de extension de la
primera hebra del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 161 y un producto de extension de la segunda
hebra del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 152. La polimerasa puede generar un producto de
extension a partir del extremo 3' de las hebras de acido nucleico 161, 152. Al producto de extension de la
primera hebra del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 161 se le puede denominar en la presente
memoria como una «nueva primera hebra de concatémeros» 181. Al producto de extension de la segunda
hebra del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla 152 se le puede denominar en la presente memoria
como una «nueva segunda hebra de concatémeros» 182. Juntas, la nueva primera hebra de concatémeros
181 y la nueva segunda hebra de concatémeros 182 se pueden denominar un «nuevo concatémero» 180. El
nuevo concatémero 180 puede tener una longitud de nucleétidos mayor que cualquiera de las moléculas
originales utilizadas para generar el nuevo concatémero 180, y puede contener mas copias de la plantilla de
acido nucleico bicatenario. Por ejemplo, el nuevo concatémero 180 contiene 5 copias de la plantilla de acido
nucleico bicatenario 100a, 100b, 100c, 100d y 100e. Un nuevo concatémero puede contener exclusivamente
copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario, o puede contener nucleétidos adicionales a las copias de la
plantilla de acido nucleico bicatenario. Al procedimiento general de mas arriba se le puede denominar en la
presente memoria como «replicacion de hebras entrecruzadas».

En algunas realizaciones, en los métodos dados a conocer en la presente memoria, uno o varios de los
procedimientos de mas arriba pueden tener lugar simultaneamente en la misma mezcla de reaccion. En
algunas realizaciones, todos los procedimientos de mas arriba pueden producirse simultdneamente en la
misma mezcla de reaccion. Ademas, una molécula generada de acuerdo con un procedimiento dado a conocer
en la presente memoria puede utilizarse a continuacién en el mismo, u otro, procedimiento dado a conocer en
la presente memoria. Por ejemplo, si se genera un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla a partir de dos
acidos nucleicos bicatenarios lineales monoplantilla, dicho acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla puede
someterse a cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria para un acido nucleico
bicatenario lineal multiplantilla. En otro ejemplo, una molécula formada por un procedimiento de ligacién de
extremo con extremo dado a conocer en la presente memoria puede utilizarse a continuaciéon como una plantilla
para un procedimiento de replicacion basada en cebadores. En otro ejemplo, un nuevo concatémero formado
por un procedimiento de replicacién basada en hebras entrecruzadas puede utilizarse a continuacién como
parte de un procedimiento de ligacion de extremo con extremo. En otro ejemplo, 2, 3, 4, 5 o0 mas acidos
nucleicos bicatenarios pueden ligarse simultaneamente para dar una Unica molécula en un procedimiento de
ligacion de extremo con extremo dado a conocer en la presente memoria.
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En algunas realizaciones, los métodos dados a conocer en la presente memoria pueden conducir a un
incremento en una mezcla de reaccion de uno o ambos de: 1) el nimero de moléculas de acido nucleico que
contienen una plantilla de acido nucleico bicatenario de interés, y 2) el nimero medio de copias de la plantilla
de acido nucleico bicatenario de interés presente en las moléculas de acido nucleico que contienen plantilla de
acido nucleico bicatenario de interés. Por consiguiente, en algunas realizaciones, las plantillas de acido nucleico
bicatenario se pueden amplificar con rapidez de acuerdo con los métodos y los procedimientos dados a conocer
en la presente memoria. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se puede amplificar (a saber, incrementar su
numero) una plantilla de acido nucleico al menos 500 veces en menos de 0,1, 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 40,
50, 60, 90, 120 o 180 min desde el comienzo del método. En otro ejemplo, en algunas realizaciones, se puede
amplificar una plantilla de acido nucleico al menos 10000 veces en menos de 0,1, 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30,
40, 50, 60, 90, 120 o 180 min desde el comienzo del método. En otro ejemplo, en algunas realizaciones, se
puede amplificar una plantilla de acido nucleico al menos 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 5000, 10000,
50000, 100000, 500000 o 1000000de veces por encima de la cantidad original de la plantilla de acido nucleico
presente en una mezcla de reaccion al comienzo del método en menos de 0,1 min, 0,5 min, 1 min, 3 min, 5
min, 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60 min, 90 min, 2 h, 3 h,4h,6 h,8h,12h,16 ho 24 h
desde el inicio del método. En algunas realizaciones, cuando se inicia un método, todos los reactantes para un
procedimiento del método estan en un recipiente que contiene la mezcla de reacciéon para el método. En
algunas realizaciones, cuando se inicia un método, todos los reactantes para todos los procedimientos del
método estan en un recipiente que contiene la mezcla de reaccién para el método.

En algunas realizaciones, en un método dado a conocer en la presente memoria, una plantilla de acido nucleico
se puede amplificar a una velocidad mayor que una velocidad lineal. En algunas realizaciones, en un método
dado a conocer en la presente memoria, una plantilla de acido nucleico se puede amplificar exponencialmente.
En algunas realizaciones, en un método dado a conocer en la presente memoria, una plantilla de acido nucleico
puede al menos doblarse en numero cada 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90, 120, 180 0 240 min después
de que se inicie el método. En algunas realizaciones, una plantilla de acido nucleico se puede amplificar al
menos 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 5000, 10000, 50000, 100000, 500000, 10000000 10000000 de veces
por encima de la cantidad original de la plantilla de acido nucleico presente en la reaccion al comienzo del
método.

La presencia de numerosas copias de una plantilla de acido nucleico en un concatémero u otro acido nucleico
bicatenario lineal multiplantilla generado de acuerdo con un método dado a conocer en la presente memoria
puede contribuir a la rapida amplificaciéon de plantillas de acido nucleico de acuerdo con los métodos dados a
conocer en la presente memoria. En concreto, ya que pueden estar presentes numerosas copias de una hebra
de una plantilla de acido nucleico en un Unico concatémero / hebra de acido nucleico bicatenario lineal
multiplantilla, la carga de una Unica polimerasa sobre un uUnico concatémero / hebra de acido nucleico
bicatenario lineal multiplantilla puede dar lugar a la generacion de numerosas copias de una hebra de la plantilla
de acido nucleico. En algunas situaciones, el tiempo necesario para que las polimerasas de acido nucleico se
topen y se carguen sobre las hebras de acido nucleico puede afectar significativamente la velocidad global de
una reaccion de amplificacion. Por ejemplo, si cada hebra de acido nucleico con la que se topa una polimerasa
durante una reaccion de replicacion solo contiene una Unica copia de una hebra de una plantilla de acido
nucleico, una polimerasa puede necesitar toparse y cargarse en una nueva hebra de plantilla después de que
se genere cada copia de la hebra de la plantilla. En cambio, con un concatémero, después de que la polimerasa
se tope y se cargue sobre una hebra de concatémero, puede sintetizar numerosas copias de una hebra de la
plantilla sin necesidad de dejar la hebra de concatémero ni de toparse ni cargarse sobre otra hebra.

En los métodos dados a conocer en la presente memoria, los acidos nucleicos bicatenarios que no contienen
una plantilla bicatenaria de interés pueden algunas veces juntarse como parte de un procedimiento de ligacion
de extremo con extremo dado a conocer en la presente memoria. No obstante, dado que estas moléculas no
se amplificaran por lo general de manera especifica por una polimerasa con los procedimientos dados a
conocer en la presente memoria (debido a la ausencia de cebadores que se hibriden de forma especifica a la
plantilla bicatenaria de interés), estas moléculas no se amplificaran especificamente con los métodos dados a
conocer en la presente memoria. De igual forma, ya que estas moléculas no se amplifican especificamente con
los métodos dados a conocer en la presente memoria, a medida que progresan los métodos dados a conocer
en la presente memoria, en una mezcla de reaccion pueden estar presentes cantidades crecientes de acidos
nucleicos bicatenarios que contienen la plantilla bicatenaria de interés (p. €j., debido a su generacion mediante
procedimientos basados en cebadores). Asi pues, a medida que progresan las reacciones dadas a conocer en
la presente memoria, un porcentaje creciente de moléculas bicatenarias en una reaccion pueden contener la
plantilla bicatenaria de interés, lo que incrementa asi la probabilidad de que un acontecimiento de ligacion de
extremo con extremo se dé entre dos acidos nucleicos bicatenarios, en donde cada uno de ellos contiene al
menos una copia de la plantilla bicatenaria de interés (en vez de entre dos acidos nucleicos bicatenarios que
no contienen la plantilla de interés o entre un acido nucleico bicatenario que contiene la plantilla y un acido
nucleico bicatenario que no contiene la plantilla de interés). Por consiguiente, los métodos dados a conocer en
la presente memoria permiten la amplificacion rapida y especifica de las plantillas bicatenarias de interés.

En algunas realizaciones de los métodos dados a conocer en la presente memoria, es igual de probable que
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se produzcan los diferentes procedimientos descritos en la presente memoria en los que intervienen una
plantilla de acido nucleico bicatenario. En otras realizaciones, es mas o menos probable que se produzcan uno
o varios de los procedimientos. En algunas realizaciones, en determinadas condiciones de reaccion, tienen las
mismas probabilidades de producirse los diferentes procedimientos descritos en la presente memoria que
implican una plantilla de acido nucleico bicatenario. En algunas realizaciones, en determinadas condiciones de
reaccion, tienen las mismas probabilidades de producirse uno o varios de los procedimientos. Por ejemplo, en
un método dado a conocer en la presente memoria en el que interviene una polimerasa de acido nucleico y
una ligasa, la polimerasa y la ligasa pueden tener ser activas a diferentes temperaturas optimas. Si la reaccion
se incuba a una temperatura mas cercana a la temperatura 6ptima para la polimerasa, entonces los
procedimientos basados en la polimerasa descritos en la presente memoria (replicacion basada en cebadores
y replicacion basada en hebras entrecruzadas) pueden verse favorecidos frente a la ligacion de extremo con
extremo. En algunos ejemplos, los métodos dados a conocer en la presente memoria se pueden realizar a dos
0 mas temperaturas, para favorecer que tengan lugar los diferentes procedimientos dados a conocer en la
presente memoria en una mezcla de reaccion (p. €j., basandose en las diferentes temperaturas 6ptimas para
las diferentes enzimas).

En los procedimientos descritos en la presente memoria en los que interviene una polimerasa de acido nucleico,
la polimerasa pude tener actividad de desplazamiento de hebra. Por ejemplo, en los procedimientos de
replicacion basada en cebadores descritos en la presente memoria, a medida que una polimerasa genera un
producto de extension desde el cebador a lo largo de una hebra de la plantilla de acido nucleico bicatenario,
puede desplazar la otra hebra de la plantilla de acido nucleico bicatenario desde una de las hebras, ya que las
dos hebras pueden todavia hibridarse parcialmente al comienzo de la generacion del producto de extension
del cebador. En otro ejemplo, en un procedimiento de replicacion de hebras entrecruzadas descrito en la
presente memoria, a medida que una polimerasa genera un producto de extension desde el extremo 3' de una
hebra de un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla en una estructura entrecruzada, la polimerasa puede
desplazar la otra hebra original del acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla. Durante la generacién de un
producto de extensiéon de una polimerasa, el producto de extension puede quedar covalentemente conectado
a la molécula original que sirvié de cebador para la generacion del producto de extension (p. €j., un cebador o
hebra de acido nucleico mas grande). En algunas situaciones, la molécula que sirvié de cebador para la
generacion de un producto de extension de una polimerasa se puede considerar que es parte del producto de
extension de la polimerasa. En algunas realizaciones, las condiciones que hacen que se forme un producto de
extension de un cebador u otra hebra de acido nucleico pueden incluir cualquier condicion suficiente para
soportar la sintesis de acidos nucleicos basada en la polimerasa. Las condiciones de ejemplo para la sintesis
de acidos nucleicos basada en la polimerasa se conocen en la técnica y se dan a conocer, por ejemplo, en
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, M. R. Green y J. Sambrook, Cold Spring Harbor Laboratory Press
(2012). Se pueden utilizar los mismos o diferentes tipos de polimerasas para los diferentes procedimientos en
los métodos dados a conocer en la presente memoria.

Las moléculas de acido nucleico generadas de acuerdo con los métodos y las composiciones dadas a conocer
en la presente memoria pueden tener cualquier longitud de nucleétidos. En algunas realizaciones, las
moléculas de acido nucleico generadas en la presente memoria pueden tener al menos 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000,
8000, 9000, 10000, 15000, 20 000 o 25000 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, las moléculas
de acido nucleico generadas en la presente memoria pueden tener no mas de 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000,
10000,15000, 20 000 o 25000 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, las moléculas de acido
nucleico generadas en la presente memoria pueden tener una longitud seleccionada de un margen que tiene
un valor minimo de 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,
1500, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, 10000, 15000 o 20 000 nucledtidos de longitud, y un
valor maximo de 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500,
2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, 10000, 15000, 20 000 o 25000 nucledtidos de longitud. En
algunas realizaciones, al menos algunas moléculas de acido nucleico generadas de acuerdo con un método o
composicion dado a conocer en la presente memoria tienen las caracteristicas descritas mas arriba. En algunas
realizaciones, al menos el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de las moléculas de acido
nucleico generadas de acuerdo con un método o composiciéon dado a conocer en la presente memoria tienen
las caracteristicas descritas mas arriba.

Las moléculas de acido nucleico generadas de acuerdo con los métodos y las composiciones dados a conocer
en la presente memoria pueden contener cualquier cantidad de copias de una plantilla de acido nucleico
bicatenario. En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico generadas en la presente memoria
pueden contener al menos 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
60, 70, 80, 90 o 100 copias de una plantilla de acido nucleico bicatenario. En algunas realizaciones, las
moléculas de acido nucleico generadas en la presente memoria pueden contener no mas de 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,
9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 copias de una plantilla
de acido nucleico bicatenario. En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico generadas en la
presente memoria pueden tener un numero de copias de una plantilla de acido nucleico bicatenario
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seleccionada de un margen que tiene un valor minimo de 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80 o 90 copias, y un valor maximo de 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 copias. En algunas realizaciones, al menos
algun acido nucleico generado de acuerdo con un método o composicion dado a conocer en la presente
memoria tiene las caracteristicas descritas mas arriba. En algunas realizaciones, al menos el 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de los acidos nucleicos generados de acuerdo con un método o
composicion dado a conocer en la presente memoria tienen las caracteristicas descritas mas arriba.

El progreso de un método dado a conocer en la presente memoria se puede vigilar de diferentes maneras. En
las realizaciones, se puede ensayar una reaccion que detecte un producto de amplificacién de acido nucleico
(p. €j., por la cantidad de producto o la velocidad a la que se genera). En ofras realizaciones, una reaccion se
puede ensayar para que detecte la actividad de una polimerasa a lo largo de una plantilla de acido nucleico (p.
€j., por el movimiento de una polimerasa a lo largo de una hebra de plantilla). Asi pues, en algunas realizaciones,
se pueden observar acontecimientos de un método dado a conocer en la presente memoria debido a la
acumulacion del producto a partir de un método (que puede ser durante o después de se completen las etapas
del método), o debido a acontecimientos detectables que se producen durante las etapas de un método.

La presencia de acidos nucleicos amplificados se puede ensayar, por ejemplo, mediante la deteccion de los
productos de reaccion (acidos nucleicos amplificados o subproductos de la reaccién) o mediante la deteccion
de las sondas asociadas al progreso de la reaccion.

En algunas realizaciones, los productos de la reaccion se pueden identificar mediante la tincion de los productos
con un colorante. En algunas realizaciones, un colorante puede tener mayor fluorescencia cuando esta unido
a un acido nucleico que cuando no esta unido a un acido nucleico. En algunas realizaciones, un colorante se
puede intercalar en un acido nucleico bicatenario o se puede fijar a una region externa de un acido nucleico.
Los colorantes de acido nucleico que se pueden utilizar con los métodos y las composiciones dados a conocer
en la presente memoria incluyen, por ejemplo, colorantes de cianina, PicoGreen®, OliGreen®, RiboGreen®,
colorantes SYBR®, SYBR® Gold, SYBR® Green |, SYBR® Green Il, bromuro de etidio, dihidroetidio,
BlueView™, colorantes TOTO®, colorantes TO-PRO®, colorantes POPO®, colorantes YOYO®, colorantes
BOBO®, colorantes JOJO®, colorantes LOLO®, colorantes SYTOX®, colorantes SYTO®, yoduro de propidio,
yoduro de hexidio, azul de metileno, DAPI, naranja de acridina, quinacrina, dimeros de acridina, 9-amino-6-
cloro-2-metoxiacridina, colorantes de bisbencimida, colorantes de Hoechst, 7-aminoactinomicina D,
actinomicina D, hidroxiestilbamidina, pironina Y, colorante Diamond™, GelRed™, GelGreen™ y LDS 751.

