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Resumo

O alinhamento multiplo de sequéncias é uma tarefa de grande relevancia em Bioin-
formética. Através dele é possivel estudar eventos evolucionérios e restrigdes estruturais
ou funcionais, sejam de sequéncias de proteina, DNA ou RNA, tornando possivel entender
a estrutura, fungao e evolugao dos genes que compodem um organismo.

O objetivo do alinhamento multiplo é a melhor representagao do cenario de evolugao
das sequéncias ao longo do tempo, considerando a possibilidade de ocorrerem diferentes
eventos de mutagao.

Encontrar um alinhamento multiplo de sequéncias 6timo é um problema NP-Dificil.
Desta forma, diversas abordagens tém sido desenvolvidas no intuito de encontrar uma
solucao heuristica que represente da melhor maneira possivel o cenario de evolucao real,
dentre elas estd a abordagem progressiva.

O alinhamento progressivo é uma das maneiras mais simples de se realizar o alinha-
mento multiplo, pois utiliza pouco tempo e meméria computacional. Ele é realizado em
trés etapas principais: determinar a distancia entre as sequéncias que serao alinhadas,
construir uma arvore guia a partir das distancias e finalmente construir o alinhamento
multiplo.

Este trabalho foi desenvolvido a partir do estudo de diferentes métodos para realizar
cada etapa de um alinhamento progressivo. Foram construidos 342 alinhadores resultantes
da combinagdo dos métodos estudados. Os parametros de entrada adequados para a
maioria dos alinhadores foram determinados por estudos empiricos.

Apés a definicao dos parametros adequados para cada tipo de alinhador, foram reali-
zados testes com dois subconjuntos de referéncia do BAIIBASE. Com esses testes obser-
vamos que os melhores alinhadores foram aqueles que utilizam o agrupamento de perfil
para gerar o alinhamento multiplo, com destaque para os que utilizam pontuagao afim
para penalizar buracos. Observamos também, que dentre os alinhadores de agrupamento
por consenso, os que utilizam funcao logaritmica para penalizar buracos demonstraram
melhores desempenhos.
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Abstract

The multiple sequence alignment is a relevant task in Bioinformatics. Using this technique
is possible to study evolutionary events and also structural or functional restrictions of
protein, DNA, or RNA sequences. This study helps the understanding of the structure,
function, and evolution of the genes that make up an organism.

The multiple sequence alignment tries to achieve the best representation of a sequence
evolution scenario, considering different mutation events occurrence.

Finding an optimal multiple sequence alignment is a NP-Hard problem. Thus, several
approaches have been developed in order to find an heuristic solution that represents the
real evolution cenario, such as the progressive approach.

The progressive alignment is a simple way to perform the multiple alignment, because
its low memory usage and computational time. It is performed in three main stages: (i)
determining the distance between the sequences to be aligned, (ii) constructing a guide
tree from the distances and finally (iii) building the multiple alignment guided by the
tree.

This work studied different methods for performing each step of progressive alignment
and 342 aligners were built combining these methods. The input parameters suitable for
most aligners were determined by empirical studies.

After the parameters definition for each type of aligner, which where tested against
two reference subsets of BAIIBASE. The test results showed that the best aligners were
those using the profile alignment to generate the multiple alignment, especially those
using affine gap penalty function. In addition, this work shows that among the aligners
of grouping by consensus, those that use the logarithmic gap penalty function presented
better performance.
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Capitulo 1

Introducao

No século XIX Mendel descreveu os principios bésicos da heranga genética. No inicio
do século XX Thomas Morgan comprovou que 0s cromossomos sao compostos por genes,
unidades fundamentais para a hereditariedade. Durante todo o século XX diversos avancos
foram feitos nas areas da genOmica e protedmica. Esses avangos estao relacionados ao
aumento na capacidade de processamento dos computadores, pois um volume cada vez
maior de dados bioldgicos tem sido produzido.

Grande parte dos dados bioldgicos é produzida por projetos de sequenciamento. Se-
quenciamento consiste em determinar as sequéncias de nucleotideos (formados por um
base nitrogenada, um grupo fosfato e uma pentose) que fazem parte de um trecho de
DNA. Na década de 1970 foram desenvolvidos os primeiros métodos de sequenciamento,
o mais tradicional deles é o da Terminagao de Cadeia [62], ele produz sequéncias de até
1000 bases. Na ultima década novos métodos de sequenciamento tem se destacado como
alternativos ao da Terminagdo de Cadeia, como o pirossequenciamento [57-59,65], que
produz uma quantidade maior de sequéncias que o método tradicionalmente usado. No
entanto o tamanho das sequéncias produzidas é menor, aproximadamente 300 bases.

De posse das sequéncias de bases que compdem o DNA é possivel determinar os genes
que fazem parte do genoma e consequentemente as proteinas que sdo expressas por estes
genes. O entendimento da estrutura, funcao e evolugdo dos genes que fazem parte de
um organismo é um dos objetivos dos projetos de sequenciamento. O alinhamento de
sequéncias de RNA, DNA e proteinas é tarefa fundamental para este entendimento, pois
através do alinhamento é possivel estudar como se deu a evolucao das sequéncias alinhadas
e também as restrigoes estruturais das mesmas.

Métodos para alinhar duas sequéncias, pelo alinhamento de pares, ou conjuntos de
sequéncias, pelo Alinhamento Multiplo de Sequéncias (MSA, do inglés Multiple Sequence
Alignment), tém sido desenvolvidos por pesquisadores de Bioinformética. A Bioinformatica
objetiva gerar ferramentas que possam auxiliar na organizacio, processamento e visu-
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alizacao dos dados gerados pelas pesquisas bioldgicas, combinando diferentes areas do
conhecimento como a Biologia e a Computagao.

Alinhar duas sequéncias consiste na inser¢ao de espacos nas sequéncias de modo que
elas fiquem do mesmo tamanho, e que seja possivel sobrepo-las para a comparagao de
bases [63]. Em 1970, Needleman e Wunsch [48] desenvolveram o primeiro algoritmo para
alinhar pares de sequéncias. FEste algoritmo utiliza programagao dinamica para alinhar
as sequéncias de forma global, ou seja, as duas sequéncias por completo. No ano de
1981, Smith e Waterman [64] descreveram um algoritmo para alinhar localmente pares de
sequéncias. No alinhamento local alinham-se subsequéncias que correspondem a regioes
conservadas das sequéncias de entrada.

Quando o objetivo é observar as caracteristicas de familias de proteinas, o alinhamento
de pares nao é suficiente. E preciso realizar o alinhamento de varias sequéncias simulta-
neamente através do MSA. A generalizagdo do algoritmo de Needleman e Wunsch [48]
fica limitada a um numero pequeno de sequéncias e de tamanho reduzido devido ao alto
custo de tempo e espago necessario para que o algoritmo seja executado.

Algoritmos que realizam o alinhamento miltiplo de sequéncias e que buscam repre-
sentar o processo de evolucao das sequéncias a serem alinhadas, em especial, de proteinas,
envolvem o uso de diversas heuristicas. Abordagens distintas como: progressiva, iterativa,
baseada em consisténcia, baseada em modelos e em blocos podem ser utilizadas no MSA.

O foco deste trabalho estda nos alinhadores progressivos. Seu principal objetivo é
estudar os métodos que podem ser utilizados em cada etapa do alinhamento progressivo,
assim como o desempenho de cada combinacao possivel de métodos.

O alinhamento progressivo é realizado em trés etapas principais: determinagao da
matriz de distancia para cada par de sequéncias, construgao de uma arvore filogenética a
partir da matriz de distancias e a construgao do alinhamento multiplo.

Podemos citar como principais contribuigoes desta dissertacao:

Estudo de métodos para realizacao de cada etapa do alinhamento progressivo.

Implementacao de algoritmos para a construgao de um alinhamento multiplo.

Estudos e determinacao dos parametros a serem utilizados por um conjunto de
alinhadores.

Avaliagao e comparacao dos métodos propostos entre si.

O restante deste trabalho estd organizado da seguinte forma. No Capitulo 2 sdo apre-
sentados os conceitos de Biologia necesséarios para auxiliar no entendimento do trabalho.
No Capitulo 3 sao descritos os métodos bdsicos para o alinhamento de sequéncias. A
abordagem progressiva e cada um dos métodos utilizados na construcao dos alinhadores



sao descritos no Capitulo 4. O Capitulo 5 mostra os alinhadores implementados e como
realizou-se o estudo para determinar os parametros dos mesmos. Os resultados do trabalho
sao descritos no Capitulo 6. Finalmente, no Capitulo 7 sao apresentadas as conclusoes do
trabalho, assim como propostas de trabalhos futuros.






Capitulo 2

Conceitos Basicos

Neste capitulo serao apresentados alguns conceitos usados em Bioinformatica que sao
importantes para o entendimento deste trabalho.

2.1 Genodmica

Genomica é a drea da biologia que estuda o genoma de diferentes organismos. Todos
0s organismos vivos apresentam informacgoes que constroem seu material genético, estas
constituem o genétipo do organismo e sao transmitidas entre diferentes geragoes por meio
da reproducgao. O gendtipo de um organismo aliado ao meio em que vive determina o seu
fenétipo.

2.1.1 Mendel

O mistério sobre a aparéncia, fendtipo, da maioria dos organismos foi desvendado por
Gregor Mendel no ano de 1865. Naquele ano ele descreveu os principios da heranca
genética [42].

As unidades fundamentais da hereditariedade s@o chamadas de genes e podem assumir
varias formas diferentes. Cada forma assumida por um gene é denominada alelo.

Em seus experimentos Mendel utilizou ervilhas (por serem de fécil cultivo, curto ciclo
de vida e possuir caracteristicas em pares bem definidas) e notou que apesar de um pé de
ervilha mostrar apenas um fenétipo, ele possuia dois alelos para cada gene. Os dois alelos
de um gene podem ser iguais para uma caracteristica, neste caso o gene é denominado
homozigoto para essa caracteristica. Quando os alelos de um gene sao diferentes para
uma determinada caracteristica, ele é denominado heterozigoto para tal caracteristica.

Um gene homozigoto pode expressar apenas um fenétipo para a caracteristica que
representa. Enquanto que um gene heterozigoto pode expressar um dos dois fendtipos
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representados por seus alelos.

Mendel observou a existéncia de fenétipos dominantes em relagao a outros quando
realizou o cruzamento de pés de ervilhas homozigotos de diferentes fenétipos. As plantas
que nasceram deste cruzamento eram heterozigotas e possufam o mesmo fenétipo de um
dos pais, o dominante em relacao ao outro. Esta andlise fez com que Mendel concluisse que
fenétipos recessivos aparecem apenas quando o gene é homozigoto e que genes dominantes
precisam de apenas um alelo, no par de alelos, para que o fendtipo que ele representa se
manifeste.

Através desse estudo Mendel definiu duas leis da Genética, conhecidas como Leis de
Mendel. A primeira delas diz que os alelos segregam de forma aleatoria, isto é, que um
filho tem a mesma chance de herdar um (e apenas um) dos dois alelos de cada um dos
pais. A segunda Lei de Mendel, também conhecida como da segregagao independente, diz
que a heranca dos alelos dos genes ocorre de maneira independente, isto é, que diferencas
de uma caracteristica sao herdadas independentemente de outras caracteristicas. Para
observar a independéncia entre as caracteristicas, Mendel escolheu genes que nao estavam
110 MESIMNO Cromossomo.

Cromossomos sao compostos por DNA (dcido desoxirribonucléico) e proteina, neles
estao armazenadas as informacoes genéticas de um organismo. No século XX, estabeleceu-
se a ligagdo entre os estudos de Mendel e os cromossomos. Cromossomos homdlogos
carregam os alelos de um gene, um em cada cromossomo, e na meiose (producdo de
gametas durante a divisdo celular) estes alelos sdo transmitidos para as préximas geragoes.
Alguns virus possuem as informagoes genéticas armazenadas no RNA, acido ribonucléico.

2.2 DNA e RNA

O DNA é um polinucleotideo composto por quatro nucleotideos (um nucleotideo é for-
mado por uma pentose, uma base nitrogenada e um grupo fosfato) diferenciados por suas
bases nitrogenadas: adenina, guanina (as puricas), citosina e timina (as pirimidicas), sim-
bolizadas por A, G, C e T, respectivamente. Auxiliados por um grupo hidroxil (OH ™),
dois nucleotideos sao unidos pelo terceiro carbono da pentose do primeiro nucleotideo com
o fosfato do segundo.

A estrutura do DNA é conhecida como de dupla hélice, pois ela é composta por duas
fitas de polinucleotideos em forma helicoidal ligadas por pontes de hidrogénio. As bases
A e T e as bases C e G se complementam em fitas opostas. A Figura 2.1a mostra
as bases complementares e suas ligagoes por pontes de hidrogénio. O fato de pares de
bases serem compostos por uma base purica e outra pirimidica pode ser explicado pela
geometria e tamanho das mesmas, pois bases puricas possuem trés pontes de hidrogénio,
jé as pirimidicas possuem duas. Se ambas fossem priricas o par ficaria grande para a hélice
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e se fossem pirimidicas seria pequeno, desta forma mantém-se o equilibrio da estrutura
de hélice.

As ligacoes entre os nucleotideos fazem com que cada fita de DNA possua duas ex-
tremidades livres, a 3’ (grupo hidroxil livre) e a 5’ (grupo fosfato livre), de forma que
a extremidade 3’ de uma fita é correspondente a 5’ da outra. Na Figura 2.1b podem
ser vistas as extremidades de uma molécula de DNA. Por convengio a escrita (e leitura)
de moléculas de DNA ¢é feita em apenas uma das fitas na direcdo 5’— 3’, obtendo-se a
outra fita pela inversao da ordem das bases e complementando cada uma delas, o que
denomina-se complemento reverso. Também na Figura 2.1b é possivel observar a estru-

tura de dupla hélice do DNA, assim como a ligacao das bases das fitas complementares
em sentidos opostos.
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Figura 2.1: a) Bases que compdem o DNA e ligagdes de bases complementares por pontes
de hidrogénio. b) Estrutura de dupla hélice do DNA com terminagoes 5° (fosfato livre) e
3 (hidroxil livre) [4].

O RNA é um polinucleotideo como o DNA, mas possui apenas uma fita. Além disso,
o RNA difere-se do DNA pela presenga da base nitrogenada U (uracila) no lugar da base
T, e da pentose ribose no lugar da desoxirribose.

A genética é a drea da biologia que realiza o estudo dos genes, eles possuem informacoes
armazenadas em trechos de DNA que codificam uma proteina ou RNA [7], através de
reacoes bioquimicas denominadas de expressao génica.
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2.3 Expressao Génica

O processo de expressao génica, dividido em transcri¢ao e tradugao, transforma informa-
¢Oes genéticas em um produto funcional, como as proteinas [32].

No processo de transcrigdo do gene é produzido o RNA mensageiro, mRNA, como uma
cépia de uma das fitas do DNA, trocando T por U (podem ainda ser produzidos a partir
de genes os RNAs transportador, tRNA, e ribossémico, rRNA). O inicio da transcri¢ao
ocorre quando a enzima RNA polimerase, que ativa a reacdo, liga-se a uma sequéncia
de bases do DNA que marcam o inicio do processo. Neste momento as fitas de DNA se
separam e a polimerase percorre a fita de DNA molde transcrevendo-a até que encontre
uma sequéncia de bases que indicam o término da transcrigao. Quando isso ocorre o RNA
nao é mais transcrito e a fita molde se une com a fita com a qual faz par.

O processo de tradugao utiliza o mRNA produzido na transcrigao para sintese de
proteinas, que sdo formadas por diferentes aminodcidos. As bases do mRNA sdo lidas
como cédons (triplas de bases que especificam um aminodcido). Existem 64 cédons rela-
cionados a 20 aminodcidos, com exce¢ao de trés cédons (TAA, TAG, TGA) que sao
utilizados para indicar o final da traducao e por isso nao se relacionam com nenhum
aminodcido. Na Tabela 2.1 pode-se observar o Standard Genetic Code (Cédigo Genético
Padrao), usados pela maioria dos organismos [21].

A tradugdo do mRNA em proteina é realizada no ribossomo (uma organela que per-
corre 0 mRNA) com auxilio de tRNAs. Os tRNAs transportam de um lado aminodcidos
e de outro anticédons (cddons com os nucleotideos complementares) que se acoplam aos
cédons dos mRNAs e liberam os aminoacidos a serem unidos com a cadeia de aminoédcidos
que formara a proteina.

Na Figura 2.2 pode ser visto um exemplo dos processos de transcricao e tradugao dos
aminoacidos Metionina, Alanina, Serina e Valina, observe que o cédon TAA nao codifica
nenhum aminodcido por ser um stop-cédon. A transcricao é feita no sentido 5’ — 3’
inciando no cédon ATG, o start-codon.

Em seres mais simples como bactérias (procariotos, sem membrana nuclear), em geral,
nao ha necessidade de pré-processamento para o processo de traducao, enquanto que
em seres mais complexos (como eucariotos, que possuem material genético separado do
restante da célula por uma membrana nuclear) ele deve ser realizado. No pré-processa-
mento devem ser removidos os introns do mRNA, trechos dos genes que ndo codificam
proteinas, permanecendo apenas os trechos que de fato produzem proteinas, conhecidos
COMO €exons.

Cromossomos que compdem a célula de um organismo denominam-se genoma [7], estes
possuem uma copia completa do material genético produzido a cada divisao celular. O
processo de divisao celular em que cada célula produz duas células idénticas é chamado



2.3. Expressao Génica 9

Aminoéacido Cod. 3 | Céd. 1 cédon
Alanina ALA A CCA, GCC, GCG, GCU
Arginina ARG R AGA, AGG, CGA, CGC, CGG, CGT
Asparagina ASN N AAC, AAF
Acido Asparmatico | ASP D GAC,GAT
Cysteina CYS C TGC, TGT
Acido Glutémico GLU E GAA, GAC
Glutamina GLN Q CAA, CAG
Glycina GLY G GCA, GGC, GGG, GCT, CAG
Histidina HIS H CAG, CAT
Isoleucina ILE I ATA, ATT, ATC
Leucina LEU L CTA, CTC, CTG, CTT, TTA, TTG
Lysina LYS K AAA, AAG
Metionina MET M, ATG (start-codon)
Phenilalanina PHE F TTC, TTT
Prolina PRO P CCT, CCC, CCA, CCG
Serina SER S AGT, TCA, TCC, TCT, TCG
Theonina THR T ACA, ACC, ACG, ACT
Tryptopan TRP W TGG
Tyrosina TYR Y TAC, TAT
Valina VAL \Y GTA, GTC, GTG, GTT
Stop-Codon - * TAA, TAG, TGA

Tabela 2.1: Cdédigo Genético utilizado pela maioria dos organismos. A primeira coluna
traz o nome dos aminodacidos, a segunda a abreviacao do nome em trés letras, a terceira
coluna traz as abreviagbes com uma letra, finalmente, a quarta tem os cédons correspon-
dentes a cada aminodacido.
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ATTTACGGTCACACATTTCAATG

TAAATGICCAAGTGTGTAAAGTAC

5' 3
start-codon stop-codon

i Transcri¢cao

UAC/GGUUCA|CACIAUU
| L J

Tradugao l ¢ i l stop-codon

Metioanina Alanina  Serina Valina

Figura 2.2: Processos de transcricao e tradugao dos aminodcidos Metionina, Alanina,
Serina e Valina, a partir de uma molécula de DNA.

de mitose. J4 o processo em que a divisao celular produz quatro células filhas com a
metade dos cromossomos é chamado de meiose. Se o processo de divisdo nao for perfeito
podem ocorrer mutagoes. Mutagoes podem fazer com que uma célula ou um organismo
morra. Entretanto, caso ele sobreviva, as caracteristicas que mutaram provavelmente
serao herdadas pelos descendentes do organismo.

2.4 Proteinas

Um dos principais problemas da biologia é entender a evolugdo das espécies que exis-
tem hoje, pois é comum encontrar proteinas exercendo a mesma funcao em diferentes
organismos [63].

Proteinas possuem quatro tipos de estrutura: primaéria, secundaria, terciaria e quater-
naria. A estrutura primdria constitui da sequéncia de aminoacidos que formam a proteina
e das pontes de dissulfureto. Esta sequéncia determina a estrutura de niveis mais altos
da molécula, pois a mudanga de um aminoacido pode levar a profundas mudancas na
estrutura das proteinas [9].

Na estrutura secundaria, as proteinas dobram-se de diferentes formas. Uma possivel
é a alfa hélice, na qual o peptideo é enrolado em torno de um cilindro imaginario. Outra
forma possivel é a beta, folhas planas, na qual os aminodcidos adotam a conformacao de
uma folha de papel. Ainda existentes algumas partes da estrutura que nao sdao muito
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estaveis e podem assumir formacao de bobina aleatéria.

A terciaria é composta pela formagao tridimensional completa, incluindo as pontes
de hidrogénio e ligacoes entre residuos. Aminodcidos distantes na estrutura primaria
podem estar proximos na terciaria devido a forma como a cadeia se dobra. A estrutura
quaternaria é o arranjo de duas ou mais subunidades polipeptidicas das proteinas. Na
Figura 2.3 podemos observar as quatro estruturas que formam uma proteina.

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
Primaria Secundaria Terciaria Quaternaria
- I3
]
2 "
= -
",
LS &
N
& -
d .
- - . - ' |
Aminoacidos a-hélice cadeia de subunidades

polipeptideos montadas

Figura 2.3: Estruturas de uma proteina [39].

Estruturas semelhantes de proteinas em seres vivos de espécies distintas podem ser
homologas, quando estas se originam de um ancestral comum. Protefnas homodlogas po-
dem apresentar diferencas em sua estrutura primadria, quando estas ndo ocorrem em uma
regiao a denominamos de regiao conservada. Regioes altamente conservadas sao chamadas
de motifs.

Algumas regides conservadas possuem catalisadores, sequéncias peptidicas que pos-
suem na sua estrutura tridimensional locais onde os reagentes se encaixam com facilidade,
que agilizam a ocorréncia de reagoes quimicas.

Além da fungdo enzimadtica, as proteinas ainda podem desempenhar as seguintes
fungoes: reguladora (como as vitaminas), reserva (como sementes de plantas), transporta-
dora (transportam nutrientes e metabdlitos entre fluidos e tecidos), estrutural (matéria-
prima para construcao de estruturas celulares), defesa (agem contra antigenos que invadem
o organismo humano), hormonal (estimulam ou inibem uma determinada atividade em
certo érgao).
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2.5 Sequenciamento

Sequenciar um gene significa determinar a cadeia de nucleotideos que o compde. Um
genoma pode possuir bilhdes de bases, o que faz com que seja complexo sequencia-lo
inteiramente. Diante disso, realiza-se a fragmentagdo do genoma em pequenas partes e
posteriormente, para obter a sequéncia genomica completa, realiza-se a montagem dos
reads, pequenas sequéncias, sequenciados.

A fragmentacdo é a primeira etapa do sequenciamento e pode ser feita pelo método
de digestao, que utiliza enzimas de restricao para quebrar o DNA, mas ¢é limitado por
depender de sitios de restricao apropriados do DNA-alvo e também da possivel necessidade
de vérias enzimas [63]. Uma boa estratégia para o sequenciamento é a shotgun, muito
indicada para sequenciamento em larga escala.

A estratégia shotgun submete o DNA a altas taxas de vibracdo, que promovem a que-
bra da cadeia de nucleotideos em varios fragmentos que em geral sdo tinicos. Normalmente,
selecionam-se os fragmentos que serdao usados posteriormente para o reconhecimento das
bases e estes sao clonados para amplificar a quantidade de fitas de DNA disponiveis.

Através de clonagem é possivel criar cépias idénticas de moléculas de DNA e comu-
mente é realizada utilizando-se de um vetor (bactérias, virus), por possuirem curto ciclo
de vida. O fragmento de DNA a ser clonado é inserido no DNA do vetor e quando este
se multiplica, o fragmento de DNA também se multiplica.

Apés a divisdo do genoma em partes menores inicia-se entdo o sequenciamento das
bases de cada uma delas, sendo o método de terminagao de cadeia, ou de Sanger [62],
usado tradicionalmente desde a década de 1970.

Atualmente pesquisadores tém se esforcado para desenvolver um método de sequen-
ciamento mais simples e robusto que o de Sanger [62], principalmente quando se trata do
sequenciamento de reads curtos, que possuem aproximadamente 300 bases. Um método
interessante e que estd sendo muito utilizado é o pirossequenciamento [57-59, 65].

Sequéncias resultantes dos projetos de sequenciamento, podem conter artefatos. Ar-
tefatos sao partes das sequéncias que possuem regioes de baixa qualidade, baixa com-
plexidade ou ainda que nao fazem parte do organismo sequenciado. As regides que nao
fazem parte do organismo sequenciado podem ser trechos de vetores e adaptadores, por
exemplo, que foram utilizados durante o sequenciamento. Em regides de baixa qualidade
sao mais comuns os erros de sequenciamento.

O sequenciamento em larga escala leva a necessidade do uso de computadores e fer-
ramentas nao sé durante o processo, mas também para interpretar e utilizar o grande
volume de dados produzido. Identificar a presenca de artefatos, assim como corrigir er-
ros de sequenciamento sdo importantes tarefas a serem realizadas antes da analise das
sequéncias produzidas pelos projetos de sequenciamento e podem ser feitas utilizando



2.6. Protedémica 13

recursos computacionais.

De posse dos resultados do sequenciamento, isto é, de se ter tomado conhecimento das
bases que formam o DNA de um organismo, é possivel descobrir quais dessas bases de
fato codificam proteinas e quais proteinas sao codificadas. Um gene pode conter o cédigo
de varias proteinas e desempenhar diversas fungoes.

2.6 Protedomica

Com o crescente nimero de genomas sendo sequenciados surgiu a necessidade de se estudar
com mais cuidado e detalhes os elementos expressos pelos genes. Tendo em vista que os
genes geram as proteinas apds os processos de transcricao e tradugao, utilizd-las como
elementos para este estudo tornou-se uma idéia interessante.

A proteémica é um novo campo de estudo e tecnologia que se propoe a analisar de
forma global o conjunto de proteinas expressas numa célula ou tecido, ou seja, o pro-
teoma [11]. O proteoma de um organismo, diferentemente do genoma, altera-se de acordo
com as condigoes as quais o organismo esta exposto.

O avanco tecnolégico no estudo de proteinas, aliado a crescente geracao de dados
genémicos, fizeram da proteémica uma ferramenta poderosa para entender a genética
e fisiologia de diversos organismos [60]. A combinagio de técnicas como a eletroforese
bidimensional (separa as diferentes proteinas sintetizadas por uma célula), juntamente
com a Bioinformatica possibilitou o entendimento detalhado de uma grande quantidade
de proteinas.

2.7 Bioinformatica

A Bioinformatica visa lidar com os resultados das iniciativas de sequenciamento de genes,
que produzem uma quantidade cada vez maior de dados sobre proteinas, DNA e RNA [72].
Ela combina conhecimentos de diferentes areas como: computacao, estatistica, matema-
tica e biologia.

Desta forma, a Bioinformética pode ser definida como a area da Ciéncia da Com-
putacao que visa analisar dados e resolver problemas de aplicagoes biolégicas através do
desenvolvimento de ferramentas. O avango tecnolégico dos computadores possibilitou a
Bioinformatica o desenvolvimento de softwares para processar grande volume de dados
gerados pelos projetos da biologia.

Ao sequenciar o genoma de um organismo objetiva-se entender do que ele é composto,
assim como evoluiu geneticamente ao longo do tempo. A andlise da evolugdo de um
genoma inclui observar a sua estrutura, funcao e até as mutagoes que ocorreram durante
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sua evolugao genética [14].

Analisar manualmente as intimeras sequéncias produzidas em projetos de sequencia-
mento é impraticavel, por isso é importante o desenvolvimento de técnicas automaticas.
Dentre as atividades desenvolvidas pela Bioinformatica para analise de dados biolégicos,
o alinhamento de sequéncias de proteinas é o foco do trabalho proposto.

Sequéncias podem ser comparadas aos pares ou alinhadas simultaneamente, constru-
indo o chamado MSA (do inglés, Multiple Sequence Alignment) para visualizacao do efeito
da evolugdo em uma familia inteira de proteinas. MSAs podem ser utilizados também na
construcao arvores filogenéticas e predi¢cdo de estrutura secunddria e terciaria de proteina.
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Alinhamento de Sequéncias

Uma das principais tarefas em bioinformatica é o alinhamento de sequéncias, uma vez
que através deste é possivel estudar eventos evolucionarios e restri¢oes estruturais ou
funcionais de sequéncias de protefna, DNA ou RNA [14]. Em outras palavras, permite
entender a estrutura, fungéo e evolugao dos genes que compoem um organismo.

Alinhar duas sequéncias consiste na insercao de espacos nas sequéncias de modo que
elas fiquem do mesmo tamanho, e que seja possivel sobrepo-las para a comparacao de
letras [63].

Sejam S e T duas sequéncias de caracteres e espagos, sendo que |S| e |T| representam
os tamanhos de S e T', respectivamente. Um alinhamento A entre as sequéncias S e T, é
um mapeamento de S e T em outras sequéncias S’ e T” com 0s mesmos caracteres e na
mesma ordem de S e T, sendo possivel inserir espagos de forma que [S’|=|T"|.

No alinhamento de sequéncias busca-se posicionar as letras de forma que os que forem
iguais, ou semelhantes, fiquem em uma mesma coluna. Caso haja diferencas entre elemen-
tos de uma coluna é sinal de que ocorreu uma mutacao. Para completar um alinhamento
realiza-se a insercao de buracos, que correspondem aos indels que ocorreram no processo
evolutivo, isto é, inser¢oes ou remocoes de letras. Desta forma, um alinhamento étimo é
aquele que melhor representa o cendrio de evolucao das sequéncias.

Para calcular o alinhamento é criado um sistema de pontuacao que permite quantificar
a qualidade de um alinhamento. Desta forma é possivel comparar alinhamentos, e assim,
escolher um melhor, ou seja, aquele de maior relevancia bioldgica. Um esquema de pon-
tuagao comumente empregado é aquele que diferencia matches, mismatches e buracos.
Matches e mismatches ocorrem quando ha duas letras em uma mesma coluna. Para um
match é necessario que as duas letras sejam iguais, caso contrario ocorreu mismatch. Ja
um buraco ocorre quando uma letra é posicionada ao lado de um espaco, é representado
por um hifen. A pontuacdo do alinhamento é dada pela soma das pontuagdes das colunas.

