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Resumo

O seqiienciamento de ESTs (Ezpressed Sequence Tag) [2] é uma técnica que trabalha com
bibliotecas de cDNAs tendo como objetivo a obtengao de uma boa aproximacao para o
indice génico, que ¢ a listagem de genes existentes no genoma do organismo estudado.

Antes da serem analisadas, as seqiiéncias obtidas do seqiienciamento dos ESTs devem
ser processadas para eliminacao de artefatos. Artefatos sao trechos que nao pertencem ao
organismo ou que possuem baixa qualidade ou baixa complexidade. Trechos de vetores,
adaptadores e caudas poli-A podem ser citados como exemplos de artefatos.

A eliminacao dos artefatos deve ser feita para que a analise das seqiiéncias produzidas
no projeto nao seja prejudicada por estes “ruidos”. Por exemplo, artefatos presentes
em seqiiéncias freqiientemente produzem erros em processos de clusterizagao, pois eles
podem determinar se seqiiéncias serao unidas em um mesmo cluster ou separadas em
clusters diferentes.

Observando a importancia da realizacao de um bom processo de limpeza das seqiién-
cias, o trabalho desenvolvido nesta dissertacao teve como principal objetivo a obtencao
de um conjunto eficiente de procedimentos de deteccao e remocao de artefatos.

Este conjunto foi produzido a partir de uma nova estratégia de deteccao de artefatos.
Normalmente, cada projeto de seqiienciamento possui seu proprio conjunto de procedi-
mentos dividido em vérias etapas. Estas etapas sao, em geral, ligadas entre si e o resultado
de uma pode influenciar o resultado de outra. A nossa estratégia visa a realizacao destas
etapas de forma totalmente independente.

Além da avaliagao desta nova estratégia, o trabalho também realizou um estudo mais
detalhado sobre dois tipos de artefatos: baixa qualidade e derrapagem. Para cada um de-
les, algoritmos foram propostos e validados através de testes com conjuntos de seqiiéncias
produzidas em projetos reais de seqiienciamento.

O conjunto final de procedimentos, baseado nos estudos desenvolvidos durante a es-
crita deste texto, foi testado com as seqiiéncias do projeto SUCEST [100, 103, 113] e
mostrou bons resultados. O clustering produzido com as seqiiéncias processadas por
nossos métodos apresentou melhores consisténcia interna e externa e menores taxas de
redundancia quando comparado ao clustering original do projeto.
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Abstract

Expressed Sequence Tag (EST) Sequencing [2] is one technique that works with cDNA
libraries. It aims to achieve a good approximation for the gene index of an organism.

Before analyzing the sequences obtained by sequencing ESTs, they must be processed
for artifact removal. An artifact is a sequence that does not belong to the studied organism
or that has low quality or low complexity. As example of artifacts, we have adapters, poly-
A tails, vectors, etc.

Artifacts removal must be performed because their presence can produce “noises” in
the sequencing project data analysis. For example, artifact can join two sequences in a
same cluster inappropriately or separate them in two different clusters when they should
be put together.

Motivated by the sequence cleaning process importance, our main objective in this
work was to develop an efficient set of procedures to detect and to remove sequence
artifacts.

Usually, each EST sequencing project has its own procedure set divided in many steps.
These steps are, in general, linked and the result of one given step might influence the
result of the next one. Our strategy was to perform each step independently assuring that
any execution order of those steps would lead to the same result.

Additionally to the new strategy evaluation, this work also studied detailedly two
type of artifacts: low quality and slippage. For each one, algorithms were proposed and
validated through tests with sequences of real sequencing projects.

The final set of procedure, developed in this work, was evaluated using the sequences of
the SUCEST project [100, 103, 113] and produced good results. The resulting clustering
from our method has better external and internal consistency and lower redundacy rate
than those produced by the SUCEST project clustering.
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Capitulo 1

Introducao

Na ultima década do século XX, o mundo observou duas grandes evolugdes. A primeira,
refere-se ao crescimento do poder de processamento de computadores. A segunda que pode
ser considerada, em parte, como uma das conseqiiéncias da primeira, refere-se ao avanco
das pesquisas genomicas, que passaram a realizar o estudo dos genomas dos organismos
a partir do seqiienciamento em larga-escala de suas seqiiéncias de DNA.

A operacao de seqiienciamento consiste na determinacao das seqiiéncias de nucleoti-
deos de um trecho de DNA. A partir das seqiiéncias de bases, os cientistas podem realizar
diversas atividades como, por exemplo, a montagem do genoma, a determinacao dos genes
existentes no genoma e a descoberta de padroes de expressoes génicas.

Diversas técnicas foram desenvolvidas para obtencao de DNA para seqiienciamento.
Uma dessas técnicas consiste na produgao de bibliotecas de moléculas de cDNA (DNA
complementar), que é produzido a partir do complemento da molécula de mRNA (RNA
mensageiro).

O seqiienciamento de ESTs (Ezpressed Sequence Tag) [2] é uma técnica que trabalha
com bibliotecas de cDNAs tendo como objetivo a obtencao de uma boa aproximagao para
o indice génico, que ¢é a listagem de genes existentes no genoma do organismo estudado.

Antes de serem analisadas, as seqiiéncias obtidas do seqiienciamento dos ESTs devem
ser processadas para eliminacao de artefatos. Artefatos sao trechos que nao pertencem ao
organismo ou que possuem baixa qualidade ou baixa complexidade. Trechos de vetores,
adaptadores e caudas poli-A podem ser citados como exemplos de artefatos.

A eliminacao dos artefatos deve ser feita para que a analise das seqiiéncias produzidas
no projeto nao seja prejudicada por estes “ruidos”. Por exemplo, artefatos presentes
em seqiiéncias freqiientemente produzem erros em processos de clusterizagao, pois eles
podem determinar se seqiiéncias serao unidas em um mesmo cluster ou separadas em
clusters diferentes.

Observando a importancia da realizacao de um bom servico de limpeza das seqiiéncias,



2 Capitulo 1. Introducao

o trabalho desenvolvido nesta dissertacao tem como principal objetivo obter um conjunto
eficiente de procedimentos de deteccao e remocao de artefatos.

Este conjunto ¢ produzido a partir de uma nova estratégia de deteccao de artefatos.
Normalmente, cada projeto de seqiienciamento possui seu proprio conjunto dividido em
varias etapas. Estas etapas sao, em geral, ligadas entre si e o resultado de uma pode
influenciar o resultado de outra. A nossa estratégia visa a realizacao destas etapas de
forma totalmente independente.

Além da avaliacao desta nova estratégia, o trabalho também realiza um estudo mais
detalhado sobre dois tipos de artefatos: baixa qualidade e derrapagem. Para cada um
deles, algoritmos sao propostos e validados através de testes com conjuntos de seqiiéncias
produzidas em projetos de seqlienciamento.

Como principais contribuicoes desta dissertacao, podemos citar:

Desenvolvimento e validacao de uma nova estratégia de deteccao de artefatos;

Proposta e avaliacao de novos algoritmos para deteccao de artefatos de derrapagem
e determinacao do método mais adequado;

Estudo aprofundado sobre a remocao de artefatos de baixa qualidade que determinou
a escolha de um algoritmo e de valores de parametros adequados a esta finalidade;

Criagao e validacao de um conjunto completo de procedimentos para detecgao e
remocao de artefatos baseados nos resultados obtidos ao longo do desenvolvimento
da dissertacao.

Durante o desenvolvimento da dissertacao, os resultados parciais foram submetidos
a diversos congressos. O estudo de desenvolvimento e avaliacao da nova estratégia foi
apresentado no congresso “Brazilian Symposium on Bioinformatics 2005 (BSB2005)”,
realizado em Julho de 2005, em Sao Leopoldo — RS, sob o titulo “New EST Trimming
Strategy”. Um resumo estendido foi publicado nos anais do congresso [10]. O estudo
completo foi depositado como relatorio técnico, identificado pelo cédigo “IC-05-09”, no
Instituto de Computagao — Unicamp [11]. A proposta e avaliagdo de algoritmos para
deteccao de artefatos de derrapagem foram apresentadas como poster no congresso “X-
Meeting 20057, realizado em Outubro de 2005, em Caxambu — MG, sob o titulo “Analysis
of slipped sequences in EST projects” e posteriormente aceitas como artigo de mesmo
titulo para publicagdo na revista “Genetics and Molecular Research” [12]. O estudo
de artefatos de baixa qualidade foi apresentado como poster, entitulado “Low quality
trimming on SUCEST ESTs”, no congresso “X-Meeting 2006”, realizado em Agosto de
2006, em Fortaleza — CE. Finalmente, a descri¢cao do conjunto completo de procedimentos

de deteccao e remocao de artefatos, resultado final desta dissertacao, foi apresentado como



poster no congresso “14" Annual International Conference On Intelligent Systems For
Molecular Biology (ISMB2006)”, também realizado Agosto de 2006, em Fortaleza — CE,
sob o titulo “New EST trimming procedure applied to SUCEST sequences”.

O texto desta disssertagao estd organizado da seguinte maneira. O Capitulo 2 apre-
senta uma série de conceitos basicos com o objetivo de melhor introduzir o contexto em
que este trabalho esta inserido. O Capitulo 3 descreve a nova estratégia de identificacao e
remocao de artefatos desenvolvida. O Capitulo 4 traz os estudos realizados para o desen-
volvimento de métodos de identificacao de artefatos de derrapagem. O Capitulo 5 discute
o trabalho desenvolvido para melhora do procedimento de deteccao de baixa qualidade. O
Capitulo 6 descreve o conjunto completo de métodos de detecgao e remocao de artefatos
produzido a partir da combinacao dos resultados obtidos nos capitulos anteriores. Final-
mente, o Capitulo 7 apresenta as conclusoes da dissertagao, e propoe algumas extensoes
para o trabalho.
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Capitulo 2

Conceiltos Basicos

Neste capitulo faremos uma apresentacao do contexto basico em que este trabalho esta
inserido, através da descricao de uma série de topicos e termos comumente encontrados

na area.

2.1 Genética

A genética é uma area da biologia que se dedica ao estudo de genes. Os genes sao as
principais unidades de informacao biolégica contidas no material genético de um orga-
nismo. Um gene armazena as instrucoes para sintetizacao de moleculas que participam
de reacoes metabdlicas que ocorrem na célula.

Todo organismo vivo apresenta caracteristicas observaveis tais como cor, estrutura,
comportamento, etc. Estas caracteristicas formam o seu fenétipo, que é determinado pela
interacao entre o genétipo do organismo e o meio em que ele vive. O gendtipo é o conjunto
de informacoes contidas no material genético de um organismo. Estas informacgoes ditam
como o organismo sera construido e mantido. Elas sao replicadas a cada divisao celular e
podem ser herdadas no momento da reproducao.

2.1.1 Mendel

O austriaco Gregor Mendel é considerado por muitos o primeiro geneticista da histéria.
Em 1865 ele descreveu os principios da heranca genética [70].

Através de um estudo realizado com ervilhas, Mendel concluiu que cada pé de ervilha
possuia dois alelos para cada gene, mas exibiam apenas um fendtipo. Um alelo é uma das
duas ou mais formas diferentes de um mesmo gene. Estas formas diferentes de um gene
podem resultar em diferentes fendtipos, como, por exemplo, as diferentes texturas (lisa
ou rugosa) que a casca de uma ervilha possui.

5
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Este resultado exibido por Mendel é facil de observar quando as plantas sao homo-
zigotas para uma determinada caracteristica, ou seja, quando elas possuem dois alelos
idénticos de um gene. Neste caso, como existem duas cdpias de um mesma forma de um
gene, apenas um fendtipo pode ser expresso pela planta.

Contudo, Mendel mostrou que quando plantas homozigotas com fendtipos diferentes
eram cruzadas, todas as plantas descendentes apresentavam o mesmo fenétipo. Neste caso,
todas eram heterozigotas pois, no momento do cruzamento, receberam um alelo diferente
de cada ancestral. O fato de um fenétipo apenas ser exibido, neste caso, é explicado
pela existéncia de um fenétipo dominante, que é sempre exibido quando pelo menos uma
copia do alelo responsavel por ele esta presente no material genético do organismo, e de um
fenotipo recessivo, que sé é exibido quando o organismo é homozigoto para a caracteristica
recessiva.

Mendel prosseguiu com seus experimentos que permitiram que ele estabelecesse as duas
Leis da Genética. A Primeira Lei da Genética diz que os alelos segregam randomicamente,
ou seja, se os alelos dos pais sdo A e a, entdo um membro da geracao F; tem a mesma
chance de herdar A ou a. A Segunda Lei da Genética diz que pares de alelos segregam
independentemente, o que significa que a heranca dos alelos do gene X é independente
da heranca dos alelos do gene Y.

O grande legado de Mendel para a genética moderna foi a maneira correta como ele
descreveu os genes e o modo como eles sao herdados. Hoje sabemos que dois alelos
de um gene sao carregados por dois cromossomos homoélogos em uma célula dipléide e
que a maneira como sao transmitidos para futuras geragoes, como descrito por Mendel,
corresponde ao evento da produgao dos gametas hapldoides durante o fenémeno da meiose
que ocorre na célula. Sabemos também que o mecanismo dominante-recessivo descrito
por Mendel pode ser complicado pela existéncia de dominancia incompleta, que ocorre
quando o organismo heterozigoto apresenta um fenétipo intermedidrio em relagao aos pais
homozigotos com alelos diferentes. Outro complicante é a codominancia que permite que
os individuos heterozigotos apresentem tanto um como outro fenétipo. A tnica falha no
trabalho de Mendel é que a Segunda Lei nao prevée a possibilidade dos alelos de dois genes
serem herdados juntos por estarem no mesmo cromossomo.

2.1.2 Cromossomos

Passado algum tempo apds o trabalho de Mendel, em 1903, W. S. Sutton observou o
comportamento dos cromossomos, que se duplicavam durante a divisao celular, e fez um
paralelo com os padroes de heranga dos genes.

Esta observagao levou a hipétese de que os genes se encontravam nos cromossomos.
Por volta da década de 1930, esta hipdtese conhecida como “Teoria dos Cromossomos”
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era universalmente aceita como correta.

Estudos citoquimicos realizados na mesma época mostraram que 0s cromossomos eram
compostos por DNA e por proteinas. Naquela época, os pesquisadores imaginavam que
o DNA era uma molécula que possuia pouca variabilidade e que, portanto, os genes
deveriam ser feitos por proteinas, que sao compostas por 20 aminoacidos e assumem
diferentes formas.

Com o decorrer do tempo, os estudos mostraram que o DNA possuia grande varia-
bilidade, mas ainda existia a duvida sobre qual seria a composicao do material genético.
A resposta veio com dois experimentos [7, 46], realizados no meio do século XX, que
mostraram que os genes eram compostos por DNA.

2.2 DNA & RNA

O DNA ou acido desoxirribonucléico é um dos dois tipos de acidos nucléicos encontrados
dentro da célula de um organismo. Ele é um polinucleotideo composto por quatro tipos
de nucleotideos diferentes. Cada nucleotideo é composto por trés partes: uma pentose
denominada desoxirribose, um grupo fosfato e uma base nitrogenada que é diferente em
cada um dos quatro tipos de nucleotideos. As bases nitrogenadas podem ser pirimidicas
(citosina e timina) e puricas (adenina e guanina). A Figura 2.1 exibe a estrutura molecular
de um nucleotideo que forma o DNA e as estruturas das possiveis bases.

O outro tipo de acido nucléico é o RNA ou acido ribonucléico. A sua composicao
quimica é similar a do DNA. A diferenca estda no agucar pentose que compoem o0 nu-
cleotideo, que é uma ribose no lugar da desoxirribose, e na existéncia do nucleotideo que
possui uma base nitrogenada chamada uracila, substituindo o nucleotideo que possui a
timina. A Figura 2.2 exibe a estrutura molecular de um nucleotideo que forma o RNA e
as estruturas das possiveis bases.

Um polinucleotideo é formado pela ligacao de nucleotideos que sao unidos entre si por
uma ligacao de ponte de fosfodiéster entre seus carbonos 5 e 3. Devido a polaridade
deste tipo de ligacao, a reagdo quimica necessaria para extensao do polimero de DNA na
direcao 5" — 3’ é diferente da reacao necessaria para extensao na direcao oposta. Todas
as enzimas naturais de polimerizacao de DNA sao capazes de lidar apenas com a reacao
na direcao 5 — 3'. A Figura 2.3 mostra um pequeno polinucleotideo, com destaque para
as extremidades 5" e 3’ e para a ponte de fosfodiéster.

2.2.1 A estrutura de dupla hélice

No meio do século XX, pesquisas mostravam que o DNA era composto por duas ou
mais moléculas de polinucleotideos arranjados de alguma maneira, que se descoberta
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poderia fornecer pistas de como os genes funcionavam. Em 1953, Watson e Crick [114] no
meio de uma corrida em busca da estrutura deste acido nucléico, que envolveu diversos
pesquisadores, publicaram um trabalho que exibia a estrutura de dupla hélice de DNA.

A dupla hélice de DNA é composta por duas fitas de polinucleotideos que correm
em direcoes opostas. Esta hélice é estabilizada por dois tipos principais de interagoes
quimicas. O primeiro tipo é o pareamento de bases, entre as duas fitas, que envolve a
formacao de pontes de hidrogénio entre uma adenina de uma fita e a timina da outra
fita, ou entre a citosina de uma fita e a guanina da outra. O segundo tipo é a interagao
hidrofébica que existe entre cada par de bases adjacentes e que adiciona estabilidade a
dupla hélice. A Figura 2.4 exibe a estrutura de dupla hélice e as pontes de hidrogénio que
se formam entre as bases dos nucleotideos.

A razdo da combinacao de pares de bases (A com T e C com G) pode ser explicada,
parcialmente pelas geometrias das bases nitrogenadas e pelas posicoes relativas dos grupos
que participam das ligagoes quimicas, parcialmente pelo fato de os pares terem que ser
formados entre uma base purica e uma pirimidica. Se o par fosse formado por duas
bases puricas, ele seria muito grande para caber na hélice e, se fosse formado por duas
bases pirimidicas, ele seria muito pequeno. Esta limitacao, imposta pelos pares de bases
possiveis, faz com que a replicacao do DNA possa gerar cépias perfeitas de uma molécula
pai a partir de fitas pré-existentes, que ditarao as seqiiéncias das novas fitas como se fossem
moldes. Esta sintese de DNA dependente de um modelo é utilizada por todas as enzimas
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celulares de polimerizacao de DNA. Da mesma forma, as enzimas de polimerizacao de
RNA também se utilizam deste modelo para producao da fita de RNA a partir de um
molde de DNA, o que permite que as cépias preservem a informacao bioldgica contida no
DNA genomico.

2.2.2 O DNA como material genético

A possibilidade de se produzir cépias perfeitas a partir de uma molécula de DNA faz
com que ela seja perfeita para carregar as informagoes genéticas de um organismo. A
conformacao de dupla hélice forga a manutencao da seqiiéncia de nucleotideos existente no
genoma do organismo. Se o DNA fosse formado apenas por uma fita de polinucleotideo,
insercoes e remocoes de nucleotideos poderiam ocorrer com grande freqiiéncia, e além
disso, a fita poderia ser facilmente partida em pedacos.

Por causa da caracteristica citada acima, os genomas da maior parte dos organismos
existentes sao feitos por DNA (existem alguns virus, conhecidos como retrovirus, que
possuem o material genético composto por RNA).

2.3 Genoma

Todo organismo possui um genoma que contém toda a informacao bioldgica necessaria
para construi-lo e manté-lo vivo. Esta informacao é codificada em seqiiéncias de nu-
cleotideos em suas moléculas de DNA ou RNA e é dividida em unidades discretas chama-
das genes.

A informacao contida em um gene é lida por proteinas que se ligam ao genoma em
posicoes apropriadas e iniciam uma série de reacoes bioquimicas conhecidas como ex-
pressao génica. Para organismos com genoma feito de DNA, estas reagoes sao divididas
em dois estagios: transcrigao e traducao.

2.3.1 Transcrigcao e traducgao

A transcrigao é a producao de uma cépia feita de RNA de um gene contido no genoma.
Ela se inicia com a ligacao da enzima RNA polimerase e outros fatores de transcri¢ao ao
genoma, proximo a localizagdo do gene formando um complexo de transcricdo. A partir
deste complexo a fita de RNA ¢é produzida. Esta fita de RNA é conhecida como mRNA
ou RNA mensageiro.

A traducao é a sintese de proteinas a partir das copias transcritas de RNA. A seqiiéncia
de aminoacidos da proteina é determinada com base no cédigo genético do organismo. O
codigo genético é uma tabela que possui a correspondéncia entre cada tripla de nucleotideo,
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denominada cédon, e o aminoacido que sera utilizado na sintese da proteina. Esta tabela
¢é redundante, pois existem 64 cddons possiveis distribuidos entre 20 aminoacidos mais o
STOP cédon, que é o cédon que indica o término da traducao. A tabela nao é universal,
ou seja, nao é a mesma para todos os organismos. Na pédgina do NCBI [74] é possivel
encontrar 17 tabelas diferentes. A Figura 2.5 exibe o cédigo genético padrao, utilizado
pela maior parte dos organismos. Ela corresponde a tabela ntimero 1 na pagina do NCBI.

uuu ucu UAL uGu
uuc } phe uce | - UAC }“" UGG }':3"3
UUA}IE” UCA um}sm UGA  stop
uuG ucaG uag J¥°P UGG tp
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Figura 2.5: Cddigo Genético utilizado pela maioria dos organismos. Cada tripla de nu-
cleotideos (c6don) do mRNA corresponde a um aminodcido ou a um STOP cédon. O
ribossomo processarda o mRNA produzindo a cadeia protéica segundo o cédigo genético
do organismo.

Esta descricao do processo de traducao é suficiente para a expressao génica que ocorre
em bactérias e arqueobactérias, pois elas possuem genomas mais simples. Em organismos
mais complexos, antes da tradugao ocorre o pré-processamento do mRNA (RNA mensa-
geiro) para remocao dos introns, que sao os trechos do gene que nao codificam proteinas. O
mRNA processado conterd apenas éxons, que sao os trechos de DNA que serao realmente
traduzidos.

Neste pré-processamento da molécula que sera traduzida podera ocorrer também o
splice alternativo. O splice aternativo é a producao de um dos varios mRNAs possiveis a
partir da combinacao dos éxons existentes em um gene. Este é um evento comum em or-
ganismos mais complexos. Por exemplo, os cientistas que realizaram o seqiienciamento da
mosca Drosophila melanogaster [1] verificaram que ela possui um nimero menor de genes
que o verme Caenorhabditis elegans, algo incompativel com o fato da mosca apresentar
maior complexidade fisica, o que torna necessario um conjunto mais amplo de proteinas.
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Os cientistas verificaram entao que a mosca possui uma quantia substancial de genes que
produzem proteinas diferentes através do splice alternativo.

A traducao comega, de fato, com a ligacao da fita de RNA ja processada em um
ribossomo, uma organela existente no interior da célula, e termina com a producao da
proteina desejada. Esta proteina passara por um processamento e apos isso adquirira a
sua conformagao final.

Além dos genes que produzem proteinas, existem aqueles que produzem seqiiéncias de
rRNA (RNA ribossomal) ¢ tRNA (RNA transportador).

A Figura 2.6 exibe o esquema do processo de expressao genica.

2.3.2 Replicacao do genoma

Uma copia completa do genoma é feita toda vez que uma célula se divide. A replicacao do
DNA precisa ser altamente precisa para evitar a ocorréncia de mutagoes. Contudo, algu-
mas podem ocorrer devido aos erros na replicagao ou aos efeitos de agentes mutageénicos
quimicos ou fisicos que alteram diretamente a estrutura do DNA. Enzimas de reparacao
de DNA corrigem a maior parte dos erros, mas alguns escapam.

Se o organismo que sofreu mutagao sobreviver, esses erros que escaparam do processo
de correcao podem se tornar caracteristicas permanentes nas linhagens que descenderem
deste organismo.

As mutacoes em conjunto com os eventos de rearranjo de genoma resultantes da re-
combinagao de trechos do material genético permitem a evolugao molecular, que dirige a
evolugao dos organismos vivos.

2.3.3 As diferencas entre procariotos e eucariotos

Os bidlogos dividem os organismos vivos em dois grupos: procariotos e eucariotos. Os
procariotos sao os organismos que nao possuem um nucleo celular organizado de maneira
que o seu material genético fica todo espalhado dentro do citoplasma. Os eucariotos sao
0s organismos que possuem um ntcleo onde o material genético fica armazenado, de modo
que ele fique separado do citoplasma.

Os procariotos possuem um genoma organizado de forma diferente dos eucariotos.
Em geral, eles possuem uma tnica molécula de DNA, e esta molécula é circular. Além
disso, alguns procariotos podem conter pequenas moléculas circulares ou lineares de DNA
chamadas plasmideos. Os genes contidos nos plasmideos sao tteis para codificar propri-
edades como, por exemplo, a resisténcia a antibiéticos, contudo, os plasmideos parecem
ser dispensaveis pois um procarioto consegue viver sem a existéncia deles se ele estiver
em um ambiente que ofereca todas as condigoes de vida e nenhum tipo de agressao.
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Figura 2.6: Expressao génica: a) A transcri¢ao é a producao do RNA a partir do gene
existente no DNA. b) A traducao é a etapa que realiza a producao da proteina baseada
no cédigo genético e no RNA mensageiro produzido na transcricao.
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O genoma dos eucariotos é divido em duas ou mais moléculas lineares de DNA, cada
uma contida em um cromossomo. Adicionalmente, todos os eucariotos possuem um pe-
queno genoma mitocondrial, que é usualmente circular. As plantas e outros organismos
fotossintéticos possuem um terceiro genoma localizado nos cloroplastos. A origem dos
genomas destas duas organelas gerou muita especulagao, mas, atualmente, a teoria aceita
pela maior parte dos bidlogos é a da endosimbiose. Proposta na década de 1960, esta teo-
ria diz que a mitocondria e o cloroplasto sao reliquias de bactérias que viviam livremente
e formaram uma associagao simbionte com o precursor da célula eucariética. Esta teoria
se baseia na observacao de que os processos da expressao génica que ocorrem no interior
destas organelas sao muitas vezes equivalentes aos que acontecem em uma bactéria. Além
disso, quando sao feitas comparacoes entre seqiiéncias de nucleotideos, verifica-se que os
genes das organelas sao muito mais similares ao genes equivalentes de bactérias do que
aos genes equivalentes encontrados em células eucariotas.

Uma grande variacao de tamanhos pode ser encontrada entre os genomas dos eucari-
otos. O fungo Saccharomyces cerevisiae possui um genoma com tamanho de 12,1 Mbp
(Mbp - milhées de pares de bases), enquanto a planta ornamental Fritillaria assyriaca
possui um genoma com tamanho de 120.000 Mbp. O ser humano possui um genoma
com aproximadamente 3.200 Mbp. Os procariotos possuem genomas menores que giram
em torno de 0,58 Mbp (como na bactéria Mycoplasma genitalium) a 30 Mbp (como na
bactéria Bacillus megaterium). Esta diferenca de tamanho de genoma entre eucariotos
e procariotos tem grande relacao com a diferenca de complexidade de genomas dos dois
grupos. A Tabela 2.1 exibe uma lista com o tamanho de alguns genomas.

Os eucariotos possuem uma organizagao do genoma mais complexa que os procariotos.
Os seus genes geralmente sao localizados distantes um dos outros e a maior parte do genes
é compostas por éxons separados por grandes introns. Além disso, no momento em que
o mRNA de um gene eucarioto é sintetizado, ele sofre a adicao de uma cauda poli-A, um
trecho formado por dezenas de nucleotideos do tipo Adenina, para aumento da estabilidade
da molécula, que sera transportada do nicleo para o citoplasma.

Os genes presentes nos genomas de organismos eucariotos costumam ocupar uma baixa
porcentagem de toda a seqiiéncia de DNA. No caso do ser humano, por exemplo, os genes
ocupam somente 3% de todo o genoma nuclear. Além disso, os organismos eucariotos
costumam ter a presenca de um grande nimero de elementos repetitivos em seus genomas.

Os procariotos possuem menos genes que os genomas dos eucariotos. Além disso os
seus genes costumam se localizar proximos uns dos outros e a imensa maioria dos genes
nao possuem introns. Os genes ocupam a maior parte do genoma de um procarioto. Outra
caracteristica é a baixa freqliéncia de sequiéncias repetitivas.

Estas diferencas nas caracteristicas dos genomas destes dois grupos de organismos
fazem com que diferentes estratégias sejam adotadas pelos projetos de seqiienciamento de
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Procariotos
Arqueobactérias
Nanoarchaeum equitans 0,49 Mbp
Methanosarcina acetivorans 5,71 Mbp
Bactérias
Mycoplasma genitalium 0,58 Mbp
Bacillus megaterium 30 Mbp

Eucariotos
Fungos
Saccharomyces cerevisiae (levedura) 12,1 Mbp
Aspergillus nidulans 25,4 Mbp
Protozodrios
Plasmodium falciparum (agente causador da maldria) 23 Mbp
Tetrahymena pyriformis 190 Mbp
Invertebrados
Caenorhabditis elegans 97 Mbp
Drosophila melanogaster (mosca da fruta) 180 Mbp
Bombyx mori 490 Mbp
Strongylocentrotus purpuratus 845 Mbp
Locusta migratoria 5.000 Mbp
Vertebrados
Takifugu rubripes 400 Mbp
Homo sapiens (homem) 3.200 Mbp
Mus musculus (camundongo) 3.300 Mbp
Plantas
Arabidopsis thaliana 125 Mbp
Oryza sativa (arroz) 430 Mbp
Zea mays (milho) 2.500 Mbp
Pisum sativum 4.800 Mbp
Triticum aestivum 16.000 Mbp
Fritillaria assyriaca 120.000 Mbp

Tabela 2.1: Tamanho dos genomas de algumas espécies de procariotos e eucariotos.
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genoma de cada tipo de organismo.

2.4 Seqienciamento de DNA

Os primeiros procedimentos rapidos e eficientes para seqiienciamento de DNA foram de-
senvolvidos no meio da década de 1970.

Um dos métodos é o da degradagao quimica [67], que consiste na determinagao da
sequiéncia através do tratamento de uma fita dupla de DNA com produtos quimicos que
a cortam em posicoes especificas de nucleotideos. Outro método é o da terminacao de
cadeia [86], que baseia-se em uma fita inica de DNA cuja seqiiéncia é determinada através
da sintese de cadeias de polinucleotideos complementares, que terminam em posigoes
especificas de nucleotideos. O segundo método é o mais utilizado por ser mais facil de
automatizar e também por que os produtos quimicos utilizados no primeiro sao muito
toxicos.

2.4.1 Meétodo de terminacao de cadeia

O principio basico do método de terminacao de cadeia é que moléculas de DNA que diferem
em comprimento por apenas um nucleotideo podem ser separadas umas das outras através
da eletroforese em gel de poliacrilamida. Neste experimento, o primeiro passo é preparacao
de fitas inicas de DNA idénticas. Para isso, um pequeno oligonucleotideo é ligado a uma
mesma posi¢ao em cada fita de DNA disponivel. A funcao deste oligonucleotideo é de
atuar como um primer (iniciador) para a sintese da fita complementar.

A sintese da fita complementar é catalisada pela enzima DNA polimerase e necessita
da presenca dos quatro tipos de nucleotideos como substratos. Em condicoes normais, a
sintese ocorreria até que milhares de nucleotideos fossem polimerizados, no entanto, neste
tipo de experimento também sao adicionados para cada um dos 4 tipos de nucleotideos
(A, T, C, ou G) uma pequena quantidade do dideoxinucleotideo equivalente, que é um
nucleotideo que nao possui a extremidade 3' (OH - terminal, ver Figura 2.3) e que por-
tanto, impede que a enzima continue a aumentar a fita de DNA complementar. Ou seja,
a fita complementar cresce enquanto um dideoxinucleotideo nao é incorporado. Como
um grande numero de fitas é produzido, teremos fitas de diversos tamanhos, pois a incor-
poragao do dideoxinucleotideo é aleatéria. Quatros experimentos sao gerados, cada um
contendo um tipo de dideoxinucleotideo. Neste ponto, a eletroforese em gel de poliacrila-
mida entra em acao ao separar as fitas de diferentes tamanhos.

O gel é dividido em quatro faixas e no topo de cada faixa sao colocados as fitas
complementares de cada um dos 4 experimentos. Quando uma diferenca de potencial é
aplicada ao gel, as seqiiéncias menores tendem a ir para direcao oposta com mais facilidade
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do que as maiores. Ao final do experimento, veremos no gel uma série de bandas em cada
uma das faixas do gel. A menor seqiiéncia serd aquela que mais se distanciou do ponto de
partida. Se esta seqiiéncia estiver na faixa do nucleotideo A, significa que a seqiiéncia a
ser determinada se inicia com o nucleotideo A. A segunda banda mais distante do ponto
de partida é equivalente a seqiiéncia que possui o tamanho de um nucleotideo a mais que
a menor seqiiéncia. Se esta banda estiver na faixa do nucleotideo T, significa que temos
até aqui a seqiiéncia AT. Realizando esta andlise sucessivamente, até que nao seja mais
possivel distingliir as bandas, é possivel determinar a seqiiéncia complementar da fita
original. A Figura 2.7a mostra um exemplo de um experimento com gel de eletroforese.
Na figura, cada uma das faixas equivalem a um nucleotideo e a seqiiéncia de DNA pode
ser determinada através da leitura das faixas de baixo para cima.

O método original de terminacao de cadeia utilizava marcas radioativas para que os
padroes de bandas no gel pudessem ser visto por autoradiografia. O método mais moderno
utiliza marcadores fluorescentes. Cada dideoxinucleotideo tem um marcador fluorescente
associdado e que pode ser reconhecido pelo detector de uma méaquina de seqiienciamento.
A utilizagdo de marcadores fluorescentes foram fundamentais para a automatizacao do
processo de seqiienciamento, pois permitem que as quatro reagoes com dideoxinucleotideos
possam ocorrer em um mesmo tubo, e que a leitura possa ser feita em uma tunica faixa de
gel, ja que o detector consegue diferenciar os sinais. A Figura 2.7b exibe um exemplo de
um experimento com a mesma seqiiéncia utilizada na Figura 2.7a. A Figura 2.7c mostra a
representacao grafica da leitura dos sinais fluorescentes emitidos pelas bandas e captados
pela maquina de seqlienciamento.

2.4.2 Clonagem

A clonagem é um procedimento que permite que copias idénticas de uma molécula de
DNA sejam produzidas. Como a técnica de terminacao de cadeia necessita de uma grande
quantidade de fitas inicas de DNA para funcionar, a clonagem é utilizada para amplificar
a quantidade de fitas disponiveis. Existem diversas técnicas de clonagem e algumas delas
serao explicadas a seguir.

Clonagem por vetor

Um vetor é uma molécula de DNA que possui a habilidade de se replicar dentro de uma
célula hospedeira e pode ser usada para a clonagem de outros fragmentos de DNA. O
método de clonagem por vetor mais comum é o que utiliza um plasmideo como vetor.
Todo plasmideo possui um local que é reconhecido como origem de replicacao pelas
enzimas e proteinas que realizam a replicacao do DNA. Isto é uma caracteristica que
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Figura 2.7: a) Gel de eletroforese feito com um segmento de DNA que contém a seqiiéncia
TCGAGGCCAAGAATT. b) Experimento de eletroforese que utiliza marcadores fluores-
centes, realizado com o mesmo segmento de DNA. ¢) Representacao grafica da leitura dos
sinais emitidos pelos marcadores fluorescentes, captados pela maquina de seqiienciamento.

permite que os plasmideos sejam replicados pela bactéria e propagados para as células
descendentes nos eventos de divisao celular.

O método consiste na insercao do trecho de DNA que se deseja replicar em um ponto
especifico do plasmideo, que sera inserido dentro de uma bactéria. Uma vez dentro da
célula bacteriana, o plasmideo sera duplicado e cada copia ficard com um descendente
produzido pela divisao celular. Como as bactérias possuem um ciclo de vida muito curto
e se reproduzem em grande velocidade, em pouco tempo é possivel obter uma grande
quantidade de copias do DNA desejado.

