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Introdug:ao 2011). Entretanto, para a disseminacao de seu uso,

faz-se ainda necessaria a superacao de algumas
dificuldades, como o alto custo de desenvolvimento
de ensaios, a dificuldade de manipulacao de

dados em larga escala e a necessidade de uso de
softwares especializados.

Os marcadores moleculares sdo ferramentas Uteis
na deteccao de variacdes genéticas no DNA. Na
area vegetal, sdo utilizados na caracterizacao
molecular de gendétipos, no mapeamento de genes
e de regides gendmicas, na selecao assistida por
marcadores e em estudos de diversidade genética,
entre outras aplicagdes.

A genotipagem de SNPs se baseia na producao de
fragmentos alelo-especificos e posterior deteccao

por métodos como espectrometria de massa,
fluorescéncia e quimiluminescéncia. Diferentes
estratégias sdo adotadas para producéo destes
fragmentos, como extensao por primers, hibridizacao,
ligacao e clivagem por enzimas, sendo que a maioria
das plataformas de genotipagem emprega a etapa de
amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction)
para aumentar a quantidade de produtos (YU et al.,
2011). Algumas plataformas de genotipagem utilizam

g o | ) ainda a combinacao de mais de uma das estratégias
e mesma caracteristica estrutural, ou seja, troca acima (KIM: MISRA, 2007).

entre duas pirimidinas (T/C) ou duas purinas (A/G).
Os SNPs podem ocorrer em regioes codantes ou
nao-codantes. Quando ocorrem em regides codantes
e resultam na substituicao de aminoacidos, os SNPs
sao denominados nao-sinbnimos, porque podem
provocar a alteracao estrutural e funcional da
proteina traduzida, dependendo das caracteristicas
dos aminoacidos substituidos (KWOK; GU, 1999).

Dentre os diversos marcadores moleculares
disponiveis, destacam-se os SNPs (Single-
Nucleotide Polymorphisms), que sao mutacoes de
ponto que ocorrem no genoma em frequéncia alélica
minima de 1 % em dada populacdo. Mutacdes

de ponto consistem na substituicdo de um Unico
nucleotideo em fragmentos homélogos de DNA. As
substituicoes mais frequentes sdo as denominadas
transicoes, que sao trocas entre bases nitrogenadas

A Embrapa Arroz e Feijao utiliza a plataforma de
genotipagem BeadXpress Reader (lllumina), que
utiliza a fluorescéncia como método de deteccao.

Os dados gerados pelo equipamento sao analisados
através do software Genome Studio (http://www.
illumina.com/documents/products/datasheets/
datasheet_genomestudio_software.pdf). Este software
utiliza o método de clusterizacao (agrupamento) para
chamada dos alelos, baseando-se na proporcao entre
os sinais de fluorescéncia de cy3/cy5. Para tanto, o
método requer a analise de uma grande quantidade

Os SNPs vém gradativamente substituindo os
marcadores do tipo microssatélite (SSR) devido a
sua abundancia no genoma e estabilidade, aliadas a
facilidade de automacgao e multiplexagem (YU et al.,
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de individuos e a representatividade das trés classes
de gendtipos: homozigotos para cada alelo (A/A ou
B/B) e heterozigoto (A/B). Neste tipo de método, um
cluster heterozigoto é sempre esperado para atender
ao pressuposto de equilibrio de Hardy Weinberg.

No caso de amostras endogamicas, cuja taxa de
heterozigosidade é muito baixa, o Genome Studio,
com o intuito de estabelecer esse equilibrio, acaba
chamando um grupo homozigoto de heterozigoto ou
subdivide um grupo de homozigotos em heterozigoto
e homozigoto, provocando chamadas equivocadas
de alelos. Por esse motivo, Wright et al. (2010)
desenvolveram um algoritmo de genotipagem
denominado Alchemy, o qual utiliza o método
estatistico de inferéncia Bayesiana, ao invés de andlise
de agrupamento (http://alchemy.sourceforge.net).

