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Resumen

Grandes han sido los avances en la secuenciacion de genomas bacterianos en los Ultimos afios,
lo cual ha facilitado una inmensa cantidad de datos para los analisis en gendmica comparativa,
filogendmica y caracterizacion de nuevas cepas bacterianas, mas las herramientas de
visualizacion de secuencias gendmicas no se han desarrollado con la misma rapidez,
encontrando en la actualidad herramientas poco amigables debido a su falta de versatilidad y
facilidad de uso. En este trabajo se presenta el proceso de desarrollo de una plataforma basada
en tecnologia web utilizando Node.js, para apoyar el analisis comparativo de contexto genédmico
por medio de la generacién interactiva de graficos de visualizacion. La plataforma web utiliza
como archivos de entrada secuencias de aminoacidos en formato FASTA o archivos de anotacién
de genomas en formato Genbank (GBFF). La comparacién con otros genomas se realiza
utilizando datos gendmicos de la base de datos publica NCBI (RefSeq) utilizando la herramienta
BLAST y TaxonKit para obtener los grupos taxondmicos de filtrado. La aplicacién pasé por una
evaluacion experta de usabilidad y una medicién desde los usuarios, siendo validada como
herramienta eficiente para el trabajo y facil de usar, ademas de identificar oportunidades de
mejora. La aplicacion se encuentra disponible para su uso y su codigo estd en un repositorio
publico.

Palabras clave: Contexto gendmico, visualizacion de datos, experiencia de usuario, interfaz
usuaria, bioinformatica.

Abstract

Great advances have been made in the sequencing of bacterial genomes in recent years,
resulting in an enormous growth of databases used in comparative genomics, phylogenomics
and new bacterial strain characterization, but sequence visualization tools have not kept up
with this advancement, as they lack usability and customizability. Here we present the
development process of a web-based platform on Node.js to support genomic context analysis
through the interactive generation of visualization graphics. The platform needs as input
aminoacid sequence files in FASTA format or annotated genomes in GenBank file format (GBFF).
Intergenomic comparison uses genomic data from NCBI public database, using BLAST for gene
lookup and TaxonKit for taxonomic groups filtering. The application has gone through an
usability expert evaluation and an user-centered evaluation, being validated in both its
pragmatic and hedonic quality, and identifying potential improvement. It is available to use, and
its code is in a public repository.

Keywords: Genomic context, data visualization, user experience, user interface, bioinformatics.
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Glosario

ADN / DNA: Acido Desoxirribonucleico

ARN / RNA: Acido Ribonucleico

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

CSS: Cascading Style Sheets

DDBJ: DNA Data Bank of Japan

EggNOG: Evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous Groups
EMBL: European Molecular Biology Laboratory

ENA: European Nucleotid Archive

HTML: HyperText Markup Language

iTOL: interactive Tree Of Life

LabMMBA: Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental
LTS: Long Term Support

mRNA: Acido Ribonucleico mensajero

NCBI: National Center for Biotechnology Information
NLM: National Library of Medicine

PFGE: Pulsed-field Gel Electrophoresis

PGAP: Prokaryotic Genome Annotation Pipeline
RAST: Rapid Annotation using Subsystem Technology
RefSeq: Reference Sequence

RGB: Red, Green and Blue

rRNA: Acido Ribonucleico ribosomal

SVG: Scalable Vector Graphics

tRNA: Acido Ribonucleico de transferencia
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WGS: Whole Genome Shotgun Sequencing
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Introduccion

En la ultima década, los costos y accesibilidad asociados a la secuenciacién, ensamblaje y
anotacién de genomas bacterianos han disminuido considerablemente llevando a un aumento
explosivo en la cantidad de genomas (983.291 genomas bacterianos en agosto 2021,
GenBank-NCBI), ademds de convertirse en un paso clave en la caracterizacién de nuevas
bacterias con potencial biotecnoldgico. La extraccidon de informacion desde estos genomas,
también conocido como “genome mining”, ha sido una metodologia muy util para revelar
determinantes intrinsecos relacionados al catabolismo (degradacion de xenobidticos vy
contaminantes), anabolismo (produccidn de antibidticos, osmoprotectores y bioplasticos),
resistencia y tolerancia a estresores ambientales (pH, salinidad, temperatura, metales pesados)
y mecanismos moleculares asociados a procesos subcelulares (transcripcidn, traduccion,
guimiotaxis) de bacterias aisladas desde ambientes naturales.

La cantidad de informacién obtenida al secuenciar genomas bacterianos (como también en el
caso de metagenomas) puede ser abrumadora y dificil de trabajar manualmente, por lo que la
utilizacion de herramientas bioinformaticas se ha vuelto indispensable. Los genomas se
obtienen como millones de lecturas crudas (secuencias cortas o largas dependiendo del tipo de
secuenciacion), que deben ser ensambladas como un verdadero puzzle con tal de obtener el
panorama completo utilizando ensambladores basados en grafos de De Bruijn (e.g. SPAdes,
Canu, HGAP, Flye, IDBA, Falcon, etc) [Segerman (2020)].

Luego de ser ensamblada, esta informacidn debe ser interpretada en términos de funcionalidad
mediante la anotacidn, proceso en el cual se explora el genoma para la busqueda de secuencias
codificantes, aquellas que hipotéticamente poseen funciones dentro de cada microorganismo,
basado en comparacion y homologia de secuencias con genes reportados con anterioridad en
microorganismos ya estudiados a nivel experimental obtenidas de bases de datos. Actualmente,
este proceso se realiza de forma automatica, utilizando diversas herramientas que han sido
desarrolladas para el proceso de anotacidon (RAST, Prokka, PGAP, EggNOG, Orthofinder). Sin
embargo, hasta el dia de hoy suelen ser poco precisas al analizar proteinas sin funcion
reportada, encontrandose muchos errores en algunas de estas predicciones.

En este proceso, la identificacion de agrupaciones genéticas en los genomas obtenidos y su
comparacién con otros microorganismos mediante homologia de secuencias y analisis de
sintenia o contexto gendmico, permiten reconocer determinantes genéticos Unicos que podrian
ser de gran importancia para la funcién metabdlica o fisioldgica en estudio e identificar nuevos
patrones en la evolucion de estos genomas. Ademds, el reconocimiento de secuencias
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codificantes hipotéticas dentro de agrupaciones génicas asociadas a una funcién conocida son
de gran ayuda para inferir su funcidn fisioldgica desconocida.

La identificacién de secuencias homdlogas y el posterior analisis de su contexto gendmico en
genomas bacterianos, asi como también de otros organismos, son uno de los primeros analisis
gue permiten la identificacion de nuevos genes y enzimas importantes para el desarrollo
cientifico y tecnolégico de las areas biomédicas, ambientales y biotecnoldgicas. Nuevos blancos
farmacolégicos asociados al control de bacterias patdégenas humanas, la comprension de los
mecanismos moleculares asociados a enfermedades humanas para el desarrollo de nuevas
terapias, nuevos mecanismos de resistencia a ambientes contaminados y el descubrimiento de
nuevas enzimas desde bacterias ambientales para la industria son algunos ejemplos de su
importancia.

Aunque actualmente existen software dedicados a la visualizacién de analisis de contexto
gendmico, como por ejemplo MGcV [Overmars, L. et al., 2013], Mauve [Darling, A. et al. (2004)]
o CGViewer [Stothard, P., Wishart, D., (2005)], estos no tienen la flexibilidad necesaria en cuanto
a los datos que permiten ocupar para las visualizaciones ni en cuanto a la forma de
presentacion, lo cual es necesario para una buena comprension de la informacién. Por su parte,
las herramientas que si proveen esta flexibilidad, como DNAFeaturesViewer [Zulko et al. (2020)]
requieren de habilidades avanzadas de programacion para su uso, lo cual es una importante
barrera en su adopcion, impidiendo el uso cotidiano para usuarios que no poseen este tipo de
herramientas y habilidades.

Este proyecto de memoria surge desde la necesidad de una herramienta de facil uso que
posibilite la visualizacién de contextos gendmicos, con la capacidad de presentar datos de
distinto origen, generando graficos personalizables para resaltar la informacién relevante al
estudio en cuestion.

Por medio de diversas técnicas de diseiio centrado en el usuario se ha definido el problema a
abordar y por medio de un proceso de prototipado rapido y desarrollo iterativo se ha logrado
una interfaz funcional para la generacion de diagramas de contexto gendmico, los cuales
facilitan la visualizacion de datos de genomas bacterianos. Esta aplicaciéon se ha desarrollado en
base a tecnologia web y ha sido validada por integrantes del Laboratorio de Microbiologia
Molecular y Biotecnologia Ambiental (LMMBA) y otros cientificos del area.

En el capitulo 1 se define el problema a abordar y el alcance y objetivos de este trabajo. En el
capitulo 2 se presenta un marco tedrico que permita comprender el desarrollo e importancia de
este proyecto. En el capitulo 3 se detalla el proceso de disefio y desarrollo de este. En el capitulo
4 se describe minuciosamente la aplicacidon desarrollada y en el capitulo 5 se presentan los
estudios realizados para validar dicho producto.
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1. Definicion del problema

Los analisis de contexto gendmico consisten en la comparacion de uno o mas genes homologos
entre dos o mas organismos de interés, enfocdndose en la presencia y ausencia de genes,
direccionalidad de cada uno de estos, tamafo de cada gen y tamafio intergénico entre ellos.
Esto permite identificar genes Unicos en algun organismo que podrian brindar una ventaja
adaptativa al proceso en estudio, genes ubicuos en todos los organismos que aun no han sido
caracterizados o cambios en la composicidn de la estructura general de la agrupacion génica.

Si bien existen aplicaciones que facilitan la construccion de diagramas de contexto genémico, y
algunos estudiosos del area las ocupan, también hay una gran parte que no siente satisfechas
sus necesidades por estas al considerarlas de dificil usabilidad y proveer estas poca flexibilidad
en cuanto a sus resultados entregados y por lo tanto los potenciales usuarios utilizan otras
herramientas para este fin, siendo uno de los procedimientos mas comunes calcular, usando
algun programa de manejo de datos como Microsoft Excel, las posiciones que le corresponde a
cada gen en un lienzo, para luego utilizarlas en algin programa de edicién grafica como Adobe
lllustrator o Microsoft PowerPoint. Este tipo de procedimientos consumen una gran cantidad de
tiempo de mano obra altamente calificada, siendo facilmente automatizables, ademas de
limitar el nUmero de genomas a comparar, lo que restringe la profundidad del analisis y las
conclusiones obtenidas.

Si bien esta situacién es enfrentada por usuarios sin expertise de programacion de areas
bioldgicas, aparentemente la situacion se vive de manera semejante para muchos
investigadores del area. Es dificil hacer una estimacion numérica de los potenciales usuarios,
pero estos facilmente superan el millén, considerando que sdélo entre junio y abril del 2021 se
cargaron 765.688 secuencias a GenBank, el principal repositorio de secuencias gendmicas a
nivel mundial [NCBI (2021)].

Dado que el analisis de contexto gendmico es un paso fundamental en los estudios de gendmica
comparativa y la identificacion funcional de genes y que las herramientas existentes son
insuficientes por su dificultad de uso o carencia de opciones de personalizacién, se necesita el
desarrollo de una nueva herramienta de visualizacion de contextos gendmico que cumpla con
los requerimientos de sus usuarios.

1.1. Objetivo General

Construir una interfaz de usuario para la visualizacién de datos de contexto gendmico en
genomas bacterianos.
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1.2. Objetivos especificos

Determinar las tareas principales de usuario que se requieren para la visualizacién de
datos gendmicos necesarios para la identificacion de contextos gendmicos de genomas
bacterianos.

Realizar un estudio del estado del arte en cuanto a las herramientas bioinformaticas que
sirven al andlisis de contexto gendmico.

Desarrollar un prototipo de interfaz funcional para una interfaz que permita a los
usuarios realizar dichas tareas.

Validar el sistema con los usuarios.
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2. Marco conceptual

Desde tiempos ancestrales se ha distinguido la existencia de ciertas cualidades que caracterizan
a cada individuo y que se replican por herencia, a las que llamamos genes, nocién que fue
formalizada a mediados del siglo XIX por Gregor Mendel. Si bien en lenguaje comun se habla de
“el gen de los ojos azules” y otras cualidades semejantes, en realidad estas caracteristicas se
expresan como producto de la presencia de diversas proteinas cuya produccién esta
determinada por una secuencia especifica de bases nitrogenadas en la larga cadena de 4acido
desoxirribonucleico (ADN) presente en nuestras células [Dahm, R. (2015)]. EI ADN es una doble
cadena de nucledtidos que contienen una molécula de azucar (en particular, una desoxirribosa),
un fosfato y una base nitrogenada que puede ser timina (T), adenina (A), citosina (C) o guanina
(G). Las dos cadenas estan enlazadas entre ellas, de tal manera que cada adenina siempre se
corresponde con una timina, y una citosina siempre va con una guanina en la cadena opuesta,
unidas mediante puentes de hidrédgeno. Esto nos permite describir toda la informacién genética
anotando solamente la secuencia de una de las cadenas [Dale, J., von Schantz, M. (2002)].

)

5'-n---
SRR
GAATTC
CTTAARG
[ L]

c R ----.5

Figura 1: Representacién de un fragmento de genoma. Notese que cada base nitrogenada estd acompanada de su
complementaria en la cadena opuesta.
Fuente: Dale, J., von Schantz, M. (2002)

La traduccién de una secuencia de nucledtidos a una proteina se realiza mediante codones:
Secuencias de tres nucledtidos especificos que determinan la produccién de cada uno de los
veintiun aminodcidos conocidos. Dado que la unién de multiples aminoacidos genera proteinas
complejas, a las secuencias de codones que forman estas se les llama gen y a la secuencia total
de ADN de una especie se le llama genoma [Villee, C. (1996) p. 657], y es de sumo interés el
estudio de los de cada organismo y de las semejanzas y diferencias entre ellos, especialmente
para conocer su potencial de produccién de diversas sustancias, que pueden ser explotadas a
nivel industrial y comercial. Dado que es posible descifrar la secuencia de nucleétidos de los
genomas, se pueden buscar ciertas caracteristicas a través de los andlisis de sintenia, que es la
busqueda de semejanzas en los genes de distintos organismos y cdmo estos genes se organizan.
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Durante el proceso de sintesis de proteinas en la célula se produce acido ribonucleico (ARN),
molécula semejante al ADN e igualmente capaz de transmitir informacién. Para su sintesis,
llamada transcripcion, se utiliza el ADN como plantilla, generando tres tipos de ARN: El
mensajero (mMRNA), que posee la informacidn para la produccién de proteinas, el ARN ribosomal
(rRNA), que constituye parte estructural de los organelos intracelulares encargados del proceso
de traduccién, llamadas ribosomas, y el ARN de transferencia (tRNA), que actia como
adaptador entre cada coddn y el aminoacido correspondiente en el proceso de formacidn de la
cadena polipeptidica. Por este motivo, podemos distinguir tres tipos de genes en la cadena de
ADN, segun el tipo de ARN que permiten sintetizar.

