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1 Introducao

A biotecnologia tem sido fundamental para o avango observado na
Agropecuaria nos tltimos 30 anos. A bioinformatica, drea multidisciplinar
responsavel pela anélise do grande volume de dados resultantes das tecnolo-
gias genomicas, foi imprescindivel nesse avango. Com o advento das chama-
das tecnologias de sequenciamento de nova geragao, passou a ser produzido
um volume extraordinariamente grande de dados gendmicos que precisavam
ser analisados. Na era da transformagao digital, a capacidade de geragdo de
dados bioldgicos cada vez mais rapida, com valores mais acessiveis e em maior
volume produz uma vasta quantidade de dados, o Big Data. Esse grande e
crescente volume de dados exige solugdes em pelo menos trés ambitos: in-
fraestrutura escalavel, gerenciamento dos dados e uso inteligente desses dados.

A bioinformatica utiliza ferramentas computacionais para responder a
perguntas bioldgicas complexas e contribuir com resultados inovadores. O
tema envolve o uso de uma infraestrutura de computagdo de alto desem-
penho e ferramentas para organizar, analisar, integrar, processar, simular e
armazenar grandes volumes de dados derivados de experimentos in vivo e in
vitro. Um desafio da bioinformatica é integrar os dados heterogéneos gerados
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pelas ciéncias “0micas” (tanto entre si como com os dados gerados pelas
ciéncias “tradicionais”), permitindo descobertas que vdo além das possiveis
em cada uma das disciplinas individualmente. Varias novas camadas de “6mi-
cas’, como analises de genomas, metabolomas, transcriptomas, interactomas,
tornaram-se importantes para os avan¢os das pesquisas. A integracdo de toda
essa informacgao permite fazer descobertas e melhorar o conhecimento dos
sistemas bioldgicos.

Acesso a alta capacidade de armazenamento e processamento, com po-
derosos algoritmos de indexacédo, assim como aplicagdes com aprendizado
de mdquina, é indispensével para a execucdo de atividades de bioinforma-
tica. Mais importante, uma equipe capacitada e em constante atualizacio
para auxiliar no planejamento dos processos de geragdo dos dados, na ana-
lise de dados e na extra¢do/obten¢do de novos conhecimentos a partir do
Big Data é o que vai propiciar a Embrapa ser um ator relevante nessa area
do conhecimento.

Nesse contexto, em 2011, foi criado o Laboratério Multiusuario de
Bioinformatica (LMB) da Embrapa, com o propésito de dar suporte em
bioinformatica aos projetos de PD&I alinhados com os objetivos estratégi-
cos da Embrapa. Desde sua criagdo, o LMB ja atendeu uma ampla carteira
de projetos, dentro de trés diretrizes de atuagéo:

+ Acesso ao parque computacional com infraestrutura de alto desempenho;

o Consultoria na analise de dados biologicos que requerem computagio
de alto desempenho, seja pelo volume de dados, seja pela complexidade
das analises;

» Treinamentos visando multiplicar competéncias através de cursos e ou-
tras acdes de capacitagdo.

O LMB tem atuado em projetos de pesquisa da Embrapa e de institui¢coes
parceiras, envolvendo mais de 20 culturas e criagdes estudadas em mais de 50
projetos de pesquisa. Uma peculiaridade importante é que, em bioinformatica,
cada projeto é unico, e a equipe do LMB trabalha para atender essas demandas.
Sua atuagdo em bioinformatica baseia-se nas areas de: analise da expressao
génica, montagem e andlise de genomas, identificagdo de marcadores mole-
culares, andlise de transcriptomas e metagenomas, estudos de evolugao, mo-
delagem de sistemas bioldgicos, predigdo de estruturas proteicas e interagao
molecular, intera¢ao ou inibi¢do de moléculas, entre outras atividades.

1.1 Infraestrutura computacional do LMB para suporte

a projetos de bioinformatica aplicada a agropecuvaria

Os projetos em bioinformatica exigem uma infraestrutura computacional
diferenciada, sendo muito dificil ou mesmo impossivel a execu¢do da maioria
deles apenas com o uso de equipamentos computacionais comuns. Pode-se
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compreender o motivo de tais requisitos quando se considera a complexi-
dade computacional dos algoritmos executados e o volume de dados biold-
gicos analisados.

O objetivo desta sessdo é apresentar a infraestrutura computacional utili-
zada para o armazenamento e o processamento do grande volume de dados
produzidos pelos projetos de pesquisa em biotecnologia da Embrapa e de suas
institui¢des parceiras. Essa infraestrutura estd focada na disponibilizacao de
capacidade de processamento e memdria e de armazenamento de grandes
volumes de dados.

Para fazer frente aos diversos algoritmos com alta complexidade compu-
tacional presentes na bioinformatica, é padrio a utilizagdo de clusters com-
putacionais para o processamento de dados. Para aqueles que estdo menos
familiarizados com a area de computagdo de alto desempenho, um cluster
¢ formado por um conjunto de computadores ligados em rede com um né
de coordenagio central, sendo utilizados juntos na solu¢ido dos problemas
computacionais. A principal vantagem de um cluster é proporcionar o poder
de computagao de dezenas, centenas e, em alguns casos extremos, milhares
de nds de processamento de uma forma transparente para o usudrio, ou seja,
sem que ele necessite interagir e disparar anélises de dados em cada uma das
maquinas individualmente. As tarefas (jobs) a serem executadas no sistema
sao disparadas a partir de um né de gerenciamento, permanecendo em uma
ou mais filas de execugdo e sendo automaticamente enviadas para um n6 de
processamento adequado, quando possivel.

Com o advento da computagdo em multicores, cada né de processamento
nos clusters modernos tem algumas dezenas de nuicleos; em algumas situagoes
excepcionais, cada n6 pode chegar a centenas de nucleos de processamento.
Surge, entdo, uma questdo muito importante para o processamento em bioin-
formatica: quanto de memoria devera ter cada n6 de processamento? Para a
resposta, deve-se considerar que a quantidade de memoria é diretamente pro-
porcional ao numero de nicleos no né de processamento; além disso, deve-se
considerar que essa propor¢io tem aumentado com o desenvolvimento de no-
vas técnicas de investigacao biologicas, que geram quantidades de dados cada
vez mais significativas. Sendo assim, até ha pouco tempo, o recomendado era
que houvesse em cada né de processamento 8 Gb de memoria RAM para cada
nucleo disponivel. Com o significativo aumento no volume de geragdo dos
dados bioldgicos, essa quantidade sofreu uma atualizagdo, e as novas platafor-
mas de processamento destinadas a atividades de bioinformatica estdo sendo
desenvolvidas com 16 Gb de memoria RAM para cada nucleo disponivel no né.

Outra questio relevante nas plataformas de processamento de dados bio-
légicos esta relacionada com o armazenamento e a preservagdo dos dados.
Basicamente, o gargalo mais significativo a ser superado aqui diz respeito a
quantidade de dados a ser armazenada. A velocidade de acesso a esses dados
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ndo impacta significativamente no desempenho das plataformas, pois, no
geral, as ferramentas e os programas executados para a realizagao das anali-
ses irdo carregar os dados para a memdoria e executar os procedimentos por
um tempo significativo. Um atraso na carga inicial ndo modifica demasia-
damente o tempo total de execugdo da tarefa. No entanto, uma restri¢do na
capacidade de armazenamento do ambiente computacional terd uma ampla
gama de ocorréncias negativas. Nao se pode trabalhar com diversos projetos
ao mesmo tempo, pois comumente eles demandam algumas centenas de
gigabytes, podendo, para alguns projetos excepcionais, chegar a algumas
dezenas de terabytes para o armazenamento dos dados brutos. Durante as
analises, é necessario armazenar dados intermedidrios, que podem ser de
até uma ordem de grandeza dos dados originais. Sendo assim, atualmente
as plataformas para processamento de dados bioldgicos utilizam corriquei-
ramente sistemas de armazenamento com capacidade de alguns petabytes.