O algoritmo do Alchemy parte do principio que

o resumo das intensidades de fluorescéncia para
cada canal (alelo) é uma distribuicdo composta

por um componente de sinal e um componente de
ruido. Quando um alelo esta presente, um valor de
intensidade do componente sinal é observado. Se

o alelo nao estéa presente, o valor de intensidade
observado é retirado do componente ruido. Por
exemplo, para um organismo dipléide com um
gendtipo AA sera observado um sinal no canal A

e um ruido no canal B, e do mesmo modo, mas no
sentido inverso, para um gendtipo BB. O genétipo
AB produziria sinal em ambos os canais. J& um sinal
de ruido, observado em ambos os canais, indica que
o ensaio falhou (no call). Esta distribuicao de sinal e
ruido é razoavelmente bem aproximada pelo ajuste
de uma distribuicdo Gaussiana. A partir disso, sao
calculadas as probabilidades posteriores de uma
amostra, para cada marcador SNP ter o genétipo
AA, BB, AB ou NC (no call). O genétipo considerado
para a amostra (Pcall) é aquele que possui maior
probabilidade posterior (WRIGHT et al., 2010).

Além de determinar o gendétipo da amostra,

o software Alchemy fornece uma avaliacao

da qualidade do dado, determinando qual a
probabilidade da chamada alélica estar correta.

A partir disto, pode ser escolhido um ‘threshold’,
ou seja, um valor minimo de probabilidade a ser
considerado, sendo que, para valores abaixo do
“threshold”, as chamadas alélicas sdao consideradas
como NC (WRIGHT et al., 2010).

A utilizacao do sistema Alchemy requer sua
compilacao e instalacao local, em ambiente Linux

ou Windows, e sua execucao se da por linha de
comando. Como arquivos de entrada, o Alchemy
utiliza dois arquivos de saida do Genome Studio. O
primeiro arquivo corresponde a um mapa que informa
a substituicdo nucleotidica de cada SNP e o segundo
informa as intensidades de fluorescéncia para cada
alelo (A/B) por amostra e por SNP. O arquivo de saida
do Alchemy é do tipo tsv (tab-separated values).

Para usuérios nao familiarizados com o Linux, o

que corresponde possivelmente a realidade da
maioria dos clientes do Alchemy, o uso de linhas

de comando é um fator limitante, sobretudo pela
necessidade para executa-lo, de conhecimento

de outros comandos do ambiente Linux, além do
comando alchemy especificamente. Assim, uma
interface grafica que permita o acesso amigavel

ao comando alchemy é bastante desejavel. Neste
trabalho, foi gerado o sistema Alchemy Web, que é
composto por uma interface grafica local que permite
a execucao remota do programa Alchemy, sem a
necessidade de conhecimento e uso de linhas de
comando, e que gera como resultado um arquivo em
formato csv (comma separated values), compativel
com planilhas Excel e OpenOffice Calc.

A interface gréfica foi construida utilizando-se

a linguagem JavaScript. Este programa permite

que o usudrio, a partir do seu computador,

acesse 0 Alchemy, através de uma pagina HTML
(http://200.17.55.25/alchemy). O programa apresenta
um formulario (Figura 1) onde o usuério deve inserir
os dois arquivos gerados pelo Genome Studio (Figura
2) e selecionar os parametros para a execucao do
Alchemy (Figura 3). O programa também verifica se
todos os parametros foram corretamente preenchidos
e, em caso negativo, devolve uma mensagem de erro.
O programa apresenta ainda uma janela suspensa de
ajuda ou “Help”, que mostra, passo a passo, Como
executar remotamente o sistema. Para desenvolver o
programa que recebe os dados inseridos no formulario,
executou-se o Alchemy remotamente e retornaram-se
os resultados obtidos, utilizando a linguagem PHP.

7N Eniapa
Arroz e Fejjao
Alchemy - Analisador de qualidade de SNPs
Insira os arquivos relafivos a Intensidade ¢ Mapa de SNPs

Selecionar arquivo..