. ! R’l W“wmﬂ. Paraburkholderia xenovorans LB400
R Af o A2, X, A Ad 8 c K E [ F D
+ » ».wm. Pseudomonas furukawaii KF707
. PKF715A k.i‘r \ix‘m‘ 8 o. Pseudomonas putida KF715
. D

- DD DDIDIE) . B Pscudoxantiomonas spadix DSM 18855

il I R’ 8 “‘»b“mb Hydrogenophaga sp. Root209

-  PMEGO1 3 L: “bﬂbwm“ Janthinobacterium lividum MEG1

Figura 2: Andlisis de sintenia en la ruta de degradacién de bifenilo en bacterias. Cada flecha representa un gen, y
cada fila corresponde a un operdn extraido de una cepa distinta, especificada al lado derecho.
Fuente: Duran, R., trabajo sin publicar

Al analizar las organizaciones génicas, para indicar la posicién relativa entre dos secuencias de
interés se dice que una esta “rio arriba” con respecto a otra si se halla en direcciéon 5' de la
hebra de ADN codificante que contiene el gen de referencia y “rio abajo” si se encuentra en
direccion 3' de la hebra de ADN codificante que contiene el gen en cuestién (ver figura 1).

Durante los andlisis de sintenia, se deben comparar genomas de organismos que pueden ser
parte del mismo o diferentes taxones. Un taxén es un conjunto de organismos con un
antepasado comun al que se le asigna una categoria taxonémica, que puede ser dominio, reino,
filo, clase, orden, familia, género o especie. A cada taxdn se le otorga un nombre en latin y una
descripcién y se le asocia un “ejemplar tipo" o “cepa tipo”. Por ejemplo, el ser humano
pertenece al dominio Eukarya, reino Animalia, filo Chordata, clase Mammalia, orden Primates,
familia Hominidae, género Homo, especie Homo sapiens. Tener presentes las relaciones
taxondmicas de los organismos durante su estudio es esencial para comprender los mecanismos
de la evolucién y generacién de nuevos rasgos genéticos.

Si bien es posible que la presencia de genes homdlogos en distintas especies se deba a la
herencia desde un ancestro comun, también es posible que se deba a una transferencia
horizontal en el arbol evolutivo de las especies, es decir, que un gen se transfiera de un
organismo a otro de un taxdn completamente distinto. Este tipo de transferencia de
informacidn genética es comun en organismos unicelulares como bacterias y arqueas, las cuales
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adquieren rapidamente fragmentos de ADN del medio ambiente o de otros organismos vy los
mantienen si estos permiten una mejora adaptativa frente a algun estresor ambiental. Algunos
de estos genes son transferidos mediante elementos genéticos autotransferibles llamados
“transposones”, y su identificacion es de sumo interés para comprender los mecanismos de
generacion de nuevas especies [McClintock (1930)].

Los genes dentro de una célula normalmente no operan para producir el nUmero maximo de
enzimas en todo momento, sino que se ven reguladas por la presencia de ciertas sustancias en
el medio, estadios de crecimiento o factores ambientales externos. Esto permite que la célula
pueda enfrentar adecuadamente cambios del medio como el frio, la deshidratacion, entre otros.
A los genes que codifican proteinas reguladoras de la expresion transcripcional (sintesis de
mMRNA) de otros se les llama “genes reguladores” y generalmente se ubican préximos a los
genes que regulan. De esto se puede comprender que un grupo de genes préoximos entre si que
comparten el mismo regulador comparten una relacién funcional, al expresarse juntos en las
mismas condiciones ambientales. A dichas agrupaciones génicas se les llama “operones” [Villee,
C. (1996) pp. 672 - 675].

En Bacteria y Archaea, la recombinacion y reordenamiento de los genes es muy comun durante
su rapido proceso de evolucidn, lo que ha resultado en una baja conservacién del orden de los
genes entre genomas filogenéticamente distantes, por lo tanto, una secuencia de genes
contiguas que se repita en dos o mas especies distintas tiene una alta probabilidad de
corresponder a un operon. Si no se conoce la funciéon de uno o mas de estos genes, su inclusion
en dicho operdn posibilita una prediccion de esta [Wolf, Y. et al. (2001)].

Debido a lo anterior, la conservacion del orden de los genes se considera como informaciéon muy
importante para la prediccion de la funcidon de estos, especialmente en organismos de los
dominios Bacteria y Archaea. Por esto, el analisis del contexto de los genes se ha vuelto una
estrategia de popularidad creciente, especialmente por el crecimiento de la cantidad de
genomas secuenciados a la fecha.

Para conocer la secuencia de bases nitrogenadas que componen el genoma de un organismo
existen diversos métodos, que para muchos estudios se utilizan de manera complementaria. El
estandar de oro en la industria es la secuenciacién de Sanger, que se basa en la polimerizacion
del ADN mediante el uso de dideoxinucleétidos marcados que sirven como terminadores de la
reaccion. Estos dideoxinucledtidos estan unidos a distintos fluoréforos, moléculas que emiten
un color determinado al ser excitadas a una longitud de onda especifica, de manera que el largo
de la cadena en que estdn insertos permite visualizar la posiciéon de cada base nitrogenada,
como se ve en la figura 3.

Si bien este método destaca por su precision, esta siendo rapidamente desplazado en la practica
por el método de Secuenciacion de Genoma Completo (WGS), que consiste en la replicacion del
ADN aislado y la secuenciacién de segmentos cortos, que luego son procesados por programas
especializados para rearmar la secuencia completa mediante un proceso de ensamblaje (figura
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4). Este proceso, a pesar de no dar total certeza en el orden original de las secuencias, es mucho
menos costoso y por lo tanto ha permitido incrementar la cantidad de genomas secuenciados
de manera explosiva en los ultimos afios, como se puede ver en la figura 5. No siempre es
posible obtener un ensamblaje completo, por lo que el genoma de un organismo queda en
fragmentos registrados como contigs: Secuencias no necesariamente identificadas como
cromosoma o plasmido, sino como fragmento de alguno de estos.
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Figura 3: Secuenciacién mediante Sanger.
Fuente: Instituto Universitario de Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (2021) “Secuenciacion de
Sanger”
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The Whole Genome Sequencing (WGS) Process

WGS is a laboratory procedure that determines the order of bases in the genome of an
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Figura 4: Proceso de secuenciacién de genoma completo WGS.
Fuente: CDC (2016) “Whole Genome Sequencing (WGS)”

Pagina 21 de 86



Desarrollo de una interfaz de usuario para la identificacion de contextos genomicos en genomas bacterianos

2.1 Herramientas bioinformaticas complementarias

La bioinformatica es un campo interdisciplinario que involucra las areas de gendmica, quimica,
ciencias computacionales, matematica y estadistica para analizar datos bioldgicos y generar
nuevo conocimiento, incluyendo la construccion de multiples herramientas para analizar,
organizar, entender y visualizar la informacién asociada a macromoléculas bioldgicas [Bilotta, M.
et al. (2019)]. El producto desarrollado en el presente trabajo espera abordar la visualizacion de
datos gendmicos que pueden tener distintas fuentes de origen y ser manejados por otros
sistemas, por lo que se ha considerado esencial que la aplicacién desarrollada en el presente
trabajo sea compatible con el uso de dichas herramientas bioinformaticas. Esta seccién
presenta las principales bases de datos, software y herramientas a considerar como
“complementarias” de la aplicacion desarrollada.

En pos de proveer a los investigadores con un mejor acceso a herramientas de analisis
computacional, el Centro Nacional de Informacidon Biotecnolégica (NCBI) de la Biblioteca
Nacional de Salud (NLM) de los Estados Unidos de América presta una serie de servicios, entre
los que destaca el almacenamiento y curacidn de la mas grande base de secuencias genémicas a
nivel mundial, GenBank, mantenida en conjunto con el Banco de Datos de ADN de Japdn (DDBJ)
y el Archivo Europeo de Nucleétidos (ENA).

Esta base de datos contiene una inmensa cantidad de secuencias FASTA, formato de texto plano
donde cada secuencia es representada por una descripcidn en su primera linea comenzando
con un simbolo mayor que “>”, para luego continuar con lineas que contienen la informacién de
la secuencia en letras que representan un nucledtido o aminoacido especifico, seguin sea FASTA
de nucledtidos o de aminoacidos (este ultimo también llamado “FASTA de proteinas”), junto con
la informacion de su origen y medio de obtencién de la secuencia.

10,000,000,000 — GenBank

— WGS

100,000,000

1,000,000

10,000

1990 2000 2010 2020
Figura 5: Cantidad de registros de secuencia almacenadas en GenBank desde diciembre de 1982 hasta junio de
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2021. En rojo, las secuencias obtenidas a través de WGS y en azul las obtenidas por métodos mas tradicionales.
Fuente: NCBI (2021) “GenBank and WGS Statistics”

La identificacién de distintas lecturas de una misma regién gendmica (locus) se realiza mediante
etiquetas de locus o “locus tag”, que corresponden a identificadores Unicos de cada region del
cddigo genético de cada genoma, Unicos a cada cepa de cada especie que haya sido ingresada a
esta base de datos, y que se comparte entre todas las lecturas realizadas de la misma regién.

Varios genes presentes en distintos organismos pueden haber evolucionado a partir de un
ancestro comun, por lo que se les llama “genes homdlogos” y suelen tener relacién funcional o
estructural [Pearson, W. (2013)]. El estudio e identificacion de genes homdlogos es importante
para develar las relaciones evolutivas entre distintas especies, comprender los mecanismos de
transferencia horizontal de genes e identificar funciones enzimaticas en nuevos organismos
caracterizados. Genes que presentan una alta similitud (una similitud superior a la esperable
por coincidencia) tienen una alta probabilidad de ser homdlogos entre si.

Por este motivo el NCBI brinda un servicio web de busqueda de genes similares dentro de sus
datos utilizando el algoritmo de alineacion de secuencias FASTA “Basic Local Alignment Search
Tool” (BLAST) [Altschul, S. (1990)], que es el estandar en la industria para realizar este tipo de
busquedas. Este compara una secuencia denominada consulta o “query” con cada segmento de
cada una de las secuencias almacenadas en la base de datos y calcula la semejanza, identidad y
cobertura de estas.

La identidad entre dos secuencias indica el porcentaje de bases nitrogenadas (o aminoacidos,
segun corresponda al tipo de secuencia) idénticas entre ambas y la cobertura indica qué
fraccion de la query fue utilizada para calcular dicha identidad, dado que BLAST utiliza las
subsecuencias que maximicen la semejanza entre ambas. La semejanza, por su lado, es un valor
numérico que se calcula considerando diversos factores. Por lo general, genes con una
identidad superior al 30% y una cobertura por sobre el 70% tienen una alta probabilidad de ser
homologos.

Dentro de la inmensa cantidad de datos publicamente disponibles, se distinguen algunos
subconjuntos que destacan por la importancia o calidad de sus datos. Uno de estos es la
coleccién de secuencias de referencia (RefSeq), que corresponde a un conjunto comprehensivo,
integrado, no redundante y bien anotado de los datos de GenBank. RefSeq provee una
referencia estable para la anotacién de genomas, identificacién y caracterizacion de genes,
analisis de mutacién y polimorfismo, estudios de expresividad y analisis comparativos [NCBI
(2021)].

El conjunto de datos “RefSeq Select” consiste de transcritos representativos (seleccionados) por
cada gen que determina la codificacién de una proteina. Estos transcritos son elegidos a través
de un proceso automatico basado en multiples criterios de seleccion, que incluyen el uso previo
de la secuencia en bases de datos clinicos, la expresién de la transcripcion, la conservacion de la
region codificante, el largo de la secuencia y la proteina y su concordancia con el isomorfo
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canonico definido en SwissProt (ver mas abajo). En Bacteria y Archaea, es definido como todas
las secuencias de proteinas anotadas en las bases de datos RefSeq reference y genomas
representativos (representative genomes), en general incluyendo un genoma por especie.
RefSeq Select se suele utilizar como referencia en la literatura debido a que los transcritos
seleccionados suelen estar bien expresados, conservados y representan en general la biologia
del gen.

Otro conjunto de datos aun mas reconocido por su calidad es el Universal Protein Resource
(UniProt), mantenida por el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL), que a su vez se
divide en el conjunto de datos anotados automaticamente, Translated EMBL (TrEMBL) y el de
datos manualmente anotados, revisados por expertos, complementados con informacién
extraida de literatura previa y otras herramientas de analisis computacional, llamado Swiss-Prot.
Este ultimo en particular es el principal referente mundial de calidad de datos gendmicos. Las
secuencias presentes en UniProt provienen en un 95% de GenBank, pero también se incluyen
secuencias de otras fuentes [UniProt Consortium (2021)].

Una etapa importante durante el procesamiento de datos gendmicos es la anotacion
automatica, proceso que permite obtener todas las caracteristicas o “features” de un genoma
utilizando comparaciones El servicio de “Rapid Annotations using Subsystems Technology”
(RAST) [Aziz, R., et al. (2008)] permite anotar secuencias gendmicas, identificando regiones
codificantes, rRNA y tRNA, asignando funciones a los genes, prediciendo ademas los
subsistemas representados en el genoma y reconstruyendo la redes metabdlicas que posee,
generando un archivo descargable para posterior utilizacion por parte del usuario.

Prokka es una aplicacion de linea de comandos implementada en Perl que permite anotar
genomas bacterianos en un tiempo que rodea los diez minutos en un computador de escritorio
tipico, para lo cual compara las secuencias ingresadas con bases de datos de proteinas bien
caracterizadas de distintas fuentes, incluyendo al NCBI y Swiss-Prot [Seemann, T. (2014)].

El “Prokaryotic Genome Annotation Pipeline” (PGAP), anotador oficial del NCBI que utiliza el
método de comparacién con secuencias similares cuando se hallan disponibles datos confiables
y suficientes para predecir la funciéon de los genes. En caso contrario, utiliza métodos de
prediccidon estadistica analizando las propiedades de la secuencia misma [Tatusova, T. et al.
(2016)]. Esta pieza de software tiene un funcionamiento limitado a genomas de Bacteria y
Archaea.

EggNOG-mapper es otra herramienta para anotacidon funcional basada en asignaciones
precomputadas de ortologia, es decir, que aprovecha la informacién taxondmica disponible para
predecir con mayor precision la funcidon de los genes [Cantalapiedra, C. et al. (2021)]. RAST,
Prokka, PGAP y EggNOG-mapper son ampliamente utilizadas para la anotacion de genomas y
por lo tanto han sido identificados como las principales fuentes de los archivos de entrada de la
aplicaciéon presentada en este trabajo.
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Un arbol filogenético es un grafo que representa la relacién evolutiva entre distintos taxones
utilizando informacion de las secuencias de nucleétidos, aminodcidos o inclusive de genomas
completos. “interactive Tree Of Life” (iTOL) es una aplicacién web de disponibilidad publica que
permite visualizar, manipular y anotar arboles filogenéticos y es utilizada por decenas de miles
de usuarios a lo ancho del mundo. Estd construida en base a Javascript vainilla y HTMLS,
cargando al cliente con el procesamiento, lo cual permite una alta responsividad a las
interacciones del usuario y un fino control en varios parametros de visualizacion de datos
[Letunic . (2016)].

2.2. Principales herramientas de visualizacion de contexto gendmico existentes

Actualmente existen en la industria multiples sistemas que permiten generar diagramas de
contexto gendmico, que tienen distintas ventajas y dificultades segln el conjunto de usuarios en
el que estd enfocado cada uno [Piérola, M. (2020)]. Para este trabajo se ha realizado un
exhaustivo analisis de ellos, sus alcances y limitaciones. A continuacién se enumeran y
describen las principales herramientas de visualizacion de contexto gendmico y analisis de
sintenia disponibles.

