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Resumo

Sado visivelmente crescentes as pesquisas e interesses na area da Biologia
Computacional. Desde o inicio do Projeto Genoma, cientistas do mundo todo
vém trabalhando com sequenciamento do DNA de diferentes tipos de
organismos e reconhecem que ndao ha possibilidade de trabalhar com

sequenciamento sem métodos computacionais.

[sso acontece, pois a grande maioria das moléculas de DNA sdo bastante
extensas, algumas delas alcancando em torno de 101! pares de base. Em
contrapartida, os métodos laboratoriais de sequenciamento nao sao capazes de

ler moléculas tio extensas.

Diante deste problema, surge um dos grandes papéis da Biologia
Computacional que é o sequenciamento e montagem dos fragmentos de DNA.
O processo de montagem de fragmentos de DNA consiste em amplificar,
sequenciar e, posteriormente, remontar as subsequéncias de forma a obter

uma sequéncia o mais proximo possivel da original.

Estaremos, ao longo do texto, apresentando as principais técnicas
utilizadas na solucdo deste problema, bem como a implementagdo de uma
delas, as estruturas de dados mais adequadas a cada tipo de situacao também

fazem parte do conteddo aqui apresentado.
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Capitulo 1

Introducao

Sao consideradas, neste projeto, as técnicas de sequenciamento, alinhamento e
montagem de fragmentos de DNA. Algumas técnicas e implementagdes voltadas a
pesquisa na area da biologia molecular computacional serao apresentadas ao longo
do texto, bem como, estudo da teoria dos grafos e implementagdes dos problemas

abordados.

Antes de dar inicio ao estudo das técnicas que podem solucionar o problema da
montagem de fragmentos, devemos ter um breve conhecimento da estrutura do
DNA e os principais termos aqui utilizados. O capitulo 2 foi escrito com este objetivo,
nele encontram-se definicdes e demais informacgdes necessarias para compreensao
do restante do texto. Ja no capitulo 3, é apresentada uma pesquisa relacionada ao
contexto principal do trabalho, descricdo e embasamento teérico sobre o problema
da montagem de fragmentos de DNA. No Capitulo 4, por sua vez, é abordado o
problema de alinhamento de varias sequéncias bem como a apresentacdo de
algumas possiveis solucdes. O capitulo 5 traz uma sintese do que foi implementado
e os resultados obtidos a partir da implementagdo. Por ultimo, o capitulo 6 encerra
o trabalho mostrando uma anadlise de resultados e possiveis trabalhos futuros para

melhorar e incrementar o que ja foi feito até aqui.



1.1 Objetivo

1.1.1 Objetivos Gerais

Diante da importancia do estudo da montagem de fragmentos de DNA e das
inumeras situacdes em que esta técnica pode ser aplicada, consideramos como
objetivo geral para este projeto, encontrar solucdes tedricas que auxiliem no
desenvolvimento de aplicagdes envolvendo as etapas do método de montagem de

fragmentos de DNA.

1.1.2 Objetivos Especificos

Dentre as diversas técnicas apresentadas ao longo deste projeto, nosso principal
objetivo é implementar o algoritmo de agrupamento de varias sequéncias de DNA,
buscando encontrar a Menor Supercadeia Comum que mais se assemelhe a sua

correspondente original. Podemos destacar nossos objetivos, como:

* Elaborar estratégias no casamento de cadeias de DNA;
* Adaptar algoritmos relacionados ao problema em questao;

* Encontrar uma solugao para o problema do alinhamento de multiplo de
cadeias de DNA buscando atingir o resultado 6timo de comparacdo entre

os fragmentos;



1.2 Justificativa

O mapeamento genético de qualquer organismo representa fontes infinitas de
informacdes detalhadas sobre ele, biologicamente falando. E através desta técnica
que podemos encontrar similaridade entre individuos da mesma espécie e, até
mesmo, encontrar e prever doencas hereditarias, e demais inimeras aplicabilidades

deste recurso.

Sabemos que os métodos laboratoriais ndo sao suficientes para conseguir
realizar, na maioria dos casos, essas tarefas e que métodos computacionais sao
necessarios nesta etapa. Por nao conseguirem fazer leitura de longas cadeias de DNA
de uma s6 vez, os métodos laboratoriais contam com a ajuda da bioinformatica para
gerar fragmentos acessiveis aos leitores e remonta-los, posteriormente, com o

auxilio de algumas técnicas de montagem.

E neste problema que focaremos nossa atenc¢do durante o desenvolvimento

deste projeto, visando chegar a um resultado da maneira mais eficiente possivel.



1.3 Metodologia

A metodologia utilizada é composta por trés etapas. Em primeiro momento, é
feito um estudo bibliografico buscando uma compreensao de assuntos importantes
para dar continuidade ao projeto. Pesquisas na area da Biologia, Genética, Teoria dos
Grafos, sempre buscando solu¢des conhecidas para o problema em questdo. A
segunda etapa, consiste em mapear o problema da MSC em teoria dos grafos, seus

conceitos e aplicagdes para resolver o problema da Menor Supercadeia Comum.

Por ultimo, foram colocados em pratica, os conceitos e solu¢cdes para o
problema. Para isso, foi utilizada a programacao nas linguagens C e C++ onde foram
implementados os conceitos de alocagdo dindmica de memoria, listas encadeadas,

ponteiros, manipulacdo de arquivos e matrizes.

Conhecimentos de logica de programaciao também fizeram-se necessarios

durante todo o processo implementacao do sistema para montagem de fragmentos.



Capitulo 2

Fundamentos do DNA

E importante que, antes de comecarmos a discutir sobre a montagem de
fragmentos, tenhamos um conhecimento prévio, basico, da estrutura do DNA bem

como, informacoes necessarias para abordar o problema em questao.

O DNA ou acido desoxirribonucleico ¢ uma molécula organica de fundamental
importancia para os organismos, uma vez que é responsavel pelo armazenamento
dos seus respectivos genes (trechos de DNA que codificam proteinas) e pelos fatores
hereditarios que transferem esta carga genética através das geragoes.

[SETUBAL; MEIDANIS, 1997]

Uma molécula de DNA consiste em duas longas cadeias de nucleotideos
(compostos que atuam como fonte de energia, coenzimas e reguladores fisioldgicos).
Existem quatro subunidades de nucleotideos e as duas cadeias unem-se entre as

suas bases nitrogenadas.

As bases nitrogenadas dos nucleotideos sdo Adenina, Citosina, Guanina e Timina

que, sdo representadas por suas respectivas iniciais: A, C, Ge T.

Os genes carregam a informacédo biolodgica que deve ser precisamente copiada
e transmitida quando uma célula se divide para formar duas células-filhas. 0 DNA
codifica a informacgao na ordem, ou sequéncia, dos nucleotideos ao longo de cada fita.
Cada base - A, C, Gou T - pode ser considerada como uma letra em um alfabeto de
quatro letras que é utilizado para codificar as mensagens bioldgicas na estrutura
quimica do DNA. Os organismos diferem um do outro porque as suas respectivas

moléculas de DNA tém diferentes mensagens biologicas. [ZAHA, 2000].

0 complemento de cada base segue a determinacao da tabela 2.1.

Base A C T G

Complemento T G A C

Tabela 2.1: Bases e seus complementos
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Nas duas fitas que formam o DNA, uma é o complemento reverso da outra, ou
seja, a cada base de uma temos a base complementar correspondente na outra, além
disso, as duas fitas se encontram em orienta¢des opostas. Portanto, podemos obter
uma das fitas complementando a outra e invertendo a orientagdo desta. Na figura

2.1 um exemplo ficticio mostra um trecho de DNA. [CERQUEIRA, 2000]

Figura 2.1: Fita dupla do DNA [CERQUEIRA, 2000]

O conjunto completo de informa¢des no DNA de um organismo é chamado de
genoma. [CERQUEIRA, 2000]

2.1 Sequenciamento

O sequenciamento de DNA é uma das principais areas de estudo da Biologia
Molecular Computacional que visa determinar a ordem das bases de uma sequéncia

de DNA.

