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Apresentacao

As publicacdes técnicas da Série Embrapa sdo importantes veiculos de
informacao, destinados a produtores, técnicos, empresarios do
agronegécio, pesquisadores, estudantes e publico em geral,
interessados nas tecnologias desenvolvidas pela Empresa e seus

colaboradores.
Tratam-se de publicacdes com distintas caracteristicas, objetivos e

publico alvo, tais como: Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento;
Documentos; Circular Técnica; Comunicado Técnico; Sistemas de

Producéo; Livro e outros.
A Embrapa Pecudria Sul utiliza estes veiculos para comunicar suas

tecnologias produzidas, recomendacdes, praticas agricolas e resultados
de pesquisas e desenvolvimento, direcionando ao publico interessado
informacdes ligadas a producao de forrageiras e pastagens,
bovinocultura de corte e de leite e ovinocultura dos Campos

Sulbrasileiros.
E com satisfacdo que oferecemos mais esta obra, suplementando o

trabalho vem sendo desenvolvido pela Embrapa Pecuéria Sul, em Bagé,
no sentido de desvendar o funcionamento dos genomas e promover o
uso dessas informacdes no melhoramento genético em prol da melhoria
da produtividade e sustentabilidade da pecuaria sulina.



Esta publicacdo da Série Embrapa é um manual pratico para utilizacéo
do sistema Easy LD Estimates, uma ferramenta de suporte as pesquisas
com gendmica em animais de producdo. As informacdes contidas no
documento visam orientar a utilizacdo do sistema para calcular e visual
de forma simplificada parametros estruturais dos gendmas (desequilibrio
de ligacao e correlacao de fase de ligacdo entre marcadores) e
caracteristicas populacionais para diferentes espécies e racas (tamanho
efetivo e divergéncia populacional). Essas informacdes sdo essenciais
para o delineamento de estudos gendémicos e na aplicacdo pratica da
gendmica no melhoramento animal. Esperamos que os leitores
desfrutem deste Documento e sugerimos que, em caso de maior
interesse no tema abordado ou necessidades de esclarecimentos,
realizem o contato com nosso Servico de Atendimento ao Cidadao
(SAC)?, ou pelo fone (53) 3240-4650. A Embrapa terd o maximo prazer
em atendé-lo.

Fernando Flores Cardoso
Chefe Adjunto de PD&l

'Disponivel em: <www.embrapa.br/faleconosco/sac/>.
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Introducao

Calculo de desequilibrio de ligacao utilizando
a ferramenta Easy LD Estimates para
plataforma Galaxy - versao 1.0

Este documento tem por objetivo descrever a utilizacdo e a
funcionalidade da versdo 1.0 do programa Easy LD Estimates para o
ambiente Galaxy. Originalmente desenvolvido na Michigan State
University em linguagem R por J. P. Steibel, no site da instituicdo estao
disponibilizados os scripts, bem como o banco de dados’. A adaptacao
ao Galaxy foi desenvolvida no Laboratério de Bioinformatica e
Estatistica Gendmica da Embrapa Pecuéria Sul.

O Galaxy Project é uma plataforma web, de cédigo aberto, de
mineracdo de dados, gerenciamento de dados e arquivamento eletrénico
que visa tornar a bioinformatica acessivel a pesquisadores com nenhum
conhecimento de programacao de computador (GOECKS et al., 2010).
Essa plataforma dispde de diversas ferramentas pré-instaladas que
realizam varios tipos de andlise de dados?. Uma das principais
caracteristicas desta ferramenta é a capacidade de insercdo de novos
scripts, que podem rodar nas mais diversas linguagens de programacao.
A possibilidade de inserir novas ferramentas faz com que o Galaxy
possa ser um mediador entre o usudrio e as ferramentas executadas,
pois elimina diversas etapas, tais como criacdo de arquivos de
parametros, os quais podem ser construidos automaticamente pelo
Galaxy a partir de formuldarios intuitivos. Também evita a sequéncia de
linhas de comando executados via terminal.

Essa adaptacédo foi realizada com objetivo de facilitar a utilizacdo dos
scripts originais do LD Estimates de Steibel, que necessitam de diversas
alteracdes em cdédigo fonte para que o processo de estimacao se inicie,
podendo dessa forma serem inseridos erros nos cédigos fontes

2Disponivel em: <https//msu.edu/ ~ steibelj/JP_files/LD_estimate.htm|>.
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ocasionando retrabalho e demanda de tempo para que o erro seja
solucionado. Além disso, uma hierarquia de diretérios e arquivos de
parametros precisa ser criada. A execucao realizada via terminal pode
ser um limitante para usudarios nao habituados com a interface de linha
de comando ou a linguagem estatistica R (R FOUNDATION FOR
STATISTICAL COMPUTING, 2015).

