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Instructivo de manejo — Procesamiento, validacion y sometimiento de secuencias al GenBank
mediante el software Geneious Prime

Elaborado por: CCPV, MABP, JDMC. Revisado y aprobado: ISRB Version (26.1).

El software Geneious Prime (Dotmatics, USA) integra multiples herramientas bioinformaticas que
permiten el procesamiento, edicion, validacion y envio de secuencias nucleotidicas al GenBank (NCBI,
USA). El presente instructivo tiene como objetivo orientar a los investigadores del Laboratorio de
Inmunologia y Biologia Molecular (LIBM) de la Universidad del Tolima en el procedimiento adecuado
para la preparacion y el deposito de secuencias en el GenBank mediante el uso de esta plataforma.

Edicion de secuencias para someter al GenBank:

Importante: El Geneious Prime, solo permite hacer el sometimiento de un pequefio nlimero de secuencias
de ARNm, pequefios genomas, organelos, ARN no codificante y plasmidos. NO esta disponible para
genomas extensos tales como cromosomas eucariotas y bacterianos. El presente instructivo fue elaborado
usando el Geneios Prime v2026.1.1.

Las secuencias para someter deben ser revisadas y aprobadas previamente por el director del
laboratorio con el fin de minimizar los errores y facilitar el proceso de sometimiento.

Para efectos ilustrativos, se utilizard como ejemplo una secuencia correspondiente al gen romo 1, la cual
sera preparada y sometida a la base de datos GenBank.

Se debe abrir el software Geneious Prime en el computador de secuenciacion para tal fin (Mobula Sq PC).
Se debe ubicar la carpeta de origen de la secuencia y de alli iniciar con el proceso.

Afadir campos al GenBank:

El primer paso involucra afiadir informacién general acerca de la secuencia, incluyendo descripcion,
organismo, tipo de muestra, localizacion geografica, datos del muestreo, entre otros. NOTA: Todas las
secuencias que vayan a ser sometidas al GenBank, requieren esta informacion.

1. Daremos clic en el icono de informacion. Esto nos mostrara toda la informacion general relacionada
con nuestra secuencia. Ademads, asegurate de que la pantalla esté en la seccion de propiedades, no en
la de historia (Figura 1).

Sequence View  Annotations extView  Linea
AddMeta-Data / Edit Meta-Data Type: o
History
Name: gr2 Piaractus orinoguen

Figura 1. La numeracion indica la secuencia cronoldgica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.
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2. Para editar las caracteristicas de cada campo, haz doble clic y ajusta las caracteristicas para que
coincidan con las de nuestra secuencia de interés. De ser necesario mds campos, regresa a la parte
superior y ubicate donde dice afiadir metadatos. Haz clic en ¢l (Figura 2).

Annotations  TextView  Lineage Info

Edit Meta-Data Types Properties

History

Figura 2. La numeracion indica la secuencia cronoldgica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

3. Después de seleccionar la seccion anadir Metadatos, elegimos la opcion someter al GenBank. Esto
desplegarad un nuevo campo con caracteres Unicos que nos permiten agregar informacion adicional
sobre nuestra secuencia, como el pais donde se colecto, el ID de la secuencia, la fecha de colecta y
mas (Figura 3).

§ Add Meta-Data X

Accession Number D AddMeta-Data / Edit Meta-Data Types
Assembly-Data
Assembly-Data
Assembly-Data
Assembly-Data
Assembly-Data
Command Line

Evidence-Data
Evidence-Data
Evidence-Data ctinopterygi

Evidence-Data
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Evidence-Data Notes

Evidence-Data

feature-ontology Genbank Submission

Genome-Annotation-Data

Genome-Annotation-Data
Genome-Annotation-Data

Figura 3. La numeracion indica la secuencia cronoldgica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

4. Para incluir otro tipo de campo, haz clic en el icono de editar tipo de metaanalisis. Esto abrird
automaticamente una nueva ventana. Ubicate en el apartado someter al GenBank. A la derecha de esta
ventana, apareceran varias opciones. Haz clic en el icono de afiadir (+) para crear un nuevo campo. En
el primer recuadro, escribe la caracteristica deseada. Deja el siguiente recuadro en formato de texto y
el ultimo recuadro en la opcion de limitaciones (Figura 4). Para finalizar dar clic en OK.
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Accession Number 7 Name: | Genbank Submission
Assembly-Data Description: | he specimen from which this sequence is derived
Assembly-Data
= . A~
Assembly-Data Country Text Constraints +
Genbank Submission Assembly-Data Specimen Voucher Text Constraints +
Countr Colombi
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Collection Date: 15 Jan 2026 Evidence-Data - - - -
» Collection Date Date Constraints +
Collected By: No value Evidence-Data
Source: 1.510 Collected By Text Constraints +

Evidence-Data Source Text Constraints
Evidence-Data
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— Delete Cancel

Figura 4. La numeracion indica la secuencia cronoldgica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

5. Una vez que hayas agregado nuevos campos, debes completar las caracteristicas requeridas en cada
uno. Al finalizar, haz clic en guardar, ubicado en la parte superior.

