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Alinhamento Multiplo de Sequéncias

- Dadas k sequéncias ay, ay, ..., o Sobre um alfabeto A com,
respectivamente, nq, n,, ..., N, caracteres, obter um alinhamento
a={a), ), ..., a}, sobre o alfabeto A" = AU {-}, tal que,
|| = |4 = ... = || = n, e o; possa ser obtida atraves da
remogao de todos os buracos (-) de o/ (para todo 1 < i < k).

- O alinhamento normalmente é representado por uma matriz de
dimensoes n e k, onde as linhas representam as sequéncias.

- Uma coluna, por definicao, nao pode conter apenas buracos.

- Dado um esquema de pontuacao para alinhamentos multiplos,
desejamos encontrar o alinhamento de maior pontuacao
possivel.

- 0 problema do Alinhamento Maltiplo de Sequéncias é também
conhecido como MSA (Multiple Sequence Alignment).
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Pontuagao de Alinhamentos Multiplos de Sequéncias

- Soma da pontuacao de todas as colunas do alinhamento.

- Necessita de uma funcao de pontuacao de colunas.

- Exemplo de funcoes de pontuacao de colunas:
- Generalizacao da matriz de similaridade, com k dimensoes.
- Soma de Pares (SP-score: Sum-of-Pairs).
- Entropia da coluna.



- Considera a soma, par a par, das similaridades de todos os
simbolos da coluna.
- Formula da Soma de Pares para uma coluna c:

>~ olalld.afle)
1<i<j<k

- A'Soma de Pares de uma coluna pode ser calculada em tempo
O(R?).

- Soma de Pares pode ser usada para avaliar o alinhamento
como um todo, e com isso considerar esquemas de penalidade
sub-aditivos para buracos.

- Neste caso teriamos:

Z sim(af, o)

1<i<j<k



Pontuacao baseada em Entropia

- Quanto mais similar forem os simbolos de uma coluna, menor a
entropia.

- A pontuacao de uma alinhamento pode ser obtido pela soma
das entropias das colunas.

- Neste caso, estamos interessados num alinhamento de entropia
minima.

- Formula da entropia de uma coluna:

— " pulog, ps

xe A’

onde py € a frequéncia do simbolo x na coluna.



Pontuacao baseada em Entropia

- Formula da entropia de uma coluna:

~ " pxlog, ps

xe A’

onde py € a frequéncia do simbolo x na coluna.

- Note que se py = 1, ou seja, se a coluna contiver apenas o
simbolo x, entao a entropia da coluna sera —1log, 1= 0.

- Caso, a coluna contiver mais de um simbolo, entao a entropia
sera positiva. Exemplo, py = pc = pr = p = 1, entéo a entropia
sera —4(zlog,7) = 2.

- A entropia de uma coluna pode ser calculada em tempo
O(JA| + R).



Sequéncia Consenso

- Em muitas aplicacoes, além do alinhamento das sequéncias,
deseja-se obter uma sequéncia que represente o consenso do
alinhamento.

- Método ingénuo: coluna a coluna, fazer uma “votacao”,
escolhendo a base mais comum.

- A sequéncia consenso (C) pode ser obtida, coluna a coluna,
escolhendo o simbolo que maximiza a soma das similaridade
entre ele e todos os demais simbolos da coluna, ou seja:

R
maximizeZa(C[c],af[C])
=1
com C[c] € A’, para toda coluna c do alinhamento multiplo
(1<c<n).
- A sequéncia consenso pode ser obtida em ©(|.A|kn).
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Alinhamento de Trés Sequéncias

inicio a

fim
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Alinhamento de Trés Sequéncias