15
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3.1 Alinhamento de Pares de Sequéncias

O primeiro algoritmo para alinhamento de pares de sequéncias, desenvolvido em 1970 por
Needleman e Wunsch [48], utiliza programagao dindmica para alinhar duas sequéncias e
requer complexidade 2(mn) para tempo e espago, onde m e n sdo os comprimentos das
sequéncias. Existem diferentes tipos de algoritmos para comparacao de duas sequéncias:
global, semi-global e local.

Na abordagem global, realiza-se a comparagao das duas sequéncias alinhando-as com-
pletamente. O algoritmo bésico de Needleman e Wunsch [48] possui duas etapas: preenchi-
mento da matriz de pontuacdo, M, e recuperacao do alinhamento a partir da matriz. A
matriz é preenchida inicializando cada coluna j da primeira linha com o valor j x gap
(onde gap é a penalidade individual para cada buraco, aqui representado por um hifen),
e cada linha ¢ da primeira coluna, com o valor ¢ X gap.

Seja score(i,j) a pontuacao quando se alinham as letras i e j, da primeira e segunda
sequéncias, respectivamente, de acordo com os valores definidos para match, mismatch
e gap. As demais posigoes, M[i,j|, da matriz assumem o seguinte valor: M]i,j] =
max{M][i —1,7] + gap, M[i — 1,5 — 1] + score(i,j), M[i,j — 1] + gap}.

Considerando que a primeira sequéncia do alinhamento é a disposta a esquerda da
matriz de pontuacdo e a segunda como a disposta no topo. Cada posi¢ao i, da primeira
sequéncia, e j, da segunda sequéncia, possui uma das seguintes opcoes para alinhamento:

e Letra na posicao ¢ da primeira sequéncia alinhada com um buraco quando a maior
pontuacao é Mli — 1, j] + gap.

e Alinhamento entre a posicdo 7 da primeira sequéncia e j da segunda, quando a maior
pontuagdo é M[i — 1,5 — 1] + score(i, ).

e Letra na posicao 5 da segunda sequéncia alinhada com um buraco quando maior
pontuagao é Mli,j — 1] + gap.

As etapas do alinhamento global para preenchimento da matriz e recuperagao do
alinhamento sao descritas respectivamente nos Algoritmos 1 e 2.

A construgdo da matriz de pontuacdo, assim como a recuperacao do alinhamento
(caminho em negrito) para as sequéncias ACTGGACACT e ACATGGAT, com match=1, mis-
match=-1 e gap=-2 podem ser vistos na Tabela 3.1. O alinhamento resultante foi o
seguinte:

AC-TGGACACT
ACATGG--A-T



3.1. Alinhamento de Pares de Sequéncias 17

Algoritmo 1 Algoritmo global para alinhamento de pares de sequéncias

Entrada: sequencel, sequence2
Saida: M
m « sequencel.length
n < sequence2.length
for i — 0 to m do

M[i,0] «+ 1 X gap
for j «— 0 ton do

MI0,j] « j x gap
for i — 0 to m do

for j «— 0 ton do

M[i,j|] < max{M[i-1,j]+gap, M[i-1,j-1]+score(i,j), M[i,j-1]+gap}

return M

0O |-2|-4]-6|-8|-10|-12|-14|-16
21 |-1|-3]|-5]-7T]-9]-11|-13
40 -1 ] 2 0O |-2| 4] -6]-8]-10

T4 -3 21 3 1] -1

14 1-11) -8 | -5 |-4| -3 | -1 | 2 3
-16 |-13|-10| -7 |-6| -5 | -3 | O 1
-18 | -15 | -12 ) -9 |-8| -T | -5 | -2 | -1
20| -17|-14 | -11|-8| -9 | -7 | 4 | -1

HlQ»| Q> Q| Q) >
—
S

Tabela 3.1: Matriz de pontuagdo do alinhamento global das sequéncias ACTGGACACT e
ACATGGAT, com match=1, mismatch=-1 e gap=-2. Em negrito o caminho da recuperacao
do alinhamento.



18 Capitulo 3. Alinhamento de Sequéncias

Algoritmo 2 Algoritmo para recuperacao do alinhamento de pares de sequéncia a partir
da matriz gerada pelo Algoritmo 1

Entrada: sequencel, sequence2, M
Saida: alignSequencel, alignSequence2
i < sequencel.length
j < sequence2.length
alignSequencel «— “”
alignSequence2 «—
while i >0 and j >0 do
if M[i,j] = M[i-1,j] + gap then
alignSequencel « sequencel[i] + alignSequencel
alignSequence2 «+ “-”+ alignSequence2
1e—i-1
else
if M[i,j] = M[i-1,j-1] + score(i,j) then
alignSequencel « sequencel[i] + alignSequencel
alignSequence2 « sequence2[j] + alignSequence2

[1%k

1e—1-1
Je=ij-1
else

alignSequencel « “-”+ alignSequencel
alignSequence2 « sequence2[j] + alignSequence2
je=i-1
while i > 0 or j>0 do
if i > 0 then
alignSequencel « sequencel[i] + alignSequencel
alignSequence2 « “-”+ alignSequence2
1—i-1
else
alignSequencel «— “-”+ alignSequencel
alignSequence2 « sequence2[j] + alignSequence2
Je=J-1
return (alignSequencel, alignSequence?2)

“won
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No alinhamento semi-global ndo sao penalizados os buracos nas extremidades das
sequéncias, pois geralmente os erros de sequenciamento sao mais concentrados nas ex-
tremidades das sequéncias. A fim de alcancar o melhor alinhamento entre o prefixo de
uma sequéncia e o sufixo de outra, o alinhamento semi-global utiliza os Algoritmos 1 e 2
com algumas adaptagoes. Para nao penalizar buracos no final da primeira sequéncia deve-
se recuperar o alinhamento a partir da posicao de maior valor da ultima linha da matriz.
J& para ndo penalizar no final da segunda sequéncia, deve-se recuperar o alinhamento
a partir da posicdo de maior valor da tultima coluna da matriz. Quando deseja-se nao
penalizar os buracos no inicio da primeira sequéncia preenche-se a primeira coluna da
matriz com zeros e, para nao penalizar no inicio da segunda, preenche-se a primeira linha
da matriz com zeros.

A Tabela 3.2 mostra a matriz de pontucao para o alinhamento semi-global das sequén-
cias TATTGAAGCATTAGGGCG e GAAGCATAGTGCGTGAT. Em negrito a recuperagao alinhamento
utilizando pontuacao match=>5, mismatch=-1 e gap=-3. O alinhamento resultante é:

TATTGAAGCATTAGGGCG--——
————GAAGCA-TAGTGCGTGAT

A abordagem local busca encontrar o alinhamento de maior pontuagao entre sub-
sequéncias das duas sequéncias de entrada. E interessante quando se deseja encontrar as
regides melhores conservadas entre duas sequéncias. Em 1981, Smith e Waterman [64]
descreveram um algoritmo de abordagem local, também de complexidade O(mn). Este al-
goritmo também é semelhante ao global, diferenciando-se no preenchimento da matriz e na
recuperagao do alinhamento. Ao preencher a matriz, o Algoritmo 1 é modificado de forma
a exigir que o valor minimo de cada posigao seja 0, isto é: M[i, j| = max{M][i—1, j]+ gap
Mli — 1,7 — 1] 4 score(i, j), M[i,j — 1] + gap,0}. Nunca haverd um elemento negativo
nas células dessa matriz, pois no pior dos casos hd sempre o alinhamento entre os sufixos
vazios, [1,i] da primeira sequéncia com [1,j] da segunda sequéncia, que d4 uma pontuagio
igual a zero [63]. Na recuperagio do alinhamento o Algoritmo 2 é modificado para que a
matriz seja percorrida a partir do seu maior valor (valor ¢timo para o alinhamento), até
que se encontre uma posi¢ao com valor 0 ou uma das bordas seja alcancada.

A Tabela 3.3 mostra a matriz de pontuacao para o alinhamento local das sequéncias
TATTGAAGCATTAGGGCG e GAAGCATAGTGCGTGAT, utilizando match=3, mismatch=-3 e gap=-
5. Em negrito a recuperacao do seguinte alinhamento:

GAAGCATTAGGGCG
GAAGCA-TAGTGCG

3.1.1 Alinhamento Recursivo

A abordagem local busca alinhar corretamente as partes bem conversadas das sequéncias.
Programas como o BLAST [2] utilizam esta estratégia. Uma adaptagio do algoritmo de
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GIA|IA|G|IC|A|T|A|G|T|G|C|G|T|G|A|T
0(01j0jJj0O}0 0|0 }|0O]O]O0O||O0O]O |0 ]|O O |0 |0 O
T|0 |-1|-1|-1|-1|-1|-1|5 |2 |-1|5 |2 |-1|-1|5 |2 |-1]|5H
AjOo|[-1/4 4|1 |-2|4 |2 |10(7 |4 |4 |1 |22 4|7 |4
T|O0 |-1|1 {3 3]0 |1 |9 |79 |12]/9 |6 |3 |3 |1 |4 |12
T|O0 |-1|-2]|0 |2 |2 |-1|6 |8 |6 |14]11 5 |18 15 1219
G|O |5 |2 |-1|5 2|1 |3 |5 [13|11|19|16|13|10|13|10|7
A0 |2 |10{7 |4 |4 |7 |4 |8 |10]12|16| 18| 15| 12| 10| 18|15
A0 |-1|7 [15/12]9 |9 |6 |9 |7 |9 |13|15|17| 14| 11| 15|17
G|0 |5 |4 |12|20(17|14|11|8 |14|11|14|12|20|17|19|16]| 14
Cl0 |2 |4 ]9 |17]25/22|19|16|13|13|11|19|17|19|16]| 18|15
AJO [-1|7 |9 |14]22|30|27|24|21|18|15| 16| 18| 16| 18| 21| 18
T|0 |-1|4 |6 |11]|19]27|35(32|29|26|23|20|17|23|20]| 18|26
T|0 |-1|1 |3 |8 |16]24]|32[34|31|34|31|28[25|22|22]19]|23
A0 |-1|4 |6 |5 |13/21]29|37]34|31|33|30|27|24|21|27|24
G|0O |5 |2 |3 |11]10|18|26|34|42/39|36|33|35|32|29] 26| 26
GO |5 |4 |1 |8 [10]15]23|31|39|41|44|41|38|35|37|34]31
G|0O |5 |4 |3 |6 |7 [12]20]28|36|38|46|43|46|43|40|37]|34
C|0 |2 |4 |3 |3 |11|9 |17]25|33|35|43|51|48|45|42|39| 36
G0 |5 |2 |3 |8 |8 ]10]14]|22/30|32|40]|48|56| 53| 50| 47| 44

Tabela 3.2: Matriz de pontuacao do alinhamento semi-global das sequéncias
TATTGAAGCATTAGGGCG e GAAGCATAGTGCGTGAT, com match=>5, mismatch=-1 e gap=-3.
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alinhamento local é apresentada, nela as sequéncias sao alinhadas recursivamente.

Inicialmente sao utilizadas as sequéncias inteiras no primeiro alinhamento local. As
subsequéncias nao alinhadas sao tomadas como novas sequéncias e apresentadas recur-
sivamente (& esquerda e a direita) como entrada para o alinhador local recursivo. Os
alinhamentos produzidos por cada chamada recursiva sdo concatenados, formando uma
sequéncia que representa o alinhamento completo. O alinhamento recursivo é executado
enquanto ha um alinhamento local para as sequéncias de entrada atual. Quando o a-
linhamento local ndo é mais possivel (isto é, retorna sequéncias vazias), recorre-se ao
alinhamento global para alinhar estas sequéncias nao alinhadas.

O Algoritmo possui complexidade O(n?) conforme podemos observar na Recorréncia:
T(n,m) = T(nl,ml) + T(n2,m2) + O(n?) = O(n?).

O alinhamento recursivo é apresentado no Algoritmo 3. Neste algoritmo, Local é o
algoritmo de Smith e Waterman [64] para alinhamento local e Global é o algoritmo de
Needleman e Wunsch [48] para alinhamento global.

Algoritmo 3 Pseudocédigo do alinhamento recursivo

Entrada: sequencel, sequence2
Saida: seqlAlgn, seq2Algn
if sequencel.length>0 and sequence2.length>0 then
(seqlAlgn,seq2Algn,iniAlgnSeql,iniAlgnSeq2,fimAlgnSeql,fimAlgnSeq2) « Lo-
cal(sequencel sequence?2)
if seqlAlgn.length = 0 then
(seqlAlgn,seq2Algn) «+ Global(sequencel,sequence2)
else
(seqlAlgnLeft,seq2AlignLeft) — LocalRecursive(sequencel[1:iniAlgnSeql-
1],sequence2[1:iniAlgnSeq2-1])
(seqlAlgnRight,seq2AlignRight) < LocalRecursive(sequencel [fimAlgnSeql+
1:sequencel.length] sequence2[fimAlgnSeq2+1:sequence2.lengthl])
seqlAlgn « seqlAlgnLeft 4+ seqlAlgn + seqlAlgnRight
seq2Algn « seq2AlgnLeft 4+ seq2Algn + seq2AlgnRight
else
seqlAlgn « sequencel
seq2Algn « sequence2
for i «+ 1 to sequencel.length do
seq2Algn «— “"+ seq2Algn
for ¢ < 1 to sequence2.length do
seqlAlgn « seqlAlgn 4+ “-7
return(seqlAlgn,seq2Algn)

Sejam as sequéncias GGGAAGCATAGTGCGTGAT e TATTGAAGCATTAGGGCGGT, e match=2,
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mismatch=-3 e gap=-5, os valores dos parametros. Vamos observar o alinhamento local
rescursivo.
A primeira chamada ao algoritmo gera o seguinte alinhamento local, chamado de A;:

GAAGCA-TAGTGCG
GAAGCATTAGGGCG

O alinhamento nao utiliza as sequéncias de entrada por completo, restam subsequéncias
nao alinhadas a direita e a esquerda da subsequéncia alinhada. Portanto, sao realizadas
chamadas recursivas ao algoritmo de alinhamento local recursivo. O primeiro para es-
querda, L1, para alinhar GG com TATT, estas sequéncias nao sao alinhadas pelo alinhador
de pares local, sendo necessario utlizar do alinhador de pares global, que produz o seguinte
alinamento, chamado de A,:

--GG
TATT

Agora é preciso alinhar as subsequéncias TGAT e GT, ndo alinhadas a direita, chamando
a recursao R;. Que as alinha da seguinte forma, no alinhamento As:

T
T

Ainda restam subsequéncias de R; que nao foram alinhadas, para que sejam alinhadas é
preciso uma recursao para esquerda, Ly que alinhe: TGA e G. O alinhamento, A4, resultante
foi:

G
G

As letras T, a esquerda (L3) do alinhamento de Lo, ¢ A & direita (R2) sao alinhadas
com buracos.

O alinhamento final é obtido pela concatenagao dos alinhamentos das chamadas recur-
sivas realizadas. Neste exemplo concatena-se o resultado de L com o Ay e R;. A recursao
Ly é igual ao alinhamento A. Por sua vez, a recursao R; é obtida pela concatenagao Ls,
A4 Ry e Az. O alinhamento resultante dessas concatenagoes é:

-—GGGAAGCA-TAGTGCGTGAT
TATTGAAGCATTAGGGCG-G-T

A Figura 3.1 mostra uma arvore com as chamadas recursivas que ocorreram no método,
onde L, é uma chamada recursiva para esquerda, R, uma chamada recursiva para direita
e A, o alinhamento local da entrada corrente. A concatenacao de todos os alinhamentos
locais resultou no alinhamento final.

O alinhamento local do Algoritmo 3 permite que o alinhamento resultante do alinha-
mento local tenha qualquer tamanho, com isso pequenas partes das sequéncias podem ser
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GGGAAGCATAGTGCGTGAT
TATTGAAGCATTAGGGCGGT
Ly l rAq ‘ " 1
GG GAAGCA -TAGTGCG TGAT
TATT GAAGCA TTAGGGCG GT
[~ T
) TGA T
TATT G T
Lg vA ¥R
T G A
» G -

Alinhamente Final

--GGGAAGCA - TAGTGCGTGAT
TATTGAAGCATTAGGGCG -G -T

Figura 3.1: Etapas do alinhamento recursivo, Algoritmo 3
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alinhadas. O alinhamento de poucas letras das sequéncias originais pode levar a quebra
de blocos conservados. Uma alternativa para evitar, ou ao menos reduzir essa quebra é
limitar um valor minimo para o tamanho do alinhamento de pares local.

Objetivando conseguir um alinhamento local que utilize a maior pontuagao da matriz
de pontuacgao, mas que satisfaca esse limite minimo de tamanho do alinhamento utilizamos
uma matriz auxiliar a j& utilizada em Smith e Waterman [64], nesta matriz auxiliar sao
armazenados os tamanhos dos alinhamentos. Desta forma, na recuperacao do alinhamento
verifica-se também, na matriz de tamanhos, se o tamanho do alinhamento a partir desta
posi¢do da matriz é maior que o minimo determinado. Caso o tamanho seja menor que
o minimo, procura-se a segunda maior pontuagdo da matriz e verifica-se o tamanho do
alinhamento, se ainda nao satisfizer o minimo segue em busca do terceiro valor e assim
sucessivamente. Com isso, o alinhamento local resultante recuperado é o com maior
pontuagdo que satisfaca o limite minimo de tamanho. Se nenhum dos alinhamentos
possiveis possuirem o tamanho minimo, recorre-se ao alinhamento global para alinhar
as sequeéncias.

3.2 Pontuagoes para Alinhamentos de Sequéncias

Diferentes funcgoes sao utilizadas para expressar a penalidade de buracos. Elas podem ser
aditivas ou sub-aditivas. Funcoes aditivas sao as que possuem a seguinte caracteristica
w(ky + ko) = w(ky) +w(ky) e como exemplo podemos citar fungoes lineares. Fungoes sub-
aditivas possuem a seguinte caracteristica w(ky; + ko) < w(ky) + w(ks) e como exemplo
podemos citar func¢des afim e logaritmica.

3.2.1 Pontuacao Linear

A pontuacao linear para buracos é determinada por fun¢ées em que cada buraco é pon-
tuado individualmente. Sao representadas como na Equagao 3.1, na qual w(k) é a fungio
de penalidade de buracos, k é o nimero de buracos e gap é a pontuacao para cada buraco.

w(k) = gap x k (3.1)
Utilizando como exemplo as seguintes sequéncias de nucleotideos:

GCGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATATATTATAGACGATGAGAGGGGATTACGATGACAG
GCGATGACTGGGATGATGACGATGACTAGAGAAGACGATATATGACGATGGGTCTC

Foram alinhadas com funcao linear para penalidade de buracos, com match=4, mis-
match=-1 e gap=-5. Podemos observar que o alinhamento produzido, mostrado a seguir,
possui 26 buracos distribuidos em 13 blocos diferentes.



26 Capitulo 3. Alinhamento de Sequéncias

GCGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATATATTATAGACGATGAGAGGGGATTACGATGACAG
GCGATGAC--TGG-GATGA---TGACGATGACTA-GA-GAAGACGATATAT----GACGATG-G-G----T--C--T--C--

3.2.2 Pontuacao Afim

A pontuacdo afim para penalizar buracos visa introduzir a idéia de que k buracos em
sequéncia sao mais provaveis que k buracos isolados. Isso é implementado pela aplicacao
de uma penalidade grande para cada abertura de um bloco de buracos [63]. Isto supoe
que é mais provavel que ocorram insergoes/remogoes de letras em conjunto que individu-
almente.
A Equacao 3.2 apresenta a fungao w(k) para penalizar buracos utilizando pontuagao
afim
w(k) = gop + gep x k (3.2)

onde, k é o nimero de buracos, gop (gap opening) é uma constante de penalidade de
abertura de um bloco de buracos e gep (gap extended) é a penalidade para cada um dos
k buracos consecutivos do bloco.

A seguir apresentamos o alinhamento das mesmas sequéncias do exemplo de pontuacdo
linear (Secao 3.2.1) com match=4, mismatch=-1, gop=-17 e gep=-1. O alinhamento com
pontuagao afim para penalidade de buracos concentra os 26 buracos em apenas trés blocos,
pelo o fato de que estender um bloco de buracos sofre menor penalidade do que abrir um
novo bloco de buracos.

GCGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATATATTATAGACGATGAGAGGGGATTACGATGACAG
GCGATGACTGGGATGATGACGATGAC-—--—-—- TAGAGAAGACGATATAT----GACGATG-------————-—= GGTCTC

3.2.3 Pontuacao Logaritmica

Apesar do grande uso de fun¢ao afim no alinhamento de sequéncias, alguns pesquisadores
levantaram questoes sobre a justificativa de seu uso. De acordo com Gu e Li [26] se a
frequéncia de indels segue uma distribuicao geométrica, deve-se usar a penalidade linear,
enquanto que se essa frequéncia segue uma lei de poténcia (relacao polinomial que possui
a propriedade de escala invariante e relaciona duas grandezas) a penalidade logaritmica
para buracos é mais apropriada. A realizacao de estudos a este respeito mostrou que
o tamanho de um indel ¢é relacionado com sua frequéncia em uma escala logaritmica, e
portanto obedecem uma lei de poténcia [8].

A distribuicao de Zipfian é uma lei de poténcia que mostra que a probalidade de um
indel ter tamanho k é P(k|z) = k7 /((z), onde z > 1 e ((z) = 300, n~ % é a fungao Zeta
de Riemann’s. Se 1 < z < 2, a média da distribuigao ¢é infinita, e se 1 < z < 3, a variancia
¢ infinita [8].



3.3. Modelos de Substituicao 27

A funcao logaritmica é um exemplo de fungdo concava, e é definida como na
Equagao 3.3,
w(k) = gop + ¢ x log(k) (3.3)

onde w(k) é a fungdo para penaizar uma sequéncia de k buracos, gop é uma constante de
penalidade de abertura de um bloco de buracos, e ¢ é uma constante de penalidade para
extensao de buracos.

Miller e Myers [43] ressaltam que a andlise de indels consecutivos pode ser tratada
como uma operacao atomica e nao como uma troca individual de simbolos. Ainda
mostram como utilizar uma funcdo céncava (Awyg > Awgyq, onde Awy, = w1 — wy),
como a logaritmica para representar um bloco de buracos.

Um algoritmo para alinhar pares de sequéncia com penalidade logaritmica de buracos
tem complexidade de tempo O(n?) e O(n?) de espago, onde n é o tamanho das sequéncias,
é descrito no Algoritmo 4.

As mesmas sequéncias do exemplo de penalidade linear para buracos (segdo 3.2.1),
alinhadas utilizando pontuacao logaritmica com 6, -1, -8, -2 como valores para match,
mismatch, gop e ¢, respectivamente, possuem o seguinte alinhamento.

GCGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATGACGATATATTATAGACGATGAGAGGGGATTACGATGACAG
GCGATGACTGGGATGATGACGATGACTA-GA-—-———- GAAGACGATATAT----GACGATGGGT-————————————— CTC

Podemos observar que os 26 buracos foram agrupados em 4 blocos, respeitando o fato da
troca de simbolos ser considerada uma operacao atomica.

Tendo em vista que o tamanho de sequéncias de proteinas pode ser grande, um algo-
ritmo cubico pode ser impraticavel quando se trata de tempo computacional gasto para
se alinhar um conjunto de sequéncias protéicas. Miller e Myers [43] desenvolveram um
algoritmo que possui complexidade de tempo O(n?logn) e O(n) de espaco.

Esse algoritmo se baseia no paradigma de lista de candidatos em que, para cada linha,
todas as colunas sdo candidatas a posic¢ao de inicio do bloco de buracos. Assim como, para
cada coluna, todas as linhas sao candidatas ao inicio do bloco de buracos. Sao mantidas
n + 2 listas, uma para todas as linhas e uma para cada coluna, pois a cada linha pode-se
sobrescrever a lista.

3.3 Modelos de Substituicao

A pontuacédo para alinhamento de letras pode ser feita nao sé por valores fixos de match e
mismatch, mas também por matrizes de substituicao. Matrizes de substituicao indicam a
possibilidade de mutacao de um aminoacido ¢ por um aminoacido j, ou seja, os valores de
match e mismatch para os aminodcidos. Elas sao geradas a partir de diversos alinhamentos
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Algoritmo 4 Algoritmo cibico para alinhamento com fungao logaritmica [76]

Entrada: alignment1, alignment2, gop, ¢
Saida: matrix
lengthl « alignmentl1.length
length2 « alignment2.length
matrix [lengthl + 1,length2 + 1]
matrix[0,0] < 0
for i « 0 to lengthl do
matrix[i,0] < gop + ¢ x log(i)
for j < 1 to lenght2 do
matrix[0,j] < gop + ¢ x log(j)
for 7+ 1 to lengthl do
for j «+ 1 to length2 do
M « matrix|i - 1,j - 1] + scoreAlign
for k — 1toido
if M < matrix[k - 1,j] + gop + ¢ x log(i-k) then
M «— matrix[k - 1,j] + gop + ¢ x log(i-k)
for k — 1to j do
if M < matrix[i,k - 1] + gop + ¢ x log(j-k) then
M « matrix[i,k - 1] + gop + ¢ x log(j-k)
matrix([i,j] < M
return matrix

de pares de sequéncias de aminodcidos. As matrizes mais utilizadas sao as da familia
PAM [12] e as da familia BLOSUM [27].

As matrizes PAM (do inglés, Percent of Accepted Mutation) foram desenvolvidas por
Margaret Dayhoff [12] em 1978. A familia PAM foi construida com base em 1.572 mutagoes
observadas em 71 familias de proteinas. Foram considerados alinhamentos de sequéncias
de protefnas com pelo menos 85% de identidade. De forma geral, a familia PAM é definida
como na Equagao 3.4 .

- FE(i, )
PAM(i,5) {10 X logfreq(aj)w (3.4)

onde F(i,j) é a probabilidade de um aminodcido a; mutar para um a; em sequéncias com
distancia 1-PAM, freq(a;) a frequéncia do aminodcido a;, e k é o indice PAM.

A distancia 1-PAM equivale a substituicao de 1 a cada 100 aminodcidos e indica que
pode haver a troca de um aminoédcido por qualquer outro. Quanto maior os valores de k
para as matrizes k-PAM, mais distantes sao as sequéncias. Note que: duas proteinas que
possuem distancia k-PAM nao sio necessariamente diferentes em k% aminoécidos.

Matrizes BLOSUM (BLOcks of amino acid SUbstitution Matrix) foram desenvolvidas
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matriz PAM | matriz BLOSUM
PAM g BLOSUMy,
PAM 5 BLOSUMg,
PAM 60 BLOSUMg
PAMsg0 BLOSUM5,
PAM5 BLOSUMy;s
PAMyg BLOSUM3,

Tabela 3.4: Matrizes PAM, na primeira coluna, com as correspondentes BLOSUM, na
segunda coluna, de acordo com a entropia

por Henikoff e Henikoff [27] em 1992, baseadas em alinhamentos locais de 2000 blocos de
sequéncias que caracterizaram mais de 500 grupos de proteinas. A Equacao 3.5 mostra a
féormula geral da construgdo das matrizes BLOSUM.

freq(ai, a;)
freq(a;) freq.(a;)

Na familia BLOSUM, em cada matriz BLOSUM}, k indica que os alinhamentos uti-
lizados para gerar a matriz tem no mdximo k% de identidade.

BLOSUM(i,j) = |logs (3.5)

Apesar das matrizes BLOSUM serem derivadas de alinhamentos de blocos e das ma-
trizes PAM serem derivadas das taxas de mutacdo, elas podem ser comparadas uti-
lizando entropia relativa [27]. Através da entropia dos aminodcidos, determinada pela
Equacao 3.6, é possivel determinar qual das matrizes PAM é equivalente a qual matriz da
familia BLOSUM, como mostra a Tabela 3.4. Por exemplo, a matriz PAM;qg é equivalente
a matriz BLOSUMjyq de acordo com a entropia.

i

H=>">" freq(a;) freq(a;)o(a;, a;) (3.6)

i=1j=1

onde H é a entropia, o(a;,a;) a troca de a; por a;, a, sdo aminodcidos e freg(a,) é a
frequéncia de um aminoéacido a,.

Em um alinhamento caracterizado por frequéncias objetivo, a entropia mede a in-
formagao média disponivel por posi¢ao que distingue um dado alinhamento de um con-
junto de caracteres do alinhamento ao acaso desses caracteres. Um alto valor de entropia
pode ser obtido através de alinhamentos mais curtos, enquanto que, valores mais baixos
podem ser obtidos por alinhamentos mais longos [1]. A entropia relativa é 0 quando a
distribuicao observada do par de frequéncias é a mesma da esperada, e aumenta quando
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as duas distribuigdes se tornam mais distinguiveis. Altschul [1] mostrou que a entropia
diminui com o aumento do indice & PAM. Para matrizes BLOSUM, a entropia aumenta
com o aumento da porcentagem de clusterizacao.

3.3.1 DCMut

Dayhoff e colegas [12] construiram matrizes de probabilidade, familia PAM, dependentes
do tempo para expressar o modelo de substituicao de aminodcidos. No entanto, a subs-
tituigdo de aminodcidos pode também ser expressa em funcao de matrizes de IRMs (do
inglés Instantaneus Rate Matriz).

Proposto por Kosiol e Goldman [38], o DCMut (Directed Computation with Mutabil-
ities) é uma variagdo do modelo proposto por Dayhoff e colegas em 1978. Utilizando os
mesmos dados usados por Dayhoff, com o DCMut foi possivel construir diferentes matrizes
IRMs a partir das matrizes de probabilidade PAM. Uma matriz IRM, aqui denominada
de @, se relaciona com o modelo de Dayhoff (matriz P(¢) em um tempo ¢) de acordo com

a Equagao 3.7.
(tQ? , (1)

P(t) =1 +1Q + i

+ ... (3.7)

onde I é a matriz identidade e Q = (¢;5)ij=1,... 20-
DCMut considera apenas as trocas observadas e as mutacoes de aminodcidos. Neste
modelo, cada elemento ¢;; da matriz ) é determinado pela Equagdo 3.8, para ¢ # j.

MmN

3.8
Zk;&; Nk ( )

qij =

onde n;; corresponde ao numero de ocorréncias de um aminodcido ¢ em uma sequéncia
e um aminodcido j em outra para todos pares de sequéncias, g; = —>; ;. As taxas
de mutagoes (m;), que medem a troca de um aminoédcido ¢ por um aminodcido j, sdo
calculadas como na Equacao 3.9.