2.2.1. MGeV

Iniciales de “Microbial Genomic context Viewer” (o “visualizador de contexto gendmico
microbial”) [Overmars, L. et al. (2013)], es una aplicacion desarrollada en Python y disponible a
través de una plataforma web, con conexion directa con el servicio BLAST del NCBI, que es la
herramienta mas frecuentemente usada para hallar similitudes entre secuencias gendmicas
[Madden, T. (2002)] [Pertsemlidis, A., Fondon, J. (2001)], permitiendo utilizar los datos que esta
herramienta entrega como entrada para la visualizacidon, ademads de permitir la busqueda de
genes directamente por su nombre. También pudiéndose utilizar datos subidos por el usuario,
en un formato especifico de esta aplicacion, conteniendo sélo la informacidn necesaria y bien
ordenada. MGcV posee algunas opciones de personalizacién de la imagen, incluyendo el rango
de nucledtidos a mostrar, el tamafio de la imagen, criterio usado para colorear, y forma de
etiquetar los genes.

Su principal problema es que sdlo acepta archivos en un formato propio, sin dar la opcién de
procesar archivos en algun formato mas estdndar, como podria ser el de GenBank Flat File
(GBFF), formato general obtenido de la anotacion automatica que comprende toda la
informacidn de este proceso.

Por otro lado, la funcionalidad de descargar las imagenes generadas no estaba funcionando al
inicio de este estudio (diciembre 2020), junto con varios enlaces del sitio y al finalizar este texto
(agosto 2021) la herramienta derechamente no estaba disponible.
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Ademas, no permite la personalizacion de colores individuales, tamafios ni formas, de manera
gue la imagen resultante es totalmente estdndar, sin tener la capacidad de adecuarse a los
requerimientos particulares del usuario.
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Figura 6: Interfaz de MGcV mostrando un fragmento del genoma de Escherichia Coli.
Fuente: Overmars, L. et al.

2.2.2. DNAFeaturesViewer

DNAFeaturesViewer, en espafiol “visor de caracteristicas de ADN” [Zulko et al. (2020)], es una
biblioteca de Python que permite, a través del cddigo, generar archivos de imagen en diversos
formatos, a partir de datos de cualquier fuente, incluyendo la lectura directa desde registros de
GenBank (archivos en formato .gb o .gff). Es una herramienta de cédigo abierto disponible en
GitHub. Esta biblioteca considera muchas funcionalidades, incluyendo la personalizacién de los
colores uno por uno (aunque la coloracién siguiendo un criterio debe ser programada por el
usuario), la insercidon de datos adicionales en la imagen, la posibilidad de separar la imagen en
varias lineas, para insertarla en un documento e imprimirla.

Si bien esta es una herramienta muy poderosa, su uso requiere conocimientos de
programacion, lo cual limita bastante los usuarios que puede tener.
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Figura 7: Diagrama generado usando DNAFeaturesViewer.
Fuente: Archivo README de DNAFeaturesViewer

2.2.3. GeneSpy

GeneSpy [Garcia, P. et al. (2019)] es una aplicacidon de escritorio que permite importar archivos
.gff, con flexibilidad para la forma en que se selecciona un gen de interés y la manera en que se
muestra cierta informacion. La imagen es personalizable en cuanto a tamafo de la regidn
gendmica a mostrar, la escala, la informacion que se muestra, los colores y el orden de los
genomas. En particular en cuanto a los colores, tiene cierto grado de prediccidn, asignando
colores iguales para genes con la misma funcién, como comportamiento por defecto, pero esto
también es personalizable. Facilita la integracién con iTOL por medio de la exportacién de
archivos adecuados, aunque no lo incluye directamente en la interfaz.

Lamentablemente, este programa estd escrito en Python y requiere de la instalacion de
multiples bibliotecas aparte del mismo Python version 2. Ademas, su funcionamiento depende
de bases de datos tipo SQL que el mismo usuario debe construir y utilizar para seleccionar las
secuencias a graficar, lo que implica una engorrosa serie de pasos, como se puede ver en la
figura 8.
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Figura 8: Flujo de carga de datos en GeneSpy.
Fuente: Manual de usuario de GeneSpy

Por otro lado, su interfaz tiene un aspecto anticuado y antiestético, como se puede ver en la
figura 9.
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Figura 9: Una de las interfaces que forman parte del proceso de seleccion de los genomas a graficar en GeneSpy.
Fuente: Manual de usuario de GeneSpy
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2.2.4. Integrative Genomics Viewer

El “visor gendmico integrativo” (IGV) es una aplicacion disponible tanto en su version de
escritorio como web, que se caracteriza por la facilidad de navegar visualmente un genoma
mostrando distinta granularidad en los datos a distintas escalas, lo cual disminuye la carga para
el computador, facilitando su manejo. Su cédigo estd disponible libremente en GitHub.

Lamentablemente, no admite registros de genoma anotado, aunque si recibe archivos del
usuario en formato fasta. También permite la insercién de anotaciones por parte del usuario,
pero no entrega una forma grafica de hacerlo, si no que debe importarse esta informacion a
través de archivos en un formato propio de la aplicacion, que deben ser hechos “a mano” por el
usuario.

Una gran desventaja de esta aplicacion es la falta de opciones para personalizar la imagen
misma, sin ser posible cambiar formas, colores ni estilo en general.

2.2.5. FlaGs

Flanking Genes (“genes circundantes” en espafiol), es una herramienta programada en Python
para Mac y Linux que también esta disponible a través de un servidor web en
http://www.webflags.se/ , que permite utilizar genomas tanto de la base de datos del NCBI
como ingresados por el usuario. Posee la caracteristica de que incluye la posibilidad de hacer un
analisis de parentesco evolutivo, incluyendo el arbol filogenético en los graficos que entrega
como resultado [Saha, C. K. et al. (2020)].

Sin embargo, no tiene opciones de personalizacién de la imagen resultante. De hecho, en la
versiéon web, la imagen es entregada en formato SVG por medio de correo electrénico cuando
se termina de procesar la solicitud del usuario, sin ninguna instancia de retroalimentacion por
parte de este.

2.2.6 Gene Graphics

Esta aplicacion web permite graficar contextos gendmicos de GenBank y editar la imagen
mientras se visualizan [Harrison, K. et al. (2018)].
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Figura 10: Edicion de imagen de Gene Graphics.
Fuente: Captura de pantalla de https://katlabs.cc/genegraphics/app

Si bien tiene amplio rango de personalizacién del diagrama resultante, se restringe a graficar
genomas anotados y almacenados en las bases del NCBI, no permitiendo graficar genomas que
el usuario posea, anotados por él mismo o en estado de borrador.

2.2.7. Otras herramientas

Existen varias otras herramientas mas centradas en facilitar la comparacion de genomas,
aungque con pocas opciones para las imagenes generadas, como Gene context tool NG
[Martinez-Guerrero, C. E. (2008)] o SynTax [Oberto, J. (2013)]. También existen otras bibliotecas
de cdodigo, para usar por medio de comandos en cédigo, como genoPlotR [Guy, L. et al. (2010)].

2.2.8. Apreciaciones generales

Las distintas herramientas existentes tienen enfoque en distintos aspectos, variando en ventajas
y desventajas. Los dos factores que mas llaman la atencién son la falta de facilidad de uso e
interactividad en las aplicaciones y la falta de disponibilidad o dificultad de instalacién.

Aspectos positivos que deberia considerar el desarrollo de una aplicacion de este tipo incluyen:
La integracion con otras herramientas que tienen MGcV y GeneSpy y su coloracion segun
criterios dados por los mismos genomas, la flexibilidad y personalizabilidad que ofrecen
DNAFeaturesViewer y Gene Graphics y la eficiencia de IGV. La disponibilidad publica del codigo
de algunas de estas aplicaciones facilita su estudio e incorporacidn de estas caracteristicas en la
aplicacion a construir.
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Aspectos negativos que deben evitarse incluyen el uso de formatos de archivo propios o no
estandar, la suposicion de un gran manejo computacional por parte del usuario y la posibilidad
de perder el trabajo avanzado durante una sesion al cerrarse la aplicacion por cualquier motivo.
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3. Proceso de diseno

En este capitulo se describe el procedimiento y técnicas utilizadas en el disefio de una interfaz
que facilita la generacién de diagramas de contexto gendmico, desde el acotamiento del
problema hasta las ultimas pruebas de usuario. Este desarrollo se ha realizado con un alto
involucramiento de potenciales usuarios para obtener una mayor facilidad de uso y capacidad
de personalizacidn con respecto a las herramientas existentes en el mercado.

3.1 Definicion del problema y alcance de la solucién

La exploracién del problema desde distintas perspectivas y la especificidad de su definicion es
un factor determinante en la originalidad y efectividad de las soluciones propuestas [McKilligan,
S., Creeger, S (2018)].

Para tener un mejor entendimiento del problema se realizé una serie de entrevistas con
Roberto Durdn, investigador del Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia
Ambiental (en adelante, “el cliente”), que permitieron una mayor comprension de las
necesidades presentes, en qué circunstancias se dan y como se suelen suplir.

Para asegurar que se estaba enfrentando el problema adecuado se utilizd la técnica de
abstraction laddering, consistente en formular el problema como una pregunta que empiece
con “éCémo podemos nosotros...”, lo que nos hace reflexionar no sélo en si la pregunta es
necesaria de responder, sino que ademads reafirma que la respuesta esté limitada a los recursos
de los que se dispone. A partir de esta formulacion inicial, se pregunta de manera sucesiva
“éPor qué queremos hacer esto?”, para hallar versiones mas abstractas del problemay “éCémo
lo haremos?” para hallar versiones mds concretas del problema [LUMA Institute (2012) pp.
50-53] [Pearson, T. (2020)], con lo que se llegd a lo presentado en la figura 11.

o ¢Coémo podemos entender mejor los mecanismos de evolucion y la %
K s . . <
& relacion entre los genes y los productos proteicos de las bacterias? %,
g
¢Como podemos facilitar la identificacion y comparacion de contextos
1“’ i - . .
K gendmicos en genomas bacterianos? Q.
& 2
& (~)
q -
Ay . I e s .
¢Como podemos facilitar la generacion de diagramas de contexto
2 gendémico? Q.
S
& %
& %
g ¢ Como podemos desarrollar una interfaz de usuario para la
generacidon de diagramas de sintenia a partir de datos preexistentes?

Figura 11: Abstraction laddering.
Fuente: Elaboracion propia
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La versiéon mas abstracta del problema responde a un trabajo destinado a expertos del area
bioldgica y, de hecho, el motor de la genédmica comparativa durante anos, por lo que se ha
considerado muy amplio enfrentarlo de manera completa. La segunda formulacidn es posible
de afrontar desde el dmbito de la informatica con un estudio acotado del tema, pero
comprende un flujo de trabajo ain muy amplio para ser abarcado en un trabajo de titulo de
pregrado.

La formulacion mas especifica del problema ya ha sido resuelto por las aplicaciones existentes y
utilizadas en la industria, por lo que no es de interés. Sin embargo, el dibujo de diagramas de
contexto gendmico sigue siendo una dificultad para los académicos y es un problema que puede
ser abordado desde un trabajo de titulo de Ingenieria Civil Informatica, por lo que se ha
planteado el problema desde esta perspectiva para llegar a la conclusion de que se debia
desarrollar una aplicacién que facilitara este trabajo.

Para comprender mejor el contexto de uso de la aplicacidon y los resultados esperados, se realizd
un storyboard [LUMA Institute (2012) pp. 68-69] representando un caso tipico de uso. Con esto
se vislumbra la estrecha relacion entre la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
y los diagramas de sintenia, ambos herramientas centrales en gendmica comparativa.

La bacteria X produce la proteina P, ] o O

qué interesante
Oh, se sabe que es
por el gen P

\L

Hacemos un

cultivo...
Semanas
después... 4

Aunque no todas
roducen P...

iTengo que
publicarlo!

%

(lis:;é la
{ conclusion!
' %

L_/'—‘,——J

Figura 12: Storyboard mostrando contexto de uso de la aplicacion.
Fuente: Elaboracion propia
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A pesar de las facilidades existentes previamente, los expertos del area siguen considerando
muy engorroso el proceso de identificacién y comparacion de contextos gendmicos, al tener
qgue utilizar multiples herramientas que pueden tener una importante curva de aprendizaje,
ademas de considerar el procedimiento muy largo y tedioso.

Por este motivo se ha propuesto desarrollar un sistema que facilite este trabajo, integrando
varios de sus pasos, incluyendo la busqueda de homodlogos y la diagramacién de contextos
gendmicos a partir de genomas anotados.

3.2 Caracterizacion preliminar del sistema

En base a las alternativas existentes y las necesidades de los usuarios, ha sido posible describir
las caracteristicas deseadas para el sistema a construir:

e Debe prestar gran libertad al usuario en cuanto a la imagen a entregar, permitiendo
controlar colores, tipografia, informacidn a mostrar, forma de las flechas, entre otros.

e Debe incluir una interfaz grafica que sea facil de usar para el publico objetivo, sin
requerir mayores conocimientos de programacion para su instalacion ni uso.

e Debe incluir integracidn con la mayor cantidad posible de bases de datos gendmicos, o al
menos GenBank, NCBI, DDBJ y EMBL, ademas de la posibilidad de que el usuario utilice
sus propios genomas, para permitir el uso de archivos no publicados e incluso genomas
en borrador (no completamente anotados), desde formatos estandar, sin requerir
ningun proceso de transformacidn previo de los datos por parte del usuario.

® No debe forzar al usuario a tener abierta una conexién de internet durante largo tiempo,
de manera que el trabajo no se pierda en caso de ocurrir alglin imprevisto técnico en la
magquina del usuario.

3.3 Prototipado preliminar

A partir de estas definiciones, se pudo realizar un bosquejo de la interfaz de seleccién de los
contextos a graficar, para validar con el cliente. En dicho prototipo de papel se incluyé la
posibilidad de graficar tanto archivos anotados por el propio usuario como genomas presentes
en la base de datos del NCBI, con varias formas de especificar la regién de interés, ademas de
presentar la posibilidad de graficar directamente los resultados de una busqueda BLAST en el
contexto correspondiente a su genoma de origen, con varias opciones de filtro.
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Figura 13: Prototipo de papel.
Fuente: Elaboracién propia

Para familiarizarse con el problema y tener la posibilidad de hacer pruebas de concepto, se ha
desarrollado un prototipo empleando tecnologia web, en particular, Node.js, Angular, Bootstrap
y D3 (figura 14). Este prototipo ha sido utilizado por algunos investigadores del Laboratorio de
Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental en sus estudios [Duran, R et al. (2021)]
[Gonzalez Rivera, E. et al. (2021)].

Este sistema permite la lectura de pequefios segmentos del genoma, pudiendo incluir varios
operones para graficar sus secuencias codificantes. También ofrece al usuario la posibilidad de
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alinear los distintos contextos gendmicos segun un gen de interés, ademas de proporcionar una
minima interfaz para la personalizacion de la imagen, pudiéndose modificar la posicion de las
etiquetas, el tamafio de letra, colores y grosor de trazo.