O ambiente de processamento disponivel hoje possui um cluster com um
no6 de controle (head node) e 14 (quatorze) nds de processamento. Destes, 13
(treze) tém 64 nuicleos e 512 Gb de memoria RAM cada um. H4 também um
no especial, utilizado para a execugdo de tarefas que exigem grande quan-
tidade de memoria. Esse n6 possui 2 Tb de memdria RAM e 160 nucleos
para processamento. No total, o cluster disponibiliza 992 nucleos. Para o
gerenciamento das tarefas no cluster, utiliza-se um sistema gestor de filas,
desenvolvido inicialmente pela Sun Microsystems, conhecido como SGE -
Sun Grid Engine. Especificamente para a bioinformatica, uma plataforma
computacional em cluster é bastante 1til, pois, em geral, os problemas da
area envolvem multiplos conjuntos de dados (datasets) processados em pi-
pelines constituidos por multiplos estdgios, sendo facil a paralelizagdo do
processamento em maquinas separadas no ambiente. Problemas com tais
caracteristicas sdo ideais para a execucdo em clusters.

Para o armazenamento de dados, estdo disponiveis: um storage SGI
Infinite com capacidade para 150 Tb em uma configuragdo com RAID 6;
e um storage IBM DS3412 com capacidade para armazenar 51 Tb em uma
configura¢do com RAID 5. Além do armazenamento principal, é vital que
haja uma politica de backup que garanta a seguranc¢a dos dados na plataforma.
Em virtude do volume de informagdes recebido e gerado constantemente, a
metodologia com o melhor custo-beneficio para o backup envolve o uso de
fitas LTO. Atualmente, hd no ambiente uma biblioteca de fitas com capaci-
dade para 44 unidades LTO6. Como cada fita LTO6 propicia, em média, o
armazenamento de 6,25 Tb de dados, a biblioteca tem a capacidade de tratar
até 275 Tb de backup on-line.

Esse tipo de infraestrutura computacional é indispensével para a exe-
cugdo das analises dos dados de projetos de pesquisa em bioinformatica
na agricultura.
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2 Aplicagoes

2.1 A bioinformatica e a cadeia produtiva do tambaqui

O primeiro objetivo estratégico da Embrapa é “desenvolver conhecimen-
tos e tecnologias para o adequado manejo e aproveitamento sustentavel dos
biomas brasileiros” A Embrapa, historicamente, sempre se preocupou com
o desenvolvimento regional, atuando em linhas de frente em que o risco cien-
tifico ou econdmico eram fatores desestimuladores para a iniciativa privada.
Em outras palavras, enfrentando problemas agropecudrios que empresas
privadas do setor avaliavam ser economicamente invidveis. Esse papel insubs-
tituivel da Embrapa garantiu, para citar um tinico exemplo, o aproveitamento
do bioma Cerrado para a agricultura, levando desenvolvimento e riqueza a
regido. O Brasil é um pais continental com desigualdades socioeconomicas
entre suas regioes geograficas. A regido Norte é rica em recursos naturais,
mas suas cadeias produtivas ainda carecem de desenvolvimento e inovacio.
Encontra-se ai uma cadeia produtiva de pescado cuja produgao anual de pei-
xes nativos é de 290 mil toneladas, segundo o Anuario da Piscicultura 2019,
sendo o tambaqui (Colossoma macropomum) o principal produto. Visando
promover o desenvolvimento dessa importante cadeia produtiva, entre outros
objetivos igualmente relevantes, a Embrapa, através do projeto BRS Aqua’,
identificou pontos criticos para o incremento da produgdo que, se adequa-
damente resolvidos, aumentariam a competitividade e a sustentabilidade da
cadeia produtiva do tambaqui.

Um dos pontos criticos identificado pela Embrapa na cadeia produtiva
do tambaqui” foi a ocorréncia de cruzamentos entre matrizes aparentadas.
Muitos piscicultores ndo sabem, mas a simples escolha das matrizes para o
cruzamento pode, se mal feita, reduzir de 10% a 30% o peso final dos peixes.
Isto é, usando a mesma quantidade de ra¢do na alimentac¢io, o produtor
poderia perder até 30% de conversao alimentar. Na literatura cientifica, esse
fendmeno é conhecido como depressio endogamica, e poucos produtores
de peixes sabem de sua existéncia. S6 para dimensionar o tamanho do pro-
blema, veja-se o caso dos peixes nativos que sao muito apreciados na regiao
Norte. Como mencionado, em 2019, a produgédo foi de 290 mil toneladas,
assumindo uma estimativa conservadora, pois o cruzamento de matrizes
aparentadas pode ter impactado negativamente a produgao em pelo menos

1 O projeto BRS Aqua tem financiamento do Fundo Tecnolégico do BNDES/Funtec, da Secretaria de
Pesca e Aquicultura (SAP) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), do CNPq, da
FAPDF e Embrapa. Nesta parte do projeto BRS Aqua atuaram, principalmente, as Unidades: Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Embrapa Pesca e Aquicultura e Embrapa Informética Agropecudria.

2 Esse ponto critico ocorre em todas as cadeias produtivas de peixe em
que nao ha como identificar o parentesco entre as matrizes.
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30 mil toneladas. Diz-se “pelo menos” porque, além da depressao endogémica,
o cruzamento entre matrizes aparentadas acarreta mais um fendmeno danoso,
conhecido cientificamente como “alelos fatais” Numa popula¢io qualquer,
alelos fatais sao raros; porém, quando ocorrem em homozigose, prejudicam
o desenvolvimento do embrido. Ou seja, esses alelos causam deformagdes nos
embrides ou abortam o seu desenvolvimento quando herdados tanto do pai
quanto da mée. Dai a recomendagio de se evitarem casamentos consangui-
neos. Se esses alelos sdo raros na populagido como um todo, dentro de familias
portadoras desses alelos a ocorréncia da homozigose ¢ significativamente
mais frequente, chegando até 25%. Isto é, num cruzamento consanguineo,
até 25% dos embrides podem ser perdidos ou apresentar defeitos congénitos.
Tanto a depressdo endogamica quanto os alelos fatais sdo problemas criticos
na cadeia produtiva dos peixes, mas que os produtores ou simplesmente
ignoram ou ndo tém condi¢des técnicas de evitar tais cruzamentos pela difi-
culdade de aferir o grau de parentesco entre as matrizes.

