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Resumen en Espafiol

TITULO: Evaluacion de un programa para la generacion de bases de datos con secuencias del
afio 2017 del gen de la Hemaglutinina del virus de influenza A HIN1*

AUTOR: Cristina Isabel Acuiia Carvajal **

PALABRAS CLAVE: Virus Influenza A H1N1, bases de datos, bioinforméatica, mineria de
datos.

DESCRIPCION: En la pandemia de Influenza A HIN1 del 2009, algunos pacientes que
presentaban la sintomatologia de infeccion por este virus eran diagnosticados como falsos
negativos por la RT-PCR, debido a la ausencia en la polimerizacion de los genes para la
Hemaglutinina (HA), Nucleocépside y las Proteinas de Matriz M1y M2. Con una base de datos
que incluyd todas las secuencias gendmicas hasta el afio 2010 del virus, generada por 10
personas durante 18 meses, se determind que el resultado fue debido a procesos evolutivos del
genoma viral; por ello, fueron disefiados nuevos cebadores que diagnosticaron la infeccion en
150 pacientes. Para solucionar los tiempos de construccion de la base de datos, se generé el
programa BioDataToolkit v1.0 cuyo objetivo fue obtener del GenBank: la fecha de coleccion,
pais, hospedero, organismo, segmento, serotipo, cepa, el nimero de acceso y el ORF de cada
cepa, para ubicarlos por columnas en Excel, para manejar la informacion en minutos. Sin
embargo, el programa no habia sido determinado a nivel bioldgico, lo cual se realizd en esta
pasantia con el gen HA del virus de Influenza A HIN1 del 2017. Se determind que la
combinacion optima para obtener la mayoria de las secuencias fue “Influenza a virus 4 segment
hinl 2017 complete CDS”; con ellas, se generé un formato GenBank full que empled el

programa para su analisis. Desde la version 1.0 se genero la pagina de Excel, pero la informacion
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no permitia analisis bioldgicos por tanto los programadores realizaron las modificaciones
requeridas en cada validacion hasta generar la version 5.0 la cual permite obtener la informacién
de cada secuencia en columnas y los formatos Fasta en minutos, para la generacién de secuencias
consenso y andlisis filogenéticos. Sin embargo, es necesario la generacion de la v6.0 para

concluir la optimizacion del programa BioDataToolkit.

*Pasantia de investigacion
**Facultad de Ciencias Basicas. Escuela de Biologia. Tutor: Francisco José Martinez Pérez
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Resumen en Inglés

Title: Evaluation of a program for the generation of databases with sequences of the year 2017
of the influenza virus A HIN1 Hemagglutinin gene*

Author: Cristina Isabel Acufia Carvajal **

Key words: Influenza A H1N1 virus, databases, bioinformatics, big data.

Description: In the pandemic Influenza A H1IN1 of 2009, some patients who had the
symptomatology of infection with this virus were diagnosed as negatives false by RT-PCR, due
to the absence in polymerization of genes for Hemagglutinin (HA), Nucleocapsid (HA), and
matrix proteins M1 and M2. With a database that included all genomic sequences up to the year
2010 of the virus, generated by 10 people for 18 months, it was determined that the result was
due to evolutionary processes of the viral genome. Therefore, new primers that diagnosed the
infection in 150 patients were designed. In order to solve the construction times of the database,
the BioDataToolkit v1.0 program was generated whose objective was to obtain from GenBank:
the collection date, country, host country, organism, segment, serotype, strain, the access number
and ORF of each strain, to be placed by columns in Excel, to handle the information in minutes.
However, the program had not been determined biologically, which was done in this internship
with the HA gene of the Influenza A H1N1 virus of 2017. It was determined that the optimal
combination to obtain most sequences was "Influenza a virus 4 Segment hinl 2017 complete
CDS"; with them, a full GenBank format was generated that used the program for analysis. Since
version 1.0 the Excel page was generated but the information did not allow biological analysis.

Therefore, the programmers made the modifications required in each validation until generating
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version 5.0 which allows to obtain the information of each sequence in columns and Fasta
formats in minutes, for the generation of consensus sequences and phylogenetic analysis.
However, the generation of the V6.0 is necessary to complete the optimization of the

BioDataToolkit program.

*Pasantia de investigacion
**Facultad de Ciencias Basicas. Escuela de Biologia. Tutor: Francisco José Martinez Pérez
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Introduccion

El virus de la gripe Influenza A H1N1 pertenece a la familia Orthomyxoviridae, el cual contiene
8 genes de ARN monocatenario (Christman, Kedwaii, Xu, Donis, & Lu, 2011), los subtipos del
virus de Influenza estdn determinados por los genes codificantes para las glucoproteinas
Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA) que son proteinas de membrana (Stefanska,
Dzieciatkowski, Brydak, & Romanowska, 2013); adicionalmente, estos genes presentan altas
tasas mutacionales, lo que ocasiona cambios en las secuencias codificantes de HA, NA y
reestructuran la composicion de la membrana virica, logrando evadir la defensa inmunitaria del
hospedero (Peteranderl, Herold, & Schmoldt, 2016); estos dos genes junto con el que codifica
para dos Proteinas de Matriz (M1 y M2) que por empalme alternativo forma un canal idnico
(Wise et al., 2012), son los usados para realizar el diagndstico en pacientes (Cui et al., 2016)
(Ortiz, Rojo, & Sanz, 2019). Actualmente, existen 18 subtipos conocidos de HA y 11 subtipos
conocidos de NA (White & Lowen, 2018) presentes en animales como aves, cerdos, humanos,
entre otros (Ozawa & Kawaoka, 2013). Los virus de Influenza en especial el A HIN1 ha sido
causante de pandemias como la de 1918 (Cox & Subbarao, 2000) y la més reciente en el 2009

(Christman et al., 2011).

De acuerdo a lo anterior, en el afio 2009 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré
el inicio de la pandemia provocada por el virus de la gripe Influenza A H1N1 (Chan, 2009) y

hasta agosto del afio 2010 fue declarado el periodo post-pandémico (WHO, 2010). Para el
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diagndstico de esta enfermedad se implementaron diferentes métodos: entre ellos la
inmunofluorescencia, cultivo viral, deteccion rapida de antigenos y deteccién molecular
(McMullen, Anderson, & Burnhamfor, 2016); sin embargo, el método mas usado desde ese
entonces a la fecha ha sido la Reaccion de Polimerizacion en Cadena con Transcriptasa Reversa
en Tiempo Real (RT-PCR) de un paso (Cui et al., 2016). No obstante, en la pandemia del 2009
aun cuando los pacientes presentaban toda la sintomatologia y eran diagnosticados clinicamente
como infectados con el virus de Influenza A H1IN1, al realizar la RT-PCR de un paso, el
resultado era negativo para el virus de Influenza A HIN1 en algunos casos (Gonzalez Barrios et

al., 2016) (Gonzélez Barrios et al., 2016 B).

Dado lo anterior, para determinar las causas del resultado antes mencionado dentro de la
pandemia del 2009, el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia de México autorizé el proyecto
titulado “Caracterizacion molecular de cepas atipicas del Virus de Influenza A HIN1”, el cual
fue realizado en el Laboratorio de medicina genémica del Hospital Regional 1% de Octubre del
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) y por el
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAYV). Posteriormente, en el afio 2011 se da inicio al proyecto de colaboracion
internacional entre la Universidad Industrial de Santander (UIS) y las instituciones previamente
mencionadas, con el proyecto titulado “Disefno de una placa de 96 pozos para la identificacion de
cepas de virus de Influenza A HIN1 de pacientes por RT-PCR en Tiempo Real de un solo paso”.
En donde, por medio de metodos bioinformaticos, evolutivos, ingenieria genética y biomedicina
se determind que la causa de los resultados falsos negativos en la RT-PCR de un paso, con

muestras de pacientes que presentaban toda la sintomatologia causada por el virus de Influenza A
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H1N1, era debido a los procesos evolutivos en los genes virales usados para el diagnostico

(Gonzalez Barrios et al., 2016) ( Gonzalez Barrios et al., 2016 B).

Con base en estas conclusiones y a las secuencias nucleotidicas que corroboran el patron
evolutivo de tres de los ocho genes virales, fueron disefiados nuevos cebadores y condiciones de
RT-PCR de un paso; un juego de ellos fue disefiado para amplificar a partir del codédn de inicio
de la traduccién del gen de la cépside viral, su capacidad para el diagnéstico se determiné en el
Laboratorio de Medicina Gendmica del Hospital Regional 1°° de Octubre del ISSSTE en la
ciudad de México, con 150 pacientes que presentaban el cuadro clinico antes mencionado y a
diferencia del diagndstico oficial, el nuevo juego de cebadores identifico al virus de Influenza A

H1N1 lo que les salvo la vida a las personas infectadas.

El éxito de los proyectos antes mencionados fue gracias a una base de datos inicial de 31,835
secuencias con la cual se realizaron todos los analisis evolutivos de este virus. Inicialmente, esta
fue construida con todas las secuencias virales de Influenza A HIN1 de seres humanos que
tenian el marco abierto de lectura (ORF) completo; es decir, la base de datos estuvo constituida
con un total de 37,708 secuencias reportadas hasta el afio 2010 en la base de datos del GenBank
del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) (Agarwala et al., 2018). En esa
época, su elaboracion tardo aproximadamente afio y medio con el trabajo de 10 personas en
jornadas de busqueda de 4 a 6 horas por dia. La seleccion de cada secuencia de la base de datos
fue de forma manual debido a que al realizar las exploraciones en el NCBI con los criterios de
busqueda, es decir, las palabras claves, independientemente de cada gen los datos obtenidos

siempre mostraban secuencias: con diferente fecha de coleccion y reporte a las del periodo de
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busqueda seleccionado, incluian otras cepas virales como la H2N2, H3N2 entre otras, mostraban
otros segmentos que no correspondian con el criterio de bldsqueda, ademas de secuencias cuyo

OREF era parcial o en su defecto se encontraban nucle6tidos indeterminados.

En bdsqueda de soluciones a la problemética anterior de la edicion de la base de datos, el
Grupo de Investigacion, generé inicialmente una plantilla de Excel que ubicaba y producia el
cambio de nombre a cada secuencia en formato Fasta con el cdigo que identifica a cada una de
las secuencias para su aplicacion en supercémputo y otras plataformas. Sin embargo, también era
necesario hacer una revision manual del resultado, adicionalmente la plantilla de Excel no
permitia la visualizacion o uso de cualquier otro dato de la informacién suministrada de cada una

de las secuencias reportadas en el GenBank.

