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Resumo

Um projeto genoma usual possui trés etapas. A primeira, denominada seqiien-
ciamento e montagem, consiste na determinacao da seqiiéncia exata de todos
0s seus cromossomos. A segunda, conhecida como anotacao, consiste na de-
scoberta da posicao exata dos genes de cada cromossomo, quais as proteinas
produzidas por eles e qual a funcao de cada uma delas. Ao final, a analise
do genoma consiste na descoberta de funcionalidades especificas ou comuns a
outros organismos. Algumas vezes nao se deseja terminar completamente a
primeira fase. Nesses casos tem-se, ao invés de cromossomos, apenas trechos
contiguos e disjuntos dos cromossomos, chamados de contigs. Mesmo assim,
ainda é possivel chegar a conclusoes importantes acerca das funcionalidades do
organismo estudado. Este trabalho consiste no estudo de algumas ferramentas
de comparacao de seqiiéncias, visando usé-las como instrumento para mapear
os contigs de um genoma incompleto no genoma completo de um organismo
evolutivamente proximo. Dessa forma, é possivel auxiliar projetos cujo obje-
tivo seja apenas entender mecanismos biolégicos importantes do organismo,
sem que haja a necessidade de completar seu genoma.
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Abstract

An usual genome project has three steps. The first one, called sequencing and
assembling, consists in determining the exact sequence of each chromosome.
The second one, called annotation, consists in finding out the exact position
of all chromosome genes, the proteins they produce and what the function
of these proteins. Finally, the third step aims the analysis of the genome by
determining its specific and common functionalities. Sometimes the first step
is not completed. In these cases, instead of a set of chromosomes, one has
only a set of contiguous and disjoint pieces, called contigs. Nevertheless, it is
still possible draw conclusions about the organism functionalities. This work
consists of a study of some sequence comparison tools, aiming using them
as a mapping tool of contigs of an incomplete genome onto a close related
complete genome. In this way it is possible to help projects in which the goal
is just understanding important biological features without finishing the whole
genome.
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Capitulo 1

Introducao

Nos ultimos anos vivenciamos grandes avangos na biotecnologia e muitos desses
resultam em temas que constantemente sao destaques, e fontes de muitas dis-
cussoes, em toda a sociedade. A biologia molecular é uma das areas que
muito tem contribuido para esses avancos, particularmente o desenvolvimento
de técnicas de seqiienciamento de moléculas de DNA que sao empregadas nos
chamados projeto genoma. A evolucao dessas técnicas propiciaram a geracao
de uma enorme quantidade de dados de genomas, grande parte desses estao
disponibilizados em bancos de dados publicos. A necessidade de transformar
todos esses dados em informacoes bioldgicas relevantes deu origem a uma nova
area de conhecimento chamada de Bioinformatica ou Biologia Molecular Com-
putacional, que envolve a Matematica, a Ciéncia da Computacao, a Biologia
Molecular e a Estatistica.

A Bioinformatica tem como principal objetivo aplicar, ou criar, métodos com-
putacionais e matematicos para solucionar problemas da biologia molecular; e
assim desenvolver ferramentas para extrair informagoes biolégicas dos organ-
ismos, armazenar e disponibilizar os dados gerados pelos projetos.

Muitos projetos genomas estdo em andamento. Atualmente (julho de 2007)
cerca de 564 ja estdo completos e 1018 genomas ainda estao incompletos [3].
Muitos dos incompletos estao parados com centenas ou milhares de contigs
ja seqiienciados e por motivos diversos nao terminarao o seqiienciamento do
genoma todo. Entende-se por genoma completo a determinagao exata das
bases de todos os replicons do organismo estudado - fase de seqlienciamento e
montagem; a determinacao exata da posicao de cada gene do genoma, assim
como a identifica¢ao da fungao de cada um deles (quais proteinas ele expressa)
- fase de anotacao do genoma. Apds o término dessas duas fases, o objetivo
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passa a ser o de fazer a andlise do genoma, em particular no que diz respeito as
suas funcionalidades especificas e também comuns a outros organismos, além
do estudo de suas interagoes com o ambiente em que vive.

Muitos dos projetos em andamento visam a determinacao das funcionalidades
e caracteristicas bioldgicas de organismos filogeneticamente préximos a or-
ganismos que ja tiveram seus genomas completados. Espera-se desses novos
genomas muitas similaridades com os anteriores, tanto no nivel do DNA que
eles contém, quanto no nivel das proteinas por eles produzidas. Assim, é de
extrema utilidade a comparacao de genomas, mesmo que essa comparacao en-
volva genomas completos e incompletos. Nosso objetivo é identificar ou desen-
volver ferramentas computacionais titeis na comparagao de genomas completos
e incompletos. Em particular, estamos interessados em investigar aspectos es-
truturais comuns, capazes de identificar fatores funcionais importantes dos
organismos, mesmo sem finalizar os projetos dos genomas ainda incompletos.

Nosso trabalho consiste em utilizar métodos e ferramentas capazes de fazer
a ancoragem, processo que determina uma provavel ordenacao de pedacos de
um genoma incompleto, os chamados contigs, de um organismo em relacao ao
genoma completo de um outro organismo, desde que sejam organismos evo-
lutivamente proximos, e identificar os métodos que trouxeram os melhores
resultados. Para isso, criamos conjuntos de contigs, a partir de genomas com-
pletos e fizemos a ancoragem desses contigs nos genomas de origem, partindo
da premissa de que uma ferramenta de ancoragem deve saber ancorar corre-
tamente os contigs de um genoma no proprio genoma. Para tanto, usamos as
ferramentas: PROmer [11], NUCmer [11], Mega BLAST [26] e EcG [4], que
ja foram empregadas em diversos projetos genomas com muito sucesso. Para
comparar a qualidade das ferramentas, definimos uma medida de qualidade
para as ancoragens. Nossos resultados mostram que PROmer teve um de-
sempenho superior a 95% de acertos, e mostraram também que EGG teve um
excelente desempenho quando temos poucos e longos contigs. Este estudo, que
inclui ainda o desenvolvimento de uma ferrarmenta de visualizacao grafica das
ancoragens e sua disponibilizagdo na web, resultou nas publicacoes [5] e [6].

Nosso trabalho estd organizado da seguinte maneira. No capitulo 2 apresen-
tamos tépicos sobre a comparacao de genomas, comecando pelos conceitos
bésicos de biologia molecular, importantes técnicas computacionais para a
comparagao de seqiiéncias e terminamos com a descricao dos métodos com-
putacionais e estrutura de dados empregados pelas ferramentas aqui estudadas.
No capitulo 3 apresentamos uma definicao formal de ancoragem, como uti-
lizamos as ferramentas nesse processo e explicamos como foi feita a adaptacao
necessaria a ferramenta EGG para que pudesse fazer a ancoragem. A definigao



Introducao

da medida de comparacao, a construcao dos casos de testes e um estudo com-
parativo dos resultados obtidos estao no capitulo 4. No capitulo 5 descrevemos
um visualizador grafico para as ancoragens usando o GBrowse [23]. Por fim
nossas conclusoes sao apresentadas no capitulo 6.



Capitulo 2

Comparacao de Genomas

Neste capitulo descrevemos os conceitos béasicos de biologia molecular e tépicos
sobre a principal abordagem de comparacao de genomas que é a comparacao de
sequiéncias. Apresentamos também as defini¢oes de alinhamento e similaridade,
que sao nocoes muito importantes e mostramos uma técnica computacional
para calcular o alinhamento e a similaridade entre as seqiiéncias. Descrevemos
ainda uma ferramenta de busca de uma seqiiéncia em um banco de seqiiéncias e
uma estrutura de dados muito 1til quando as seqiiéncias comparadas sao muito
grandes. Os conceitos e defini¢oes desse capitulo foram retirados de [4, 18, 19].
Descrevemos ainda as ferramentas utilizadas no trabalho.

2.1 Conceitos e Definicoes

Os conceitos de biologia molecular que precisamos ter para melhor entendi-
mento deste trabalho sao: gene, cromossomo, plasmideos, genoma e contig.
Os genes sao responsaveis por carregar caracteristicas genéticas de um ances-
tral para seus descendentes. Um gene é um pequeno trecho continuo de uma
molécula de DNA capaz de codificar proteinas ou RNA. As moléculas de DNA
formam os cromossomos e os plasmideos, que sao as estruturas responsaveis
pela replicacao das células. Os cromossomos sao grandes moléculas de DNA
cujo tamanho varia entre centenas de milhares e milhoes de nucleotideos, e sao
essenciais a replicacao dos organismos. Ja os plasmideos sao moléculas bem
menores que 0s Cromossoms e nao sao essenciais a replicacao dos organismos,
tanto que estao presente somente nas bactérias e em alguns eucariotos. O
nimero de cromossomos e plasmideos em uma célula é caracteristico de cada
espécie. Plasmideos e cromossomos sao chamados de replicons. O genoma
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de um organismo é o conjunto de todos os cromossomos e plasmideos dentro
de uma célula.

Um outro conceito que tem importancia relevante nesse trabalho é o de contig,
por isso o apresentamos com mais detalhes. Os contigs surgem ainda na fase
de montagem de fragmentos dos projetos genomas. Maquinas sequienciadoras
sao utilizadas para determinar a sequéncia de nucleotideos que formam uma
molécula de DNA, porém essas maquinas nao conseguem ler a molécula inteira
de uma s6 vez, conseguem ler em torno de 700 a 800 nucleotideos por vez. Para
determinar a seqiiéncia completa da molécula, varias cépias da mesma sao frag-
mentadas aleatoriamente e seus fragmentos sao submetidos, todos juntos, aos
sequienciadores. As seqiiéncias desses fragmentos sao chamados de reads. O
objetivo da fase de montagem é determinar a ordem dos reads com base na
sobreposicao que existe entre eles, para assim obter a seqiiéncia inteira da
molécula original. Quando uma amostragem de fragmentos é produzida, pode
acontecer que determinadas regioes da molécula nao estejam representadas por
um desses fragmentos, essas regioes sao ditas nao possuirem cobertura. Nos
casos em que existam regioes sem cobertura, a reconstrucao da seqiiéncia com-
pleta fica comprometida, originando entao varias regides contiguas disjuntas,
chamadas contigs.

Alguns erros na fase de montagem podem comprometer as sequiéncias dos
contigs e do genoma como um todo. Os principais erros sao o base-call, con-
taminacdo das sequéncias, sequéncias quimeéricas e repeticoes. O erro chamado
de base-call ocorre no processo de leitura dos nucleotideos feita pelos seqiien-
ciadores, ou seja, ao tentar ler as bases de uma seqtiéncia de DNA o aparelho
determina erroneamente uma base. A principal conseqiiéncia desses erros é
que as seqiiéncias passam a ter divergéncias entre suas bases, e com com isso,
sobreposicoes aproximadas entre as seqiiéncias devem ser consideradas. Ja o
caso de seqiiéncias contaminadas ocorre quando o fragmento, além do DNA
alvo, tras parte do DNA do vetor usado para copiar a molécula. Por isso, antes
de inserir essas seqiiéncias no conjunto de entrada, elas sao submetidas ao
processo de screening, que tenta retirar a contaminacao. Seqiiéncias contam-
inadas podem influenciar de forma negativa a determinagao da sobreposicao
das seqiiéncias.

