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Apresentacao

Este documento apresenta o manual do software anotaSNP, que tem por ob-
jetivo apoiar pesquisadores na analise de experimentos envolvendo estudos
de associagao gendtipo-fendtipo. Especificamente, ele foca na fase de anali-
se das anotagdes dos genes associados ao fendtipo de interesse, a partir do
conjunto de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) identificado. O ano-
taSNP coleta informagbes sobre as fungdes biolégicas desses genes que,
embora publicas, encontram-se dispersas em diferentes sites da internet,
apresentando-as de forma organizada para o usuario, na forma de uma pa-
gina HTML contendo links para os sites de origem da informacao, de forma
que o pesquisador possa acessa-las de forma agil e transparente. Espera-se
que a automatizagédo do processo descrito e sua inclusdo em pipelines de
analise de associagdao em genética animal contribua para uma maior produ-
tividade e eficiéncia na execugéo de projetos de pesquisa envolvidos com
este tipo de analise, mantendo o foco do pesquisador na interpretagao das
informagdes bioldgicas relacionadas ao estudo.

Kleber Xavier Sampaio de Souza

Chefe-geral
Embrapa Informatica Agropecuaria
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AnotaSNP: software

para organizacao de
informacgoes de anotagao
de genes em estudos de
associacao gendmica
ampla

Roberto Hiroshi Higa
Gabriel Bueno de Oliveira

Introducgao

O objetivo dos estudos de analise de associagao genémica ampla, geno-
me-wide association study (GWAS) é identificar marcadores moleculares
do tipo Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) associados com o fendtipo
de interesse (ZIEGLER et al., 2008). Em genética animal, as caracteristi-
cas analisadas sao as de interesse econdmico para as cadeias produtivas,
como resisténcia a endo e ectoparasitas, maciez da carne, auséncia/pre-
senca de chifres, etc. Esse tipo de analise envolve a utilizagdo de métodos
estatisticos e computacionais que manipulam uma grande quantidade de
dados para encontrar um conjunto de SNPs que expliquem a variagéo
fenotipica observada.

Em geral, a sequéncia de etapas envolvidas em um estudo de associacao
gendmica ampla pode ser resumida em:

a) Geracao dos dados de gendtipo e fendtipo.
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b) Realizagdo da analise de associagcao gendtipo-fendtipo.

¢) Anadlise das anotagdes das regides associadas e identificagdo de genes
candidatos.

d) Validagao experimental utilizando uma populagdo independente (Figura

1).

[  Geragdo de dados |
genotipos
+

v fenotipos
Indicagdo de
marcadores (genotipos)
associados com o

fendtipo
Lista de marcadores
v associados

Analise das regioes e

genes associados

- - A 4 - Figura 1. Etapas do processo simplificado de analise de
Va“daQ?O _experlmental associagdo gendmica ampla. A etapa em destaque (azul)

(populagéo independente) é aquela em que o software anotaSNP é utilizado.

A etapa (c) é realizada apos a identificacdo do conjunto de SNPs associa-
dos com o fendtipo estudado e tem como primeiro passo mapear esses
SNPs no genoma de referéncia do organismo, identificar os genes presen-
tes em suas vizinhangas e proceder com a coleta de anotagdes funcionais,
como as fungdes que esses genes desempenham e/ou as vias bioldgicas
de que participam, em diferentes bancos de dados publicos. 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 anotagdes funcionais, realizando o mapeamento dos SNPs no
genoma de referéncia, identificagao de genes em sua vizinhanga e busca
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por informacgdes sobre fungdes e vias biolégicas relacionadas. Para isso, é
criada uma base de dados local, considerando informagdes oriundas das
seguintes bases de dados publicas: 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 disponiveis nos bancos de dados publicos, KEGG,
NCBI e Animal QTLdb, e extrair as informagdes relevantes, integrando e
armazenando-as num banco de dados local. Este banco de dados contém
informacgdes sobre SNPs, genes, vias biologicas e anotagao funcional,
ficando disponiveis para consulta. A segunda etapa, online, consiste em
realizar uma consulta tendo como query uma lista de SNPs ou de regides
do genoma de interesse. O resultado é retornado como um arquivo no
formato HTML, contendo uma tabela que relaciona os SNPs aos genes
proximos, suas respectivas anotagdes, bem como links para os respectivos
sites originais.

Figura 2. Processo de coleta
de anotagbes sobre genes e
vias bioldgicas.