Los archivos deben ser subidos desde la maquina del usuario usando el formato .gbff, estandar
de genoma anotado, y las imagenes pueden ser descargadas en formato .svg.

305, 300

O EE > CHMBT D>E )

bphC dmpE dmpG bphD

i) EHC ) Hi) H)

operon_bphA
(1kb)

1 Download

Figura 14: Captura de pantalla del prototipo preliminar. Aqui se muestra seleccionado el gen bphC (marcado en
color rojo), mostrandose las opciones de edicion visual de la imagen generada.
Fuente: Elaboracion propia

3.4 Desarrollo iterativo

A continuacidon se procedidé a desarrollar una version mas completa de la aplicacién, con
reuniones perioddicas para validar el avance con el cliente y plantear alternativas de
implementacién. A lo largo de este proceso se fueron puliendo o modificando algunas
definiciones iniciales, restringiendo ciertas opciones y flexibilizando otras. Por ejemplo, que la
busqueda de homodlogos debia ser alternativa excluyente del dibujo de varios contextos
definidos por el usuario, que la opcidn de “sélo del mismo...” deberia permitir elegir grupos de
cualquier nivel taxondmico, entre otras cosas.

Después de varios meses, se llegd a una versidon funcional con seis vistas: Tres a modo de
tutorial, para explicar a un usuario nuevo qué es capaz de hacer la aplicacién y cdmo usarla, una
para definir los contextos a graficar utilizando una busqueda tipo BLAST a partir de un gen de
interés, una para definir completamente los contextos a graficar, ya sea desde las bases del NCBI
o desde archivos del usuario, y una ultima de visualizacion de los datos y edicién del grafico.

El tutorial es mostrado a los usuarios que ingresan por primera vez a utilizar la aplicacién. La
primera parte explica en general el objetivo de esta y su forma de uso.
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Welcome!

This app allows you to generate a genomic context diagram.
You can use any genome assembly from GenBank and even use SAOWSE FILE -
your own .gbff/.gbk files. Pgingeri gbff <\

We'll only store the data we need for drawing, and we will delete e
it afterwards.

NEXT

Figura 15: Primera parte del tutorial, indicando la utilidad de la aplicacion.
Fuente: Elaboracidn propia

La segunda parte del tutorial muestra la posibilidad de integrar la busqueda tipo BLAST y

graficar los resultados en su contexto directamente.

From BLAST to color

You may do a BLAST search for homologous genes, and we'll

draw the results in their respective contexts.

BACK NEXT

Figura 16: Segunda parte del tutorial, mostrando la integracidn con BLAST.
Fuente: Elaboracién propia

La ultima parte del tutorial muestra la posibilidad de analizar el grafico visualizando datos del
contexto que normalmente no serian visibles en el grafico, y de editar distintos aspectos

visuales de la imagen.
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Customize your diagram

. |
See all about the genes, edit your drawing colors, shapes, and -

g

show the information you want to show.

Click on the genes, their tags or the assembly’s tags to see
more about them and edit them.

BACK GOT IT!

Figura 17: Tercera parte del tutorial,mostrando las opciones de personalizacién del diagrama.
Fuente: Elaboracidn propia

SEARCH HOMOLOGOUS DRAW MY CONTEXTS

Your query

Query source -

Customize your search

Best | 10 matches @ Reference proteins @
[ oneof each ® Include only ®
Minimum coverage: | 70 0 @ Minimum identity: | 30 0/ ®

DRAW IT! ®@

Figura 18: Interfaz de definicidn de la busqueda BLAST.
Fuente: Elaboracion propia

Una vez finalizado el tutorial, se accede a la interfaz de eleccidén de los contextos a graficar, ya
sea a través de una bulsqueda tipo BLAST, o a través de la seleccion directa de estos. Se definid
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la personalizacion de la busqueda como la vista por defecto debido a que este corresponde al
caso de uso mas tipico y que incluye mayor trabajo por parte de la herramienta.

Esta permite consultar homdlogos de una secuencia FASTA ingresada como texto, o extraida de
un genoma anotado, ya sea como archivo del usuario o extraido desde NCBI. Al tomar la
decision de extraer la secuencia de un genoma anotado, esta se grafica en su contexto junto con
los resultados.

El usuario debe especificar en qué base de datos le interesa buscar homologos, y puede filtrar
los resultados hasta una cierta cantidad, por cobertura e identidad de los homdlogos con
respecto a la secuencia de consulta, o por criterios taxondmicos de los genomas en que se
encuentren los resultados.

SEARCH HOMOLOGOUS DRAW MY CONTEXTS
Context 1
Frcm file v © B)-(E RS42260
BROWSE FILE BXE_RS42320 @
P._xenovorans_LB400.gbff
Context 2
Ccowree p—
Assembly accessic ‘ @ ;;(1333305180 ‘
— Accession number — =

GCF_000807755.1 ‘

QX33_RS06225 ‘ @

+ ADD CONTEXT @

DRAW IT! @

Figura 19: Interfaz de seleccidn de contextos a graficar.
Fuente: Elaboracion propia

Por otro lado, la pestafia de seleccidn directa de contextos a graficar, permite subir genomas
anotados desde la maquina del usuario o extraerlos desde la base de datos del NCBI. En ambos
casos, se puede especificar la region de interés a través del primer y ultimo locus tag de dicha
region. Por defecto, en esta vista hay espacio para insertar un contexto y en la parte de abajo un
botdn permite incrementar la cantidad de contextos a graficar.
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- - - Paraburkholderia xenovorans LB400

- - - ] - . Pseudomenas nitroreducens

== - -

SATATAT 0 100 prowstye -
™~
Gene Locus tag BXE_RS42285
Gene inference COORDINATES: similar to AA sequence:RefSeq:WP_011494235.1
Product 3-methylcatechol 2,3-dioxygenase
Note Derived by automated computational analysis using gene prediction method: Protein Homology.
Translation MSIRSLGYMGFAVSDVAAWRSFLTQKLGLMEAGTTDNGDLFRID SRAWRIAVQQGEVDDLAFAGYEVADAAGLAQMADKLKQAGIAVTTGDASLARRRGVTG
LITFADPFGLPLEIYYGASEVFEKPFLPGAAVSGFLTGEQGLGHFVRCVPDSDKALAF YTDVLGFQLSDVIDMKMGPDVTVPAYFLHCNERHHTLAIAAFPLPKRIHHFMLEVASL
\ DDVGFAFDRVDADGLITSTLGRHTNDHMVSFYASTPSGVEVEYGWSARTVDRSWVVVR HDSPSMWGHKSVRDKAAARNKA y

Figura 20: Interfaz de visualizacién de datos y edicién del diagrama. (A) Grafico descargable, (B) Barra contextual de
herramientas de edicion y (C) Datos adicionales del elemento seleccionado, que puede ser un contexto completo o
un gen en particular.

Fuente: Elaboracién propia

Finalmente, la interfaz de visualizacién de datos y edicion del grafico muestra en todo momento
el diagrama tal cual como se descargaria, junto con un botdn para descargar la imagen en
formato svg y una barra deslizable para ver el diagrama con mayor o menor aumento.

A medida que el usuario hace clic en cada elemento del diagrama se abre una barra contextual
de edicién y una seccién de informacién adicional. Las opciones de edicidn varian segun la
naturaleza del elemento seleccionado, que puede ser una flecha (es decir, la representacién de
un gen), una etiqueta de flecha, o una etiqueta de contexto. La informacién adicional puede
referirse a un gen en particular (en caso de seleccionar una flecha o su respectiva etiqueta) o al
genoma del que fue extraido el contexto (en caso de seleccionar la etiqueta a la derecha o la
linea central). Todos los textos son méviles por medio de arrastrarlos con el cursor.

3.5 Pruebas de usuario

16 investigadores, profesionales y estudiantes de doctorado de areas bioldgicas (e.g.
microbiologia, bioquimica, biotecnologia) que necesitan realizar andlisis de contextos
gendmicos como parte de su trabajo probaron este prototipo a través de la técnica del
think-aloud testing: Todos los sujetos realizaron tareas predefinidas utilizando la aplicacidn,
expresando sus sentimientos y pensamientos en voz alta durante su uso para evaluar la facilidad
de uso de la interfaz e identificar elementos que puedan ser malinterpretados, con el fin de
comprender la raiz de estas confusiones y poder corregirlas rapidamente [LUMA Institute (2012)
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p. 20]. Ademas, entre estas pruebas se realizaron pequefias modificaciones para experimentar
con distintas posibilidades e ir validando las observaciones realizadas en las entrevistas iniciales
al verificar que los usuarios posteriores no se encontraban con las mismas dificultades.

3.5.1 Tareas de usuario

Las tareas de usuario asignadas a cada sujeto corresponden a dos o tres de cada una de las
siguientes, con ligeras modificaciones y en orden variable:

e Tarea definida por el usuario

En muchos casos, el usuario mostré6 mucho interés en probar la aplicacién con los
contextos o genes que estaba estudiando en el momento. Este tipo de pruebas permitié
mas que ningun otro comprobar la utilidad funcional de la aplicacion.

e Graficar un contexto

La tarea mas sencilla consisti6 en graficar una regidon predefinida de un genoma
especificado por el entrevistador, destacando un gen de interés central en esta regiény
escondiendo dos flechas correspondientes a genes con caracteristicas particulares,
donde no incluirlas en el grafico tiene sentido bioldgico. Los datos utilizados fueron los
mostrados en la tabla 1.

Tabla 1: Datos utilizados para la tarea de graficar un solo contexto
Fuente: Elaboracién propia

Nombre del organismo Regidn de interés
Paraburkholderia xenovorans LB400 Desde Hasta
Identificador de acceso BXE_RS25530 BXE_RS25585
GCF_000013645.1 Cromosoma 2, 805429 | Cromosoma 2, 805429

e Graficar varios contextos

Similar a la anterior, pero con multiples contextos en la misma imagen. Importante para
probar la facilidad de la especificaciéon de multiples regiones de interés y las opciones de
edicién que solo tienen sentido para la comparacidn entre contextos, como la opcién de
alinear el gen de interés en cada contexto. Los datos utilizados fueron los que se
presentan en la tabla 2.

Pagina 41 de 86




Desarrollo de una interfaz de usuario para la identificacion de contextos genomicos en genomas bacterianos

Tabla 2: Datos utilizados para la tarea de graficar varios contextos
Fuente: Elaboracidn propia

Nombre Identificador de acceso Desde Hasta
Paraburkholderia xenovorans GCF_000013645.1 BXE_RS25530 BXE_RS25585
LB400
Paraburkholderia hiiakae GCF_904848665.1 JMY28 RS11405 | JMY28 RS11460

strain LMG 27952

Paraburkholderia unamae GCF_003096875.1 C7402_RS28280 | C7402_RS28335
strain SCZa-39

Tanto estos datos como los usados en la tarea anterior fueron entregados a los usuarios
de distintas formas, por ejemplo, entregando sélo el identificador de acceso, sélo el
archivo con el genoma anotado o entregando tanto el archivo como el identificador.
También se variaron ligeramente las regiones de interés, agregando algunos genes rio
abajo o rio arriba, para forzar a los usuarios a enfrentarse a distintas problematicas

e Hacer una busqueda tipo BLAST

Tarea en que se entregd un gen de interés extraido desde las bases del NCBI, para que el
usuario graficara en su contexto homdlogos presentes en RefSeq que cumplieran
distintos requisitos. A todos los usuarios a los que se les solicitd esta tarea, recibieron el
archivo mostrado en la figura 21.

>BXE_RS42260 from GCF_000013645.1
MTALTESSTSKFVKINEKGFSDFNIHYNEAGNGETVIMLHGGGPGAGGWSNYYRNVGP
FVDAGYRVILKDSPGFNKSDAVVMDEQRGLVNARAVKGLMDALDIDRAHLVGNSMGGA
TALNFALEYPDRIGKLILMGPGGLGPSMFAPMPMEGIKLLFKLYAEPSYETLKQMLQV
FLYDQSLITEELLQGRWEATQRQPEHLKNFLISAQKAPLSTWDVTARLGEIKAKTFIT
WGRDDRFVPLDHGLKLLWNIDDARLHVFSKCGHWAQWEHADEFNRLVIDFLRHA

Figura 21: “BXE_RS42260.faa”, archivo enviado para busqueda y diagramacion de homélogos presentes en

RefSeq y su contexto.
Fuente: Elaboracion propia

A los usuarios se les solicitd filtrar los resultados de distinta manera, graficando distinta
cantidad de contextos, restringiendo al género Paraburkholderia o graficando solo uno
de cada género.
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3.5.2 Observaciones realizadas

A algunos sujetos experimentales les confundié la vision de las opciones de busqueda de
homdélogos cuando dicha seccidn no formaba parte de su tarea, llevandolos en muchos casos a
intentar utilizarlas, empezando a llenar los campos, antes de decidir presionar en la pestafia
“Draw my contexts”. Un par de usuarios comenté que “Search homologous” parecia tener una
relaciéon de secuencialidad con la otra pestafia. En palabras de un usuario: “Deberia buscar
primero mis genes y después graficarlos, éno?”

Varios usuarios intentaron utilizar archivos arrastrandolos desde el explorador de su sistema
operativo a la aplicacién, lo cual gatillé el comportamiento por defecto del navegador, visualizar
dicho archivo en una pestana nueva, que no era lo esperado por el usuario.

. , . icar. . 7o difici
En la interfaz de seleccidn de los contextos a graficar, a muchos usuarios se les hizo dificil
percibir la funcion del botén “+ Add context” (ver figura 19), como se les dificulté percibir la
posibilidad de graficar varios contextos en una sola imagen.

A algunos usuarios les parecia obvio que la regidn de interés debia ser especificada en cantidad
de pares de bases nitrogenadas, y no en locus tag de inicio y término, como habia sido definido
para el prototipo, intentando usarlo asi sin dudar y sin revisar el texto de ayuda desplegable.

Por defecto, el grafico se ajustaba al ancho de la ventana, por lo que al graficar un contexto muy
amplio (por ejemplo, un genoma completo) el diagrama se veia muy pequefio, llegando a ser
dificil de percibir.

Entre las opciones de edicion del diagrama, a algunos usuarios les confundia el comportamiento
del botdn “align this gene” (ver figura 20), pues era claro que movia algun contexto dentro del
diagrama, pero era dificil visualizar cual y cdmo. En palabras de un usuario “Okay, alineé mi gen,
pero... ¢Con respecto a qué?”.

Dentro de la misma interfaz, era dificil notar el efecto de cambiar los campos numéricos, tales
como tamafio de fuente o grosor del trazo, debido a que estos niumeros estaban en unidades
proporcionales a los pares de bases graficadas, donde cada par de bases es una distancia muy
pequeia en la escala del diagrama que tiene un largo de miles o millones de estas, por lo que la
diferencia entre una tipografia de tamafio 140 y una de 143 podia ser nula, dependiendo de la
resolucion de la pantalla, y si habia diferencia, era dificil de percibir.

3.5.3 Comentarios recibidos

En esta drea de estudio existen convenciones bien establecidas en cuanto al uso de cursivas: Los
nombres cientificos de especie deben ir con cursivas, a diferencia del nombre de la cepa. De la
misma forma, un nombre de gen debe ir con cursiva, a diferencia de un locus tag. El prototipo
usado para estas pruebas no consideraba la posibilidad de estilizar los textos de esta forma,
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pero muchos usuarios lo mencionaron como un aspecto indispensable en este tipo de
diagramas para su publicacién en revistas cientificas.