As seqiiéncias quimeras ou quiméricas sao dois fragmentos de partes dis-
tintas do DNA alvo que se unem pelas extremidades formando uma tnica
sequiencia que nao existe no DNA original. FEsses erros devem ser detecta-
dos antes e retirados do conjunto de entrada para nao formarem seqiiéncias
erradas. Repetigoes sao trechos que aparecem duas ou mais vezes em uma
molécula de DNA, e independentemente do tamanho desses trechos, atrapal-
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ham o processo. Pois quando os trechos sao grandes, de modo que nao haja
um fragmento que o comporte, seqiiéncias com ambigiiidade de arranjos podem
ser geradas. E quando sao muito pequenos e ocorrem seguidamente, repeticoes
podem ser montadas em um tnico trecho, gerando uma seqiiéncia diferente da
real.

A comparacao de genomas tem como principal abordagem a comparacao de
seqiiéncias, que de maneira simpléria, podemos dizer que tem por objetivo
encontrar regioes distintas e regioes comuns nas seqiiénciass. Dentro dessa
aparente simplicidade estao inseridos diversos problemas cujas solucoes efi-
cientes requerem algoritmos e estrutura de dados distintas. Entre esses prob-
lemas podemos citar a comparagao global e a comparacao local entre duas
seqiiéncias, a comparagao entre multiplas seqiiéncias, a procura por uma seqiiéncia
em um banco com milhares de seqiiéncias e a comparagao entre seqiiéncias
extremamente grandes. Esses exemplos usam nocoes de similaridade e al-
inhamento para determinar suas solugoes. Similaridade de duas seqiiéncias
determina uma medida de o quanto similares as seqiiéncias sao. Alinhamento
é uma maneira de colocar uma sequiéncia sobre a outra, ou outras no caso de
comparagao entre multiplas seqiiéncias, tornando claro a correspondéncia entre
caracteres ou subseqiiéncias similares nas seqiiéncias. A seguir esses conceitos
sao definidos formalmente.

Alinhamento entre duas seqiiéncias é definido como a insercao de espacos
em locais arbitrarios ao longo das seqiiéncias tal que elas terminem com o
mesmo tamanho, criando uma correspondéncia entre caracteres ou espagos na
primeira seqiiéncia e caracteres ou espacos na segunda seqiiéncia, evitando a
correspondéncia entre espaco e espaco. Dado um alinhamento, nés podemos
determinar um score para ele da seguinte maneira. Para cada coluna do alin-
hamento atribuimos uma pontuacao dependendo do seu contetido. Se existirem
dois caracteres idénticos a pontuacgao atribuida é 1, se forem dois caracteres
distintos a pontuacgao é —1 e no caso de existir um caracter e um espaco a pon-
tuagao é —2. O score do alinhamento é a soma das pontuacoes das colunas.
O melhor alinhamento é aquele com o score méaximo. Este score méximo é
chamado de similaridade entre duas seqiiéncias, denotado por sim(s,t). Para
as seqiencias s e t, podem existir muitos alinhamentos com o score maximo.
Outros esquemas de pontuacao podem ser usados para cada par de simbolos
e para os espagos.

A principal técnica computacional empregada em algoritmos que determinam
alinhamentos locais ou globais e as respectivas similaridades entre seqiiéncias
¢ a programacao dinamica. Esta técnica consiste, basicamente, em solu-
cionar uma instancia de um problema aproveitando as solucoes ja existentes
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de instancias menores do mesmo problema. No caso de comparacao de duas
seqiiéncias, digamos s e t, ao invés de calcular a similaridade entre elas como
seqiiéncias inteiras, construimos a solugao calculando a similaridade entre pre-
fixos das duas seqiiéncias. Comegando com os prefixos menores e usando os
resultados computados previamente para solucao dos prefixos maiores. Vamos
exemplificar a aplicacao da técnica descrevendo um algoritmo que computa a
similaridade e o alinhamento global entre duas seqiiéncias.

Dadas duas seqiiéncias s e t, de tamanhos m e n respectivamente, definimos
uma matriz A, m x n, onde cada entrada A;; recebe o valor da similaridade
entre os prefixos sj...s; e t...t;. Assim, a similaridade entre s e t é dado por
A (sim(s,t) = A, e para alcangarmos esse valor, através da programagao
dinamica, temos que calcular todos os valores A;; para0 <i<me0 < j < n.
A inicializacao da matriz para solucionar nosso exemplo é dada abaixo, onde
a funcao o determina o esquema de pontuagao das correspondéncias entre os
caracteres ou espagos (—) nas colunas.

AO,U = 07
Ai,O = 22:1 o (g, _)6
Aoy =201 0(— ).

Para computar as demais entradas da matriz a férmula de recorréncia é dada
por:

Aisrj+o(si,—)
Ai,j = max Ai,j + O'(SZ‘, tj)
Aijorto(=1)

Com isso determinamos a similaridade entre s e t com uma complexidade
O(mn). Para determinar um alinhamento, basta armazenar, para cada (i, j),
qual dentre as entradas A;_;;, A;; e A; ;1 foi usada. Isso é feito com uma
complexidade O(m + n).

A programacao dinamica é uma excelente ferramenta para fazer comparacoes
aproximadas entre seqiiéncias, ou seja, a computacao de alinhamentos globais,
locais ou semi-globais entre duas seqiiéncias, porém se as seqiiéncias forem
muito grandes, problemas de espaco e desempenho impedem seu uso.
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Outro problema para o qual a programacao dinamica nao tem bom desem-
penho é a pesquisa, em um banco contendo milhares de seqiiéncias, por seqiiéncias
com um certo grau de similaridade a uma dada seqiiéncia de consulta. Para
solucionar esse problema uma heuristica muito eficiente é usada na ferramenta
BLAST, de Basic Local Alignment Search Tool, desenvolvida inicialmente por
Altschul [7]. Descrevemos agora resumidamente essa ferramenta.

A seqiiéncia consultada é chamada de seqiiéncia query enquanto as seqiiéncias
retornadas sao chamadas de hits. BLAST faz a procura e retorna uma lista de
hits acompanhados por uma estimativa de significancia estatistica, chamada
de e-value, o alinhamento entre as seqiiéncias query e os hit, e um valor
para esse alinhamento, chamado de score. O e-value basicamente indica o
numero de hits ao acaso esperado, ou seja, quanto menor o valor de e-value
menor ¢ a probabilidade de um hit ter sido encontrado ao acaso. O procedi-
mento do BLAST comeca pela procura de pequenas subcadeias da seqiiéncia
query cujo alinhamento com subcadeias do mesmo tamanho das seqiiéncias do
banco sejam no minimo igual a um primeiro valor de corte. As subcadeias
da seqiiencia query e das sequiéncias do banco que atenderem a esse requisito
tém seus alinhamentos estendidos em ambas extremidades, na tentativa de se
obter segmentos maiores cuja pontuacao seja no minimo igual a um segundo
valor de corte. Esses segmentos sao utilizados na construcao do alinhamento.

Para o problema de comparagao exata de seqiiéncias, uma estrutura de dados
bastante usada é a drvore de sufizos que armazena os sufixos de uma seqiiéncia.

Definicao Seja s = s155...5,, uma seqiiéncia com m simbolos de
um alfabeto X, onde s,, = $ é um simbolo especial que nao ocorre
em nenhuma outra posicao de s'. A arvore de sufixos T, para
a seqiiéncia s é uma arvore enraizada, com m folhas e no maximo
m — 1 nés internos, tal que:

1. as arestas de T§ sao orientadas no sentido raiz — folha; e sao
rotuladas com subcadeias de s;
2. cada nd interno tem pelo menos dois filhos;

3. quaisquer duas arestas que saem de um mesmo né estao rotu-
ladas com subcadeias de prefixos distintos;

4. cada folha esta rotulada com um inteiro 7, 1 < i <m; e

1O simbolo $ ¢é necessério para garantir que nenhum sufixo seja prefixo de outro sufixo.
Isso, por sua vez, garante a existéncia e unicidade da arvore.
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5. a concatenacao dos rétulos das arestas de um caminho da raiz
até uma folha 7 corresponde ao sufixo de s que comeca na
posicao 1.

A aplicacao tipica de arvores de sufixo é a busca de todas as ocorréncias de
uma seqiiéncia p de tamnho m em um texto s de tamanho n, dada a arvore
de sufixos Ts. A idéia parte do principio de que qualquer sufixo s[i...m] de s
deve estar representado na arvore, através de um caminho tinico da raiz de T}
até a folha rotulada com i. Por outro lado, qualquer subcadeia s[i. .. j| de s,
i < j < m, éum prefixo do sufixo s[i...m| e, portanto, deve rotular a parte
inicial desse caminho tinico. Assim, para descobrir se hé ocorréncias de p em s,
deve-se percorrer esse caminho, comparando os simbolos de p com os simbolos
que rotulam as arestas do caminho, até que p seja integralmente encontrado
ou nenhum casamento seja mais possivel. No primeiro caso, todas as folhas
na subarvore abaixo do né onde a busca terminou rotulam as posi¢oes onde p
ocorre em s. No segundo caso, p nao ocorre em S.

O caminho a ser percorrido na busca é tinico porque quaisquer duas arestas
que saem de um vértice interno de T sao rotuladas com subcadeias de s que
obrigatoriamente comegam com simbolos diferentes, pela propria definigao da
arvore de sufixos.

Na figura 2.1 podemos ver que a busca por p = za terminard em um vértice
interno, cuja subarvore tem as folhas rotuladas com 1 e 4, significando, por-
tanto, que p ocorre nessas posicoes de s. Se fizermos p = bza$ e efeturamos
outra busca na arvore da Figura 2.1 terminaremos na folha rotulada com 3,
indicando a posicao de s onde ocorre o sufixo. O ultimo caso na busca ocorre
se fizermos p = zab, nenhum vértice é alcancado o que indica que p nao é um
sufixo de s.

2.2 Ferramentas de Comparacao

As ferramentas que escolhemos para trabalhar sao NUCmer e PROmer [2, 10,
11, 14], Mega BLAST [26] ¢ EcG [4]. Sao ferramentas para comparagao de
seqiiéncias e que ja tém seu mérito reconhecido pela comunidade cientifica.
Essas ferramentas usam técnicas distintas e nos permitem uma aplicagao di-
reta ao problema de ancoragem, exceto EGG, para a qual tivemos que de-
senvolver uma pequena adaptacao. Mega BLAST e EGG utilizam BLAST
em seu nucleo, porém EGG usa uma metodologia de procura por estruturas
organizacionais e Mega BLAST usa um algoritmo guloso para alinhamento
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T
p = za
s = xabra$
a
$
bxra$ ra
bra$
$
bra$ $

Figura 2.1: Arvore de Sufixos T} para a seqliéncia xabxra$

de seqiiéncias. NUCmer e Promer usam em seu nucleo a ferramenta MUM-
mer, que implementa uma arvore de sufixos muito eficiente na determinacao
de trechos idénticos das seqiiéncias, porém NUCmer utiliza a seqiiéncia de
nucleotideos enquanto PROmer traduz a seqiiéncia de nucleotideos nas seis
seqiiéncias de aminoacidos possiveis. Passamos agora a descrever cada uma
dessas ferramentas.