Motivo por el cual el Grupo de Investigacion continud generando una serie de programas para
dar una solucién y poder obtener bases de datos de genes virales en tiempos operativos menores
a 8 horas para cualquier usuario. Lo anterior es fundamental independientemente del gen de
estudio debido a que, la cantidad de secuencias que son depositadas en bases de datos publicas
mundiales como la del NCBI han aumentado exponencialmente debido a los nuevos métodos de
secuenciacion de nueva generacion que generan miles de secuencias en menos de una semana.
Un ejemplo de esto es que al 22 de septiembre del 2018 como se indico en la propuesta inicial se
tenian reportadas en el GenBank 169.125 secuencias del virus de Influenza A H1INL1, de las
cuales 39.970 codifican para la HA, ahora al 5 de junio del 2019 del virus de Influenza A HIN1
se encuentran 188.611 secuencias reportadas, de las cuales 43.055 corresponden a la

glucoproteina HA (Benson et al., 2017). De alli la importancia de tener sistemas de computacion
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que permitan obtener y actualizar cualquier base de datos incluyendo la que se obtuvo con las

secuencias reportadas hasta el afio 2010.

Actualmente, los avances computacionales de otros centros de investigacion contintan de
forma simultanea a los realizados por el Grupo de Investigacion, una muestra de esto es el
desarrollo de herramientas informaticas para la construccion de bases de datos como son la del
NCBI del virus de Influenza denominada Influenza Virus Resource. Information, Search and
Analysis (Bao et al., 2008) y la de Influenza Research Database (IRD) (National Institute of
Allergy and Infectious Diseases (NIH / DHHS), 2017). Aun cuando estas herramientas permiten
una seleccion de los virus de influenza por: cepa, organismo infectado, gen, afio, mes, dia y la
generacion de un formato Fasta, los resultados no permiten el manejo de toda la informacion de
las secuencias requerida para andlisis evolutivos o terapéuticos entre otros; por tanto, el Grupo de
Investigacion ha desarrollado un programa computacional llamado BioDataToolkit el cual tiene
como objetivo disminuir los tiempos de elaboracion de las bases de datos, para su posterior
depuracién y uso en analisis bioldgicos, sin embargo, la validez bioldgica de la informacién que
genera no ha sido establecida por un experto en Biologia. Es por ello, que este programa fue
evaluado en este trabajo, para constatar su validez biol6gica empleando como criterio de
funcionamiento y rendimiento las secuencias del gen de la HA de seres humanos infectados en el
afio 2017 reportadas en el GenBank y en caso necesario hacer las recomendaciones pertinentes
para con ello contribuir a la generacion de conocimiento de los procesos evolutivos del virus de

Influenza A H1IN1.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Contribuir a la generacion de conocimiento de los procesos evolutivos del virus de Influenza
A HIN1 por medio de la evaluacion del programa BioDataToolkit version 1.0 disefiado dentro
del proyecto UIS-ISSSTE-CINVESTAV, que permite la generacion de bases de datos, con

secuencias del gen de la Hemaglutinina del afio 2017.

1.2 Objetivos Especificos

Evaluar el funcionamiento del algoritmo del programa para la construccion de bases de datos
con secuencias del afio 2017 del gen de la Hemaglutinina del virus de Influenza A HIN1
mediante la generacion de formatos fasta y una hoja de calculo con los datos de identificacion de

cada secuencia.

Determinar la capacidad de categorizacién del algoritmo, para la clasificacion del gen de la
Hemaglutinina del virus de Influenza A H1N1 de acuerdo con el organismo infectado, lugar,

fecha y procedencia de la cepa.
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Establecer el funcionamiento de base de datos del afio 2017 para la generacion de secuencias

consenso del gen de la Hemaglutinina del virus de Influenza A H1N1 para establecer sus

patrones evolutivos.

2. Competencias

2.1 Competencias cognitivas

Disefia busquedas en la plataforma del GenBank para la obtencion de secuencias de
acidos nucleicos para la construccién de bases de datos bioinformaticas para gen de la
Hemaglutinina del virus de Influenza A HIN1.

Identifica los datos obtenidos de las secuencias del GenBank para aplicaciones
bioinformaticas con fines de andlisis evolutivos propuestos dentro del proyecto.
Maneja hojas de célculo para la clasificacion de los datos de secuencias nucleotidicas
del gen de la Hemaglutinina del virus de Influenza A HIN1 como base para analisis
bioinformaticos.

Construye bases de datos para el analisis bioinformatico de &cidos nucleicos del gen
de la Hemaglutinina del virus de Influenza A HIN1.

Clasifica las secuencias de bases de datos nucleotidicas publicas de acuerdo con los

criterios requeridos para realizar analisis bioinformaticos.
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e Genera resultados de analisis evolutivos para evidenciar los cambios del gen de la
Hemaglutinina del virus de Influenza A HIN1 en el afio 2017 por medio del método
de inferencia bayesiana.

e Desarrolla informes de analisis y discusion de resultados de la base de datos de &cidos
nucleicos del gen de la Hemaglutinina para el desarrollo de los objetivos del proyecto

de investigacion.

2.2 Competencias actitudinales

e Participa activamente en un Grupo de Investigacion para resolver preguntas enfocadas
en los andlisis evolutivos del virus de Influenza A HINL1.

e Integra los conocimientos para tomar decisiones légicas de forma imparcial y
razonada.

e Establece una linea de accién adecuada en la resolucién de problemas.

3. Materiales y métodos

3.1 Obtencion de secuencias del gen de la Hemaglutinina del virus de Influenza A H1IN1 del

ano 2017

Las secuencias nucleotidicas del gen que codifica para la Hemaglutinina del virus de

Influenza A HIN1 del afio 2017 fueron descargadas de la base de datos del GenBank
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(Benson et al., 2017), para ello se usé como criterio de busqueda las siguientes palabras
claves: “Influenza a virus 4 segment hinl 2017 complete CDS”, las secuencias obtenidas
fueron descargadas en formato GenBank full, el cual contiene toda la informacion reportada

de cada secuencia en el GenBank.

3.2 Construccion de la base de datos del gen de la Hemaglutinina del virus de Influenza A

H1N1 con el programa BioDataToolkit v1.0

La construccion de la base de datos se realiz6 mediante el uso del programa BioDataToolkit
version 1.0 y sus posteriores versiones, las cuales estuvieron en funcion del andlisis de resultados
de cada version evaluada. A la version inicial del programa y a las posteriores se les ingreso el
archivo en formato GenBank Full previamente descargado del GenBank, lo que generé como
resultado un archivo de salida que consisti6 en una tabla en Excel en la cual se encontraba
organizada toda la informaciéon en columnas por separado, de cada una de las secuencias
descargadas del gen de la Hemaglutinina del virus de influenza A H1IN1 del afio 2017. De la
columna denominada Fasta se extrajo la informacion para la obtencion del segundo formato que

contenia todas las secuencias nucleotidicas.

3.3 Revision y depuracion de la base de datos

Se realizo la revision de todas las secuencias del virus, presentes en el archivo Excel verificando

que la informacién de cada una correspondiera a los datos que se encontraban en el formato

reportado en el GenBank. Puesto que la version 1.0 del programa BioDataToolkit inicialmente
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estaba disefiada para obtener la informacion correspondiente a las columnas Ilamadas:
collection_date, country, host, organism, segment, serotype, strain, ACCESSION, CDS. Sin
embargo, con la evaluacion de las siguientes versiones del programa, se fueron incluyendo los
siguientes datos: mol_type, strain, db_xref, note, gene, function, codon_start, producto,
protein_id, translation, Fasta, Complete Fasta, Renamed Fastas. Posteriormente, por medio de
la herramienta de filtros de Excel se efectud la depuracion de las secuencias con la eliminacién
de las secuencias que no correspondieron a la cepa A HIN1 del gen de la Hemaglutinina del

Homo sapiens del afio 2017 y que tuvieron un CDS parcial.

3.4 Verificacion de la validez bioldgica de la base de datos y analisis bioinformaticos

Las secuencias seleccionadas se organizaron de forma mensual. A cada mes se le realiz6 un
alineamiento por medio del programa Kalign en su versién en linea (Madeira et al., 2019), con
los pardmetros de Gap Open y Gap Extension empleados durante la ejecucion del proyecto UIS-
ISSSTE-CINVESTAV. Inmediatamente a partir de cada alineamiento mensual, se obtuvo su
respectiva secuencia consenso con el programa BioEdit (Hall, 1999) y finalmente fueron
editados en formato Fasta y almacenados en un archivo de texto plano. Posteriormente, se
establecio la capacidad de identificacion de las secuencias mensuales consenso de la HA del
virus de Influenza A HIN1 de humanos, reportadas en el afio 2017 mediante una busqueda de
sus secuencias homologas con un porcentaje de similitud del 97% al 100% y valores esperados
(e-value) cercanos a cero, mediante el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

(Altschul, Gish, Miller, Myers, & Lipman, 1990).
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3.5 Analisis filogenético

Se realiz6 un andlisis filogenético mediante el método de Inferencia Bayesiana con el programa
MrBayes (Huelsenbeck, JP & F. Ronquist, 2001), para el cual se emplearon las secuencias
consenso mensuales del afio 2017 correspondientes al gen HA del virus de Influenza A HIN1
aislado de seres humanos; se realizaron 2 carreras con 4 cadenas de Markov-Montecarlo y se

corrieron 15 millones de generaciones, con muestreo de cadenas cada 1500 generaciones.

4. Resultados

Obtencion de secuencias del gen de la Hemaglutinina del virus de Influenza A H1IN1 del

afo 2017.

Las basquedas con las palabras claves en la base de datos del GenBank, se inicié mediante una
palabra general hasta concluir con el criterio de busqueda especifico. Las palabras generales
“Influenza” e “Influenza a” mostraron todas las secuencias nucleotidicas reportadas de este virus,
las cuales fueron mas de un millon (Tabla 1). Al incluir la palabra virus como siguiente criterio
de seleccidn la cantidad de secuencias se redujo al 61,43% respecto a las secuencias iniciales. Al
adicionar el nimero “4” y la palabra “segment” que corresponde al gen de la Hemaglutinina se
determind que la basqueda se restringié al 22% con ambos criterios. Esta disminucion en la

cantidad de secuencias fue mas evidente al incluir la palabra HIN1, en donde unicamente el 7%
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correspondio al segmento deseado y de este grupo, el 19% fueron secuencias que indicaban

correspondencia al afio 2017 y el 17% tenian el ORF completo (Tabla 1).

Es de resaltar, que en cualquiera de las bdsquedas con las palabras de seleccidn iniciales
siempre se generaron resultados que mostraron: otras secuencias del genoma del virus de
Influenza A H1N1, afios distintos al de la busqueda e inclusive otras cepas del virus de Influenza.

(Fig. LAy 1.B).

Las palabras claves “Influenza a virus 4 segment hlnl” generaron mayor restriccion en la
busqueda, ya que el resultado mostr6 secuencias de la cepa HIN1 del afio 2017, sin embargo,
también se afiadieron a la busqueda otras cepas diferentes a las del criterio de seleccion, ademas,
se encontraron secuencias del afio 2017 y de otros afos, sin que se hubiesen incluido como
criterio de busqueda (Fig. 1.C).

Tabla 1.

Palabras claves para la identificaciéon del gen de la Hemaglutinina del virus de Influenza A HIN1 del

afo 2017 en el GenBank.