Esta metodologia tem a vantagem de produzir fitas duplas, que ao serem separadas for-
necem a seqiiéncia de DNA em ambas as direcoes. No entanto, ela apresenta dificuldades
na geragao de plasmideos sem contaminagao por DNA ou RNA bacterial.

Clonagem por bacteriéfagos

Outro técnica de clonagem de seqiiéncias é a utilizacao de bacteriofagos M13. Os bac-
teriofagos M13 sao virus que possuem um genoma formado por uma tnica fita de DNA e
que atacam bactérias.

Nesta técnica, o genoma do virus realiza o papel de vetor, desempenhado pelo plasmi-
deo na metodologia de clonagem explicada anteriormente. O DNA alvo do seqiienciamento
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é inserido no genoma do virus, que ataca a célula bacteriana inserindo dentro dela o seu
material genético. A bactéria replica o DNA viral, junto com o DNA alvo.
A desvantagem desta técnica é que ela nao comporta seqiiéncias maiores que 3 kbp.

Clonagem por PCR

A técnica PCR (Polimerase Chain Reaction) também pode ser utilizada para clonagem
de seqiiéncias. Ela consiste na utilizacao de primers que se ligam em posicoes especificas
da fita de DNA e de uma enzima DNA polimerase que trabalha conforme a temperatura
a que € imposta.

O experimento se inicia com o aquecimento da solucao para que a fita dupla de DNA
se separe em duas fitas. Com a diminuicao da temperatura, os primers se ligam nas
fitas simples e servem como ponto de inicio para que a enzima trabalhe realizando a
polimerizacao das novas fitas. Apds um certo tempo, a solucao é aquecida novamente. A
enzima para de trabalhar e as fitas se soltam. A temperatura é diminuida e a polimerizagao
se inicia novamente com o novo conjunto de fitas. Isso é repetido varias vezes, de modo
que ao final sejam obtidas um grande nimero de cépias da fita original.

Neste tipo de experimento, dois primers sao utilizados, um para cada direcao da fita.
Para producao de uma tnica fita, um dos primers pode receber um grupo metalico que
permita que ele seja separado por magnetizacao.

2.5 Estratégias de seqiienciamento

Independentemente da técnica de clonagem ou de seqiienciamento utilizada, as seqiiéncias
produzidas pelos experimentos sao muito pequenas se comparadas ao genoma de um orga-
nismo. Em geral as seqiiéncias possuem algumas centenas de bases, enquanto um genoma
pode ter varios milhoes de bases. Por isso, um projeto de seqiienciamento trabalha de
forma a obter as seqiiéncias pequenas e realizar a montagem destas seqiiéncias para con-
seguir a seqiiéncia genomica completa. A montagem é a uniao de trechos de seqiiéncias
segundo critérios como, por exemplo, as sobreposicoes que os trechos possuem, para ob-
tencao de uma seqiiéncia maior.

2.5.1 Shotgun

Uma estratégia utilizada para a obtencao das seqiiéncias e posterior montagem ¢é o shot-
gun. Este método consiste na fragmentacao de varias copias do DNA genomico através da
sonicacao, que é o emprego de ondas sonoras de alta freqiiéncia para cortar moléculas de
DNA. Os fragmentos sao entao separados para obtencao de trechos que tenham tamanhos
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dentro de um intervalo pré-determinado. Os pedacos selecionados sao entao clonados para
aumento da redundancia, que é necessaria para que o DNA genomico seja todo coberto
por eles. Apds a clonagem, o seqiienciamento dos fragmentos é feito e a etapa seguinte
é o processamento destas seqiiéncias por computadores que operam de forma a unir os
pedacos que se sobrepoem. O proximo passo é a obtencao dos trechos referentes ao buracos
que nao foram seqiienciados, para que o genoma possa ser completado.

O shotgun é uma técnica muito utilizada para o seqiienciamento rapido de genomas
microbiais. Ela tem a vantagem de nao necessitar de um mapeamento genético ou fisico
do genoma. A grande desvantagem é a complexidade da andlise de dados do processo de
uniao das seqiiéncias. Este processo requer maquinas com um grande poder computacional
e as seqliéncias repetitivas que podem ser encontradas em genomas podem provocar erros
no processo. A técnica também é utilizada em seqiienciamento de genomas de organismos
complexos. A empresa Celera Genomics [24] realizou parte do seqlienciamento do genoma
humano com a utilizagao de shotgun [111].

2.5.2 Clone Contig

Um Clone Contig é uma colecao de clones que se sobrepoem. O seqiienciamento através
de clone contig é a técnica tradicional usada para a obtencao da seqiiéncia genomica de
organismos eucariotos, mas também é utilizada com micrébios que foram previamente
mapeados genética ou fisicamente.

A estratégia consiste na quebra das moléculas de DNA que serao sequienciadas em
segmentos, cada um com algumas centenas de kbp ou alguns Mbp de comprimento. Estes
segmentos sao replicados com a utilizacao de cosmideos, vetores de clonagem de alta
capacidade.

O clone contig é construido com base nas informacoes de sobreposicoes dos segmentos.
O seqtienciamento dos segmentos pode ser feito com a utilizacao da estratégia shotgun.

Idealmente, os fragmentos clonados sao ancorados de acordo com o mapa genético
e/ou fisico de modo que os dados obtidos do seqiienciamento possam ser verificados e
interpretados através da observacao de caracteristicas como, por exemplo, a existéncia de
genes em uma particular regiao.

A obtencao do genoma completo de organismo complexos como, por exemplo, o0 homem
ou o milho é uma tarefa extremamente dificil. Por isso, outras técnicas sao utilizadas para
obtencao de informacoes do genoma sem a necessidade de seu seqiienciamento completo.
Um exemplo é o seqiienciamento de ESTs, que visa obter as seqiiéncias dos genes expressos
pelo organismo e seréd explicado na Secao 2.7.
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2.6 Projetos de Seqiienciamento de Genoma

Os projetos de seqiienciamento completo de genomas, conhecidos como Projetos Genomas,
tém como principal objetivo a descoberta de toda a seqiiéncia genomica de um organismo.
Diversos projetos Genomas ja foram e estao sendo realizados. Gragas a esses projetos,
hoje conhecemos o genoma de diversas espécies, incluindo o do ser humano.

A conclusao do seqiienciamento do genoma da bactéria Xyllela fastidiosa em 1999 [92,
120], em particular, colocou o Brasil em posigao de destaque mundial, pois foi o primeiro
pais do mundo a concluir a montagem do genoma de um fitopatogeno, organismo causador
de doencas em plantas.

Na pégina Entrez Genome [34] mantida pelo NCBI [73] é possivel encontrar a lis-
tagem de todos os projetos de seqiienciamento de genoma que foram concluidos ou que
estao em andamento. A cada dia, novas informacoes podem ser encontradas nesta pagina,
ilustrando a evolugao que os diversos projetos estao mostrando ao longo do tempo. Por
exemplo, no inicio da escrita deste texto, a versao de 06 de Setembro de 2004 apresen-
tava uma lista de genomas completos compostos por 1.358 virus, 19 arqueobactérias, 176
bactérias e de diversos eucariotos como o homem e o rato. Ja na versao de 15 de Agosto
de 2006, préoxima da conclusao da escrita do texto desta tese, o site exibia uma lista de
1.668 virus, 28 arqueobactérias, 357 bactérias e 22 eucariotos com genomas completos.

Mas qual a utilidade da descoberta da seqiiéncia genomica de um organismo? De
posse da seqliéncia genomica os cientistas podem determinar quais sao 0os genes existentes
no organismo, o que cada gene produz, quais genes sao relacionados a uma determinada
caracteristica boa ou ruim. Em um projeto genoma, a seqiiéncia genomica é obtida
através de experimentos e analisada em busca de regioes que apontem o inicio dos genes.
Além disso, no caso de organismos eucariotos, uma andlise extra precisa ser feita para
identificagao dos éxons e introns dos genes.

O estudo da seqiiéncia genomica permite também que mutagdes que ocorreram ao
longo da evolugao do organismo possam ser analisadas para que informagoes filogenéticas
ou relacionadas com doencas possam ser obtidas.

Curas ou mecanismos de prevencao de doencas poderao ser descobertas com a andlise
dos genes que estao relacionados com elas. Por exemplo, no caso da Xylella fastidiosa a
obtencao de seu genoma podera auxiliar na prevencao e na cura da doenca do amarelinho
que ela provoca na laranja, uma planta economicamente importante para o Brasil.

Estas sao apenas algumas das muitas atividades que podem ser derivadas do estudo
do genoma de um ser vivo.
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2.7 Projetos de Seqiienciamento de EST's

Os projetos de seqiienciamento de ESTs (Ezpressed Sequence Tag) [2] s@o realizados com
o objetivo de rapidamente obter uma boa aproximagao do indice génico de um organismo,
que ¢ a listagem dos genes existentes em seu genoma.

A estratégia adotada por esta técnica é a de realizar o seqlienciamento de segmentos de
cDNA (DNA complementar), que é uma fita de DNA produzida a partir do complemento
do mRNA com a utilizagdo da enzima transcriptase reversa.

Como ja dito anteriormente, o mRNA é a molécula de RNA produzida pela célula,
a partir da transcricao do gene contido no DNA, e que serd utilizada para producao de
proteinas na fase de traducao. Assim, o cDNA nada mais é que a seqiiéncia de nucleotideos
de um gene existente no genoma do organismo.

O processo de seqiienciamento com a utilizacao de ESTs envolve a produgao de bibli-
otecas de cDNA, a clonagem dos cDNAs com a utilizacao vetores (em geral bactérias), e
o sequenciamento dos clones através de uma tnica leitura em uma maquina de seqiienci-
amento, que torna esta técnica de baixo custo, em relagao as outras técnicas existentes.

Ao realizar o seqiienciamento de cDNAs; os projetos ESTs produzem dados sobre os
genes que estao sendo expressos no organismo de maneira imediata.

Os genes de um organismos nao sao expressos com igual freqiiéncia. Existem genes que
sao expressos a toda hora pois produzem proteinas ligadas as vias metabdlicas que regem
as reacoes quimicas que ocorrem no organismo, e existem genes que sao expressos apenas
quando o organismo é submetido a condigoes especiais, e, além disso, tecidos diferentes
expressam genes diferentes. Em funcao destas caracteristicas, este tipo de seqlienciamento
necessita que sejam produzidas bibliotecas de ¢cDNA com origem em diversos tecidos,
extraidos sob diferentes condigoes, tais como, idade, ambiente, presenca de doencas, etc.
Técnicas como subtragao [16] e normalizagao [96] sao utilizadas para tentar equilibrar
o sequienciamento de forma que os genes mais expressos nao sejam seqiienciados muitas
vezes e que 0s raros possam ser seqiienciados em maior nimero.

Assim como os projetos de seqiienciamento de genomas, os projetos ESTs sao cada
vez mais difundidos, produzindo uma grande quantidade de informagao. Por exemplo, no
inicio da escrita do texto desta tese, o banco dbEST [29] mantido pelo NCBI, continha
em sua versao 090304, de 3 de Setembro de 2004, 23.416.084 seqiiéncias publicas de ESTs
de 741 organismos diferentes. A versao 081106, de 11 de Agosto de 2006, apresentava
38.056.628 seqiiencias publicas de ESTs de 1.179 organismos diferentes. As Tabelas 2.2
e 2.3 exibem a lista dos 20 organismos com maior quantidade de ESTs depositados no
dbEST nas versoes 090304 e 081106, respectivamente.
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Organismo Nimero de ESTs
Homo sapiens (homem) 5.679.423
Mus musculus + domesticus (camundongo) 4.246.846
Ciona intestinalis (organismo urocordado) 684.280
Rattus sp. (rato) 683.238
Danio rerio (peixe paulistinha — zebrafish) 575.250
Triticum aestivum (trigo) 561.713
Gallus gallus (galinha) 495.092
Bos taurus (touro) 493.329
Xenopus laevis (sapo) 432.424
Xenopus tropicalis (sapo) 423.107
Zea mays (milho) 416.090
Drosophila melanogaster (mosca da fruta) 382.439
Hordeum vulgare + subsp. vulgare (cevada) 367.798
Sus scrofa (porco) 358.930
Glycine max (soja) 342.359
Arabidopsis thaliana (planta da familia Brassicaceae) 322.651
Caenorhabditis elegans (organismo nematdide) 302.074
Oryza sativa (arroz) 284.057
Saccharum officinarum (cana-de-agicar) 246.301
Sorghum bicolor (sorgo) 190.949

Tabela 2.2: Lista dos 20 organismos com maior nimero de seqiiéncias no dbEST (versao
090304 de 3 de Setembro de 2004).
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Organismo Nimero de ESTs
Homo sapiens (homem) 7.887.827
Mus musculus + domesticus (camundongo) 4.719.943
Oryza sativa (arroz) 1.186.580
Danio rerio (peixe paulistinha — zebra fish) 1.091.817
Bos taurus (touro) 1.077.784
Xenopus tropicalis (sapo) 1.044.182
Zea mays (milho) 879.619
Rattus norvegicus + sp. (rato) 871.148
Triticum aestivum (trigo) 855.066
Ciona intestinalis (organismo urocordado) 686.396
Arabidopsis thaliana (planta da familia Brassicaceae) 622.972
Gallus gallus (galinha) 599.140
Sus scrofa (porco) 584.507
Xenopus laevis (sapo) 537.424
Drosophila melanogaster (mosca da fruta) 498.214
Hordeum vulgare + subsp. vulgare (cevada) 437.321
Canis familiaris (cachorro) 365.946
Glycine max (soja) 358.905
Caenorhabditis elegans (organismo nematoide) 346.064
Pinus taeda (pinho amarelo) 329.469

Tabela 2.3: Lista dos 20 organismos com maior nimero de seqiiéncias no dbEST (versao
081106 de 11 de Agosto de 2006).
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2.7.1 Problemas encontrados nos Projetos ESTs

Os projetos baseados em EST também possuem problemas. Devido ao fato do seqiiencia-
mento ser feito em apenas uma leitura, os ESTs possuem taxas de erros altas. Além disso,
por causa da limitacdo da técnica, apenas as pontas 3’ e 5’ sdo seqlienciadas no método
padrao e, normalmente, nao conseguem cobrir todo o gene por possuirem apenas algumas
centenas de bases de comprimento. Uma técnica de seqiienciamento denominada ORES-
TES [22] pode ser utilizada como complemento a técnica EST pois produz seqiiéncias que
tendem a se concentrar na parte central do gene.

Além dos erros de seqlienciamento, as seqiiéncias sofrem diferentes tipos de conta-
minacao, dependendo, em parte, de qual dos muitos protocolos foi utilizado na construcao
das bibliotecas de cDNA. Um problema tipico é a inclusao de seqiiéncias de vetores, uti-
lizados no seqiienciamento, ou de sitios de restricao no final das sequéncias. A conta-
minacao por vetor também pode ocorrer devido aos eventos de rearranjo de DNA, dentro
da bactéria hospedeira, que causam a insercao de seqiiéncia bacterial no meio do EST.

As seqiiéncias também podem ser contaminadas por outros organimos, como os virus.
Estes contaminantes aparecem, em geral, devido a contaminacao do laboratério ou a
infeccao do tecido que originou a biblioteca.

Contaminagoes causadas por DNA genomico do proprio organismo fazem com que
introns aparecam como regioes expressas, levando a predigao de tradugoes alternativas
inexistentes. Contaminagao por DNA intergénico pode resultar na predi¢do de falsos
genes.

Outra forma comum de contaminagao em ESTs é a contaminagao por mRNA pre-
maturo, que é o mRNA que nao passou pelo processo de remocao de trechos que pos-
suem origem em regioes de introns. Apesar de ESTs representando contaminagao por
pré-mRNA possam parecer retencao de introns, eles sdo muito mais artefatos do que
seqiléncias exonicas reais.

Sequiéncias quiméricas sao outro problema. Uma quimera é a concatenacao de duas
ou mais seqiiéncias expressas de diferentes areas e pode induzir a erros durante a fase de
analise das seqiiéncias em busca de genes.

2.8 Projetos de Seqiienciamento no Brasil

No Brasil existem diversos grupos de pesquisa realizando projetos de seqiienciamento
completo ou ESTs. Os resultados produzidos por estes grupos colocaram o pais em
posicao de destaque no cenario cientifico internacional.

Os principais projetos realizados no Brasil recebem apoio financeiro da FAPESP, do
MCT e do CNPq, e serao citados a seguir.
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2.8.1 FAPESP

A FAPESP - Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo [36] em parceria
com outras intituicoes financia uma série de projetos. Em 1997 ela organizou a rede ONSA
(Organization for Nucleotide Sequencing and Analisys), um instituto virtual de genémica
formado inicialmente por 30 laboratorios ligados a instituicoes de pesquisa do Estado de
Sao Paulo. A FAPESP participa de diversos projetos Genomas e de seqiienciamento de
ESTs e alguns deles sao listados abaixo:

o Xyllela fastidiosa - Primeiro projeto realizado por esta rede, foi anunciado em 1997
e teve inicio de suas atividades em 1998. O seqiienciamento e a anotacao foram
concluidos em 2000 e resultaram na publicagao de um artigo que foi capa da revista
Nature, por ser o primeiro organismo fitopatégeno a ser seqiienciado [92].

e Genoma Cana-de-Agucar (SUCEST) - Segundo projeto da rede, teve inicio em 1999
e a sua etapa de seqiienciamento foi concluida em 2000 [100, 103, 113].

o Xanthomonas citri e Xanthomonas campestri - Duas bactérias fitopatogenas que
tiveram o seqiienciamento concluido em 2002 [119].

e Projeto Genoma Humano do Cancer - Projeto EST realizado internacionalmente e
que tem como objetivo a descoberta de genes que possuem ligacao com os diversos
tipos de cancer existentes. Este projeto teve inicio em 1999 e em seu primeiro ano
identificou mais de 1 milhao de seqiiéncias de genes de tumores mais freqiientes no
Brasil. A parcela brasileira deste projeto é formada por diversos grupos, incluindo
o Instituto Ludwig para Pesquisa do Céancer [105].

e Projeto FORESTS - Anunciado em 2001 este projeto visa o seqiienciamento de EST's
de eucalipto com o objetivo de descobrir possibilidades de melhora na matéria-prima
utilizada no pais para a fabricacao de papel [37].

e Projeto Schistossoma mansoni - Projeto EST de seqiienciamento do organismo cau-
sador da esquistossomose, foi iniciado em 2001 e em 2002 concluiu a identificacao
de 200 novos genes ligados aos diferentes estégios de vida do parasita [89].

e Projeto Genomas Agrondomicos e Ambientais - Projeto multi-genomico de seqiien-
ciamento completo ou EST de organismos ligados ao ambiente e a agronomia. Este
projeto comegou em 2000 com o estudo de uma variedade de Xylella que ataca vi-
deiras. Em 2001 este projeto conclui o mapa genético da bactéria Leifsonia xyli.
Este projeto também inclui o Projeto Genoma do Café e do organismo Leptospira
interrogans [38].
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e Projeto Genoma Funcional - Este projeto envolve diferentes sub-projetos que pos-
suem um mesmo objetivo comum: avaliar a reposta de determinados organismos
diante de variagoes produzidas no meio ambiente. Isso é feito através do estudo de
como os genes dos organismos sao expressos diante de pertubagoes provocadas no
ambiente em que vivem.

2.8.2 MCT e CNPq

O Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) [69] e o Conselho Nacional de Desenvolvi-
mento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) [27] financiam uma série de projetos em todo o
pais.

Genoma Nacional

A Rede Genoma Nacional [18] ou Genoma Brasileiro foi langada em 2000 pelo MCT e
pelo CNPq com a participagao de 25 laboratérios de biologia molecular e um centro de
Bioinformatica distribuidos em todas as regioes geograficas do pafs.

Esta rede concluiu em 2003 o seqiienciamento e a anotacao do genoma da bactéria
Chromobacterium violaceum [31].

O segundo organismo seqiienciado e anotado foi a bactéria Mycoplasma synoviae.

Redes Regionais

Além da Rede Genoma Nacional o MCT e o CNPq promovem a implantacao de diversas
redes génomicas, espalhadas por todas as regioes do pais e que realizam varios projetos:

e Rede Genoma do Estado de Minas - Coordenada pela Fundacao de Amparo a Pes-
quisa de Minas Gerais (FAPEMIG), realiza um Projeto EST do parasita Schisto-
soma mansoni, causador da esquistosomose [42].

e Programa Genoma Nordeste (ProGeNe) - Coordenado pela Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), realiza o seqiienciamento de ESTs da Leishmania chagast,
uma das trés espécies causadoras da leishmaniose visceral [81].

e Rede Genoma Centro-Oeste - Projeto EST para estudo do genoma do fungo Pa-
racoccidiotdes brasiliensis, causador de um tipo de micose de alta prevaléncia na
América Latina. E coordenada pela Universidade de Brasilia (UnB) [76].

e Rede Genoma do Consércio do Instituto de Biologia Molecular do Parana, FIO-
CRUZ e Universidade de Mogi das Cruzes - Sob coordenacao do Instituto de Biolo-
gia Molecular do Parand (IBMP), destina-se a seqiienciar ESTs para o estudo dos
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genes envolvidos no processo de diferenciacao celular do Trypanossoma cruzi, além
da analise de novos alvos quimeoterapicos [106].

e Rede Genomica do Estado da Bahia e Sao Paulo - Coordenada pela Unicamp, de-
senvolve o projeto EST de seqiienciamento do fungo Crinipellis perniciosa, causador
da doencga da vassoura de bruxa que ataca o cacaueiro [61].

e Rede Genoma do Rio de Janeiro (RioGene) - Projeto para seqiienciamento completo
da bactéria fixadora de nitrogénio Gluconacetobacter diazotrophicus, coordenado
pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) [85].

e Programa Genoma do Estado do Parand (GenoPar) - Projeto de seqiienciamento
completo para estudo do genoma funcional e estrutural da bactéria fixadora de ni-
trogenio Herbaspirillum seropedicae, coordenado pela Universidade Federal do Pa-

rand (UFPR) [43].

e Rede Sul de Andlise de Genomas e Biologia Estrutural (PROGENESUL) - Projeto
de seqiienciamento do genoma da bactéria Mycoplasma hyopneumoniae, causadora

da pneumonia micoplasmica em suinos. A rede é coordenada pela Fundacgao de
Amparo a Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS) [82].

e Rede da Amazonia Legal de Pesquisas Genomicas (REALGENE) - Projeto EST de
sequiienciamento da planta Paullinia culpana, o guarana. A Rede é coordenada pela
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) [84].

O MCT financia ainda o Projeto Genolyptus [41] que é uma parceria publico-privada
para o seqiienciamento EST do eucalipto executado pela Rede Brasileira de Pesquisa
do Genoma do Eucalipto, formada por 12 empresas, sete universidades e pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa).

2.9 Bioinformatica

A resolucao dos problemas apresentados pelos projetos de seqlienciamento é uma impor-
tante area de atuacao da Bioinformatica. A Bioinformatica é a drea da Computagao
destinada a desenvolver ferramentas para andlise de dados e resolugao de problemas em
aplicagoes biologicas.

A evolucao que ocorreu na capacidade de processamento dos computadores permitiu
que a Bioinformatica desenvolvesse softwares para lidar com o imenso volume de da-
dos produzidos pelos diversos projetos na area de Biologia, especialmente os projetos de
sequienciamento completos ou ESTs. Tais projetos produzem intimeras seqiiéncias que
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precisam ser processadas de forma automatica e com a menor taxa de erros possivel. A
automatizacao é extremamente importante pois o trabalho de processamento e analise
dos dados de forma manual é inviavel.

2.10 Bioinformatica para Projetos EST's

Entre as diversas atividades desenvolvidas pela Bioinformatica na andlise de dados de
projetos de seqiienciamento de ESTs, podemos citar a deteccao e remocao de artefatos, a
verificacao de contaminacao e a clusterizacao.

2.10.1 Deteccao e remocao de artefafos

Artefatos sao trechos que podem ser encontrados na seqiiéncias mas que possuem baixa
qualidade ou baixa complexidade ou que nao pertencem ao organismo que estd sendo
estudado pelo projeto. Essas regioes, portanto, devem ser identificadas e removidas para
que nao prejudiquem a andlise dos dados produzidos.

Este processo de detecgao e remocao de artefatos, também conhecido como “trima-
gem”, é composto por diversas etapas que serao discutidas adiante. Antes, apresentaremos
a origem dos diferentes tipos de artefatos que podem ser encontrados e os problemas que
eles podem ocasionar nas analises.

As origens dos artefatos

O processo de obtencao da seqiiéncia de nucleotideos de um segmento de DNA envolve a
realizacao de uma série de experimentos biolégicos. O DNA alvo precisa ser replicado para
que haja quantidade de material suficiente para processa-lo e isto é normalmente feito com
a utilizacao de vetores como, por exemplo, os plasmideos. O DNA alvo é inserido em um
local especifico na molécula de DNA do vetor.

Devido ao fato da técnica de seqiienciamento de ESTs produzir trechos nas extremida-
des dos genes, ¢ normal a presenca de trechos do vetor nas seqiiéncias lidas pela maquina
de seqiienciamento. Obviamente, este artefato nao é interessante para o objetivo do pro-
jeto, que é a determinacao dos genes expressos no organismo.

Seqiiéncias de baixa complexidade sao consideradas artefatos porque nao fornecem
informacoes relevantes. As seqiiéncias de poli-A e poli-T sao exemplos de seqiiéncias
deste tipo. No momento da produgao do mRNA, nos organismos eucariotos, uma cauda
poli-A ¢é ligada ao seu final. O mRNA ¢ utilizado para producao do cDNA, que sera
seqiienciado. Conforme a direcao do seqiienciamento, isto é, conforme a fita do cDNA
que for seqiienciada, trechos de poli-A ou poli-T podem aparecer.
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Alguns tipos de vetores utilizados para clonagem necessitam da utilizacdo de um pe-
queno segmento de DNA chamado adaptador para que a insercao do DNA alvo possa ser
feita. Esta seqiiéncia que nao pertence nem ao vetor e nem ao organismo estudado é um
artefato que deve ser identificado e removido.

Relacionados ao processo de leitura realizado pelas maquina de seqiienciamento temos
os artefatos de baixa qualidade. O valor de qualidade de uma base indica a probabilidade
dela estar correta. Quanto menor o valor de qualidade, maior a probabilidade de erro. A
maquina de seqlienciamento percorre o gel do experimento lendo os sinais emitidos pelos
marcadores fluorescentes dos nucleotideos. A precisao da leitura depende da intensidade
do sinal, que tende a ser mais fraca nas extremidades do gel e mais forte na porcao
central. Como produto da leitura, a maquina produz um arquivo chamado cromatograma
ou eletroferograma. Este arquivo € lido por programas de base calling como, por exemplo,
o phred [44], que operam de forma a determinar as bases lidas pela maquina.

Os sinais fracos emitidos por algumas bases podem gerar erros, mas os sinais fortes
também podem acarretar em erros. Quando a maquina de seqlienciamento encontra uma
regiao com picos de sinais muito altos, o fenomeno de derrapagem pode acontecer. Este
fenomeno se caracteriza pela repeticao de bases de maneira anormal. Devido aos fortes
sinais, a maquina pode interpretar a existéncia de mais de uma base, onde na verdade s6
existe uma, como se a seqiiéncia estivesse borrada.

A origem da derrapagem esta geralmente associada a presenca de longas cadeias de
As ou Ts que apresentam problemas durante as reagoes de seqiienciamento de DNA [6].
As longas cadeias de As ou Ts podem nao parear corretamente durante a reagao de
polimerizacao e isso gera fragmentos homopoliméricos de diferentes tamanhos que sao
seguidos pela mesma seqiiéncia de bases.

Problemas causados pelos artefatos

A presenca de artefatos nas seqiiéncias podem influenciar negativamente os resultados das
analises dos dados produzidos pelo projeto.

As seqiiéncias de baixa qualidade sao sequéncias que possuem taxas de erros muito
altas. A manuntencao de seqiiéncias deste tipo seria uma atitude imprudente, pois nao
pode se dizer com uma boa margem de seguranca que um trecho de baixa qualidade
realmente represente a seqiiéncia determinada pelo programa de base calling.

Em um processo de clusterizagao, as seqiiéncias de vetores e as seqiiéncias de baixa
complexidade podem forcar a criacao de clusters através do agrupamento erroneo de
seqiiéncias por causa da adigao de similaridade nao relevante ao processo [104]. Como o
critério utilizado na montagem dos clusters é a sobreposicao das seqiiéncias, os trechos
de baixa complexidade poderiam gerar sobreposi¢oes véalidas no critério do software de
clusterizacao, mas que na realidade nao existem.
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Os artefatos que representam vetores, adaptadores e derrapagens sao seqiiéncias que
nao pertencem ao organismo alvo do projeto. A presenca destas seqiiéncias podem ocasi-
onar erros na identificacao de genes.

Para a eliminagao de possiveis problemas, os projetos de seqiienciamento operam de
forma a remover estas seqiiéncias utilizando diversas técnicas.

Técnicas de deteccao e remocao de artefatos

Cada tipo de artefato possui formas de deteccao e remocao apropriadas que discutiremos
a seguir. Normalmente, apés a aplicagao destas técnicas o tamanho da seqiiéncia restante
¢ verificado. Se ela tiver tamanho menor que um certo valor minimo, a seqiiéncia ¢é
descartada de futuras anélises.

Remocao de artefatos de baixa qualidade A remocgao de trechos de baixa qualidade
pode ser atacada de varias maneiras, que podem ser simples ou mais elaboradas. As
solucoes mais simples sao obviamente as mais rapidas, um fator importante quando o
volume de dados a ser processado é muito grande. Assim, a decisdo da estratégia a ser
utilizada depende do tempo que se deseja gastar com esta tarefa.

O valor de qualidade de uma base determinada por um programa de base calling como
o phred ou o TraceTuner [108] é baseado na probabilidade de erro que essa base possui e
é dada pela férmula Q = —10 x log,,(probabilidade de erro) [26]. Assim, quanto maior a
probabilidade de erro, menor a qualidade.

Uma estratégia simples para a remocao de baixa qualidade é a utilizacao de um algo-
ritmo para determinagao da subseqiiéncia maxima [66, Se¢ao 5.8]. A seqiiéncia determi-
nada por esse algoritmo seria a seqiiéncia com as pontas de baixa qualidade removidas. O
préprio programa phred possui um parametro que faz com que ele indique qual é essa sub-
seqliéncia, em uma seqiiéncia que ele acabou de determinar. O algoritmo implementado
pelo phred converte o valor de qualidades em probabilidades de erros e tenta minimizar a
probabilidade de erro da subseqiiéncia. Antes de executar o algoritmo cada base tem sua
probabilidade de erro subtraida de 0,05. Este valor equivale ao valor de qualidade 13, a
minima aceitavel segundo esta implementacao do algoritmo.

Muitos projetos utilizam a analise através de janelas deslizantes. Em geral, a seqiiéncia
é percorrida base a base, nas duas direcoes a partir das extremidades, por uma janela de
um determinado tamanho em busca de trechos que possuam um nimero maximo de
bases com qualidades menores que a minima. No trabalho desenvolvido por Telles e da
Silva [104], por exemplo, utilizou-se uma janela de tamanho 20, que devia ter no maximo
12 bases com qualidade abaixo de 10.

Alguns projetos de seqiienciamento utilizam programas especificos para o processo de
deteccao e remogao como, por exemplo o ESTprep [88].
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Este programa faz a analise de qualidade em duas etapas. Na primeira etapa, o
programa verifica se o trecho inicial de 20 bases da seqiiéncia possui menos que 8 bases
com qualidade maior que 20, caso em que sera removido. Nesta mesma etapa, o software
verifica se a qualidade média das 200 primeiras bases é menor que 20, caso em que toda
a seqiiéncia é descartada.

Na segunda etapa, apds a remocao de outros tipos de artefatos, o ESTprep utiliza uma
janela deslizante de 20 bases para identificar a primeira regiao com no maximo 8 bases
com qualidade menor que 10 para determinacao do ponto de corte na extremidade 3, que
sera o inicio da regiao encontrada.

Outro software de processamento de seqiiéncias para identificacao e remocao de arte-
fatos é o LUCY [26], que é utilizado pelo TIGR - The Institute of Genomic Research. Ele
possui uma estratégia de analise mais complexa.

Como o inicio e o final da seqiiéncia sao em geral de baixa qualidade, o LUCY age
de forma a identificar estes trechos primeiro. A partir da ponta esquerda da seqiiéncia
uma janela de tamanho 10 percorrerd a seqiiéncia até encontrar um trecho que tenha
uma probabilidade de erro menor ou igual a 2%. O mesmo sera feito na ponta direita da
seqiiéncia. Estes trechos identificados sao removidos e o que sobrar passard pelo processo
restante. Se a seqiiéncia inteira nao passar no teste, ela sera inteiramente descartada.

O préximo passo ¢é a identificacao de trechos que possuem taxas de erros altas para que
possam ser eliminados. Neste passo, duas janelas sao utilizadas. A primeira tem tamanho
50 e um valor limite de probabilidade de erro igual a 8% e elimina os trechos grandes de
baixa qualidade. A segunda tem tamanho 10 e um valor limite de probabilidade de erro
igual a 30% e elimina os trechos pequenos que nao sao removidos pela primeira.

A primeira janela percorre a seqiiéncia resultante do primeiro passo de limpeza. A
partir do inicio desta seqiiéncia, o programa calcula para a janela o valor médio de pro-
babilidade de erro. Se o valor estiver dentro do valor limite a janela sera adicionada a
seqiiéncia candidata, que continuara crescendo enquanto as janelas que percorrerem a
seqliéncia estiverem com o valor dentro do limite. Se o valor estiver fora do limite, a
sequiéncia candidata serd terminada e separada para o proximo passo. A janela conti-
nuard a percorrer a seqiiéncia até o final, se uma nova janela voltar a ter o valor dentro
do limite, uma nova seqiiéncia candidata sera iniciada.

Cada seqiiencia candidata serd percorrida pela segunda janela seguindo o mesmo
critério. Ap0s este processo, todas as seqiiéncias candidatas com tamanho menor que
o minimo serao descartadas. Dentre as sequiéncias restantes, aquela que tiver uma proba-
bilidade de erro geral menor ou igual que 2, 5% e probabilidades de erros nas extremidades
menores que 2% serd a seqiiéncia final. A probabilidade de erros nas extremidades é ava-
liada com as duas ultimas bases de cada ponta. No caso raro de mais de uma seqiiéncia
atender ao critério, a maior serda mantida.
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Remocao de vetores e adaptadores Uma maneira de se realizar a remogao de vetores
e adaptadores é utilizando programas como o cross_match ou o swat [44].

Estes programas sao utilizados para alinhamento da seqiiéncia analisada com as se-
quéncias dos vetores e adaptadores. O cross_match, por exemplo, tem a opcao de realizar
mascaramento (substituigdo das letras das bases por Xs) das regides que apresentarem
alinhamento, permitindo uma rapida anélise das regioes que devem ser removidas.

O programa LUCY também realiza a remocao de vetores e adaptadores. Para este
servico, ele necessita das seqiiéncias dos trechos do vetor e do adaptor no ponto onde o
inserto é fixado (splice sites upstream e downstream, ou seja, as regides vizinhas ao ponto
onde a seqiiéncia do vetor foi cortada para inser¢ao da seqiiéncia a ser replicada).

Como os artefatos relacionados aos vetores costumam se localizar no inicio da seqiiéncia
onde a qualidade das bases é geralmente baixa, uma comparacao simples que busca pelo
alinhamento mais longo pode nao encontrar todos os trechos de vetor devido aos erros
de base-calling. Assim, o software realiza uma busca adaptativa pelos valores médios de
qualidades das bases. Nas regioes de baixa qualidade o programa permite que pequenos
trechos de vetor sejam identificados enquanto em regioes de melhor qualidade apenas
trechos maiores sao identificados. Devido as diferentes regices de qualidades existentes no
inicio da seqiiéncia o software considera trés critérios diferentes. A busca é feita em areas
de 40, 60 e 100 bases com comprimentos minimos de alinhamento de 8, 12 e 16 bases.
Um alinhamento local 6timo dentro de cada area deve ter, pelo menos, o comprimento
minimo para ser considerado vetor. Estas janelas sao colocadas no inicio da seqiiéncia
original para evitar que fragmentos de vetores sejam perdidos em seqiiéncias que possuem
um trecho de baixa qualidade muito longo no inicio.