2.2.1 MUMmer

MUMmer é um sistema capaz de fazer o alinhamento entre duas seqiiéncias,
uma chamada de seqiiéncia referéncia e outra chamada seqiéncia query. As
seqliéncias podem ser de genomas inteiros e/ou diferentes montagens de um
genoma. O nome MUMmer teve origem na primeira versao, quando o sistema
construfa o alinhamento a partir de matches unicos mazimais (MUM). Os
MUDM’s sao subseqiiéncias idénticas nas duas seqiiéncias que nao estao con-
tidos em subseqiiéncias idénticas de comprimento maior e que acontecem uma
unica vez em cada seqiiéncia. As versoes seguintes da ferramenta constroem o
alinhamento a partir de outras estruturas nao tao rigidas como o MUM.
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A segunda versdo usa candidatos a matches tinicos maximais (MUM’s can-
didatos). Essa estrutura nao exige que a subseqiiéncia seja inica na seqiiéncia
query mas, que seja Unica na seqiiéncia referéncia. Na terceira versao a re-
stricao de unicidade também foi retirada da seqiiéncia referéncia e entao o
alinhamento é construido sobre todos os matches maximais. A ferramenta
permite fazer o alinhamento sobre qualquer uma dessas trés estruturas, sendo
os MUM’s candidatos a estrutura padrao.

MUMmer tem como principais métodos computacionais na construcao do alin-
hamento uma arvore de sufixos, um algoritmo modificado para solugao do prob-
lema computacional conhecido como subseqiiéncia crescente mais longa ou LIS
(Longest Increasing Subsequence) e um algoritmo de programacao dinamica
baseado no algoritmo de alinhamento de Smith-Waterman [22]. Cada um
desses métodos é aplicado em uma das trés fases que compoem o sistema.

A primeira fase consiste em encontrar os matches, que sao as sementes do alin-
hamento. Para executar tal tarefa é empregada a arvore de sufixo. Primeira-
mente, todos os sufixos da seqiiéncia referéncia sao inseridos na arvore, depois
os sufixos da seqiiéncia query sao procurados na arvore e assim sao identificados
os MUM’s candidatos ou os matches maximais. Para identificar os MUM’s, da
primeira versao, os sufixos da seqiiéncia query também sao inseridos na arvore.

A segunda fase de MUMmer é responsavel por determinar a seqiiéncia de
matches que formam a base do melhor alinhamento entre os genomas. Para
isto, a ferramenta primeiro ordena os matches por sua posicao no genoma
de referéncia, depois faz a ordenagao pelas posigoes no genoma query. Cada
match passa a ter dois inteiros como atributos, um representando sua ordem
na referéncia e outro representando a ordenacao na query. Entao executa
o algoritmo de LIS na ordenagao dada pela query para determinar a mais
longa subseqiiéncia de matches em ordem crescente e assim determinar a base
do alinhamento global. MUMmer percorre os matches da esquerda para a
direita considerando, além da ordenacao, o tamanho e o fato de que pode
haver sobreposigoes entre os matches para determinar a melhor subseqiiéncia.

Na terceira fase, onde a base do alinhamento global ja esta definida, muitos
programas sao usados para fechar os gaps locais. Um gap ¢é definido como
uma interrup¢do no alinhamento global e é classificado em SNP(Single Nu-
cleotide Polymorphisms), diferengas de um tnico nucleotideo, inser¢ao, regiao
altamente polimoérfica e repeticoes. Para cada uma dessas classificagoes de
insercao sao aplicados um ou mais programas para a execuc¢ao do alinhamento
local. No processamento de SNP’s sao duas as formas de identificacao no
MUMmer, a mais simples acontece quando a base é rodeada por matches e
nesse caso o sistema identifica um SNP. A outra forma é quando o SNP ¢ ad-

11



Comparagao de Genomas 2.2 Ferramentas de Comparacao

jacente a seqiiéncias que nao sao unicas nos genomas. Nesta situacao o SNP é
identificado pelo processo que trata de repeticoes.

Uma insercao, no contexto de MUMmer, é uma regiao de tamanho moderado
que aparece em um genoma e nao aparece no outro, onde o outro nesse mo-
mento ¢é a base do alinhamento global. MUMmer ainda divide as inser¢oes em
dois grupos, transposicoes e inserc¢oes simples. Transposicoes sao subseqiiéncias
que foram retiradas de uma posi¢ao e colocadas em outra (relativamente ao
outro genoma), e sao detectadas num passo de pds-processamento pois apare-
cem como matches mas fora de ordem. Insercoes simples sao subseqiiéncias
que aparecem em apenas um dos genomas.

Regioes Polimoérficas sao regides com um grande numero de diferencas, por
terem muitas diferencas é menos significante defini-las em forma de SNP’s.
Para essas regioes ¢ executado um algoritmo de programacao dinamica equiv-
alente a Smith-Waterman, ou se a regiao for grande existe a possibilidade de
rodar o MUMmer recursivamente diminuindo o tamanho minimo do MUM.

Para efetuar o processamento de repetigoes foram criados dois programas
repeat-match e exact-tandems. repeat-match é um algoritmo que usa arvore
de sufixos e estd projetado para encontrar repeticoes exatas maximais em uma
Unica seqiiéncia. Usa um algoritmo similar a MUMmer. ezact-tandems re-
torna uma lista de repeticoes tandem exatas 2 em um tnica seqiiéncia. Na
experiéncia dos autores, muitas das repetigoes encontradas eram repeticoes
tandem e apareciam adjacentes a seqiiéncias Unicas e os matches apareciam
nas extremidades dessas repeticoes tandem em repetigoes dele mesmo.

Para fazer o alinhamento entre duas seqiiéncias é preciso invocar o script
run-mummerl ou run-mummer3, ambos sao responsaveis por chamar todos os
demais scripts e programas para a confeccao do alinhamento. run-mummeri1
faz o alinhamento usando as defini¢oes da primeira versao e run-mummer3 usa
as definicoes da terceira versao. Esses scripts recebem como parametro um
arquivo fasta contendo o genoma de referéncia, um arquivo fasta contendo o
genoma query ou um arquivo multi-fasta contendo os contigs queries, além das
opcoes da ferramenta, e retornam 4 arquivos. O arquivo .out contém a lista
dos matches exatos encontrados, o arquivo .gaps listando os gaps encontrados,
.align que contém o alinhamento dos matches e errorgaps.

2Repeticbes concatenadas de uma mesma sub-seqiiéncia.
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NUCmer

NUCmer (NUCleotideos MUMmer) é um sistema capaz de fazer o alinhamento
entre multiplos-contigs que tem o MUMmer em seu ntcleo. Foi disponibi-
lizado juntamente com a segunda versao de MUMmer. Na época seus cri-
adores observaram que os projetos de seqiienciamento de genomas inteiros do
tipo shotgun(WGSS) estavam adiando sua fase de finaliza¢ao por tempo inde-
terminado e seus resultados estavam se resumindo a centenas de contigs que
representam um nivel de montagem shotgun 5x, 62> 4. Observaram também
que geralmente para os organismos desses projetos existiam um outro organ-
ismo bastante préximo evolutivamente ja seqiienciado, entao desenvolveram
um método computacional para alinhar multiplos contigs com um genoma
completo. Outra motivacao foi o desejo de comparar os contigs resultantes
de um nivel de montagem shotgun com os resultantes de outro nivel de mon-
tagem, por exemplo 5z com 6x. NUCmer também executa o alinhamento em
trés fases como MUMmer.

NUCmer recebe como entrada as sequiéncias referéncia e query através de ar-
quivos multi-fasta, primeiramente concatena as seqiiéncias dos contigs de cada
um dos arquivos de entrada resultando em duas seqiiéncias. Essas seqiiéncias
sao submetidas a MUMmer que retorna todos os matches exatos entre os dois
genomas. Esses matches sao mapeados de volta aos contigs em cada um dos
arquivos de entrada.

Na segunda fase, NUCmer roda um programa de agrupamento dos matches
ao longo de cada contig. Os matches sao agrupados se estiverem dentro de
uma distancia especificada pelo usuério. A seguir o sistema roda uma variagao
do algoritmo de programacao dinamica de alinhamento de Smith-Waterman
para alinhar as seqiiéncias entre os agrupamentos de matches. Para evitar a
computacao excessiva, o numero de mismatches é limitado nos gaps entre os
matches. A quantidade exata de mismatches é definida pelo usudrio.

NUCmer constréi dois arquivos como resposta, um arquivo .cluster e um
.delta. O arquivo .cluster contém a lista dos matches agrupados para cada
duas seqiiéncias comparadas. O arquivo .delta contém uma representagao codi-
ficada dos alinhamentos de todas seqiiéncias queries contra todas as seqiiéncias
de referéncia.

NUCmer permite que alguns parametros essenciais para a construgao dos al-

3Cobertura de uma posicdo p é o ntimero de fragmentos que possuem uma de suas bases
passando em p.

4Montagem ou cobertura 5z indica que existem pelo menos 5 fragmentos passando pela
posigao p
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inhamentos sejam controlados pelo usuario.

PROmer

PROmer (PROtein MUMmer) é um sistema cujo objetivo é propiciar uma
anotacao comparativa entre genomas através da comparagao das proteinas
desses genomas. Acreditando que as seqiiéncias de proteinas conservam-se
por um periodo muito maior, em uma escala de tempo evolucionaria, que as
sequiéncia de DNA, PROmer tenta identificar relacionamentos que nao sao
visiveis nos alinhamentos de seqiiéncias de DNA.

Assim como NUCmer, PROmer também usa MUMmer para construir os alin-
hamentos entre as seqiiéncias e por isso usa os mesmo métodos computacionais.
A principal diferenca entre as ferramentas esta no fato de que PROmer traduz
as seqiiéncias de DNA, dadas em dois arquivos multi-fasta da entrada, em
seqiiéncias de aminoacidos.

Inicialmente todas as seqiiéncias de DNA sao traduzidas em todos os seis
frames de leitura, nesse momento um indice é criado para mapear as seqiiéncias
de aminoacidos e seus tamanhos nas seqiiéncias de DNA originais. Feita a
traducao, PROmer filtra as seqiiéncias de aminoacidos que contém um ntmero
excessivo de stop codons que podem nao fazer parte de uma proteina. As
seqiiéncias restantes sao concatenadas, separadamente de acordo com os dois
arquivos de entrada, formando duas seqiiéncias de aminoacidos que represen-
tam as potenciais proteinas de cada genoma. Essas seqiiéncias sao submeti-
das a MUMmer que identifica os matches entre elas. Para finalizar essa fase
PROmer mapeia os matches nas seqiiéncias de DNA originais usando o indice
criado na traducgao.

Com os matches identificados PROmer faz o agrupamento desses usando as
coordenadas das seqiiéncias de DNA. Ao agrupar os matches pode acontecer
desses estarem inconsistentes segundo o frame de leitura usado na traducao.
Para resolver esse problema, a ferramenta assume que o frame a ser usado é
aquele que tem o maior grau de homologia entre as seqiiéncias de proteinas.
Assim cada agrupamento termina com uma série de hits de aminodcidos em
um tunico frame de leitura. Com os agrupamentos de matches construidos a
ferramenta passa para a terceira fase que é extender os alinhamentos entre os
agrupamentos, aumentando a area de cobertura total da regiao, usando um
algoritmo eficiente para alinhamento de seqiiéncias e a matriz de pontuacao

BLOSUMG62.