Internet

BD local

Lista de Coleta de anotagoes
marcadores —»| sobre genes e vias |—» @
associados biolégicas

Espera-se que a automatizagao do processo descrito acima e sua inclusdo
em pipelines de GWAS em genética animal contribuam para uma maior
produtividade e eficiéncia na execucao de projetos de pesquisa que de-
mandem este tipo de analise. Dessa maneira, o pesquisador pode manter
o foco na interpretacéo das informacdes bioldgicas relacionadas ao estu-
do.
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Modelo de dados

O banco de dados local implementado pelo software anotaSNP integra

as informacdes oriundas das diferentes fontes de dados publicas (KEGG,
NCBI e Animal QTLdb), visando facilitar a construgao de resultados de
consulta (pagina HTML) as anotagbes funcionais de SNPs, genes e vias
biolégicas associadas com o fendtipo estudado. O correspondente modelo
de dados é apresentado na Figura 3.vv

Novo Projeto - SQL Power Architect 1y W) 1342 3%
P-4 modelo_de_dados - SQL Power Architect

@ Arquivo Editar Conexdes ETL OLAP Enterprise Ferramentas Perfil Janela Ajuda
B 2 & 9¢ e 3@
Homologo Homolo2Gene N
™ I [hID: VARCHAR [PK] [genelD: VARCHAR [PFK] Q
| hID: VARCHAR [ PFK] R ?tt e T o]
> -
[genelD: VARCHAR [PK] QHlD: VARCHAR [PK ] <
gene2ao hr_id: VARCHAR [FK]
90 | chr_i
(qolD: VARCHAR [PK, __, [aenelDi VARCHAR [PFKIP ISymbol; VARCHAR o ;@TEEAR
e s{golD: VARCHAR [PFK] description: VARCHAR et BIONT
category: vdencervaroan ] symbol_authority: VARCHAR| )
et VARCHAR levidence: VARCHAR liogivitly Gty lchr_id: VARCHAR [FK]
taxD: VARCHAR ¥ B
startPosition: BIGINT |
Feneritaa FinalPosition: BIGINT | —
kega_id: VARCHAR [PFK] | LG -
genelD:VARCHAR [PFK]| 00—l o jsnp_panel_id: INTEGER [PK] L]
g e i 1 oD VARCHAR [F] =
¥ | Name: VARCHAR o
Il Manufacturer: VARCHAR s
[taxID: VARCHAR [PK]) [Version: VARCHAR b
KEGG [Name: VARCHAR T
chromosome
keqq Id: VARCHAR [PK] [Chr_id: VARCHAR [PK] =
[Name: VARCHAR lbaiD: VARCHAR [ PFK] 4

o snp
sp_id: VARCHAR [PK]
snp_panel_id: INTEGER [ PFK ]
lchr_id: VARCHAR [FK]
[position: VARCHAR

Figura 3. Modelo de dados.

Tabelas geneinfo e chromosome

A tabela geneinfo contém informacdes relativas aos genes como: identifi-
cagao do gene, simbolo associado, descrigdo, nome, taxon do organismo
de origem (taxon € uma unidade taxonémica associada a um sistema de
classificagdo taxonémica, podendo indicar niveis de um sistema de classi-
ficagdo, por exemplo reino, género, espécie, subespécie, organismo, etc.),
cromossomo onde o gene se encontra, bem como as posi¢des de inicio

e fim. A tabela chromosome contém as informagoes de identificagao do
cromossomo e taxon do organismo ao qual ele pertence. Todas as informa-
¢Oes sao obtidas do arquivo geneinfo, trazido do sitio do NCBI.
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Tabela taxon

A tabela taxon contém o taxon ID e o nome correspondente aos organis-
mos com informagdes presentes no banco de dados local (sdo incluidos
todos os organismos presentes no arquivo homologene.data).

Tabelas go e gene2go

As tabelas go e gene2go contém informacgdes referentes as anotagbes
de GO, como identificagéo, evidéncia, categoria e termo. Posteriormente,
essas informagdes sao relacionadas aos genes. Essas informagdes séo
obtidas do arquivo gene2go, trazido do sitio do NCBI.

Tabela snp

A tabela snp contém as informacgdes relacionadas aos SNPs, como iden-
tificagéo, cromossomo onde se encontra, posi¢cao 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
informagdes contidas nessa tabela sao obtidas de arquivos especificos,
disponibilizados por fabricantes de painéis comerciais, € estao disponiveis
no diretério db (diretdrio incluido no pacote de distribuigdo do softwa-

re anotaSNP). S&o 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
Atabela snp_panel contém informagdes sobre painéis de SNPs, especifi-

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 contém informacgdes sobre as vias metabo-
licas descritas no banco de dados KEGG, relacionando-as com os genes
associados. Essas informagdes sado obtidas dos arquivos contidos na pasta
est.kegg.jp, trazidos do sitio do KEGG.

