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Abstract

A relevant problem in Computational Biology consists of the task of mapping one sequence
onto another for comparison purposes. Typically, this process utilizes a high-quality reference
sequence constructed from a specific set of sequences. However, the limitation of this approach
is evident, as the reference sequence tends to be biased, representing only a restricted set of
sequences and being incapable of encompassing all possibilities. To mitigate this bias, a good
strategy is to represent multiple sequences through more robust structures, such as sequence
graphs or De Bruijn graphs, and map sequences onto these graphs. The sequence graph is a
graph where each vertex is labeled with one or more characters. In the De Bruijn graph of order
k each vertex is labeled with a distinct sequence of length %, and there is an edge from one
vertex to another if and only if there exists a length k£ — 1 overlap of the suffix of the first vertex
with the prefix of the second vertex. Given as input a sequence s and a sequence (or De Bruijn)
graph GG, mapping s onto GG consists of finding a path p in GG such that the induced sequence
s’ by p is as similar as possible to s. This definition gives rise to the problems addressed in
this thesis, namely the SEQUENCE MAPPING ONTO SEQUENCE GRAPHS problem — PMSG and the
SEQUENCE MAPPING ONTO DE BrRUUN GRAPHS problem — PMSB. Both problems admit three
variants: 1) changes only in the sequence, 2) changes in the graph, and 3) changes in both the
sequence and the graph. In this work, we present an in-depth analysis of PMSB. For variant 1,
we implement and evaluate exact algorithms that solve it. Furthermore, we propose heuristics
for PMSB and conduct comparative tests between the exact algorithms, our heuristics, and those
found in the literature. Additionally, we perform a study demonstrating that it is possible to
convert a De Bruijn graph into a simple sequence graph, such that all sequences from the De
Bruijn graph are also induced in the simple sequence graph. As for variant 2, we address the
problem by considering the ability to induce new edges when a k-mer is modified in the De
Bruijn graph. This approach makes the problem easier, allowing us to present a novel exact
polynomial solution for this variant.

Keywords. Hamming distance, Edit distance, Changes in the sequence, Changes in the

graph, De Bruijn graph.
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Resumo

Um problema relevante na Biologia Computacional consiste na tarefa de mapear uma sequén-
cia em outra, visando a comparagao entre elas. Normalmente, esse processo utiliza uma sequén-
cia de referéncia de alta qualidade construida a partir de um conjunto especifico de sequéncias.
No entanto, a limitagdo dessa abordagem € evidente, pois a sequéncia de referéncia tende a ser
enviesada, representando apenas um conjunto restrito de sequéncias e sendo incapaz de abranger
todas as possibilidades. Para contornar esse vi€s, uma boa estratégia é representar multiplas
sequéncias por meio de estruturas mais robustas, como o grafo de sequéncias ou o grafo de
De Bruijn, e mapear sequéncias nesses grafos. O grafo de sequéncia € um grafo na qual cada
vértice € rotulado com um ou mais caracteres. No grafo de De Bruijn, de ordem k, cada vértice é
rotulado com uma sequéncia distinta de comprimento k£ e hd uma arco de um vértice para outro
vértice se e somente se existe uma sobreposi¢do de comprimento £ — 1 do sufixo do primeiro
vértice com o prefixo do segundo vértice. Dadas como entrada uma sequéncia s e um grafo de
sequéncia (ou De Bruijn) G, mapear s em (G consiste em encontrar um percurso p em G tal
que a sequéncia induzia s’ por p seja a mais semelhante possivel a s. Essa definicdo dd origem
aos problemas abordados nesta tese, a saber 0 PROBLEMA DO MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM
GRAFOS DE SEQUENCIA — PMSG € 0 PROBLEMA DO MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM GRAFOS
pE DE BrRUunN — PMSB. Ambos os problemas admitem trés variantes: 1) mudangas apenas
na sequéncia, 2) mudangas no grafo e 3) mudangas na sequéncia e no grafo. Apresentamos
neste trabalho uma anélise aprofundada do PMSB. Para a variante 1, temos a implementacao e
avaliacdo de algoritmos exatos que a resolvem. Propomos, ainda, heuristicas para o PMSB e
conduzimos testes comparativos entre os algoritmos exatos, nossas heuristicas e aquelas encon-
tradas na literatura. Além disso, realizamos um estudo demonstrando que € possivel converter
um grafo de De Bruijn em um grafo de sequéncia simples, de tal forma que todas as sequéncias
do grafo de De Bruijn também sdo induzidas no grafo de sequéncia simples. No que diz respeito
a variante 2, abordamos o problema considerando a capacidade de induzir novos arcos quando
um k-mer € modificado no grafo de De Bruijn. Essa abordagem torna o problema mais fécil,
permitindo-nos apresentar uma solu¢do polinomial exata para essa variante.

Palavras-chave. Distincia de Hamming, Distancia de edi¢do, Mudancas na sequéncia,

Mudangas no grafo, Grafo de De Bruijn.

iX



Conteuddo

SUMArio . . . . . . L e e
Listade Figuras . . . . . . . . . . . . e
Listade Tabelas . . . . . . . . . . . . . e
Listade Algoritmos . . . . . . . . . . . . . e e

Introducao
I.1  ContribuigOes . . . . . . . . o i e e e

1.2 Organizacdodatese . . . . . . . . . . . . v i i e e

Conceitos Preliminares

2.1 Sequéncias . . . ...

2.2 DIStANCIAS . . . . .. e e e e e e e e

23 Grafos . ... e
2.3.1 Percursosemgrafos . .. .. ... ... .. o
2.3.2 Grafos bipartidos e emparelhamento . . . . . . ... ... ... L.
233 Grafosdesequéncia . . . . . . ..o

2.4 Mapeamento e assimetria das operacoesde edicao . . . . . . .. .. ... ...

2.5 Seed-and-extend . . . . . . .. ...

O Problema do Mapeamento de Sequéncias em Grafos de De Bruijn
3.1 PMSG - Problema do Mapeamento de Sequéncias em Grafos de sequéncia
3.1.1 Exemplificando o Problema do Mapeamento de Sequéncias em Grafos
deSequéncia . . . . . ...
3.1.2 AlgoritmoRaMa . . . . ... ... ...
3.2 PMSB - Problema do Mapeamento de Sequéncias em Grafos de De Bruijn
3.2.1 Exemplificando o Problema do Mapeamento de Sequéncias em Grafos

deDeBruijjn . . . ... ...

Equivaléncia entre Grafos de De Bruijn e Grafos de Sequéncia Simples
4.1 Conversao de um grafo de De Bruijn em um grafo de sequéncia simples . . . .

4.1.1 Algoritmo ing€nuo . . . . . . ... e

NoREEN e )

16
16

20
21
23

25

26
26



4.1.2 Algoritmo redutor de vértices . . . . . .. ... ... ... 29

5 Abordagens para o Problema do Mapeamento de Sequéncias em Grafos de De

Bruijn com Mudancas na Sequéncia 36
5.1 Algoritmo para mapear uma sequéncia em um grafo de De Bruijjn . . . . . . . 36
5.1.1 Algoritmo para 0 mapeamento . . . . . . . . . . . . . ... ... 37
5.1.2  Algoritmo para calcular apenas a distdncia do mapeamento . . . . . . . 38

5.2 Heuristicas para o problema do mapeamento de sequéncias em grafos de De

Brujjn . . . ... 39
5.2.1 Heuristical . . . .. ... ... e 39
5.2.2 Heuristica2 . . . . . . .. 42
5.23 Heuristica3 . . . . . . . ... 44

6 O Problema do Mapeamento de Sequéncias em Grafos de De Bruijn com Mudancas

no Grafo 46

6.1 Aedicioemum grafode De Bruijjn . . . . .. ... ..o 46

6.2 Biparticdo e emparelhamento . . . . . . ... ... L Lo 48

7 Experimentos, Resultados e Analise 51
7.1 Mudangas na sequencia . . . . . . . ... e e e e e e e e e 52
7.1.1 Conjunto de testes, acurdcia e desempenho . . . . . .. ... ... .. 52

7.1.2 Testescomaheuristical . . . ... ... ... ... ......... 53

7.1.3 Testes com todas as heuristicas . . . . . . ... ... ... ....... 60

7.1.4  Testes para comparar com outras heuristicas . . . . . .. ... ... .. 62

7.2 Mudancasnografo . . . . .. ... L 63
7.2.1 Testes para validar as mudangasno grafo . . . . ... ... ... ... 64

8 Discussao, Perspectivas e Conclusoes 66
Referéncias 72

xi



2.1

22

2.3

2.4

2.5
2.6

2.7
2.8

Lista de Figuras

Exemplo do cédlculo da distancia de edicdo entre as sequéncias s = CGTCCTet =
AGTCTA, sendo dg(s, t) = 3. As linhas vermelhas, verdes e azuis representam
os custos de insercao, substitui¢do e delecao, respectivamente. Neste exemplo,
durante o cdlculo da distancia, a linha vermelha denota o custo de insercao do
caractere s|i], a linha verde denota o custo de substituicao do caractere ¢[j] pelo
caractere s[i|, e a linha azul denota o custo de delecéo do caractere t[j]. As cores
nos quadrados da matriz representa de qual linha o valor veio. . . . . ... ..
Exemplo de célculo da distancia de Hamming entre as sequéncias s = TGGTCT
e t = ACGTICT, ambas de mesmo comprimento, onde dy(s,t) = 2. Essa
distancia € igual a 2 devido as diferencas nos locais s[1] # t[1] e s[2] # t[2],
enquanto os caracteres restantes sdo idénticosentre set. . . . . . . .. .. ..
Exemplos de grafos. Em G, os vértices v, € v; sdo adjacentes um ao outro,
enquanto em G’, v; é adjacente a vy, mas nao o contrario. No grafo G’, o grau
de entrada de v3 € ge(v3) = 1. No grafo Go graude v, €3. . . . . . .. .. ..
Exemplo de um grafo G com custos nos arcos. Aqui, vy, U4, U7, Ug, Uy, U7, U1
forma um passeio de comprimento 6 no grafo, enquanto que vy, v4, V7, Vg € um
caminho de comprimento 3. A sequéncia de vértices vy, vy, U3, Us, Vg, Us, Vg, U7
€ um caminho Hamiltoniano de comprimento 8 e vy, v7, vg, v4 € um ciclo de
comprimento 3 no grafo. Os passeios p = vy, vg, V7, v1 € p' = vy, v3, U5 podem
ser concatenados resultando no passeio pp’ = vy, vy, V7, V1, V2, V3, U5 NO grafo.
Exemplo de grafo bipartido completo / com custo nas arestas. . . . . . . . ..
Exemplo de vértice E-saturado e caminhos FE-alternante e /-aumentador em
um grafo ndo dirigido H. Dado o emparelhamento E{{vy,v3}, {vs,v5}} em
H, vy é E-saturado. O caminho vy, vo, v3, v4, U5 € um caminho E-alternante em
H, enquanto que vy, vo, V3, V4, U5, Vg € um caminho £-aumentador em H.
Exemplos de grafos de sequéncia. . . . . . ... ... ... L.
Exemplo de simetria das operacdes de edi¢do entre as sequéncias s =AGAG
e t =ACAC. Observe que sdo necessarias ou duas substituicdes em s ou duas

substituicdoes em ¢ para transformar sem ¢ (outems). . . .. ... .. .. ..

Xii



29

2.10

2.11

3.1

32

33

4.1

Exemplo de simetria das operacdes de edi¢do entre as sequéncias s =ACGT
e t =ACG. Observe que € necessaria uma operagdo de delecdo em s ou uma

operacdo de insercdo em ¢ para transformar s em ¢ (ou t em s). . .

Exemplo de assimetria das operacdes de edicdo entre a sequéncia s =AGAG
e uma sequéncia induzida por um passeio no grafo G = (V, A), onde ¥ =
{n,C,G}, V = {v,v9}, o rétulo de vy € A, o rétulo de v =€ C, e A =
{(v1,v2), (v2,v1)}. Observe que sdo necessdrias ou duas substituicdes na
sequéncia s ou uma substituicdo no rétulo do vértice v, em G (cada vértice
¢ utilizado duas vezes) para que o passeio p = vy, vs, V1, U5 induza a sequéncia
s’ =AGAG. .

Exemplo de aplicacdo da abordagem seed-and-extend as sequéncias s e ¢, onde
a extensdo ocorre até um limite de trés diferencas para este caso ilustrativo. A
sequéncia s € apresentada na primeira linha, enquanto a sequéncia t € exibida
na dltima linha. A linha numerada como 1 corresponde a fase de semear, onde
sdo identificadas as sementes. Na linha numerada como 2, ocorre o processo de

estender todas as sementes encontradas. Por fim os caracteres em vermelho na

sequéncia t indicam as posi¢cdes onde ocorrem diferencas em relacdo a sequéncia s.

Exemplo de um grafo de sequéncia simples G. . . .

Exemplo do mapeamento da sequéncia s =ACT no grafo de sequéncia simples
G. O grafo de multicamadas GG’ € construido com base na sequéncia s e no grafo
de sequéncia simples (G. As arestas vermelhas, azuis e verdes sdo os custos
de inserc¢do, delecdo e substitui¢do, respectivamente [Rautiainen and Marschall
(2017); Jain et al. (2019)].

Exemplo de um grafo de De Bruijn G3.

Exemplo da conversio de um grafo de De Bruijn G, onde k = 3, para um grafo
de sequéncia simples G. Cada vértice u em G, € subdividido em k vértices,
com arcos conectando o primeiro vértice ao segundo, o segundo ao terceiro, €
assim por diante, até que o vértice k — 1 esteja conectado ao vértice k. Por
exemplo, 08 arcos (vy,,, Vy,,) € (Vu,,, Vu,,) €m G representam a subdivisio para
o k-mer ACA. Se um vértice u em G, possui vértices adjacentes v/, entdo ha um
arco entre o vértice k da subdivisao resultante de u e o vértice que representa
o k-ésimo caractere de cada adjacéncia u’. Um exemplo é o arco do vértice
Uy, Para v,,, em G, representando a adjacéncia do k-mer ACA para CAC em
Gi. Além disso, essa regra se aplica ao caso de lagos em G, no qual existe
um arco do vértice £ da subdivisdo resultante de u para o vértice que representa

o k-ésimo caractere da adjacéncia u/, e neste caso, é o vértice k da subdivisao

resultante de u, como ilustrado pelo vértice v,,,, em G para o k-mer AAA em G,.

Xiii

14

15

21

23

25

28



4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

5.1

5.2

53

54

Exemplo da conversiao de um grafo de De Bruijn G, onde k = 3, para um grafo
de sequéncia simples GG. Neste exemplo, 08 VErtices roxos Uy, , Vugy s Vus; > Vugy s Vug,

€ vy,, podem ser removidos para reduzir a quantidade de vértices de G.

Exemplo de conversdo de um grafo de De Bruijn GG3 para um grafo de De Bruijn
equivalente (5. E importante notar que ge(v;) = 0 e ge(vy) = 0, 0 que resultou na
criagdo dos vértices v,,, € v,,, . Além disso, ao inserir os vértices relacionados
a v, notamos que os vértices com os mesmos rotulos ja existiam, levando-nos
a reutilizar esses vértices. Observa-se que, para toda sequéncia induzida s por

um passeio p em (3, existe um passeio p’ em G tal que seq;(p) = s = seqa(p’).

Exemplo de conversdo de um grafo de De Bruijn G, para um grafo de sequéncia
simples (G. Observe que essa conversdo mantém a estrutura do grafo e apaga,

de cada rétulo dos vértices, o prefixo de comprimento & — 1. . . . . .. .. ..

Exemplo da conversdo de um grafo de De Bruijn G (sem vértices com grau
de entrada zero), onde k = 3, para um grafo de sequéncia simples G. Neste
exemplo, nenhum novo vértice € inserido, e os vértices t€ém seus rétulos alterados

considerando o k-ésimo caractere de cada k-mer. . . . . . . . .. . ... ...

Exemplo de conversao de um grafo de De Bruijn (G5 para um grafo de De Bruijn

equivalente G5. . . . . . ...

Exemplo de conversao de um grafo de De Bruijn G para um grafo de sequéncia
simples G. Observe que essa conversao mantém a estrutura do grafo e apaga,

de cada rétulo dos vértices, o prefixo de comprimento & — 1. . . . . . ... ..

Exemplo de um grafo de sequéncia simples GG obtido pelo Algoritmo 4. E
importante observar que G ndo € minimo. A direita, apresentamos um grafo de
sequéncia simples 7' que contém menos vértices €, a0 mesmo tempo, induz as

mesmas sequéncias que G. . . . ... ... o e

Primeiro passo — cada quadrado € uma semente encontrada em G, e os circulos

sdo outros k-mers que nao SA0 SEMeNtes. . . . . . . . . ... ... ..

Segundo passo — As linhas onduladas entre duas sementes sdo os melhores

passeios encontrado com 0 BSMT. . . . . . . . . .. i e e e
Passo 1 — quadrados roxos sdo sementes encontradasem G. . . . . . . . ...

Passo 2 — estender alterando o dltimo caractere. Neste exemplo, € preferivel
mudar o caractere C para G em s e estender a partir do novo k-mer TAG. Em
seguida, alteramos G para T e estendemos a partir do novo k-mer TAT, ndo temos
mais alteracdes porque os demais k-mers sdo sementes. Passo 3 — devolver a

melhor eXtensao. . . . . . . .. L

Xiv

29

31



6.1

6.2

7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7
7.8
7.9
7.10
7.11
7.12
7.13
7.14
7.15
7.16

Exemplo de uma edi¢do ' em G5 referente a s =AACCAACCA que substitui
os rétulos de vo, v3 € vy. O custo de E' é ¢(E’) = 6, refletindo o custo para
substituir o rétulo ACC por CCA, CAG por CAA e o rétulo TTT por ACC. Além
da edicdo F’, temos um exemplo de uma edi¢ao 6tima FE em ('3 referente ao
mesmo s = AACCAACCA que substitui os rétulos de v e de v4. O custo de E
é ¢(F) = 4, refletindo o custo para substituir o rétulo CAG por CAA e o rétulo
TTT por CCA. Como resultado da edi¢do F, temos o grafo de De Bruijn G¥.
Note que o passeio p = vy, Vs, Uy, U3, U1, U2, Uy €M G?‘? induz a sequéncia s. . . .
Exemplo de um grafo bipartido completo H = (k(s) U Gy, k(s) x Gy) para o
grafo de De Bruijn G3 = {AAC,ACC,CAG, TTT}ek(s) = {AAC,ACC,CCA, CAA},
obtido da sequéncia s =AACCAACCA. Cadaarestae = {u,v} € Atemum custo
c(e) = dg(u,v) associado. As arestas pontilhadas representam um emparelha-
mento 6timo M* = {{uy, v}, {ug, v}, {us,vs}, {ug,v3}}, com custo total 4.
O custo da edi¢do E;~ € igual a 4, considerando a alteragdo do k-mer CAG do
vértice v3 para CAA e do k-mer TTT do vértice vy para CCA. As cores nas arestas

servem para facilitar a visualizacdodo grafo. . . . . . ... .. ... ... ..

Média das distancias: graficoparaa Tabela7.1. . . . . . ... ... ... ...
Média de tempo (segundos): grafico paraaTabela7.2. . ... ... ... ...
Média das distancias: graficoparaaTabela7.3. . . . . .. ... ... .. ...
Média de tempo (segundos): grifico paraa Tabela7.4. . . . . ... ... ...
Média das distancias: graficoparaaTabela7.5. . . .. ... ... ... ....
Média de tempo (segundos): grafico paraa Tabela7.6. . . . . ... ... ...
Média das distancias: grafico paraa Tabela7.7. . . . . . ... ... ... ...
Média de tempo (segundos): grifico paraa Tabela7.8. . . . ... .. ... ..
Média das distancias: grafico paraa Tabela7.9. . . . .. ... ... ... ...
Média de tempo (segundos): grafico para a Tabela7.10.. . . . . . ... .. ..
Média das distancias: grafico paraa Tabela7.11. . . . .. .. ... ... ...
Média de tempo (segundos): grafico paraa Tabela7.12. . . . . . ... ... ..
Média das distancias: grafico paraa Tabela7.13. . . . . ... ... ... ...
Média de tempo (segundos): grifico paraa Tabela7.14. . . . . . . .. ... ..
Média das distancias: grafico para a primeira linha da Tabela 7.15. . . . . . . .
Meédia de tempo (segundos): grafico para a dltima linha da Tabela 7.15.

XV

47

54
54
55
55
57
57
58
58
59



3.1

4.1

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

1.7

7.8

7.9

7.10

7.11

Lista de Tabelas

Tabela com os artigos fundamentais para o PMSG com mudangas na sequéncia.
A tabela é composta por ano, autores, tipo de grafo, tipo de mapeamento, se o
problema busca um caminho e/ou passeio, a distancia utilizada e a complexidade
de tempo de cada trabalho. O comprimento da sequéncia é m, |V'| é a quantidade

de vértices e | A| é a quantidade de arcos em um grafo. . . . . . ... .. .. ..
Comparagao pratica da quantidade de vértices: conversdo ingénua vs. redutora.

Média das distancias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias
mapeadas entre 1000 e 10000 e a média de comprimento de 5393. . . . . . ..
Média de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapea-
das entre 1000 e 10000 e a média de comprimento de 5393. . . . . . .. .. ..
Média das distancias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias
mapeadas entre 4221 e 6991 e a média do comprimento de 5528. . . . . . . ..
Média de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapea-
das entre 4221 e 6991 e a média do comprimento de 5528. . . . . ... .. ..
Média das distincias e acurédcia: testes com o comprimento das sequéncias
mapeadas entre 1271 e 9239 e com o comprimento médio de 5393 e k = 5.
Meédia de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapea-
das entre 1271 e 9239 e com o comprimento médio de 5393 ek =5. . . . . . .
Média das distancias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias
mapeadas entre 1271 e 9239 e com o comprimento médio de 5393 e k£ = 10. . .
Média de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapea-
das entre 1271 e 9239 e com o comprimento médio de 5393 e k =10. . . . . .
Média das distancias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias
mapeadas entre 1493 e 6225 e com o comprimento médio de 3189 e k = 10. . .
Média de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapea-
das entre 1493 e 6225 e com o comprimento médio de 3189e k =10. . . . . .
Média das distancias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias

mapeadas entre 1000 e 10000 e a média do comprimento de 5393. . . . . . ..

Xvi

58

58

59

59

61



7.12

7.13

7.14

7.15

7.16

Média de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapea-
das entre 1000 e 10000 e a média do comprimento de 5393.. . . . . . . .. ..
Média das distancias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias
mapeadas entre 4221 e 6991 e a média do comprimento de 5528. . . . . . . ..
Meédia de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapea-
das entre 4221 e 6991 e a média do comprimento de 5528. . . . . . .. .. ..
Média das distancias, acurdcia e tempo médio (em segundos): testes realizados
com sequéncias mapeadas de comprimento médio de 100e £k = 10. . . . . ..
Média dos custos obtidos com a ferramenta BMTC e a média do tempo de execu-
cdo (em segundos): testes realizados com sequéncias mapeadas de comprimento
médiode 5566. . . . . ...

xXvii



O 00 W N N = = 3 O W B W N =

Lista de Algoritmos

DE BrRUDN TO SIMPLE SEQUENCE GRAaPH TOOL . . . . . . . . . . .. ... ... 29
DE BrunN 1o DE BRUDN EQUivaALENT TOOL . . . . . . . . . ..o 31
DEe BRUIIN EQUIVALENT TO SMALLER SIMPLE SEQUENCE GrRAPH TooL . . . . . . 32
DE BRUN TO SMALLER SIMPLE SEQUENCE GrRAPH TooL — BTGT . . . ... .. 33
DE BRUIIN SEQUENCE MAPPING TOOL —BSMT . . . . . . . . . v v v v v v v .. 37
OBTER PASSEIO . . . . . . . . . e 37
DE BRUIIN SEQUENCE MAPPING TOOLj;5tance —BSMTg  « « v v v v v v v o v 38
De Bruijn Mapping Tooly; —BSMTp1 « v v v v v o v v e e e 40
ENCONTRA SEMENTES . . « « v v v v v v e vt e e e e e e e e e e e 40
De Bruijn Mapping Tool;s -BSMTpa . . . o o o v v oo 43
ESTENDE . . . . . . e e 44
De Bruijn Mapping Toolps —BSMTp3 .« v v v v v v v e e e e e e e e e 45
DEe BRUIIN SEQUENCE MAPPING ToOL WITH GRAPH CHANGES — BMTC . . . . . . 50
BIPARTIDO . . . . . e e 50

xXviii



CAPITULO

Infroducado

Um problema é consideravel tratdvel se ele possui um algoritmo eficiente! para resolvé-lo;
caso contrdrio, € considerado como intratdvel. Na Teoria da Computacdo, a tratabilidade é
frequentemente associada aos algoritmos polinomiais, pois, na prética, muitos algoritmos com
tempo de processamento polinomial conseguem realizar suas tarefas dentro de um periodo ra-
zodvel. No entanto, em vdrias aplicagdes bioldgicas atuais, quando a quantidade de dados de
entrada € muito grande, at€ mesmo solu¢gdes com tempo polinomial podem nao ser suficientes,
pois demandam um tempo de processamento significativo para processar grandes volumes de
dados. Nas ultimas décadas, houve um notdvel crescimento no nimero de genomas sequen-
ciados devido aos avangos na tecnologia de sequenciamento de DNA [Onimaru and Marcon
(2019); Peixoto (2013)]. Quando ndo dispomos de algoritmos mais rdpidos que possam fornecer
respostas precisas, recorremos a métodos que oferecem solugdes que devolvem respostas boas,
como heuristicas. Embora essas abordagens ndo garantam uma relacao direta entre boas respos-
tas e respostas exatas, elas sdo bastante eficientes e, na pratica, costumam fornecer resultados
satisfatérios na maioria dos casos [Rocha et al. (2018, 2019)].