Algunos usuarios indicaron que les seria comodo que al seleccionar un gen se mostrara no sélo
la informacién contenida en el archivo de origen, sino que se complementara con informacion
adicional, por ejemplo, de los dominios de la proteina que se sintetiza a partir de dicho gen.

Los usuarios estaban de acuerdo en que SVG es el mejor formato para descargar el diagrama,
sin embargo, que seria comodo que se pudiera transformar a algun otro formato de imagen mas
tradicional, que tenga mayor compatibilidad con otros programas y que sea mas ampliamente
conocido como “formato de imagen”, con enfoque en las personas que no estan familiarizadas
con los graficos vectoriales.

Algunos usuarios indicaron que la presentacidn de la escala como una flecha de referencia no
era ideal, porque no corresponde a un gen y por lo tanto no deberia ser indicada como una
flecha. Algo mas cercano a la escala en planos arquitecténicos o geograficos permitiria mayor
claridad de lo que indica dicho elemento.

Un par de usuarios indicaron que les interesaba la visualizacion de genes homdlogos entre si
que estan presentes en el mismo genoma, cada uno en su respectivo contexto, para lo cual seria
razonable utilizar sélo un archivo de entrada para varios contextos en la misma imagen. Si bien
la interfaz actual lo permite, es a través de la repeticion del archivo, lo cual no es ideal para este
caso.

3.5.4 Mejoras implementadas

En base a las observaciones realizadas por el entrevistador y los comentarios recibidos, se
hicieron algunos cambios entre las pruebas, con lo que se pudo verificar que estos cambios
facilitaban la comprension de la interfaz. Otros cambios se realizaron después de finalizadas las
pruebas, debido a que requerian mayor tiempo de desarrollo y estaban relacionados con
aspectos funcionales de la aplicacién, por lo que no modificaban la forma de uso de esta.

Se transformé la primera vista (después del tutorial), escondiendo las opciones de busqueda,
con el objetivo de obligar al usuario a tomar la decisién de qué alternativa era la que deseaba
utilizar, como se ve en la figura 22, y no sobrecargarlo cognitivamente con las opciones de
busqueda, que sdélo causarian confusién en el caso de un usuario que desea definir
directamente los contextos a graficar. Ademds se cambid la formulacién de la primera
alternativa a “BLAST & Draw” para expresar la completitud de la tarea subyacente, y distinguirla
de un paso dentro de un flujo mas grande que pudiera abarcar ambas opciones. Se comprobd
en mas de diez pruebas de usuario que esta disposicion facilita la comprensién.

En la interfaz de seleccidn de los contextos a graficar, se elimind el botén “+ Add context”, de
manera que apareciera automaticamente el espacio para ingresar otro contexto al especificar la
fuente del ultimo contexto presente en ese momento en pantalla. Es decir, al indicar el primer
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contexto a graficar aparece el espacio para un segundo contexto, al indicar el segundo se
muestra el espacio para un tercero, y asi sucesivamente. Se comprobd en multiples entrevistas
gue esto automaticamente permitia al usuario prever el comportamiento del sistema al ingresar
mas contextos, y no confundia al usuario dejar un espacio vacio al final del listado, satisfaciendo
el objetivo de esta modificacion.

BLAST & DRAW DRAW MY CONTEXTS

Figura 22: Vista principal definitiva. Notese que se centra la atencién del usuario en leer las dos opciones y tomar
una decision antes de presentarle las opciones correspondientes a cada una.
Fuente: Elaboracion propia

Para todos los campos numéricos que permiten editar aspectos graficos del diagrama, se definio
un incremento acorde a las proporciones del grafico para los botones de incrementar y
decrementar dicho ndmero (ver figura 23), de manera que fuera facil percibir el efecto de
modificar estos valores con sélo uno o dos clics.

43

Figura 23: Campo numérico para edicion del grafico. En rojo, a la derecha, estan destacados los botones para
incrementar (arriba) y decrementar (abajo) la cantidad numérica indicada.
Fuente: Elaboracidn propia

Se implementd la posibilidad de arrastrar los archivos para enviarlos, especificar la regién de
interés en pares de bases en vez de ingresar locus tag de inicio y término de dicha region, y la
escala inicial del grafico se ajusté considerando un minimo para los casos en que la razdon entre
el ancho y el alto de la figura fuere excesivo, para asegurar que siempre sea visible,
independientemente de la longitud total, a pesar de que pueda quedar oculta una parte del
grafico, resultando en que este no se pueda visualizar completo a primera vista.

Pagina 45 de 86




Desarrollo de una interfaz de usuario para la identificacion de contextos genomicos en genomas bacterianos

4. Resultados

La aplicacidn resultante esta disponible para su uso en la direccion web
http://200.1.19.244:3030/ y su cddigo esta en el repositorio publico
https://github.com/vsaona/InUsIConGeB.git

4.1 Tecnologias utilizadas

Alojada en una maquina con un procesador de veinticuatro nucleos corriendo Ubuntu 20.04.2
LTS, la aplicacién utiliza un servidor web Node.js con el framework Express. Las solicitudes que
implican alto uso del procesador son trabajadas en paralelo al hilo principal, lo cual le brinda
una mayor responsividad al sistema para servir a multiples clientes de forma concurrente.

Se ha tomado esta elecciéon de tecnologias debido a que tiene un uso mas eficiente de Ila
memoria que otras alternativas de la industria, mayor escalabilidad y tiene un mejor
desempefio computacional para las peticiones de contenido dindmico y con alto uso de
procesador, al utilizar todo el poder de procesamiento disponible [Chaniotis, I. et al. (2015)].
Ademas, el autor tenia experiencia previa utilizando este software, elemento esencial para los
plazos de desarrollo.

Para diagramar la informacion se utilizo la biblioteca de Javascript D3 que representa la frase en
inglés “Data-Driven Documents”, que en espaiol se podria traducir como “Documentos
Derivados de Datos”. Esta biblioteca facilita la representacién de conjuntos de datos en graficos
vectoriales. Fue elegida porque muchas de las alternativas utilizan elementos no estandar para
construir y representar las imagenes, a diferencia de D3 que se basa en la manipulacién de
elementos SVG, lo que la hace compatible con cualquier navegador [Van Dierendonck, R. et al.
(2015)]

Para la busqueda de homdlogos se evalud la posibilidad de utilizar DIAMOND, algoritmo de
alineacién de secuencias homdlogas que utiliza un método heuristico para agilizar la busqueda
encontrando resultados cercanos a los dptimos [Buchfink, B. et al. (2021)], pero después de
realizar un estudio comparativo con BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y una exhaustiva
revision de la bibliografia disponible, se determiné que BLAST era mucho mas eficiente para
este caso de uso, tanto espacial como temporalmente, debido a que DIAMOND esta disefiado
para optimizar la consulta de multiples secuencias y no de un solo gen [Buchfink, B. (2020)].

Para filtrar los resultados de la busqueda por criterios taxondmicos se utilizd Taxonkit,
herramienta de linea de comandos escrita en Go destinada a la manipulacion eficiente de datos
taxondmicos del NCBI [Shen, W., Ren, H. (2021)].

Para la presentacién se han utilizado componentes web de Material Design, sistema de diseifo
creado por Google para ayudar a los equipos de desarrollo a construir experiencias digitales de
alta calidad para Android, iOS y web [Google (2021)]. Estos componentes son ampliamente
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utilizados en dichas plataformas, por lo que se espera que para la mayor parte de los usuarios
sean familiares, lo que aplana la curva de aprendizaje de la aplicacion. Estos componentes se
han dispuesto en conjunto con elementos estandar de HTML estilizados con CSS siguiendo los
principios de disefio Material.

En particular para la ventana de selecciéon de colores se ha utilizado la biblioteca jscolor
[Odvarko, J. (2021)], debido a que el campo de ingreso de color por defecto de HTML aun no es
soportado de manera estandar por todos los navegadores, teniendo una distinta forma de
presentacién en cada uno de los que lo implementa.

4.2 Descripcion exhaustiva de la interfaz

A continuacion se procedera a describir en detalle cada uno de los componentes de la interfaz
en su versidon presente, posterior a las modificaciones realizadas en base a las pruebas de
usuario realizadas.

4.2.1 Tutorial

La version actual de la aplicacion empieza mostrando el tutorial para los usuarios primerizos en
un cuadro de didlogo, tal como se muestra en la figura 24. Esto se logra a través del uso de
cookies. El tutorial es descartable al clicar fuera del cuadro de didlogo, pero se ha decidido no
ofrecer una opcién explicita para saltarse esta parte debido a que en general es muy util para el
usuario ver esta presentacion, incluso cuando crea que no la necesita. El tutorial incluye las tres
partes presentadas en las figuras 15, 16 y 17, mostrando las principales vistas de la aplicaciéon y
las tareas que se pueden llevar a cabo utilizando esta.
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VER EN ESPANOL

Welcome!

This app allows you to generate a genomic
context diagram. You can use any genome
assembly from GenBank and even use your own
.gbff/.gbk files.

We'll only store the data we need for drawing,
and we will delete it afterwards.

Figura 24: Cuadro de didlogo que muestra el tutorial en caso de ser la primera vez que se ingresa a la aplicacion.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/
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This tool can help you draw high-quality genomic context graphics. "
Please, choose the contexts you want to draw. You can do this with "Draw my contexts” if you know exactly VER EN ESPANOL

what you want to draw, or you may do a BLAST search with "BLAST & Draw”, and draw the results in their
context.

BLAST & DRAW DRAW MY CONTEXTS

ny questions, please write to vicente.saona@sansano.usm.cl

Figura 25: Vista principal definitiva donde se elige qué se desea visualizar.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

4.2.2 Ingreso de datos

Al cerrar el tutorial, o al abrir la aplicacién en caso de no ser el primer ingreso, se muestran al
centro las dos alternativas de flujo de trabajo entre las cuales el usuario debe elegir. Con fondos
mas oscuros, para no llamar la atencidn, se presentan un encabezado y pie de pagina, el
primero con una pequeia explicacion del objetivo de la aplicacién y de la decisién que el
usuario debe tomar (“BLAST & Draw” o “Draw my contexts”), ademdas de un botdn para ver la
version en espaiol de la aplicacién, como se ve en la figura 25.

Al pie de pagina se muestra en primer lugar el enlace al manual de usuario, que empieza con
una reiteracion del tutorial inicial e incluye una descripcidon exhaustiva de cada una de las
opciones que provee la aplicacién, ordenada por secciones y con enlaces a documentos
complementarios en caso de ser pertinente.

Se incluye el enlace a una pagina que presenta a los autores, con un breve resumen de su
carrera académica y su rol en el desarrollo de la herramienta, para visibilizar a las personas que
respaldan la aplicacién y asi hacerla mas confiable. Adicionalmente, se incluye el enlace al
presente documento, para facilitar el acceso a los investigadores y desarrolladores a quienes
interese comprender mejor el proceso y motivaciones de la construccién de esta pieza de
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software, y bajo el entendido de que esto no es un complemento directo del manual de usuario,
al tener mucha informacion que no es util para facilitar el uso de la aplicacion.

Por otro lado, el pie de pdgina incluye los créditos correspondientes, para facilitar al usuario
citar a los autores en caso de insertar figuras generadas usando esta aplicacién en sus
publicaciones cientificas. Para esto, se presenta un texto clicable que abre una ventana de
didlogo con la referencia en un formato estandar.

Por ultimo, se presenta el contacto del desarrollador, para ser utilizado en caso de que la
aplicacion tenga algun comportamiento inesperado o bug. Se ha considerado que esto es
esencial para la mejora continua y el uso sostenido de la aplicacidn.

Busqueda de homdlogos

La pestaiia de busqueda se separa en dos secciones: La seleccién de la secuencia de origen
(query) en la parte superior y la definicién del espacio de busqueda y filtro de los resultados en
la parte inferior, con el titulo “Customize your search”.

La primera contiene inicialmente sélo un menu desplegable para seleccionar de donde desea el
usuario extraer la secuencia de origen, junto con un icono de ayuda que tiene la propiedad de
desplegar un cuadro de texto al posar el cursor sobre él. Este cuadro de texto explica
brevemente para qué se utilizara la query y cudles son las fuentes alternativas para
especificarla. El icono mismo forma parte del conjunto de iconos disefiados por Google y es
utilizado consistentemente para el mismo fin en diversas aplicaciones.

BLAST & DRAW DRAW MY CONTEXTS

Your query

@

o
i
W
o
T
1

Figura 26: Seleccion del origen de la secuencia de origen en la bisqueda de homélogos.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

Al hacer click en el campo “Query source” se despliega un menu con tres opciones, donde la
primera corresponde a un archivo de genoma anotado cargado desde la maquina del usuario, la
segunda corresponde a un identificador de genoma anotado de las bases del NCBI y la tercera
corresponde a la insercion directa de la secuencia FASTA a utilizar para la busqueda. Al
seleccionar tanto la primera como la segunda opcidn, se graficara en la parte superior del
diagrama el contexto de la secuencia de interés en el archivo de origen, ademas de los
resultados de la busqueda.
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(uery source

From .gbff file
Assembly accession

fasta sequence

Figura 27: Menu de seleccidn del origen de la secuencia de origen en la busqueda de homélogos.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

Para el caso en que la secuencia se deba extraer de un genoma anotado completo, se requiere
gue el usuario especifique ademas el gen correspondiente, para lo cual aparece un campo de
texto al lado derecho donde el usuario puede especificar el locus tag que corresponda a su gen
de interés, como se aprecia en la figura 28.

Your query

From .gbff file -

o
L

BROWSE FILE

No file selected

Figura 28: Especificacidon de secuencia query desde archivo. Nétese la aparicion de un botén para examinar los
archivos del sistema y elegir el deseado y del campo de texto a la derecha para especificar el locus tag de interés.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

Para cualquiera de las tres alternativas, aparece un campo debajo del menu desplegable para
indicar la fuente de datos. En caso de que sea un archivo, esto corresponde a un botdén para
examinar los archivos del sistema usando el explorador predeterminado por el sistema
operativo y un texto indicando el nombre del archivo seleccionado. En caso de que corresponda
a un identificador de acceso del NCBI, corresponde a un campo de texto donde se puede
ingresar dicho identificador. Si la eleccidon corresponde a la insercion directa de la secuencia
FASTA, aparece un area de texto que ocupa la mayor parte del ancho de la ventana,
correspondiente al tamafo esperado del texto a ingresar, bajo el entendido de que este tipo de
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datos suele tener una longitud de entre cien y seiscientos caracteres, ademas de la linea de
cabecera.