Segundo [BURKS, 1994], as informacoes codificadas no DNA podem servir, entre
outras aplicacdes, de plataforma para aumentar nossa habilidade em: caracterizar e
entender doencas e infeccdes humanas; projetar e desenvolver medicina terapéutica
e preventiva; desenvolver fontes nutricionais melhoradas e empregar ferramentas

microbiais em ambiente.

[SETUBAL; MEIDANIS, 1994] também afirmam que, se a sequéncia de um gene
for conhecida, “pode-se, através do codigo genético, obter a sequéncia de

aminoacidos da proteina correspondente, pode-se ainda fazer analises de
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preferéncia de codons, verificar se ha pontos de corte para enzimas de restricao
conhecidas, comparar o mesmo gene de diferentes individuos para localizar

diferencas (que podem indicar doencas hierarquicas) etc.”.

0 grande desafio dos métodos de sequenciamento empregados atualmente é de
que consigam ser Uteis em projetos que lidam com sequenciamento em larga escala,
ou seja, sequenciamento de longas moléculas de DNA, com até mesmo milhdes de

pares de bases.

Nas ultimas décadas, diversos métodos de sequenciamento de DNA foram
propostos, os quais podem ser categorizados em métodos diretos e métodos
indiretos de sequenciamento [DRMANAC et al, 2001]. Dentre estes métodos,
podemos destacar o Sequenciamento por Shotgun, Método de Sanger, Degradacao

Quimica, Primer Walking, Nested Deletion.
2.1.1 - Método Shotgun

0 Método Shotgun consiste em sequenciar, randomicamente, o genoma
completo para, posteriormente, ser montado em sequéncia contigua, o chamado
contig. Esta técnica de sequenciamento é de extrema importancia para aplicacao
desde genomas mais simples até os mais complexos, como o genoma humano, por

exemplo.

Podemos classificar, hoje, o Método Shotgun como o método mais utilizado no
sequenciamento de longas moléculas de DNA. Segundo [SANGER, et al, 1982], ele

tem as caracteristicas positivas de ser paralelizdvel, econémico e automatizavel.
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Bibliotecas de plasmidios
- faz-se o seguenciamentos dos plasmidios
- sobreposicao cria os contigs

=

(e | || eOe)e——

Sobreposicao dos contigs

- possiveis descontinuidades devem ser
resolvidas com o uso de dones maiores
para unir os contigs de plasmidios

- 0 sequendiamento de extremidades de
moleculas de tamanho grande e
conhecido vao orientando a montagem
final do cromossomo.

Figura 2.2: Sequenciamento por Shotgun [SANTOS].
O Shotgun é estruturado a partir das seguintes etapas:

« Fragmentacgao aleatoria de diversas copias do DNA - esta etapa consiste
no processo de replicacao ou clonagem da molécula de DNA, resultando
em varias cépias quebradas em posi¢des aleatérias de suas sequéncias.
E importante que haja a replicacdo, devido a necessidade de pontos de
sobreposicao entre os fragmentos resultantes de copias diferentes,
ajudando na reconstrucao da sequéncia;

» Selecdo dos fragmentos - Dos fragmentos obtidos, nem todos podem ser
reaproveitados. Fragmentos muito grandes ou, muito pequenos, sido
descartados;

* Clonagem dos Fragmentos selecionados - os fragmentos selecionados
sdo em seguida clonados para que cada fragmento ndo seja Unico no

experimento;

+ Sequenciamento dos fragmentos - todos os fragmentos clonados sao

sequenciados por um processo de sequenciamento;

+ Montagem de fragmentos - esta etapa consiste em reunir os fragmentos

sequenciados de modo que se consiga deduzir a sequéncia original.
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2.1.2 - Método de Sanger

Também conhecido como Método de Terminacdo de Cadeia de Sanger, possui
uma estrutura um pouco mais simplificada que a do Shotgun, restringindo-se a

apenas trés etapas basicas.

Inicialmente, os fragmentos do DNA sdo gerados em diversos tamanhos, de
modo que o nucleotideo terminal de cada um deles possa ser facilmente identificado.
A etapa seguinte trata da organizacao de todos os fragmentos por tamanho. E, por
ultimo, é feita a leitura adequada dos nucleotideos terminais dos fragmentos

fornecendo a sequéncia de nucleotideos da sequéncia alvo.

Segundo [BAPTISTA, 2003], o Método de Sanger envolve, na pratica, quatro
reacoes bioquimicas, as quais tém por componentes copias da molécula de DNA a
ser sequenciada: iniciadores (primers), deoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), dideoxinucleotideos (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) e enzima DNA
polimerase. Os iniciadores sdo pequenas sequéncias de nucleotideos
complementares ao trecho inicial da molécula de DNA. O deoxinucleotideo e o
dideoxinucleotideo sdo componentes quimicos que liberam os nucleotideos que irao

compor os fragmentos.

Esta técnica, apesar de ter sido criada ha mais de 30 anos e, passado por
evolucgdes que incluem processos automatizados, continua sendo bastante utilizada

pelo fato de ser tecnicamente simples.

Em contrapartida, a grande desvantagem dessa técnica, segundo [SETUBAL;
MEIDANIS, 1997], é que, mesmo com os avang¢os tecnoldgicos atuais, ela nao pode
ser empregada diretamente no sequenciamento de longas moléculas de DNA. A
razdo é que o tamanho maximo de sequenciamento é limitado pela qualidade da
resolucao do gel empregado na eletroforese, de modo que, na pratica, o tamanho da

maior sequéncia que se consegue determinar é de aproximadamente 700 bases.
2.1.3 - Método de Degradacao Quimica

Trabalhando de maneira andloga ao Método de Sanger, o Método de

Degradacao Quimica baseia-se em decompor a sequéncia de DNA em quatro
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conjuntos de fragmentos de acordo com as bases terminais que possuem. O que

difere esses métodos € o tipo das reacdes empregadas.

2.1.4 - Primer Walking

by

0 Método Primer Walking pertence a categoria dos métodos indiretos de
sequenciamento de DNA e, pode ser classificado como um método dirigido, ou seja,
diferente do Shotgun, neste método os fragmentos sdo obtidos e sequenciados de
acordo com a ordem que aparecem na sequéncia de DNA investigada. [BAPTISTA,
2003] define o funcionamento do Primer Walking baseando-se no uso de um
iniciador adequado para o sequenciamento das jprimeiras bases da sequéncia, onde
j é o tamanho usualmente permitido pelos métodos diretos de sequenciamento. A
primeira subsequéncia obtida, além de ser parte da resposta procurada, o seu trecho
final serve para a confeccdo de um novo iniciador, o qual comecarda o
sequenciamento das préximas jbases. Esse processo é repetido até que a sequéncia
de DNA seja completamente conhecida. As abordagens dirigidas possuem duas
grandes desvantagens. A primeira é que elas sdo essencialmente sequenciais, isto é,
sdo ndo-paralelizdveis, e por conseguinte, lentas. A segunda esta relacionada ao fato
de que, se o processo for interrompido em algum lugar da sequéncia, o

sequenciamento do trecho além daquele ponto ficara prejudicado.
2.1.5 - Nested Deletion

Assim como o Primer Walking, o Nested Deletion é um método indireto e
dirigido de sequenciamento. Trabalha baseando-se em duas etapas que se repetem
sucessivamente até que a sequéncia o DNA tenha sido determinada por completo.
Na primeira etapa, o trecho inicial da sequéncia é determinado pela aplicagdo de um
método direto de sequenciamento. J4 na segunda, uma enzima é aplicada para
remover o que foi sequenciado e, assim, expor um novo trecho inicial da sequéncia

restante para que o processo recomece.