O splice site upstream sera procurado nas primeiras 200 bases. LUCY procurara pelo
maior alinhamento com pelo menos trés bases corretas para cada base incompativel, o que
nao significa que haverd 25% de erro porque apenas o alinhamento com maior pontuacao
local sera utilizado. Alinhamentos menores a esquerda podem ser ignorados. Se ainda
existirem bons alinhamentos apds o melhor, o programa continuaré a busca até que todos
os fragmentos sejam identificados. Depois de terminar a busca pelo splice site upstream,
o dowstream é também procurado, pois a seqiiéncia pode conter um inserto pequeno. O
splice site downstream ¢ procurado utilizando-se o critério de alinhamento minimo de 16
bases.

Remocao de poli-A e poli-T A buscas por caudas poli-A e poli-T também variam
em complexidade. O programa LUCY, por exemplo, utiliza um esquema simples. Ele
realiza a busca por caudas poli-A /T utilizando uma janela de 50 bases para identificagao
de trechos que possuam no minimo 10 bases Ts ou As. Nesta busca, sao permitidos no
maximo trés bases incompativeis entre cada trecho de 10 Ts ou As.
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O procedimento desenvolvido por Telles e da Silva realiza a remocao destes artefatos
em diversas etapas. Algumas sao efetuadas juntamente com a remocao de vetores e outras
logo apos. Estas diferentes etapas foram desenvolvidas com o objetivo de se detectar varias
possibilidades de ocorréncia destes tipos de artefatos. Elas utilizam o programa swat para
realizar o alinhamento da seqiiéncia analisada com seqiiéncias compostas apenas por As ou
Ts. Conforme a etapa, diferentes critérios de pontuacgao, tamanho e distancia do artefato
a extremidade sao utilizados.

O ESTprep utiliza uma estratégia diferente. Em primeiro lugar, ele percorre a seqiién-
cia em busca do primeiro nucleotideo da cauda apds a identificacao do sitio de restricao.
A partir desta posi¢ao, uma seqiiéncia maximal formada apenas por A/Ts é construida
de tal forma que ela possua similaridade maior que um limite pré-estabelecido (95%) em
relac@o a seqiiéncia original. Desta maneira, a regiao mais rica em A/T é encontrada. Se
esta regido nao termina com um A/T, ela é retraida em uma base, o que ¢é repetido até
que a ultima base seja um A/T. Se a cauda de poli-A/T nao tiver tamanho suficiente
(10 bases), a busca é refeita comegando uma base a esqueda/direita do ponto de inicio
original. Se a cauda é identificada, a busca é repetida utilizando-se um limite menor (94%
do limite original) para evitar o truncamento de caudas poli-A /T grandes. Se depois de
todos estes passos a cauda nao foi identificada, o programa analisa uma janela com o
tamanho da distancia média entre o sitio de restricao e o trecho que identifica o tecido
(18 bases) em busca de uma densidade suficiente de A/Ts (65%). Apds a identificacao
do poly-A, o programa tenta localizar os sinais de poliadenilagao. Os sinais procurados
podem ser canonicos (AAUAAA ou AUUAAA) ou alternativos. Eles devem estar dentro
de 11 a 30 nucleotideos a partir do final da cauda poli-A.

Remocao de trechos derrapados No estudo que fizemos, apenas Telles e da Silva
citam a deteccao e remocao de trechos derrapados.

A deteccao e remocao deste tipo de artefato é feita através da andlise da seqiiéncia em
busca de grupos ecoados (regides com 5 ou mais bases idénticas consecutivas). O método
considera apenas seqiiéncias que possuam pelo menos 8 destes grupos ecoados.

Para avaliar se os grupos formam uma derrapagem, o método realiza um produto
do tamanho dos grupos sendo que aqueles que tiverem tamanho maior ou igual a 10
contribuem apenas com 10. Caso o produto seja maior do que 10® e a soma do tamanho
dos grupos ecoados corresponda a 20% do tamanho da seqiiéncia, o método considera
a regiao ecoada. A remocao desta regiao é feita de acordo com a presenca de caudas
poli-A/T. Se existir um poli-T na seqiiéncia, ela é totalmente descartada. Se houver
um poli-A, apenas o trecho que vai do inicio da cauda poli-A até o final da seqiiéncia é
removido. Caso nenhuma cauda seja encontrada, toda a seqiiéncia é descartada.

A diferenca de tratamento, conforme o tipo de cauda encontrada, se justifica pela
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posicao normal destes artefatos na seqiiéncia. Como as caudas poli-T se encontram no
inicio da sequiiéncia normalmente, considera-se que toda a seqiiéncia foi comprometida. J&a
as caudas poli-A costumam ocorrer na porc¢ao final e, por isso, acredita-se que a porcao
inicial nao foi comprometida podendo, portanto, ser preservada.

2.10.2 Verificagcao de contaminagao

Apbs a detecgao e remogao de artefatos, normalmente se realiza a andlise da seqiiéncia em
busca de contaminacao. A contaminacao de seqiiéncias é um problema extremamente sério
em projetos de seqiienciamento. Ocorréncias embaragosas tém acontecido com freqiiéncia,
como, por exemplo, projetos de seqiienciamento em larga-escala que utilizaram bibliotecas
de clones altamente contaminadas e tiveram que descartar uma quantidade enorme de
sequiéncias. Outro exemplo, foi o anuncio, em 1994, de que DNA havia sido extraido
com sucesso a partir de ossos de um dinossauro [117]. Hoje em dia, este antuncio é visto
como, no minimo, prematuro. As seqiiéncias “extraidas” se mostraram, através de buscas
realizadas em bancos de seqiiéncias de DNA, muito mais semelhantes as seqiiéncias de
mamiferos, do que de aves ou crocodilos, sugerindo que o DNA utilizado na analise fosse,
na verdade, uma contaminagao humana e ndo DNA de dinossauros [19, 122].

Tipos de contaminacao

Existem varios tipos de contaminacao que variam conforme o protocolo utilizado na
produgao de bibliotecas e na clonagem das seqiiéncias [98]. As contaminagoes podem
ser separadas em dois grupos diferentes: contaminagoes causadas por seqiiéncias de ou-
tros organismos e contaminagoes causadas por seqiiéncias do proprio organismo.

Contaminacao por seqiiéncias de outros organismos O vetor utilizado na clona-
gem pode ser uma fonte de contaminacao. Devido aos eventos de rearranjo de genoma,
seqiiéncias do vetor podem ser inseridas no meio do inserto, formando uma seqiiéncia
hibrida.

Em um laboratério de seqiienciamento, é comum a execucao de experimentos com orga-
nismos diferentes. Acidentalmente, é possivel que uma biblioteca de clones de seqiiéncias
de um organismo seja contaminada com seqiiéncias de outro organismo estudado no
mesmo laboratério. Assim, o seqiienciamento dos ESTs desta biblioteca pode produzir
um conjunto formado por seqiiéncias do organismo estudado pelo projeto e outro formado
por seqiiéncias de outros organismos estudados no laboratério.

Existem projetos de seqiienciamento que lidam com tecidos que podem estar conta-
minados. Por exemplo, é comum a preparagao de ESTs de tecidos atacados por alguma
doencga para obtencao dos genes que sao expressos quando um organismo esta doente. No
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meio do conjunto de seqiiéncias do organismo podem existir ESTs originarios em mRNAs
do organismo patogeno.

Outra possibilidade de contaminagao ocorre quando se estuda organismos que vivem
relagoes simbiontes. Existe a possibilidade de contaminacao por seqiiéncias do organismo

que vive com o organismo estudado, pois durante a coleta de material existe a possibilidade
da obtencao de DNA de ambos.

Contaminacao por seqiiéncias do préprio organismo Seqiiéncias do proprio or-
ganismo também podem causar contaminacao. Ela ocorre quando existe a formacao de
ESTs contendo trechos de seqiiéncia que nao possuem origem no mRNA processado.

O EST é uma seqiiéncia produzida através do mRNA, mas durante o processo de
producao das bibliotecas, pode ocorrer do rRNA ser utilizado pela enzima transcriptase
reversa para producao do cDNA.

As células eucariotas tem mitocondrias e as células eucariotas de vegetais também
possuem cloroplastos. Estas organelas possuem um genoma préprio e conforme a natureza
do projeto de seqiienciamento, a obtencao das seqiiéncias de genes destas organelas pode
ser desnecessario ou, até mesmo, indesejado.

Como vimos anteriormente, o mRNA, apds a transcricao, é processado para remocao
dos introns. Pode acontecer de um mRNA prematuro originar cDNA, que apesar de ter
origem em um mRNA, contém trechos que nao pertecem a porcao codificante do gene.

Problemas no protocolo de producao de bibliotecas podem gerar cDNAs contendo
trechos de DNA genomico, que nao fazem parte de genes, algo indesejado quando se
deseja obter o indice génico de um organismo.

Finalmente, eventos de rearranjo de genoma podem gerar seqiiéncias quiméricas. Estas
seqiiéncias se caracterizam por conter trechos de dois ou mais genes que possuem origens
em pontos diferentes do genoma.

2.10.3 Técnicas de deteccao de contaminagao

A maior parte dos projetos utilizam a similaridade para a detecgao de contaminacao [79].
Normalmente o programa BLAST [5] é utilizado neste método, que consiste na com-
paragao da seqiiéncia a ser analisada com as seqiiéncias existentes em um banco formado
por possiveis organismos contaminantes.

Os critérios para deteccao de contaminacao através da similaridade podem variar entre
diferentes projetos. Um exemplo de critério seria a identificacao de contaminantes a partir
de uma similaridade de pelo menos 98% ao longo de uma janela de 75 bases e com e-value

menor ou igual a 10717,
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A similaridade também é utilizada na deteccao de seqiiéncias provenientes de rRNA
ou de genes pertencentes a mitocondrias ou cloroplastos.

Ao indicar que uma seqiiéncia é similar a de um contaminante existente no banco,
este método pode dizer que ela é um possivel contaminante, contudo, nada pode-se dizer
das seqiiéncias que nao apresentaram similaridade com nenhuma do banco. Existe a
possibilidade de algumas seqiiéncias pertencerem a organismos nao existentes no banco
de contaminantes. Além disso, no caso do banco de contaminantes ser muito grande, a
busca por similaridade pode ser muito custosa.

Além da deteccao de contaminacao através da similaridade, existem as técnicas que
aplicam as caracteristicas encontradas nos genomas dos organismos como critério. A abor-
dagem destas metodologias é classificar as seqiiéncias em dois grupos (seqiiéncias perten-
centes ao organismo alvo e seqiiéncias nao pertencentes ao organismo alvo) de acordo com
as caracteristicas obtidas pela andlise delas em comparagao com as obtidas através de um
conjunto de treino formado por seqiiéncias do préprio organismo e, opcionalmente, dos
organismos contaminantes.

Diversas caracteristicas podem ser utilizadas por estas metodologias. O trabalho de-
senvolvido por White et al. [116], por exemplo, utiliza a composi¢do de hexameros. O
estudo realizado por Piazza e Setubal [79, 80] emprega uma gama maior de caracteristicas
com o objetivo de melhorar a precisao da deteccao de contaminantes.

Este tipo de metodologia é mais indicado para deteccao de contaminacoes por DNA
do proprio organismo. A analise é feita comparando-se as assinaturas apresentadas pelos
ESTs contra as verificadas em genes do organismo. As assinaturas dos genes costumam
ser bastante diferentes do restante do genoma, e esse fato pode auxiliar na deteccao de
contaminagao por DNA genémico ou por mRNA prematuro.

As metodologias baseadas em caracteristicas sao menos utilizadas que as baseadas em
similaridade. Elas apresentam uma taxa de erros maior e possuem a desvantagem de
necessitarem de treino com seqiiéncias do organismo, o que nem sempre € possivel.

A deteccao de seqiiéncias quiméricas requer uma andlise cuidadosa, pois trata-se de
seqliéncias que sao formadas pela fusao de dois ou mais genes. Como as quimeras sao for-
madas geralmente por concatenacao de genes de diferentes regioes do genoma, a maneira
mais apropriada seria a utilizagao da comparacao com o genoma completo do organismo,
o que nem sempre é possivel, especialmente no caso de projetos ESTs. Quimeras de genes
conhecidos podem ser identificadas ao observar-se a concatenacao de trechos de genes nao
relacionados.
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2.10.4 Clusterizacao

A clusterizagao é o processo de agrupamento de seqiiéncias em conjuntos chamados clus-
ters, com o objetivo de identificar os genes e diminuir a redundéancia de informacoes
produzidas pelo projeto de seqiienciamento. Este processo é extremamente importante
para a identificacao do conjunto de genes expressos no organismo.

Os clusters sao formado por duas ou mais seqiiéncias agrupadas através da utilizacao
de critérios de similaridade. As seqiiéncias que nao se agrupam com outras, formando
“clusters” de tamanho um, sao normalmente denominadas singletons.

Técnicas de clusterizacao

As técnicas de clusterizagao utilizam a similaridade como principal ferramenta. Através
das comparacoes entre cada par de seqiiéncias é possivel determinar aquelas que se so-
brepoem e que, portanto, podem ter origem no mesmo gene.

Diferentes implementacoes de processos de clusterizacao estao disponiveis e elas dife-
rem na estratégia adotada para otimizar o desempenho sem comprometer a qualidade dos
clusters produzidos.

Os programas de clusterizacao normalmente realizam uma avaliagao inicial para iden-
tificacao das seqiiéncias que podem se sobrepor. Feita a identificacao, as seqiiéncias sao
alinhadas para construcao dos clusters.

O ideal seria que todas as seqiiéncias pudessem ser unidas através de um alinhamento
multiplo, no entanto, este ¢ um problema NP-completo. Isso explica a necessidade de se
fazer uma avaliacao inicial em busca de seqiiéncias que se sobrepoem e a aplicacao de uma
série de heuristicas realizada por diversos softwares.

Os clusters produzidos podem ter ou nao associados a eles seqiiéncias consensos. A
seqiiéncia consenso ¢ derivada através da analise das seqiiéncias que formam o cluster e é
aceita como a sequiiéncia com maior probabilidade de ser a do gene existente no organismo.

Alguns programas de clusterizagao podem realizar o alinhamento das seqiiéncias exis-
tentes nos clusters com o objetivo de produzir melhores consensos.

Um dos programas mais utilizados é o CAP3 [54], mas existem muitos outros, como o
Phrap [44], o TIGR Assembler [101], o Ulcluster [109] e o TGICL [78].
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Capitulo 3

Nova estratégia de deteccao e
remocao de artefatos

A maioria dos projetos de seqiienciamento realizam a deteccao e remocao de artefatos em
diversas etapas. Normalmente, essas etapas sao executadas de maneira que o resultado
de uma serve como entrada para a etapa seguinte. Neste tipo de padrao de execucao,
freqiientemente ocorrem situacoes em que o artefato detectado por uma etapa nao é
encontrado em funcao da identificagao ou nao de um artefato na etapa anterior.

Por exemplo, suponha que a etapa de deteccao de poli-A é executada apds a remocao
de artefatos de vetor. Suponha também, que a deteccao de poli-A é feita quando se en-
contra uma regiao de pelo menos 15 As que se situa no maximo a 10 bases da extremidade
3’ da seqiiéncia resultante da etapa anterior. Com a utilizagdo destes tipos de critérios, a
deteccao de um poli-A pode ser prejudicada, por exemplo, por regioes de baixa qualidade,
que impedem a identificacdo completa do vetor. Se o vetor nao é identificado completa-
mente, a distancia entre o artefato poli-A e a extremidade da seqiiéncia pode fica maior
do que a exigida pelo método, implicando na nao detecgao do artefato.

Baseado neste problema, decidimos desenvolver um novo conjunto de procedimentos
de remogao e deteccao de artefatos baseado em uma nova estratégia. FEla consiste na
execucgao independente das etapas de deteccao de artefatos. A apresentagao deste conjunto
de procedimentos e desta nova estratégia é o objetivo deste capitulo

O nosso trabalho utilizou como base inicial o conjunto de procedimentos desenvol-
vidos para o projeto de seqiienciamento de ESTs da cana-de-agicar (SUCEST). Estes
procedimentos serao apresentados na Secao 3.1.

Na Segao 3.2 descreveremos o nosso conjunto de métodos desenvolvido com o intuito
de verificar a viabilidade da utilizacao desta nova abordagem de deteccao e remocao de
artefatos.

A Secao 3.3 apresentard os resultados produzidos a partir da utilizagao de nosso con-
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junto de procedimentos na anélise de ESTs obtidos do projeto Cattle EST [8, 23, 64], que
estudou seqiiéncias do boi (Bos taurus).

Finalmente, na Secao 3.4 discutiremos os resultados obtidos para avaliar a validade
da nova abordagem.

O estudo desenvolvido neste capitulo foi apresentado no congresso “Brazilian Sympo-
sium on Bioinformatics 2005 (BSB2005)”, realizado em Julho de 2005, em Sao Leopoldo
— RS, sob o titulo “New EST Trimming Strategy”. Um resumo estendido foi publicado
nos anais do congresso [10]. O estudo completo foi depositado como relatério técnico,
identificado pelo cédigo “IC-05-09”, no Instituto de Computagao — Unicamp [11].

3.1 Meétodos de deteccao e remocao de artefatos uti-
lizados no Projeto SUCEST

O nosso conjunto de procedimentos de deteccao e remocao de artefatos baseou-se no
conjunto utilizado no projeto SUCEST. Este conjunto foi desenvolvidos por Telles e da
Silva e apresentado no trabalho “Trimming and clustering sugarcane ESTs” [104]. Ele é
composto por oito etapas que serao descritas a seguir:

3.1.1 Remogao de RNA ribossomal

3.1.2 Mascaramento de vetor e adaptador

3.1.3 Remogao de vetor e de poli-A

3.1.4 Remogao de pontas de baixa qualidade

3.1.5 Remogao de vetor préximo a extremidade

3.1.6 Remocao de trecho derrapado

3.1.7 Remogao de poli-A grande ou préximo a extremidade

3.1.8 Remocao de seqiiéncias curtas e de baixa qualidade

3.1.1 Remocao de RNA ribossomal

A primeira etapa é destinada a deteccao de seqiiéncias que possuam RNA ribossomal.

Seqliéncias ribossomais sao identificadas através da execugao do BLAST [5] da se-
quéncia analisada contra um banco formado por seqiiéncias ribossomais. Se a seqiiéncia
apresentar a0 menos um hit com e-value menor ou igual a 1071° considera-se que ela
possui contetdo ribossomal e ela é descartada completamente.
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3.1.2 Mascaramento de vetor e adaptador

As seqiiéncias que nao foram descartadas no primeiro passo sao submetidas ao mascara-
mento das seqiiéncias de vetores e adaptadores.

O mascaramento é feito através do alinhamento da seqiiéncia analisada com as se-
quéncias de vetores utilizando o software cross_match com parametros -minmatch 12
-minscore 20 -penalty —2 -screen e o esquema de pontuacao de alinhamento padrao
do programa.

Se o projeto utilizar algum adaptador na construcao das bibliotecas, a seqiiéncia de
vetor deverd inclui-lo. Dessa maneira, o adaptador serd removido junto com o vetor.

Todos os trechos mascarados (marcados com X) serao considerados como candidatos
a artefatos de vetor.

3.1.3 Remocao de vetor e de poli-A

De posse dos candidatos a artefatos de vetor, o proximo passo é analisar as regioes vizinhas
para decidir quais trechos serao efetivamente descartados.

A primeira parte desta anélise é a verificacao do tamanho da regiao nao coberta por
vetor. O tamanho de cada trecho mascarado no passo anterior é somado e o valor obtido é
subtraido do tamanho da seqiiéncia. Se o valor restante for menor que o tamanho minimo
aceitdavel (100 bases), a seqiiéncia é inteiramente descartada.

Se o tamanho da sequiéncia nao coberta por vetor for maior que o minimo aceitavel,
inicia-se a segunda parte, que analisa diversos casos:

1. Existem exatamente duas regioes mascaradas: as regioes que vao do inicio da se-
qiiéncia até o final da regiao mascarada mais proxima a extremidade 5" e do inicio
da regiao mascarada mais proxima a extremidade 3’ até o final da seqiiéncia sao
descartadas como artefatos de vetor.

2. Existem mais de duas regioes mascaradas: neste caso, nenhuma alteragao é feita na
seqiiéncia.

3. Existe apenas uma regiao de vetor (mascarada):

(a) Se a posigao inicial da regiao de vetor estiver entre as 50 primeiras bases da
seqliéncia e o seu tamanho for menor ou igual a 300, descarta-se o trecho que
vai do inicio da seqiiéncia até o final da regiao.

(b) Se a posigao inicial da regiao estiver entre as 50 primeiras bases e o seu tama-
nho for maior que 300, toda a seqiiéncia é marcada como artefato de vetor e,
portanto, descartada completamente.
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(c) Se a posicao inicial da regiao estiver entre as bases 51 e 300 da seqiiéncia e seu
L, v . diste v
tamanho for menor que 300, nao é possivel decidir se realmente existe vetor e,
por isso, nenhuma alteracao é feita na seqiiéncia.

(d) Se a posicao inicial da regiao estiver entre as bases 51 e 300 da seqiiéncia e
seu tamanho for maior que 300 ou se ela estiver apds a base 300 da seqiiéncia,
descarta-se o trecho que vai do inicio da regiao até a extremidade final da
seqiiéncia.

Nas situacoes onde houve descarte de artefatos de vetor em pelo menos uma das
extremidades da seqiiéncia, este passo realiza também a remogao de caudas poli-A/T.

Para isso, ele utiliza o programa swat para realizar o alinhamento da seqiiéncia sem
vetor com seqiiéncias de prova compostas somente por As ou por Ts. O esquema de
pontuacao utilizado considera 1 ponto para cada acerto, —2 para cada erro e —8 para
cada buraco aberto.

Serao descartados como artefatos poli-A/T todas as regides que apresentarem ali-
nhamento com pontuagao minima 8 e se estiverem localizadas no maximo a 10 bases
de distancia de uma das extremidades da seqiiéncia sem vetor. A pequena regiao situ-
ada entre o poli-A e a extremidade é considerada como um provavel vetor e também é
descartada.

3.1.4 Remocao de pontas de baixa qualidade

A remocao de baixa qualidade é feita através da execucao de um algoritmo de janela
deslizante sobre a seqiiéncia resultante da etapa anterior.

A janela utilizada para analisar a seqiiéncia possui tamanho 20. Ela percorre a
seqliéncia a partir da extremidade 5, em direcao a extremidade oposta, em busca da
primeira regiao que apresentar no maximo 12 bases com qualidade menor do que 10.
Quando esta regiao é encontrada, todo o trecho percorrido pela janela antes da regiao
¢ descartado como artefato de baixa qualidade. O procedimento é repetido a partir da
extremidade 3'.

3.1.5 Remocao de vetor préximo a extremidade

Apés a remocgao de baixa qualidade, a seqiiéncia resultante é analisada novamente em
busca de artefatos de vetor. Se existirem regioes candidatas localizadas no maximo a 10
bases de distancia de uma das extremidades, elas sao removidas como artefatos de vetor,
junto com o trecho situado entre a regiao e a extremidade da seqiiéncia.
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3.1.6 Remocao de trecho derrapado

A derrapagem é removida através da andlise da seqiiéncia produzida no passo anterior
em busca de regioes ecoadas. Uma regiao ecoada é aquela que possui um nimero pré-
determinado de bases idénticas e consecutivas. No caso deste método, sao consideradas
regioes ecoadas aquelas que apresentarem tamanho maior ou igual a 5.

A partir da lista de regioes ecoadas, o método calcula o produto de seus tamanhos da
seguinte forma:

1. O valor inicial do produto é 1.
2. Se a regiao identificada tiver tamanho maior que 10, produto = produto x 10.

3. Se a regiao identificada tiver tamanho menor ou igual a 10, produto = produto X
tamanho da regiao.

Se o produto tiver valor maior que 10% e a cobertura das regides (soma do tamanho dos
trechos / tamanho da seqiiéncia) for maior ou igual a 20% considera-se que a seqiiéncia
estd derrapada.

Para decidir qual trecho sera descartado, o primeiro passo é a execucao do swat com os
mesmos parametros utilizados anteriormente, comparando a seqiiéncia contra um arquivo
fasta contendo uma longa seqiiéncia de Ts. Se um alinhamento for encontrado e sua
pontuagao for maior ou igual a 40, toda a seqiiéncia sera descartada como derrapagem.

Caso nada tenha sido encontrado, o swat é novamente executado para comparagao da
seqiiéncia contra um arquivo fasta contendo uma longa seqiiéncia de As. Se um alinha-
mento for encontrado e a sua pontuagao for maior ou igual a 40, um artefato é criado
indicando derrapagem na extremidade 3'. O artefato vai do inicio do alinhamento ao final
da seqiiéncia.

A diferenca de tratamento entre a deteccao utilizando o poli-T e o poli-A deve-se ao
fato das suas posicoes relativas na seqiiéncia. Acredita-se que a derrapagem possa ser
conseqiiéncia da presenca de uma cauda poli-A/T de altissima qualidade que provoca
erros de leitura da maquina de seqlienciamento. Como a cauda poli-T geralmente aparece
no inicio da seqiiéncia, ela acaba por afetar a seqiiéncia toda e por isso a seqiiéncia
¢ marcada como sendo totalmente derrapada. A cauda poli-A, por outro lado, ocorre,
geralmente, no final da seqiiéncia afetando apenas a porgao final. Assim, ao marcar apenas
a regiao que comeca no inicio do alinhamento e termina na posigao final da seqiiéncia,
o procedimento tenta preservar a parte inicial da seqiiéncia que, provavelmente, nao foi
afetada pela derrapagem.

Na situagao em que nenhum dos dois tipos de cauda sao encontrados, toda a seqiiéncia
é descartada pois nao se pode afirmar exatamente qual é a regiao que foi prejudicada pela
derrapagem.
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Uma observacao importante sobre esta etapa, é que ela nao exige que os grupos ecoados
estejam fisicamente consecutivos ou mesmo proximos uns dos outros.

3.1.7 Remocao de poli-A grande ou proximo a extremidade

As sequiéncias que foram preservadas pelo processo de remocao de derrapagem, sao sub-
metidas a uma nova etapa de remoc¢ao de caudas poli-A/T.

Primeiro, o alinhamento da seqiiéncia com uma seqiiéncia de prova composta por T's
¢ feito utilizando, novamente, o programa swat. Caso exista uma regiao que apresente
pontuacgao 8 e esteja no maximo a 20 bases da extremidade, ela é descartada junto com
o trecho entre a regiao e a extremidade.

Feito isso, verifica-se se existe uma regiao composta por pelo menos 50 As consecutivos.
Se existir, o alinhamento da seqiiéncia com uma seqiiéncia de prova composta por As é
realizado. Se algum trecho apresentar alinhamento com pontuacao maior ou igual a 70,
este sera descartado.

Finalmente, repete-se procedimento semelhante ao primeiro passo desta etapa, mas
utilizando uma seqiiéncia de prova composta por As.

3.1.8 Remocao de seqiiéncias curtas e de baixa qualidade

A 1ltima etapa do conjunto de procedimentos, desenvolvido por Telles e da Silva, realiza
a eliminagao de seqiiéncias curtas ou com qualidade menor do que a desejada.

Apés passar por todas as etapas anteriores, a seqiiéncia deverd apresentar um tamanho
minimo de 100 bases e possuir pelo menos 50 bases com qualidade maior ou igual a 20.

3.2 Procedimento basico de métodos de deteccao e
remocao de artefatos

O nosso conjunto de procedimentos utilizou como base o trabalho de Telles e da Silva.
A partir da analise dos procedimentos descrito por eles, decidimos construir métodos
que promovessem a deteccao e remocao de artefatos ribossomais, de baixa qualidade, de
vetores, de adaptadores e de caudas poli-A/T.

Note que, neste momento, nao trabalhamos com artefatos de derrapagem. Devido
as caracteristicas do artefato e devido a pouca literatura disponivel sobre ele, decidi-
mos realizar um estudo mais aprofundado posteriormente. Este estudo estd descrito no
Capitulo 4.

Para a confeccao dos procedimentos utilizamos uma nova estratégia em que as etapas
de deteccao de artefatos sao independentes entre si. A remocao dos artefatos é feita,
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Figura 3.1: Esquemas para demonstracao de ESTSs e seus artefatos. a) Seqiiéncia original:
a regiao cinza corresponde ao inserto, as regioes vermelhas denotam as pontas de baixa
qualidade, as regioes verdes indicam os trechos de vetores, a regiao azul indica o adaptador
e a regiao amarela a cauda poli-A. b) Resultado do processamento da seqiiéncia original
por um conjunto que realiza a detecgao de artefatos de vetor, baixa qualidade, adaptador
e poli-A (nesta ordem) de modo que o resultado de uma etapa é a entrada da etapa
seguinte. ¢) Resultado do processamento da seqiiéncia original por conjunto semelhante
ao anterior mas com a ordem de vetor e de baixa qualidade trocadas. d) Resultado do
processamento da seqiiéncia original segundo a nossa estratégia.

de fato, na tltima etapa, que é responsavel pela combinacao dos artefatos detectados e
identificacao da regiao de boa qualidade da seqiiéncia.

Esta nova estratégia tem o objetivo de tentar diminuir a ocorréncia de erros do tipo
falso negativo que ocorrem quando um artefato nao é detectado em funcao de algum
problema na detecgao de outro.

Para melhor entendimento do efeito que a inter-dependéncia de etapas pode produzir
no resultado final da limpeza de seqiiéncias, vamos analisar as seqiiéncias da Figura 3.1.

A Figura 3.1a exibe um EST tipico com todos os artefatos e o inserto marcados. Nesta
figura, a regiao cinza é o inserto, as regioes vermelhas sao os trechos de baixa qualidade,
as regioes verdes sao os trechos de vetor, a regiao amarela é o trecho de poli-A e a regiao
azul o trecho de adaptador.

Suponha um procedimento de deteccao de artefatos que identifica os artefatos na se-
guinte ordem: deteccao de vetores, deteccao de baixa qualidade, deteccao de adaptadores
e deteccao de poli-A. Suponha também que a entrada de cada etapa é resultado da saida
da etapa anterior. O resultado do processamento da seqiiéncia da Figura 3.1a, segundo
este procedimento, é demonstrado pela Figura 3.1b. Nesta situacao, podemos ver que a
etapa de deteccao de vetores foi capaz de encontrar pedacos dos trechos de vetor (os tre-
chos de vetor nao foram detectados completamente devido a baixa qualidade da seqiiéncia
na regiao em que eles se encontram). Apds a deteccao de trechos de vetor, a seqiiéncia
resultante é analisada em busca da baixa qualidade e, neste caso, apenas a baixa quali-
dade da extremidade 3’ é encontrada, pois a baixa qualidade 5’ foi removida junto com o
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trecho de vetor. Contudo, apds a execucao destas duas etapas, nés podemos ver que os
trechos de adaptador e de poli-A que sobram sao muito pequenos o que inviabiliza as suas
deteccgoes pelas etapas que buscam estes tipos de artefatos. Assim, o inserto resultante é
maior do que o esperado.

Agora, suponha um procedimento semelhante ao anterior, mas que inverte a ordem
de deteccao de artefatos de vetor e de baixa qualidade. A Figura 3.1c mostra que, nesta
situacao, as pontas de baixa qualidade seriam encontradas inteiramente. Contudo, os
trechos de vetor, adaptador e poli-A ficariam muito pequenos para serem detectados
pelas etapas subseqiientes. Logo, nds terfamos como resultado, novamente, um inserto
maior do que o real.

A Figura 3.1d mostra o resultado quando a seqiiéncia é processada pelas etapas de
maneira independente. As pontas de baixa qualidade e o adaptador sao identificadas
completamente e os vetores e a cauda poli-A sdo encontrados como trechos menores do
que os originais devido a baixa qualidade da regiao onde se encontram. Contudo, a
composicao final dos artefatos permite a identificagao correta do inserto.

Além desta diferenca de abordagem, nosso conjunto de métodos procurou simplificar
e diminuir o niimero de passos de deteccao de artefatos apresentados por Telles e da Silva.
Isso foi feito com o objetivo de se produzir um conjunto de procedimentos béasicos para
obtencao de resultados que permitissem a identificacao de passos que realmente necessitam
de maior especializacao.

O nosso conjunto de procedimentos é formado por cinco etapas de deteccao de artefatos
e uma etapa de combinagao de artefatos para identificacao da regiao de boa qualidade da
seqiiéncia. Cada uma dessas etapas sera apresentada a seguir.

3.2.1 Deteccao de artefatos ribossomais em seqiiéncias EST's

A etapa de deteccao de seqiiéncias ribossomais ¢é idéntica a utilizada por Telles e da Silva.
Nos consideramos o procedimento adotado por eles como adequado devido a grande
conservacao apresentada pelas seqiiéncias ribossomais. Este fato permite a utilizacao do
programa BLAST para identificacao destes tipos de seqiiéncias.
Contudo, deve-se observar que a deteccao pode ser melhorada quando se utiliza seqiién-
cias de organismos filogeneticamente proximos ao organismo que originou a seqiiéncia.
Em seu trabalho, Telles e da Silva utilizaram seqiiéncias de organismos filogenetica-
mente proximos a cana-de-agicar e obtiveram bons resultados.

3.2.2 Deteccao de artefatos de baixa qualidade

Para identificacao de regioes de baixa qualidade decidimos utilizar o mesmo algoritmo
implementado pelo programa de base-calling phred [44].
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O algoritmo processa uma seqiiéncia de valores derivada da seqiiéncia de qualidades
em busca da subseqiiéncia de maxima pontuacao.

A seqiiéncia que sera processada é obtida através da subtracao do valor de probabili-
dade de erro de cada base do valor 0,05. O valor de probabilidade de erro pode ser obtido
através da formula @) = —10 x log(probabilidade de erro), onde @) é a qualidade da base.

Ao subtrair o valor da probabilidade de erro do valor 0,05 a faixa que determina
o limiar para inicio e fim de uma subseqiiéncia é deslocada para o valor equivalente a
qualidade 13. Isso significa que, segundo este critério, a probabilidade maxima de erro
aceitavel é de 5%.

A subseqiiéncia de maxima pontuacao encontrada pelo algoritmo é determinada como
sendo a regiao de boa qualidade. Assim, as regioes que ficam entre as extremidades da
seqliéncia e as extremidades da regiao de boa qualidade sao marcadas como artefatos de
baixa qualidade.

A escolha deste algoritmo esta relacionado ao melhor comportamento das qualida-
des das bases das extremidades da regiao de boa qualidade definida por ele. Este algo-
ritmo garante que as qualidades da primeira e da tltima base da regiao de boa qualidade
serdo maiores ou iguais & qualidade minima aceitavel (13 no caso). Além disso, as bases
préoximas as extremidades nao podem ter qualidades muito baixas pois, caso isso ocorresse,
a inclusao delas na regiao de maxima pontuacao nao aconteceria.

No caso do algoritmo de janela deslizante, como descrito no trabalho de Telles e da
Silva, isso nao ocorre. Como a janela aceita um determinado nimero de bases de baixa
qualidade, sem nenhuma restricao extra, nada pode-se dizer quanto ao comportamento
das qualidades das bases nas extremidades da regiao determinada como sendo de boa
qualidade.

Outro aspecto vantajoso do algoritmo de subseqiiéncia méxima é que ele analisa a
seqiiéncia inteira. O algoritmo de janela deslizante interrompe a anélise assim que encon-
tra uma regiao que atenda aos seus critérios minimos.

3.2.3 Deteccao de artefatos de vetor

A remogao de trechos de vetor é feita com a utilizagdo do programa cross_match [44] que
é executado com os seguintes parametros:

cross_match [fasta_seqiiéncia] [fasta_vetor| -minmatch 12 -minscore 20

O programa ¢é executado com a utilizacao dos valores padroes de pontuacoes para os
alinhamentos. A pontuacao para cada base correspondente é 1 e para cada substituicao
é —2. A abertura de buraco na primeira seqiiéncia é penalizada com —4 e a sua extensao
recebe a pontuacao —3.
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A saida do programa é analisada para identificacdo dos trechos que apresentaram
alinhamentos com a seqiiéncia do vetor. Cada trecho encontrado sera considerado um
artefato de vetor. Se nenhum trecho for encontrado, considera-se que a seqiiéncia nao
possui trechos de vetor.

