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Apresentação

Este documento apresenta o manual do software anotaSNP, que tem por ob-
jetivo apoiar pesquisadores na análise de experimentos envolvendo estudos 
de associação genótipo-fenótipo. Especificamente, ele foca na fase de análi-
se das anotações dos genes associados ao fenótipo de interesse, a partir do 
conjunto de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) identificado. O ano-
taSNP coleta informações sobre as funções biológicas desses genes que, 
embora públicas, encontram-se dispersas em diferentes sites da internet, 
apresentando-as de forma organizada para o usuário, na forma de uma pá-
gina HTML contendo links para os sites de origem da informação, de forma 
que o pesquisador possa acessá-las de forma ágil e transparente. Espera-se 
que a automatização do processo descrito e sua inclusão em pipelines de 
análise de associação em genética animal contribua para uma maior produ-
tividade e eficiência na execução de projetos de pesquisa envolvidos com 
este tipo de análise, mantendo o foco do pesquisador na interpretação das 
informações biológicas relacionadas ao estudo.
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AnotaSNP: software 
para organização de 
informações de anotação 
de genes em estudos de 
associação genômica 
ampla

O objetivo dos estudos de análise de associação genômica ampla, geno-
me-wide association study (GWAS) é identificar marcadores moleculares 
do tipo Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) associados com o fenótipo 
de interesse (ZIEGLER et al., 2008). Em genética animal, as característi-
cas analisadas são as de interesse econômico para as cadeias produtivas, 
como resistência a endo e ectoparasitas, maciez da carne, ausência/pre-
sença de chifres, etc. Esse tipo de análise envolve a utilização de métodos 
estatísticos e computacionais que manipulam uma grande quantidade de 
dados para encontrar um conjunto de SNPs que expliquem a variação 
fenotípica observada.

Em geral, a sequência de etapas envolvidas em um estudo de associação 
genômica ampla pode ser resumida em: 

a) Geração dos dados de genótipo e fenótipo.

Roberto Hiroshi Higa
Gabriel Bueno de Oliveira

Introdução
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b) Realização da análise de associação genótipo-fenótipo.

c) Análise das anotações das regiões associadas e identificação de genes 
candidatos.

d) Validação experimental utilizando uma população independente (Figura 
1). 

Figura 1. Etapas do processo simplificado de análise de 
associação genômica ampla. A etapa em destaque (azul) 
é aquela em que o software anotaSNP é utilizado.

A etapa (c) é realizada após a identificação do conjunto de SNPs associa-
dos com o fenótipo estudado e tem como primeiro passo mapear esses 
SNPs no genoma de referência do organismo, identificar os genes presen-
tes em suas vizinhanças e proceder com a coleta de anotações funcionais, 
como as funções que esses genes desempenham e/ou as vias biológicas 
de que participam, em diferentes bancos de dados públicos. Normalmente, 
esse passo é executado de forma manual, acessando diferentes sites da 
internet, sendo o Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 
(KEGG, 2013), o National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(NCBI, 2013), o Gene Ontology (GO) (GO, 2013) e o animal QTLdb 
(ANIMAL QTLdb, 2013), os mais utilizados em estudos sobre genética 
animal. 

Para facilitar esse processo, o software anotaSNP automatiza o processo 
de coleta de anotações funcionais, realizando o mapeamento dos SNPs no 
genoma de referência, identificação de genes em sua vizinhança e busca 

por informações sobre funções e vias biológicas relacionadas. Para isso, é 
criada uma base de dados local, considerando informações oriundas das 
seguintes bases de dados públicas: KEGG, NCBI, GO e Animal QTLdb. 
O processo automatizado pelo software anotaSNP é composto de duas 
etapas (Figura 2): a primeira, offline, consiste em fazer o download dos 
dados de interesse disponíveis nos bancos de dados públicos, KEGG, 
NCBI e Animal QTLdb, e extrair as informações relevantes, integrando e 
armazenando-as num banco de dados local. Este banco de dados contém 
informações sobre SNPs, genes, vias biológicas e anotação funcional, 
ficando disponíveis para consulta. A segunda etapa, online, consiste em 
realizar uma consulta tendo como query uma lista de SNPs ou de regiões 
do genoma de interesse. O resultado é retornado como um arquivo no 
formato HTML, contendo uma tabela que relaciona os SNPs aos genes 
próximos, suas respectivas anotações, bem como links para os respectivos 
sites originais.