Mapa de SNPs:
Alterar parfimetros

Obs.: a geragio dos resultades pode levar alguns minutos...
Figura 1. Imagem inicial do AlchemyWeb.
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Executando o Alchemy Web

Para exemplificar o acesso e o uso do Alchemy Web,
foram utilizados dados obtidos em feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.), no Laboratério de Biotecnologia
da Embrapa Arroz e Feijao, através da plataforma
BeadXpress (lllumina). O Alchemy Web foi acessado
via web e os dois arquivos de saida do Genome Studio
foram inseridos no formulério (Figura 2).
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Arroz e Fejao

Alchemy - Analisador de qualidade de SNPs

Insira os arquivos relativos a Intensidade ¢ Mapa de SNPs

Intensidade: VC0013574. tXT
Mapa de SNPs: [ veOOL3374.map. txt

Alterar pardmetros

Obs.: a geragiio dos resultados pode levar alguns minutos...
Figura 2. Insercdo de arquivos oriundos do Genome Studio no
Alchemy Web.

O sistema oferece um conjunto de paradmetros

com valores recomendados (default), que podem

ou nao atender as necessidades e particularidades
da amostra. Para personalizar os valores, deve-se
selecionar “Alterar parametros” (Figura 3). Neste
trabalho, os parametros het-estimate threshold e
inbreeding coefficient foram configurados para 1 e
0,9, respectivamente. O primeiro pardmetro, também
denominado de heterozigosidade, refere-se ao limite
de amostras heterozigotas que sdo esperadas para

a populacdo em estudo. Este valor pode variar de O
a b, sendo que, quanto mais préoximo de O, menor o
numero de heterozigotos esperado. Ja o inbreeding
coefficient é o valor de coeficiente de endogamia
das amostras, que pode variar de -0,5 a 1,0, sendo
que, valores mais préximos de 1 indicam amostras
mais endogamicas. Para os demais parémetros,
utilizou-se o default. Informacoes sobre todos os
parametros podem ser obtidas em http://sourceforge.
net/apps/mediawiki/alchemy/index.php?title =Using_
ALCHEMY ou no link “Parametros do Alchemy” do
Alchemy Web. Neste caso, uma janela suspensa
fornece a descricao dos parametros (Figura 4).

Alchemy - Analisador de qualidade de SNPs

Insira os arquivos relativos a Intensidade e Mapa de SNPs

Intensidade VC0013574. tXT
Mapa de SNPs:  [VC0013574. map. Tt
[Hi] --em-start-points
500 --em-maz-iterations
. [10 --em-search-f
e —het-estimate-threshold
[os -i (inbreeding coefficient)
o0 fenps

Mais sobre parémetros, veja: parametros do Alchemy

Obs.: a geragio dos resultados pode levar alguns minutos...

Figura 3. Selecao de valores de parametros no Alchemy Web.

{8 sourceForge. net: Using ALCHEMY - alchemy ] il
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El ~input- P
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<filename= file=<filename:>
- —-sample- ' .
optional  sample defintion file
<filename= map==<filename>=
= sp-
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<filename> map=<filename=
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Mais sobre parametros, veja: parametros do Alchemy

Figura 4. Janela suspensa com descricdo dos parametros e seus valores.

Apds o preenchimento do formulério, a submissao dos
dados e a execucao do programa Alchemy, instalado
no servidor, se dé através do acionamento do botao
“OK"”. O programa faz o carregamento do arquivo de
resultados e abre uma janela, como apresentado na
Figura 5. O usudario pode entdo escolher entre abrir ou
salvar o arquivo de saida. A aparéncia do arquivo, em

planilha Excel, é apresentada na Figura 6.

Deseja salvar ou abrir este arquivo?

Alell & Nome: outputalchemy.csv
aj Tipo: Arquivo de Valores Separados por Virgulas do M.
Origem: 200.17.55.25

Satver Cancelar

Insis

i a‘ Embora arquivos provenientes da Intemet possam ser dteis, alguns

e E
sua origem, n&o abra nem salve este arquivo. Qual é o tisco?