A Biologia Computacional € a drea que aplica a computacao para a solugdo de problemas da
Biologia. Uma tarefa relevante nessa drea € mapear uma sequéncia para outra com o propdsito
de compara-las com o objetivo de verificar o quao semelhantes elas sdo. Para isso, € utilizada
uma sequéncia de referéncia de alta qualidade que representa um conjunto de sequéncias. A
comparacao entre duas sequéncias frequentemente envolve a andlise de uma sequéncia em
relacdo a sequéncia de referéncia [Li and Homer (2010); Holley and Melsted (2020)]. Por
outro lado, uma sequéncia de referéncia é uma sequéncia enviesada, uma vez que representa
um conjunto limitado de sequéncias, incapaz de abranger todas as possiveis variagdes. Para

contornar esse viés, uma abordagem consiste em representar multiplas sequéncias utilizando

'um algoritmo é considerado eficiente quando sua complexidade de tempo ou espaco atende a certos critérios

estabelecidos.



estruturas mais robustas, como o grafo de sequéncias [Amir et al. (1997); Rautiainen and
Marschall (2017); Jain et al. (2019)] ou o grafo de De Bruijn [De Bruijn (1946); Pevzner et al.
(2001); Myers (2005)].

Dado um alfabeto Y., o grafo de sequéncia é um grafo na qual cada vértice € rotulado com
uma sequéncia de caracteres construidas sobre o alfabeto X e o grafo de sequéncia simples é um
grafo onde cada vértice € rotulado com exatamente um caractere [Myers (2005)] de > . No grafo
de De Bruijn [De Bruijn (1946); Pevzner et al. (2001)], de ordem £, cada vértice € rotulado com
uma sequéncia distinta de comprimento &k de > e hd um arco de um vértice para outro vértice se
e somente se existe uma sobreposicdo de comprimento k£ — 1 do sufixo do primeiro vértice com

o prefixo do segundo vértice.

Dado um grafo G = (V, A), onde V' é o conjunto de vértices e A é o conjunto de arcos, um
passeio p em G € uma sequéncia de vértices p = vy, ..., v,, tal que para cada par de vértices
v;, Vi+1 em p existe um arco (v;,v;11) € A. Dado um grafo de sequéncia GG, um passeio p
em (G pode induzir uma sequéncia s’ concatenando os caracteres associados com cada vértice
de p. Dito isso, um mapeamento envolvendo uma sequéncia e um grafo de sequéncias da
origem a0 PROBLEMA DO MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM GRAFOS DE SEQUENCIAS — PMSG.
Nesse problema, dadas uma sequéncia s e um grafo de sequéncias GG, o objetivo € encontrar um
percurso p em G tal que a distancia (edicdo ou Hamming) entre s a sequéncia induzida s’ por p
€ minima.

No contexto do PMSG, o mapeamento € dito exato se a sequéncia induzida s’ € igual a sequén-
cia de entrada s, caso contrdrio, € classificado como aproximado. No mapeamento aproximado,
sdo permitidas mudancgas na sequéncia ou no grafo na determinacdo do mapeamento. O PMSG
foi primeiramente abordado no contexto do mapeamento de um padrdo em um hipertexto. O
padrao pode ser considerado como uma sequéncia, enquanto o hipertexto pode ser visto como
um grafo de sequéncias. Nos primeiros trabalhos, o termo “padrdo” era utilizado para repre-
sentar uma cadeia de caracteres. Posteriormente, os trabalhos passaram a usar “sequéncia” para
representar uma cadeia de caracteres. Neste presente trabalho, é utilizado o termo sequéncia
para referir a uma cadeia de caracteres. No trabalho intitulado Approximate String Matching
with Arbitrarty Costs for Text and Hypertext, Manber e Wu propuseram um algoritmo para
realizar o mapeamento aproximado, levando em conta mudangas na sequéncia, com o objetivo
de encontrar essa sequéncia dentro do hipertexto [Manber and Wu (1992)]. Nesse trabalho,
dados uma sequéncia s e um hipertexto / (representado por um grafo dirigido aciclico), os
autores propuseram um algoritmo polinomial para o mapeamento aproximado de s em H,
permitindo-se mudangas apenas em s. Para mapeamentos exatos, Akutsu propds um algoritmo
polinomial quando o hipertexto € representado por uma arvore [Akutsu (1993)], e Park e Kim
propuseram um algoritmo polinomial quando o hipertexto é um grafo aciclico dirigido [Park
and Kim (1995)].

Um dos primeiros artigos que aborda o PMSG com mais detalhes foi escrito por Amir et al. e
intitula-se Pattern Matching in Hypertext [Amir et al. (1997)]. Para o mapeamento aproximado,

Amir et al. foram os pioneiros na literatura ao identificar uma assimetria na localizacdo das
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mudancas. Os autores demostraram que realizar mudancas na sequéncia nao € equivalente que
realizar mudancas no hipertexto, ou seja, a quantidade de mudancas efetuadas na sequéncia pode
nao ser a mesma no hipertexto. Portanto, eles destacaram a importancia de compreender se as
mudancas acontecem na sequéncia ou no hipertexto.

Considerando a assimetria identificada por Amir ef al., o problema do mapeamento aproxi-

mado de uma sequéncia em um hipertexto admite trés variantes:

e variante 1: permite mudancas apenas na sequéncia ao realizar o mapeamento da sequéncia

no hipertexto;

e variante 2: permite mudangas apenas no hipertexto ao realizar o mapeamento da sequéncia

no hipertexto;

e variante 3: permite mudangas na sequéncia e no hipertexto ao realizar o mapeamento da

sequéncia no hipertexto.

Para a variante 1, Amir ef al. propuseram um algoritmo polinomial de tempo O(m(|V| -
log |V'| + |A])) que posteriormente foi melhorado por Navarro para O(m(|V| + |A])). Esse

aprimoramento foi detalhado no artigo intitulado Improved Approximate Pattern Matching on

Hypertext [Navarro (1998)]. Neste contexto, |V| é a quantidade de vértices, |A| é a quantidade
de arcos e m € o comprimento da sequéncia mapeado, sendo a distancia de edi¢do utilizada
durante o mapeamento. Para as variantes 2 e 3, Amir et al. provaram que elas sao NP-completas
considerando a distancia de Hamming e edi¢do, quando o alfabeto > € limitado.

Posteriormente, o PMSG restrito para grafos de sequéncias simples foi abordado no artigo
intitulado Aligning Sequences to General Graphs in O(|V| + m|A|) Time [Rautiainen and
Marschall (2017)]. Nesse trabalho, Rautiainen e Marschall propuseram um algoritmo polinomial
considerando a distancia de edi¢do para a variante 1, que foi originalmente proposta por Amir et
al.. Os autores mapeiam uma sequéncia em um grafo de sequéncias simples em tempo O(|A| -
m+|V|-m-log(]A|-m)) e nos referimos aqui como algoritmo do PMSG. Adicionalmente, eles
também propuseram uma versao mais eficiente do algoritmo que devolve apenas a distancia em
tempo O(|V'| + m|A|), na qual nos referimos neste trabalho como o algoritmo do PMSG,.

No trabalho intitulado On the Complexity of Sequence-to-Graph Alignment [Jain et al.
(2019)], Jain et al. propuseram uma modificagdo para a variante 1 do problema, aprimorando
o algoritmo de Rautiainen e Marschall ao considerar a possibilidade de deletar o prefixo da
sequéncia mapeada. Eles conseguiram manter a complexidade de tempo em O(|V| 4+ m - | A|).
Além disso, os autores demonstraram que, para grafos de sequéncia com um ou mais caracteres
em seus vértices e com um alfabeto ¥ de tamanho |X| > 2, as variantes 2 e 3 sdo NP-completas,
tanto para a distancia de Hamming quanto para a distancia de edi¢ao.

A primeira vez que o PMSG foi abordado usando um grafo de De Bruijn como entrada foi
no artigo intitulado Read mapping on de Bruijn graphs [Limasset et al. (2016)]. Nesse trabalho,
Limasset ef al. propdem o seguinte problema, chamado aqui 0 PROBLEMA DO MAPEAMENTO
DE SEQUENCIAS EM GRrRAFOs DE DE BruuN — PMSB: Dadas uma sequéncia s € um grafo de De

Bruijn G, o objetivo é determinar um caminho (passeio que ndo repete vértices) p em G, tal



que a sequéncia s’ induzida por p tenha no méaximo d diferengas entre s e s’ com d € N. O PMSB
foi provado ser NP-completo considerando a distancia de Hamming. Os autores desenvolveram
entdo uma heuristica para o problema baseada no método seed-and-extend (semear-e-estender,
em traducdo livre). Observe que, nesta versdo do PMSB, ndao € pertinente abordar as trés
variantes previamente mencionadas, uma vez que ndo ha repeticdes de vértices em caminhos.
Essas variantes tornam-se relevantes quando consideramos passeios, permitindo que um mesmo
vértice seja incluido multiplas vezes durante as alteracdes. Em outras palavras, um vértice
modificado pode ser reaproveitado e submetido a modificacdes subsequentes. Contudo, nos
caminhos em questdo, cada vértice € utilizado apenas uma unica vez.

Posteriormente, o PMSB foi abordado para passeios no artigo intitulado On the Hardness of
Sequence Alignment on De Bruijn Graphs [Gibney et al. (2022)]. Aluru et al. provaram que
o problema € NP-completo para a variante 2 (quando as mudancas ocorrem no grafo) e eles
também provaram que a menor complexidade de tempo é O(|A| - m) para a variante 1 (quando
as mudangas ocorrem apenas na sequéncia s) na qual |A| é a quantidade de arcos no grafo e m
€ o comprimento de s.

Dada a importancia pratica do PROBLEMA DO MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM GRAFOS
DE SEQUENCIAS — PMSG e a ampla utilizacido do grafo de De Bruijn, o objetivo principal deste
trabalho € realizar um estudo aprofundado de abordagens para 0 PROBLEMA DO MAPEAMENTO
DE SEQUENCIAS EM GRAFOS DE DE BRuniN — PMSB, com foco em passeios, considerando apenas
as duas primeiras variantes: mudangas na sequéncia e mudangas no grafo. Para a variante 1,
desenvolvemos um algoritmo exato que resolve o PMSB com mudangas na sequéncia, além de
propor e implementar heuristicas. Realizamos testes comparativos entre os algoritmos exatos, as
heuristicas implementadas neste trabalho e heuristicas presentes na literatura. Faz parte também
dos objetivos deste trabalho um estudo da variante 2, inspirada no estudo realizado pelos autores
Gibney et al. [Gibney et al. (2022)], onde as mudancas ocorrem no grafo. Para a variante 2,
apresentamos o problema considerando a caracteristica dos arcos induzidos pelos vértices em
grafos de De Bruijn. Dada essa caracteristica, definimos o problema com mudancas no grafo
considerando arcos induzidos, o que permitiu a aplicacdo de um algoritmo polinomial. Além
disso, buscamos realizar uma andlise teérica da conversao do grafo de De Bruijn em um grafo
de sequéncia simples, com o objetivo de comprovar que essa conversao resulta em um grafo de

sequéncia simples.

1.1 Confribuicées

Dentre as contribuicdes deste trabalho, listamos as principais como sendo:

* a prova de que um grafo de De Bruijn pode ser convertido em um grafo de sequéncia

simples e um algoritmo polinomial que faz essa conversao;

* (variante 1) a implementac¢do de um algoritmo exato para o PMSB, sendo uma adaptacdo

do algoritmo do PMSG e a implementacdo de uma heuristica para essa versao;
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(variante 1) a implementagdo de duas heuristicas para 0 PROBLEMA DO MAPEAMENTO DE

SeqQuENcias EM GraFos DE DE Brunn utilizando o método seed-and-extend,

* (variante 1) a implementac¢do de um algoritmo exato para o PMSB, sendo uma adaptacao

do algoritmo do PMSG, e a implementagdo de uma heuristica para essa versao;

* (variante 2) a defini¢cdo do problema, considerando a caracteristica dos arcos induzidos
pelos vértices em grafos de De Bruijn. Demonstramos que esta versao admite um algoritmo
polinomial. Vale destacar que esta formulagao do problema considerando arcos induzidos

é tratada pela primeira vez na literatura neste trabalho.
* adisponibiliza¢do dos cédigos no Github: github.com/LucasBarbosaRocha;

* a submissdo, o aceite e a apresentacdo online de um artigo para a publica¢do na vigésima
terceira edi¢do do evento internacional the International Conference on Computational
Science and its Applications — ICCSA, intitulado Heuristics for the De Bruijn Graph
Sequence Mapping Problem [Rocha et al. (2023)];

* a submissdo de um artigo (em pre-print) no biorxiv, intitulado The De Bruijn Graph

Sequence Mapping Problem with Changes in the Graph [Rocha et al. (2024)].

1.2 Organizacdo da fese

Esta tese estd estruturada em sete capitulos subsequentes, além da introducao, organizados
da seguinte maneira: O Capitulo 2 aborda conceitos computacionais e definicdes relevantes.
No Capitulo 3, realizamos uma revisao bibliografica do problema abordado neste estudo, bem
como suas variantes. No Capitulo 4, apresentamos como converter um grafo de De Bruijn
em um grafo de sequéncia simples e a equivaléncia entre esses dois grafos. O Capitulo 5
explora abordagens relacionadas a primeira variante (mudangas na sequéncia) do problema em
andlise. No Capitulo 6, oferecemos um estudo sobre a segunda variante (mudangas no grafo)
do problema em questdo e a apresentacdo de um algoritmo polinomial. O Capitulo 7 descreve
os testes conduzidos, apresentando tabelas e graficos detalhados que elucidam os resultados
obtidos. Por fim, no Capitulo 8, apresentamos as conclusoes finais e delineamos possiveis dreas

a serem exploradas em futuras pesquisas.


https://github.com/LucasBarbosaRocha/PMSB/
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-031-36805-9_11
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2024.02.15.580401v2

CAPITULO

Conceitos Preliminares

Para um melhor entendimento dos problemas tratados neste trabalho, € necessdrio conhecer
alguns conceitos preliminares descritos neste capitulo. Na Se¢do 2.1 abordamos conceitos sobre
sequéncias, na Se¢do 2.2 apresentamos o conceito de distancia de edicdo e de Hamming e na
Sec¢do 2.3 abordamos conceitos relacionados a grafos. Na Se¢do 2.4 abordamos a assimetria das
operacoes de edicdo no mapeamento de sequéncia envolvendo duas sequéncias e envolvendo
uma sequéncia e um grafo. E finalmente, na Sec¢do 2.5 descrevemos um arcabougo para o

desenvolvimento de heuristicas denominado seed-and-extend.

2.1 Sequéncias

Um alfabeto ¥ € um conjunto finito de elementos chamados simbolos ou caracteres. Uma
cadeia, sequéncia ou padrao s construido sobre Y. € uma lista finita de simbolos de ¥, denotada
aqui por s = s[1]s[2] ... s[n], com s[i] representando o i-ésimo simbolo de s, com 1 < i < n.
O comprimento de s, denotado por |s|, é n e corresponde a quantidade de simbolos que ela
possui. A sequéncia vazia ou cadeia vazia, denotada por ¢, é a sequéncia tal que |¢| = 0. Para
um k € N, o conjunto ¥* é definido como o conjunto de todas as sequéncias de comprimento
k construidas sobre . O conjunto ©* = U;>oX* € entdo o conjunto de todas as sequéncias
construidas sobre ..

Dadaumasequéncia s = s[1]s[2] ... s[n], asequéncia s[i|s[i + 1] ... s[j],com1 < i, j < s,
¢ dita uma subcadeia de s, sendo aqui denotada por s[i, j]. Portanto, uma subcadeia de uma
sequéncia s € um trecho de s com zero ou mais caracteres consecutivos dessa sequéncia. Se
¢ > 7, a subcadeia corresponde a cadeia vazia e. Uma subcadeia de comprimento k£ de uma
sequéncia s é denominada de k-mer de s. Dado um i tal que 1 < i < |s|, a subcadeia z = s[1, ]
(respectivamente s[i, |s|]) é chamada de prefixo (respectivamente sufixo) de s e = ¢ prefixo

proprio (sufixo proprio) de s se x # € e x # s. Dadas duas sequéncias distintas s e ¢, tais que
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= uw (u € um prefixo e w € um sufixo de s) e t = wv (w € um prefixo e v € um sufixo de t),
a subcadeia w de s e ¢ é dita uma sobreposicao dessas sequéncias. Para duas sequéncias s e ¢,
denotamos por st a concatenacao de s e ¢, que consiste em unir essas duas sequéncias em uma
Unica sequéncia continua, colocando todos os caracteres de ¢, na sua ordem original, ao final de
s.
Para exemplificar as defini¢es acima, considere s = AACCCAACAC e t = AACACAACAC
duas sequéncias construidas sobre o alfabeto ¥ = {A, C} e k = 2. Logo, |s| = 10, s[1] = A,
s[5] = ¢, ¥* = {an, AC, CA, CC}, a subcadeia s[2,3] = AC é um k-mer de comprimento 2,

s[1,5] = AACCC € um prefixo préprio de s, s[7,10] = ACAC é um sufixo préprio de s, w =
AACAC € uma sobreposicao de s e t de comprimento 5 e st = AACCCAACACAACACAACAC € a

concatenacdo de s e t.

2.2 Distancias

A distancia entre duas sequéncias s e t, d(s,t), ¢ uma medida que atribui um nimero nao
negativo ao par s e t de forma a mensurar quao similares sdo essas sequéncias. Distancia precisa
satisfazer as seguintes propriedades: d(s,t) = 0 se, e somente se, s = t; d(s,t) = d(t,s); e
dada uma terceira sequéncia u, a distdncia deve respeitar a desigualdade triangular d(s,t) <
d(s,u) + d(u,t). A distAncia pode representar, por exemplo, o nimero minimo de operagdes
necessdrias para transformar uma sequéncia na outra. Dentre as medidas de distancia existentes,
destacam-se a de edicdo e a de Hamming que sdo utilizadas neste trabalho.

A distancia de edicao foi descrita pelo matematico soviético Vladimir Levenshtein [Le-
venshtein (1966)]. Dadas duas sequéncias s e ¢, a distancia de edi¢do representa o nimero
minimo de operacoes de edicao (inser¢ao, remocao e substituicao de caracteres) para transfor-
mar s em ¢t. Denotamos a distincia de edi¢do entre s e t como dg(s, t),onde n = |s| e m = |t|.

Essa medida pode ser calculada de forma recursiva usando a seguinte relacao:

n—+m, sen=0oum =20,
dg(s[1,n],t[1,m —1]) +1

min ¢ dg(s[l,n — 1],¢[1,m]) + 1 caso contrdrio,
d(s[1,n —1],¢[1,m — 1]) + s[n] = t[m]

dE(S, t) =

onde s[n] < t[m] é 1 se s[n] # t[m], e 0 caso contrério, que representa o custo de substituir o
caractere s[n| por t[m/, e vice-versa. O custo de inserir ou deletar um caractere € 1. Com base
na recorréncia mencionada e utilizando programag¢ao dindmica com uma matriz de tamanho n
por m, € possivel calcular essa distAncia em tempo O(nm). Apresentamos na Figura 2.1 um
exemplo do cdlculo da distancia de edicao para duas sequéncias.

A distancia de Hamming foi estabelecida pelo matematico estadunidense Richard Ham-
ming [Hamming (1950)] e € a distancia que considera a operacdo de substituicdo como unica

operacdo de edicdo. Isso implica que € possivel calcular essa medida somente quando as
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Figura 2.1: Exemplo do cédlculo da distancia de edi¢@o entre as sequéncias s = CGTCCT et =
AGTCTA, sendo dg(s, t) = 3. As linhas vermelhas, verdes e azuis representam os custos de
insercao, substitui¢ao e delecdo, respectivamente. Neste exemplo, durante o cdlculo da distancia,
a linha vermelha denota o custo de inser¢do do caractere s[i|, a linha verde denota o custo de
substitui¢do do caractere t[j] pelo caractere s[i], e a linha azul denota o custo de dele¢do do
caractere t[j]|. As cores nos quadrados da matriz representa de qual linha o valor veio.

duas sequéncias consideradas possuem o mesmo comprimento. Formalmente, tomando duas

sequéncias s e t de comprimento 7, a distincia de Hamming d (s, t) entre s e ¢ € definida como

n

dy(s,t) = Z sli]

=1

?

t[i],

? . . .
onde s[i| = t[i] € 1 se s[i] # t[i], e 0 caso contrdrio. Isso representa o custo de substituir
o caractere s[i] por t[i], e vice-versa. Essa medida pode ser calculada facilmente em tempo
O(n). Como exemplo, considere as sequéncias s = TGGTCT e t = ACGTCT. Apresentamos na

Figura 2.2 o cdlculo da distancia de Hamming entre s e .

T|IG|G|T|C|T
G| T|C|T
111]0[0[0]O0

Figura 2.2: Exemplo de célculo da distancia de Hamming entre as sequéncias s = TGGTCT e
t = ACGTCT, ambas de mesmo comprimento, onde dy(s,t) = 2. Essa distincia é igual a 2
devido as diferengas nos locais s[1] # t[1] e s[2] # t[2], enquanto os caracteres restantes sdo
1dénticos entre s e t.



2.3 Grafos

Um grafo G é definido como um par ordenado (V, A), composto por dois conjuntos, em que V'
representa um conjunto de elementos chamados vértices (do grafo), enquanto que A representa
um conjunto de elementos denominados arestas ou arcos (do grafo). Cada aresta de um grafo
corresponde a um par nao ordenado de vértices, enquanto que cada arco corresponde a um par
ordenado de vértices desse mesmo grafo. Quando os grafos possuem apenas arcos, eles sdo deno-
minados grafos dirigidos ou digrafos. Por outro lado, quando contém apenas arestas, sdo ditos
grafos nao dirigidos. Por exemplo, G = ({v1, v, v3, 04, Us, Vg, U7 }, {(v1, v2), (v, v3), (Va, V5),
(v3,v1), (v3,v4), (Vg,v1), (Vs,06), (Us,07), (U6, v4), (v7,v6)}) € um grafo dirigido, enquanto que
G = ({v1,v9,v3, 04,05}, {{v1,v2}, {v2,v3},{vs,v1}, {va, 2}, {va, v3}, {vs, 03}, {vs,vs4}}) €
um grafo ndo dirigido.

Os grafos recebem esse nome pois podem ser representados graficamente por meio de
circulos representando os seus vértices e semirretas representando suas arestas. No caso dos
digrafos, as semirretas representativas de seus arcos possuem uma seta indicando a sua dire¢do.
Dados dois vértices u e v de um grafo nao dirigido G, eles sao ditos adjacentes se hd uma aresta
entre eles. Por outro lado, em um grafo dirigido G’, u e v sdo ditos adjacentes se houver um
arco direcionado de u para v (u — v). Nesse caso, v € adjacente a u, enquanto que u nao €
necessariamente adjacente a v. Dado um vértice v em um grafo ndo dirigido G, o grau de v é
o nimero de arestas que incidem em v. Dado um vértice v de um grafo dirigido G’, o grau de
entrada (=in-degree) ge(v) de v € o nimero de arcos que incidem em v, ou seja, € 0 nimero
de arcos direcionados para v. Uma representacdo grafica de um grafo ndo dirigido G e de um
grafo dirigido G’ pode ser visualizada na Figura 2.3, juntamente com exemplos de adjacéncia e

grau de entrada.

() (D))
ONOFONOSROOR0

Grafo ndo dirigido G Grafo dirigido G’

Figura 2.3: Exemplos de grafos. Em G, os vértices v, e v sdo adjacentes um ao outro, enquanto
em G’, v; é adjacente a vy, mas ndo o contrario. No grafo G’, o grau de entrada de v é
ge(vs) = 1. No grafo G o grau de v, é 3.

A cada aresta {u, v} de um grafo ndo dirigido G (ou arco (u, v) de um grafo dirigido G") pode
estar associado um nimero real por meio de uma fungio c({u,v}) — R (ou ¢((u,v)) — R).
Para custo de arcos pode ser indicado de forma mais simples como c(u, v), desde que ndo haja
ambiguidade. Esse nimero associado a {u,v} (ou (u, v)) é denominado custo da aresta {u, v}
(ou arco (u,v)). Na representacdo grafica de um grafo com custos nas arestas (ou arcos), esse
custo € exibido junto com a aresta (ou arco) correspondente. Na Figura 2.4, é mostrado um

grafo com custos nos arcos.



2.3.1 Percursos em grafos

Dado um grafo G = (V, A), um passeio em G é uma sequéncia de vértices p = vy, . .., v,
tal que para cada par de vértices v;, v;,; em p existe um arco (v;,v;11) € A. Um passeio é
fechado se o seu primeiro vértice coincide com o dltimo. Um ciclo € um passeio fechado sem
arcos e vértices (exceto o primeiro e o ultimo) repetidos. Grafos dirigidos que ndo possuem
ciclos sdo denominados grafos aciclicos — DAG (Directed Acyclic Graph). Um caminho em G é
um passeio que nao repete vértices. Um caminho Hamiltoniano em G € um caminho que visita
todos os vértices de G. Dado um passeio p com n vértices em um grafo G, o comprimento de p
é n — 1. Dados dois passeios p = uy,...,u, e p = vy,...,v, emum grafo G, tal que (u,,v;)
¢ um arco do grafo, pp’ = uq, ..., up,vq,..., 0, € aconcatenacao dos passeios de p e p’. Veja

exemplos desses conceitos na Figura 2.4.

Figura2.4: Exemplo de um grafo GG com custos nos arcos. Aqui, vy, vy, U7, Us, U4, U7, v1 formaum
passeio de comprimento 6 no grafo, enquanto que vy, v4, v7, vg € um caminho de comprimento 3.
A sequéncia de vértices vy, v, U3, Us, Ug, Us, U4, U7 € um caminho Hamiltoniano de comprimento
8 e vy, v7,v8,v4 € um ciclo de comprimento 3 no grafo. Os passeios p = vy, 04, 07,01 €
p' = vy, v3,v5 podem ser concatenados resultando no passeio pp’ = vy, vg, V7, U1, Vg, U3, U5 NO
grafo.