3.2.4 Deteccgao de trechos de adaptadores

Para realizar a detec¢@o de adaptadores, utilizamos o programa swat [44]. Os parametros
passados para o programa sao os seguintes:

swat [fasta_adaptadores| [fasta_seqiiéncia] -gap_init -5 -gap_ext -5 -ins_gap_ext -5
-del_gap_ext -5 -end_gap -5 -raw -minscore 4 -M [matriz_de_pontuagao]

A matriz de pontuacao utilizada é exibida na Tabela 3.1.

AJC|IG|T|N|X
A1 |-2]-2]-2]0]-3
Cl-2]1-2|-2]0/-3
G|-2|-2]1(-2/0]-3
T|-2(-2(-2|11]0]-3
NIojJO]OJO]O0O]O
X[-3|-3[-3[-3/]0]-3

Tabela 3.1: Matriz de pontuacao utilizada com o swat.

A saida do programa é processada em busca de regioes da seqiiéncia que apresentaram
alinhamento com a seqiiéncia do adaptador. Toda regiao que apresenta alinhamento de
tamanho maior ou igual a ¢ — 4, sendo ¢ o tamanho do adaptador, ¢ marcada como arte-
fato. Caso existam duas regioes, aquela que apresentar maior pontuacao sera considerada
artefato. Em caso de novo empate, a regiao mais préxima a extremidade é escolhida.

3.2.5 Detecgao de caudas Poli-A /T

Nesta etapa nés também utilizamos o programa swat. Os parametros utilizados foram os
mesmos do passo anterior. Porém, neste caso, o primeiro arquivo fasta contém a seqiiéncia
a ser analisada e o segundo arquivo contém uma seqiiéncia modelo formada por 500 As
(ou Ts, conforme o tipo de cauda que estd sendo detectada).

Todos os alinhamentos que apresentam pontuacao minima de 10 sao marcados como
artefatos poli-A (ou poli-T).
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3.2.6 Remocao de artefatos e identificagao da seqiiéncia de boa
qualidade

Apbés a realizacao de todos os passos acima, esta ultima etapa realiza o mascaramento de
todos os artefatos detectados na sequiéncia analisada.

Feito isso, todos os trechos nao mascarados sao verificados. Aqueles que apresentarem
tamanho menor do que 100 sao descartados por serem muito curtos.

As seqiiéncias nao mascaradas com tamanho maior do que 100 devem apresentar pelo
menos H0 bases com qualidade maior ou igual a 20, caso contrario, elas também sao
descartadas.

Caso exista mais de uma regiao nao mascarada que atenda aos critérios acima, apenas
a maior sera preservada. Se houver empate no tamanho, a regiao que apresentar maior
soma de qualidade é considerada.

3.3 Aplicacao dos métodos as seqiiéncias do projeto
Cattle EST

Para avaliar o conjunto de procedimentos descrito na segao anterior, nds realizamos o
processamento de ESTs provenientes do projeto Cattle EST [8, 23, 64] que seqiienciou
cDNAs do boi (Bos taurus).

A Secao 3.3.1 apresentard os dados utilizados nos testes. A Se¢ao 3.3.2 mostrara os
resultados obtidos pelos métodos. Finalmente, na Secao 3.3.3 faremos uma avaliacao da
nova estratégia de deteccao de artefatos.

3.3.1 Dados utilizados nos testes

Nos decidimos realizar os testes utilizando dados de projetos de seqiienciamentos com o
objetivo de submeter os métodos aos problemas encontrados em um projeto real. Noés
nao tinhamos disponiveis ainda as seqiiéncias do projeto SUCEST, que foram utilizadas
nos estudos dos proximos capitulos e, por isso, iniciamos uma pesquisa em busca de
cromatogramas.

Apesar de existirem diversos projetos, poucos disponibilizam os cromatogramas das
seqiiéncias. Normalmente os projetos tornam publicos apenas os resultados ja processados.

Nos encontramos os cromatogramas necessarios ao nosso estudo na pagina do projeto
Cattle EST [23]. Conseguimos obter dois arquivos contendo os cromatogramas produzidos
a partir do sequienciamento dos cDNAs de duas bibliotecas de tecidos de orgaos do boi
(Bos taurus). Nés também coletamos dados processados pelo projeto e armazenados em
um base de dados que pode ser acessada através do programa ESTIMA [59].



52 Capitulo 3. Nova estratégia de deteccao e remocao de artefatos

Os principais objetivos do Cattle EST Project foram a construcao de um mapa com-
parativo dos genomas bovino e humano, a producao de dados para identificacao de genes
importantes economicamente, a andlise evolucionaria dos cromossomos dos mamiferos e
a analise funcional do genoma bovino.

As duas bibliotecas seqiienciadas foram produzidas a partir de tecidos da placenta
e do bago. A biblioteca produzida a partir da placenta (BP) deu origem a 174 placas
contendo 96 pogos cada. No entanto, apenas 12.620 cromatogramas (75,55% do total),
correspondentes as seqiiencias nao descartadas durante o processo de detecgao e remocao
de artefatos do projeto, estao disponiveis para download. A biblioteca de bago (BS) deu
origem a 63 placas de 96 pocos e a pagina do projeto disponibiliza 5.090 cromatogramas
(84,16% do total) para download.

O processo de detecgao e remogao de artefatos do projeto realizou o descarte de
sequiéncias contendo trechos repetitivos e trechos de RNA mitocondrial e ribossomal.
Seqiiéncias que, apés o processo de remocao de artefato, tornaram-se muito pequenas
também foram descartadas.

Todas as seqiiéncias dos cromatogramas obtidos foram submetidas pelo projeto ao
dbEST. Através do codigo de identificacao das seqiiéncias no dbEST foi possivel obter
no NCBI dados necessarios ao processo de detecgao e remogao de artefatos. A lista das
informagoes obtidas para as duas bibliotecas podem ser visualizadas na Tabela 3.2.

Biblioteca Placenta (BP) Bago (BS)

Nome Soares normalized bovine placenta | Subtracted Lewin Cattle Spleen
Placas 174 63

Seqiiéncias 12.620 5.090

Variedade n/a Angus

Vetor pT7T3Pac pBluescript SK+
Adaptador 5-AATTCGGCACGAGG-3 5-AATTCGGCACGAGG-3
Sitio de restricao 1 EcoRI EcoRI

Sttio de restricdo 2 Notl Xhol

Tabela 3.2: Informagdes obtidas no site do NCBI sobre as bibliotecas de cDNA de placenta
e de bago do projeto Cattle EST.

Além dos cromatogramas, nos obtivemos, para cada EST contido nas bibliotecas, as
seqiiéncias de bases originais e as sequiéncias de bases apds o processamento delas pelos
métodos de limpeza do projeto. Seqiiéncias de qualidade nao estavam disponiveis.

As seqiiéncias de bases originais apresentaram um tamanho médio de 821,93 + 67, 39
bp, enquanto as seqiiéncias processadas apresentaram tamanho médio de 465,93 4+101, 49
bp. As seqiiéncias originais foram obtidas através da utilizacao de programas do pacote
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que acompanham as maquinas de seqiilenciamento ABI utilizadas. Os cromatogramas
foram manualmente processados com o programa SeqEd.

3.3.2 Resultados obtidos pelo conjunto de procedimentos

Para realizacao dos testes, decidimos trabalhar com as seqiiéncias da biblioteca de placenta
devido a maior quantidade de seqiiéncias que ela possui. Porém, antes de executar os
métodos foi necessario obter as sequiéncias de bases e de qualidade dos ESTs. Para isso,
processamos os 12.620 cromatogramas utilizando o programa de base-calling phred [44].
As seqiiéncias apresentaram tamanho médio de 820,79 4+ 66,65 bp e qualidade média
35,37+ 17,70. A razao da diferenca apresentada entre os tamanhos médios obtidos pelo
phred e os tamanhos das seqiiéncias obtidas pelo projeto é explicada pela utilizacao de
dois algoritmos distintos de base-calling (phred x ABI).

Para a fase de deteccao de artefatos ribossomais, montamos um banco composto
por seqiiéncias ribossomais de organismos filogeneticamente préximos ao boi. Utiliza-
mos duas seqiiéncias de dois mamiferos diferentes: sub-unidade ribossomal 28S do ca-
mundongo (Mus musculus) e sub-unidade ribossomal 18S do porco (Sus sucrofa). Es-
tas seqiiéncias foram obtidas no NCBI e possuem, respectivamente os identificadores
g1:53988 e gi:37956930.

As informacoes que coletamos sobre o projeto diziam que seu processo de limpeza de
seqliéncias realizara, entre outras coisas, a remocao de seqiiéncias ribossomais. Assim,
acreditavamos que nao irfamos encontrar nenhuma ocorréncia deste tipo de artefato pois
as seqiiéncias obtidas foram utilizadas na construcao do clustering do projeto. Contudo,
nos identificamos 100 seqiiéncias com contetido ribossomal. Destas seqiiéncias, 98 foram
identificadas com a sub-unidade 28S e 2 com a sub-unidade 18S.

A fase de deteccao de baixa qualidade encontrou artefatos em todas as seqiiéncias em
ambas as extremidades. No entanto, nao ocorreu nenhum caso em que o tamanho da
regiao de boa qualidade fosse menor do que 100 bases.

Artefatos de vetor foram encontrados em 12.461 seqiiéncias (99,53% das 12.520 se-
qiiéncias que nao foram descartadas na fase de detecgao de contetido ribossomal).

A etapa de busca de trechos de adaptadores encontrou artefatos em 12.311 seqiiéncias
(98, 33%).

Como o adaptador é uma seqiiéncia relativamente pequena de DNA, nés analisamos
a distribuicao dos artefatos encontrados em funcao de seus tamanhos. Esta distribuicao
¢ exibida na Tabela 3.3.

Nos analisamos manualmente todas as 56 seqiiéncias que apresentaram artefato de
adaptador com tamanho menor do que 14 (tamanho do adaptador original). Esta andlise
mostrou que em todos os casos, os artefatos estavam proximos a regices de vetor, o que
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Tamanho do artefato Numero de seqiéncias

10 3
11 12
12 17
13 24
14 12.255
Total 12.5811

Tabela 3.3: Distribuicao dos artefatos de adaptador segundo os seus tamanhos. Note que
o tamanho do adaptador utilizado nas construcao da biblioteca BP ¢é 14.

evidencia que eles, realmente, indicam posicoes de adaptador.

Nosso procedimento de deteccao de caudas poli-A encontrou este tipo de artefato em
1.957 seqiiéncias (15,63%). Caudas poli-T foram encontradas em 955 seqiiéncias (7, 63%).

A fase final de combinacao de artefatos nao removeu nenhuma seqiiéncia pois, mesmo
apos o mascaramento de todos os artefatos, as regioes nao mascaradas de todas as 12.520
sem conteudo ribossomal atendiam aos critérios de tamanho e qualidade minimos impos-
tos.

Este conjunto final de seqiiéncias apresentou tamanho médio de 560,06 £ 114, 88 bp e
qualidade média 43,15 4+ 21, 06.

Para avaliar a qualidade dos resultados produzidos pelos processos de deteccao e
remocao de artefatos, decidimos fazer comparagao entre os clusterings produzidos com
as seqiiéncias processadas pelo projeto e as seqiiéncias processadas pelos nossos métodos.

Trés clustering foram construidos com a utilizagdo do programa CAP3 configurado
com seus parametros padrao. O primeiro clustering, denominado Clustering I foi criado
com as seqliéncias processadas pelo projeto. Os clusterings denominados Clustering IIe
Clustering IITI foram construidos com as seqiiéncias processadas pelos nossos métodos,
sendo que o primeiro nao utilizou as seqiiéncias de qualidades. O Clustering II foi
criado para que nds pudéssemos comparar as nossas seqiiéncias com as do projetos em
iguais condicoes e o Clustering III foi criado para que nds pudéssemos visualizar como
o clustering realmente seria construido em condi¢oes normais.

O Clustering I apresentou um total de 7.179 clusters, sendo 4.681 singletons (clusters
de tamanho 1) e 2.498 contigs (clusters de tamanho maior do que 1). Os singletons apre-
sentaram tamanho médio de 462,61 £ 104,49 bp. Os contigs agruparam 7.939 seqiiéncias
e seus consensos apresentaram tamanho médio de 655, 38 £ 210, 02 bp.

O segundo clustering produziu um total de 7.045 clusters. Os 4.504 singletons apre-
sentaram tamanho médio de 556,86 + 119,48 bp. Os 2.541 contigs agruparam 8.016
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seqiiéncias e os seus consensos mostraram tamanho médio de 763,13 £ 239,61 bp.

Finalmente, o Clustering III produziu 7.089 clusters dividido em 4.539 singletons
e 2.550 contigs. Os singletons mostraram tamanho médio de 557,20 +119,29. Os contigs
agruparam 7.981 seqiiéncias e seus consensos apresentaram tamanho médio de 763,22 +
239,46

A Tabela 3.4 exibe a distribuicao dos clusters em funcao de seus tamanhos para os
trés clusterings produzidos.

Um fato interessante em relagao ao Clustering I é a presenca de um cluster com-
posto por 93 seqiiéncias. Estas seqiiéncias fazem parte da lista de 100 seqiiéncias que
nosso método apontou como sendo ribossomal. Contudo, devemos observar que as sete
seqiiéncias restantes se agruparam com seqliéncias que nao sao ribossomais em outros
clusters, algo que nao é desejado.

3.3.3 Avaliacao da nova estratégia de deteccao de artefatos

Os resultados exibidos até aqui mostram o comportamento global do procedimento que
desenvolvemos, mas pouco revelam sobre as vantagens da nova estratégia adotada. Assim,
realizamos uma anédlise sobre todos os artefatos identificados nas seqiiéncias em busca de
situacoes em que eles seriam perdidos devido a deteccao de um determinado tipo de
artefato.

A anadlise consistiu em verificar para cada sequéncia a sua lista de artefatos e identificar
situacoes onde os artefatos de vetor, poli-A, poli-T e adaptador possuiam interseccao com
os artefatos de baixa qualidade de modo que a regiao nao coberta pela baixa qualidade
tivesse tamanho menor que o minimo necessario para identificacao do artefato. Segundo
os métodos utilizados neste capitulo, os tamanhos minimos necessarios para os artefatos
serem identificados sao 10 bases para adaptador, poli-A e poli-T e 20 para vetor.

Esta analise simula procedimentos de deteccao de artefatos que realizam duas etapas.
A primeira etapa é a de deteccao de baixa qualidade. A segunda etapa é realizada em
cima do resultado da primeira para busca de um dos outros tipos de artefatos.

Identificamos a ocorréncia de 309 interseccoes de artefatos de baixa qualidade com ar-
tefatos de adaptador, poli-A e vetor que seriam perdidos devido ao tamanho da regiao nao
contida na intersec¢ao. Nenhuma ocorréncia com poli-T foi observada. Estas intersecgoes
ocorreram em 308 seqiiéncias. Apenas uma seqiiéncia apresentou duas instersecgoes: ve-
tor na extremidade 5 e poli-A na extremidade 3. A Tabela 3.5 mostra o ntmero de
artefatos que apresentaram interseccao com baixa qualidade, os seus tamanhos médios e
os tamanhos médios das regides nao cobertas pela baixa qualidade conforme os tipos de
artefatos.

As 308 seqiiéncias que apresentaram este tipo de problema equivalem a 2,46% do
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Tamanho | Clustering I | Clustering II | Clustering III
1 4.681 4.504 4.539
2 1.364 1.366 1.385
3 565 583 584
4 230 247 244
5 128 132 130
6 70 73 71
7 43 39 38
8 38 38 37
9 10 12 14
10 10 13 11
11 7 6 4
12 3 4 4
13 7 7 7
14 5 2 2
15 1 3 3
16 2 3 3
17 5 5 5
18 1 0 0
20 1 1 1
21 1 0 0
22 0 1 1
23 1 2 2
24 1 0 0
25 1 1 1
27 1 1 1
28 1 0 0
33 1 1 1
47 0 0 1
50 1 1 0
93 1 0 0

Total 7.179 7.045 7.089

Tabela 3.4: Distribuicao dos clusters em fungao de seus tamanhos. Clustering I foi
produzido pelo projeto Cattle EST, Clustering II e Clustering III foram produzidos
com as seqiiéncias processadas pelos nossos métodos de deteccao e remocao de artefatos,
sendo que o primeiro nao utilizou informacgoes de qualidades das seqiiéncias.
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Baixa Tamanho médio | Tamanho médio da regifo ndo

Artefato | qualidade | Ocorréncias do artefato coberta por baixa qualidade
5 36 13,83 £ 0,69 6,64 £1,11
adaptador 3 0 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
5+ 3 36 13,83 £0,69 6,64 £1,11
5 0 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
poli-A 3 74 34,01 £20,71 4,50+£2,44
5+ 3 74 34,01 £ 20,71 4,50 £ 2,44
5 114 54,20 £ 12,30 9,04 £ 5,60
vetor 3 85 86,93 + 55,63 7,32+£6,22
5+ 3 199 68,18 £ 40, 87 8,31 +£5,94
5 150 44,51 £ 20, 30 8,47 £ 5,02
todos 3 159 62,30 = 50, 50 6,01 £5,04
5+ 3 309 53,67 £ 39,90 7,20 £5,18

Tabela 3.5: Numero de ocorréncias, tamanho médio dos artefatos e tamanho médio da
regiao nao coberta pela baixa qualidade dos artefatos que apresentaram interseccao com
as regioes de baixa qualidade e cujos tamanhos da regiao nao coberta eram menores que
o minimo necesséario para identificagdo dos artefatos (10 para poli-A e adaptador, e 20
para vetor).

conjunto de 12.520 sequéncias que foram analisadas em buscas destes tipos de artefatos.
Esta porcentagem é bastante significativa. Ela indica que um grande ntimero de trechos
de artefatos, existentes em seqiiéncias processadas por procedimentos que possuem etapas
dependentes entre si, podem ser encaminhados para a fase de clusterizacao, prejudicando,
desta maneira, a andlise final dos dados produzidos no projeto.

3.4 Discussao dos resultados

O conjunto de procedimentos proposto neste capitulo mostrou bons resultados. Apesar
de sua nova abordagem e da simplicidade de algumas etapas, ele foi capaz de identificar
todos os tipos de artefatos.

O teste do procedimento de remocao de seqiiéncias ribossomais mostrou que o método
desenvolvido por Telles e da Silva é aplicavel também em mamiferos.

As seqiiéncias que noés utilizamos sao seqiiéncias que haviam sido selecionadas para
clusterizacao. Isso significa que elas ja haviam sido aprovadas no processo de limpeza de
seqiiencias do projeto e que, portanto, deviam possuir boa qualidade.

De fato, as sequiéncias posssuiam boa qualidade e isso nao permitiu avaliar a eficiéncia
do método de deteccao de artefatos de baixa qualidade no que se refere a eliminacao de
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seqiiéncias. No entanto, observamos que artefatos deste tipo foram encontrados em ambas
as extremidades de todas as seqiiéncias.

As etapas de deteccdo de vetores e caudas poli-A/T apesar de simples, mostraram
capacidade de encontrar com precisao estes tipos de artefatos.

A anédlise mais detalhada dos resultados da etapa de identificacao de adaptadores
mostrou que o método é correto. Porém, é importante verificar que o que o critério
tamanho do adaptador — 4 nao é fixo. Se o adaptador for menor, deve-se determinar um
nimero menor do que 4 para a subtragao para diminuir a ocorréncia de falsos positivos.
Da mesma forma, em casos de adaptadores maiores, o niimero podera ser aumentado para
evitar a ocorréncia de falsos negativos.

Comparando o conjunto final de seqiiéncias processadas pelos nossos métodos e o co-
junto de seqiiéncias processadas pelo projeto podemos ver que o tamanho médio de nossas
sequiéncias sao maiores. O efeito desta diferenca de tamanho pode ser visualizado nos clus-
terings. Tanto o Clustering II como o Clustering III agrupam mais seqiiéncias que
o Clustering I, mesmo trabalhando com um conjunto menor de seqiiéncias. Como as
seqiiéncias processadas pelos nossos métodos sao maiores, a probabilidade de ocorréncia
de sobreposicoes aumenta, promovendo um maior indice de clusterizagao.

A diferenga observada entre os Clustering II e Clustering III é pequena. Como
o Clustering III foi criado com dados de qualidades das seqiiéncias e a média delas é
alta, o CAP3 nao permite que algumas seqiiéncias sejam agrupadas da mesma maneira
que no Clustering II.

Uma caracteristica positiva de nosso método foi a capacidade de remover as seqiiéncias
ribossomais e evitar o agrupamento delas com outras seqiiéncias nao ribossomais como
ocorreu no Clustering I.

O desempenho da nova estratégia, objetivo principal do estudo deste capitulo, foi
comprovado através da simulagao de procedimentos de deteccao de artefatos que realizam
a remocao de baixa qualidade antes da identificacao de outros tipos de artefatos. Na
analise, nds observamos que em 2,46% das sequiéncias existiam trechos de artefatos que
nao seriam detectados devido a interseccao com a baixa qualidade. No caso do nosso
procedimento, este problema nao ocorre.

Uma observacao importante a ser feita sobre a andlise de desempenho da nova es-
tratégia, é que ela foi feita em cima de artefatos identificados por etapas desenvolvidas
para serem executadas independentemente. Contudo, muitos procedimentos de deteccao
de artefatos operam de forma a levar em consideragao o resultado da etapa anterior, o
que pode aumentar o porcentual de falsos negativos. Por exemplo, pode-se exigir uma
distancia maxima da extremidade da seqiiéncia para deteccao de um poli-A apds a iden-
tificagao do vetor. Neste caso, se o vetor nao for encontrado completamente, a distancia
do poli-A até a extremidade, ou seja, até o vetor, sera maior que a maxima e o poli-A
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nao sera descartado.

Como mencionado anteriormente, as etapas foram desenvolvidas para serem simples
de forma a permitirem a identificacao dos tipos de artefatos que necessitam uma maior
especializacao no método. Todos as etapas foram capazes de identificar os seus artefatos
com precisao neste conjunto de testes. Contudo, isto nao significa que estas etapas nao
necessitem de mais estudos para aperfeicoamento.

A deteccao de baixa qualidade, por exemplo, nao pode ser avaliada adequadamente
pois as sequéncias utilizadas eram todas de boa qualidade. Assim, decidimos dedicar
um estudo mais aprofundado sobre este tipo de artefato. Este estudo esta descrito no
Capitulo 5.

Um artefato nao foi estudado neste capitulo. Trata-se da derrapagem que, inclusive, é
pouco mencionada na literatura. Assim, com o objetivo de completar o nosso conjunto de
procedimentos e de aprofundar o conhecimento de métodos para detecgao de derrapagem,
decidimos realizar um estudo mais detalhado, que serd descrito no Capitulo 4.

O estudo realizado neste capitulo utilizou um pequeno conjunto de ESTs. Porém, para
a real validagao dos métodos é importante submeteé-los a um volume maior de dados. Os
estudos dos proximos capitulos utilizam os dados do projeto SUCEST, composto por
291.689 seqiiéncias. No Capitulo 6, estes dados da cana-de-ac¢icar sao utilizados para
validar o nosso conjunto final de procedimentos fruto da combinagao dos resultados deste
e dos préximos capitulos.
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Capitulo 4

Derrapagem

Derrapagem é um tipo de artefato que pode ocorrer em seqiiéncias ESTs. Este artefato
se caracteriza por trechos de seqiiéncias que possuem bases ecoadas (repetidas). Estas
bases sao resultados da leitura dos sinais, em um cromatograma, que indicam diversos
picos para um tunico nucleotideo.

No caso dos cDNAs, a origem da derrapagem esta geralmente associada a presenca
de longas cadeias de As ou Ts que apresentam problemas durante as reacoes de seqiien-
ciamento de DNA [6]. As longas cadeias de As ou T's podem nao parear corretamente
durante a reagao de polimerizacao e isso gera fragmentos homopoliméricos de diferentes
tamanhos que sao seguidos pela mesma seqiiéncia de bases.

O ruido de fundo existente nos sinais dos trechos derrapados é grande, no entanto, os
sinais das bases sao fortes o suficiente para que programas de base-calling atribuam a elas
altos valores de qualidade. Tal caracteristica impede que estas regioes sejam identificadas
por métodos de deteccao de baixa-qualidade.

Devido a estas caracteristicas, realizamos um estudo e propomos diferentes métodos
para remocao deste tipo de artefato. O resultado deste trabalho foi apresentado como
poster no congresso “X-Meeting 2005”7, realizado em Outubro de 2005, em Caxambu
— MG, sob o titulo “Analysis of slipped sequences in EST projects” e posteriormente
aceito como artigo de mesmo titulo para publicacao na revista “Genetics and Molecular
Research” [12].

A Secao 4.1 apresentara os métodos de detecgao e remogao de derrapagem conhecidos.
A Secao 4.2 apresentard os métodos que nds propomos e avaliamos através dos testes
descritos na Secao 4.3. Finalmente, a Secao 4.4 discutira os resultados observados nos
testes.
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4.1 Métodos de deteccao e remocao de derrapagem

existentes

Durante a nossa pesquisa, observamos que apenas o trabalho de Telles e da Silva trata de
artefatos de derrapagem [104].

O método proposto por eles define uma regiao ecoada com sendo uma regiao composta
por pelo menos 5 bases consecutivas idénticas. Com base nos tamanhos de todas as
regioes ecoadas econtradas na seqiiéncia, o método calcula o produto dos tamanhos da
seguinte forma: se o tamanho da regiao for maior ou igual a 10, ela contribui com 10 no
produto, caso contrario, ela contribui com o seu préprio tamanho. O método considerara
a seqiiéncia derrapada se a soma dos tamanhos das regioes ecoadas for maior ou igual a
20% do tamanho da seqiiéncia e se o produto calculado for maior ou igual a 108.

Uma vez que a seqiiéncia é selecionada com os critérios acima, este método realiza
um passo adicional para determinar qual porcao da seqiiéncia sera removida. Este passo
consiste na busca por poli-T ou poli-A. Se um poli-T foi encontrado, toda seqiiéncia é
removida, ja que o poli-T costuma ser encontrado na extremidade 5 e toda a seqiiéncia
pode estar afetada. Se um poli-A é encontrado, ele é removido junto com a porgao final da
seqiiéncia, pois o poli-A costuma ser encontrado na extermidade 3’ e, provavelmente, ape-
nas esta regiao esta afetada pela derrapagem. Se nenhuma cauda poli-A/T é encontrada,
toda a seqiiéncia é removida.

O método acima impoéem uma cobertura minima da seqiiéncia de 20% e isto pode
ser um problema conforme os tamanhos das seqiiéncias aumentam. Por exemplo, se uma
seqiiéncia possuir um tamanho de 600 bases e a regiao derrapada tiver tamanho menor
que 120 bases, a identificagao deste artefato nao acontecerd segundo estes critérios. Além
disso, observamos que o método nao exige proximidade entre as regioes ecoadas.

4.2 Métodos de detecao e remocao de derrapagem
propostos

Com o objetivo de melhorar a deteccao e remocao de regioes derrapadas, desenvolvemos
trés novos métodos. Estes métodos sao simples e possuem duas estratégias para a busca
de trechos derrapados nas seqiiéncias:

Sufixo Esta estratégia baseia-se na idéia de que a derrapagem tende a comprometer, a
partir de seu ponto de inicio, toda a porc¢ao final da seqiiéncia. O processamento é feito
a partir do final da seqiiéncia e trabalha de forma a identificar o maior sufixo que possua
uma pontuagao que seja maior ou igual ao valor de corte estipulado para o método.
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Subseqiiéncia Ao contrario da estratégia anterior, esta considera que a derrapagem
possui pontos de inicio e fim bem definidos e que, portanto, é possivel identifica-la com-
pletamente, permitindo que o restante da seqiiéncia seja preservado para outras analises.
A estratégia aqui é identificar todas as subseqiiéncias que possuam pontuacao maior ou
igual ao valor de corte definido para o método. Caso duas subseqiiéncias que se sobrepoem
possuam pontuagoes que atendam ao valor de corte definido, a seqiiéncia formada pela
uniao das duas serd considerada derrapada mesmo que a pontuagao dela seja menor que
a do valor de corte.

Além das duas estratégias na forma de processamento, os métodos possuem dois para-
metros em comum. Seja grupo um conjunto de uma ou mais bases idénticas consecutivas,
definimos os seguintes parametros:

minimum_echo _size Define o tamanho minimo que o grupo deve ter para ser conside-
rado um grupo ecoado.

minimum_number_of_echoes Define o niimero minimo de grupos ecoados que devem
estar presentes na regiao avaliada para que ela seja considerada na analise.

Outro detalhe importante a ser destacado é que todos os métodos consideram como
grupos ecoados validos aqueles que sao compostos pelas bases A, T, C ou G. Grupos
compostos por Ns nao sao considerados como ecoados por que sao artefatos de baixa
qualidade e as suas presengas podem influenciar negativamente os resultados dos calculos,
de modo a acusarem artefatos de derrapagem onde nao existem.

4.2.1 Método 1 - Média Aritmética

Este método realiza o calculo da razao existente entre a soma dos tamanhos dos grupos
ecoados e o nimero de grupos existentes dentro de uma regiao.

Supondo que a seqiiéncia esteja sendo processada segundo a estratégia sufizo e que os
parametros minimum echo_size e minimum number of echoes possuem os valores 4 e 3,
respectivamente, a seqiiéncia

A T C G TTTTTT AAAAA CCC GGGGG TT CCC AAAA TT
11 1 1 6 ) 3 5 2 3 4 2

tera os seguintes sufixos

AAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT (545+4)/7=
TTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT  (6+5+5+4)/8 =
GTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT — (6+5+5+4)/9 = 2
CGTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT (64 5+ 5 +4)/10 = 2, oo
TCGTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT  (6+5+5+4)/11 = 1,81
ATCGTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT  (6+5+5+4)/12 = 1,67
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Neste caso, o melhor sufixo apresentou o valor 2,50. Se esta mesma seqiiéncia for
analisada pela estratégia subseqiiéncia, a regiao

TTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAA (6+5+5+4)/7 = 2,86

seria identificada como a melhor subseqiiéncia.

4.2.2 Método 2 - Média Geométrica

O método da média geométrica é muito semelhante ao anterior. A diferenga esté no fato
que o calculo é feito com base no produto dos tamanhos dos grupos ecoados elevado ao
inverso do nimero de grupos existentes.

Assim, os sufixos calculados, para a mesma seqiiéncia do exemplo acima, seriam

AAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT (5%5%4)1/7 = 1,93
TTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT (655 5% 4)1/8 =2 22
GTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT  (6+5%5%4)Y/9 =2,04
CGTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT (6% 55 4)1/10 = 1,90
TCGTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT (6% 5% 5% 4)/11 =1,79
ATCGTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT (6% 55+ 4)1/12 = 1,70

4.2.3 Método 3 - Cobertura por ecos

Este método realiza uma transformacao na seqiiéncia para avaliar a cobertura dos grupos
derrapados em relacao ao trecho da seqiiéncia que esta sendo analisado.

A transformacao da seqiiéncia é feita de forma que cada grupo nao ecoado é substituido
por um 0 e cada grupo ecoado é substituido por um 1. Assim, a seqiiéncia utilizada nos
exemplos anteriores seria transformada para

000011010010.

A partir da transformacao, faz-se a razao entre o tamanho do trecho analisado e o
nimero de 1s contidos dentro dele. Portanto, os sufixos avaliados seriam

AAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT 1010010 3/7=0,43
TTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT 11010010 4/8 = 0,50
GTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT 011010010 4/9=0,44
CGTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT 0011010010  4/10 = 0,40
TCGTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT 00011010010 4/11 =0,36
ATCGTTTTTTAAAAACCCGGGGGTTCCCAAAATT 000011010010 4/12=10,33
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4.3 Definicao dos Valores de Corte

Identificar o sufixo ou subseqiiéncia com maior pontuacao existente na seqiiéncia nao é,
necessariamente, identificar todo o trecho derrapado pois, conforme a distribuicao dos
grupos ecoados, o valor calculado para a regiao derrapada pode ser menor que o de um
trecho contido nela.

Assim, cada método precisa de um valor de corte que deve ser utilizado na analise de
forma a identificar a maior regiao que tenha pontuacao maior ou igual a esse valor. Este
valor deve ser tal que minimize o nimero de falsos positivos e de falsos negativos.

Para definicao dos valores de corte, diversos testes foram realizados. Estes testes
utilizaram o conjunto de todos ESTs produzidos no projeto de seqiienciamento de ESTs
da cana-de-agicar - SUCEST [100]. Este conjunto de dados é exatamente o mesmo
utilizado no trabalho de Telles e da Silva e é composto por 291.689 ESTs. As seqiiéncias
deste conjunto possuem tamanho médio de 829,44 4+ 182,60 bases e qualidade média de
23,154+ 15, 71.

4.3.1 Teste 1 - Tamanhos dos Grupos Ecoados

O primeiro passo de nossos testes foi realizar a execucao de cada uma das duas estratégias
dos trés métodos utilizando valores para o parametro minimum_echo_size variando no
intervalo {1,2,...,10}. O valor do parametro minimum number_of echoes foi fixado em
8 para facilitar a analise. Além disso, este é o nimero minimo de grupos ecoados que
uma seqiiéncia deve ter para que seja possivel atingir o valor 108 no método proposto por
Telles e da Silva. Acreditamos que este valor é o suficiente para evitar que sufixos muito
pequenos prejudiquem a avaliagao e evitar que sufixos relevantes sejam perdidos.

Para cada seqiiéncia do conjunto foram executados todos os pares método/estratégia.
Os valores maximos para os sufixos e as subseqiiéncias foram anotados para cada uma
delas, formando uma lista de valores para cada par método/estratégia.

Devido ao grande volume de dados, cada lista de valores de cada execucao foi ordenada
em ordem crescente e dividida em intervalos de 100 seqiiéncias. Para cada intervalo foi
calculada a média dos valores. As Figuras 4.1, 4.2 e 4.3 ilustram os graficos produzidos
com os resultados da estratégia sufixo e as Figuras 4.4, 4.5 e 4.6 ilustram os graficos
produzidos com os resultados da estratégia subsequéncia.

Como podemos observar nos graficos das Figuras 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 e 4.6 os resulta-
dos dos métodos produzidos com a estratégia sufizo sao muito semelhantes aos produzidos
com a estratégia subseqiiéncia apesar dos valores de pontuacao apresentados para esta
ultima serem maiores em funcao da diminuicao do comprimento das regioes identificadas.

Podemos ver nestes gréaficos que todos possuem comportamento semelhante conforme
os valores do parametro minimum_echo_size sao alterados. Para cada valor utilizado, a
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Método 1 — Média Aritmética — Sufixo

Pontuagdo média
no intervalo

0.1

0.01 0.01

0.001 0.001

Figura 4.1: Método 1 executado com a utilizacdo da estratégia sufixro e parametros
minimum_number_of _echoes = 8 e minimum_echo_size = {1,2,...,10}. Os resulta-
dos de cada execucao foram ordenados em ordem crescente e dividos em intervalos de
100 seqiiéncias. Cada intervalo teve o valor de pontuacao média calculado e este grafico
mostra o comportamento destes intervalos em cada uma das execucoes. Note que o eixo
das pontuacoes médias estd em escala logaritmica.