En algunas realizaciones, los productos de reaccion se pueden identificar mediante el analisis de la turbidez
de las reacciones de amplificacion. Por ejemplo, en unas realizaciones, el incremento de la turbidez puede
estar correlacionado con la formacién de los productos de reaccién y de los subproductos de reaccion (p. €j.,
pirofosfato en complejo con magnesio).

En algunas realizaciones, los productos de reaccion se pueden identificar cuando se separa por electroforesis
en gel una reaccion realizada de acuerdo con un método de la presente memoria, y a continuacion se tifie el
gel con un colorante para acidos nucleicos. El colorante puede ser cualquier colorante de acido nucleico
descrito en la presente memoria o, si no, conocido en la técnica.

En algunas realizaciones, con los métodos y las composiciones dados a conocer en la presente memoria se
puede utilizar cualquier método o composicién conocido en la técnica para la deteccion de los acidos nucleicos
o los procedimientos asociados a la generacion de acidos nucleicos.

En algunas realizaciones, en una reaccion dada a conocer en la presente memoria se incluyen una sonda del
acido nucleico que contiene una secuencia de nucleétidos complementaria a una porciéon de una hebra de la
plantilla de acido nucleico (o una hebra que tiene una secuencia similar o idéntica) y que contiene uno o ambos
de un indicador fluorescente (fluoréforo) y un extintor.

En un ejemplo, una sonda del acido nucleico puede contener un indicador fluorescente en su extremo 5'0 3'y
un extintor en el otro extremo. La sonda puede ademas tener una secuencia nucleotidica que contiene, en
orden, al menos una primera, segunda y tercera region, en donde la primera y la tercera regiones son
complementarias la una a la otra, y en donde al menos una porcion de la segunda region es complementaria a
una porcion de una hebra de la plantilla de acido nucleico (la sonda «secuencia a detectar»). En algunas
realizaciones, la longitud de la segunda region puede ser mayor que la longitud de la primera o de la tercera
region. En algunas realizaciones, la longitud de la segunda region puede tener entre 10 y 40 nucledtidos, y la
longitud de la primera y tercera regiones puede tener entre 4 y 10 nucledtidos. La sonda puede tener al menos
dos conformaciones diferentes: (A) una conformacién en donde la sonda no se hibrida con su secuencia a
detectar, y en donde la primera y la tercera regiones se hibridan la una con la otra; esta conformacién puede
ser una estructura «ahorquillada», en donde la primera y la tercera regiones forman el tallo y la segunda region
forma el bucle, y (B) una conformacion en donde la sonda se hibrida con su secuencia a detectar; en esta
conformacion, la segunda region o una porcion de la misma se hibrida con su secuencia a detectar, y la primera
y la tercera regiones no se hibridan la una a la otra. En la conformacioén (A) de la sonda, el indicador fluorescente
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y el extintor (que esta localizados en los extremos opuestos de la sonda / en los extremos externos de la primera
y la tercera regiones) pueden estar en estrecha proximidad el uno del otro (al estar ambos en el extremo de la
estructura del tallo formada por la hibridacion de la primera y de la tercera regiones), de tal manera que se
apaga el indicador fluorescente. En la conformacion (B) de la sonda, el indicador fluorescente y el extintor
pueden no estar en estrecha proximidad el uno del otro, de tal forma que el indicador fluorescente no se apaga.
La sonda se puede utilizar para vigilar la acumulacién de un producto de reaccién seleccionado, por ejemplo,
en las condiciones de reaccién en las que la sonda puede formar una estructura ahorquillada o bien hibridarse
con su secuencia a detectar. En algunas realizaciones, si la secuencia a detectar esta presente, la sonda se
puede hibridar con la secuencia a detectar, y la sonda puede emitir fluorescencia en respuesta a la luz de una
longitud de onda del espectro de excitacion del fluoréforo. En cambio, si la secuencia a detectar no esta
presente, la sonda puede formar una estructura ahorquillada y no emitir fluorescencia en respuesta a la luz de
una longitud de onda del espectro de excitacion del fluoréforo.

En otro ejemplo, una sonda de acido nucleico puede contener un indicador fluorescente en su extremo 5' o 3/,
y se puede hibridar a un cebador de acido nucleico que contiene un extintor. El cebador de acido nucleico que
contiene un extintor puede contener el extintor en una posicién en el cebador de tal forma que cuando la sonda
de acido nucleico se hibrida con el cebador, se apaga el indicador fluorescente. La sonda se puede utilizar para
vigilar la acumulacion de un producto de reaccion seleccionado, por ejemplo, en las condiciones de reaccion
en las que la sonda puede hibridarse al cebador o bien hibridarse con su secuencia a detectar. En algunas
realizaciones, si la secuencia a detectar esta presente, la sonda puede hibridarse con la secuencia a detectar
y la sonda puede emitir fluorescencia en respuesta a la luz de una longitud de onda del espectro de excitacion
del fluoréforo. En cambio, si no esta presente la secuencia a detectar, la sonda puede permanecer emparejada
con el cebador y no emitir fluorescencia en respuesta a la luz de una longitud de onda del espectro de excitacion
del fluoréforo.

En las sondas que contienen una pareja de indicador fluorescente y extintor, el indicador fluorescente y el
extintor se pueden seleccionar de tal manera que el extintor pueda apagar al indicador con eficacia. En algunas
realizaciones, un indicador fluorescente esta emparejado con un extintor, en donde el maximo de emision del
indicador fluorescente es similar al maximo de absorcién del extintor. Los fluoréforos que se pueden utilizar
como indicador fluorescente incluyen, por ejemplo, CAL Fluor Gold, CAL Fluor Orange, Quasar 570, CAL Fluor
Red 590, CAL Fluor Red 610, CAL Fluor Red 610, CAL Fluor Red 635, Quasar 670 (Biosearch Technologies),
VIC, NED (Life Technologies), Cy3, Cy5, Cy5.5 (GE Healthcare Life Sciences), Oyster 556, Oyster 645
(Integrated DNA Technologies), LC Red 610, LC Red 610, LC Red 640, LC Red 670, LC Red 705 (Roche
Applied Science), Texas Red, FAM, TET, HEX, JOE, TMR y ROX. Los extintores que se pueden utilizar incluyen,
por ejemplo, DDQ-I, DDQ-II (Eurogentec), Eclipse (Epoch Biosciences), lowa Black FQ, lowa Black RQ
(Integrated DNA Technologies), BHQ-1, BHQ-2, BHQ-3 (Biosearch Technologies), QSY-7, QSY-21 (Molecular
Probes) y Dabcyl.

En algunas realizaciones, un método dado a conocer en la presente memoria se puede vigilar en un aparato
que contiene una fuente de luz y un sensor éptico. En algunas situaciones, la reaccion puede estar colocada
en el recorrido de la luz desde la fuente de luz, y se puede medir la luz absorbida por la muestra (p. €j., en el
caso de una reaccion con turbidez), la dispersada por la muestra (p. €j., en el caso de una reaccion con turbidez),
o la emitida por la muestra (p. €j., en el caso de una reaccién que contiene una molécula fluorescente). En
algunas realizaciones, se puede llevar a cabo un método dado a conocer en la presente memoria, o se puede
vigilar en un dispositivo o médulo en este, tal y como se describe en la solicitud de publicacion de patente de
los EE. UU. n.° US 2014/0073043.

Con el uso de los métodos dados a conocer en la presente memoria, los productos de amplificaciéon especificos
de una plantilla de acido nucleico de interés se pueden identificar en menos de, por ejemplo, 30 s, 1 min, 3 min,
5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min, 120 min, 180 min o 240 min desde el inicio de
una reaccion de amplificacion. En otros ejemplos, con el uso de los métodos dados a conocer en la presente
memoria, se pueden identificar las reacciones de amplificacién que son positivas para una plantilla del acido
nucleico de interés cuando se generan tan solo 10, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10000, 50000, 100000, 500000
0 1000000de copias de la plantilla. En otros ejemplos, con el uso de los métodos dados a conocer en la presente
memoria se puede identificar la presencia de una plantilla del acido nucleico de interés en una muestra que
contiene tan solo 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 200, 500, 1000, 5000 o 10000 copias de la plantilla
de interés al comienzo del método.

En las realizaciones, los métodos dados a conocer en la presente memoria se pueden utilizar para ensayar una
muestra en busca de un acido nucleico deseado y de interés. En determinadas realizaciones, la presencia o la
cantidad de un acido nucleico deseado y de interés en una muestra se puede determinar por un método que
implica la determinacién de un tiempo de inflexiéon para la amplificacion del acido nucleico en una reaccion. Un
tiempo de inflexiéon / punto de inflexiéon es un tiempo o un punto en el que se determina que una reaccién de
amplificacién es positiva para una plantilla de acido nucleico. Un tiempo/punto de inflexion se puede identificar
a través de uno o varios indicadores, tales como, por ejemplo, el tiempo transcurrido tras el inicio de una
reaccion cuando se ha generado una cantidad seleccionada de acido nucleico en la reaccion, el momento en
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el que la tasa de amplificacion en la reacciéon cambia de una fase basal a una fase exponencial, o el momento
en el que la tasa de amplificacién en una reaccién cambia de una fase exponencial a una fase estacionaria,
etc. En las realizaciones, un tiempo/punto de inflexiéon se puede identificar sobre la base de un cambio de
fluorescencia o absorbancia de una reaccion, o después de que alcance un valor seleccionado la fluorescencia
o la absorbancia de una reaccién. En determinadas realizaciones, la presencia o la cantidad de un acido
nucleico deseado y de interés en una muestra se puede determinar por un método que implica la comparacion
de un tiempo de inflexion para la amplificacion del acido nucleico de una reaccion de la cual se desconoce la
cantidad de acido nucleico deseado y de interés frente a uno o ambos de: i) una reaccion que se sabe que
carece del acido nucleico deseado y de interés (a saber, un control negativo) o ii) una reaccion que se sabe
que contiene el acido nucleico deseado y de interés (a saber, un control positivo). En las realizaciones, tanto
una reaccion que contiene el acido nucleico deseado y de interés como una reaccion que no contiene el acido
nucleico deseado se pueden medir en busca de un tiempo de inflexion seleccionado. En las realizaciones, la
presencia de un acido nucleico deseado y de interés en una muestra se puede determinar basandose en un
método que implica la evaluacion de la diferencia en el tiempo entre la inflexién de una reaccién que contiene
una muestra que puede o no puede contener un acido nucleico deseado y de interés, y un tiempo de inflexion
de una o varias reacciones con el estado conocido del acido nucleico deseado y de interés (p. €j. que se sabe
que contiene o que no contiene el acido nucleico deseado y de interés). Por ejemplo, se puede identificar que
una muestra contiene un acido nucleico deseado y de interés si el tiempo de inflexion de la reacciéon de acuerdo
con un método dado a conocer en la presente memoria se adelanta al menos 3, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60,
90, 120 o 180 min con respecto a una correspondiente reaccién que se sabe que no contiene el acido nucleico
deseado y de interés. En otro ejemplo, se puede identificar que una muestra contiene un acido nucleico
deseado y de interés si el tiempo de inflexion de la reaccién de acuerdo con un método dado a conocer en la
presente memoria no se retrasa mas de 3, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120 o 180 min con respecto a una
reaccion correspondiente que se sabe que contiene el acido nucleico deseado y de interés.

Los métodos dados a conocer en la presente memoria se pueden realizar durante cualquier longitud de tiempo.
Tipicamente, el método se realizara durante una cantidad de tiempo suficiente para vigilar, por ejemplo, la
velocidad de replicacion del acido nucleico, la aparicion de la actividad polimerasa, o la acumulacién del
producto de amplificacion. En algunas realizaciones, un método dado a conocer en la presente memoria se
puede llevar a cabo durante un total de menos de 10 s, 30 s, 1 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 45 min, 1 h,
2h,3h,4h,6h,8h,12h, 16 ho 24 h, tiempo tras el cual se mide la velocidad de replicacion del acido nucleico,
la aparicion de la actividad polimerasa o la acumulacién del producto de amplificacion.

Los métodos dados a conocer en la presente memoria se pueden terminar de diferentes maneras. En una
realizacion, las etapas de un método pueden finalizar tras la reducciéon de la concentracién o el consumo
completo de uno o varios reactantes implicados en una o varias etapas del método (p. €j., dNTP). En otra
realizacion, las etapas de un método pueden terminar tras la inactivacion de una o varias enzimas implicadas
en una o varias etapas del método (p. €j., polimerasas). Las enzimas se pueden inactivar de diferentes maneras.
Por ejemplo, las enzimas pueden ir perdiendo poco a poco la actividad enzimatica con el tiempo debido a
fendmenos aleatorios que alteran la estructura de la enzima, o las enzimas pueden quedar expuestas a una
condicion que acelera la inactivacion de la actividad enzimatica (p. ej., calor elevado, pH extremo, etc.).

Un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla comprende una Unica copia de una plantilla de acido nucleico
bicatenario. En algunas realizaciones, todo el acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla es una plantilla de
acido nucleico bicatenario. En algunas realizaciones, un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla contiene
nucleédtidos adicionales a los de la plantilla de acido nucleico bicatenario. En algunas realizaciones, un acido
nucleico bicatenario lineal multiplantilla solo comprende copias de la plantilla de acido nucleico bicatenario. En
algunas realizaciones, un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla contiene nucleétidos adicionales a los
de las plantillas de acido nucleico bicatenario. Tipicamente, los acidos nucleicos bicatenarios lineales de
plantilla dados a conocer en la presente memoria tienen extremos romos. En algunas realizaciones, los acidos
nucleicos bicatenarios lineales de plantilla pueden tener extremos cohesivos («extremos cohesivos» hace
referencia a los extremos que tienen una hebra protuberante que tiene uno o varios nucleotidos sin emparejar).
Un acido nucleico bicatenario lineal de plantilla puede contener ADN, ARN, o una mezcla de los mismos.

Un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla se puede generar mediante cualquier procedimiento en donde
se puede formar un acido nucleico bicatenario que contiene una Unica copia de una plantilla de acido nucleico
bicatenario. Por ejemplo, se puede generar un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla a partir de un
acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla previo de acuerdo con un procedimiento de replicacion basada
en cebadores descrito en la presente memoria. En otro ejemplo, se puede generar un acido nucleico bicatenario
lineal monoplantilla a partir de un acido nucleico circular que contiene la secuencia de la plantilla de acido
nucleico bicatenario, mediante un procedimiento de replicacion basada en cebadores. En otro ejemplo, se
puede generar un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla a partir de una molécula de ARN
monocatenario a través de un procedimiento en el que interviene una transcriptasa inversa. En otro ejemplo,
se puede generar un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla mediante la ligacion de extremo con
extremo del acido nucleico bicatenario que no contiene ninguna copia de la plantilla de acido nucleico
bicatenario con un acido nucleico bicatenario lineal monoplantilla previo. Un acido nucleico bicatenario lineal
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multiplantilla se puede generar mediante cualquier procedimiento en el cual se puede formar un acido nucleico
bicatenario que contiene dos o mas copias de una plantilla de acido nucleico bicatenario, tal como mediante
los procedimientos descritos en la presente memoria. Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término
«acido nucleico bicatenario lineal de plantilla» incluye tanto los acidos nucleicos bicatenarios lineales
monoplantilla como los acidos nucleicos bicatenarios lineales multiplantilla.