Dado um grafo G com custos nos arcos, o custo de um caminho p = vy,...,v, em G é
determinado pela fungdo ¢(p) = Z;L;ll c(vj,vj41), ou seja, o custo do caminho p € a soma dos
custos dos arcos de p. Para grafos com custos associados aos arcos, um caminho de custo minimo
ou simplesmente caminho minimo, de s até ¢ é aquele cujo custo € minimo. Se ndo existir um
caminho de u até v o custo do caminho € infinito. Por exemplo, para o grafo G da Figura 2.4,
o caminho minimo de v; até vg € p = vy, V9, v3, U5, Vg de comprimento 4 e ¢(p) = 10, embora
exista o caminho vy, v4, v7, vg, que é mais curto em termos de nimero de vértices percorridos,

mas seu custo total € 13. O problema do Caminho Minimo pode ser definido da seguinte forma:

Problema 1. Dados um grafo G com custo nos arcos e dois vértices u e v de GG, encontrar um

caminho minimo de u até v.

Esse problema encontra-se bem estudado na literatura e pode ser resolvido em tempo O(|A| -
log |V]) utilizando o algoritmo de Dijkstra [Dijkstra (1959)] no qual A é o conjunto de arcos e V'
o de vértices. O algoritmo de Dijkstra € utilizado para calcular o caminho minimo entre vértices
de um grafo. Ele se inicia escolhendo um vértice como origem, marcando-o com distancia zero

e os demais com distancia infinita, além de marcéd-los como nao visitados. A cada iteragdo,
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seleciona-se o vértice ndo visitado com a menor distancia em relacdo ao vértice de origem,
recalculando as distancias para seus vizinhos. Se a nova distancia para cada vizinho for menor,
ela é atualizada. Esse processo se repete até a visita de todos os vértices. E importante notar
que o algoritmo ndo suporta arcos com custos negativos.

Ainda sobre o algoritmo de Dijkstra, hd uma variante dele, chamada Optimized Dijkstra
for small range weights, que se refere a uma otimizagao aplicada ao algoritmo de Dijkstra em
cendrios nos quais os pesos dos arcos estao restritos a um intervalo pequeno (limitados por um
parametro WW). O algoritmo de Dial [Dial (1969)] incorpora essa otimizacao, € essa versao tem

uma complexidade de tempo de O(|V| - W), em que V representa o conjunto de vértices.

2.3.2 Grafos bipartidos e emparelhamento

Um grafo ndo dirigido H = (V, A) é dito um grafo bipartido H = (1} U V5, A) se existe
uma biparticao dos seus vértices V' em dois conjuntos disjuntos V; e Vo e V = V3 U V5, de modo
que para cada aresta {u,v} € A, u € Vj e v € V5 ou vice-versa. Um grafo bipartido é dito
grafo bipartido completo se para quaisquer dois vértices, v; € Vi e vg € Vs, {v1,v2} é uma
aresta em G.

Um emparelhamento & em /{ consiste em um conjunto de arestas de [/ que ndo compar-
tilham vértices. O custo de um emparelhamento F é C(E) = > . c(e) tal que c(e) é o
custo de uma aresta e = {z,y} € A. Um emparelhamento é dito de custo minimo se ndo existe
um emparelhamento com custo menor. Um emparelhamento £ ¢ maximo se nao existe outro
maior, ou seja, se ndo existe um emparelhamento £’ tal que |E’| > |E|. Dado um conjunto
E com todos os emparelhamentos maximos, um emparelhamento £ € E é dito maximo e de
custo minimo se nao existe um emparelhamento £’ € E tal que C'(E’) < C(E).

Um exemplo de grafo bipartido completo com custos nas arestas H = (V; U V5, A) é
mostrado na Figura 2.5, considerando V; = {wvy,v9,u3} e Vo = {wvy,vs,v6}. Para o grafo
bipartido da Figura 2.5, um exemplo de emparelhamento £ méximo e de custo minimo ¢é
E = {{vy,v5}, {va,v6}, {vs, v4}} (arestas pontilhadas), de custo 4.

Figura 2.5: Exemplo de grafo bipartido completo // com custo nas arestas.

O problema do emparelhamento de custo minimo em grafos bipartido € definido da seguinte

forma:

Problema 2. Dado um grafo bipartido H = (V1 U V3, A), encontrar um emparelhamento E de

custo minimo em H.
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Esse problema encontra-se amplamente estudado na literatura e pode ser resolvido utilizando,

por exemplo, o algoritmo de Edmonds (com complexidade de tempo O((|Vi|+|V2])?)), Hopcroft-

Karp (com complexidade de tempo O(+/(|V1] + |V2|) x |A])) e o Hingaro (com complexidade
de tempo O((|V1] + [V4])?)) [Edmonds (1965); Hopcroft and Karp (1973); Kuhn (1955)].

Para uma melhor compreensado do algoritmo Hingaro, que corresponde a um dos algoritmos
utilizado nesse trabalho, considere as seguintes defini¢des para um grafo bipartido H = (V; U
Vs, A). Dado um vértice v de H e um emparelhamento F em H, v é dito E-saturado se alguma
aresta de F incide em v. Dado um conjunto qualquer X de vértices, considere I'(X) como o
conjunto de todos os vértices adjacentes a algum vértice em X. Um caminho no grafo bipartido
H com um emparelhamento £ € dito [/-alternante se suas arestas estdo alternadamente em £ e
em A\ E (ou alternadamente em A\ E e em £). Finalmente, um caminho F-aumentador ¢ um
caminho F-alternante, de comprimento maior do que zero, cujos extremos nao estao saturados
por E. Considere, sem perda de generalidade, que |V;| < |V;|. Note que todo emparelhamento
E em H possui, no maximo, |V;| arestas. Assim, o problema de encontrar um emparelhamento
maximo em / pode ser visto como o problema de encontrar um emparelhamento que sature
todos os vértices de V1, se existir. Portanto, H contém um emparelhamento que satura todos os
vértices de V] se e somente se |['(S)| > |S| para todo S C V;. Na Figura 2.6, sdo mostrados

exemplos destas defini¢des em um grafo nao dirigido H.

Figura 2.6: Exemplo de vértice F/-saturado e caminhos £-alternante e £/-aumentador em um
grafo ndo dirigido H. Dado o emparelhamento E{{vq, v3}, {vs,vs5}} em H, vy é E-saturado.
O caminho vy, vy, U3, V4, V5 € um caminho E-alternante em H, enquanto que vy, Vg, U3, Uy, Us, Ug
¢ um caminho E-aumentador em .

Com base nessas defini¢des e considerando um grafo bipartido H = (V] U V5, A), o Al-
goritmo Hungaro encontra um emparelhamento que satura todos os vértices de V;, caso tal

emparelhamento exista. Os passos do algoritmo sdo descritos a seguir.
1. Inicialize um conjunto 7 com uma aresta qualquer de /7;

2. Se I satura todos os vértices de V7, o algoritmo para. Caso contrdrio, escolha um vértice

u € V4 ndo E-saturado e defina os conjuntos S = {u} e T = (;
3. Se I'(S) = T, o algoritmo para; caso contrario, escolha um vértice v € I'(S)\T;

4. Se v é E-saturado, selecione a aresta {v, z} € FE, adicionando z em S e v em 7', e retorne
a0 passo 3; caso contrdrio, atualize E com a diferenca simétrica' entre E e C, onde C é

um caminho E-aumentador entre u € v, € retorne ao passo 2.

!Conjunto de elementos que estdo em um dos conjuntos, mas nio em sua interseco.
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Caso o algoritmo pare no passo 3, para encontrar um emparelhamento maximo, basta
executar o algoritmo Hiingaro para todos os vértices em 1/ ndo saturados e que ainda ndo foram
examinados. Ainda sobre o algoritmo Hingaro, ha uma variante que considera os custos nas
arestas e devolve o emparelhamento mdximo de custo minimo [Schwartz et al. (2005); Karleigh
et al. (2022)], mantendo a complexidade de tempo em O((|V;| + [V2])?).

2.3.3 Grafos de sequéncia

Um grafo de sequéncia G é um grafo G = (V, A) com uma sequéncia de caracteres,
construida sobre um alfabeto >, associada a cada um dos seus vértices [Amir et al. (1997);
Braga et al. (2000)]. Uma sequéncia de simbolos associada a um vértice de um grafo de
sequéncia é denominada rétulo do vértice. Um grafo de sequéncia simples ¢ um grafo na
qual cada n6 € rotulado com apenas um caractere [Amir et al. (1997); Rautiainen and Marschall

(2017); Jain et al. (2019)]. Um exemplo de grafo de sequéncia (simples) é apresentado na

Figura 2.7a.
Dado um passeio p = vy, vs, . . ., v, em um grafo de sequéncia (G, a sequéncia induzida por p
¢ determinada pela concatenacgao de cada sequéncia associada a cada vérticede p = vy, v, ..., v,

na ordem que os vértices aparecem no caminho. Por exemplo, no grafo G da Figura 2.7a, a
sequéncia induzida por p = vy, v, v3, Vs, Vg, U7, V4, de comprimento 6, ¢ ACGTCGT.

Dados um conjunto de sequéncias S = {r1,..., 7, } construidas sobre um alfabeto ¥ e um
inteiro £ > 2, um grafo de De Bruijn [De Bruijn (1946)] de ordem k, é um grafo Gy, = (V, A)
tal que

¢ V = {d € ¥*|d é uma subcadeia de comprimento k (k-mer) de r € S};
* A={(d,d)| o sufixo de comprimento k& — 1 de d é um prefixo de d'}.

Observe que, em um grafo de De Bruijn, os arcos sdo induzidos pelo conjunto de vértices e pelo
parametro k, portanto, podemos definir um grafo de De Bruijn G, apenas pelo seu conjunto de
vértices. Como exemplo, considere o conjunto S = {TTCTG, TGATA, TCATA} e k = 3. Um
exemplo de um grafo de De Bruijn (G5 juntamente com seus arcos induzidos para o conjunto S
¢ apresentado na Figura 2.7b.

Dado um passeio p = vy, vs, . . ., v, em um grafo de De Bruijn, a sequéncia induzida por p é
v1[1, k]valk] . . . v,[k] dada pela concatenagdo do k-mer v com o dltimo caractere de cada k-mer
v, ..., U,. Por exemplo, no grafo G5 da Figura 2.7b, a sequéncia induzida por p = vy, vo, U3, ¥4
€ TTCTGA.

2.4 Mapeamento e assimefria das operacoes de edi-
cao
Um mapeamento entre duas sequéncias, s e ¢, consiste em comparar essas sequéncias com

o objetivo de verificar o quao semelhantes elas sdo. Essa comparacdo € realizada por meio de
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(a) Exemplo de um grafo de sequéncia simples. (b) Exemplo de um grafo de De Bruijn com k& = 3.
Figura 2.7: Exemplos de grafos de sequéncia.

uma métrica de distancia, tal como a distancia de edicao ou a distancia de Hamming, conforme
mencionado anteriormente. Quando se realiza a comparagao entre as sequéncias considerando
operacoes de edi¢ao, surge uma propriedade de simetria, onde a mesma quantidade de alteracdes
pode ser efetuada na primeira sequéncia ou na segunda sequéncia, de maneira simétrica [ Amir
etal. (1997)].

Dado um par de sequéncias s e t, as operacgoes simétricas incluem: a substituicdo de um
caractere em s por um caractere de ¢, que € equivalente a substituir o mesmo caractere em ¢
pelo caractere de s; a remog¢ao de um caractere de s, que € equivalente a inserir esse mesmo
caractere em ¢ e vice-versa. Portanto, considerando um conjunto de sequéncias s e ¢, € possivel
transformar s em ¢ e também transformar ¢ em s, com a aplicacdo da mesma quantidade de
operacdes. Como exemplo, considere as sequéncias s = AGAG e t = ACAC. Uma representacdo
visual da simetria entre s e ¢, ao considerar somente a operacdo de substituicdo, € mostrada
na Figura 2.8. A titulo de exemplo adicional, considere as sequéncias s =ACGT e { =ACG.
Uma ilustracdo da simetria entre s e ¢, desta vez envolvendo operacdes de inser¢ao e remogao,

€ mostrada na Figura 2.9.

AGAG ACA

S
t =acac % acac

Figura 2.8: Exemplo de simetria das operacdes de edicdo entre as sequéncias s =AGAG e
t =ACAC. Observe que sdo necessdrias ou duas substitui¢des em s ou duas substitui¢des em ¢
para transformar s em ¢ (ou ¢t em s).

s =ACGT  ACGET
t =aceT ¥ Acc

Figura 2.9: Exemplo de simetria das operacdes de edicdo entre as sequéncias s =ACGT e
t =ACG. Observe que € necessdria uma operacao de delecdo em s ou uma operacao de inser¢ao
em ¢ para transformar s em ¢ (ou ¢ em s).

Um mapeamento de uma sequéncia em um grafo de sequéncia (inclusive no grafo de De

Bruijn) consiste em encontrar um passeio p no grafo tal que a distancia (edicio ou Hamming)
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entre s € a sequéncia induzida por p € minima. Diferente do que ocorre no mapeamento
que envolve duas sequéncias, quando temos uma sequéncia e um grafo de sequéncia, hd uma
assimetria entre as operacdes de edicdo. Isso significa que realizar operagdes de edi¢dao na
sequéncia ndo € equivalente a realizar as operagdes simétricas de edicao no grafo [Amir et al.
(1997)]. Essa assimetria surge devido ao fato de um mesmo vértice poder ser utilizado mais de
uma vez para induzir uma sequéncia, o que implica que a quantidade de operacdes de edi¢ao
necessdrias para transformar s em s’ pode ndo ser a mesma necessaria para transformar s’ em s.

Um exemplo dessa assimetria € apresentado na Figura 2.10.

s = ACAC AGAG

A C A G
)
Figura 2.10: Exemplo de assimetria das operacoes de edi¢do entre a sequéncia s =AGAG e uma
sequéncia induzida por um passeio no grafo G = (V, A), onde > = {a, C, G}, V = {v1, 12}, 0
rétulo de vy € A, orétulode vy =€ C,e A = {(v1,v9), (v2,v1)}. Observe que sdo necessarias ou

duas substituicdes na sequéncia s ou uma substitui¢io no rétulo do vértice v, em G (cada vértice
¢ utilizado duas vezes) para que o passeio p = vy, V9, U1, U3 induza a sequéncia s’ =AGAG.

@
I

2.5 Seed-and-extend

A abordagem seed-and-extend (semear-e-estender, em tradugao livre) € um método utilizado
no mapeamento de sequéncias que consiste em duas fases: semear e estender. Dadas duas
sequéncia s e t, a fase de semear tem como objetivo identificar sementes (seeds) na sequéncia
5 que estdo presentes na sequéncia ¢, ou seja, subcadeias de s que ocorrem em t. Uma vez
que todas as sementes sdo identificadas, inicia-se a fase de extensdo (extend). Nessa etapa,
cada uma das sementes € estendida para a esquerda e para a direita, comparando os caracteres
subsequentes com os da sequéncia t. Essa extensdo prossegue até que um numero predefinido
de diferencas seja encontrado durante o processo de comparagdo. Um exemplo do uso da

abordagem seed-and-extend é apresentado na Figura 2.11.

S GGTACGTACACACTCGTAGCTAGCTGCATCTATCTATACTACTGCTAGCTACGATCGA
1 TACAC GCTGC AGCTA

2 TTTACGTACACACTCGTAGCTAGCTGCATCTATCTATACTACTGCTAGCTACGATCG
t TTTACGTACACACACGTAAATAGCTGCATCTATCTATACTACTGCTAGCTACGAAAAA

Figura 2.11: Exemplo de aplicacdo da abordagem seed-and-extend as sequéncias s e ¢, onde
a extensdo ocorre até um limite de trés diferencas para este caso ilustrativo. A sequéncia s
¢ apresentada na primeira linha, enquanto a sequéncia ¢ € exibida na dltima linha. A linha
numerada como 1 corresponde a fase de semear, onde sdo identificadas as sementes. Na linha
numerada como 2, ocorre o processo de estender todas as sementes encontradas. Por fim os
caracteres em vermelho na sequéncia ¢ indicam as posi¢des onde ocorrem diferengas em relagdo
a sequéncia s.
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CAPITULO

O Problema do Mapeamento de
Sequéncias em Grafos de De Bruijn

Nesta se¢do, definimos e detalhamos o PROBLEMA DO MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM
GRrAFOs DE SEQUENCIA — PMSG, tragando sua evolugdo historica desde o inicio, quando surgiu
como um desdobramento do problema de mapear padrdes em hipertextos. A partir dessa origem
em hipertextos, o PMSG evoluiu para seu formato atual, aplicado aos grafos de sequéncias
conforme definido neste trabalho, culminando na sua forma mais recente como o PROBLEMA DO
MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM GRAFOS DE DE BRUDN — PMSB, que se concentra em grafos
de De Bruijn. Além disso, apresentamos variacdes do problema que levam em consideracdo
caminhos e passeios. Focando especificamente nos passeios, exploramos variantes do problema
que foram identificadas desde o inicio dos estudos em hipertextos e que continuam relevantes
até os grafos de De Bruijn. Por fim, nesta secao, discutimos o estado da arte relacionado a esses

problemas mencionados.

3.1 PMSG - Problema do Mapeamentfo de Sequén-
cias em Grafos de sequéncia

O PROBLEMA DO MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM GRAFOS DE SEQUENCIA tem sido bem
estudado na literatura, hd muito tempo, por meio de um problema equivalente denominado
MAPEAMENTO APROXIMADO DE PADROES NOo HiPERTEXTO. O primeiro artigo que abordou esse
problema foi escrito por Manber e Wu em 1992. No artigo intitulado Approximate String
Matching With Arbitrary Costs For Text and Hypertext [Manber and Wu (1992)], Manber e Wu
exploraram o problema de mapear um padrao em um hipertexto.

Nesse trabalho, os autores propdem uma solugdo para o cendrio em que um hipertexto 7' pode
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ser representado como um grafo aciclico dirigido (DAG). A modelagem desse hipertexto envolve
a construc@o de um grafo G = (V, A), no qual cada vértice v € V estd associado a um trecho de
texto em 7". De forma mais formal, temos que G = (V, A) éum DAG,e T = {T, € ¥*|jv € V}.
Dado um padrao s e um hipertexto 7' representado por um grafo (G, o problema consiste em
encontrar um caminho ¢ em G de tal maneira que a distncia entre o texto associado a esse
caminho (semelhante a sequéncia induzida discutida na Sec¢ao 2.3.3) e s seja minima. Com base

nessas informacdes, a defini¢do do problema € a seguinte:

Problema 3. MAPEAMENTO APROXIMADO DE PADROES EM HIPERTEXTO — PMAPH: Dado um
padrdo s e um grafo G que representa um hipertexto 'T', o objetivo é encontrar um caminho c

em G tal que distancia entre o texto associado a c e s é minima.

No contexto do algoritmo PMAPH, quando dados uma sequéncia s, um hipertexto represen-
tado por um grafo aciclico dirigido G e um alfabeto 2, a abordagem de Manber e Wu pode ser
resumida da seguinte maneira: o algoritmo percorre o grafo em ordem topolégica, armazenando
e mesclando listas de indices ativos quando visita um n6 pela primeira vez e novamente quando
retorna a esse n6 [Manber and Wu (1992)]. Cada lista de indices é uma lista ordenada que
representa a posicao de cada caractere x € X no padrdo. A ordem topoldgica garante que todos
os predecessores de um né ja foram explorados, garantindo que a lista mesclada contenha todas
as possiveis correspondéncias ativas que terminam antes ou no n6 atual. O resultado final desse
algoritmo é um caminho ¢ no grafo G, representado pela lista de indices, no qual a distancia
entre o texto associado a ¢ e o padrdo s € minima. A complexidade de tempo desse algoritmo,
conforme proposto pelos autores, é de O(m - |A| + R - loglog m), em que m é o comprimento
do padrido mapeado, |A| é a quantidade de arcos no grafo e R é a quantidade de vezes que o
padrao € encontrado no grafo.

O trabalho pioneiro realizado por Manber e Wu se concentra em um mapeamento aproxi-
mado de um padrdo no hipertexto, o que significa permitir mudancas no padrdao. Além disso,
esse problema também foi investigado no contexto de um mapeamento exato, onde o objetivo
¢ encontrar um padrdo no hipertexto sem permitir qualquer mudanca no padrdo correspon-
dente. No artigo intitulado A Linear Time Pattern Matching Algorithm Between a String and a

Tree [Akutsu (1993)], Akutsu aborda o seguinte problema para o mapeamento exato:

Problema 4. MapEAMENTO ExaTO DE PADROES NO HIPERTEXTO — PMEPH: Dado um padrdo s
e um grafo G que representa um hipertexto T, o objetivo é encontrar um caminho c em G tal

que distdncia entre o texto associado a c e s é zero.

No contexto do PMEPH, Akutsu propds um algoritmo para casos em que o hipertexto pode
ser modelado como uma arvore (ou seja, um grafo aciclico e conexo). A complexidade de tempo
desse algoritmo é O(|V]), onde |V| representa a quantidade de vértices da drvore [Akutsu
(1993)]. Posteriormente, Park e Kim abordaram o PMEPH em situacdes em que o hipertexto
pode ser representado como um grafo aciclico dirigido (DAG), como discutido no artigo intitulado

String Matching in Hypertext [Park and Kim (1995)]. Os autores propuseram uma solu¢do com

17



complexidade polinomial de tempo, que é O(|V'|+m-|A|), onde m representa o comprimento do
padrdo mapeado, e | V| e | A| denotam a quantidade de vértices e arestas no DAG, respectivamente.

No artigo intitulado Approximate Matching in Hypertext [Amir et al. (1997)], Amir et al.
estudaram o PMAPH em maior detalhe. Diferentemente dos autores anteriores que consideraram
caminhos no hipertexto, neste artigo, os autores optaram por considerar passeios € modelaram
o hipertexto como um grafo dirigido. Para distinguir essa abordagem do PMAPH convencional,
utilizaremos a sigla PMAPH,, para denotar que o problema envolve passeios.

No caso do mapeamento exato, os autores propuseram uma solu¢do com complexidade
polinomial de tempo, especificamente O(|V| + m - |A|) para o problema. Além disso, eles
estenderam essa solu¢do para o mapeamento aproximado, alcancando também uma solugao
polinomial de tempo, que é O(m(|V| -log |V| + |A])). Vale ressaltar que esses autores foram
os primeiros a identificar a assimetria de um mapeamento aproximado em um grafo quando se
consideram passeios (ver Sec¢ao 2.4). Considerando a assimetria identificada por Amir et al.,

percebe-se que o PMAPH,, admite trés variantes, sendo elas:

* variante 1 - PMAPH,, : permite mudangas no padrdo ao realizar o mapeamento do padrio

no grafo;

* variante 2 — PMAPH,,,: permite mudancas no grafo ao realizar o mapeamento do padrio

no grafo; e

* variante 3 —- PMAPH,,: permite mudangas no padrdo e no grafo ao realizar o mapeamento

do padrao no grafo.

Falando exclusivamente da variante 1, PMAPH,, , 0s autores resolveram esse problema utili-
zando a solu¢do polinomial mencionada no pardgrafo anterior para 0 mapeamento aproximado
com complexidade de tempo O(m(|V] - log |V| + | A|)) para mapear um padrdo s com |s| = m
em um hipertexto representado por um grafo dirigido G = (V, A). Em resumo, a abordagem
dos autores envolve a identificacdo de correspondéncias do padrao s em (5, seguida pela criagao
de um grafo GG’ com base nessas correspondéncias. Posteriormente, € realizada uma busca em
profundidade em GG’ para marcar os vértices alcangaveis e, por fim, verifica-se cada vértice em
(G para identificar correspondéncias adicionais com base nas conexdes no grafo.

Para as outras duas variantes, PMAPH,,, e PMAPH,,, Amir ef al. provaram que ambos 0s
problemas sdo NP-completos quando se consideram as distancias de Hamming e edi¢do para
um alfabeto de tamanho constante [Amir et al. (1997)].

Mais tarde, em seu artigo intitulado Improved Approximate Pattern Matching on Hyper-
text [Navarro (1998)], Navarro abordou a variante PMAPH,, previamente tratada por Amir et
al. e introduziu melhorias que resultaram em um algoritmo polinomial com complexidade de
tempo O(m(|V| + |A|)).

Os artigos citados anteriormente abordam a questao de mapear um padrao em um hipertexto,
no qual o hipertexto € representado por um grafo (que pode ser uma arvore, DAG, ou um grafo

dirigido). Esses trabalhos sdo fundamentais para 0 PROBLEMA DO MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS
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EM GRAFOS DE SEQUENCIAS — PMSG. Embora os estudos mencionados abordem o mapeamento
de um padrao em um hipertexto, neste contexto, podemos interpretar o padrdo mapeado como
uma sequéncia e o grafo usado para representar o hipertexto como um grafo de sequéncias.
Daqui em diante, apenas o termo sequéncia € utilizado para se referir a uma cadeia de caracteres.
Com base nessas consideragdes, o0 PMSG € definido aqui da seguinte forma (para a defini¢do de

mapeamento, consulte a Se¢do 2.4):

Problema 5. MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM GRAFOS DE SEQUENCIA — PMSG: Dados como

entrada uma sequéncia s e um grafo de sequéncia G, determinar um mapeamento de s em G.

Como o PMSG envolve a utilizag@o de passeios no mapeamento, as trés variantes identificadas

por Amir e al. também sdo aplicdveis a este contexto. O PMSG € modelado da seguinte maneira:

 variante 1 — PMSG,,: permite mudancas na sequéncia ao realizar o mapeamento da

sequéncia no grafo de sequéncia;

* variante 2 - PMSG,,: permite mudangas no grafo de sequéncia ao realizar o mapeamento

da sequéncia no grafo de sequéncia; e

* variante 3 - PMSG,,: permite mudancas na sequéncia e no grafo de sequéncia ao realizar

o mapeamento da sequéncia no grafo de sequéncia.

