Nespas
Nombre

ANEXO 1: Secuencias de primers

Secuencia direccion 523

primer

604 Forward GTAATTTTATAGGGTTTTATTG
605 Reverse ATCCATTCTCTTAAATACTCACC
606 Forward GAGAGGATTAGTGGAGGTATTTTT
607 Reverse ACTCACCCTCTAACTCTACAAAAAAT
608 Forward AGGGTTTTATTGTTTTATTTTTTTT
609 Reverse AAATATACCTACCTTCAAACCACTAC

(©07eM13) | CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACTCACCCTCTAACTCTACAAAAAAT
669 Forward GAGTTTTAGATTTTAGAG

(60(?-7Boiot : BiBl-GAGAGGATTAGTGGAGGTATTTTT

Chd2

Nombre

primer

Secuencia direccion 523

610 Forward TTTATAGAGGAAGTAGTAGA
611 Reverse ACTCTAATAATAAAATAAAAAAC
612 Forward GTTTATATAGTTAATTAGTATT
613 Reverse TCTTAATACAAATCCAACTC
(61 1633“ 3) CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACTCTAATAATAAAATAAAAAAC
(61 f_giot ) BiBi-ACTCTAATAATAAAATAAAAAAC
PisD

Nombre

Secuencia direccion 523

primer
616 Forward TTTTATAAAAGGTTGATTGT
617 Reverse CAAAACCCTAATATTAAAACC
636 Forward GGAGATGTAGTAGTAAAAAGAAA
637 Reverse CAAATAATATACCTTCCACCTA
o CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGCAAAACCCTAATATTAAAACC
Ly6cl

Nombre

primer

Secuencia direccion 523

640 Forward GTATAAGGAAAAAGTAGGAGAAA

641 Reverse ACCAACTAATATCAACAAAAC

642 Forward TTGAAATAATAGGTTATATGAAGGTTAGTT

643 Reverse ATCTTTTATCCAAACACAAAAAAAA

668 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGTTGAAATAATAGGTTATATGAAGGTTA

(642+M13)

GTT




ANEXO 2: Condiciones de PCR para la amplificacion de dianas

genOmicas
Nespas
PCR
Concentraciéon []  Volumen pl
DNA 2
604 10 uM 2
605 10 uM 2
Buffer* 10X 5
MgCl, 50mM 1
dNTPs 5mM 2
Taq
Polimerasa* Sy 0.1
H>;Omq 349
50

*Sigma Aldrich Ref. D1806

Nested PCR
Concentraciéon []  Volumen pl
Prod. PCR 5
diluido 1/10
606 10 uM 2
607 10 pM 2
Buffer* 10X 5
MgCl, 50mM 1
dNTPs 5mM 2
Ta
Polimei‘lasa* > U/l 0.1
H,;Omq 349
50

*Sigma Aldrich Ref. D1806

Chd2
PCR
Concentraciéon []  Volumen pl
DNA 2
610 10 uM 2
611 10 pMm 2
Buffer* 10X 5
MgCl, 50mM 1
dNTPs 5mM 2
Taq
Polimerasa* S/ 0.1
H,Omq 349
50

*Sigma Aldrich Ref. D1806
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PisD

PCR
Concentraciéon []  Volumen pl

DNA 2

636 10 uM 2

637 10 uM 2

Buffer* 10X 5

MgCl, 50mM 1

dNTPs 5mM 2

Ta

Polimei'lasa* Sy 0.1
H>;Omq 349
50

*Sigma Aldrich Ref. D1806

Ly6cl
PCR
Concentracion []  Volumen pl
DNA 2
640 10 uM 2
641 10 uM 2
Buffer* 10X 5
MgCl, 50mM 1
dNTPs 5mM 2
Taq
Polimerasa* Sy 0.1
H,Omq 349
50

*Sigma Aldrich Ref. D1806

Nested PCR
Concentraciéon []  Volumen pl
Prod. PCR 5
diluido 1/10
642 10 uMm 2
643 10 M 2
Buffer* 10X 5
MgCl, 50mM 1
dNTPs 5mM 2
Ta
Polime(rlasa* >U/ul s
H,Omq 349
50

*Sigma Aldrich Ref. D1806
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ANEXO 3: Pirogramas relacionados con el locus Nespas

15606 Amplicon D
All : T/CGGAGTTTTAGATTTTAGAGTTTGAGATTTAGT/CGAGAGGAG /CG. GATTTTTTTTTTTTTTITTTATITATTTTITTTTTTTTATTTATAGTTATAAGTTGAGGT/CGT/CGGAG AGAAAG /CGTAGTGG GAAGGTAGGTATATTTTT
0%] 16%] 33%] 45%] 20%] 78%|