Tabelas homologo e homolo2gene

As tabelas homologo e homolo2gene contém informacgdes para relacio-
nar os genes homologos entre os organismos atualmente considerados
(B. taurus, S. scrofa, O. aries, G. gallus, Homo sapiens e Mus musculus).
Essas informagdes sdo consideradas para agregar anotagdes de genes de
organismos modelo como o M. musculus e/ou mais estudados como o H.
sapiens as anotacdes especificas do organismo estudado. Esses dados
séo obtidos do arquivo homologene.data, trazido do sitio do NCBI.

Tabela QTL

A tabela QTL contém as informacdes sobre Quantiative Trait Locus (QTLS)
— regides do genoma relacionados a genes que influenciam a manifestagao
de caractere quantitativo, por exemplo qualidade de carne em bovinos), in-
cluindo sua designagédo (nome), cromossomo em que se encontra e as res-
pectivas posig¢des inicial e final da regido. Essas informagdes sao obtidas
dos arquivos contidos na pasta QTLdb, trazidas do sitio do Animal QTLdb.

Implementacao

Para implementacéo do software anotaSNP, foi utilizada a linguagem de
programacgao Python (PYTHON, 2013). O banco de dados local foi im-
plementado utilizando o sistema gerenciador de banco de dados (SGBD)
PostgreSQL (POSTGRESAQL, 2013), acessado por meio do adaptador para
python Psycopg2 (PSYCOPG2, 2013). Para manipular o arquivo de ano-
tagdo de genomas, utilizou-se a biblioteca especifica para manipulagao de
dados biolégicos Biopython (BIOPYTHON, 2013).
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O software anotaSNP é constituido pelo conjunto de programas python
descritos abaixo, que devem ser executados conforme a ordem de prece-
déncia indicada.

Download e organizagao dos arquivos: script
downloads.py

Execugéo: $ python download.py

Este script faz download dos arquivos de anotagao de genoma e da base
de dados nos sites KEGG, NCBI e Animal QTLdb, organizando-os em sub-
diretorios do diretério <diretério de instalagdo do anotaSNP>/db. Caso os
arquivos ja existam no diretério, 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 sitio Animal QTLdb precisam ser baixados manualmente.
Mensagens na parte final do script alertam o usuario para a execugao
desta tarefa.

Popular banco de dados local: script popula.py

Execucéao: $ python popula.py -b <banco> -u <usuario'> -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 diretério <diretério de instalagdo do anotaSNP>/
db para extrair os dados necessarios para popula-lo, conforme ilustrado na
Figura 1. Caso o banco de dados local ja exista, ele € apagado e populado
novamente. Este script, combinado aos scripts download.py e position.py
constituem a parte offline do software.

As informacoes sobre os SNPs que compdem painéis comerciais especi-
ficos, descritos na Tabela 1, sao distribuidas com o software e podem ser
encontradas no diretdrio <diretério de instalagdo do anotaSNP>/db.

" O usuario PostgreSQL especificado deve possuir permissédo de superuser.
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Tabela 1. Arquivos contendo informagdes especificas sobre painéis comerciais de
genotipagem.

Bovine HD SNP_Map_cattle.txt
Bovine 50k BovineSNP50_v2_C.csv
Bovine 3k Bovine3K_2900_ED2_13Jul10_69831.design.csv

Swine 60k v1 SNP_Map_swine.txt
Swine 60k v2 PorcineSNP60v2.csv
Ovine 60k Ovine_HapMap_MarkerList_16Jan09.csv

o g WON -

Atualizar informacoes start/final position na tabela
geneinfo: script position.py

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

Este script faz o parsing (processo de analise da sequéncia de uma en-
trada, segundo uma gramatica pré-definida, para identificar a estrutura da
informacao que ela contém) dos arquivos de anotagéo de cada genoma,
trazidos do sitio do NCBI, e extrai informagdes da localizagdo 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 anotagao para a lista de SNPs e genes
proximos: script getsnpannotation.py

Execucao: $ 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]
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Saida: Documento HTML output_getsnpannotation.HTML. Se a opcéo -g
¢ utilizada, anotagdes de genes homologos dos organismos especificados
sdo agregadas ao documento HTML de saida.

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

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

Execugéo: $ 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]

Saida: Documento HTML output_getsinterval. HTML. Se a opgao -g é utili-
zada, anotagdes de genes homodlogos dos organismos especificados, sao
agregadas ao documento HTML de saida.