., NUmero de secuencias encontradas
Combinacion de palabras claves

en el NCBI
Influenza 1.054.461
Influenza a 1.054.461
Influenza a virus 647.712
Influenza a virus 4 236.874
Influenza a virus 4 segment 225.755
Influenza a virus 4 segment hinl 74.007
Influenza a virus 4 segment hinl 2017 14.285
Influenza a virus 4 segment hinl 2017 complete 13.155

CDS




EVALUACION DEL PROGRAMA BIODATATOOLKID 26

= unit 3 (GTE3IC) wanscdpt vadant 1. —
. _cov_978.32364 hols o hatoun —
nAVNSIABE) mRrNs <
= issrint varant 4 _mrans <
127
B = e lma e BE2 (PR2) g mameieie G
aa
- T e e —
= arAZO0SIHINI SegmMment 2 Saouencs _
==
Items: 1 to 20 of 74007
C Page [1 of 3701 | Mext = || Last ==
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Accession: MK264079.1 Gl 1547157527
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2. 1,752 bp linear cRMNA
Accession: MH128192.1 GI: 1371433629
BioProiect Protein Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

3. 1,752 bp linear cRMNA
Accession: MGO78627.1 Gl: 1347758248
BioProject Protein Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

Figura 1. Ejemplo de la busqueda del gen de la Hemaglutinina del virus de Influenza A HIN1 del afio 2017
por medio de palabras claves en el GenBank. En “A” se muestra un ejemplo del resultado del uso de las palabras
claves “Influenza a”, note que la mayoria de las secuencias no corresponden al criterio de bisqueda. Como se indica
en la parte “B” de la imagen, con la inclusion de las palabras “virus 4 segment” al criterio anterior se presentaron
secuencias del segmento 4 del virus de Influenza, no obstante, también se integraron secuencias de otros segmentos
del virus. En la imagen “C”, se muestra una parte de la identificacion de genes de la cepa HIN1 del virus de
influenza A con las palabras claves “Influenza a virus 4 segment h1nl”, con ellas se incrementé la seleccion de la
cepa, sin embargo, esta incluy6 afios no solicitados como criterio de busqueda. Las flechas rojas indican las

secuencias incorrectas, mientras que la flecha verde sefiala el resultado correcto de la busqueda.
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Construccion de base de datos del gen de la Hemaglutinina del virus de Influenza A

H1N1 con el programa BioDataToolkit v 1.0.

Una vez determinadas la mayoria de las secuencias del gen de la Hemaglutinina del virus de
Influenza A HIN1 del afio 2017, se gener0 de la pagina Nucleotide del GenBank un archivo en
texto plano con toda la informacion de cada una de las secuencias seleccionadas con el formato
GenBank full (Fig. 2.A y 2.B). Posteriormente, para la ejecucion del programa BioDataToolkit
v1.0 se introdujo dentro de sus comandos el nombre del archivo de texto plano con las
secuencias del virus de Influenza A H1N1 (Fig. 2.C), asi como el nombre del archivo de salida

de Excel (Fig. 2.D), para luego ser ejecutado.

A\ | @ compiete Recors
Coding Sequences
Gene Fealures

Choose Destination
®File Clipboard
Collections

Download 13199 items

Format
GenBank (full) v

Sort by
Sequence Lengih ¥

Show Gl

Create File

C #Ffirst we read the sequence genbank File
for seq_record in SeqlO.parse( "AHIN1 2817 .gp™” . “"genbank™):

#Fprint (Len(seq record.features))

FullFasfas[ ‘Complete Fasta'].append(seq_record.format(’'fasta"))

D import xxlsxwriter

worlkbook = xlsxwriter .(Workboolk{ "AHIMNIL 28l F _xxls>x ™ )
worksheet = workboolk. add workshest( )

Figura 2. Procedimiento de la ejecucion del programa BioDataToolkit v.1.0 para la obtencion de la hoja de
Excel con la informacion y las secuencias nucleotidicas del virus de Influenza A HIN1. En “A” se observa el
procedimiento realizado en el GenBank para la generacion del formato GenBank full el cual produjo un archivo de

texto plano con toda la informacidn de todas las secuencias seleccionadas como se muestra en “B”. La ubicacion en
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el programa para colocar el nombre del archivo en formato GenBank full y el de salida, son indicados con letras

rojas y resaltadas en color purpura en las imagenes C y D respectivamente.

Revision y depuracion de la base de datos

En un principio el programa BioDataToolkit v.1.0 se disefié para colocar en cada columna de la
hoja de célculo de Excel la informacién seleccionada de cada cepa en el GenBank, es decir, la
correspondiente a: la fecha de coleccion, el pais, el hospedero, el organismo, el segmento, el
serotipo, la cepa, el nimero de acceso del GenBank y el ORF indicado como CDS en el

GenBank (Fig. 3).

LOCUS MH637478 1777 bp cRNA linear VRL 25-AUG-

2018

DEFINITION Influenza A virus (A/Baltimore/P0197/2017 (HIN1)) segment 4
hemagglutinin (HA) gene, complete cds.

ACCESSION MH637478

VERSION MH637478.1

DBLINK BioProject: PRJNA297517
KEYWORDS

SOURCE Influenza A virus

ORGANISM Influenza A virus
Viruses; ssRNA viruses; ssRNA negative-strand viruses;
Orthomyxoviridae; Alphainfluenzavirus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1777)
CONSRTM Centers of Excellence for Influenza Research and Surveillance
(CEIRS)
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (17-JUL-2018) The Johns Hopkins Center for Excellence
in

Influenza Research and Surveillance (JH-CEIRS), Baltimore, MD
21287, USA

COMMENT This submission was made by the CEIRS Data Processing and
Coordinating Center (DPCC) on behalf of the The Johns Hopkins
Center for Excellence in Influenza Research and Surveillance
(JH-CEIRS). This work was supported by National Institute of
Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health,
grant HHSN272201400007C.

##Assembly-Data-START##

Assembly Method :: bowtie2 v. 2.2.6
Coverage :: 100

Sequencing Technology :: Illumina


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA297517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=11320
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##Assembly-Data-END##

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1777
/organism="Influenza A virus"
/

/strain="A/Baltimore/P0197/2017"
/serotype="HIN1"

/host="Homo sapiens"

/
/segment="4"

/country="USA"

/collection date="17-Nov-2017"

/
gene 33..1733
/
CDS 33..1733
/gene="HA"
/
/
/
/
/translation="MKAILVVLLYTFTTANADTLCIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVT
sig peptide 33..83
/gene="HA"
mat peptide 84..1064
/gene="HA"
/product="HA1"
mat peptide 1065..1730
/gene="HA"

/product="HA2"
ORIGIN
1 agcaaaagca ggggaataca aaagcaacaa aaatgaaggc aatactagta gttctgctat
61 atacatttac aaccgcaaat gcagacacat tatgtatagg ttatcatgcg aacaattcaa


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=11320
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH637478.1?from=33&to=1733
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH637478.1?from=33&to=1733
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1450487795
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AXO64767.1?from=1&to=17
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AXO64767.1?from=18&to=344
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AXO64767.1?from=345&to=566
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cagacactgt
tggaagacaa
gtaaatgtaa
caagatcatg
gagatttcat
ggtttgaaat
cggcagcatg
aaaaagggaa
tcctecgtget
agaatgcaga
aaatagcaac
tagtagaacc
atgcattcac
acgattgcaa
agaatgtaca
gactggccac
ttgccggcett
atcaaaatga
ataagattac
tgggtaaaga
atggcttctt
gaactttgga
taaaaaacaa
acacatgcat
caaaattaaa
ttttggcgat
tcagcttctg
atttcagaat

agacacagta
gcataacgga
cattgctggc
gtcctacatt
caattatgag
attccccaag
tcctcacgcet
ttcataccca
gtggggcatt
tgcatatgtc
aagacccaaa
gggagacaaa
aatggaaaga
tacaacttgt
tccgatcaca
aggattgagg
cattgaaggg
gcaggggtca
taacaaagta
gttcaaccac
ggacatttgg
ctatcacgat
tgccaaggaa
ggaaagtgtc
cagagaaaaa
ctattcaact
gatgtgctct
catgagaaaa

ctagaaaaga
aaactatgca
tggatcctgg
gtggaaacat
gagctaagag
acaagttcat
ggagcaaaaa
aagctcaacc
caccatccat
tttgtgggga
gtgagggatc
ataacattcg
aatgctggat
cagacacccg
attgggaaat
aatgtcccgt
gggtggacag
ggatatgcag
aattctgtta
ctggaaaaga
acttacaatg
tcaaatgtga
attggaaacg
aagaatggga
atagatggag
gtcgccagtt
aatgggtctc
acacccttgt

atgtaacagt
aactaagagg
gaaatccaga
ctaattcaga
agcaattgag
ggcccaatca
gcttctacaa
aatcctacat
ctactactgc
catcaagata
aagaagggag
aagcaactgg
ctggtattat
agggtgctat
gtccaaagta
ctattcaatc
ggatggtaga
ccgacctgaa
ttgaaaagat
gaatagagaa
ccgaactgtt
agaacttgta
gctgctttga
cttatgacta
taaagctgga
cattggtact
tacagtgtag
ttctact

aacacactct
ggtagcccca
gtgtgaatca
caatggaacg
ctcagtgtca
tgactcgaac
aaacttgata
taatgataaa
tgaccaacaa
cagcaagaag
aatgaactat
aaatctagtg
catttcagat
aaacaccagc
tgtaaaaagc
tagaggccta
tggatggtac
gagcacacaa
gaatacacag
tctaaataaa
ggttctactg
tgaaaaagta
attttaccac
cccaaaatac
atcaacaagg
ggtagtctcc
aatatgtatt

30

gttaatcttc
ttgcatttgg
ctctccacag
tgttacccag
tcatttgaaa
aaaggtgtaa
tggctagtta
gggaaagaag
agtctctatc
ttcaagccgg
tactggacac
gtaccgagat
acaccagtcc
ctcccatttc
acaaaattga
ttcggggcca
ggttatcacc
aatgccattg
ttcacagcag
aaagttgatg
gaaaatgaaa
agaaaccagt
aaatgcgata
tcagaggaag
atctaccaga

ctgggggcaa
taacattagg

Figura 3. Ejemplo del contenido de la informacién de cada secuencia del gen HA del virus de Influenza A
H1N1 del afio 2017 tomada del formato GenBank full para la generacion del archivo Excel. Los datos
seleccionados para la primera version del programa BioDataToolkit v1.0 y sus nuevas versiones que generaron sus
respectivos archivos de Excel, con la informacion de las secuencias nucleotidicas del GenBank se resaltan en
colores. Para la version 1.0 los datos estan en amarillo. La informacidn incluida en la versidn 2 se muestra en verde.

Los respectivos datos para la versién 3 se resalta en azul y la Gltima es resaltada en fucsia.