Método 2 — Média Geométrica — Sufixo

Pontuagdo média
no intervalo

10

1

0.1
0.01
0.001

0.1
0.01

0.001

Figura 4.2: Método 2 executado com a utilizacao da estratégia sufizo e parametros
minimum_number_of _echoes = 8 e minimum_echo_size = {1,2,...,10}. Os resulta-
dos de cada execugao foram ordenados em ordem crescente e dividos em intervalos de
100 seqiiéncias. Cada intervalo teve o valor de pontuagao média calculado e este grafico
mostra o comportamento destes intervalos em cada uma das execucoes. Note que o eixo
das pontuacoes médias estd em escala logaritmica.
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Método 3 — Cobertura por Ecos — Sufixo

Pontuagao média
no intervalo

1
0.1

0.1
0.01 0.01

0.001 0.001

6
7minimum_echo_size

Figura 4.3: Método 3 executado com a utilizacdo da estratégia sufixro e parametros
minimum_number_of _echoes = 8 e minimum_echo_size = {1,2,...,10}. Os resulta-
dos de cada execucao foram ordenados em ordem crescente e dividos em intervalos de
100 seqiiéncias. Cada intervalo teve o valor de pontuacao média calculado e este grafico
mostra o comportamento destes intervalos em cada uma das execugoes. Note que o eixo
das pontuacoes médias estd em escala logaritmica.

Método 1 — Média Aritmética — Subseqliéncia

Pontuagao média
no intervalo

0.1

0.01 0.01

0.001 0.001

Figura 4.4: Método 1 executado com o uso da estratégia subseqiéncia e parametros
minimum_number_of _echoes = 8 e minimum_echo_size = {1,2,...,10}. Os resultados
de cada execucao foram ordenados em ordem crescente e dividos em intervalos de 100
seqiiéncias. Cada intervalo teve o valor de pontuagao média calculado e este grafico
mostra o comportamento destes intervalos em cada uma das execucoes. Note que o eixo
das pontuacoes médias estd em escala logaritmica.
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Método 2 — Média Geométrica — Subsequéncia

Pontuagdo média
no intervalo

0.1
0.01 0.01

0.001 0.001

Figura 4.5: Método 2 executado com o uso da estratégia subseqiiéncia e parametros
minimum_number_of _echoes = 8 e minimum_echo_size = {1,2,...,10}. Os resultados
de cada execugao foram ordenados em ordem crescente e dividos em intervalos de 100
seqiiéncias. Cada intervalo teve o valor de pontuagao média calculado e este grafico
mostra o comportamento destes intervalos em cada uma das execucoes. Note que o eixo
das pontuacoes médias estd em escala logaritmica.

Método 3 — Cobertura por Ecos — Subsequéncia

Pontuagdo média
no intervalo

1

0.1

Figura 4.6: Método 3 executado com o uso da estratégia subsequéncia e parametros
minimum_number_of _echoes = 8 e minimum_echo_size = {1,2,...,10}. Os resultados
de cada execucao foram ordenados em ordem crescente e dividos em intervalos de 100
seqiiéncias. Cada intervalo teve o valor de pontuacao média calculado e este grafico
mostra o comportamento destes intervalos em cada uma das execucoes. Note que o eixo
das pontuacoes médias estd em escala logaritmica.
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faixa onde os intervalos possuem pontuacao média igual a zero é a mesma. Uma pon-
tuacao média igual a zero significa que dentro do intervalo nao existe nenhuma seqiiéncia
que possua o nimero minimo de grupos ecoados (no caso 8) com tamanho determinado
pelo parametro minimum_echo_size. Se uma seqiiéncias nao possui um sufixo que te-
nha o nimero minimo de grupos ecoados, ela também nao tem uma subseqiiéncia, e
vice-versa. Por exemplo, se observamos os resultados produzidos pelo método 3 com
minimum_echo_size = 5, veremos que apenas 618 intervalos possuem pontuacao média
maior que zero.

Pontuacoes mais altas indicam maior probabilidade da seqiiéncia estar derrapada. Ao
analisarmos os comportamentos dos valores calculados ao longo dos intervalos, podemos
ver que todos possuem uma pequeno nimero de intervalos que se destacam pelos altos
valores atingidos.

O comportamento dos valores ao longo dos intervalos tende a ser mais conservado
no método 2. O gréfico exibe pouca variacao denotando que este método pode ser mais
dificil de calibrar pois pequenas mudancas no valor de corte podem resultar na inclusao
ou eliminacao de uma grande quantidade de seqiiéncias. Os outros dois métodos possuem
uma variagao maior ao longo dos intervalos.

Para confirmar estas observagoes, nés fixamos o valor minimum echo_size em 5 e
escolhemos valores de cortes diferentes para cada um dos pares método/estratégia. Os
valores foram escolhidos de maneira que o niimero de seqiiéncias com regioes que tivessem
pontuacoes maiores que a definida pelo valor de corte fosse aproximadamente o mesmo
para todos os pares (em torno de 7.000 seqiiéncias). Estes valores de corte foram definidos
como valores base de cada par método/estratégia.

Nos definimos um novo conjunto de valores de corte, adicionando a cada valor base
—15%, —10%, —5%, —2%, —1%, +1%, +2%, +5%, +10% e +15% de seu valor. Feito
isso nds contamos o numero de seqiiéncias com pontuacao maior que os valores de corte
para cada par método/estratégia e construimos o grafico da Figura 4.7.

No gréfico da Figura 4.7, podemos observar que a medida que se diminui o valor de
corte, todos os pares método/estratégia mostram um aumento do nimero de seqiiéncias
derrapadas. Contudo, observamos que o método 2, independente da estratégia utilizada,
é 0 que apresenta maior variacao entre faixas de valores diferentes, confirmando que este
método pode ser mais dificil de calibrar.

Observando os métodos 1 e 3, notamos um comportamento bem similar, sendo que o
método 1 apresenta menor variacao entre valores de cortes diferentes, o que indica que
ele é o menos sensivel a mudanca realizadas nos valores de corte.
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Numero de sequiéncias derrapadas vs. Valores de corte
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Figura 4.7: Nimero de seqiiéncias derrapadas detectadas por cada par método/estratégia
conforme variagao dos valores de corte. Um valor de corte base foi definido para cada
par de maneira que todos apontassem, aproximadamente, o mesmo nimero de seqiiéncias
derrapadas (em torno de 7.000 seqiiéncias). A estes valores de corte foram adicionados
—15%, —10%, —5%, —2%, —1%, +1%, +2%, +5%, +10% e +15% de seus valores e o
nimero de seqiiéncias indicadas como derrapadas por cada um dos pares, nestes valores,
foram plotados no grafico.
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4.3.2 Teste 2 - Comparacgoes entre Métodos

O segundo teste que realizamos foi a comparacao dos resultados produzidos pelos métodos
propostos e pelo Método de Telles e da Silva com o objetivo de se avaliar a capacidade
de deteccao de seqiiéncias derrapadas de cada um deles.

Implementamos o método de Telles e da Silva (método 4) segundo a descri¢ao contida
no trabalho escrito por eles. Esta implementacao foi utilizada para processamento do
mesmo conjunto de dados e 7.213 seqiiéncias foram marcadas como derrapadas. Note que
o processamento foi feito com seqiiéncias completas e nao com seqiiéncias que ja haviam
passado por processos de detecao e remocao de vetor e de qualidade.

Para realizar a comparacao decidimos utilizar os resultados de todos os métodos exe-
cutados com o valor 5 para o parametro minimum_echo_size. Este foi o mesmo valor
adotado por Telles e da Silva e parece ser mais o indicado pois nao restringe a detecgao
de derrapagens que nao possuam grupos ecoados muito grandes.

Para cada uma das duas estratégias dos métodos propostos, foram separadas as 7.213
seqiiéncias que apresentaram regioes com maiores pontuacoes. Esta operacao seria o
equivalente a definir para os métodos 1, 2 e 3 os valores de corte 0, 9860, 1,3010 e 0, 1429
para a estratégia sufizo e 1,7070, 1,53006 e 0,2286 para a estratégia subsegiéncia.

Os diagramas de Venn-Euler exibidos nas Figuras 4.8 e 4.9 foram construidos e indicam
as interseccoes entre os conjuntos das seqiiéncias listadas por cada método e cada uma
das estratégias.

47.64%

50.51%

Figura 4.8: Diagrama de Venn-Euler das interseccoes entre os conjuntos de seqiiéncias
produzidas pelos métodos 1, 2 e 3 estratégia sufizo e o método 4.

Analisando os diagramas de Venn-Euler exibidos nas Figuras 4.8 e 4.9 é possivel ob-
servar que a intersecgao dos trés métodos propostos é maior na estratégia sufizo (85,09%)
do que na estratégia subseqiiéncia (81,96%). Isso acontece porque a estratégia sufizo se
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10.52%

47.94%

Figura 4.9: Diagrama de Venn-Euler das intersecgoes entre os conjuntos de seqiiéncias
produzidas pelos métodos 1, 2 e 3 estratégia subsegiiéncia e o método 4.

mostra incapaz de encontrar derrapagens no inicio da seqiiéncia pois, nestes casos, 0s
métodos produzem baixa pontuacao devido a extremidade final nao derrapada. Assim,
os trées métodos acabam por ficar ancorados nos mesmos sufixos.

Outro fato interessante, quando comparamos os trés métodos nestes diagramas, é que
o método 2 é praticamente todo envolvido pela uniao dos conjuntos dos métodos 1 e 3.
Menos de 1,00% das seqiiéncias de seu conjunto foram identificadas somente por ele. Este
subconjunto é muito menor do que aqueles identificados unicamente pelos métodos 1 e 3,
respectivamente, em torno de 11,00% e 5,00%.

A comparacao entre os resultados das duas estratégias dos trés métodos e os resultados
do método de Telles e da Silva mostra que a interseccao dos quatro conjuntos é menor
na estratégia sufizo (37,45%) que na estratégia subseqiiéncia (47,49%). O motivo desta
maior aproximacao da estratégia subseqiiéncia em relagao ao método 4 estd no fato de
ele nao ser ancorado ao fim da seqiiéncia como ocorre com a estratégia sufivro. Como a
estratégia subsequéncia tem mais flexiblidade de encontrar as regices derrapadas, é natural
que ela apresente mais coincidéncias com o método 4 que também nao esta preso ao sufixo
da seqiiéncia.

As interseccoes dos conjuntos de resultados das estratégias sufizo e subseqiiéncia, para
cada um dos métodos, envolvem 68,99%, 68,89% e 68,24% das seqiiéncias, respectiva-
mente, identificadas pelos métodos 1, 2 e 3. Assim, temos que aproximadamente 31,00%
das sequiéncias dos resultados de uma estratégia nao estao presentes nos resultados da
outra, e vice-versa.
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4.3.3 Teste 3 - Comparacgao entre as estratégias sufiro e sub-
sequéncia

As listas das 7.213 melhores seqiiéncias de cada estratégia também foram utilizadas no
terceiro passo dos testes. Neste passo foi feita a comparacao de resultados entre os pares
de estratégias de cada método proposto. As interseccoes entres os resultados dos pares de
estratégias dos métodos 1, 2 e 3 tinham tamanhos 4.976, 4.969 e 4.922, respectivamente.

Além disso, para cada uma das listas ordenamos os resultados em ordem decrescente
de pontuacgao e dividimos em intervalos de tamanho 200. Para cada um dos intervalos,
da lista de resultados de uma estratégia de um método, contamos o nimero de seqiiéncias
dentro dele que nao estavam presentes na lista completa da outra estratégia. O grafico
da Figura 4.10 foi construido a partir destes dados.

Comparacgéo entre estratégias
Sufixo vs Subseqiiéncia

T T T T

Método 1 — Média Aritmética : Sufixo — Subseqiiéncia —=—

Método 1 — Média Aritmética : Subseqiiéncia — Sufixo N
Método 2 — Média Geométrica : Sufixo — Subsequéncia —— V=
Método 2 — Média Geométrica : Subsequéncia — Sufixo

Método 3 — Cobertura por Ecos : Sufixo — Subsequiéncia
2000 Método 3 — Cobertura por Ecos : Subseqiiéncia — Sufixo B

2500

1500

1000

Numero de sequéncias (acumulado)

Intervalo

Figura 4.10: Grafico de comparacao entre os pares de estratégias dos métodos 1, 2 e 3.
Cada lista de resultado foi ordenada em ordem decrescente, assim, os primeiros intervalos
possuem as melhores seqiiéncias de cada método/estratégia. As linhas verdes representam
o numero acumulado de seqiiéncias que estao dentro do intervalo dos resultados da es-
tratégia subseqiiéncia e nao estao no conjunto de resultados da estratégia sufizxo. As linhas
vermelhas representam o nimero acumulado de seqiiéncias que estao dentro do intervalo
dos resultados da estratégia sufizo e nao estao no conjunto de resultados da estratégia
subseqiiéncia.

A anélise do grafico da Figura 4.10 nos mostra que a estratégia subseqiiéncia tende
a manter os melhores resultados obtidos pelo estratégia sufizo. E possivel ver no grafico
que as primeiras 2.000 seqiiéncias com maior pontuagao segundo a estratégia sufizo sao
encontradas pela estratégia subseqiiéncia (Sufixo - Subseqiiéncia), enquanto na situagao



74 Capitulo 4. Derrapagem

oposta isso nao é observado (Subseqiiéncia - Sufixo). Isso ocorre em razao dos mesmos
motivos apresentados anteriormente: os melhores sufixos podem ser identificados pela
estratégia subsequéncia, mas boas subseqiiéncias no comeco da seqiiéncia quase sempre
sao perdidas pelo método de sufixo.

4.3.4 Teste 4 - BLAST das seqiiéncias derrapadas

O 1ltimo teste que realizamos foi a comparagao das seqiiéncias apontadas como derrapa-
das, pelas estratégias dos métodos propostos e pelo método de Telles e da Silva, com as
seqiiéncias de um banco publico para verificar a influéncia da remogao de derrapagem na
deteccao de genes. Neste teste utilizamos a versao 2.2.11 do software BLAST e a versao
46.6 do banco swissprot. Este banco foi utilizado por ser um banco muito bem curado.

A comparagao foi feita com a utilizagao dos conjuntos de 7.213 seqiiéncias apontadas
como derrapadas por cada um dos métodos. Estes conjuntos foram testados de trés modos
diferentes:

i ) Seqiiéncias completas, sem qualquer mascaramento.

ii ) Seqiiéncias completas, contendo os trechos de vetor mascarados, para avaliagao do
namero de seqiiéncias que, no modo i, apresentaram hits devido a presenca de vetor.

iii ) Apenas a maior subseqiiéncia que nao tenha sido mascarada devido a presenga de
derrapagem ou de vetor. Seqiiéncias com tamanho menor do que 100 foram descarta-

das.

O mascaramento de vetor foi feito com a utilizagdo do software cross_match (versao
0.990319) usando os parametros -minmatch 12, -minscore 20 e -penalty —2.

Os trechos derrapados utilizados no mascaramento das seqiiéncias no modo iii foram
determinados segundo os valores de corte utilizados para criagao das listas de seqiiéncias
derrapadas (Subsecao 4.3.2). Note que as derrapagens identificadas aqui nao sao as regioes
com maiores pontuagoes, mas sim as regioes que entraram dentro do valor de corte,
conforme indicado nas descricoes das duas estratégias de processamento no inicio da
Secao 4.2.

A Tabela 4.1 lista o nimero de seqiiéncias que exibiram pelo menos um hit com e-
value < 107° para cada um dos pares método/estratégia e para o método 4. Ela também
mostra a porcentagem de perdas de hits quando comparamos os resultados do modo ii
com o modo i e do modo iii com o modo ii.

A execucao do BLAST com as seqiiéncias completas (modo i), foi feita com o objetivo
de avaliar a quantidade de seqiiéncias detectadas como derrapadas que nao apresentavam
semelhancas com nenhuma seqiiéncia presente no swissprot. Acreditavamos inicialmente
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| Método | Estratégia | i [ i | i | (1= (i/d) | (1 — (iii/ii)) |
1 2532120341946 | 19,67% 4,33%
2 sufizo 2.811 | 2.225 | 2.166 | 20,85% 2,65%
3 2.856 | 2.211 | 2.157 | 22,58% 2,89%
1 1.938 [ 1.590 | 1.516 | 17,96% 4,65%
2 subseqiiéncia | 2.198 | 1.781 | 1.716 | 18,97% 3,65%
3 2.287 | 1.831 | 1.765 | 19,94% 3,60%
4 — 1.443 | 710 85 50, 08% 88,03%

Tabela 4.1: Nimero de seqiiéncias com pelo menos um hit com e-value < 10~ contra o
banco swissprot em cada um dos conjuntos de 7.213 seqiiéncias marcadas como derrapadas
pelos pares método/estratégia propostos e pelo método 4. Cada conjunto foi submetido
ao BLAST de trés modos diferentes: i - seqiiéncia completa, ii - seqiiéncia com vetor
mascarado, e iii - maior subseqiiéncia sem trechos de vetor ou derrapagem. As tltimas
duas colunas indicam a porcentagem de perda de hits quando comparamos os modos ii e
i e 0os modos iii e ii.

que um menor nimero de hits permitiria a identificacao do método que produz o menor
nimero de falsos positivos, ou seja, 0 menor ntimero de seqiiéncias que sao, de fato, genes
e nao sequéncias derrapadas. Contudo, observamos que uma quantidade consideravel de
hits apareciam devido aos trechos de vetores presentes nas seqiiéncias.

Diante dos resultados apresentados pelo modo i, decidimos mascarar as seqiiéncias de
vetores e executar o BLAST novamente (modo ii).

Observamos que em torno de 20,00% dos hits apresentados nas seqiiéncias marcadas
como derrapadas por nossos métodos foram causados por trechos de vetor. No caso do
método 4, esta porcentagem girou em torno de 50, 00%.

Com a estimativa do nimero de seqiiéncias que apresentavam hits, executamos o
BLAST das seqtiéncias preparadas como descrito no modo iii.

Os resultados mostraram que os métodos propostos perderam de 2,65% a 4,65% de
hits.

O método 4, por sua vez, perdeu 88, 03% dos hits. Isso ocorre devido ao critério de des-
carte dos trechos derrapados imposto pelo método. Se a seqiiéncia derrapada apresentar
uma cauda poli-T ou nenhum tipo de cauda, ela é descartada completamente. Somente
se a seqiiéncia apresentar uma cauda poli-A, ela tera algum trecho preservado.

Comparando os nossos pares método/estratégia, é possivel ver que o método 1 tende
apresentar um numero menor de seqiiéncias com hits. Ao mesmo tempo, este método
tende a perder mais hits apés a realizacao da remocao da derrapagem. Os métodos 2 e
3 também apresentam estes efeitos, contudo eles sao mais semelhantes entre si. Ambos
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tendem a apresentar seqiiéncias com mais hits de BLAST e menor perda de hits apds a
remocao da derrapagem que o método 1.

Comparando as duas estratégias, é possivel notar que a estratégia sufizo apresenta um
nimero maior de seqiiéncias com hits e que ela tende a perder menos hits apds a remocao
dos artefatos de derrapagem. Isto pode ser explicado pela natureza dos artefatos de der-
rapagem produzidos nesta estratégia. Como os artefatos de derrapagem sao removidos da
extremidade final, eles nao produzem fragmentacao da seqiiéncias. No caso da estratégia
subseqiiéncia, os artefatos podem estar no meio da seqiiéncia e no momento da remocao,
a maior subseqiiéncia restante pode nao conter o hit original.

4.4 Discussao dos Resultados dos Testes

Os resultados produzidos nos permitem concluir que a estratégia subsegiiéncia tende a ser
melhor que a sufizo. A estratégia escolhida encontra as regioes derrapadas com eficiéncia
maior, sendo capaz de encontrar artefatos inclusive na porg¢ao inicial da seqiiéncia. Dessa
maneira, definimos para esta estratégia os valores de corte 1,90, 1,60 e 0,25 para os
métodos 1, 2 e 3, respectivamente.

Estes valores de corte sao mais restritivos e diminuem o conjunto de seqiiéncias derra-
padas anterior em cerca de 15%. Durante a defini¢ao destes valores de corte verificamos
que o observado nos graficos de superficie se confirmou. O método 1 é o mais facil e o
método 2 é o mais dificil de se calibrar.

A escolha de um valor mais restritivo deve-se principalmente a estratégia de deteccao
e remocao de artefatos de nosso estudo como um todo. A nossa abordagem se preocupa
em identificar os artefatos independetemente uns dos outros, podendo haver inclusive
sobreposicoes. Isto gera fragmentagao da seqiiéncia, o que nao é de fato um problema
porque apenas a maior subseqiiéncia serda mantida ao final do processo de remocao de
artefatos.

Acreditamos, portanto, que a combinacao dos artefatos sera suficiente para produzir
uma boa limpeza das seqiiéncias e que o valor mais restritivo evitara a geracao de falsos
positivos na deteccao de derrapagem.

O método 3 apresentou resultados que indicam que sua metodologia parece ser capaz
de delimitar a regiao derrapada com mais precisao do que as outras estratégias.

O método 2, como ja dito anteriormente, tende a deixar os valores muito proximos
devido a férmula de calculo dos valores e, portanto, é mais dificil de ser calibrado.

Apesar do método 3 ser considerado melhor, o método 1 ainda merece atencao. Neste
tipo de estratégia talvez seja viavel a utilizacao de valores menores para o parametro
minimum_echo_size.

Além disso, a variacao do parametro minimum number _of echoes pode ser melhor
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estudada. Nés utilizamos o valor 8 para obter uma melhor comparagao com o método
de Telles e da Silva, utilizado no projeto SUCEST. Contudo, isso nao indica que este
é necessariamente o melhor valor. Esta andlise podera ser executada em um trabalho
futuro.

Outra possibilidade interessante, para a execucao de um trabalho futuro, é o desen-
volvimento de métodos que realizem a verificacao dos artefatos identificados e confirmem
ou nao a ocorréncia de derrapagem. Através da atribuicao de pontuacoes que indiquem
o grau de confiabilidade da identificacao, este métodos refinariam o processo de deteccao
e remocao de trechos derrapados.

Finalmente, outra possivel extensao deste trabalho é a aplicagao dos métodos desenvol-
vidos em seqiiéncias de outros organismos para validacao e refinamento dos procedimentos
aqui propostos.
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Capitulo 5

Baixa Qualidade

Neste capitulo apresentaremos o estudo realizado para definicao de um método de identi-
ficacao de trechos de baixa qualidade mais adequado ao nosso conjunto de procedimentos
de detecao e remocao de artefatos.

Nosso estudo se concentrou em dois algoritmos diferentes, que tiveram seus parametros
variados para que pudéssemos encontrar a combinac¢ao que produz melhores resultados.

A Secao 5.1 apresentara o algoritmo de janela deslizante. A Secao 5.2 apresentara o
algoritmo de subseqiiéncia maxima. A Secgao 5.3 apresentara os procedimentos de detecao
de baixa qualidade executados pelo prgograma LUCY. Finalmente, a Secao 5.4 apresen-
tard e discutira os testes que realizamos para determinar qual a melhor opgao entre os
dois algoritmos.

Resultados obtidos neste capitulo foram apresentados no congresso “X-Meeting 2006”,
realizado em Agosto de 2006, em Fortaleza — CE, através de um poster entitulado “Low
quality trimming on SUCEST ESTs”.

5.1 Janela deslizante

O algoritmo de janela deslizante é utilizado em muitos projetos de seqiienciamento de
ESTs.

Este algoritmo ¢é linear no tamanho da seqiiéncia e consiste na utilizagao de uma janela
que cobre um determinado ntimero de bases e percorre a seqiiéncia de uma extremidade
a outra, base a base, até encontrar um conjunto de nucleotideos que atendam a um
determinado critério de qualidade. Quando este conjunto é encontrado, todas as bases
anteriores a este conjunto (bases que foram percorridas e nao se encontram dentro da
janela) sao descartadas como artefatos de baixa qualidade.

Este algoritmo é utilizado por muitos projetos devido a sua simplicidade. O tamanho
da janela e os critérios de qualidade podem variar muito. Além disso, existem projetos

79
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que analisam as seqiiéncias nas duas direcoes e outros que analisam apenas a extremidade
3', que normalmente é a que possui mais erros.

Para esse trabalho, implementamos a versao do algoritmo utilizada no projeto SU-
CEST [104]. Esta versao percorre a seqiiéncia nas duas diregoes e possui trés parametros:

e window_size: Define o tamanho da janela em nimero de bases.

e quality_threshold: Define o valor minimo de qualidade que uma base deve ter
para ser considerada de boa qualidade.

e bad_bases_threshold: Define o nimero maximo de bases, com qualidade menor
do que a definida no parametro quality_threshold, que podem existir dentro da
janela.

Durante o desenvolvimento do conjunto de procedimentos de detecao e remocao de
artefatos do projeto SUCEST, Telles e da Silva testaram algumas combinagoes de parame-
tros. Apds algumas analises, decidiram optar pela utilizacao dos valores 20, 10 e 12 para os
parametros window_size, quality_threshold e bad bases_threshold, respectivamente.

5.2 Subseqiiéncia maxima

O problema da subseqiiéncia maxima consiste em identificar dentro de um seqiiéncia de
nimeros reais a subseqiiéncia (subcadeia contigua) que possui soma méaxima dentre todas
as subseqiiéncias possiveis. Existem algoritmos lineares no tamanho da seqiiéncia para a
resolucao deste problema.

No caso da deteccao de baixa qualidade, este algoritmo pode ser utilizado para maxi-
mizar a qualidade e, desta forma, minimizar a probabilidade de erro das bases.

O software de base-calling phred oferece a opcao de executar a identificacao das regioes
de baixa qualidade das seqiiéncias que ele processa utilizando este algoritmo.

Para isso, o phred transforma a seqiiéncia de qualidades das bases em uma seqiiéncia
de valores reais v; segundo a férmula v; = trimming cutoff —error_probability;, onde
0 < trimming cutoff < 1. O valor error_probability, ¢ calculado segundo a férmula
error probability, = 10(@/~19 onde Q; é o valor da qualidade da base i. O parametro
trimming_cutoff indica o valor maximo da probabilidade de erro que uma base deve ter
para ser considerada boa.

Nesta transformagao, todas as bases que possuem probabilidades de erro maiores do
que a representada pelo valor trimming cutoff recebem valores negativos, o que torna
possivel a utilizacao do algoritmo de subseqiiéncia maxima.

O phred utiliza o valor 0,05 para o parametro trimming cutoff. Este valor é equiva-
lente, aproximadamente, ao valor de qualidade 13.
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5.3 LUCY

LUCY [26] é um programa utilizado pelo grupo TIGR para a realizagdo de limpeza de
seqiiéncias. Ele realiza um procedimento mais elaborado para deteccao e remocao de baixa
qualidade. Diversos passos sao executados para que, em cada um deles, sejam eliminados
trechos de baixa qualidade com caracteristicas especificas.

O primeiro passo do algoritmo é a remogao das pontas de baixa qualidade com a
utilizacao do algoritmo de janela deslizante. O software processa a seqiiéncia a partir
de uma extremidade em busca da primeira janela que possua tamanho window_size e
probabilidade de erro média de no maximo max_avg_error. Os valores padrao sao 10 e
0,02, respectivamente, para os parametros window_size e max_avg error. O processo é
repetido na direc¢ao oposta, a partir da outra extremidade.

A subseqiiéncia situada entre as pontas de baixa qualidade, encontradas no passo
acima, é submetida ao proximo passo, que tem a fungao de remover regides com taxas de
erros inaceitaveis.

Neste passo, a seqiiéncia pode ser analisada diversas vezes por janelas com diferentes
pares de parametros window_size; e max_avg_error,. No caso da configuragao padrao do
LUCY, sao dois pares: window_size; = 50 e max_avg error; = 0,08, e window_size, =
10 e max_avg_error, = 0,30. O objetivo do primeiro par ¢ excluir grandes regioes com
baixa qualidade e o do segundo par é excluir pequenas regides com qualidade muito baixa
que “escaparam” do processsamento realizado pela primeiro par.

O programa percorre a subseqiiéncia, identificada no primeiro passo, com a janela
configurada com o primeiro par de parametros. Cada janela que se encaixa no critério
é considerada como parte de uma regiao apta a continuar no processo. Quando a janela
encontra uma janela que nao atende aos critérios, LUCY separa a regiao de boa qualidade
identificada e continua percorrendo a subseqiiéncia até encontrar uma nova janela que
atenda ao critério para que ele possa iniciar uma nova regiao de boa qualidade.

Feito isso, o programa processa cada uma das regioes identificadas com janelas, con-
figuradas com o segundo par de parametros, executando o mesmo processo e produzindo
novas regioes de boa qualidade.

Toda regiao, identificada no processo acima, que tiver tamanho menor que o definido
no parametro minimum (100 é o valor padrao), é eliminada.

Finalmente, cada regiao de boa qualidade restante sera avaliada para verificagao
dos seguintes critérios: probabilidade média de erro na seqiiéncia toda de no maximo
max_avg-error, e probabilidade de erro das duas primeiras bases de cada extremidade
de no maximo max_error_at_ends. A maior regiao que atender estes critérios serd o re-
sultado final do processo de remogao de baixa qualidade do programa LUCY. Os valores
padrao para estes dois parametros sao 0,025 e 0,020, respectivamente.
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5.4 Analise dos algoritmos de deteccao e remocao de

baixa qualidade

Para desenvolver o nosso algoritmo de detecao e remocao de baixa qualidade, decidi-
mos avaliar diversas combinacoes de parametros dos algoritmos “Janela deslizante” e
“Subseqiiéncia méaxima”. Além disso, decidimos utilizar o LUCY, com seus parametros
padroes, para a realizacao de comparacoes, pois ele é o algoritmo utilizado pelo TIGR.

5.4.1 Conjunto de dados utilizados nos testes

Como conjunto de dados para testes, utilizamos os 291.689 ESTs produzidos no pro-
jeto SUCEST. Estas seqiiéncias possuem tamanho médio de 829,44 4+ 182,60 bases. A
qualidade média é de 23,15 + 15, 71.

O gréfico da Figura 5.1 nos mostra a distribuicao de qualidade média ao longo das
1.000 primeiras posicoes dos ESTs da cana-de-agicar e o grafico da Figura 5.2 nos mostra
a distribui¢do da qualidade média ao longo do comprimento das seqiiéncias (em porcen-
tagem).
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Figura 5.1: Distribuicao da qualidade média ao longo das 1.000 primeiras posicoes dos
ESTs do projeto SUCEST.

Analisando os dois gréaficos, podemos ver claramente uma caracteristica muito comum
em leituras de maquinas de seqiienciamento. A seqiiéncia possui uma pequena regiao de
baixa qualidade no inicio da seqiiéncia. Apds esta regiao, a qualidade média cresce bas-
tante e depois de um determinado trecho a qualidade cai gerando uma grande extremidade
3" de baixa qualidade.
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Qualidade Média vs Porcentagem da Seqliéncia
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Figura 5.2: Distribuigao da qualidade média ao longo do comprimento (em porcentagem)
dos ESTs do projeto SUCEST.

5.4.2 Janela deslizante

O algoritmo de janela deslizante foi implementado como descrito anteriormente e utilizado
com diversas combinagoes de parametros para processar o conjunto de testes.

Testamos seis tamanhos diferentes de janela variando o parametro window_size dentro
do conjunto {5, 10, 15,20, 25,30}.

Para cada um dos diferentes tamanhos de janela o parametro bad bases_threshold
recebeu valores dentro do intervalo [|window_size/4], [(3 x window_size)/4]].

Finalmente, o parametro quality_threshold foi variado dentro do intervalo [1, 30].

Analisando os dados das diferentes execug¢oes observamos um comportamento simi-
lar quando comparamos os diferentes tamanhos de janela. Os graficos da Figura 5.3
ilustram este comportamente. Podemos ver que a medida que o valor do parametro
quality_threshold cresce, o algoritmo, como era de se esperar, produz maiores artefatos
de baixa qualidade, diminuindo, portanto, o tamanho da seqiiéncia de boa qualidade.
Olhando para o parametro bad _bases_threshold, nota-se que quanto menor o seu valor,
maiores serao os artefatos de baixa qualidade.

5.4.3 Subseqiiéncia maxima

O algoritmo de subseqiiéncia maxima foi implementado nos mesmos moldes do utili-
zado pelo software phred. Contudo, para tornar as andlises mais intuitivas, transfor-
mamos o parametro trimming cutoff no parametro minimum quality que indica o va-
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Extremidade 5’ de baixa qualidade — window_size = 30
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Figura 5.3: Graficos de superficies que representam os tamanhos médios dos artefatos de
baixa qualidade das extremidades 5" e 3’ e da subseqiiéncia de boa qualidade em cada uma
das execugoes do algoritmo de janela deslizante utilizando os valores 5 e 30 no parametro
window_size (colunas esquerda e direita, respectivamente).
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lor minimo de qualidade que uma base deve ter para ser considerada boa. Para ob-
ter o valor trimming cutoff utilizado no algoritmo, basta aplicar a seguinte féormula
trimming_cutoff = 1Q@inimum-quality/—10)

O algoritmo foi testado através do processamento de todas as seqiiéncias do conjunto
de testes com variacdo do parametro minimum_quality dentro do intervalo [1,30].

Avaliando os resultados de cada execucao, produzimos uma série de graficos que ilus-
tram o funcionamento do algoritmo conforme se altera o parametro minimum quality.

A Figura 5.4 exibe graficos que mostram a distribui¢cao do niimero de ESTs conforme o
tamanho das subseqiiéncias identificadas pelo algoritmo como sendo de boa qualidade. Os
dois graficos sao idénticos com excecao da direcao do eixo do tamanho da subseqiiéncia.
Podemos ver que quando o valor de minimum_quality ¢ muito baixo, as subseqiiéncias
de boa qualidade sdo praticamente dos mesmos tamanhos das seqiiéncias originais. A
medida que o valor do parametro aumenta, a remocao de baixa qualidade é mais efetiva
até que, em valores mais altos, descarta completamente a maioria das seqiiéncias.

Na Figura 5.5 observamos a comparagao entre os tamanhos médios dos artefatos de
baixa qualidade 5" e 3’ e da subseqiiéncia de boa qualidade. Neste grafico podemos ver, de
forma clara, a faixa de valores do parametro minimum quality em que a remogao de baixa
qualidade realmente comeca a ser realizada. Podemos ver também que o maior salto entre
as diferengas de tamanhos dos artefatos de execugbes consecutivas (3" principalmente)
ocorre no intervalo 7 < minimum quality < 9. Apods este intervalo, o algoritmo reduz o
tamanho da seqiiéncia original numa taxa bem menor.

O gréfico da Figura 5.6 nos mostra as curvas das médias e das medianas dos tamanhos
das subseqiiéncias de boa qualidade, das diversas execugoes. Ele reforca a observacao
feita sobre o grafico anterior, pois é dentro do intervalo 7 < minimum_quality < 9 que as
curvas se cruzam, indicando a faixa em que a remocao de baixa qualidade se torna mais
agressiva.

5.4.4 LUCY

O LUCY foi utilizado com os seus parametros padroes para processar o conjunto de
seqiiéncias do SUCEST.

A partir dos resultados que ele produziu, verificamos que as médias dos tamanhos
dos artefatos de baixa qualidade 5" e 3’ sao de 83,92 £ 142,11 e 297,56 + 195,87 bases
respectivamente. A média dos tamanhos das subseqiiéncias de boa qualidade é de 447,97+
191, 08 bases. A mediana do tamanho das subseqiiéncias de boa qualidade é de 509 bases.

Considerando que o tamanho médio das seqiiéncias originais é de 829,44 + 182, 60,
podemos ver que o software é bem agressivo, descartando um niumero consideravel de
bases.
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Figura 5.4: Distribuicao dos tamanhos das subseqiiéncias de boa qualidade das seqiiéncias
processadas pelo algoritmo de subseqiiéncia maxima com o parametro minimum quality
variando no intervalo [1, 30].
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Figura 5.5: Tamanho médio dos artefatos de baixa qualidade (extremidades 5’ e 3') e da
seqiiéncia de boa qualidade das seqiiencias processadas pelo algoritmo de subseqiiéncia
méxima com o parametro minimum quality variando no intervalo [1,30].
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Figura 5.6: Comparagao entre média e mediana dos tamanhos das subseqiiéncias de boa
qualidade conforme o valor utilizado para o parametro minimum quality.
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5.4.5 Meédias das probabilidades de erro nas extremidades

Um fato que nos chamou atencao em relacao ao programa LUCY € a sua preocupagao em
verificar a existéncia de bases de baixa qualidade nas extremidades das seqiiéncias.