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

AnotaSNP utilizando a plataforma Galaxy

Também é possivel realizar consultas sobre anotagdes de SNPs (script
getsnpannotation.py) ou regides gendmicas (script getinterval.py) providas
pelo software anotaSNP por meio da plataforma Galaxy (GOECKS et al.,
2010). Para isso, & preciso:

a) Instalar o anotaSNP e popular o banco de dados local, conforme exem-
plificado nas se¢bes 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 diretério para receber o script (ex: myTools) dentro do diretorio
de instalagao do Galaxy (ex: “~/galaxy-dist/tools/myTools”).

17
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2. Realizar uma copia dos arquivos getsnpannotation.py e getsnpannota-
tion.xml para o diretdrio recém-criado.

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

tool_conf.xml (~/galaxy-dist) - gedit 1y @) 10:10

6 B B ooic - Bsaer &

tool_confixml x
1<?xnl version='1.8" encoding='utf-8'?>
2 <toolbox>

4
- |

6

7 <section id="getext" name="Get Data">

8  <tool fi ata_source/upload.xml" />

9 <tool ata_source/ucsc_tablebrowser.xml" />

1 <tool ata_source/ucsc_tablebrowser_test.xml" />
11 <tool ata_source/ucsc_tablebrowser_archaea.xnl" />
12 <tool ata_source/bx_browser.xml" />

13 <tool ata_source/ebi_sra.xnl

14 <tool ata_source/microbial_import.xml" />

15 <tool ata_source/biomart.xnl” />

16 <tool ata_source/biomart_test.xnl" />

17 stool ata_source/cbi_ri

18 <tool ata_

19 <tool ata_

20 <tool ata_

21 <tool ata_

22 <tool ata_source/modmine . xnl" />

23 <tool ata_source/mousenine.xnl" />

24 <tool i >

25 <tool X

26 <tool %

27 <tool X

28 <tool T

29 <tool X

3 <tool &

31 <tool ata_source/encode_db.xnl" />

32 <tool ata_source/epigraph_import.xnl" />

33 <tool ata_source/epigraph_import_test.xnl" />
34 <tool ata_source/hbvar.xnl" />

35 <tool enonespace/genonespace_file_browser_prod.xnl" />
36 <tool file="genomespace/genomespace_importer.xnl” />

XML + Largura das tabulagoes: 4 + Lin6, Col 13 INS

Figura 4. Alteracdes no arquivo “tool_config.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 llustrativo

1. Abra o terminal, va para o diretério que contém os arquivos do software
anotaSNP. Em seguida, execute o seguinte comando: python download.
py (sugere-se verificar a ocorréncia de erros/problemas entre as mensa-
gens emitidas pelo comando). Ao final do processo de download serao
indicados 3 sites para o download manual (Figura 5). Realize os downlo-
ads dos arquivos solicitados, armazenado-os no diretério 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
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gabriel@licd00z: ~/workspace/projetopy Ty W) 10:44 3

TERMINADO --2013-12-02 10:42:19--
Tempo total: 13s
Baixados: 1 arquivos, 516K em 4,3s (120 KB/s)
--2013-12-02 10:42:19-- http://rest.kegg.jp/list/pathway/mmu
Resolvendo proxy.cnptia.embrapa.br (proxy.cnptia.embrapa.br)... 10.129.8.245, 20
0.0.70.254
Conectando-se a proxy.cnptia.enbrapa.br (proxy.cnptia.embrapa.br)|10.129.0.245]:
3128... conectado.

isicao Proxy foi enviada, aguardando resposta... 200 OK

nao especificada [text/plain]

salvando em: “rest.kegg.jp/List/pathway/mmu”

[ <=> 1 17.515 --.-K/s em 0,001s

2013-12-02 10:42:20 (11,8 MB/s) - “rest.kegg.jp/list/pathway/mmu” salvo [17515

TERMINADO --2013-12-02 10:42:20--
Tempo total: 1,2s
Baixade arquivos, 17K em 0,001s (11,8 MB/S)
2:20-- http://rest.kegg.jp/link/mmu/pathway
Resolvendo proxy.cnptia.embrapa.br (proxy.cnptia.embrapa.br)... 10.129.0.245, 20
0.0.70.254
Conectando-se a proxy.cnptia.embrapa.br (proxy.cnptia.embrapa.br)|10.129.0.245]:

o Proxy foi enviada, aguardando resposta... 200 OK
o especificada [text/plain]
salvando em: “rest.kegg.jp/Link/nmu/pathway”