Figura 2. Processo de coleta 
de anotações sobre genes e 
vias biológicas.
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mandem este tipo de análise. Dessa maneira, o pesquisador pode manter 
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Modelo de dados
O banco de dados local implementado pelo software anotaSNP integra 
as informações oriundas das diferentes fontes de dados públicas (KEGG, 
NCBI e Animal QTLdb), visando facilitar a construção de resultados de 
consulta (página HTML) às anotações funcionais de SNPs, genes e vias 
biológicas associadas com o fenótipo estudado. O correspondente modelo 
de dados é apresentado na Figura 3.vv

Figura 3. Modelo de dados.

Tabelas geneinfo e chromosome

A tabela geneinfo contém informações relativas aos genes como: identifi-
cação do gene, símbolo associado, descrição, nome, táxon do organismo 
de origem (táxon é uma unidade taxonômica associada a um sistema de 
classificação taxonômica, podendo indicar níveis de um sistema de classi-
ficação, por exemplo reino, gênero, espécie, subespécie, organismo, etc.), 
cromossomo onde o gene se encontra, bem como as posições de início 
e fim. A tabela chromosome contém as informações de identificação do 
cromossomo e táxon do organismo ao qual ele pertence. Todas as informa-
ções são obtidas do arquivo geneinfo, trazido do sítio do NCBI.

Tabela taxon

A tabela táxon contém o táxon ID e o nome correspondente aos organis-
mos com informações presentes no banco de dados local (são incluídos 
todos os organismos presentes no arquivo homologene.data).

Tabelas go e gene2go

As tabelas go e gene2go contêm informações referentes às anotações 
de GO, como identificação, evidência, categoria e termo. Posteriormente, 
essas informações são relacionadas aos genes. Essas informações são 
obtidas do arquivo gene2go, trazido do sítio do NCBI.

Tabela snp

A tabela snp contém as informações relacionadas aos SNPs, como iden-
tificação, cromossomo onde se encontra, posição no cromossomo e 
organismo a que se refere. Atualmente, a tabela contém dados dos se-
guintes organismos: Bos taurus, Sus scrofa, Ovis aries e Gallus gallus. As 
informações contidas nessa tabela são obtidas de arquivos específicos, 
disponibilizados por fabricantes de painéis comerciais, e estão disponíveis 
no diretório db (diretório incluído no pacote de distribuição do softwa-
re anotaSNP). São eles: Bovine3K_2900_ED2_13Jul10_69831.design.
csv, BovineSNP50_v2_C.csv, SNP_Map_cattle.txt, SNP_Map_suine.txt, 
PorcineSNP60v2.txt e Ovine_HapMap_MarkerList_16Jan09.csv.

Tabela snp_panel

A tabela snp_panel contém informações sobre painéis de SNPs, específi-
cos para cada espécie, utilizados para genotipagem. Cada painel cadastra-
do nessa tabela agrega um conjunto de SNPs descrito na tabela snp.
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Tabela kegg e gene2kegg

As tabelas kegg e gene2kegg contêm informações sobre as vias metabó-
licas descritas no banco de dados KEGG, relacionando-as com os genes 
associados. Essas informações são obtidas dos arquivos contidos na pasta 
est.kegg.jp, trazidos do sítio do KEGG.

Tabelas homologo e homolo2gene

As tabelas homologo e homolo2gene contêm informações para relacio-
nar os genes homólogos entre os organismos atualmente considerados 
(B. taurus, S. scrofa, O. aries, G. gallus, Homo sapiens e Mus musculus). 
Essas informações são consideradas para agregar anotações de genes de 
organismos modelo como o M. musculus e/ou mais estudados como o H. 
sapiens às anotações específicas do organismo estudado. Esses dados 
são obtidos do arquivo homologene.data, trazido do sítio do NCBI.