No algoritmo de janela deslizante, a quantidade de bases de baixa qualidade nas ex-
tremidades esta diretamente relacionada ao parametro bad_bases_threshold. Se o valor
deste parametro é muito alto, a janela aceitara muitas bases de baixa qualidade.

No caso do algoritmo de subseqiiéncia maxima, a qualidade da primeira e da tltima
base da seqiiéncia de boa qualidade sao diretamente relacionadas ao valor do parametro
minimum_quality. Sabemos que na extremidade 5', o valor que inicia a seqiiéncia é maior
que o minimo, pois caso contrario, a seqiiéncia de boa qualidade nao seria iniciada. Na
extremidade 3’ 0 mesmo ocorre, pois se uma base abaixo do valor minimo fosse adicionada
a seqiiéncia, a soma seria menor do que a soma sem ela e, portanto, a seqiiéncia nao poderia
ser a subseqiiéncia maxima.

Para avaliar a qualidade das extremidades das seqiiéncias decidimos colher dados sobre
as médias das probabilidades de erros das primeiras 25 bases e das ultimas 25 bases da
seqiiéncia de boa qualidade definida por cada algoritmo. Nos realizamos esta operagao so-
bre 9.600 seqiiéncias selecionadas aleatoriamente dentro do conjunto de 291.689 seqiiéncias
do projeto SUCEST. Nés separamos o equivalente a 100 placas compostas por 96 pocos.
Isso foi feito tendo em vista a complexidade dos testes feitos nesta secao e na préxima,
onde utilizaremos o programa BLAST.

No caso do LUCY, verificamos que a média da probabilidade de erro das primeiras 25
bases é de 0,94%, enquanto a média das tltimas 25 bases é de 3, 86%.

Os graficos da Figura 5.7 mostram o comportamento das médias das probabilidades de
erros das primeiras 25 bases da seqiiéncia de boa qualidade, determinadas pelo algoritmo
de janela deslizante em cada um dos seis tamanhos de janelas testados. Cada uma das
curvas representa um valor para o parametro quality_threshold que, nos gréaficos, varia
dentro do intervalo [10,30] (Os valores dentro do intervalo [1,9] nao foram colocados no
grafico para facilitar a visualiza¢do e por apresentarem médias de erro muito altas). A
linha horizontal vermelha representa o valor de probabilidade de erro média encontrada
nas primeiras 25 bases das seqiiéncias trimadas pelo LUCY. Os graficos da Figura 5.8
representam os mesmos graficos para a extremidade oposta da seqiiéncia.

A Figura 5.9 mostra as médias de probabilidade de erro das primeiras/tltimas 25 bases
das seqiiéncias de boa qualidade identificadas nas execugoes do algoritmo de subseqiiéncia
maxima. As linhas horizontais azul e magenta representam os valores do LUCY.
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Figura 5.7: Graficos de curvas que representam as médias das probabilidades de
erro das primeiras 25 bases das seqiiencias de boa qualidade determinadas por cada
uma das execugoes do algoritmo de janela deslizante com seis tamanhos de janela
(window size = {5,10,15,20,25,30}) e variagdo dos parametros bad bases_threshold
e quality threshold dentro dos intervalos [10,30] e [|window_size/4],[(3 X
window_size) /4]], respectivamente. Estes dados foram produzidos sobre 9.600 ESTs sele-
cionados aleatoriamente dentro do conjunto de todos os ESTs da cana-de-agticar. A linha
horizontal vermelha indica o valor obtido pelo LUCY.
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Figura 5.8: Graficos de curvas que representam as médias das probabilidades de
erro das ultimas 25 bases das seqiiéncias de boa qualidade determinadas por cada
uma das execugoes do algoritmo de janela deslizante com seis tamanhos de janela
(window_size = {5,10,15,20,25,30}) e variacao dos parametros bad bases_threshold
e quality threshold dentro dos intervalos [10,30] e [|window_size/4],[(3 X
window_size) /4]], respectivamente. Estes dados foram produzidos sobre 9.600 ESTs sele-
cionados aleatoriamente dentro do conjunto de todos os ESTs da cana-de-agticar. A linha
horizontal vermelha indica o valor obtido pelo LUCY.
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Figura 5.9: Média das probabilidades de erro das primeiras/idltimas 25 bases das se-
quéncias de boa qualidade determinadas pelas execucoes do algoritmo de subseqiiéncia
maxima com o parametro minimum_quality variando dentro do intervalo [1,30]. Estes
dados foram produzidos sobre 9.600 ESTs selecionados aleatoriamente dentro do conjunto

de todos os ESTs da cana-de-acicar. As linhas horizontais azul e magenta indicam os
valores obtidos pelo LUCY.

5.4.6 BLAST

A anélise da probabilidade de erro é importante, contundo, nao podemos nos esquecer de
um dos principais objetivos dos projetos ESTs, que é a descoberta de genes.

Poderiamos, por exemplo, escolher o valor 25 para o parametro minimum quality no
algoritmo de subseqiiéncia maxima, ja que os graficos mostram que nesta regiao a média
da probabilidade de erro das extremidades ¢ préxima de zero. Contundo, se observarmos
os graficos dos tamanhos dos artefatos de baixa qualidade para esta faixa, veremos que
eles sao muito grandes e que as seqiiéncias de boa qualidade sao reduzidas a menos da
metade de seus tamanhos originais em média. Esse efeito seria terrivel para a clusterizagao
das seqiiéncias, pois a possibilidade de sobreposicoes entre as seqiiéncias seria reduzida,
principalmente entre ESTs de extremidades opostas de um mesmo gene.

Para tentar avaliar o efeito da remocao de baixa qualidade sobre a identificacao de

genes, decidimos observar a distancia média entre as extremidades das seqiiéncias de boa
qualidade e seu BLAST hit.

Para isso utilizamos o mesmo conjunto de 9.600 seqiiéncias selecionado anteriormente
e utilizamos o software cross_match com os parametros -minmatch 12 -minscore 20
-penalty —2 -screen para realizar o mascaramento do vetor, utilizado na clonagem,



92 Capitulo 5. Baixa Qualidade

para que ele nao influenciasse o resultado do BLAST.

Apdbs o mascaramento dos trechos de vetor, nds executamos o BLAST destas seqiiéncias
contra o banco swissprot. Como o banco swissprot é muito bem curado, selecionamos os
melhores hits de cada seqiiéncia que tivessem e-value menor ou igual a 107°. Neste
processo, foram identificadas 4.119 seqiiéncias com hits que atenderam a este critério.
Para cada uma delas, anotamos os pontos de inicio e fim do hit na seqiiéncia.

Os pontos de inicio e fim foram utilizados para calculo das distancias entre o inicio do
hit até a extremidade final do artefato de baixa qualidade 5 e entre a extremidade inicial
do artefato de baixa qualidade 3’ e o final do hit. Esta operacao foi realizada para todas
as execugoes dos algortimos de janela deslizante e de subseqiiéncia maxima. Esta analise
também foi feita para o LUCY.

A média de distancia da entre o inicio do hit e a extremidade final do artefato de
baixa qualidade 5, apresentada pelo LUCY, foi de 139,25 bp. Ja a média de distancia
entre o inicio do artefato de baixa qualidade 3’ e o final do hit foi de —59, 46 bp. A média
das porcentagens preservadas dos hits (trecho do hit que néo foi cortado pela remocao de
baixa qualidade) foi de 74,92%.

Os graficos da Figura 5.10 mostram os resultados obtidos para as médias de distancias
entre o inicio do hit e a extremidade final do arterfato de baixa qualidade 5. A linha
horizontal vermelha indica o valor encontrado para o LUCY. Os gréaficos da Figura 5.11
representam os resultados encontrados para os artefatos de baixa qualidade 3'.

Os gréaficos da Figura 5.12 exibem as curvas das médias das porcentagens preservadas
dos tamanhos dos hits em cada uma das execucoes do algoritmo de janela deslizante.

A Figura 5.13 exibe o grafico contendo os resultados da anélise de ambos os artefatos
5" e 3’ para as execugoes do algoritmo de subseqiiéncia maxima. As linhas horizontais
azul e magenta indicam o valor obtido pelo LUCY.

Na Figura 5.14 podemos observar a curva das médias das porcentagens dos tama-
nhos dos hits que foram preservadas pela remocao de baixa qualidade em cada uma das
execucgoes do algoritmo de subseqiiéncia maxima. A linha horizontal vermelha indica o
valor obtido pelo LUCY.

5.4.7 Escolha do melhor método

A analise da distancia média dos artefatos de baixa qualidade ao hit da seqiiéncia apon-
tado pelo BLAST deve ser feita com bastante cuidado. Devemos observar que distancias
negativas nao sao desejadas pois isso significa que o hit esta sendo cortado e, portanto,
correrd o risco de nao ser identificado pelo BLAST se ele receber como entrada a seqiiéncia
processada e nao a original.

Contudo, devemos nos lembrar dos resultados apresentados na Secao 5.4.5 que mos-
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Figura 5.10: Graficos de curvas que representam as médias das distancias en-
tre a extremidade final do artefato de baixa qualidade 5 e a extremidade ini-
cial do BLAST hit nas seqiiéncias processadas pelo algoritmo de janela deslizante
com seis tamanhos de janela (window_size = {5,10,15,20,25,30}) e variacao dos
parametros bad bases_threshold e quality threshold dentro dos intervalos [10,30] e
[|window_size/4], [ (3 x window_size)/4]], respectivamente. As curvas foram produzi-
das a partir do processamento de 4.119 seqiiéncias que apresentaram hit contra o banco
swissprot com e-value < 107°. A linha horizontal vermelha indica os valores obtidos pelo
LUCY.
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Figura 5.11: Graficos de curvas que representam as médias das distancias en-
tre a extremidade inicial do artefato de baixa qualidade 3’ e a extremidade fi-
nal do BLAST hit nas seqiiéncias processadas pelo algoritmo de janela deslizante
com seis tamanhos de janela (window_size = {5,10,15,20,25,30}) e variacao dos
parametros bad bases_threshold e quality threshold dentro dos intervalos [10,30] e
[|window_size/4], [(3 x window_size)/4]], respectivamente. As curvas foram produzi-
das a partir do processamento de 4.119 seqiiéncias que apresentaram hit contra o banco
swissprot com e-value < 107°. A linha horizontal vermelha indica o valor obtido pelo
LUCY.
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Figura 5.12: Graficos de curvas que representam a média da porcentagem preser-
vada dos BLAST hits nas seqiiéncias processadas pelo algoritmo de janela deslizante
com seis tamanhos de janela (window_size = {5,10,15,20,25,30}) e variacao dos
parametros bad_bases_threshold e quality_threshold dentro dos intervalos [10,30] e
[|window_size /4], [(3 x window_size)/4]], respectivamente. As curvas foram produzi-
das a partir do processamento de 4.119 seqiiéncias que apresentaram hit contra o banco
swissprot com e-value < 107°. A linha horizontal vermelha indica o valor obtido pelo
LUCY.
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Figura 5.13: Distancia média entre a extremidade do BLAST hit e a extremidade do
artefato de baixa qualidade nas sequéncias processadas pelo algoritmo de subseqiiéncia
méxima com variagbes do parametro minimum quality dentro do intervalo [1,30]. As
curvas foram produzidas a partir do processamento de 4.119 seqiiéncias que apresentaram
hit contra o banco swissprot com e-value < 107°. As linhas horizontais azul e magenta

indicam o valor obtido pelo LUCY.
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Figura 5.14: Média da porcentagem preservada dos BLAST hits nas seqiiéncias
processadas pelo algoritmo de subseqiiéncia méaxima com variacoes do parametro
minimum quality dentro do intervalo [1,30]. As curvas foram produzidas a partir do
processamento de 4.119 seqiiéncias que apresentaram hit contra o banco swissprot com
e-value < 107°. A linha horizontal vermelha indica o valor obtido pelo LUCY.
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tram que se os parametros sao afrouxados demais, as seqiiéncias processadas passam a
apresentar probabilidades de erro médias muito elevadas.

A escolha pelo melhor método baseada nos dados e gréaficos produzidos é uma tarefa
dificil pois, como foi possivel observar, o comportamento dos algoritmos (principalmente o
de janela deslizante) costumam ser bem semelhante entre execugoes que possuem poucas
diferencas entre os valores dos parametros utilizados. Além disso, somando todas as
execucoes diferentes dos dois algoritmos, temos um conjunto de 1.950 resultados.

Assim, decidimos definir uma série de requisitos minimos para reduzir a gama de
opcoes e nos concentrarmos nas execugoes que apresentaram melhores resultados. Para
isso, criamos um banco de dados com todas as informacoes e realizamos buscas de modo
a filtrar opgoes que nao eram promissoras.

Os dois primeiros requisitos que definimos estao relacionados as médias das proba-
bilidades de erros das 25 bases de cada uma das extremidades das seqiiéncias de boa
qualidade definidas pelos algoritmos. Definimos que a média das probabilidades de erro
das primeiras 25 bases (extremidade 5') deveria se de no maximo 2,5%. Para as dltimas
25 bases (extremidade 3') definimos que a média deveria ser de no méximo 5, 0%.

Esta diferenca de valores deve-se as caracteristicas da distribuicao da qualidade ao
longo da seqiiéncia que foi possivel observar no grafico da Figura 5.1.

Como a qualidade média das bases cresce rapidamente na extremidade 5, a definicao
de um valor mais restritivo tenta evitar que bases de boa qualidade, inseridas num grupo
em que a maioria é de baixa qualidade, bloqueiem a remocao deste grupo.

Por outro lado, esta abordagem nao se aplica na extremidade oposta. A qualidade das
bases da extremidade 3’ decrescem de maneria mais lenta e a defini¢do de um valor muito
restritivo pode acarretar em algoritmos que eliminam uma quantidade de bases maior do
que a necessaria.

A definicao destes dois requisitos permitiu que o niimero de elementos do conjunto de
possibilidades caisse de 1.950 para 359, um nimero grande ainda.

Tendo em vista um dos principais objetivos de um projeto EST, que € a identificagao
de genes, decidimos definir um valor minimo para a média das porcentagens dos tamanhos
preservados dos hits. Definimos que em média, 80% do hit deveria ser preservado pelo
processo de remocao de baixa qualidade.

Esta exigéncia reduziu o grupo de 359 possibilidades para apenas seis possibilidades.
Destas, cinco eram execugoes do algoritmo de janela deslizante e uma era do algoritmo
de subseqiiéncia maxima.

A Tabela 5.1 exibe a média das probabilidades de erros das primeiras/ultimas 25 ba-
ses das seqiiéncia de boa qualidade definidas pelos algoritmos selecionados no conjunto de
9.600 sequéncias de cana-de-acucar escolhidas aleatoriamente. Ela também lista a por-
centagem média preservada dos BLAST hits identificados em 4.119 das 9.600 seqiiéncias
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Média de probabilidade de Porcentagem média

Algoritmo erro nas 25 bases da preservada

extremidade 5’ | extremidade 3’ BLAST hit
SM [11] 1,87% 4,12% 80,97%
JD [05, 20, 01] 1,48% 4,82% 80, 58%
JD [05,22,02] 1,62% 4,81% 80, 37%
JD [10, 15,02] 1,89% 4,76% 81,98%
JD [10, 16, 03] 2,34% 4,93% 82,28%
JD [10,17,03] 2,14% 4,52% 81, 04%
SUCEST 1 [20, 15, 08] 4,97% 5,04% 81, 86%
SUCEST 2 [20, 10, 12] 12,46% 12,82% 97,95%
LUCY [padroes| 0,94% 3,86% 74,92%

Tabela 5.1: Valores de médias de probabilidade de erro nas primeiras/ilitmas 25 bases
da seqiiéncia de boa qualidade e de porcentagem média preservada do BLAST hit nas
seqiiéncias processadas pelas seis execucoes selecionadas. A Tabela reldne também os
valores obtidas pelas duas configuragoes utilizadas no projeto SUCEST e pelo LUCY.
Entre colchetes sao listados os valores utilizados para os parametros: minimum _quality
para o método de subseqiiéncia méxima (SM) e window_size, quality_threshold e
bad bases_threshold para os métodos que utilizam janelas deslizantes (JD, SUCEST1
e SUCEST?2).

deste conjunto. Além dos resultados das seis execucoes selecionadas, a tabela mostra os
valores obtidos pelo LUCY e pelas duas configuragoes do algoritmo de janela deslizante
utilizadas no projeto SUCEST (SUCEST 1 - configuragao utilizada antes do trabalho de
Telles e da Silva e SUCEST 2 - configuragao realmente utilizada no projeto, definida por
Telles e da Silva).

A Tabela 5.2 exibe o nimero de seqiiéncias descartadas (tamanho menor do que 100) e
o tamanho médio das seqiiéncias de boa qualidade obtidas por cada um das configuracoes
listadas na Tabela 5.1 sobre o conjunto de todas as seqiiéncias do projeto SUCEST.

Observando as duas tabelas podemos comprovar que o programa LUCY é o mais
exigente quanto a remogao de baixa qualidade. Ele possui as menores probabilidades
médias de erro, mas também é o que mais sacrifica os hits de BLAST. Em média ele
preserva menos de 75% dos hits.

A versao antiga do procedimento de remocao de baixa de qualidade utilizada pelo
projeto SUCEST (SUCEST 1) se aproxima bastante dos resultados obtidos pelas confi-
guragoes que selecionamos. Apesar de ela preservar em média mais de 80% do BLAST
hit, as probabilidades médias de erro sao maiores que a que nés definimos como limite,
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Ntmero de Tamanho médio das

Algoritmo seqiiéncias seqiiéncias de

descartadas boa qualidade
SM [11] 16.272 (5,58%) 524,50
JD [05, 20, 01] 14.288 (4,90%) 525,39
JD [05,22,02] 14.607 (5,01%) 526,47
JD [10, 15, 02] 14.379 (4,93%) 534, 82
JD [10, 16, 03] 13.615 (4,67%) 536,19
JD [10,17,03] 15.215 (5,22%) 527,52
SUCEST 1 [20,15,08] | 15.470 (5,30%) 537,85
SUCEST 2 [20, 10, 12] 437 (0,15%) 739,99
LUCY [padroes] 30.018 (10,29%) 499, 35

Tabela 5.2: Numero de seqiiéncias descartadas e tamanho médio das seqiiéncias pro-
cessadas pelas seis execucoes selecionadas. A Tabela reine também os valores obtidas
pelas duas configuracoes utilizadas no projeto SUCEST e pelo LUCY. Entre colchetes
sao listados os valores utilizados para os parametros: minimum_quality para o método de
subseqiiéncia maxima (SM) e window_size, quality_threshold e bad_bases_threshold
para os métodos que utilizam janelas deslizantes (JD, SUCEST1 e SUCEST?2).

especialmente na extremidade 5.

A versao mais nova (SUCEST 2), por outro lado, se distancia bastante dos resultados
que acreditamos serem ideais. Apesar de ela ser capaz de preservar em média a maior
parte do BLAST hit, ela aceita médias de probabilidades de erros nas extremidades muito
altas.

Esta caracteristica apresentada pelo algoritmo utilizado no projeto SUCEST se deve
a abordagem utilizada em sua definicao. Telles e da Silva, em seu estudo, realizaram a
andlise sobre sequiéncias com hits “full-length”. Nestas sequiéncias os hits de BLAST
possufam e-value menor ou igual a 1072°, cobriam praticamente toda a extensao da
seqiiéncia, mas nao alcancavam a sua extremidade final.

Telles e da Silva avaliaram a distancia entre a extremidade final do hit e o ponto
de corte da baixa qualidade na extremidade 3’ da seqiiéncia para varias execugoes utili-
zando janela de tamanho 20. Apds os testes eles escolheram os valores parametros 20,
10 e 12 para os parametros window_size, quality_threshold e bad_bases_threshold,
respectivamente.

Esta abordagem tenta priorizar a identificacao de genes completos. Contudo, ela pode
prejudicar o processo de clusterizagao devido a média mais alta de probabilidade de erro.
Por exemplo, duas seqiiéncias, que juntas formariam um cluster que tornasse possivel a
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identificacao de um gene completo, poderiam ser separadas devido aos erros existentes
nas extremidades.

Olhando mais atentamente para os dados da Tabela 5.2 vemos que o LUCY descarta
praticamente o dobro do nimero de seqiiéncias que sao descartadas pelas nossas opgoes
de algoritmo. Além disso, os tamanhos médios das seqiiéncias sao, aproximadamente, 5%
menores.

A configuragdo SUCEST 2, por outro lado, descarta um ntimero muito pequeno de
seqiiéncias e os tamanhos médios das seqiiéncias sao aproximadamente 41% maiores.
Porém, devemos nos lembrar que no esquema de deteccao e remocao de artefatos pro-
posto por Telles e da Silva, a deteccao de artefatos era feita passo a passo. A remocao
de baixa qualidade era efetuada apds a remocao de vetores e assim, as seqiiéncias ja
possuiam um tamanho reduzido em relacao a seqiiéncia original. Isso significa que no
esquema original, o nimero de seqiiencias descartadas seria maior e os tamanho médios
seriam menores.

Com base nos dados exibidos pelas duas tabelas decidimos selecionar duas opcoes de
algorimo para continuar o nosso estudo.

A primeira opgao foi o subseqiiéncia maxima utilizando o valor 11 para o parametro
minimum quality. Esta escolha foi feita baseada no menor valor de probabilidade de erro
apresentado na extremidade 3'.

A segunda opgao foi pela configuragao [10,16,3] do algoritmo de janela deslizante.
Nesta opgao decidimos optar pelo nimero menor de seqiiéncias descartadas e, principal-
mente pela maior preservagao dos hits de BLAST, reflexo da maior média de tamanho
das seqiiencias de boa qualidade entre as seis execucoes selecionadas.

5.4.8 Ilhas de baixa qualidade

As duas escolhas feitas na secao anterior foram utilizadas no estudo de deteccao de ilhas
de baixa qualidade.

O segundo passo no algoritmo do LUCY ¢ a identificacao de pequenas regioes com
qualidade muito baixa que permaneceram apods o processamento realizado no primeiro
passo.

Esta solucao é interessante porque detecta regioes que podem prejudicar a montagem
de clusters. Se a regiao de baixa qualidade é muito pequena (algumas bases), o software
de clusterizagao consegue compensar a existéncia delas e unir as seqiiéncias. No entanto,
a medida que esta “ilha de baixa qualidade” cresce, o programa de clusterizagao comeca
a separa-las.

A nossa intengao aqui é desenvolver um método capaz de achar regides de baixissima
qualidade existentes no meio das seqiiéncias.
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O procedimento de deteccao de ilhas de baixa qualidade utiliza uma janela deslizante
que percorre a seqiiéncia base a base até encontrar uma regiao que possua probabilidade
de erro média acima de um valor de corte. Neste momento, ela inicia a construgao da ilha
de baixa qualidade, que cresce até o momento em que a janela encontra uma regiao que
volte a ter uma probabilidade de erro média abaixo do valor de corte.

Para uma avaliacao inicial, decidimos utilizar as seqiiéncias processadas pelo método
de subseqiiéncia maxima utilizando o valor 11 para o parametro minimum quality. Nés
utilizamos janelas de tamanhos 10, 15 e 20 e valores de corte para probabilidade de erro
médio de 10%, 15% e 20%.

Executamos as analises, sob o conjunto de todas as seqiiéncias do projeto SUCEST,
com cada uma das trés janelas combinadas com cada uma das trés probabilidades minimas.
Para cada analise, contamos o ntmero de seqiiéncias que apresentavam ilhas de baixa
qualidade. Estes nimeros pode ser vistos na Tabela 5.3.

Tamanho da Média de probabilidade de erro
janela 10% 15% 20%
10 183.872 (63,04%) | 53.290 (18,27%) | 9.922 (3,40%)
15 123.774 (42,43%) | 16.674 (5,72%) | 2.006 (0,69%)
20 80.954 (27,75%) 5.941 (2,04%) 559 (0, 19%)

Tabela 5.3: Numero de seqiiéncias que apresentaram ilhas de baixa qualidade conforme
a combinagao Tamanho da janela x Média de probabilidade de erro. Esta avaliagao foi
feita sobre as todas as seqiiencias do SUCEST apds remocao de baixa qualidade reali-
zada com o algoritmo de subseqiiéncia maxima utilizando o valor 11 para o parametro
minimum quality.

A Tabela 5.3 nos mostra que quanto menor o tamanho da janela utilizada, maior o
nimero de seqiiéncias que apresentam ilhas de baixa qualidade. Isto é natural, pois quanto
maior for o tamanho da janela, maior a chance de existirem bases de boa qualidade que
diluem o efeito das bases de baixa qualidade.

Em relacao a média de probabilidade de erro, podemos ver que a medida que di-
minuimos a média de probabilidade de erro minima, exigida na janela para considerar a
regiao como sendo de baixa qualidade, maior é o nimero de seqiiéncias com ilhas de baixa
qualidade.

O nosso objetivo é encontrar ilhas com qualidades muito baixas. Se considerarmos
que as seqiiéncias ja foram processadas em um primeiro passo, estas ilhas nao deveriam
ser tao comuns. Isso indica que utilizar valores muito baixos para a probabilidade de erro
minima podera gerar um nimero muito grande de ilhas de baixa qualidade.
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Com base nos dados, definimos que a melhor combinacao a ser utilizada seria a janela
de tamanho 10 com uma média minima de probabilidade de erro de 20% para considerar
a janela como sendo de baixissima qualidade.

Apoés a definicao das ilhas de baixa qualidade, nosso algoritmo realiza a identificagao
do ponto de menor qualidade dentro da ilha e o utiliza como ponto de corte na seqiiéncia
(em caso de empate, o primeiro é escolhido). Esta operacao ird dividir a seqiiéncia em
n + 1 fragmentos, sendo n o nimero de ilhas encontrado.

Cada um desses fragmentos é processado pelo algoritmo de deteccao e remocao de baixa
qualidade utilizado no primeiro passo. Por exemplo, se a seqiiéncia original foi processada
com o algoritmo de subseqiiéncia maxima antes da deteccao de ilhas, os fragmentos serao
processados com este mesmo algoritmo configurado com os mesmos parametros.

Dentre todos os fragmentos processados, escolhe-se aquele que tiver a maior soma
de qualidade. Caso ocorra empate, seleciona-se o de maior tamanho. No caso de novo
empate, seleciona-se a regiao mais proxima da extremidade 5'.

Adaptamos as implementacoes dos nossos dois algoritmos de deteccao e remocao de
baixa qualidade para incorporar o procedimento descrito acima.

Nos executamos os dois algoritmos modificados utilizando os valores selecionados na
secao anterior para processar todos os ESTs da cana-de-agucar.

A Tabela 5.4 exibe a média das probabilidades de erro ao longo das primeiras/ultimas
25 bases das seqiiéncias de boa qualidade definidas por cada execugao dos algoritmos
originais e usando deteccao de ilhas. Ela também lista a média das probabilidade de erro
de todas as bases das seqiiéncias de boa qualidade. A Tabela 5.5 mostra o nimero de
seqiiéncias descartadas (tamanho menor do que 100) e o tamanho médio das seqiiéncias
de boa qualidade para este mesmo conjunto de execugoes.

Com o objetivo de analisar o efeito da introdugao desta modificacao nos algoritmos
sob o aspecto da deteccao de genes, nés realizamos o BLAST das sequiéncias processadas
por eles nas diferentes configuracoes analisadas nesta secgao.

Noés executamos os algoritmos modificados sobre as 4.119 seqiiéncias (dentre as 9.600
selecionadas aleatoriamente), que possuiam BLAST hit, para obter as seqiiéncias de boa
qualidade definidas por cada um deles. Feito isso, nés realizamos o mascaramento das
regioes de vetores e executamos o BLAST contra o banco swissprot. Novamente, utili-
zamos o valor 107 como o méaximo para selecao dos melhores hits de cada seqiiéncia.
A Tabela 5.6 lista o nimero de seqiiéncias deste conjunto que foram descartadas pelos
algoritmos e o nimero de seqiiéncias que apresentaram hits com e-value dentro do critério.

Analisando as Tabelas 5.4, 5.5 e 5.6 é possivel observar que as versoes orginais e
modificadas dos dois algoritmos possuem resultados muito préximos entre si.

No caso do algoritmo de subseqiiéncia maxima, a proximidade dos resultados ¢ maior
do que a apresentada entre as versoes original e modificada do algoritmo de janela des-
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Média da probabilidade de erro
Algoritmo nas 25 bases da na seqiiencia
extremidade 5" | extremidade 3’ completa

SM v1 [11] 1,88% 4,12% 1,55%
SM v2 [11] 1,87% 4,08% 1,51%
JD v1 [10, 16, 03] 2,34% 4,97% 1,95%
JD v2 [10, 16, 03] 2,56% 4,51% 1,71%
SUCEST 1 [20, 15, 08] 4,95% 5,09% 1,94%
SUCEST 2 [20, 10, 12] 12, 47% 12,96% 5,34%
LUCY [padroes] 0,94% 3, 84% 1,05%

Tabela 5.4: Médias de probabilidade de erros observadas nas primeiras/dltimas 25 bases
e na seqiiéncia de boa qualidade completa nas execugoes dos algoritmos originais (v1)
e usando detec¢ao de ilhas de baixa qualidade (v2) com os 2 conjutos de parametros
selecionados. A Tabela exibe também os valores obtidos pelas duas configuragoes utiliza-
das no projeto SUCEST e pelo LUCY. Entre colchetes sao listados os valores utilizados
para os parametros: minimum quality para o método de subseqiiéncia méxima (SM) e
window_size, quality_threshold e bad bases_threshold para os métodos que utilizam

janelas deslizantes (JD, SUCEST1 e SUCEST?2).

Nimero de Tamanho médio das

Algoritmo seqiiéncias seqliéncias de

descartadas boa qualidade
SM v1 [11] 16.272 (5,58%) 524,50
SM v2 [11] 16.403 (5,62%) 520,91
JD v1 [10, 16, 03] 13.615 (4,67%) 536,19
JD v2 [10, 16, 03] 15.401 (5, 28%) 521,01
SUCEST 1 [20,15,08] | 15.470 (5,30%) 537,85
SUCEST 2 [20, 10, 12] 437 (0,15%) 739,99
LUCY [padroes] 30.018 (10,29%) 499, 35

Tabela 5.5: Numero de seqiiéncias descartadas e tamanho médio das seqiiéncias de
boa qualidade observados nas execugoes dos algoritmos originais (v1) e usando de-
teccao de ilhas de baixa qualidade (v2) com os 2 conjutos de parametros seleciona-
dos. A Tabela exibe também os valores obtidos pelas duas configuracoes utilizadas
no projeto SUCEST e pelo LUCY. Entre colchetes sao listados os valores utilizados
para os parametros: minimum quality para o método de subseqiiéncia maxima (SM)
e window_size, quality threshold e bad bases threshold para o método de janela

deslizante (JD, SUCEST1 e SUCEST2).
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Numero de | Numero de seqiiéncias
Algoritmo sequiiéncias | com BLAST hit com
descartadas e-value < 107°
SM v1 [11] 39 (0,95%) 3.722 (90, 36%)
SM v2 [11] 40 (0,97%) 3.711 (90, 09%)
JD v1 [10, 16, 03] 20 (0,49%) 3.755 (91, 16%)
JD v2 [10, 16, 03] 36 (0,87%) 3.708 (90, 02%)
) ( )
( )
( )

SUCEST 1 [20, 15,08] | 32 (0,78% 3734 (90, 65%
SUCEST 2 [20,10,12] | 0 (0,00%) 1.078 (99, 00%
LUCY [padroes] 146 (3, 54%) 3.527 (85,63%

Tabela 5.6: Numero de seqiiéncias descartadas e nimero de seqiiéncias com BLAST hit
e-value < 107° no conjunto de 4.119 seqiiéncias processadas pelos algoritmos originais
(v1) e usando detecgao de ilhas de baixa qualidade (v2) com os 2 conjutos de parametros
selecionados. A Tabela exibe também os valores obtidos pelas duas configuragoes utiliza-
das no projeto SUCEST e pelo LUCY. Entre colchetes sao listados os valores utilizados
para os parametros: minimum quality para o método de subseqiiéncia maxima (SM) e
window_size, quality_threshold e bad bases_threshold para os métodos que utilizam
janelas deslizantes (JD, SUCEST1 e SUCEST?2).

lizante. Isso indica que o algoritmo de subseqiiéncia maxima, em sua versao original, ja
produz uma boa remocao de baixa qualidade. Contudo, acreditamos que a utilizacao da
versao modificada para deteccao de ilhas de baixa qualidade é uma boa opg¢ao devido ao
refinamento que ela produz nos resultados.

As maiores distancias entre os resultados das versoes original e modificada do algoritmo
de janela deslizante mostram que o efeito da adocao da modificagao é muito mais efetiva
neste algoritmo. Isso ocorre devido a prépria natureza do algoritmo. Uma janela percorre
a seqiiéncia construindo o trecho de baixa qualidade enquanto nao for encontrada nenhuma
janela que possua os critérios minimos de boa qualidade. Uma vez que esta janela de boa
qualidade é encontrada, a anélise é interrompida. Isso significa que o algoritmo nao realiza
a analise da seqiiéncia toda, como no caso do algoritmo de subseqiiéncia méaxima. Como a
seqiiéncia nao é toda analisada, eventualmente existem regioes internas de baixa qualidade
que sao descartadas pelo algoritmo de subseqiiéncia maxima, mas nao sao descartadas pelo
algoritmo de janela deslizante.

As Tabelas 5.4, 5.5 e 5.6 mostram, assim como todos os testes anteriores, que o LUCY
possui 0 método mais exigente quanto a remocao de baixa qualidade. Suas seqiiéncias
possuem médias de probabilidade de erro menores, assim como a média de seus tamanhos.
Além disso, o LUCY descarta mais seqiiéncias e perde mais hits de BLAST.
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Por outro lado, o método adotado por Telles e da Silva é o menos exigente. O nimero
de seqiiéncias descartadas é minimo e a probabilidade média de erro sao as mais altas. De
fato, o método de Telles e da Silva supoe que as seqiiéncias deveriam ter sido processadas
por dois passos anteriores: remocao de seqiiéncias ribossomais e remogao de vetor e de
poli-A. Contudo, observando os resultados apresentados no trabalho deles, ainda é possivel
concluir que o método é bastante tolerante quanto a baixa qualidade. Apéds a realizacao
das duas etapas iniciais (remogao de seqiiéncias ribossomais e remocao de vetor e de
poli-A), existiam 275.436 seqiiéncias. Feita a andlise de baixa qualidade, apenas 1.708
seqiiéncias foram descartadas, o equivalente a 0,62% deste conjunto ou 0,59% de todas
as seqiiencias.

No entanto, mesmo tendo as piores médias de probabilidade de erros, o método adotado
no projeto SUCEST apresentou o melhor aproveitamento quanto a preservagao de BLAST
hits.

Baseado nos resultados acima, elegemos o algoritmo de subseqiiéncia méxima, modi-
ficado para deteccao de ilhas de baixa qualidade, como o ideal para o nosso conjunto de
procedimentos de deteccao e remocao.

Nosso objetivo principal é a construcao de bons clusters e acreditamos que as me-
nores taxas de erro das seqiiéncias produzida por este algoritmo serao positivas, mesmo
considerando o menor tamanho das sequéncias.

Comparando este método com o LUCY, que é um software utilizado por um grande
grupo como o TIGR, podemos observar que nosso método consegue boas médias de pro-
babilidade de erros sem descartar um ntmero grande de seqiiéncias.

Se, por outro lado, o objetivo do projeto de seqiienciamento for a identificagao do maior
nimero de genes com o menor nimero de seqiiéncias possivel, o ideal seria adotar uma
configuracao do algoritmo de subseqiiéncia maxima, combinado com a deteccao de ilhas
de baixa qualidade, com parametros que produzissem seqiiéncias com tamanho médios
maiores, mesmo que a probabilidade de erro média fosse sacrificada.
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Capitulo 6

Procedimento completo de deteccao
e remocao de artefatos

Durante o estudo realizado, nés procuramos criar um conjunto de procedimentos que fosse
capaz de realizar a detecgao e a remocao de artefatos de forma eficiente.