[ <> ] 582.466 72,7K/s  en 8,7s
2013-12-02 10:42:37 (65,2 KB/s) - “rest.kegg.jp/link/mmu/pathway” salvo [582466]

TERMINADO --2013-12-02 10:42:37--

Tempo total: 17s

Baixados: 1 arquivos, 569K enm 8,7s (65,2 KB/s)

site para os downloads:
http://www.animalgenone. org/cgi-bin/QTLdb/BT/download
http://www.animalgenone. org/cgi-bin/QTLdb/GG/download
http: //www.animalgenone. org/cgi-bin/QTLdb/SS/download

gabriel@licdee2:~/workspace/projetopys I

Figura 5. Processo de download dos bancos de dados, com indicagéo de sites para execugao
manual.

jgabriel@licdee2:~/workspace/projetopy$ python popula.py -s 123 -b banco -u gabriel
[BANCO: banco
: gabriel
123
lPopulando banco de dados 'banco' com o usuario 'gabriel’
[Password:
banco de dados 'banco' criado
IConectado ao banco de dados

't_taxon' Populada...

't_chromosome' Populada...

't_go' Populada...

't_geneinfo' Populada.

't_gene2go' Populada

snp_panel populada.

't_snp' Populada.

't_Homologo' Populada...

't_Homolo2gene' Populada...

't_kegg' Populada...

't_qtl' Populada.

't_genezkegg' Populada...
[Tabelas populadas com sucesso. -
gabriel@licdee2:~/workspace/projetopy$ python position.py -s 123 -b banco -u gabriel
[BANCO: banco
USUARIO: gabriel
[SENHA: 123
[Conectado ao banco de dados...
jgenome:cattle atualizado

pig atualizado...

hicken atualizado...

heep atualizado.

uman atualizado.
jgenome : house_mouse atualizado
Informacoes start e final position atualizadas.
jgabriel@licdeo2:~/workspace/projetopy$

Figura 6. Execucao dos scripts popula.py e position.py.
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ja estara carregado. Note que esses scripts (download.py, popula.py e
position.py) sdo executados ao se instalar o software anotaSNP, tal que
apos serem executados, a base de dados esta pronta para a realizagao
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).

lgabriel@licdee2:~/workspace/projetopy$ python getsnpannotation.py -s Input_Snps.txt -p 1 -d 500000 -b banco -u gabriel -passwd 123 -g 16090
irg de Snp's: 'Input_Snps.txt'

organismo homologo: 10090
Banco: banco

Usuario: gabriel

[Senha do BD: 123

Arquivo de saida 'output_getsnpannotation.html' criado
gabriel@licde2:~/workspace /projetopys

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

A pagina HTML resultante (Figura 8) apresenta as informagbes 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 informacdes sobre os genes/vias bioldgicas/QTLs proximos dos
SNPS query. A pagina HTML resultante obedece ao seguinte esquema de
cores:

e Dourado: inicio de um novo SNP.

e Laranja: nivel superficial onde se encontram os genes e a regido de QTL
presente no intervalo.

e Amarelo: nivel interno a gene, onde se encontram as informagdes oriun-
das de KEGG e GO do gene.

e VVermelho: nivel interno a gene, onde se encontra a informagao de gene
homologo.

e Verde: nivel interno a gene homdlogo, onde se encontram as informa-
¢bes do KEGG e GO do gene homdlogo.

e Azul: links para direcionamento do usuario para fontes de dados especifi-
cas (NCBI/Gene, GO, KEGG, NCBI/snpdb e QTLdb).
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SNP ID : ARS-BFGL-BAC-10591 gy FIgUTA 8)
ChrilD: 14 ‘ Position: 17544926

Regiao de QTL

-Somatic cell score
M = i

-Milk fat yield
-Somatic cell score

-Average Daily Gain
-Milk protein percentage

-Milk protein yield

-Milk protein yield
-Longissimus muscle area

-Somatic cell score
-Calving ease (direct

-Tick resistance
-Body weight (birth)
-Gestation length

-Somatic cell score
\-I]lk protein percentage

\.|]Lk grutem yield

\h'l'k protein percentage
-Body weight (birth)
I

-Fat thickness at the 12th rib

Milk fat yield
-Milk yield

Abnormal flavor intensity

Gene: uncharacterized LOC101907615

Gene: uncharacterized LOC101907564 ﬁ[[‘!g“m 9)

Gene: uncharacterized LOC100848930
Gene: WDYHV motif containing 1

Go

-nucleus

-cellular protein modification process

Gene Homoélogo: WDYHV motif containing 1

Go - Homolog

Ey‘tu plasm

ctivil
Drotem N- termmal glutamine ami activity

bvdm]ase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds, in linear amides