Cil : T/CGGAGTITTAGATITTAGAGTTTGAGATTTAGT/CGAGAGGAGTTTT/CG GATTTTTTTTTTTTTTTTTATTTATITTTTTTTTTTATTTATAGTTATAAG T TGAGGT/CGT/CGGAGT TTTAGARAGTTT/CGTAGTGGTTTGAAGGTAGGTATATTTTT
/A /A /A
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ESGTCGAGTCTAGATTAGAGTGAGATATGT CGAGATGATGTT CGAGATGATTATATTATATAGTATAGTGATG GTCAGTC CGAGTTAGATGTCGTA
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Figl. Pirogramas. (A) Secuencia del Amplicon D utilizando el primer 606 (Fig.9A). (B) Secuencia control del Amplicon D sin primer de secuenciacion. La
abundancia relativa entre T/C en las posiciones indicadas en gris equivale al nivel de metilacion de los dinucledtidos CpG analizados. Porcentajes en azul
son considerados fiables por el programa, en amarillo a valorar por el usuario y rojo no fiables.



669 Amplicon D

A ®

A1l : TTTGAGATTTAGT/CGAGAGGAGTTTT/CGAGGAGATTTTTTTTTTTTTTTTTATTTATTTTTTTTTTTTATTTATAGTTATAAGTTGAGGT/CGT/CGGAGTTTTAGAAAGTTT/CGTAGTGGTTTGAAGGTA
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ESGTGAGACTATGTC CGAGAGATGTTT CGAGAGATTATATTATATAGTATAGT GATGTI CAGTC CGAGTTAGATGTT CGTA
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B Amplicon B

@ —

607

D11 : AACCCCACTACG/ACAAAAACTATTAAAACCG/AAAAAAAATTAACCTTATAAAAAAAAAAACTAAAAT CTAAAAACCCCAATCTCG/ACCTCG/AAAACAAAAAAA
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Amplicon B

@ p—

609

F11

ACG/AAACTTTCTAAAACTCCG/ACG/ACCTCAACTTATAACTATAAATAAAAAAAAAAAATAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAT CTCCTCG/AAAACTCCTCTCG/ACTAAATCTC

12°/o| 13°/o| 15°/o| 18%

Fig2. Pirogramas resultantes los intentos de secuenciacion del locus Nespas en el proceso de optimizacion. Los amplicones y primers estan indicados encima
de cada pirograma y del mismo modo en las figuras 9A y B del trabajo. (A) Secuencia del Amplicon D utilizando el primer de secuenciacion 669 (Fig.9A).
(B) Secuencia del Amplicén B utilizando el primer de secuenciacion 607 (Fig.9B). (C) Secuencia del Amplicon B utilizando el primer de secuenciacion 609
(Fig.9B). La abundancia relativa entre T/C 6 G/A (dependiendo de la cadena secuenciada) en las posiciones indicadas en gris equivale al nivel de
metilacion de los dinucledtidos CpG analizados. Porcentajes en azul son considerados fiables por el programa, en amarillo a valorar por el usuario y rojos
no fiables.



ANEXO 4: Pirogramas del locus Nespas con el primer de secuenciacion 607

Amplicoén B

@ pa—

61 CGAGAGGATCAGTGGAGGCACCTCTCGGAGTCTTAGACTTCAGAGTCTGAGACTTAGCGA

iR R R e AR N R NN R R AR R R Ry
61 CGAGAGGATTAGTGGAGGTATTTTTCGGAGTTTTAGATTTTAGAGTTTGAGATTTAGCGA
606

121 GAGGAGCCTCGAGGAGACTCCTTCTCTCTTCTTTACCCATCCCTTTCTTTTACTTACAGC
T T I e - - - - -2 -2 2 I -2 - T U I Y B B B
121 GAGGAGTTTCGAGGAGATTTTTTTTTTTTTTTTTATTTATTTTTTTTTTTTATTTATAGT

181 CACAAGCTGAGGCGCGGAGCTTTAGAAAGTTCGCAGTGGTTTGAAGGTAGGTACATCCCT
S e AN N R N R R R R R R
181 TATAAGTTGAGGCGCGGAGTTTTAGAAAGTTCGTAGTGGTTTGAAGGTAGGTATATTTTT