Figura 5. Aviso de conclusdo da anélise e arquivo de saida obtido.

A 8 G ) 3 F G H ! ) 3 L M
1 [# ALCHEMY $Id: alchemy,c,v 1,5 2009/12/19 16:15:12 koni Exp $
2 |#Program copyright 2008, 2009, 2010 Mark Hamilton Wright (Koni)
3 #BUILD DATE: Qua Out 27 12:44:56 BRST 2010
4 |#RUN DATE: Thu Oct 412:46:48 2012
5 s

6 [ssnp  sample ABcall ACGTcall P(call]  P(AA)  P(AB)  P(88)  PNC)  Aint,(adj8int, (adj A int, (rawB int, (raw)
7 |BARC-PV- VC001357:88 cc L00E+00 1,866-07 171607 1,00E400 9,956-06 633 9,87 668 999
8 |BARC-PV- VC001357.AA ™ 9,895-01 9,89E-01 1,916-03 260503 629603 862 861 874 873
9 |BARC-PV- VC001357.AA ™ 1,005400 1,00E400 1,166-06 1406-04 7,79€-05 9,03 62 92 62
10 | BARC-PV- VC001357:88 cc LODEX00 1,135-07 3,08E-07 1,00E+400 4,47E-06 612 0 617 9.9
11 |BARC-PV- VC001357:88 cc 1005400 198507 174807 1005400 121605 622 977 621 9,89
12 |BARC-PV- VC001357:88 cc L,00E+00 1,186-07 75SE-08 1,00E400 4,886-06 616 9,98 628 996
13 |BARC-PV- VC001357:AA ™ 1005400 1,005+00 2,048-07 3,916-06 578506 896 7,58 905 7,65
14 |BARC-PV- VC001357.AA ™ 1005400 1,00E400 7,236-06 3,556-05 S94€05 9,01 831 891 82
15 | BARC-PV- VC001357:88 cc LO0E00 1,365-07 912608 1,00E400 6,77E-06 609 985 603 3,77
16 | BARC-PV- VC001357:88 cc 1005400 1730507 1,285-06 1005400 583506 622 99 623 10
17 |BARC-PV- VC001357.AA ™ 1,00E+00 1,006400 1,31E-04 128E-05 1,74E-05 921 825 91 817
18 | BARC-PV- VC001357.88 cc 1005400 113507 6,356-08 1005400 446E-06 606 998 607 10,05
13 | BARC-PV- VC001357:88 cc 1005400 118507 7,706-08 1005400 463E-06 621 10,03 642 10,03
20 BARC-PV- VCO01357:AA ™ 9,66E-01 9,66E-01 9,23E-03 §,64E-03 158E-02 8,66 881 865 879
21 |BARC-PV- VC001357:88 cc 1005400 1,4E-07 6,685-08 1,005/00 460506 609 998 613 9,98
22| BARC-PV- VC001357:88 cc LODE00 1,446-07 4,89E-07 1,00E400 7,206-06 619 9,87 625 985
23|BARC-PV- VC001357.88 cc 1005400 1738E-07 1,01€-07 1005+00 658E-06 6,19 9.9 61 986
24 |BARC-PV- VC001357.AA ™ 1,005400 1,00E400 3,07€-05 1,066-04 207604 888 838 88 837
25 | BARC-PV- VC001357:88 cc L,00E00 1,076-07 249E-07 1,00E400 3,65:-06 606 1007 633 991

Figura 6. Arquivo de saida do Alchemy Web em Excel.

Cada coluna tem seu significado, conforme pode
ser visto em http://sourceforge.net/apps/mediawiki/
alchemy/index.php?title = ALCHEMY _Output_File
Format. Os valores de P(call) e P(NC) sdao muito
relevantes e significam:

P(call) -> probabilidade a posteriori de a chamada alélica
estar correta.

P(NC) -> probabilidade de o ensaio ter falhado (no call).