Um dos primeiros artigos a abordar a variante PMSG,,, , embora nao publicado, foi escrito por
Rautiainen e Marschall e intitula-se Aligning Sequences to General Graphs in O(|V|+m - |A])
Time [Rautiainen and Marschall (2017)]. Neste artigo, os autores propuseram um algoritmo
polinomial para mapear uma sequéncia s com |s| = m em um grafo de sequéncia simples
G = (V, A). O algoritmo possui uma complexidade de tempo O(|A|-m+ |V |-m-log(|A]-m))
e fornece como resultado o mapeamento realizado em G. Resumidamente, a solu¢io proposta
pelos autores envolve a constru¢do de um novo grafo GG’ a partir da sequéncia s e do grafo
GG. No processo de construcdo, o grafo GG € duplicado para cada caractere da sequéncia s,
e novos arcos sao inseridos entre os grafos duplicados em G’. A solugdo, entdo, consiste
principalmente em executar um algoritmo para determinar um caminho minimo p em GG, e esse
caminho p determina o passeio a ser percorrido no grafo de sequéncia G. Como esse algoritmo
estd diretamente relacionado a uma das solucdes apresentadas neste trabalho para grafos de
De Bruijn, serd discutido com maior profundidade na Se¢ao 3.1.2. Além disso, os autores
também apresentaram uma versao mais eficiente do algoritmo, com complexidade de tempo
O(|V| 4+ m - |A]), que fornece apenas a distdncia do mapeamento.

No artigo intitulado On the Complexity of Sequence to Graph Alignment [Jain et al. (2019)],
os autores Jain er al. conduziram um estudo sobre o PMSG, abordando as trés variantes
identificadas por Amir et al. Para a variante 1, PMSG,,, os autores propuseram uma modificagdo
do algoritmo previamente proposto por Rautiainen e Marschall. Essa modificagdo permitiu que
a solugdo excluisse o prefixo da sequéncia mapeada, o que ndo estava abrangido anteriormente

por esse cendrio, mantendo a complexidade de tempo em O(|V| + m - |A]).
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Baseando-se na prova dos autores Amir ef al., Jain et al. estabeleceram que, para grafos
de sequéncia que possuem um ou mais caracteres em seus vértices, bem como um alfabeto X
de tamanho || > 2, tanto a variante 2 quanto a variante 3 (PMSG,, € PMSG,,) sdo0 problemas
NP-completos, independentemente se considerarmos a distancia de Hamming ou a distincia de
edicdo. Adicionalmente, € relevante mencionar que os autores ressaltam que a prova deles ndo
aborda grafos de De Bruijn.

Um resumo de todos os trabalhos mencionados para mapeamento exato € mapeamento apro-
ximado com mudancas na sequéncia, abordados por cada um, juntamente com a complexidade
de tempo dos respectivos algoritmos, pode ser visualizado na Tabela 3.1. A tabela estd organi-
zada da esquerda para a direita, da seguinte maneira: ano de publicacdo, autores, tipo de grafo,
tipo de mapeamento, se € caminho ou passeio, tipo de distancia e a complexidade de tempo dos
algoritmos. Em relagdo as mudancas no grafo, de forma resumida, o problema é NP-completo,

conforme demonstrado por Amir et al. e Jain et al. [Amir et al. (1997); Jain et al. (2019)].

Exato/ (C)aminho/ | (H)ammin,

Ano | Autor(es) | Grafo | \ o imado | (P)asseio (E)digﬁog/ Tempo

1992 | Manber e Wu DAG Aproximado C E O(m -|Al+ R -log log m)
1993 Akutsu Arvore Exato C - (OI(\'A))

1995 | Park e Kim DAG Exato C - O(V |+ m -|A))
1997 | Amiretal. | Dirigido Exato P - O(V |+ m -|A))
1997 | Amir et al. Dirigido | Aproximado P H/E Om(|V |-log [V [+ |A])
1998 Navarro Dirigido | Aproximado P H/E O(m(|V [+ |A])
2017 Rﬁgﬁiﬁ‘l‘f Dirigido | Aproximado P H/E O(IV |+ m A])
2019 Jain et al. Dirigido | Aproximado P H/E O(V |+ m -|A])

Tabela 3.1: Tabela com os artigos fundamentais para o PMSG com mudancgas na sequéncia. A
tabela € composta por ano, autores, tipo de grafo, tipo de mapeamento, se o problema busca
um caminho e/ou passeio, a distancia utilizada e a complexidade de tempo de cada trabalho. O
comprimento da sequéncia é m, |V'| € a quantidade de vértices e |A| é a quantidade de arcos em
um grafo.

3.1.1 Exemplificando o Problema do Mapeamento de Sequén-
cias em Grafos de Sequéncia

Restringindo para grafo de sequéncia simples, 0 PROBLEMA DO MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS
EM GRAFOS DE SEQUENCIA — PMSG consiste em, dadas como entrada uma sequéncia s, de
comprimento m, e um grafo de sequéncia simples (7, encontrar um passeio p em G cuja sequéncia
induzida s’ seja a mais semelhante possivel a sequéncia s (dada uma medida de distancia). Por
exemplo, considere a sequéncia s =ATGCTAGA, o grafo GG apresentado na Figura 3.1, e os
seguintes passeios no grafo G: p; = vy, vy, Vg, U3, Us, Us, U7, Vg € P2 = V1, Vs, U3, Us, Ug, Uy, Vg, Ug
que induzem as sequéncias s; = ATCGTAGC e s = ACGTAGTC, respectivamente. Utilizando
a distdncia de Hamming, tem-se que dg(s,s1) = 3 e dy(s,s2) = 6. Nesse caso, s; é mais
semelhante a s em relacdo a sequéncia s,. O passeio p; portanto € uma possivel resposta para

o mapeamento. Observe que existem outros passeios no grafo, mas nenhum passeio induz uma
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sequéncia tal que as distancias de Hamming entre s e as sequéncias induzidas sejam menor que
3.

cC G T A
A
T C G

Figura 3.1: Exemplo de um grafo de sequéncia simples G.

3.1.2 Algoritmo RaMa

Como mencionado anteriormente, o PMSG admite trés variantes. A primeira variante,
PMSG,,, permite mudangas apenas na sequéncia. Para essa variante, a solu¢do polinomial
estudada por Rautiainen e Marschall [Rautiainen and Marschall (2017)] e Jain et al. [Jain et al.
(2019)] utiliza um grafo auxiliar, chamado de grafo de multicamadas GG’, e tem complexidade de
tempo O(|A|-m+|V|-m-log(|V'|-m)) para mapear uma sequéncia s em um grafo de sequéncia
simples (G, onde A e V' representam os conjuntos de arcos e vértices, respectivamente, e m € o
comprimento da sequéncia. Neste trabalho, nos referimos a esse algoritmo como o algoritmo
RaMa.

Dada uma sequéncia s de comprimento m e um grafo de sequéncia simples G = (V =
{v1,...,v,}, A), o grafo de multicamadas G’ = (V’, A’) é um grafo com custo nas arestas
obtido a partir do grafo de sequéncia simples G e da sequéncia s com custo ¢(e) € {0, 1} para
todo arco e € A’. Informalmente, o grafo G’ é composto por m camadas, onde cada camada
contém uma cépia do grafo GG, e hd arcos conectando as camadas 1 e i + 1 para 1 < ¢ < m.
Além disso, existem dois vértices, denotados como u e w, com arcos direcionados de u para
todos os vértices da primeira camada e arcos direcionados de todos os vértices da camada m
para w. Um exemplo de grafo de multicamadas € apresentado na Figura 3.2. Mais precisamente,
o conjunto de vértices V' é {(V U {wo}) x {1,2,...,m}} U{u,w} e o conjunto de arcos é
A'=SUTULUDUI no qual

1. 8 ={(u,(v;,1)) : 0<j <n}, com

1 sej=0;

c(s, (v;,1)) =
(s, (v5,1)) 0 caso contrdrio;

2. T={((vj,m),w):0<j<n}, com
c((vj,m), w) = 0;
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3. L={((v;,), (vn,i)) : 1 <i <mE (v;,v) € A}, com
c((vj, ), (vn, 8)) = 1

4. D ={((v;,i), (o, #")) 1 1<i<i' <mEuv;=v, Ei+1=i},com
c((vj,4), (vn, 1)) = 1

50 1= {((t3,i = 1), (ons ) (00,1 — 1), (v0,8))  h £ 0,1 < i <, (vy,v4) € Aouj =0},

com
2

c((vj,1 — 1), (vp, 1)) = vy, = s[i] e c((vg, i — 1), (vo, 7)) = 1.

0 vy, = sli] € igual a 1 se o caractere de vy, # sli], e O caso contrario. Os vértices u, w, (v, j)
sdo chamados de vértices source, target e dummy, respectivamente.

Uma vez construido o grafo de multicamadas, a solu¢do proposta por Rautiainen e Mars-
chall [Rautiainen and Marschall (2017)] para resolver o PMSG consiste em encontrar um menor
caminho de u até w em G’ usando o algoritmo de Dijkstra [Dijkstra (1959)], por exemplo. O
grafo de multicamadas contém uma cépia do grafo de sequéncia simples em cada camada e
possui arcos com custos, onde cada arco representa uma operacao de edi¢do: as arestas hori-
zontais representam a operacao de insercao, as verticais representam a operagdo de delecao, e
as diagonais representam a operacdo de substitui¢do. Com base nessas informagdes, encontrar
um caminho minimo de u até w consiste em percorrer todas as camadas e selecionar os arcos
que minimizam a distancia de edi¢do.

Uma vez que tenha sido determinado um caminho ¢ = s, (vj,i),..., (v,,m),w de u até
wparal < 5 < nel < i < m, podemos induzir um passeio p em G que gera uma
sequéncia s’ cuja distincia em relacdo a s é a menor possivel a partir do caminho c¢. Para
formar o passeio p em G, é necessdrio percorrer o caminho ¢ na ordem indicada e construir
o passeio p considerando os vértices vj,...,v,, de c. A Figura 3.2 mostra um exemplo de
mapeamento e do grafo de multicamadas obtido de uma sequéncia e um grafo de sequéncia
simples. Para esse mesmo exemplo, uma possivel solu¢cdo do PMSG determinado pelo algoritmo
RaMa € o passeio w = vy, Vs, U3, V4 NO grafo de sequéncia simples (G, induzido pelo caminho
p=u, (v, 1), (v2,2),(v3,2), (vg,3),vem G'. A sequéncia induzida por w é ACGT, com uma
distancia de edicdo 1 em relagdo a sequéncia s = ACT.

Rautiainen e Marschall propuseram uma versao mais eficiente do algoritmo, denominado
aqui de algoritmo RaMa,, que devolve apenas a distdncia do mapeamento. Esse algoritmo
possui complexidade de tempo O(|V| 4+ m - |A]), com A e V representando os conjuntos
de arcos e vértices do grafo, respectivamente, e m o comprimento da sequéncia. Dada uma
sequéncia s e um grafo de sequéncia simples (7, a ideia principal desse algoritmo € calcular
a distancia do mapeamento utilizando apenas duas camadas por vez. Em outras palavras, o
algoritmo constréi e processa as camadas t e 7+ 1 paras = 1,...,m — 1, apaga a camada ¢,

avanga para ¢ + 1 e repete o processo até finalizar.
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Grafo de sequéncia simples G I : \i I/}
G T

A C
Source

Grafo de multicamadas G’

5

. OO Do
3 S l RO
& Q
0 DO Do
Q =1
A =

N S
clcioicie

Target

Figura 3.2: Exemplo do mapeamento da sequéncia s =ACT no grafo de sequéncia simples G. O
grafo de multicamadas GG’ € construido com base na sequéncia s e no grafo de sequéncia simples
G. As arestas vermelhas, azuis e verdes sdo os custos de inser¢do, delecdo e substituicao,
respectivamente [Rautiainen and Marschall (2017); Jain et al. (2019)].

3.2 PMSB - Problema do Mapeamento de Sequén-
cias em Grafos de De Bruijn

Falando agora exclusivamente da tarefa de mapear sequéncias em grafos de De Bruijn,
um dos primeiros artigos que trata desse problema, considerando caminhos, intitula-se Read
Mapping on De Bruijn Graphs [Limasset et al. (2016)]. Nesse artigo, o problema foi descrito

da seguinte forma:

Problema 6. MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM GRAFOS DE DE BRULN — PMSRB: Dados como
entrada um conjunto S de sequéncias sobre um alfabeto Y., um inteiro k > 2, uma sequéncia
s € X* onde |s| > k, uma fungdo custo F' : 3 x ¥ — N e um limitante natural t, decidir se
existe um caminho no grafo de De Bruijn construido sobre S, composto por |s| — k + 1 vértices,

que induz a sequéncia s' = sy ... s, € Y, tal que Egl = F(s,s) <t

Esse problema foi provado ser NP-completo pelos autores do artigo que também propuseram
uma heuristica para ele chamada BGREAT (de Bruijn Graph Read mapping Tool).

Os autores Liu et al. também estudaram o PMSB no artigo intitulado deBGA: Read Alignment
With De Bruijn Graph-based Seed And Extension [Liu et al. (2016)] e desenvolveram uma heu-
ristica denominada deBGA (de Bruijn Graph-based Aligner). Heydari et al. também estudaram
0 PMSB no artigo intitulado BrownieAligner: Accurate Alignment of Illumina Sequencing Data
to De Bruijn Graphs [Liu et al. (2016)] e desenvolveram uma heuristica denominada Brownie-
Aligner [Heydari et al. (2018)] para ele. As heuristicas mencionadas estdo baseadas na técnica

seed-and-extend (semear-e-estender, em traducdo livre), que consiste em, para cada k-mer da
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sequéncia a ser mapeada, identificar a localiza¢do desse k-mer (seed) no grafo e para cada k-mer
semeado, estendé-lo (extend) em busca de um melhor caminho. Para uma sequéncia s € um
grafo (G, informalmente, entendemos como melhor caminho aquele que induz uma sequéncia s’
tal que a distancia entre s e s’ é a menor possivel.

Em resumo, considerando um grafo de De Bruijn GG e uma sequéncia s, essas heuristicas
diferem na maneira como utilizam as sementes e abordam a etapa de extensdo. Por exemplo,
o BGREAT, para ser eficiente, estende apenas um nimero limitado de sementes, procurando,
em cada extensdo, o melhor caminho que torna a sequéncia induzida por esse caminho mais
semelhante possivel a s. Por outro lado, o DeBGA utiliza de forma eficiente os chamados
“caminhos uUnicos” em (. Caminhos tnicos s3o aqueles que possuem uma tUnica aresta de
entrada e uma Unica aresta de saida em cada vértice, continuando até encontrar um vértice com
multiplas arestas de saida. Quando um caminho tnico € encontrado durante a extensao, auto-
maticamente todo o caminho € incorporado a extensdo, e consequentemente, toda a sequéncia
induzida por esse caminho tnico € incluida no mapeamento. Por fim, o BrownieAligner se
destaca por trabalhar tanto com sementes exatas quanto com sementes aproximadas, com uma
distincdo entre elas. As sementes aproximadas sdo identificadas com o auxilio da ferramenta
chamada essaMEM [Vyverman et al. (2013)].

Observe que 0 PMSB consiste em mapear uma sequéncia em um grafo especial, porém a tarefa
essencial ainda € mapear uma sequéncia em um grafo de sequéncia. Portanto, quando se trata
de passeios, as trés variantes identificadas por Amir et al. [Amir et al. (1997)] e mencionadas na

Secao 3.1 também se aplicam aos grafos de De Bruijn, e a formulacio do problema € a seguinte:

Problema 7. MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM GRAFOS DE DE BRUIIN PARA PASSEIO — PMSB,:
Dados como entrada uma sequéncia s e um grafo de De Bruijn Gy, determinar um mapeamento

de s em Gy,

Neste contexto, utilizamos PMSB,, com o objetivo de distinguir os passeios dos caminhos.

Além disso, empregamos o prefixo PMSB,, para denotar as trés variantes do problema, que sdo:

 variante 1 — PMSB,, : permite mudancas na sequéncia ao realizar o mapeamento da

sequéncia no grafo de De Bruijn;

* variante 2 —- PMSB,,: permite mudangas no grafo ao realizar o mapeamento da sequéncia

no grafo de De Bruijn; e

* variante 3—PMSB,,,: permite mudangas na sequéncia e no grafo ao realizar o mapeamento

da sequéncia no grafo de De Bruijn.

Recentemente, o PMSB,, foi abordado no artigo intitulado On the Hardness of Sequence
Alignment on De Bruijns Graphs [Gibney et al. (2022)]. Os autores Gibney et al. provaram
que o problema ¢ NP-completo (para um alfabeto de tamanho constante) quando as mudangas
ocorrem apenas no grafo de De Bruijn com £ > 4, considerando exclusivamente a operacao
de substituicio. E relevante relembrar que um grafo de De Bruijn pode induzir arcos com

base nos rétulos (k-mers) de seus vértices. No entanto, essa caracteristica ndo é utilizada no
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trabalho dos autores, que utilizam um grafo de sequéncia simples para representar o grafo de
De Bruijn. Na visualizacdo do grafo de De Bruijn como um grafo de sequéncia simples, os
k-mers sdo representados por passeios de comprimento k. Em outras palavras, cada passeio de
comprimento k£ induz um k-mer distinto. No trabalho dos autores, uma modificacdo realizada
no grafo ndo altera a estrutura (arcos) do grafo, o que torna o problema mais dificil. Nesse

artigo, os autores abordaram a seguinte versao de decisao do problema:

Problema 8. Dados como entrada um grafo de De Bruijn Gy, uma sequéncia s e um inteiro
0 > 0, determinar se existe um passeio p em Gy, tal que a distancia entre s a sequéncia induzida

s’ por p é zero com no mdximo § substitui¢oes no grafo.

Além disso, eles também provaram que ndo existe um algoritmo mais eficiente do que
O(]A] - m) para grafos de De Bruijn quando as mudangas acontecem apenas na sequéncia s,

sendo que m é o comprimento da sequéncia e |A| é a quantidade de arcos do grafo.

3.2.1 Exemplificando o Problema do Mapeamento de Sequén-
cias em Grafos de De Bruijn

O PROBLEMA DO MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM GRAFOS DE DE BRUIIN — PMSB consiste
em, dados como entrada uma sequéncia s, de comprimento m, e um grafo de De Bruijn de
ordem k, Gy, encontrar um passeio p em Gy cuja sequéncia induzida (por p) s’ seja a mais
semelhante possivel a sequéncia s (dada uma medida de distincia). Por exemplo, considere a
sequéncia s = GTTCTACG e o grafo (G5 apresentado na Figura 3.3 e os seguintes passeios no
grafo G's: p; = vy, vg, U3, Uy, Vg, U7 € Po = U1, Us, Vg, Vg, V10, U7 que induzem as sequéncias s; =
GTTCGGAC e sy = GTTGCGAC, respectivamente. Utilizando a distancia de Hamming, tem-se
que dy(s,s1) = 4edy(s,sy) = b, portanto, s; é mais semelhante & s em relacdo a sequéncia
s,. O passeio p; é de fato a resposta para o mapeamento. E vilido destacar que este trabalho
aborda o mapeamento de sequéncias em um grafo de sequéncia simples. Uma das abordagens
estudadas aqui consiste em converter o grafo de De Bruijn em um grafo de sequéncia simples,

seguido pela execucdo do algoritmo RaMa.

TTC TCG CGG

TGC GCG CGA

Figura 3.3: Exemplo de um grafo de De Bruijn Gf.

25



CAPITULO

4

Equivaléncia entre Grafos de De
Bruijn e Grafos de Sequéncia Simples

Nesta se¢do, discutimos a equivaléncia entre grafos de De Bruijn e grafos de sequéncia
simples, no sentido de que, para todo passeio p no grafo de De Bruijn, existe um passeio corres-
pondente no grafo de sequéncia simples que induz a mesma sequéncia que p. A representagao
do grafo de De Bruijn, especialmente como um grafo de sequéncia simples, € abordada de forma
abstrata em artigos tedricos, conforme discutido por Gibney et al. [ Gibney et al. (2022)]. Nesse
trabalho, os autores utilizam o grafo de De Bruijn atribuindo a cada vértice um caractere, e os
k-mers s@o gerados por passeios de comprimento k. Para aprofundar essa andlise, especial-
mente devido a sua relevancia para nosso trabalho, apresentamos um algoritmo ingénuo para
converter um grafo de De Bruijn GG em um grafo de sequéncia simples G. Demonstramos a
equivaléncia entre esses dois grafos, ou seja, mostramos que ambos induzem o mesmo conjunto
de sequéncias. Também apresentamos um segundo algoritmo que realiza a conversao de um
grafo de De Bruijn G em um grafo de sequéncia simples (¢, com a particularidade de que G

tem menos vértices em relacdo a conversio do algoritmo ingénuo, mas G nao é minimo.

4.1 Conversao de um grafo de De Bruijn em um grafo
de sequéncia simples

Considere que um grafo de De Bruijn, de ordem k, possui n vértices. Na Secdo 4.1.1,
apresentamos um algoritmo ingénuo para converter um grafo de De Bruijn em um grafo de
sequéncia simples com n - k£ vértices, denominado aqui de De Bruijn to Simple Sequence Graph
Tool (Algoritmo 1). Em seguida, demonstramos que as sequéncias induzidas no grafo de De

Bruijn também sdo induzidas no grafo de sequéncia simples. Na Secdo 4.1.2, introduzimos
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um algoritmo redutor de vértices para essa conversdo, com o objetivo de obter um grafo
de sequéncia simples com z vértices, onde n < x < n - k, que pode ter menos vértices do
que a conversdo ingénua. Essa solugcdo € descrita pelo algoritmo denominado aqui de De
Bruijn to smaller Simple Sequence Graph Tool (Algoritmo 4). Para essa conversdo, também
demonstramos que as sequéncias induzidas no grafo de De Bruijn sdo induzidas no grafo de

sequéncia simples.

4.1.1 Algoritmo ingénuo

A partir de um grafo de De Bruijn GGy, podemos transforma-lo em um grafo de sequéncia

simples GG com dois passos:

Passo 1. para cada vértice (k-mer) u em Gy, o primeiro passo consiste em dividi-lo em
outros k vértices v, ..., v,,, onde o rétulo de v, corresponde ao i-ésimo simbolo do

k-mer de u. Esses novos vértices constituem o conjunto de vértices de G.

Passo 2. o segundo passo envolve a inser¢do dos arcos em (G para conectar os vértices
desse grafo. De modo geral, para cada vértice u de G que foi dividido, inserimos os
arcos (Vu,, Vuy), (Vug, Vug )s - - - 5 (Vuy_y» U, ). Adicionalmente, para cada par de vértices
adjacentes u e u' em Gy, adicionamos um arco conectando o vértice v,, da divisao de u

ao vértice v, da divisdo de v em G.

Um exemplo de conversiao € mostrado na Figura 4.1, e o c6digo correspondente estd apre-
sentado no Algoritmo 1. No algoritmo, para facilitar a sua escrita, assumimos na linha 3 e 4,
onde os vértices do grafo de sequéncia simples sdo criados, que um vértice e seu simbolo sdao
equivalentes. Nas linhas 6 e 8, também fazemos a mesma suposicio para determinar os arcos. E
importante destacar que essa consideracao € estendida a prova do Teorema 1. Para determinar a
complexidade de tempo do Algoritmo 1 considere que |V'| = ne |A| = [, assim a complexidade
de tempo é O(n - (k +1)).

Teorema 1. Todas as sequéncias induzidas no grafo de De Bruijn Gy, também sdo induzidas no

grafo de sequéncia simples G.

Demonstragdo. Dado um grafo de De Bruijn G e o grafo de sequéncia simples G resul-

tante da conversdo, observe que GG contém todos os k-mers de G divididos e corretamente

conectados com arcos. Dado um passeio p = uq,...,u, em G}, existe um passeio gqp’ =
Vurys -+ > Vurpys Vungs Vg - - 3 Vune ©M QUE ¢ = Uyyys ooy Uy € D' = Vngps v -5 Uy, €M G,
assim
D = U, U, ..., Uy
Uiy s Uutps Ougps - - - 3 Vug,
= qr

podemos observar que ¢ = vy, ,,...,v,,, induz a mesma sequéncia que o vértice u;, e cada
caractere ¢ induzido de maneira equivalente em v,,, = us[k|, ..., v,,, = u,[k]. Portanto, p e
qp’ induzem as mesmas sequéncias. 0
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Grafo de De Bruijn Gk; ACA CAC CAA AAA

O=OFORO=

Grafo de sequéncia simples GG

OOLOOL
E-EHD OO

Figura 4.1: Exemplo da conversido de um grafo de De Bruijn GG, onde k = 3, para um grafo de
sequéncia simples G. Cada vértice u em Gy, € subdividido em k vértices, com arcos conectando
o primeiro vértice ao segundo, o segundo ao terceiro, € assim por diante, até que o vértice
k — 1 esteja conectado ao vértice k. Por exemplo, 0s arcos (vy,,, Vu,,) € (Vuyy, Vuyy) €m G
representam a subdivisdo para o k-mer ACA. Se um vértice u em G, possui vértices adjacentes
v/, entdo ha um arco entre o vértice k da subdivisdo resultante de u e o vértice que representa o
k-ésimo caractere de cada adjacéncia u’. Um exemplo € o arco do vértice v,,, para v,,, em G,
representando a adjacéncia do k-mer ACA para CAC em (. Além disso, essa regra se aplica
ao caso de lacos em Gy, no qual existe um arco do vértice £ da subdivisao resultante de u para
o vértice que representa o k-ésimo caractere da adjacéncia v/, e neste caso, é o vértice k da
subdivisdo resultante de u, como ilustrado pelo vértice v,,, em G para o k-mer AAA em Gy,.