241 TCTTTTTGCCCCGAGGCGAGATTGGGGTCTTCAGACCCCAGCTTCTCTCCTCATAAGGTT
R R N N N N N N N A A A NN N
241 TTTTTTTGTTTCGAGGCGAGATTGGGGTTTTTAGATTTTAGTTTTTTTTTTTATAAGGTT

301 AATCCTTTTCGGCCCCAACAGTCCTTGCGCAGTGGGGCCACTCTCTGCAGAGCCAGAGGG
AR A A N R - N N A N N NN N N R

301 AATTTTTTTCGGTTTTAATAGTTTTTGCGTAGTGGGGTTATTTTTTGTAGAGTTAGAGGG

<L L L L L L L L L L L L L ek
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Figl. Secuencia de la diana genémica Nespas correspondiente a la hebra +. En la primera fila la
secuencia original, en la fila de abajo secuencia tras la modificacion con bisulfito de sodio
(suponiendo la conservacion de posiciones CpG metiladas). En azul posiciones de los primers.
Representado con “:” las transformaciones de citosinas a timinas. Con “+” dinucleotidos CpG
susceptibles de metilacion

607

Secuencia original:

(CCCTCTGGCTCTGCAGAGAGT)
GGCCCCACTGCGCAAGGACTGTTGGGGCCGAAAAGGATTA
ACCTTATGAGGAGAGAAGCTGGGGTCTGAAGACCCCAATC
TCGCCTCGGGGCAAAAAGA

Secuencia modificada:

(CCCTCTAACTCTACAAAAAAT)
AACCCCACTACGCAAAAACTATTAAAACCGAAAAAAATTA
ACCTTATAAAAAAAAAAACTAAAATCTAAAAACCCCAATC
TCGCCTCGAAACAAAAAAA

Fig2. Secuencias (5'>3") de la hebra - original y
modificada esperadas mediante la utilizacién del primer
607 para la secuenciacion. En azul se indica el primer
607. En rojo dinucledtidos CpG que seran analizados
mediante pirosecuenciacion.
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All : AACCCCACTACG/ACAAAAACTATTAAAACCG/AAAAAAAATTAACCTTATAAAAAAAAAAACTAAAATCTAAAAACCCCAATCTCG/ACCTCG/AAAACAAAAAAA
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(A) Pirograma. Secuencia del amplicon B de la linea celular ES wt con el primer 607 (Fig.1, anexo 4). La abundancia relativa entre G/A en las posiciones indicadas en gris
equivale al nivel de metilacion de los dinucledtidos CpG analizados. Porcentajes en azul son considerados fiables por el programa, en amarillo a valorar por el usuario y

rojos no fiables.



C11 : AACCCCACTACG/ACAAAAACTATTAAAACCG/AAAAAAAATTAACCTTATAAAAAAAAAAACTAAAATCTAAAAACCCCAATCTCG/ACCTCG/AAAACAAAAAAA
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(B) Pirograma. Secuencia del amplicon B de la linea celular ES-MAR wt con el primer 609 (Fig.1, anexo5). La abundancia relativa entre G/A en las posiciones indicadas
en gris equivale al nivel de metilacion de los  dinucledtidos CpG analizados. Porcentajes en azul son considerados fiables por el programa, en amarillo a valorar por el
usuario y rojos no fiables.



E11 : AACCCCACTACG/ACAAAAACTATTAAAACCG/AAAAAAAATTAACCTTATAAAAAAAAAAACTAAAATCTAAAAACCCCAATCTCG/ACCTCG/AAAACAAAAAAA
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(C) Pirograma. Secuencia del amplicon B de la linea celular ES Rex1 -/- con el primer 609 (Fig.1, anexo5). La abundancia relativa entre G/A en las posiciones indicadas en
gris equivale al nivel de metilacion de los dinucledtidos CpG analizados. Porcentajes en azul son considerados fiables por el programa, en amarillo a valorar por el usuario y

rojos no fiables.



ANEXO 5: Pirogramas del locus Nespas con el primer de secuenciacion 609

Amplicoén B

121

121

181

181

61 CGAGAGGATCAGTGGAGGCACCTCTCGGAGTCTTAGACTTCAGAGTCTGAGACTTAGCGA
iR R R R AR N R NN R R AR R R R
61 CGAGAGGATTAGTGGAGGTATTTTTCGGAGTTTTAGATTTTAGAGTTTGAGATTTAGCGA

606

GAGGAGCCTCGAGGAGACTCCTTCTCTCTTCTTTACCCATCCCTTTCTTTTACTTACAGC
T T I e - - - - -2 -2 2 I -2 - T U I Y B B B
GAGGAGTTTCGAGGAGATTTTTTTTTTTTTTTTTATTTATTTTTTTTTTTTATTTATAGT