Alinhamento de Trés Sequéncias

- Generalizacao do algoritmo de Needleman e Wunsch para
alinhamento de duas sequéncias.
- Matriz de Programacao Dinamica devera ser tridimensional:
- Cada dimensao representara uma das 3 sequéncias a serem
alinhadas.
- Formula de recorréncia usada no preenchimento da matriz:
M[i —=1,J,R] + a(an[i], —, —)
M[i,j =1, Rl + o(= e2[]], -)
M[i,j, R = 1]+ o(=, —, as3[R])
M[ij,k] <= max < M[i —1,j —1,R] + o(a1]i], 2[j], )
Mli =1,j,k =11 + o(aali], = as[R])
M[i,j —1,R = 1] + o(—, az[j], a3[R])
M[i =1,) — 1,k =1 + o(aq]i], aa[]], a3[R])
- Complexidade de tempo e espaco:
- 9(n’)




Alinhamento de Trés Sequéncias

k1) \
(i,j—l,k-l)§\>

(ij-1,k) (1.k)
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Alinhamento de k Sequéncias

- Generalizacao do algoritmo de Needleman e Wunsch para
alinhamento de duas sequéncias.
- Matriz de Programacao Dinamica devera ser k-dimensional:
- Cada dimensao representara uma das k sequéncias a serem
alinhadas.
- Cada célula da matriz dependera de outras 2f — 1 células.
- Quanto custa preencher cada célula?
- Usando Soma de Pares: ©(k?2%)
- Usando Entropia: ©((|A| 4 k)2*)
- Complexidade de tempo total:
- Q(R2"n")
- Complexidade de espaco:
- e(nh)
- Lusheng Wang e Tao Jiang provaram em 1994 que o problema do
alinhamento multiplo de sequéncias € N"P-Completo.



Reducao do Espaco de Busca




Reducao do Espago de Busca

- Metodo para reducao de tempo de processamento quando
usa-se Soma de Pares para pontuar cada coluna.

- Antes de expandir uma célula (e atualizar a similaridade das
células que sdo influenciadas por ela), verificar se ela é
relevante, ou seja, se ela pode fazer parte do alinhamento
multiplo 6timo.

- O método usa Matrizes de Pontuacao Total entre todos os pares
de sequéncias a serem alinhadas.

16



Reducao do Espago de Busca

- A Matriz de Pontuacao Total (c) entre as sequéncias « e 3, de
tamanho m e n, é definida como:

cli,j] = ali, j] + bl[i,j]

onde:

ali,j] = sim(a[1..i], B[1..])
bli,j] = sim(afi +1..n], B[j + 1..m])




Matriz de Pontuacao de Prefixos

0 | -5/|-10|-15|-20|-25|-30|-35|-40

10 21| 1[-4]-9[14[-19]-24
74 4-1]-6][11]-11]-16
20]-12| 9 1| 7| 2[-3|-8]-13
-25[-17[-14| 6 | 2 [10[ 5[0 |5
-30[-22[-19]-11] -3 5 [13[ 8 | 3

I IR
o
(€3]




Matriz de Pontuacao de Sufixos

8|32 |-6|-3]-6|-9][-17]-20
-16)-11| 6 | -1 | -6|-1]-9-12|-15
-241-19|-14| -9 | -4 -9 -4 | -7 [-10
-32|-27|-22|-17|-12| -7 | -7 | -2 | -5
-40|-35|-30|-25|-20|-15|-10| -5 | O

O[> O
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Matriz de Pontuacao Total

-10) 3 | -5 |-12|-20|-28|-36|-49|-57
-18| -5 3 | -5| -7 |-15|-23|-36|-44
-31|-18|-10| 3 | -7 | -7 |-20|-23|-31
-441-31|-23|-10| 3 | -7 | -7 |-15]-23
-57]-441-36|-23|-10] 3 | -2 | -2 |-10
-70]-57|-49|-36|-23]-10] 3 | 3 | 3

QZO|H|H|> o

20



Matriz de Pontuacao Total

- A matriz a € a matriz de alinhamento global, onde cada posicao
ali,j] corresponde ao valor 6timo do alinhamento do prefixo
a[1..i] com o prefixo 8[1..].

- A matriz b € uma das matriz utilizada no algoritmo de Daniel
Hirschberg para alinhamento global usando espaco linear (que
vimos anteriormente no nosso curso), onde cada posicao bli, j]
corresponde ao valor 6timo do alinhamento do sufixo afi + 1..n]
com o sufixo A[j + 1..m].