Além da depressao endogamica e dos alelos fatais, outro ponto critico é
a existéncia de hibridos férteis no plantel de matrizes. Nas aulas de Biologia,
aprende-se que, quando duas espécies diferentes cruzam, o resultado é um
animal infértil. Infelizmente, no caso dos peixes, isso nem sempre é verdade.
Por exemplo, o tambaqui pode cruzar com o pacu (Piaractus mesopotamicus),
e 0 hibrido é um animal fértil. Ocorre, entretanto, que muitos produtores
realizam o cruzamento de tambaqui com pacu porque os hibridos ganham
mais peso que os animais puros e o sabor da carne nao ¢ significativamente
afetado. Na literatura, esse fendomeno é conhecido como “vigor hibrido’, e
¢ bastante usado na produgdo de graos, por exemplo. O problema ocorre
quando hibridos, em vez de ir para o abate, sdo erroneamente escolhidos
para compor o plantel de matrizes. Embora essa escolha possa parecer im-
provavel num primeiro momento, ela ocorre porque a sele¢io muitas vezes
se baseia nas caracteristicas externas, e, devido ao vigor hibrido, nao é raro
que um hibrido seja erroneamente selecionado por apresentar maior peso,
por exemplo. Nesse caso, como os hibridos sdo férteis, o erro da escolha s
sera descoberto no momento do cruzamento, quando o produtor observara
a segregacdo natural que acarreta muita variabilidade nas caracteristicas de
interesse econdmico, como o peso ao abate. Produtores que vendem alevinos
para engorda podem ter sua credibilidade afetada por vender animais de
baixa qualidade, pois a variabilidade da segregacéo afeta bastante a engorda.

Uma vez identificados esses problemas, os pesquisadores da Embrapa
desenvolveram dois chips de DNA que resolvem tais questdes de forma ino-
vadora, eficiente e de baixo custo. Nesses chips, marcadores moleculares,
conhecidos como polimorfismos de um tnico nucleotideo, ou simplesmente
SNPs, podem fornecer informagoes suficientes para determinar o grau de
parentesco e pureza de espécie. No caso de parentesco, os marcadores devem
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possuir bastante variabilidade na populagdo estudada. Matematicamente,
isso equivale a exigir que o Minor Allele Frequency (MAF) seja proximo
a 0,5. O principio é exatamente o mesmo de um teste de paternidade, s6
que nessa aplicacao busca-se identificar qualquer grau de parentesco para
evitar cruzamentos consanguineos, diminuindo a depressao endogimica e
minimizando a ocorréncia de alelos fatais. O desafio cientifico é justamente
escolher os tais marcadores moleculares SNPs. No caso do tambaqui, por
exemplo, a falta de um genoma de referéncia publicamente disponivel foi
um primeiro obstaculo a ser vencido. Isso levou a Embrapa a realizar, inter-
namente, um Projeto Genoma do Tambaqui, e o LMB foi responsavel pela
montagem desse Genoma Tambaqui. Sdo aproximadamente 1,3 bilhdo de
nucleotideos divididos em 27 cromossomos (ou grupos de ligagdo). De posse
do genoma, o préximo passo foi selecionar uma subpopulagido representativa
da populacio de tambaquis e sequenciar o DNA do pool dessa subpopulacio.
O resultado desse sequenciamento foi mapeado no genoma de referéncia,
e finalmente foi realizada a descoberta de SNPs. Mesmo com a exigéncia
de uma cobertura minima de 150X, foram identificados mais de 2 milhoes
de SNPs (Ianella et al., 2019). Apesar do niimero significativo, apenas um
subconjunto satisfaz inimeras exigéncias. A tarefa de selecionar 96 SNPs
para compor o chip de parentesco levou em conta 0 MAF, o espagamento
dentro dos cromossomos, a anotagdo funcional e, finalmente, a auséncia de
variagdes genOmicas nas regioes flanqueadoras do SNP candidato. Como se
pode notar, o trabalho de bioinformatica foi bastante intenso para realizar
todas essas tarefas, o que justifica a necessidade de uma infraestrutura como
a do LMB. Apés a fase de validagdo dos SNPs em uma populagido diferente
daquela usada na fase anterior, os SNPs validados foram incorporados ao
chip, que se mostrou extremamente eficiente na determinagao do grau de
parentesco e ja esta sendo usado na cadeia produtiva do tambaqui. Ou seja,
o produtor ja possui uma ferramenta inovadora para eliminar a depressao
endogamica e os alelos fatais, evitando assim prejuizos silenciosos causados
pelos cruzamentos consanguineos.

Ja o chip de DNA para determinacdo de pureza exigiu analises mais com-
plexas. Isso porque foi necessario incluir na analise mais duas espécies que
cruzam com o tambaqui e produzem hibridos férteis, a saber, o pacu e a cara-
nha (Piaractus brachypomus). Como nenhuma dessas espécies possui genoma
de referéncia, foi necessario usar o genoma do tambaqui como referéncia.
Esse procedimento néo é trivial porque, além das varia¢des intraespécies, ha
também as variaces interespécies (tambaqui x pacu / tambaqui x caranha),
0 que aumenta o grau de complexidade das analises. Até mesmo na fase de
mapeamento dos reads no genoma de referéncia, a exigéncia de similaridade
teve de ser reduzida devido as diferencas interespecificas. Diferentemente dos
SNPs de parentesco, os SNPs para afericao de pureza de espécie devem estar
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“fixados”, isto é, ndo apresentar variagao na espécie, ou seja, MAF = 0. Um
exemplo pode ajudar a entender melhor o problema. Se em uma determinada
posi¢ao no genoma tem-se um nucleotideo “A” fixado no tambaqui, e nessa
mesma posi¢do tem-se o nucleotideo “C” fixado no pacu, entéo essa posi¢ao
do genoma é uma séria candidata a compor o chip de pureza de espécie, pois,
num teste de DNA, um resultado “A” significaria “tambaqui” e um “C”, pacu.
E para reduzir ainda mais os custos, buscou-se por marcadores genémicos
capazes de separar simultaneamente o tambaqui das outras duas espécies.
No exemplo anterior, isso significaria que a caranha também tivesse um “C”
fixado naquela mesma posigdo gendmica®. Dessa forma, com um tnico chip
de DNA é possivel avaliar a pureza do tambaqui em relagio as duas principais
espécies que produzem hibridos*. Mais uma vez, usando frequéncia alélica,
espagamento fisico no genoma e anota¢ao funcional, foram selecionados
96 SNPs para compor o chip, e depois da fase de validagdo em populagdes
independentes, os SNPs validados foram incorporados ao chip de aferi¢ao de
pureza. Com essa ferramenta gendmica pode-se eliminar todos os hibridos
que erroneamente tenham sido escolhidos para compor o plantel de matrizes.

Estudos de impacto economico realizados pela Embrapa, supondo uma
producdo média de 150 mil toneladas de tambaqui, preveem ganhos adicio-
nais entre R$ 9 milhdes e R$ 28 milhdes para os produtores’. Cada analise
de amostras para pureza e parentesco, atualmente, custa R$ 60,00. Para um
produtor com 100 matrizes, isso equivaleria a um investimento de R$ 12 mil.
Como cada matriz tem uma vida util de trés anos, esse valor é amortizado
por igual periodo. O investimento é insignificante quando comparado ao
retorno. Tanto ¢ assim que essas duas tecnologias, batizadas de TambaPlus®,
ja foram adotadas por produtores de cinco estados: Mato Grosso, Tocantins,
Roraima, Amazonas e Rondonia. E mais de 1.500 testes ja foram realizados.

A importancia do TambaPlus é tal que a tecnologia foi selecionada para com-
por um seleto grupo de tecnologias que foram destaque no 47° Aniversario
da Embrapa’.

3 Os SNPs sao marcadores bialélicos, o que viabiliza separar uma espécie de outras duas
simultaneamente. Ha SNPs trialélicos, porém sao rarissimos, e, portanto, nao é factivel produzir
um Unico chip de genotipagem que separe as trés espécies duas a duas simultaneamente.