PROmer apresenta seus resultados no mesmo formato que NUCmer, um ar-
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quivo .cluster e um arquivo .delta contendo, respectivamente, a listagem dos
agrupamentos de matches para cada duas seqiiéncias comparadas e os alin-
hamentos entre as seqiiéncias codificados. PROmer permite a manipulacao de
parametros esséncias para a construcao dos alinhamentos.

2.2.2 Mega BLAST

Mega BLAST é uma ferramenta para alinhamento de seqtiéncias de DNA onde
essas seqiiéncias se difereciam apenas por erros de seqiienciamento ou erros
equivalentes. Usando um algoritmo guloso Mega BLAST produz um alin-
hamento tao bom quanto os gerados por algoritmos que usam programacgao
dinamica, porém chega a ser até 10x mais rapido trabalhando com dados
apropriados. Ao fazer a comparacao entre duas seqiiéncias, digamos s e t
cujos respectivos tamanhos sao m e n, o algoritmo usa uma matriz m x n,
assim como a programacao dinamica, porém nao sao computadas todas as
entradas dessa matriz. Mega BLAST percorre algumas diagonais calculando
a distancia entre as seqiiéncias. A distancia D;; entre os prefixos s;...s; e
t1...t; é definida pelo menor nimero de operagoes de edigao (substituigao,
inser¢ao ou remocao) necessarias para transformar um sufixo no outro.

Mega BLAST trabalha diretamente sobre a distancia entre as seqiiéncias. Para
determinar quais diagonais devem ser percorridas, ele aplica uma restri¢ao
baseada na similaridade entre os sufixos e assim percorre apenas as diago-
nais cujas similaridades sao maiores do que —oo. Sendo 7' a maior similari-
dade computada até a diagonal anterior e X um valor definido pelo usuario
(X > 0), o algoritmo determina que para toda entrada (i,7) da matriz cuja
sim(i,7) < T — X, seja atribuido —oo a sim(i, j). Por isso o algoritmo precisa
transformar distancia (dist(s,t)) em similaridade (sim(s,t)) de uma maneira
eficiente. Segundo [19], isso é possivel fazendo:

M
sim(s,t) = ?(m +n) — dist(s,t)

onde :
M é uma constante,
m = |s],

n = [t.
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Mega BLAST considera somente os alinhamentos que contiverem um match
idéntico com pelo menos W nucleotideos, e é mais eficiente quando W > 16.

2.2.3 Egg

A ferramenta EGG (Extended Genome-Genome comparison) [4] foi desen-
volvida para fazer a comparacao entre os proteomas® de dois organismos e
determinar como a reordenacao e o reagrupamento dos genes influenciam nas
diferengas entre as funcionalidades dos genomas. Baseada em uma metodolo-
gia de busca por estruturas organizacionais, a sua implementagao usa a teoria
dos grafos, mais especificamente dois grafos bipartidos e a procura por cliques
maximais. As estruturas organizacionais referidas sao genes ortélogos, genes
especificos, regioes de genes especificos, regioes de genes ortologos, espinha dor-
sal e familias de genes pardlogos.

As estruturas organizacionais sao definidas a partir da menor organizacao
possivel num proteoma, o gene. Um gene é um trecho do genoma que carrega
informagoes funcionais. Um gene pode ser traduzido em uma proteina ou ser
codificado em RNA. Proteina é uma seqiiéncia traduzida para aminoacidos
de uma ORF(open read frame) predita como pertencendo a um gene. Dentre
os genes a ferramenta procura por casos especiais que sao os genes pardlogos,
ortélogos e especificos. Genes ortdlogos e genes paralogos sao genes de-
scendentes de um mesmo gene ancestral, através do eventos de especiacao e
duplicacao respectivamente. A diferenca é que o primeiro ocorre em genomas
diferentes, e o segundo ocorre num mesmo genoma. Genes especificos de
um genoma sao aqueles genes que nao tém um gene ortologo entre os genes do
outro genoma.

Além dos genes especiais, a metodologia define as regides de ocorréncia desses
genes. Regiao de genes consecutivos (RGC) é definida como um conjunto
de genes consecutivos em um proteoma ordenados pelas coordenadas de inicio
de cada gene. Regiao especifica (RE) de um genoma G em relacao a um
genoma H é uma regiao “rica” em genes especificos, ou seja uma regiao onde
a grande maioria dos genes ocorrem apenas no genoma (G. Regiao ortéloga
(RO) é definida como sendo um par («, () onde a é uma RGC no genoma
G e f é uma RGC em H, além disso a e 3 devem ser descendentes de uma
mesma regiao ancestral e terem aproximadamente o mesmo nimero de genes.

Para completar as estruturas organizacionais é preciso definir cruzamento e
espinha dorsal de RGCs. O cruzamento ocorre quando dois pares ortologos

5Conjunto de todos os genes de um genoma que codificam proteina.
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(g,h) e (g 1) tém a ordem de g e ¢’ em G invertida em relagdo a h e b’ em H.
A espinha dorsal de duas RGCs, a e 3, é uma seqiiéncia de pares ortologos
(g, h) onde cada gene g em « tenha no méximo um gene ort6logo h a ele em
[ e vice-versa, e que nao ocorra nenhum cruzamento entre os pares.

A implementacao de EGG ¢é feita em trés fases. Na primeira é feita a com-
paragao dos genes, na segunda sao definidas as arestas dos grafos e na ultima
fase sao determinadas as estruturas organizacionais.

Para fazer a comparagao dos genes ¢ utilizada a ferramenta BLAST que fornece,
para cada gene g;, uma lista dos genes considerados similares dentre os genes
de H. Cada gene h; retornado por BLAST, que é chamado de hit, vem acom-
panhado de algumas informacoes, usadas por EGG sao o e-value, o score e
o alinhamento entre g; e hj. O e-value ¢ uma significancia estatistica do
hit, ou seja, indica a probabilidade esperada do hit ter sido encontrado ao
acaso. Quanto menor o e-value, menor a probabilidade do hit ser encontrado
a0 acaso,ou seja, mais significativo é o hit.

O EGG considera um gene g no genoma G 6rtologo a um gene h no genoma
H se e somente se :

e a medida de significancia estatistica s(g, h) da similaridade entre g e h
seja menor ou igual a um limite fixo S; e

e dado o alinhamento de g e h, pelo menos P% de |g| e P% de |h| sejam
cobertos pelo alinhamento.

Para EGG, um gene g é especifico em um genoma GG em relacao a outro genoma
H, quando a medida de significancia estatistica s(g, k) da similaridade entre
eles é maior que um limite S’, para todo gene h no genoma H, tal que S’ > S.

EGG implementa como medida de significancia o e-value quando determina
os genes especificos. Assim construindo, para cada gene g;, uma lista ligada
contendo os hits retornados por BLAST em ordem nao-decrescente de e-value,
EGG determina os genes especificos como sendo aqueles que tenham e-value
maior do que S’.

No inicio da fase de determinacgao das arestas do grafo, EGG encontra os pares
ortélogos usando o valor da similaridade do alinhamento do hit (score), como a
medida de significancia s(g, h), e o alinhamento, ambos passados por BLAST,
e tendo como valores limites, descritos anteriormente, S = 107°, S’ = 1073, e
P = 60%. Observe que o intervalo entre 107> e 1073 é considerado uma zona
de divida para a similaridade, j& os scores abaixo de 107 tém alta similari-
dade, e os genes com score acima de 107® sdo considerados genes especificos.
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Cada par ortélogo encontrado, obedecendo aos limites é chamado de match e
representa uma aresta no grafo. Sendo m e n o nimero de genes de G e H,
respectivamente, EGG armazena os matches em uma matriz binaria A,, ., tal
que A; ; =1 se, e somente se, g; e h; formam um match.

Para implementar o conceito de par de genes fortemente ortélogos, EGG usa
o que chamamos de BBH, de Bidirectional Best Hit. Um par (g;,h;) de genes
ortélogos forma um BBH se h; é o melhor hit encontrado por g;, ou seja, aquele
com menor e-value, e vice-versa.

Na terceira fase é preciso determinar os runs, que pelas defini¢oes dadas acima
podemos dizer que sao seqiiencias consecutivas com pelo menos dois matches.
Como os matches estao armazenados na matriz A, os runs sao determinados
pelas diagonais de A onde as posic¢oes estao preenchidas com 1. O programa
gera um codigo para cada run encontrado, o codigo traz as informagoes sobre
os genomas comparados, ano, meés e dia da comparagao, um nimero seqiiencial
do run naquela comparacao, se ele é paralelo ou anti-paralelo e se é consistente
ou inconsistente.

Para encontrar as regioes ortélogas, o programa procura runs com pelo menos
M = 3 maltches, ou a uniao de runs que distam no maximo K genes. Na
implementagao o valor de K é determinado por uma estratégia, essa deter-
mina [,,;, como a menor distancia entre os genes finais de um run e os genes
iniciais do outro em cada um de seus respectivos matches e l,,,, € a distancia
maxima respectivamente. Com o uso de dois parametros max.small.gap e
max.large.gap passados pelo usuario, que determinam o tamanho maximo
do menor e do maior intervalo entre os runs, em nimero de genes, 08 Tuns sao
juntados para formar uma RO se

lmin < max.small.gap e [,,,, < max.large.gap

Os valores padroes sao 5 para max.large.gap e 3 para max.small.gap.
Para encontrar a espinha dorsal dos proteomas, objetivando encontrar o alin-
hamento entre os proteomas EGG implementa um algoritmo de programacao
dinamica para encontrar a seqiiéncia comum mais longa sobre os BBH’s en-
contrados pelo BLAST na fase de comparacao dos genes. E para determinar
as familias de genes paralogos foi implementado um algoritmo que encontra
os cliques maximais do grafo onde os vértices sao os genes do genoma. O
algoritmo primeiro cria as arestas (matches) do grafo G, onde cara vértice é
um gene do genoma. Depois cada aresta é considerada uma clique de G e
vértices sao adicionadas um-a-um nas cliques até que nao seja mais possivel
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adicionar®. As familias entdo comecam em cliques maximais. No caso de

genes que pertencam a mais de uma familia, o valor adotado como critério de
desempate é o score retornado pelo BLAST.

6 Clique é um conjunto de vértices adjacentes dois-a-dois. Uma clique C' é maximal se
nao existe clique C’ que contenha C'
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Capitulo 3

Ancoragem

Nesse capitulo apresentamos os objetivos e as idéias que nos motivaram a de-
senvolver este trabalho, bem como a metodologia usada para a execucao dos
testes. Tentamos transmitir a principal funcao do processo chamado de ancor-
agem, bem como o que fizemos com cada uma das ferramentas para que essas
pudessem fazer a ancoragem dos contigs no genoma completo. Apresentamos
ainda as ferramentas computacionais que desenvolvemos para operacionalizar
todo o processo de testes.