Un acido nucleico bicatenario lineal de plantilla puede tener cualquier longitud de nucleétidos. Por ejemplo, un
acido nucleico bicatenario lineal de plantilla puede tener al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 750, 1000 o 1500 nucledtidos de
longitud. En otro ejemplo, un acido nucleico bicatenario lineal de plantilla puede tener entre 2 y 100000, entre
5y 100000, entre 10 y 100000, entre 15 y 100000, entre 20 y 100000, entre 25 y 100000, entre 30 y 100000,
entre 50 y 100000, entre 70 y 100000, entre 100 y 100000, entre 200 y 100000, entre 2 y 10000, entre 5 y
10000, entre 10 y 10000, entre 15 y 10000, entre 20 y 10000, entre 25 y 10000, entre 30 y 10000, entre 50 y
10000, entre 70 y 10000, entre 100 y 10000, entre 200 y 10000, entre 2 y 5000, entre 5 y 5000, entre 10 y 5000,
entre 15y 5000, entre 20 y 5000, entre 25 y 5000, entre 30 y 5000, entre 50 y 5000, entre 70 y 5000, entre 100
y 5000, entre 200 y 5000, entre 2 y 3000, entre 5 y 3000, entre 10 y 3000, entre 15 y 3000, entre 20 y 3000,
entre 25 y 3000, entre 30 y 3000, entre 50 y 3000, entre 70 y 3000, entre 100 y 3000, entre 200 y 3000, entre
2y 1000, entre 5y 1000, entre 10 y 1000, entre 15 y 1000, entre 20 y 1000, entre 25 y 1000, entre 30 y 1000,
entre 50 y 1000, entre 70 y 1000, entre 100 y 1000, entre 200 y 1000, entre 2 y 500, entre 5y 500, entre 10 y
500, entre 15y 500, entre 20 y 500, entre 25 y 500, entre 30 y 500, entre 50 y 500,entre 70 y 500, entre 100 y
500, o entre 200 y 500 bases de nucleétidos de longitud.

Una plantilla de acido nucleico bicatenario se puede generar mediante cualquier método dado a conocer en la
presente memoria para la generacion de un acido nucleico bicatenario lineal de plantilla dado a conocer en la
presente memoria.

En algunas realizaciones, una plantilla de acido nucleico bicatenario es una molécula de ADN bicatenario que
se generd a partir de una molécula de ARN (p. €j., una molécula de ARN monocatenario, tal como ARNm). Una
molécula de ADN bicatenario se puede generar a partir de una molécula de ARN mediante las técnicas que se
conocen bien en la materia, por ejemplo, mediante la transcripcion inversa. Las condiciones de ejemplo para
generar una molécula de ADN bicatenario a partir de una molécula de ARN se dan a conocer, por ejemplo, en
RNA: A Laboratory Manual, D. Rio et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press (2011). Brevemente, en algunos
ejemplos, un cebador que es complementario a una secuencia de ARN de interés se puede incubar con: enzima
de tipo transcriptasa inversa (p. €j., transcriptasa inversa de AMV, transcriptasa inversa de M-MLV,
transcriptasa inversa Superscript 1I™, transcriptasa inversa Superscript ™ o transcriptasa inversa
ThermoScript™), dNTP y la secuencia de ARN de interés. El cebador puede hibridarse con el ARN vy, a
continuacién, comenzando a partir del extremo en 3' del cebador, la transcriptasa inversa puede sintetizar una
hebra de ADN complementaria al ARN (ADNCc). En algunas realizaciones, el ARN hibridado al ADNc se puede
degradar (p. €j., con una ARNasa; la ARNasa puede ser la transcriptasa inversa, que también puede tener
actividad de ARNasa), y el ADNc puede incubarse entonces con: un cebador diferente que es complementario
a la hebra del ADNc, dNTP, y una ADN polimerasa (p. €j., cualquier ADN polimerasa explicada en otro lugar
de la presente memoria). A continuaciéon, comenzando desde el extremo 3' del cebador diferente, la ADN
polimerasa puede sintetizar una hebra de ADN complementaria al ADNc, con lo que se genera una molécula
de ADN bicatenario lineal.

En algunas realizaciones, una plantilla de acido nucleico bicatenario se puede generar a partir de una molécula
de ARN monocatenario en la misma mezcla de reaccién en la que se amplifica la plantilla del acido nucleico
bicatenario de acuerdo con un método dado a conocer en la presente memoria. En algunas realizaciones, el
mismo cebador se puede utilizar para A) la generacién de una hebra de ADNc de una molécula de ARN, y B)
como un primer o segundo cebador en el procedimiento de replicacion basada en cebadores dado a conocer
en la presente memoria.

En algunas realizaciones, una plantilla de acido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria. A una Unica
hebra de una plantilla de acido nucleico se le puede hacer referencia en la presente memoria como una
«plantilla polinucleotidica». Una «plantilla polinucleotidica», tal y como se le hace referencia en la presente
memoria, no descarta que se una a una secuencia complementaria de la misma. En otros términos, una
«plantilla polinucleotidica» puede ser, por ejemplo, la totalidad de una plantilla de acido nucleico monocatenario,
o puede ser una hebra de una plantilla de acido nucleico bicatenario.

Una plantilla de acido nucleico bicatenario puede tener cualquier longitud de nucleétidos. Por ejemplo, una
plantilla de acido nucleico bicatenario puede tener al menos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 750, 1000 o 1500 nucledtidos de longitud.
En otro ejemplo, una plantilla de acido nucleico bicatenario puede tener entre 2 y 100000, entre 5 y 100000,
entre 10 y 100000, entre 15 y 100000, entre 20 y 100000, entre 25 y 100000, entre 30 y 100000, entre 50 y
100000, entre 70 y 100000, entre 100 y 100000, entre 200 y 100000, entre 2 y 10000, entre 5 y 10000, entre
10 y 10000, entre 15 y 10000, entre 20 y 10000, entre 25 y 10000, entre 30 y 10000, entre 50 y 10000, entre
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70 y 10000, entre 100 y 10000, entre 200 y 10000, entre 2 y 5000, entre 5 y 5000, entre 10 y 5000, entre 15y
5000, entre 20 y 5000, entre 25 y 5000, entre 30 y 5000, entre 50 y 5000, entre 70 y 5000, entre 100 y 5000,
entre 200 y 5000, entre 2 y 3000, entre 5 y 3000, entre 10 y 3000, entre 15y 3000, entre 20 y 3000, entre 25y
3000, entre 30 y 3000, entre 50 y 3000, entre 70 y 3000, entre 100 y 3000, entre 200 y 3000, entre 2 y 1000,
entre 5y 1000, entre 10 y 1000, entre 15y 1000, entre 20 y 1000, entre 25y 1000, entre 30 y 1000, entre 50 y
1000, entre 70 y 1000, entre 100 y 1000, entre 200 y 1000, entre 2 y 500, entre 5 y 500, entre 10 y 500, entre
15 y 500, entre 20 y 500, entre 25 y 500, entre 30 y 500, entre 50 y 500, entre 70 y 500, entre 100 y 500, o
entre 200 y 500 bases de nucledtidos de longitud.

Un «cebadory, tal y como se utiliza en la presente memoria, puede hacer referencia a un polinucleétido que es
i) capaz de hibridarse a una hebra de acido nucleico original y ii) actuar como un punto de inicio para la sintesis
de una nueva hebra de acido nucleico, en donde la nueva hebra de acido nucleico es un producto de extension
del cebador y es complementaria a la hebra original. Un cebador puede tener un grupo -OH libre en su extremo
3', que puede servir de origen para la sintesis del producto de extension.

Un cebador puede contener nucledtidos estandares [p. ej., desoxirribonucledtidos de ADN estandares
(monofosfato de desoxiadenosina, monofosfato de desoxiguanosina, monofosfato de timidina, monofosfato de
desoxicitidina), o ribonucledtidos de ARN estandares (monofosfato de adenosina, monofosfato de guanosina,
monofosfato de uridina, monofosfato de citidina)], nucledtidos alternativos (p. €j., inosina), nucleotidos
modificados, analogos de nucledtidos, o una combinacion de los mismos. Por ejemplo, un cebador
oligonucleotidico puede incluir acidos peptidonucleicos, morfolinos (p. €j., oligonucledtidos de fosforodiamidato
de morfolino), acidos nucleicos bloqueados [véase, por ejemplo, Kaur, H. et al., Biochemistry 45 (23), 7347-55
(2006)], acidos nucleicos glicolados, o acidos nucleicos treosados. Un cebador puede tener un esqueleto que
incluye, por ejemplo, enlaces fosfodiéster, enlaces fosforotioato (un O sin puentear esta remplazado por azufre),
o enlaces peptidicos (como parte de un acido peptidonucleico). A los nucledtidos alternativos, a los nucleétidos
modificados y a los analogos de nucleétidos se les puede hacer referencia conjuntamente en la presente
memoria como «nucleétidos no estandares».

La presencia de un nucleétido no estandar en un cebador puede afectar a diferentes propiedades del cebador.
En algunas realizaciones, la inclusién de un nucleétido no estandar en un cebador puede incrementar o
disminuir la estabilidad termodinamica de un cebador por una secuencia complementaria del mismo. Por
ejemplo, un cebador que tiene incrementada su estabilidad termodinamica puede contener un acido nucleico
bloqueado. Un cebador que tiene disminuida la estabilidad termodinamica puede contener, por ejemplo, inosina
(descrito por Auer et al., Nucl. Acids. Res. 24; 5021-5025 (1996)) o un grupo quimico cargado negativamente,
tal como un acido carboxilico.

Un cebador dado a conocer en la presente memoria puede tener cualquier longitud. En algunas realizaciones,
un cebador puede tener al menos 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 750, 1000 o 1500
nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, un cebador puede tener no mas de 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 750, 1000 o 1500 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, un
cebador puede tener una longitud seleccionada de un margen que tiene un valor minimo de 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,
9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 750, o 1000 nucledtidos de longitud, y un valor maximo de 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 750, 1000 o 1500 nucledtidos de longitud.

En algunas realizaciones, un cebador puede tener cualquier longitud y contener cualquier secuencia de
nucleétidos que permita la hibridacion suficientemente estable y especifica del cebador a su complemento a la
temperatura que se utiliza para un método o etapa del mismo en el que participa el cebador. La longitud exacta
deseada de un cebador puede depender de muchos factores, que incluyen la temperatura de una reaccion, la
composicion quimica del cebador, y la reaccion en la que participa el cebador. En algunas realizaciones, la
region de fijacion a la plantilla de un cebador puede tener cualquier longitud y contener cualquier secuencia de
nucleétidos que permita la hibridacion suficientemente estable y especifica de la region de fijacion a la plantilla
del cebador a su complemento a la temperatura que se utiliza para un método o etapa del mismo en el que
participa el cebador. La longitud exacta deseada de la region de fijacion a la plantilla de un cebador puede
depender de muchos factores, entre ellos la temperatura de una reaccion, la composicién quimica de la region
de fijacion a la plantilla del cebador, y la reaccion en la que participa el cebador. La inclusion de uno o varios
nucleétidos no estandares en el cebador puede cambiar la longitud deseada del cebador que se usa en un
método dado a conocer en la presente memoria, en comparacion con la longitud de un cebador correspondiente
que carece de un nucledtido no estandar. Por ejemplo, si con un método dado a conocer en la presente
memoria se desea tener un cebador con una Tm determinada, en algunas realizaciones, un cebador con la Tm
seleccionada puede tener una longitud mas corta si el cebador contiene al menos algunos nucleétidos no
estandares, en comparacion con si el cebador contiene solo nucleétidos estandares.
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Un cebador dado a conocer en la presente memoria se puede preparar mediante cualquier método idéneo. Por
ejemplo, un cebador se puede sintetizar quimicamente. En otro ejemplo, un acido nucleico que se produce de
forma natural se puede aislar, escindir (p. €j., con enzimas de restriccion) y/o modificar para generar o formar
parte de un cebador descrito en la presente memoria.

En algunas realizaciones, se puede unir un marcador a un cebador. Los marcadores incluyen, por ejemplo,
ligandos de fijacion (p. €j., digoxina o biotina), enzimas, moléculas fluorescentes/fluoréforos, moléculas
luminiscentes, moléculas extintoras, o radioisotopos. En otras realizaciones, una base de un oligonucleétido se
puede remplazar por un analogo fluorescente, tal como la 2-aminopurina (véase, por ejemplo, Proc. Acad. Sci.
USA, 91, 6644-6648 (1994).

En algunas realizaciones, las condiciones tal como: i) un cebador se hibrida a una hebra de plantilla en un
procedimiento de replicacion basada en cebadores dado a conocer en la presente memoria, 0 ii) una region del
extremo 3' de una primera hebra de un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla se hibrida con una region
del extremo 3' de una segunda hebra de un acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla, para producir un
estructura entrecruzada que comprende estas hebras, pueden cada una incluir la incubacion de los acidos
nucleicos a una temperatura de tal forma que las hebras de las moléculas de acido nucleico bicatenario
«respiren» (a saber, se sometan a periodos breves de ruptura localizada de los puentes de hidrégeno que
conectan los pares de bases) a un nivel suficiente para que se facilite la entrada de un cebador o de una hebra
de acido nucleico diferente entre las hebras de una molécula bicatenaria, y la hibridacién del cebador o hebra
de acido nucleico diferente a una de las hebras de la molécula de acido nucleico bicatenario abierta. En algunas
realizaciones, los métodos o los procedimientos dados a conocer en la presente memoria se pueden realizar o
incubar a una temperatura de al menos 10, 15, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67,68, 69, 70,71,72,73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 90 0 95 °C. En algunas realizaciones,
los métodos o los procedimientos dados a conocer en la presente memoria se pueden realizar o incubar a una
temperatura de no mas de 10, 15, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41,42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,
69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 90 o 95 °C. En algunas realizaciones, los
métodos o los procedimientos dados a conocer en la presente memoria se pueden realizar o incubar a una
temperatura entre 10, 15, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,
71,72,73,74,75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,85 090 °Cy 15, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 90 0 95 °C.

En algunas realizaciones, para un método o procedimiento dado a conocer en la presente memoria, la etapa o
procedimiento se realiza a una temperatura por debajo de la temperatura de fusiéon (Tm) de las hebras
relevantes de nucledtidos potencialmente emparejados, o regiones de las mismas (p. €j., un cebador de una
hebra de plantilla de acido nucleico o una regiéon del extremo 3' de una primera hebra de un primer acido
nucleico bicatenario lineal multiplantilla se hibrida con una regién del extremo 3' de una segunda hebra de un
segundo acido nucleico bicatenario lineal multiplantilla, etc.). En algunas realizaciones, para un método o
procedimiento dado a conocer en la presente memoria, el procedimiento o el método se realiza a una
temperatura por encima de la Tm de las hebras relevantes de nucleétidos potencialmente emparejados, o
regiones de las mismas. Por lo general, «temperatura de fusién» de una secuencia de nucledtidos hace
referencia a la temperatura en la que el 50% de los acidos nucleicos que tienen la secuencia de nucleétidos se
emparejan segun la base a una secuencia complementaria de la misma (a saber, estan en una molécula
bicatenaria) y el 50% de los &cidos nucleicos que tienen la secuencia de nucledtidos estan en una forma
monocatenaria.

En algunas realizaciones, una polimerasa de acido nucleico se incluye con un método o composicion dado a
conocer en la presente memoria. Una polimerasa puede generar un producto de extension de un cebador. El
cebador y el producto de extension del mismo pueden ser complementarios de una hebra de acido nucleico de
plantilla. Por lo general, una polimerasa de acido nucleico iniciara la sintesis de un producto de extension de
un cebador en el extremo en 3' del cebador. En algunas realizaciones, se incluye una ADN polimerasa con un
método o composicién dados a conocer en la presente memoria. Tal y como se utiliza en la presente memoria,
una «ADN polimerasa» hace referencia a una polimerasa de acido nucleico que tiene actividad polimerasa de
manera principal o exclusiva sobre las plantillas de ADN. En algunas realizaciones, se incluye una transcriptasa
inversa con un método o una composicién dados a conocer en la presente memoria. Tal y como se utiliza en
la presente memoria, una «transcriptasa inversa» hace referencia a una polimerasa de acido nucleico que
puede sintetizar una hebra de ADN a partir de una plantilla de ARN. En algunas realizaciones, una ARN
polimerasa puede estar incluida en un método o composicion dado a conocer en la presente memoria. Tal y
como se utiliza en la presente memoria, una «ARN polimerasa» se refiere a una polimerasa de acido nucleico
que puede sintetizar una hebra de ARN a partir de una plantilla de ADN o ARN.