- Cada posicao c[i,j] da matriz de pontuagao total indica o valor
do melhor alinhamento global que passa pela posicao afi,j] da
matriz de alinhamento global, ou seja, que seja a concatenacao
do alinhamento entre o prefixo a[1..i] e o prefixo 8[1../] e 0
alinhamento entre o sufixo afi + 1..n] e o sufixo B[j + 1..m].

21



Reducao do Espaco de Busca

Teorema
Seja oo um alinhamento 6timo entre as sequéncias o4, ay, .. ., oy €
ajj a projecao do alinhamento entre «; e . Se SP-score(a) > L,
entao:

sim(aj) > Ljj
onde:

L,‘j =L- Z sim(ax,ay)

1<X<Y <R, (X%,Y)7(12))

22



Reducao do Espaco de Busca

Lema
Se a célula M[iy, iy, . .., ix] € relevante, entao:

Cylix, iy] = Ly

para todo par x ey, tal que, 1 < x <y < k, onde ¢y, € a matriz de
pontuagao total entre ay e ay,.

Fato

Lij=L- Z sim(ax, ay) = L — Z Gs[0,0]

1<y <R, (%,Y)#(i5)) 1<X<y <R, (x,Y)#(1,))
onde ¢, € a matriz de pontuagdo total entre ay e ay.
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Reducao do Espago de Busca

Algoritmo 1: MSA

Data: kR, n1, Ny, ..., Np, aq, oy ooy g, L
forallxey 1 <x <y < kdo Calcule ¢y ;
forallxey, 1< x<y<kdo Ly + L— Zwqugh,(p,q)#(x,y) [0, 0];
M[0,0,...,0] < 0
M[m, Ny, ... .ﬂh] — —o0
pool <+ {M[0,0,...,0]}
while pool # 0 do
i + the lexicographically smallest cell in the pool
pool < pool \ i
if ¢y [ix, iy] > Ly, for all pair x ey, where 1 < x < y < kthen
for each cell j dependent on i do
if j ¢ pool then
pool < pool U {j}
M[j] < M[i] + SP-score(Column(e, j,i))
end
else
| M[j] = max(M[j], M[i] + SP-score(Column(«, j, i)
end
end

end
end
return M[n+, na, . .., Ngl

24



Reducao do Espago de Busca

- O algoritmo MSA é similhar ao algoritmo de Dijkstra para
distancia minima em grafos, onde podemos considerar que as
células da matriz sao os vertices e a relacao de dependéncia
entre as células define as arestas do grafo.

- No entanto, ha algumas diferencas importantes:

- O MSA inicializa o valor de apenas duas células (M[0,0,...,0] e
M[n1, Ny, ..., ng]). O algoritmo de Dijkstra inicializa a distancia de
todos os vértices.

- 0 pool de células é analisado em ordem lexicografica (dos seus
indices) e nao levando em conta o valor de cada célula no pool
como ocorre no Dijkstra, que considera primeiro os vértices de
menor distancia.

- Ao contrario do algoritmo de Dijkstra que analisa e “relaxa” todas
as arestas do grafo, apenas arestas cuja uma das extremidades e
uma célula relevante sao avaliadas pelo MSA (células nao
relevantes nao sao inseridas no pool).

25



Reducao do Espago de Busca

- Complexidade de tempo:

- Q(R*N? 4 R 4 r2"R?)
onde r € o nimero de células relevantes.

- Note que esta analise nao considera o custo de buscar, inserir ou
remover células no pool de células relevantes a serem
processadas pelo algoritmo.

- Pior caso: r = ©(n")

- Logo, a complexidade de pior caso & Q(n*2"k?)

- Método proposto por Humberto Carrillo e David Lipman em
1988.

- Implementado no programa MSA, de David Lipman, Stephen
Altschul e John Kececioglu (1989).