Uma vez instalado na plataforma Galaxy, o Easy LD Estimates constroéi
a hierarquia de diretérios, cria o arquivo de parametros e realiza as
alteracdes necessdrias nos scripts de forma totalmente automatizada.
Além disso, todos os scripts serdo executados na ordem sequencial
correta, de modo que as Unicas acoes tomadas pelo usudrio sdo a de
preencher um formulario no inicio do processo e a de coletar os
resultados ao final da andlise. Pode-se também integrar outras
ferramentas do Galaxy antes ou depois da execucdo do Easy LD
Estimates. Tal integracao é feita através do recurso Workflow do
Galaxy. O Workflow integra as ferramentas enfileirando os processos e
sem a necessidade de aguardar um resultado para dar inicio ao processo
seguinte.

O Easy LD Estimates utiliza a estimativa do r2 (considerando o quadro
da correlacdo entre os genétipos de cada par de loci de um mesmo
cromossoma para n individuos) como a medida de desequilibrio de
ligacdo (Linkage Disequilibrium - LD) calculando a média de r2 para
todos os pares de combinacdes de SNPs, a média de r2 para os SNPs
adjacentes, a correlacdo de fase dos marcadores em distancias pré-
determinadas, o tamanho efetivo da populacédo e a divergéncia
populacional. Dessa forma, a implementacao do Easy LD Estimates na
plataforma Galaxy permite uma facil execucédo e visualizacdo dos dados
e resultados por meio de um browser de navegacdo da web, o que torna
o trabalho do pesquisador mais facil em relacdo ao uso da interface de
linha de comando tradicional.
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Dados de entrada e formatacao
dos dados

S3o necessarios os arquivos de mapa dos marcadores que devem ser
do tipo SNP (polimorfismos de base Unica) e o arquivo de genétipos ja
com a fase de ligacao pré-determinada (haplétipos) como segue:

Mapa dos SNP

Deve conter trés colunas: 1) nome do SNP; 2) cromossomo; 3) posicao
em pares de base. No mapa deve existir todos os SNPs constantes no
arquivo de haplétipos. Pode-se acrescentar dados adicionais tais como
SNPs ndo usados ou colunas adicionais, que serado ignoradas. O arquivo
de mapa nao deve conter cabecalho.

Tabela 1. Formato do arquivo de mapa (ndo deve conter cabecalho).

N do SNP c Posicdo em
ome do romossomo pares de base
SNP1 1 240047

SNPn n n

Arquivo de haplétipos

O arquivo de hapldétipos deve estar formatado conforme os arquivos de
saida do software BEAGLE (BROWNING, 2011) em um arquivo Unico. A
primeira coluna deve conter um identificador "I" (conforme descrito no
manual oficial, a segunda coluna deve conter o nome do SNP e todas as
colunas seguintes os haplétipos (alelo transmitido pelo pai e pela mae de
cada individuo). Os haplétipos podem ser codificados como A/T/C/G,
A/B ou qualquer codificacdo numérica, com somente marcadores
bialélicos sendo aceitos.
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Tabela 2. Formato do arquivo de entrada dos haplétipos.

[ SNP ID1_1 ID1 2 IDn_2
M SNP1 A T c
M

M SNPn c G A

Como rodar o programa

Acesso ao Galaxy

O acesso a plataforma Galaxy pode ser feito na pagina do Laboratério
Multiusuario de Bioinformatica (LMB) da Embrapa Informatica
Agropecudria (CNPTIA). Conforme as politicas de acesso estdo
previstas as formas de acesso para laboratérios parceiros que
necessitem apenas da infraestrutura computacional, e para os parceiros
que necessitem da colaboracao para planejar e executar a avaliacdo de
bioinformatica de seus projetos e podem ser acessadas no site
institucional. A interface do Galaxy é baseada na plataforma web e
pode ser acessada por quaisquer navegadores independentemente do
sistema operacional.

Upload dos arquivos

O upload dos arquivos é feito via interface drag-and-drop (arrastar e
largar) como demonstrado nas figuras 1 e 2. Para iniciar o processo de
upload é necessario utilizar a opcao Start da caixa de selecdo de
arquivos e entdo Close ao final do processo de upload. Os arquivos
estardo prontos para uso quando todos os status de upload estiverem
em 100% como demonstrado na Figura 3.
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Figura 3. Arquivos prontos para serem enviados

Preenchimento do formulario

e selecionar arquivos
Para a execucdo da ferramenta, deve-se preencher o formuléario de
parametros. O preenchimento do formulério requer atencao, pois alguns
dos parametros sao vetores e devem ser digitados seguindo um padrao
especifico. No formulario devemos selecionar os arquivos de entrada
(Mapa de SNPs e Haplétipos) e informar os parametros nos campos
Target distance Id, Target distance pp, Breed name (nome das racas na
andlise) e Sparse markers (TRUE ou FALSE) exemplificado na Figura 4.
Os valores sao determinados conforme a necessidade do usuério.