En algunas realizaciones, una polimerasa dada a conocer en la presente memoria puede tener actividad de
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desplazamiento de hebra. Las polimerasas que tienen actividad de desplazamiento de hebra incluyen, por
ejemplo, la ADN polimerasa exo-Bca, la ADN polimerasa de ¢29, el fragmento Klenow de la ADN polimerasa |
de E. coli, la ADN polimerasa Ventg, la ADN polimerasa Deep Ventgr, la ADN polimerasa 9°N,, y el gran
fragmento grande de la ADN polimerasa Bst. También se pueden utilizar otras polimerasas que tienen una
actividad de desplazamiento de hebra.

Las versiones modificadas de las polimerasas también se pueden utilizar con los métodos y las composiciones
que se dan a conocer en la presente memoria, siempre y cuando la polimerasa modificada tenga actividad de
sintesis de acido nucleico dependiente de secuencia. Una version modificada de una polimerasa («polimerasa
modificada») puede tener, por ejemplo, 100 o menos, 70 o menos, 50 o menos, 40 o menos, 30 o menos, 20 o
menos, 10 o menos, 5 0 menos, 4 o menos, 3 0 menos, 2 o menos o 1 aminoacido diferente de la secuencia
de la version original de la polimerasa. En algunas realizaciones, una polimerasa modificada puede contener
no mas de 1000, 700, 500, 400, 300, 200, 100, 50, 40, 30, 20, 10 o 5, mas o menos, aminoacidos que la
polimerasa original. En algunas realizaciones, una polimerasa modificada puede comprender un fragmento de
una polimerasa original. En algunas realizaciones, una polimerasa modificada puede comprender un
polipéptido quimérico con una porcién procedente de una polimerasa y una porcion procedente de una proteina
que no es polimerasa. En algunas realizaciones, una polimerasa modificada puede tener, por ejemplo, un
incremento de la actividad catalitica, incremento de la estabilidad o incremento de la termoestabilidad en
comparacion con la polimerasa original.

En algunas realizaciones, una polimerasa dada a conocer en la presente memoria es termoestable. Una
polimerasa termoestable puede tener, por ejemplo, una semivida de al menos 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 90,
120 o 180 min a una temperatura de hasta 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 0 95 °C. En
algunas realizaciones, una polimerasa modificada puede ser termoestable.

En algunas realizaciones, los métodos y los procedimientos dados a conocer en la presente memoria incluyen
o se realizan en las condiciones suficientes para soportar la sintesis de acidos nucleicos basada en la
polimerasa. Las condiciones de ejemplo para la sintesis de acidos nucleicos basada en la polimerasa se
conocen bien en la técnica y se dan a conocer, por ejemplo, en Green y Sambrook, véase mas arriba. Los
componentes no limitantes para una reaccion de sintesis de acidos nucleicos basada en la polimerasa pueden
incluir uno o varios de: enzima de tipo polimerasa (a una concentracion entre, por ejemplo, 0,01 y 10 unidades
de enzima por 50 ul de volumen de reaccion, o cualquier margen en este que incluye, por ejemplo, entre 0,01-
1, 0,1-10, 0,1-5, 0,5-10, 0,5-5, 0,5-2, 1-10 o 1-5 unidades de enzima por 50 pl de volumen de reaccién, en
donde 1 unidad de enzima incorporara 15 mmol de dNTP en el producto de polimerizacion en 30 min a 75 °C);
plantilla (a una concentracién de al menos, por ejemplo, 1, 10, 100, 1000, 10000 o 100000 copias por reaccion);
cebador (a una concentracion entre, por ejemplo, 0,01 y 10 ymol/l o cualquier margen en estos que incluye,
por ejemplo, entre 0,01-1, 0,1-10, 0,1-5, 0,5-5 o0 0,5-2 uyM); ANTP (p. €j., dATP, dTTP, dGTP y dCTP, a una
concentracion entre, por ejemplo, 50 y 500 uM cada uno de dATP, dTTP, dGTP y dCTP, o cualquier margen
en estos que incluye, por ejemplo, entre 50-350, 100-500, 100-300, 200-500 o 300-400 uM cada uno de dATP,
dTTP, dGTP y dCTP); sal (p. €j., KCl 0 acetato de potasio, a una concentracion entre, por ejemplo, 1 y 200 mM,
o cualquier margen en este, que incluye, por ejemplo, entre 1-100, 1-50, 1-20, 1-10, 10-20, 10-50 o 10-200
mM); tampon (p. e€j., Tris-HCI o Tris-acetato, pH 7,8-8,5, a una concentracion entre, por ejemplo, 1y 100 mM o
cualquier margen en este que incluye, por ejemplo, entre 1-50, 1-20, 1-10, 1-5, 10-100, 20-100 0 50-100 mM);
e iones de magnesio (a una concentracion entre, por ejemplo, 0,1 y 10 mM, o cualquier margen en este, que
incluye, por ejemplo, entre 0,1-5, 0,1-1, 0,5-10, 0,5-5 0 0,5-2,5 mM). Otros componentes no limitantes para una
reaccion de sintesis de acidos nucleicos basada en la polimerasa pueden incrementar la velocidad de la
reaccion, incrementar la fidelidad de la reaccion o incrementar la estabilidad de las enzimas o del ADN en la
reaccion, y pueden incluir uno o varios de: gelatina (a una concentracion entre, por ejemplo, el 0,0001% vy el
0,1% p/v), SAB (a una concentracion entre, por ejemplo, 0,01 y 1 pg/ul), sacarosa (a una concentracion entre,
por ejemplo, 0,01 M y 0,8 M), trehalosa (a una concentracion entre, por ejemplo, 0,01 M y 0,8 M), DMSO (a
una concentracion entre, por ejemplo, el 0,01 y el 10% v/v), betaina (a una concentracién entre, por ejemplo,
0,1 y 10 M), formamida (a una concentracién entre, por ejemplo, el 0,1 y el 10% v/v), glicerol (a una
concentracion entre, por ejemplo, el 0,1y el 20% v/v), polietilenglicol (a una concentracion entre, por ejemplo,
el 0,1y el 20% v/v), detergentes no idnicos [p. ej., NP-40 (a una concentracion entre, por ejemplo, el 0,01 y el
1% vlv), Tween-20 (a una concentracion entre, por ejemplo, el 0,01 y el 1% v/v) o Triton X-100 (a una
concentracion entre, por ejemplo, el 0,01 y el 1% v/v)], iones de amonio [p. €j., sulfato de amonio (a una
concentracion entre, por ejemplo, 1y 100 mM)] y EDTA (a una concentracién entre, por ejemplo, 0,001 y 0,1
mM). También pueden estar presentes otros reactantes en una reaccion de sintesis de acidos nucleicos basada
en la polimerasa dada a conocer en la presente memoria. Por ejemplo, se pueden utilizar los reactantes
suficientes para sintetizar productos de reaccién del ARN o productos de reacciéon que contienen nucleétidos
no estandares. Las condiciones suficientes para soportar la sintesis de acidos nucleicos basada en la
polimerasa pueden incluir multitud de temperaturas y valores de pH. Por ejemplo, el pH de una reaccion de
sintesis de acidos nucleicos basada en la polimerasa esta entre, por ejemplo, pH 6,0 y pH 10,0 tal como 6,5,
7,75,78,7,9,8,8,1,8,2, 85,9 09,5. La temperatura de una reaccién de sintesis de acidos nucleicos basada
en la polimerasa puede ser constante o variar. Una temperatura constante puede estar, entre, por ejemplo,
10 °C y 95 °C, tal como 20, 25, 30, 35, 37, 40, 42, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 u 85 °C. Una temperatura
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variada puede estar en dos 0 mas temperaturas diferentes entre, por ejemplo, 10 °C y 95 °C, tal como dos o
mas temperaturas seleccionadas de 20, 25, 30, 35, 37, 40, 42, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 u 85 °C.

En algunas realizaciones, se incluye una ligasa de acidos nucleicos con un método o composiciéon dado a
conocer en la presente memoria. Las ligasas catalizan la formacién de enlaces fosfodiéster entre los
nucledtidos, tipicamente entre el fosfato en 5' de un nucleétido y el grupo hidroxilo en 3' de otro nucledtido.

Las ligasas de acidos nucleicos incluyen la ADN ligasa de E. coli, la ADN ligasa de Taq, la ADN ligasa de T3,
la ADN ligasa de T4, la ADN ligasa de T7, Ampligase™, la ARN ligasa 1 de T4 y la ARN ligasa 2 de T4.

Para catalizar la reaccion de ligacion, determinadas ligasas requieren ATP (p. €j., la ADN ligasa de T4) o NAD*
(ADN ligasa de E. coli). En algunas realizaciones, una ligasa puede ligar acidos nucleicos que tienen extremos
romos. En algunas realizaciones, una ligasa puede ligar acidos nucleicos que tienen extremos cohesivos. En
algunas realizaciones, una ligasa puede ligar acidos nucleicos que tienen tanto extremos romos como
cohesivos.

Las versiones modificadas de las ligasas también se pueden utilizar con los métodos y las composiciones
dados a conocer en la presente memoria, siempre y cuando la ligasa modificada tenga la capacidad de catalizar
la formacion de enlaces fosfodiéster entre los nucleétidos. Una version modificada de una ligasa («ligasa
modificada») puede tener, por ejemplo, 100 o menos, 70 o menos, 50 o menos, 40 o menos, 30 o0 menos, 20 o
menos, 10 o menos, 5 0 menos, 4 o menos, 3 0 menos, 2 o menos o 1 aminoacido diferente de la secuencia
de la version original de la ligasa que se produce en la naturaleza. En algunas realizaciones, una ligasa
modificada puede contener no mas de 1000, 700, 500, 400, 300, 200, 100, 50, 40, 30, 20, 10, 0 5, mas o menos,
aminoacidos que la ligasa original. En algunas realizaciones, una ligasa modificada puede comprender un
fragmento de una ligasa original. En algunas realizaciones, una ligasa modificada puede comprender un
polipéptido quimérico con una porcion procedente de una ligasa y una porcién procedente de una proteina que
no es ligasa. En algunas realizaciones, una ligasa modificada puede tener, por ejemplo, un incremento de la
actividad catalitica, incremento de la estabilidad o incremento de la termoestabilidad en comparacion con la
ligasa original.

En algunas realizaciones, una ligasa dada a conocer en la presente memoria es termoestable. Una ligasa
termoestable puede tener, por ejemplo, una semivida de al menos 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120 o 180
min a una temperatura de hasta 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 o0 95 °C. En algunas
realizaciones, una ligasa modificada puede ser termoestable.

En algunas realizaciones, una ligasa utilizada con los métodos y las composiciones dados a conocer en la
presente memoria puede ser una ligasa modificada a la que se hace referencia en la presente memoria como
«p50-Tthy», que tiene esta secuencia de aminoacidos:
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MGHHHHHHHHHHSSGHIEGRASADGPYLQILEQPKQRGFRFRYVCEGPSHGGLPGASSEK
NKKSYPQVKICNYVGPAKVIVOLVINGKNIHLHAHSLVGKHCEDGICTVTAGPKDMVVGFAN
LGILHVTKKKVFETLEARMTEACIRGYNPGLLVHPDLAYLQAEGGGDRQLGDREKELIRQAA
LOQTKEMDLSVVRLMFTAFLPDSTGSFTRRLEPVVSDAIYDSKAPNASNLKIVRMDRTAGCVT
GGEEIYLLCDKVQKDDIQIRFYEEEENGGVWEGFGDFSPTDVHRQFAIVFKTPKYKDINITKP
ASVFVQLRRKSDLETSEPKPFLYYPEIKDKEEVQRKRQOKGSSGTSGGGSGGGMTLEEARKR
VNELRDLIRYHNYRYYVLADPEISDAEYDRLLRELKELEERFPELKSPDSPTLOVGARPL

EATFRPVRHPTRMYSLDNAFNLDELKAFEERIERALGRKGPFAYTVEHKVDGLSVNLYY
EEGVLVYGATRGDGEVGEEVTONLLTIPTIPRRLKGVPERLEVRGEVYMPIEAFLRLNEE
LEERGERIFKNPRNAAAGSLRQKDPRITAKRGLRATFYALGLGLEEVEREGVATQFALL

HWLKEKGFPVEHGYARAVGAEGVEAVYQDWILKKRRALPFEADGVVVKLDELALWRE
LGYTARAPRFAIAYKFPAEEKETRLLDVVFQVGRTGRVTPVGILEPVFLEGSEVSRVTLH
NESYIEELDIRIGDWVLVHKAGGVIPEVLRVLKERRTGEERPIRWPETCPECGHRLLKEG

KVHRCPNPLCPAKRFEAIRHFASRKAMDIQGLGEKLIERLLEKGLVKDVADLYRLRKED
LVGLERMGEKSAQNLLROIEESKKRGLERLLYALGLPGVGEVLARNLAARFGNMDRLL

EASLEELLEVEEVGELTARAILETLKDPAFRDLVRRLKEAGVEMEAKEKGGEALKGLTF
VITGELSRPREEVKALLRRLGAKVTDSVSRKTSYLVVGENPGSKI EKARALGVPTLTEEE
LYRLLEARTGKKAEELV

(SEQ ID n.° 1). La ligasa p50-Tth tiene actividad termoestable de ligacion de extremos romos a temperaturas
de como minimo 60 °C. La ligasa p50-Tth es una proteina quimérica que comprende una secuencia lider que
contiene His10, una secuencia de p50 de los aminoacidos 40-366 (indicados en cursiva) de la proteina NF-kB
de humanos con el nimero de acceso NP_003989, una secuencia flexible rica en glicinas y una secuencia de
la ADN ligasa Tth, de Thermus thermophilus HB8, con nimero de acceso YP_144363 (indicado con subrayado).
En algunas realizaciones, se puede utilizar una version modificada de la ligasa p50-Tth con los métodos y las
composiciones dadas a conocer en la presente memoria (p. €j., con 100 o menos, 70 o menos, 50 o menos,
40 o menos, 30 o menos, 20 o menos, 10 o menos, 5 0 menos, 4 o menos, 3 0 menos, 2 0 menos o 1 aminoacido
diferente de la ligasa p50-Tth). En las realizaciones, una ligasa utilizada con una composicion o método dado
a conocer en la presente memoria puede ser una ligasa descrita en la solicitud de patente internacional WO
2014/1452609.

Los métodos dados a conocer en la presente memoria se pueden llevar a cabo a una serie de temperaturas.
En algunas realizaciones, se llevan a cabo a la misma temperatura todas las etapas de un método. Asi pues,
el ciclado de la temperatura, tal como en la PCR, no es necesario con los métodos descritos en la presente
memoria. En algunas realizaciones, los métodos dados a conocer en la presente memoria se pueden llevar a
cabo a dos o mas temperaturas diferentes. En algunas realizaciones, una mezcla de reaccion que contiene
reactantes para un método dado a conocer en la presente memoria se incuba a dos o mas temperaturas
diferentes. En algunos ejemplos, se pueden seleccionar diferentes temperaturas para optimizar la velocidad,
exactitud u otro rasgo de diferentes procedimientos de un método dado a conocer en la presente memoria. Por
ejemplo, se puede seleccionar una temperatura para que se incremente la actividad enzimatica de una
polimerasa. En algunos ejemplos, se pueden seleccionar diferentes temperaturas para que se incremente la
especificidad de fijacion de un cebador a una plantilla, o para que se incremente la accesibilidad de una plantilla
a un cebador (p. €j., temperaturas mas elevadas pueden favorecer la separacion de los acidos nucleicos
bicatenarios de plantilla, o puede favorecer la fijacion especifica de secuencia que tienen los cebadores). En
algunas realizaciones, todas las etapas de un método dado a conocer en la presente memoria se realizan a
una temperatura de no mas de 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 o 10 °C. En algunas realizaciones un método dado a
conocer en la presente memoria se realiza a una temperatura entre 20-60, 30-70, 40-80, 30-40, 35-45, 40-50,
45-55, 50-60 o 55-65 °C. En determinadas realizaciones, una muestra que contiene un acido nucleico deseado
se puede calentar a una temperatura mayor de 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 95 °C antes del inicio de un método
dado a conocer en la presente memoria. En determinadas realizaciones, una mezcla de reacciéon dada a
conocer en la presente memoria se puede calentar una vez a una temperatura elevada mayor de 40, 50, 60,
70, 75, 80, 85, 90 0 95 °C antes o después del comienzo de un método dado a conocer en la presente memoria.
Después de calentar la mezcla de reaccion a la temperatura elevada, se puede mantener a una temperatura
menor tal y como se da a conocer en otro lugar en la presente memoria (p. €j., a una temperatura entre 40 y
70 °C) para el resto del funcionamiento del método. En las realizaciones, si una mezcla de la reaccién o muestra
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se calienta a una temperatura elevada antes del inicio de un método dado a conocer en la presente memoria,
se puede afnadir una polimerasa de acido nucleico a la mezcla de reaccidon o muestra después de que la mezcla
de reaccion o la muestra se haya calentado a la temperatura elevada, y la mezcla de reaccion o la muestra
haya regresado a una temperatura menor, tal y como se da a conocer en la presente memoria. Los métodos
descritos en la presente memoria se pueden realizar con o sin un termociclador.