2.2 Montagem

Em problemas reais lidamos com moléculas grandes, no entanto os métodos
laboratoriais de sequenciamento sao viaveis somente para pequenos trechos do

DNA que tenham tamanhos variando em torno de 700bp (base pairs ou pares de
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base), ou seja, para ser possivel sequenciar um DNA surge a necessidade de quebra-
lo em varios pedacos que denominamos fragmentos. Estes fragmentos de tamanho
reduzido sao sequenciados e remontados, obtendo o que chamamos de consenso,
que esperamos ser bem préximo a sequéncia de molécula que foi inicialmente
fragmentada. Na pratica, numa analise bastante simplificada, o genoma é dividido
em pedagos menores, mas ainda grandes e esses sdo fragmentados em pedacos
menores ainda que sao sequenciados e montados obtendo um contig para cada
pedaco grande surgido da primeira quebra. Para cada contigé gerada uma sequéncia
consenso. Montamos entdo os consensos, resultando em um contjg maior que

culminara no consenso final. [CERQUEIRA, 2000]

Na figura 2.3 temos um exemplo para a fita de sequéncia ACTGGTCACATTT.

Fragmentos: Alinhamento Miltiplo: Consenso:
GGTCAC =~~GGTCAC--~-- ACTGGTCACATTT
TCACATIT ====- TCACATTT

ACTGGT ACTGGT~------

TGGTCA --TGGTCA-----

Figura 2.3: Exemplo de fragmentacao e montagem [CERQUEIRA, 2000]

Um contig é representado pelo alinhamento multiplo entre os fragmentos
envolvidos e a partir deste alinhamento a sequéncia consenso poder ser obtida.
Podemos observar que a caracterizacao de um alinhamento entre esses fragmentos
é a insercao em suas sequéncias do que definiremos como espagos representados
pelo caractere "-", de forma que as sequéncias fiquem com o mesmo tamanho e as
partes que forem similares coincidam. Uma cadeia de espagos consecutivos sera

denominada de buraco. [CERQUEIRA, 2000]

Embora os tamanhos das subsequéncias da figura 2.3 ndo sejam realistas, elas
representam o caso considerado ideal, onde os fragmentos cobrem inteiramente a
molécula original, sobrepdem-se uns aos outros e estdo livres de erros que podem

ocorrer no processo de fragmentagdo e sequenciamento.
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Esses casos, onde a sequéncia esta livre de erros e imperfeicoes, sdo muito
pouco provaveis de acontecer, pois existem alguns complicadores do processo de

montagem de fragmentos apresentados a seguir.
Os principais fatores complicadores na montagem sao:

1- Erros no reads introduzidos pelo sequenciador ou mesmo na
duplicacdo do DNA, como fragmentos quiméricos ou contamina¢dao com DNA

dos vetores usados na duplicacao do DNA estudado;

2-Regides repetidas ou repeticdes sao regides que aparecem duas ou

mais vezes na molécula original, podendo causar ambiguidades nas soluc¢des;

3- Falta de cobertura acontece quando os reads ndo sao suficientes para
montar o consenso unico do DNA, deixando buracos (gaps) na montagem por
falta de reads para cobrir aquela regido, formando contigs que nao se

conectam, como apresentado na Figura 2.4.

Molecula onginal

o

]
‘ ey
Fragmentos <' et L |
[
\

e
e
=]
| Eall
2 contigs formados ERST | =

Figura 2.4: Problema da falta de cobertura. [LIN, 2001]
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Capitulo 3

Agrupamento de Sequéncias

0 agrupamento de sequéncias é uma das técnicas basicas da bioinformatica que
visa reconstruir uma sequéncia original de DNA a partir de seus fragmentos. Esta
técnica é utilizada para reunir em uma sé molécula virtual, as sequéncias obtidas das
moléculas reais, construindo consensos cada vez maiores, que podem chegar a
milhdes de pares de bases, como é o caso da montagem de cromossomos

eucarioticos.

Os algoritmos de agrupamento sao frequentemente executados em duas etapas
principais, onde a primeira consiste na separacdo das sequéncias em grupos,
baseado na similaridade entre elas ser maior do que um limiar pré-definido, ja a
segunda, encarrega-se pela montagem do consenso, baseado na sobreposicao das
sequéncias do mesmo grupo e andlise dos valores de qualidade para construcao do
consenso [HUANG, 1999]. Alguns algoritmos, entretanto, realizam apenas uma ou
outra fung¢do, como é o caso do BLASTclust, do pacote BLAST [ALTSCHUL, 1997], que
apenas mostra quais sdo as sequéncias do mesmo grupo, nao realizando nenhum
procedimento de montagem dos consensos. No caso do algoritmo PHRAP o escore
minimo para o agrupamento de sequéncias é igual a 30. J& o CAP3 leva em
consideragdo valores de qualidade também no momento de realizar o agrupamento
das sequéncias e, portanto, o escore do alinhamento é ponderado por estes valores

[HUANG, 1999].

3.1 - Softwares para montagem de fragmentos

Apesar da existéncia de diversos programas que podem solucionar o problema
descrito anteriormente, os algoritmos mais utilizados pelos pesquisadores sdo o
Phrap [GREEN, 2008] e o CAP3 [HUANG; MADAN, 1999]. Os dois algoritmos levam

em consideracdo os valores de qualidade produzidos pelos algoritmos de nomeacao

18



de bases de forma a tentar produzir uma versdo mais consistente das sequéncias

consenso.

O Phrap é utilizado para montagem de fragmentos de DNA e utiliza a ideia do
shotgun produzindo informag¢des de alta qualidade a partir da leitura de uma

sequéncia original de DNA.

O CAP3, segundo [HUANG; MADAN, 1999], utiliza sobreposicao de bases para
montagem de sequéncias e algoritmos para correcdo de erros e regidoes de baixa
qualidade. Gratuito para uso académico, o CAP3, possui 3 fases principais. A primeira
consiste na identificacdo e remocdao de pontas de baixa qualidade, calculo das
sobreposicoes e eliminacao das falsas sobreposicoes. Na segunda etapa, os contigs
sdo criados através da unido das sequéncias em ordem decrescente de pontuacao
das sobreposicoes. A terceira e ultima etapa, consiste em construir o alinhamento

das sequéncias e determinar as suas qualidades.

Comparando o CAP3 com o Phrap, [TELES; DA SILVA, 2001] realizaram
clusterizacdo da cana de agucar podendo afirmar que o CAP3 forma menor

quantidade de contigs e menor indice de erros.

Além dessas duas grandes ferramentas da bioinformatica existem também,
cada um com suas particularidades, alguns outros softwares utilizados na montagem

de fragmentos de DNA, como:

» SEQAID [PETOLA et al, 1984];
* AMASS [KIM et al, 1999];
» Celera Assembler [HUSON et. al, 2001];

Embora possamos contar com essa diversidade de diferentes implementagdes
de algoritmos de montagem de fragmentos, todos seguem a mesma ideia, que
consiste em trés passos basicos: detec¢do de sobreposicao, layout dos fragmentos e

decisdo da sequéncia consenso [GUSFIELD, 1997] [MYERS, 1994], onde o primeiro e
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o ultimo passo correspondem a problemas de cadeias bem definidos [GUSFIELD,

1997].

3.2 Deteccao de sobreposicao

O texto seguinte foi extraido e adaptado da pesquisa de Melissa Lemos [LEMOS,
2003].

Sendo o primeiro passo basico da implementacdo dos algoritmos de montagem
de fragmentos, a detecgdo de sobreposi¢do consiste em descobrir, para cada par de
cadeias (fragmentos), quando o sufixo da primeira casa-se com o prefixo da segunda.
Se as sequéncias ndo possuirem erros, este problema se resumiria a encontrar, para
cada par de cadeias S1 e S2, o maior sufixo de S1 que casasse com o prefixo de S2.
Mas, na realidade, as sequéncias possuem erros e por isso é necessario o uso de
casamentos aproximados. Com isso, a maioria das implementagdes definem o
casamento entre sufixo-prefixo quando for resolvido o seguinte problema para cada
par de cadeias S1 e S2: Encontrar o sufixo de S1 e o prefixo de S2 cuja similaridade é

a maior entre todos os pares de sufixos e prefixos de S1 e S2.