3.1 Definicoes e objetivos

Nossa principal abordagem consiste na observacao de alinhamentos capazes
de estimar a posicao exata de partes nao-contiguas de um genoma incompleto
em um genoma completo, a partir dos resultados obtidos de ferramentas de
comparacao de sequéncias. Usaremos as ferramentas descritas no capitulo 2,
capazes de gerar alinhamentos entre sequéncias. Algumas delas ja determi-
nam diretamente uma posicao de ancoragem, e para as outras adicionamos tal
funcionalidade. As ferramentas foram aplicadas sobre um conjunto de testes
composto por 10 genomas completos comparados com dez conjuntos respec-
tivos, contendo 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 contigs dos

préprios genomas.

Ancoragem é um processo que determina uma provavel ordenacao de pedacos
de um genoma incompleto, os contigs, de um organismo em relagao ao genoma
completo de um outro organismo, desde que sejam organismos evolutivamente
proximos. Ou seja, dado um genoma G com coordenadas [1...n] e C' =
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{C}...Ck} o conjunto de k contigs de um genoma H, chamamos de ancor-
agem de C; em G, e denotamos por X;, a posicao onde uma ferramenta M
ancorou a primeira base de C; em G, 1 < i < k. A Figura 3.1 exemplifica a
ancoragem dos contigs C ... C.

X X5 Xk
T T T
| | |

Cl 02 Ck

Genoma

Figura 3.1: Ancoragens X; ... X} dos contigs (' ..., no genoma completo.

3.2 Ferramentas para Ancoragem

A idéia nessa secao é mostrarmos como cada uma das ferramentas, descritas
na secao 2.2, efetivamente determina a ancoragem dos contigs nos genomas
completos, e principalmente os scripts em Perl que desenvolvemos para agilizar
o processo de testes.

Desenvolvemos varias ferramentas computacionais (scripts em Perl) para ag-
ilizar o processo de ancoragem usando as ferramentas Promer, NUCmer, Mega
BLAST e EGG. O primeiro script, nomeado breakSeq.pl, é responsavel por
fazer a quebra de um genoma inteiro em k contigs. Descrevemos os detalhes de
implementagao e funcionamento dessa ferramenta na segao 4.2. O importante,
por enquanto, é sabermos que essa ferramenta cria trés arquivos, contigs.brk,
contigs.res, e contigs.fasta. No primeiro estao os dados que permitem a
geracao das seqiiéncias dos contigs, no segundo estao os resultados esperados
pelas ancoragens, ou seja, as posicoes e fitas de onde cada um dos contigs foram
retirados da seqiiéncia, e no terceiro arquivo temos as k seqiiéncias de DNA dos
contigs. O segundo script, genAnchors.pl, tem a finalidade de controlar todo
processo de ancoragem, e isso envolve em um primeiro momento a aplicagao
das ferramentas nos contigs e genomas, e no segundo momento computar as
medicoes das ancoragens resultantes de cada uma das ferramentas.

Os processos de ancoragens sao feitos diretamente por genAnchors.pl para
as ferramentas NUCmer, PROmer e Mega BLAST, ou seja, o script faz uma
chamada direta as ferramentas, passando os parametros necessarios. No caso
de EGG que, como dito na secao 2.2.3, usa BLAST para comparar proteinas
preditas, criamos uma ferramenta que gera k arquivos fasta contendo a seqiiéncia
de nucleotideos de cada um dos contigs e k arquivos contendo a anotagao de
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cada um dos contigs. Assim executamos EGG comparando os contigs, um a
um, com o genoma inteiro, o que implicou no desenvolvimento de outro script
que faz a preparagao do banco de dados de BLAST com as seqiiéncias envolvi-
das.

Para cada uma das ancoragens, genAnchors gera trés arquivos: o primeiro,
.res, contém as posicoes e fitas de ancoragem para cada um dos contigs anco-
rados, os outros sao os arquivos .conf e .gff que sao usados pela ferramenta
de visualizagao grafica GBrowse, descrita no capitulo 5, para exibi¢ao das an-
coragens. Scripts especificos para capturar cada um dos arquivos .res de cada
ferramenta e computar as medigoes estao descritos nas subsegoes a seguir, onde
descrevemos também as técnicas usadas em cada ferramenta na ancoragem.

3.2.1 NUCmer e PROmer

A segunda versao do pacote MUMmer, apresentada na secao 2.2.1, disponibi-
lizou as ferramentas NUCmer e PROmer, capazes de fazer comparacoes entre
um genoma completo e multi-contigs resultando em alinhamentos do tipo to-
dos contra todos. Esse pacote também disponibilizou uma ferramenta chamada
show-tiling, com o objetivo de determinar o melhor mapeamento dos contigs
em uma Unica na seqiiéncia de referéncia, baseando-se nos alinhamentos encon-
trados. Show-tiling tenta construir um trajeto com os contigs, mapeando-os
na sequéncia referéncia. A partir dos alinhamentos encontrados entre uma
sequiéncia de referéncia longa e muitos pequenos contigs, show-tiling deter-
mina a melhor posicao de mapeamento para cada contig. E importante dizer
que cada contig é usado na cobertura apenas uma vez o que traz dificuldades
ao sistema na ocorréncia de repetigoes.

Show-tiling recebe como entrada um arquivo .delta resultante de NUCmer
ou PROmer. A saida padrao de show-tiling traz, para cada seqiiéncia de re-
feréncia, uma lista dos contigs mapeados com 8 colunas informando as posicoes
de inicio e fim na seqiiéncia referéncia, o tamanho do gap para o préximo con-
tig, o tamanho, a cobertura do alinhamento, o percentual de identidade, a
orientacao e o ID do contig. Show-tiling trata o caso do genoma ser circular
e também permite que o usuario determine o percentual minimo de cobertura
e identidade que cada alinhamento deve ter para ser considerado na deter-
minacao do trajeto.

Fazemos as medigoes das ancoragens resultantes de PROmer e NUCmer com
o script medida.pl, que toma como entrada os arquivos contigs.res, que
contém a ancoragem esperada, e o arquivo com a ancoragem resultante da
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ferramenta. Entao verificamos se o contig foi ancorado ou nao pela ferramenta,
se foi entao observamos a fita em que foi ancorado e por fim calculamos a
distancia entre a posicao de ancoragem e a posicao esperada. A saida contendo
as distancias de ancoragem para cada um dos contigs é dada através de um
arquivo .dist.

3.2.2 Mega BLAST

Mega Blast permite a escolha de véarios formatos de saida, nés optamos pela
opcao 3, que traz uma listagem dos hits encontrados em 12 colunas com
as seguintes informacgoes: Query id, Subject id, % identidade, tamanho
do alinhamento, nimero de erros, abertura de gaps, inicio na query,
fim na query, inicio na referéncia, fim na referéncia, e-value ¢ bit
score. Os hits sao ordenados pelo % de identidade, tamanho do alinha-
mento, query id e assim por diante. Executamos Mega BLAST passando
como parametro os arquivos fasta com as seqiiéncias do genoma inteiro e com
as seqiiencias dos k contigs, além da opcao de formato para saida.

Implementamos o célculo das medi¢oes em medmblast.pl, e nesse, para cada
contig listado, encontramos seu primeiro hit, que pode ser considerado o mel-
hor, e entao, supondo que ¢; e g5 denotam a posicao de inicio e fim, respectiva-
mente, do alinhamento do hit no contig, e que s; e sy a posicao de inicio e fim,
respectivamente, do alinhamento do hit no genoma, computamos p;, a posicao
de ancoragem do contig, de duas maneiras : a primeira quando o alinhamento é
dado na mesma fita seguimos o demonstrado na Figura 3.2; a segunda quando o
alinhamento é dado em fitas contrarias seguimos o demonstrado na Figura 3.3.

bi = ‘Si - qi’

Genoma Pi 5i
1 L

L

Contig C; L4

1 qi qr |Cs|

Figura 3.2: Calculo da ancoragem de Mega BLAST na mesma fita.

Com as posicoes de ancoragem dos contigs definidas, computamos os acertos
observando o arquivo contigs.res, e assim criamos o arquivo mblast.dist.
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pi = |5 _qf|

Genoma ; Di

T T
| |
| |
| |

1 9 G |Ci]

Figura 3.3: Calculo da ancoragem de Mega BLAST em fitas contrérias.

3.2.3 Egg

A primeira versao de EGG foi projetada para comparar pares de genomas
inteiros. Recentemente, uma atualizacao permitiu comparacoes entre multi-
contigs anotados. Contudo, EGG ainda nao estava apto a fazer a ancoragem
dos contigs em um genoma completo. Desenvolvemos uma técnica para ancorar
os contigs, usando os BBH’s encontrados entre os genes do genoma completo
e os genes dos contigs.

EGG mapeia as proteinas de cada contig no genoma de referéncia, particular-
mente os BBH’s, ao invés de mapear o contig inteiro. Assim nods precisamos
traduzir o conjunto de BBH’s formados pelos genes do contig C; e genes do
genoma inteiro G' em uma posicao X;. X;, chamada de mapeamento de C;, é a
posicao onde um método qualquer mapeia a primeira base do contig C;, pode
ser qualquer valor entre 1 e o tamanho do genoma inteiro G. Formalmente,
seja (g, h) um BBH, onde g é um gene de G e h um gene de C;. N6s simulamos
um sistema de coordenadas Cartesiano onde GG e C; sao dois eixos horizontais
e as coordenadas (z,y) de g e h sdo dadas por (z,4,1) e (z,0). X; é calculada
encontrando a posicao d em G que minimiza a somatéria das distancias Eu-
clidianas entre todos os pares de genes dos BBHs entre G e C; , considerando
C; deslocado de § — 1 posicoes em G. Assim, X; é dada pela férmula abaixo e
a Figura 3.4 ilustra dois BBHs e o deslocamento 9.

Implementamos a tradugao de BBH’s em ancoragem no script bbh2res.pl,
que a partir de cada um dos k arquivos .bbh gera um tunico arquivo .res
que depois submetemos ao medida.pl que gera o arquivo .dist contendo as
medigoes.
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X; = arg 6min Z \/1 + (xg —x)p — 0)?

"V BBHs em C;xG

<x97 1) (xg’v 1)

Contig C;

1 |G
(zr,0) (2w, 0)

Figura 3.4: Uma ilustracao de dois BBHs, (g,h) e (¢/, h’), mapeados em G.
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Capitulo 4

Estudo comparativo

Nesse capitulo apresentamos um estudo comparativo entre as ancoragens re-
sultantes da aplicacao das ferramentas NUCmer, PROmer, Mega BLAST e
EcG em nossos conjuntos de testes. Antes, definimos a medida usada para
determinar a qualidade e apresentamos nossos conjuntos de testes.

4.1 Medida de comparacao

Para avaliarmos o quanto uma ancoragem feita por uma ferramenta M é melhor
do que outra ancoragem, definimos uma medida de comparacao de ancoragens,
denotada por S);. Essa medida de comparacao é baseada na distancia entre
a ancoragem dada para um contig ¢ e a posicao de onde ele foi retirado do
genoma, uma vez que contruimos nossos contigs a partir de genomas completos.
A construcao dos conjuntos de testes esta descrita na secao ??. Definimos a
distancia a seguir.

Definigdo: Dado um genoma G com coordenadas [1...n] e C =
{C}...Ck} o conjunto de k contigs de G, sejam P, a primeira
posicao da primeira base de C; em G, e X; a ancoragem de C}
em (. Chamamos de distancia de ancoragem de C; em G, e
denotamos por dy;, a distancia entre P; e X;, de acordo com as
coordenadas de GG e a ancoragem construida por M.