Como una consideracion, la temperatura utilizada para un método o procedimiento dado a conocer en la
presente memoria se puede seleccionar para que sea adecuado para la enzima o enzimas que se utilizan en
el método. En algunas realizaciones, para los métodos en los que se utiliza una polimerasa o una ligasa, la
temperatura o temperaturas de la reaccion se seleccionan de tal manera que no perjudica significativamente la
actividad de la polimerasa ni de la ligasa (p. €j., la temperatura de la reacciéon se puede seleccionar de tal
manera que la polimerasa y la ligasa tengan una semivida de al menos 24, 12, 6, 4, 3, 2, 1, 0,75, 0,5, 0,25 o
0,1 h). Como alternativa, los métodos se pueden realizar a una temperatura que perjudica la actividad de la
enzima o enzimas que se utilizan en el método (p. €j., la temperatura de la reaccion se puede seleccionar de
tal forma que una enzima en la reaccién tenga una semivida de no mas de 24, 12, 6, 4, 3, 2, 1, 0,75, 0,5, 0,25
0 0,1 h). En algunas realizaciones, si se realiza un método a una temperatura u otra condicion (p. €j., pH) que
perjudica la actividad de una o varias enzimas, se puede afiadir mas enzima a la reaccién a uno o varios
intervalos después del inicio del método para complementar la actividad de la enzima o enzimas estropeadas.

En algunas realizaciones, uno o varios procedimientos de un método dado a conocer en la presente memoria
se suceden en el mismo recipiente de lareaccion (p. €j., tubo, punta, contenedor, etc.). En algunas realizaciones,
todos los procedimientos de un método se suceden en el recipiente de la reaccion.

Los reactantes para los métodos dados a conocer en la presente memoria se pueden suministrar juntos al
comienzo de una reaccion o se pueden afadir secuencialmente, en donde después de una, dos o mas etapas,
se afiaden nuevos reactantes a una reaccion. En algunas circunstancias, se pueden afiadir nuevos reactantes
(p. €j., enzimas, cebadores) a un recipiente de reaccion durante el transcurso de la reaccién para incrementar
la cantidad de reactantes disponibles que actian sobre los sustratos o para remplazar la funcién de los
reactantes que se han ido inactivando (p. €j., enzimas). Se pueden afiadir nuevos reactantes a una reaccion
en uno o varios intervalos de tiempo seleccionados después del inicio de una reaccién de un método dado a
conocer en la presente memoria (por ejemplo, a 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 45 o 60 min después del inicio de una
reaccion).

En algunas realizaciones, dos o mas conjuntos de un primer y segundo cebadores se dan a conocer en un
método dado a conocer en la presente memoria, en donde cada conjunto contiene un primer cebador y un
segundo cebador, y en donde diferentes conjuntos de cebadores son complementarios a diferentes plantillas
de acido nucleico. Tanto el primero como el segundo cebador en un conjunto son complementarios a diferentes
hebras de la misma plantilla de acido nucleico. La inclusién de dos o mas conjuntos de cebadores en un método
dado a conocer en la presente memoria puede conseguir la amplificacion simultdnea de numerosas plantillas
de acidos nucleicos diferentes en el mismo recipiente de reaccion. Esto puede ser util, por ejemplo, para
amplificar numerosas plantillas de interés en una muestra, o para ensayar la presencia de muchas plantillas
diferentes en una muestra. En algunas realizaciones, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70,
100, 200, 500 o mas conjuntos de un primer y segundo cebadores se dan a conocer en un método dado a
conocer en la presente memoria para amplificar o ensayar la presencia de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,
25, 30, 40, 50, 60, 70, 100, 200, 500 o mas plantillas de acidos nucleicos diferentes.

En algunas realizaciones, se da a conocer en la presente memoria un recipiente que contiene una o varias
enzimas, cebadores u otros reactantes dados a conocer en la presente memoria. Los recipientes pueden incluir
cualquier estructura capaz de soportar o contener un material liquido o sdlido, y puede incluir tubos,
contenedores, puntas, etc. En algunas realizaciones, una pared de un recipiente puede permitir la transmision
de laluz a través de la pared. Un recipiente puede ser transparente desde el punto de vista éptico. Un recipiente
puede contener, por ejemplo, cualquiera o varios de una polimerasa de acido nucleico aislada, una ADN
polimerasa aislada, una transcriptasa inversa aislada, una ligasa aislada, un primer cebador, un segundo
cebador, un colorante de acido nucleico, o una sonda de acido nucleico, tal y como se describe en otro lugar
de la presente memoria. Se puede suministrar cualquier cantidad de copias de cualquiera de los compuestos
contenidos de un recipiente (p. €j., una primera copia, una segunda copia, una tercera copia, etc.). El contenido
de un recipiente puede estar en comunicacion fluidica. En algunas realizaciones, un recipiente puede ademas
contener una plantilla de acido nucleico. En algunas realizaciones, un recipiente puede ademas contener
nucledtidos, tamponantes, sales, agua u otros reactantes dados a conocer en la presente memoria para la
amplificacion de acidos nucleicos. En algunas realizaciones, un recipiente puede contener dos o mas conjuntos
de cebadores, en donde cada conjunto de cebadores comprende un primer y segundo cebador, y los diferentes
conjuntos de cebadores son complementarios a las diferentes plantillas de acido nucleico.

Dos o mas reactantes Uutiles para un método dado a conocer en la presente memoria se pueden envasar y
distribuir como un kit. Por ejemplo, un kit pude incluir cualesquiera dos o mas de: una plantilla de acido nucleico,
un primer cebador, un segundo cebador, una polimerasa de acido nucleico, una ADN polimerasa, una
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transcriptasa inversa, una ligasa aislada, tamponantes, colorantes de acidos nucleicos, una sonda de acido
nucleico, o dNTP, tal y como se describe en otro lugar de la presente memoria. Dentro del kit, dos o mas
reactantes se pueden envasar en recipientes independientes o en el mismo recipiente. En algunas
realizaciones, un kit puede ademas contener nucleotidos, tamponantes, sales, agua u otros reactantes dados
a conocer en la presente memoria para la amplificaciéon de acidos nucleicos.

Los diferentes métodos y las composiciones dados a conocer en la presente memoria para la amplificacion de
una plantilla de acido nucleico pueden cumplir muchas de las funciones que anteriormente han sido llevadas a
cabo con otros métodos y composiciones para la amplificacion de acidos nucleicos dependiente del
termociclador e isotérmica. A la plantilla de acidos nucleicos para la amplificacion de acuerdo con los métodos
dados a conocer en la presente memoria también se la puede denominar en la presente memoria como un
«acido nucleico deseado» o similar. Los métodos y las composiciones dados a conocer en la presente memoria
se pueden utilizar, por ejemplo, para aislar y clonar acidos nucleicos de interés, analisis de expresion génica,
identificacion diagndstica de acidos nucleicos, sintesis de acidos nucleicos nuevos, sintesis y marcacion de
sondas de acido nucleico, identificacion forense de un sujeto, identificacion de los alelos de un sujeto, cribado
genético, secuenciacion de acidos nucleicos, y aplicaciones relacionadas. Una molécula de acido nucleico
deseado puede ser de cualquier tipo, entre ellos ADN o ARN monocatenario o bicatenario (p. €j., ARNm). Un
acido nucleico deseado puede ser de cualquier tipo o funcién (p. €j., una secuencia codificante de proteina,
una secuencia reguladora, un intrén, etc.). Un acido nucleico deseado puede ser la totalidad de un gen o una
porcién del mismo. Los métodos dados a conocer en la presente memoria pueden incluir que una molécula
destinataria de acido nucleico monocatenario se convierta en un acido nucleico bicatenario lineal de plantilla
mediante los métodos descritos en la presente memoria o, si no, los conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, un método o composicién dado a conocer en la presente memoria se puede utilizar
para detectar la cantidad de un acido nucleico deseado en una muestra (que incluye la presencia o ausencia
de la diana) para medir la cantidad de un producto de amplificacion de una diana formada a partir de una
muestra en un periodo de tiempo seleccionado, o para determinar la cantidad de tiempo necesario para generar
un determinado numero de copias de una plantilla a partir de una muestra. Las muestras que se pueden utilizar
con los métodos y composiciones dados a conocer en la presente memoria se describen en otro lugar de la
presente memoria y pueden incluir, por ejemplo, un liquido corporal, una secrecion, o un tejido, de un sujeto.
En las realizaciones, una muestra se puede procesar antes de usar la muestra en un ensayo para amplificar
un acido nucleico deseado en la muestra de acuerdo con un método dado a conocer en la presente memoria.
El procesamiento de la muestra puede incluir cualquier etapa de procesamiento, tal y como se describe en otro
lugar de la presente memoria, y puede incluir, por ejemplo, etapas de tratamiento con ultrasonidos o de lisis
quimica.

En algunas realizaciones, un método dado a conocer en la presente memoria se puede llevar a cabo para
ensayar de forma simultanea al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100 o mas
acidos nucleicos deseados diferentes en el mismo recipiente de reacciéon. Tipicamente, para cada acido
nucleico deseado y de interés, se dan a conocer un primer cebador y un segundo cebador, en donde cada uno
es complementario a una hebra del acido nucleico deseado, o un complemento de la misma. La amplificacion
de los diferentes acidos nucleicos deseados en el mismo recipiente se puede vigilar, por ejemplo, mediante el
uso de sondas de acido nucleico que tienen especificidad por las secuencias a detectar en los diferentes acidos
nucleicos deseados y por diferentes fluoréforos.

En algunas realizaciones, un método o composicion dado a conocer en la presente memoria se puede utilizar
para detectar la presencia o la ausencia de un nucleétido de interés concreto en un acido nucleico deseado (p.
€j., en el caso de una mutacion o SNP). Por ejemplo, un primer o segundo cebador se puede seleccionar para
que se fije selectivamente a una region en un acido nucleico deseado que incluye, o es adyacente, al nucleétido
de interés. El cebador se puede disefiar de tal manera que, selectivamente: i) se fije a la region cuando la region
contiene el nucledtido de interés, o bien ii) no se fije a la regiéon cuando la regiéon contiene el nucleétido de
interés. Un método como el descrito en la presente memoria se puede llevar a cabo con el cebador
seleccionado, y el resultado de la reaccion de amplificacion puede proporcionar la informacion relacionada con
la presencia o ausencia del nucleétido de interés en el acido nucleico deseado. Por ejemplo, si un primer
cebador se disefia para que tenga una secuencia de nucleétidos que es complementaria a una secuencia del
acido nucleico deseado que incluye un nucleétido de interés concreto (p. €j., una mutacion), la amplificacion
satisfactoria del acido nucleico deseado con el cebador seleccionado a partir de una muestra puede indicar que
la muestra contiene un acido nucleico deseado que tiene el nucledtido de interés concreto. En algunas
realizaciones, un cebador utilizado para el andlisis de un nucleétido de interés en un acido nucleico deseado
puede contener un nucleoétido critico en el extremo en 3' del cebador (a saber, un nucledtido que corresponde
a la misma posicion de un nucleétido de interés en el acido nucleico deseado). En tal caso, la hibridacion del
nucleétido del extremo 3' del cebador puede ser dependiente de la presencia del nucleétido de interés en el
acido nucleico deseado. Si el nucledtido del extremo 3' del cebador no se hibrida con un nucleétido en el acido
nucleico deseado (p. €j., debido a una discordancia entre los nucleétidos), la discordancia puede impedir de
forma significativa que una polimerasa de acido nucleico sintetice un producto de extension del cebador. En
consonancia, en algunas realizaciones, un cebador que tiene el nucleétido del extremo 3' que se corresponde
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con un nucleétido de interés puede ser Util para determinar la presencia o ausencia de un nucleétido concreto
en un acido nucleico deseado. En tales realizaciones, en algunas situaciones, el nucleétido critico del extremo
en 3' del cebador se puede seleccionar para que sea complementario al nucleétido de interés en el acido
nucleico deseado, y en algunas ofras situaciones, el nucleétido critico del extremo 3' del cebador se puede
seleccionar para que no sea complementario al nucleétido de interés en el acido nucleico deseado. El
nucledtido de interés puede representar, por ejemplo, una forma de tipo silvestre, una forma mutante o un
polimorfismo de un acido nucleico deseado.

Los métodos y las composiciones dados a conocer en la presente memoria se pueden utilizar para amplificar
un acido nucleico de cualquier muestra que pueda contener acidos nucleicos. Los ejemplos de muestras
pueden incluir diferentes muestras de liquidos. En algunos ejemplos, la muestra puede ser una muestra de
liquido corporal de un sujeto. La muestra puede incluir uno o varios componentes liquidos. En algunos casos,
se pueden dar a conocer muestras soélidas o semisolidas. La muestra puede incluir tejido recogido del sujeto.
La muestra puede incluir un fluido corporal, secrecion, o tejido, de un sujeto. La muestra puede ser una muestra
bioldégica. La muestra biolégica puede ser un liquido corporal, una secrecion o una muestra de tejido. Los
ejemplos de muestras bioldgicas pueden incluir, pero sin limitarse a ellos, sangre, suero, saliva, orina, liquido
gastrico y digestivo, lagrimas, heces, semen, secrecion vaginal, liquidos intersticiales derivados de tejido
tumoral, liquidos oculares, sudor, mucosidad, cera de oido, aceite, secreciones glandulares, aliento, liquido
espinal, cabello, ufias, células de piel, plasma, torunda nasal o lavado nasofaringeo, liquido espinal, liquido
cefalorraquideo, tejido, torunda de la garganta, biopsia, liquido de la placenta, liquido amnidtico, sangre de la
médula, liquidos enfaticos, liquidos de cavidades, esputo, pus, microbiota, meconio, leche de las mamas u
otras secreciones. La muestra puede darse a conocer de un animal o de un humano. Las muestras pueden ser
de una planta, de un microorganismo (p. €j., virus, bacterias), u otro material biolégico.

En algunas realizaciones, los métodos y las composiciones dados a conocer en la presente memoria se pueden
realizar o utilizarse en las localizaciones de los puntos de servicio (p. €j., la casa o el trabajo del sujeto, tienda
de comestibles, parafarmacias, hospitales, colegios, etc.). Los métodos y las composiciones dados a conocer
en la presente memoria pueden permitir la amplificacién rapida de los acidos nucleicos de una muestra de un
sujeto para ayudar con el diagndstico o el tratamiento de un sujeto. Por ejemplo, los métodos y las
composiciones dados a conocer aqui se pueden utilizar para analizar en una muestra de un sujeto la presencia
de acidos nucleicos de un patégeno, tal como un virus (p. €j., gripe) o bacteria (p. €j., estreptococo).