Dt Mij
m; = S (3.9)

Zk 1 Nk

3.3.2 Jones-Taylor-Thornton

O modelo de Jones-Taylor-Thornton [33] é similar ao modelo de Dayhoff PAM [12], dife-
renciando-se por realizar a recontagem do numero de trocas observadas nos aminoacidos.
A amostragem de proteinas utilizadas é maior que a de Dayhoff e a distancia é medida
em unidades da fragdo esperada de aminoacidos trocados.
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A matriz que mede a taxa de substituigao dos aminoacidos é construida em trés etapas:

e Agrupamento das sequéncias em familias homélogas.
e (Calculo das mutacoes observadas entre sequéncias altamente similares.

e Listagem das frequéncias de mutacoes que ocorreram ao acaso.

O modelo utiliza um método para inferir relagoes filogenéticas entre conjuntos de
sequéncias (pairwise present-day ancestor scheme). Considera a distribuicao em triplas
de aminodcidos entre duas sequéncias. Se duas triplas sao suficientementes idénticas entre
duas sequéncias elas mostram-se potencialmente homologas. Pega-se a maior sequéncia e
constréi-se uma tabela de hash contendo as frequéncias com que as triplas ocorrem nesta
sequéncia. Comparam-se entao as frequéncias das triplas da menor sequéncia com a da
maior, por uma pontuagao S, como na Equagao 3.10.

vvv  man(f P

pqr=AAA
pr— -].
s min(ng, ny) — 2 (3.10)

onde fP" e fP" sao as frequéncias da tripla pgr de aminodcidos nas sequéncias a e b, e
ng € Ny sao os tamanhos das sequéncias.

O valor de S normalizado é usado para determinar a porcentagem de identidade, I,
das sequéncias, como na Equagao 3.11.

I ~ 10052912 (3.11)

A fim de alinhar apenas as sequéncias com pontuacao de triplas corretas, seleciona-
ram-se apenas as que tiverem I > 45% e, em seguida, excluem-se os pares de sequéncias
cuja pontuacao da identidade do alinhamento é menor ou igual a 85%. Combinando esta
heuristica de identidade com um modelo de programacao dinamica constréem matrizes
de identidade baseadas nas matriz PAM de Dayhoff.

A matriz criada utilizando o modelo JTT, chamada de PET91, equivalente a 250-
PAM, pode ser observada na Tabela 3.5. Esta matriz foi gerada com base em 16.130
proteinas da distribuicao 15.0 do banco de dados de proteinas SWISS-PROT [3].

3.3.3 PMB

O modelo Probability Matriz from Blocks (Matriz de Probabilidade de Blocos), o PMB [71],
foi desenvolvido em 2003 por Veerassamy e colaboradores. Este modelo é derivado das
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A 2

R -1 5

N 0 0 3

D 0 -1 2 5

C -1 -1 -1 -3 11

Q -1 2 0 1 -3 5

E -1 0 1 4 4 2 5

G 1 0 0 1 1 -1 0 5

H -2 2 1 0 0 2 0 -2 6

1 0 -3 -2 -3 -2 -3 -3 -3 -3 4

L -1 -3 -3 -4 -3 -2 -4 -4 -2 2 5

K -1 4 1 0 -3 2 1 -1 1 3 -3 5

M -1 2 -2 3 2 -2 -3 -3 -2 3 3 -2 6

F -3 -4 -3 -5 0 -4 -5 -5 0 0 2 -5 0 8

P 1 -1 -1 -2 -2 0 -2 -1 0 -2 0 -2 -2 -3 -6

S 1 -1 1 0 1 -1 -1 1 -1 -1 -2 -1 -1 -2 1 2

T 2 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 -1 -1 0 -2 1 1 2

w -4 0 -5 -5 1 -3 -5 -2 -3 4 -2 -3 -3 -1 -4 3 -4 -15

Y -3 2 -1 2 2 -2 -4 -4 4 2 -1 -3 -2 5 -3 1 -3 0 9

v 1 -3 -2 -2 -2 -3 -2 -2 -3 4 2 -3 2 0 -1 1 0 -3 -3 4
A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y v

Tabela 3.5: Matriz construida com o modelo JTT equivalente a 250-PAM, os valores
foram multiplicados por 10 e arredondados para cima [33].
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matrizes BLOSUM [27] e pode ser usado para andlise evoluciondria de sequéncias de
proteinas.

PMB utiliza blocos de banco de dados de alinhamentos de proteinas e distancias evolu-
cionarias aditivas para aproximar as probabilidades de substitui¢cdo de aminoacidos como
uma fungdo da distédncia evolucionéria. Veerassamy e colaboradores analisaram blocos
de banco de dados [28] excluindo os tendenciosos em sua composi¢do. Ainda utilizaram
o programa BLOSUM [27] para observar a frequéncia de cada tipo de substituicao de
aminodcidos, variando a porcentagem de clusterizacao de 30% a 100% incrementando, de
2% em 2%.

Para cada clustering com porcentagem ¢ de clusterizacao é possivel determinar dife-
rentes matrizes, M., de mutabilidade que descrevem a frequéncia de substitui¢do de um
aminodacido por outro. Para cada matriz é possivel determinar M;; pela Equacao 3.12,

Fy;

S

J=1%v

(3.12)

onde Fj; ¢ a frequéncia de substituicao, de um aminodcido ¢ por uma aminodcido j, obtida
de uma matriz BLOSUM.

A frequéncia observada para cada aminoacido é definida pela Equagao 3.13, onde
m é o vetor de frequéncias. Cada entrada do vetor corresponde a frequéncia para um
aminodcido, cujo valor ¢ obtido pela divisao da soma das frequéncias F;; para uma linha
da matriz pela soma de todas as entradas da matriz.

20
> Fy

N 3.13
SRS o1

T =

A matriz de mutabilidade e o vetor de frequéncias sdo usados para calcular a frequéncia
média de substitui¢ao, D(M), através da Equagao 3.14.

20
i=1

Cada matriz M, pode ser considerada uma fungao de P,., sendo que P, corresponde a
distancia evolucionaria atual. Podemos definir a distancia d. como a distancia esperada
para uma distancia média atual P,., como na Equagao 3.15.

de = D(Mc(P.)) (3.15)

Utilizando uma férmula de correlacdo C, pode ser estimada uma distancia evolu-
ciondria atual, P’., como uma funcéo da distancia d., como mostra a Equacao 3.16.
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P =C(d) (3.16)

Para cada porcentagem de clusterizacio, ¢, é possivel determinar uma I RM (Instan-
taneous Rate Matriz), denotada por Q., assim como apresentada na Equagao 3.17.

In(M,)
P,
Finalmente, a uma matriz PMB(P) pode ser definida através da Equagdo 3.18, onde

P ¢é a distancia evoluciondria em unidades PAM, onde ) pode ser determinada na
Equagao 3.17.

Qc:

(3.17)

PMB(P) = exp(0.01PQ) (3.18)

A melhor matriz PMB encontrada foi a QQgg € pode ser observada na Tabela 3.6. A
primeira coluna corresponde a frequéncia de cada aminoacido.
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3.3.4 Modelo de Categorias

Certos tipos de mutagoes sao mais frequentes que outras. Em sequéncias de aminoédcidos,
esta caracteristica é bem marcante no sentido em que aminodcidos com carga elétrica
positiva dificilmente sdo trocados por aminodcidos com carga elétrica negativa [56], e
vice-versa.

O modelo de categorias utiliza essa idéia de que nem todos os aminoacidos podem ser
trocados com a mesma frequéncia. Baseia-se no modelo de dois parametros de Kimura [36]
para sequéncias de nucleotideos, adaptando-o para aminoacidos.

O modelo de dois parametros de Kimura afirma que é mais provavel que haja transigoes
do que transversoes. Transicao é a troca de um nucleotideo por outro do mesmo grupo
(ptricos por ptricos, ou pirimidicos por pirimidicos). Transversdo ¢ a troca entre nu-
cleotideos de grupos diferentes (piricos por pirimidicos, ou pirimidicos por ptiricos). A
distancia de Kimura é dada pela Equacao 3.19, onde s é a porcentagem de transi¢oes que
ocorreram de uma sequéncia para outra e v a porcentagem de transversoes.

In(l—=2s—v) In(1-—2v)
2 4
No modelo de categorias, as trocas entre aminoacidos de mesma categoria sempre sao

K=—

(3.19)

permitidas, ja as que alteram a categoria sao permitidas apenas em certas fragoes do
tempo. Esta fracao tem valor 1 quando todas as trocas sao permitidas e 0 quando sao
quase impossiveis de acontecer [19]. Um dos padrdes para classificagdo de aminodcidos,
que podem ser utilizados para medir as proporgoes de transigoes e transversoes, € o de
George-Hunt-Barker [23].

Na utilizagao desde modelo para observar a distancia entre duas sequéncias, é impor-
tante analisar as sequéncias por completo. Esta andlise inclui as posicoes que nao sofreram
mutacoes, para que o valor da distancia nao tenda a ser maior do que deveria.

3.4 Alinhamento Multiplo de Sequéncias

Para encontrar caracteristicas conservadas, como motifs, de familias de proteinas, é ne-
cessario o uso do alinhamento multiplo de sequéncias (MSA, do inglés Multiple Sequence
Alignment).

Sejam S;, Ss, ..., S, sequéncias de caracteres e espacos, sendo que |S;| representa o
tamanho de .S;. Um alinhamento A entre as sequéncias S a S, ¢ um mapeamento de S}
a S, em outras sequéncias S;” a S,’ com 0s mesmos caracteres e na mesma ordem de S;
a Sy, sendo possivel inserir espagos de forma que |S1|'=|S3|'=...=|S,|".

O algoritmo de Needleman e Wunsch pode ser adaptado de forma a generalizar o
alinhamento de duas para mais sequéncias. Porém este fica limitado a um pequeno nimero
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de sequéncias e nao muito longas [41]. Este algoritmo requer Q(k2¥n*) de tempo e Q(n¥)
de espaco, onde k é o nimero de sequéncias e n o comprimento da maior sequéncia, para
calcular um alinhamento étimo.

A fim de produzir um alinhamento multiplo global étimo, em 1989, Lipman e colabo-
radores [41] desenvolveram o programa M SA, que utiliza uma variante multidimensional
do modelo de programacao dindmica. No entanto, a complexidade do algoritmo é exponen-
cial. Em 1994, Lusheng Wang e Tao Jiang [75] provaram que o problema do alinhamento
multiplo de sequéncias é NP-Dificil.

Assim como no alinhamento de pares de sequéncias, no alinhamento multiplo, busca-se
alcancar aquele que melhor represente o cendrio evolucionario. Desta forma devem ser
considerados os diferentes eventos de mutacao que podem ocorrer na evolucao. Estes even-
tos sdo substituicio, inser¢do e remocao de aminoacidos. A probabilidade de ocorréncia
desses eventos depende do codigo genético, assim como dos efeitos fenotipicos de mutacao,
sendo mais frequentes substituigoes conservativas (entre aminodcidos com propriedades
bioquimicas semelhantes) que outros tipos de substituigoes.

O alinhamento multiplo de sequéncias é baseado na escolha da funcao objetivo (modelo
de comparagao) e na otimizagdo dessa [50]. Uma funcdo objetivo permite determinar
a qualidade de um alinhamento. No entanto, uma funcdo objetivo matematicamente
perfeita nem sempre é biologicamente perfeita, pois esta deveria incorporar informagcoes
dificilmente encontradas sobre estrutura, histéria e funcdo das sequéncias.

Geralmente, os algoritmos utilizados no alinhamento miltiplo de sequéncias sao heu-
risticas que nao garantem um alinhamento étimo como resultado. Obter um alinhamento
matematicamente 6timo é uma tarefa complexa mesmo quando se assumem que as se-
quéncias e a funcao objetivo sdo biologicamente perfeitas.

Um bom alinhamento depende do modelo utilizado para penalidade de buracos: linear,
afim, ou ainda modelos logaritmos. Em modelos mais realisticos considera-se um buraco
como um unico evento mutacional, cuja penalidade é proporcional ao seu tamanho. Dife-
rentes abordagens sao utilizadas para alinhar sequéncias, sejam de proteinas ou de DNA,
estas diferenciam-se nos métodos usados para construcdao do alinhamento nos tipos de
pontuagdes e nas heuristicas em que se baseiam.

3.4.1 Abordagens para MSA

O MSA pode ser construido por meio de abordagens distintas, tais como: a progressiva, a
iterativa, e a baseada em consisténcia, consenso, modelos ou blocos. Neste trabalho sera
explorada a construcao de alinhadores progressivos.

O alinhamento progressivo [20,30] é uma das maneiras mais simples de se realizar
o alinhamento multiplo. Utiliza pouco tempo e memdria computacional em relacao aos
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outros métodos. Sua estratégia consiste na computagao da matriz de distancias de pares
de sequéncias, construgao da arvore guia a partir das distancias e geracao do alinhamento
multiplo, guiado pela arvore, através dos alinhamentos de pares.

Alinhadores progressivos utilizam a estratégia gulosa, em que uma solugdo 6tima local
é feita esperando que ela leve a uma solucao 6tima global. Ou seja, a escolha entre quais
alinhamentos serao agrupados ¢é feita como a 6tima localmente, esperando alcancar uma
solucdo étima no final de todo o processo. Isto pode ser uma problema do método, pois um
erro cometido no inicio do alinhamento nao é mais corrigido. Sao exemplos de alinhadores
progressivos: Clustal W [66], MUSCLE [15, 16], Pileup [13] e MultiAlign [10]. Eles serao
brevemente descritos a seguir.

O Clustal W [66] utiliza esquema de pontuagao inicial para abertura e extenséo de bu-
racos e matriz de substituicao (PAM, BLOSUM ou Gonnet [24]) para construir a matriz
de distancias. Para construcao da arvore guia, utiliza-se a matriz de distancias. Inicial-
mente coloca-se uma raiz na arvore com base no valor médio das distancias estimadas e os
demais ramos sao colocados de forma proporcional. Finalmente, realiza-se o alinhamento
multiplo a partir das folhas da arvore. Nesta etapa utiliza-se um esquema de normalizacio
de pesos das sequéncias. Ainda realiza-se a pontuacao de abertura e extensao de buracos
a partir da inicial, levando em consideracao a similaridade e tamanho das sequéncias.

O MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Ezpectation) [16] usa uma fungio
de perfil para alinhamento multiplo com pontuacao logaritmica e refinamento usando uma
arvore dependente de particionamento. Produz um alinhamento inicial com distancia k-
mer (subsequéncia contigua de tamanho k, também conhecida como palavra). Em seguida
melhora este alinhamento recalculando a distancia entre as sequéncias ja alinhadas usando
a distancia de Kimura [37] e faz um segundo alinhamento multiplo, em ambos os casos
utiliza UPGMA [49] para construcao da drvore guia. Finalmente, o segundo alinhamento
é refinado, percorrendo a segunda arvore, visitando primeiro as arestas mais distantes da
raiz.

O Pileup [13] usa o0 método tradicional de programagio dindmica para o alinhamento de
pares. No alinhamento multiplo inicialmente alinha duas sequéncias. Em seguida alinha
a terceira ao alinhamento das duas e assim sucessivamente, até que todas as sequéncias
sejam alinhadas. Mantém uma matriz de pontuagdo contendo informagoes de todas as
sequéncias alinhadas até o momento. Estas, por sua vez, sao incluidas no alinhamento
de acordo com a proximidade com as ja alinhadas, por exemplo, a terceira sequéncia é
escolhida como a que mais se parece com a primeira ou a segunda, j& alinhadas.

Também baseado em programacao dinamica para o alinhamento de pares, o Multi-
Align [10] é realizado em 5 etapas: alinhamento de pares de sequéncia, construgao de uma
hierarquia de clusters baseada na pontuacao do alinhamento de pares, construcao de uma
arvore para alinhamento de pares dos clusters alinhados, pontuacao dos alinhamentos
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dos clusters, construgao de uma nova hierarquia de clusters de acordo com a pontuagao
calculada, substituicao do alinhamento anterior caso o novo seja melhor. O alinhamento
de pares é feito sobre uma matriz com raciocinio inverso, de forma que a posi¢ao de in-
tersecgao da primeira linha com a primeira coluna seja a pontuagao final do alinhamento.
Os clusters sao unidos de acordo com a maior proximidade entre eles; os mais parecidos
primeiro.

A abordagem iterativa busca refinar alinhamentos iniciais, produzidos por algum outro
algoritmo em diversos ciclos até que alguma condicao de parada seja atingida. E subdi-
vidida em métodos deterministicos e estocdsticos. Os deterministicos s@o mais simples e
consistem em retirar uma sequéncia por vez do alinhamento e realinhé-las com o restante
das sequéncias. Os métodos estocasticos interessantes por separarem bem o processo de
otimizacao e a fungdo objetivo. PRRP [25], SAGA [53], PRALINE [29] e InterAlign [6]
sao exemplos de alinhadores iterativos.

Métodos baseados em consisténcia, inicialmente descritos por Kececioglu [35], definem
um alinhamento étimo como aquele que esta de acordo com a maior parte dos possiveis ali-
nhamentos de pares para um conjunto de sequéncias. Precisa apenas de qualquer método
capaz de alinhar duas sequéncias por vez e nao de uma matriz de substituigao especifica.
Os alinhadores T-COFFEE [51] e SAGA (com a fungao objetivo COFFEE [52]) utilizam
esta abordagem.

Métodos baseados em consenso realizam a combinacao de diferentes alinhamentos,
produzidos por diferentes métodos para MSA. O M-COFFEE (73] pode ser citado como
exemplo de alinhador baseado em consenso. Ele utiliza alinhador T-COFFEE para com-
binar rapidamente os alinhamentos fornecidos pelos outros métodos.

Os métodos baseados em modelo surgiram como alternativa para incorporagao de
informagao sobre as sequéncias, na tentativa de resolver o problema de que as sequéncias a
serem alinhadas podem nao ser homdélogas. A implementagao pode ser feita por extensao
estrutural (identifica-se um modelo estrutural no Protein Data Bank [5] utilizando o
BLAST [2]) ou por homologia (utiliza um perfil ao invés de estrutura). Sao alinhadores
baseados em modelos: 3D-COFFEE [54], DbClustal [70], PRALINE [29].

No alinhamento baseado em blocos, utilizam-se blocos conservados para guiar o ali-
nhamento. Os blocos sao alinhamentos locais de fragmentos de sequéncias, considerando
na maioria das vezes apenas blocos sem buracos, nao dependendo tanto das penalidades
adotadas para buracos. DiAlign [45] é o alinhador baseado em blocos mais conhecido.






Capitulo 4

Alinhamento Progressivo

Para realizacao do alinhamento multiplo progressivo é preciso construir a matriz de
distancias para as sequéncias que serao alinhadas. Através dessa matriz realiza-se a
construcao da arvore guia e entdao o alinhamento progressivo, agrupando as sequéncias
seguindo a ordem sugerida pelos nos da arvore.

Além de ser muito sensivel aos parametros utilizados, o alinhamento miiltiplo progres-
sivo geralmente nao é étimo devido a estratégia gulosa que utiliza. Em outras palavras,
decisoes sao tomadas por parecer a melhor no momento. Faz-se a escolha por uma solucao
6tima local esperando que ela leve a uma étima global [66]. Por isso, é preciso acertar na
combinacao dos métodos utilizados para realizar cada etapa do alinhamento progressivo,
assim como nos parametros escolhidos.

Neste capitulo serao descritos os diferentes métodos que podem ser usados para a
construcao de um alinhador multiplo progressivo. Na Se¢ao 4.1 serao apresentados dois
métodos usados para a pontuacao de um alinhamento, com esta pontuagao é possivel
construir a matriz de distancias. Na Se¢ao 4.2 serao descritos os métodos utilizados na
construgao da drvore guia. A selecdo de pares é descrita na Segao 4.3. Na Secgéo 4.4
serdo descritos os métodos usados para atribuir o peso das sequéncias. Os métodos de
agrupamento serao descritos na Secao 4.5. Finalmente, na Secdo 4.6 serd descrito um
método para adequar os parametros dos alinhadores as sequéncias de entrada.

4.1 Pontuacao Entre as Sequéncias de Proteinas

Distancias evolucionarias sao fundamentais para o estudo de proteinas e, usualmente, sao
determinadas pelas diferencas entre os aminodcidos que compoem suas sequéncias. Tais
diferencas podem ser devido a substitui¢oes, remocoes ou inser¢oes de aminoacidos que
ocorreram no processo evolutivo. Nas Secoes 4.1.1 e 4.1.2 apresentaremos dois métodos
para determinar a distancia entre duas sequéncias através da pontuagao do alinhamento.

41
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4.1.1 Pontuagao Recursiva

A pontuacao recursiva entre duas sequéncias é calculada pela pontuacdo do alinhamento
local [64] entre elas. A idéia utilizada é a mesma do Algoritmo Recursivo da Se¢ao 3.1.1,
mas somando a pontuacao destes alinhamentos. Realiza-se um primeiro alinhamento local
entre as sequéncias e calcula-se a pontuagdo do mesmo. Os aminodcidos (subsequéncias),
a esquerda e a direita, nao alinhados neste alinhamento local sao tomados como novas
sequéncias e submetidos ao algoritmo de alinhamento. Obtém-se a pontuagao da chamada
recursiva, que é somada a pontuacao do primeiro alinhamento. Este processo é feito re-
cursivamente até que a subsequéncia nao alinhada no alinhamento local seja nula, ou até
que o alinhamento local nao consiga alinhar as sequéncias. Nesses casos a pontuagao re-
tornada é zero. A cada recursio a pontuacao do alinhamento final para as duas sequéncias
tem seu valor incrementado pelo valor do alinhamento local produzido pelas chamadas
recursivas.

O Algoritmo 5, onde Local é o algoritmo local para alinhamento de pares de sequéncia,
mostra como se realiza o cdlculo da pontuacao do alinhamento recursivo.

Algoritmo 5 localScore. Pseudocddigo do calculo da pontuacao local recursiva entre
duas sequéncias

Entrada: sequencel, sequence2
Saida: pontuation
pontuation «— 0
if sequencel.length>0 and sequence2.length>0 then
(seqlAlgn,seq2Algn,iniAlgnSeql,iniAlgnSeq2,fimAlgnSeql,fimAlgnSeq2) «—
Local(sequencel ;sequence2)
if seqlAlgn.length # 0 then
scoreLocalAlignment «— scoreAlgnLocal (seqlAlgn,seq2Algn)
scoreLeft « localScore(sequencel[l:iniAlgnSeql-1],sequence2(1:iniAlgnSeq2-1])
scoreRight « localScore(sequencel[fimAlgnSeql+1:sequencel.length],
sequence2[fimAlgnSeq2+1:sequence2.length])
distance «— scoreLeft + scoreLocalAlignment + scoreRight
return pontuation

Sejam as sequéncias GGGAAGCATAGTGCGTGAT e TATTGAAGCATTAGGGCGGT, as mesmas uti-
lizadas no exemplo da Secao 3.1.1. Observando ainda o retorno das chamadas recursivas
temos que a pontuacdo local é a dada pela soma das pontuacoes dos alinhamentos. A
pontuagao, p, é a seguinte:

p=pLi+pAi+pR = pAs+pAi +pLlo+pAs = pAs+pA; +pLy+pAs+pRe+pAs =
0+11+04+2+04+2=15
onde pA, é a pontuacao do alinhamento A, da Figura 3.1. Note que quando nao é possivel
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fazer o alinhamento local das sequéncias a pontuagao é zero, como acontece na recursao
L.

A pontuacao do alinhamento recursivo, Secdo 3.1.1 se difere da pontuagéo recursiva.
Enquanto no alinhamento recursivo deseja-se considerar a pontuagao de um alinhamento
por completo, a pontuacao recursiva considera-se apenas a pontuagao de alinhamentos
que representam as regioes mais conservadas das sequéncias.

4.1.2 Pontuagao Logaritmica

Nesta secdo apresentamos no Algoritmo 6 um método que determina a pontuacdo entre
pares de sequéncias tendo como base o alinhamento de pares com pontuagao logaritmica
para penalidade de gaps, descrito na Segao 3.2.3.

Algoritmo 6 Pseudocddigo do calculo da potuacao do alinhamento de duas sequéncias
com pontuagao logaritmica

Entrada: sequencel, sequence2, match, mismatch, gop, ¢
Saida: distance
score «— (
size_gap «— 0
open_gap «— false
for i «+ 1 to sequencel.length do
if sequencel # “-”and sequence2 # “-” then
if open_gap then
score « score + ¢ X log(size_gap)
size_gap < 0
open_gap < false
if sequencel[i] = sequence2[i] then
score «— score + match
else
score «— score + mismatch
else
if open_gap then
size_gap «— size_gap + 1
else
score «— score + gop
size_gap «— size_gap + 1
open_gap «— true
if open_gap then
score <« score + ¢ X log(size_gap)
return score;
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Ainda utilizando as mesmas sequéncias do exemplo do alinhamento local, mas dessa
vez como entrada para o Algoritmo 6, temos o seguinte alinhamento:
GG--GAAGCA-TAGTGCGTGAT
TATTGAAGCATTAGGGCG--GT

A pontuacao logaritmica, p, calculada a partir da pontuacdo do alinhamento, uti-
lizando as pontuacoes match==6, mismatch=-1, gop=-8 e ¢ = —2 é a seguinte:

p=—-1—-14+(-8-2x1og(2))+6+6+6+6+6+6+—-8+6+6+6—14+6+6+
6+(—8—2xlog(2))+-14+6=-2—-10+36—-8+18—14+18—-10—1+6 =46

Determinadas as pontuagoes dos alinhamentos entre os pares de sequéncias, seja
pela pontuacao local recursiva, descrita na Segao 4.1.1 ou pela logaritmica, descrita na
Secao 4.1.2, estas sao convertidas para os valores de distancias. Primeiro realiza-se a
normalizacao dos valores das pontuagoes como na Equacao 4.1, para que variem entre 0 e
1. Apéds a normalizacio, as pontuagdes sdo subtraidas de 1 para determinar as distancias.

1 score — min

p= . (4.1)
maxr — miwn

onde score é a pontuacao do alinhamento de um par de sequéncias, min e max sao

respectivamente as pontuagoes minima e maxima em relagao a todos os alinhamentos de
pares.

4.2 Arvore Guia

Uma arvore filogenética para um conjunto de objetos bioldgicos S é uma arvore rota-
cionada em que as folhas representam os objetos pertencentes a S, e os nés internos
representam seus antecessores [18].

Seja S um conjunto de objetos e § : S x S — RT uma fungdo. Entao § é uma métrica
para S e satisfaz trés probriedades:

e Para todo par a,b € S,0(a,b) =0 <= a=0.
e Para todo par a,b € S,0(a,b) = (b, a).
e Para toda trinca a,b,c € S,d(a,b) < d(a,c) + (¢, b).

Considerando uma matriz de distancias M em que cada entrada representa uma
métrica para um conjunto S. Esta matriz é chamada de aditiva se a partir dela é possivel
construir uma &rvore T em que para toda folha a,b, M[a,b] = dg" [18]. Onde d é a
distancia entre as folhas a e b da arvore. Neste caso, a arvore construida é chamada de
aditiva.
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Uma arvore T é chamada de ultramétrica se a distancia (soma dos pesos das arestas)
de qualquer caminho da raiz a qualquer folha da drvore é sempre a mesma [18].

Para um conjunto S de objetos biolégicos e § : S X S — R* uma métrica para S.
Entao 0 é ultramétrica para S se satifaz a seguinte condigao:

e Para toda trinca a,b,¢c € S ou d(a,b) = §(c,b) ou d(a,c) < §(a,b) = d(b,c) ou
d(b,c) < d(b,a) =d(a,c).

A construgdo de uma arvore guia é feita com base na distancia entre as sequéncias
que se deseja alinhar. O alinhador progressivo segue os ramos da arvore para selecionar e
agrupar as sequéncias, de acordo com os métodos de selegao de pares que serao descritos
na Segao 4.3.

4.2.1 UPGMA

O método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) é indicado
para a construcao de filogenia molecular quando a taxa de substitui¢cao dos aminodcidos
é quase constante [49].

A partir da matriz de distancias entre todos os pares de sequéncias, constroi-se a arvore
filogenética, cujas folhas sdo as préprias sequéncias. A arvore é formada agrupando-se as
subarvores existentes, sempre em pares e usando os dois nés com menor distancia corrente.
O agrupamento se da pela criagdo de um novo né, cuja distancia entre ele e os demais
(excluindo os seus filhos) é obtida como na Equacao 4.2.

d;;
doj= >, 2 (4.2)
icajeB
onde A e B sao as subdrvores, x é o novo né (z € A), d;; ¢ a distancia de uma folha i de
A (filha de ) a uma folha j de B, e n o ntiimero de distancias d;;.

O tamanho, L, dos ramos das arvores é dado pela Equacao 4.3, onde L conecta um

n6i € Aej€ B, por meio do novo né z.

Ly = Lyj = —Z. (4.3)

Considerando cada né como uma arvore folha e a matriz da Tabela 4.1 como a matriz
de distancias inicial, para as sequéncias de 1 a 5. Podemos notar que a menor distancia é
entre os nés 4 e 5, estes sdo unidos formando o né = da drvore apresentada na Figura 4.1.

E preciso calcular a distancia entre o novo né x e os demais nés da arvore. Utilizando
a Equagao 4.2, temos:

__ dyatdys _ 39441
dy = 142 15 : =40
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1 2 3 4 )

1 -

2 22 |-

3 39 |41 |-

4 139 |41 |18 |-
)

41 |43 |20 |10 | -

Tabela 4.1: Matriz de distancias inicial para construcao da arvore pelo método UPGMA

X 1 2 3

x |-
1 40 | -

2 142 |22 |-

3 19 139 |41 |-

Tabela 4.2: Matriz de distancias do UPGMA adicionando-se o né x, unindo os nés 4 e 5

__ doa+ds 41443 __
sz — 242 25 5 =42

18420 __ 19

__ dza+d
dys = 342 35 +20 —

E também o comprimento dos ramos que ligam o né x ao né 4, e o né x ao né 5.
Utilizando a Equagao 4.3 temos:
Lx4:Lx5:%:%:5
Com as novas distancias podemos construir a matriz de distancias incluindo o né =z,
como mostra a Tabela 4.2 (a matriz representada na tabela é uma matriz resumida, os
noés 4 e 5 continuam representados na matriz real).