Excesso de vértices

A conversao ingénua adotada pelo Algoritmo 1 resulta em um nimero excessivo de vértices.
Essa conversao cria k vértices para cada vértice original do grafo de De Bruijn. No entanto,
muitos desses vértices sdo redundantes e podem ser descartados. Para ilustrar esse problema,
considere a Figura 4.1, onde podemos observar que os vértices v,,, € v,,, poderiam ser descar-
tados. Isso ocorre porque os vértices v,,,, € vy, ja sdo capazes de induzir as mesmas sequéncias
que os vértices vy,, € v,,, induziriam. Portanto, a presenga desses vértices extras € desneces-
séria. Para exemplificar mais claramente o excesso de vértices, na Figura 4.2 apresentamos a

mesma conversao da Figura 4.1, destacando os vértices excedentes na cor roxa.

Dadas essa consideracdo, torna-se importante o desenvolvimento de um algoritmo que
converte um grafo de De Bruijn em um grafo de sequéncia simples com menos vértices. Os
passos para reduzir a quantidade de vértices sdo apresentados no algoritmo denominado De
Bruijn to smaller Simple Sequence Graph Tool (Algoritmo 4). A seguir, apresentamos os De
Bruijn to De Bruijn Equivalent Tool (Algoritmo 2) e De Bruijn to smaller simple sequence graph

tool (Algoritmo 3) que compdem o Algoritmo 4.
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Algoritmo 1: DE BRunN To SiMPLE SEQUENCE GrRAPH TooL
Entrada: um grafo de De Bruijn GG, e um inteiro k > 2.
Saida: um grafo de sequéncia simples G = (V, A).

1 V, A+ 0
2 para cada vértice u de Gy, faca

/% v, representa o primeiro caractere do k-mer do vértice u */
3 V—Vu{v,}
4 para: = 1l até k — 1 faca

/* Uy, representa o caractere kli +1] do k-mer do vértice u */

5 V VU {vy,, };
‘ A AU{ (v, 00}
7 para cada vértice adjacente u' de u em Gy faca
8 LA(—AU(UW,U%);

9 devolve G = (V, A)

Grafo de De Bruijn Gy, ACA CAA

(D) (s

Grafo de sequéncia simples G

C

olofer ¥ X
Y Yor Y Yoo

Figura 4.2: Exemplo da conversido de um grafo de De Bruijn GG, onde k = 3, para um grafo de
sequéncia simples . Neste exemplo, 0s VErtices roxos Uy, , Vusy, Vus, s Vugy s Vugy € Vuy, Podem
ser removidos para reduzir a quantidade de vértices de G.

4.1.2 Algoritmo redufor de vertices

Como vimos anteriormente, a partir de um grafo de De Bruijn GG, podemos transformé-lo
em um grafo de sequéncia simples G. Agora, vamos ver uma transformagfo para obter um
grafo G com menos vértices. Essa conversdo foi desenvolvida neste trabalho e referida como
DE BrunN To SMALLER SIMPLE SEQUENCE GRAPH TooL — BTGT e os passos sdo detalhados no
Algoritmo 4. Resumidamente, o BTGT consiste na transformacao de um grafo de De Bruijn Gy,
em um grafo de De Bruijn equivalente GG}, com o Algoritmo 2 e, em seguida, a conversdo de G,
em um grafo de sequéncia simples G com o Algoritmo 3. Essa sequéncia de passos garante a
preservacao das informagdes e resulta em um grafo de sequéncia simples GG que induz as mesmas
sequéncias que o grafo de De Bruijn GG;. Para tornar a escrita mais simples nos algoritmos e
na prova assumimos que um vértice e seus simbolos sdo equivalentes, como empregado na
Secao 4.1.1.
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Dados dois passeios p = vy, vs,...,0, € p' = Uy, us, ..., u, em um grafo de De Bruijn
G, definimos seqi(p) = vivslk] ... v,[k] € seq(p’) = wi[k]uslk] ... u,lk]. Dizemos que Gy
e (G}, sdo equivalentes, se para cada s € X*, existe um passeio p em Gy, tal que s = seq;(p)
se e somente se existe um passeio p’ em G, tal que s = seqo(p’). Entdo, definimos o seguinte

problema:
Problema 9. Dado Gy, encontrar um G}, tal que Gy, e G, sd@o equivalentes.

Dado grafo de De Bruijn G}, pode ser obtido com os seguintes passos:

* Seja (G}, uma copia de G, com todos os seus vértices e considere uma funcdo bijetora
b que relaciona os vértices correspondentes u de G, e v de G, (ou seja b(u) = v implica

que b(v) = u e o rétulo de v € igual ao rétulo de u);
* para cada vértice v em G, com grau de entrada ge(v) = 0 insira em G}, k — 1 vértices:
Uy, , com o rétulo x v[l, k — 1];
Uyy, com o rétulo x *xv[l, k —2];...;
Uy, com o r6tulo +*~1 v[1].

* 0s seguintes arcos serdo induzidos por esses novos vértices:

(ka—NUUk—Q)? st (UU27 le)v (va U),

onde x ¢ > e i > 1. Cabe observar que, a cada nova inser¢do dos k — 1 vértices seus
rétulos podem ja estar presente em (', portanto, ndo € necessario criar um novo vértice

para esses rotulos e realizar apenas a criagdo dos arcos necessdrios.

Um exemplo de um grafo de De Bruijn (G3 equivalente a um grafo de De Bruijn G5, com
seus arcos induzidos, € mostrado na Figura 4.3 e o cddigo correspondente € apresentado no
Algoritmo 2. A demonstracdo da prova de que os dois grafos de De Bruijn sdo equivalentes €

apresentada no Teorema 2.
Teorema 2. G e G sdo equivalentes.

Demonstragdo. Seja Gy, um grafo de De Bruijn cujos k-mers foram construidos sobre um
alfabeto . Seja G, = (V’, A’) um grafo construido a partir de G}, conforme o Algoritmo 2 e
com seus k-mers construidos sobre o alfabeto X' = ¥ U {x}. Sejaum passeiop = uy, ug, ..., u,
em G, que induz a sequéncia s. Por construgdo, todos os vértices em p também estdo presentes
em G).. Assim, seja ¢ = vy, s, ..., v, um passeio em (.. Dado que todos os vértices originais
de G, estdo presentes em (7). e um caminho de comprimento k — 1 foi adicionado em G, para
todos os vértices de grau de entrada zero, podemos afirmar que antes do vértice vy, existe um

passeio com pelo menos k£ — 1 vértices. Seja ¢ = v],...,v,_, em (), esse passeio tal que
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ACT CTG *AC ACT CTG
*xA

®@ 00 ©

ACG TTT ACG TTT
G A

Figura 4.3: Exemplo de conversdo de um grafo de De Bruijn G5 para um grafo de De Bruijn
equivalente G%. E importante notar que ge(v;) = 0 e ge(vs) = 0, 0 que resultou na criagdo dos
VErtices vy, , € v,,, . Além disso, ao inserir os vértices relacionados a v3, notamos que os vértices
com os mesmos rotulos ja existiam, levando-nos a reutilizar esses vértices. Observa-se que, para
toda sequéncia induzida s por um passeio p em G3, existe um passeio p’ em G4 tal que seq; (p)
=5 = seqx(p).
Algoritmo 2: DE BRunN To DE BRUN EQuivaLENT TooL
Entrada: um grafo de De Bruijn G, = (V, A) e um inteiro k > 2.
Saida: um grafo de De Bruijn equivalente GG, = (V’, A’) com os arcos induzidos
definidos em A’'.

V'« V;
A+ A;
parav € G, faca
se ge(’u) =0// grau de entrada igual a zero
entao
para jde k — 1 até 1 faca

kmer < *kijv[l,j]; // k-mer com k—j estrelas no prefixo

kmerqg < %9711, j + 1];

V'« V'U{kmer};

A" AU (kmer, kmerqq;);

o e NN BT AW N -

[
=]

1 devolve G, = (V' A)

existe o arco (v)_,,v1) € A’. Portanto temos o passeio v}, ..., U,_1,V1,. .., U, que induz uma

sequéncia ¢, logo

s =seqi(p) = wiuslk]. .. up_1[k]un,[K]
= oi[k]. oo [Ko[k] . oonlk] = seqe(p’) = &

Considerando que sempre utilizamos o ultimo caractere de cada k-mer de G}, na fung@o segs, 0
simbolo x ndo estd presente na indu¢do de nenhuma sequéncia, e portanto, afirmamos que é um
simbolo neutro. Dito isso, concluimos que todas as sequéncias induzidas no grafo GG}, também
sao induzidas no grafo G

Considere agoraum k& > 0 e n > k e um passeio p’ = vj,...,v,_v1,..., v, em G} e a

sequéncia s’ de p’. Logo temos o passeio p = uy . .. u, em Gy, e sua sequéncia s. Logo

s'=seq(p) = vilk].. v [kluilk] .. vk

= wyuslk] ... up_1[klu,[k] = seqi(p) = s
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portanto G, e (&}, sdo equivalentes. ]

O grafo de De Bruijn G, resultante da conversdo anterior pode ser facilmente convertido
em um grafo de sequéncia simples GG. Para essa conversdo podemos simplesmente considerar
o k-ésimo caractere de cada vértice de GG}, e obter o grafo de sequéncia simples. Um exemplo
dessa conversao € mostrado na Figura 4.4. Observe que o conjunto de vértices e arestas sao 0s
mesmos em G, e G. Dito isso, para um vértice v de GG, considere uma funcéo d(v) que devolve
o k-ésimo caractere do rétulo do vértice correspondente v em G}.. O cédigo correspondente
¢ apresentado no Algoritmo 3. A demonstragio da prova de que G}, e G induzem as mesmas

sequéncias € apresentada no Teorema 3.

*AC ACT CTG

@6/&
® ®

**A ACG TTT
G, G

Figura 4.4: Exemplo de conversdo de um grafo de De Bruijn G para um grafo de sequéncia
simples (G. Observe que essa conversdo mantém a estrutura do grafo e apaga, de cada rétulo dos
vértices, o prefixo de comprimento k£ — 1.

Algoritmo 3: DE BRunN EQUIVALENT TO SMALLER SIMPLE SEQUENCE GRAPH TooL
Entrada: um grafo de De Bruijn G, = (V, A) resultante do Algoritmo 2 e um inteiro
k> 2.
Saida: um grafo de sequéncia simples G = (V, A).
1 paracadav €V faca
2 L Remover o prefixo de comprimento £ — 1 de v;

3 devolve G = (V, A)

Teorema 3. Todas as sequéncias de comprimento > k induzidas no grafo de De Bruijn G|,

também sdo induzidas no grafo de sequéncia simples G.

Demonstragdo. Seja G, = (V', A") o grafo de De Bruijn construido a partir do Algoritmo 2.
SejaG = (V, A) o grafo de sequéncia simples construido a partir de GG, conforme o Algoritmo 3.
Seja um passeio p = vy, ve,...,v, em G, com n > k, que induz a sequéncia s = seqs(p).
Como G, e G possuem o mesmo conjunto de vértice e arcos, existe um passeio correspondente
p em G. Sejap = vy,vh,..., v, o passeio correspondente em G que induz a sequéncia

s =wvi[1]...v}[1], logo:

= d(vy)...d(vy)
= vi[1]... v [1] = ¢

32



portanto, as sequéncias possiveis de serem induzidas no grafo G}, também podem ser induzidas
no grafo GG. Esse resultado garante que € possivel converter um grafo de De Bruijn G, para um
grafo de sequéncia simples (=, com todas as sequéncias de comprimento > k induzidas no grafo

G sendo induzidas no grafo de sequéncia simples G. ]

As demonstragdes anteriores confirmam a equivaléncia entre um grafo de De Bruijn e um
grafo de sequéncia simples obtido através do Algoritmo 4. Nesse processo, todas as sequéncias
induzidas no grafo de De Bruijn também sdo induzidas no grafo de sequéncia simples resultante.
Além disso, o grafo de sequéncia simples gerado possui um ndmero menor de vértices em
comparacdo ao grafo de sequéncia simples gerado pelo Algoritmo 1, conforme descrito na
Secdo 4.1.1. Considerando um grafo de De Bruijn G com n vértices, o Algoritmo 1 divide
cada vértice em k outros vértices, resultando em um grafo de sequéncia simples com n - k
vértices. Como observado no algoritmo redutor de vértices apresentado na Secao 4.1.2, temos
que, para cada vértice com grau de entrada zero, o Algoritmo 4 adiciona k£ — 1 novos vértices.
Isso resulta em um grafo de sequéncia simples com um total de O(n - (k — 1) + n) vértices. Por
outro lado, um grafo de De Bruijn construido a partir de todos os k-mers para um determinado
valor de k£ ndo possui vértices com grau de entrada zero. Por essa razdo, a conversdao pode
resultar em um grafo com €)(n) vértices. A quantidade x de vértices resultantes obtido pelo

Algoritmo 4 estd no intervalon <z < n - k.

Algoritmo 4: DE BRunN To SMALLER SIMPLE SEQUENCE GRAPH TooL — BTGT
Entrada: um grafo de De Bruijn G, = (V, A) e um inteiro k > 2.
Saida: um grafo de sequéncia simples G.
1 G; +ALGORIT™MO 2((G), k); // Construir grafo De Bruijn equivalente
2 G < Arcorit™o 3(G), k); // converter G} para grafo de sequéncia simples
3 devolve G

Para determinar a complexidade de tempo do Algoritmo 4 considere que |V | = n, assim a
complexidade de tempo é O(n - k) para o Algoritmo 2 e O(n - k) para o Algoritmo 3, portanto
a complexidade do Algoritmo 4 éO(n - k) +O(n-k)=0(2-n-k)=0(n-k).

Grafo de De Bruijn sem vértices com grau de entrada zero

Um grafo de De Bruijn G pode ndo possuir vértices com grau de entrada zero, ou seja,
todos os vértices t€ém pelo menos um arco de entrada. Nesse caso, a conversdo redutora cria
uma cépia do grafo de De Bruijn G, resultando no grafo GG, sem adicionar novos vértices.
Pelo Teorema 2, os grafos sao equivalentes (as sequéncias induzidas no grafo GG} também sdo
induzidas no grafo G). O segundo passo converte GG}, em um grafo de sequéncia simples G,
considerando apenas o k-ésimo caractere de ;.. De acordo com o Teorema 3, as sequéncias
induzidas no grafo G, também sdo induzidas no grafo G. Para exemplificar como o grafo de
sequéncia simples G se configura quando nao ha vértices com grau de entrada zero no grafo de

De Bruijn, a Figura 4.5 apresenta a conversdo do grafo de De Bruijn mostrado na Imagem 4.2.
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Grafo de De Bruijn Gk ACA CAC CAA AAA

O=0OBORO=

Grafo de sequéncia simples G A C A A

OSOFORO=

Figura 4.5: Exemplo da conversdo de um grafo de De Bruijn G, (sem vértices com grau de
entrada zero), onde k = 3, para um grafo de sequéncia simples GG. Neste exemplo, nenhum novo

vértice € inserido, e os vértices tém seus rétulos alterados considerando o k-ésimo caractere de
cada k-mer.

Teste para validar a quantidade de vértices nos grafos

Para validar as implementagdes, testes com a quantidade de vértices obtidos no grafo de
sequéncia simples G tanto pela conversao ingénua quanto pela conversao redutora sdo mostrados
na Tabela 4.1 para k = 3,4,5 e 10. Observa-se que a conversdo redutora gerou um grafo de

sequéncia simples com um nimero menor de vértices em comparagdo a conversao ingénua.

Conversao Ingénua | Conversao Redutora
k | Gy G G | G, G
3| 36 108 36 | 36 36
4 1 61 244 61 | 61 61
5| 82 410 82 | 86 86
10 | 122 1220 122 | 139 139

Tabela 4.1: Comparagdo prética da quantidade de vértices: conversdo ingénua vs. redutora.

O grafo de sequéncia simples obtido através do Algoritmo 4 ndo é minimo

A conversao realizada pelo Algoritmo 4 pode gerar um grafo com um nimero inferior de
vértices em comparacao com a abordagem ingé€nua adotada pelo Algoritmo 1. No entanto, é
importante notar que essa reducdo ndo garante a minimiza¢do do nimero total de vértices no
grafo resultante.

Para ilustrar essa diferencga, apresentamos um exemplo do grafo de sequéncia simples G
obtido pelo Algoritmo 4, seguido por um contraexemplo que demonstra a possibilidade de
diminuir a quantidade de vértices em (, evidenciando assim que GG ndo € um grafo minimo em
termos de niimero de vértices.

As Figuras 4.6 e 4.7 apresentam os passos do Algoritmo 4 para converter o grafo de De
Bruijn em um grafo de sequéncia simples. Na Figura 4.8, ilustramos um exemplo em que €
possivel obter um grafo com menos vértices. Nesse cendrio especifico, torna-se evidente que
ambos os grafos de sequéncia simples GG e T" na Figura 4.8 induzem as mesmas sequéncias,
confirmando que G ndo € minimo. No contraexemplo fornecido, os vértices v,,, v3, € v4 podem
ser removidos, uma vez que os vértices v,,,, U1, € vz jd representam os rétulos de cada vértice,

respectivamente. Dessa forma, o grafo 7' continua a induzir as mesmas sequéncias que o grafo
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G. E fécil notar que todos os k-mers de G5 (ACT, CTA, TAC, AGT e GTA) sdo induzidos por
CTA
GTA

Figura 4.6: Exemplo de conversdao de um grafo de De Bruijn GG3 para um grafo de De Bruijn
equivalente G%.

A C T A
:m :x::)c
AGT A G T A

G

caminhos tanto por G quanto por 7.

**xA *AC

ACT CTA
® ©® @ @
AGT GTA *xA *AG

Gy Gg

Figura 4.7: Exemplo de conversdo de um grafo de De Bruijn G para um grafo de sequéncia
simples GG. Observe que essa conversao mantém a estrutura do grafo e apaga, de cada rétulo dos
vértices, o prefixo de comprimento £ — 1.

A C T A
:m
A G T A

G T

Figura 4.8: Exemplo de um grafo de sequéncia simples G obtido pelo Algoritmo 4. E importante
observar que (G ndao ¢ minimo. A direita, apresentamos um grafo de sequéncia simples 7" que
contém menos vértices e, a0 mesmo tempo, induz as mesmas sequéncias que G.



CAPITULO

O

Abordagens para o Problema do
Mapeamento de Seguéncias em
Grafos de De Bruijn com Mudancas
Na Sequéncia

Nesta se¢do, apresentamos uma adaptacdo baseada no algoritmo RaMa [Rautiainen and
Marschall (2017)], que permite executar o mapeamento em grafos de De Bruijn com mudangas
apenas na sequéncia. Adicionalmente, introduzimos uma heuristica para 0 mesmo problema
baseada no mesmo algoritmo RaMa, assim como duas outras heuristicas que utilizam a técnica

seed-and-extend.

5.1 Algoritmo para mapear uma sequéncia em um
grafo de De Bruijn

O algoritmo proposto para o PMSB,,, apresentado neste contexto, segue a mesma logica do
algoritmo RaMa. No entanto, incorpora um passo adicional de pré-processamento que converte
o grafo de De Bruijn GG, em um grafo de sequéncia simples G. Dado o grafo de sequéncia
simples G resultante da conversdo detalhada na Secdo 4.1, a solu¢do para o PMSB,, pode entio
ser obtida executando o algoritmo RaMa para encontrar o0 mapeamento ou o algoritmo RaMay
para calcular apenas a distancia do mapeamento. Ambas as versdes foram desenvolvidas e sdo

referidas como DE BRUIN SEQUENCE MAPPING TooL — BSMT (ou BSMTy).
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5.1.1

Algoritmo para o mapeamento

Os passos para mapear uma sequéncia em um grafo de De Bruijn estdo detalhados no

Algoritmo 5 denominado neste trabalho DE BRunN SEQUENCE MAPPING TooL — BSMT. Dado

um grafo de De Bruijn G, = (V, A) e uma sequéncia s, 0 BSMT consiste em converter o grafo

de De Bruijn em um grafo de sequéncia simples G = (V' A’). Logo em seguida, constréi-se o

grafo de multicamadas G’ a partir de G ¢ s, e entdo executa-se 0 Algoritmo RaMa com G/ como

entrada. O Algoritmo RaMa devolve um caminho ¢ = (v;, 1), (v, 2),. .., (v;, |s|) no grafo de

multicamadas G’, onde v; € V’. Através do caminho ¢, podemos obter o passeio p em G, e

consequentemente um passeio p’ em Gy, onde p e p’ induzem a mesma sequéncia s’ e a distancia

de edi¢ao entre s e s’ é minima.

Algoritmo 5: DE BRuuN SEQUENCE MAPPING TooL — BSMT

Entrada: um grafo de De Bruijn G, = (V, A) e uma sequéncia s.
Saida: um passeio p’ em Gy, tal que a distancia de edi¢do entre a sequéncia induzida s’

por p' e s é minima.

1 C?é—ﬁBTGT(Ch);// Converter (G em um grafo de sequéncia simples
2 (G’ < CONSTRUIR O GRAFO DE MULTICAMADAS A PARTIR DE (G E s;

3 ¢ < EXECUTAR 0 ALGORITMO RaMa EM G;

4 p' < OBTER Passeio(Gy, G, ¢);

5 devolve p/

Algoritmo 6: OBTER PAsSEIO

W N

[V I N

Entrada: um grafo de De Bruijn G, = (V, A), o grafo de sequéncia simples

G = (V' A’) obtido a partir de G, e um caminho ¢ onde cada vértice é no
formato (v;, j) comv; € V.

Saida: um passeio p’ em G}, construido a partir do caminho c.
p <0
para (v;,j) € cfaca

D 4= V;,p; // Esses vértices formam um passeio em G

p 0
para v; € p faca

/% E necessdrio uma estrutura auxiliar que associe cada vértice de G
ao seu vértice original em (G, indicando qual k-mer o vértice v;
representa em Gy */

u < vértice em (G, referente a v;;

se u ndo estd presente em p' entao

trplé—-u,pﬁ // Esses vértices formam um passeio em Gy

devolve p’

Para determinar a complexidade de tempo do Algoritmo 5 considere uma sequéncia s de

comprimento m, um grafo de De Bruijn G, = (V, A) com |V| = n, o grafo de sequéncia simples
G = (V' A’) obtido de Gy, com |V| = n' e |A'| = [, e o grafo de multicamadas G’ obtido a

partir de s e G. Assim, a complexidade de tempo para construir o grafo de sequéncia simples é

37



O(n - k) na linha 1. Na linha 2, a construcéo do grafo de multicamadas tem uma complexidade
de tempo O(m - (n’ +1)). A execugdo do Algoritmo RaMa na linha 3 para obter o caminho
c em G’ tem uma complexidade de tempo O(m - (I +n’ - log(l + m))). Finalmente, para o
Algoritmo 6, na linha 4, obter o passeio p’ em G, a partir do caminho ¢ tem complexidade de

tempo O(2 - n’) = O(n’). Portanto, a complexidade de tempo total € dada por

= On-k)+O0(m-(n+1))+O0(m-(+n"-log(l+m)))+O(n)
= On-k+m-(n'+0)+m-({+n"-log(l+m))+n');

O principal problema do BSMT reside na criagdo do grafo multicamadas G’. Em situagdes
praticas, um grafo de De Bruijn pode conter milhares de k-mers. Por exemplo, com k = 32,
existiriam | 2|32 k-mers possiveis, onde |Y| representa o tamanho do alfabeto, e as sequéncias
mapeadas costumam ter comprimentos superiores a 10.000 caracteres. Ao construir o grafo
multicamadas, € necessdrio criar uma copia do grafo de De Bruijn convertido em um grafo de
sequéncia simples para cada caractere na sequéncia s. No entanto, o armazenamento de um
numero tao grande de grafos torna-se impraticavel. Por essa razdo, a utilizag¢ao de heuristicas que
utilizem um grafo multicamadas menor € crucial e pode viabilizar o mapeamento em cendrios

do mundo real.

5.1.2 Algoritmo para calcular apenas a distancia do mapea-
mento

Os passos para calcular a distancia de mapear uma sequéncia em um grafo de De Bruijn estio
detalhados no Algoritmo 7 denominado neste trabalho como DE BRUIN SEQUENCE MAPPING
TOOLy;stance — BSMT 4. Dado um grafo de De Bruijn G, = (V, A) e uma sequéncia S, 0 BSMT,
consiste em converter o grafo de De Bruijn em um grafo de sequéncia simples G = (V' A’), e

entdo executa-se o Algoritmo RaMa, para o obter a apenas distancia de mapear s em Gj.

Algoritmo 7: DE BRUIJN SEQUENCE MAPPING TOOL y;514ncc — BSMTy

Entrada: um grafo de De Bruijn G, = (V, A) e uma sequéncia s.
Saida: a distancia d de um passeio p em G, tal que a distancia de edicdo entre a
sequéncia induzida s’ por p e s € minima.
1 G < BTGT(Gy)
2 d < EXECUTAR 0 ALGORITMO RaMa, EM G
3 devolve d

Para determinar a complexidade de tempo do Algoritmo 7 considere uma sequéncia s de
comprimento m, um grafo de De Bruijn G, = (V, A) com |V| = n e o grafo de sequéncia
simples G = (V’, A’) obtido de G, com |V'| = n’ e |A'| = [. Assim a complexidade de tempo
para construir o grafo de sequéncia simples € O(n - k) na linha 1 e a complexidade de tempo
para executar o algoritmo RaMay na linha 3 é O(|n’| +m - [). Portanto, a complexidade de
tempo total é dada por O(n - k) + O(|n'| + m - 1) = O(n-k+|n/| +m-1) = O(|n'| + m - 1).
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O BSMTy, ao contrdrio do BSMT, possui a capacidade de lidar com casos do mundo real,
pois a ferramenta ndo exige o armazenamento completo do grafo multicamadas na memdria.
Entretanto, o principal desafio reside na necessidade de atualizar todos os arcos ao construir uma
nova camada do grafo multicamadas, o que se torna um gargalo em termos de tempo. Portanto,

heuristicas que visem reduzir o tempo de execucao do BSMT,; também sdo altamente desejaveis.

5.2 Heuristicas para o problema do mapeamento de
sequéncias em grafos de De Bruijn

5.2.1 Heuristica 1

A ideia abordada nesta se¢ao tem como objetivo uma melhoria direta nas solu¢des do BSMT
€ BSMTy.