4 Pelo que ja foi exposto, esse chip de pureza nao separa pacu de caranha.

5 Noticia fornecida em video conferéncia intitulada TambaPlus®: Ferramentas gendmicas para analise
e gestdo de matrizes de tambaqui destinadas a producéo de alevinos, disponivel na plataforma
Agrotins: https://agrotins.to.gov.br/programacao/tambaplus-ferramentas-genomicas-para-analise-
e-gestao-de-matrizes-de-tambaqui-destinadas-a-produca.html. Acesso em: 23 jun 2020.

6 Disponivel em: https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/46203188/
ferramentas-genomicas-ajudarao-a-evitar-cruzamentos-consanguineos-entre-matrizes-de-tambaqui

7 Disponivel em: https://www.embrapa.br/47-anos/solucoes-tecnologicas-em-destaque?link=47-anos
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As pesquisas na cadeia produtiva do tambaqui prosseguirdo. Ainda ha
muito espago para aprimorar a produgio de peixes. Em qualquer programa
de melhoramento genético ha, grosso modo, duas fases principais, a saber,
a fase de Selecdo e a de Cruzamento. O tambaqui ainda estd numa etapa
anterior, conhecida como pré-melhoramento. Nesse inicio, a preocupa¢io
principal foi evitar cruzamento consanguineo e a presenca de hibridos no
plantel de matrizes.

2.2 Bioinformatica no desenvolvimento

de vacinas: vacinologia reversa

Na produgdo animal, a utilizacdo de vacinas é uma alternativa efetiva e de
menor custo para prevengdo ou reducio da severidade de doengas que afe-
tam os rebanhos. A vacinagdo contribui para a manutencio da saide e do
bem-estar animal, para o aumento da eficiéncia na produgdo de alimentos
e para a redugdo da transmissao de zoonoses. Comparadas a outras formas
de controle, como o uso de antibiéticos e pesticidas, as vacinas apresentam
vantagens, como a ndo contaminag¢do do meio ambiente e dos produtos de
origem animal (carne, leite e ovos).

Seguindo a metodologia convencional de desenvolvimento de vacinas,
o patdgeno ¢ cultivado in vitro no laboratério e utilizado em sua forma ate-
nuada (na qual perde a habilidade de causar a doenca) ou morta para elicitar
uma resposta imune protetora no hospedeiro. Alternativamente, componen-
tes purificados do patdgeno também podem ser utilizados como antigenos,
nas chamadas vacinas de subunidades (Rappuoli; Covacci, 2003).

Embora as vacinas obtidas da forma convencional figurem entre as inven-
¢des mais importantes da humanidade, constituindo uma ferramenta pode-
rosa no combate aos agentes bioldgicos causadores de doengas, nem todos os
patogenos podem ser cultivados in vitro e utilizados no desenvolvimento de
vacinas, na sua forma convencional. Além disso, os métodos convencionais
sdo bastante demorados, podendo ser necessario de cinco a 15 anos para a
obtengdo de uma vacina eficaz (Vernikos, 2008).

A vacinologia reversa, metodologia publicada pela primeira vez por
Rappuoli (2000), surgiu como uma estratégia alternativa para a descoberta
de antigenos protetores para o desenvolvimento de vacinas que parte da ana-
lise do genoma do patdgeno alvo. Viabilizada em fun¢do do sequenciamento
genético em larga escala, juntamente com o desenvolvimento de ferramentas
de bioinformdtica, a vacinologia reversa utiliza ferramentas de predi¢éo in
silico para a identificagdo de alvos (antigenos) para o desenvolvimento de
vacinas. Por meio dessas ferramentas, genomas, transcriptomas e proteo-
mas sdo examinados in silico, proteinas preditas sio selecionadas com base
em atributos desejaveis — que podem induzir uma resposta imune capaz de
proteger contra uma determinada doenga, e os alvos sdo entdo identificados.
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A partir deles, diferentes tipos de vacinas podem ser delineados e desenvol-
vidos dentro de um intervalo de um a dois anos.

Vacinas comerciais obtidas por meio dessa metodologia ja sdo realidade.
Uma vacina desenvolvida contra a doenga meningocécica invasiva, causada
pela bactéria Neisseria meningitidis sorogrupo B, foi liberada para uso na
Europa em 2014 (Andrews; Pollard, 2014). Nessa vacina, a resposta imune é
desencadeada por epitopos - sequéncias especificas de residuos de aminoa-
cidos presentes no antigeno que participam diretamente da interagao com
anticorpos, que foram identificados por meio de ferramentas de bioinfor-
miética. Os epitopos tém sido considerados particularmente interessantes no
desenvolvimento de vacinas, uma vez que tem sido demonstrado que vacinas
compostas por esses peptideos sdo capazes de otimizar ou mesmo exceder o
potencial de protecao induzido pela proteina nativa cognata (Kao; Hodges,
2009). Em contraste com as vacinas vivas atenuadas, uma vacina contendo
um epitopo sintético ndo é capaz de reverter a viruléncia de um patdgeno
(Palatnik-De-Sousa et al., 2018). Ainda, vacinas baseadas em epitopos sdo
mais especificas, ndo induzindo respostas imunes indesejaveis, sao capazes
de gerar imunidade de longa duragédo e sao mais baratas do que as vacinas
convencionais (Ahmad et al., 2016).

Na abordagem da vacinologia reversa, as sequéncias das proteinas de
um organismo sdo analisadas utilizando-se programas de predigéo in silico.
Essas proteinas, no entanto, sdo, em sua grande maioria, preditas a partir do
sequenciamento de genomas e transcriptomas, por meio de ferramentas de
bioinformatica. Isso porque o sequenciamento genético em larga escala, pos-
sivel gragas as novas tecnologias que reduziram dramaticamente o custo de
geracao das sequéncias, do mesmo modo que aumentou exponencialmente
o niimero de sequéncias geradas a partir de uma amostra, tem acumulado
uma quantidade de dados gendmicos e transcriptdmicos sem precedentes.
Por outro lado, um avango tecnoldgico que permitisse o desenvolvimento
de técnicas de sequenciamento de proteinas com elevada sensibilidade e em
larga escala ainda nao aconteceu. O avango nas metodologias de obtengéo de
sequéncias expressas causou uma subsequente evolu¢ao nas metodologias de
analise. Uma lista de programas pode ser acessada na pagina “List of RNA-Seq
bioinformatics tools” (Wikipedia, 2020). Faremos a seguir uma breve descri-
¢do comentada da metodologia aplicada para obtengdo de genes diferencial-
mente expressos na glandula salivar do carrapato bovino (Andreotti et al.,
2018). Todas as ferramentas citadas sdo obtidas através de licen¢a académica
ou de institui¢ao de pesquisa governamental, ou possuem distribuicao livre.

Com o objetivo de melhor compreender a interagdo parasita-hospedeiro
e identificar possiveis genes e mecanismos envolvidos, um estudo iniciado
em 2015, financiado pela Embrapa, gerou mais de 600 milhdes de sequéncias
a partir do sequenciamento do RNA (utilizando a metodologia de RNA-Seq)
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de larvas, ninfas, glandula salivar, intestino e ovarios do carrapato do boi,

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Andreotti et al., 2018). Além da caracte-

rizagao dos transcriptomas dos diferentes tecidos, por meio da montagem de

novo, nosso grupo de pesquisa também identificou os genes diferencialmente
expressos (GDE) entre carrapatos crescidos em bovinos resistentes (Nelore),
bovinos susceptiveis (Holstein) e animais cruzados, com resisténcia inter-
medidria ao parasita (Nelore x Holstein). A andlise desse conjunto de dados,
por meio de ferramentas que informam a funcéo das proteinas preditas pelos

GDE e as vias bioldgicas em que atuam, trouxe novas descobertas acerca da

interagdo carrapato-bovino e apontou potenciais candidatos que podem ser

utilizados como antigenos no desenvolvimento de vacinas para o controle

do carrapato bovino (Giachetto et al., 2020).