Essa distancia precisa ser calculada considerando que os genomas podem ser
circulares ou lineares. Quando o genoma é linear o calculo da distancia de
ancoragem ¢ dado por dys; = | X; — P;|, como mostra a Figura 4.1.
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dui = | X; — B

X; P

~

Genoma

I
|
Contig C; 1 1C,|

Figura 4.1: No genoma linear a medida dj;, que determina a distancia entre
a posicao esperada P; e a ancoragem X;, é dada por |X; — Bl

No caso de G ser um genoma circular a distancia de ancoragem é dada por
dy; = min{|P, — X;|, n — | P, — X;|}, para garantir que essa distancia seja a
menor. Observe a Figura 4.2.

dari = |Xi — By dyi =n — |X; — B
. Contig C;
Contig C; 1 /\

' ) (e

(e

Genoma
Figura 4.2: Medida de distancia dj;; em genoma circular. No caso (a) a

distancia é determinado por | X;—F;|. No caso (b) o contig esté localizado sobre
a posigao inicial do genoma, o que faz a distancia ser dada por n — |X; — Pj|.

Podemos dizer que a ancoragem correta é aquela onde dy;.; = 0. Nossa medida
de comparacao de ancoragens faz a contagem dos acertos que uma ferramenta
obteve ao ancorar k contigs, porém ela considera como acerto uma ancoragem
nao tao distante de P;.

A medida de comparagao de ancoragem S, ¢ definida como o
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nimero de distancias de ancoragem dy; tal que dpr; < «|C;|, onde
a é um fator que permite solugdes aproximadas (nao tao distantes
de P)).

A Figura 4.3 mostra a ancoragem dos contigs C, Cy e C3 nas posigoes X,
X5, e X3 respectivamente, e traz as posicoes Py, P, e P3 de onde esses contigs
foram retirados. Ao adotarmos a = 0,5, ou seja, estamos considerando como
intervalo de acerto até 50% do tamanho do contig, teremos que Sy; = 2.

Genoma

P X\ P X5 Py X
1 I I I
| | |

Cl CQ C3

Figura 4.3: Exemplo da ancoragem de trés contigs num genoma completo e
como a medida de comparacao S, atuaria, fazendo oo = 0, 5.

Noés nao consideramos, no calculo de Sy, os contigs ancorados em fita errada
ou nao ancorados.

4.2 Conjunto de Testes

Nossos conjuntos de testes foram montados a partir de 10 genomas comple-
tos retirados do GenBank. Esses genomas foram arbitrariamente quebrados
em conjuntos de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 contigs.
Descrevemos o método de geragao dos contigs e relacionamos os genomas es-
colhidos para os testes nessa se¢ao.

Genomas

Foram utilizados genomas completos oriundos de projetos genomas comple-
tos e depositados no GenBank. GenBank é a base de dados de seqiiéncias
genéticas do National Institute Health of United States of America, uma cole¢ao
de seqiiéncias de DNA anotadas e disponiveis ao piblico. Os organismos es-
colhidos estao relacionados na Tabela 4.1. A tabela traz ainda informacoes
como tamanho do genoma em milhdes de basepair(Mbp), o nimero de cro-
mossomos, identificador no Genbank, o identificador no RefSeq. Reference
Sequence (RefSeq) é uma colegao, disponibilizada pelo NCBI, que fornece um
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conjunto detalhado, integrado, nao redundante das seqiiéncias, incluindo o
DNA, o RNA transcrito e os produtos genomicos da proteina, dos principais
organismos pesquisados.

Tabela 4.1: Genomas selecionados. A tabela informa o tamanho dos genomas
em MBp, o niimero de cromossomos, o cdédigo no Genbank e o codigo do

RefSeq.

Organismos Tam | Cr Genbank RefSeq

Baccillus anthracis str. Sterne 5.23 1 AFE017225.1 | NC_005945.1
Buchnera aphidicola str. Sg (Schizaphis graminum) 0.64 1 AFE013218.1 | NC_004061.1
Candidatus Blochmannia pennsylvanicus str. BPEN 0.79 1 CP000016.1 | NC_007292.1
Escherichia coli W3110 4.65 1 AP009048.1 | NC_000091.1
Haemophilus influenzae 86-028NP 1.91 1 CP000057.1 | NC_007146.1
Helicobacter pylori HPAG1 1.61 1 C'P000241.1 | NC_008086.1
Streptococcus pneumoniae R6 2.04 1 AFE007317.1 | NC_003098.1
Synechococcus sp. CC9605 2.51 1 C'P000110.1 | NC_007516.1
Xanthomonas campestris pv. campestris str. ATCC3913 | 5.08 1 AFE008922.1 | NC_-003902.1
Xanthomonas campestris pv. campestris str. 8004 5.15 1 C'P000050.1 | NC_007086.1

Todos os genomas escolhidos sao circulares.

Processo de geracao dos contigs

Para efetuarmos a quebra de um determinado genoma inteiro em uma deter-
minada quantidade de contigs, nés criamos um conjunto de scripts em Perl,
que sao os seguintes :

e genContigs.pl - responsavel por coordenar a execucao dos demais scripts.

e breakSeq.pl - promove a quebra do genoma em k contigs e determina
a ancoragem esperada.

e genFASTA.pl - constréi o arquivo multi-fasta contendo as seqiiéncias de
nucleotideos dos contigs e o arquivo GFF retratando a ancoragem esper-
ada para ser mostrado na ferramenta GBrowse. Mais detalhes sobre o
formato GFF serao vistos na secao 5.1

Geramos contigs de tamanho e orientacao diferentes e garantimos que nao ex-
iste sobreposicao entre eles. Apresentamos aqui o processo de quebra de forma
geral e posteriormente, nas subsegoes, apresentamos uma breve descricao dos
scripts dentro do processo. O principal resultado da quebra serd um arquivo
no formato multi-fasta contendo as seqiiéncias de nucleotideos dos contigs.
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Para iniciar o processo devemos informar o arquivo FASTA contendo a seqiién-
cia do genoma a ser quebrado, o nimero de contigs a serem criados (nContigs)
e se ocorrerd ou nao a inversao de orientacao dos contigs. Primeiramente
determinamos os tamanhos méaximo e minimo para os contigs. O tamanho
maximo nos definimos como sendo o tamanho do genoma, em nucleotideos,
dividido pelo ntimero de contigs desejado. O tamanho minimo como sendo
10% do tamanho maximo. Dentro desses limites, para cada um dos nContigs,
fazemos uma escolha aleatéria determinando seu tamanho.

Com o tamanho do contig determinado, preocupamo-nos agora com a posi¢ao
inicial do contig dentro do genoma. Para evitarmos a sobreposicao, cada
um dos contigs é retirado da i-ésima parte do genoma, onde 7 estd entre 1
e nContigs. Assim, fazemos uma escolha aleatdria para posicao inicial do
contig entre a posicao inicial da ¢-ésima parte do genoma e a tultima posicao
possivel de caber o contig. Esta posicao foi definida subtraindo da posicao
final da i-ésima parte do genoma, o tamanho do contig. A orientacao do con-
tig também foi determinada de forma aleatéria. Na verdade, observamos o
tamanho do contig. Quando esse é impar o contig tem a orientagao revertida,
caso contrario a orientacao ¢ mantida.

Assim, tendo o tamanho, a posicao inicial e a orientacao de cada um dos con-
tigs, passamos a construir os arquivos de saida, contigs.res e contigs.fasta.
O primeiro arquivo contém, para cada contig, informagoes como sua posi¢ao
inicial, seu tamanho e sua direcao em relagao ao genoma. Temos entao a
ancoragem esperada.

4.3 Resultados e Analise Comparativa

Apresentamos nesta se¢ao os resultados do nosso trabalho através de 3 gréaficos
que trazem o percentual de acertos das ancoragens dadas pelas ferramentas.
As figuras 4.4, 4.5 e 4.6 mostram os resultados quando usamos a = 0.1 ,
a = 0.25 e a = 0.5, respectivamente. Lembramos que o é um parametro
que usamos para determinar um intervalo onde consideramos a ancoragem
correta, ou seja, quando fazemos o = 0.5 estamos considerando um intervalo
de 50% do tamanho do contig em torno da posicao esperada de ancoragem
como sendo uma ancoragem correta. Os resultados mostam que apenas Mega
BLAST, dentre as ferramentas, tem seus resultados afetados pela variagao de
a, embora os comportamentos de todas as ferramentas tenham permanecido
inalterados relativamente ao « aplicado.

Os graficos trazem no eixo x o nimero de contigs em cada conjunto de testes.
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Figura 4.4: Resultados para a = 0.1. O eixo y representa o percentual de
acerto na ancoragem feita com todos os 10 genomas. O eixo x indica o nimero
de contigs nos casos de testes

No eixo y é dado o percentual de acertos considerados por Sy, para todos os
10 conjuntos de = contigs. Por exemplo, observando a figura 4.4, EGG obteve
95% de acertos com os conjuntos de 100 contigs. Isso significa que dos 10 x 100
contigs a serem ancorados, EGG acertou 950. Tanto PROmer como NUCmer
apresentam ancoragens muito préximas da ideal com ligeira vantagem para
PROmer. EGG mostra-se com um bom desempenho para contigs maiores
enquanto que Mega BLAST melhora quando os contigs sao menores.

As ferramentas PROmer e NUCmer mantiveram um resultados acima dos
95% de acerto. Entendemos que a procura por matches idénticos maximais foi
determinante para esse desempenho, e a vantagem de PROmer em relacao a
NUCmer esta no fato de usar as seqiiéncias de aminoacidos, que tendem a ter
um menor indice de diferencas entre as cadeias uma vez que basta um simbolo
diferente na cadeia para que a arvore de sufixos desconsidere a identidade entre
os trechos das seqiiéncias.

Observando os gréficos, identificamos o comportamento de EGG de obter mel-
hores resultados quando os contigs sao maiores. Isso é explicado pelo fato de
que ela usa os BBH’s entre os genes das seqiiéncias. Assim, quanto maior o
contig, maior é nimero de genes presentes e conseqiientemente mais BBH’s
sao detectados e avaliados no processo de ancoragem tornando seus resulta-
dos mais seguros. Outra razao para isso € que a presenca de genes pardlogos
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Figura 4.5: Resultados para o = 0.25
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Figura 4.6: Resultados para a = 0.5

podem atrapalhar a determinacao correta dos BBH's.

Mega BLAST ¢ a tnica das ferramentas que apresentou uma alteragao mais
acentuada em relacao a variagao de a. Observando os graficos, verificamos
que os acertos estao entre 83% e 97% quando o = 0.5, entre 73% e 82% para
a = 0.25 e entre 60% e 79% para a = 0.1. Porém em todos, o nimero de

32



Estudo comparativo 4.3 Resultados e Anélise Comparativa

acertos aumenta quando o tamanho do contig diminui. Acreditamos que pelo
fato de Mega BLAST usar alinhamentos locais e a existéncia de repetigoes nas
sequiéncias, falsas ancoragens foram encontradas pela ferramenta. O mesmo
fato repercute no nimero de acertos maior quando o contig é pequeno, pois
assim a chance de uma falsa ancoragem diminui pois com contigs menores
repeticoes sao mais dificeis de ocorrerem.
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Capitulo 5

Ferramenta de Visualizacao das
ancoragens

A visualizagao grafica proporciona uma maneira rapida e facil de apresentar
os contigs ancorados no genoma completo. Optamos por usar a ferramenta
GBrowse, desenvolvida pelo Projeto GMOD [1].