Heuiristica para o pPMSB,, em busca do mapeamento

Dada uma sequéncia s e um grafo de De Bruijn G, a ideia da nossa primeira heuristica
para o PMSB,,, chamada aqui de DE BRUNN SEQUENCE MAPPING TooLj,; — BSMT},;, € ancorar
alguns k-mers da sequéncia s no grafo e usar o BSMT para mapear apenas as subcadeias de s
que ndo puderam ser ancoradas. Em maiores detalhes, o primeiro passo do BSMT},; € procurar
por todos os k-mers em s que estdo presentes em G, € a esses k-mers chamamos de sementes
(seed em inglés). Note que, apds essa etapa, podemos ter varias subcadeias de s formadas
por k-mers da sequéncia que ndo estdo em (%, que chamamos de gaps. Para cada uma desses
gaps delimitados por duas sementes, a heuristica usa o BSMT para encontrar um caminho que,
partindo da semente imediatamente a esquerda do gap e terminando na semente imediatamente
a direita do gap, preencha-a da melhor maneira possivel.

As Figuras 5.1 e 5.2 ilustram um exemplo dos passos realizados pelo BSMTj,;. No primeiro
passo (Figura 5.1), sdo identificadas todas as sementes, enquanto no segundo passo (Figura5.2), o
BSMT é executado para encontrar os melhores passeios entre duas sementes. As linhas onduladas
representam os passeios (encontrados com o algoritmo BSMT) que preenchem melhor cada gap
(partindo da primeira semente e terminando na segunda semente). Os passos do BSMTy; sdo
detalhados na Heuristica 1. O ENCONTRA SEMENTES, descrito no Pseudocddigo 1, devolve uma
sequéncia de sementes .4, e para cada par de sementes consecutivas a, a’ € A com um gap entre
elas, 0 BSMT,; utiliza o BSMT para encontrar o melhor passeio de a até a'.

A utilizacdo do grafo de De Bruijn completo durante a execu¢do do BSMT (linha 5 no
BSMTp;) € computacionalmente custosa. Com o objetivo de reduzir o consumo de memoria
por parte dessa heuristica, 0 BSMT},; considera apenas um subconjunto de V' (G},) na busca pelo
melhor passeio entre duas sementes consecutivas: considerando que o gap possui tamanho /V,
apenas os vértices que estdo a uma distancia de 0.5 - N em termos de seus arcos, a partir dos
vértices de origem e destino, sdo considerados. Levando em conta essa restri¢do, a heuristica é

capaz de processar instancias maiores, mas o passeio resultante pode ndo ser capaz de cobrir a
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Passo 1 — encontrar sementes Passo 2 — encontrar passeios

grafo de De Bruijn Gy, grafo de De Bruijn Gy,

Sequéncia s Sequéncia s

ay 4 ay P2

—m = ik >

Figura 5.1: Primeiro passo — cada quadrado € Figura 5.2: Segundo passo — As linhas ondu-
uma semente encontrada em Gy, e os circulos ladas entre duas sementes sdo os melhores pas-
sdo outros k-mers que nao sdo sementes. seios encontrado com 0 BSMT.

Heuristica 1: De Bruijn Mapping Tool,; —-BSMTj;
Entrada: uma sequéncia s e um grafo de De Bruijn Gj.
Saida: um bom passeio p que cobre a sequéncia s.

1 A < ENCONTRA SEMENTES(GY, s, k);

2 Ptemps Poest — (Z);
3 para cada par de sementes consecutivas a,a’ em A com um gap entre elas faca

4 g < subcadeia de s de a até a’; // Contendo as duas sementes a e d
5 p < BSMT(Gg,q); // Comegcando da semente a e terminando em a’
6 se p é encontrado entao Dicpnp, <— DiemppP; // Concatenar os passeios

7 se p ndo é encontrado entao

8 se len(piemyp) > len(pyes:) entdo

9 L DPbest < Ptemp;

10 ptemp < Q;

11 devolve pye:

Pseudocddigo 1: ENCONTRA SEMENTES
Entrada: uma sequéncia s, um grafo de De Bruijn G e um inteiro k& > 2
Saida: uma sequéncia de sementes (k-mers que estdo em s e G) A.

1 A<+ 0;

2 parai = laté |s| — (k — 1) faca
3 q < sli i+ kl;

4 se ¢ € G entao A+ A, q;
5 devolve A
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sequéncia inteira, ja que o BSMT pode ndo encontrar um passeio a partir dos vértices de origem e
destino. Nesse caso, consideramos como resposta final o0 mapeamento mais longo (linhas 6-10
no BSMTp1).

A principal vantagem do BSMT},; em relagdo ao BSMT € a quantidade de memoria utilizada
e o tempo de processamento. Para o BSMT, precisamos construir um grafo de multicamadas
considerando a sequéncia completa e o grafo de De Bruijn completo, enquanto para 0 BSMTp;
construimos o grafo de multicamadas para a subcadeia dos gaps e consideramos apenas um
subgrafo de Gy. Para o BSMT},;1, dado que |s| = m, podemos encontrar as sementes em tempo
O(k) e leva-se tempo O(m - k) (o que significa encontrar todas as sementes de s). Dado que
foram encontradas N sementes de comprimento m’ < |s| = m e temos a complexidade de tempo
O +1)+m’-(I+n'-log(l+m’)) +n')) para executar o BSMT (ver Secdo 5.1.1) para cada gap,
a complexidade de tempo da heuristicaé O(N - (m/ - (n' +1) +m/- (I +n'-log(l+m')) +n')).

Heuristica para o PMSB,, em busca da distancia do mapeamento

Também desenvolvemos o DE BRUNIN SEQUENCE MAPPING TooLy;, — BSMT},;, usando a
mesma ideia do BSMTy;. O BSMTy,;, ancora alguns k-mers da sequéncia s no grafo e utiliza o
BSMT, para encontrar a distancia do melhor caminho. Em mais detalhes, o primeiro passo do
BSMT},;, € procurar todas as sementes (k-mers) em s que estdo presentes em (. Note que, apds
essa etapa, também podemos ter varios gaps. Para cada um desses gaps delimitados por duas
sementes, a heuristica utiliza o BSMT, para encontrar a distancia do melhor passeio, comeg¢ando
na semente imediatamente a esquerda do gap e terminando na semente imediatamente a direita
do gap. Aqui, 0 BSMT},;, também considera apenas um subconjunto de V' (G,) na busca pela
distancia do melhor caminho entre duas sementes consecutivas e considera como resposta final a
distancia do mapeamento mais longo. O BSMT,; € capaz de processar entradas grandes, mas leva
muito tempo para ser executado, e a principal vantagem do BSMT},;, em relagdo ao BSMT; estd
no tempo de execugdo, pois executamos o BSMT,; apenas para os gaps, o que € vantajoso. Para
0 BSMT},,, dado que |s| = m podemos encontrar as sementes em tempo O(k) e leva O(m - k)
para encontrar todas as sementes. Dado que foram encontradas N sementes de comprimento
m’ < |s| = m e temos a complexidade de tempo O(n’ + m' - [) para executar o BSMT, (ver

Se¢do 5.1.2) para cada gap, a complexidade de tempo da heuristica é O(N - ((n' +m/’ - 1))).

Utilizando o Bifrost nas heuristicas BSMTy,; € BSMTh,

Para melhorar o desempenho do BSMTy; € BSMT},;,, desenvolvemos duas versoes chamadas
BSMTp1, € BSMTpy,, para 0 BSMTp € BSMTyq,, respectivamente. Nessas novas versoes,
construimos os grafos de De Bruijn com o Bifrost — uma ferramenta que permite construir
grafos de De Bruijn de forma eficiente e executar algoritmos como a Busca em Largura e o
algoritmo de Dijkstra nesses grafos [Holley and Melsted (2020)]. Um ponto relevante ao usar o
Bifrost no BSMTj;, € no BSMTy,;,, € que o Bifrost possui seu proprio método eficiente de criagdo
do grafo de De Bruijn e uma interpretacio propria dos k-mers. Em relacdo a interpretagao dos

k-mers, o Bifrost considera como semente tanto o k-mer na ordem original quanto o seu
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complemento reverso. Por exemplo, para as bases de DNA A, C, G e T, o complemento da base
A € T (e vice-versa), e o complemento da base C é G (e vice-versa), entdo o complemento de
ACGTT € TGCAA, e o complemento reverso ¢ AACGT. Para o Bifrost, tanto a ordem original
quanto o complemento reverso sdo considerados sementes. Em geral, a quantidade de sementes

entre nossas ferramentas com e sem o Bifrost pode variar, o que impacta o resultado final

5.2.2 Heuristica 2

A abordagem apresentada nesta secao visa explorar uma alternativa ao mapeamento proposto
na Heuristica 1. Para essa heuristica chamamos de DE BRUIN SEQUENCE MAPPING TooLy —
BSMTpe. No entanto, o mapeamento de uma sequéncia s em um grafo de De Bruijn Gy é
realizado utilizando a estratégia seed-and-extend.

Dados um grafo de De Bruijn GG}, e uma sequéncia s, 0 BSMT},, consiste nos seguintes passos:
1. Encontrar todas as sementes de comprimento k;

2. Tentar estender todas as sementes para a direita, comparando os caracteres subsequentes
com os caracteres percorridos por um passeio no grafo de De Bruijn a partir do vértice

semente até que uma diferenca seja encontrada;
3. Devolver o passeio mais longo.

Para permitir substitui¢cdes na sequéncia s, para cada semente a ser estendida, alteramos seu
ultimo caractere considerando todos os caracteres do alfabeto > do grafo e, com isso, encontrar
um passeio melhor no grafo comegando em um novo vértice semente modificado. Se durante a
extensdo a partir de uma semente chegarmos a outra semente, continuamos a extensao a partir
dele e essa nova semente passa a fazer parte da solugdo. Levando em conta a possibilidade
de nao atingir uma semente destino, o que permite a existéncia de varios passeios desconexos,
isto €, cada semente pode ter um passeio comegando a partir dela e ndo alcangando nenhuma
semente destino durante o processo de extensdo. Nesse caso, consideramos como resposta final
0 mapeamento mais longo.

A Figura 5.3 e 5.4 mostram um exemplo de como o BSMTy, prossegue. No primeiro
passo (Figura 5.3) determinamos todas as sementes e no segundo e terceiro passo (Figura 5.4)
determinamos, com a extensao, o melhor passeio entre duas sementes e o devolvemos. As linhas
onduladas sdo os passeios, e o caminho verde € o melhor passeio encontrado (comecando no
novo vértice semente modificado e terminando na segunda semente). Os passos do BSMTj, sao
detalhados na Heuristica 2. O ENCONTRA SEMENTES, descrito no Pseudocddigo 1, devolve uma
sequéncia de sementes G e o ESTENDE, descrito no Pseudocédigo 2, devolve um passeio p no
grafo de De Bruijn referente a extensao feita a partir de uma determinada semente.

Para 0 BSMT,5, dado que |s| = m podemos encontrar as sementes em tempo O(k) e gasta-se
tempo O(m - k) para encontrar todas as sementes. Dadas /N sementes encontradas, um alfabeto
|X| = M e |A| = [ aquantidade de arcos no grafo de De Bruijn, a complexidade de tempo desta

heuristica € O(N - (M - 1)) para estender todas as sementes.
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Passo 2 e 3 — estender e devolver a maior extensao, respectivamente
grafo de De Bruijn G,

Passo 1 — encontrar sementes (sementes)
grafo de De Bruijn Gy,

Sequéncia s
GTAGAATTG

Figura 5.4: Passo 2 —estender alterando o dltimo
caractere. Neste exemplo, € preferivel mudar o
caractere C para G em s e estender a partir do
novo k-mer TAG. Em seguida, alteramos G para

Sequéncia s

TACGAGAATTG T e estendemos a partir do novo k-mer TAT, ndo

- temos mais altera¢des porque os demais k-mers
Figura 5.3: Passo 1 — quadrados roxos sdo se- sdo sementes. Passo 3 — devolver a melhor
mentes encontradas em (. extensao.

Heuristica 2: De Bruijn Mapping Tool,s —BSMTp,
Entrada: sequéncia s, grafo de De Bruijn GG;, e um alfabeto X..
Saida: um bom passeio p que cobre a sequéncia s.

1 A < ENcoNTRA SEMENTES(GY, S, k);

2 Dbesty Ptemp — (2)7

3 para cada par de sementes consecutivas a,a’ em A com um gap entre elas faca

4 alcancer < Falso;

5 para cada caractere c € 3. faca

6 g < subcadeia de sde a até a’; // Contendo as duas sementes a e d
7 q[k;] <—¢; // Modificando o caractere k de ¢ associada a semente a
8 p < ESTENDE(Gk,q); // Estende um passeio para alcangar d

9 se a’ estd em p entao

10 alcancei < Verdadeiro // « foi alcancado

11 Ptemp < DtempP; // p faz parte da solugéo

12 break;

13 sendo se len(p) > len(piem,) entdo

14 | Premp < D;

15 se alcancei = Falso E len(piemp) > len(pyes) entio

16 L Poest s Ptemp — Ptemp @,

17 se len(pierp) > len(ppest); entao devolve pi.,,,,
18 devolve py.q:
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Pseudocddigo 2: ESTENDE
Entrada: uma sequéncia s, um grafo de De Bruijn G e um inteiro k& > 2
Saida: um passeio p em Gy, tal que a distincia entre a sequéncia induzida s’ por p e s é no

maximo 1.
1 p <+ 0
2 existe < Verdadeiro;
30+ 1;
4 enquanto existe = Verdadeiro E i < |s| — (k — 1) faca
5 q < s[i,i+ kl;
6 seq € Grentdop < p,q; // Verificando se o k-mer estéd presente em G
7 senao
8 L existe <— Falso; // Uma difereng¢a encontrada
9 141+ 1;

10 devolve p // p contém todos os k-mers até uma diferenca encontrada

5.2.3 Heuristica 3

Para melhorar a cobertura do BSMT;2, desenvolvemos uma nova heuristica que permite
substituicdo e exclusdo na sequéncia mapeada, chamada de BSMT3, que consiste nos seguintes

passos:

1. Encontrar todas as sementes de comprimento k;

2. Tentar estender todas as sementes para a direita, comparando os caracteres subsequentes
com os caracteres percorridos por um passeio no grafo de De Bruijn a partir do vértice

semente até que uma diferenca seja encontrada;

3. Se a partir de uma semente a nao alcancamos nenhuma outra semente, vamos remover
na sequéncia s os k — 1 caracteres referente ao sufixo da semente a e realizar uma nova

extensao;

4. Devolver o passeio mais longo.

Resumidamente, se durante a etapa de extensdo ndo conseguirmos estender para nenhum
passeio, removemos k — 1 caracteres do sufixo da semente e repetimos o processo de extensao.
Para o BSMT}3, dado que |s| = m, podemos encontrar as sementes em tempo O(k) e leva
O(m - k) para encontrar todas as sementes. Dadas N sementes encontradas, um alfabeto
|X| = M e |A| = [ a quantidade de arcos no grafo de De Bruijn, a complexidade de tempo é
O(N - (M - (m — (k —1)) - 1)) para estender todas as sementes, onde m — (k — 1) é o niimero
de exclusdes em s.

No Capitulo 7, apresentamos uma série de testes para comparar os algoritmos propostos e as
heuristicas desenvolvidas. Esses testes abrangem diversas situacdes, permitindo validar tanto o
tempo de execugdo quanto a acurdcia das heuristicas em relagdo aos algoritmos. Apresentamos
uma andlise detalhada dos resultados para fornecer uma compreensao mais profunda do desem-
penho das heuristicas, destacando sua eficiéncia e acurdcia em comparagdo com os algoritmos

e outras heuristicas da literatura.

44



Heuristica 3: De Bruijn Mapping Tool;,3 —-BSMT3

A U AW N -

2

10

11

12

13
14
15

16
17

18

Entrada: sequéncia s, grafo de De Bruijn GG, e um alfabeto X..

Saida: bom passeio p cobrindo s.
A < ENCONTRA SEMENTES(GYy, s, k);
Dbesty Ptemp < Q);

para cada par de sementes consecutivas a,a’ em A com um gap entre elas faca

g < subcadeia de s de a até d;

se a’ ndo estd em pjyeq €NtAO

se len(p) > len(piocq;) €ntio

se a’ é alcangado entao

senao se a’ ndo é alcangado entao
se len(piemp) > len(ppest) entdo
L Dbest < Ptemp;

L Dbest < Plocals

devolve pp.;;

/+ Ndo alcancamos a semente a
Remover a[2, k] caracteres de ¢ a partir de a;
p(—-ESTENDE(G%,q);// Estende um passeio para alcancar d

Lptemp < PtempPlocals // Plocal faz parte da solugdo

sendo se len(piocq;) > len(ppes) entdo

DPtemp %—@;// O passeio em Pimp Chegou no seu

pkwalé—-BSDTThQU?k,q,k);// Estende usando o BSMTys

L Diocal < P; Remover a2, k| caracteres de s a partir de a;

comprimento

maximo

*/
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CAPITULO

O Problema do Mapeamento de
Sequéncias em Grafos de De Bruijn
com Mudancas no Grafo

Neste capitulo, abordamos uma variante do PROBLEMA DO MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS
EM Graros DE DE Brunn, que considera mudancgas exclusivamente no grafo. Diferentemente
dos autores Gibney et al. [Gibney et al. (2022)], que definiram um problema sem permitir
que a estrutura do grafo mudasse e provaram sua NP-completude, neste trabalho permitimos
que a estrutura do grafo seja alterada. Em resumo, a principal diferenca entre este estudo
e o trabalho conduzido pelos autores € se permitimos ou ndo a alteracdo dos arcos quando
alteramos os rétulos dos vértices. Para a variante estudada neste capitulo, formulamos o
problema permitindo a indu¢do de novos arcos em um grafo de De Bruijn sempre que o rétulo
de um vértice € modificado, e essa flexibilidade nos permite encontrar solucdes em tempo
polinomial. Dado que o grafo de De Bruijn possibilita a inducdo de arcos por meio de seus k-
mers, apresentamos as defini¢des necessdrias para delinear o problema. Por fim, apresentamos
um algoritmo polinomial desenvolvido para essa variante do problema, juntamente com sua

andlise de tempo de execugdo e sua correcao.

6.1 A edicao em um grafo de De Bruijn

Seja s uma sequéncia e (G}, um conjunto de vértices rotulados por k-mers representando um
grafo de Bruijn (as arestas estdo implicitas). Definimos %(s) como o conjunto de k-mers em s e
assumimos que m = |k(s)| < |G| = n.

Uma edi¢do £ com j operagdes em G, referente a s, ou simplesmente edicdo £ em Gy,
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consiste em substituir os rétulos de uma sequéncia vy, vz . .., v; de vértices distintos em G/, por
uma sequéncia uy, . .., u; de k-mers distintos em k(s) (cada rétulo v; é substituido por u;), de
modo que, ap6s a edi¢do, exista um passeio no grafo de Bruijn obtido que induz s. O grafo
obtido apés a edi¢do E é denotado por G£. Note que todo k-mer em k(s) € rétulo de algum
vértice de G¥. O custo da edigdo E ¢

E) = Z dp (u;,v;).

Como todo k-mer em k(s) € rétulo de algum vértice de GZ, se j < m significa que m — j

k-mers w1, Ujta, . . . , Uy em k(s) sdo rétulos de m — j vértices vj41,vj42, . . ., jm em G com
dp(u;,v;) = 0paracadai = j+ 1,5 + 2,...,m, o que implica que a substitui¢cdo dos rétulos
de vy, Vg, ..., Uy POT UL, Us, ..., Uy, é uma edi¢do E’ de mesmo custo da edi¢do F, ou seja,
c¢(E") = Z dy(ui,v;) = c(F) +0=c(E).
1=7+1

Assumimos entdo, sem perda de generalidade, que toda edi¢do possui exatamente 1m opera-
cdes. O conjunto £ € definido como o conjunto de todas as edi¢des em (. Uma edi¢ao otima
¢ entdo uma edicdo de menor custo e denotamos o custo de uma edi¢cdo 6tima em G, referente a
spor Dy(s,Gy) = mingee ¢(E). para exemplificar essas defini¢des, considere, por exemplo, a
sequéncia s = AACCAACCA e o grafo de De Bruijn G3 = {AAC, ACC, CAG, TTT}. Nesse caso,
temos k(s)={AAC, ACC, CCA e CAA} e a Figura 6.1 mostra exemplos de edi¢do e edi¢do 6tima
em (53 para esse caso.

AAC ACC
CAG TTT

Gs G3E/ G?’f
Grafo original Edicao £’ Edicao 6tima F

Figura 6.1: Exemplo de uma edi¢do £’ em (G5 referente a s =AACCAACCA que substitui os
rétulos de vy, v3 € vy. O custo de £’ é ¢(E’) = 6, refletindo o custo para substituir o rétulo ACC
por CCA, CAG por CAA e o rétulo TTT por ACC. Além da edi¢ao E’, temos um exemplo de uma
edicdo 6tima E em Gj referente a0 mesmo s = AACCAACCA que substitui os rétulos de vs e
de vy. O custo de E € ¢(E) = 4, refletindo o custo para substituir o rétulo CAG por CAA e 0
rétulo TTT por CCA. Como resultado da edi¢do E, temos o grafo de De Bruijn G¥. Note que o
passeio p = vy, Vg, U4, V3, U1, U, Uy €M Gf induz a sequéncia s.

Com base nas defini¢des anteriores, definimos o problema de mapear uma sequéncia em

grafos de De Bruijn com mudancas no grafo da seguinte maneira:
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Problema 10. MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS EM GRAFOS DE DE BRUIIN COM MUDANGAS NO
GRAFO: Dadas uma sequéncia s e um grafo de Bruijn GG, encontrar uma edi¢do otima em Gy,

referente a s.

Para abordar esse problema e propor um algoritmo para resolvé-lo, considere as defini¢des

e o resultado a seguir.

6.2 Biparficdo e emparelhamento

A seguir vamos descrever a criagdo de um grafo bipartido a partir de um k(s) e de um grafo
de De Bruijn G, (representado apenas pelo seus vértices) e a relag@o entre um emparelhamento
maximo de custo minimo e a edi¢do 6tima em G}, referente a s. Para dois conjuntos A e B,
denotamos por A x B o conjunto formado por todos os vértices de A e B de tal formaque u € A
ev € B,ouseja, A x B={{u,v}:ue€ Aev € B}. Considere H = (k(s) UG, k(s) x Gy)
um grafo bipartido completo onde cada vértice em G, € adjacente a cada um dos k-mers de
k(s). O custo de uma aresta {u, v} de H é dado por dy(u,v).

Um emparelhamento mdximo ou simplesmente emparelhamento M em H possui m arestas
€ possui um custo

C(M) = Z dy(u,v).

{uv}eM

Note que, como |k(s)| < |G|, esse emparelhamento cobre todos os vértices de k(s). Definimos

aqui que um emparelhamento 6timo )/* € um emparelhamento maximo de custo minimo.
Seja M = {{uy,v1},...,{tm,vm}} umemparelhamento em H = (k(s) UGy, k(s) x Gy,).
A edicdo E/); com m operagdes correspondente ao emparelhamento M € a edicao onde cada
aresta {u,v} do emparelhamento (v € k(s) em v € G}) corresponde a uma operagio de
substituir o rétulo de v por u. Dizemos que M transforma G em GEM . Observe que pela

defini¢do de edi¢do e emparelhamento

C(M) = ZdH(ui, v) = c(En).

Similarmente, a operagdo de substituicdo de cada rétulo de v por v em uma edicio F
corresponde a uma aresta em um emparelhamento, denotado por Mg, em H = (k(s)U Gy, k(s) x

(1) e note novamente que, pela defini¢do de edi¢éo e emparelhamento

¢(E) = Z dp (us,v;) = C(Mg).

Um exemplo desse grafo bipartido completo, emparelhamento e custo de uma edicao é
mostrado na Figura 6.2, referente ao grafo de De Bruijn G5 = {ACT,CTG,ACG,TTT} e
k(s) = {ACT,CTG, TGC, GCG} obtido da sequéncia s =AACCAACCA. Nesse exemplo, o custo

de cada aresta e = {u, v}, onde u € k(s) e v € Gy, € determinado por c(e) = dg(u,v).
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AAC ACC CAG TTT

k(s) RAC ACC H CCA CAA

Figura 6.2: Exemplo de um grafo bipartido completo H = (k(s) U Gy, k(s) x Gj) para
o grafo de De Bruijn G3 = {AAC,ACC,CAG,TTT} e k(s) = {AAC,ACC,CCA,CAA},
obtido da sequéncia s =AACCAACCA. Cada aresta ¢ = {u,v} € A tem um custo
c(e) = dy(u,v) associado. As arestas pontilhadas representam um emparelhamento 6timo
M* = {{uy,v1},{ug, va}, {us, v4}, {ug, v3}}, com custo total 4. O custo da edigdo E)y,+ € igual
a 4, considerando a alteracdo do k-mer CAG do vértice vs para CAA e do k-mer TTT do vértice
vy para CCA. As cores nas arestas servem para facilitar a visualizacao do grafo.

O teorema a seguir € usado para a descri¢do de um algoritmo que encontra uma edi¢do 6tima

em (G, referente a s.

Teorema 4. Seja s uma sequéncia, Gy, um grafo de Bruijn. Se M* é um emparelhamento otimo
em H = (k(s)U Gy, k(s) X Gy), entdo C(M*) = Dy(s,Gp) e Ey+ corresponde a uma edigdo

otima em Gy, referente a s.

Demonstragdo. A edicdo Fy - (correspondente ao emparelhamento M* em H) transforma Gy,
em G e tem custo ¢(Ey-) = C(M*) e, portanto, Dy (s, Gy) < c(Ey-) = C(M*). Por
outro lado, um emparelhamento Mg (correspondente a edicdo 6tima £* em G;) em H tem
custo C(Mg+) = Dy(s,Gy) o que implica que C(M*) < C(Mg~) = Dy(s,Gy).