O primeiro passo na anélise de RNA-Seq é a verificagdo da qualidade das
sequéncias geradas. Ferramentas como FastX Toolkit (FastX-GitHub, 2020)
e FastQC (FastQC-GitHub, 2020) verificam varios pardmetros, dentre os
quais destacamos:

o Qualidade média de bases e qualidade média por sequéncia. Para um bom
resultado, a sequéncia deve ter um “Phred score” superior a 30.

+ Contetdo de GC (%GC). A porcentagem da presenca das bases nucleoti-
dicas Guanina e Citosina na sequéncia deve aproximar-se da distribui¢ao
normal, uma vez que o conteudo em GC muito elevado dificulta a sintese
e, muitas vezes, o agrupamento (contigagem) das sequéncias durante os
processos de obten¢do e montagem.

o Quantidade de bases indeterminadas (%N). Bases indeterminadas difi-
cultam o processo de contigagem. Podem ocorrer no inicio do sequencia-
mento, onde existe uma saturagao de reagentes; no final, pela diminuigdo
da concentragio de reagentes; ou em uma regido com alta %GC, que
dificulta a leitura da regido pela polimerase.

o Presenca de adaptadores. Adaptadores sdo sequéncias de nucleotideos
curtas, utilizadas para a preparagdo da biblioteca e o0 sequenciamento.
Sua presenga prejudica a contigagem, originando sequéncias quiméricas.
Para elimind-los, ferramentas como Trimmomatic (Bolger et al., 2014) e
Trim Galore (TrimGalore-GitHub, 2020) sdo frequentemente utilizadas.

Como lidamos com um grande nimero de sequéncias, uma 6tima ferra-
menta para agrupar e visualizar os dados obtidos na analise de qualidade (e
mesmo passos posteriores) é o MultiQC (Ewels et al., 2016), que organiza os
resultados obtidos em uma péagina web.

Com a qualidade das sequéncias verificada, passamos para a obteng¢do do
transcriptoma, através da comparagdo sequéncia a sequéncia e da contigagem
delas por similaridade. Varias ferramentas podem ser usadas nesse passo,
citando, por exemplo, QUAST (Gurevich et al., 2013), que é recomendado
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para a analise de metagenomas. A ferramenta de escolha para a analise deste

trabalho foi o programa Trinity (Grabherr et al., 2011). Essa ferramenta ¢,

na verdade, um pipeline que reune, através de scripts desenvolvidos nas lin-
guagens de programagio Perl® e Python®, varias ferramentas de andlise para
qualidade, contigagem de sequéncias e estatisticas para a identificagao dos

GDEs, tendo como diferencial a possibilidade de identificacdo de isoformas

(o mesmo que transcritos) de um mesmo gene, oriundas do splicing alterna-

tivo. Diferentes tecidos podem expressar diferentes isoformas em diferentes

quantidades. Identificar a isoforma expressa localmente possibilita melhor
entendimento da expressido de um determinado gene em uma determinada
via metabolica ou tecido.

Obtido o transcriptoma, o proximo passo é a verificacdo da qualidade da
montagem. Uma primeira abordagem é o mapeamento das sequéncias utili-
zadas para a montagem de volta ao transcriptoma obtido. Em uma boa mon-
tagem, mais de 80% das sequéncias utilizadas mapeiam no transcriptoma.
Uma segunda forma de avaliagdo consiste na identificagdo e na quantificagdo
de sequéncias completas, através da analise de similaridade contra bancos de
dados curados, como o SwissProt ou o TrEMBL (The UniProt Consortium,
2019), ou na busca de ort6logos presentes na mais proxima classificagao do
organismo estudado, neste caso, os artrépodos, utilizando o software BUSCO
(Seppey et al., 2019).

Vérios fatores influenciam o delineamento experimental de um ensaio de
RNA-Seq para a identificagdo de GDEs:

o No preparo das amostras, desde a extracdo do RNA total até a obten¢io
de bibliotecas para sequenciamento, pode ocorrer o efeito de lote, em
que sdo incluidos desde a utilizagdo de diferentes solucoes (feitas em dias
diferentes) até quem as prepara (Conesa et al., 2016);

+ A profundidade de sequenciamento (o nimero de sequéncias geradas),
que influencia no nimero de sequéncias obtidas e, portanto, na quanti-
ficagdo do niimero de GDEs identificados (Conesa et al., 2016; Lamarre
et al., 2018);

« O ntmero de réplicas técnicas (quantas vezes uma mesma amostra é se-
quenciada), que influencia no poder estatistico para a detec¢do dos GDEs,
sendo recomendadas ndo menos que trés repeticdes (Conesa et al., 2016),
embora um maior numero (cerca de seis repeticdes) possa aumentar a
representatividade das sequéncias do transcriptoma (Lamarre et al., 2018).
E comumente aceito um ensaio com triplicatas, pois 0 aumento de réplicas
implica no aumento do custo de ensaio;

8 Disponivel em: https://www.perl.org

9 Disponivel em: https://www.python.org
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» A preparagdo de uma repeticao bioldgica. Conesa et al. (2016) apontam
que a variabilidade bioldgica é particular para cada ensaio, e apesar de
dificil de controlar, é importante para um estudo que envolve popula-
¢oes, sugerindo ao menos que a amostra bioldgica seja feita em triplicata.
Lamarre et al. (2018) apontam a detec¢do de até 20% de GDEs devido a
variabilidade bioldgica, o que pode néo justificar elevar os custos do ensaio.

A correlagdo entre as amostras utilizadas no ensaio é também uma me-
dida importante da qualidade da montagem e das bibliotecas construidas.
A andlise de componentes principais permite visualizar correlacdes entre
replicatas técnicas e bioldgicas, que devem, preferencialmente, formar
agrupamentos ndo muito distantes. Uma discrepancia entre amostras de
um mesmo grupo pode indicar contaminagao, mistura de amostras, erro
de sequenciamento ou efeitos de lote, que devem ser considerados para o
descarte da referida amostra. Importante também o fato de que sem uma
triplicata técnica, uma duplicata bioldgica devera ser descartada, prejudi-
cando toda a analise.

Com um transcriptoma de boa qualidade, passamos a identificacdo das
sequéncias diferencialmente expressas, os GDEs. Trinity incorpora diversas
ferramentas estatisticas para esse fim. Neste caso, optamos pelo uso de RSEM
(Li; Dewey, 2011), que estima a quantidade de cada transcrito realinhando as
sequéncias de cada biblioteca (ou tratamento experimental) ao transcriptoma
gerado — motivo da importancia da qualidade e da relagdo entre as replicatas -
e edgeR (Robinson et al., 2010), um pacote desenvolvido no programa esta-
tistico R (R Core Team, 2020) e integrante do Projeto Bioconductor (Huber
et al., 2015) para analise de dados bioldgicos, que realiza a comparagio par a
par das sequéncias geradas entre todas as amostras e identifica aquelas com
expressdo diferencial.