El resultado obtenido indicé que el programa si gener6 el documento de Excel. La
informacién la ubicé en columnas, no obstante, dentro de ellas Unicamente incluyé la primera
palabra de cada item, es decir, todos los caracteres que encontré hasta hallar un espacio. Lo

anterior se evidencia en la columna host, que en lugar de ubicar el género y especie Homo
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sapiens como esta indicado desde el archivo GenBank full (/host="Homo sapiens™) Unicamente
se mostrd el género (Fig. 4). Este primer resultado indicé que si era posible separar la
informacion del formato del GenBank en columnas para un archivo de Excel, pero se requerian
adecuaciones. Por ello, se solicitd la realizacion de las respectivas modificaciones las cuales
originaron la version 2.0 del programa BioDataToolkit, ademas de incluir las lineas: mol_type,

db_xref y PCR_primers como control de la informacion en la generacion de columnas.

A B C D E F G H | J K -
1 Jcollection_date ‘ [country Jhost [organism ‘Isegment ‘ lsemtypel [strain ‘ACCESSION ‘ DS

2] 0 |"21-Nov-2017"  "USA: I”Homo I"Influenza gt "HINL"  "Aflowa/43/2017" MG978627 [21.1721']
3 1 |"09-Nov-2017" "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "AfCalifornia/134/2017" MG978507 [21.17211
4| 2 ["4-Nov-2017" "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "AfAlabama/28/2017" MG978459 [21..1721
5 3 |"27-Nov-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "A/Virginia/36/2017" MG330839 [21..17211]
6| 4 |"22Nov-2017" "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "AfUtah/33/2017" MG330831 [21..17211]
7 5 |"M4-0ct-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "AfOregon/19/2017" MG830823 [21.17211)
8| 6 ["19-Nov-2017" "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "AfOklahoma/32/2017" MG830815 [21..17211
9 7 |"23-Nov-2017" "USA: "Homa "Influenza "4" "HINI"  "A/North MG830807 [21.17211
10| 8 ["29-Nov-2017" "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "A/New MG830799 [21.17211
11| 9 ["29-Nov-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "A/Mississippi/35/2017" MGS30791 [21.17211
12| 10 ["14-Nov-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "A/Mississippi/33/2017" MG330783 [21..17211]
13| 11 |"14-Nov-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "AfLouisiana/64/2017" MG830775 ['21..17211
14| 12 |"26-Oct-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "Aflowa/34/2017" MG830768 [21..1721']
19| 13 |"18-Nov-2017"  "USA: "Homa "Influenza "4" "HINL"  "Afillinois/37/2017" MG830729 [21.17211]
16| 14 "2-Oct-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "A/Hawaii/54/2017" MG830751 [21.17211
17| 15 |"10-Nov-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "AfCalifornia/123/2017" MG830719 [21..17211
18| 16 |"05-Dec-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "A/Wyoming/30/2017" MH084256 [21..1721]
19| 17 |"04-Dec-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "A/Wyoming/28/2017" MH084248  [21..1721]
20| 18 |"04-Dec-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "A/Wisconsin/338/2017" MH084200 [21..17211
21| 19 |"03-Dec-2017"  "USA: "Homa "Influenza "4" "HINI"  "AfWest MH084176  ['21..1721']
22| 20 ["14-Dec-2017"  "USA: "Homa "Influenza "4" "HINI"  "A/Texas/316/2017" MH084128  [21..17211]
23| A |"09-Dec-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "AfTexas/314/2017" MH084120 [21.17211]
24| 22 |"07-Dec-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "AfTexas/311/2017" MH084112 [21..17211]
25| 23 |"05-Dec-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINI"  "AfTexas/310/2017" MH084104 [21..1721]
26| 24 |"15-Dec-2017"  "USA: "Homo "Influenza "4" "HINL"  "AfPennsylvania/276/2017" MH084032 ['21..1721

— v

Sheet! ® ] y
# m - | + 100%

Figura 4. Archivo de salida de la version 1.0 del programa BioDataToolkit. En el recuadro rojo se evidencia que

en esta version del programa la base de datos solo muestra la primera palabra.

En la version 2.0 del programa se corrigid la problematica determinada en la version 1.0 y con
ello, se incorporoé la lectura de la respectiva linea de informacion de cada item de la seccién de
“Caracteristicas” que se muestra en el formato GenBank full (Fig. 5). Para corroborar la

exactitud en la generacion de la hoja de Excel de esta nueva versién, el programa fue evaluado
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con secuencias del gen de la Proteina de Matriz (Segmento 7) del virus de Influenza A H1IN1,
cuyo ARN tiene un procesamiento alternativo que genera un canal i6nico. Por ello, la
informacion del GenBank y concomitantemente la del formato GenBank full muestran los
respectivos CDS. Sin embargo, al ejecutar la version 2.0, el programa solo reconocio el primero
de los dos CDS; es por ello, que se solicitd una nueva version que diera solucién a esta
problemaética, la cual dio origen a la version 3 que permitio la integracion de ambos CDS en su
respectiva columna y la inclusion de las palabras: “gene, codon_start, product, protein_id y

translation” como nuevo control de la informacion (Fig. 6).

A B C D E F G H | Jls
1 |organism mol_type strain serotype host dh_xref segment country  collection_date PCR_primers
2 |influenza Avirus (A/Santo Angelo/LACENRS-1537/2003(HINL))  viral cRNA A/Santo Angelo/LACENRS-1537/2003  HINL ax0n:1978714 1 Brazil  13-Aug2009  fwd_name:(
3 |Influenza A virus (A/swine/France/29-140290/ 2014{HIN1)) viral cRNA A/swine/France/29-140290/2014 HIN1  Susscrofa taxon:1617815 4 France  25-Apr-2014  fwd_name:
4 |Influenza Avirus (A/Canela/LACENRS-1704/2012(HIN1)) viral cRNA A/Canela/LACENRS-1704/2012 HINI  Homo sapiens taxon:1978587 4 Brazil  20-Jul-2012  fwd_name:
5 |Influenza A virus (A/Caxias do Sul/LACENRS-1186/2011(HIN1))  viral cRNA A/Caxias do Sul/LACENRS-1186/2011 HINI  Homosapiens taxon:1978599 4 Brazil  31-Aug-2011  fwd_name:C
6 Influenza Avirus (A/Porto Alegre/LACENRS-3434/2009(HIN1))  viral cRNA A/Porto Alegre/LACENRS-3434/2009 HINI  Homosapiens taxon:1978676 4 Brazil  28-0ct-2009  fwd_name: C
7 |Influenza A virus (A/swine/France/22-120340/ 2012(HIN1)) viral cRNA A/swine/France/22-120340/2012 HINI  Susserofa tavon:1617812 4 France  09-Oct-2012  fwd_name: C
8 |Influenza A virus (A/Camaqua/LACENRS-3379/2013(HIN1)) viral cRNA A/Camaqua/LACENRS-3379/2013 HINI  Homo sapiens taxon:1978580 4 Brazil  21-Aug-2013  fwd_name:
9 |Influenza A virus (A/Canoas/LACENRS-1829/2013(HIN1)) viral cRNA A/Canoas/LACENRS-1829/2013 HINI  Homo sapiens taxon:1978597 4 Brazil 28-Jun-2013  fwd_name: €
10 Influenza A virus (A/Chuvisca/LACENRS-287/2011(HIN1)) viral cRNA A/Chuvisca/LACENRS-287/2011 HIN1  Homo sapiens taxon:1673600 Brazil 16-Jun-2011  fwd_name: C
11 |Influenza A virus (A/Cruz Alta/LACENRS-129/2012(HIN1)) viral cRNA A/Cruz Alta/LACENRS-129/2012 HINI  Homosapiens taxon:1978601 3 Brazil  28-May-2012  fwd_name: (
12 |Influenza A virus (A/Cruz Alta/LACENRS-499/2012(HIN1)) viral cRNA A/Cruz Alta/LACENRS-493/2012 HINI  Homosapiens taxon:1978605 4 Brazil  27-Jun-2012  fwd_name:C
13 Influenza A virus (A/Cruz Alta/LACENRS-893/2012(HIN1)} viral cRNA A/Cruz Alta/LACENRS-893/2012 HINI  Homosapiens taron:1978607 4 Brazil  06-Jul-2012  fwd_name:
14 Influenza A virus (A/Flores da Cunha/LACENRS-T13/2011(HIN1)) viral cRNA A/Flores da Cunha/LACENRS-713/2011  HINI  Homosapiens taxon:1378614 3 Brazil  07-Jul-2011  fwd_name: C
15 Influenza A virus (A/Passo Fundo/LACENRS-2459/2013(HINI))  viral cRNA A/Passo Fundo/LACENRS-2459/2013 HINI  Homo sapiens taxon:1978634 4 Brazil  14-Jul-2013  fwd_name: C
16 Influenza A virus (A/Pelotas/LACENRS-604/2011(HIN1)) viral cRNA A/Pelotas/LACENRS-604/2011 HIN1  Homo sapiens taxon:1678641 4 Brazil 30-Jun-2011  fwd_name: €
17 Influenza A virus (A/Pelotas/LACENRS-634/2011(HIN1)) viral cRNA A/Pelotas/LACENRS-§94/2011 HINI  Homo sapiens taxon:1978642 1 Brazil  07-Jul-2011  fwd_name:
18 |Influenza A virus (A/Porto Alegre/LACENRS-3653/2013(HIN1))  viral cRNA A/Porto Alegre/LACENRS-3653/2013 HINI  Homosapiens tavon:1978677 4 Brazil  06-Sep-2013  fwd_name: C
19 |Influenza A virus (A/Porto Alegre/LACENRS-830/2011(HINL)) viral cRNA A/Porto Alegre/LACENRS-830/2011 HINI  Homosapiens ta¥on:1978685 4 Brazil  13-ul-2011  fwd_name:C
20 |Influenza A virus (A/Rosario do Sul/LACENRS-383/2012(HIN1))  viral cRNA A/Rosario do SU/LACENRS-383/2012  HINI  Homosapiens taxon:1378598 4 Brazil  22:Jun-2012  fwd_name:
21 Influenza A virus (A/Sao Gabriel/LACENRS-1626/2009(HIN1})  viral cRNA A/Sao Gabriel/LACENRS-1626/2009 HINI  Homo sapiens taxon:1978721 1 Brazil  14-Aug-2009  fwd_name:
22 Influenza A virus (A/Soledade/LACENRS-551/2012(HIN1)) viral cRNA A/Soledade/LACENRS-551/2012 HINI  Homo sapiens taxon:1978726 Brazil 28-Jun-2012  fwd_name: €
23 Influenza A virus (A/Uruguaiana/LACENRS-2538/2013(HIN1))  viral cRNA A/Uruguaiana/LACENRS-2538/2013 HIN1  Homo sapiens taxon:1978736 4 Brazil  18-Jul-2013  fwd_name:
24 |Influenza A virus (A/Jaguarao/LACENRS-881/2011(HIN1)) viral cRNA A/Jaguarao/LACENRS-881/2011 HINI  Homosapiens taxon:1978754 4 Brazil  14-Jul-2011  fwd_name:(
25 |Influenza A virus (A/swine/lowaf/MT 12 07 11 02 05/2011{H1N1) viral cRNA A/swine/lowa/MT_12 07 11 02 05/2011 HIN1  swine taron:2008152 4 USA:lowa 22-Nov-2011  fwd_name:

26 Influenza A virus (A/swine/lowa/MT_12_07_11 2 26/2011(HIN1)] viral cRNA A/swine/lowa/MT_12 07 11 2 26/2011 HIN1  swine taron:2008164 4 USA:lowa 22-Nov-2011  fwd_name: C -
Sheet! ® ] )
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Figura 5. Resultado de la evaluacion de la version 2.0 del programa BioDataToolkit. El recuadro rojo de la
columna host muestra que el programa ya lee toda la linea de cada encabezado, es decir, ya se incorpor6 el género y

la especie en la respectiva columna.
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segment country collection gene codon product protein_id  translatio Fasta  gene codon product protein_id translatim Fasta
m;

1
2 (7 italy o0 M2 1 szszam MSLLTEVE join{[13:38] »KU32251' M1 1 atrix protein 1 |ALX29236.1 MSLTEVE [13:772](+) KU322511.1 Influenza A virus (A/swina/1
3 '7 China '2005 M2 '1 matrix protein 2 ACG50702.1 MSLLTEVE join{[66:92] EU87490. M1 '1 matrix protein 1 ACG50701.1 MSLLTEVE [66:825](+) »EU874901.1 Influenza A virus (Afchicken,
4 '7 Russia '2009 M2 '1 matrix protein 2 ADAB3031.1 MSLLTEVE join{[45:71] >GU36731 M1 '1 matrix protein 1 ADA83030.1 MSLLTEVE [45:804](+) >GU367318.1 Influenza A virus (A/Tumsk/\
5 '7 Russia VZDDB M2 '1 matrix protein 2 ADA83033.1 MSLLTEVE join{[44:70] >GU36732 M1 '1 matrix protein 1 ADA83032.1 MSLLTEVE [44:803](+) »GU367328.1 Influenza A virus (A/Salekha
6 "17 Russia VZDDH M2 '1 matrix protein 2 ADB82952.1 MSLLTEVE join{[44:70] »GU48094 M1 '1 matrix protein 1 ADB82951.1 MSLLTEVE [44:803](+) »GU480944.1 Influenza A virus (A/Kurgan/
70 Russia  18-Nov-20M2 1 matrix protein 2 ADB89130.1 MSLLTEVE join{[44:70] »GUS6000 M1 1 matrix protein 1 ADBS9131.1 MSLLTEVE [44:803](+) »GU560009.1 Influenza A virus (A/Tomsk/{
37 Russia  18-Dec20M2 1 matrix protein 2 ADC38989.1 MSLLTEVE join{[44:70] »GU59289 M1 1 matrix protein 1 ADC38988.1 MSLLTEVE [44:803](+) >GU592890.1 Influenza A virus (A/Barnaul
97 Russia  06-Aug-20M2 i matrix protein 2 ADR51638.1 MSLLTEVE join{[44:70] HQ66136 M1 i matrix protein 1 ADR51637.1 MSLLTEVE [44:803](+) »HQ661365.1 Influenza A virus (A/Russia/|
1007 China:Guz 10-Aug-20M2 1 matrix protein 2 AENG8963.1 MSLLTEVE join{[44:70] »IN59686: M1 1 matrix protein 1 AEN68962.1 MSLLTEVE [44:803](+) »JN596862.1 Influenza A virus (A/Orenbus
nf Russia  12-Nov-2(M2 1 matrix protein 2 ADD92536.1 MSLLTEVE join{[43:69] >HM01432 M1 i matrix protein 1 ADD92537.1 MSLLTEVE [43:802](+) »HM014333.2 Influenza A virus (A/Guangz
127 China  Jun-2009 M2 1 matrix protein 2 ADG27795.1 MSLLTEVE join{[28:54] >HM1736C M1 i1 matrix protein 1 ADG27796.1 MSLLTEVE [28:787](+) *HM173600.1 Influenza A virus (A/Blagove
137 India: Uttz 14-Nov-20M2 1 matrix protein 2 ACT21943.1 MSLLTEVE join{[27:53] »GQ33975 M1 1 matrix protein 1 ACT21942.1 MSLLTEVE [27:786](+) »6Q359759.2 Influenza A virus (A/Zhejian
14 '7 Brazil 07-Aug-20M2 '1 matrix protein 2 ADC45370.1 MSLLTEVE join{[29:55] >GU39304 M1 '1 matrix protein 1 ADC45371.1 MSLLTEVE [29:788](+) >GU593047.1 Influenza A virus [A/swine/
15 '7 China 13-Jan-20:M2 '1 matrix protein 2 AIV09223.1 MSLLTEVE join{[25:51] >KP02760< M1 '1 matrix protein 1 AIV09222.1 MBSLLTEVE [25:784](+) KP027604.1 Influenza A virus (Afswine/B
16 '7 China 13-Jan-20:M2 '1 matrix protein 2 ADW93925.1 MSLLTEVE join{[25:51] »JF275918 M1 '1 matrix protein 1 ADW93924.1MSLLTEVE [25:784](+) »JF273918.1 Influenza A virus (A/swine/N
17 "17 China 13-Jan-20:M2 '1 matrix protein 2 ADW93935.1 MSLLTEVE join{[25:51] =JF275926 M1 '1 matrix protein 1 ADW93934.1MSLLTEVE [25:784](+) »JF275926.1 Influenza A virus (Afswine/N
187 China  13-Jan-20M2 1 matrix protein 2 ADW93945.1 MSLLTEVE join{[25:51] =JF275934 M1 1 matrix protein 1 ADW93344.1MSLLTEVE [25:784](+) »JF275934.1 Influenza A virus (Afswine/N
19 '7 Thailand  26-Aug-20M2 '1 matrix protein 2 ADW93955.1 MSLLTEVE join{[25:51] »JF275%42 M1 '1 matrix protein 1 ADW93954,1MSLLTEVE [25:784](+) >JF275942.1 Influenza A virus (Afswine/N
20 '7 Canada: A 01-Dec-13 M2 '1 matrix protein 2 AGK24351.1 MSLLTEVE join{[25:51] »KC85916¢M1 '1 matrix protein 1 AGK24350.1 MSLLTEVE [25:784](+) »KC859169.1 Influenza A virus (A/swine/T|
nf7 China  31-Aug-20M2 i1 matrix protein 2 ABB19620.1 MSLLTEVE join{[25:51] >CY00454( M1 i1 matrix protein 1 ABB19619.1 MSLLTEVE [25:784](+) >CY004540.1 Influenza A virus (Afblue-wif
2 "17 China 05-Jan-20(M2 '1 matrix protein 2 ABR87892.1 MSLLTEVE join{[25:51] »EU01598¢M1 '1 matrix protein 1 ABR87893.1 MSLLTEVE [25:784](+) EU015989.1 Influenza A virus (Afswine/@
»nf USA 05-Jul-200M2 1 matrix protein 2 ABS00311.1 MSLLTEVE join{[25:51] >EU00444¢ M1 1 matrix protein 1 ABS00312.1 MSLLTEVE [25:784](+) >EU004449.1 Influenza A virus (Afswine/H
24 '7 USA 23-Mar-20M2 '1 matrix protein 2 ABS00320.1 MSLLTEVE join{[25:51] >EU00444( M1 '1 matrix protein 1 ABS00321.1 MSLLTEVE [25:784](+) >EU004440.1 Influenza A virus (Afswine/T
57 UsA 02-Apr-20 M2 i matrix protein 2 ABUS0601.1 MSLLTEVE join{[25:51] EU10061:M1 i matrix protein 1 ABUS0600.1 MSLLTEVE [25:784](+) »EU100611.1 Influenza A virus (AfWiscong
26 :7 USA 02-Mar-20M2 :1 matrix protein 2 ABUS0603.1 MSLLTEVE join{[25:51] >EU10061 M1 :1 matrix protein 1 ABUS0602.1 MSLLTEVE [25:784](+) >EU100612.1 Influenza A virus (A/Arizuna/ .
Sheetl ® « »
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Figura 6. Evidencia de los resultados generados por la version 3.0 del programa para la integracion de la
informacién de genes reportados con dos CDS. En los recuadros rojos se muestra el primer producto que es la
proteina de matriz 2 con su respectivo CDS y en los recuadros azules se encuentra la proteina de matriz 1 con su

CDS.

La evaluacion de la version 3.0 mostrd que al final del documento Excel se presentaba un
desfase de la informacidn en las columnas de: host, country, collection_date, PCR_primers, note
y function, respecto a la informacion de las columnas: organism, mol_type, strain, serotype,
db_xref, segment, gene, codon_start, producto, protein_id, translation, CDS, Fasta (Fig. 7); la
inconsistencia de lo anterior durante la fase de revision del archivo Excel, se confirmé con los
alineamientos de las secuencias de esta base de datos. Para determinar el origen de esta
problematica, se procedié a analizar la informacién de las columnas de Excel con la del archivo
GenBank full, encontrandose que este resultado era dado por la heterogeneidad en la informacion
de las secuencias, ya que no todas contenian la totalidad de los datos completos de cada item que

se reportan en el GenBank y por lo tanto el programa no pudo realizar el ordenamiento pertinente
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(Fig. 7). Debido a lo antes mencionado, se solicit6 una nueva version del programa que se
nombré v 4.0, sin embargo, ella continuo la inconsistencia de los espacios vacios, ya que el
programa deberia poner la palabra “empty” en las columnas en que no encontraba el dato, las
cuales fueron: host, country, collection_date y note, no obstante, en las columnas: gen, fuction y
codon_start, continu6 la ausencia de la palabra y por lo tanto se mantenia el espacio vacio (Fig.

8).