Portanto, C'(M*) = ¢(Ey+) = Dy(s,Gy) o que implica que C(M*) = Dy(s,Gy) e por

consequéncia a edicdo £+ corresponde a uma edi¢do 6tima em Gy, referente a s. [l

O Teorema 4 garante que um algoritmo para encontrar um emparelhamento 6timo em /1 pode
ser usado para encontrar uma edi¢do 6tima em G, e € justamente isso que faz o algoritmo a seguir.
Dado um grafo de De Bruijn GG, (representado exclusivamente pelo seu conjunto de vértices),
€ uma sequéncia s, o algoritmo proposto aqui é denominado DE BRUUN SEQUENCE MAPPING
TooL wiTH GRAPH CHANGES — BMTC e segue os seguintes passos. Inicialmente, € determinado
o conjunto k(s). Em seguida, o grafo bipartido completo H = (k(s) U Gy, k(s) x Gj) é
criado, atribuindo um custo dy (u, v) para cada aresta {u, v} com u € k(s) e v € Gy, conforme
especificado no Algoritmo 9 (BiparTiDO). O algoritmo Hungaro [Kuhn (1955)] € aplicado ao
grafo H para buscar um emparelhamento maximo de custo minimo M*. Esses passos descritos
para resolver o problema do mapeamento de sequéncias em grafos de De Bruijn com mudangas
no grafo sdo detalhados no pseudocédigo mostrado no Algoritmo 8, e o algoritmo devolve o M*

e o custo da edi¢do 6tima.
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Algoritmo 8: DE BRUN SEQUENCE MAPPING TooL WITH GRAPH CHANGES — BMTC
Entrada: Uma sequéncia s e os vértices de um grafo de De Bruijn Gy.

Saida: O emparelhamento 6timo M* e o custo da edi¢do Stima.

k(s) < k-mers de s;

se |G| > |k(s)| entdo

/+ H é um grafo bipartido considerando Gj e k(s) */

3 H «+BipartiDO(k(58), G} );

/* M* é um emparelhamento étimo obtido com o algoritmo Hungaro com

[ ST

a entrada H %/
M* < ALcoritMo HUNGARO(H);
custo < 0;
para cada aresta {u,v} € M* faca
L custo < custo + d(u,v);

N S A

8 devolve M™, custo;

devolve Ndao tem solugdo porque |Gy| precisa ser maior ou igual a |k(s)

-]

>

Algoritmo 9: BiparTIDO
Entrada: dois conjuntos de vértices (k-mers) k(s) e Gy.
Saida: um grafo bipartido H = (k(s) U G, k(s) x Gj) com custo nas arestas.
A—{}
para cada u € k(s) faca
para cada v € Gy, faca
C < dH(u,v); // custo da aresta
A < AUA{u,v} onde {u,v} tem custo c;

N A W N -

=)}

devolve H = (k(s) U Gy, A);

Para determinar a complexidade de tempo do Algoritmo 8 considere m = |k(s)| < |Gg| =n
e |s| = [. Assim, a complexidade de tempo para identificar todos os k-mers na linha 1 € O(( - k).
Na linha 3, a criagdo do grafo bipartido e o célculo do custo das arestas t€ém uma complexidade
de tempo O(n - m - k) pois para cada um dos n vértices v de G, calculamos para cada um
dos m k-mers u de k(s) o custo dy(u,v) consumindo tempo O(k). A execugdo do algoritmo
Hiingaro na linha 4 tem uma complexidade de tempo O(n + m)?. Finalmente, percorrer todas
as arestas do emparelhamento e calcular o custo da edi¢do nas linhas 6-7 € O(m). Portanto,
a complexidade de tempo total é dada por O(I - k) + O(n - m - k) + O((n + m)?) + O(m) =
O((n+m)*+ (n-m-k)+m+ (- k)) =0(n®+1) pois k é menor que o nimero de vértices
no grafoe m < n.

No Capitulo 7, realizamos teste para validar a ideia proposta neste capitulo. Devido a
inexisténcia de um algoritmo na literatura para compararmos com a nossa proposta, apresentamos

uma estratégia de teste para validar o algoritmo aqui desenvolvido.

50



CAPITULO

Experimentos, Resultados e Andlise

Neste capitulo, descreveremos os testes conduzidos para avaliar as implementagdes realiza-
das neste trabalho. Na Secdo 7.1, apresentamos os testes relacionados as implementagdes que
realizam o mapeamento no grafo quando apenas mudancgas na sequéncia sao permitidas. Para
avaliar as implementacdes da Secado 7.1, detalhamos a acuricia e o desempenho na Se¢do 7.1.1.
Na Sec¢do 7.1.2, realizamos uma comparacao entre a acuricia e o desempenho de execugdo das
heuristicas BSMTj; € BSMTy,,. Estes testes abordam exclusivamente a heurfstica 1 baseada no
algoritmo BSMT. Utilizamos o algoritmo BSMT,; como pardmetro de comparac¢ao para obter a
distancia exata do mapeamento, visto que o BSMT ndo consegue processar grandes quantidades
de k-mers.

Na Secdo 7.1.2, comparamos a acurdcia e o desempenho de execucdo da solucdo exata
BSMT, com as heuristicas BSMTj;, € BSMTy,,,, focando esses testes na avaliacdo das duas
heuristicas baseadas no BSMT,. Na Secdo 7.1.3, realizamos testes abrangentes para comparar
todas as quatro heuristicas para realizar o mapeamento da sequéncia no grafo desenvolvidas
neste trabalho em termos de acuricia e desempenho de execu¢@o. Mais uma vez, utilizamos o
BSMT, para obter a distancia exata. Na Secdo 7.1.4, comparamos a acurécia e o desempenho
de execucdo das heuristicas desenvolvidas neste trabalho com a ferramenta BGREAT, desen-
volvida por Limasset et al. [Limasset et al. (2016)], e com a ferramenta BrownieAligner,
desenvolvida por Heydary et al. [Heydari et al. (2018)]. O objetivo € avaliar o desempenho
das nossas heuristicas em relagc@o as existentes na literatura. Finalmente, concluimos o capitulo
na Secdo 7.2, apresentando os resultados relacionados a nossa aplicacdo BMTC proposta para
realizar o mapeamento quando apenas mudancas no grafo sao permitidas. Apesar de ndo existi-
rem aplicacdes para esse proposito na literatura, conduzimos testes para avaliar o desempenho
do algoritmo e apresentar, em testes praticos, os custos devolvidos pelo BMTC para modificar o
grafo. Todos os experimentos foram conduzidos em um computador equipado com processador
Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2620 2.00GHz, contendo 24 CPUs e 62 GB de RAM.
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/.1 Mudanc¢as na sequéncia

Esta secdo descreve uma série de testes relacionados as aplicacdes que realizam o mapea-
mento com alteracdes exclusivamente na sequéncia. Esses testes abrangem tanto os algoritmos
para o mapeamento quanto as heuristicas implementadas neste trabalho, bem como as heuristicas

propostas por outros autores.

7.1.1 Conjunto de testes, acuracia e desempenho

Para avaliar nossas abordagens, conduzimos uma andlise da acurdcia e do desempenho das
heuristicas propostas por meio de uma série de experimentos em um conjunto de sequéncias.
Nosso conjunto de testes abrange mais de 20 grafos de De Bruijn, construidos a partir de sequén-
cias curtas (com comprimento médio de 100) de Escherichia coli (conjunto A) e Escherichia
fergusonii (conjunto B). A quantidade de k-mers no grafo atinge até 557522 k-mers para os
testes que envolvem apenas a busca da distancia do mapeamento e até 86214 k-mers no grafo
para os testes que envolvem a busca do mapeamento no grafo. Adicionalmente, para realizar
o mapeamento no grafo, incluimos mais de 100 sequéncias longas de comprimentos (compri-
mento maior do que 1000) diversos de Escherichia coli (conjunto C) e mais de 100 sequéncias
curtas (comprimento médio de 100) de Escherichia coli (conjunto A). Todas essas sequéncias
foram obtidas no banco de dados GenBank [Benson et al. (2012)] do NCBI.

No contexto exclusivo das heuristicas e do algoritmo que busca apenas a distancia do
mapeamento, calculamos a média das distancias para cada abordagem. Para cada conjunto de
teste, somamos todas as distancias obtidas pelas heuristicas BSMTj;, € BSMTy,;,,, assim como
pelo algoritmo BSMT,. Em seguida, dividimos essa soma pelo nimero total de testes realizados,
resultando na média das distancias relacionadas a um conjunto de testes. Para avaliar a acuricia
das heuristicas, dividimos a média de cada heuristica pelo valor da média obtida pelo BSMT,.

Agora, no contexto das heuristicas que executam o mapeamento de uma sequéncia em um
grafo (ou seja, nos testes que envolvem as heuristicas BSMT},;, BSMTj,;,, BSMTpa, BSMTps3,
BGREAT e o BrownieAligner), utilizamos as sequéncias geradas por essas heuristicas.
Calculamos a distancia de edi¢do entre cada uma dessas sequéncias e a sequéncia original
mapeada, somando essas distancias e dividindo pelo nimero total de testes. Para avaliar a
proximidade desse valor da distancia de edicdo entre a sequéncia obtida pelo mapeamento e a
sequéncia original mapeada em relacdo ao custo real de mapeamento, utilizamos o BSMT, para
obter a distancia exata do mapeamento. Somamos essas distancias e dividimos pelo nimero
total de testes realizados. Com as médias obtidas, dividimos as médias das heuristicas pela
média das distancias obtidas pelo BSMT,, obtendo assim a acurdcia.

Para interpretar o significado da acurdcia nos testes a seguir, € relevante observar que valores
proximos de 1 indicam que as heuristicas BSMTj;, BSMTy,;,, BSMTp ou BSMTj3 obtiveram
resultados satisfatorios. Isso implica que o mapeamento realizado no grafo € considerado eficaz
para essas heuristicas. No caso das heuristicas BSMTj;, ou BSMTy;,,, que fornecem apenas a

distancia do mapeamento, uma acurdcia proxima de 1 significa que a distancia calculada por
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essas heuristicas € uma boa estimativa e se aproxima da distancia real do mapeamento.
Falando exclusivamente do desempenho das implementacoes, o cdlculo empregado € a média

das duracdes de cada execugdo nos conjuntos de testes. Em outras palavras, para um determinado

conjunto de testes, somaremos todas as duracdes de execucdo e dividiremos pela quantidade

total de testes realizados. O resultado é sempre expresso em segundos.

7.1.2 Testes com a heuristica 1

Estes testes abrangem exclusivamente a heuristica 1, e serdo conduzidos em duas etapas
distintas. O primeiro teste envolve a execug¢do das heuristicas BSMT},; € BSMT},, para realizar o
mapeamento de diversas sequéncias nos grafos de De Bruijn. Em seguida, os testes subsequentes
incluem a execugdo das heuristicas BSMTj;, € BSMTy;,,, além do algoritmo BSMT,4, com 0

objetivo de obter apenas a distancia de mapear sequéncias nos grafos de De Bruijn.

Testes para obter mapeamento

Para executar os testes desta se¢do, utilizamos sequéncias cujos comprimentos variam entre
1000 e 10000 do conjunto C' e grafos de De Bruijn construidos a partir de sequéncias do conjunto
A. As heuristicas devolvem a sequéncia induzida por um bom passeio encontrado, e calculamos
a distancia de edicdo entre a sequéncia original e a sequéncia induzida, comparando-a com a
distancia exata devolvida pelo BSMT,. Nestes testes, o0 nimero de sementes varia entre 2 e
9000. As distancias médias calculadas sdo mostradas na Tabela 7.1, e os tempos médios de
execugdo de cada heuristica sdo apresentados na Tabela 7.2, com os respectivos graficos para
cada tabela sendo exibidos nas Figuras 7.1 e 7.2. Para cada linha dessas tabelas foram realizados
100 testes. Nesses testes, utilizamos diversas sequéncias com comprimento entre 1000 e 10000,
e o valor de k£ sendo 5, 10 e 20. Conseguimos usar o BSMT em apenas 3 dos 100 testes, o que
comprova a aplicabilidade de nossas abordagens. Podemos observar nas tabelas destes testes
que as heuristicas sdo capazes de realizar o mapeamento em relacdo ao BSMT, e que a distancia
obtida pelas heuristicas corresponde a no maximo trés vezes a distancia obtida pelo BSMT,. Esse
resultado € consideravelmente bom com espaco para melhoria, como por exemplo considerar
mais k-mers do grafo de De Bruijn para preencher os gaps ou ter um grafo de De Bruijn com
mais k-mers para resultar em mais sementes na sequéncia mapeada.

Realizamos mais testes com grafos de De Bruijn construidos a partir das sequéncias do
conjunto B, e selecionamos sequéncias com comprimento variando entre 4221 e 6991 do
conjunto C'. Nestes testes, o nimero de sementes varia entre 0 e 2015 e o valor de k£ é 10 e 15.
As distancias médias e os tempos de execucdo obtidos nesta rodada de testes sdo mostrados na
Tabela 7.3 e na Tabela 7.4, respectivamente. Para cada linha dessas tabelas foram realizados 100
testes. Os graficos das distancias médias calculadas e do tempo de execugdo estao representados
nas Figuras 7.3 e 7.4, respectivamente. Diferentemente das nossas heuristicas, o BSMT nao foi
capaz de lidar com a grande maioria dos casos de teste. Em nossas anélises, o BSMT conseguiu
processar casos de teste pequenos para sequéncias com comprimento proximo de 1000 e um

grafo de De Bruijn com aproximadamente 2000 k-mers.
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Média das distancias Acurécia
k | k-mers € Gy | BSMT; | BSMTy, | BSMTy; | BSMTyy, | BSMTyy
5 1017 8,25 9,99 12,99 1,21 1,57
10 11375 2363,48 | 5149,13 | 5167,46 2,18 2,19
20 10243 5278,52 | 5381,95 | 5388,52 1,02 1,02

Tabela7.1: Média das distancias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias mapeadas
entre 1000 e 10000 e a média de comprimento de 5393.

W BSMT_d [ BSMT_hib BSMT_h1

10000

1000
100
1 II

1017,k=5 11375, k=10 10243, k=20

Distancia

-
o

Quantidade de k-mers

Figura 7.1: Média das distancias: gréfico para a Tabela 7.1.

k | k-mers € Gy | BSMTp1, | BSMTp
5 1017 4,48 5,60

10 11375 198,05 242,43
20 10243 181,45 226,61

Tabela 7.2: Média de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapeadas
entre 1000 e 10000 e a média de comprimento de 5393.

B BSMT_h1b BSMT_h1

1000

100

Tempo (segundos)

1 .

1017, k=5 11375,k =10 10243,k =20

Quantidade de k-mers

Figura 7.2: Média de tempo (segundos): grafico para a Tabela 7.2.
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Média das distancias Acuracia
k -mers BSMT, | BSMTyy, | BSMT); | BSMTy;, | BSMTy;
em Gy, b b
10 | 78661 | 1746,38 | 3046,88 | 4716,38 1,7 2,7
15 | 86214 | 2416,25 | 5197,50 | 5307,00 2,1 2,2

Tabela 7.3: Média das distancias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias mapeadas
entre 4221 e 6991 e a média do comprimento de 5528.

B BSVMT_d [ BSMT_hib BSMT_h1
6000

4000

Distancia

2000

78661, k =10 86214,k =15

Quantidade de k-mers

Figura 7.3: Média das distancias: gréfico para a Tabela 7.3.

k-mers
k em G, BSMTp | BSMThy,
10 | 78661 | 2250,00 | 1125,00

15 | 86214 | 3160,25 | 1365,00

Tabela 7.4: Média de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapeadas
entre 4221 e 6991 e a média do comprimento de 5528.

B BSMT_htb BSMT_h1
4000

3000

2000

) J .
0

78661, k =10 86214,k =15

Tempo (segundos)

Quantidade de k-mers

Figura 7.4: Média de tempo (segundos): grafico para a Tabela 7.4.
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Testes para obter somente a distancia

Geralmente, os testes envolvem a busca pelo mapeamento conforme o teste anterior. En-
tretanto, existe o cendrio em que precisamos conhecer apenas a distdncia do mapeamento (e
nao o mapeamento em si). Testar o algoritmo BSMT, e as heuristicas propostas para ele € de
grande relevancia para o nosso trabalho. Este teste € crucial, uma vez que a aplicacdo BSMT,
€ capaz de processar grafos de De Bruijn com grandes quantidades de k-mers, mas consome
muito tempo de processamento. Os testes desta se¢do visam avaliar o quanto de reducido no

tempo com nossas heuristicas € possivel de alcangar.

Para executar estes testes, utilizamos grafos de De Bruijn com uma quantidade varidvel
de k-mers construidos a partir do conjunto A, e selecionamos sequéncias com comprimento
variando entre 1271 e 9239 do conjunto C'. Para k = 5, as médias das distincias calculadas
sdo apresentadas na Tabela 7.5, e os tempos médios de execu¢do de cada heuristica estdo na

Tabela 7.6, com os respectivos graficos para cada tabela sendo exibidos nas Figuras 7.5 e 7.6.

Outros testes foram realizados aumentando o valor de k para 10, e as médias das distancias
calculadas sdo mostradas na Tabela 7.7, enquanto os tempos médios de execucdo de cada
heuristica estdo na Tabela 7.8. Os respectivos graficos para cada tabela sdo exibidos nas
Figuras 7.7 e 7.8. Para cada linha dessas tabelas, foram realizados 100 testes a fim de observar

o comportamento das heuristicas.

Observamos que, para a versao que busca apenas a distancia, € possivel obter um grande
ganho de tempo com as heuristicas em comparag¢do com o BSMT 4, pois aproveitamos as sementes
para ndo processar a sequéncia inteira. Por outro lado, hd uma perda de precisdo com as
heuristicas. O nimero de sementes nestes testes aumenta a medida que o nimero de k-mers no

grafo aumenta, variando entre 14 e 9206 sementes.

Para avaliar ainda mais nossas heuristicas, conduzimos testes adicionais aumentando a
quantidade de k-mers presentes no grafo. A quantidade de k-mers variou entre 4577 e 557522,
enquanto o comprimento das sequéncias mapeadas variou entre 1493 e 6225, com uma média de
comprimento igual a 3189. Para £ = 10, as médias das distancias calculadas estdo apresentadas
na Tabela 7.9, e os tempos médios de execucao de cada heuristica sdo indicados na Tabela 7.10,
com os respectivos graficos para cada tabela sendo exibidos nas Figuras 7.9 e 7.10. Devido ao
alto tempo de execucao do BSMT, que pode levar horas em testes com muitos k-mers, realizamos
apenas 4 testes para cada linha dessas ultimas tabelas. Isso foi feito com o objetivo de observar
o comportamento das heuristicas ao aumentarmos a quantidade de k-mers no grafo e determinar

o ganho de tempo conforme a quantidade de sementes aumenta em nossas heuristicas.

Novamente, observamos que, para esta versao que busca apenas a distincia, é possivel obter
uma significativa reducao no tempo (em torno de 70% de redugdo) com as heuristicas em
comparacdo com o BSMT,. Em nossos testes, conseguimos reduzir o tempo de dias para horas.
O ndmero de sementes nestes testes aumenta a medida que o niimero de k-mers no grafo cresce,

variando entre 11 e 6080 sementes.
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Média das distancias Acuricia
k-mers
em Gk | BSMTa | BSMTpy, | BSMThy,, | BSMThy, | BSMThy,,
977 94,93 226,59 225,59 2,39 2,38
1014 15,22 39,39 35,47 2,59 2,33
1017 9,85 28,06 27,10 2,85 2,75
1021 8,25 24,89 22,93 3,02 2,78

Tabela 7.5: Média das distancias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias mapeadas
entre 1271 e 9239 e com o comprimento médio de 5393 e k& = 5.

M BSMT_d [ BSMT_hid BSMT_h1db

100

Distancia

N
o

5

977, k=5

1014, k=5

Quantidade de k-mers

1017, k=5

1021, k=5

Figura 7.5: Média das distancias: grafico para a Tabela 7.5.

Tabela 7.6: Média de tempo (segundos)

h-mers BSMT, | BSMT BSMT

em Gk d hlg hlgp
977 14,25 9,03 6,53
1014 16,19 13,18 9,31
1017 16,28 11,36 7,19
1021 16,30 11,36 4,18

. testes

com o comprimento das sequéncias mapeadas
entre 1271 € 9239 e com o comprimento médio
de 5393 e k = 5.

20

Tempo (segundos)

Figura 7.6: Média de tempo (segundos): grafico para a Tabela 7.6.

B BSMT_d [ BSMT_h1d

BSMT_h1db

977, k=5

1014,

k=5

Quantidade de k-mers
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Média das distincias Acuracia
k-mers
em Gk | BSMTa | BSMThy, | BSMTh1,, | BSMThy, | BSMThy,
4577 | 2596,40 | 5366,60 | 5319,54 2,07 2,05
9119 | 2438,16 | 5349,90 | 5246,14 2,19 2,15
11375 | 2410,55 | 5342,46 | 5203,89 2,22 2,16
22485 | 2363,48 | 5334,36 | 5173,17 2,26 2,19

Tabela 7.7: Média das distancias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias mapeadas

entre 1271 e 9239 e com o comprimento médio de 5393 e k = 10.

Distancia

5000

4000

3000

2000

1000

4577, k=10

WBsvMTd W

9119,k =10

BSMT_h1d

Quantidade de k-mers

BSMT_h1db

11375, k=10

22485,k =10

Figura 7.7: Média das distancias: gréfico para a Tabela 7.7.

Tabela 7.8: Média de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapeadas

i-mers BSMT,; | BSMT BSMT

em Gy d hlg hlgs
4577 | 5254,29 | 1679,14 1559,29
9119 | 5230,15 | 1644,95 1540,02
11375 | 5244,07 | 1650,23 1536,86
22485 | 5261,20 | 1679,95 1525,63

entre 1271 e 9239 e com o comprimento médio de 5393 e k£ = 10.

Tempo (segundos)

6000

4000

2000

M BSMT_d [ BSMT_hid

BSMT_h1db

1154

4577,k =10

9119,

k=10

Quantidade de k-mers

11375, k=10

22485,k =10

Figura 7.8: Média de tempo (segundos): grafico para a Tabela 7.8.
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Média das distancias Acuréicia

k-mers

em Gk | BSMTa | BSMTpy, | BSMTh,, | BSMThy, | BSMThy,

4577 | 1537,50 | 3181,00 | 3147,00 2,05 2,07

9119 | 1453,25 | 3184,25 | 3098,25 2,19 2,13
11375 | 1427,00 | 3142,25 | 3028,00 2,20 2,12
22485 | 1201,75 | 3111,25 | 2835,00 2,59 2,36
43842 | 995,25 | 2850,50 | 2558,00 2,86 2,57
84683 | 662,75 | 1663,25 | 1550,00 2,51 2,34
557522 | 314,50 | 552,25 477,25 1,76 1,52

Tabela 7.9: Média das distancias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias mapeadas
entre 1493 e 6225 e com o comprimento médio de 3189 e k = 10.

M BSMT.d [ BSMT_hid BSMT_h1db

4000

3000
S 2000
c
&
RZ]
[}

1000

. il
4577 9119 11375 22485 43842 84683 557522

k=10 k=10 k=10 k=10 k=10 k=10 k=10

Quantidade de k-mers

Figura 7.9: Média das distancias: gréfico para a Tabela 7.9.
k-mers
em Gy,
4577 5457,75 47,00 42,25
9119 5924,00 65,00 62,50
11375 6608,50 105,00 121,00
22485 7014,75 314,75 328,25
43842 | 15002,00 | 533,75 546,00
84683 | 89152,00 | 344,25 342,00
557522 | 151787,25 | 101,75 113,50

BSMT,; | BSMTy1, | BSMTj,,

Tabela 7.10: Média de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapeadas
entre 1493 e 6225 e com o comprimento médio de 3189 e £ = 10.

M BSMT_d [ BSMT_hid BSMT_h1db

100000

10000
n

s 1000
f=4
=}
o
[
o

< 100
Q
£
O
K

10

1

4577 9119 11375 22485 43842 84683 557522

k=10 k=10 k=10 k=10 k=10 k=10 k=10

Quantidade de k-mers

Figura 7.10: Média de tempo (segundos): grafico para a Tabela 7.10.
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/. 1.3 Testes com todas as heuristicas

Para executar os testes desta secdo, utilizamos sequéncias cujos comprimento variam entre
1000 e 10000 do conjunto C' e grafos de De Bruijn construidos a partir de sequéncias do
conjunto A. As distancias médias calculadas sdo mostradas na Tabela 7.11, e os tempos médios
de execucdo de cada heuristica sdo apresentados na Tabela 7.12, com os respectivos gréaficos
para cada tabela sendo exibidos nas Figuras 7.11 e 7.12. Para cada linha dessas tabelas foram
realizados 100 testes. Nesses testes, obtivemos diversas sequéncias com comprimento variando
de 1000 a 10000, e o valor de k variou entre 5, 10 e 20. Podemos verificar uma competitividade
interessante em termos de tempo e qualidade. As heuristicas BSMTy; € BSMT},;, apresentaram
valores que correspondem a no maximo trés vezes a distincia do mapeamento.

Aqui, o nimero de sementes varia de 0 a 9234. Para o valor de £k = 5, observamos o
maior nimero de sementes, indicando a presenga de muitos k-mers da sequéncia no grafo de De
Bruijn. Isso resulta em um mapeamento preciso da sequéncia. Quando k£ = 10, o nimero de
sementes representa aproximadamente 50% do comprimento da sequéncia, resultando em um
mapeamento parcial. Vale ressaltar que, embora a acurécia proxima de 1 seja indicativa de bons
resultados, para k = 20, enfrentamos um cendrio especial com poucas sementes, resultando em
falsos positivos. Nesse contexto, uma acurdcia proxima de 1 ndo necessariamente reflete um
mapeamento eficaz, dado que a sequéncia pode ser induzida por um passeio consideravelmente
pequeno. E apenas nesse cendrio que surgem os falsos positivos, e pode ser necessario reavaliar
o resultado considerando a adi¢do de uma unidade a distancia entre a sequéncia de entrada e
a sequéncia induzida para cada caractere nao mapeado da sequéncia de entrada. Esse cendrio
reforca a importincia de ter uma sequéncia com muitas sementes, representando pelo menos
50% da sequéncia, para melhorar significativamente a acurdcia das heuristicas e eliminar os
falsos positivos.