Your query

@

fasta sequence -

MDSQRMKDDDEAVRAALTSLKTATGIPVTMYALLLPDNRLQVTQWWVGLRTPALQMLIIEA
GSGVGGRVVSTRRPVGVSDYARANIISHENDRPVQDEGLHSIVAVEVIVSREIRGVLYAG
VHSPVRLGDKVIEEVTMTARTLEQDLAVNSALRRVEGGKVGTAKSGRVMNGAEWEQVRST
HSKLRMLANRVDDDILRKELEQLCDQMVSPVRVKQSTKLSARELDVLSCVALGHTNVEAA
EEMGIGAETVKSYLRSVMRKLGAHTRYEAVNAARRIGALP

Figura 29: Seleccionada la opcidén de secuencia FASTA, con el campo lleno con un gen de Corynebacterium
alimapuensis, cepa VA37.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

Dado que la linea de cabecera no es utilizada para el proceso de busqueda, que el usuario la
incluya o no no afecta a los resultados obtenidos. Sin embargo, se consideré como un punto
importante la flexibilidad en su inclusién, debido a que algunos usuarios consideran que la linea
de encabezado forma una parte integra del formato, y otros no la consideran como tal.

Your query
N @
Assembly accessic - ocus tag @
accession number

Figura 30: Seleccionada la opcién de identificador del NCBI. Nétese la aparicion de un campo de texto de largo
acorde al esperado.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

La seccidn de especificacion de la query permite que el usuario arrastre archivos. En caso de
identificarlo como un archivo de tipo FASTA, se selecciona automaticamente la alternativa de
especificar la secuencia directamente en el menu desplegable y se copia el contenido del
archivo en el drea de texto. En caso de identificarlo como un archivo de genoma anotado, se
muestra la opcidén correspondiente y se carga dicho archivo. Para mostrar la posibilidad de
soltar archivos en esta seccidon se ha seguido la convencidon de estilizarla con un borde
discontinuo mientras se sostiene el archivo sobre esta seccidon, como se muestra en la figura 31.
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U Ty e
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1 1
i From .gbff file .| @ ocus tag ® .
1 1
i i
1 1
! BROWSE FILE % H
1 1
E No file selected i
b e e e e e e !

Figura 31: Archivo siendo arrastrado sobre la seccion de especificacidn de la secuencia query.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/ en una maquina con Windows 10

Debajo de la seccidon de especificacion de la secuencia query, se extiende la seccién de
configuraciéon de la busqueda y filtro de los resultados. En la primera fila estan las
configuraciones esenciales, de cuantos contextos se desea visualizar y en qué base de datos se
deberian buscar estos homélogos.

En la practica el primer campo actia como un nimero maximo de contextos a graficar, pues es
posible que no se encuentren suficientes resultados para alcanzar la cantidad especificada,
especialmente si se filtran los resultados de manera muy restrictiva.

Customize your search

Best | 10 matches @ Database | Reference proteins ~ @
O include only @ [ oneofeach @
Minimum coverage: | 70 A @ Minimum identity: | 30 A @

DRAW IT! @

Figura 32: Seccién de personalizacion de la busqueda de genes homalogos, con sus valores por defecto.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

El segundo campo permite elegir la base de datos dentro de la cual se realiza esta busqueda de
homdlogos. Debido a la cantidad de memoria secundaria que se tiene disponible en el servidor
en que estd implementada esta aplicacion, esto se ha limitado a las proteinas de referencia
(RefSeq), el subconjunto seleccionado “RefSeq Select” y Swissprot, todas bases de datos con las
gue suelen trabajar los potenciales usuarios que fueron entrevistados, debido a la alta calidad
de los datos que estas contienen. En el eventual caso de que esta aplicacidon fuera desplegada
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con mayores recursos fisicos, seria deseable tener mas opciones, como lo tiene la herramienta
en linea que dispone el NCBI para realizar busquedas tipo BLAST.

El tercer y cuarto campo permiten filtrar los resultados mostrados segun criterios taxonémicos.
El de la izquierda, para restringir los resultados mostrados a un grupo especifico, ya sea un reino
(ej. Bacteria), un género (ej. Paraburkholderia), etcétera. EIl campo de la derecha permite
mostrar sélo el mas cercano de cada grupo nivel taxondmico de un nivel especificado.

Los ultimos dos campos permiten restringir los resultados de la busqueda a aquellos que
poseen un minimo de identidad con y cobertura de la secuencia query. Entiéndase que la
identidad es un porcentaje de cudntos de los aminodcidos de la secuencia encontrada se
presentan también en una seccién de la secuencia query, mientras que la cobertura indica qué
porcentaje de la query se utilizd para obtener dicho porcentaje de identidad (recordando que
BLAST escoge la seccion del query que maximice la semejanza).

Si bien esta informacion es visible posteriormente en la interfaz de edicidn del grafico, y es
posible esconder los contextos que no sean interesantes para el usuario, a partir de las
entrevistas se llegd a la conclusion de que resultados por debajo de cierta cobertura e identidad
pueden no tener ninguna significancia, dependiendo del contexto del estudio en ejecucion, por
lo que es importante dejar esto como filtro previo, para evitar mostrar informacién irrelevante y
evitar trabajo innecesario por parte del usuario.

En el fondo de esta seccién aparece el botén “Draw it!”, cuyo objetivo es gatillar el envio de
estos datos al servidor para empezar el proceso que culmina en la exhibicién del diagrama
editable. Al ser presionado este botdn, en caso de que haya algln problema con los datos, se
destaca el campo en cuestidn. Por ejemplo, si se eligid extraer la query desde un archivo pero
no se especificd el locus tag. En caso de no haber problema aparente, se despliega un didlogo
gue indica que se esta procesando la solicitud, que se puede demorar varios minutos, y que la
pagina se actualizara automaticamente cuando el proceso finalice.

Seleccion directa de contextos

Al presionar la segunda pestafia se ve una interfaz mas sencilla inicialmente, sélo con un menu
desplegable para elegir el origen del primer contexto, que puede ser un archivo de genoma
anotado cargado desde el dispositivo del usuario o un nimero de acceso del NCBI.
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Figura 33: Presentacion inicial de la seccidn de especificacion directa de contextos a graficar.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

Al seleccionar cualquiera de los dos se muestra, debajo del menu desplegable, el campo que
corresponda a la alternativa seleccionada, que corresponde a un botdn en el caso del ficheroy
un campo de texto en el caso del identificador. En cualquier caso se muestra al lado derecho dos
campos para especificar el inicio y término de la regién gendmica que se desea graficar y se
genera una nueva seccién debajo para especificar el siguiente contexto.

Los campos de limitacion de la regidon genédmica se pueden ocupar de tres formas:

e Con Jocus tags, en cuyo caso se grafican los genes que estén en el archivo si
corresponden a los especificados o si se encuentran entre ellos.

e Con numeros, que son interpretados como region genémica (en cantidad de pares de
bases nitrogenadas) que interesa graficar, con lo que se grafican todos los genes que
empiecen en el nimero menor o rio abajo y terminen en el nUmero mayor o rio arriba.

e Dejandolos vacios. Esto se entiende como que la regidn de interés no tiene limites, por
lo que se grafica todo el cromosoma (Cromosoma, péptido o seccion de una de estas,
segun lo que corresponda al contenido del archivo).

Cada seccidon correspondiente a un contexto permite que el usuario arrastre un archivo de
genoma anotado para facilitar la seleccion de estos, lo cual se marca a través del convencional
borde discontinuo, como se aprecia en la figura 34.
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Figura 34: Interfaz de seleccidn de contextos al arrastrar un archivo sobre ella.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/ en una maquina ejecutando Windows 10.

En la parte inferior de esta pestafia se presenta el botdn principal para enviar los datos y
generar el diagrama. Al presionarse este, se destacan los datos que hayan sido ingresados de
forma aparentemente incorrecta (es decir, que tengan un formato distinto al esperado) en caso
de presentarse. En caso contrario, se abre un cuadro de didlogo indicando que la informacidén
estd siendo enviada al servidor y que se debe esperar algunos segundos. La duracién de este
periodo depende principalmente del tamafio total de los archivos cargados y el ancho de banda
de la conexidon que disponga el usuario.

Todos los campos de ingreso de datos de ambas pestaias estdn acompafiados de un icono de
interrogacion que permite desplegar un texto de ayuda al posar el cursor sobre este. Estos
textos estdn para ayudar a los usuarios en caso de duda y para hacerlos sentirse mas seguros a
lo largo del proceso.

4.2.3 Visualizacidn y edicion

Después del periodo de carga e independientemente del método utilizado para especificar los
contextos, se muestra una ventana con tres secciones: La seccidn superior contiene el diagrama
generado, debajo de este una barra con herramientas generales y finalmente una invitacion a
utilizar las capacidades interactivas de la aplicacién.
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Figura 35: Interfaz inicial de visualizacién y edicién del diagrama al graficar el contexto de la alfa/beta hidrolasa en
un conjunto de bacterias elegidas arbitrariamente.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

El diagrama es un lienzo SVG que contiene cada uno de los contextos uno arriba del otro, con un
indicador de escala en la parte inferior derecha.

Cada contexto tiene una linea central continua en el segmento graficado y discontinua en las
partes del diagrama que no hayan sido consideradas para graficar dicho contexto. En otras
palabras, si un contexto considera una regién gendmica de 200 kb y otro considera sdlo 60, el
segundo tendrd 140 kb de linea discontinua.

Sobre esta linea central se presentan los rasgos (features) presentes en la anotacién original del
genoma en forma de flecha, desde el menor par de bases hasta el mayor par de bases incluido
en dicho rasgo. La direccidn de la flecha indica si el rasgo esta presente en una hebra del ADN o
en la complementaria. Sobre estos, un texto correspondiente al nombre del gen u otra
informacidn que permita identificarlo, en caso de estar presente, o al locus tag en caso
contrario. Esta etiqueta se presenta rotada en quince grados contrarreloj, para evitar colision
entre ellas.
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El color por defecto de cada flecha es #BD3B32 (rojo) en caso de que el gen sea uno de los
resultados de la busqueda BLAST o la secuencia query. Este color fue elegido para destacar con
respecto al resto, incluso para los usuarios con algun grado de dificultad para distinguir colores,
al ser mas oscuro. Para todos los demads genes, el color es asignado segln el producto del gen
de manera arbitraria. Es decir, todos los genes que tienen el mismo producto tendran el mismo
color, pero cada producto puede corresponder a un color diferente al graficarlo en distintos
contextos.

A la derecha de cada contexto se presenta un texto en negrita para identificar la especie, cepa,
operdn u otro al que corresponda el contexto. Por defecto, este texto corresponde al nombre de
la especie, en caso de estar disponible dicha informacién, o al nombre del archivo de genoma
anotado, en otro caso.

Tanto las etiquetas de contexto como las de gen permiten ser arrastradas con el cursor, lo cual
es demostrado con el cambio de imagen del cursor al posar este sobre algin texto, como se
muestra en la figura 36. Esto estd pensado especialmente para los casos de genes muy
pequenios en comparacion al resto y que estén muy cercanos, lo cual podria generar que dos
etiquetas se solapen ocupando el mismo espacio, resultando ilegibles.

A P o B nk aenD nt il qen o
ge ge! g= a& ge H@j g&
sy

Figura 36: Cambio de la apariencia del cursor al ser posado sobre un texto arrastrable.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

Alineada con la parte derecha de los contextos, en la parte inferior se presenta la escala de mil
bases nitrogenadas. Esta comparte todas las capacidades de edicidén de los genes, por lo que se
le puede cambiar el color, el texto, reposicionar la etiqueta, etcétera.

Mientras el usuario se mantenga en esta pagina, el diagrama se mostrara visualmente fiel a la
version final descargable. Ademads, mientras se tenga alguna porcidn del diagrama en pantalla,
serd visible la barra de herramientas generales, que incluye un botdn para descargar el grafico
en formato SVG (Scalable Vector Graphics) y una barra deslizable para magnificar el diagrama,
acompafiada de iconos clicables, uno a la derecha para ampliar y uno a la izquierda para reducir
la imagen. En caso de que el tamafio del diagrama sobrepase el de la ventana, el usuario puede
navegar a través de él usando el sistema de desplazamiento por defecto de su navegador.
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Al hacer clic en cualquier elemento del diagrama, quedara seleccionado, mostrando una barra
contextual de edicién y una tabla de informacion adicional de este elemento. Lo que contengan
estas secciones depende del elemento seleccionado, que puede ser la representacion de un
gen, la etiqueta de un gen o un contexto completo, como se muestra en la figura 37. Ademas, al
seleccionar un elemento se mostrard brevemente en la barra de herramientas generales un
indicador de cambio de las secciones contextuales, como se muestra en la figura 38 y, de ser la
primera vez que se selecciona un elemento, la ventana se desplazard hasta que sea visible el
cambio.

e = = = = = Paraburkholderia hiiakae

Figura 37: Los tres distintos tipos de seleccion: En azul, etiqueta de gen, en verde, representacion de gen y en rojo,
contexto genédmico.
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 38: Indicador de reaccion al seleccionar un elemento.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

La barra de herramientas contextuales correspondiente a la representacién de un gen incluye
un campo de texto que permite cambiar el color de esta por medio de cddigo hexadecimal de
color (RGB). Para facilitar su uso, este campo de texto tiene por fondo el color seleccionado y al
enfocarlo se abre una pequefia ventana de seleccidn grafica de colores, como se muestra en la
figura 39. Cambiar el color de esta ventana modificara instantdaneamente el valor escrito en el
campo de texto, el fondo del campo de texto y el componente que corresponda en el diagrama.

La seleccion de color a través de un mapa como este se ha elegido porque tiende a ser la
preferida por los usuarios con ocupaciones fuera del ambito del disefio [Brathovde, K. et al.
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(2019)] Ademas, La facil seleccion de colores ha sido muy valorada por los usuarios
entrevistados, y la presencia del cédigo de color en un campo de texto permite que el usuario
pueda copiar y pegar dicho texto para asignarle el mismo color a varios genes dentro del
diagrama, como se suele hacer para relacionarlos por producto o grupo funcional.

a o C d e BrE ROAE
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(Gene Locus tag BXE_R542295

Figura 39: Paleta universal de colores y el efecto de seleccionar un color.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

El segundo elemento de esta barra es un campo numérico que permite modificar el grosor del
borde de las flechas, como se muestra en la figura 40. Se ha definido cero como el valor por
defecto para darle a los diagramas un aspecto mds moderno y que tenga consistencia con la
estética de general de la aplicacidn, definida principalmente por los componentes del sistema
de disefio Material. Ademas, se ha determinado que este nimero afecte a todos los genes por
igual, porque corresponde a una opcién estética del diagrama en general y no un rasgo de
distincion entre un gen y otro, como si lo es el color o la etiqueta que acompafia al gen.
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Figura 40: Grosor del trazo de las flechas.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

El tercer campo de edicion corresponde a un menu desplegable que permite editar la forma de
las flechas. Las alternativas corresponden a las mas tradicionales dentro de la literatura
existente para diagramas de contexto gendmico, que corresponde a las formas de flecha,
triangulo y etiqueta, como se puede ver en la figura 41 [Garcia, P. et al. (2019)] [Saha, C. K. et al.

(2020)].
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Figura 41: Alternativas de forma para representar graficamente cada gen.
Fuente: Elaboracién propia.