A B C D E F G H | JIK|L M N 0 p Q R S -
1 |organism Imol_type strain serotype host db_xref segr country collection_date PCR note gene function codeproduct protein_ictranslatiol CDS Fasta

6523 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/United StHINI  swine taxon:lBﬁBEZDﬁ USA: lov 19-Jun-2017 HA 1 hemagglu ARD27287 MKAILVVL [0:1698](+ =KY766098.1 1
6524 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/lowa/AOIHINL  swine taxon:1975634 USA: Ne 31-Aug-2017 HA N hemagglu ARJG3971. MKAILVVL[0:1698](+ »KY873234.1 11
5525 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/NebraskeHINI  swine taxon1983221 3 USA:Ne 29-Aug-2017 HA fn hemagglu ARQ84806 MKAILVVL[0:1698](+ *KY995615.1 1
6526/ Influenza A virus (A/sw viral cRNA Afswine/NebraskeHIN1  swine taxon:ZDDZEIle USA: Mir18-0ct-2017 HA '1 hemagglu ARV30010 MKAILVVL[0:1698](+ >MF116349.1 |
6527 Influenza Avirus (Afsw viral cRNA Afswine/lowa/A0iHINI  swine taxon:2005188 3 USA:lov 17-Oct-2017 HA n hemagglu ARX97460 MKAILVVL[0:1698](+ »MF159360.1 |
6528 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/lowa/A0ZHINL  swine taxon:2019398 3 USA: lov 05-Dec-2017 HA N hemagglu ASO97465 MKAILVVL [0:1698](+ »MF455483.1 |
6529 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/NebraskeHINI  swine taxon2038313 3 USA: Ml 27-Nov-2017 HA fn hemagglu ATI21341.; MKAILVVL[0:1698](+ »MF973230.1 |
6530 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/NebraskeHIN1  swine taxon:204514951 USA: Ne 28-Nov-2017 HA '1 hemagglu ATQ38737 MKAILVVL[0:1698](+ >MG198971.1 |
6331 Influenza A virus (A/Bri viral cRNA A/Brishane/53-MAHINL  swine taxon:1112734 3 USA: No 21-Nov-2017 HA n hemagglu ATUB1615 MKVKLLVI [0:1698](+ >MG460793.1 |
6332 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/MinnesolHIN2  swine taxon:2053053 3 USA: lov 14-Nov-2017 HA i hemagglu AUD54958 MKVKLLILI[0:1698](+ »MG460361.1 |
6533 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/lowa/AOiHINL  swine taxon:2068637 3 USA: lov 29-Nov-2017 HA fn hemagglu AUN34327 MKAILVVL[0:1698](+ >MG548023.1 |
6534 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/lowa/A0iHINL  swine taxon:ZDTD?EBi‘I USA: lov 05-Dec-2017 HA '1 hemagglu AUC16764 MKAILVVL [0:1698](+ >MG775672.1 |
6335 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/MinnesolHIN1  swine taxon:2070125 3 USA: Ne 19-Dec-2017 HA d hemagglu AUO37923 MKAVLVV [0:1698](+ »MG706989.1 |
6336 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/Nebraskz HIN1 taxon2066113 3 USA:Kai21-Dec-2017 HA N hemagglu AUO37972 MKAILVVL[0:1698](+ »MG720187.1 |
6537 Influenza A virus (Afsw viral cRNA A/swine/North CalHINI taxon2066120 3 USA: Ma28-Dec-2017 HA fn hemagglu AUC3797¢ MKAVLVY [0:1698](+ >MG720191.1 |
5538 Influenza A virus (A/sw viral cRNA A/swine/lowa/A0;HIN1 taxon:2066113 71 USA: Oh 13-Nov-2017 HA '1 hemagglu AUC3798 MEVKLLILI[0:1698](+ »MG720203.1 |
6539 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/lowa/A0Z HINL taxon:2070035 8 USA: OK OL-Feb-2017 HA N hemagglu AUO38148 MKAILVVL[0:1698](+ »MG763259.1 |
6540 Influenza A virus viral cRNA Afswine/lowa/A0zHINL taxon 11320 3 USA:OK 03-Apr-2017 HA n hemagglu AUS76979 MKAILVVL[0:1698](+ »MG822898.1 |
6541/ Influenza A virus viral cRNA Afswine/Nebrasks HIN1 taxon:11320 51 HA '1 hemagglu AUT06929 MKAILVVL[0:1698](+ >MG832869.1 |
6542 Influenza A virus viral cRNA Afswine/Kansas/AHINT taon:11320 4 HA n hemagglu AUT12043 MKAILVVL[0:1698](+ »MG335454.1 |
6543 Influenza A virus viral cRNA Afswine/Kansas/AHINL taxom11320 4 HA N hemagglu AUZ97930 MKAILVVL[0:1698](+ »MG312581.1 |
6544 Influenza A virus viral cRNA A/swine/Ohio/OH HINL taxon 11320 3 HA fn hemagglu AVTS6058 MKVKLIVL[0:1698](+ *MG982499.1 |
6545 Influenza A virus (Afsw viral cRNA A/swine/Oklahom HIN1 taxon:1962354 5‘1 HA '1 hemagglu AQY18729 MKVKLLILI[0:1695](+ >KY653728.1 11
6346 Influenza A virus (Afsw viral cRNA Afswine/Oklahom HIN1 taxon:1983210 HA f hemagglu ARQ84824 MKVKLLILI [0:1695](+ =MF000465.1 |
6547
- -
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Figura 7. Desfase en la informacion de las secuencias del gen HA del virus de influenza A H1IN1 generado por
la version 3.0 del programa BioDataToolkit. En los recuadros rojos se muestra la informacion faltante de las

columnas host, country, collection_date, PCR_primers, note y function, respecto de las demas.

Nuevamente se solicité la modificacion del programa y la incorporacion del codigo de
identificacion de las secuencias del virus de Influenza A HIN1 disefiado por el Grupo de

Investigacion dentro del proyecto inicial para su futura aplicacion, lo que produjo la version 5.0

(Fig. 9).
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A B € D E F | J K L M [+
1 |organism ¥ |mol_type |*|strain  |serotyg 7 | host Tdb_xref | *|segmet~ | country - collection_date ~|note |~ |ger ~|function |~ codon_star
7161 |Influenza Avirus (Afenvviral RNA  Afenvironment/Gainesville/0 HINI ~ |empty taxon:1862975 USA 11-Mar-2016 lineage: sTHA 1
7162 Influenza A virus (Afenvviral RNA  Afenvironment/Gainesville/0 HINI  [empty taxon:1862973 USA 11-Mar-2016 lineage: s HA 1
7163 | Influenza A virus (Afenvviral RNA  Afenvironment/Gainesville/0 HIN1  [empty taxon:1862971 4 USA 11-Mar-2016 lineage: stHA 1
7164 Influenza A virus (Afenvviral RNA  Afenvironment/Gainesville/0 HIN1  [empty taxon:1862969 4 USA 11-Mar-2016 lineage: s HA 1
7279 |Influenza A virus (A/WS|viral RNA  A/WSN/1933 HINI  |empty taxon:362835 6 empty empty empty |HA 1
7263 |Influenza A virus (A/WS|viral RNA  A/WSN/1933 HINI  |empty taxon:362835 B empty empty empty |HA 1
7284 |Influenza A virus (A/WS|viral RNA  A/WSN/1933 HINI  |empty taxon:382835 7 empty empty empty  |HA 1
7285 |Influenza A virus (A/WS|viral RNA  A/WSN/1933 HINI  |empty taxon:382835 5 empty empty empty  |HA 1
7286 Influenza A virus (A/WS|viral RNA  A/WSN/1933 HINT  |empty taxon:382835 3 empty empty empty  |HA 1
7287 Influenza A virus (A/WSlviral RNA  A/WSN/1933 HINT  |empty taxon:382835 2 empty empty empty  |HA 1
7288 | Influenza A virus (A/WS|viral RNA  A/WSN/1933 HINI  [empty taxon:382835 1 empty empty empty  [HA 1
10336 Influenza A virus (A/Brisviral cRNA  A/Brisbane/59-MA/2007 HINT  |empty taxon:1112734 empty empty |m0use-a iapted| BALBc_|ung passage detail
10894 Influenza A virus (A/envviral cRNA  A/environment/Gainesville/L HIN1  [empty tavon:1964247 5 USA 05-Dec-2016 em
11473 Influenza A virus (A/Hanviral cRNA  A/Hamburg/1094-MA/2009  HIN1  |empty taxon:1936209 |empty empty passage details:human isolate 0 times pag
11483 Influenza A virus (A/envviral cRNA  A/environment/Indiana/16TOHINI  [empty taxon:1979377 UsA 01-Aug-2016 empty
11740 Influenza A virus (A/rea:viral (RNA  Afreassortant/HINZ:pHINL_RHIN2  [empty taxon:1970186 51 |emptv empty passage dptails:MDCK
11913 Influenza Avirus (Afenvviral (RNA  Afenvironment/Gainesville/0HIN1  |empty taxon:1862975 USA 11-Mar-2016 empty
11914 Influenza Avirus (Afenvviral (RNA  Afenvironment/Gainesville/0 HIN1  |empty taxon:1862973 USA 11-Mar-2016 empty
11915 Influenza A virus (Afenvviral cRNA  Afenvironment/Gainesville/0 HIN1  |empty taxon:1862971 USA 11-Mar-2016 empty
11916 Influenza A virus (A/envviral cRNA  A/environment/Gainesville/0 HIN1 ~ [empty taxon:1862969 5 USA 11-Mar-2016 empty
14228 Influenza A virus (A/rea:viral cRNA  Afreassortant/HINZ:pHINT_RHIN2  |empty taxon:1970185 5 |empty empty assage dptails:MDCK
14287
14288
14289
14290 -
Sheet! ® ] y

Figura 8. Espacios vacios en la informacion de las secuencias del gen HA del virus de influenza A H1IN1
generado por la version 4.0 del programa BioDataToolkit. En los recuadros rojos se muestran las columnas en

las que el programa introduce la palabra empty y en los recuadros azules las que no se coloco la palabra.

En la version 5.0 del programa ya no se encontraron los espacios vacios en la hoja Excel y
gener6 el cambio de la nomenclatura del GenBank de las secuencias en formato Fasta, al
establecido por el Grupo de Investigacion. Para ello, el programa contuvo un algoritmo que
identifico el pais del cual fue colectada la cepa y con ello generd el codigo del grupo, siendo
este: nimero del segmento + codigo del continente + cddigo del pais + un nimero que se genera
consecutivamente con todas las secuencias descargadas, que inicia desde 0 hasta la cantidad de
secuencias descargadas menos 1. Lo anterior, se encuentra ubicado en una columna adicional
que el programa genera con nombre Renamed Fastas. (Fig. 9); para el uso de la informacién de
los formatos Fasta presentes en dicha columna se tuvo que copiar y pegar en un documento tipo

Word para la eliminacion de un par de comillas que genera el programa de forma automatica.
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Finalmente, otro punto a resaltar de la version 5.0 del programa es que el archivo de salida de
Excel que contiene la informacion de la secuencias del virus de Influenza A HIN1 se obtuvieron

en menos de un minuto.