Neste caso, a similaridade é baseada em um critério de pontuacao onde o
casamento exato de caracteres representa um valor positivo, e desigualdades e
buracos representam valores negativos. Este problema pode ser resolvido por

programacdo dinamica e possui complexidade quadratica.

Para aumentar a velocidade deste passo, existem heuristicas com o objetivo de
encontrar os melhores casamentos entre sufixos e prefixos, ou seja, encontrar os
pares cujos casamentos possuam similaridade alta e, consequentemente, sejam
candidatos de pares que se sobrepdem (ou seja, que sao vizinhos). Estes candidatos

sao usados no préximo passo do algoritmo de montagem de fragmentos.

Além disso, € possivel aumentar a velocidade deste passo se forem identificados
os pares de cadeias cuja melhor similaridade sufixo-prefixo ndo seja claramente
suficiente para serem considerados candidatos atrativos. Nestes casos, a

programacdo dindmica ndo precisaria ser utilizada.

20



Para identificar quais pares sdo ou ndo atrativos existem varios métodos. Por
exemplo, para que duas cadeias fossem consideradas atrativas, elas deveriam ter
uma subcadeia comum significativamente longa, sendo que o comprimento é
considerado significativo de acordo com algum argumento probabilistico. O ponto
principal aqui é descobrir e excluir muitos pares de cadeias que ndo aparentam ser

vizinhos na sequéncia original.

Uma heuristica parecida com a do BLAST poderia encontrar pares de cadeias
vizinhas ao encontrar regides de alta similaridade entre pares de cadeias.
Novamente, a ideia seria de que duas sequéncias seriam consideradas vizinhas,

quando elas possuissem regides com comprimento bom de similaridade local alta.

3.3 Layout de Fragmentos

Existem diversos tipos de obtencdo de layouts, alguns obtidos através de
algoritmos bastante complicados, mas a maioria segue uma variacdo do método
guloso [GUSFIELD, 1997]. Primeiro, o par de cadeias com sobreposicao sufixo-prefixo
com maior pontuacdo é escolhido e intercalado. Depois, o proximo par com
pontuacao maior € escolhido e intercalado. Depois, o préoximo par com pontuacao
maior é escolhido e intercalado, resultando em um contig com trés fragmentos ou

em dois contigs com quatro fragmentos (figura 3.1).

Primeiro contig

Duas opg¢des para o segundo contig

Figura 3.1 - Layout de Fragmentos [LEMOS, 2003]

Como a sobreposicdo de sufixo e prefixo é determinada por um critério de
similaridade, sdo permitidos buracos nos casamentos de fragmentos.
Consequentemente, como varios fragmentos sao adicionados em um contig, buracos

adicionais podem ser inseridos na cadeia que esta sendo adicionada ao contigpara
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que ela fique consistente com os buracos da cadeia intercaladas previamente. Este é
exatamente o mesmo conceito de alinhamento multiplo e, de fato, o que esta sendo

construindo aqui é uma estrutura de alinhamento multiplo.

Note que este método pode nao calcular a melhor sobreposi¢ao sufixos-prefixos
entre os fragmentos de um determinado contig e entre os contigs. Provavelmente
exista um melhor alinhamento multiplo, mas geralmente seria computacionalmente
caro e por isso na pratica ndo é calculado. Em vez disso, todas as decisdes de layout
dos fragmentos sdo baseadas em pontuagdes dos pares sufixos-prefixos calculados
no passo 1, e as inconsisténcias no layout sao resolvidas no passo 3. Além disso,

como o passo 2 ndo envolve programacao dinamica, ele é calculado rapidamente.

3.4 Decisao da sequéncia consenso

Cada contig criado no passo 2 é utilizado aqui para criar um tnico fragmento
(sequéncia consenso), ou seja, para definir as bases deste fragmento [GUSFIELD,

1997].

Existem diferentes formas de calcular a sequéncia consenso, mas todas seguem
um método similar. Cada fragmento que compdem um contig possui um caractere
em uma posi¢do particular. Se os caracteres de uma determinada posi¢ao em todos
os fragmentos forem iguais, entdo é definido que aquele caractere é a base daquela
posicao no fragmento. Mas, se isto ndo ocorrer, deve ser escolhido um caractere ou

deve ser indicado que ha uma divergéncia muito grande para sua determinacao.

Dentre as diversas formas de determinar a sequéncia consenso, algumas sdo

aqui ilustradas.

A maneira mais simples seria fazer um relatério com a frequéncia de cada
caractere em cada coluna e deixar o usudrio decidir como usar tal informagao.
Alternativamente, uma sequéncia consenso pode ser calculada obtendo o caractere
que mais se repete em cada coluna. E possivel também determinar as janelas no
contig que possuem muitas divergéncias e utilizar um método de alinhamento
multiplo nelas para calcular os seus caracteres. Fazendo isso, varios caracteres

podem ser mudados ou deslocados.
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3.5 Grafos

Podemos, basicamente, resumir um grafo como uma forma de modelar um
problema. Este modelo pode ser usado na representacdo dos problemas aqui
abordados, pois suas propriedades sdo bem conhecidas e podem auxiliar na solugao.
A seguinte pesquisa de [BRAGA, 2000] apresenta as defini¢des basicas com relacdo

aos grafos.

Considerando um grafo G composto por um conjunto de vértices (ou nos)
ligados entre si por linhas denominadas arestas, os conjuntos de vértices e arestas

de um grafo G sdo dados, respectivamente, por V(G) e E(G).

Cada vértice pode ter muitas arestas incidindo sobre ele. O nimero de arestas
que incidem em um vértice determina o grau deste vértice. Dado um grafo G,

denotaremos por d(u) o grau de um vértice u€ V(G). Denotaremos também por

A(G) o grau maximo em G. Assim, temos A(G) = mmmuev(@)d (W),

Um grafo é dito orientado quando suas arestas desde um vértice de origem até

um vértice de destino. Caso o contrario, o grafo é dito nao orientado.
Por outro lado, um grafo é ponderado quando a cada aresta é associado um peso.

Como ja foi visto, grafos sao representados geralmente pela letra G. Utilizaremos
entdo letras minusculas, como s, t, u, v, we xpara representar vértices. Uma aresta,
por sua vez, pode ser representada pelos dois vértices unidos por ela. Se uma aresta
liga um vértice za um vértice vem um grafo ndo-orientado, a sua representacao é
{u, v} No caso de grafos orientados, a ordem dos vértices deve ser levada em
consideracdo nesta representacao, sendo que primeiro deve aparecer o vértice de
origem e depois o vértice de destino da aresta. Portanto, em um grafo orientado, a

aresta (u, v) seria distinta da aresta (v, u).

Definicao 3.5.1 Dois grafos G e G’ sdo ditos isomorfos denotados por G= G’ se
existe uma bijecdo £ V(G)=> V(G"), tal que E(G') = {(fu).f(v)) |(WV) € E( G)}. Além

disso, a bijecdo f é chamada de isomorfismo entre G e G
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Um caminho em um grafo G é definido por uma sequéncia alternada de vértices
e arestas, sendo que tanto a sua origem quanto o seu destino devem ser vértices e,
além disso, o caminho deve passar por cada vértice ou aresta do grafo no maximo
uma vez. Dizemos que um elemento de um grafo (isto é, uma aresta ou um vértice)
é coberto por um caminho quando este elemento faz parte da sequéncia que compde
o caminho. Uma vez que cada aresta une apenas dois vértices distintos, a sequéncia
de vértices é suficiente para representar o caminho. Por uma questio de
conveniéncia, definiremos um caminho corno um conjunto ordenado de vértices &

= (U, Uy, ..., uj)), de modo que, para todo /< i< /UJ, a aresta (w;, ui+1)€ E(G).

Dado que um grafo G e um caminho U = (u1, uz, ..., ujy|) em G1 se (u, u1 )

€ E(G), dizemos que U é também um ciclo em G.