-protein catabolic process
|-cytosol

Gene: T H2, subunit C

Gene: nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 4 pseudogene

SNP ID : ARS-BFGL-BAC-12452

ChrlD: 12 | Position: 3849460

Reglao de QTL
—;‘gl ated fatty g [ £nl
-Monounsaturated fatty acid content

-Reef flavor intensity

Figura 8. Parte superior ilustrando uma pagina HTML contendo a relagédo genes/vias biolégi-
cas/QTLs préximos aos SNPs query.
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nih.gov, ~-@ B-

dbSNP
Short Genetic Variations

PubMed Nucleotide Protein Genome Structure PopSet Taxonomy
Search for SNP on NCBI Reference Assembl
Search Entrez  SNP - for Go

OMIM Book

SNP Search Result:

Search by “submitter SNP ID like ARS-BFGL-BAC-10591" returns total of 1
hits.

To Batch Query Download ss#

Go
RefSNP
Submitter NCBI
IGENERAL Organism Submitter Handle el ASSZY o ster
IRss Feedb . i) ID(rs#)
ARS-BFGL-
- U palas=Rela =] Sy
S::‘::‘p s cow_9913 BFGL BARC USDA p, = ocor’ 55105236242 (5100076417
ldbSNP Homepage 1 of 1 remaining subsnp starting at ss105236242. This is the last page.

Announcements

= GENERAL: Contact Us | Homepage | Announcements dbSNP Summary |
ldbSNP Summary

Genome | FTP SERVER | Build History | Handle Request

FTP Download DOCUMENTATION: FAQ | Searchable FAQ Archive | Overview | How to Submit
HUMAN VARIATION | RefSNP Summary Info | Database Schema

ISNP SUBMISSION SEARCH: Entrez SNP | Blast SNP | Batch Query | By Submitter [New Batches |

IDOCUMENTATION Method | Population | Publication | Batch | Locus Info | Between Marker
ISEARCH NCBI: PubMed | Entrez | BLAST | OMIM | Taxonomy | Structure
IRELATED SITES

Disclaimer  Privacy statement

Figura 9. Pagina do sitio dbSNP (NCBI) alcancada a partir de link na pagina HTML de saida
na Figura 7.

nih.gov, + @/ B~ como utlizia 0 wget Q

ENCBI Resources @) How T

Signintol
Gene Gene + ||101907564uid] @
Save search Limits  Advanced
Display Settings: (%) Fuil Report Send to: &)
Table of contents
Summary

LOC101907564 uncharacterized LOC101907564 [ Bos taurus (cattle) ]
Gene ID: 101907564, updated on 30-Nov-2013

Genomic context

Genomic regions, transcripts, and products
Bibliography

Reference sequences

“ Summary A

Gene symbol  LOC101907564 Related sequences
Gene description  uncharacterized LOC101907564
Genetype NcRNA

RefSeq status MODEL Related information
Organism Bos taus BioProjects
Lineage Eukaryota; Metazoa: Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; L G gh
Ruminantia: Pecora; Bovidae; Bovinae; Bos st

~ Genomic context

Location: chromosome: 14
Sequence:  Chromosome: 14; AC_000171.1 (17507124..17509001)

Chromosome 14 - AC_000171.1
[1raseast b [17ms00ss

THERSS Ll mTes FAnaLRL
FeRL A3
196101917564

~ Genomic regions, transcripts, and products

PubMed({nucleotide/PMC)
RefSeq RNAS
Taxonomy

Links to other resources
Evidence Viewer
KEGG

General information
About Gene

Figura 10. Pagina de sitio com informagdes sobre gene alcangada a partir de link na pagina
de saida na Figura 7.
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Para realizar uma consulta usando uma lista de intervalos, especificada
pelo cromossomo, inicio e fim do intervalo, executa-se o comando getsin-
terval.py (Figura 11).

gabriel@licdee2:~/workspace/projetopy$ python getsinterval.py -s Input_interval.
txt -p 4 -g 10090 -b banco -u gabriel -passwd 123
'Input_interval.txt'

o homologo: 10090
: banco
: gabriel
Senha do BD: 123
Arquivo de saida 'output_getsinterval.html' cri
gabriel@licde02:~/workspace/projetopy$ l

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

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

ChrlD: 4

Inicio: 1.000 kb Fim: 8575.354 kb

Regiao de QTL

-Front leg conformation iﬂ?i ura 12
-Intramuscular fat content g )
-Backfat at tenth rib
-Melanoma susceptibility
-Small intestine weight
-Embryo weight
-Intramuscular fat content
d pigs
-Anal atresia
-rhinitis
-mummified pigs
-Segmented neutrophil number