Anadir anotaciones:

Una vez terminada la seccion de metadatos, puedes agregar anotaciones a tu secuencia. NOTA: Para las
secuencias que codifican proteinas, necesitas informacion sobre la region codificante, exones, intrones y
la secuencia codificante.

1. Para afiadir anotaciones, selecciona toda la secuencia del gen presionando (Control + A o Command
+ A para Mac). Luego, haz clic en el recuadro afiadir anotacién ubicado en la parte superior de la
secuencia (Figura 5).
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Figura 5. La numeracion indica la secuencia cronoldgica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

2. Se abrird una ventana donde tendrds que poner el nombre del gen en la casilla de “Nombre”. En la
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casilla de tipo, asigna el que corresponda segun los criterios de la secuencia seleccionada. Por ejemplo,
sies 3'UTR, 5'UTR, CDS, mRNA, etc (Figura 6).

¥ Add annotation X

0 Name: romo1 [y

Type: mRNA

Track: |No Trackl v

Direction: @) Forward Reverse Undirected

Figura 6. La numeracion indica la secuencia cronoldgica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

3. Expandir la opcion de propiedades, haciendo clic sobre ella y luego en el recuadro de “Anadir”.
Apareceran dos recuadros. En el que dice “nombre”, si se trata de un gen, escribe “gen” en minudsculas
para evitar errores al someter. En la casilla de “valor”, agrega el nombre del gen (Figura 7), dar clic
en OK. NOTA: Este mismo procedimiento sirve para anadir el alelo segun corresponda al gen en
cuestion.

Vv Properties

Type Color: - Override Color: [><]

¥ AddProperty X

o Name: |gene

Value: |romo1

(=
5

Figura 7. La numeracion indica la secuencia cronoldgica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

4. Si la secuencia representa solo un fragmento del gen, se debe indicar en las anotaciones del gen que
representa una caracteristica parcial. Para hacer esto, expande la seccion donde dice “Intervalos”
haciendo clic en este elemento. Haz clic en el recuadro de edicion y aparecera una nueva ventana. En
esta seccion, revisa los puntos de inicio y finalizacion de la secuencia. Ademas, selecciona los dos
recuadros inferiores si la secuencia estd truncada. Si no lo esta, no selecciones estos recuadros. Haz
clic en OK para finalizar. (Figura 8).
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Figura 8. La numeracion indica la secuencia cronoldgica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

5. Para poder someter la secuencia al GenBank es necesario afadir calificadores especificos a la
secuencia codificante (CDS). Entre los calificadores principales se encuentran el de codon de inicio y
tabla de traduccion, que son esenciales dentro del CDS. Estas caracteristicas definen cémo se traduce
la secuencia de ADN en una proteina. Primero, selecciona la secuencia codificante, haz clic en editar
anotacion, haz clic en afiadir en la ventana de propiedades, escribe “gene” en la casilla de nombre y
escribe el nombre del gen en la casilla de valor (Figura 9). Haz clic para finalizar.

Vv Properties

Type Color: Override Color:
¥ Add Property X

o Name: gene

Value: |romo1

© Add

Figura 9. La numeracion indica la secuencia cronoldgica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

6. Para agregar la tabla de traduccion, da clic en afiadir en la ventana de propiedades. En la casilla
nombre, escribe tabla de traduccion, y en la casilla valor, coloca el valor estandar de 1 (Figura 10).
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Nota: Este calificador define como se usa la tabla del codigo genético para traducir la secuencia de
ADN. Es particularmente importante para organismos con cddigos genéticos no estandar, como
mitocondrias, arqueas o ciertas bacterias. Por defecto, el cddigo genético del NCBI es la Tabla 1.