Dizemos que um grafo G é conexo quando, para quaisquer u, v€ V(G), existe um
caminho que vai de upara v. Dizemos ainda que G é grafo completo quando, também
para quaisquer vértices u, v€ V(G), temos (u, v) € E(G), se o grafo for orientado, e

{u, v} € E(G), se o grafo for ndo orientado.

Um conjunto independente em um grafo ¢'é um subconjunto V’de V(G)no qual,
para todo par de vértices u, v € V, as arestas (u4,v) e (vu) ndo pertencem a £(G).
Dizemos que um grafo é bipartido (Figura 3.2) quando todos os seus vértices podem
ser agrupados em dois conjuntos independentes Ae Btalque AU B= V(G)e AN B
= Q.
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Como os vértices do grafo acima podem ser divididos nos conjuntos
independentes {s,u,w} e {f,v,z,y}, este é um grafo bipartido.

Além disso, os conjuntos {w,z,s,t) e (y,u,v)

sdo caminhos disjuntos no mesmo grafo.

Figura 3.2: Caminhos em um grafo bipartido. [BRAGA, 2000]

Um emparelhamento (Figura 3.3), por sua vez, é um subconjunto E’ € E(G) no
qual, para todo par de arestas (u, v), (z, w) € E', temos sempre u # zZ € u # w, como
também temos v # z e v # w, ou seja, ndo existem duas arestas em E' incidindo sobre
o mesmo vértice. Um emparelhamento E' é dito maximal se, para toda aresta (x, y)
em E(G) \ E', pelo menos um entre os vértices x e y é coberto por alguma aresta em

E'.

i A \
Mg 2P )
------ @ SR ,_,‘.f"

O conjunto {{u,?), (z,s), (w,y)}} é um emparelhamento de arestas meximal.

Figura 3.3: Emparelhamento de arestas em um grafo. [BRAGA, 2000]
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Além disso, uma coloragao de arestas em G é um conjunto de emparelhamentos
disjuntos C = {M1, M2, ..., Mic}, tal que M1V Mz U M3 ... U M) = E(G). Sabe-se, pelo
Teorema de Vizing, que uma coloracao de arestas minima C para um grafo G é tal

que |C| = A(G) ou |C| = A(G) +1.

3.5.1 Grafos de sobreposicao

Definicdo 3.5.1.1 Dado um conjunto de cadeias C escrito sobre um alfabeto ), o
grafo de k-sobreposicdo de C, denotado por G#(C), é o grafo G orientado tal que V(G)
=CeE(G)={uv)>k}

Um vértice v de Gk(C) é denominado terminal quando v € 7(C). Portanto, a

propriedade de um vértice ser ou ndo terminal ndo depende de k.

26



Capitulo 4

Agrupamento de varias sequéncias

O principio inicial de montagem utilizado neste trabalho foi o de agrupamento
de sequéncias por sobreposicdo. As técnicas de sobreposicao utilizadas consistem
primeiramente em identificar, para cada par de fragmentos, a existéncia de

casamentos em suas extremidades.

Para identificar o caractere que ocupa a posicao i de uma sequéncia s utilizamos
sfif,onde 0 <7< /s/. Definimos intervalo de uma sequéncia s, como sendo o conjunto
de indices consecutivos /0 .. j/tal que 0<i <j+ 1 < /s/+ 1. Para um intervalo /7 -- j/
qualquer de s, s/i.. j/representa a subcadeia s/i/ sfi + 1] ... s/j]/de s, onde i< j. Caso 7

= j+ 1 entdo s/i.. j/representara a sequéncia vazia.

Um prefixo de sé qualquer subcadeia de s, da forma s/0..j], onde 0</ < |s|. Para
j=0,asequéncia vazia representada por s//..0/também é um prefixo de s. Do mesmo
modo uma subcadeia de sescrita como s/7.. /s/], tal que 0</< /S/ + Irepresenta um
sufixo em s e a sequéncia vazia s//s/ + 1../s//também é um sufixo de s. Podemos nos
referir ao prefixo e sufixo de | caracteres numa sequéncia s, onde 0 </<|s|, utilizando

a notacao prefixo (s, /) e sufixo (s, /) respectivamente.

Desconsideramos os erros e imperfeicdes das sequéncias citados
anteriormente, nosso problema consiste em encontrar, para cada par de cadeias s1
e s2, 0 maior sufixo de s1 que se case com o prefixo de s2 ou, o maior sufixo de s2 que
se case com o prefixo de s1. A similaridade é baseada em um critério de pontuacao

dado pela quantidade de caracteres envolvidos no casamento destas cadeias.

Algumas importantes técnicas ajudam na solucao deste problema como, por
exemplo, o método da Comparacao Dois a Dois, a utilizacdo de Grafos de

Sobreposicao para modelagem e o problema da Menor Supercadeia Comum (MSC).
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4.1 Comparacao Dois a Dois

O objetivo desta técnica se baseia em determinar o grau de similaridade que um
fragmento s: de L tem com as demais sequéncias do mesmo conjunto. O grau de
similaridade, ou sobreposicdo, deste fragmento com os demais é obtido através do
numero de caracteres envolvidos no casamento prefixo-sufixo de cada comparacao.
E importante salientar que para cada sequéncia s€ L devemos executar duas vezes
o procedimento de comparag¢do com todos os demais fragmentos, pois a orientacdo
do casamento é desconhecida e buscamos, também, pelo maior indice de

similaridade entre as sequéncias.

Para exemplo, consideramos dois fragmentos de L, s1 e s2. Para encontrar o valor
de similaridade entre os fragmentos, devemos procurar pela existéncia de
casamento entre o sufixo de sie o prefixo de s2, bem como, entre o sufixo de s2 e o
prefixo de s1 para entdo atribuir ao indice de similaridade o maior valor obtido entre
as duas comparagoes. O procedimento COMPARA (s1, s2) pode resolver este

problema:

COMPARA (sS1, S2)

1. m ¢ max(si, S2);

2. para i de 0 até m faga

3. k ¢« 1i;

4. J €« 0y

5. enquanto ((si[k] = s2[j]) e (J < m)) faga
6. k ¢ k+1;

7. J o€« Jt+1;

8. fim

9. se((k=fim(s1) )ou(j=fim(s2))) entao
10. retorne j;

11. £fim

Complexidade: O(n?)

0 procedimento COMPARA (s1, S2) recebe como entrada as duas sequéncias de
L e, para cada posicdo de s1, procura pela existéncia de casamento com o prefixo s.
Caso encontre similaridade em determinada posi¢do de s1, o indice de similaridade
é incrementado até que se chegue ao final de s1 ou de s2 retornando, entdo, o valor

de similaridade j. Caso encontre o final de uma das cadeias sem incrementagdo do
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valor de similaridade o procedimento retorna 0, pois ndo houve casamento entre

estes fragmentos nesta orientagao.

O maior valor de similaridade entre s1 e sz é obtido apds executarmos o
procedimento duas vezes, uma para COMPARA (s1, S2) e outra para COMPARA (s2,
s1) passando a considerar o alinhamento que retornar o maior indice de

similaridade.

Por vezes, neste trabalho, foi preciso obter nao apenas o valor de qualidade, ou
similaridade, entre as sequéncias, mas também a posicdo onde inicia o casamento
dos fragmentos. Neste caso, utilizamos a mesma estrutura do procedimento

COMPARA () retornando, a posicao do casamento armazenado na variavel i

4.2 Menor Supercadeia Comum (MSC)

O problema da Menor Supercadeia Comum  ou (Shortest Common
Superstring (5CS)), se adequa a definicdo do nosso problema pois, assim como em
nosso estudo, o MSC nao prevé erros e mutagdes de nenhuma espécie na leitura do
fragmento de DNA a ser sequenciado nem tampouco a sua natureza e, devido a isso,
¢ um modelo com pouca ou nenhuma aplicabilidade na pratica. Por outro lado, é
muito importante como recurso tedrico para compreensao das questdes envolvidas

no problema de montagem.