Sheetl

A/North Dakota/28/2017 HINL

21 | A/West Virginia/28/2017 HIN1

26 |A/Pennsylvania/276/201; HINL

®

Listo

Homo sapiens taxon:11320 A

Homo sapiens taxon:11320 A

Homo sapiens taxon:11320 4

USA: North Dakoti 23-Nov-2( passage d HA

USA: West Virgini 03-Dec-2( passage d HA

USA: Pennsylvanii 19-Dec-2( passage d HA

receptor 1

receptor i

receptor 1

y
A

hemagglu AUS93533 MKAILVVI[20:1721]( »MG8308( M GB308(]

10 |A/New York/46/2017 ~ HIN1  Homo sapiens taxon:11320 " USA: New York 29-Nov-2(passage dHA  receptor f hemagglu AUS93522 MKAILVVI [20:1721]( >MG8307 *MGBI0T-4NUSNYBATGAAGGCAA
11 |A/Mississippi/35/2017  HIN1  Homo sapiens taxon:11320 A USA: Mississippi 29-Nov-2(passage dHA  receptor i hemagglu AUS93511 MKAILVYI [20:1721]( >MGS307 MGB3074-4NUSMSIATGAAAGCA,
12 |A/Mississippif33/2017 HINI ~ Homo sapiens taxon:11320 :1 USA: Mississippi  14-Nov-2(passage dHA  receptor l’l hemagglu AUS93500 MKAILVYI [20:1721]( >MGB307 MGB307-4NUSMS 10ATGAAGGCA
13 |A/Louisiana/64/2017  HIN1  Homosapiens taxon:11320 :1 USA:Louisiana  14-Nov-2(passage dHA  receptor l’l hemagglu AUS93489 MKAILVYI [20:1721]( >MG8307. *MGB307+4NUSLALIATGAAGGCA|
14 |A/lowa/34/2017 HIN1  Homosapiens taxon:11320 :1 USA: lowa 26-Oct-20 passage dHA  receptor l’l hemagglu AUS93479 MKAILYYI [20:1721]( >MG8307t MGB307>ANUSIAL2ATGAAGGCA
15 |A/lllinis/37/2017 HIN1  Homosapiens taxon:11320 Tt usa:illinois 18-Nov-2passage dHA  receptor N hemagglu AUS93467 MKAILVYI [20:1721]( >MG8307: *MGB307-ANUSILI3ATGAAGGCAA
16 | A/Hawaii/54/2017 HIN1  Homosapiens taxon:11320 Z USA: Hawaii 21-0ct-20 passage dHA  receptor l'l hemagglu AUS93456 MKAILVYI [20:1721]( >MG8307: >MGB307:-4NUSHILAATGAAGGCA
17 |A/California/123/2017 HIN1  Homosapiens taxon:11320 51 USA: California  10-Nov-2(passage dHA  receptor t'l hemagglu AUS93412 MKAILVYI [20:1721]( >MG8307. MGB307-ANUSCAL5ATGAAGGCA
18 |A/Wyoming/30/2017  HIN1  Homosapiens taxon:11320 housa: Wyoming  05-Dec-2(passage dHA  receptor 1 hemagglu AVP0966E MKAILVVI [20:1721]( >MHOB42: >MH0BA2-ANUSWY16ATGAAGG!

19 |A/Wyoming/28/2017  HIN1  Homosapiens taxon:11320 h USA:Wyoming  (4-Dec-2(passage dHA  receptor 1 hemagglu AVP0965E MKAILVVI [20:1721]( >MHO842¢ >MH084 24-ANUSWY 1 ATGAAGG

20 |A/Wisconsin/338/2017  HINL Homo sapiens taxon:11320 :1 USA: Wisconsin  (4-Dec-2(passage dHA  receptor t'l hemagglu AVP09385 MKAILYYI [20:1721]( >MH0842( MHO842(>4NUSWILBATGAAGGCA

hemagglu AVP0955€ MKAILVVI[20:1721] | >MH0841" >MH0841}

22 |A/Texas/316/2017 HINI  Homosapiens taxon:11320 T Ush:Texas 14-Dec-20 passage dHA  receptor i hemagglu AVP0349C MKAILVVI[20:1721] | >MH0841: *MHOB41>4NUSTX 20ATGAAGGCA
23 |A/Texas/314/2017 HINI  Homo sapiens taxon:11320 U Ush:Texas 09-Dec-20 passage dHA  receptor i hemagglu AVP09475 MKAILVVI[20:1721]( >MH0841: *MHOBA1-4NUSTX 21ATGAAGGCA
24 |A[Texas/311/2017 HINI  Homosapiens taxon:11320 % Ush:Texas 07-Dec-20passage dHA  receptor i hemagglu AVP09468 MKAILVYI [20:1721]( >MHOBAL: *MHOBA1-4NUSTX 22ATGAAGGCA|
25 |A/Texas/310/2017 HINI  Homosapiens taxon:11320 U UsA:Texas 05-Dec-2(passage dHA  receptor 1 hemagglu AVP09457 MKAILVYI [20:1721]( >MHOBA1( *MHOBA1(>ANUSTX 23ATGAAGGCA|

© D E F G H | J K L N 0 P Q R § -

1 |strain serotype host db xref  segcountry collectiornote  gene function codonproduct  protein_istranslatio CDS Fasta  CompleteRenamed Fastas

2 |A/lowa/43/2017 HIN1  Homosapiens taxon:11320 :1 USA: lowa 21-Nov-2passage dHA  receptor i’l hemagglu AVHT7746: MKAILVYI [20:1721]( >MGIT86. *MGI786.-4NUSIADATGAAGGCAA]
3 |A/california/134/2017 HIN1  Homosapiens taxon:11320 % Usa: California 09-Nov-2(passage dHA  receptor 1] hemagglu AVH7729¢ MKVILYYI [20:1721]( >MGI785( *MGI785(>ANUSCAIATGAAGGTAA
4 |A/Alabama/28/2017 HIN1  Homosapiens taxon:11320 Tt Ush:Alabama 14-Nov-2passage dHA  receptor N hemagglu AVH7723. MKAILVYI [20:1721]( >MGI784: *MG978A-ANUSAL2ATGAAGGCAA
5 |A/Virginia/36/2017 HIN1  Homosapiens taxon:11320 Z USA: Virginia 27-Nov-2passage dHA  receptor l'l hemagglu AUS93577 MKAILVYI [20:1721]( >MG8308: =MGB308:{-ANUSVA3ATGAAGGCAA
6 |A/Utah/39/2017 HIN1  Homosapiens taxon:11320 51 USA: Utah 22-Nov-2passage dHA  receptor t'l hemagglu AUS93366 MKAILVYI [20:1721]( >MG8308: =M GB308:-ANUSUTAATGAAGGCAA
7 |A/Oregon/19/2017 HINI  Homosapiens taxon:11320 housa: Oregon 24-0ct-20 passage dHA  receptor 1 hemagglu AUS93555 MKAILVVI [20:1721]( >MG8308: MGB308-4NUSORSATGAAGGCA
4 |A/Oklahoma/32/2017 HIN1  Homosapiens taxon:11320 ﬁ USA: Oklahoma  19-Nov-2(passage dHA  receptor t'l hemagglu AUS93544 MKAILVVI [20:1721]( >MG8308. >MGB308:ANUSOKGATGAAGGCA

ANUSND7ATGAAGGCA

PANUSVAWV19ATGAAG

[>ANUSPA24ATGAAGGCA|

hemagglu AVP0935¢ MKAILVVI[20:1721] | >MHO840: >MH08403

1

25 o- I + 100

Figura 9. Archivo de salida de la version 5.0 del programa BioDataToolkit con el cambio en el nombre de las
secuencias de acuerdo con el cddigo disefiado por el Grupo de Investigacién. En el recuadro rojo se muestra la
columna en la que fueron ubicados los formatos Fastas de las secuencias con los nombres ya modificados de

acuerdo con el cédigo establecido por el Grupo de Investigacién.

Construccion mensual del afio 2017de las secuencias consenso del gen HA del virus de

Influenza A H1NL1.

A parir del formato GenBank full se realizo la verificacion de los datos obtenidos del documento

Excel, lo que determind que la mayoria de las secuencias correspondieron al gen HA del virus de
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Influenza A H1IN1 del afio 2017, sin embargo, al realizar el alineamiento de todas ellas se
observo la presencia de Gaps y secuencias que no correspondieron a los criterios de busqueda
iniciales. No obstante, el uso de la herramienta de filtros en la hoja de Excel demostro la
presencia de secuencias incompletas del gen HA y completas del gen de la Neuraminidasa
(Segmento 6) dentro de la base de datos (Fig. 10). Este problema se solucioné por la seleccién
especifica de las secuencias del gen HA del afio 2017 correspondientes a seres humanos con la
herramienta de filtros y asi se logré obtener los formatos Fasta para la generacion de los
alineamientos mensuales (Apéndices A — L) para posteriormente generar las secuencias consenso
(Fig. 11.A) a las cuales se nombraron con la siguiente nomenclatura: signo de mayor que + afio

de colecta de la muestra + las primeras 3 letras del nombre del mes + la cantidad de secuencias

usadas para realizar el consenso, (Fig. 11.B)
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Figura 10. Uso de la herramienta de filtros de Excel para la depuracion de la base de datos de las secuencias
nucleotidicas del gen HA del virus de Influenza A HIN1. En los recuadros rojos se muestra la depuracion

especifica de los datos que se puede realizar mediante la herramienta de filtros.
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TAGTAGTTCTGCTRTATACATT TACAACCGCAAATGCAGACACATTATGTATAGGTTATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTAGACACAGTACTAGAAAAGAATGTAACAGTAACA
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AAGCTCAACCAAACCTACATTAATGATAAAGGGAAAGAAGTCCTCGTGCTGTGGGGCATTCACCATCCAYCTACTACTGCTGACCAACAAAKTCTCTATCAGAATGCAGATGCATATGTTTTTGTGGGGACA
TCAAGATACAGCAAGAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAACAAGACCCAAAGT GAGGGATCAAGAAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTAGTAGARCCGGGAGACAAAATAACATTCGAAGCAACTGGAAAT
CTAGTGGTACCGAGATATGCAT TCACAATGGAAAGAAATGCTGGATCTGGTATTATCATTTCAGAYACRCCAGTCCACGATTGCAATACAACTTGTCAGACASCCGAGGGTGCTATAAACACCAGCCT A
TTTCAGAATGTACATCCGRTCACAATTGGGAAATGTCCAAAGTATGTAAAAAGCACAAAATTGAGRCTGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTAGAGGCCTATTCGGGGCCATTGCCGGC
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GAACTGTTGGT TCTACTGGAAAAYGAAAGRACT T TGGACTATCACGATTCAAATGTGAAGAACT TGTATGAAAAAGTAAGAAACCAGTTAAAAAACAATGCCAAGGAAATTGGAAACGGCTGCTTTGAATTT
TACCACAAATGCGAYAACACATGCATGGAAAGTGTCAAGAATGGGACT TATGACTACCCAAAATACT CAGAGGAAGCAAAAT TAAACAGAGAAAAAATAGATGGAGTAAAGCTGGAATCAACAAGGATCTAC
CAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCAYTGGTACTGGTAGT CTCCCTGGGGGCAATCAGCTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCTACARTGTAGAATATGTATTTAA

>20170ct8e

ATGAAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTRTATACRTTTACAACCGCAAATGCAGACACATTATGTATAGGTTATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTAGACACAGTACTAGAAAAGAATGTAACAGTAACA

CACTCTGT TAATCTTCTGGAAGACAAGCATAACGGAAAACTATGCAAACTARGAGGGGTADYCCCATTGCATTTGGGTAAATGTAACATTGCTGGCTGGATCCTGGGAAATCCAGARTGTGAATCACTCTCC
] _tine 1, Column 1

Plain Text

Figura 11. Generacion de las secuencias consensos mensuales de las secuencias nucleotidicas del gen HA del
virus de Influenza A HIN1. En “A” se observa la forma en que se gener6 el consenso mensual a partir de cada
alineamiento. En “B”, los recuadros en rojo muestran el nombre asignado a cada consenso mensual, de acuerdo con

el codigo creado.