O penultimo passo é a anotagdo (ou identificagdo) de cada sequéncia
diferencialmente expressa, através da analise de similaridade em bancos de
dados de sequéncias nucleotidicas e proteicas, buscando homologia a sequén-
cias ja conhecidas, e em bancos de dados de vias metabolicas que informam
em qual (quais) delas o gene participa. Seguem uma anélise manual de cada
resultado, o embasamento bibliografico buscando a importancia de tal gene
ao desenvolvimento no ciclo de vida do carrapato, e a selecdo de possiveis
alvos para a fabrica¢do de vacinas.

A existéncia de vacinas comerciais disponiveis para o controle do carra-
pato bovino demonstrou que elas podem atuar de maneira efetiva no controle
das infestagdes, reduzindo a aplicacdo de acaricidas. A adogdo dessas vaci-
nas, no entanto, tem sido limitada, principalmente, por nio se mostrarem
efetivas contra todos os estdgios de vida do parasita, além de apresentarem
baixa eficacia contra algumas cepas regionais do R. (B.) microplus (Andreotti,
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2006). Resultados obtidos em teste conduzido pela Embrapa com um isolado
regional do carrapato evidenciaram uma eficacia de 46,4% e 49,2%, respecti-
vamente, para as vacinas TickGARD® e GavacTM (Andreotti, 2006). Assim,
tendo como base o banco de dados descrito anteriormente, nossa equipe
coordena hoje um estudo que prevé a identificagdo de epitopos imunogé-
nicos candidatos ao desenvolvimento de vacinas contra o carrapato bovino,
utilizando a metodologia da vacinologia reversa, a partir das proteinas pre-
ditas dos transcriptomas do parasita. Por meio da execu¢iao de um pipeline
contendo uma série de ferramentas de analise, os genes candidatos a alvos
para a producédo de vacinas sao analisados quanto a presenca dos epitopos
que podem interagir com o sistema imune do bovino para a produgéo de
anticorpos, auxiliando no combate a infestagdo do carrapato.

A obtengao de uma vacina com alta eficacia, utilizada de forma integrada
em estratégias de controle do carrapato bovino, devera reduzir consideravel-
mente as infestagdes dos rebanhos e as implicagdes relacionadas ao uso de
acaricidas, que incluem, além do custo e da contamina¢do ambiental, uma
preocupagio crescente da populagdo com a seguranca alimentar, o que tem
levado, cada vez mais, ao consumo de alimentos livres de residuos quimicos,
obtidos a partir de sistemas produtivos sustentaveis. Ainda, com a valida¢io
do pipeline que estamos propondo, o LMB podera aplicar a metodologia de
vacinologia reversa na identificagao de alvos para o controle de outros pro-
blemas de interesse da agropecuaria.

2.3 Ferramentas de bioinformatica

Conforme preconizado pela agricultura digital, para serem transformadas
em conhecimento 1util, as informagdes geradas a partir de experimentos
biolégicos devem estar acessiveis e, se possivel, disponibilizadas na Internet.
Os bioinformatas e os bidlogos computacionais lidam com esse cenario ha
mais de uma década, num ambiente com infraestrutura adequada como
a que foi descrita anteriormente, e implementam bibliotecas de software,
kits de ferramentas, plataformas e bancos de dados para obter sucesso
nesse assunto.

No LMB da Embrapa, varias ferramentas de andlise de dados sdo utili-
zadas, e tornou-se necessaria uma busca por uma solugéo de integra¢ao dos
dados. Os resultados das andlises sio armazenados criteriosamente em uma
estrutura de diretdrios e relatorios sdo gerados. Algumas ferramentas geram
resultados em formato ja disponivel para a Internet ou, até mesmo, podem
ser executadas diretamente on-line. Duas ferramentas em desenvolvimento
tém contribuido muito para a integragdo dos dados gerados e a transformagao
desses dados em informagao.

247
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2.3.1 Machado: um framework de

integracao de dados genémicos

Iniciou-se, em 2017, um projeto para descoberta de proteinas candidatas para
pipelines de construgdo de plantas transgénicas (Prado et al., 2014; Napier
et al., 2019) resistentes a estresses abidticos denominado PlantAnnot — de-
senvolvimento de um sistema de bioinformatica aplicado na descoberta de
genes relacionados a estresses abidticos em plantas, focado no tema de mu-
dangas climaticas. Para realizagdo desse projeto, um grande volume de dados
gendmicos foi extraido de bancos de dados publicos. O conjunto de dados
extraido corresponde a 53 genomas de plantas, totalizando mais de 1,8 milhao
de genes e mais de 2,3 milhées de proteinas. Esses dados foram utilizados
para realizar andlises computacionais de forma a selecionar 72 mil proteinas
de interesse para os pipelines. Um dos objetivos do projeto era o de armazenar
e disponibilizar os dados e as andlises realizadas.

Para solucionar esse problema de uma forma mais ampla, desenvolveu-se
um software de cddigo aberto chamado Machado, um framework de inte-
gragio de dados gendmicos escrito em Python'® que permite aos grupos de
pesquisa armazenar dados genomicos e que também oferece interfaces para
navegacao, buscas e visualiza¢do. O Machado utiliza a biblioteca BioPython
(Cock et al.,, 2009) que suporta a grande maioria dos formatos de arquivos e
programas utilizados na bioinformatica. Além disso, o Python vem se con-
solidando como uma das principais linguagens de programacédo na area de
ciéncias de dados (Millman; Aivazis, 2011), e o Machado pode também se
beneficiar das ferramentas dessa drea. Esse framework utiliza o esquema de
banco de dados Chado e, portanto, deve ser bastante intuitivo para adog¢io ou
execucao em bancos de dados que ja existem, pelos atuais desenvolvedores.

O esquema de banco de dados relacional biolégico do GMOD, Generic
Model Organism Database Project’, conhecido como Chado (Mungall;
Emmert, 2007), é uma das poucas iniciativas de codigo aberto que obteve
relativo sucesso em adogdo pela comunidade. Muitos softwares conseguem
se conectar a ele, como o Gbrowse (Stein et al., 2002), o Jbrowse (Skinner
et al., 2009) e o Apollo (Lee et al., 2013), que sdo importantes ferramentas
para visualizagdo e anota¢do de genomas. Existem algumas ferramentas para
integragdo de dados que usam o Chado como esquema de banco de dados
ou que conseguem extrair os dados desse esquema, porém elas foram desen-
volvidas em linguagens de programagédo pouco utilizadas na bioinformatica
(Kalderimis et al., 2014; Spoor et al., 2019).

10 Disponivel em: https://www.python.org

11 Disponivel em: http://www.gmod.org
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O Machado possui vérias ferramentas de carregamento de dados para
dados genomicos e para resultados de analises de softwares conhecidos no
meio bioldgico (BLAST, InterproScan etc.) (Altschul et al., 1990; Quevillon
etal., 2005), e sua interface web contém uma poderosa ferramenta de buscas
que permite filtrar e ordenar os resultados de forma rapida.

No ambito do projeto PlantAnnot, foi criada uma ferramenta, utilizando o
Machado, denominada Plant Co-expression Annotation Resource, para arma-
zenar e disponibilizar esses dados'?. Essa ferramenta é uma implementacio do
Machado que serve como exemplo de sua utilidade para pesquisadores que ne-
cessitam armazenar e tornar acessivel um grande volume de dados genomicos.