Vv Properties

Type Color:

Override Color:

¥ Add Property

Name: transl_table

Value: |1

Cancel

Move Up
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Edit

Remove

Figura 10. La numeracion indica la secuencia cronologica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

Otro calificador requerido para todas las anotaciones de las secuencias codificantes, es el codon de

inicio. Clic nuevamente en afiadir en la ventana de propiedades, en la casilla de nombre escribir codén
de inicio y en la casilla de valor colocar 1, 2 o 3; dependiendo de la ubicacién del codén de inicio
dentro de tu secuencia, para este ejemplo serd el 1, clic en OK. (Figura 11)
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Figura 11. La numeracion indica la secuencia cronologica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

Finalmente, volvemos a afiadir otro calificador, en este caso en la casilla de nombre vamos a colocar

producto, y en la casilla de valor colocar el nombre de la proteina que se formara, segun sea el caso,
clic en OK (Figura 12). NOTA: En el caso que la secuencia cuente con uno o mas exones, €s necesario
afiadir los calificadores para cada uno de estos, ingresando en afiadir, en nombre colocar nimero y en
valor colocar el nimero del exdn, si es el primero, se debe colocar el numero 1.

Vv Properties

Type Color: | Override Color: E}
¥ Editproduct X
o Name: | product
Value: | Reactive oxygen species modulator 1 0

Cancel
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Move Down
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Figura 12. La numeracion indica la secuencia cronologica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

9. Una vez completados todos estos pasos, tu secuencia esta lista para ser sometida al GenBank.

Sometimiento de secuencia

1. El primer paso es instalar el plugin para someter secuencias al GenBank (en este caso ya se
encuentra instalado, favor omitir paso).

2. Para comenzar, selecciona la secuencia que vas a someter, ve a la seccion de herramientas y da
clic en someter al GenBank (Figura 13).

8 mbpa.

8 Midkine a (MDKa)
-

8 Nanoporeseq

8 New Cons

B NewGenes2019

Figura 13. La numeracion indica la secuencia cronologica de las acciones a realizar, de acuerdo con el
procedimiento descrito en el texto.

3. Debe aparecer una ventana emergente, donde se deben llenar todos los campos (Figura 15),
importante marcar la opcion donde dice, “cargar como nuevo sometimiento”.
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Figura 14. La numeracion indica la secuencia cronologica de las acciones a realizar, de acuerdo con el

4.

procedimiento descrito en el texto.

Seguido de esto dar clic en la casilla de editar detalles de publicacion, casilla que queda junto al
campo de nombre de sometimiento. En la nueva ventana apareceran campos que deben ser llenados
con la informacion de contacto, afiliacion y demas, para finalizar dar clic en OK (Figura 15) y
nuevamente dar clic en OK para iniciar el sometimiento, una vez tengas todos los campos
completados.

iame: lang Schroniligen Last Name: Rondon Barragan

3168320642 Fax:

Affiliation

Middle Iniiat: |5 Last Name: |Rondon-Barragan Suffc[sr. v +

© Unpublished O In-Press O Published

i of hifla and ger ine-related genes in red-bellied pacu (Piaractus orinoquensis)

Figura 15. Datos necesarios para hacer el correcto sometimiento de la secuencia.

El Geneious crea una seccion donde manifiesta si hay errores al momento de hacer el sometimiento
en la ventana de reportes de discrepancia, de contener errores tu secuencia, deben ser solucionados
y nuevamente hacer el sometimiento; asimismo junto a esto, tiene una seccion donde se puede
visualizar como quedard la secuencia sometida en el Genbank. Finalmente dar clic en someter
(Figura 16).
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§ Submission Warnings

®©

help you identify solutions.

The messages in this dialog are taken directly from the table2asn tool.
Please contact GenBank directly for help interpreting its output.

GenBank Preview

Discrepancy Report

Discrepancy Report Results

Summary

COUNT_NUCLEOTIDES: 1 nucleotide Bioseq is present
SOURCE_QUALS: collection-date (all present, all unique)
SOURCE_QUALS: country (all present, all unique)
SOURCE_QUALS: identified-by (all present, all unique)
SOURCE_QUALS: taxname (all present, all unique)
SOURCE_QUALS: location (all present, all unique)
FEATURE_COUNT: CDS: 1 present

FEATURE_COUNT: gene: 1 present
AUTODEF_USER_OBJECT: 1 nucleotide sequence has no autodef user objects
DUP_DEFLINE: All deflines are unique

Detailed Report

COUNT_NUCLEOTIDES: 1 nucleotide Bioseq is present
genbank.sqn:Romo1_X2 (length 510)

SOURCE_QUALS: collection-date (all present, all unique)
SOURCE_QUALS: country (all present, all unique)
SOURCE_QUALS: identified-by (all present, all unique)
SOURCE_QUALS: taxname (all present, all unique)

Submit to GenBank

Universidad
del Tolima

X

Table2asn has detected the following issues with your submission. The preview tab may

Cancel

Figura 16. La numeracion indica la secuencia cronologica de las acciones a realizar, de acuerdo con el

procedimiento descrito en el texto.