En la barra se presenta también un botdn que permite dejar de mostrar un gen en particular.
Esto se ha presentado como una funcionalidad necesaria, debido a que mostrar todos los genes
le brinda al usuario toda la informacién que podria interesarle, sin embargo en muchos casos
esto puede incluir secuencias de tRNA, rRNA o genes que sintetizan proteinas hipotéticas (de las
cuales aun no se demuestra su existencia), que a criterio del usuario podrian dificultar la
visualizacién de la informacion de interés mds que aportar informacion atil.
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Al elegir esconder un gen, tanto su representacién como su etiqueta dejan de ser visibles, y el
boton de esconder es reemplazado por uno de mostrar. Después de seleccionar otro elemento
es posible volver a seleccionar el gen oculto solamente clicando el espacio que antes ocupaba.
Se ha decidido no dejar ningun indicador visual para el gen oculto con el propdsito de mantener
la fidelidad de lo que se muestra en pantalla con el diagrama descargable.

asa2?1” amp® ppht asa2?1” ppht

HIDE THIS GENE SHOW THIS GENE

Figura 42: Comportamiento al esconder el gen dmpG en Paraburkholderia Xenovorans LB400. Nétese que aun
mientras el gen esta escondido, se mantiene el drea clicable para volver a mostrarlo.
Fuente: Elaboracion propia

El dltimo componente de esta barra contextual permite la alineacién de los contextos a través
de la seleccidon de un gen de interés. En diagramas generados a través de la busqueda de
homologos, dichos homdlogos quedan automaticamente alineados y centrados, pero al
seleccionar los contextos directamente no ocurre esto, por lo que queda para el usuario decidir
si le interesa alinear los contextos de alguna manera en particular, y de qué manera.
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Figura 43: Diagrama de sintenia de una serie de bacterias que comparten el gen de la alfa/beta hidrolasa (en azul),
con su alineacién por defecto (izquierda) y después de seleccionar cada una de las hidrolasas y presionar el botdn
de alineamiento (derecha).

Fuente: Descargado desde http://200.1.19.244:3030/

En caso de que el elemento seleccionado corresponda a la etiqueta de un gen, las herramientas
contextuales permiten modificar el nombre del gen y el tamafio de letra, como se muestra en la
figura 44. El tamafio de letra es considerado un atributo de estilo compartido entre todas las
etiquetas de gen. El texto, en cambio, es editable de manera independiente para cada etiqueta.
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Figura 44: Efecto de ingresar un tamano de fuente superior al por defecto y cambiar el texto de la etiqueta de un
gen de hidrolasa en una seccién de un genoma de Paraburkholderia unamae.
Fuente: Elaboracién propia.

Debajo de la barra de herramientas de edicién, se muestra una tabla con los datos mas
relevantes del gen seleccionado, en caso de estar estos presentes en el archivo de origen, como
se muestra en la figura 45.

4 )

Gene Locus tag BM297_RS17705

Gene inference COORDINATES: similar to AA sequence:RefSeq:WP_012112954.1

Product flavin reductase family protein

Note Derived by automated computational analysis using gene prediction method: Protein Homology.

Size 557

Translation MSKEINQLLDWIPNADLAALPVWVSADDHRVGMRNLAAAVTIITA
RDGDTHLGLTATAVCSVTAEPPRLVVFVNKKVAASEAILNSGALCYNVLSGEQEHEAK
VFAGMVEGYHGEARFQHGQWRDLASGVPVLDGAVANFDCRVVKVFDESTHHAFLCEVL ATRGQPGGEPLLYLNGAFRRLAPQA

.

Figura 45: Tabla de informacidn adicional al seleccionar el locus BM297_RS17705 de un genoma de Pseudomonas
sagittaria.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

En caso de seleccionar un contexto gendmico, se presenta una barra de herramientas
contextuales que permite modificar el tamafio de fuente de las etiquetas, el texto de la etiqueta
correspondiente y el grosor de la linea central del genoma, junto con un botdn para eliminar el
contexto seleccionado, como si este nunca hubiera existido. Tanto el tamafo de letra como el
grosor de la linea media corresponden a atributos de estilizacion para todo el diagrama,
mientras que las otras dos opciones afectan sélo al contexto seleccionado.
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Figura 46: Herramientas de contexto gendmico con valores distintos a los asignados por defecto en un fragmento
de genoma de Pseudomonas gingeri.
Fuente: Elaboracion propia

Por debajo de esta barra de herramientas de edicidn, se presenta una tabla con informacién del
genoma utilizado y el origen de los datos, como se puede ver en la figura 47.

Assembly Definition Pseudomonas gingeri strain G9001 run0228_G9001_54_L004_contig_7, whole genome shotgun sequence. )
Assembly Accession MNZ_JACAQADT0000007 NZ_JACAQAD10000000

Source link ftp://ftp.nchbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/013/385/425/GCF_013385425.1_ASM1338542v1

Taxonomic ID 117681

Entry submitter Wageningen University & Research y

Figura 47: Datos de genoma de Pseudomonas gingeri.
Fuente: Captura de pantalla de http://200.1.19.244:3030/

4.3 Flujo de trabajo

En esta seccion se describe el proceso y flujo de los datos a lo largo de un uso tipico de la
aplicacion.

Al solicitar el cliente la pagina principal, segin las cookies presentes, el servidor corriendo en
Node.js y Express retorna un documento predefinido. Todas las interacciones que se realizan
durante el ingreso de los datos, hasta pulsar el botén “Draw it” se trabajan de manera local
utilizando HTML, CSS y Javascript vainilla.

4.3.1 Busqueda de homélogos

En caso de realizarse un proceso de busqueda de homodlogos, se procede a recuperar la
secuencia query. Si se especificd un identificador de genoma, se procede a buscar la ruta de
dicho archivo en el archivo resumen de genomas anotados dispuesto por el NCBI “assembly
summary”. Luego de identificar la ruta del archivo, se procede a revisar si esta disponible en el
servidor local. De no estarlo, se recupera desde el NCBI. Una vez que el archivo estd disponible
para su lectura, se recorre buscando el locus tag de interés, y, a través del uso de expresiones
regulares, se obtiene la secuencia FASTA asociada.
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Utilizando BLAST en el servidor local se obtienen los identificadores de los genes resultado,
cobertura e identidad con respecto a la query vy el identificador taxondmico correspondiente.
Estos resultados se filtran segun la cobertura e identidad especificadas por el usuario. En caso
de corresponder, se utiliza taxonkit para obtener todos los grupos taxondmicos a los que
pertenece cada resultado y filtrar segun los criterios especificados por el usuario.

Con los datos filtrados se procede a buscar la ruta de los genomas anotados disponibles que
correspondan a dicho taxén. En caso de no estar presentes en el servidor local, se recuperan
desde NCBI. Se recorren estos hasta encontrar el gen de interés e identificar su contexto.

Con estos datos parseados se procede a la asignacion de colores siguiendo las siguientes reglas:
La guery y sus homologos van de color #BD3B32 (rojo), los genes que sinteticen proteinas
hipotéticas (es decir, cuyo producto haya sido anotado como “hypotetical protein”) tienen el
color (gris claro) y el resto de los genes van de color (gris) a menos que su
nombre o producto se encuentre repetido en otro gen presente en el diagrama.

A cada grupo de genes donde cada gen comparta nombre o producto con al menos uno de los
genes del grupo (excluyéndose) se le asigna un color de igual saturacién y luminosidad, y el
valor del matiz se calcula utilizando el método de hashing multiplicativo de Fibonacci, que
genera numeros bien espaciados entre ellos, convergiendo a la equidistancia [Preiss, B. (2001)].
Se ha optado por este método para maximizar la distinguibilidad de los distintos grupos de
genes, obteniendo mayor claridad en la lectura de la informacidn subyacente.

Estos datos se envian al cliente junto con los documentos web necesarios para generar el
diagrama interactivo. En el navegador, se genera el grafico por medio del uso de D3.js. Toda la
edicién y visualizacién posterior se produce de forma local en el cliente.

4.3.2 Contextos especificados de forma directa

Respecto a la especificacion directa de contextos a graficar, en el caso de los contextos para los
cuales el usuario haya ingresado un identificador de acceso, se procede a buscar la ruta de
dichos genomas anotados en el resumen “assembly summary”. En caso de no estar presentes
en el servidor local, se recuperan desde NCBI. Se recorren estos hasta encontrar la regién de
interés, parsear sus datos y asignar colores como fue descrito mas arriba para enviarlos al
cliente.

4.3.3 Generacion del grafico

En el cliente se utilizan las capacidades de la biblioteca D3.js para mapear los datos al diagrama,
correspondiente a un lienzo SVG con un grupo por cada contexto dibujado y la escala. Cada
grupo contiene su etiqueta a la derecha, una linea central continua que tiene largo igual a la
region graficada del genoma, y una linea discontinua detrdas de esta, con longitud
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correspondiente a la region graficada en todos los genomas. Sobre estas, se genera un grupo
con una flecha y una etiqueta de texto por cada gen.

Las coordenadas horizontales de inicio y término de los genes se calculan de la siguiente
manera:

Inicio en A) = Inicio en A) — Inicio en de interés
Diagrama(g ) Genoma(g ) Genoma(g )
A) = Fi A) — Inici interé
Diagmma(gen ) in Genoma(gen ) nicio Genoma(gen de interés)
Donde Inicio _ y Fin corresponden respectivamente a las coordenada de
Diagrama Diagrama

inicio y fin de la representacién del gen en el lienzo e Inicio . corresponden

Fin
Genomay Genom
al indice del primer y Ultimo par de bases nitrogenadas de un gen dentro del genoma anotado,
respectivamente

Es decir, se establece el inicio del gen de interés como el origen del lienzo y se traza al resto con
respecto a este, segln sus posiciones relativas en la anotacién original. Esto permite alinear
facilmente los distintos contextos segln el gen de interés. En caso de diagramar los resultados
de una busqueda tipo BLAST, los homélogos son marcados como gen de interés y determinan la
abscisa cero del grafico, como se aprecia en la figura 48. En caso contrario, se utiliza el primer
gen de cada contexto como gen de referencia, causando que estos queden alineados a la
izquierda, como se muestra en la figura 49.
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J - — _— — ! I - _. Pseudomonas nitroreducens
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L QEOAT40 eV TARb RT3 504 T80 0 p\soA‘Tz{sogggﬂm

L Dechloromonas aromatica RCB
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0 0 0
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Figura 48: Alineamiento automatico de contextos con respecto a los homdlogos. En azul, la coordenada cero del
lienzo. Notese que el contexto de Enterobacillus tribolii tiene su inicio y término a la izquierda que los de Vibrio
natriegens, como consecuencia de mantener el alineamiento de los genes de interés.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 49: Alineamiento de contextos con respecto a su gen de inicio al graficar distintas regiones del genoma de
Paraburkholderia Xenovorans. En azul, la coordenada cero del lienzo. Notese que las regiones excluidas por el

Fuente: Elaboracion propia

usuario de la region a graficar se representan con linea discontinua.

El alto de cada flecha se calcula en base a un largo esperado de los genes, equivalente al largo
total de la regidn graficada partido en la cantidad de genes a representar. La parte mas gruesa
de cada flecha tiene un alto igual a la mitad del largo esperado, y es equivalente al espacio entre
un contexto y otro, como se muestra en la figura 50. El largo esperado del gen se calcula en base
al primer contexto y sin considerar al resto, para mayor eficiencia computacional.

aropE

JmpE

a\dr

a\dr

3rpG

3mp©

ppn®
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Figura 50: Espaciado entre los contextos graficados.
Fuente: Elaboracion propia

La parte angosta de las flechas se relaciona con la parte mas gruesa segun la proporcidn aurea,
como se muestra en la figura 51. Se ha tomado esta decision por la creencia sostenida desde la
antigliedad de que esta proporcion es mas atractiva a la vista, por lo que ha sido usada en el
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disefio de diversas obras del ambito de la pintura, escultura, arquitectura, musica y disefio
grafico, entre otros [Llasera, J. (2021)].

ob| b

| Z(Pb I

Figura 51: Proporciones internas de las representaciones de los genes, en sus formas alternativas.
Fuente: Elaboracion propia

El texto de las etiquetas de cada gen se asigna, en primer lugar, segun la naturaleza del gen. En
caso de que sintetice ARN de transferencia, se le asigna el nombre de su producto, por ejemplo
“tRNA-Ala”. En el caso de sintetizar ARN ribosdmico, se le asigna un nombre seglun su
clasificacion, por ejemplo “55 RNA”. En otro caso, se le asigna el nombre del gen, como puede
ser “bphD”. En caso de no hallarse cualquiera de estos datos, se utiliza el locus tag.
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5. Validacion de la solucion

Para validar que la aplicacidén aqui presentada resuelve el problema inicialmente planteado de
manera satisfactoria, se han utilizado dos enfoques: En primer lugar, una evaluacién estandar
realizada por el mismo equipo de desarrollo, y en segundo lugar una medicidén desde la
perspectiva de los usuarios. Ambos han entregado resultados satisfactorios y han permitido
identificar oportunidades de mejora.

5.1. Validacién experta

La interfaz se ha evaluado de forma preliminar con los 247 lineamientos de usabilidad web
propuestos por el doctor David Travis [Travis, D. (2016)], disefiados para promover entre los
desarrolladores web en general la consistencia y buenas practicas en el disefio de interfaces.
Esto consiste en una serie de preguntas objetivas acerca de la interfaz a las que se les asigna un
puntaje del -1 al 1, donde -1 indica que no se cumple con el lineamiento, 1 indica que si se
cumple y 0 indica que se cumple parcialmente.

De los 247 lineamientos, se ha considerado que solo 200 aplican a esta interfaz, debido a que
muchos estdn enfocados a paginas de contenido (como YouTube o Wikipedia) y a paginas de
comercio electrénico (como Ripley o Amazon). De los que aplican, se ha determinado que la
interfaz desarrollada cumple con el 81% en general.

Summary of results

Raw score  # Questions # Answers Score

Home Page 13 20 17 88%
Task Orientation 20 44 39 76%
Navigation & [A 10 29 2l 4%
Forms & Data Entry 15 ad 19 89%
Trust & Credibility 3 13 11 64%
Writing & Content Quality 16 a3 a3 86%
Page Layout & Visual Design 33 38 Y 95%
Search 0 a0 0

Help, Feedback & Error Tolerance 20 37 34 79%
Owerall score 247 200 81%

Figura 52: Resultados de la evaluacién segun lineamientos de usabilidad web.
Fuente: Elaboracion propia

Si bien algunos de los lineamientos incumplidos no son posibles de cumplir debido a la
naturaleza de la aplicacidon, este ejercicio si ha permitido poner la atencién sobre
potencialidades de mejora en el sistema.
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Las principales falencias detectadas con este ejercicio se incluyen en el apartado de “confianza y
credibilidad”, y se deben a la carencia de un apoyo institucional por alguna entidad reconocida,
y la inexistencia de una imagen de marca que permita identificar a la aplicacion.

Una parte importante del puntaje restante se debe a la linealidad de las tareas, sin mostrar
resultados preliminares y forzando al usuario a comprometerse con la informacion ingresada.
Esto no es posible de mejorar en el flujo de datos que incluye una busqueda de homdlogos
debido a la naturaleza del trabajo realizado, donde resultados intermedios no tienen sentido,
pero si en el flujo alternativo, por ejemplo, cargando el diagrama a medida que el usuario
ingresa los genomas a graficar. Esto no se ha hecho porque el esfuerzo requerido para realizar
esta modificacion supera el disponible para este trabajo, aunque no se descarta para futuras
intervenciones a la aplicacion.

En general, podemos decir que los resultados de esta evaluacion son muy positivos, aunque hay
mucho espacio para mejorar.