Tabela QTL

A tabela QTL contém as informações sobre Quantiative Trait Locus (QTLs) 
– regiões do genoma relacionados a genes que influenciam a manifestação 
de caractere quantitativo, por exemplo qualidade de carne em bovinos), in-
cluindo sua designação (nome), cromossomo em que se encontra e as res-
pectivas posições inicial e final da região. Essas informações são obtidas 
dos arquivos contidos na pasta QTLdb, trazidas do sítio do Animal QTLdb. 

Implementação

Para implementação do software anotaSNP, foi utilizada a linguagem de 
programação Python (PYTHON, 2013). O banco de dados local foi im-
plementado utilizando o sistema gerenciador de banco de dados (SGBD) 
PostgreSQL (POSTGRESQL, 2013), acessado por meio do adaptador para 
python Psycopg2 (PSYCOPG2, 2013). Para manipular o arquivo de ano-
tação de genomas, utilizou-se a biblioteca específica para manipulação de 
dados biológicos Biopython (BIOPYTHON, 2013). 

O software anotaSNP é constituído pelo conjunto de programas python 
descritos abaixo, que devem ser executados conforme a ordem de prece-
dência indicada.

Download e organização dos arquivos: script 
downloads.py

Execução: $ python download.py

Este script faz download dos arquivos de anotação de genoma e da base 
de dados nos sites KEGG, NCBI e Animal QTLdb, organizando-os em sub-
diretórios do diretório <diretório de instalação do anotaSNP>/db. Caso os 
arquivos já existam no diretório, o script apaga todos os arquivos, baixan-
do-os novamente. Este script, junto com os scripts popula.py e position.py 
constituem a parte off-line do software.

Os arquivos do sítio Animal QTLdb precisam ser baixados manualmente. 
Mensagens na parte final do script alertam o usuário para a execução 
desta tarefa.

Popular banco de dados local: script popula.py

Execução: $ python popula.py -b <banco> -u <usuario1> -s <senha_ban-
co> [-h p/ ajuda]

Este script cria o banco de dados local e utiliza os arquivos trazidos pelo 
script download.py para o diretório <diretório de instalação do anotaSNP>/
db para extrair os dados necessários para populá-lo, conforme ilustrado na 
Figura 1. Caso o banco de dados local já exista, ele é apagado e populado 
novamente. Este script, combinado aos scripts download.py e position.py 
constituem a parte offline do software.

As informações sobre os SNPs que compõem painéis comerciais especí-
ficos, descritos na Tabela 1, são distribuídas com o software e podem ser 
encontradas no diretório <diretório de instalação do anotaSNP>/db.

1 O usuário PostgreSQL especificado deve possuir permissão de superuser.
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Atualizar informações start/final position na tabela 
geneinfo: script position.py

Execução: $ python position.py -b <banco> -u <usuario1> -s <senha_ban-
co> [-h p/ ajuda]

Este script faz o parsing (processo de análise da sequência de uma en-
trada, segundo uma gramática pré-definida, para identificar a estrutura da 
informação que ela contém) dos arquivos de anotação de cada genoma, 
trazidos do sítio do NCBI, e extrai informações da localização de cada gene 
(startposition e finalposition) cadastrado na tabela geneinfo. Combinado 
aos scripts download.py e popula.py, constituem a parte offline do software.

Consultas

Os scripts que executam consultas (getspannotation.py e getinterval.py) 
constituem a parte off-line do software. 

Obter anotação para a lista de SNPs e genes 
próximos: script getsnpannotation.py

Execução: $ python getsnpannotation.py -s <arquivo_Snps> -p <painel> -d 
<delta>[-g <organismo_homologo1>,...,<organismo_homologoN>/ -g ALL ] 
-b <banco> -u <usuario> -passwd <password>[-host <host do banco>] [-h 
p/ ajuda]

Tabela 1. Arquivos contendo informações específicas sobre painéis comerciais de 
genotipagem. 

ID Painel Arquivo 
1 Bovine HD SNP_Map_cattle.txt 
2 Bovine 50k BovineSNP50_v2_C.csv 
3 Bovine 3k Bovine3K_2900_ED2_13Jul10_69831.design.csv 
4 Swine 60k v1 SNP_Map_swine.txt 
5 Swine 60k v2 PorcineSNP60v2.csv 
6 Ovine 60k Ovine_HapMap_MarkerList_16Jan09.csv 

 

Saída: Documento HTML output_getsnpannotation.HTML. Se a opção -g 
é utilizada, anotações de genes homólogos dos organismos especificados 
são agregadas ao documento HTML de saída.