Los ensayos y los métodos descritos en la presente memoria se pueden llevar a cabo en un dispositivo, o en
un sistema, para el procesamiento de una muestra. Los ensayos y los métodos descritos en la presente
memoria pueden incorporarse con facilidad y utilizarse en un dispositivo para el procesamiento de una muestra,
o un sistema para el procesamiento de una muestra, que puede ser un dispositivo de ensayo automatizado, o
puede ser un sistema de ensayo automatizado. Tal dispositivo y tal sistema pueden ser Utiles para la puesta
en practica de los métodos descritos en la presente memoria. Por ejemplo, un dispositivo puede ser util para
recibir una muestra. Un dispositivo puede ser Util para preparar o para procesar una muestra. Un dispositivo
puede ser Util para llevar a cabo un ensayo en una muestra. Un dispositivo puede ser util para obtener datos
de una muestra. Un dispositivo puede ser Util para transmitir datos obtenidos de una muestra. Un dispositivo
puede ser Util para desechar una muestra después del procesamiento o del ensayo de una muestra.

Un dispositivo puede ser parte de un sistema, un componente del cual puede ser un dispositivo de
procesamiento de muestras. Un dispositivo puede ser un dispositivo de procesamiento de muestras. Un
dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para que facilite la recogida de una muestra,
prepare una muestra para un analisis clinico, o realice un método con uno o mas reactantes, tal y como se
describe en la presente memoria. Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para
obtener datos de una muestra. Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para
transmitir los datos obtenidos de una muestra. Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede
configurar para analizar los datos de una muestra. Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede
configurar para comunicarse con otro dispositivo, o un laboratorio, o un individuo afiliado a un laboratorio, para
analizar datos obtenidos de una muestra.

Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para colocarse dentro de un sujeto o en sus
superficies. Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para aceptar una muestra de un
sujeto, de manera directa o bien de manera indirecta. Una muestra puede ser, por ejemplo, una muestra de
sangre (p. €j., una muestra obtenida de un pinchazo en el dedo o de una puncion en una vena, o de una muestra
de sangre arterial), una muestra de orina, una muestra de biopsia, un corte de tejido, una muestra de heces, u
otra muestra bioldgica; una muestra de agua, una muestra de suelo, una muestra de alimento, una muestra de
aire; u otra muestra. Una muestra de sangre puede comprender, p. €j., sangre completa, plasma o suero. Un
dispositivo de procesamiento de muestras puede recibir una muestra del sujeto a través de una abertura del
dispositivo. La recogida de la muestra se puede producir en un sitio de recogida de muestras, o en cualquier
otro lugar. La muestra se puede suministrar al dispositivo en un sitio de recogida de muestras.

En algunas realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para que acepte
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o0 sostenga un cartucho. En algunas realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestras puede
comprender un cartucho. El cartucho se puede retirar del dispositivo de procesamiento de muestras. En algunas
realizaciones, se puede suministrar una muestra al cartucho del dispositivo de procesamiento de muestras.
Como alternativa, una muestra se puede suministrar a otra porciéon de un dispositivo de procesamiento de
muestras. El cartucho y/o el dispositivo puede comprender una unidad de recogida de muestras que se puede
configurar para aceptar una muestra.

Un cartucho puede incluir una muestra y puede incluir reactantes para ser utilizados en el procesamiento o
analisis de una muestra, desechables para ser usados en el procesamiento o analisis de una muestra, u otros
materiales. Un cartucho puede contener los reactantes descritos en la presente memoria para realizar un
método descrito en la presente memoria. Después de la colocacién de un cartucho o de la insercién de un
cartucho en un dispositivo de procesamiento de muestras, uno o varios componentes del cartucho se pueden
poner en comunicacion fluidica con otros componentes del dispositivo de procesamiento de muestras. Por
ejemplo, si una muestra se recoge en un cartucho, la muestra se puede transferir a otras porciones del
dispositivo de procesamiento de muestras. De igual forma, si uno o varios reactantes se suministran en un
cartucho, los reactantes se pueden transferir a otras porciones del dispositivo de procesamiento de muestras,
u otros componentes del dispositivo de procesamiento de muestras se pueden poner en contacto con los
reactantes. En algunas realizaciones, los reactantes o los componentes de un cartucho pueden permanecer
integrados en el cartucho. En algunas realizaciones, no se incluye ninguna fluidica que requiera entubacion ni
que requiera mantenimiento (p. ej., mantenimiento manual o automatico).

Se puede transferir una muestra o reactante a un dispositivo, tal como un dispositivo de procesamiento de
muestras. Una muestra o reactante se puede transferir al interior de un dispositivo. Tal transferencia de la
muestra o reactante se puede llevar a cabo sin suministrar ninguna via de fluido continuo desde el cartucho al
dispositivo. Tal transferencia de muestra o reactante se puede llevar a cabo sin suministrar una via de fluido
continuo al interior de un dispositivo. En las realizaciones, tal transferencia de muestra o reactante se puede
llevar a cabo mediante un sistema de manipulacion de muestras (p. €j., una pipeta); por ejemplo, una muestra,
reactante o alicuota de la misma se puede aspirar al interior de un componente de transferencia con la punta
abierta, tal como una punta de pipeta, que puede estar conectada de manera operativa a un sistema de
manipulacion de muestras que transfiere la punta, con la muestra, el reactante, o la alicuota del mismo
contenido dentro de la punta, a una localizacién en el interior o sobre la superficie del dispositivo de
procesamiento de muestras. La muestra, el reactante o la alicuota del mismo se puede depositar en una
localizacion en el interior o sobre la superficie del dispositivo de procesamiento de muestras. La muestra y el
reactante, o los numerosos reactantes, se pueden mezclar con el uso de un sistema de manipulaciéon de
muestras de una manera similar. Uno o varios componentes del cartucho se pueden transferir de una manera
automatica a otras porciones del dispositivo de procesamiento de muestras, y viceversa.

Un dispositivo, tal como un dispositivo de procesamiento de muestras, puede tener un sistema de manipulacion
de fluidos. Un sistema de manipulacion de fluidos puede realizar, o puede ayudar a realizar, el transporte, la
dilucion, la extraccion, la distribucion en alicuotas, la mezcla y otras acciones con un fluido, tal como una
muestra. En algunas realizaciones, un sistema de manipulacion de fluidos puede estar contenido dentro de una
abertura del dispositivo. Un sistema de manipulacion de fluidos puede permitir la recogida, la administracion,
el procesamiento y/o el transporte de un fluido, una disolucién de reactantes secos, mezclado de reactantes
liquidos y/o secos con un liquido, asi como la recogida, la administracién, el procesamiento y/o el transporte
de componentes, muestras o materiales no fluidicos. El fluido puede ser una muestra, un reactante, un diluyente,
un lavado, un colorante o cualquier otro fluido que pueda ser utilizado por el dispositivo, y puede incluir, pero
sin limitarse a ellos, fluidos homogéneos, diferentes liquidos, emulsiones, suspensiones y otros fluidos. Un
sistema de manipulacion de fluidos, que incluye sin limitacion una pipeta, también se puede utilizar para
transportar recipientes (con o sin que contengan fluidos en este) alrededor del dispositivo. El sistema de
manipulacién de fluidos puede dispensar o aspirar un fluido. La muestra puede incluir uno o varios materiales
particulados o sélidos que flotan dentro de un fluido.

En las realizaciones, un sistema de manipulacion de fluidos puede comprender una pipeta, una punta de pipeta,
una jeringuilla, un capilar u otro componente. El sistema de manipulacion de fluidos puede tener una porcion
con una superficie interna y una superficie externa y un extremo abierto. El sistema de manipulacion de fluidos
puede comprender una pipeta, que puede incluir un cuerpo de pipeta y una boquilla de pipeta, y puede
comprender una punta de pipeta. Una punta de pipeta se puede o no retirar de una boquilla de pipeta. En las
realizaciones, un sistema de manipulacion de fluidos puede utilizar una pipeta que lleva acoplada una punta de
pipeta; una punta de pipeta puede ser desechable. Una punta puede formar un sello hermético para el fluido
cuando esté acoplada a una pipeta. Una punta de pipeta se puede utilizar una vez, dos veces o mas veces. En
las realizaciones, un sistema de manipulacién de liquidos puede utilizar una pipeta o un dispositivo similar con
o sin una punta de pipeta para aspirar, dispensar, mezclar, transportar o cualquier otra manipulacion del fluido.
El fluido se puede dispensar desde el sistema de manipulaciéon de fluidos cuando se desee. El fluido puede
estar contenido dentro de una punta de pipeta antes de dispensarse, p. €j., desde un orificio en la punta de la
pipeta. En las realizaciones, o en casos durante el uso, se puede dispensar todo el fluido; en otras realizaciones
o casos durante el uso, se puede dispensar una porcién del fluido dentro de una punta. Una pipeta puede
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aspirar selectivamente un fluido. La pipeta puede aspirar una cantidad seleccionada de fluido. La pipeta puede
ser capaz de actuar como mecanismo de agitacion para mezclar el fluido dentro de la punta o dentro de un
recipiente. La pipeta puede incorporar puntas o recipientes que crean bucles de flujo continuo para la mezcla,
que incluye los materiales o reactantes que no estan en forma liquida. Una punta de pipeta también puede
facilitar la mezcla, mediante la administracion medida de numerosos fluido de manera simultanea o en
secuencia, tal como en las reacciones del sustrato de 2 partes.

El sistema de manipulaciéon de liquidos puede incluir una o varias unidades fluidicamente aisladas o
independientes desde el punto de vista hidraulico. Por ejemplo, el sistema de manipulacion de fluidos puede
incluir una, dos o mas puntas de pipeta. Las puntas de pipeta se pueden configurar para aceptar y confinar un
fluido. Las puntas pueden estar aisladas desde el punto de vista fluidico o ser independientes desde el punto
de vista hidraulico, unas de otras. El fluido contenido dentro de cada punta puede estar aislado desde el punto
de vista fluidico o ser independiente desde el punto de vista hidraulico de los fluidos en otras puntas y de los
otros fluidos dentro del dispositivo. Las unidades aisladas desde el punto de vista fluidico e independientes
desde el punto de vista hidraulico se pueden retirar con respecto a otras porciones del dispositivo y/o del uno
con respecto al otro. Las unidades aisladas desde el punto de vista fluidico e independientes desde el punto
de vista hidraulico se pueden retirar de manera individual. Un sistema de manipulacion de fluidos puede
comprender una o varias bases o soportes. Una base o soporte puede soportar una o varias pipetas o unidades
de pipeta. Una base o soporte puede conectar una o varias pipetas del sistema de manipulacién de liquidos
entre si.

Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para realizar etapas o acciones de
procesamiento con una muestra obtenida de un sujeto. El procesamiento de muestras puede incluir la
preparacion de la muestra, que incluye, p. €j., dilucion de la muestra, division de una muestra en alicuotas,
extraccion, puesta en contacto con un reactante, filtracion, separacion, centrifugacion u otra accion o etapa
preparatoria o de procesamiento. Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para que
realice una o varias acciones o etapas de preparaciéon de muestras con la muestra. De manera optativa, se
puede preparar una muestra para una reaccion quimica y/o etapa de procesamiento fisico. Una accion o etapa
de preparacion de muestras puede incluir una o varias de lo siguiente: centrifugacion, separacion, filtracion,
dilucién, enriquecimiento, purificacion, precipitacion, incubacion, pipeteo, transporte, cromatografia, lisis celular,
citometria, pulverizacién, molienda, activacion, tratamiento con ultrasonidos, procesamiento en microcolumna,
procesamiento con perlas magnéticas, procesamiento con nanoparticulas u otra accion o etapa de preparacion
de muestras. Por ejemplo, la preparacion de la muestra puede incluir una o varias etapas para separar la sangre
en fracciones séricas y/o particuladas, o para separar cualquier otra muestra en diferentes componentes. La
preparacion de la muestra puede incluir una o varias etapas para diluir y/o concentrar una muestra, tal como
una muestra de sangre u otras muestras bioldgicas. La preparacion de las muestras puede incluir la adicion de
un anticoagulante u otros ingredientes a una muestra. La preparacion de muestras también puede incluir la
purificacion de una muestra. En las realizaciones, todo el procesamiento, la preparacion o las acciones o etapas
del ensayo de las muestras se realiza en un Unico dispositivo. En las realizaciones, todo el procesamiento, la
preparacion o las acciones o etapas del ensayo de las muestras se realizan dentro de un alojamiento de un
Unico dispositivo. En las realizaciones, la mayoria del procesamiento, de la preparacion o de las acciones o
etapas del ensayo de las muestras se realizan en un Unico dispositivo y se pueden realizar dentro de un Unico
alojamiento de un dispositivo. En las realizaciones, mucho del procesamiento, de la preparacion o de las
acciones o etapas del ensayo de las muestras se realiza en un unico dispositivo y se puede realizar dentro de
un unico alojamiento de un dispositivo. En las realizaciones, el procesamiento, la preparacion o las acciones o
etapas del ensayo de las muestras se pueden realizar en mas de un dispositivo.

Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para que ejecute uno o varios ensayos con
una muestra, y para obtener los datos de la muestra. Un dispositivo de procesamiento de muestras puede
realizar los métodos dados a conocer en la presente memoria, asi como otros ensayos. Un ensayo pude incluir
uno o varios tratamientos fisicos o quimicos, y puede incluir la ejecucion de una o varias reacciones quimicas
o fisicas. Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para que realice uno, dos o mas
ensayos con una muestra pequefia de liquido corporal. Una o varias reacciones quimicas pueden tener lugar
con una muestra que tiene un volumen, tal y como se describe en otro lugar de la presente memoria. Por
ejemplo, una o varias reacciones quimicas pueden tener lugar en una pildora que tiene un volumen por debajo
del femtolitro. En un caso, la unidad de recogida de muestras esta configurada para recibir un volumen de la
muestra de fluido corporal equivalente a una Unica gota, o menos, de sangre o liquido intersticial. En las
realizaciones, el volumen de una muestra puede ser un volumen pequefio, en donde un volumen pequefio
puede ser un volumen que es de menos de aproximadamente 1000 pl, o menos de aproximadamente 500 l,
o0 menos de aproximadamente 250 ul, o menos de aproximadamente 150 ul, 0 menos de aproximadamente
100 ul, o menos de aproximadamente 75 pl, 0 menos de aproximadamente 50 pl, o menos de aproximadamente
40 pl, o menos de aproximadamente 20 yl, o menos de aproximadamente 10 ul, menos de aproximadamente
5 pl, menos de aproximadamente 1 pl, menos de aproximadamente 0,5 ul, menos de aproximadamente 0,1 ul,
u otro volumen pequefio. En las realizaciones, todas las acciones o etapas de ensayo de la muestra se realizan
con una unica muestra. En las realizaciones, todas las acciones o etapas de ensayo de la muestra se realizan
con un Unico dispositivo. En las realizaciones, todas las acciones o etapas del ensayo de la muestra se realizan
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dentro de un alojamiento de un Unico dispositivo. En las realizaciones, la mayoria de las acciones o etapas de
ensayo de la muestra se realizan en un Unico dispositivo y se pueden realizar dentro de un alojamiento de un
Unico dispositivo. En las realizaciones, muchas acciones o etapas de ensayo de la muestra se realizan en un
Unico dispositivo y se pueden llevar a cabo dentro de un alojamiento de un Unico dispositivo. En las
realizaciones, el procesamiento, la preparacion, o las acciones o etapas del ensayo de las muestras se pueden
realizar en mas de un dispositivo.

Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para que realice numerosos ensayos con
una muestra. En algunas realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para
que realice un método dado a conocer en la presente memoria, y uno, dos o mas ensayos adicionales. En las
realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para que realice numerosos
ensayos con una Unica muestra. En las realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestras se puede
configurar para que realice numerosos ensayos con una unica muestra, en donde la muestra es una muestra
pequefia. Por ejemplo, una muestra pequeina pude tener un volumen de muestra que es un volumen pequefio
de menos de aproximadamente 1000 pl, o menos de aproximadamente 500 pl, 0 menos de aproximadamente
250 uyl, o menos de aproximadamente 150 pl, o menos de aproximadamente 100 pl, o menos de
aproximadamente 75 ul, o menos de aproximadamente 50 ul, 0 menos de aproximadamente 40 pl, 0 menos
de aproximadamente 20 ul, o menos de aproximadamente 10 ul, menos de aproximadamente 5 pl, menos de
aproximadamente 1 ul, menos de aproximadamente 0,5 ul, menos de aproximadamente 0,1 pl u otro volumen
pequefio. Un dispositivo de procesamiento de muestras puede ser capaz de realizar ensayos multiplexados
con una Unica muestra. Numerosos ensayos se pueden ejecutar simultdneamente; se pueden ejecutar
secuencialmente; o algunos ensayos se pueden ejecutar simultaneamente mientras que otros se ejecutan
secuencialmente. Uno o varios ensayos de control y/o calibradores (p. €j., entre ellos una configuracién con un
control de un calibrador para el ensayo/analisis) también se puede incorporar en el dispositivo; los ensayos de
control y el ensayo con los calibradores se pueden realizar de manera simultanea con los ensayos realizados
con una muestra, o se pueden realizar antes o después de que los ensayos se realicen con una muestra, o
cualquier combinaciéon de los mismos. En las realizaciones, todas las acciones o etapas de ensayo de la
muestra se realizan en un Unico dispositivo. En las realizaciones, toda una serie de acciones o etapas del
ensayo se realizan dentro de un alojamiento de un Unico dispositivo. En las realizaciones, la mayoria de
acciones o etapas de ensayo de la muestra, de los numerosos ensayos, se realizan en un unico dispositivo, y
se pueden realizar dentro de un alojamiento de un Unico dispositivo. En las realizaciones, muchas acciones o
etapas del ensayo de las muestras, de los numerosos ensayos, se realizan en un Unico dispositivo y se pueden
realizar dentro de un alojamiento de un Unico dispositivo. En las realizaciones, el procesamiento, la preparacion
o las acciones o etapas del ensayo de las muestras se pueden realizar en mas de un dispositivo.

En las realizaciones, se pueden realizar toda una serie de ensayos en un breve periodo de tiempo. En las
realizaciones, tal breve periodo de tiempo comprende menos de aproximadamente tres horas, o menos de
aproximadamente dos horas, 0 menos de aproximadamente una hora, 0 menos de aproximadamente 40 min,
o0 menos de aproximadamente 30 min, o menos de aproximadamente 25 min, 0 menos de aproximadamente
20 min, o menos de aproximadamente 15 min, o menos de aproximadamente 10 min, o menos de
aproximadamente 5 min, 0 menos de aproximadamente 4 min, 0 menos de aproximadamente 3 min, o0 menos
de aproximadamente 2 min, o menos de aproximadamente 1 min, u otro breve periodo de tiempo.

Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para que detecte una o varias sefales
referentes a la muestra. Un dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para que identifique
una o varias propiedades de la muestra. Por ejemplo, el dispositivo de procesamiento de muestras se puede
configurar para que detecte la presencia o la concentracion de un analito (p. ej., un acido nucleico deseado) o
de numerosos analitos o una situacién patologica en la muestra (p. €j., en o por un fluido corporal, secrecion,
tejido u otra muestra). Como alternativa, el dispositivo de procesamiento de muestras se puede configurar para
detectar una sefal o sefiales que se pueden analizar para detectar la presencia o la concentraciéon de uno o
varios analitos (que pueden ser indicativos de una situacion patolégica) o una situacion patolégica en la muestra.
Las sefiales se pueden analizar en el dispositivo integrado o en otra localizacién. La ejecucion de una prueba
clinica puede o no incluir algun analisis o comparacioén de los datos recogidos.

Una reaccioén quimica u otra etapa de procesamiento se puede realizar con o sin la muestra. Los ejemplos de
etapas, pruebas o ensayos que puede preparar o ejecutar el dispositivo pueden incluir, pero sin limitarse a ellos,
inmunoensayo, ensayo de acidos nucleicos (p. €j., los métodos dados a conocer en la presente memoria),
ensayo basado en receptores, ensayo citométrico, ensayo colorimétrico, ensayo enzimatico, ensayo
electroforético, ensayo electroquimico, ensayo espectroscopico, ensayo cromatografico, ensayo al microscopio,
ensayo topografico, ensayo calorimétrico, ensayo turbidimétrico, ensayo de aglutinacion, ensayo de
radiois6topos, ensayo viscométrico, ensayo de coagulacion, ensayo del tiempo de coagulacidn, ensayo de
sintesis de proteinas, ensayo histoldgico, ensayo en cultivos, ensayo de osmolaridad y/u otros tipos de ensayos,
centrifugacion, separacion, filtracion, dilucidon, enriquecimiento, purificacion, precipitacion, pulverizacion,
incubacion, pipeteo, transporte, lisis celular y otras acciones o etapas de preparacion de la muestra, o
combinaciones de los mismos. Las etapas, pruebas o ensayos que se pueden preparar o ejecutar en el
dispositivo pueden incluir la toma de imagenes, que incluye microscopia, citometria y otras técnicas que
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preparan o utilizan imagenes. Las etapas, pruebas o ensayos que se pueden preparar o ejecutar en el
dispositivo pueden incluir ademas una valoracion de la histologia, morfologia, cinematica, dinamica y/o estado
de una muestra, que puede incluir tal valoracién de las células.

Un dispositivo puede ser capaz de realizar todas las etapas integradas (p. €j., etapas o acciones realizadas por
un solo dispositivo) en un breve periodo de tiempo. Un dispositivo puede ser capaz de realizar todas las etapas
integradas en una uUnica muestra en un periodo de tiempo breve. Por ejemplo, a partir de la recogida de la
muestra de un sujeto hasta la transmision de los datos y/o al analisis se puede tardar aproximadamente 3 h o
menos, 2 h o menos, 1 h o menos, 50 min o menos, 45 min o0 menos, 40 minutos o0 menos, 30 min 0 menos,
20 min o menos, 15 min o menos, 10 min 0 menos, 5 min o0 menos, 4 min 0 menos, 3 min 0 menos, 2 min o
menos, 0 1 min o menos. La cantidad de tiempo desde que se acepta una muestra dentro del dispositivo hasta
la transmisién de los datos y/o el analisis desde el dispositivo con respecto a tal muestra puede depender del
tipo o numero de etapas, pruebas o ensayos realizados con la muestra. La cantidad de tiempo desde que se
acepta una muestra dentro del dispositivo hasta la transmision de los datos y/o el analisis desde el dispositivo
con respecto a tal muestra puede tardar aproximadamente 3 h o menos, 2 h o menos, 1 h o menos, 50 min o
menos, 45 min o menos, 40 min o menos, 30 min o0 menos, 20 min o0 menos, 15 min o menos, 10 min 0 menos,
5 min 0 menos, 4 min 0 menos, 3 min 0 menos, 2 min 0 menos, 0 1 min 0 menos.

Un dispositivo se puede configurar para que prepare una muestra para su eliminacion, o para que elimine una
muestra, tal como una muestra bioldgica, después del procesamiento o del ensayo de una muestra.

En las realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestras puede estar configurado para que transmita
los datos obtenidos de una muestra. En las realizaciones, un dispositivo de procesamiento de muestras puede
estar configurado para que se comunique por una red. Un dispositivo de procesamiento de muestras puede
incluir un moédulo de comunicacion que puede actuar de interfase con la red. Un dispositivo de procesamiento
de muestras puede estar conectado a la red a través de una conexion por cable o inalambrica. La red puede
ser una red local (LAN, por su nombre en inglés) o una red de gran alcance (WAN, por su nombre en inglés)
tal como Internet. En algunas realizaciones, la red puede ser una red local personal. La red puede incluir la
nube. El dispositivo de procesamiento de muestras puede estar conectado a la red sin que se necesite ningun
dispositivo intermedio, o se puede necesitar un dispositivo intermedio para conectar un dispositivo de
procesamiento de muestras a una red. Un dispositivo de procesamiento de muestras puede comunicarse por
una red con otro dispositivo, que puede ser cualquier tipo de dispositivo en red, entre ellos, pero sin limitarse a
ellos, un ordenador personal, un servidor o un portatil; asistentes digitales personales (PDA, por su nombre en
inglés), tales como un dispositivo con Windows CE; teléfonos tales como teléfonos moviles, moviles inteligentes
(p. €j., iPhone, Android, Blackberry, etc.), o teléfonos portatiles que detectan la localizacion (tales como los
GPS); un dispositivo con itinerancia, tal como un dispositivo con itinerancia conectado a la red; un dispositivo
inalambrico, tal como un dispositivo de correo electrénico inalambrico, u otro dispositivo capaz de comunicarse
por medios inalambricos con una red de ordenadores; o cualquier otro tipo de dispositivo en red que pueda
comunicarse posiblemente por una red y manejar transacciones electrénicas. Tal comunicacion puede incluir
el suministro de datos a una infraestructura informatica en la nube o a cualquier otro tipo de infraestructura de
almacenamiento de datos a la que pueden acceder otros dispositivos.

Un dispositivo de procesamiento de muestras puede suministrar los datos concernientes a una muestra a, p.
€j., un profesional de asistencia sanitaria, una localizacion de profesionales de asistencia sanitaria, tal como un
laboratorio, o a un afiliado al mismo. Uno o varios de un laboratorio, profesional de la asistencia sanitaria, o
sujeto, puede tener un dispositivo en red capaz de recibir o acceder a los datos proporcionados por el dispositivo
de procesamiento de muestras. Un dispositivo de procesamiento de muestras puede estar configurado para
que suministre a una base de datos los datos concernientes a una muestra. Un dispositivo de procesamiento
de muestras puede estar configurado para que suministre los datos concernientes a una muestra a un sistema
electrénico de historiales médicos, a un sistema de informacién de un laboratorio, a un sistema automatico de
laboratorio, o a otro sistema o programa informatico. Un dispositivo de procesamiento de muestras puede
suministrar los datos en forma de un informe.

Un laboratorio, dispositivo u otra entidad o programa informatico puede llevar a cabo los analisis de datos que
conciernen a una muestra sobre la marcha. Un sistema informatico puede llevar a cabo un analisis quimico y/o
un analisis patolégico, o estos se podian distribuir entre combinaciones de personal de laboratorio, clinico y
especialistas o expertos. El andlisis puede incluir la evaluacion cualitativa y/o cuantitativa de una muestra. El
analisis de los datos puede incluir una evaluacion posterior cualitativa y/o cuantitativa de una muestra. De
manera optativa, se puede generar un informe basandose en los datos brutos, en los datos preprocesados o
en los datos analizados. Tal informe se puede preparar para mantenga la confidencialidad de los datos
obtenidos a partir de la muestra, la identidad y otra informacion que concierne al sujeto de quien se obtuvo una
muestra, el analisis de los datos y otra informacion confidencial. El informe y/o los datos se pueden transmitir
a un profesional de la asistencia sanitaria. Los datos obtenidos por un dispositivo de procesamiento de muestras,
o el andlisis de tales datos, o los informes, se pueden suministrar a una base de datos, a un sistema electrénico
de historias clinicas, a un sistema de informacién de un laboratorio, a un sistema automatizado de un laboratorio,
0 a otro sistema o programa informatico.
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La descripcion y detalles de ejemplos de reactantes, ensayos, métodos, kits, dispositivos y sistemas que se
pueden utilizar, o que se utilizaran, con métodos, composiciones y otros reactantes descritos en la presente
memoria se pueden encontrar, por ejemplo, en la patente de los EE .UU. 8 088 593; en la patente de los EE.
UU. n.° 8 380 541; en la publicacion de solicitud de patente de los EE .UU. n.° US 2014/0057255; en la
publicacion de solicitud de patente de los EE. UU. n.° US2014/0073043, y en la solicitud de patente
internacional WO 2013/052318.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se ofrecen solo con propdsitos ilustrativos y no se pretende que limiten la presente
descripcion de ninguna manera.

Ejemplo 1

Un método tal y como se da a conocer en la presente memoria se utilizé para amplificar un acido nucleico
deseado. Se prepararon las reacciones para la deteccién de un acido nucleico deseado de T102A1, que es
una molécula de ADN de Staphylococcus aureus, subespecie SSCmec. EI T102A1 tiene la secuencia 5’

CAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTAT
TAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCT
ATAAAGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAG
CTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATC
GCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAGATATTCAACTAACTAT
TGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTCAG
GTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCAT
ATGACGTCTATCCATTTATGTATGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGA
AGATAAAAAAGAACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAAC
TCAAAAAATATTAACAGCA 3’ (SEQ ID NO: 2).

Se utilizaron el primer cebador «RLX0513» (secuencia de nucledtidos: 5’ GGCTCAGGTACTGCTATCCACCC
3 (SEQ ID n° 3) vy el segundo cebador «RLX0514» (secuencia de nucledtidos: &5
TTTTGAGTTGAACCTGGTGAAGTTG 3’ (SEQID n.° 4)) para amplificar una secuencia deseada de T102A1.

Se prepararon mezclas de reaccion de 25 ul, en donde cada una contenia: acetato de potasio a 50 mM, Tris-
acetato a 20 mM, pH 7,9, acetato de magnesio a 10 mM, DTT a 1 mM, seroalbumina bovina (SAB) a 0,2 ug/pl,
betaina a 0,8 M, dATP, dTTP, dGTP y dCTP a 1,4 mM cada uno, rATP a 1 mM, SYTO® 59 (Life Technologies)
a 1%, 1,2 unidades/ul de ADN polimerasa Bst (New England BioLabs), 20 unidades/ul de ADN ligasa de T4
(New England BioLabs), 0,8 uM del primer cebador RLX0513, 0,8 uM del segundo cebador RLX0514, y 0, 100,
1000, 10000, 100000 o 1000000de copias de la plantilla de T102A1 por microlitro. La plantilla se calentd
previamente a 85 °C durante 5 min y se enfrié en hielo durante 5 min antes de afadirlo a la mezcla de reaccion.
Tras la adicion de la plantilla, las mezclas de reaccion se incubaron a 42 °C durante 15 min, seguido de 56 °C
durante 90 min en un instrumento CFX96 Touch (Bio-Rad). En estas condiciones de reaccion, a 42 °C, las
reacciones de ligacion estan relativamente favorecidas; a 56 °C, las reacciones de la polimerasa estan
relativamente favorecidas. Los puntos de inflexion para los ensayos se determinaron con el uso de un método
con un solo umbral con el programa informatico CFX Manager (Bio-Rad), y se muestran en la figura 2. En el
eje X da a conocer la concentracion de las moléculas de la plantilla por microlitro, y en el eje Y se da a conocer
el tiempo de inflexién (en minutos) del ensayo. De izquierda a derecha a lo largo del eje X, las barras son para:
1000 000, 100000, 10000, 1000, 100 o 0 (control sin plantilla, o «CsP») copias de la plantilla de T102A1 por
microlitro. Tal y como se muestra en la figura 2, cada una de las reacciones, incluso las que contienen tan solo
100 copias de plantilla por microlitro, tiene tiempos de inflexion significativamente mas rapidos que la reaccion
de control sin plantilla (CsP). Las reacciones de control sin la plantilla a veces muestran un tiempo de inflexion;
esto se debe a que, con el tiempo, se forman productos inespecificos de fondo. Los tiempos de inflexion
especificos para las reacciones se dan a conocer a continuacion en la tabla 1. «Cq» se refiere al valor (tiempo)
del ciclo de cuantificacién del punto de inflexion.
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Tabla 1
RLX513/514
T102A1 |Cqg con Desv. est.
10° 44,29 3,53
10° 50,27 4,83
10* 59,11 1,07
103 62,19 6,74
102 73,36 1,41
CsP 92,75 8,14

Ejemplo 2

Un método tal y como se da a conocer en la presente memoria se utilizé para amplificar un acido nucleico
deseado. Se prepararon las reacciones para la deteccién de un acido nucleico deseado a partir de TH1S3, que
es una molécula de ARNm del gen de la hemaglutinina del virus de la gripe A, HIN1. El ARNm de TH1S3 tiene
la secuencia: &’

CGCCGGAUGGCUCUUGGGAAACCGAAGACAGCCACAACGGGAAACUAUGUAAAU
UAAAAGGAAUAGCCCCACUACAAUUGGGGAAAUGUAACAUCGCCGGAUGGCUCU
UGGGAAACCCAGAAUGCGACUCACUGCUUCCAGCGAAAUCAUGGUCCUACAUUGU
AGAAACACCAAACUCUGAGAAUGGAGCAUGUUAUCCAGGAGAUUUCAUCGACUA
UGAGGAACUGAAGGAGCAAUUGAGCUCAGUAUCAUCAUUAGAAAGAUUCGAAAU
AUUUCCCAAGGAAAGUUCAUGGCCCAACCACAACACACUCAAAGGAGUAACAGCA
GCAUGCUCCCAUAGGGGAAAAAGCAGUUUUUACAGAAAUUUGCUAUGGCUGACG

AAAACGGGGGACUCAUACCCAAAGCUGAACAAUUCCUAUGUGAACAAUAAAGGG
AAAGAAGUC 3’ (SEQ ID NO: 5).