5.2. Validacion con usuarios

Para validar la aplicacion desarrollada se ha utilizado el cuestionario AttrakDiff propuesto por
Hassenzahl et al., desarrollado para medir de manera independiente la calidad pragmatica y
heddnica de un producto, donde la primera se relaciona con la facilidad y eficiencia con que el
usuario es capaz de completar la tarea por la cual utiliza el software y la segunda con
“dimensiones de calidad que no tienen una obvia relacidon con la tarea que el usuario desea
completar con el sistema, como por ejemplo originalidad, innovacién, belleza, etc. Aunque no
estén directamente vinculados a la tarea, el usuario los considera aspectos importantes de
calidad, por su propio bienestar.” [Hassenzahl et al (2000)].

Este cuestionario fue contestado por doce investigadores, profesionales y estudiantes de
doctorado de areas bioldgicas que necesitan realizar andlisis de contextos gendmicos como
parte de su trabajo, después de utilizar la herramienta para completar una serie de tareas.

Todos los participantes lograron completar las tareas asignadas, y los resultados del
cuestionario fueron muy positivos, como se puede apreciar en la figura 53. Aqui se muestra un
punto central correspondiente al valor esperado calculado a partir de las respuestas de los
distintos usuarios y un rectdngulo mas amplio mostrando el intervalo de confianza. Haber
obtenido un rectangulo de confianza relativamente pequeno es considerado una ventaja
porque implica mayor coincidencia entre los distintos usuarios, lo que nos muestra que estos
resultados son mas bien confiables e independientes del usuario y sus circunstancias.
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Figura 53: Resumen de los resultados del estudio realizado. El eje vertical indica la calidad heddnica, mientras que
el horizontal muestra la calidad pragmatica, ambos en escala del -3 al 3.
Fuente: AttrakDiff Result overview

Este cuestionario entrega un resultado en escala del -3 al 3 para cada dimensién, donde los
valores mayores a 1 se consideran “deseables”. La aplicacion ha obtenido un puntaje en el
intervalo de confianza [1,73; 2,13] en su calidad pragmatica y [1,24; 1,84] para su calidad

heddnica. Esto nos permite afirmar que los usuarios encuestados ciertamente perciben una
calidad deseable en la presente interfaz.
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Figura 54: Resumen de los resultados del estudio realizado, por dimensién. PQ: Pragmatic Quality (calidad
pragmatica), HQ-l: Hedonic Quality - Identity (calidad heddnica - identidad), HQ-S: Hedonic Quality - Stimulation
(calidad heddnica - estimulacién), ATT: attractiveness (atractivo).

Fuente: AttrakDiff Result overview

Al ver los resultados en un grado algo mayor de detalle (figura 54), podemos notar que el
puntaje mas bajo se ha obtenido en el area de estimulacién, lo cual es predecible al tratarse de
una herramienta de trabajo profesional.

En muchos casos la estimulacion se considera contraria a la calidad pragmatica, pues llamar la
atencién del usuario requiere mostrarle elementos novedosos y en cierto grado misteriosos.
Despertar la curiosidad del usuario implica generar elementos impredecibles en su
comportamiento, lo cual reduce la facilidad de uso de la aplicacién, lo cual no seria tan deseable
en este caso, dado que el fin de la interfaz es facilitar un flujo de trabajo mds que generar un
periodo de esparcimiento para el usuario.

Esto se confirma al observar en la figura 55, que muestra los puntajes individuales por pregunta,
gue el puntaje mas bajo de esta area corresponde al eje “sencillo - desafiante” (“undemanding -
challenging”), lo que ratifica que se ha priorizado la facilidad de uso antes que la “dicha de uso”,
por considerarse la primera una parte esencial de una herramienta de trabajo.
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El segundo puntaje mas bajo es el de la identidad, lo que reafirma las conclusiones de la
revision experta llevada a cabo con anterioridad, de que la carencia de una imagen de marca
definida y un apoyo institucional afecta la usabilidad del producto.

De la figura 55, que detalla los puntajes individuales en cada pregunta del cuestionario,
podemos ver que el puntaje mas bajo, que indica que la aplicacion es “muy técnica y poco
humana” estd intimamente relacionado con la naturaleza de la aplicacion como herramienta de
trabajo en un darea especifica de la ciencia y que, como tal, debe contener términos técnicos
propios del area.
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Figura 55: Resultados del estudio realizado, por pregunta.
Fuente: AttrakDiff Result overview
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Los resultados de este estudio no son estadisticamente representativos del publico objetivo por
la cantidad de usuarios encuestados y el sesgo en su seleccidén, ademas de que todos los sujetos
tenian una experiencia muy limitada utilizando la aplicacion. Sin embargo, una valoracion tan
positiva valida los esfuerzos realizados al confirmar la pertinencia de este sistema para los fines

a los que fue disefiado.

El detalle de los resultados se halla en el anexo.
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Conclusiones

La visualizacion y comparaciéon de contextos gendmicos es un paso esencial en la gendmica
comparativa y, a pesar de las herramientas que se han desarrollado para facilitar este proceso,
sigue siendo un paso costoso y tedioso para los estudiosos del area, significando numerosas
horas de trabajo calificado para un proceso facilmente automatizable.

Se ha construido una interfaz de usuario para la visualizacién de bases de datos gendmicos y
otros datos provistos por el usuario para facilitar este tipo de andlisis, especificamente a través
del dibujo de diagramas de contexto gendmico, instrumento muy utilizado en estos estudios.

Para ello, se han determinado las principales tareas de usuario que se requieren para la
visualizacidon de datos gendmicos necesarios para la identificacion de contextos genémicos de
genomas bacterianos, a través de entrevistas con investigadores del area y otras técnicas de
identificacion de problemas.

Se ha realizado un estudio del estado del arte en cuanto a las herramientas bioinformaticas que
sirven al analisis de contexto genémico, identificando fortalezas y falencias, que ha confirmado
la necesidad de desarrollar un sistema facil de usar, con productos altamente personalizables e
integracidn con otras herramientas preexistentes.

Se ha desarrollado una interfaz funcional que permite a los usuarios realizar las tareas
previamente identificadas, a través de un desarrollo iterativo y con multiples instancias de
retroalimentacion por parte de los potenciales usuarios.

Finalmente, se ha validado el sistema con los usuarios, a través de entrevistas y un cuestionario
estandar de facilidad de uso, afirmando su calidad tanto pragmatica como heddnica, lo que
significa que dicho sistema no sélo permite realizar las tareas esperadas, sino que ademas es
agradable de wusar. La aplicacién estda disponible para su uso en la direccion web
http://200.1.19.244:3030.

Esta experiencia saca a relucir la necesidad de una mayor integracion multidisciplinaria para
enfrentar los distintos desafios que enfrenta la biologia contempordnea, que se refleja no sélo
en los andlisis comparativos de contexto gendmico, sino también en otros tipos de analisis, que
historicamente han sido atacados principalmente desde el area bioldgica y bioinformatica,
cuando una mayor integracion de expertos de otras areas como el disefo y las ciencias de la
computacion tiene el potencial de brindar grandes beneficios a bajo coste. Incluso en este
proyecto en particular, si bien el trabajo finalmente fue largo, los primeros prototipos ya servian
para ahorrar semanas de trabajo de un microbiélogo. Como dice el principio de Pareto, el 20%
del trabajo resuelve el 80% de los problemas [Kiremire, A. (2011)].
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Dado que el desarrollo de este tipo de sistemas requiere de un alto manejo de conocimiento
bioldgico, es impensable su realizacidn sin la participacion de los usuarios, lo cual confirma la
necesidad de un enfoque de disefio centrado en usuarios como el utilizado en este trabajo.

Trabajo futuro

Si bien la aplicacién esta en un estado de desarrollo que permite su uso, es posible seguir
desarrollandola ampliamente, para su mayor perfeccionamiento en varios aspectos:

Eficiencia y confiabilidad

La actual implementacién del sistema depende de una conexién permanente con los datos del
NCBI, y por lo tanto no puede funcionar en caso de que este deje de hacerlo. Ademas, cada
solicitud de un usuario puede implicar la descarga de varios Megabytes de datos, lo cual genera
un retraso no despreciable en la respuesta y estd determinado por el ancho de banda de la red
de acceso del servidor.

Esta dificultad es posible sortearla simplemente almacenando todos los genomas secuenciados
y anotados hasta la fecha y actualizdndolos periédicamente, lo cual no es posible en este
momento debido a que el disco utilizado no tiene el suficiente espacio para almacenar
TeraBytes de datos.

Escalabilidad

Hay mucho trabajo por realizar en esta area, para enfrentar las multiples solicitudes a recibir,
empezando por estimar el volumen de estas. Cuantificar el publico objetivo de esta aplicacidony
por lo tanto la capacidad de respuesta que requiere el servidor se sale del alcance de este
trabajo, pero es necesario para su adecuado provecho por parte de la comunidad cientifica
global.

Segln los resultados de dicho estudio, y considerando que el trabajo realizado por el servidor
tiene un alto uso de procesador, para servir multiples solicitudes en paralelo de forma eficiente
se haria necesario utilizar una maquina con mas nucleos de procesamiento o incluso multiples
servidores distribuidos fisicamente, con el apoyo de algln sistema de balanceo de carga. Dado
gue las opciones son multiples, un estudio apropiado debe determinar la conveniencia de
alguna de ellas para su implementacion.

Usabilidad

En este trabajo se ha presentado una validaciéon de la facilidad de uso de la interfaz
desarrollado, pero también se han identificado importantes oportunidades de mejora,
incluyendo:
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e FEl desarrollo de una imagen de marca que les brinde a los usuarios una mayor seguridad
y exprese confiabilidad y profesionalismo, haciéndoles sentir un respaldo institucional
serio y robusto.

e Una mayor retroalimentacién al usuario de los procesos que son llevados a cabo en el
servidor, lo cual requiere de un mayor intercambio de datos entre el servidor y el cliente,
para que este Ultimo pueda sentir mayor seguridad al usar la aplicacién, especialmente
en los periodos de espera, mientras se realiza la busqueda de homodlogos, filtro de
resultados y andlisis de genomas anotados.

e Una mayor flexibilidad en las formas de introducir datos, como la posibilidad de subir
varios archivos simultdneamente, la seleccién de varias regiones a graficar dentro del
mismo genoma, o la posibilidad de modificar las regiones a graficar, ya sea agregando o
guitando o ampliando o reduciendo las ya presentes, mientras se visualizan las regiones
ya especificadas. Cualquiera de estas modificaciones requiere un importante proceso de
reingenieria de la interfaz presentada.

e Un andlisis exhaustivo de las distintas herramientas de anotacién de genomas, para
asegurar la mdaxima compatibilidad con cada una de ellas, dentro de lo posible,
considerando que esta aplicacién ha sido desarrollada con enfoque en los instrumentos
utilizados entre los integrantes del LabMMBA, pero existen otros métodos de anotacién
gue no han sido considerados para el presente trabajo.

e Una mayor flexibilidad y completitud en las formas de visualizar datos, para presentar el
maximo de informacion posible a los usuarios facilitando ain mas el andlisis de contexto
gendmico.

® La realizacién de un estudio de alternativas en la forma de mostrar las propiedades
editables del diagrama, considerando que la forma de presentacion puede no ser tan
obvia para algunos usuarios, como se observo en las pruebas de think-aloud testing.

e Analizar los formatos de imagen que podrian ofrecerse para descargar el diagrama
resultante, y la mejor manera de ofrecerlos en la interfaz, para facilitar su manejo en
distintos casos de uso.

Funcionalidad

Considerando la especificidad de las tareas de usuario consideradas para el desarrollo de este
sistema en contraste a la diversidad de andlisis que es posible realizar en el ambito de la
gendmica comparativa, una natural evolucidn de esta aplicacién pasa por estudiar las
posibilidades de ampliar los casos de uso, desde cosas tan sencillas como, para graficar en una
sola fila secuencias de una misma especie que estén en distintos cromosomas o contigs, hasta la
integracion con otro tipo de visualizaciones, como por ejemplo, la integracién de arboles
filogenéticos generados por iTOL (o la herramienta que corresponda) en la misma figura, o
articular con visualizaciones de genoma completo con disefio circular.
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Anexo: Resultados de la encuesta a usuarios

Para validar la aplicacion se le solicité a 12 potenciales usuarios probar y evaluar la aplicacion
con el cuestionario AttrakDiff. Todos los sujetos estan en el rango de edad entre 20 y 40 afios, a
excepcion de uno que esta en el rango entre 40 y 60. Nueve son mujeres, tres son hombres y
todos son profesionales del area de la biologia con estudios de grado y/o postgrado, que
declararon como profesién alguna de las siguientes: Bioquimico, Ingeniero Agrénomo, Ingeniero
en Biotecnologia, Estudiante, Bidlogo, Ingeniero Civil Ambiental, Doctor en Biotecnologia,
Bioingeniero e Ingeniero Quimico.

Los resultados de dicha encuesta se presentan a continuacién, tal como han sido obtenidos de
la plataforma esurvey.uid.com, en escala del 1 al 7

Excluded from

evaluation N N N N N N N N N N N N
Filled out completely Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
Editing time (sec.) 243 1130 469 7928 649 302 957 919 361 742 646 301
human - technical 1 2 2 3 1 3 5 6 2 4 3 2
isolating - connective 4 7 6 6 6 7 5 6 4 5 6 7
pleasant - unpleasant 6 7 7 7 7 6 5 7 7 7 7 7
inventive -

conventional 6 7 7 2 6 7 4 6 7 4 6 5
simple - complicated 6 6 7 6 7 6 6 6 7 6 7 6

professional -

unprofessional 7 7 7 7 7 6 4 7 7 6 7 7
ugly - attractive 7 7 7 7 6 7 6 7 7 6 7 7
practical - impractical 6 7 7 6 7 7 7 7 7 7 7 7
likeable - disagreeable 6 6 7 6 6 7 6 7 7 7 7 7
cumbersome -

straightforward 6 7 6 7 7 6 7 7 7 6 7 7
stylish - tacky 6 6 7 6 6 7 6 6 7 6 6 6
predictable -

unpredictable 5 7 7 6 7 6 6 5 7 6 6 5
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cheap - premium 4 4 5 5 5 7 4 5 4 1 5
alienating - integrating 4 5 6 5 6 7 6 6 4 7 4

brings me closer to
people - separates me
from people 4 4 4 4 4 7 5 4 4 6 6

unpresentable -
presentable 6 7 7 7 7 7 6 7 7 7 7

rejecting - inviting 4 7 7 7 7 7 6 5 7 7 6

unimaginative -

creative 5 7 7 7 6 7 7 6 7 5 6
good - bad 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
confusing - clearly

structured 5 7 7 7 7 7 6 6 7 5 6
repelling - appealing 5 7 7 7 7 7 6 7 7 7 6
bold - cautious 4 4 4 3 5 4 3 6 4 4 2
innovative -

conservative 5 7 7 7 6 7 4 6 7 4 6
dull - captivating 5 7 7 7 6 7 6 7 7 5 6

undemanding -

challenging 2 4 7 2 5 2 2 3 1 4 5
motivating -

discouraging 5 5 7 7 7 7 6 6 7 6 6
novel - ordinary 6 7 7 7 6 7 4 6 7 5 6
unruly - manageable 6 7 7 7 7 6 6 6 7 6 6
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