6. Una vez completado el procedimiento, la secuencia serd enviada a GenBank para su revision y
analisis. Si la informaciéon proporcionada cumple con los requisitos establecidos, recibira por
correo electronico, en los dias siguientes, el numero de acceso correspondiente a la secuencia

(Figura 17).

GenBank PX249662

External  Inbox x

gb-admin@ncbi.nlm.nih.gov
to isrondon, me v

Dear GenBank Submitter:
We have provided GenBank accession number(s) for your nucleotide sequence(s):

SUB15583924 Seq1 PX249662

Mon, 1 Sept 2025, 11:33

= &
* @ €

Figura 17. Informacion acerca del nimero de acceso de la secuencia sometida al Genbank.



@ LiBM 1| [l G g odad
D i Inmunobiologia y Patogénesis del Tolima
Ejemplo

Aqui se presentan los datos minimos requeridos para que una secuencia sea aceptada en la base de datos
del Genbank (NCBI, USA) (Tabla 1), usando de ejemplo una secuencia de ARNm del gen de romol de

la especie Piaractus orinoquensis (Figura 18).

Tabla 1. Principales caracteristicas que debe poseer una secuencia antes de ser sometida al Genbank
(NCBI, USA).

Campo Informacion
Organismo Piaractus orinoquensis
Gen romol
Longitud de la secuencia 319 pb
Tipo de molécula ARNm
Fuente de aislamiento Tejido cerebral
Localizacidon geografica Ibagué, Tolima, Colombia
Me¢todo de secuenciamiento Sanger
Producto Modulador de especies reactivas de oxigeno tipo 1
Regién CDS completa

Piaractus orinoquensis voucher LIBMPo001 reactive oxygen species modulator 1
(romo1) mRNA, complete cds

GenBank: PP666847.1
FASTA Graphics

. FEATURES Location/Qualifiers
Goto: (Y o source 1..319
/organism="Piaractus orinoquensis"
@ Locus PP666847 319 bp mRNA  linear VRT 11-FEB-2026 /nol_type="nRA" i
@) DEFINITION Piaractus orinoquensis voucher LIBMP00@1 reactive oxygen species /specimen_voucher="LIBMPo001
/db_xref="taxon: 2597150
modulator 1 (romol) mRNA, complete cds. /sex="male"
ACCESSION PP666847 ;;issue_type?"brax?"
ev_stage="fingerling"
xgﬁéggs PP666847.1 /geo_loc_name="Colombia"
. /collection_date="2023-12-14"
@ SOURCE Piaractus orinoquensis gene 1..319°
ORGANISM Piaractus orinoquensis - /93%; romol!
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; /gene="romo1"
Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Ostariophysi; ;n%efﬁiﬂgT X1"
i . idei: Pi codon_start=
Characiformes; Characoidei; Piaractus. Jproduct=reactive oxygen species modulator 1"
0 REFERENCE 1 (bases 1 to 319) /protein_id="Wz149168.1"
AUTHORS  Santofimio-Saavedra,J.D. and Rondon-Barragan,I.S. /trans lation="HPVAVGPYGQAQPSCFDRVKMGFMMGF GTFSCLR
TITLE Direct Submission @ oo TGMRGRELMGGVGKTMMQSGGTFGTFMATGMGIRC!
JOURNAL  Submitted (15-APR-2024) Animal Health, Faculty of Veterinary 1 tcgagagact tttccgtgca gaactcgacc getgatcagt gaagatgccg gtagccgtag
Medicine and Zootechnics Universidad del Tolima, Cra 4 Santa Helena 61 gaccgtacgg gcaggctcag ccgagetget ttgacagagt caagatgggt ttcatgatgg

: : : 121 gctttgeggt cggaatggct gcgggagcga tgtttggaac gttctcctgt ctcagaattg
Highs, Ibague, Tolima 730002, Colombia 181 ggatgagagg tcgagagcta atgggaggag tggggaagac catgatgcaa agcggaggca
o COMMENT ##Assembly-Data-START## 241 cgttcggeac cttcatggcc atcgggatgg gaatccgctg ttgagaccac cacagactge
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 301 actgatcact ttttcggga
##Assembly-Data-END##

Figura 18. Informacion acerca de las caracteristicas minimas que debe contener una secuencia para ser
publicada en la base de datos del Genbank (NCBI, USA).