Para exemplificar, uma das utilidades do Plant Co-expression Annotation
Resource é a de possibilitar a navegacdo pelo genoma de 53 espécies de plantas
angiospermas, permitindo a visualiza¢ao de detalhes sobre genes, proteinas
e RNA por meio do navegador de genomas JBrowse. Outra utilidade dessa
ferramenta é a de realizar buscas por palavras-chave e uso de filtros. Dessa
forma, o usudrio consegue realizar buscas simples por genes, proteinas e
RNA, pelo uso de palavras de interesse. Mas também podera agregar a busca
filtros mais complexos, produzindo listas de resultados mais especificas, por
exemplo um conjunto de proteinas sem func¢do conhecida, candidatas para
a criagao de plantas transgénicas resistentes a estresses abioticos, como seca,
calor, frio, entre outros.

O Machado pretende ser um framework objeto-relacional moderno, que
usa os mais recentes modulos Python para produzir um programa de cédigo
aberto eficaz para pesquisa gendmica, podendo ser um projeto envolvente
para novos desenvolvedores, colaboradores e usudrios. Para tanto, criamos
uma conta corporativa para o LMB no GitHub, que acreditamos ser a pri-
meira conta da Embrapa nessa plataforma’®. Também foi criada uma versio
demonstragio do sistema’®.

A ferramenta Machado vai passar por fases de aperfeicoamento para pro-
jetos em andamento na Embrapa, como o projeto “O Hologenoma de Nelore:
Implicagdes na Qualidade de Carne e em Eficiéncia Alimentar”, com foco
em melhoramento genémico de bovinos, liderado pela Embrapa Pecuaria
Sudeste. Esse projeto pretende identificar mecanismos moleculares relacio-
nados a maciez da carne, e, para isso, foram produzidos diversos conjuntos
de dados que precisam ser integrados, como genomas, transcriptomas, pro-
teomas, genotipagens, entre outros.

12 Disponivel em: https://www.machado.cnptia.embrapa.br/plantannot
13 Disponivel em: https://github.com/Imb-embrapa

14 Disponivel em: https://www.machado.cnptia.embrapa.br/demo_machado
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2.3.2 BDPFG: sistema web para recuperacao de

informacao de pedigree, fenotipos e genotipos

O desenvolvimento de tecnologias de genotipagem em larga escala de mar-
cadores moleculares do tipo Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) - para
estimar o perfil gendmico de animais — permitiu tanto o desenvolvimento
de estudos de associagido genotipo-fendtipo em escala gendmica (do inglés
genome-wide association studies - GWAS) quanto a introdugao da tecnolo-
gia de selecdo gendmica em programas de melhoramento genético. As tec-
nologias atuais para geracao de dados moleculares sao capazes de realizar
a genotipagem de dezenas a centenas de milhares de marcadores SNP, em
um unico ensaio para cada individuo, com enorme velocidade e automagao
(Caetano, 2009).

Por outro lado, essa conjuntura implica na necessidade de armazena-
mento de um enorme volume de dados, ndo somente de genétipos, mas tam-
bém de fendtipos e pedigree de um niimero cada vez maior de animais. Dessa
forma, realizar o armazenamento adequado e a extra¢do de conhecimento
util a partir dessa quantidade de dados torna-se um grande desafio. Dado
o volume de dados armazenado, uma questdo importante a se considerar
no desenvolvimento de uma solu¢io computacional é a adequabilidade da
modelagem do banco de dados a aplicagdo desejada, pois esta tera impacto
direto nos tempos de consulta e escrita em sistemas gerenciadores de bancos
de dados relacionais (SGBD), onde essa informacéo estard armazenada.

Diante disso, com o objetivo de fornecer uma solugao que fosse eficiente
tanto no armazenamento quanto na integragdo e na consulta desse alto vo-
lume de dados, o sistema Banco de Dados de Pedigree, Fenétipos e Gendtipos
(BDPEFG) foi desenvolvido. O objetivo desse sistema ¢é integrar dados en-
viados, de varios formatos, para que se possam analisd-los nos softwares
de avaliagdo genética/gendmica. O BDPFG foi inicialmente desenvolvido
utilizando um diagrama de dados proposto por Higa e Oliveira (2015). Esse
diagrama foi redesenhado de forma que possibilitasse a implementagdo do
tipo JavaScript Object Notation (JSON). Com a implementa¢do dos tipos
JSON e texto em algumas tabelas, foi possivel o uso da abordagem Not Only
SQL"™ (NoSQL) para armazenar parte dos dados, agilizando consultas que
necessitariam realizar jungdes (joins) com outras tabelas.

Para o desenvolvimento do sistema, foram escolhidos componentes de
tecnologia de informagédo dentro da filosofia do uso de software livre. O
sistema gerenciador de banco de dados escolhido foi o PostgreSQL'®, por
ser um SGBD confidvel, amplamente utilizado no mercado. Como software

15 Disponivel em: http://nosql-database.org

16 Disponivel em: https://www.postgresgl.org


http://nosql-database.org
https://www.postgresql.org

7o)

AGRICULTURA DIGITAL: PESQUISA, DESENVOLVIMENTO E INOVAGCAO NAS CADEIAS PRODUTIVAS 251

para controle de versio, foi utilizado o GitLab'’, hospedado na Embrapa.
A linguagem de programagio escolhida foi Java'® e seus componentes da
tecnologia Java Enterprise Edition (Java EE).

Dentre as tecnologias Java EE disponiveis e utilizadas pelo BDPFG des-
taca-se, entre outras, a estrutura Java Server Faces (JSF). A arquitetura do
framework JSF emprega o modelo MVC (Model, View, Controller), que faz
a separacdo entre as camadas de apresentacdo e de aplicacdo. O servidor de
aplicagdo escolhido para abrigar o sistema BDPFG foi o WildFly™.

O projeto de desenvolvimento do sistema utilizou alguns conceitos do
Scrum, que é um framework agil para a realizagdo de projetos complexos.
O Scrum retne atividades de monitoramento e feedback, em geral, por meio
de reunides rdpidas e didrias com toda a equipe, procurando identificar e
corrigir quaisquer deficiéncias no processo de desenvolvimento. Além disso,
o método Scrum baseia-se em fundamentos como: equipes pequenas, re-
quisitos desconhecidos e iteragdes curtas, estas denominadas de sprints
(Schwaber, 2004).

O sistema BDPFG possui muitos recursos implementados e estd em
processo de homologagido pelos usudrios. Por meio de sua interface web é
possivel realizar consultas e importagdes de dados fenotipicos, genotipicos e
de pedigree de diversas espécies de animais. Ao acessa-lo, a pagina de login
sera exibida (Figura 1):

Entre suas funcionalidades, destaca-se a visualizagdo dos dados de ani-
mais (Figura 2). Nessa tela, o usudrio encontra diversas informagdes sobre o
individuo, tais como: cddigo identificador do individuo, nome original, pai,

Figura 1.
Emwa Banco de Dados de Pedigree, Fenétipos | Teladelogindo

e Genétipos sistema BDPFG™’.