OBS: o parâmetro -p <painel> é especificado pelo valor da coluna ID na 
tabela 1.

Obter anotação para genes em intervalos 
especificados: script getsinterval.py

Execução: $ python getsinterval.py -s <arquivo_Intervalo> -p <painel> [-g 
<organismo_homologo1>,...,<organismo_homologoN>/ -g ALL] -b <banco> 
-u <usuario> -passwd <password> [-host <host do banco>][-h p/ ajuda]

Saída: Documento HTML output_getsinterval.HTML. Se a opção -g é utili-
zada, anotações de genes homólogos dos organismos especificados, são 
agregadas ao documento HTML de saída.

OBS: o parâmetro -p <painel> é especificado pelo valor da coluna ID na 
Tabela 1.

AnotaSNP utilizando a plataforma Galaxy

Também é possível realizar consultas sobre anotações de SNPs (script 
getsnpannotation.py) ou regiões genômicas (script getinterval.py) providas 
pelo software anotaSNP por meio da plataforma Galaxy (GOECKS et al., 
2010). Para isso, é preciso:

a) Instalar o anotaSNP e popular o banco de dados local, conforme exem-
plificado nas seções anteriores.

b) Incluir os scripts de consulta do anotaSNP como ferramentas do Galaxy.

O procedimento abaixo ilustra como incluir o script getsnpannotation.py 
como uma ferramenta no Galaxy:

1. Criar um diretório para receber o script (ex: myTools) dentro do diretório 
de instalação do Galaxy (ex: “~/galaxy-dist/tools/myTools”).
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2. Realizar uma cópia dos arquivos getsnpannotation.py e getsnpannota-
tion.xml para o diretório recém-criado.

3. No diretório de instalação do Galaxy (~/galaxy-dist) encontre o arquivo 
tool_conf.xml, modificando-o conforme destacado na Figura 4.

Figura 4. Alterações no arquivo “tool_confi g.xml”.

Um procedimento similar deve ser executado para incluir o script getinter-
val.py com uma ferramenta no Galaxy, considerando o arquivo getinterval.
xml.

Exemplo Ilustrativo

1. Abra o terminal, vá para o diretório que contém os arquivos do software 
anotaSNP. Em seguida, execute o seguinte comando: python download.
py (sugere-se verificar a ocorrência de erros/problemas entre as mensa-
gens emitidas pelo comando). Ao final do processo de download serão 
indicados 3 sites para o download manual (Figura 5). Realize os downlo-
ads dos arquivos solicitados, armazenado-os no diretório db/QTLdb.

2. Execute o comando python para executar os scripts “popula.py” e “posi-
tion.py”, como mostra a Figura 6. Ao final do processo o banco de dados 

Figura 5. Processo de download dos bancos de dados, com indicação de sites para execução 
manual.

Figura 6. Execução dos scripts popula.py e position.py.
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já estará carregado. Note que esses scripts (download.py, popula.py e 
position.py) são executados ao se instalar o software anotaSNP, tal que 
após serem executados, a base de dados está pronta para a realização 
de consultas (scripts getsnpannotation.py e getsinterval.py).

3. Para realizar a consulta usando uma lista de SNPs, basta executar o 
script getsnpannotation.py (Figura 7).

Figura 7. Exemplo ilustrativo da execução do script getsnpsannotation.py.

A página HTML resultante (Figura 8) apresenta as informações coletadas 
para lista de SNPs query, disponibilizando os links (Figuras 9 e 10) para 
os sites originais (NCBI, KEGG, GO e Animal QTLdb), onde pode-se obter 
mais informações sobre os genes/vias biológicas/QTLs próximos dos 
SNPS query. A página HTML resultante obedece ao seguinte esquema de 
cores:

● Dourado: início de um novo SNP.

● Laranja: nível superficial onde se encontram os genes e a região de QTL 
presente no intervalo.

● Amarelo: nível interno a gene, onde se encontram as informações oriun-
das de KEGG e GO do gene.