5.1 GMod

O projeto GMOD-Generic Model Organism Database, Base de Dados Genérico
de Organismo Modelo, é financiado pelo National Institute of Health-NIH, e
tem o objetivo de gerar componentes reutilizaveis para criacao e manutencao de
modelo de banco de dados de organismo (MOD) [23]. GMOD é uma colegao
de aplicagoes e banco de dados interconectados que os bidlogos usam como
repositérios e como ferramentas.

Os MODs sao ferramentas importantes para as pesquisas cientificas. Elas
compartilham um conjunto de tarefas em comum tais como: coletar e apurar
dados a partir da literatura cientifica, integrar essas informagoes com os re-
sultados de experimentos em grande-escala e mais recentemente, providenciar
uma nomenclatura padrao de genes, termos anatomicos e outros elementos do
vocabuléario cientifico. Essas informacoes sao disponibilizadas para a comu-
nidade via uma péagina Web, que serve ainda como conexao para discussao,
anincios de interesse para a comunidade e submissdo de dados [23]. Com
relagao as pesquisas em biologia molecular, é importante destacar que existe
uma regra chave nos MODs que tenta relacionar as caracteristicas genomicas
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as caracteristicas bioldgicas classicas dos organismos. Os MODs contém regras
interpretativas e apurativas que os distingue dos banco de dados que apenas
armazenam as informacoes.

O NIH, observando o crescimento do niimero de importante projetos de seqiien-
ciamento de genomas e visando gerenciar os dados resultantes desses, financiou
o projeto GMOD, com o objetivo de construir ferramentas para construgao e
manutencao de MODs. Essas ferramentas estao disponibilizadas para a comu-
nidade através do enderego http://www.gmod.org.

5.2 GBrowse

O GBrowse (Generic Genome Browser) é uma das ferramentas disponibi-
lizadas pelo projeto GMOD e é uma combinacao de base de dados e pagina
Web interativa para manipular e indicar anotacoes e caracteristicas em geno-
mas. A ferramenta contém muitos recursos que outros browsers (navegadores
web) disponibilizam, tem a vantagem de ter sido projetada para ser portavel
e extensivel.

Os dados dos genomas a serem exibidos sao fornecidos de duas maneiras para
a ferramenta. A maneira mais facil é através de um arquivo no formato
GFF(General Features Format), descrito ainda nessa se¢ao. O site do NCBI
disponibiliza o arquivo GFF dos genomas 14 depositados. A outra maneira
de fornecer os dados para o GBrowse ¢é através de um banco de dados para o
qual a ferramenta tenha suporte, que hoje sao PostGrees, MySQL, BioSQL e
CHADO.

As anotacgoes dos genomas sao exibidas em forma de trilhas (tracks), que sao
linhas horizontais compostas por desenhos e textos. Existem varios formatos
de desenhos para as trilhas que o usuario da ferramenta pode associar as carac-
teristicas dos genomas. Algumas associacoes entre desenhos e caracteristicas
ja sao sugeridas na ferramenta. Para fazer a definicao das trilhas a serem
mostradas pelo GBrowse, precisamos criar um arquivo texto, com extensao
.conf, com as configuracaoes das trilhas. Na Figura 5.1 temos um exemplo
de configuracao de trilhas retirado do arquivo .conf. Nesse exemplo, temos
a definicao de duas trilhas, oContigs_Anchors e Contigs_Anchors. Cada uma
das trilhas esta sendo definida pelas palavras chaves feature, glyph, height,
bgcolor e Key, onde:

e feature: determina a caracteristica a ser mostrada (contig), e a fonte de
tal caracteristica (Ref). Essa palavra-chave estd diretamente associada
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aos dados do genoma armazenados no banco de dados ou no arquivo
GFF

e glyph: determina o desenho associado a caracteristica a ser mostrada
na trilha. O tipo generic ¢ um retangulo. A palavra-chave stranded,
que aparece na definicao da segunda trilha, com o valor 1 determina que
uma seta deve aparecer em uma das extremidades do retangulo definido
uma orientagao para a caracteristica.

e height: determina a altura do desenho.
e bgcolor: determina a cor de preenchimento do desenho.

e Key: determina o texto que aparece a esquerda da trilha na janela de
exibi¢ao, como se fosse o identificador da trilha.

s S TRACK CONFIGURATION #s## i it
# the remainder of the sections configure individual tracks
B R R R R R A R R R

[oContigs_Anchors:overview]

feature = contig:Ref
glyph = generic
height =5

bgcolor  =blue

Key = Contigs
[Contigs_Anchaors]
feature = contig:Ref
glyph = generic
stranded =1

height =10
bgcolor  =blue

Key = Contigs

Figura 5.1: Trecho de um arquivo .conf, onde sao configuradas as trilhas.

Outras palavras-chaves existem para complementar a definicao das trilhas.
Deve existir um arquivo .conf para cada genoma, ou para cada visualizacao
a ser exibido na ferramenta.

O formato GFF(General Feature Format) foi criado com o objeivo de de-
screver, de maneira simples, as caracteristicas encontradas nos genomas dos
organismos. O formato GFF nao tem a intencao de ser usado para um com-
pleto gerenciamento de dados de analise e anotacao de seqiiencias genomicas.
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Formado linhas contendo 9 campos que sao: o identificador da seqiiéncia, a
fonte, a caracteristica, inicio, fim, pontuacao, fita, frame e atributos. O identi-
ficador da seqiiéncia indica a seqiiéncia a qual se refere a caracteristica. A fonte
geralmente indica o nome do programa que fez a predicao da caracteristica.
A caracteristica indica o tipo da caracteristica, existe um conjunto padrao de
caracteristica porém nao é imposto o uso dessas. Inicio e fim indicam as re-
spectivas posicoes dentro da seqiiéncia onde inicia-se e finda a caracteristica.
Score é um numero real que indica a pontuagao com que o programa da fonte
encontrou a caracteristica. A fita indica a fita em que foi encontrada a car-
acteristica, assim como o frame indica o frame de leitura quando pertinente a
caracteristica. A seguir temos o trecho inicial de um arquivo GFF.

##gff-version 3
##sequence-region reference 1 5175554

reference RefSeq genome 1 5175554 . + . ID=genome ; Name=genome
reference REF contig 57332 97661 . + . ID=c2;Name=c2
reference REF contig 108269 141983 . - . ID=c3;Name=c3
reference REF contig 152527 193478 . + . ID=c4;Name=c4
reference REF contig 204248 253174 . - . ID=cb5;Name=cb
reference REF contig 253816 296334 . - . ID=c6;Name=c6
reference REF contig 333824 350385 . + . ID=c7;Name=c7
reference REF contig 372654 398248 . - . ID=c8;Name=c8

A extendibilidade do GBrowse é simples. Usando BioPerl, podemos criar novos
adaptadores para banco de dados, ou novos agregadores responsaveis por gerar
graficos, e até mesmo plugins para novas formas de visualizagao, anotacao e
consultas das caracteristicas dos genomas.

Existem varios tipos de graficos e agregadores que possibilitam a visualizagao
das caracteristicas dos genomas de muitas formas. A configuracao dessas visoes
é feita de modo simples permitindo uma exploracao muito grande dos dados.
Para detalhes basta acessar a tutorial do GBrowse em http://www.gmod.org.

5.2.1 Apresentacao Visual da Ancoragem através
do GBrowse

Nossa apresentacgao visual da ancoragem traz duas trilhas, compostas por con-
tigs com as orientacgoes e identificagoes visiveis. A primeira trilha, rotulada
Contigs, apresenta a ancoragem esperada dos contigs na cor azul. A segunda,
rotulada Mapping, apresenta a ancoragem dos contigs dada pelas ferramentas
na cor preta. Na figura 5.2 apresentamos a ancoragem do conjunto de testes
com 100 contigs de Xhantomonas campestri pv campestris (XCC') no genoma
completo da Xhantomonas anoxonopodis citri (X AC') feita pela ferramenta
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PROmer. Nessa figura destacamos a visao geral da ancoragem que esta colo-
cada na porcao de OQuverview, onde a representacao da largura completa do
genoma ¢ mostrada. Podemos ver que na porcao Details aparece apenas uma
mensagem dizendo que a visualizacao dos detalhes é possivel quando a visao
for limitada a 1 Mbp.

Mapping 100'contigs of Xanthomonas campestris campestris onto genome of Xanthomonas anoxonopodis citri: reference:1..5175554 = Mozilla Firefox

File Edit View Go Bookmarks Teols Help

) Applications Places System @ERRE S 3 sa2av @
Jj

<:Z| M L:) M @ O @ l\_l http://bagre.dct.ufms. br/cgi-bin/g| cxac100/7r e ]E] @ Go “Q,

|| Red Hat, Inc. || Red Hat Network | —)Support [)Shop (=) Preducts | Training

Mapping 100 contigs of Xanthomonas campestris campestris onto genome of Xanthomonas
anoxonopodis citri

Showing 5.176 Mbp from reference, positions 1 to 5,175,554

Bl Instructions
Search using a seguence name, gene name, lecus, or cther landmark. The wildeard character * is allowed. To center on a location, click the ruler. Use the Screll/Zoom buttens te change magnification and position.

Examples: reference.

[Hide banner] [Bookmark this] [Link to Image] [High-res Image] [Help] [Reset]
B Search
Landmark or Reglon: Reports & Analysis:

reference Search Download Alignments j Configure... Go

pRiSeus €< [Shows.a76 Mbp =] 222
I Mapping 100 contigs of Xanthomonas campestris campestris onto genome of Xanthomonas anoxonopodis citri j Seroll/Zoom: . - Flip
El Overview
verview of ref erence ) ) X X
9 1 2 El ah sh
Contigs| "ama®" R N, e R me P N T R
Wapping(PRORer) ™ "aa® g N R E_E LR EEE DR EEERE R M INEEE A m e EEnm i mm)

E] Details

Detailed view is limited to 1 Mbp. Click in the overview fo select a region 1 kbp wide.

Glear highlighting Update Image

B Tracks
Bl Overview | Allon [ All off
[+ Contigs |+ Mapping(PROmer)
Bl General [ Allon [ All off r
|+ Contigs [ Mapping(PROmer)
Configure tracks... | Update Image
E Display Settings
Image Width Key position Track Name Table
(" as0 (" 840 800 ¢ 1024  Between ¢ Beneath (" Left  Right & Alphabetic ¢ Varying
Highlight feature(s) (feature1 featurez...) reglons (reglon1:start..end end)
| |+ Show grid
Update Image | ]
Done
[59 [chastel@bagre: ~/Desktop/Testes/scripts] |[ @ Wapping 100 corntigs of Xanth B ~ is onto genome of Xanthom...| & 8

Figura 5.2: Visao Geral, usando GBrowse, da ancoragem de contigs de Xhan-
tomonas campestri campestris no genoma completo da Xhantomonas anox-
onopodis citri feita por PROmer. Destaque da porcao Ouverview.