Agora a menor distancia, da matriz da Tabela 4.2, ocorre entre os nés = e 3. Estes
nos sdo unidos e surge o né y. As distancias entre o né y e os demais nés da arvore sao:

dyl — d13+dé4+d15 — 59+539+41 — 39/7

_ dostdoatdos _ 41441443 _
dy2— 23 §4 25 5 _4177

E os novos ramos da arvore, em relacao ao nd y, terao tamanho:

Ly3:Ly4:Ly5:%:%:975
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y 1 2
y -
1 39,7 -
2 41,7 22,0 -

Tabela 4.3: Matriz de distancias do UPGMA adicionando-se o né y, unindo os nés « e 3

e Ly =95-5=45

Com esses valores calculamos uma nova matriz de distancias, apresentada na Tabela 4.3.
Os nés mais proximos a esta altura sao nos 1 e 2, que sao unidos formando o n6 z. O
tamanho dos novos ramos da arvore, com a inclusao de z, sao:

Resta agora unir os nés y e z, dando origem ao né r. A distancia entre y e z é dada
por:

d . = diztdiatdis+doztdoatdos . 39+39+414+41+441443 40.7
yz 6 - 6 -

)

E os tamanhos dos ramos em relagao ao né r sao:
Ly = Lyy = Lyg = Lyy = Lys = d,. /2 = 20,35
L,,=20,35—dy, =20,35 —dy, = 20,35 — 11 =9,35
L., = 20,35 —dsy = 20,35 — dyy = 20,35 — ds,, = 20,35 - 9,5 = 10,85

Finalmente, temos a arvore completa e o comprimento de todos os ramos, como mostra
a Figura 4.1. Note que esta arvore nao é ultramétrica, pois os nés 3, 4 e 5 ferem a
propriedade de distancia ultramétrica. A distancia entre os nés 3 e 4 é 19, enquanto a
distancia entre os nds 4 e 5 é 10.

E importante lembrar que o método pode produzir erros topolégicos quando a taxa de
mutagio dos ramos da drvore nao for constante [46]. Neste caso ndo é possivel construir
uma arvore ultramétrica.
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Figura 4.1: Arvore construida com o método UPGMA, com base na matriz de distancias
da Tabela 4.1

4.2.2 Neighbor Joining

O método Neighbor Joining [61] baseia-se no principio de evolugdo minima a cada unido
de nés vizinhos, mas ndo examina todas as topologias possiveis. Além da topologia da
arvore fornece também o tamanho dos ramos.

A arvore é construida unindo-se a cada iteracdo nés que forem vizinhos. No6s vizinhos
sao definidos como pares de nds conectados por um unico né interior em uma bifurcacao
da arvore sem raiz.

Inicialmente, toma-se a arvore em formato de estrela, onde todos os nds sao vizinhos.
A cada uniao de dois vizinhos, cria-se um novo né, pai, que sera considerado vizinho dos
que nao sofreram unido e os nés filhos nao serdo mais considerados vizinhos dos demais,
pois agora existe mais de um né entre eles e o né central da arvore estrela. A cada né
criado, calcula-se a distancia entre ele e os demais nds da arvore, assim como o tamanho
dos novos ramos da arvore. Com a criacdo do novo né é possivel calcular uma nova matriz
de distancias, que o contera.

O algoritmo pode ser resumido da seguinte forma:

e Calcula-se a soma, S;;, do tamanho dos ramos para todos os pares de OTUs (Ope-
rational Taxonomic Units, folhas da drvore ou nés externos, que podem representar
familias, géneros, espécies, genes) i,j, como na Equagao 4.4.

1 n 1 1 n—1 n
Sij = 7——== (dig + djr) + =dij + —— dip  (4.4)
T 2n-2) H%#j ’ 27 n-2 1:1%#]' k:l+§¢i¢j

onde d;; ¢ a distancia entre os nés 4,5 da arvore, e n o ntimero de nds da arvore.
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e Seleciona-se como vizinhos o par 4,5 com menor S; ;, unindo-os.

e Obtém-se o tamanho do ramo entre o né pai e o né central da arvore estrela, con-
forme a Equagao 4.5.

1 n n—1 n
Lpai,central = m Z (dlk + djk) - (n - 2)dlj -2 Z Z dig
" k=1,kAij I=1,l£i#] k=l+1k#i]
(4.5)

onde i e j sao os nds selecionados anteriormente.
e Obtém-se o tamanho dos ramos L; pq; € L; ;e criados, como nas Equagoes 4.6 e 4.7.

dij + ﬁ Z:Lk;éi;éj(dik - dj )
2

Lipai = (4.6)

di‘"i'n%z:;;:lk i (dje — dig)
Ljpas = — 2= (4.7)

e Calcula-se a nova matriz de distdncias com dimensao (n — 1) x (n — 1), onde n é o
nimero de nés antes da juncao de vizinhos. A cada jungao retiram-se duas linhas
e duas colunas, correspondentes aos nos vizinhos, e acrescenta-se uma nova coluna
e uma nova linha correspondente ao né pai criado, cuja distancia é obtida como na
Equagao 4.8.
d., = Tt di (4.8)
2
onde x é o novo no, k representa cada né que sera mantido na matriz de distancias,
e 1 e j sao os noés unidos pelo novo noé z.

e Os passos acima sao repetidos, reduzindo-se a cada iteragdo o nimero de OTUs,
enquanto houver mais que trés OTUs. Quando restam apenas trés OTUS temos
uma 4rvore sem raiz.

Observe a Tabela 4.4, que representa a matriz de distancias entre as OTUs 1 a 8.
Observe também a arvore da Figura 4.2a, em forma de estrela, inicial para a construgao
da arvore guia pelo método de Neighbour Joining.

Aplicamos a equacgdo 4.4, para toda OTU 4,j e obtemos a matriz da Tabela 4.6. Por
exemplo, para i = 1 e j = 2, temos:

SIQ =
sy X [(dis + das) + (dug + daa) + (dis + das) + (dig + doo) + (dur + dag) + (dis + das)] +
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7 |-
8 ) -
11 |8 > -

13 {10 |7 |8 |-
16 |13 |10 |11 |5 |-
13 {10 {7 |8 |6 |9 |-
17 |14 |11 |12 |10 |13 |8 |-

CO| | O U | W DN =

Tabela 4.4: Matriz de distancias inicial para 8 OTUs

a) b) 1

Figura 4.2: a)Arvore estrela, inicial para construcao da arvore guia. b)Arvore guia cons-
truida pelo método Neighbor Joining [61]
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36,67 -
38,33/ 38,33 -
39,00/ 39,00| 38,67 -
40,33] 40,33[ 40,00] 39,67] -
40,33[ 40,33| 40,00] 39,67| 37,00] -
40,17] 40,17/ 39,83] 39,50| 38,33] 38,83/ -
40,17/ 40,17] 39,83| 39,50 38,83| 38,83 37,67 -

CO| | O U | W[ N =

Tabela 4.5: S;; iniciais para as 8 OTUs, de acordo com as distancias da Tabela 4.4

DO =

X dy +8%><[(d34+d35+d36+d37+d38+d45+d46+d47+d48+d56+d57+d58+d67+d68+d78)] =
sy % [(84+5) + (11 +8) + (13 +10) + (16 + 13) + (13 + 10) + (17 + 14)] + 5 x T+
(5+7+10+7+11+8+11+8+12+5+6+10+9+13+8):

= sy X 1384 5 x T+ gL5 x 130 = 36,67

L
8—2

Como mostra a Tabela 4.6, o menor valor para S;; ¢ o dos vizinhos i = 1 e j = 2.
Estes sdo unidos dando origem a um né pai, o né X. A nova drvore pode ser observada
na Figura 4.3a, onde o né6 X € o no criado e o né Y o né central.

O tamanho dos ramos entre os nés i = 1 e j = 2 ¢ o novo né X, sdo calculados de
acordo com as Equacoes 4.6 e 4.7, respectivamente.

Liy = d12+$[(d137d23)+(d147d24)+(d157(2125)+(d167d26)+(d177d27)+(d187d28)] _
_ d12+§[(8-5)+(11-8)+(13— 10)+(16 13)+(13-10)+(17-14)] _ 743 _ _5
Loy — dia+ 515 [(d2s—d13)+(doa— d14)+(d25 d15)+(d26 dig)+(da7— d17)+(d28 dis)] _
_ d12+g[(5—8)+(8—11)+(10—132)+(13—16)+(10—13)+(14—17)] _ 7;73 4

Em seguida sao calculados os novos valores de S;;, para cada ¢, j como na matriz
da Tabela 4.6. Estes valores sao calculados com base nas distancias entre cada OTUs
(excluindo 1 e 2, agora representados por X).

Nesta iteracao os vizinhos 5 e 6 serdo unidos, pois apresentam o menor S;; (como
pode ser visto na Tabela 4.6). A Figura 4.3b mostra a jungao desses nés criando o né X,
tendo o n6 Y como no central. Este processo é repetido até que fiquem apenas 3 OTUs,
quando temos uma arvore sem raiz. Na Figura 4.3 pode ser observada a ordem com que os
vizinhos sao unidos. Na Figura 4.3¢ une-se o n6 3 a juncao dos nés 1 e 2. Na Figura 4.3d
une-se o n6 4 a juncao dos nés 1, 2 e 3. Na Figura 4.3e unem-se as jungoes dos nés 1, 2 e
3 com a dos nés 4, 5. Finalmente, unem-se as jungoes dos noés 1, 2, 3, 4 e 5 com os noés 7
e 8 (OTUs X e Y da Figura 4.3¢), formando a drvore da Figura 4.2b.
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Figura 4.3: Etapas da construgao da arvore guia, a partir arvore inicial da Figura 4.2a
para produzir a da Figura 4.2b [61]

12 [3 [4 [5 [6 |7 |8
2 [ 31,50] -
32,30] 32,30/ -
33,00| 33,90] 33,70| -
33,90| 33,90/ 33,70] 31,30] -
33,70] 33,70/ 33,50] 33,10] 33,10] -
33,70] 33,70[ 33,50] 33,10] 33,10 31,90| -

Q0| | O U = |

Tabela 4.6: S;; para as 6 OTUs iniciais e 0 X.
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a) b) c)

9,35

10,85

Figura 4.4: Selecao de pares mais préximos para a arvore da Figura 4.1

4.3 Selecao de Pares

A escolha de quais pares de sequéncias ou alinhamentos serdo agrupados em cada ciclo
na etapa do agrupamento do processo progressivo nao pode ser arbitraria. Devem ser
escolhidas as sequéncias com maior semelhanga (menor distancia) primeiro. Para isto
podem ser usados os métodos de par mais proximo e bloco unico, descritos nas Secoes 4.3.1
e 4.3.2.

4.3.1 Par Mais Proximo

A partir da arvore guia, toma-se cada folha da arvore como um alinhamento composto
por uma unica sequéncia [69]. Seleciona-se o par de folhas mais préximo, entdo agrupa-se
pelos métodos que serao apresentados na Se¢ao 4.5 o alinhamento de ambas as folhas.
O alinhamento formado no agrupamento é associado ao né pai do par de folhas mais
proximas. Assume-se entdo o né pai como folha e as folhas escolhidas como mais préximas
sao removidas.

A partir da arvore da Figura 4.1, a selegdo de pares pelo par mais proximo ocorre na
seguinte ordem. O par mais préximo inicialmente é o 4 e 5, cuja distancia entre eles é 10.
Estas folhas sdo alinhadas e agrupadas no né x, que passard a ser folha, como mostra a
Figura 4.3.1a. Em seguida agrupam-se os ndés = e 3 no né y, como na Figura 4.3.1b. O
par mais préximo agora é composto pelas folhas 1 e 2, que sdo agrupadas no né z, como
na Figura 4.3.1c. Finalmente, agrupam-se os alinhamentos das folhas y e z.
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Figura 4.5: Selecao de pares por bloco tinico para a drvore da Figura 4.1. Linhas tracejadas
indicam as sequéncias ja incluidas no bloco.

4.3.2 Bloco Unico

O algoritmo de sele¢ao por bloco tinico [69] inicia assumindo uma sequéncia central como
bloco, cuja soma das distancias entre ela e todas as outras sequéncias seja a menor do
conjunto. A segunda sequéncia a ser colocada no bloco é a de menor distancia em relacio
a central. A partir dai adiciona-se a sequéncia mais préxima ao bloco (a distancia entre o
bloco e cada sequéncia fora dele é obtida somando-se a distancia entre ela e cada sequéncia
do bloco). Aquela que possuir menor soma ¢ tida como mais préxima. A iteragao ocorre
até que todas elas fagam parte do mesmo bloco.

Observando a distancia entre cada par de sequéncias na Figura 4.1. Temos que a
distancia entre cada uma das folhas (sequéncias) e todas as outras séo:

i dyo+diz+diatdis=22+40,7+40,7+40,7=144,1

2 do1+dog+dog+daz=22+40,7+40,7+40,7=144,1

3: d31+dzotdss+dss=40,7+40,7+19+19=1194

4: dy+dgo+dys+dys=40,7+40,7+194+10=110,4

5: d51+d52+d53+d54:40,7+4077+19—|—10:110,4
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Como podemos observar as sequéncias 4 e 5 sao as de menor distancia em relagao as
demais. Assumindo a 5 com sequéncia central, adicionamos a sequéncia 4 ao bloco, por
ser a mais préoxima da 5, como na Figura 4.3.2a. Em seguida, calculamos a distéancia entre
as sequéncias 1, 2 e 3 e o bloco formado pelas sequéncias 4 e 5:

o 1: d14+d15:4077+40,7:81,4
° 2: d24+d25=40,7+40,7:81,4
e 3 d34+d35:19+19:38

A sequéncia 3 é a de menor distancia para o bloco e agora também fard parte dele,
como mostra a Figura 4.3.2b. Novamente calculamos as distancias entre as sequéncias
que ainda nao fazem parte do bloco e as que ja estao no bloco:

o 1: digtdiy+dis=40,7+40,7+40,7=122.4

o 20 dogtday+dos=40,7+40,7+40,7=122,4

A este ponto, como o valor das distancias para 1 e 2 é o mesmo. Adicionamos primeiro
a sequéncia 1, como mostra a Figura 4.3.2¢, e depois a sequéncia 2, como na Figura 4.3.2d.
Com isso, temos todas as sequéncias como parte do alinhamento.

4.4 Peso das Sequéncias

A inclusao de pesos nas sequéncias é interessante quando estas nao sao equidistantes,
pois visa equilibrar as informacoes entre as sequéncias. As mais divergentes recebem
pesos maiores, para que sua informacao diferenciada seja considerada na construgao do
alinhamento. Sequéncias divergentes em relagao a um grupo tendem a ter seu alinhamento
sub valorizado caso o sistema de pesos nao seja usado.

4.4.1 Meédia das Distancias

O peso de cada sequéncia corresponde a média das distancias entre ela e todas as outras
do conjunto. Os valores das distancias utilizados sdo normalizados, e portanto, variam

entre 0 e 1.
Considere as sequéncias:

>1

GGGAAGCATAGTGCGTGAT

>2

TATTGAAGCATTAGGGCGGT

>3

GGGAAGCATATTAGGGCGGT
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1 2 3 4

0,50] -
0,78] 0,78] -
0,72 0,78] 0,34] -

=W N

Tabela 4.7: Distancias normalizadas entre as quatro sequéncias:
(1) GGGAAGCATAGTGCGTGAT, (2) TATTGAAGCATTAGGGCGGT, (3)GGGAAGCATATTAGGGCGGT, (4)TATTGAAGCAGTGCGTGAT.

>4
TATTGAAGCAGTGCGTGAT

Considere também as distancias entre elas, apresentadas na Tabela 4.7.

Podemos calcular o peso de cada sequéncia pela média das distancias entre ela e as
demais com as quais serd alinhada. Os pesos p; a p4, onde p, corresponde ao peso da
sequéncia x, sao calculados abaixo:

p1= d12+d§3+d14 _ 0750+0,378+0772 = 0,666
__ do1+doz+dag _ 0,5040,7840,78

py = 21 gs 24 . = 0,686

py = dutdutdu _ 0,78+0.,378+0,34 ~ 0,633

Da = d41+d§2+d43 _ 0,72+0,378+0,34 — 0,613

4.4.2 Peso Idéntico

Todas as sequéncias recebem peso 1. Esse esquema corresponde a desativar o peso das
sequéncias.

4.5 Agrupamento

Métodos de agrupamento permitem unir diferentes alinhamentos multiplos em um s6
alinhamento. Neste trabalho foram utilizados dois tipos principais de algoritmos de agru-
pamento, o de consenso e o de perfil.

4.5.1 Agrupamento por Consenso

O agrupamento por consenso é realizado tendo como base o alinhamento dos consensos
dos alinhamentos de entrada [69]. Os consensos de cada alinhamento de entrada sdo
computados e alinhados por alinhamento global [48].



4.5. Agrupamento o7

O consenso € obtido da seguinte forma: para cada coluna do alinhamento e para cada
letra calcula-se a pontuagao da combinagao desta com todas as outras letras possiveis, ou
seja, os 23 aminodcidos. A letra que tiver maior pontuagao é escolhida para o consenso.
Desta forma a sequéncia consenso terd o mesmo numero de colunas que o alinhamento.
Realiza-se entao o alinhamento dos consensos. Em seguida, as sequéncias dos alinhamen-
tos de entrada que originaram os consensos sao agrupadas alinhando-se as colunas de
aminodacidos dos alinhamentos de entrada quando ha alinhamento de aminoacidos na co-
luna correspondente do consenso. No caso de haver buraco no alinhamento dos consensos,
alinha-se a coluna de aminoacidos correspondente ao consenso que ficou com aminodcido
na coluna do alinhamento com uma coluna de buracos nas sequéncias do alinhamento
cujo consenso ficou com buraco em tal coluna. O Algoritmo 7 mostra como se da a cons-
trugdo do consenso de um alinhamento e o Algoritmo 8 mostra como sao alinhadas cada
sequéncia de acordo com o consenso.

Algoritmo 7 Pseudocdédigo para construcao da sequéncia consenso

Entrada: alignment, numberOfSequences, alignmentColumns
Saida: consensus
aminoacidList «— “ABCDEFGHIKLMNPQRSTVWXYZ”
maxScore «— o0
for ¢ < 1 to alignmentColumns do
for j «+ 1 to aminoacidList.length do
aminoacid « aminoacidList][j]
score «— 0;
for k < 1 to numberOfSequences do
curBase « alignment k]
if curBase # “-” then
score «— score + substitutionMatrix(aminoacid, curBase)
if score> maxScore then
maxsScore «— score
maxBase « aminoacidList|j]
consensus|i] «+ maxBase
return consensus

Construiremos o consenso conforme os Algoritmos 7 e 8, tomando como entrada as
seguintes sequéncias:
>1
MERLSEDDPAAQALEYRHDASSVQHPAYEEGQTCLNCLLYTDASAQDWGPCSVFPGKLVSANGHCTAWVAR
>2
SAPANAVAADNATATALKYNQDATKSERVAAARPGLPPEEQHCADCQFMQADAAGATDEWKGCQLFPGKLINVNGWCASWTLKAG

>3
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Algoritmo 8 Agrupamento dos alinhamentos de acordo com a sequéncia consenso

Entrada: alignmentl, alignment2 numberOfSeql,numberOfSeq2
Saida: alignmentGroup
consensusl « getConsensus(alignment1,numberOfSeq1,alignment1[1].length)
consensus2 «— getConsensus(alignment2,numberOfSeq2,alignment2[1].length)
alignmentLengthTotal «— numberOfSeql + numberOfSeq?2
consensusAligned « aligner.getAlignment(consensusl, consensus2)
index1 « 1
index2 « 1
for ¢ < 1 to alignmentLengthTotal do
if consensusAligned1[1][i] = “-” then
for j < 1 to numberOfSeql do
alignmentGrouplj,i] « “”
else
for j « 1 to numberOfSeql do
alignmentGrouplj,i] < alignment1[j,index1]
indexl « index + 1
if consensusAligned[2][i] = “” then
for j « 1 to numberOfSeq2 do
alignmentGroup[j+numberOfSeq1,i] «
else
for j « 1 to numberOfSeq2 do
alignmentGroup[numberOfSeql + j,i] < alignment2]j,index2]
index2 « index2 + 1
return alignmentGroup

[3k
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EPRAEDGHAHDYVNEAADASGHPRYQEGQLCENCAFWGEAVQDGWGRCTHPDFDEVLVKAEGWCSVYAPAS

>4

AAPLVAETDANAKSLGYVADTTKADKTKYPKHTKDQSCSTCALYQGKTAPQGACPLFAGKEVVAKGWCSAWAKKA

>5

EDLPHVDAATNPIAQSLHYIEDANASERNPVTKTELPGSEQFCHNCSFIQADSGAWRPCTLYPGYTVSEDGWCLSWAHKTA

>6

QDLPPLDPSAEQAQALNYVKDTAEAADHPAHQEGEQCDNCMFFQADSQGCQLFPQNSVEPAGWCQSWTAQN

99

Inicialmente o alinhador agrupa as sequéncias 2 e 5, posteriormente adiciona 4 e 1,

compondo o seguinte alinhamento:

SAPANAVAADNATATIALKYNQDATKSERVAAARPGLPPEEQHCADCQFMQADAAGATDEWKGCQLFPGKLINVNGWCASWTLKAG
EDLPHVDAATNPIAQSLHYIEDANASERNPVTKTELPGSEQFCHNCSFIQADSGA----WRPCTLYPGYTVSEDGWCLSWAHKTA
AAPLVAETDAN--AKSLGYVADTTKADK---TKYPKHTKDQSCSTCALYQ----GKTAPQGACPLFAGKEVVAKGWCSAWA-KKA
MERLSED---DPAAQALEYRHDAS------ SVQHPAYEEGQTCLNC-LLYTDASAQ--DWGPCSVFPGKLVSANGWCTAWVAR--

E formando o seguinte consenso:
SAPLNADAATNPTAQALHYIQDATKSERNPATKHPLPPEEQHCANCSFLQADAGGQTDDWGPCPLFPGKLVSANGWCTAWAHKTA

O aminoacido S foi escolhido para primeira posicao consenso pois alcan¢ou maior
pontuagao na primeira coluna (de acordo com a matriz BLOSUM62). Por exemplo, com-

parando S com F, A e M, temos as seguintes pontuagdes (note que essas pontuagoes sao

calculadas para cada um dos vinte aminodcidos):
score(S) = score(S,S) + score(S, E) + score(S, A) + score(S,M) =4+0+1—-1=4

score(E) = score(E, S) + score(E, E) + score(E, A) + score(E,M)=0+5—-1—-2
score(A) = score(A, S) + score(A, E) + score(A, A) + score(A,M)=1—-14+4-1
score(M) = score(M, S)+score(M, E)+score(M, A)+score(M,M) = =1—2—1+5

Em seguida agrupa 6 e 3, formando um segundo alinhamento.

QDLPPLDPSAEQAQALNYVKDTAEAADHPAHQEGEQCDNCMFF-QADSQGCQL----- FPQNSVEPAGWCQSWTAQN
—————— EPRAEDGHAHDYVNEAADASGHPRYQEGQLCENCAFWGEAVQDGWGRCTHPDFDEVLVKAEGWCSVYAPAS

O que originou o seguinte consenso:
QDLPPLDPRAEDGHAHNYVNDTADAADHPRHQEGQQCDNCMFWGQADQDGWGRCTHPDFPQNLVEPEGWCQSWTPQN

O alinhamento dos consensos foi o seguinte:

SAPLNADAATNPTAQALHYIQDATKSERNPATKHPLPPEEQHCANCSFLQADAGGQTDDWGPC--PLFPGKLVSANGWCTAWAHKTA
QDLPPLDPRAE-DGHAHNYVNDTA---~~ DAADHPRHQEGQQCDNCMFW---GQADQDGWGRCTHPDFPQNLVEPEGWCQSWTPQN~-

2
3
1

Finalmente, estes alinhamentos sao unidos em um tnico alinhamento, de acordo com

alinhamento dos consensos.

SAPANAVAADNATATALKYNQDATKSERVAAARPGLPPEEQHCADCQFMQADAAGATDEWKGC--QLFPGKLINVNGWCASWTLKAG
EDLPHVDAATNPIAQSLHYIEDANASERNPVTKTELPGSEQFCHNCSFIQADSGA----WRPC--TLYPGYTVSEDGWCLSWAHKTA
AAPLVAETDAN--AKSLGYVADTTKADK---TKYPKHTKDQSCSTCALYQ----GKTAPQGAC--PLFAGKEVVAKGWCSAWA-KKA

MERLSED---DPAAQALEYRHDAS-----~ SVQHPAYEEGQTCLNC-LLYTDASAQ--DWGPC--SVFPGKLVSANGWCTAWVAR-~
QDLPPLDPSAE-QAQALNYVKDTA----~ EAADHPAHQEGEQCDNCMFF----QADSQGCQL----~- FPQNSVEPAGWCQSWTAQN-
—————— EPRAE-DGHAHDYVNEAA-----DASGHPRYQEGQLCENCAFW---GEAVQDGWGRCTHPDFDEVLVKAEGWCSVYAPAS-

Ainda foram implementadas variacoes do agrupamento por consenso. Tais variacoes
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diferenciam-se pelo tipo e pontuagao do alinhamento de pares utilizados para alinhar os
consensos, e sao listadas abaixo:

e Alinhamento global com pontuagio logaritmica (definida na Segéo 3.2.3).
e Alinhamento semi-global com pontuagao afim (definida na Segéo 3.2.2).
e Alinhamento semi-global com pontuagao logaritmica (definida na Secao 3.2.3).

e Alinhamento recursivo (definido na Segao 3.1.1) com pontuagao linear (definida na
Segao 3.2.1).

4.5.2 Alinhamento de Perfis

O alinhamento de perfis tem como entrada dois alinhamentos miltiplos e os alinha com
base na pontuacdo dos pares de colunas. A pontuacdo de um par de colunas é obtida
somando-se a pontuacdo dos pares formados por uma letra da coluna corrente de um dos
alinhamentos de entrada com uma letra da coluna corrente do outro. Pares de buraco
nao sdo pontuados. Caso alinhe-se uma coluna de um dos alinhamentos de entrada com
buracos, substitui-se a coluna do outro alinhamento por buracos [50].

No alinhamento de letras descrito na Se¢ao 3.1, a escolha do alinhamento era feita
pela de maior pontuagao entre alinhamento de buraco com letra, letra com letra, e letra
com buraco. No alinhamento de perfil procede-se de forma semelhante, a escolha é feita
entre alinhar uma coluna de letras com outra coluna de letras, uma coluna de letras com
uma de buracos, ou uma coluna de buracos com uma coluna de letras, pela combinacao
que alcancar maior pontuacgao do par de colunas.

Algoritmo 9 mostra como ¢é calculada a pontuacdo de um alinhamento entre duas
colunas especificas dos dois alinhamentos de entrada. Onde scoreAlg é a pontuacao
(match, mismatch ou gap) do alinhamento da letra de uma coluna, com a letra de outra
coluna.

Algoritmo 9 Algoritmo para calcular pontuagdo linear de gaps para o Alinhamento de
Perfil

Entrada: gap, Alignment1, Alignment2,coll, col2

Saida: score

score «— 0

for ¢ < 1 to Alignment1.length do

for j «— 1 to Alignment2.length do
score «— score + scoreAlg(Alignment1[i,coll],Alignment2]j,col2])
return score
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O Algoritmo 10 ilustra como é construida a matriz de pesos. Cada célula (i,7) da

matriz indica a pontuagao da coluna ¢ de um alinhamento com a coluna j do outro

alinhamento. Onde scoreColumn é o Algoritmo 9.

Algoritmo 10 Algoritmo para agrupamento por alinhamento de perfil

Entrada: alignl,align2, nColl,nCol2
Saida: matrixAlign
scoreMax < -00
for i < 1 to alignl.length do
for j < 1 to align2.length do
matrixAlign[i,j] < -oco
score «— matrixAlign[i-1,j] + scoreColumn(alignl|[i],gaps)
if score > matrixAlignl[i,j] then
matrixAlign[i,j] « score
score «— matrixAlign[i-1,j-1] 4+ scoreColumn(alignl|i],align2j])
if score > matrixAlignl[i,j] then
matrixAlign[i,j] « score
score « matrixAlign[i,j-1] + scoreColumn(gaps,align2]j])
if score > matrixAlignl[i,j] then
matrixAlign[i,j] < score
if matrixAlign[i,j] > scoreMax then
scoreMax <« matrixAlignl[i,j]
return (scoreMax,matrixAlign)

Utilizando as mesmas sequéncias e os dois grupos produzidos no alinhador com agru-

pamento de consenso:
SAPANAVAADNATATALKYNQDATKSERVAAARPGLPPEEQHCADCQFMQADAAGATDEWKGCQLFPGKLINVNGWCASWTLKAG
EDLPHVDAATNPIAQSLHYIEDANASERNPVTKTELPGSEQFCHNCSFIQADSGA---WRPCTLYPGYTVSEDGWCLSWAHKTA
AAPLVAETDAN--AKSLGYVADTTKADK---TKYPKHTKDQSCSTCALYQ----GKTAPQGACPLFAGKEVVAKGWCSAWA-KKA

MERLSED---DPAAQALEYRHDAS-----— SVQHPAYEEGQTCLNC-LLYTDASAQ--DWGPCSVFPGKLVSANGWCTAWVAR-~
e7
QDLPPLDPSAEQAQALNYVKDTAEAADHPAHQEGEQCDNCMFF-QADSQGCQL--—-— FPQNSVEPAGWCQSWTAQN

—————— EPRAEDGHAHDYVNEAADASGHPRYQEGQLCENCAFWGEAVQDGWGRCTHPDFDEVLVKAEGWCSVYAPAS

O alinhamento de perfil, utilizando pontuacao gap = -8, foi o seguinte:

SAPANAVAADNATATALKYNQDATKSERVAAARPGLPPEEQHCADCQFM-QADAAGATDEWKGCQ-L-FPGKLINVNGWCASWTLKAG
EDLPHVDAATNPIAQSLHYIEDANASERNPVTKTELPGSEQFCHNCSFI-QADSGA----WRPCT-L-YPGYTVSEDGWCLSWAHKTA
AAPLVAETDAN--AKSLGYVADTTKADK---TKYPKHTKDQSCSTCALY-Q----GKTAPQGACP-L-FAGKEVVAKGWCSAWA-KKA
MERLSED---DPAAQALEYRHDAS-——---- SVQHPAYEEGQTCLNC-LL-YTDASAQ--DWGPCS-V-FPGKLVSANGWCTAWVAR--
QDLPPLDPSAEQ-AQALNYVKDTA--E---AADHPAHQEGEQCDNCMFF-QADSQG----CQL----- FPQNSVEPAGWCQSWTAQN-
—————— EPRAED-GHAHDYVNEAA--D---ASGHPRYQEGQLCENCAFWGEAVQDG----WGRCTHPDFDEVLVKAEGWCSVYAPAS-

Por exemplo, tomando a posigao (12,12) da matriz que corresponde ao alinhamento

da décima segunda coluna do primeiro alinhamento com a décima segunda do segundo.