Parametros: o parametro_7Target distance Id (Figura 4) estima o
desequilibrio de ligacdo (r’) médio nos intervalos em pares de base (pb)
entre as distancias especificadas pelo usuario. Por default o script
estima automaticamente o r’ médio e apresenta graficamente a cada
100 kb de O a 10 Mpb. O vetor numérico Target distance pp (Figura 4)
contém os intervalos de distancia no qual ird ser calculada a
persisténcia de fase entre as populacdes em analise. Na anélise de
marcadores esparsos a opcao TRUE (Figura b) ird proceder a andlise de
desequilibrio de ligacdo entre SNP adjacentes de painéis esparsos, neste




caso deve-se determinar a densidade dos marcadores dentro do painel.
Como exemplo o vetor numérico esparso (Figura 5) é um conjunto de 2,
4 e 10 no qual ird resultar em trés painéis de marcadores incluindo um a
cada dois, quatro e dez marcadores, respectivamente. No caso da
opcao FALSE ser a elegida o programa nao ird executar a analise de
painéis esparsos.

O Easy LD Estimates for Galaxy pode ser utilizado para as medidas de
desequilibrio de ligacdo para diversas espécies. Apds a indicacédo dos
nomes das racas e dos arquivos de haplétipos relativos a cada raca
assim como a definicdo dos parametros da andlise, a execucéao da
andlise se dard pela selecdo da opcao Execute (Figura b).
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Figura 4. Interface do Easy LD Estimates, entrada dos arquivos e
definicdo dos pardmetros da anélise.
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Arquivos de saida

O Easy LD Estimates entrega ao usuario diversos arquivos de saida apdés
uma analise, alguns arquivos em formato PDF (contendo os gréaficos) e
outros em formato TXT. Esses arquivos em TXT ja ficam salvos na base
do Galaxy e podem ser utilizados em qualquer outra ferramenta no
Galaxy que tenha arquivos neste formato como paradmetros ou entrada.
Na Figura 6 podemos observar que existe uma coluna a direita onde é
apresentado um histérico de acdes executadas pelo usuério. Essas
acoes incluem upload de arquivos, execucdo de ferramentas, erros de
execucdo e os arquivos de saida gerados. Cada arquivo de saida, seja
um PDF ou TXT, serd uma nova linha nesse histérico. Os arquivos sdo
entregues um de cada vez para que estejam disponiveis na base do
Galaxy e possam ser utilizados como parametros para outras
ferramentas, da mesma forma como se tivessem sido enviados pelo
usuario. A Figura 6 apresenta a saida gerada pela execucédo da
Ferramenta Easy LD Estimates.
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Figura 6. Coluna History.

Na coluna History basta clicar na opcao View Data em qualquer uma das
linhas de saida que o usuério deseja visualizar e a informacao sera
apresentada na tela central do Galaxy como mostra a Figura 7. Além disso,
existem outras opcbes como download, destacada na Figura 8, que
permite baixar o arquivo de saida e a opcao Run this job again.
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Figura 7. View Data.
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Figura 8. Download de arquivos de saida.

A opcao Run this job again, retorna a pdagina de execucdo do Easy LD
Estimates devidamente preenchida com os parametros da andlise anterior,
permitindo ao usuério realizar as alteracdes que julgar necessério e rodar a
andlise novamente. Um exemplo de clique na opcédo Run this job again é
apresentada na Figura 9.
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Figura 9. Run this job again

Consideracdes finais

As vantagens obtidas pela adaptacdo da ferramenta LD Estimates a
Plataforma Galaxy séo diversas. Contudo, cabe destacar a facilidade para
executar andlises, por construir a hierarquia de diretérios e realizar as
modificacdes nos arquivos fonte de forma automatica, sendo que o
usudrio nao precisa ter conhecimentos em programacao e nem saber
utilizar uma interface de linha de comando. Mesmo usudrios mais
avancados podem tirar vantagem desse novo método de execucdo, que
reduz o tempo e o esforco necessario para que uma nova andlise seja
iniciada. Ademais, o software garante que erros de sintaxe nao serao
inseridos nos arquivos fonte, garantindo que o software executara até o

final de forma correta.
Outro destaque é a possibilidade de enfileirar processos do Galaxy para

permitir que arquivos de saida de outras analises ja finalizadas, ou ainda em
execucdo, sejam usados como parametro de entrada de novas anélises de
outras ferramentas disponiveis na plataforma. Além disso, o pesquisador
poderda acompanhar seus experimentos de qualquer lugar, desde que a
plataforma Galaxy esteja instalada em um servidor com acesso liberado
para conexdes de qualquer origem (Acesso ao Galaxy), o que podera ser
feito de qualquer dispositivo com acesso a Internet.
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