Usuario *

Senha

Login

17 Disponivel em: https://gitlab.com
18 Disponivel em: https://www.oracle.com/br/java/
19 Disponivel em: http://wildfly.org/downloads/

20 Disponivel em: http://www.bdpfg.cnptia.embrapa.br/
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VISUALIZAR INDIVIDUOS 9
Populagdo  ~ Colunas « Categorias « Grupo Contemporaneo ¥
10 B TOTAL DE INDIVIDUOS: 1 - 10 DE 1203 o ey |1
INDIVIDUALID ¢ ORIGINALID ¢ NOME ¢ FATHER ¢
[ ] e 10362675 501 JOCELYN VINCENT CONRAD HOLDE
] i‘;l m = 10362676 SELENIUM FORMULA 1 SELENIUM FORMULA 1
[} :%‘& m = 10362677 SELENIUM FORMULA2  SELENIUM FORMULA 2
0 i{‘x m ¢ 10362678 SELENIUM FORMULA 3 SELENIUM FORMULA 3
[} i%‘k m = 10362679 SELENIUM FORMULA 4  SELENIUM FORMULA 4

mde, data de inser¢do na populagdo, populacio e outras informagdes con-
tidas nas variaveis JSON relativas ao tipo do individuo (gado de corte, ave,
etc.). Contudo, cabe ressaltar que as variaveis dos fendtipos relacionados as
espécies consideradas pelo sistema devem ser previamente registradas, sendo
importadas do Sistema de Experimentos da Embrapa — SIEXP (Apolindrio
et al,, 2016), onde foram definidas para a espécie com a qual o usudrio traba-
lhara no seu grupo de usudrios (ex: bovinos, suinos, etc.).

E possivel também importar dados de arquivos com colunas separadas por
tabulagoes (TSV). Esses arquivos precisam seguir um formato padronizado.
Depois de importar os dados, é possivel visualizar o pedigree de um animal
listado na pagina de visualizagao de animais. A janela de pedigree pode ser
expandida para facilitar a visualizagdo dos animais e dos seus antepassados.

O banco de dados disponibiliza varios filtros para que o usudrio possa
conferir os dados que foram carregados e, entdo, exportar para o formato
dos softwares de avaliacdo. Geralmente, os dados sdo exportados em formato
tabular, para serem analisados no programa R, ja que sdo extensas tabelas
com medig¢des de caracteristicas dos animais. Também é possivel exportar
os dados desses animais (fenotipos, pedigree) para arquivos no formato CSV
e manipuld-los no Excel. Os filtros existentes permitem consultas por popu-
lagdo, categoria, nome do animal, nome do pai, nome da mae. Uma outra
ferramenta, talvez a mais importante do sistema, é a de identificacdo de ani-
mais duplicados, possibilitando ao usudrio realizar a associagdo de animais
duplicados em um animal apenas.

O sistema BDPFG faz parte de uma solugdo computacional proposta em
outros projetos Embrapa (MaxiDep e MaxiPlat). Esses projetos buscaram
aglutinar esfor¢os para estruturagao de uma solugdo computacional (da qual

21 Disponivel em: http://www.bdpfg.cnptia.embrapa.br/
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o BDPFG ¢ um dos componentes) para suporte a rotina de avaliagao gené-
tica de programas de melhoramento genético de gado de corte, no escopo
do programa Embrapa-Geneplus. Tal esfor¢o compreendeu tanto o desen-
volvimento de ativos para suporte a organizagao dos dados utilizados nas
avaliagdes genéticas (sistema BDPFG) quanto o desenvolvimento de uma
solugdo nacional para a resolugdo de modelos genético-estatisticos (software
brBlup). Dessa forma, o sistema BDPFG faz o “meio de campo” na organiza-
¢do dos dados para que o software brBlup os utilize na geragdo de modelos
genético-estatisticos.

Uma comparagao com a busca em outros softwares com interface web
desenvolvidos pela Embrapa Informatica Agropecuaria (Vieira, 2012a, 2012b),
com funcionalidade de armazenamento de genétipos e fenétipos e que con-
templam consultas basicas a dados moleculares (SNPs), mostra que uma
consulta simples em cerca de 800 animais e 700 mil marcadores SNP de-
morava, pelo menos, uma hora para ser processada nesses outros softwares
desenvolvidos. Uma consulta semelhante realizada no banco BDPFG leva
menos de um minuto, pois a utilizagdo de campos dos tipos JSON e texto
nas tabelas retira parte da normalizagdo necessaria do modelo tradicional,
agilizando as pesquisas.

3 Consideracgoes finais

As pesquisas relatadas neste capitulo estio em andamento e prosseguirao
para outras etapas. Na pesquisa com o tambaqui, com o avango da produ-
¢d0 no futuro proximo, poder-se-a dar inicio ao melhoramento genético
propriamente dito, a exemplo do que ja ocorre no exterior. As ferramentas
gendmicas apresentadas neste capitulo poderdo evoluir para ajudar na fase
de selecdo das matrizes, com o objetivo de melhorar alguma caracteristica
de interesse econdmico, por exemplo o peso ao abate. Na cadeia produtiva
de carne bovina, a selecdo genomica ja é uma realidade, e os resultados sao
excelentes. O mesmo pode ocorrer com a cadeia produtiva de peixes. Com
a crescente importincia da proteina de peixes no carddpio mundial, talvez a
regido amazonica possa se tornar, em breve, uma grande produtora e, quem
sabe, até exportadora de peixes nativos. Hd ainda muito caminho a percorrer,
mas a Embrapa ja deu uma contribuigdo significativa indicando e abrindo o
caminho, e a bioinformética desempenha um papel fundamental.

A valida¢ao de uma metodologia que inclui a identificagao de antigenos
por meio de um pipeline de vacinologia reversa e a obten¢do de uma vacina
multiepitopos estd em andamento na Embrapa, com a participagido do LMB,
e tem como objetivo o controle do carrapato bovino. A infestagdo de reba-
nhos bovinos por esse parasita é considerada, hoje, um dos problemas mais
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importantes na pecudria em termos econdmicos, atingindo todos os paises
de clima tropical e subtropical. S6 no Brasil, as perdas anuais devidas & in-
festacdo pelo carrapato sdo da ordem de US$3,24 bilhoes (Grisi et al., 2014).
A obtencéo de uma vacina eficaz certamente ird contribuir para o controle
do parasita, reduzindo as aplicagdes de acaricidas e o prejuizo ambiental e
econOdmico decorrentes dessa pratica. Ainda, uma vez validada, sdo varias as
aplicagdes possiveis da metodologia, incluindo a identificagao de alvos para
o controle de outros problemas de interesse da agropecuaria envolvendo
sanidade e bem-estar animal.

A ferramenta Machado vai atender outros projetos em andamento na
Embrapa. Ja existe programagao para seu uso no projeto Genémica Aplicada a
Otimizagao de Programas de Melhoramento Genético de Espécies Forrageiras
Tropicais, liderado pela Embrapa Cerrados, com foco em melhoramento de
plantas forrageiras. Nesse projeto, esta previsto o sequenciamento de genomas
de referéncia para seis espécies forrageiras tropicais, com a caracterizagdo de
conjuntos amplos de variantes gendmicas, e espera-se usar o Machado como
base para aimplementagdo de um portal de acesso aos dados genomicos gerados.

O banco de dados BDPFG esta sendo estruturado de forma a permitir sua
utilizagao em outras colecoes de dados, com algumas alteragoes especificas
para cada projeto.

Como mostrado nas pesquisas aqui relatadas, a bioinformatica tornou-
-se fundamental e serd ainda mais importante nas agendas de inovagdo em
direcdo a transformacédo digital da agricultura. A existéncia de estruturas
multiusuarios para atender projetos de pesquisa que ndo possuem a estru-
tura necessaria para andlises complexas é fundamental, possibilitando, ainda,
melhor uso de recursos. Com a dependéncia da bioinformatica da disponi-
bilidade de uma equipe especialista e de infraestrutura adequada, o geren-
ciamento da estrutura que atende os projetos de pesquisa deve estar com a
atencio voltada para manter ambos os aspectos atualizados.
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