No problema do MSC, dado um conjunto L de sequéncias, procuramos uma
sequéncia S menor possivel tal que para qualquer s € Z, onde L é supercadeia de s,
ou seja, procuramos a menor cadeia possivel de modo que todas as cadeias originais

sejam subcadeias da cadeia resultante.

Definicao 4.2.1: Dado um conjunto L = {si1, sz, ..., $n} de cadeias, encontrar a

menor cadeia S tal que cada cadeia s; € L seja uma subcadeia de S.

Tomaremos como exemplo o conjunto de sequéncias L = {TGTAC, ACAAC,
AACGG, ACGGT, GTGAA}. A sequéncia S= TGTACAACGGTGAA é a menor supercadeia

comum de L. A Figura 4.1 ilustra o funcionamento deste método.
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entrada: saida:

TGTAC TGTAC

ACAAC ---ACAAC

AACGG | = =---- AACGG

ACGGT | = =-c--- ACGGT

GTGAA --==-----GTGAA
TGTACAACGGTGAA

Figura 4.1: Entrada e saida para o MSC.

Este problema é NP-completo [GALLANT et a/l, 1980]. Turner [Turner, 1989]
apresentou varios algoritmos, incluindo o método guloso. O primeiro algoritmo de
aproximacdo constante relacionado ao tamanho da menor superstring foi
apresentado por [BLUM et al, 1994], que desenvolveram um algoritmo 3-
aproximado. Este trabalho se baseou na relagdio do MSC com os problemas do
caixeiro viajante e o problema de cobertura ciclica (cycle cover problem) [TURNER,

1989].

Determinar a menor supercadeia comum para um conjunto L de sequéncias é
uma questdo da area da Teoria da Computacdo bastante conhecida que resultou
numa abordagem matematicamente elegante para ela, a qual consiste em mudar o
contexto do problema para o dominio dos grafos. Tal mudanc¢a reduz o problema a
tarefa de encontrar um Caminho Hamiltoniano em um grafo de sobreposicao,
construido adequadamente com as sequéncias do conjunto L. Basicamente, Caminho
Hamiltoniano pode ser definido em um grafo como um caminho onde ocorrem todos
os vértices do grafo exatamente uma vez. Analogamente, um ciclo hamiltoniano é um
ciclo que contém todos os vértices do grafo exatamente uma vez, com excecdo dos

vértices inicial e final que tém de coincidir.
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5 @
AACGG T @+

4 ACGGT

Figura 4.2 Grafo de sobreposicdo para as sequéncias de L.

No grafo de sobreposicdo, cada vértice representa uma sequéncia de L e, cada
aresta, a sobreposicdo existente entre as duas sequéncias que liga. As arestas sdo
orientadas e ponderadas. A orientacdo serda no sentido da sequéncia sipara a
sequéncia sz, se a sobreposicdo ocorrer entre as bases terminais de s1 e as bases
iniciais de s2, sera no sentido de sz para s1 caso o contrario. O peso das arestas
corresponde justamente ao tamanho das sobreposicdes a que se referem. A figura
4.2 representa o grafo de sobreposi¢cdes para os fragmentos apresentados na figura
4.1.

Cada caminho corresponde a uma supercadeia dos vértices pertencentes a ele.
Na realidade, tem-se que cada caminho gera um layout com esses vértices, a partir
do qual a supercadeia pode ser reduzida. Por exemplo, para o caminho com a
sequéncia de vértices 1, 3, 5 do grafo da Figura 4.2, obtemos o layout e a supercadeia

ilustrados na figura 4.3.

TETAG- - ~ - -
- - -ACAAC - -
- - - -- AACGG

TGTACAACGG

Figura 4.3: Supercadeia correspondente ao caminho 1, 3, 5 do grafo da Figura

4.2.
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4.3 Alinhamento de varias sequéncias

O Alinhamento de varias sequéncias consiste em comparar mais de dois
fragmentos de um conjunto L de sequéncias e resultar a menor supercadeia comum
entre elas. Existem varias formas de calcular a similaridade entre as sequéncias no
alinhamento multiplo, uma delas seria alinhar todos os fragmentos de L em uma
matriz alocada dinamicamente e encontrar, para cada coluna, um caractere
representando o /-ésimoelemento da menor supercadeia comum para este conjunto

de elementos.

Para que consigamos montar a matriz precisamos, antes, obter os alinhamentos
dois a dois, apresentados na secao 4.1, entre todos os fragmentos de L e guardar as
informacgdes basicas destes alinhamentos em uma matriz de adjacéncia, que contém

os dados para estruturar do grafo hamiltoniano, apresentado no capitulo anterior.

Com essas informacgdes, podemos dar inicio a construcao da nossa matriz de

multiplo alinhamento.

A matriz a ser criada para alinhar varias sequéncias é alocada dinamicamente,
onde suas dimensdes estdo diretamente relacionadas ao namero de sequéncias a

alinhar e o comprimento da menor supercadeia comum.

Tomando o grafo da Figura 4.2 como exemplo, teriamos uma matriz de

alinhamento multiplo como mostra a Figura 4.4.

s |TIGT

Q0
> >
> | > >
olielle!

G
GG T
T|G|AJA

QOa&

Ss

s TGTACAACGGTGAA
Figura 4.4: Exemplo de matriz para alinhamento multiplo a partir do grafo

hamiltoniano da Figura 4.2.
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Capitulo 5

Implementacdes

Nesta secdo apresentamos o funcionamento dos algoritmos utilizados no
sequenciamento, alinhamento e agrupamento das cadeias de DNA. Durante toda a
implementacao dos algoritmos foi utilizado, para testes, um fragmento do genoma
completo da bactéria Carboxydothermus Hydrogenoformans Z-2901,
disponibilizado no site da NCBI. Este fragmento possui 210 bases e é armazenado

em um arquivo de extensao .fasta, como apresentado na figura 5.1.

=01 |77994731|gb|CP000141.1| Carboxydothermus hydrogenoformans Z-2901, complete genome
AACCTGAAAAAAGT GTGAAAAAAATTTTGTGGATTTGTGGATAAAACAAGGTTTTTGCTAATTTTTGCTA
ATAAAAAAAATTTATAAAGAGATTCGTGAAAGCAAAGATTGTGGATAACGAAAAACTCAAGAAAAATTTC
TTGACGGGTCTTATCCCATCTTCTATAATTTAGGTGTATCTATAGGGGATATAGGCTTTTTTAGATAGAT

Figura 5.1 Fragmento de DNA utilizado para testes.

Ao longo da implementacgao este fragmento precisou ser sequenciado, alinhado
por comparacgdes dois a dois, por alinhamento de multiplas cadeias e reagrupado.

Nas sec¢0Oes seguintes apresentamos mais detalhadamente cada uma dessas etapas.

5.1 Sequenciamento

Nesta etapa, foi utilizado o método do shotgun apresentado na se¢do 2.1.1. Sua
principal funcdo é ler a sequéncia original Se gerar, randomicamente, n subcadeias

de S.

0 algoritmo de sequenciamento utilizando a técnica do shotgun é apresentado
no pseudo-codigo QUEBRA_SEQ(S, n). Utilizaremos 7(S) para denotar o tamanho da

sequéncia e L para as o grupo de sequéncias geradas onde, L = {l3, l2, ..., In}.

QUEBRA SEQ (S, n)
Entrada: Sequéncia S, numero n de fragmentos a gerar

l.para i de 0 até n-1 faga

2 r € rand ()3T (S);

3. t € rand ()3T (S);

4 se (r > t) entao

5 para j de t até r facga
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6. Li13]1 = S[31;

7. senao

8. para j de r até t faga
9. Li13]1 = S[31;

10.retorne L;

Complexidade: O(n?).

O procedimento QUEBRA_SEQ(S, n) recebe como entrada uma sequéncia
original e o nimero de fragmentos que deve gerar, calcula dois nimeros aleatdrios
que representam o inicio e fim da nova subsequéncia e a preenche com as
respectivas bases do intervalo randémico da sequéncia original. A saida do

procedimento é um conjunto de n fragmentos de S.