Exercicio

O algoritmo MSA usa um parametro L. Quanto mais preciso o valor
de L, mais rapido o algoritmo executara. Como estimar o valor de L?

26
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Similaridade x Distancia

- Propriedades de distancia (ou métrica) para sequéncias:
- 0(x,x) =0, para todo x € A.
- 0(x,y) > 0, com x # y, para todo para x,y € A.
- 0(x,y) = d(y, x), para todo par x,y € A.
- 0(x,y) <4(x,2) + 6(z,y), para toda tripla x,y,z € A.
- Distancia nao é adequada para uso em comparacao local.
- Seo(x,x) =Mea(x,—) =g, para todo x € A4, entao podemos
usar as seguintes definicoes:
C006Y) =M—o(xy)
“5(x,—)=—-g+ 14
- Com as definicoes acima, temos a seguinte relacao de
equivaléncia:
- sim(a, B) + dist(c, B) = 4 (m + n).
- Equivaléncia descrita por Temple Smith, Michael Waterman e
Walter Fitch, em 1981.

27
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Compatibilidade de Alinhamentos de Pares de Sequéncias

al= AAAATTTT
2= TTTTGGGG
a3= AAAAGGGG

al= AAAATTTT - - - -

= - - - - TTTTGGGG
a2 - - =-=-=-TTTTGGGG
3= AAAA - - - -GGGG
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Compatibilidade de Alinhamentos de Pares de Sequéncias

al= AAAATTT
2= TTTTGGGG
a3= AAAAGGGG
al= AAAATTTT - - - -
= - - - - TTTTGGGG
3= AAAA - - - -GGGG
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Incompatibilidade de Alinhamentos de Pares de Sequéncias

al= AAAATTTT
2= TTTTGGGG
a3= GGGGAAAA

al= AAAATTTT - - - -
2= - - - - TTTTGGGG

30
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Alinhamento Estrela

- ldeia: construir um alinhamento multiplo usando uma
sequéncia como ancora para as demais.
- Como escolher a sequéncia ancora?

- Use cada uma das sequéncias como ancora, calcule os
alinhamentos maltiplos e retorne o alinhamento multiplo de
melhor pontuacao.

- Use a sequéncia que maximiza a soma das similaridades em
relacao a todas as demais sequéncias.
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Alinhamento Estrela

-+ Passos:
- Calcule os alinhamentos 6timos entre todos os pares de
sequéncias.
- Escolha como ancora a sequéncia que maximiza a soma das
similaridades em relacao a todas as demais sequéncias.
- Adicione, uma a uma, as demais sequéncias ao alinhamento.

- Use a regra: “once a gap, always a gap”.

- Complexidade:
- O(R'n* + R* + kn)
- O valor do Alinhamento Estrela pode ser usado como limite
inferior (L) para o algoritmo de Carrillo e Lipman (MSA).

32
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Alinhamento Estrela

sim al a2 a3 a4 a5 |soma
al 22 -1 4 -4 21
a2 22 -1 4 -7 18
a3 -1 -1 4 -14 | -12
a4 4 4 4 -4 8
a5 -4 -7 -14 -4 -29
soma| 21 18 -12 8 -29 6

Match =3 Mismatch =-2 Gap=-5
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Alinhamento Estrela

dist | al a2 a3 a4 a5 |soma
al 5,0] 29,5/ 21,5/ 28,0 84,0
a2 5,0 29,5/ 21,5/ 31,0/ 87,0
a3 29,5 29,5 23,01 39,5/ 1215
a4 21,5 21,5/ 23,0 26,5 92,5
a5 28,0 31,0/ 39,5/ 26,5 125,0
soma| 84,0 87,0/ 121,5| 92,5| 125,0| 510,0