Sao obtidas as seguintes pontuagoes (utilizando valores da matriz de substituicdo BLO-

SUM62):
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e Alinhamento da décima segunda coluna do primeiro alinhamento com a décima
segunda do segundo alinhamento, respectivamente A, P, —, P e ), D, cuja pontuagao
é: score(A, Q) + score(A, D) + 2 x score(P,Q) + 2 x score(P, D) + score(—, Q) +
score(—, D) =—-1—-2+(2x —-1)+(2x —1)—8—-8=-23

e Alinhamento da décima segunda coluna do primeiro com buracos: 6 X gap + 2 X
score(gap, gap) = —48 + 0 = —48.

e Alinhamento da décima segunda coluna do segundo com uma coluna de buracos:
8 X gap = —64.

Como podemos notar a maior pontuacao foi a do alinhamento da décima segunda
coluna do primeiro alinhamento com a décima segunda do segundo alinhamento. Portanto,
no alinhamento final utilizou-se esta combinagao.

Assim como no alinhamento por consenso também foram utilizadas varia¢es para o
alinhamento de perfil, tanto no tipo de alinhador como na func¢ao de penalidade de gaps
para os pares de sequéncias. Estas variacoes sao:

e Alinhamento de perfil semi-global com pontuagao linear (como descrito na Segao 3.2.1).

e Alinhamento de perfil global com pontuagéo afim (como descrito na Segéo 3.2.2).

Alinhamento de perfil semi-global com pontuacgao afim (como descrito na Secao 3.2.2).

Alinhamento de perfil global com pontuagao logaritmica (como descrito na Se¢ao 3.2.3).

Alinhamento de perfil semi-global com pontuacao logaritmica (como descrito na
Secao 3.2.3).

4.6 Melhoria de Parametros

Tendo em vista a alta sensibilidade do alinhador de perfil em relagao aos parametros de
entrada, da matriz de substituicao e das penalidades de abertura e extensao de buracos,
iniciou-se um novo estudo para melhorar estes parametros do alinhador de perfil com
pontuagao afim de acordo com as sequéncias a serem alinhadas. Para isto utilizamos a
idéia do ClustalW [66] determinando a matriz de substitui¢do de acordo com a similari-
dade das sequéncias, e adaptando os valores de abertura (gop) e extensao (gep) de blocos
de buracos a partir de um valor inicial.

No intuito de balancear o valor do gop em relagao ao tamanho da sequéncias, utiliza-se
o logaritmo do tamanho da menor entre os tamanhos maximos de cada alinhamento. O
valor do gep também é balanceado buscando evitar buracos longos nas sequéncias menores.
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O Algoritmo 11, mostra como sao calculados os valores para gop e gep a partir da
matriz de substitui¢do escolhida. A escolha da matriz é feita com base na similaridade
das sequéncias, quanto mais similares as sequéncias, maior é a BLOSUM utilizada. Os
valores de gop e gep sao determinados levando em consideragao a média dos elementos
nao diagonais da matriz (determinada pelo algoritmo avgINonDiagonal) e também os
tamanhos das sequéncias de entrada. A funcdo avgINNonDiagonal retorna o tamanho da
maior sequéncia do alinhamento e getMax o tamanho da maior sequéncia do alinhamento.

Utilizando os valores —17 e —1, como pontuacao inicial para gop e gep, e as seguintes

sequéncias como entrada:
>seql
MHIKKPLNAFMLYMKEMRANVVAESTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKKRKREK
>seq2
MQDRVKRPMNAFIVWSRDQRRKMALENPRMRNSEISKQLGYQWKMLTEAEKWPFFQEAQKLQAMHREKYPNYKYRPRRKAKMLPK
>seq3
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTSREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGE
>seqd
MKKLKKHPDFPKKPLTPYFRFFMEKRAKYAKLHPEMSNLDLTKILSKKYKELPEKKKMKYIQDFQREKQEFERNLARFREDHPDLIQNAKK

Na primeira vez em que o algoritmo de melhoria de parametros é executado, ele recebe
como entrada seq3 como o primeiro alinhamento, e seq4 como segundo alinhamento. Com
essas entradas sugere a utilizagdo da matriz BLOSUM45, de gop = —7.63 e gep = —1.0,

e tem o alinhamento como resultado (chamaremos de alignl):
MH--IKKPLNAFMLYMKEMRANVVAESTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKKRKREK
MQDRVKRPMNAFIVWSRDQRRKMALENPRMRNSEISKQLGYQWKMLTEAEKWPFFQEAQKLQAMHREKYPNYKYRP---RRKAKMLPK

Na segunda vez o algoritmo recebe como entrada seql e seq2. Como saida sugere a
utilizacao de BLOSUM45, gop = —7.65 e gep = —1.0. Gerando o seguinte alinhamento

(chamaremos de align2):
GK-——-- GD-PKKPRGKMSSYAFFVQTSREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMS AKEKGKF-EDMAKADKARYEREMKTY - ———--~— IPPKGE
MKKLKKHPDFPKKP---LTPYFRFFMEKRAKYAKLHPEMS-NL-DLTKILSKKYKELPEKKKMKYIQDFQR-EKQEFERNLARFREDHPDLIQNAKK

Finalmente, o algoritmo recebe como entrada os alinhamentos alignl e align2. Como
saida atribui BLOSUMG62 para a matriz e —11.56 e —1.0 para os valores de gop e gep,

respectivamente. Além disso, o alinhamento resultante é o seguinte:
GK----- GD-PKKPRGKMSSYAFFVQTSREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKF-EDMAKADKARYEREMKTY - —————-—-— IPPKGE
—————— MQDRVKRP---MNAFIVWSRDQRRKMALENPRMR--NSEISKQLGYQWKMLTEAEKWPFFQEAQK-LQAMHREKYPNYKYRP---RRKAKMLPK
MKKLKKHPDFPKKP---LTPYFRFFMEKRAKYAKLHPEMS-NL-DLTKILSKKYKELPEKKKMKYIQDFQR-EKQEFERNLARFREDH---PDLIQNAKK
—————— MH--IKKP---LNAFMLYMKEMRANVVAESTLKE--SAAINQILGRRWHALSREEQAKYYELARK-ERQLHMQLYPGWSARDNYGKKKKRKREK
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Algoritmo 11

Entrada: alignmentl, alignment2, sequences, similarityMatrix, initialGop, initialGep
Saida:groupGop, groupGep, substitutionMatrix
count « 0
identity «— 0
numberOfSequences < sequences.length
for i « 1 numberOfSequences do
for j « 1 numberOfSequences do
identity < identity + similarityMatrix[i,j];
count «— count +1
identity « identity/count;
if identity > 80.0 then
substitutionMatrix « BLOSUMS0
else
if identity >60.0 then
substitutionMatrix <« BLOSUMG62
else
if identity >30.0 then
substitutionMatrix <« BLOSUM45
else
substitutionMatrix « BLOSUM30
scale « identity/100;
m «— getMax(alignment1)
n «— getMax(alignment2)
matAvscore «— avgNonDiagonal(substitutionMatrix)
logmin « logs(min(m, n))
if matAvscore < 0 then
groupGop « (initialGop + logmin)
else
groupGop « scale x matAvscore x (initialGop + logmin)
if m > n then
logNM «— loga(m / n)
else
logNM «— logs(n / m)
groupGep < initialGep x (1 + logNM)
return (groupGop, groupGep, substitutionMatrix)




Capitulo 5

Alinhadores Progressivos

Apesar de existir um grande nimero de alinhadores multiplos de sequéncias que utilizam
a abordagem progressiva, eles nao realizam uma comparacao das possiveis combinagoes
de métodos que podem ser utilizados em cada etapa do alinhamento. Neste sentido
implementamos varios alinhadores progressivos no intuito de combinar diferentes métodos
que podem ser utilizados em cada etapa do alinhamento.

Para obter a matriz de distancias foram utilizados quatro métodos do PHYLIP [19]. O
primeiro deles é baseado nas matrizes PAM de Dayhoff, seguindo o modelo DCMut, des-
crito na Secao 3.3.1. O segundo é baseado no modelo de Jones-Taylor-Thornton, o JTT,
descrito na Secao 3.3.2. O terceiro baseia-se no modelo PMB (Probability Matriz from
Blocks), apresentado na Segao 3.3.3. O quarto utiliza o modelo de categorias descrito na
Secao 3.3.4, para o qual utilizaremos a sigla PCM. Além dos quatro modelos do PHYLIP
utilizados para determinar a matriz de distancias, utilizamos o algoritmo de pontuacao
recursiva apresentado na Segao 4.1.1 (abreviada por LD) e o algoritmo de pontuagao
logaritmica apresentado na Segao 4.1.2 (abreviada por LOGD).

Para a construgao da arvore filogenética utilizamos dois métodos do pacote estatistico
R [22], 0 UPGMA (abreviado por UP) e o Neighbor Joining (NJ), descritos nas Segoes 4.2.1
e 4.2.2, respectivamente.

A construgao do alinhamento miiltiplo é realizada por métodos de agrupamento. Uti-
lizamos o agrupamento por consenso, abreviado como AC descrito na Sec¢do 4.5.1 e suas
variagdes: alinhamento global com pontuagao logaritmica (ACLog), alinhamento semi-
global com pontuagao afim (ACb), alinhamento semi-global com pontuacao logaritmica
(ACLogb) e alinhamento recursivo (LC). Utilizamos ainda, o agrupamento por perfis
apresentado na Secgdo 4.5.2, abreviado por AP, e suas variagdes: alinhamento de perfil
semi-global (APb), alinhamento de perfil global com pontuacao afim (APA), alinhamen-
to de perfil semi-global com pontuagao afim (APAD), alinhamento de perfil global com
pontuagio afim e melhoria de pardmetros (APAp), alinhamento de perfil global com

65
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Métodos de Agrupamento

Matriz de Distancias Selecio de Pares
JTT AC
» ACb
PAM > BU — —» | ACLog
Arvore Guia ACLogb
PCM Lc
UPGMA NP
PMB
—,_. AP
- e »  APb
LD Peso das Sequéncias APA
—»
APAb
- PP APAp
APLog
—>| APLogb
PM

Figura 5.1: Métodos utilizados em cada etapa dos 342 alinhadores multiplos progressivos
construidos

pontuagao logaritmica (APLog), e o alinhamento de perfil semi-global com pontuagao
logaritmica (APLogb).

Os métodos de agrupamento alinham as sequéncias de acordo com os pares selecionados
pelos métodos de selegao de pares e levam em consideragao os pesos das sequéncias. As
sequéncias nao sao utilizadas na ordem em que foram colocadas na arvore, pois desta
forma podemos a partir de qualquer arvore determinar a ordem dos alinhamentos entre
pares de sequéncias ou alinhamentos.

Para selecionar a ordem em que os pares sao alinhados utilizamos os métodos: par
mais proximo (NP, de Nearest Pair) descrito na Se¢ao 4.3.1 e bloco tinico (BU) descrito
na Se¢ao 4.3.2. E importante ressaltar que a selecdo por bloco tnico nao faz uso da
arvore para escolher qual par sera alinhado em um certo momento. O esquema de pesos
das sequéncias é ativado quando utilizamos a média das distancias (abreviada por PM)
como apresentado 4.4.1, e quando o esquema esta desativado utilizamos a abreviacao PP.

A Figura 5.1 mostra cada um dos métodos utilizados na construgao dos 342 alinhadores
multiplos progressivos. Nesta figura podemos observar a relagdo, sequéncia, em que cada
método, de cada etapa é executado.

Os alinhadores foram implementados na linguagem JAVA. Utilizamos a biblioteca
biojava [31], pois permite a manipulagio de sequéncias. Esta disponibiliza, por exemplo,
parsers para formatos comuns de arquivos e métodos que realizam o alinhamento de pares
de sequéncias e calculam sua pontuagao.
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A Tabela 5.1 mostra os métodos utilizados por cada um dos 342 alinhadores im-
plementados, na qual o nome dos alinhadores segue o seguinte padrao: XXX utilizam
alinhamento global ou local, XXXb utilizam alinhamento semi-global, e XXXp utilizam o
algoritmo para melhoria de parametros. Por exemplo, na primeira linha da Tabela 5.1, o
alinhador global 049 utliza o modelo JTT para determinar a matriz de distancia, UPGMA
para construir a arvore filogenética, par mais proximo para selecao de pares, agrupamento
por consenso e esquema de pesos desativado. A numeragdo tem inicio no alinhador 049,
os alinhadores anteriores utilizavam Distancia de Edi¢ao [40] e Distancia de Kimura [37],
estes foram descartados pois em testes preliminares nao apresentaram bons resultados.

Alinhador | Distancia | Arvore | Selecao Pares | Agrupamento | Peso
049 JTT UPp NP AC PP
051 JTT UpP NP AP PP
052 JTT UP NP AP PM
053 JTT UpP NP APA PP
054 JTT UupP NP APA PM
055 JTT - BU AC PP
057 JTT - BU AP PP
058 JTT - BU AP PM
059 JTT - BU APA PP
060 JTT - BU APA PM
061 JTT NJ NP AC PP
063 JTT NJ NP AP PP
064 JTT NJ NP AP PM
065 JTT NJ NP APA PP
066 JTT NJ NP APA PM
073 PMB UpP NP AC PP
075 PMB UP NP AP PP
076 PMB Up NP AP PM
077 PMB UpP NP APA PP
078 PMB UP NP APA PM
079 PMB - BU AC PP
081 PMB - BU AP PP
082 PMB - BU AP PM
083 PMB - BU APA PP
084 PMB - BU APA PM
085 PMB NJ NP AC PP

Continua na préxima pagina
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Tabela 5.1 — continuagao da pagina anterior

Alinhador | Distancia | Arvore | Selecao Pares | Agrupamento | Peso
087 PMB NJ NP AP PP
088 PMB NJ NP AP PM
089 PMB NJ NP APA PP
090 PMB NJ NP APA PM
097 PAM UP NP AC PP
099 PAM UP NP AP PP
100 PAM UP NP AP PM
101 PAM UP NP APA PP
102 PAM UP NP APA PM
103 PAM - BU AC PP
105 PAM - BU AP PP
106 PAM - BU AP PM
107 PAM - BU APA PP
108 PAM - BU APA PM
109 PAM NJ NP AC PP
111 PAM NJ NP AP PP
112 PAM NJ NP AP PM
113 PAM NJ NP APA PP
114 PAM NJ NP APA PM
121 PCM UP NP AC PP
123 PCM UP NP AP PP
124 PCM UpP NP AP PM
125 PCM UP NP APA PP
126 PCM UP NP APA PM
127 PCM - BU AC PP
129 PCM - BU AP PP
130 PCM - BU AP PM
131 PCM - BU APA PP
132 PCM - BU APA PM
133 PCM NJ NP AC PP
135 PCM NJ NP AP PP
136 PCM NJ NP AP PM
137 PCM NJ NP APA PP
138 PCM NJ NP APA PM

Continua na proxima pégina




Tabela 5.1 — continuagao da pagina anterior

Alinhador | Distancia | Arvore Selecao Pares | Agrupamento | Peso
145 LD UP NP AC PP
147 LD Up NP AP PP
148 LD UP NP AP PM
149 LD UP NP APA PP
150 LD UP NP APA PM
151 LD - BU AC PP
153 LD - BU AP PP
154 LD - BU AP PM
155 LD - BU APA PP
156 LD - BU APA PM
157 LD NJ NP AC PP
159 LD NJ NP AP PP
160 LD NJ NP AP PM
161 LD NJ NP APA PP
162 LD NJ NP APA PM
185 JTT UP NP LC PP
187 JTT - BU LC PP
189 JTT NJ NP LC PP
193 PMB UpP NP LC PP
195 PMB - BU LC PP
197 PMB NJ NP LC PP
201 PAM Up NP LC PP
203 PAM - BU LC PP
205 PAM NJ NP LC PP
209 PCM UpP NP LC PP
211 PCM - BU LC PP
213 PCM NJ NP LC PP
217 LD UP NP LC PP
219 LD - BU LC PP
221 LD NJ NP LC PP
281 JTT UP NP APLog PP
282 JTT UP NP APLog PM
283 JTT - BU APLog PP
284 JTT - BU APLog PM

Continua na proxima pagina
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Tabela 5.1 — continuagao da pagina anterior

Alinhador | Distancia | Arvore | Selecao Pares | Agrupamento | Peso
285 JTT NJ NP APLog PP
286 JTT NJ NP APLog PM
289 PMB UP NP APLog PP
290 PMB UP NP APLog PM
291 PMB - BU APLog PP
292 PMB - BU APLog PM
293 PMB NJ NP APLog PP
294 PMB NJ NP APLog PM
297 PAM UP NP APLog PP
298 PAM UP NP APLog PM
299 PAM - BU APLog PP
300 PAM - BU APLog PM
301 PAM NJ NP APLog PP
302 PAM NJ NP APLog PM
305 PCM UP NP APLog PP
306 PCM (0] NP APLog PM
307 PCM - BU APLog PP
308 PCM - BU APLog PM
309 PCM NJ NP APLog PP
310 PCM NJ NP APLog PM
313 LD UP NP APLog PP
314 LD UpP NP APLog PM
315 LD - BU APLog PP
316 LD - BU APLog PM
317 LD NJ NP APLog PP
318 LD NJ NP APLog PM
321 LOGD UP NP AC PP
322 LOGD UP NP LC PP
323 LOGD UP NP AP PP
324 LOGD UP NP AP PM
325 LOGD UP NP APA PP
326 LOGD UP NP APA PM
327 LOGD UP NP APLog PP
328 LOGD UP NP APLog PM

Continua na proxima pégina
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Alinhador | Distancia | Arvore Selecao Pares | Agrupamento | Peso
329 LOGD - BU AC PP
330 LOGD - BU LC PP
331 LOGD - BU AP PP
332 LOGD - BU AP PM
333 LOGD - BU APA PP
334 LOGD - BU APA PM
335 LOGD - BU APLog PP
336 LOGD - BU APLog PM
337 LOGD NJ NP AC PP
338 LOGD NJ NP LC PP
339 LOGD NJ NP AP PP
340 LOGD NJ NP AP PM
341 LOGD NJ NP APA PP
342 LOGD NJ NP APA PM
343 LOGD NJ NP APLog PP
344 LOGD NJ NP APLog PM
353 JTT UP NP ACLog PP
354 JTT - BU ACLog PP
355 JTT NJ NP ACLog PP
357 PMB UP NP ACLog PP
358 PMB - BU ACLog PP
359 PMB NJ NP ACLog PP
361 PAM UP NP ACLog PP
362 PAM - BU ACLog PP
363 PAM NJ NP ACLog PP
365 PCM UP NP ACLog PP
366 PCM - BU ACLog PP
367 PCM NJ NP ACLog PP
369 LD UP NP ACLog PP
370 LD - BU ACLog PP
371 LD NJ NP ACLog PP
373 LOGD UP NP ACLog PP
374 LOGD - BU ACLog PP
375 LOGD NJ NP ACLog PP

Continua na proxima pagina
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Tabela 5.1 — continuagao da pagina anterior

Alinhador | Distancia | Arvore | Selegao Pares | Agrupamento | Peso
049b JTT UP NP ACb PP
051b JTT UpP NP APb PP
052b JTT UP NP APb PM
053b JTT UP NP APADb PP
054b JTT Up NP APAb PM
055b JTT - BU ACb PP
057b JTT - BU APb PP
058b JTT - BU APb PM
059b JTT - BU APAb PP
060b JTT - BU APADb PM
061b JTT NJ NP ACb PP
063b JTT NJ NP APb PP
064b JTT NJ NP APb PM
065b JTT NJ NP APAb PP
066b JTT NJ NP APAb PM
073b PMB UP NP ACb PP
075b PMB UP NP APb PP
076b PMB UP NP APb PM
077b PMB UP NP APADb PP
078b PMB UP NP APAb PM
079b PMB - BU ACb PP
081b PMB - BU APb PP
082b PMB - BU APb PM
083b PMB - BU APAb PP
084h PMB - BU APAb PM
085b PMB NJ NP ACb PP
087h PMB NJ NP APb PP
088b PMB NJ NP APb PM
089b PMB NJ NP APAb PP
090b PMB NJ NP APADb PM
097b PAM UP NP ACb PP
099b PAM UP NP APb PP
100b PAM UP NP APb PM
101b PAM UP NP APAb PP

Continua na proxima pégina
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Alinhador | Distancia | Arvore Selecao Pares | Agrupamento | Peso
102b PAM UP NP APAb PM
103b PAM - BU ACb PP
105b PAM - BU APb PP
106b PAM - BU APb PM
107b PAM - BU APAb PP
108b PAM - BU APAb PM
109b PAM NJ NP ACb PP
111b PAM NJ NP APb PP
112b PAM NJ NP APb PM
113b PAM NJ NP APADb PP
114b PAM NJ NP APAb PM
121b PCM UP NP ACb PP
123b PCM UP NP APb PP
124b PCM UP NP APb PM
125b PCM UP NP APAb PP
126b PCM UP NP APADb PM
127b PCM - BU ACb PP
129b PCM - BU APb PP
130b PCM - BU APb PM
131b PCM - BU APAb PP
132b PCM - BU APAb PM
133b PCM NJ NP ACb PP
135b PCM NJ NP APb PP
136b PCM NJ NP APb PM
137b PCM NJ NP APAb PP
138b PCM NJ NP APAb PM
145b LD UP NP ACb PP
147b LD UP NP APb PP
148b LD UP NP APb PM
149b LD UP NP APADb PP
150b LD UP NP APAb PM
151b LD - BU ACb PP
153b LD - BU APb PP
154b LD - BU APb PM

Continua na proxima pagina
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Tabela 5.1 — continuagao da pagina anterior

Alinhador | Distancia | Arvore | Selegao Pares | Agrupamento | Peso
155b LD - BU APAb PP
156b LD - BU APAb PM
157b LD NJ NP ACb PP
159b LD NJ NP APb PP
160b LD NJ NP APb PM
161b LD NJ NP APAb PP
162b LD NJ NP APADb PM
281b JTT UP NP APLogb PP
282b JTT UP NP APLogb PM
283b JTT - BU APLogb PP
284b JTT - BU APLogb PM
285b JTT NJ NP APLogb PP
286b JTT NJ NP APLogb PM
289b PMB UP NP APLogb PP
290b PMB UP NP APLogb PM
291b PMB - BU APLogb PP
292b PMB - BU APLogb PM
293b PMB NJ NP APLogb PP
294b PMB NJ NP APLogb PM
297b PAM UP NP APLogb PP
298b PAM (0] NP APLogb PM
299b PAM - BU APLogb PP
300b PAM - BU APLogb PM
301b PAM NJ NP APLogb PP
302b PAM NJ NP APLogb PM
305b PCM Up NP APLogb PP
306b PCM [0) NP APLoghb PM
307b PCM - BU APLogb PP
308b PCM - BU APLogb PM
309b PCM NJ NP APLogb PP
310b PCM NJ NP APLogb PM
313b LD UP NP APLogb PP
314b LD UP NP APLogb PM
315b LD - BU APLogb PP

Continua na proxima pégina
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Alinhador | Distancia | Arvore Selecao Pares | Agrupamento | Peso
316b LD - BU APLogb PM
317b LD NJ NP APLogb PP
318b LD NJ NP APLogb PM
321b LOGD UP NP ACb PP
323b LOGD UpP NP APb PP
324b LOGD UP NP APb PM
325b LOGD UP NP APADb PP
326b LOGD UP NP APAb PM
327b LOGD UP NP APLogb PP
328b LOGD UP NP APLoghb PM
329b LOGD - BU ACb PP
331b LOGD - BU APb PP
332b LOGD - BU APb PM
333b LOGD - BU APAb PP
334b LOGD - BU APAb PM
335b LOGD - BU APLogb PP
336Db LOGD - BU APLogb PM
337b LOGD NJ NP ACb PP
339b LOGD NJ NP APb PP
340b LOGD NJ NP APb PM
341b LOGD NJ NP APAb PP
342b LOGD NJ NP APADb PM
343b LOGD NJ NP APLogb PP
344b LOGD NJ NP APLogb PM
353b JTT UpP NP ACLogb PP
354b JTT - BU ACLogb PP
355b JTT NJ NP ACLogb PP
357b PMB UpP NP ACLogb PP
358b PMB - BU ACLogb PP
359b PMB NJ NP ACLogb PP
361b PAM UP NP ACLogb PP
362b PAM - BU ACLogb PP
363b PAM NJ NP ACLogb PP
365b PCM UP NP ACLogb PP

Continua na proxima pagina
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Tabela 5.1 — continuagao da pagina anterior

Alinhador | Distancia | Arvore | Selegao Pares | Agrupamento | Peso
366b PCM - BU ACLogb PP
367b PCM NJ NP ACLogb PP
369b LD UP NP ACLogb PP
370b LD - BU ACLogb PP
371b LD NJ NP ACLogb PP
373b LOGD UP NP ACLogb PP
374b LOGD - BU ACLogb PP
375b LOGD NJ NP ACLogb PP
053p JTT UP NP APAp PP
054p JTT UP NP APAp PM
059p JTT - BU APAp PP
060p JTT - BU APAp PM
065p JTT NJ NP APAp PP
066p JTT NJ NP APAp PM
077p PMB UP NP APAp PP
078p PMB UP NP APAp PM
083p PMB - BU APAp PP
084p PMB - BU APAp PM
089p PMB NJ NP APAp PP
090p PMB NJ NP APAp PM
101p PAM UP NP APAp PP
102p PAM UP NP APAp PM
107p PAM - BU APAp PP
108p PAM - BU APAp PM
113p PAM NJ NP APAp PP
114p PAM NJ NP APAp PM
125p PCM UP NP APAp PP
126p PCM UpP NP APAp PM
131p PCM - BU APAp PP
132p PCM - BU APAp PM
137p PCM NJ NP APAp PP
138p PCM NJ NP APAp PM
149p LD UP NP APAp PP
150p LD UP NP APAp PM

Continua na proxima pégina




5.1. BAIIBASE 7

Tabela 5.1 — continuagao da pagina anterior

Alinhador | Distancia | Arvore | Selegao Pares | Agrupamento | Peso
155p LD - BU APAp PP
156p LD - BU APAp PM
161p LD NJ NP APAp PP
162p LD NJ NP APAp PM
325p LOGD UpP NP APAp PP
326p LOGD UP NP APAp PM
333p LOGD - BU APAp PP
334p LOGD - BU APAp PM
341p LOGD NJ NP APAp PP
342p LOGD NJ NP APAp PM

Tabela 5.1: Lista dos alinhadores implementados, explic-
itando os métodos utilizados. Onde JTT indica mod-
elo de Jones-Taylor-Thornton, PM B o modelo de Prob-
ability Rate Matriz, PAM o de PAM de Dayhoff e
PCM o modelo de categorias, LD distancia local, LogD
distancia logaritmica, para calculo da distancia. Para
construcao da arvore temos UP indicando UPGMA e
NJ indicando Neighbor Joining. A selecao de pares
é representada por NP (Nearest Pair) e BU (Unique
Block). Os métodos de agrupamento sao abreviados por
AC,ACLog, LC, AP, APA, AP Log, que indicam respec-
tivamente: agrupamento por consenso, agrupamento por
consenso com pontuacao logaritmica, agrupamento de
consenso local, agrupamento de perfil, agrupamento de
perfil com funcao afim e agrupamento de perfil com pon-
tuagao logaritmica. Finalmente PP indica auséncia de
peso das sequéncias e PM o uso de média das distancias

5.1 BAIlBASE

BAULBASE (Benchmark Alignment dataBASE) [67,68] é um banco de dados de alinha-
mentos multiplos de sequéncias manualmente refinado, dividido em categorias de acordo
com o tamanho dos blocos conservados, similaridade e presenca de insercoes e de extensoes
N/C-terminais nas sequéncias.
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A determinacao da qualidade dos alinhamentos produzidos por algoritmos que realizam
o MSA usavam um pequeno numero de casos de testes selecionados pelo desenvolvedor
do algoritmo. Tendo em vista que o desempenho de alinhadores depende do nimero de
sequéncias, do grau de similaridade entre elas e do nimero de inser¢oes do alinhamento,
é interessante ter um conjunto de testes que apresente todos esses requisitos.

Neste sentido o BAIIBASE foi construido. Ele contém alinhamentos de sequéncias
de proteinas de alta qualidade para identificar os pontos fortes e fracos dos diversos
alinhadores disponiveis atualmente.

A versao 3.0 do BAIiBASE, possui sequéncias divididas em 5 conjuntos. No primeiro
conjunto existem poucas sequéncias, com tamanho similar e pequena porcentagem de
aminodcidos diferentes entre elas, subdivide-se em 2 grupos o RV11 com menos de 20%
de identidade entre as sequéncias ¢ o RV12 com identidade entre 20% e 40%. O se-
gundo conjunto (RV20) contém alinhamentos de uma familia (sequéncias com mais de
25% de identidade) e trés sequéncias 6rfas (menos de 20% de identidade). O terceiro
conjunto (RV30) é composto por alinhamentos de quatro diferentes familias de proteinas
com menos de 25% de identidade. O conjunto quatro (RV40) contém sequéncias com
grandes extensdes terminais e o conjunto cinco (RV50) com grandes insergdes internas.

O BAIIBASE 3.0 oferece 218 entradas com sequéncias completas para testes e 168
entradas com sequéncias que possuem apenas regioes homélogas. Todos os conjuntos,
com exce¢ao do RV40, contém arquivos com sequéncias de proteinas completas e arquivos
que possuem as regioes homédlogas correspondentes as completas. Cada arquivo de teste
do BALIBASE possui as sequéncias em formato FASTA, o alinhamento de referéncia em
formato MSF e o alinhamento de referéncia com mais informacoes, como de blocos con-
servados, em formato XML.

Além das sequéncias para testes, o BAIIBASE disponibiliza um programa, denominado
bali_score, que calcula pontuacgbes comparativas entre seu alinhamento de referéncia e
um alinhamento fornecido (em formato MSF). As duas pontuagdes calculadas sdo a de
soma de pares (SP) e pontuagio total de colunas (TC). SP é a razdo entre o ndmero
de pares corretamente alinhados e o no nimero de pares alinhados no alinhamento de
referéncia. TC é a razao entre o nimero de colunas alinhadas corretamente no alinhamento
de teste e o nimero de colunas alinhadas no alinhamento de referéncia [17]. Ambos tem
escala entre 0.0 e 1.0, e quanto maior a pontuagao em relagao ao de referéncia, melhor é
o alinhamento.