Em nossas aplicagdes, o conjunto de saida deste procedimento é gravado em um

arquivo .fasta, como mostra a Figura 5.2.

=50

AAAAAAN GTGGATTTGTGGATAAAACAAGG GCTAA GCTAATAAAAAAAATTTATAAAGA

=51

GAAAGCAAAGATTGTGGATAACGAAAAACTCAAGAAAAATTTCTTGACGGGTCTTATCCCATCTTCTATAATTTAGGTGTATCTATAGGGGATATAGGC AG
=52

AGATTGTGGATAACGAAAAACTCAAGAAAAATTTCTTGACGGGTCTTATCCCATCTTCTATAATTTAGGTGTATCTATAGGGGATATAGGC AGATAG

»53
ATTGTGGATAACGAAAAACTCAAGAAAAATTTCTTGACGGGTCTTATCCCAT

TTTGCTAATAAAAAAAATTTATAAAGAGATTCGTGAAAGCAAAGATTGTGG

Figura 5.2: Saida do procedimento QUEBRA_SEQ(S, 6).

5.2 Alinhamento Dois a Dois

Nesta etapa fazemos a leitura dos n fragmentos gerados pelo procedimento
QUEBRA SEQ(S, n) e fazemos a comparacdao dois a dois para cada um destes

fragmentos.

O procedimento que realiza esta tarefa é apresentado na secdo 4.1 e tem como
entrada duas sequéncias distintas pertencentes ao conjunto L de fragmentos.
Retorna a posi¢cdo do casamento, caso haja, ou retorna 0 em caso contrario.

A figura 5.3 apresenta um exemplo de saida para este procedimento.
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[ s g e gy e g S ey

| & = 2 b b | | v
SR — 1 incpp X
4| Projects | Symbols | Files b a1 | i CA\Users\gmonteiro\Documentsicdblocks\tce_pt2\bin\Debug\tce_pt2.exe =&
) Workspace 82
-3y tecpt2 83 [Numero de Fragmentos: 2
& Sources 84 pagmento 1:
es Bl CTGAARARAGTGTGARAAAAATTTTGTGGATTTGTGGATAAAACARGGTTTTTGCTAATTTTTGCTAATAAAAAAAATTT
e A TAAAGAGATTCGTGARAGCAAAGATTGTGGATAACGARAAACT
t = rand|()

a8 = if(r>t) [Fragmento 2:

el = [AGAGATTCGTGARAGCARAGATTGTGGATARCGAAARACT CARGAARAATTTCTTGACGGGTCTTATCCCATCTTCTATA

ss for (5=1 AIERTINNT

90 | i

91 | fy

92 | } asamento na posicao 84 de si

= elae a0 houve casamento em 52

¢ [H for (34

95 ig i s

Process returned B (Bx@>  execution time : 0.830 s

96 | f3llPress any key to continue.

97 s }

98 +

99 | REAREE

100 | 3=i+2;

7 saidafasta - Bloco de notas

[Arquivo Editar Formatar Exibir Ajuda
| CTGAAAAAAGTGTGAAAAAAA" GTGGATTTGTGGATAAAACAAGG GCTAA GCTAATAAAAAAAATTTATAAAGAGATTCGTGAAAGCAAAGATTGTGGATAACGAAAAACT
‘ \TTCGTGAAAGCAAAGATTGTGGATAACGAAAAACTCAAGAAAAATTTCTTGACGGGTCTTATCCCATCTTCTATAATTTAGGTG

Figura 5.3: Exemplo de saida para o procedimento de alinhamento entre duas

sequéncias.

5.3 Agrupamento de varias sequéncias

0 agrupamento de varias sequéncias é o foco principal a ser atingido neste
trabalho. Para alcangar este objetivo passamos por algumas etapas ja citadas

anteriormente e algumas demais que sdo apresentadas nesta sec¢ao.

Para chegar ao algoritmo de agrupamento de varias sequéncias precisamos
obter o alinhamento dois a dois entre todas as sequéncias, montar o grafo

hamiltoniano bem como, sua matriz de adjacéncia.

5.3.1 Construcao do Grafo e Matriz de Adjacéncia

O algoritmo de alinhamento entre duas sequéncias apresentado na se¢do 4.1
pode também retornar um arquivo contendo informacdes uteis para o agrupamento
de varias sequéncias. Na figura 5.4 temos um exemplo de saida para o algoritmo de

comparacao dois a dois, contendo as informagdes necessarias.
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>contig 2 (a0, b2) P70 S0 Q3
»contig 4 (a0, b4) PO SO Q9

»contig 5 (a0, b5) P46 S0 Q27
»contig 6 (al, b2) P8 51 Q99
>contig 9 (a5, bl) P34 55 Q17
»contig 12 (a5, b2) P42 S5 Q9
=contig 14 (a5, b3) P44 55 Q7

Figura 5.4: Arquivo .fasta resultante da manipulacdo da execuc¢do do algoritmo

de comparacdo de sequéncias dois a dois.

Este arquivo de saida é resultante das sequéncias apresentadas no arquivo da
figura 5.2 e contém as informag¢des que usaremos para construir o grafo de
sobreposicio e a matriz de adjacéncia. As informagdes trazidas por este
procedimento sao

a = primeira sequéncia;

b = segunda sequéncia;

P = posicao do casamento entre elas;
S = orientacgao;

Q = qualidade.

Note que alguns contigs foram descartados deste conjunto. Isto aconteceu, pois
ha algumas ocasides em que o alinhamento ndo é util para as nossas aplicacdes e
poderia tomar tempo durante a leitura. Desta maneira, sdo considerados apenas os
contigs que podem ser usados pelo algoritmo INSERE_ARESTA, apresentado na

secao seguinte.

Os contigs sao descartados quando:

- o alinhamento entre duas sequéncias s1 e s2 resulta em s1 ser, por

completo, subcadeia de sz ou s2 de s1;

- o valor da qualidade do casamento entre as sequéncias é menor que

um valor de qualidade minimo aceitavel definido.

Com acesso a essas informagdes, o proximo passo para a constru¢dao do nosso
Grafo G é descobrir o ndmero de vértices que ele deve conter, que é dado pelo

numero de sequéncias a serem alinhadas, contidas em nosso conjunto L composto
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por n fragmentos. Podemos, entdo, criar nosso grafo G alocando, dinamicamente, n

vértices.

”n

A estrutura do grafo G é representada pelo registro “grafo”.

registro grafo{
V: inteiro;
A: inteiro;
**adj: inteiro;
}i

registro grafo G;

Onde, IVé o numero de vértices, A é o numero de arestas e adj = é um ponteiro
para a matriz de adjacéncia do grafo.

Ao criar o grafo alocamos, também, a matriz de adjacéncia com V'linhas e 4
colunas. A matriz é preenchida com valor negativo -1, indicando que ainda nao existe

nenhuma aresta alocada.

Com as estruturas de grafo e matriz criadas, podemos comegar a manipula-las

inserindo as informacdes obtidas anteriormente.

E importante lembrar que, cada vértice do grafo G é dado por um fragmento e
cada aresta que liga estes vértices, pelo casamento entre eles. A orientacao das
arestas é dada pela ordem do casamento entre os fragmentos envolvidos onde, a
orientacdo é de s2 para s1 se o casamento envolver o sufixo de s2 com o prefixo s1 e

de s1 para sz se o casamento envolver o sufixo de s1 com o prefixo s2.
Para criar uma nova aresta, utilizamos o procedimento insereAresta(G, v, w, i).
insereAresta (G, v, w, 1)

Entrada: grafo G, vértice de entrada, vértice de saida,
qualidade do casamento entre os vértices.

1. se (G>adj[v][w] = -1) entéo
2. G>adj[v] [w] €« 1i;
3. G>A++;

Inserindo todas as arestas fornecidas pelo arquivo de saida do procedimento de
comparacao dois a dois, obtemos a matriz de adjacéncia como ilustrado na Figura

5.5.
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contigs:

a 1 2 3 4
-1 -1 -1 -1 -1
-1 -1 4 3 -1
66 -1 -1 -1 -1
3 e e e e |
=% =1 =% =1 =1

A:
1:
25
3:
4:

Process returned 8 (Bx@) execution time
Press any key to continue.