Match=0 Mismatch =-5 Gap =-6,5
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Alinhamento Estrela

al= ATTGCCA - - TT
2= ATGGCCA - -TT
a3= ATC-CAATTTT
ad= ATCTTC - - -TT
a5= ACTGACC - - - -

301 o0 20 40 41 35 20 41 26 26 26 26

Match=0
Mismatch = -
Gap =-6,5
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Alinhamento Multiplo

al= ATTGCCA -TT
2= ATGGCCA - TT
a3= ATCCAATTTT
ad= ATCTTC - -TT
a5= ACTGACC - - -

284 0 20 40 35 40 20 51 26 26 26

Match=0
Mismatch = -
Gap =-6,5
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Alinhamento Multiplo Otimo

al= ATTGCCA -TT
2= ATGGCCA - TT
a3= ATCCAATTTT
ad= ATCTTC - -TT
a5= ACTGAC - - - C

276 0 20 40 35 40 20 49 26 26 20

Match=0
Mismatch = -
Gap =-6,5
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Alinhamento Estrela

- Seja:
- a={a,a,,...,ap}: 0 conjunto das k sequéncias a serem
alinhadas.
- a*: o alinhamento estrela de a.
- o’: 0 alinhamento otimo de o
+ ac: asequéncia usada como ancora do alinhamento estrela.
- dist(aj, oyj): distancia 6tima entre «; e a.
- dist’(«v, ay): distancia entre a; e o no alinhamento 6timo.
- dist* (e, o): distancia entre «; e a; no alinhamento estrela.
s V(@) = X cich Yicjcr dist(ai, og) = 2 x SP-Score(a).
S V(@) = 30 icich 2orejr dist' (i, aj) = 2 x SP-Score(a’).
S V(@) = X ik Dgjcr dist™ (v, o) = 2 x SP-Score(a®).

- Note que:
V(o) < V(o) < V(a*).
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Alinhamento Estrela

Lema
Para quaisquer sequéncias a; e a, com 1< i,j < k, temos que:

dist*(a;, o) < dist* (e, ac) + dist* (o, aj) = dist(ey, ac) + dist(ac, a;).

Teorema
V(a*)/V(e) <2 -2 <2

Prova:

V)= Y Y dist*(a,ap) < > D [dist(ay, ac) + dist(ac, )]

1<i<k1<j<k 1<i<RI<<kR
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Alinhamento Estrela

Note que o termo dist(a;, ac) (= dist(ac, a;)) aparece 2(k — 1) vezes
no somatorio do lado direito da expressao anterior. Logo:

V(e*) <2(R—=1) Y dist(ac, oj) = 2(R — )X

1<j<k

Por outro lado temos que i, dist(a, aj) > >4 dist(ac, o),
para todo 1 < i < k. Logo:

V(a) = Z Z dist(ovj, ;) > R Z dist(oc, oj) = RX

1<i<R1<j<k 1<j<k
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Alinhamento Estrela

Dividindo V(a*) por V(«) temos:

V(a®)/V(a) < 2(}?;))( _ 2('?;1) - % <2

Logo, o Alinhamento Estrela € um algoritmo de 2-aproximacao.
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Alinhamento Estrela - Exemplo de Aproximacgao

- No exemplo que executamos o Alinhamento Estrela (k = 5),
temos:

Ve*)= > > dist*(aj, ) =2 x 301 = 602
1<i<r1<j<k

V(a*) <2(R—1) Y dist(ac, o)) =2 x 4 x 84 = 672
1<j<k

V)= > Y dist(aj, ) =510
1<i<k1<j<k
V(a) > R Y dist(ac, o)) = 5 x 84 = 420
1<j<k
- Para aquela instancia especifica temos:
- Aproximacao garantida: V(«a*)/V(«) = 602/510 = 1.18.
- Aproximacao obtida: V(a*)/V(a") = 602/(2 x 276) = 1.09.
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Algoritmos de Aproximacgao para Alinhamento Miltiplo

- Daniel Gusfield, 1993.

- Aproximacao: 2 - 2/k.

- Complexidade: ©(k*n?).
- Pavel Pevzner, 1992.

- Aproximacdo: 2 - 3/k.

- Complexidade: ©(n’k* + k*).
- Winfried Just, 2001.

- MSA € MAX-SNP-Dificil.