El primer cebador «RLX0585» (secuencia de nucledtidos: 5 CGCCGGATGGCTCTTGGGAAACC 3’ (SEQ
ID n° 6) y el segundo cebador «RLX0586» (secuencia de nucledtidos: 5
TCGCTGGAAGCAGTGAGTCGCATTC 3’ (SEQ ID n.° 7)) se utilizaron para amplificar una secuencia
deseada a partir de TH1SC.

Se prepararon mezclas de reaccion de 25 ul, en donde cada una contenia: acetato de potasio a 50 mM, Tris-
acetato a 20 mM, pH 7,9, acetato de magnesio a 10 mM, DTT a 1 mM, seroalbumina bovina (SAB) a 0,2 ug/ul,
betaina a 0,8 M, dATP, dTTP, dGTP y dCTP a 1,4 mM cada uno, rATP a 1 mM, SYTO® 59 (Life Technologies)
a 1x, 1,2 unidades/pl de la ADN polimerasa Bst (New England BioLabs), ADN ligasa de T4 (New England
BioLabs) a 20 unidades/ul, enzima de tipo transcriptasa inversa de AMV (New England BioLabs) a 0,016
unidades/pl, inhibidor murino de ARNasas (New England BioLabs) a 1 unidad/ul, 0,8 uM del primer cebador
RLX0585, 0,8 uM del segundo cebador RLX0586, y 0, 100, 1000 o 10000 copias por microlitro de la plantilla
de TH1S3. Las mezclas de reaccién se prepararon por triplicado para las diferentes cantidades de la plantilla
de TH1S3. La plantilla se calentd previamente a 85 °C durante 5 min y se enfrié en hielo durante 5 min antes
de la adicién de la mezcla de reaccién. Tras la adiciéon de la plantilla, las mezclas de reaccién se incubaron a
42 °C durante 15 min, seguido de 65 °C durante 90 min en un instrumento CFX 96 Touch (Bio-Rad). En estas
condiciones de reaccion, a 42 °C, las reacciones de ligacion se ven relativamente favorecidas; a 65 °C, las
reacciones de la polimerasa se ven relativamente favorecidas. Los puntos de inflexion para los ensayos se
determinaron con un método de un solo umbral con el programa informatico CFX Manager (Bio-Rad) y se
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muestran en la figura 3. En el eje X se da a conocer la concentracion de las moléculas de la plantilla por
microlitro, y en el eje Y se da a conocer el tiempo de inflexién (en minutos) del ensayo. Tal y como se muestra
en la figura 3, cada una de las reacciones que contienen la plantilla tiene un tiempo de inflexion por debajo de
los 40 min.

Ejemplo 3

Un método tal y como se da a conocer en la presente memoria se utilizé para amplificar un acido nucleico
deseado. Se prepararon las reacciones para la deteccion de un acido nucleico deseado a partir de T129A1,
que es una molécula del ARNm del gen de la hemaglutinina, el dominio HA1 (segmento 4), del virus de la gripe
B. El ARNm de T129A1 tiene la secuencia: 5’

CUUCUUGAAUUUGAUGUCUAAGAGUAAUUUGCCAACGUGAGGCCAUCAGAAAGU

AUGGUGCGCAAGUGGCAGGAGCAAGGUAAUAAAAGGGUCCUUGCCUUUAAUUGG
UGAAGCAGAUUGCCUCCACGAAAAAUACGGUGGAUUAAACAAAAGCAAGCCUUA
CUACACAGGAGAACAUGCAAAAGCCAUAGGAAAUUGCCCAAUAUGGGUGAAAAC
ACCCUUGAAGCUGGCCAAUGGAACCAAAUAUAGACCGCCUGCAAAACUAUUAAAG
GAAAGAGGUUUCUUCGGAAGCGACAGACAGUAACACUCAACUCUCGACCAUCUGG
UGUAACAACCUCG 3’ (SEQ ID NO: 8).

El primer cebador «RLX0479» (secuencia de nucleétidos: 5 CGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCC 3
(SEQ ID n° 9)) y el segundo cebador «RLX0480» (secuencia de nucleédtidos:5’
ATTGGCCAGCTTCAAGGGTG 3’ (SEQ ID n.° 10)) se utilizaron para amplificar una secuencia deseada a
partir de T129A1.

Se prepararon mezclas de reaccion de 25 ul, en donde cada una contenia: acetato de potasio a 50 mM, Tris-
acetato a 20 mM, pH 7,9, acetato de magnesio a 10 mM, DTT a 1 mM, seroalbumina bovina (SAB) a 0,2 ug/ul,
betaina a 0,8 M, dATP, dTTP, dGTP y dCTP a 1,4 mM cada uno, rATP a 1 mM, SYTO® 59 (Life Technologies)
a 1%, ADN polimerasa Bst (New England BioLabs) a 1,2 unidades/ul, ADN ligasa de T4 (New England BioLabs)
a 20 unidades/pl, enzima de tipo transcriptasa inversa de AMV (New England BioLabs) a 0,016 unidades/pl,
inhibidor murino de ARNasas (New England BioLabs) a 1 unidad/ul, 0,8 uM del primer cebador RLX0479, 0,8
MM del segundo cebador RLX0480, y 0, 100, 1000, 10000, 100000 o 1000000de copias por microlitro de la
plantilla de T129A1. Se prepararon seis réplicas de la mezcla de reaccién para cada una de las diferentes
cantidades de plantilla de T129A1. La plantilla se calenté previamente a 85 °C durante 5 min y se enfrio en
hielo durante 5 min antes de afiadirla a la mezcla de reaccién. Tras la adicién de la plantilla, las mezclas de
reaccion se incubaron a 42 °C durante 15 min, seguido de 65 °C durante 90 min en un instrumento CFX 96
Touch (Bio-Rad). En estas condiciones de reaccion, a 42 °C, las reacciones de ligacion estan relativamente
favorecidas; a 65 °C, las reacciones de la polimerasa estan relativamente favorecidas. Los puntos de inflexion
para los ensayos se determinaron con un método de un Unico umbral con el programa informatico CFX Manager
(Bio-Rad), y se muestran en la figura 4. En el eje X se da a conocer la concentracion de las moléculas de la
plantilla por microlitro y en el eje Y se da a conocer el tiempo de inflexion (en minutos) del ensayo. De izquierda
a derecha a lo largo del eje X, las barras son para: 1000 000, 100000, 10000, 1000, 100 o O (control sin
plantilla/«CsP») copias por microlitro de la plantilla de T129A1. Tal y como se muestra en la figura 4, cada una
de las reacciones que contienen la plantilla tiene un tiempo de inflexion por debajo de 40 min y es
significativamente mas rapido que la reaccion de control sin plantilla (CsP).

Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos dadas a conocer en la presente memoria son secuencias
artificiales, a menos que se diga otra cosa.

Aunque en la presente memoria se han demostrado y descrito las realizaciones preferidas de la presente
invencioén, sera obvio para los expertos en la técnica que tales realizaciones se dan a conocer solo a modo de
ejemplo. Tendran lugar ahora numerosas variaciones, cambios y sustituciones por los expertos en la técnica
sin alejarse de la invencioén. En la puesta en practica de la invencion se debe saber que se pueden emplear
diferentes alternativas a las realizaciones de la invencién descritas en la presente memoria.

Tal y como se utiliza en la descripcidn en la presente memoria y a lo largo de las reivindicaciones que siguen,
un primer objeto que se describe que contiene «al menos una porcién» de un segundo objeto puede contener
todo, o por completo, el segundo objeto. Tal y como se utiliza en la descripcion de la presente memoria 'y a lo
largo de las reivindicaciones que siguen, los términos «comprender», «incluir» y «contener» y los tiempos
verbales relacionados son inclusivos y abiertos, y no excluyen otros elementos o etapas de los métodos que
no se hayan enumerado. De igual forma, la presencia de palabras y frases de extension, tales como «uno o
varios», «al menosy, «pero sin limitarse a» u otras frases parecidas, en algunos casos no se debera leer como
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que significan que se pretende estrechar o restringir al caso mas limitado en los casos donde tales frases de
extension puedan estar ausentes.

Este documento contiene material sujeto a la proteccion de los derechos de autor. El propietario de los derechos
de autor (el solicitante de la presente memoria) no se opone a la reproduccion facsimil mediante cualquiera de
los documentos de la patente o la descripcidon de la patente, tal y como aparecen en el archivo o registro de
patentes de la Oficina de Patentes y Marcas de los EE. UU., y en el resto de los casos se reserva todos los
derechos de autor, cualquiera que fuese. Se debe aplicar la siguiente advertencia: Copyright 14-2013, Theranos,
Inc.

Listado de secuencias
SEC ID N° 1:

MGHHHHHHHHHHSSGHIEGRASADGPYLQILEQPKQRGFRFRY VCEGPSHGGLPGASSE
KNKKSYPQVKICNY VGPAKVIVQLVTNGKNIHLHAHSLVGKHCEDGICTVTAGPKDMV
VGFANLGILHVTKKKVFETLEARMTEACIRGYNPGLLVHPDLAYLQAEGGGDRQLGDR
EKELIRQAALQQTKEMDLSVVRLMFTAFLPDSTGSFTRRLEPVVSDAIYDSKAPNASNL
KIVRMDRTAGCVTGGEETYLLCDKVQKDDIQIRFYEEEENGGVWEGFGDFSPTDVHRQF
AIVFKTPKYKDINITKPASVFVQLRRKSDLETSEPKPFLYYPEIKDKEEVQRKRQKGSSGT
SGGGSGGGMTLEEARKRVNELRDLIRYHNYRYYVLADPEISDAEYDRLLRELKELEERF
PELKSPDSPTLQVGARPLEATFRPVRHPTRMYSLDNAFNLDELKAFEERIERALGRKGPF
AYTVEHKVDGLSVNLYYEEGVLVYGATRGDGEVGEEVTQNLLTIPTIPRRLKGVPERLE
VRGEVYMPIEAFLRLNEELEERGERIFKNPRNAAAGSLRQKDPRITAKRGLRATFYALGL
GLEEVEREGVATQFALLHWLKEKGFPVEHGYARAVGAEGVEAVYQDWLKKRRALPFE
ADGVVVKLDELALWRELGYTARAPRFAIAYKFPAEEKETRLLDVVFQVGRTGRVTPVG
ILEPVFLEGSEVSRVTLHNESYIEELDIRIGDWVLVHKAGGVIPEVLRVLKERRTGEERPIR
WPETCPECGHRLLKEGKVHRCPNPLCPAKRFEAIRHFASRKAMDIQGLGEKLIERLLEK
GLVKDVADLYRLRKEDLVGLERMGEKSAQNLLRQIEESKKRGLERLLYALGLPGVGEV
LARNLAARFGNMDRLLEASLEELLEVEEVGELTARAILETLKDPAFRDLVRRLKEAGVE
MEAKEKGGEALKGLTFVITGELSRPREEVKALLRRLGAKVTDSVSRKTSYLVVGENPGS
KLEKARALGVPTLTEEELYRLLEARTGKKAEELV
SEC ID NO: 2:

CAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTATCCTCTAGAAAAAGCGACTTCACATCTAT
TAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAAGGCT
ATAAAGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAG
CTCCAACATGAAGATGGCTATCGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATC
GCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAGATATTCAACTAACTAT
TGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTCAG
GTACTGCTATCCACCCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCAT
ATGACGTCTATCCATTTATGTATGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGA
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AGATAAAAAAGAACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAAC
TCAAAAAATATTAACAGCA

SEC ID NO: 3:

GGCTCAGGTACTGCTATCCACCC

SEC ID NO: 4:

TTTTGAGTTGAACCTGGTGAAGTTG

SEC ID NO: 5:
CGCCGGAUGGCUCUUGGGAAACCGAAGACAGCCACAACGGGAAACUAUGUAAAU
UAAAAGGAAUAGCCCCACUACAAUUGGGGAAAUGUAACAUCGCCGGAUGGCUCU
UGGGAAACCCAGAAUGCGACUCACUGCUUCCAGCGAAAUCAUGGUCCUACAUUGU
AGAAACACCAAACUCUGAGAAUGGAGCAUGUUAUCCAGGAGAUUUCAUCGACUA
UGAGGAACUGAAGGAGCAAUUGAGCUCAGUAUCAUCAUUAGAAAGAUUCGAAAU
AUUUCCCAAGGAAAGUUCAUGGCCCAACCACAACACACUCAAAGGAGUAACAGCA
GCAUGCUCCCAUAGGGGAAAAAGCAGUUUUUACAGAAAUUUGCUAUGGCUGACG
AAAACGGGGGACUCAUACCCAAAGCUGAACAAUUCCUAUGUGAACAAUAAAGGG
AAAGAAGUC

SEC ID NO: 6:

CGCCGGATGGCTCTTGGGAAACC

SEC ID NO: 7:

TCGCTGGAAGCAGTGAGTCGCATTC

SEC ID NO: 8:
CUUCUUGAAUUUGAUGUCUAAGAGUAAUUUGCCAACGUGAGGCCAUCAGAAAGU
AUGGUGCGCAAGUGGCAGGAGCAAGGUAAUAAAAGGGUCCUUGCCUUUAAUUGG
UGAAGCAGAUUGCCUCCACGAAAAAUACGGUGGAUUAAACAAAAGCAAGCCUUA
CUACACAGGAGAACAUGCAAAAGCCAUAGGAAAUUGCCCAAUAUGGGUGAAAAC
ACCCUUGAAGCUGGCCAAUGGAACCAAAUAUAGACCGCCUGCAAAACUAUUAAAG
GAAAGAGGUUUCUUCGGAAGCGACAGACAGUAACACUCAACUCUCGACCAUCUGG
UGUAACAACCUCG

SEC ID NO: 9:

CGGTGGATTAAACAAAAGCAAGCC

SEC ID NO: 10:

ATTGGCCAGCTTCAAGGGTG
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REIVINDICACIONES
1. Un método para amplificar una plantilla de acido nucleico bicatenario, que comprende,
(A) preparar una mezcla de reaccion que comprende:

(i) un acido nucleico bicatenario que comprende al menos una copia de la plantilla de acido nucleico
bicatenario, en donde el acido nucleico bicatenario comprende una primera hebra y una segunda hebra,

(i) una ligasa de acido nucleico aislada,

(iii) un primer cebador, en donde el primer cebador es complementario a la primera hebra de la plantilla
de acido nucleico bicatenario,

(iv) un segundo cebador, en donde el segundo cebador es complementario a la segunda hebra de la
plantilla de acido nucleico bicatenario,

en donde la plantilla de acido nucleico de la mezcla de reaccién se calienta a una temperatura elevada por
encima de 70 °C;

(B) incubar la mezcla de reacciéon con una polimerasa de acido nucleico que tiene actividad de
desplazamiento de hebra a una temperatura isotérmica de menos de 70 °C durante al menos 5 min,

en donde

se generan numerosos concatémeros que comprenden al menos dos copias de la plantilla de acido nucleico
bicatenario, y la plantilla de acido nucleico bicatenario se amplifica al menos 100 veces en menos de 60 min
desde el inicio del método,

en donde la polimerasa de acido nucleico comprende una ADN polimerasa.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la mezcla de reaccién se incuba a una temperatura
de no mas de 65 °C.

3. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde la mezcla de reaccion se incuba a una
temperatura de no mas de 60 °C.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el método comprende tanto la
ADN polimerasa como una transcriptasa inversa.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que ademas comprende el tratamiento
de uno o varios de los componentes de la reaccién con un colorante de acido nucleico.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el primer y el segundo
cebadores comprenden cada uno al menos 6 nucleétidos.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el primer y el segundo cebadores comprenden cada
uno al menos 8 nucledtidos.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el primer y el segundo
cebadores comprenden cada uno no mas de 30 nucleétidos.
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