Figura 5.5: Exemplo de uma matriz de adjacéncia.

A partir da matriz de adjacéncia da figura 5.5, obtemos o grafo apresentado na

Figura 5.6.

00
49

Figura 5.6: Representagdo do grafo referente a matriz de adjacéncia da Figura

5.5.

V'S

Embora, nesta ilustracdo, o grafo nao aparenta ser um grafo hamiltoniano ele é.
Existem arestas ocultas resultantes de fragmentos que nao influenciam no resultado
final do nosso alinhamento. Um exemplo seria a aresta dos arcos s1 e sz que ndo é

exibida devido ao fato de s1 estar totalmente contida dentro de s2.
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5.3.2 Agrupamento

Antes de comecar a descrever os algoritmos precisamos, para melhor

compreensao, definir alguns pontos importantes.

Consideraremos, ao longo desta secdo, a variavel p como um registro que
contém as informacgdes basicas de cada vértice do nosso grafo, a estrutura de p é

definida como apresentado no registro “vertice”.
registro vertice({
posicao: inteiro;
qual: inteiro;
id: inteiro;
comp: inteiro;

}s

registro vertice p;

O agrupamento das sequéncias é obtido executando o procedimento
JUNCTION(L,r), que possui como entrada um conjunto L composto de rfragmentos.
E retorna uma sequéncia S que representa a menor supercadeia comum entre os

fragmentos de L.

JUNCTION(L, «r)

Entrada: s;,.., S, {Alinhamentos de entrada}

1. M €« cria matriz(r);

2. p € INI SEQ(G); {primeiro fragmento a inserir na matriz}
3. C € Spiqi {trabalharemos com a sequéncia retornada em p}
4. aux[]: vertice;

5. para 1 de 0 até (n-1) faga {onde n é o tamanho de C}

6. M[1][1i] € S[i];

7. se (p->posicao matriz < 0) entédo

8. p->posicao matriz € 1i;

9. para 1 de 1 até r-1 faga

10. p € PROX SEQ(G); {prdéximo fragmento a inserir}
11. S & Spoiq; {sequéncia retornada em p}

12. k €« 0;

13. enquanto ( (aux[k]->id) # (p—>comp) ) faga

14. k € k+1;

15. p->posicdo matriz<¢ ((aux[k]->posicdo matriz) + (p->posicdo))
16. para j de n->posicdo matriz até (n-1) faga

17. M[i][3] € S[i];

18. para i de 0 até j-1 faga

19. para k de 0 até r-1 faga

20 se (M[k][i] # Y ') entédo

21. se (S[i] = 'Y ') entéo

22. S[i] € M[k1[il;

23. senédo
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24. se (S[i] = M[k][i]) entédo
25. S[i] « M[k][i];
25. retorne S;

Complexidade: O(n?).

Este procedimento preenche a matriz de alinhamentos considerando os
caminhos do grafo montado na secdo anterior. Sua fung¢ao principal é analisar os
dados fornecidos pelos procedimentos ja executados e encontrar a melhor posicao

para inserir as r sequéncias na matriz.

Em seu ultimo la¢o, o procedimento /UNCTION analisa para cada coluna se todas
as bases nela presentes sdo iguais. Se sim, a base é inserida em sua posi¢cdo adequada
da sequéncia final. Caso houver bases diferentes na mesma coluna fica, naquela

posicdo da sequéncia final, um espago em branco.

0 procedimento /NI SEQ procura pela primeira sequéncia a ser adicionada na
matriz de alinhamento. O principal critério para escolha deste fragmento consiste
em encontrar a sequéncia que ndo possui nenhum casamento envolvendo seu
prefixo, apenas o sufixo. Esta sequéncia sera a extremidade esquerda, o sufixo, da

cadeia final.

INI SEQ(G)
Entrada: grafo de sobreposicdes do conjunto L

1. p->qual €« -1;
2.para i de 0 até G->V faga

3. para j de 0 até G->V faga

4. se (G->adv[i][J]20)entédo
5. aux €« G->adv[i][]j];
6. p->id €« i;

7. se (p 2 0) entéo

8. se (aux>p->qual) entédo
9. p->qual € aux;

10. p->id €« i;

11. senao

12. p—>qual € aux;

13. p->id € 1i;

14 .retorne p;
Complexidade: O(n?).

0 procedimento PROX_SEQprocura pela préxima sequéncia a ser adicionada na
matriz de alinhamento, seus critérios de escolha baseiam-se em encontrar

sequéncias cujo prefixo tem casamento com algum sufixo ja inserido na matriz. Apos

40



encontrar a sequéncia adequada, o procedimento exclui a aresta da matriz de

adjacéncia para que o mesmo nao volte a ser comparado.

PROX_SEQ (G)
Entrada: grafo de sobreposigdes do conjunto L

1. p->qual €« -1;
2.para i de 0 até G->V faga

3. para j de 0 até G->V faga

4, se (G->adv[i][]J]=20)entédo

5. para k de 0 até G->V faga

6. aux € G->adv([j][k]

7. se (aux=20) entédo

8. p—>id €« 1i;

9. p->qual € G->adv[i][]];
10. p->sub €« J;

11.retorne p;

Complexidade: O(n?).

Como resultado da execucao destes procedimentos chegamos, enfim, ao
alinhamento final de todas as sequéncias envolvidas. Um arquivo .fasta contendo as
sequéncias envolvidas é gerado mostrando o alinhamento final obtido, como mostra

a Figura 5.7.

=50
TTTGCTAATAAAAAAAATTTATAAAGAGATTCGTGAAAGCAAAGATTGTGGATAACGAAAAACTCAAGA
»53

.................... ATAAAGAGATTCGTGAAAGCAAAGATTGTGGATAACGAAAAACTCAAGAA

=52

—--GCTAATAAAAAAAATTTATAAAGAGATTCGTGAAAGCAAAGATTGTGGATAACGAAAAACTC AAGAAAAATTTCTTGACGGGTCTTATCCCATCTTCTATAATTTAGGTGTATCTATAGGGGATATAGGCT
1

___________________________________________________________________ GAAAAATTTCTTGACGGGTCTTAT

| TTTGCTAATAAAAAAAATTTATAAAGAGATTCGTGAAAGCAAAGATTGTGGATAACGAAAAACTCAAGAAAAATTTCTTGACGGGTCTTATCCCATCTTCTATAATTTAGGTGTATCTATAGGGGATATAGGCT

Figura 5.7: Resultado do alinhamento de varias sequéncias.
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Capitulo 6

Conclusao

Este projeto teve como abordagem principal enfatizar a importancia do estudo
da biologia molecular computacional, apresentar diferentes técnicas de montagem
de fragmentos de DNA e implementar o problema do MSC utilizando programacao

dinamica e a estrutura de grafos de sobreposicao.

Durante seu desenvolvimento apresentamos embasamentos tedricos que
propdem solucgdes vidveis ao problema montagem de varios fragmentos de DNA.
Implementamos o problema do MSC utilizando as técnicas e estruturas previstas e

alcangamos o resultado do alinhamento e agrupamento multiplo de sequéncias.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo satisfatérios, as sequéncias foram
aleatoriamente quebradas, seus fragmentos foram comparados, alinhados e
agrupados como esperado. Contudo, os resultados podem ser melhorados. Ao

trabalhar com um grande ntimero de contigs o sistema apresenta inconsisténcias.

Sabemos que ainda hd muito que estudar, pesquisar e solucionar com relagao a
biologia molecular computacional. Este projeto pode inclusive ser aperfeicoado
passando a considerar os erros e mutacoes, que ocorrem na leitura dos fragmentos,

em trabalhos futuros para, entdo, conseguir utilizar na pratica os resultados obtidos.
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