A Tabela 5.2 apresenta as caracteristicas dos 5 conjuntos de referéncia. Caracteristicas
relacionadas a todas as sequéncias sao nomeadas como A, € Si.., as relacionadas com
as sequéncias que sdo completas sdao nomeadas como AC,,, e SC,.., € as relacionadas
com as sequéncias que possuem apenas as regioes homdélogas sao nomeadas como AH .,
e SH, .
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Parametro | RV11 | RV12 | RV20 | RV30 | RV40 | RV50

A 76 83 82 60 49 31
Spum/Anum | 6,87 | 9,00 | 45,59 | 63,17 | 27,63 | 28,55

Somin 47 49 36 50 55 151

Simas 1192 | 2766 | 1520 | 1293 | 7923 | 1902

Simed 275,20 | 345,38 | 314,96 | 320,86 | 465,51 | 422,12
Siess 40,10 | 53,01 | 50,75 | 56,87 | 281,27 | 99,75
AC, 38 44 41 30 49 16
SCin 51 49 52 63 55 172
SChas 1192 | 2766 | 1520 | 1293 | 7923 | 1902
SChea | 309,47 | 387,44 | 384,65 | 380,66 | 465,51 | 515,06
SChesw | 62,86 | 93,25 | 93,30 | 98,25 | 281,87 | 139,02

AHpum 38 44 41 30 0 15
AH i 47 49 36 50 - 151
AH s o544 1006 602 621 - 957
AH eq 240,93 | 303,33 | 245,26 | 261,07 - 327,28
AH jesy 1733 | 12,77 | 8,21 15,49 - 57,86

Tabela 5.2: Caracteristicas dos conjuntos do BAIiIBASE. A, corresponde ao nimero
total de alinhamentos em cada conjunto de referéncia. Syum/Anum corresponde ao nimero
médio de sequéncias em cada alinhamento, S,,;,, a0 comprimento minimo de sequéncia no
conjunto, Syez, a0 comprimento maximo, S,,cq, a0 comprimento médio e Sy, 20 desvio
padrao do tamanho das sequéncias. Os respectivos valores para AC, SCl., ¢ AH, SChrps
correspondem aos valores anteriores para alinhamentos com sequéncias completas e ali-
nhamentos com sequéncias que possuem apenas as regioes homologas
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Assim como o BAIIBASE existem outros benchmarks como SABmark [74], HOM-
STRAD [44] e PREFAB [16], que poderiam ser utilizados para comparar os alinhadores
implementados. Escolhemos o BAIBASE (versao 3.0) para ser usado na avaliacao dos
alinhadores desenvolvidos neste trabalho devido ao refinamento manual e a divisao de
categorias que possui. Além de utilizar as sequéncias de proteinas como entrada, também
utilizamos a comparacao da pontuacao, calculada pelo bali_score, dos alinhamentos de
referéncia do BAIiBASE contra os produzidos pelos nossos alinhadores.

5.2 Escolha de Parametros

Devido ao grande ntimero de alinhadores originados pela combinacgao dos métodos estuda-
dos realizamos testes preliminares, em uma méquina Intel Core 2 Duo de 2.33GHz e 3GB
de memodria, e notamos a alta sensibilidade dos alinhadores em relagao aos valores dos
parametros utilizados. Decidimos realizar um estudo para adequar os parametros com as
sequéncias de entrada, de acordo com os alinhadores a serem utilizados.

5.2.1 Alinhamento Recursivo

Testes preliminares com o alinhador local resultaram em alinhamentos com muitos bu-
racos e mismatches. Isso poderia estar ocorrendo devido a possibilidade do alinhamento
recursivo ser de qualquer tamanho, o que resultaria na quebra de regiGes mais conservadas
das sequéncias.

A Tabela 5.3, mostra os piores alinhadores encontrados quando realizamos testes pre-
liminares com um conjunto que continha 6 arquivos de referéncia do BAIiBASE (o menor
de cada conjunto de referéncia RV11 a RV50). Como podemos observar em todos eles
as distancias entre os pares de sequéncias foram calculadas utilizando o algoritmo de
distancia local, mas que nao exigia um limite minimo para o tamanho do alinhamento lo-
cal. Por exemplo, o pior alinhador foi o 165b que obteve pontuagao de soma de pares igual
a 32,43 e pontuacao total de colunas igual a 21, 67. Este alinhador utilizou a distancia lo-
cal para calcular a matriz de distancias, bloco unico para selecionar os pares, alinhamento
de perfil semi-global e esquema de pesos desativado.

Uma alternativa para evitar a quebra dos blocos conservados foi utilizar o Algo-
ritmo 3.1.1, para alinhamento local de pares, com a alteracao de exigir um tamanho
minimo para o alinhamento local a ser retornado em cada recursao. No entanto, nos
deparamos com o problema de escolher qual o tamanho minimo a ser exigido para o ali-
nhamento, uma vez que este depende das sequéncias que deseja-se alinhar. Caminhamos
para um estudo para determinar o melhor limite a ser utilizado quando a entrada dos
alinhadores sdo os conjuntos de referéncia do BAIIBASE 3.0.



5.2. Escolha de Parametros 81

Alinhador | SP TC |CD | AG | SL | MA | PS
147b 3793 12425 | LD | UP | NP | APb | PP
148b 3792 12433 | LD | UP | NP | APb | PM
154 378312267 | LD | - |BU| AP | PM
159 37,20 | 22,75 | LD | NJ | NP | AP | PP
160 35,56 | 1892 | LD | NJ | NP | AP | PM
160b 34,62 | 22,75 | LD | NJ | NP | APb | PM
159b 33,70 | 22,58 | LD | NJ | NP | APb | PP
165b 324312167 | LD | - |BU|APb| PP

Tabela 5.3: Pontuacao SP e TC para os piores alinhadores, nos testes iniciais. Na primeira
coluna estd o identificador do alinhador, em seguida estao as pontuagoes SP e TC e depois
os métodos utilizados por ele para calculo de distancia, geragao de arvore guia, selegdao do
par, agrupamento de alinhamentos e esquema de peso.

Escolha do Tamanho Minimo do Alinhamento

Para observar qual o melhor limite minimo de usado no alinhamento local foi utilizado
um algoritmo que calculava a porcentagem core blocks corretamente alinhados (tomando
por base os core blocks indicados pelo BAIIBASE nos arquivos com extensao XML).
Este algoritmo marca as posi¢bes de inicio e fim de cada um dos core blocks e entdao
pega as subsequéncias correspondentes a cada um deles. As subsequéncias identificadas
como alinhamentos de core blocks sao comparadas com subsequéncias correspondentes
alinhadas pelo alinhamento recursivo. Note que, sdo observados os aminoécidos alinhados
das sequéncias para comparar as subsequéncias, e nao as posi¢oes dos mesmos em relagao
as sequéncias completas.

A andlise da porcentagem de core blocks alinhados foi feita da seguinte forma. Com-
binamos todos os pares de sequéncias e cada um dos dez arquivos com maior nimero
de sequéncias de cada conjunto de referéncia do BAIIBASE, totalizando 103.759 pares.
Por exemplo, do conjunto RV11 foram selecionados os 10 arquivos com maior numero de
sequéncia, estes foram: 5, 7, 18, 19, 20, 28, 30, 31, 33 e 38. Em seguida, para cada um
deles foi feita uma combinacao de pares de todas sequéncias com todas sequéncias, por
exemplo, o arquivo 5 que possui 14 sequéncias originou 91 pares.

O ntumero de pares de cada arquivo de sequéncias de cada um dos cinco conjuntos de
referéncia pode ser visto na Tabela 5.4.

Cada um dos pares de sequéncias foram alinhados com o alinhador recursivo (Al-
goritmo 3), utilizando diferentes valores minimos permitidos para o alinhamento local
(utilizamos 0, 50, 100, 150 e 200 como limite). Com isso, para conjunto do BAliBASE
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RV11 RV12 RV20 RV30 RV40 RV50
A|S|P|A|S| P |A]|S P Al S P A S P |A]S P
51141914 |15]105| 3 | 742701 | 1 | 116 | 6670 | 2 | 55| 1485 | 1 | 34| 561
7191368 |13] 78 |14 |65]2080| 3 |142| 10011 | 4 | 67 | 2211 | 3 | 43| 903
18114 191 |11 | 12| 66 | 25|81 |3240 | 5 | 113 | 6328 | 11|39 | 741 | 6 | 60 | 1770
19110 45| 15|12 | 66 |31 |60 | 1770 | 13 | 86 | 3655 |16 | 42 | 861 | 7 | 23 | 253
2019 |36(26|18|153|32|61|1830 |18 | 78 | 3003 |17 42| 861 | 8 |26 | 325
28 |10 |45 |27 | 13| 78 | 34|59 | 1711 | 21 | 140 | 9730 |37 |46 | 1035 | 9 | 28 | 378
3011419112912 66 | 36|91 |4095 | 23| 77 | 2926 |41 | 55| 1485 | 11 | 36 | 630
3111155 |35 |27 |351 |37 |65|2080 |26 | 81 | 3240 | 44 | 47 | 1081 | 12 | 49 | 1176
33 11|55 |37 13| 78 | 3991|4095 | 28| 89 | 3916 |47 |54 | 1431 | 14 | 30 | 435
381 8 | 28|43 |34 |561 |40 |87 |3741 | 29| 98 | 4753 |49 | 62 | 1891 | 15 | 32 | 496

Tabela 5.4: Numero de sequéncias de cada conjunto usado nos alinhamentos para escolha
do limite do alinhador local. A coluna A indica o arquivo de sequéncias, S é o nimero de
sequéncias por arquivo e a coluna P indica o nimero de pares de sequéncia para aquele
arquivo

construimos 5 alinhamentos locais diferentes. Estes pares também foram alinhados por
um alinhador global.

Os alinhamentos produzidos foram submetidos ao Algoritmo 12, que calcula a porcen-
tagem de core blocks corretamente alinhados, e calculou-se a média dessas porcentagens
para todos os pares de cada conjunto e para cada alinhador. As médias foram calculadas
nao s6 levando em consideragao os pares formados por qualquer sequéncia do conjunto.
Calculou-se também as médias de pares de sequéncias formados apenas por aquelas cujo
tamanho era menor que o valor da mediana do conjunto. As médias de pares de sequéncias
formados apenas por sequéncias cujo tamanho era maior que o valor da mediana do
conjunto, e de pares de sequéncias em que uma era de tamanho maior que a mediana e a
outra era menor.

Posteriormente, para cada grupo do BAIIBASE (RV11 a RV50) foi calculada a média
das médias de porcentagens dos core blocks alinhados nos 10 conjuntos de cada grupo
utilizado. Na Tabela 5.5 podemos observar as porcentagens de core blocks alinhados
para os pares dos 10 conjuntos do RV11, na Tabela 5.6 para os do RV12, na Tabela 5.7
para os do RV20, na Tabela 5.8 para os pares do conjunto RV30, na Tabela 5.9 para os
do RV40 e na Tabela 5.10 para os pares do conjunto RV50.

A Tabela 5.11 mostra a média das pontuagdes dos 10 maiores conjuntos dos grupos
RV11 a RV50, para cada um dos limites de tamanho de alinhamento utilizados. As
melhores pontuagoes dos alinhamentos aconteceram quando o limite para o tamanho
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Tamanho minimo alinhamento | Média mm | Média mM | Média M M | Média Total
0 35,31 30,35 30,76 31,22
50 38,14 33,21 33,60 34,07
100 46,75 41,01 41,22 41,90
150 46,84 41,74 41,98 4255
200 46,78 41,43 41,80 42,34
Global 45,42 37,86 37,73 38,89

Tabela 5.5: Média da porcentagem de core blocks bem alinhados nos alinhamentos de pares
de sequéncias dos 10 maiores conjuntos do RV11. Média mm, corresponde a média do ali-
nhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana, mM ,corresponde a média
do alinhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana com as maiores
que a mediana, M M corresponde a média do alinhamento de pares de sequéncia que sao
maiores que a mediana e Total sao de todas as sequéncias contra todas as sequéncias.

Tamanho minimo alinhamento | Média mm | Média mM | Média M M | Média Total
0 74,56 68,95 69,44 69,94
50 78,22 74,13 74,00 74,62
100 78,41 75,23 75,42 75,76
150 77,81 75,20 75,87 75,88
200 75,61 74,88 75,60 75,31
Global 73,26 67,17 67,55 68,16

Tabela 5.6: Média da porcentagem de core blocks bem alinhados nos alinhamentos de pares
de sequéncias dos 10 maiores conjuntos do RV12. Média mm, corresponde a média do ali-
nhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana, mM ,corresponde a média
do alinhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana com as maiores
que a mediana, M M corresponde a média do alinhamento de pares de sequéncia que sao
maiores que a mediana e Total sao de todas as sequéncias contra todas as sequéncias.
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Tamanho minimo alinhamento | Média mm | Média mM | Média MM | Média Total
0 84,48 84,50 85,03 84,77
50 86,09 86,11 86,56 86,34
100 86,67 86,94 87,37 87,13
150 85,98 86,08 86,44 86,26
200 86,00 86,00 86,30 86,16
Global 84,80 83,28 83,18 83,47

Tabela 5.7: Média da porcentagem de core blocks bem alinhados nos alinhamentos de pares
de sequéncias dos 10 maiores conjuntos do RV20. Média mm, corresponde a média do ali-
nhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana, mM corresponde a média
do alinhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana com as maiores
que a mediana, M M corresponde a média do alinhamento de pares de sequéncia que sao
maiores que a mediana e Total sao de todas as sequéncias contra todas as sequéncias.

Tamanho minimo alinhamento | Média mm | Média mM | Média M M | Média Total
0 68,60 60,16 61,31 61,86
50 69,13 62,02 63,07 63,49
100 72,14 64,83 65,88 66,32
150 73,86 66,72 67,55 68,09
200 73,86 66,48 67,23 67,84
Global 71,17 61,82 62,45 63,39

Tabela 5.8: Média da porcentagem de core blocks bem alinhados nos alinhamentos de pares
de sequéncias dos 10 maiores conjuntos do RV30. Média mm, corresponde a média do ali-
nhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana, mM ,corresponde a média
do alinhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana com as maiores
que a mediana, MM corresponde a média do alinhamento de pares de sequéncia que sao
maiores que a mediana e Total sao de todas as sequéncias contra todas as sequéncias.
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Tamanho minimo alinhamento | Média mm | Média mM | Média M M | Média Total
0 68,51 55,52 52,91 55,93
50 78,27 67,64 64,09 67,27
100 75,83 67,50 65,72 67,70
150 71,56 57,90 56,97 59,21
200 71,86 57,48 56,33 58,78
Global 65,68 48,93 47,67 50,48

Tabela 5.9: Média da porcentagem de core blocks bem alinhados nos alinhamentos de pares
de sequéncias dos 10 maiores conjuntos do RV40. Média mm, corresponde a média do ali-
nhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana, mM ,corresponde a média
do alinhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana com as maiores
que a mediana, M M corresponde a média do alinhamento de pares de sequéncia que sao
maiores que a mediana e Total sao de todas as sequéncias contra todas as sequéncias.

Tamanho minimo alinhamento | Média mm | Média mM | Média MM | Média Total
0 59,82 41,78 46,46 47,86
50 63,4 48,17 51,89 52,76
100 67,3 55,03 58,73 58,93
150 67,02 53,6 59,89 58,31
200 63,09 50,92 59,27 54,94
Global 60,37 47,93 55,54 50,55

Tabela 5.10: Média da porcentagem de core blocks bem alinhados nos alinhamentos de
pares de sequéncias dos 10 maiores conjuntos do RV50. Média mm, corresponde a média
do alinhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana, mM ,corresponde
a média do alinhamento de pares de sequéncia que sao menores que a mediana com as
maiores que a mediana, M M corresponde a média do alinhamento de pares de sequéncia
que sao maiores que a mediana e Total sao de todas as sequéncias contra todas as
sequéncias.
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Tamanho minimo alinhamento | Média mm | Média mM | Média MM | Média Total
0 65,22 56,88 57,65 58,60
50 68,88 61,88 62,20 63,09
100 71,19 65,09 65,72 66,29
150 70,52 63,54 64,78 65,05
200 69,54 62,87 64,42 64,23
Global 66,79 57,83 59,02 59,16

Tabela 5.11: Média da porcentagem de core blocks bem alinhados nos alinhamentos de
pares de sequéncias dos 10 maiores conjuntos de cada um dos grupos RV11 a RV50.
Média mm, corresponde a média do alinhamento de pares de sequéncia que sao menores
que a mediana, mM ,corresponde a média do alinhamento de pares de sequéncia que sao
menores que a mediana com as maiores que a mediana, MM corresponde a média do
alinhamento de pares de sequéncia que sao maiores que a mediana e Total sao de todas
as sequeéncias contra todas as sequéncias.

minimo do alinhamento de pares foi 100. Portanto, este valor foi usado nos testes finais
dos alinhadores que envolveram agrupamento utilizando alinhamento local e o calculo de
distancia utilizando distancia local.

5.2.2 Alinhamento de Perfil

Os resultados dos testes preliminares com os alinhadores nao foram condizentes com o es-
perado pela literatura, pois alinhadores utilizando agrupamento por consenso foram supe-
riores (produziram alinhamentos com maior pontuagao SP e TC em relagdo as sequéncias
do BAIiBASE) aos que utilizam agrupamento por perfil. Uma explicagao para isto seriam
os parametros utilizados para os testes. No entanto, determinar os parametros para pe-
nalizar buracos e qual a melhor matriz de substituicao de aminoacidos deve ser utilizada
nao sao tarefas triviais, principalmente por nao existir um padrao na literatura.

Diante da auséncia de um consenso sobre o assunto, partiu-se para o estudo empirico
a fim de determinar quais os melhores parametros a serem utilizados por cada alinhador.
Os nossos testes comegaram pelos alinhadores de perfil com pontuacao global e perfil com
pontuagao semi-global, por terem tido pior desempenho. Arbitrariamente escolhemos o
alinhador 051 (perfil), que recebeu como entrada 5 grupos de sequéncias. Cada um desses
grupos era composto por um arquivo (o menor deles) de cada um dos conjuntos de entrada
do BAIIBASE, por exemplo, o primeiro grupo possuia seis conjuntos de sequéncias, os
seis com menor numero de sequéncias de cada conjunto RV11 a RV50 do BAIIBASE.
O segundo conjunto era composto pelos seis com menor nimero de sequéncias de cada
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conjunto, excluindo os que ja estavam no primeiro grupo, e assim sucessivamente. A
escolha de tamanho a partir dos menores deve-se ao tempo de processamento necessario
para os testes, o tempo despendido seria excessivo se escolhéssemos os maiores conjuntos.

Avancamos os testes variando a pontuacao de gap de —1 a —20 e matrizes BLOSUM
45, 50, 55, 60, 62, 65, 70, 75, 80. Na Figura 5.2 observa-se o grafico com a média dos
valores para cada conjunto de referéncia. E na Figura 5.3 os resultados para cada um dos
seis conjuntos de referéncia, em todos os casos a média utilizada foi o de cinco resultados
da pontuacao de soma de pares em regides core blocks contra os alinhamentos de referéncia

do BAIiBASE.

Comportamento AP
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Figura 5.2: Pontuacao do alinhador de perfil com alinhamento global (051), com
pontuagao para gap variando entre -1 e -20, e BLOSUM de 45 a 80.

A mesma metodologia foi usada para observar o comportamento de um alinhador de
perfil com pontuagdo semi-global, para isto foi escolhido, aleatoriamente, o 051b. Na
Figura 5.4 observa-se o grafico com a média dos valores para cada conjunto de referéncia,
e na Figura 5.5 os resultados para cada um dos seis conjuntos de referéncia. Em todos
os casos a média utilizada foi a de cinco resultados da pontuacao de soma de pares em
regices core blocks.

Em paralelo realizamos o estudo dos melhores parametros para os alinhadores de perfil
que utilizam funcao afim para penalidade de gap, seja com alinhamento global ou semi-
global. Os valores de gep variaram de —1 a —10, de gop de —1 a —20 e as matrizes
BLOSUM utilizadas foram 45, 50, 55, 60, 62, 65, 70, 75, 80. Todas as combinagoes
possiveis para os valores de gep, gop e BLOSUM foram usadas para testar os parametros
dos alinhadores 053 e 053b, escolhidos aleatoriamente. As Tabelas 5.12 e 5.13 mostram
os 20 valores de gop e das 9 matrizes para o gep que obteve maior pontuacao SP para os
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Comportamento AP

Figura 5.3: Pontuacdo do alinhador de perfil com alinhamento global (051), com
pontuagao para gap variando entre -1 e -20, e BLOSUM de 45 a 80. Em a) temos
o gréafico para o conjunto RV11, em b) para RV12, em ¢) para RV20, em d) para
RV30, em e) para RV40 e em f) para RV50
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Comportamento de APb

BLOSUM

Figura 5.4: Pontuacdo do alinhador de perfil com alinhamento semi-global (051b),
com pontuacao para gap variando entre -1 e -20, e BLOSUM de 45 a 80.

alinhamentos, para os alinhadores 053 e 053b, respectivamente.

Os alinhadores de perfil com pontuacao logaritmica também dependem de um bom
ajuste nos valores de gop, ¢ (pontuagdo para um grupo de buracos) e da matriz de sub-
stituicao. Procedemos os testes de forma semelhante ao que foi realizado com o alinhador
de perfil com pontuacdo afim. Escolhemos aleatoriamente os alinhadores 281 e 281b, e
variamos os valores de ¢ de —1 a —10, de gop de —1 a —20 e as matrizes BLOSUM 45,
50, 55, 60, 62, 65, 70, 75, 80. As Tabelas 5.14 e 5.15 mostram os 20 valores de gop e das
9 matrizes para o valor de ¢ que obteve maior pontuagao SP para os alinhamentos, para
os alinhadores 281 e 281b, respectivamente.

Através dos graficos das Figuras 5.2 a 5.5 observamos que o alinhador de perfil global
deve utilizar BLOSUM 62 e gap -5, que o de perfil com pontuagao semi-global deve usar
BLOSUM 45 e gap -2. As Tabelas 5.12 e 5.13 mostraram que o alinhador global de perfil
com fungao afim deve usar BLOSUM 55, gop -17 e gep -1 e que o alinhador semi-global
de perfil com funcao afim deve utilizar BLOSUM 45, gop -10 e gep -1. Finalmente, obser-
vando as Tabelas 5.14 e 5.15 percebemos que o alinhador de perfil global com pontuagao
logaritmica deve utilizar qualquer BLOSUM, exceto a 45, desde que o gop seja -4 e ¢
seja -9, e que o alinhador de perfil semi-global com pontuacao logaritmica deve utilizar
qualquer BLOSUM, com gop -5 e ¢ -8.
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Comportamento do APb
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Figura 5.5: Pontuacdo do alinhador de perfil com alinhamento semi-global (051b),
com pontuagdo para gap variando entre -1 e -20, e BLOSUM de 45 a 80. Em a)
temos o grafico para o conjunto RV11, em b) para RV12, em c¢) para RV20, em d)
para RV30, em ¢) para RV40 e em f) para RV50
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BLOSUM

45

50

95

60

62

65

70

75

80

-1

0.385

0.426

0.442

0.452

0.461

0.461

0.415

0.430

0.443

2

0.422

0.509

0.512

0.528

0.536

0.537

0.484

0.513

0.528

-3

0.480

0.569

0.587

0.580

0.588

0.607

0.553

0.570

0.582

4

0.524

0.622

0.626

0.637

0.647

0.644

0.594

0.619

0.648

-5

0.573

0.655

0.644

0.666

0.673

0.682

0.642

0.656

0.656

-6

0.597

0.657

0.668

0.673

0.683

0.689

0.669

0.645

0.675

-7

0.623

0.674

0.684

0.690

0.704

0.699

0.673

0.665

0.695

-8

0.638

0.693

0.704

0.700

0.708

0.703

0.697

0.677

0.707

-9

0.650

0.699

0.707

0.693

0.713

0.708

0.713

0.699

0.708

-10

0.653

0.685

0.703

0.697

0.709

0.708

0.701

0.704

0.711

-11

0.661

0.692

0.709

0.707

0.707

0.710

0.705

0.711

0.710

80P 5

0.677

0.701

0.707

0.704

0.706

0.712

0.712

0.711

0.714

-13

0.683

0.702

0.711

0.704

0.707

0.707

0.714

0.715

0.712

-14

0.687

0.701

0.707

0.703

0.705

0.702

0.717

0.711

0.712

-15

0.695

0.695

0.705

0.701

0.701

0.702

0.717

0.717

0.713

-16

0.702

0.692

0.696

0.698

0.699

0.693

0.720

0.713

0.712

-17

0.711

0.693

0.694

0.695

0.701

0.693

0.721

0.702

0.706

-18

0.716

0.694

0.694

0.697

0.699

0.698

0.710

0.701

0.705

-19

0.721

0.692

0.687

0.691

0.697

0.690

0.705

0.700

0.701

-20

0.714

0.680

0.687

0.687

0.692

0.682

0.702

0.700

0.704
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Tabela 5.12: Pontuacao de SP para gep=-1 para o alinhador de perfil global com pon-
tuagao afim para cada BLOSUM e para cada uns dos 20 gop do alinhador 053
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BLOSUM

45 | 50 | 55 | 60 | 62 | 65 | 70 | 7 | 80
1 0.396 | 0.463 | 0.482 | 0.492 | 0.495 | 0.514 | 0.451 | 0.476 | 0.491
2170459 | 0.553 | 0.564 | 0.590 | 0.602 | 0.600 | 0.529 | 0.550 | 0.576
37170525 | 0.631 | 0.639 | 0.644 | 0.648 | 0.660 | 0.586 | 0.617 | 0.627
4 | 0.555 | 0.657 | 0.685 | 0.670 | 0.680 | 0.678 | 0.644 | 0.650 | 0.677
5 | 0.608 | 0.658 | 0.665 | 0.671 | 0.676 | 0.687 | 0.665 | 0.677 | 0.707
6 | 0.634 | 0.645 | 0.668 | 0.680 | 0.684 | 0.691 | 0.685 | 0.690 | 0.718
7 170.670 | 0.629 | 0.666 | 0.711 | 0.713 | 0.715 | 0.705 | 0.712 | 0.733
8 | 0.670 | 0.624 | 0.654 | 0.708 | 0.705 | 0.709 | 0.726 | 0.733 | 0.736
9 | 0.678 | 0.590 | 0.609 | 0.634 | 0.695 | 0.649 | 0.715 | 0.728 | 0.743
210 | 0.658 | 0.562 | 0.600 | 0.637 | 0.660 | 0.644 | 0.718 | 0.720 | 0.758
11 [ 0.663 | 0.566 | 0.581 | 0.656 | 0.656 | 0.662 | 0.710 | 0.714 | 0.731
8OP 157170662 | 0.538 | 0.576 | 0.628 | 0.641 | 0.646 | 0.708 | 0.716 | 0.736
131 0.618 | 0.539 | 0.549 | 0.615 | 0.642 | 0.643 | 0.712 | 0.718 | 0.729
14 0.619 | 0.535 | 0.550 | 0.590 | 0.617 | 0.623 | 0.718 | 0.682 | 0.731
715 1 0.593 | 0.525 | 0.547 | 0.584 | 0.602 | 0.602 | 0.682 | 0.688 | 0.694
716 | 0.587 | 0.524 | 0.546 | 0.584 | 0.602 | 0.584 | 0.675 | 0.683 | 0.689
17 1 0.583 | 0.524 | 0.539 | 0.491 | 0.573 | 0.583 | 0.678 | 0.678 | 0.689
J18 1 0.578 | 0.523 | 0.530 | 0.462 | 0.548 | 0.548 | 0.678 | 0.660 | 0.684
719 1 0.586 | 0.517 | 0.528 | 0.462 | 0.548 | 0.548 | 0.676 | 0.660 | 0.684
20 | 0.556 | 0.516 | 0.522 | 0.462 | 0.549 | 0.550 | 0.676 | 0.664 | 0.684

Tabela 5.13: Pontuacao de SP para gep=-1 para o alinhador de perfil semi-global com
pontuagao afim para cada BLOSUM e para cada uns dos 20 gop do alinhador 053b



5.2. Escolha de Parametros

BLOSUM

45

50

95

60

62

65

70

75

80

-1

0.465

0.533

0.533

0.533

0.533

0.533

0.533

0.533

0.533

-2

0.543

0.664

0.664

0.664

0.664

0.664

0.664

0.664

0.664

-3

0.627

0.746

0.746

0.746

0.746

0.746

0.746

0.746

0.746

-4

0.764

0.795

0.795

0.795

0.795

0.795

0.795

0.795

0.795

-5

0.795

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

-6

0.838

0.859

0.859

0.859

0.859

0.859

0.859

0.859

0.859

-7

0.867

0.884

0.884

0.884

0.884

0.884

0.884

0.884

0.884

-8

0.874

0.890

0.890

0.890

0.890

0.890

0.890

0.890

0.890

-9

0.901

0.903

0.903

0.903

0.903

0.903

0.903

0.903

0.903

-10

0.890

0.890

0.890

0.890

0.890

0.890

0.890

0.890

0.890

-11

0.874

0.874

0.874

0.874

0.874

0.874

0.874

0.874

0.874

80P 5

0.876

0.876

0.876

0.876

0.876

0.876

0.876

0.876

0.876

-13

0.875

0.875

0.875

0.875

0.875

0.875

0.875

0.875

0.875

-14

0.875

0.875

0.875

0.875

0.875

0.875

0.875

0.875

0.875

-15

0.889

0.889

0.889

0.889

0.889

0.889

0.889

0.889

0.889

-16

0.887

0.887

0.887

0.887

0.887

0.887

0.887

0.887

0.887

-17

0.850

0.850

0.850

0.850

0.850

0.850

0.850

0.850

0.850

-18

0.819

0.819

0.819

0.819

0.819

0.819

0.819

0.819

0.819

-19

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

-20

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820

0.820
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Tabela 5.14: Pontuacao de SP para ¢=-4 para o alinhador de perfil global com pontuacao

logaritmica para cada BLOSUM e para cada uns dos 20 gop do alinhador 281
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BLOSUM

45 | 50 | 55 | 60 | 62 | 65 | 70 | 7 | 80
1 | 0.454 | 0.454 | 0.454 | 0.454 | 0.454 | 0.454 | 0.454 | 0.454 | 0.454
2 10562 | 0.562 | 0.562 | 0.562 | 0.562 | 0.562 | 0.562 | 0.562 | 0.562
3 170.625 | 0.625 | 0.625 | 0.625 | 0.625 | 0.625 | 0.625 | 0.625 | 0.625
4 0.679 | 0.679 | 0.679 | 0.679 | 0.679 | 0.679 | 0.679 | 0.679 | 0.679
5 1 0.693 | 0.693 | 0.693 | 0.693 | 0.693 | 0.693 | 0.693 | 0.693 | 0.693
6 | 0.705 | 0.705 | 0.705 | 0.705 | 0.705 | 0.705 | 0.705 | 0.705 | 0.705
7 170737 | 0.737 | 0.737 | 0.737 | 0.737 | 0.737 | 0.737 | 0.737 | 0.737
8 1 0.758 | 0.758 | 0.758 | 0.758 | 0.758 | 0.758 | 0.758 | 0.758 | 0.758
9 | 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582
210 | 0.581 | 0.581 | 0.581 | 0.581 | 0.581 | 0.581 | 0.581 | 0.581 | 0.581
11 [ 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582 | 0.582
8P "197170.584 | 0.584 | 0.584 | 0.584 | 0.584 | 0.584 | 0.584 | 0.584 | 0.584
131 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583
14 | 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583 | 0.583
7151 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519
716 |1 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519 | 0.519
17 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518
S18 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518
719 1 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518
20 | 0.518 | 0.130 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518 | 0.518

Tabela 5.15: Pontuacao de SP para ¢=-5 para o alinhador de perfil global com pontuacao
logaritmica para cada BLOSUM e para cada uns dos 20 gop do alinhador 281b
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5.2.3 Pontuacao Logaritmica

Inicialmente implementamos o Algoritmo 4 de complexidade de tempo O(n?) e O(n?) de
espaco para alinhar pares de sequéncias com penalidade logaritmica de buracos.