Gene: uncharacterized LOC102166976

Gene: G protei receptor 20

Gene: thyroglobulin

Kegg

-Autoimmune thyroid disease ﬁ(Figura 13)
-Thyroid hormone synthesis

Gene: PHD finger protein 20-like 1

(Gene: uncharacterized LOC102158201

Gene: heat-like t ining protein family ber 1-like

Gene: KH domain containing, RNA binding. signal t juction iated 3

Gene: 5-oxoprolinase (ATP-hydrolysing)

Kegg

-Glutathione metabolism

Gene: WNT1-inducibl protein 1-like

Gene: uncharacterized LOC102165716

Gene: uncharacterized LOC102166810

Figura 12. Pagina HTML contendo a relagao genes/vias bioldgicas/QTLs proximos as regides
query.
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Pig QT Database - Mozl Firefox ) 1322 3% obter mais informacgdes sobre os genes/vias biolégicas/QTLs préoximos das

i Entrada (1) - xgabriel.bueno. Annotation £ Facebook  PigQTL Database By v keGG PATHWA 5320 +

animalgenome.orgco i/ Q1L db/55/adeca/QTL 10=1040) - €) [B- Googe al e regides query. A pagina obedece ao seguinte esquema de cores:
PigQTLdb Srowse ]| Searcn | viewvaps ] FAG A
| QTT. #16463 Description: e Dourado: inicio de um novo intervalo.
q“‘(‘)"::'if:ail Front leg conformation Vertebrate Trait|Forelimb conformation trait

e Laranja: nivel superficial onde se encontra os genes e a regido de QTL

T Symink|L SCOREF e oy presente no intervalo.

QTL Map Information QTL Experiment in Brief
Chromosome: |4 Animals:|Animals were gilts from a Large White line

QL peak tocatons 527 () oratarge e x Landce o5 e Amarelo: nivel interno a gene, onde se encontram as informagdes do

Breeds that this QTL i associated with:

QTL Span: | n/a Large white, Landrace
Upper, "Suggestive®: |n/a Design: |Animals were genotyped for 64,232 SNPs KEG G e G O dO ge ne .

Upper, "Significant”: | n/a using the Porcine 60K BeadChip and
analyzed for backfat, loin muscle area, body
Peak:|rs80811473 conformation, and feet and leg structural

i o i 15590 e ' e VVermelho: nivel interno a gene onde se encontra a informagao de gene

Lower, "Suggestive™: [n/a = . .
= — were jointly fitted using Bayesian

Analysis type: | Association 'techniques as random effects in a mixture h A |
Wodel testec [Mendalian model that assumed a known large omologo.
proportion of SNPs had zero effect.

Test base: - 3
Haploview

Threshold significance level: |Significant Notes:

e Verde: nivel interno a gene homadlogo, onde se encontram as informa-

Least Square Mean: |n/a
P-values: | <0.01 | Reference | o~ .
sy e, v 20 e s . ¢bes do KEGG e GO do gene homdlogo.

bpam oo DmIEOMN e

Figura 13. P4gina de site com informagées sobre QTLs alcancada a partir de link na pagina e Azul: Links para direcionamento do usuario para fontes de dados especi-
de saida na Figura 11. ficas (NCBI/Gene, GO, KEGG, NCBI/snpdb e QTLdb).

— wEeE Para obter anotagdes referentes a uma lista de SNPs por meio da plata-

& Entrada (1) - xgabriel. bueno. A f Facebook 9 KEGG PATHWAY: ssc05320 % B

=€) (8- cooge gl e forma Galaxy, e pressupondo que os procedimentos indicados na segéo

Kfpe  pamwavisscosono “AnotaSNP utilizando a plataforma Galaxy” foram executadas com suces-

genome.jp/dbget

Entry 5505320 Pathway ALL links .
RN oo Tryroid fiseass - Sus serota i) so, basta executar o Galaxy normalmente, abrir a ferramenta referente
Description|The classification of autoimmune throid disease (AITD) includes BioSystems (1)

Hashimoto's thyroiditis (HT) or chronic autoimmune thyroiditis and Ger

ot "eravesesise (B wns avtoomane Stopic g e ' ao anotaSNP, inserir o arquivo de entrada, as informagdes solicitadas, e

thyroiditis or primary myxedema. HT is characterized by the presence Ge"iﬁ[’ﬁ enes (53)
of goitre, thyroid autoantibodies against thyroid peroxidase (TPO) d F 1 5
ond Shyreglonitin. (19)-in soren g uarying Hegrech.of thpeotd executar o procedimento (Figura .
dysfunction. During HT, self-reactive D4+ T lymphocytes (Th) recruit Download RDF