Verificacion de la validez bioldgica de la base de datos y analisis bioinformaticos

Posteriormente, la capacidad de depuracion de las secuencias consenso mensuales por medio de

la seleccion de la hoja de Exel, fue corroborada con los resultados obtenidos por su comparacion
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con la base de datos del GenBank por medio de alineammientos tipo BLAST. En todos ellos se
determinaron homologias del 96.47 al 98.59 % y un valor de e de cero para todas las secuencias
consenso (Tabla 2 en Apéndice M). Estos valores de porcentaje de identidad se confirmaron con
del arbol obtenido del andlisis filigenético con el método de Inferencia Bayesiana, en donde se
observé que las secuencias del virus de Influenza A H1N1 durante los meses de enero a
diciembre del afio 2017 no presentan cambios relevantes. (Fig. 12).
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Figura 12 Arbol filogenético con las secuencias consenso del gen HA del virus de Influenza A HIN1. Se puede

apreciar una gran similitud entre los meses de enero a diciembre del afio 2017.

5. Discusion

La importancia del estudio del virus de Influenza A H1NL1 radica en el que ha sido uno de los
agentes infecciosos que ha generado diferentes pandemias debido a que su transmision es por via

respiratoria (Fineberg, 2014). Otra caracteristica de este virus es que tiene la capacidad de
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infectar, ademéas de los seres humanos, a organismos utilizados para la sobrevivencia de la
especie humana como son aves, cerdos, entre otros (Ozawa & Kawaoka, 2013). Sin embargo,
para poder identificar la presencia del virus de Influenza A HIN1 en un organismo infectado en
especial en el ser humano, se ha establecido que el mejor sistema de diagndstico es la
amplificacion de algunas regiones de sus genes por medio de la RT-PCR (Ellis et al., 2009); no
obstante, este sistema no fue eficiente para algunos pacientes durante la pandemia del afio 2009
debido a que los cebadores indispensables para la reaccion no presentaron hibridacion con su
region complementaria, lo que conllevé a una ausencia de polimerizacion en la regién génica

empleada para el diagndstico (Gonzalez Barrios et al., 2016) ( Gonzalez Barrios et al., 2016 B).

La conclusion anterior y las mejoras que se realizaron para los estudios evolutivos y sistemas
de diagnostico en pacientes de ese entonces fueron gracias a la construccion de una base de datos
de todos los genomas virales de Influenza A H1N1 obtenidos del GenBank hasta el afio 2010; sin
embargo, su construccién implicé tiempos mayores a la velocidad de las secuencias reportadas
en cualquier base de datos publica. Este factor fue fundamental para la construccion de
programas computacionales que permitieran el manejo: rapido, eficiente y veraz de la

informacidn disponible en las bases de datos nucleotidicas internacionales.

Con esta directriz, para la elaboracion de una correcta base de datos de cualquier secuencia
nucleotidica o proteica se debe partir, desde el disefio de las busquedas en las bases de datos ya
existentes bien sea privadas o publicas como la del GenBank, ya que dependiendo de la
especificidad de esta, los datos encontrados son mas exactos de acuerdo con los criterios de
busqueda, el no considerar lo anterior, conlleva a que al momento de la depuracién de los datos,
el proceso sea mas complejo, ya que habrian demasiadas secuencias mezcladas que no
corresponderian a las deseadas, lo que dificulta en el tiempo y en la cantidad de datos la

depuracion de la misma. Ademas, de la inclusién de datos parciales o que no concuerden con el
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criterio de busqueda, produciendo resultados que no corresponden a los conceptos bioldgicos del
estudio. Todo ello que puede generar conclusiones incompletas 0 en muchos casos erroneas,
conllevando a un gasto inadecuado de los recursos destinados para responder la pregunta de

investigacion, validar o rechazar la hipotesis y el cumplimiento de los objetivos.

Dado lo anterior, se el Grupo de Investigacion desarrollo el programa computacional
BioDataToolkit v1.0, que permite organizar los datos de una secuencia nucleotidica obtenidos
directamente desde el GenBank, en una tabla de Excel, lo que garantiza un mejor manejo de
estos y tiempos operacionales viables para un investigador; no obstante, al ser un nuevo

programa, nunca habia sido determinada su utilidad biolégica, lo cual se realiz6 en esta pasantia.

Aun cuando la primera version permitié un mejor manejo de la informacion al generar la hoja
de Excel, la utilidad biolégica de esta fue nula, debido a que en la columna correspondiente a la
identificacion del hospedero viral solo mostré el género y no la especie; por lo tanto, no era
posible realizar un analisis mas detallado de otros animales como las aves, las cuales también se
obtuvieron en la busqueda y al tener Unicamente su género no podia analizar las especies
presentes en el formato GenBank full, por lo que en el analisis de la informacion Unicamente se

podia analizar el género.

En la segunda version del programa se resolvio el problema anterior, haciendo que los analisis
bioinformaticos fuesen aplicables a todos los hospederos; empero, al aplicar un control de la
informacidn nucleotidica con un gen que presenta variantes de procesamiento alternativo en su

ARN como es el de la Proteina de Matriz (Wise et al., 2012), se observé que el programa no
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obtenia toda la informacion proveniente del GenBank, lo que hasta este punto hacia que el
programa fuese especifico solo para secuencias de un solo ORF como es el caso del gen HA del
virus de Influenza A H1N1; a pesar de ello, el objetivo del programa siempre fue que sea Util
para todo tipo de secuencias, sin embargo, hasta ese momento con esta version no se daba

cumplimiento a lo estipulado.

Con la solucién de la problematica anterior, el programa se tornd mas versatil y aplicable no
solo a secuencias del gen HA del virus de Influenza A H1IN1, sino a secuencias que contengan
méas de un ORF. No obstante, se determind que esta nueva version produjo un desfase de los
datos, lo que volvia al programa ineficiente, puesto que al realizar la depuracion con las
herramientas de Excel se determind se determinaron resultados que no correspondian a los
criterios bioldgicos establecidos por medio de los alineamientos con los formatos Fasta
generados con el programa Yy con ello, los investigadores tendrian que realizar nuevamente la
depuracién manual, ya que no es fiable la informacion proporcionada por el programa, lo que
nuevamente a llevaria tiempos operacionales mayores. Es de resaltar que lo antes mencionado
ocurri6 debido a la heterogeneidad de los datos obtenidos de la plataforma del GenBank, pues no
todas las secuencias tenian todos los datos virales completos y por lo tanto esta version del

programa no tuvo consideré dicho detalle.

En la version 4.0 del programa BioDataToolkit, se soluciona esta carencia de informacion al
implementar la palabra empty cuando no se encontraban los datos, lo que hizo que nuevamente la

depuracion volviese a llevar tiempos operacionales cortos y que al manejar gran cantidad de
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datos programa fuese eficiente, pero ain se continud el error de los espacios vacios en la hoja de

Excel.

En la dltima version del programa (la 5.0) se soluciona la problematica anterior, ademas se
logra el renombramiento de las secuencias lo que permite una identificacion més sencilla, se
disminuyen los tiempos operacionales ya que la lectura del formato GenBank full y la generacion
del archivo Excel ocurre en minutos, lo que genera una ventaja para el su uso con una cantidad

de datos nucleotidicos.

Los alineamientos con las secuencias obtenidas de acuerdo a los pardmetros de alineamiento
usados dentro del proyecto permitieron determinar los cambios en las secuencias nucleotidicas
del virus de Influenza A H1N1 colectado de seres humanos durante el afio 2017; se encontrd que
estas no presentaron cambios mutacionales relevantes como ocurrieron en la pandemia del 2009.
Todo ello fue corroborado con los alineamientos tipo BLAST, que confirmaron que la
depuracién realizada con el programa fue efectiva al obtener de forma mayoritaria secuencias del

gen HA correspondiente al mes de bisqueda.

El andlisis filogenético evidencié de manera méas contundente que la seleccion de las
secuencias del gen HA de virus de Influenza A HIN1 con las secuencias analizadas del afio 2017
no presentaron cambios relevantes, lo que corrobora la utilidad de la informacion nucleotidica de
la hoja de Excel para su aplicacion en estudios biologicos. Aun cuando se pudiese considerar que
el programa es Optimo para la obtencion de bases de datos de secuencias nucleotidicas, es

necesario la generacion de la version 6.0 la cual debe realizar la eliminacion de los procesos
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manuales que se requieren para la obtencion de los datos biologicos y con ello lograr la

automatizacion de todo el proceso de la generacion de la base de datos.

6. Conclusiones

El uso adecuado de palabras claves para la correcta seleccion de secuencias de bases de datos
publicas es fundamental e indispensable para la generacion de una base de datos de secuencias
nucleotidicas.

El desarrollo de programas computacionales con aplicaciones en bioinformaética requiere de la
permanente comunicacion entre los disefiadores del programa y los bidlogos, para obtener
herramientas que permitan el correcto uso de la informacion gendmica y proteica de cualquier
virus u organismo, para la correcta y exacta generacion de conocimiento, ejemplo de ello es el
desarrollo del programa BioDataToolKit.

El gen de la Hemaglutinina del virus de Influenza A HIN1 del afio 2017 es un buen modelo
nucleotidico para la validacién de herramientas computacionales para estudios bioldgicos,
prueba de ello es que se logd la generacién de alineamientos, secuencias consenso, alineamientos
tipo BLAST y su filogenia por el método de Inferencia Bayesiana a partir de los datos generados
con el programa BioDataToolkit version 5.0 al determinar que no presenté cambios relevantes en
sus secuencias nucleotidicas.

Aun cuando el programa BioDataToolkit version 5.0 tiene la capacidad de generar la

depuracion de los datos nucleotidicos reportados en bases de datos publicas, es indispensable que
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se concluyan los procesos de automatizacion para eliminar la seleccion manual de secuencias
nucleotidicas que no estan incluidas en los criterios de seleccion en la busqueda del GenBank,

para la obtencién del formato GenBank full.

7. Recomendaciones

Se recomienda realizar la nueva versién del programa BioDataToolkit 6.0 la cual debe eliminar
las comillas de la columna llamada Fasta para suprimir la generacion del documento Word en el
que actualmente se deben copiar primero las secuencias para luego copiarlas al texto plano, ya
que esto le resta practicidad el programa. Por otra parte, se recomienda que cuando el programa
lea el archivo en formato GenBank full y no encuentre alguno de los datos, realice la busqueda
en el item denominado “strain”, ya que este item en ocasiones contiene la informacion que no se
encuentra en otras partes del documento. Adicionalmente es recomendable que el programa
genere una columna complementaria en donde se indique si el CDS de la secuencia nucleotidica
es completo o parcial, esto lo puede hacer realizando la busqueda en la informacion del item

llamado Fasta.
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