Apbs testes preliminares percebemos que o custo computacional (de tempo) para rea-
lizagao dos alinhamentos multiplos seria muito grande e portanto, inviavel. Diante disso,
foi necessario estudar um novo algoritmo com menor complexidade de tempo. O algoritmo
escolhido foi o desenvolvido por Miller e Myers [43], que possui complexidade O(n?logn)
descrito na Segao 3.2.3.

A Figura 5.6 mostra a comparacao do tempo, em segundos, de dois alinhadores que
utilizam funcao logaritimca para penalizar buracos. Um deles usa o algoritmico cibico
para o alinhamento de pares de sequéncias, o outro usa o algoritmo de complexidade
O(n?logn). O grifico que aparece na Figura 5.6 ilustra o alinhamento de 237 pares de
sequéncias, combinagoes de pares de sequéncia dos conjuntos BB11001.tfa, BB12020.tfa,
BB20020.tfa e BB30017.tfa do BAIIBASE. O eixo X representa a produto do tamanho
das sequéncias de cada par alinhado, e o eixo Y representa o tempo, em segundos, que
o alinhador levou para alinhar aquele par. Como podemos notar, o alinhador que utiliza
o algoritmo cubico representa o tempo em uma funcdo curva e bem mais alta que a do
algoritmo de Miller e Myers.

Com base no grafico da Figura 5.6, optamos por utilizar nos testes finais o algoritmo
de complexidade O(n*logn).
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Tempo alinhadores com funcao logaritmica
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Figura 5.6: Comparagao de tempo dos algoritmos de pontuacao logaritmica para
alinhamento de pares de sequéncias. No eixo X temos o produto do tamanho das
sequéncias do par (em milhares) e no eixo Y o tempo em segundos que o alinhador
utilizou para alinhar os pares de sequéncias
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Algoritmo 12 Pseudocddigo para calcular porcentagem de core blocks alinhados

Entrada:AlignSequencesCBlocks]], algnSeq[], numberOfcore blocks
Saida: percentage of aligned core blocks
iniBlocks « [J; fimBlocks « []; alignedTotal < 0; sizeTotal « 0
for i «+— 1 to numberOfcore blocks do
sequence «— AlignSequencesCBlocks[1].subsequence(iniBlocks|i],fimBlocks]i])
sequencePair «— AlignSequencesCBlocks|2].subsequence(iniBlocks|[i],fimBlocks]i] )
tam « 0; k < 0; found « False
while not found do
fail < False
if (tam<alignSeq[1].length) and (sequence[k] # alignSeq(1,tam]) then
tam <« tam + 1
else
ini «+ tam
while (not fail) and (tam<alignSeq[1].length) and(k<sequence.length) do
if sequencelk] = “” then
k—k+1
else
if alignSeq[1,j] = “” then
Jei+l
else
if sequence[k] = alignSeq[1.,j] then
k—k+1;j—j+1
else
fail « True, k < 0
if not fail then
found « True
k < 0;ini < 0
while (k<sequence.length) and (ini<j) do
if sequencelk] = alignSeq[1,ini] then
if sequencePair[k] = alignSeq[2,ini] then
alignedTotal <« alignedTotal + 1
k—k+1
ini «ini + 1
sizeTotal « sizeTotal + fimBlocks][i] - iniBlocks][i]
return (100 x alignedTotal/sizeTotal)







Capitulo 6

Avaliacao dos Alinhadores

O BAIiBASE, apresentado na Secao 5.1, é utilizado como ferramenta de avaliacao deste
trabalho, tanto nos testes preliminares e ajustes de parametros realizados no Capitulo 5,
como também nos testes finais dos alinhadores, que apresentaremos neste capitulo.

Apesar de ser possivel obter pontuagoes dos conjuntos do BAIiBASE levando em con-
sideracao as regioes core block em alinhamentos de sequéncias completas e truncadas ou o
alinhamento das sequéncias em todo o seu comprimento para entradas de sequéncias com-
pletas e truncadas, optamos por analisar apenas os alinhamentos de sequéncias completas
e em regioes core block. Esta escolha foi feita, pois as sequéncias completas represen-
tam situagoes mais realistas e complexas para cada alinhador e as regides core block tém
alinhamentos de referéncia mais confidveis.

Os alinhadores progressivos, listados na Tabela 5.1, foram testados recebendo como
entrada dois subconjuntos de referéncia daqueles presentes no BAIIBASE, que chamamos
de RVS1 e RVS2. O conjunto RVS1 possui entradas que contém os arquivos com menor
numero de sequéncias de cada um dos seis conjuntos do BAIIBASE. O conjunto RVS2
possui entradas que contém os arquivos com segundo menor numero de sequéncias de
cada um dos seis conjuntos do BAIIBASE. A Tabela 6.1 mostra as caracteristicas das
sequéncias do conjuntos RVS1 e a Tabela 6.2 mostra as caracteristicas das sequéncias do
conjunto RVS2.

Escolhemos as menores sequéncias de cada conjunto do BAIiBASE devido ao tempo
de processamento necessdrio para executar todos os 342 alinhadores implementados. A
Tabela 6.3 mostra o tempo médio, em segundos, de execucao dos alinhadores para os
conjuntos RVS1 e RVS2 separados para cada um dos métodos de agrupamento utilizados.
Esses testes, assim como os realizados para determinar os parametros, foram realizados
em uma maquina Intel Core 2 Duo de 2.33GHz e 3GB de meméria. Podemos observar que
os alinhadores que utilizam alinhamento de perfil com funcao de penalidade logaritmica
para buraco levam maior tempo para execugao.

99
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Arquivo | Sequéncias | Min Max Med | Mediana
BB11001 4 83,00 | 91,00 | 86,25 85,50
BB12020 4 118,00 | 129,00 | 125,50 127,50
BB20020 16 247,00 | 527,00 | 288,19 | 271,50
BB30017 15 231,00 | 370,00 | 313,00 | 331,00
BB40032 6 259,00 | 1179,00 | 846,00 | 960,50
BB50004 9 386,00 | 505,00 | 429,56 | 415,00

Tabela 6.1: Caracteristicas das sequéncias do conjunto RVS1. A coluna Arquivo indica
o nome do arquivo. A coluna Sequéncias indica o nimero de sequéncias do arquivo. As
colunas Min, Max, Med e Mediana indicam os tamanhos minimo, maximo, médio, assim

como a mediana do tamanho das sequéncias do arquivo.

Arquivo | Sequéncias | Min | Max | Med | Mediana
BB11025 4 64,00 | 103,00 | 82,75 82,00
BB12021 6 71,00 | 85,00 | 75,67 73,00
BB20001 16 74,00 | 697,00 | 295,31 212,50
BB30006 18 97,00 | 923,00 | 303,39 108,50
BB40010 9 67,00 | 214,00 | 109,00 70,00
BB50002 13 172,00 | 819,00 | 416,69 | 400,00

Tabela 6.2: Caracteristicas das sequéncias do conjunto RVS2. A coluna Arquivo indica
o nome do arquivo. A coluna Sequéncias indica o nimero de sequéncias do arquivo. As
colunas Min, Max, Med e Mediana indicam os tamanhos minimo, maximo, médio, assim
como a mediana do tamanho das sequéncias do arquivo.
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Método de Agrupamento | tempo RVS1 | tempo RVS2
AC 187,74 401,58
ACb 220,08 39,11

ACLog 192,33 -
ACLoghb 191,45 -
LC 92,18 356,35
AP 232,77 591,70
APb 143,80 152,20
APA 246,65 327,21
APAb 131,74 58,68
APLog 4013,65 -
APLogb 3681,00 -
APAp 129,70 994,80

Tabela 6.3: Tempo médio, em segundos, de execugao dos alinhadores para cada sequéncia
dos conjuntos RVS1 e RVS2, separados para cada um dos métodos de agrupamento uti-
lizados

O conjunto total de alinhadores implementados possui 342 alinhadores, destes 147 uti-
lizam fungao logaritmica para penalidade de buraco nos métodos de agrupamento e foram
testados apenas com o conjunto RVS1, devido ao grande consumo de tempo necessério
para execucao destes alinhadores. Os 195 alinhadores restantes foram avaliados utilizando
ambos os conjuntos, RVS1 e RVS2, para os testes. Denominamos o conjunto completo
dos alinhadores de Grupo 1, todos estes alinhadores tiveram como entrada o RVS1. Os
195 alinhadores testados com RVS1 e RVS2 serao denominados como Grupo 2, o Grupo
2 estd contido no Grupo 1 de alinhadores.

Para cada conjunto de alinhadores, determinado pelo método de agrupamento, uti-
lizamos os parametros definidos através dos testes preliminares apresentados no Capitulo 5.
Para os alinhadores em que houve o estudo de parametros, apresentados na Secao 5.2,
utilizamos os parametros com os quais os alinhadores alcancaram a melhor pontuagao em
relagdo aos casos testados. A Tabela 6.4 apresenta os valores dos parametros utilizados
em cada tipo de agrupamento.

Do conjunto de alinhadores progressivos que envolvem algoritmos locais, seja para
determinar distancia ou para agrupar alinhamentos, 34 haviam passado por testes prelimi-
nares com os alinhadores locais desenvolvidos inicialmente (aqueles em que era permitido
qualquer tamanho de alinhamento como resultado de cada recursdo). Comparamos os
resultados desses alinhadores, utilizando as pontuacoes SP e TC, com os resultados dos
alinhadores locais equivalentes, que exigem o limite minimo de 100 bases para o tamanho
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Agrupamento | gap | gop | gep | ¢ matriz
AC - 12 3 - | BLOSUMG62
ACb - -12 | -3 | - | BLOSUMG62
ACLog - -8 - | -5 | BLOSUM®62
ACLogb - -8 - | -5 | BLOSUMG62
LC - 12 -3 | - | BLOSUMG62
AP -5 - - - | BLOSUMG62
APb -2 - - - | BLOSUM45
APA - -17 | -1 - | BLOSUMb5
APAb - -10 | -1 - | BLOSUM45
APLog - -9 - | -4 | BLOSUMT75
APLogb - -8 - | -5 | BLOSUM®62
APAp - -17 | -1 - | BLOSUMb55

Tabela 6.4: Parametros utlizados nos testes dos alinhadores. A primeira coluna indica
o método de agrupamento, a ultima coluna indica a matriz de substituicao e as demais
indicam os valores para penalidade para buraco. Quando ha “-”indica que o método nao
usa o parametro daquela coluna. A coluna “c’representa a penalidade logaritmica para
extensao de buraco

para o alinhamento. Com esta comparacao notamos que apesar de em alguns casos
as pontuagoes dos alinhadores que exigem limite terem sido inferiores as dos que nao
exigem, obtivemos uma melhora média de 7,35% para a pontuagao SP e 2,18% para a
pontuagao TC quando utilizamos os alinhadores que exigem o limite minimo de 100 bases
no alinhamento retornado em cada chamada do alinhamento local recursivo. A Tabela 6.5
mostra as pontuacoes de SP e TC para os dez piores alinhadores locais antes e depois da
inclusao do limite minimo para o tamanho do alinhamento.

Os alinhadores de perfil com funcao afim para penalidade de buraco que usaram a
melhoria dos parametros iniciais foram comparados com os que nao utilizaram melhoria.
Observando as pontuagoes SP e TC para os conjuntos de entrada RVS1 e RVS2, a melhora
média foi de 1,97% para SP, e 10,34% para TC. Ao observar a pontuacao de cada entrada
do conjunto RVS1, observamos que a melhora média foi de 0,02% para SP e 2,53% para
TC. E ao observar a pontuagao para cada entrada do conjunto RVS2 foi possivel notar
que a melhora média foi de 15,14% para SP e 3,73% para TC. A baixa melhoria pode
ser devido a utilizacao dos determinados nos testes empiricos como valores iniciais de
abertura e extensao de buraco.

Na Tabela 6.6 mostramos as pontuacées de SP minima, méaxima, média e mediana
para cada método utilizado em cada etapa do alinhadores do Grupo 1. J4 na Tabela 6.7
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Alinhador | SP Antes | TC Antes | SP Depois | TC Depois
160 35,56 18,92 47,24 25,42
159 37,20 22,75 47,66 25,42
154 37,83 22,67 52,85 21,50
147 38,12 22,67 45,39 22,75
148 39,57 21,75 53,06 21,50
153 43,37 23,75 45,50 22,75
162 46,10 23,42 62,71 39,50
150 47,09 24,08 69,83 44,08
156 50,06 25,00 69,83 44,08
221 51,46 28,58 50,15 24,42

Tabela 6.5: Pontuacoes dos dez piores alinhadores que usam agrupamento local, antes e
depois da inclusao do limite minimo de 100 bases para o tamanho do alinhamento.

apresentamos as mesmas pontuacoes para o Grupo 2. Escolhemos a pontuagao SP pelo
fato dela ser mais sensivel que a pontuacao TC. Por exemplo, na Tabela 6.6, o método
JTT que determina a matriz de distancias tem a pontuacoes SP 52,40, 82,87, 70,44, 71, 53,
respectivamente, minima, maxima, média e mediana. As pontuacoes TC para este método
sao 17,86, 65,17,47,96, 48, 10, respectivamente, minima, maxima, média e mediana.

Na Tabela 6.6 podemos observar que dos alinhadores de agrupamento por consenso, os
que usam ACLog foram os melhores alinhadores. O método Neighbor Joining mostrou-se
com uma pequena superioriadade em relagdo ao UPGMA. Os métodos de distancia local
e de logaritimica apresentaram desempenho inferiores aos demais.

Em ambas as Tabelas, 6.6 e 6.7, podemos notar, que os agrupamentos de perfil e perfil
semi-global com pontuacao afim sdo métodos com maior pontuacao SP, tanto a média
quanto a mediana, e que a utilizagao da média de distancias é melhor do que quando a
desativamos. Observa-se ainda que os métodos do PHYLIP (JTT, PAM, PCM e PMB)
apresentam valores muito proximos tanto para média, quanto para mediana, o mesmo
ocorre com os métodos para selegao de pares.

Os alinhadores que alcancaram as vinte melhores pontuacoes médias de SP e TC
quando utilizamos o Grupo 1 de alinhadores para os testes, e também os métodos usados
por eles em cada etapa do alinhamento progressivo, sao listados na Tabela 6.8. O melhor
alinhador foi o 125, ele obteve pontuagao média 83,40 para SP e 64,67 para TC, e utilizou
PCM para calcular a matriz de distancias, UP para construcao da arvore guia, NP para
selecao de pares, APA para o agrupamento e PP para média das distancias.

Observamos na Tabela 6.8 que os vinte melhores alinhadores utilizam agrupamento
de perfil com pontuacdo afim ou agrupamento de perfil semi-global com pontuacao afim.
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Método | Minimo | Maximo | Média | Mediana
JTT 52,40 82,87 70,44 71,53
PAM 49,87 82,13 69,79 70,87
PCM 52,50 83,40 70,47 70,73

Distancia PMB | 52,33 | 82,63 | 7042 | 71,67

LD 4727 | 76,88 | 61,26 | 61,58

LOGD | 38,67 | 77,35 | 5171 | 52,60

3 NJ 16,63 | 82,72 | 65,74 | 69,55
Arvore

UP 38,67 | 83,40 | 64,22 | 66,86
BU 47,02 | 82,08 | 63,91 | 66,19
NP 38,67 | 83,40 | 64,97 | 67,34
AC 4837 | 75,70 | 67,76 | 70,89
ACb | 4388 | 5830 | 5327 | 53,72
ACLog | 5888 | 74,50 | 69,04 | 72,19
ACLogh | 57,17 | 72,37 | 66,71 | 66,59
LC 57,18 | 68,18 | 51,83 | 59,30
AP 44,73 | 8340 | 71,20 | 70,73
APb | 39,75 | 57,83 | 53,17 | 54,50
APA | 4743 | 8340 | 72,84 | 79,90
APAb | 53,65 | 82,87 | 73,90 | 76,56
APAp | 4743 | 82,08 | 72,13 | 79,19
APLog | 38,67 | 72,67 | 62,82 | 66,20
APLogb | 39,07 | 75,77 | 59,25 | 70,69
PM 33,67 | 82,63 | 66,88 | 69,24
PP 38,92 | 8340 | 63,77 | 66,80

Selecao de Pares

Agrupamento

Média das Distancias

Tabela 6.6: Pontuacdo SP minima, maxima, média e mediana do conjunto RVS1 para
cada um dos métodos utilizados nos alinhadores progressivos, do Grupo 1, implementados



Método | Minimo | Maximo | Média | Mediana
JTT 42,22 67,39 55,72 55,00
PAM 42,26 66,84 55,82 59,01
Distancia PCM 41,82 67,11 55,72 56,38
PMB 42,08 66,16 55,50 55,10
LD 31,26 62,21 44,50 44,41
i NJ 32,77 65,29 52,66 52,92
rvore UP 31,26 | 67,39 | 5326 | 5285
Selecio de Pares BU 36,14 67,11 52,00 51,66
NP 31,26 67,39 52,96 52,92
AC 48,18 56,73 53,76 54,29
ACb 41,59 48,81 45,33 45,56
LC 44,61 52,65 49,37 49.01
AP 40,62 53,97 50,40 51,76
APb 31,26 44,78 41,33 42,53
Agrupamento APA 54,23 65,29 62,95 63,67
APADb 42 .88 67,39 60,70 63,34
APAp 32,87 64,83 52,04 60,88
P e a PM 31,49 67,07 53,93 53,71
Meédia das Distancias PP 3126 67,30 51.93 51.67
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Tabela 6.7: Pontuacao SP minima, maxima, média e mediana dos conjuntos RVS1 e
RVS2 para cada um dos métodos utilizados nos alinhadores progressivos, do Grupo 2,

implementados
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Alinhador | SP | TC | MD |AG | SP | MA | PS
125 83,40 | 64,67 | PCM | UP | NP | APA | PP
053b 82,87 | 64,00 | JTT | UP | NP | APADL | PP
137 82,72 | 64,50 | PCM | NJ | NP | APA | PP

53 82,67 | 64,83 | JTT | UP | NP | APA | PP
077b 82,63 | 63,00 | PMB | UP | NP | APAb | PP
7 82,43 | 64,17 | PMB | UP | NP | APA | PP

114 82,13 | 63,50 | PAM | NJ | NP | APA | PM
113 82,08 | 64,17 | PAM | NJ | NP | APA | PP

59p 82,08 [ 64,50 | JTT | — |BU| APA | PP
3p 82.05 | 65,50 | PMB | — |BU| APA | PP
65 82.03 | 64,17 | JTT | NJ | NP | APA | PP

138 82,03 | 62,83 | PCM | NJ | NP | APA | PM
101b 82,03 | 62,67 | PAM | UP | NP | APAb | PP

89 81,75 | 63,50 | PMB | NJ | NP | APA | PP
66 81,70 [ 63,50 | JTT | NJ | NP | APA | PM
60p 81,65 | 61,67 | JTT | — |BU| APA | PM

138p 81,63 | 65,17 | PCM | NJ | NP | APA | PM
137p 81,60 | 63,00 | PCM | NJ | NP | APA | PP
59 81,47 | 64,33 | JTT | — | BU| APA | PP
90 81,42 | 64,17 | PMB | NJ | NP | APA | PM

Tabela 6.8: Pontuagao de média de soma de pares, na segunda coluna, e de total de
colunas, na terceira coluna, dos vinte melhores alinhadores, do Grupo 1, testados com o
conjunto RVS1. MD indica os métodos para o célculo da matriz de distancia, AG indica
os métodos para construcao da arvore guia, SP indica os métodos para selecdao de pares,
MA indica os métodos de agrupamento e PS indica o esquema de peso das sequéncias

Podemos notar que a selecao de pares quando feita pelos pares mais proximos € su-
perior ao Bloco Unico, que aparece apenas quatro vezes na tabela. Quando a média
das distancias estava desativada os alinhadores tiveram melhor desempenho. Apesar
dos métodos de agrupamento que utilizam alinhamento local terem melhorado seu de-
sempenho com a inclusao do limite a ser utilizado no tamanho do alinhamento, como
mostramos na Tabela 6.5, ele nao aparece entre em nenhum dos vinte melhores alinhado-
res.

A Tabela 6.9 mostra os alinhadores que alcangaram as vinte melhores pontuagoes
médias de SP e TC quando utilizamos os conjuntos RVS1 e RVS2 como entrada para
o Grupo 2 de alinhadores. A tabela mostra também os métodos utilizados por cada
alinhador na geracao do alinhamento progressivo. O alinhador 53b foi o melhor entre os
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alinhadores. Ele obteve pontuagao média 67,39 para SP e 43,42 para TC, e utilizou JTT
para calcular a matriz de distancias, UPGMA para construcao da arvore guia, par mais
proximo para selecao de pares, alinhamento de perfil semi-global com pontuacao afim
para penalidade de buraco para o agrupamento e sem uso do esquema de pesos.

As pontuacoes da Tabela 6.8 mostram que os alinhadores de perfil com pontuagao
afim, e os de perfil semi-global com pontuacao afim foram os melhores em relagao ao
conjunto de 195 alinhadores. Observe que dos vinte melhores alinhadores listados, oito
utilizam o método de Bloco Unico para selegdo de pares. Observe ainda que dos doze
métodos, dentre os vinte, que utilizam NP para selecionar os pares para o agrupamento,
oito utilizam UPGMA para construgao da arvore guia. Os métodos de distancia, com
excecao da distancia local, apresentam-se bem distribuidos dentre os vinte melhores.

Os vinte alinhadores com pior desempenho quando testamos o Grupo 1 de alinhadores
sao listados na Tabela 6.10. Observamos que entre os alinhadores listados, mais da metade
utiliza o método LOGD, definido na Segao 4.1.2, para calcular a matriz de distancias.
Observamos ainda que dos dezessete métodos que utilizam a arvore guia (pois a sele¢ao
de pares por bloco tinico néo utiliza), doze fazem uso do método UPGMA.

Os vinte piores alinhadores, do Grupo 2 de testes, sao apresentados na Tabela 6.11.
Podemos notar, que quatorze dos vinte alinhadores obtém a matriz de distancias pelo
método de distancia local, confirmando os valores da Tabela 6.7, que mostravam um
baixo desempenho deste método.

Os alinhadores listados nas Tabelas 6.8 e 6.9 refor¢gam o que observamos nas Tabelas 6.6
e 6.7, pois eles utilizam agrupamento de perfil com pontuacao afim para penalidade de
buraco, seja global ou semi-global. Além disso, os métodos JTT, PAM, PCM e PMB para
calcular as distancias, que possuem pontuagdes média e mediana préximos, apresentam-se
bem distribuidos entre os vinte melhores alinhadores para ambos os conjuntos de tetes.

Os métodos para determinar arvore guia podem ser vistos tanto nas tabelas que a-
presentam os melhores alinhadores, como nas que apresentam os piores. Além disso eles
alcancaram valores de média e mediana muitos proximos nas Tabelas 6.6 e 6.7, e apesar do
Neighbor Joining parecer ser levemente superior, nao é possivel afirmar qual dos métodos
é realmente melhor.

A semelhanca entre as pontuacoes dos métodos que realizam a selecao de pares,
par mais proximo e bloco unico, pode estar ocorrendo devido a arvore construida pe-
los métodos UPGMA e Neighbor Joining, pois esta pode nao estar agregando informagoes
relevantes para a selecao de pares de acordo com o par mais préximo.
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Alinhador | SP | TC | MD | AG | SP | MA | PS
53b 67,30 | 43,42 | JTT | UP | NP | APAb | PP
131b | 67,11 | 42,33 | PCM | - | BU | APAb | PP
132b | 67,07 | 41,42 | PCM | - | BU | APAb | PM
10Ib | 66,84 | 42,58 | PAM | UP | NP | APAD | PP
77h 66,16 | 42,00 | PMB | UP | NP | APAb | PP

83 65,70 | 40,08 | PMB | - | BU | APAb | PP
60Db 6547 | 41,25 | JTT | - | BU | APAb | PM
66 65,20 | 42,92 | JTT | NJ | NP | APA | PM
138 65,24 | 42,25 | PCM | NJ | NP | APA | PM
90 65,22 | 42,58 | PMB | NJ | NP | APA | PM
84b 6521 | 39,5 | PMB | - | BU | APAb | PM
125b | 65,15 | 41,08 | PCM | UP | NP | APAD | PP
50b 65,14 | 40,33 | JTT | - | BU | APAb | PP

114 65,11 | 42,67 | PAM | NJ | NP | APA | PM
126b 65,10 | 40,83 | PCM | UP | NP | APAb | PM
60p 64,83 4333 | JTT | - |BU| APA | PM
126 64,68 | 42,25 | PCM | UP | NP | APA | PM
125 64,60 | 40,75 | PCM | UP | NP | APA | PP
108b 64,53 | 38,83 | PAM | - | BU | APAb | PM
53 64,33 | 40,83 | JTT | UP | NP | APA | PP

Tabela 6.9: Pontuacao média de soma de pares, na segunda coluna, e de total de colunas,
na terceira coluna, dos vinte melhores alinhadores, do Grupo 2, testados com o conjunto
RVS1 e RVS2. MD indica os métodos para o calculo da matriz de distancia, AG indica
os métodos para construcao da arvore guia, SP indica os métodos para selecdao de pares,
MA indica os métodos de agrupamento e PS indica o esquema de peso das sequéncias
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Alinhador | SP | TC | MD |AG |[SP| MA | PS
160b 4948 [24,00| LD | NJ |[NP| APb |PM
159b 4922 24,17 LD | NJ |[NP| APb | PP
331b 18,68 [ 21,33 [LOGD | — |BU| APb | PP
321 4837 7 |LOGD| UP |NP| AC | PP
339h 48,37 | 23,67 | LOGD | NJ | NP | APb | PP
148D 4780 [ 2233 | LD | UP |NP| APb | PM
339 47,63 120,83 | LOGD | NJ | NP| AP | PP
325p 47,47 [ 19,67 | LOGD | UP | NP | APA | PP
326p 4743[19,17 [LOGD | UP | NP | APA | PM
147h 472712183 LD | UP |NP| APb | PP
329 4702 | 683 |LOGD| - |BU| AC | PP
329 47,02 | 6,83 |LOGD | - |BU| ACb | PP
340 46,63 | 20,17 | LOGD | NJ |[NP| AP | PM
323 45,87 [ 20,17 | LOGD | UP | NP | AP | PP
324 45,43 (19,00 [LOGD | UP | NP | AP |PM
321b 4388 | 7,17 | LOGD | UP | NP | ACb | PP
323b 39,75 | 1383 | LOGD | UP | NP | APb | PP
327b 39,07 | 26,83 | LOGD | UP | NP | APLogh | PP
327 38,92 26 |LOGD | UP | NP | APLog | PP
328 38,67 | 25,83 | LOGD | UP | NP | APLog | PM

Tabela 6.10: Pontuagao média de soma de pares, na segunda coluna, e de total de colunas,
na terceira coluna, dos vinte piores alinhadores, do Grupo 1, testados com o conjunto
RVS1. MD indica os métodos para o calculo da matriz de distancia, AG indica os métodos
para construcao da arvore guia, SP indica os métodos para sele¢do de pares, MA indica
os métodos de agrupamento e PS indica o esquema de peso das sequéncias
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Alinhador | SP | TC | MD | AG | SP | MA | PS

82b 42,25 | 17,58 | PMB | - | BU | APb | PM
51b 42,22 | 16,5 | JITT | UP | NP | APb | PP
81b 42,22 117,75 | PMB | - | BU | APb | PP

76b 42,08 | 16,17 | PMB | UP | NP | APb | PM
157b 41,99 | 14,92 | LD | NJ | NP | ACb | PP
99b 41,89 | 16,67 | PAM | UP | NP | APb | PP
123b 41,82 | 16,42 | PCM | UP | NP | APb | PP
159 41,73 120,17 | LD | NJ | NP | AP | PP

151b 41,59 | 12,42 | LD - | BU | ACb | PP
160 41,48 1 20,17 | LD | NJ | NP | AP | PM
153 40,68 | 18,08 | LD - | BU| AP | PP
147 40,62 | 18,08 | LD | UP | NP | AP | PP
153b 39,14 | 15,64 | LD - | BU | APb | PP

162p 38,13 [ 18,67 | LD | NJ | NP | APA | PM
161p 3798 195 | LD | NJ | NP | APA | PP
154b 37321483 LD | — |BU| APb | PM
160b 35,65 | 14,83 | LD | NJ | NP | APb | PM
159b 32,77 | 1458 | LD | NJ | NP | APh | PP
148D 31,49 | 13,08 | LD | UP | NP | APb | PM
147b 31,26 | 12,83 | LD | UP | NP | APb | PP

Tabela 6.11: Pontuagao média de soma de pares, na segunda coluna, e de total de colunas,
na terceira coluna, dos vinte piores alinhadores, do Grupo 2, testados com o conjunto
RVS1 e RVS2. MD indica os métodos para o calculo da matriz de distancia, AG indica
os métodos para construcao da arvore guia, SP indica os métodos para selecdao de pares,
MA indica os métodos de agrupamento e PS indica o esquema de peso das sequéncias



Capitulo 7

Conclusao e Trabalhos Futuros

Tendo como motivagao a relevancia do alinhamento multiplo de sequéncias na identi-
ficacao de caracteristicas conservadas em familias de proteinas, trabalhamos nesta pesquisa
com o objetivo de estudar diferentes métodos que podem ser utilizados na construcao de
um alinhador progressivo e de analisar as possiveis combinacoes dentre os métodos estu-
dados.