Resumidamente, temos dois cendrios nos testes com k£ = 20: em primeiro, a aplicacdo
BSMT, consistentemente devolveu uma alta distdncia de mapeamento, indicando que, nesses
testes, a tarefa de mapear uma sequéncia em um grafo com k-mers de comprimento 20 € desa-
fiadora. Em segundo lugar, quando héd poucas sementes no grafo, nossas heuristicas produzem
um passeio p que gera uma sequéncia curta. A alta distancia de edi¢cdo entre p e a sequéncia
mapeada, proxima a distancia devolvida pelo BSMT, resulta em uma acurécia proxima de 1.
No entanto, € crucial destacar que, nesse cendrio, isso ndo implica necessariamente em um
mapeamento eficaz das sequéncias no grafo.

Realizamos testes adicionais com sequéncias cujos comprimentos variam de 4221 a 6991
do conjunto C, utilizando grafos de De Bruijn construidos a partir das sequéncias do conjunto
B. As distancias médias calculadas sdo apresentadas nas Tabelas 7.13 e 7.14, enquanto os
graficos correspondentes podem ser visualizados nas Figuras 7.13 € 7.14. Observa-se que, para
esses testes, 0 BSMTy,;, destacou-se como a melhor heuristica em termos de tempo e qualidade.
As heuristicas BSMTy, € BSMT,3, embora sejam mais simples, conseguem alcangar valores
préximos as demais heuristicas, porém, o tempo de execucao € maior em comparacao com as
heuristicas BSMT},; € BSMTp,y, .

60



Média das distancias

k k-mers BSMT BSMT BSMT BSMT BSMT4
em Gy d 1, 1 h2 h3

5 1017 8,25 9,99 12,99 54,76 26,86
10 | 11375 | 2363,48 | 5149,13 | 5167,46 | 5188,08 | 5173,57
20 | 10243 | 5278,52 | 5381,95 | 5388,52 | 5382,62 | 5382,66

Acuréicia

1,21 1,57 6,64 3,26

2,18 2,19 2,20 2,19

1,02 1,02 1,02 1,02

Tabela 7.11: Média das distincias e acurdcia:
testes com o comprimento das sequéncias ma-
peadas entre 1000 e 10000 e a média do com-
primento de 5393.

@ BSMT_d [ BSMT_h1b BSMT_h1 [l BSMT_h2 [l BSMT_h3

1000

1017, k=5 11375,k =10 10243, k = 20

1

o
o

Distancia

-
o

Quantidade de k-mers

Figura 7.11: Média das distancias: grafico para a Tabela 7.11.

jo | -mers BSMTj, | BSMTp; | BSMTy | BSMT),
em Gy, b 3
5 1017 5,60 6,10 6,09 6,39
10 | 11375 | 198,05 | 242,43 | 263,51 | 276,69
20 | 10243 226,18 226,61 | 246,31 | 258,63

Tempo (segundos)

Figura 7.12: Média de tempo (segundos): grifico para a Tabela 7.12.

M BSMT_hib [ BSMT_h1
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o
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-
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| III
1 I

1017, k=5

W BSMT_h2

W BSMT_h3

Tabela 7.12: Média de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapeadas
entre 1000 e 10000 e a média do comprimento de 5393.

10243, k=20

11375,k =10

Quantidade de k-mers
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Média das distancias
k -mers BSMT, | BSMTh BSMTp1 | BSMTyo | BSMTys
em Gy, b
10 | 78661 | 1746,38 | 3046,88 | 4716,38 | 4721,13 | 4727,00
15| 86214 | 2416,25 | 5197,50 | 5307,00 | 5299,00 | 5290,88
Acuricia
1,74 2,70 2,70 2,71
2,15 2,20 2,19 2,19

Tabela 7.13: Média das distncias e acurdcia: testes com o comprimento das sequéncias
mapeadas entre 4221 e 6991 e a média do comprimento de 5528.

M BSMT_d [ BSMT_hib BSMT_h1 [ BSMT_h2 [ BSMT_h3

6000

4000

Distancia

2000

78661, k = 10

86214,k =15

Quantidade de k-mers

Figura 7.13: Média das distancias: grafico para a Tabela 7.13.

Um aspecto relevante que se destaca nos resultados desses testes € a influéncia da quantidade
de sementes na execucdo eficaz das heuristicas. A quantidade de sementes € crucial, pois quanto
maior esse nimero, mais k-mers da sequéncia estdo presentes no grafo, resultando em uma
menor quantidade de gaps a serem preenchidos pelas heuristicas. Em resumo, uma sequéncia
com muitas sementes indica a presenca de muitos k-mers da sequéncia no grafo, sugerindo que

as heuristicas podem proporcionar resultados mais precisos nesse contexto.

7.1.4 Testes para comparar com outras heuristicas

Nesta secdo, o objetivo € utilizar a ferramenta de Bruijn Graph REAd mapping Tool —
BGREAT [Limasset et al. (2016)] e a ferramenta BrownieAligner [Heydari et al. (2018)],
pararealizar comparagdes com as heuristicas desenvolvidas neste trabalho. Em ambos os artigos,
tanto 0 BGREAT quanto o BrownieAligner executam o mapeamento de uma sequéncia em
um grafo de De Bruijn. Nos testes propostos, isso essencialmente envolve a constru¢do de
um grafo de De Bruijn a partir de um conjunto de sequéncias e, a partir desse grafo, mapear
sequéncias que compartilham a mesma origem. Para esses testes, utilizamos como base as
sequéncias da Escherichia coli. Construimos o grafo de De Bruijn considerando 229122 k-mers
e k = 10. As sequéncias mapeadas possuem um comprimento médio de 100. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 7.15, com os graficos correspondentes exibidos na Figura 7.15

para a primeira linha da tabela e na Figura 7.16 para a ultima linha.
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k h-mers BSMT},;, | BSMT); | BSMT)s | BSMT,,
em Gy, b 3

10 | 78661 | 1125,00 | 2250,00 | 1508,38 | 2160,63

15 | 86214 | 1365,00 | 3160,25 | 1882,55 | 4560,00

Tabela 7.14: Média de tempo (segundos): testes com o comprimento das sequéncias mapeadas
entre 4221 e 6991 e a média do comprimento de 5528.

W BSMT_hib BSMT_h1 [ BSMT_h2 [ BSMT_h3

5000
4000
3000

2000

Tempo (segundos)

1000

78661, k =10 86214,k =15

Quantidade de k-mers

Figura 7.14: Média de tempo (segundos): grafico para a Tabela 7.14.

Realizamos 100 testes para avaliar o desempenho de nossas heuristicas em comparacdo com
0 BGREAT e 0 BrownieAligner. Para validar as respostas tanto das ferramentas quanto das
heuristicas, utilizamos a versdao BSMT, para determinar a distdncia de mapeamento e avaliar o
quao distantes as respostas estdo da distancia exata do mapeamento. O ndmero de sementes
nestes testes variou entre 20 e 60. Observamos que, nestes testes, nossas heuristicas apresentam
uma qualidade de resposta levemente superior ao BGREAT e a0 BrownieAligner, tanto nas
heuristicas BSMT},; € BSMT},,, que utilizam o algoritmo RaMa, quanto na heuristica BSMTpg3,
que emprega a técnica seed-and-extend para realizar o mapeamento. Este resultado sugere que
nossas heuristicas estdo bem direcionadas quanto a qualidade de resposta.

No entanto, tanto 0 BGREAT quanto o BrownieAligner executam em menos tempo do
que todas as heuristicas que desenvolvemos. Isso aponta para uma oportunidade de aprimora-
mento no aspecto de tempo de execugao de nossas heuristicas. Esses testes proporcionam uma
janela de melhorias, permitindo a exploracdo de possibilidades de otimiza¢dao nas implementa-
coes, visando alcangar resultados proximos aos obtidos pelo BGREAT e BrownieAligner
em termos de tempo de execugdo. Além disso, esses testes validam nossas heuristicas em com-
paracdo com ferramentas existentes na literatura, confirmando a eficdcia das ideias propostas
para nossas heuristicas no contexto de mapeamento de sequéncias em um grafo de De Bruijn

com alteragdes na sequéncia.

/.2 Mudan¢as no grafo

Esta secao descreve os testes associados a aplicac@o que realiza o mapeamento com alteracdes

exclusivas no grafo. Este teste engloba o algoritmo que leva em consideracdo que o grafo de De
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Média das distancias

BSMTy | BrownieAligner | BGREAT | BSMTy; | BSMTyy, | BSMTye | BSMTyg3

31,26 65,06 55,61 53,68 51,14 58,39 54,79

Acuricia
2,08 \ 1,78 \ 1,72 \ 1,64 \ 1,87 \ 1,75
Média dos tempos

BrownieAligner | BGREAT | BSMTy; | BSMTyy, | BSMTpo | BSMTy3

6,02 5,16 74,63 71,13 95,36 88,74

Tabela 7.15: Média das distancias, acurdcia e tempo médio (em segundos): testes realizados
com sequéncias mapeadas de comprimento médio de 100 e k£ = 10.

B BvST_d M BrownieAligner [l BGREAT BMST_h1 [ BMST_hib [l BMST_h2

M BMST_h3
60

40

Distancia

20

229122, k=10

Quantidade de k-mers

Figura 7.15: Média das distancias: grafico para a primeira linha da Tabela 7.15.

B BrownieAligner [l BGREAT BMST_h1 [l BMST_hib [l BMST_h2 BMST_h3

100
75

50

Tempo (segundos)

25

229122,k =10

Quantidade de k-mers

Figura 7.16: Média de tempo (segundos): grafico para a ultima linha da Tabela 7.15.

Bruijn, ap6s ter algum k-mer alterado, induz novos arcos.

/.2.1 Testes para validar as mudancas no grafo

Nesta sec@o, o objetivo € utilizar a ferramenta desenvolvida denominada BMTC e avaliar
o custo das modificagdes feitas no grafo, assim como o tempo de execucdo da ferramenta.
Conforme discutido no Capitulo 6, nossa proposta do BMTC considera que as modificagdes no
grafo induzem novos arcos e € tratada pela primeira vez neste trabalho, portanto, ndo existe na
literatura uma ferramenta similar para comparagao. Para testar nosso algoritmo, criamos um
cendrio de teste capaz de validar se o custo determinado pelo emparelhamento maximo de custo
minimo € um custo que faz sentido ser considerado para modificar o grafo, e o cendrio € descrito

a seguir:
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Consideramos todos os k-mers da sequéncia s a ser mapeada no grafo;

* Construimos um grafo de De Bruijn com esses k-mers;

Alteramos comprimkento de s

do grafo, dado que uma modificacdo pode gerar um k-mer ja existente);

k-mers no grafo (observe que este passo pode diminuir os k-mers

¢ Executamos o BMTC.

Dado os passos anteriores, temos o controle sobre quantos k-mers foram alterados no

grafo, considerando que uma unica modificacdo foi feita em cada k-mer no grafo, resultando

comprimento de s
k

do emparelhamento, e conforme esperado, o custo € no maximo

em modifica¢des realizadas no grafo. Ao executar o BMTC, obtemos o custo

comprimento de s
k

executamos o BMTC com valores de k iguais a 10, 20 e 30. Os resultados sdo exibidos na

. Nestes testes,

Tabela 7.16. Para cada valor de k, foram conduzidos 100 testes, e os valores de cada linha
na tabela representam a média de cada teste. Para esses testes, utilizamos sequéncias de
comprimento médio de 5566 para mapear no grafo e grafos de De Bruijn com k-mers entre 1464
e 11033.

Para £ = 10, a quantidade de k-mers no grafo varia entre 1482 e 10933, com uma média
de 5519 k-mers. Para k = 20, a quantidade de k-mers no grafo varia entre 1474 e 11043, com
uma média de 5547 k-mers. J4 para £ = 30, a quantidade de k-mers no grafo varia entre 1464 e
11033, com uma média de 5537 k-mers. Observa-se, na tabela, que com base no comprimento
médio da sequéncia de 5566, temos para k£ = 10 uma média de 556 k-mers modificados, com o
valor devolvido pelo BMTC sendo 372 (na média). Para k = 20, temos 278 k-mers modificados,
com um custo médio de 191 devolvido pelo BMTC para realizar as modificacdes no grafo. Ja
para k = 30, temos 185 k-mers modificados, com um custo médio de 126 para as modificacgoes.

Nos testes, observamos que a aplicacdo executa em segundos, € também notamos que
aumentar o valor de & resulta em um aumento no tempo de execu¢ao. Entretanto, essa aplicacao
demonstra um desempenho promissor, e a estratégia adotada revela-se eficaz na execucao de

modificacdes no grafo.

k Média da quantidade de k-mers modificados | Custo | Tempo
k-mers no grafo

10 5519 556 372 6,83

20 5547 278 191 8,69

30 5537 185 126 | 13,43

Tabela 7.16: Média dos custos obtidos com a ferramenta BMTC e a média do tempo de execucao
(em segundos): testes realizados com sequéncias mapeadas de comprimento médio de 5566.
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CAPITULO

Discussdo, Perspectivas e Conclusdes

Esta tese representa uma compilacdo abrangente do trabalho de pesquisa desenvolvido ao
longo do programa de doutorado em Ciéncia da Computagdo na UFMS. O documento descreve
o problema investigado, examina os principais resultados encontrados na literatura, e destaca os
resultados obtidos por nds, que foram publicados e apresentados na the International Conference
on Computational Science and its Applications — ICCSA [Rocha et al. (2023)], evento qualis A3.
Além disso, foram conduzidas andlises e testes préticos. O foco deste trabalho foi o Problema
do Mapeamento de Sequéncias em Grafos de De Bruijn (PMSB). Apds uma revisdo abrangente
da literatura e uma compreensao aprofundada do problema, identificamos duas variantes do
PMSB para serem exploradas neste trabalho: mudangas na sequéncia e mudangas no grafo.
Investigamos algoritmos e heuristicas especificos para a primeira variante, explorando também
aequivaléncia entre o grafo de De Bruijn e o grafo de sequéncia simples. Finalmente, abordamos
as mudancas no grafo, destacando a capacidade de induzir novas arestas quando alteracdes sdao
realizadas. Este trabalho representa uma contribui¢do relevante para a compreensao e resolucao
do PMSB, apresentando uma anélise abrangente das variantes do problema e explorando diversas
abordagens algoritmicas. A combinacdo de resultados tedricos, revisdo de literatura e testes

praticos oferece uma visdo abrangente do estado da arte do PMSB.

Mudan¢as na sequéncia

Falando exclusivamente da variante do PMSB que realiza mudancas na sequéncia (PMSB,, ),
foram desenvolvidos dois algoritmos exatos e quatro heuristicas para ela. Os algoritmos exatos
estao diretamente relacionados ao algoritmo RaMa, proposto por Rautiainen e Marschall [Rauti-
ainen and Marschall (2017)] para resolver o Problema do Mapeamento de Sequéncias em Grafos
de Sequéncia (PMSG), e ao algoritmo RaMa,4, que fornece apenas a distancia do mapeamento.

Para a aplicacdo do RaMa e RaMa, no contexto do PMSB, exploramos a equivaléncia entre
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grafos de De Bruijn e grafos de sequéncia simples. O objetivo principal aqui foi demonstrar
que € possivel converter um grafo de De Bruijn em um grafo de sequéncia simples, com as
sequéncias induzidas no grafo de De Bruijn sendo também induzidas no grafo de sequéncia
simples. Inicialmente, propusemos um algoritmo ingénuo que realiza essa conversao para um
grafo de De Bruijn de ordem k£ com n vértices, gerando sempre um grafo de sequéncia simples
com n - k vértices. Em seguida, apresentamos um algoritmo redutor de vértices, que reduz o
nimero de vértices no grafo de sequéncia simples, podendo gerar um grafo com z vértices, onde
n < x < n- k. Nos teoremas propostos demonstramos que as sequéncias induzidas no grafo de

De Bruijn também sdo induzidas no grafo de sequéncia simples em ambas as conversoes.

Comprovada a possibilidade de converter um grafo de De Bruijn em um grafo de sequéncia
simples, implementamos o primeiro algoritmo denominado DE BRULN SEQUENCE MAPPING
TooL (BSMT) (Algoritmo 5) que utiliza o grafo de sequéncia simples para a execucdo do
RaMa. O segundo algoritmo, chamado BSMT,; (Algoritmo 7), também realiza a conversao
dos grafos e emprega o algoritmo BSMT,. Testamos ambas as versdes, € ambas apresentaram
limitagdes. O BSMT ndo consegue processar grafos de De Bruijn com mais de 1000 k-mers,
principalmente devido ao consumo excessivo de espaco. J4 o BSMT,, que fornece apenas a
distancia do mapeamento, consegue representar grafos maiores em comparacdo ao BSMT; no
entanto, o tempo de execugdo ultrapassou varias horas. Essas limitacdes motivaram a exploragcdo

de heuristicas para abordar o PMSB.

Em seguida, introduzimos, como nossa primeira heuristica, a ferramenta De Bruijn Mapping
Tool,; — BSMTy1, que visa aprimorar o BSMT ao considerar apenas subcadeias da sequéncia
que ndo foram ancoradas no grafo. Essa abordagem identifica sementes (k-mers na sequéncia
presentes no grafo) e utiliza o BSMT para mapear os intervalos entre essas sementes em um
subgrafo do grafo original, reduzindo o consumo de memoria em comparagdo ao BSMT. Como
resultado direto dessa ideia, desenvolvemos a BSMTy;,, que emprega o BSMT, para calcular
apenas a distancia do mapeamento. Ambas as heuristicas sdo direcionadas a lidar com instincias
do mundo real, aliviando a carga computacional ao considerar subgrafos do grafo de De Bruijn
e sementes na sequéncia. Para otimizar ainda mais o desempenho, apresentamos as versoes
BSMTp,, € BSMTy,,,, que incorporam o Bifrost na construgdo eficiente do grafo de De Bruijn.
Essas abordagens e heuristicas visam fornecer solug¢des eficazes para o problema estudado,

considerando desafios préticos e otimizando o uso de recursos computacionais.

Uma alternativa de mapeamento e também muito utilizada na literatura € a abordagem seed-
and-extend, consideramos essa abordagem e introduzimos duas outras heuristicas, De Bruijn
Mapping Tooly,; — BSMT}o € De Bruijn Mapping Tooly,3 — BSMT 3, oferecendo abordagens alter-
nativas para o mapeamento de sequéncias em grafos de De Bruijn. A BSMT},, adota a abordagem
seed-and-extend, identificando sementes de comprimento &k na sequéncia e estendendo-as a di-
reita. A extensdao compara os caracteres subsequentes com os caracteres percorridos no grafo
até encontrar uma diferenca, devolvendo o passeio mais longo. A BSMTy3 melhora a BSMTy,,
ao permitir tanto substituicOes quanto exclusdes. Se a extensdo a partir de uma semente nao

alcanca outra semente, a heuristica remove os caracteres do sufixo da semente na sequéncia e
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repete 0 processo.

Conduzimos experimentos para avaliar as heuristicas propostas para o mapeamento de
sequéncias em grafos de De Bruijn, utilizando conjuntos de dados do NCBI. Métricas de acura-
cias e desempenho foram empregadas para avaliar as heuristicas. Na Secdo 7.1.2, comparamos
as heuristicas BSMT},; € BSMT},;,, que buscam mapear sequéncias permitindo apenas mudangas
na sequéncia original. Os resultados indicaram que ambas as heurfsticas apresentaram uma acu-
rdcia que corresponde a no miximo trés vezes a solugdo exata (BSMT,) e desempenho aceitdvel
para diferentes valores de k. Também na Secao 7.1.2, concentramos nossa analise no BSMT, e
nas heuristicas BSMTj; e BSMTj,;,, com o objetivo de avaliar a eficidcia do BSMT, que devolve
apenas a distancia do mapeamento. Os resultados desses testes foram competitivos, uma vez
que o BSMT,; demanda um tempo significativo, ultrapassando vinte e quatro horas em alguns
casos, enquanto que as heuristicas conseguem executar em poucos minutos. Esses resultados
indicam a utilidade das heuristicas em cendrios nos quais apenas a distancia do mapeamento €
necessdria escalando para genomas maiores.

Na Secdo 7.1.3, conduzimos uma andlise abrangente das quatro heuristicas propostas
(BSMTp1,, BSMTp1, BSMTj2, BSMTy3), avaliando-as em termos de acurdcia e desempenho.
A heuristica BSMT},;, destacou-se ao apresentar a melhor acurdcia, mantendo uma boa compe-
titividade em relacdo ao tempo. As heuristicas BSMT,, € BSMTy3, apesar de sua simplicidade,
apresentaram resultados préximos as demais. No quesito tempo de execugdo, a BSMT},5 superou
aBSMTjs. Poroutro lado, BSMT,3 fo1 a heuristica que registrou o maior tempo de processamento
entre as abordagens analisadas.

Adicionalmente, na Se¢do 7.1.4, comparamos as heuristicas propostas com as ferramentas
BGREAT e BrownieAligner, ambas utilizando a abordagem seed-and-extend para reali-
zar o mapeamento. Os resultados revelaram que as nossas heuristicas apresentam acuricia
competitiva em relagdo com essas heuristicas. No entanto, € crucial observar que BGREAT e
BrownieAligner demonstraram ser bem mais eficientes, indicando a necessidade de otimi-
zacOes em nossas abordagens, apesar da competitividade em acuricia.

Em resumo, os experimentos destacaram a capacidade das heuristicas propostas, especi-
almente a heuristica BSMT}y;, em mapear sequéncias no grafo de De Bruijn com uma boa
acurdcia, representando uma contribuicdo significativa para a resolu¢ao do problema de mapea-
mento. Em relacdo ao BSMT, BSMT,; possibilita um nimero maior de mapeamentos, uma vez
que o BSMT ndo consegue processar a maioria dos casos de testes. Além dessa heuristica, as
outras abordagens, que se utilizam seed-and-extend, também se mostraram capazes de realizar

0 mapeamento.

Mudan¢as no grafo

Ao abordar exclusivamente as mudangas no grafo (PMSB,,), avaliamos o trabalho de Gib-
ney et al. [Gibney et al. (2022)], que definiram o problema sem alterar a estrutura do grafo e para
essa versao os autores provaram que o problema € NP-completo. No nosso trabalho, permite-se

que uma alteracdo no grafo ndo apenas modifique os rétulos dos vértices, mas também a sua
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topologia. A diferenca fundamental reside na flexibilidade permitida, explorando a inducao de
novos arcos apds uma modifica¢cdo no grafo de De Bruijn. Enquanto Gibney et al. se concentram
em modificagdes que preservam a estrutura fundamental do grafo, este trabalho considera que
as alteracdes podem induzir novos arcos e remover outros, possibilitando solu¢des em tempo
polinomial.

Considerando essa possibilidade de mudanca no conjunto de arcos, definimos o problema,
introduzindo conceitos como a edi¢cdo de um grafo de De Bruijn, biparticdo e emparelhamento.
Desenvolvemos um algoritmo denominado BMTC, que utiliza o algoritmo hungaro para buscar
um emparelhamento maximo de custo minimo em um grafo bipartido, resultando em um
conjunto modificado de vértices do grafo de De Bruijn. A prova de que o algoritmo funciona
baseia-se em um teorema que estabelece a relagcdo entre a edi¢do do grafo e os emparelhamentos
no grafo bipartido. O teorema demonstra que o custo do emparelhamento maximo encontrado
no grafo bipartido € igual a distincia para alterar os k-mers no grafo de tal forma que a sequéncia
s € induzida por um passeio no grafo de De Bruijn. Este trabalho € o primeiro a lidar com o
problema do mapeamento onde sequéncias em grafos de De Bruijn com arcos induzidos pelos

vértices e por isso 0 BMTC € uma abordagem nova para lidar com esse problema.

Trabalhos futuros

No contexto das solucdes desenvolvidas para lidar com alteracdes na sequéncia, uma estraté-
gia promissora € focar na melhoria do tempo de execugao, tornando-as mais competitivas. Uma
possivel abordagem € a implementacao de paralelismo, utilizando programacao multiprocesso
de memoria compartilhada com o OpenMP [OpenMP (2015)] ou explorando o paralelismo em
placas graficas (GPU) através do CUDA [Nvidia (2006)]. Em solucdes paralelas, € vidvel con-
siderar cada gap separadamente, permitindo a busca pelo mapeamento em diferentes nticleos.
Além do paralelismo, € valido explorar melhorias no Algoritmo RaMa, buscando reduzir o
espaco utilizado. Nesse sentido, uma possivel abordagem estd em utilizar a ideia do Algoritmo
de Hirschberg [Hirschberg (1975)] que € utilizado no mapeamento entre duas sequéncias com
o objetivo de reduzir o espaco utilizado [de Brito (2003)]. Isso permitiria ao algoritmo BSMT
processar grafos maiores, tornando sua utilizagdo mais vidvel em substituicdo as heuristicas.
Outra alternativa é realizar o mapeamento utilizando outros recursos para determinar sementes,
como o algoritmo k-nearest neighbors (KNN), conforme explorado em um artigo recentemente
publicado por Joudaki et al. [Joudaki et al. (2023)].

No contexto da equivaléncia entre um grafo de De Bruijn e um grafo de sequéncia simples,
¢ relevante desenvolver uma abordagem para converter o grafo de De Bruijn em um grafo de
sequéncia simples, minimizando o nimero de vértices e comprovando essa minimalidade. No
contexto de mudancas no grafo, nossa estratégia para alteragdes no grafo € um campo pouco
explorado na literatura. Enquanto Gibney et al. [Gibney et al. (2022)] abordam o problema
de outra forma, nosso trabalho introduz a indugdo de novos arcos em grafos de De Bruijn,
oferecendo uma solucdo polinomial. No entanto, ainda é necessdrio investigar as aplicacoes

praticas dessa solucao.
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