● Vermelho: nível interno a gene, onde se encontra a informação de gene 
homólogo.

● Verde: nível interno a gene homólogo, onde se encontram as informa-
ções do KEGG e GO do gene homólogo.

● Azul: links para direcionamento do usuário para fontes de dados específi-
cas (NCBI/Gene, GO, KEGG, NCBI/snpdb e QTLdb).

Figura 8. Parte superior ilustrando uma página HTML contendo a relação genes/vias biológi-
cas/QTLs próximos aos SNPs query.
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Figura 9. Página do sítio dbSNP (NCBI) alcançada a partir de link na página HTML de saída 
na Figura 7.

Figura 10. Página de sítio com informações sobre gene alcançada a partir de link na página 
de saída na Figura 7.

Para realizar uma consulta usando uma lista de intervalos, especificada 
pelo cromossomo, início e fim do intervalo, executa-se o comando getsin-
terval.py (Figura 11).

Figura 11. Exemplo de execução do comando getsinterval.py.

A página HTML resultante (Figura 12) apresenta as informações coletadas 
para a lista de regiões genômicas, disponibilizando links (Figuras 13 e 14) 
para os sites originais (NCBI, KEGG, GO e Animal QTLdb), onde pode-se 

Figura 12. Página HTML contendo a relação genes/vias biológicas/QTLs próximos às regiões 
query.
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obter mais informações sobre os genes/vias biológicas/QTLs próximos das 
regiões query. A página obedece ao seguinte esquema de cores:

● Dourado: início de um novo intervalo.

● Laranja: nível superficial onde se encontra os genes e a região de QTL 
presente no intervalo.

● Amarelo: nível interno a gene, onde se encontram as informações do 
KEGG e GO do gene.

● Vermelho: nível interno a gene onde se encontra a informação de gene 
homólogo.

● Verde: nível interno a gene homólogo, onde se encontram as informa-
ções do KEGG e GO do gene homólogo.

● Azul: Links para direcionamento do usuário para fontes de dados especí-
ficas (NCBI/Gene, GO, KEGG, NCBI/snpdb e QTLdb).

Para obter anotações referentes a uma lista de SNPs por meio da plata-
forma Galaxy, e pressupondo que os procedimentos indicados na seção 
“AnotaSNP utilizando a plataforma Galaxy” foram executadas com suces-
so, basta executar o Galaxy normalmente, abrir a ferramenta referente 
ao anotaSNP, inserir o arquivo de entrada, as informações solicitadas, e 
executar o procedimento (Figura 15).

Figura 13. Página de site com informações sobre QTLs alcançada a partir de link na página 
de saída na Figura 11.

Figura 14. Página de sítio com informações sobre vias biológicas do KEGG, alcançada a 
partir de link na página de saída na Figura 11.

Figura 15. Exemplo de execução do anotaSNP utilizando a platafomra Galaxy.
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Após a execução, basta clicar o ícone view data para ter acesso às in-
formações de anotação em formato HTML (Figura 16). Um procedimento 
semelhante deve ser seguido para obter anotações referentes a uma lista 
de regiões genômicas.

Figura 16. Exemplo de saída anotaSNP, acessado por meio da plataforma Galaxy.

Conclusão

O software anotaSNP apoia análises de associação genótipo-fenótipo 
em espécies animais de interesse agropecuário (bovinos, suínos e aves), 
reunindo em uma página HTML informações publicamente disponíveis 
sobre genes próximos ao conjunto de genes obtidos da análise de asso-
ciação. Este manual apresenta o modelo de dados e o conjunto de scripts 
que o compõem, bem como exemplos ilustrativos que permitem ao usuário 
(pesquisadores) utilizá-lo para obter informações biológicas associadas ao 
conjunto de SNPs obtido da análise de associação genótipo-fenótipo

Apêndices

● SNPs utilizados no exemplo apresentado:

 ARS-BFGL-BAC-10591 
 ARS-BFGL-BAC-12452 
 ARS-BFGL-BAC-12987 
 UA-IFASA-9685

● Intervalo utilizado nos exemplos (Cromossomo!Início do intervalo!Final 
do intervalo):

 4!1000!8575354
 5!4500000!9000000 
 14!3000000!6000000
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