Utilizando como base o trabalho de Telles e da Silva, desenvolvemos uma estratégia de
deteccao e remocao de artefatos (Capitulo 3). Este conjunto utilizou um nova estratégia
de deteccao de artefatos. Ao invés de realizar a remocao de artefatos através de etapas
dependentes umas das outras, a nossa estratégia visa a deteccao de diferentes tipos de
artefatos sem que um influencie na detec¢ao do outro.

Além do desenvolvimento deste conjunto basico, realizamos estudos especificos nas eta-
pas de remocao de artefatos de baixa qualidade (Capitulo 5) e de derrapagem (Capitulo 4).

Este capitulo apresentard o resultado final de nossa pesquisa. A Secao 6.1 apresen-
tara detalhadamente cada uma das etapas do procedimento. A Secao 6.2 mostrara os
resultados da aplicagao do procedimento sobre as seqiiéncias do projeto SUCEST.

Os resultados produzidos neste capitulo foram apresentados como poster no congresso
“14*" Annual International Conference On Intelligent Systems For Molecular Biology
(ISMB2006)”, realizado em Agosto de 2006, em Fortaleza — CE, sob o titulo “New EST
trimming procedure applied to SUCEST sequences”.

6.1 Etapas do procedimento de deteccao e remocao
de artefatos

Durante o estudo procuramos produzir um conjunto de procedimentos bem simples for-
mado por diversas etapas que analisam a seqiiéncia para remocao de diferentes tipos de
artefatos. Estas etapas serao descritas nas seguintes subsegoes:

107



108 Capitulo 6. Procedimento completo de deteccao e remocao de artefatos

6.1.1 Descarte de seqiiéncias com conteido ribossomal
6.1.2 Deteccao de artefatos de baixa qualidade

6.1.3 Deteccao de artefatos de vetor

6.1.4 Deteccao de artefatos de adaptadores

6.1.5 Deteccao de caudas poli-A e poli-T

6.1.6 Detecgao de trechos de derrapagem

6.1.7 Identificacao do inserto e remocao de seqiiéncias curtas

A tltima etapa (6.1.7) ndo é exatamente um procedimento de detecgao e remocao de
artefatos. Ela é na verdade a etapa de finalizagao de todo o processo, quando todos os
trechos identificados pelas demais etapas sao combinados para que seja possivel separar
apenas a regiao que sera preservada para o processo de andlise das seqiiéncias.

Todas as demais etapas sao totalmente independentes e podem ser executadas em
qualquer ordem. Contudo, recomendamos a execucao da etapa de descarte de seqiiéncias
com conteudo ribossomal antes das outras etapas. A recomendacao se deve ao fato de
que esta etapa, quando encontra regioes com DNA ribossomal, marca toda a seqiiéncia
como sendo um artefato. Como a seqiiéncia inteira é marcada para ser descartada, nao é
necessaria a realizacao das outras analises, permitindo, assim, uma economia de tempo.

6.1.1 Descarte de seqiiéncias com conteido ribossomal

A deteccao de seqiiéncias ribossomais é realizada rigorosamente da mesma maneira que
a proposta por Telles e da Silva. Ela consiste na execu¢ao do BLAST da seqiiéncia a ser
analisada contra um banco formado por seqiiéncias ribossomais.

A seqiiéncia serd descartada como um artefato ribossomal, se ela apresentar pelo menos
um hit com e-value méximo de 10719,

A construcao do banco de sequéncias ribossomais é o item mais importante nesta
etapa. Ele devera ser formado por seqiiéncias ribossomais do mesmo organismo que esta
sendo seqiienciado ou por seqiiéncias ribossomais de qualquer organismo filogeneticamente
proximo.

A utilizacao de seqiiéncias de organismos filogeneticamente proximos é possivel devido
a grande conservacao apresentada pelo DNA ribossomal. Isso foi demonstrado em nossos
testes quando realizamos o processamento dos ESTs do boi (Bos taurus) contra um banco
de seqiiéncias ribossomais do porco (Sus sucrofa)(Capitulo 3).
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6.1.2 Deteccao de artefatos de baixa qualidade

Nos realizamos um amplo estudo sobre a deteccao e remocao de baixa qualidade no
Capitulo 5.

Ap6s analisar uma série de possibilidades, concluimos que a melhor opg¢ao é a utilizacao
do algoritmo de subseqiiéncia maxima com minimum quality = 11, combinado com o
procedimento de deteccao de ilhas de baixa qualidade usando janela de tamanho 10 e
probabilidade média de erro de 20%.

6.1.3 Deteccao de artefatos de vetor

A remocao de vetores é feita com a ajuda do software cross_match.

O software é configurado com os parametros recomendados na propria documentacao
do programa: -minmatch 12 e -minscore 20.

Toda regiao da seqiiéncia que apresentar alinhamento com a seqiiéncia do vetor é
marcada como um artefato.

6.1.4 Deteccao de artefatos de adaptadores

O programa swat é utilizado na detecao de adaptadores. FEle realiza o alinhamento da
seqiiencia do adaptador com a seqiiencias que esta sendo analisada.

Para gerar o alinhamento, o programa é configurado com uma matriz de pontuagao
que atribui 1 ponto para cada coincidéncia e —2 pontos para cada erro. Além disso,
sao utilizados os seguintes paramentros: -gap-init —5, -gap-ext —b, ~ins_gap_ext —J,
-del_gap_ext —5 e —end_gap —5, com o objetivo de minimizar a ocorréncia de buracos
no alinhamento.

A regiao alinhada que tiver tamanho maior ou igual ao tamanho do adaptador menos
quatro é marcada como artefato. Caso exista mais de uma regiao, a que apresentar maior
pontuagao € escolhida.

Note que o valor utilizado como limite para o tamanho do alinhamento deve ser ana-
lisado caso a caso.

No nosso estudo, trabalhamos com adaptadores de tamanho 11 e 16, e a utilizacao
deste valor limite mostrou bons resultados.

Contudo, para adaptadores menores, o valor a ser subtraido de seus tamanhos deve
ser menor. Caso contrario, alinhamentos muito pequenos serao marcados como artefatos,
gerando falsos positivos.

Por outro lado, valores maiores podem ser utilizadas em casos de adaptadores maiores,
com o objetivo de diminuir a ocorréncia de falsos negativos.
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6.1.5 Deteccao de caudas poli-A e poli-T

A remocao de caudas poli-A e poli-T também utiliza o software swat.

A mesma configuracao da etapa anterior é utilizada para alinhar cada sequiéncia com
seqiiéncias formadas por 500 As ou 500 Ts.

Todas as regides que apresentarem alinhamento com pontuacao minima 10 sao mar-
cados como artefatos.

6.1.6 Deteccao de trechos de derrapagem

O Capitulo 4 descreve o nosso estudo sobre a deteccao e remocao de artefatos de derra-
pagem.

Neste estudo, nés optamos pela utilizacao do método chamado “Cobertura por ecos”
utilizando o valor 5 para o parametro minimum_echo_size, o valor 8 para o parametro
minimum number_of echoes e a estratégia subseqiiéncia. Além disso, adotamos o valor de
corte 0,25 como pontuacao minima que a regiao deve possuir para ser considerada como
um artefato de derrapagem.

6.1.7 Identificacao do inserto e remocao de seqiiéncias curtas

Apos a realizagao de todos os passos acima, cada sequiéncia possui um conjunto de ar-
tefatos. Os artefatos sdo entdo mascarados na seqiiéncia, e qualquer trecho bom (nao
mascarado) que tiver tamanho menor do que 100 é descartado.

No caso de existir mais de um trecho bom com tamanho maior do que 100, o primeiro
critério de selegao ¢é preservar o trecho com maior soma de qualidade. O objetivo é manter
uma boa relagao entre tamanho e qualidade da seqiiéncia.

Em caso de empate, o segundo critério de selecao é a regiao de maior tamanho. Isto
visa de privilegiar o procedimento de clusterizagao devido a chance de produzir maiores
sobreposigoes.

Finalmente, em caso de um novo empate, seleciona-se a regiao que estiver mais proxima
da extremidade inicial da seqiiéncia.

6.2 Avaliacao do conjunto de procedimentos de de-
teccao e remocao de artefatos

Para avaliar o conjunto de procedimentos descritos acima, utilizamos as seqiiéncias EST's
produzidas pelo projeto SUCEST.
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Todas as 291.689 seqiiéncias foram processadas por todas as etapas e os resultados
produzidos em cada etapa serao descritos nas subsecoes a seguir.

6.2.1 Descarte de seqiiéncias com contetido ribossomal

Para realizar esta etapa, utilizamos o mesmo banco de seqiiéncias ribossomais que o
empregado no trabalho de Telles e da Silva.

O banco é composto pelas seqiiéncias GenBank AF168884 (rRNA 18S do organismo Zea
mays), GenBank AF162215 (rRNA 5,85 do organismo Platanus occidentalis) e GenBank
AF162215 (rRNA 26S do organismo Lambertua inermis). Todos estes organismos sao
filogeneticamente préximos da cana-de-agucar.

Nesta etapa, descartamos 8.843 seqiiéncias. Este ntimero é um pouco maior do que o
nimero de seqiiéncias descartadas no trabalho de Telles e da Silva (8.473). A razao da
diferenca nos resultado pode ser explicada pela utilizagao de versoes diferentes do pro-
grama BLAST. Nés utilizamos a versao 2.2.11 de 05/07/2005 enquanto a versao utilizada
por eles foi a de 31/10/2000.

Todas estas seqiiéncias sao automaticamente descartadas do processo. Assim, restaram
282.846 seqiiéncias para serem processadas pelas demais etapas.

6.2.2 Deteccao de artefatos de baixa qualidade

O conjunto de 282.846 seqiiéncias foi processado pela etapa de remocao de baixa qualidade.

Artefatos de baixa qualidade 5" foram detectados em 280.471 seqiiéncias (99, 16%) e
apresentaram tamanho médio de 48,71 4+ 109,29 bp. Os artefatos de baixa qualidade
3’ foram identificados em 279.508 seqiiéncias (98,82%) e mostraram tamanho médio de
288, 84 + 223, 25 bp.

Apenas nove seqiiéncias (0,003%) foram descartadas completamente (um tnico arte-
fato que cobre toda a extensao da seqiiéncia). Em 16.134 seqiiéncias (5, 70%) a porgao de
boa qualidade atingiu tamanho menor que 100 bp, tamanho que ja qualifica o descarte
da seqiiéncia.

As 266.703 seqiiéncias (94,29%), cujas porcoes de boa qualidade atingiram tamanho
maior ou igual a 100 bp, apresentaram tamanho médio de 524,23 4+ 119,66 bp.

6.2.3 Deteccao de artefatos de vetor

O programa cross_match foi utilizado para alinhar o conjunto sem seqiiéncias ribossomais
com a sequiéncias do vetor pSportl.

Trechos deste vetor foram encontrados em 215.265 seqiiéncias (76, 11%) e totalizaram
250.705 artefatos. Estes artefatos apresentaram uma média de 76,49 + 108, 15 bp.
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Apenas 17 seqiiéncias 0,006% foram marcadas inteiramente como um tnico artefato
de vetor e em 7.323 seqiiéncias (2,59%) os trechos ndo marcados como vetor possufam
tamanhos menores do que 100 bp.

6.2.4 Deteccao de artefatos de adaptadores

Dois adaptadores foram utilizados com o vetor pSportl no projeto SUCEST: o pSporti-1
(ccacgcgtccg) e o pSportl-2 (tcgacccacgcgtccg).

Utilizando o programa swat, realizamos os alinhamentos e identificamos a ocorréncia
do adaptador pSporti-1 em 253.953 seqiiéncias (89, 78%) e do adaptador pSportl-2 em
224.579 seqiiéncias (79,40%). A média de tamanho dos artefatos foi de 10,48 4+ 1,27 bp
e 15,79 £ 0,77 bp, respectivamente. Para nenhum dos dois adaptadores nds verificamos
a ocorréncia de mais de uma regiao alinhada em uma mesma seqiiéncia.

6.2.5 Deteccao de caudas poli-A e poli-T

Artefatos poli-A foram encontrados em 52.050 seqiiéncias (18,40%) e apresentaram ta-
manho médio de 31,45 + 36,71 bp. Artefatos poli-T se mostraram um pouco menos
freqlientes, aparecendo em 49.130 seqiiéncias (17,37%) e mostrando tamanho médio de
30,61 4+ 32,80 bp.

Um total de 47 seqiiéncias (0,02%) apresentaram regides nao marcadas como poli-
A com tamanhos menores que 100 bp. Destas, apenas uma foi marcada como sendo
totalmente composta por poli-A.

No caso da cauda poli-T, nenhuma seqiiéncia foi marcada como sendo um tnico arte-
fato, mas quatro seqiiéncias (0,001%) apresentaram regioes nao marcardas como poli-T
menores do que o tamanho minimo aceitavel.

6.2.6 Deteccao de trechos de derrapagem

Os artefatos de derrapagem ocorreram em 6.045 seqiiéncias (2,14%). Um total de 6.986
artefatos apresentaram tamanho médio de 196, 35 4+ 139, 19 bp.

Se considerdssemos apenas a remogao de derrapagem, apenas 293 seqiiéncias (0, 10%)
seriam descartadas por possuirem regioes nao marcadas como artefatos com tamanhos
menores do que 100 bp. Dentre estas, apenas uma foi marcada como sendo inteiramente
formada por derrapagem.
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6.2.7 Identificagcao do inserto e remocao de seqiiéncias curtas

Finalmente, a ultima etapa tratou de agrupar todos os artefatos das etapas anteriores
para produzir o conjunto final de seqiiéncias de boa qualidade. A Tabela 6.1 resume o
resultado de todas as etapas anteriores ao mostrar a quantidade e o tamanho médio dos
artefatos encontrados.

Apds a combinacao de todos os artefatos e descarte das seqiiéncias com tamanho menor
do que 100 bp, restaram 253.848 seqiiéncias (87,03% do conjunto inicial de 291.689 ESTs)
com tamanho médio de 472,05 £ 121,68 bp e qualidade média 33,25 £ 14, 78.

Em seu trabalho, Telles e da Silva produziram, apds a execucao de seu conjunto de
procedimentos, 237.954 seqiiéncias de boa qualidade (81,56%). Estas seqiiéncias apresen-
taram tamanho médio de 641,57 + 139,79 bp e qualidade média 27, 74 4 14, 30.

Como podemos ver, o nosso conjunto de procedimentos descarta um nimero menor de
sequéncias. Além disso, as seqiiéncias processadas segundo nossos métodos apresentam,
em média, tamanhos menores e qualidades maiores que as apresentadas pelas seqiiéncias
processadas pelos métodos utilizados no projeto SUCEST.

Artefato Nimero de artefatos | Tamanho médio
Ribossomal 8.843 -

Baixa qualidade 5’ 280.471 | 48,71+ 109,29
Baixa qualidade 3' 279.508 | 288,84 4+ 223,25
Vetor pSportl 250.705 | 76,49 £ 108,15
Adaptador pSport1-1 253.953 10,48 £ 1,27
Adaptador pSport1-2 224.579 15,79+ 0,77
Poli-A 52.050 31,45 £ 36,71
Poli-T 49.130 30,61 £ 32,80
Derrapagem 6.986 | 196,35 £ 139,19

Tabela 6.1: Quantidade e tamanho médio dos artefatos conforme o seus tipos. O tamanho
médio do artefato ribossomal nao foi calculado porque o método nao delimita inicio e fim
do artefato, mas apenas marca a seqiiéncia para descarte.

6.3 Clusterizacao das seqiiéncias processadas

Para avaliar o efeito das diferencas observadas entre os resultados de nossos métodos e
os dos métodos utilizados no projeto da cana-de-acticar, realizamos a clusterizacao das
seqiiéncias processadas pelo nosso conjunto de procedimentos para comparacao com o
clustering oficial do projeto SUCEST.
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A clusterizacao, assim como no projeto da cana-de-actucar, foi feita com o programa
CAP3 utilizando seu parametros padroes.

Para realizar este procedimento nés tinhamos a disposicao uma maquina com dois
processadores INTEL Xeon 3,2GHz, 4GB DDR ECC e quatro discos 320 ULTRA SCSI
133GB e sistema operacional Fedora Core 4. No entanto, apesar de possuir 4GB de
memoéria, o sistema operacional Fedora Core 4 é capaz de enderecar no maximo 2 GB por
processo e, por isso, nao conseguimos executar o CAP3 utilizando o conjunto completo
de seqiiéncias.

Assim, foi necessario a realizacao do processamento de um conjunto menor de dados.
Antes de realizar a selecao nds verificamos que as seqiiéncias do projeto SUCEST tiveram
origem em 26 bibliotecas diferentes [113]. Estas bibliotecas agrupavam clones produzidos
a partir de tecidos e variedades diferentes de cana-de-agucar.

A selecao de um conjunto menor de seqiiéncias deveria, idealmente, manter proporgoes
de seqiiéncias de cada biblioteca semelhante as observadas no conjunto original.

Para atingir este objetivo, construimos o novo conjunto de dados de acordo com o
seguinte procedimento: noés realizamos a ordenacao dos nomes de todas as seqiiéncias em
ordem alfabética e selecionamos todas as seqiiéncias que estavam em posi¢oes impares.
Dessa maneira, selecionamos, aproximadamente, metade das seqiiéncias de cada biblioteca
produzida no projeto.

Este novo conjunto continha 145.845 seqiiéncias com tamanho médio de 834,64 +
182,86 bp e qualidade média 23,07 + 14, 98.

Apoés o processamento destas sequiéncias pelos nossos métodos, o conjunto foi reduzido
a 126.988 seqiiéncias de boa qualidade (87,07%) com tamanho médio de 473,32+ 121, 66
bp e qualidade média 33,25 4 14, 78. J4 o conjunto processado pelos métodos de Telles e
da Silva ficou com 118.991 seqiiéncias (81,59%) com tamanho médio de 643,82 + 141, 32
e qualidade média 27,69 £ 14, 30. Estes dados estao todos agrupados na Tabela 6.2.

Seqiiéncias | Tamanho médio | Qualidade Média
Seqiiéncias selecionadas 145.845 | 834.64 + 182.86 23,07 £ 14,98
Processadas pelo método SUCEST 118.991 | 643,82 £ 141, 32 27,69 £+ 14, 30
Processadas pelo nosso método 126.988 | 473,32 + 121,66 33,25+ 14,78

Tabela 6.2: Numero de seqiiéncias, tamanho médio das seqiiéncias e qualidade médias
das seqiiéncias encontradas no conjunto de seqiiéncias selecionadas (formado por apro-
ximadamente metade da seqiiéncias do projeto SUCEST) e nos conjuntos produzidos
pelo processamento das seqiiéncias selecionadas pelos métodos de detecgao e remocao de
artefatos empregados no SUCEST e pelos métodos desenvolvidos neste trabalho.
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O clustering produzido com as sequiéncias analisadas pelos métodos do projeto SU-
CEST, gerou um total de 36.596 clusters divididos em 20.202 singletons (clusters de
tamanho 1) e 16.394 contigs (clusters de tamanho maior do que 1). Os tamanhos médios
apresentados pelos singletons e pelos contigs foram de 635,19 4+ 157,27 e 921,52 426, 17
bp, respectivamente. Para facilitar a andlise, chamaremos este clustering de TS.

O clustering produzido com o conjunto de seqiiéncias processadas pelos nossos métodos
(clustering BD) gerou 39.965 clusters divididos em 22.479 singletons e 17.486 contigs. Os
tamanhos médios apresentados pelos singletons e pelos contigs foram de 437,48 + 143,11
e 840,30 £ 398, 91 bp, respectivamente.

A partir da comparacao dos conjuntos de clusters dos dois clusterings, observamos
que 16.543 singletons e 9.280 contigs apareceram em ambos com a mesma composicao de
seqiencias. No clustering TS, estes singletons apresentaram tamanho médio de 632,55 +
156,43 bp, enquanto no clustering BD, eles apresentaram tamanho médio de 465,70 +
125,05 bp. Os contigs comuns aos dois clusterings apresentaram tamanho médio de
804,69 + 322,75 e 780,92 + 325, 71, respectivamente nos clusterings TS e BD.

Como podemos observar nos niimeros acima, os tamanhos médios dos singletons e dos
contigs do clustering BD sao menores do que os do clustering TS. Este resultado é reflexo
dos menores tamanhos médios apresentados pelas seqiiéncias processadas pelos nossos
métodos.

6.3.1 Avaliacao dos clusterings

Para avaliar os clusterings e, conseqiientemente, avaliar os conjuntos de métodos de
deteccao e remocao de artefatos, realizamos um processamento para extrair dados de
consisténcia externa, consisténcia interna, redundancia, nimero de clusters full-length,

numero de SNPs e numero de INDELs.

Consisténcia externa

Ao avaliar a consisténcia externa de um clustering, nés procuramos observar a ocorréncia
de erros de clusterizagao em que seqiiéncias, provenientes de um mesmo gene, sao agru-
padas em clusters diferentes.

Para realizar esta avaliacao, realizamos o BLAST da seqiiéncia consenso de cada clus-
ter contra todas as seqiiéncias consensos dos outros clusters do mesmo clustering. Feito
isso, nds analisamos os hits encontrados e procuramos por aqueles que apresentassem so-
breposicoes de pelo menos 200 bases e que nao se situassem a mais de 10 das extremidades
das sequiéncias. Além disso, a sobreposicao deveria apresentar identidade minima de 75%.

O numero de sobreposigdes encontrado foi entao dividido por n(n — 1)/2, que é o
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Figura 6.1: Distribuicao das sobreposigoes encontradas no BLAST de “todos contra to-
dos” clusters dos clusterings TS e BD. As sobreposi¢oes deveriam ter tamanho minimo
de 200 bases e estar localizadas no maximo a 10 bases de uma das extremidades das
seqiiéncias. O grafico mostra, para cada um dos clusterings, a distribuicao das sobre-
posicoes encontradas em funcao da identidade apresentada na sobreposicao. O valor no
eixo y indica a porcentagem de sobreposicoes encontradas dentro do nimero maximo
nimero de sobreposi¢oes possiveis (n(n — 1)/2, onde n é o nimero de clusters).

nimero de maximo de sobreposicoes para n clusters. Esta divisao é feita para que tenha-
mos a porcentagem das possiveis sobreposigdes que realmente ocorreram.

O clustering TS apresentou um total de 1.098 sobreposicoes, ou seja, 1,64 x 107*%
das possiveis sobreposicoes. J& o clustering BD produziu 1.269 sobreposicoes, equivalente
a 1,59 x 1074% das possiveis sobreposicoes.

A partir das sobreposicoes encontradas nos construimos o grafico da Figura 6.1. Cada
ponto do gréfico é resultado da fungao f(z) = z x [n(n — 1)/2] x 100, onde x é o niimero
de sobreposicoes encontradas com % de identidade.

Observando os dados produzidos nesta anélise, verifica-se que o clustering BD apresenta
um numero de sobreposigoes ligeiramente menor do que o apresentado pelo clustering TS,
considerando o nimero total de sobreposigoes possiveis. No grafico da Figura 6.1 podemos
ver que o clustering TS apresenta um porcentual ligeiramente maior de sobreposigoes na
faixa que considera as sobreposicoes com porcentagem de identidade maiores do que 89%.
Este resultado pode indicar que os nossos métodos de deteccao e remocao de artefatos
possuem uma leve tendéncia de redugao das ocorréncias de erros de clusterings ocasionados
pela quebra de um ou mais clusters em clusters menores.
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Consisténcia interna

A avaliacao de consisténcia interna tem o objetivo de analisar a ocorréncia de erros de clus-
terizacao que promovem a uniao, em um mesmo clusters, de seqiiéncias que, na realidade,
deveriam estar separadas.

Para realizar esta andlise, nos levantamos dados sobre a discrepancia existente entre
as bases das seqiiéncias que compoem o cluster e as bases da seqiiéncia consenso. Note
que apenas clusters com tamanhos maiores ou iguais a 2 sao analisados.

Consideramos uma base discrepante quando a sua probabilidade de erro é menor do
que 2% e ela difere da base escolhida para o consenso do cluster. A partir desta definicao,
fizemos duas analises.

A primeira andlise, semelhante a realizada por Telles e da Silva, verificou a distribuicao
das seqiiéncias que compoem os clusters conforme a porcentagem de bases discrepantes
existentes dentro delas. A porcentagem foi calculada através da razao da soma do ntimero
de bases discrepantes, existentes dentro do cluster, pelo nimero total de bases (soma dos
tamanhos de todas as seqiiéncias que participam do cluster).

A segunda anélise verificou a distribuicao dos clusters conforme o niimero de posicoes
do consenso que possuiam pelo menos uma base discrepante no alinhamento. Para calculo
desse numero, cada coluna do alinhamento de um cluster era analisada em busca de, pelo
menos, uma base discrepante, caso em que o contador de posi¢oes discrepantes do cluster
era incrementado.

As duas andlises foram feitas utilizando os valores de probabilidade de erro menores
ou iguais a 2%, 10% e 100% (qualidades maiores ou iguais a 17, 10 e 0).

Os graficos exibidos na Figura 6.2 foram construidos com os dados da primeira analise.
Eles mostram como as seqiiéncias que compoem os clusters se distribuem conforme o valor
de porcentagem de posicoes discrepantes que elas possuem.

Os dados da segunda analise geraram os graficos exibidos na Figura 6.3. Estes graficos
mostram a distribuicao de clusters em funcao do ntmero de posicoes discrepantes no
alinhamento.

Analisando os gréficos das duas figuras (6.2 e 6.3), podemos observar que quando
utilizamos um valor de qualidade maior (17) os dois clusterings possuem comportamento
similar, sendo que o clustering BD apresenta inconsisténcia interna levemente maior. No
entanto, quando diminuimos o valor da qualidade a ser considerada para a analise de
consisténcia, o quadro se inverte. Essa diferenca ocorre devido a menor média de qualidade
das seqiiéncias produzidas pelo processo de deteccao e remocao de artefatos utilizado no
projeto SUCEST.
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Figura 6.2: Distribuicao das seqiiéncias que participaram da montagem de clusters em
funcao da porcentagem de discrepancia encontradas nas seqiiéncias. Para cada cluster
com tamanho maior ou igual a 2, verificou-se, em cada seqiiéncia, a porcentagem de bases
com qualidades maiores ou iguais a 17, 10 e 0 (probabilidades de erros menores ou iguais
a 2%, 10% e 100%) que diferiam da base escolhida para o consenso.
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Figura 6.3: Distribuicao dos clusters em fun¢ao do nimero de posicoes discrepantes en-
contradas no alinhamento de suas seqiiéncias. Para cada clusters com tamanho maior ou
igual a 2, verificou-se o nimero de posi¢oes no alinhamento que possuiam pelo menos uma
base com qualidade maior ou igual a 17, 10 e 0 (probabilidade de erro menor ou igual a
2%, 10% e 100%) que diferiam da base escolhida para o consenso.
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Redundancia

Outra maneira de avaliar a qualidade da clusterizacao é verificar a redundancia existente
entre seus clusters. Um clustering com redundancia muito alta pode indicar que o processo
de clusterizagao separou clusters, que na realidade deviam estar juntos, possivelmente,
influenciado pelo conjunto de seqiiéncias.

A avaliagdo da redundancia de cada clustering foi feita com um conjunto formado
por todas as seqiiéncias dos singletons e dos consensos dos contigs do clustering. Cada
seqiiéncia do conjunto foi comparada com todas as outras com utilizagao do programa
cross_match para identificacao de quais seqiiéncias seriam agrupadas formando “contigs”
e quais permaneceriam sozinhas formando “singletons”. Quanto maior o niimero de “con-
tigs”, maior a redundancia apresentada pelo clustering.

O cross_match foi executado de duas maneiras diferentes. A primeira é similar a
realizada no trabalho de andlise dos dados produzidos pelo projeto SUCEST [112] onde o
programa é executado com os parametros —-penalty —10, -minmatch 32 e -minscore 77.
Todo par de seqiiéncias que foi apontado pelo cross_match foi considerado na formagao
dos “contigs”, independentemente do tamanho do alinhamento.

A segunda maneira foi a execugao do programa cross_match com os parametros padroes
e realizacao da filtragem dos resultados produzidos por ele. Os pares de seqiiéncias en-
contrados s6 foram considerados para agrupamento em “contigs” quando possuiam ali-
nhamento com pelo menos 98% de identidade ao longo de no minimo 100 bases.

Segundo a maneira utilizada no trabalho de andlise dos dados do SUCEST, o cluste-
ring TS apresentou uma redundancia de 18,56% (25.902 “singletons” e 3.903 “contigs”)
enquanto o clustering BD mostrou uma redundancia de 14,51% (30.749 “singletons” e
3.417 “contigs”).

De acordo com a segunda maneira, a redundancia apresentada foi de 6,10% (32.818
“singletons” e 1.547 “contigs”) para o clustering TS e 5,97% (35.989 “singletons” e 1.592
“contigs”) para o clustering BD.

As redundancias apresentadas por ambos os métodos executados indicam que o clus-
tering TS possui redundancia maior do que a apresentada pelo clustering BD, mesmo
possuindo um menor nimero de seqiiéncias formando os clusters. Isto pode evidenciar
que o clustering TS pode ter mais erros de clusterizacao causados pela menor qualidade
média das seqiiéncias.

Clusters full-length

Para avaliar o nimero de clusters full-length apresentado por cada um dos clusterings,
noés executamos o BLAST das seqiiéncia dos singletons e dos consensos dos clusters contra
o banco nr.
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Para definir um cluster como sendo full-length, utilizamos o mesmo critério utilizado
no trabalho de andlise dos dados do SUCEST [112]. Um cluster é considerado full-length
quando o seu melhor hit apresenta e-value menor ou igual a 10~%° e alinhamento com
inicio nas 15 primeiras posicoes da seqiiéncia subject.

O BLAST contra o banco nr apontou um total de 4.941 (13,50%) clusters full-length
para o clustering TS e 4.408 (11,03%) para o clustering BD.

Decompondo os resultados, temos que dos 4.941 hits full-length obtidos pelo clustering
TS, 3.702 foram encontrados nos contigs e 1.239 nos singletons. Ja no caso do clustering
BD, foram 3.602 hits encontrados nos contigs e 882 nos singletons.

O menor tamanho das seqiiéncias processadas pelos nossos métodos de deteccao e
remocao de artefatos resultou na diminuicao do tamanho médio dos singletons e das
seqiiéncias consensos. Como conseqiiéncia, observou-se uma reducao do nimero de hits
full-length encontrados através do BLAST das seqiiéncias dos clusters contra o banco nr.

Contagem de SNP e INDEL

O critério para contagem de SNPs e INDELs também foi extraido do trabalho de anélise
dos dados da cana-de-acucar.

Um candidato a SNP era identificado nas colunas do alinhamento, do consenso com
as seqliéncias que compoem o contig, que possuissem pelo menos duas bases ideénticas
com qualidades maiores ou iguais a 20 e diferentes da base do consenso. Apenas contigs
formados por quatro ou mais seqiiéncias foram considerados (7.515 para o clustering TS
e 7.867 para o clustering BD).

Feita a identificacao dos candidatos, um processamento foi realizado de modo a impedir
a detecgdo de mais de um SNP dentro de uma janela de 5 bases com alinhamento de
qualidade maior ou igual a 20.

A identificacao dos eventos de INDELs também foi feita a partir da andlise do ali-
nhamento do consenso com as seqiiéncias que compunham o cluster. Os INDELs foram
detectados como séries de posicoes adjacentes de alinhamentos que possuissem, entre as
seqiiéncias participantes, pelo menos duas que estivessem marcadas com gap ao invés de
uma base. Além disso, as qualidades das bases das outras seqiiéncias, na mesma posi¢ao
do alinhamento, deveriam ser maiores ou iguais a 20.

O clustering TS apresentou 22.840 SNPs e 1.550 INDELS, enquanto o nosso apresentou
23.901 SNPs e 2.292 INDELs. Os graficos das Figuras 6.4 e 6.5 mostram a distribuicao
de contigs por nimero de SNPs ou INDELS encontrados. As taxas de SNP /contig obtida
pelos dois clustering foram idénticas: 3,04 SNP/contig. As taxas de INDEL/contig apre-
sentaram diferengas: 0,21 INDEL/contig para o clustering TS e 0,28 INDEL/contig para
o clustering BD (um aumento de 33,33%).
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Figura 6.4: Distribuicao dos contigs em funcao do ntimero de SNPs encontrados neles
(apenas contigs formados por quatro ou mais seqiiéncias foram considerados). Um SNP
foi anotado para toda posicao de alinhamento de seqiiéncia do contig que tivesse pelo
menos duas bases com qualidades maiores ou iguais a 20 que diferiam da base do consenso.
Os numero de seqiiéncias alinhadas na posicao deveria ser maior ou igual a 4. Nao sao
permitidos mais de um SNP dentro de uma janela de 5 bases.
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Figura 6.5: Distribui¢ao dos contigs em funcao do niimero de INDELS encontrados neles
(apenas contigs formados por quatro ou mais seqiiéncias foram considerados). Os INDELSs
foram detectados como séries de posicoes adjacentes de alinhamentos que possuissem,
entre as seqiiéncias participantes, pelo menos duas que estivessem marcadas com gap ao
invés de uma base. Além disso, as qualidades das bases das outras seqiiéncias, na mesma
posicao do alinhamento, deveriam ser maiores ou iguais a 20.
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Realizamos também a andlise de SNPs e INDELs apenas nos contigs que apresenta-
ram composicoes de seqiiéncias preservadas nos dois clusterings. No total, 3.108 contigs
com quatro ou mais seqliéncias participantes foram analisados em cada clustering. Es-
tes contigs apresentaram tamanhos médios de 1.048, 56 + 398,25 bp, no clustering TS, e
1.026, 77 + 401,92, no clustering BD.

Os numeros totais de SNPs, encontrados nos clusterings TS e BD, foram de 5.840
(1,88 SNP/contig) e 5.371 (1,73 SNP/contig), respectivamente. A Tabela 6.3 mostra as
distribuicoes de contigs (quantidade e porcentagem) conforme o nimero de SNPs contidos
neles para os clusterings TS e BD. Os numeros de INDELs encontrados foram de 447 (0, 14
INDEL/contig) para o clustering TS e 498 (0,16 INDEL/contig) para o clustering BD.
A distribuicao dos contigs (quantidade e porcentagem) conforme o nimero de INDELSs
contidos neles pode ser vista na Tabela 6.4.

Quando observamos os dados dos contigs de mesma composicao de seqiiéncias nos dois
clusterings, podemos ver que no clustering BD a taxa de SNP/contig tende a ser menor
que no clustering TS. A taxa de INDEL /contig, por sua vez, possui tendéncia contraria.
Uma possivel causa para este fenomeno pode estar relacionada com a maior qualidade
média e com o menor tamanho médio das seqiiencias. Um programa de clusterizacao
como o CAP3, por exemplo, tende a evitar o alinhamento de duas bases de alta qualidade
e nucleotideos diferentes. Este tipo de alinhamento ocorre somente quando existe uma
cobertura de seqiiéncias, na regiao em torno da posicao, suficientemente grande para que
o clusterizador considere a uniao das duas bases como sendo uma possibilidade valida.
No caso de nossas seqiiéncias, acreditamos que o tamanho menor diminui a chance de
uma posicao ser coberta por varias seqiiéncias e que a alta qualidade impede que bases
diferentes sejam alinhadas resultando, assim, em um nimero maior de ocorréncias de
INDELSs e um ntimero menor de ocorréncias de SNPs.

6.3.2 Conclusao

Os resultados das andlises nos mostram que o nosso método de detecgao e remocao de
artefatos apresenta vantagens quando comparado com o método utilizado no projeto SU-
CEST.

O clustering construido com as seqiiéncias processadas pelo nosso método apresenta
menos erros de consisténcia interna e externa. Além disso, os clusters montados parecem
ser melhores devido a menor redundancia apresentada entre eles.