P(AA) -> probabilidade de o gendétipo AA ser verdadeiro.
P(AB) -> probabilidade de o gendtipo AB ser verdadeiro.
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P(BB) -> probabilidade de o genétipo BB ser verdadeiro.

Os valores de P(AA), P(AB) e P(BB), somados,

sao iguais a 1. Assim, quando o valor de um deles
aumenta, os dos outros decrescem. O indice P(call)
considera a maior probabilidade posterior entre P(AA),
P(AB) e P(BB), determinando qual é o gendtipo da
amostra (Coluna AB call da Figura 6) e o quanto
esta chamada alélica pode ser verdadeira. As outras
colunas, na ordem em que aparecem, se referem

ao nome do SNP, nome da amostra, chamada AB
(onde AA é um homozigoto para o alelo A, BB é um
homozigoto para o alelo B e AB é um heterozigoto) e
chamada ACGT (na qual a chamada AB é convertida
para as chamadas de nucleotideos, dependendo do
mapa do SNP). Neste caso, por exemplo, se para
determinado SNP a chamada A se refere a Timina

e a chamada B se refere a Citosina, entdo AA seria
TT e BB seria CC. As préximas colunas indicam as
probabilidades posteriores conforme descrito acima.
Para facilitar a visualizacao desses valores, estes
podem ser convertidos em porcentagem.

Conforme exemplo mostrado na Figura 6, e ampliado
na Figura 7, para o SNP BARC-PV-0006107, a
amostra VC0013574-Feijao-PlacaO1_RO01_CO0O01
apresentou o alelo BB, que pelo mapa do SNP
corresponde ao genétipo Citosina-Citosina, com
1,00E+00 (100,00%) de probabilidade P(call) de
esse gendtipo ser verdadeiro. Pode-se verificar

que o P(call) é o valor de P(BB), ou seja, a maior
probabilidade posterior neste caso.

B c o 3 F G H !
1 [#ALCHEMY $id: alchemy,c,v 1,5 2009/12/19 16:15:12 koni Exp
2 |#Program copyright 2008, 2009, 2010 Mark Hamilton Wright (Koni)
3 #BUILD DATE: Qua Out 27 12:44:56 BRST 2010
4 |#RUN DATE: Thu Oct 412:46:48 2012
5[
6 [#snp sample ABcall | ACGTcall P(call)  P(AA)  P(AB)  P(8B)  PNC)
7 |BARC-PV-0006107 VC0013574-Feijao-Placa0l_R001 CO01 8B cc 1,00E+00 1,86E-07 1,71€-07 1,00E400 9,95E-06
8 |BARC-PV-0006107 VCO013574-Feijao-Placadl R001_C002  AA ™
9 |BARC-PV-0006107 VCO013574-Feijao-Placa0l R001_C003  AA ™
10 |BARC-PV-0006107 VCOD13574-Feijao-Placall_RO001_C004 8B cc
11 |BARC-PV-0006107 VCOD13574-Feijao-Placal_R001 C00S 88 cc
12 |BARC-PV-0006107 VC0D13574-Feijao-Placal_R001_C006 88 cc
13 |BARC-PV-0006107_VC0013574-Feijao-Placa0l RO01 C007 A ud

Figura 7. Exemplo de resultado gerado pelo Alchemy.

9,895-01 9,895.01 1,91£-03 2,605-03 629503
1,005400 1,006400 1,16E-06 1,408-04 7,79€-05
1005400 1,135-07 3,085-07 1005400 4,47E-06
1,006400 1,988-07 1,74E-07 1,00E400 1,21€-05
1,005400 1,18E-07 7,55E-08 1,00E+00 4,88E-06
1,005400 1,00E400 2,04E-07 3,91E-06 5,78E-06
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Conclusoes

O desenvolvimento de uma interface gréfica para o
Alchemy na web permitiu o acesso rapido e facil ao
programa, fornecendo resultados de genotipagem
rapidos e precisos, evitando a subjetividade na
analise e, simultaneamente, apresentando a
avaliacao da qualidade dos resultados, informando
qual a probabilidade posterior das chamadas alélicas
estarem corretas.
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