Na figura 5.3 apresentamos os detalhes da ancoragem. Na porcao Ouverview
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aparece um retangulo vermelho, que mostra a porcao do genoma que esta sendo
detalhada. Observando a porcao Details, identificamos as duas trilhas com
as representacaoes dos contigs, onde dos contigs sao representados tamanho,
orientacao e posi¢ao de ancoragem. Os contigs em azul, e indentificados por ¢;,
estao colocados nas posicoes e orientagoes esperadas, enquanto que os contigs
na cor preta e identificados por m; estao nas posicoes e orientacoes definidas por
PROmer. Nessa ancoragem podemos ver que os contigs m; estao quase sempre
colocados abaixo dos respectivos ¢;, salvo um pequeno deslocamento para a
direita, porém abaixo dos contigs cs; € ¢52 nao ha nenhum contig ancorado mas
os respectivos foram ancorados préximos, ms; a esquerda de csg € mso a direita
de c¢53 indicando que estao presentas no genoma da Xhatomonas anoronopodis
citri e que algum evento ocorreu nesse trecho do DNA.

Nas figuras 5.4 e 5.5 podemos observar outros eventos. Na primeira figura os
contigs mgi, mga, Mg3 € mgs de XCC estao ancorados na porc¢ao inicial de
X AC. Na segunda figura os contigs mq4, mis, € myg de XCC' estao ancorados
na porcao final de X AC'. Podemos assim identificar inversoes nas seqiiéncias do
DNA dos organismos. Essas inversoes podem ser confirmadas pela Figura 5.6,
retirada de [4], que mostra os BBH’s dos genes desses dois organismos.
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BApphcaﬂans Places System %@Qg@

3 suam @

Mapping 100 contigs of Xanthomonas campestr

homonas anoxonopod

Mozilla'Firefox

campestris onto genome of

File Edit View Go Bookmarks Teols Help

Cil © E(> = g O @ [\_l http://bagre.dct.ufms. br/cgi-bin/gbrowse/xccxac100/

I e (G

| | Red Hat, Inc. || Red Hat Network | = Support [~JShep (=) Preducts | Training

Mapping 100 contigs of Xanthomonas campestris campestris onto genome of Xanthomonas

anoxonopodis citri

Showing 1 Mbp from reference, positions 2,087,778 to 3,087,777

B Insiructions

Search using a sequence name, gene name, lecus, or other landmark. The wildeard character * is allowed. To center on a lecation, click the ruler. Use the Scroll/iZoom buttons to change magnification and position.

Examples: reference.

[Hide banner] [Bookmark this] [Link to Image] [High-res Image] [Help] [Reset]

El Search

Landmark or Region:

reference:2087778..3087777 Search

Data Source

I Mapping 100 contigs of Xanthomonas campestris campestris onto genome of Xanthomonas anoxenopodis citri j

Reports & Analysis:

Download Alignments j Configure... Go
Show 1 Mbp  ~|

ScrolliZoom: LK

22 " Fip

]

B Overview
Overview of reference
o il 2H r
Contigs "a™a™""™
Happing{PROner} ™

E Details

2an ER EAT 2.4 250 2.8 2. ER 2.51 E]

Contigs

42 43 odd cdh 046 cd7 048 48 o505 oi2 o3 cid oS5 o6 57 cG8 o9 cE0  c6l

- 1 4 b B | 4 - > ] - » a4 - -

Happing(FROner)

wdz md3  mdd  md5 wdé WS 0G0 mdg Wiz w53 nd WS ws a7 W r
1 - > 1 ] - » -
n3g
Glear highlighting Update Image
El Tracks
1 overview |~ Allon [~ All off
[+ Contigs [+ Mapping(PROmer)
ElGeneral [ Allon [~ All off
[+ Contigs [+ Mapping(PROmer)
Configure tracks... | Update Image |

O Display Settings

Done

[3 [chastel@bagre:~/DesktopTestes/scripts]

Figura 5.3:
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BApphcaﬂans Places System %@@g@

S Of Xanthormonas campestris campestris Onto genome of Xanthomonas anoxonopod|

eferance:326651..1326650 - Mozilla

File Edit View Go Bookmarks Tools Help
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anoxonopodis citri

Showing 1 Mbp from reference, positions 326,651 to 1,326,650

B Insiructions

Search using a seguence name, gene name, lecus, or cther landmark. The wildeard character * is allowed. To center on a lecation, click the ruler. Use the Scroll/Zoom buttons to change magnification and position.

Examples: reference.
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Done

[ ‘4 [chastel@ bagre: ~/Desktop/Testes/scripts]

] @ Mapping 100 contigs of Xanthomonas campestris campestris onto genome of Xanthom... -

Figura 5.4: Visao dos detalhes da ancoragem. Os contigs mg;, msga, Ms3 € Mgs

de XCC foram ancorados na porcao inicial de X AC.
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Mapping 100 contigs of Xanthomonas campestris campestris onto genome of Xanthomonas
anoxonopodis citri

Showing 1 Mbp from reference, positions 3,690,762 to 4,690,761

B Insiructions
Search using a seguence name, gene name, lecus, or cther landmark. The wildeard character * is allowed. To center on a lecation, click the ruler. Use the Scroll/Zoom buttons to change magnification and position.
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[ 4 [chastel @ bagre:~/Desktop/Testes/scripts] ] @ Mapping 100 contigs of Xanthemonas campestris campestris onto genome of Xanthom... !

Figura 5.5: Visao dos detalhes da ancoragem. Os contigs mq4, mis5, € myg de
XCC foram ancorados na porgao final de X AC.
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Figura 5.6: BBH’s dos genes de XAC e XCC (Retirada de [4]).
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Capitulo 6

Conclusao

Nosso trabalho apresenta um estudo de ferramentas de comparagao genomica
para o uso em ancoragem de contigs em genomas completos e tem como uma
das contribiugoes a determinacao de uma medida que assegura a qualidade
dessas ancoragens. A medida S);, baseada na distancia entre a posicao de
ancoragem esperada e a posi¢ao efetiva dada pela ferramenta, permite impor-
tantes conclusoes a respeito das ferramentas e técnicas usadas.

As ferramentas PROmer e NUCmer alcangaram excelentes resultados no pro-
cesso de ancoragem, com uma pequena vantagem para PROmer, o que nos
permite afirmar que o uso da arvore de sufixos de MUMmer na identificagao
de matches idénticos maximais é de extrema relevancia no processo e o uso da
cadeia de aminoacidos foi determinante na vantagem detectada em PROmer.
Na ancoragem de todos os casos de testes tanto PROmer quanto NUCmer
ficaram acima dos 99% de acerto, a vantagem de PROmer sempre foi pequena,
por exemplo, como os conjuntos de 1000 contigs NUCmer obteve 99,35% e
PROmer 99, 55%.

A ferramenta EGG e a técnica de ancoragem baseada em BBH’s também al-
cancou bons resultados quando aplicada sobre contigs longos, porém com con-
tigs curtos seus resultados foram os piores. Isso devido ao fato de quanto
maior o contig ¢ provavel um maior nimero de genes o que pode gerar um
maior nimero de BBH’s com o genoma completo. Com um nimero maior de
BBH’s a ancoragem ¢ mais precisa. Dessa forma EGG mostra-se uma excelente
ferramenta para projetos que estejam quase finalizados.

Mega BLAST obteve resultados sempre acima de 60% de acertos, sendo mais
eficiente quando os contigs sao mais curtos, porém acreditamos que seus resul-
tados podem melhorar ao aumentarmos o tamanho dos matches idénticos que
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sao as sementes dos alinhamentos locais que determinam sua ancoragem.

A visualizagao grafica das ancoragens através do uso da ferramenta GBrowse,
outra contribuicao desse trabalho, também mostra-se muito 1util para uma
melhor andlise de como os contigs se alinharam ao genoma completo.

Ao fim desse trabalho confirmamos as andlises iniciais apresentadas em [5] e [6],
que ja indicavam um melhor desempenho de PROmer com relacao as outras
ferramentas. Porém, se o conjunto de contigs ao qual se deseja ancorar for
composto por contigs longos e anotados a melhor op¢ao é usar a ancoragem de
Eca. Isso acontece, em geral, em projeto em fase final e com poucos trechos
nao montados.

Resultados detalhados, ferramentas e as ancoragens definidas pelas ferramentas
estao disponiveis no endereco http://www.egg.dct.ufms.br.

Trabalhos Futuros

Entendemos que muita coisa ainda pode ser feita para melhorar as metodolo-
gias e ferramentas aqui propostas e o detalhamento dos seus resultados. Lis-
tamos a seguir algumas dessas possibilidades.

Agilizar a ancoragem baseada nos BBH’s

A técnica de ancoragem baseada nos BBH’s implementada precisa deslocar
cada um dos contigs através de todo o genoma ancora, nucleotideo a nu-
cleotideo, isso deixa o processo muito lento. Por exemplo, para fazer a ancor-
agem dos 100 contigs de Xanthomonas campestris pv campestris no genoma
da Xanthomonas anoxonopodis citri foram necessarias pouco mais que 24 ho-
ras. Acreditamos que seja possivel determinar a posicao correta de ancoragem
sem a necessidade desse deslocamento por todo o genoma ancora, para isso ¢é
preciso fazer uma formulagao matematica que possa comprovar tal suposicao.

Duas possiveis solugao sao:

e Usando uma aboradagem de divisao e conquista podemos dividir o genoma
em trés partes iguais, colocamos o contig no centro de cada porgao do
genoma, calculamos distancia entre o contig e o genoma e descartamos a
por¢ao com a maior distancia. Aplicamos, recursivamente, esse mesmo
processo com as duas partes do genoma que nao foram descartadas. Nao
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garatimos a otimalidade das ancoragens com essa aboradagem porém
nossa complexidade, que atualmente é O(n), serd dada por

T(n) = 3k + T(2),

3
o que resulta em O(logs2n).

e Ao invés de percorrer toda a extensao do genoma, percorrer apenas
a porcao do genoma entre os BBH’s extremos do contig. Com essa
heuristica garantimos a otimalidade da ancoragem mas nao garantimos
um ganho de tempo.

Revisar as ancoragens de Mega BLAST

Mega BLAST, assim como PROmer e NUCmer, também procura por um
match idéntico, porém nao se preocupa em usar o maximal. Em nossos testes
usamos o tamanho padrao para o match, 28. Acreditamos que aumentando
esse tamanho os resultados possam ser melhorados, porém nao devem alcancar
os mesmos de PROmer e NUCmer.

Ampliar ancoragem de Egg

Estudar a possibilidade de usar, além dos BBH’s, outras estruturas genoémicas
para fazer a ancoragem e assim aumentar o percentual de acertos quando os
contigs forem menores.

Adaptar EggView para apresentar ancoragens

EGGVIEW [6] é uma ferramenta desenvolvida sobre o GBrowse para visual-
izacao das estruturas detectadas por EGG na comparacao entre dois genomas
completos, entre as estruturas apresentadas estao os BBH’s e os genes ex-
clusivos. A apresentacao dessas estruturas numa ancoragem serao de grande
importancia para a extracao de informagoes relevantes ao projeto.
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