B cells and D8+ T cells (CTL) into the thyroid. Disease progression

leads to the death of thyroid cells and hypothyroidism. Both

autoantibodies and thyroid-specific cytotoxic T lymphocytes (CTLs) =_ Galaxy Using 4.6 KB
have been proposed to be responsible for autoimmune thyrocyte =
depletion. In G, the TSH-R is the most important autoantigen. Tools A History z e

Annotation (version 1.0.0)

|Antibodies directed against it mimic the effects of the hormone on

thyroid cells, TSH, stimulating autonomous production of thyroxine containing all relevant information =

Unnamed history

and triiodothyronine and causing hyperthyroidism. The presence dor each SNP Filein: soks
of TSH-R-blocking antibodies that bind the TSH receptor in a similar Annotation inteval Creaeirve. | | | (LiEntadant 2 .
fashion to the antibodies in patients with Grave's disease but that containing all relev
block rather than activate the receptor explains some cases of :""‘““""‘9‘“” “"“E"""“ BT Panel number( 1:bovineHD, 2:bovine50K, 3:bovine3K, 4:Suine60k_v1, 5:Suine60k_v2, 6:0vine50k): 1: Entrada.tet >0 R
atrophic hypothyroidism. reach interval .
Class Human Diseases; Immune diseases GetData
unon Dise: e F—
Pathway map|ssc05320 Autoimmune thyroid disease UCSC Main table browser panco
UCSC Archaea table browser © User name:
BX table browser Restaes
—
4 BioMart Central server
BioMart Test server Detta (bp)::
. - ” . ~ . s B
Figura 14. Pagina de sitio com informagdes sobre vias biolégicas do KEGG, alcangada a Bl Rica M e
partir de link na pagina de saida na Figura 11. Database server:
odENCODE 1y sorver canos

Elymine server
Taxon of homologous organisms (ex: tx1, b2, ..)::
ALL

Fiymine test server
modENCODE modMine server

MouseMine server

Ratmine server Sl oo |

Figura 15. Exemplo de execugdo do anotaSNP utilizando a platafomra Galaxy.
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Apos a execucgao, basta clicar o icone view data para ter acesso as in-
formacgbes de anotacdo em formato HTML (Figura 16). Um procedimento
semelhante deve ser seguido para obter anotacdes referentes a uma lista
de regides genémicas.

Galaxy - Mozilla Firefox

1 @) 1516 %

& Entrada - xgabrieLbueno@. Admin/Tools/ToolConfigsy... Admin/Tools/Add Tool Tut. B Sk Google Tradutor

SNP Annotation History

Unnamed history

SNP Annotation a1me @

37: Annotation ondatals @ f %
22w

B
format: him, database: 2
Delta: 250 kb Arg de Snp's: homelgabrieligal

Painel: bovi

laxy-
22.at

or i g All

L
nha do BD: 123 Arq
ut_getsnpannotation himr

SNP ID : BovineHD1000006031
ChriD: 10 I Position: 18129.602 kb
Regiio de QTL W file

=

-Carcass weight
-Subcutaneous fat

16: Entrada.txt @R

-Marbling score

-Milk fat yield

-Udder attachment

-Muscle pH

‘Operate on Genomic Intervals Teat length

Statistics “Social separation-Vocalization

Bl wavelet Anaysis Body weight (weaning)

-Body weight (birth!

-Height (mature)

-Nitrogen content

-Teat placement

-Calving ease (maternal

~| |-Gastrointestinal tract weight
Longissimus muscle area s >
o

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

Conclusao

O software anotaSNP apoia analises de associagao gendtipo-fendtipo

em espécies animais de interesse agropecuario (bovinos, suinos e aves),
reunindo em uma pagina HTML informagdes publicamente disponiveis
sobre genes proximos ao conjunto de genes obtidos da analise de asso-
ciacdo. Este manual apresenta o modelo de dados e o conjunto de scripts
que o compdem, bem como exemplos ilustrativos que permitem ao usuario
(pesquisadores) utiliza-lo para obter informagbes biolégicas associadas ao
conjunto de SNPs obtido da analise de associagao gendtipo-fenotipo
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Apéndices
e SNPs utilizados no exemplo apresentado:

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

e Intervalo utilizado nos exemplos (Cromossomollnicio do intervalo!Final
do intervalo):

411000!8575354
5!14500000!9000000
1413000000!6000000
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