CACAAGCTGAGGCGCGGAGCTTTAGAAAGTTCGCAGTGGTTTGAAGGTAGGTACATCCCT

sl bbbttt i Lt b rrrrrretieeel

TATAAGTTGAGGCGCGGAGTTTTAGAAAGTTCGTAGTGGTTTGAAGGTAGGTATATTTTT
<L L L L L L L L L L L L L L L L L L L Ll 2

609

Figl. Secuencia de la diana gendmica Nespas correspondiente a la hebra +. En la
primera fila la secuencia original, en la fila de abajo secuencia tras la modificacion con
bisulfito de sodio (suponiendo la conservacion de posiciones CpG metiladas). En azul
posiciones de los primers. Representado con “:” las transformaciones de citosinas a

timinas. Con “+” dinucle6tidos CpG susceptibles de metilacion.

Secuencia original:

(GGATGTACCTACCTTCAAACCACTGC)
GAACTTTCTAAAGCTCCGCGCCTCAGCTTGTGGCTGTAAG
TAAAAGAAAGGGATGGGTAAAGAAGAGAGAAGGAGTCTCC
TCGAGGCTCCTCTCGCTAAGTCTC

Secuencia modificada:
(AAATATACCTACCTTCAAACCACTAC)
GAACTTTCTAAAACTCCGCGCCTCAACTTATAACTATAAA
TAAAAAAAAAAAATAAATAAAAAAAAAAAAAAAAATCTCC
TCGAAACTCCTCTCGCTAAATCTC

Fig2. Secuencias (5'>3") de la hebra - original y
modificada esperadas mediante la utilizacion del
primer 609 para la secuenciacion. En azul se indica
el primer 609. En rojo dinucleétidos CpG que seran
analizados mediante pirosecuenciacion.



B1l : ACG/AAACTTTCTAAAACTCCG/ACG/ACCTCAACTTATAACTATAAATAAAAAAAAAAAATAAATAAAAAAAAAAAAAAAAATCTCCTCG/AAAACTCCTCTCG/ACTAAATCTC
NA| 16% 14% 16% 9% |
L T
e T
e I S e T
I NSRS SUSEIRRRUTE ISR ) S SRR U | SR | N R
20.— ............................................................................................................................................................................
T | | O B et S |, S B [ o | O O o O S o e o | e | [ | s, B
of el L*HNN\A. L\ \“q \\M\ k k\\
|l ! 1 11 1 11111 rrrrororrrrr oy 111l
ESCGATCAGACTCTAACTACGATCGACTCACTATACTATATAATATAATCTCTACAAGACTCTCTACGACTA
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(A) Pirograma. Secuencia del amplicon B de la linea celular ES wt con el primer 609 (Fig.1, anexo 5). La abundancia relativa entre G/A en las posiciones indicadas en gris

equivale al nivel de metilacion de los dinucledtidos CpG analizados. Porcentajes en azul son considerados fiables por el programa, en amarillo a valorar por el usuario y
rojos no fiables.



D11 : ACG/AAACTTTCTAAAACTCCG/ACG/ACCTCAACTTATAACTATAAATAAAAAAAAAAAATAAATAAAAAAAAAAAAAAAAATCTCCTCG/AAAACTCCTCTCG/ACTAAATCTC
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ESCGATCAGACTCTAACTACGATCGACTCACTATACTATATAATATAA
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(B) Pirograma. Secuencia del amplicon B de la linea celular ES-MAR wt con el primer 609 (Fig.1, anexo5). La abundancia relativa entre G/A en las posiciones indicadas
en gris equivale al nivel de metilacion de los dinucledtidos CpG analizados. Porcentajes en azul son considerados fiables por el programa, en amarillo a valorar por el
usuario y rojos no fiables.



C F11 : ACG/AAACTTTCTAAAACTCCG/ACG/ACCTCAACTTATAACTATAAATAAAAAAAAAAAATAAATAAAAAAAAAAAAAAAAATCTCCTCG/AAAACTCCTCTCG/ACTAAATCTC
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ES CGATCAGACTCTAACTACGATCGATCTLC
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(C) Pirograma. Secuencia del amplicon B de la linea celular ES Rex1 -/- con el primer 609 (Fig.1, anexo5). La abundancia relativa entre G/A en las posiciones indicadas en

gris equivale al nivel de metilacion de los dinucledtidos CpG analizados. Porcentajes en azul son considerados fiables por el programa, en amarillo a valorar por el usuario y
rojos no fiables.