- Nao existe um esquema de aproximacao polinomial (PTAS -
Polynomial Time Approximation Scheme) para MSA, a menos que
P=NP.
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Alinhamento de Dois
Alinhamentos




Alinhamento de Dois Alinhamentos

- Generalizacao do algoritmo de alinhamento de duas
sequéncias.

- Cada célula da matriz de programacao dinamica representara o
valor do melhor alinhamento possivel entre os prefixos de dois
alinhamentos.

- Para calcular o custo de se alinhar duas colunas de uma
alinhamento, basta calcular o valor da soma de pares (ou
entropia) para a nova coluna gerada.

- Complexidade:

- Usando soma de pares: @(mnk?).
- Usando entropia: @(mn(JA| + R)).
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Alinhamento Progressivo e
Alinhamento lterativo




Alinhamento Progressivo

- Consiste em construir um alinhamento multiplo a partir de
alinhamentos de pares de sequéncias e/ou de alinhamentos.

- Descrito inicialmente por Hogeweg e Hesper (1984) e depois
reinventado por Feng e Doolittle (1987) e Taylor (1988).
- Caracteristicas:
- Simples e efetivo para MSA.
. Requer pouco tempo e memoria.

- Bom desempenho para sequéncias homologas e relativamente
bem conservadas.

- Problema: natureza gulosa e muito sensivel ao esquema de
pontuacao.
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Alinhamento Progressivo

- Etapas:
1. Computar alinhamentos de todos os pares de sequéncias.
2. Construir uma arvore guia.
3. Construir o alinhamento maltiplo guiado pela arvore.
- Construcao de arvore guia:
- UPGMA (Sneath e Sokal, 1973)
- Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987)
- Construcao do alinhamento maltiplo:
- Selecao do par a incluir no alinhamento.
- Alinhar duas sequéncias/alinhamentos.

- Programas que implementam alinhamento progressivo:

- Clustal W (Thompson et al, 1994)
- MUSCLE (Edgar, 2004)

- T-COFFEE (Notredame et al.,, 2000)
- ProbCons (Do et al, 2005)
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Alinhamento Progressivo

al= ATTGCCATT

a2= ATGGCCATT

a3 = ATCCAATTTT

a4 = ATCTTCTT

a5= ACTGACC
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Alinhamento Progressivo

dist | al a2 a3 o4 a5 |soma
al 5,0l 29,5/ 21,5/ 28,0/ 84,0
a2 5,0 29,5 21,5 31,0/ 87,0
a3 29,5 29,5 23,01 39,5 121,5
a4 21,5/ 21,5/ 23,0 26,5 92,5
a5 28,0 31,0 39,5/ 26,5 125,0
soma| 84,0/ 87,0 121,5| 92,5/ 125,0| 510,0

Match =0 Mismatch =-5 Gap =-6,5
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Alinhamento Progressivo
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Alinhamento Progressivo

al= ATTGCCATT

az2= ATGGCCATT

a3= ATCCAATTTT

a4 = ATCTTCTT

as5= ACTGACC

69



Alinhamento Progressivo

al2=

> >
= -
® o
eXKe)
OO0
> >
— -
— -

® -

a3= ATCCAATTTT

a4 = ATCTTCTT

as5= ACTGACC
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Alinhamento Progressivo

012345 =

— - -
O0o -

CTGACC- - -
20 40 41 46 35 40 44 26 26

o >> > > >

318

Match=0
Mismatch =-5
Gap=-6,5
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Alinhamento Iterativo

- Consiste em refinar alinhamentos através de uma série de
iteracoes.

- Geralmente é usado para melhorar alinhamentos previamente
construidos.

- Problema: requer muito tempo e depende de outros métodos
auxiliares.

- Programas que implementam alinhamento multiplo iterativo:

- PRRP: refinamento de um alinhamento progressivo (Gotoh, 1993).
- SAGA: algoritmo genético (Notredame e Higgins, 1996).
- HMMER: Modelo Ocultos de Markov (Eddy, 1998).
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