Os métodos utilizados para o desenvolvimento dos alinhadores progressivos foram
apresentados nos Capitulos 3 e 4. No Capitulo 3 foram descritos os métodos mais genéricos
para o alinhamento de sequéncias e as possiveis funcoes para penalidade de buraco, ja no
Capitulo 4 foram apresentados os métodos mais direcionados ao alinhamento progressivo.

Foram utilizados seis métodos para determinacao da matriz de distancias, dois para
construcao da arvore guia e doze para o agrupamento das sequéncias. Estes doze métodos
de agrupamento foram utilizados na ultima etapa do alinhamento progressivo, que é a
construcao do alinhamento multiplo, e foram auxiliados por dois métodos para a selecao
dos pares que sao alinhados a cada iteragao e pelo esquema de peso das sequéncias através
da média das distancias.

A combinacao de todos esses métodos levou a implementagao de 342 alinhadores pro-
gressivos, que foram avaliados utilizando sequéncias dos seis conjuntos de referéncia do
BAIiBASE.

No Capitulo 5 foram apresentados os 342 alinhadores progressivos implementados e
também o estudo realizado para determinar os melhores valores para penalidade de buraco
e as melhores matrizes de substituicao de aminoacidos a serem utilizados por cada grupo de
alinhadores de acordo com os métodos de agrupamento que possuem e com as sequéncias
de entrada. Ainda naquele capitulo foi determinado o melhor valor a ser utilizado como
limite minimo para o tamanho de um alinhamento local recursivo.

Através destes ajustes de parametros conseguimos melhorar a pontuagao dos nossos
alinhadores em relacao aos conjuntos de referéncia do BAIIBASE. Pois, em testes realiza-
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dos inicialmente os alinhadores com agrupamento por consenso estavam com pontuagao
superior aos de perfil, que estavam sendo prejudicados pelos parametros utilizados.

Estudamos ainda dois algoritmos para determinar a penalidade de buracos através
da funcao logaritmica. Um deles é cibico em relacdo ao tamanho das sequéncias e o
outro possui complexidade O(n?logn), onde n é o tamanho das sequéncias. Observamos
que o ganho de tempo de processamento com o algoritmo de complexidade O(n?logn) é
bastante satisfatdrio e, por isso, passamos a utilizé-lo nos alinhadores que fazem uso da
funcao logaritmica para penalizar buracos.

Apoés a conclusao do estudo para determinar os parametros para os alinhadores, inici-
amos os testes com dois subconjuntos de sequéncias do BAIIBASE a fim de determinar os
melhores alinhadores dentre os 342 implementados. Estes alinhadores foram separados em
dois grupos, o primeiro deles envolveu todos os alinhadores e teve como entrada apenas
um dos subconjuntos de teste, o RVS1. Ja o segundo grupo possuia 195 alinhadores, pois
exclui os que utilizam pontuagao logaritmica. Este foi testado com ambos os subconjuntos
do BAIiIBASE, RVS1 e RVS2.

Os testes mostraram que os alinhadores que realizaram agrupamento por perfil com
pontuagao afim e por perfil semi-global com pontuagao afim obtiveram melhores desem-
penhos. Mostraram ainda, para o grupo que contém todos os alinhadores, que o alinha-
mento de consenso com pontuacao logaritmica foi o melhor de todos os alinhadores de
consenso. Com os testes, também foi possivel notar que, apesar dos métodos que en-
volvem alinhamento local recursivo terem seu desempenho melhorado com a inclusao do
limite minimo de tamanho para o alinhamento local, eles ndao foram capazes de superar os
alinhadores de perfil. Notamos também que os métodos para do PHYLIP para determinar
a matriz de distancias, os métodos para construgao da arvore e os métodos para selegao
de pares, apresentaram-se bem equilibrados, e com isso nao foi possivel afirmar qual deles
é realmente o melhor.

As principais contribui¢oes deste trabalho foram:

e Estudo e desenvolvimento de diferentes algoritmos para realizagao do agrupamento
das sequéncias em um alinhamento progressivo.

e Estudo sobre os parametros a serem utilizados pelos alinhadores considerando os
métodos de agrupamento.

e Avaliacdo dos alinhadores progressivos, observando os métodos de cada etapa da
construcao do alinhamento.

Diferentes trabalhos futuros podem ser desenvolvidos a partir do trabalho realizado
nesta dissertacao. O principal deles é o uso de estratégias iterativas para refinar os ali-
nhamentos produzidos. Algoritmos iterativos podem ser deterministicos ou estocésticos
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e dependem de um outro algoritmo que produza alinhamentos iniciais. Os alinhamentos
gerados pelos 342 alinhadores podem ser utilizados como iniciais para o refino do iterativo,
principalmente no caso de algoritmos genéticos (que fazem parte dos estocdsticos) que
precisam de uma grande populagao para realizar processo de refinamento. Desta forma, os
alinhamentos produzidos para cada arquivo de entrada podem ser usados como populacao
para os algoritmos genéticos.

Propomos ainda a adaptacao do tamanho do alinhamento recursivo, de acordo com as
sequéncias que serdo alinhadas, a cada nivel do algoritmo. O limite fixo para a tamanho
do alinhamento recursivo pode ter influenciado no seu baixo desempenho.

Seria interessante realizar um estudo em relacao a penalidade de alinhamentos de pares
de buracos. Além disso, a utilizagdo de técnicas como o bootstrapping para melhorar a
arvore guia construida.

Determinar quais dos alinhadores s@o melhores para um determinado conjunto de
sequéncias, de acordo com as caracteristicas das mesmas, também pode ser citado como
um trabalho futuro. Além disso, é importante realizar uma anélise estatistica dos alinha-
mentos produzidos como por exemplo a utilizada por Thompson e colaboradores [69].






Apéndice A
Revisao Bibliografica

Neste apéndice apresentamos uma revisdo bibliografica dos artigos relacionados ao nosso
trabalho. Os textos escolhidos envolvem assuntos semelhantes ao do nosso estudo e
tem como objetivo proporcionar conhecimento mais abrangente sobre alinhamento de
sequeéncias.

A.1 Progressive Sequence Alignment as a Prerequi-
site to Correct Phylogenetic Trees

Uma das abordagens para o alinhamneto multiplo é a progressiva, que utiliza alinhamento
de pares [48] para construir o MSA. Este trabalho [20] apresenta o método progressivo,
que constréi arvores filogenéticas evolucionarias. FEm tal abordagem, assume-se que as
sequéncias possuem um ancestral comum, e as arvores sao construidas a partir de matrizes
de distancias.

O método utiliza o principio: “uma vez gap, sempre gap”. E leva em consideracdo nao
s6 a importancia da topologia das arvores, mas também o tamanho dos ramos, que deve ser
proporcional as distancias evolucionarias. As sequéncias sao alinhadas progressivamente,
iniciando pelos pares mais similares e segue buscando as sequéncias mais similares.

O alinhamento progressivo apresentado segue os seguintes passos:

e Alinhamento de pares: S&o possiveis (n—1)n/2 alinhamentos. Os autores utilizaram
o programa SCORE.

e Identificacdo dos pares de sequéncias mais préximas: Usa o programa BORD para
ordenar preliminarmente as sequéncias, o BLEN na comparacao das sequéncias e o
PREalign no caso de arvores compostas.
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e Insercao progressiva de elementos neutros: Usa o programa DFalign, que insere
elementos neutros (Xs) em qualquer gap que ocorre em pares alinhados com alta
similaridade.

e Pontuagao do alinhamento final: Nao é necessario usar programa de alinhamento.
Utiliza o programa SHUFFLE para calcular o alinhamento randémico de cada se-
quéncia (valor usado no célculo da pontuagao).

e Construgao da arvore: Usa o programa BORD para obter a ordem dos ramos e o
BLEN para determinar seus tamanhos.

Sequéncias de Superozide Dismutase, enzima catalisadora importante na acao antio-
xidante das células expostas ao oxigénio, de sete espécies diferentes foram submetidas aos
processos de alinhamento progressivo para construcao da arvore filogenética e também ao
tradicional método de Fitch. O método progressivo apresenta resultados mais préximos
da filogenia real dos organismos. Onze diferentes sequéncias de hemoglobina foram alinha-
das usando o método proposto, gerando um alinhamento proximo a realidade histérica.
Finalmente aplicou-se o alinhamento progressivo e o simples alinhamento de pares em
sequéncias de nove Tirosinas, as drvores geradas foram bem parecidas diferindo apenas
no tamanho dos ramos.

Os experimentos mostraram que o método enquanto heuristica proporcionou um ali-
nhamento multiplo baseado em critérios objetivos e que as arvores geradas aproximam-se
bastante a filogenia real dos organismos.

A.2 CLUSTAL W: improving the sensitivity of pro-
gressive multiple sequence alignment through se-
quence weighting, position-specific gap penalties
and weight matrix choice

O alinhamento multiplo de sequéncias de é essencial na biologia molecular. Assim, o
desenvolvimento de ferramentas para realizd-lo torna-se importante. Estes auxiliam em
atividades como: encontrar padroes que caracterizam familias de proteinas, demonstrar
homologia entre sequéncias, e predizer estruturas secunddrias e terciarias de proteinas.
O alinhamento miiltiplo progressivo consiste basicamente de trés etapas: cédlculo da
matriz de distancias, construcao da arvore guia a partir da matriz e alinhamento pro-
gressivo das sequéncias. Possui dois grandes problemas. O do minimo local, pois faz o
alinhamento de maneira gulosa, isto é, nem sempre o melhor para as duas sequéncias que
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estd comparando no momento, o que nao garante um otimo global. O outro esta na es-
colha dos parametros do alinhamento (matriz de pesos, PAM ou BLOSUM por exemplo,
e penalidades para gaps).

Neste trabalho [66], os autores descrevem melhorias propostas para a abordagem pro-
gressiva de alinhamento multiplo [20] através do programa CLUSTAL W, que melhora a
sensibilidade do alinhador sem perder rapidez e eficiéncia. E importante mencionar que
se as sequéncias, seja de nucleotideos ou de aminodcidos, forem muito divergentes (mais
70% - 75% de divergéncia) a abordagem progressiva perde a confiabilidade.

As melhorias apresentadas no CLUSTAL W sédo principalmente em relacdo a escolha
dos parametros a serem usados no alinhamento. Cada etapa pode ser resumida da seguinte
forma:

e Matriz de distancias: originalmente utilizava-se uma pontuacao fixa para cada gap.
Neste trabalho passaram a usar duas penalidades para gaps (uma para abertura e
outra para extensao) e uma matriz de pesos de aminodcidos completa. A pontuagiao
do alinhamento é calculada como o nimero de identidades no melhor alinhamento
dividido pelo nimero de residuos comparados (pontuagao em porcentagem é dividida
por 100 e subtraida de 1 para ser colocada na matriz).

e Arvore guia: construida a partir da matriz de distancias da etapa anterior. Inicial-
mente é construida uma arvore sem raiz, cujos ramos terao tamanho proporcional
a distancia estimada. Entao, coloca-se a raiz na arvore usando o método do ponto
médio. Em seguida, calcula-se o peso das sequéncias na arvore, que dependem da
distancia até a raiz, do numero de sequéncias com que compartilham um ramo e do
pesos dos ramos (cada sequéncia tem seu peso mais a proporgao do peso de cada
ramo, por exemplo, se um ramo tem peso 0, 8 e é compartilhado por duas sequéncias,
cada uma delas tém 0, 4 acrescido no seu peso).

e Alinhamento progressivo: realizado das folhas para raiz da arvore. A cada estagio,
um algoritmo de programagado dindmica completo é usado com o residuo da ma-
triz de pesos e penalidades para abertura e extensao de gaps. Para calcular a
pontuagdo de uma posigdo do alinhamento de uma sequéncia com outra (ou com
alinhamento) utiliza-se a média de todas as comparagoes necessarias. Para pon-
tuar as sequéncias, cada valor da matriz de pesos é multiplicado para as sequéncias.
Nesta etapa aplicam-se as melhorias:

1. Pesos das sequéncias sdo normalizados. Sequéncias mais parecidas tém pesos
menores e mais divergentes pesos maiores. Os valores variam entre 0 e 1.

2. Possui dois tipos de penalidades para gaps: GOP (gap open penalty), que é o
custo para abrir um gap de qualquer tamanho e GEP (gap extension penalty)
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que corresponde ao custo de incluir um item no gap. O GOP é calculado da
seguinte forma:

GOP = GOP x loglmin(N, M)] x (Med) x (P),

onde N, M sao os tamanhos das duas sequéncias, Med é a pontuagao média de
residuos de mismatches, P porcentagem de identidade entre as sequéncias. Ja
o GEP ¢ calculado da seguinte forma:

GEP = GEP x [1.0 + |log(N/M)]],

onde N,M sao o tamanho das duas sequéncias.

3. Penalidades para gaps podem ser alteradas de acordo com a posicao em que
aparecem, de forma a penalizar menos o gap se ja existir algum outro naquela
posicao do alinhamento. Assim a penalidade para abertura de um gap quando
existem gaps na posicao é a seguinte:

GOP = GOP x 0.3(ns/n)

onde ns é o numero de sequéncias sem gap e n o numero de sequéncias. A
penalidade para abertura de gap préoximo a gaps existentes:

GOP = GOP x 2+ [(8 — distanciadogap) x 2]/8

Além disso, a penalidade é reduzida em um terco quando nao hé gap na posicao,
quando se trata de trechos hidrofilicos.

4. Podem ser usadas as matrizes de distancia: PAM , Gonnet e BLOSUM (de-
fault).

5. Alinhamento de sequéncias muito divergentes pode ser adiado até que todas as
outras estejam alinhadas.

CLUSTAL W encontrou um alinhamento dificil de ser contestado a olho nu quando
testado com sequéncias que nao eram mais que 35% divergentes. Quando testado com
sequéncias mais divergentes produziu pequenas regides com alinhamentos falsos. Neste
ponto pode-se aplicar o refinamento manual, removendo sequéncias e alinhando as demais
automaticamente, ou ainda realizar a mudanca de parametros.

A.3 A comprehensive comparasion of multiple se-
quence alignment programs
O alinhamento de proteinas tem sido essencial na biologia molecular, pois é usado em

situacoes como: encontrar motifs e regides conservadas em familias de proteinas, predi¢ao
das estruturas secundéria e tercidria e ainda anélise da evolugao filogenética.
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Figura A.1: Alinhadores usados na comparagao

Encontrar uma solu¢ao computacional exata para resolver o problema é dificil. Desta
forma tém sido desenvolvidas heuristicas na tentativa de encontrar boas solugoes a custo
computacional aceitdvel. Os alinhadores tentam se aproximar ao maximo de um alin-
hamento 6timo matematicamente, que pode nao corresponder ao 6timo bioldgico. O
alinhamento progressivo e o alinhamento iterativo sdo as abordagens mais conhecidas. A
figura A.1 mostra um esquema com diferentes programas que implementam tais aborda-
gens de forma local ou global.

Neste trabalho [69] os autores realizaram uma comparagao entre os programas da
Figura A.1 utilizando como referéncia os casos de teste do BAiBASE [67,68]. Neste, os
casos de teste sdo distribuidos em 5 conjuntos e cada um destes é utilizado para avaliar um
alinhador em uma situagao especifica. No primeiro conjunto ha poucas sequéncias com
tamanho similar. O segundo conjunto contém alinhamentos de uma familia (sequéncias
com mais de 25% de identidade) e trés sequéncias 6rfas (menos de 20% de identidade). O
terceiro conjunto é composto por alinhamentos de quatro diferentes familias de proteinas
com menos de 25% de identidade entre sequéncias de diferentes familias. Os conjuntos 4 e 5
contém sequéncias com grandes extensoes terminais e grandes inserc¢oes, respectivamente.

Duas formas de pontuacao foram usadas para comparar os alinhamentos produzidos
pelos programas em teste com os alinhamentos do BAIIBASE. Para cada teste utilizou-
se a pontuacdo mais coerente. A primeira, soma de pares, é usada para determinar a
extensao dos alinhamentos entre pares de sequéncias em que houve sucesso, seu valor
cresce conforme o numero de sequéncias alinhadas corretamente cresce. Esta pontuacio
é obtida da seguinte forma:
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onde S; = Ej»v:l Zic\[:l’k#j Dijk € Pijk = 1 se o par de residuos A;; e A;; estiverem alin-
hados com o alinhamento de referéncia e 0 caso contrario, M, é o nimero de colunas do
alinhamento de referéncia, S,; é a pontuacdo da coluna S; do alinhamento de referéncia.

A segunda forma de pontuacdo é a de colunas, que pontua de forma bindria a habi-
lidade dos programas em alinhar toda uma coluna corretamente. E pode ser calculada
como segue:

ii\/[ C.
cs=>y — (A.2)
oM

onde C; = 1 se os residuos da i-ésima coluna do alinhamento equivalem aos de re-
feréncia e C; = 0 caso contrario.

No primeiro conjunto de referéncia observaram-se que regides ambiguas representam
42% dos residuos no BAIIBASE e somam respectivamente, em média, 32%, 22% ¢ 11%
das pontuagoes full-length nas categorias V1 (menos de 25% identidade), V2 (20 a 40%
de identidade) e V3 (mais de 35% de identidade). O programa PRRP efetuou o melhor
alinhamento da categoria V1 e observou-se que Clustal X tem melhor desempenho quando
alinha sequéncias de comprimrnto médio ou curto.

No segundo conjunto de referéncia realizaram-se dois tipos de testes. O primeiro
realizando o alinhamento das familias de proteinas nas sequéncias érfas e o segundo
adicionando-se uma, duas e, por fim, trés sequéncias érfas. Através da soma de pares
observaram que os alinhadores globais foram melhor que os locais, sendo que Clustal X e
SAGA foram melhores que o PRRP.

O terceiro conjunto de referéncia foi avaliado pela pontuagao de colunas, esta estima
melhor o alinhamento entre familias. Dos métodos progressivos Clustal X se mostrou o
melhor. No entanto foi pior que os iterativos PRRP ¢ SAGA.

No quarto teste, que continha sequéncias de diferentes tamanhos, os programas SBpima,
DiAlign e MLpima (alinhamento local) foram melhores que os demais. Finalmente, com
a avaliagdo do quinto conjunto de referéncia o DiAlign foi o melhor dos alinhadores. Em
seguida vieram os métodos com alinhamento global e por fim SBpima e MLpima.

Com este estudo os autores concluiram a importancia em se ter um mecanismo para
avaliar e comparar o desempenho dos alinhadores multiplos, além da necessidade de se
utilizar pontuacoes baseadas em sequéncias completas e restritas a core blocks, aquelas
regides de alta confiabilidade nos alinhamentos de referéncia.



A.4. Logarithmic gap costs decrease alignment accuracy 121

A.4 Logarithmic gap costs decrease alignment accu-
racy

O alinhamento de sequéncias é essencial para o estudo da biologia molecular. Neste
trabalho [8] o foco de estudo é a qualidade de algoritmos de alinhamento global para
pares de sequéncias.

Algoritmos de alinhamento global se dividem em duas categorias: FSA (Finite State
Automata) e HMM (Hidden Markov Models). Por ser possivel realizar a conversao entre
as abordagens FSA e HMM, foi utilizada a FSA focando uma implementacao de custo
minimo.

A corretude dos alinhamentos depende dos parametros utilizados (para match, mis-
tach, gap). Neste trabalho os autores comparam trés diferentes fungdes usadas para
determinar o custo de gaps: funcdo afim (G(k) = a + bk, onde k é o nimero de gaps
consecutivos), fungao logaritmica (G(k) = a+ ¢ x In(k), onde k é o ntimero de gaps con-
secutivos e ¢ a penalidade logaritmica) e log-afim (G(k) = a + bk + ¢ x In(k), onde k é o
ntimero de gaps consecutivos e ¢ a penalidade logaritmica).

A comparagao entre alinhamentos é feita dividindo-os em trés categorias: 1) colunas
aparecem apenas no primeiro, 2) colunas aparecem apenas no segundo e 3) colunas apare-
cem em ambos. Através da contagem do numero de colunas de cada categoria podemos
medir quao idénticos, I, sao os alinhamentos.

_2*K3+K1+K2

(A.3)

onde K. é o nimero de colunas na categoria c.

Os autores destacam que quanto maior a divergéncia entre as sequéncias, menor é a
corretude do alinhamento. Assim, a corretude esperada para um alinhamento com uma
certa fungao para penalidade de gaps depende das sequéncias utilizadas e também do
tamanho dos ramos (medidos em tempo de substituicao. Uma unidade é igual a uma
substituigao, em média, por nucleotideo).

Cinco mil pares de sequéncias foram gerados em arvores nao enraizadas usando um
programa de simulagdo de sequéncias. O tamanho médio dos ramos foi 0, 2 e, utilizou-se
match = 1, mismatch = 0 e a = 16. Os alinhamentos produzidos foram observados
de duas maneiras. Na primeira compara-se diferentes alinhamentos utilizando a mesma
funcao para penalidade de gap e na segunda investiga-se a melhoria de cada alinhamento
quando otimiza-se o custo de gap para cada um deles.

Melhores custos de gaps usados nos alinhamentos foram identificados pela alta identi-
dade dos alinhamentos. As func¢ées afim e log-afim tiveram picos de identidade préximos
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a 100%, mostrando-se melhores que a logaritmica. Interessantemente o maior ramo me-
lhorou a identidade do alinhamento produzido. Isto pode ter ocorrido devido ao fato de
que as sequéncias que o compoem, embora relacionadas, estao saturadas por indels e por
isso tenham poucos nucleotideos homologos com as outras.

Com este trabalho, os autores mostraram que para os parametros usados, e em al-
goritmos de alinhamento FSA, funcgio log-afim para penalidade de gap sdo superiores a
logaritmica e afim, no entanto esta ultima apresentou resultados semelhantes a log-afim.

A.5 BAIBASE 3.0: latest developments of the mul-

tiple sequence alignment benchmark

O BAILiBASE é uma ferramenta que possui alinhamentos de referéncia alta qualidade com
sequéncias protéicas e também conjuntos de referéncia que podem ser usados para avaliar
a performance de um alinhador afim de identificar seus problemas ao alinhar diferentes
tipos de entradas.

O uso de benchmarks como o BAIIBASE é importante pois os alinhadores estdao
sendo aperfeicoados para enfrentarem diversos problemas que dificultam o processo, como
sequéncias com erros de sequenciamento e sequéncias heterogéneas.

No BAIIBASE 3.0 [67], os alinhamentos sdo baseados na superposi¢io de estruturas
3D de proteinas submetidas a refinamento e validagdo manual. Estes alinhamentos sédo
separados em conjuntos de referéncia de forma a agrupar aqueles que representem os
mesmos problemas reais dos alinhamentos, detalhados na Talela A.1.

Referéncia Caracteristica
Sequéncias do alinhamento sdo equidistantes
1 Subdividido em 2 subconjuntos:
um com menos de 20% de identidade entre as sequéncias e outro com
identidade entre 20% e 40%
9 Alinhamentos de uma familia (sequéncias com mais de 25%
de identidade) e trés sequéncias 6rfas (menos de 20% de identidade)
Alinhamentos de quatro diferentes familias
3 de proteinas com menos de 25%
de identidade entre sequéncias de diferentes familias
4 Sequéncias com grandes extensoes terminais
5 Sequéncias com grandes insercoes internas

Tabela A.1: Conjuntos de referéncia do BAIiBASE
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Ainda sao fornecidas as regides em que ocorrem alinhamentos mais confiaveis, core
blocks, pois sao regides mais conservadas. Os conjuntos de referéncia desta versao 3.0
sao provenientes da versao 2.0 (82 alinhamentos, totalizando 532 sequéncias) e do SCOP
(Structural Classification of Proteins [47]). Sendo o grande diferencial do BAIBASE em
relacao a outros benchmarks [16,44,74] a alta qualidade de seus alinhamentos devido &
avaliacao e refinamento manual por especialistas, além da divisao dos conjuntos de testes
que facilitam a avaliagdo de um alinhador em uma certa condigao.

A.6 MUSCLE: multiple sequence alignment with high
accuracy and high throughput

O alinhamento miiltiplo de proteinas é importante em muitas aplicagoes como estimagao
da drvore filogenética e predigao de estrutura . Este trabalho [16] descreve um alinhador
de sequéncias de proteinas, o MUSCLE, que conta com um algortimo rapido para deter-
minar distancia, utilizando kmer. Além de uma funcdo logaritmica para pontuacdo do
alinhamento de perfil e refinamento do alinhamento usando uma arvore dependente de
particao.

MUSCLE usa duas medidas para determinar a distancia entre pares de sequéncias:
kmer distance e Kimura. As matrizes de distancia dos pares de sequéncias sao clusteri-
zadas usando UPGMA [46] para formar a arvore filogenética. O alinhamento de perfil se
da pela definicdo de cada par de colunas do alinhamento multiplo.

O algoritmo se divide em trés estégios:

e Esquema progressivo: estagio em que se busca construir um alinhamento miiltiplo
exato e com rapidez. Constréi-se uma matriz de distancia, D1, usando o método de
kmer. A partir de D1 constréi-se uma arvore binaria TREE1 utilizando UPGMA.
E a partir de TREE1, percorrida em ordem de prefixo, o alinhamento progressivo
(MSA1) é construido pelo sistema de perfil.

e Melhoria do progressivo: A utilizagdo do método de kmer para determinar a distancia
entre pares de sequéncias pode levar a construcao de uma arvore sub 6tima. Por
isso, uma nova estimativa de distancia usando Kimura para determinar a distancias
entre os pares de sequéncia do MSAT1 e formar a matriz D2 a partir da qual o método
UPGMA construira a arvore TREE2. Entao, o alinhamento MSA2 é formado con-
siderando TREE2.

e Refinamento: Inicia pela escolha de uma aresta de TREE2 (visitadas em ordem
decrescente a distancia da raiz), e divide-se a TREE2 em duas subdrvores excluindo
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a aresta escolhida, e realiza-se o alinhamento de perfil em cada subarvore. Em
seguida é produzido um novo alinhamento, este alinha novamente os dois perfis e
faz a pontuagao de soma de pares para o novo alinhamento, se ela melhora considera-
se 0 novo, caso contrario permanece o antigo. O refinamento é repetido até que haja
convergéncia ou atinja um limite definido pelo usuadrio.

O desempenho do MUSCLE foi avaliado utilizando quatro conjuntos de alinhamen-
tos de referéncia: BALBASE [67, 68], SABmark [74], SMART [55] e PREFAB [16].
Comparando-o com outros quatro métodos de alinhamento CLUSTAL W [66], T-Coffee [51]
e dois scripts do MAFFT [34]. Foram utilizadas trés métricas de avaliagdo: Q (quali-
dade, ntmero de residuos alinhados corretamente dividido pelo ntmero de residuos do
alinhamento de referéncia), TC (pontuagio total de coluna, niimero de colunas alinhadas
corretamente dividida pelo nimero total de colunas) e APDB (derivada diretamente das
estruturas, sem necessidade do alinhamento de referéncia).

Em todos os casos de teste e medidas de qualidade o MUSCLE atingiu melhores resul-
tados. Com isso os autores observaram ¢ possivel construir um novo algoritmo para alinha-
mento miltiplo que produz resultados compardveis ou superiores aos melhores métodos
descritos até entao.

A.7 Multiple sequence alignment with hierarchical

clustering

Desde a década de 70 foram criados diversos programas para realizar o alinhamento de
sequéncias. No entanto, os métodos desenvolvidos até entao podem nao fornecer resulta-
dos adequados quando é necessario alinhar mais que duas sequéncias. Para suprir essa
deficiéncia foram propostas abordagens que utilizaram as seguintes estratégias: limitar
problema a trés sequéncias curtas ou a sequéncias muito relacionadas, utilizar uma arvore
pré-determinada, encontrar subsequéncias comuns, e selecionar o melhor alinhamento de
par diante da pontuacao da comparacao de todos pares.

Este trabalho [10] foi descrito um algoritmo que usa a formagao de clusterings de uma
forma simples em que nao hé pré-alinhamento desses clusterings.

Séo realizadas seis etapas:

1. Realizacao dos alinhamentos de pares e calculo da pontuacgao correspondente.

2. Construgao de uma hierarquia de clusterizagdao das sequéncias usando a pontuagao
calculada.

3. Percorre a arvore alinhando pares de clusters até que todos sejam alinhados.
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4. Exibi¢ao do alinhamento e cdlculo da pontuagao do mesmo.
5. Construgao de uma nova hierarquia de clusterizacao com as novas pontuagoes.

6. Retorno a etapa 3 para construcao de um novo alinhamento caso haja um novo
clustering diferente do anterior. Este processo se repete até que o clustering das
sequéncias nao seja alterado.

O algoritmo para alinhar pares de sequéncias utiliza a matriz de Dayhoff [12]. Neste
algoritmo, dadas duas sequéncias A e B, i e j elementos das respectivas sequéncias e
w(i,j) o peso que indica D(A(7), B(j)). E dado S(4, j) o mdximo, para todos os caminhos
da célula (i,7), e M(i,7) ser o valor maximo para todas as células da matriz de pesos M.
Temos que:

S(i,7) = w(i,§) +maz(S(i+1,j + 1), M(i + 1,5 +1) — g)
M(i,§) = maz(S(i,5), M(i + 1,7), M(i, j + 1))

Com esta forma de preencher a matriz de pesos, temos a pontuacao do alinhamento
como a primeira célula da matriz.

Para alinhar os clusters segue-se o mesmo raciocinio do alinhamento de pares para
obter S e M. No entanto, utiliza-se a pontuagao w(i, j), onde ¢ é a posigao de um resfduo
nas sequéncias B;...Bp de um cluster, e j é a posi¢ao de um residuo nas sequéncias C'...Cg
de um outro cluster. Calculada da seguinte forma:

w(i, §) = 5 LR o=t D(Br(i), Cs(4)).
onde D é matriz de substituicao.

Os clusters sao agrupados de maneira hierarquica utilizando a pontuacao dos alinha-
mentos de pares como indice de similaridade entre as sequéncias. Unem-se a cada iteragao
dois clusters que forem mais proximos.

Apesar de ser dificil provar matematicamente a convergéncia do processo iterativo,
devido a dependéncia do alinhamento global para o calculo da distancia entre duas
sequéncias, nos testes realizados observou-se que a convergéncia ocorreu em uma ou duas
iteragoes. O programa descrito pode ser usado tanto no alinhamento de proteinas como
no de nucleotideos, encontrando as sequéncias mais relacionadas em um dado conjunto.
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