Contudo, os clusters possuem consensos de tamanhos menores, o que reduz o niimero
de hits full-length. Isso pode gerar a necessidade de um aumento no ntmero de ESTs
seqiienciados. Outra alternativa interessante para aumentar o nimero de clusters full-
length é combinar o seqiienciamento de ESTs com a técnica ORESTES [22].
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Ndmero Contigs Clustering TS Contigs Clustering BD

de SNPs | Quantidade | Porcentagem | Quantidade | Porcentagem
1 472 15,19% 430 13,84%
2 310 9,97% 281 9,04%
3 153 4,92% 162 5,21%
4 135 4,34% 141 4,54%
5 86 2,77% 84 2,70%
6 81 2,61% 71 2,28%
7 o1 1,64% 47 1,51%
8 35 1,13% 34 1,09%
9 27 0,89% 27 0,87%
10 18 0,58% 24 0,77%
11 11 0,35% 9 0,29%
12 13 0,42% 12 0,39%
13 7 0,23% 7 0,23%
14 ) 0,16% 4 0,13%
15 10 0,32% 8 0,26%
16 6 0,19% 3 0,10%
17 ) 0,16% ) 0,16%
18 3 0,10% 4 0,13%
19 ) 0,16% 0 0,00%
20 1 0,03% 4 0,13%
21 3 0,10% 1 0,03%
22 2 0,06% 2 0,06%
23 3 0,10% 1 0,03%
24 2 0,06% 1 0,03%
26 8 0,26% ) 0,16%
27 0 0,00% 2 0,06%
29 1 0,03% 0 0,00%
30 1 0,03% 0 0,00%
31 1 0,03% 1 0,03%
32 1 0,03% 1 0,03%
33 3 0,10% 1 0,03%
34 1 0,03% 2 0,06%
35 1 0,03% 1 0,03%
36 1 0,03% 2 0,06%
37 0 0,00% 1 0,03%
38 1 0,03% 0 0,00%
39 1 0,03% 0 0,00%

Tabela 6.3: Distribui¢ao dos contigs dos clusterings TS e BD conforme o niimero de SNPs
contidos neles. Foram analisados 3.108 contigs que apareceram com mesma lista de
seqiiéncias nos dois clusterings e eram compostos por quatro ou mais ESTSs.
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Nimero Clustering TS Clustering BD
de Contigs Contigs

INDELs | Quantidade | Porcentagem | Quantidade | Porcentagem
1 226 7,27% 256 8,24%
2 %) 1,77% 57 1,83%
3 23 0,74% 19 0,61%
4 ) 0,16% 11 0,35%
5 3 0,10% 3 0,10%
6 0 0,00% 2 0,06%
7 1 0,03% 0 0,00%
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Tabela 6.4: Distribuicao dos contigs dos clusterings TS e BD conforme o nimero de INDELs
contidos neles. Um total de 3.108 contigs, compostos por quatro ou mais seqiiéncias e
que apresentaram mesma lista de seqiiéncias participantes nos dois clusterings, foram

analisados.

O efeito da diminuicao do tamanho das seqiiéncias foi causado principalmente pela
etapa de deteccao e remocao de baixa qualidade, muito mais exigente que a utilizada no
método de Telles e da Silva. Isso levanta a possibilidade da realizacao de uma analise
futura para verificacao do efeito da variagao do nivel de exigéncia, quanto a qualidade das
bases no processo de remocao de baixa qualidade, sob os resultado final do procedimento

de deteccao e remocao de artefatos.
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Capitulo 7

Conclusoes e Trabalhos Futuros

Motivados pela importancia que a deteccao e remocao de artefatos possui na analise de
seqiiéncias ESTs, trabalhamos ao longo da dissertacao com o objetivo de construir um
conjunto eficiente de procedimentos de deteccao e remocao de artefatos.

Este conjunto baseou-se em uma nova estratégia, apresentada no Capitulo 3, que
determina a identificacao dos artefatos em etapas independentes. A independéncia das
etapas visa a diminuicao da freqiiéncia de falsos negativos que podem ocorrer quando
etapas dependem dos resultados de outras.

O conjunto de procedimentos foi criado a partir da simplificacao de varias etapas do
conjunto utilizado no projeto SUCEST. Apesar de serem mais simples, as etapas foram
capazes de encontrar todos os tipos de artefatos nos testes realizados com seqiiéncias
obtidas do projeto Cattle EST. A andlise da nova estratégia mostrou que ela possui bons
resultados pois, foi capaz de remover corretamente artefatos que seriam perdidos por
métodos que exigissem dependéncia entre etapas.

No Capitulo 4 realizamos um estudo aprofundado sobre artefatos de derrapagem.
Propomos trés novos algoritmos: Média Aritmética, Média Geométrica e Cobertura por
Ecos. Os trés algoritmos trabalham de forma a avaliar a ocorréncia de grupos ecoados
dentro de uma determinada regiao da seqiiencia. Noés estudamos duas possibilidades de
construcao destas regioes: sufixos ou subseqiiéncias.

As anélises dos testes feitos com as seqiiéncias do projeto SUCEST nos permitiram
concluir que o algoritmo de Cobertura por Ecos trabalhando em busca de subseqiiéncias
é o que apresenta melhores resultados.

Concluido o estudo sobre artefatos de derrapagem, nés iniciamos o estudo sobre ar-
tefatos de baixa qualidade. Este estudo, que é apresentado no Capitulo 5, analisou duas
variagoes principais de algoritmos: Janela Deslizante e Subseqiiéncia Maxima. Estas duas
opcoes foram testadas a partir da variacao dos valores de seus parametros. Além de variar
os parametros, nés implementamos extensoes dos algorimos para deteccao de “ilhas” de
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baixa qualidade existente dentro das seqiiéncias.

A partir da avaliacao da qualidade média das seqiiéncias e da preservacao de hits de
BLAST nés decidimos optar pelo algoritmo de Subseqiiéncia Méxima com a extensao
para deteccao de ilhas de baixa qualidade.

Finalmente, no Capitulo 6 agrupamos todo o estudo realizado nos capitulos anteriores
e implementamos um conjunto completo de procedimentos de deteccao e remocao de arte-
fatos. Este conjunto foi testado com as seqiiéncias do projeto SUCEST e seus resultados
comparados com os do conjunto utilizado no projeto e desenvolvido por Telles e da Silva.

Os testes mostraram que o conjunto produz seqiiéncias que promovem a criacao de
clusterings com melhores consisténcias externas e internas e menor redundancia. Contudo,
devido a maior exigéncia de qualidade, as sequiéncias possuem menores tamanhos médios,
o que gera a redugao do numero de clusters full-length.

Assim, o nosso conjunto € indicado para projetos que exigem clusterings mais confiaveis
quanto as consisténcias externas e internas. Para o aumento da obtencao de clusters full-
length, o nosso método, como proposto, exige o seqiienciamento de um numero maior de
ESTs. Contudo, alguns parametros de qualidade podem ser levemente relaxados para per-
mitir o aumento do tamanho médio das seqiiéncias. Outra alternativa ¢ a complementacao
do seqiienciamento de ESTs com a utilizacao da técnica ORESTES.

As principais contribui¢oes desta dissertacao sao:

e Desenvolvimento e validagao de uma nova estratégia de detecgao de artefatos;

e Proposta e avaliacao de novos algoritmos para deteccao de artefatos de derrapagem
e determinacao do método mais adequado;

e Estudo aprofundado sobre a remocao de artefatos de baixa qualidade que determinou
a escolha de um algoritmo e de valores de parametros adequados a esta finalidade;

e (Criacao e validacao de um conjunto completo de procedimentos para deteccao e
remocao de artefatos baseados nos resultados obtidos ao longo do desenvolvimento
da dissertagao.

O trabalho produzido durante a escrita desta dissertacao possui varias possibilidades
para futuras extensoes. Por exemplo, nds estudamos profundamente apenas dois tipos
de artefatos. Contudo, isso nao significa que as etapas de deteccao e remogao estudadas
sejam perfeitas. Avaliacbes mais detalhadas de cada uma delas sdo pontos importantes
para a evolucao do conjunto de procedimentos.

O estudo de derrapagem fixou o valor do parametro minimum number of echoes em 8
e nao realizou uma andlise mais detalhada do parametro minimum echo_size. A variacao
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destes parametros pode ser interessante para a descoberta de uma configuracao mais
eficiente ou, até mesmo, para a escolha de um algoritmo diferente do Cobertura por Ecos.

Apesar de nosso método de detecgao de baixa qualidade ser um pouco menos exigente,
em relacao as qualidades das bases, que o programa LUCY, ele é muito mais exigente
que o algoritmo de janela deslizante utilizado no projeto SUCEST. Esta maior exigéncia
estd ligado as imposigoes que noés fizemos em relagao as probabilidades de erro méaximas
permitidas nas seqiiéncias. Como nés observamos nos resultados, a maior qualidade média
das seqiiéncias resulta em menor tamanho médio. Um trabalho interessante seria analisar
o efeito da variacao da exigéncia de qualidade sobre o clustering produzido. Este estudo
possivelmente mostrara um ponto de equilibrio entre qualidade, consisténcia e niimero de
clusters full-length.

Durante os testes, nés utilizamos seqiiéncias de boi e de cana-de-actucar. No entanto,
realizacao de testes com seqiiéncias de outros organismos serveriam para confirmar a
eficiencia do método ou detectar situacoes em que ocorrem falhas.

Finalmente, durante a analise dos clusterings, identificamos que os algoritmos de
clusterizacao utilizados apresentavam problemas para agrupar determinados tipos de
seqliéncias como, por exemplo, as oriundas de genes polimérficos.

Genes polimérficos produzem sequiéncias de bases que possuem diferengas de uma ou
mais bases. Em diversos casos, as seqiiencias possuem repeticoes formadas por nimeros
diferentes de copias de pequenos trechos e, devido a esta caracteristica, elas sao freqiien-
temente separadas em clusters diferentes. Seria interessante que o algoritmo de cluste-
rizacao fosse capaz de agrupar as sequéncias de genes polimérficos em um mesmo cluster,
indicando inclusive a ocorréncia de polimorfismo no cluster, para facilitar a andlise dos
dados.

Outro problema é tratamento de seqiiéncias quiméricas. Estas seqiiéncias, formadas
por trechos de diferentes genes fazem com que o clusterizador agrupe, em um mesmo
cluster, seqiiéncias provenientes de dois genes. Assim, uma extensao interessante aos al-
goritmos de clusterizacao, seria a capacidade de deteccao de tais ocorréncias para descarte
das quimeras e construgao de melhores clusters.



130 Capitulo 7. Conclusoes e Trabalhos Futuros



Apeéendice A
Revisao Bibliografica

Nesta revisao bibliografica iremos extrair os objetivos de cada artigo e citar os principais
topicos de interesse para o nosso trabalho. A escolha dos textos foi feita de modo que
eles englobassem diversos aspectos relacionados, direta ou indiretamente, ao nosso estudo,
visando, assim, a aquisicao de um conhecimento mais amplo sobre o contexto da pesquisa
e sobre as solucoes existentes para os problemas ligados ao processamento de seqiiéncias
genomicas.

A.1 Trimming and clustering sugarcane ESTs [104]

O procedimento de clustering adotado inicialmente pelo projeto SUCEST apresentava
diversos problemas como, por exemplo, o niimero excessivo de clusters e a presenca de
seqiiéncias provenientes de RNA ribossomal. Isto fez com que o procedimento de clustering
fosse refeito, assim como o procedimento de trimagem. O objetivo deste artigo é descrever
as novas estratégias de trimagem e clustering adotados no projeto.

O projeto Surgacane EST project (SUCEST) produziu 291.689 ESTs. Para a anélise
desta grande quantidade de seqiiéncias o processo de clusterizacao foi importante para
que seqiiéncias do mesmo transcrito pudessem ser agrupadas e para que seqiiéncias repre-
sentativas de cada grupo fossem obtidas, permitindo que a redundancia das seqiiéncias
fosse avaliada durante e ao final do projeto.

Assim como em outros projetos ESTSs, o processo de seqiienciamento produziu se-
quéncias que possuiam trechos indesejados, tais como, poli-A, regides de baixa qualidade,
fragmentos de vetor e adaptadores, e derrapagem. Além disso, algumas seqiiéncias se
originaram de RNA ribossomal ou de organismos contaminantes. Trechos como esses in-
troduzem similaridade que nao possuem relevancia no processo de clusterizacao, tornando
a remogao destes essencial para a criagao de bons clusters.

A trimagem é o processo de refinamento das sequiéncias e neste projeto foi dividida
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em varias etapas. A primeira etapa executada foi a remocao das seqiiéncias provenientes
de RNA ribossomal. Isto foi feito através da comparacao das seqiiéncias contra um banco
de seqiiéncias de RNA ribossomal utilizando o programa BLAST [5]. Um e-value menor
que 10710 foi utilizado para descartar as seqiiéncias.

A segunda etapa da trimagem foi a remocao de seqiiéncia de vetores e de adaptadores.
Utilizando o programa cross_match [44], a seqliéncia era processada de modo que os
trechos similares as seqiiéncias dos vetores e adaptadores utilizados no seqiienciamento
fossem substituidos por X. Assim, analisando as regioes marcadas com X foi possivel
identificar os trechos de vetores e adaptadores e remové-los.

Durante a remocao dos trechos marcados com X, qualquer trecho de poli-A que obti-
vesse uma pontuacao de pelo menos 8 em um alinhamento com uma seqiiéncia de prova
composta apenas por adeninas e que estivesse no maximo a 10 bases de distancia de um
trecho de Xs era identificada como poly-A e removida. Trechos de poly-T também forao
procurados e removidos. O alinhamento foi feito com o programa swat [44] e o esquema
de pontuacao escolhido foi de 1 para cada coincidéncia, -2 para cada diferenca e -8 para
cada gap aberto.

O passo seguinte foi a remocao de seqiiéncias de baixa qualidade. Em cada uma das
extremidas, uma janela deslizante de 20 bases percorria a seqiiéncia em busca de um
trecho que possuisse no maximo 12 bases com qualidade abaixo de 10.

Feito isto, os trechos de derrapagem eram removidos, e a seqiiéncia analisada mais
uma vez para identificacao de poly-As e poly-Ts.

Finalmente, a contaminagao da seqiiéncia era verificada através do BLAST das se-
quéncias trimadas contra as seqiiéncias de organismos contaminantes. Uma seqiiéncia era
considerada contaminada se o BLAST indicasse uma correspondéncia de pelo menos 100
bases e uma similaridade maior que 90%.

O processo de clusterizagao foi feito com a utilizagao de programas montadores de frag-
mentos. As seqiiéncias processadas pelo método de trimagem antigo foram clusterizadas
com o programa phrap [44] utilizando os seguintes parametros (penalty —15, bandwith
14, minscore 100, shatter_greedy), produzido assim, 81.223 clusters (41.582 singletons).
As seqiiéncias processadas pelo novo método de trimagem foram clusterizadas de trés
formas diferentes. Nas duas primeiras formas o programa phrap foi utilizado com os seus
parametros padroes e com os parametros listados acima, que sao mais estritos. Na terceira
forma foi utilizado o programa CAP3 [54] com seus parametros padroes. O phrap com
parametros padroes produziu 69.381 clusters (32.202 singletons) e com os parametros mais
estritos produziu 49.706 clusters (1.535 singletons). O clustering feito com o programa
CAP3 produziu 43.141 clusters (16.838 singletons).

Para avaliar a consisténcia interna destes clusterings, os clusters com duas ou mais
sequiéncias foram analisados para a identificagao de sequiéncias discrepantes. Neste pro-
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jeto, uma base foi considerada discrepante quando discordava da base equivalente na
seqiiéncia consenso e possuia uma probabilidade menor que 2% de erro na identificacao
feita pelo programa phred. Assim, uma seqiiéncia era x% discrepante se possuia x% bases
discrepantes. A andlise mostrou que o clustering produzido com o CAP3 possuia um
numero menor de sequiiéncias discrepantes. A andlise mostrou também que entre os clus-
tering produzidos com os parametros mais estritos do phrap, o clustering que utilizou as
seqiiéncias trimadas com o novo procedimento apresentou menor discrepancia.

A avaliagao da consisténcia externa destes clusterings foi feita através do BLAST de
cada seqiiéncia consenso contra todas as outras seqiiéncias consenso do mesmo clustering.
Isso foi feito para identificar clusters que possuiam consensos que se sobrepunham em 200
bases ou mais e possuiam identidade alta (75% ou mais), indicando que poderiam ter sido
agrupados em um tnico cluster. Neste teste o clustering produzido pelo CAP3 mostrou-se
melhor devido a menor producao de clustering redundantes.

A.2 Analysis and Functional Annotation of an Ex-
pressed Sequence Tag Collection for Tropical
Crop Sugarcane [113]

Com o objetivo de aumentar o conhecimento sobre a complexidade do genoma da cana-de-
agucar, um projeto EST de larga-escala foi desenvolvido. Neste projeto, mais de 260.000
cDNA clones foram parcialmente sequenciados a partir de 26 bibliotecas diferentes. Este
trabalho faz uma apresentacao dos resultados obtidos pelo projeto através da andalise dos
clusterings produzidos.

A partir de um conjunto de bibliotecas de diferentes tecidos da cana-de-acticar, 291.689
ESTs foram produzidos. Apds o processo de trimagem, um conjunto de 237.954 seqiiéncias
contendo um minimo de 140 bases com qualidade phred maior ou igual a 20 foram se-
paradas para o processo de clusterizacao. Neste projeto nao foram separadas seqiiéncias
mitocondriais ou de cloroplastos devido a pequena quantidade de seqiiéncias deste tipo.

O processo de clusterizacao foi feito com o programa CAP3. Um total de 221.616
ESTs foram agrupadas em 26.803 clusters e 16.338 ESTs permaneceram como singletons
totalizando um conjunto de 43.141 seqiiéncias consensos.

Foram identificadas 22.378 ESTs pares (44.756 seqliéncias) representando trechos das
duas extremidades (3’ e 5’). Destes, 60% foram reunidos no mesmo clusters, enquanto
o restante nao foi agrupado provavelmente pelo fato de fazerem parte de cDNAs muito
longos.

Através do BLASTX [5] das 43.141 seqiiéncias consensos contra o banco nr de proteinas
nao-redundantes utilizando um e-value limite de 1074 foi possivel observar que mais que
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33% dos clones possuiam o inserto completo. Além disso, 65% possuiam semelhancas com
proteinas conhecidas quando se utilizou o programa TBLASTX [5] e um e-value limite de
1075,

A estimativa do nivel de redundancia destas seqiiéncias foi feita com a comparacao
de uma seqiiéncia com a outra utilizando o programa cross_match com parametros que
indicassem que duas seqiiéncias teriam origem no mesmo transcrito se elas possuissem
98% de identidade em um trecho de pelo menos 100 bases. Este procedimento mostrou
uma redundacia de aproximadamente 22%, indicando que 33.620 genes expressos foram
identificados.

Uma comparacgao entre as 43.141 seqiiéncias consensos e os genomas da Arabidopsis e
do arroz foi feita utilizando o TBLASTx com e-value limite de 107°. O resultado obtido
mostrou que 71% e 82% das seqliéncias possuem um nivel de semelhanca significante com
os genomas da Arabidopsis e do arroz, respectivamente.

A partir deste conjunto final de seqiiéncias, uma série de estudos foi conduzida para
a identificacao de polimorfismos em um determinado conjunto de genes, realizacao da
anotacao funcional dos ESTs, identificacao de dominios protéicos Pfam, identificacao de
genes expressos exclusivamente por determinados tecidos, entendimento da regulagem da
expressao génica e da tradugao de sinais e identificagao dos genes relacionados ao sistema

de defesa.

A.3 DNA sequence quality trimming and vector re-
moval [26]

Em geral, as sequiéncias de DNA provenientes das maquinas de seqlienciamento automa-
tico possuem erros de identificacao de bases, e para fazer um bom uso destas seqiiéncias
é preciso processa-las antes. Contudo, o processamento envolve a comparagao destas
seqiiéncias com outras causando, desta maneira, um dilema, pois, como dito anterior-
mente, as seqiiéncias possuem erros e nao sao confidaveis. O objetivo deste artigo é des-
crever a estratégia utilizada pelo programa LUCY, utilizado pelo TIGR (The Institute of
Genomic Research), para o tratamento deste tipo de dados.

O programa LUCY foi desenvolvido para levar em consideracao em seu processo de
limpeza das seqiiéncias os valores individuais de qualidade de cada base com o objetivo
de obter uma seqiiéncia com o melhor valor médio de qualidade. Os valores de qualidades
individuais podem ser estimados através do uso de programas de base-calling como o phred
[44] e o TraceTuner [108]. Os valores individuais de qualidade de cada base sdo geralmente
confidveis, mas uma seqiiéncia pode conter valores muito diferentes de qualidades entre
suas bases.
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O primeiro passo do software é determinar qual é a mais longa e continua regiao de
alta qualidade de uma seqiiéncia. Algumas bases dentro desta regiao podem estar erradas,
mas a maioria (97,5%) deve ter valores maiores que um valor minimo especificado pelo
usuario.

Para realizar esta operacao o programa converte os valores de qualidade para proba-
bilidade de erros segundo a formula @) = —10 x log,,(probabilidade de erro). Os valores
de erros serao usados para calcular os valores médios de probabilidade de erro dentro de
janelas de diversos tamanhos que correm ao longo da seqiiéncia.

Como o inicio e o final da seqiiéncia sao em geral de baixa qualidade, o programa age
de forma a identificar estes trechos primeiro. A partir da ponta esquerda da seqiiéncia
uma janela de tamanho 10 percorrerd a seqiiéncia até encontrar um trecho que tenha
uma probabilidade de erro menor ou igual a 2%. O mesmo serd feito na ponta direita
da seqiiéncia. Estes trechos identificados sao removidos e o restante passara pelas outras
etapas do processo. Se a seqiiéncia inteira nao passar no teste, ela sera inteiramente
descartada.

A seguir, o programa opera de modo a identificar os trechos que possuem taxas de erros
altas eliminando-os. Nesta etapa, duas janelas sao utilizadas. A primeira tem tamanho
50 e um valor limite de probabilidade de erro igual a 8%. A segunda tem tamanho 10
e um valor limite de probabilidade de erro igual a 30%. A primeira elimina os trechos
grandes de baixa qualidade, enquanto a segunda elimina os trechos pequenos que nao sao
removidos pela primeira.

A primeira janela percorre a seqiiéncia resultante do primeiro passo de limpeza. A
partir do inicio desta seqiiéncia, o programa calcula para a janela o valor médio de proba-
bilidade de erro. Se o valor estiver dentro do limite, a janela serd adicionada a seqiiéncia
candidata. Esta seqiiéncia continuara crescendo enquanto existirem janelas consecutivas
com valores médios dentro do limite. Se o valor estiver fora do limite, a seqiiéncia can-
didata sera terminada e separada para o proximo passo. A janela continuard a percorrer
o resto da seqiiéncia até o final. Caso uma nova janela apresente valor dentro do limite,
uma nova sequiéncia candidata sera iniciada.

Cada sequéncia candidata serd percorrida pela segunda janela seguindo o mesmo
critério. Ap0s este processo, todas as seqiiéncias candidatas com tamanho menor que
o minimo (100) serdao descartadas. Dentre as seqiiéncias restantes, aquela que tiver um
uma probabilidade de erro geral menor ou igual que 2,5% e probabilidades de erros nas
extremidades menor que 2% serd a seqiiéncia final. A probabilidade de erros nas extremi-
dades ¢ avaliada com as duas ultimas bases de cada ponta. No caso raro de mais de uma
seqiiéncia atender ao critério, a maior sera mantida.

Apoés este processo de trimagem de qualidade o programa, opcionalmente, faz a ex-
tensao da seqiiéncia consenso. Para isso, ele precisa de uma segunda seqiiéncia obtida
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para o mesmo cromatograma por um programa que utiliza um algoritmo diferente de
base-calling. O programa considera que se algoritmos diferentes de base-calling concor-
dam com a determinacao de uma base, esta base deve estar correta, mesmo que o valor
de qualidade seja baixo. Desta maneira, utiliza-se os dados de qualidade do segundo al-
goritmo para tentar extender a regiao de alta qualidade através de um alinhamento entre
as duas sequiéncias.

Note que os algoritmos de base-calling devem ser diferentes, pois algoritmos iguais ou
muito semelhantes irao fornecer seqiiéncias semelhantes. Isso acaba por reforgar trechos
de baixa qualidade fazendo com que eles sejam incluidos na seqiiéncia final diminuindo
portanto a qualidade da trimagem.

Como as seqiiéncias sao muito semelhantes em suas regioes de alta qualidade, ao invés
de executar um programa baseado em programacao dinamica que consome muito tempo,
LUCY utiliza um mecanismo mais rapido. A primeira seqiiéncia é dividida em pequenos
trechos de tamanho 16. Os trechos sao ordenados e os que forem repetidos sao removidos
do conjunto. Cada trecho possui um indice que indica a posigao na seqiiéncia. A segunda
seqiiéncia é sequiencialmente dividida em trechos de 16 bases e cada trecho é procurado no
conjunto da primeira. Se o trecho é encontrado os indices sao comparados e a diferenca
entre eles é salva em um conjunto associada a um contador. Se um valor de diferenca
ja existe no conjunto o contador associado é incrementado. No final do processo, o valor
que tiver o maior nimero de coincidéncias indicard o deslocamento relativo entre as duas
seqiiéncias.

Com a posicao relativa conhecida o alinhamento entre as regides de melhor quali-
dade pode ser facilmente encontrado. Para as regioes de menor qualidade o programa
realiza um procedimento de busca em profundidade para localizar as regioes de maiores
afinidades a partir dos trechos finais da regiao de melhor qualidade. Para cada imcom-
patibilidade entre as duas seqiiéncias, o algoritmo pode tomar trés decisoes: pular uma
base na primeira seqiiéncia, pular uma base na segunda seqiiéncia, ou, pular as duas. A
busca continuard a encontrar mais regioes de alta afinidade e a fazer novas escolhas a cada
diferenca encontrada até que uma das condicoes de parada seja alcancada: existem bases
compativeis em numero suficiente ao longo do caminho de busca para que a incompatibi-
lidade anterior seja tolerada; o final de cada seqiiéncia foi alcancado; existem mais de 5
diferencas no caminho de busca; ou mais de 100 bases a partir da primeira diferenca foram
percorridas sem encontrar um numero de coincidéncias suficiente que compensassem as
diferencas encontradas. A vantagem do algoritmo de busca em relacao a programacao
dinamica é a quase linearidade do tempo de execucao. A desvantagem é que este método
nao garante que o alinhamento mais longo seja encontrado.

O segundo passo da execugao do programa ¢é a remocao dos trechos de vetor e adap-
tador da seqiiéncia. Para isso, o software precisa dos trechos de vetor e adaptador onde o
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inserto é fixado (splice sites upstream e downstream).

Como o trecho de vetor estd normalmente no inicio da seqiiéncia onde geralmente a
qualidade é baixa, uma comparacao simples que busca pelo alinhamento mais longo pode
nao encontrar todos os trechos de vetor devido aos erros de base-calling. O programa faz,
entao, uma busca adaptativa pelos valores médios de qualidades das bases. Nas regioes
de baixa qualidade o programa permite que pequenos trechos de vetor sejam identificados
enquanto em regioes de melhor qualidade apenas trechos maiores sao identificados.

Devido as diferentes regices de qualidades existentes no inicio da seqiiéncia o software
considera trés critérios diferentes. A busca é feita em areas de 40, 60 e 100 bases com
comprimentos minimos de alinhamento de 8, 12 e 16 bases. Um alinhamento local 6timo
dentro de cada area deve ter pelo menos o comprimento minimo para ser considerado
como vetor. Note que estas janelas sao colocadas no inicio da seqiiéncia original para
evitar que fragmentos de vetores sejam perdidos em seqiiéncias que possuem um trecho
de baixa qualidade muito longo no inicio.

O splice site upstream sera procurado nas primeiras 200 bases. LUCY procurara pelo
maior alinhamento com pelo menos 3 bases corretas para cada base incompativel, o que
nao significa que haverd 25% de erro porque apenas o alinhamento com maior pontuacao
local é utilizado. Alinhamentos menores a esquerda podem ser ignorados. Se ainda
existirem bons alinhamentos apds o melhor, o programa continuara a busca até que todos
os fragmentos sejam identificados. Depois de terminar a busca pelo splice site upstream,
o dowstream serd procurado utilizando-se o critério de 16 bases. Isto ¢é feito para o caso
de pequenos insertos.

Apés a trimagem de vetor o programa trabalha na remocao de poli-A/T. A busca é
feita por trechos que tenham tamanho de no minimo 10 bases numa janela de busca inicial
de 50 bases. Sao permitidos no maximo trés bases incompativeis entre cada trecho de 10
Ts ou As.

O ultimo passo ¢é a deteccao de contaminantes. O software busca apenas pela con-
taminacao pelo proprio vetor. Ele utiliza a seqiiéncia completa do vetor e realiza um
procedimento semelhante ao da extensao da seqiiéncia para encontrar a contaminagao.
Ele cria uma colegao de trechos de vetor com tamanho de 10 bases. Fragmentos para o
complemento reverso da seqiiéncia do vetor também sao produzidos. Os fragmentos re-
petidos sao removidos. A trecho de boa qualidade da seqiiéncia é dividido em fragmentos
e sao procurados pela colegao de fragmentos de vetor. Se pelo menos 20% da seqiiéncia
tiver correspondéncia nos fragmentos de vetor, ela sera considerada contaminada.
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A.4 Informatics for Efficient EST-based (Gene Disco-
very in Normalized and Subtracted cDNA Li-
braries [87]

Este relatério técnico produzido pelo Departaments of Electrical and Computer Enginee-
ring, Pediatrics, and Physiology da Universidade de lowa tem o objetivo de descrever as
estratégias utilizadas em seus projetos de descoberta de genes.

O processo de descoberta de genes baseado em EST é uma estratégia eficiente para
a definicao do indice génico de um organismo. Um indice génico é uma cole¢cao nao-
redundante de seqiiéncias (todas as seqiiéncias derivadas do mesmo gene sao agrupadas
juntas). Ele é 1itil para a realizagao de anotagdo e essencial em diversas andlises como,
por exemplo, a comparacao de genomas de espécies diferentes. Além disso, uma colecao
nao-redundante de cDNA ¢ 1til na criacao de microarrays.

A tecnologia EST baseia-se no seqiienciamento de bibliotecas de ¢cDNA, que sao es-
sencialmente cépias parciais de DNA de mRNA transcritos. Estes fragmentos sao seqiien-
ciados em um seqiienciador, que produz uma série de arquivos binarios chamados croma-
togramas. O programa phred ¢ utilizado para extrair a seqiiéncia de nucleotideos e os
valores de qualidade por base a partir dos cromatogramas.

ESTs costumam conter trechos comuns em suas seqiiéncias, tais como: trechos do vetor
utilizado na clonagem, sitios de restrigao, poli-A/T, etc. Além destes trechos, os ESTs
dos projetos conduzidos por este departamento possuem um pequeno trecho de seqiiéncia
sintético chamado oligo tag entre o sitio de restricao e o poli-T para a identificacao do
tecido de origem da seqiiéncia quando uma biblioteca é feita de diversos tecidos.

Em um projeto de descoberta de genes, normalmente ¢é indesejavel o seqiienciamento
de clones de genes que ja foram seqiienciados anteriormente. Desta forma, as técnicas
de normalizagao e subtragao sao aplicadas na criacao das bibliotecas para a manutencao
de altas taxas de eficiéncia dos projetos. A normalizacao opera de forma a equilibrar a
quantidade de cada clone, eliminando assim a predominancia de certos ESTs. A subtracao
¢ uma técnica que visa a remogao de clones que ja sao conhecidos do conjunto que serd
seqilenciado.

O departamento desenvolveu uma série de procedimentos que ditam o processamento
e a anotacao dos ESTs. Estes procedimentos foram feitos para suportar todos os tipos de
bibliotecas de cDNA - single-tissue ou pooled, normalized ou subtracted - para qualquer
espécie.

Os procedimentos sao divididos em 5 fases principais:

1. Obtencao de dados e arquivamento.

2. Avaliacao de qualidade e trimagem



Revisao Bibliografica 139

3. Anotacao das seqiiéncias
4. Avaliagao de singularidade

5. Dep6sito ou submissao nas bases de dados ptblicas.

Na fase 1 ¢é feita a geragao da informagao que sera inserida no software de seqiienci-
amento ABI. Neste passo as seqiiéncias recebem nomes de acordo com a nomenclatura
padrao do departamento. No passo seguinte os cromatogramas sao gerados e depositados
em locais apropriados.

A nomenclatura padrao dos projetos é composta de 8 valores separados por tragos (-).
O primeiro valor indica a instituicao de origem da seqiiéncia. O segundo e o terceiro valor
indicam respectivamente os codigos do projeto e da biblioteca. A placa, a coluna e a linha
sao os quarto, quinto e sexto valores. O sétimo valor é o nimero de replicacao, sendo
que o valor zero é utilizado para as placas masters. O tultimo valor é para identificar a
instituicao que fez a replicacgao.

Na fase 2 sao realizadas a avaliacao de qualidade e a trimagem das seqiiéncias. A ava-
liacao de qualidade é baseado no conjunto de valores de qualidade atribuidas pelo software
phred as bases da seqiiéncia. A trimagem em busca de trechos de pouca complexidade é
feita de acordo com a extremidade seqiienciada (3’ ou 5’) e com os detalhes especificos do
processo de clonagem.

O programa ESTprep [88] é utilizado para executar uma avaliagao inicial da qualidade
e a identificacao dos trechos comuns aos ESTs. Se o trecho inicial de 20 bases tiver menos
que 8 bases com qualidade maior que 20, ele serd removido. Se a qualidade média das
primeiras 200 bases for menor que 20 a seqiiéncia é descartada.

Em seguida, o programa tenta identificar os sitios de restricao usados durante o pro-
cesso de clonagem. Primeiro identifica-se um sitio de restricao de alta qualidade e depois
valida-se este sitio através da verificacao da seqiiéncia de vetor adjacente ao site. A qua-
lidade do sitio de restricao é medida através do nimero de erros em relacao ao sitio de
restri¢ao correto.

Nos projetos coordenados pelo departamento, um sitio de restricao de 8 bases ¢é utili-
zado. Se o sitio nao possui 8 bases, um sitio de restricao “sintético” é criado utilizando-se
as ultimas 8 bases do vetor (incluindo o sitio de restrigdo) que vém antes do inserto.

Para seqiiéncias 5’ os dois passos acima completam a andlise. No entanto, para as
sequiéncias 3’ é preciso trimar a cauda e o sinal poly-A e o trecho que identifica o tecido.

Apés a determinacao do sitio de restricao, a sequéncia é percorrida em busca do
primeiro nucleotideo da cauda (tipicamente T para ESTs 3’). A partir desta posicao,
uma seqiiéncia maximal formada apenas por Ts é construida de tal forma que ela possua
similaridade maior que um limite pré-estabelecido (95%) em relagao a seqiiéncia original.
Desta maneira, a regiao mais rica em T é encontrada. Se esta regiao nao termina com um
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T, ela é retraida em uma base, o que é repetido até que a tultima base seja um T. Se a
cauda de poli-A néo tiver tamanho suficiente (10 bases), a busca é refeita comegando uma
base a direita do ponto de inicio original. Se a cauda é identificada, a busca é repetida
utilizando-se um limite menor (94% do limite original) para evitar o truncamento da
cauda de poli-A. Se depois de todos estes passos a cauda nao foi identificada, o programa
tenta analisar uma janela com o tamanho da distancia média entre o sitio de restricao e
o trecho que identifica o tecido (18 bases) em busca de uma densidade suficiente de Ts
(65%).

Apos a identificacao do poly-A, o programa tenta localizar os sinais de poliadenilagao.
Os sinais procurados podem ser canonicos (AAUAAA ou AUUAAA) ou alternativos. Eles
devem estar dentro de 11 a 30 nucleotideos a partir do final da cauda poli-A.

O 1ltimo item procurado é o trecho que identifica o tecido de origem. Ele deve se
localizar entre o sitio de restricao e a cauda poli-A. Um alinhamento local é feito para
identificar o trecho. Se a cauda poli-A nao foi identificada, a busca nao é feita.

O ESTprep encerra a execucao com uma segunda avaliacao de qualidade. Uma janela
deslizante de 20 bases é utilizada para identificar a primeira regiao com no méaximo 8
bases com qualidade menor que 10. O ponto de trimagem na extremidade 3’ serd o inicio
desta regiao. Se a seqiiéncia que sobrar tiver tamanho menor que 100, ela sera descartada.

A deteccao de contaminacao e o mascaramento de repeats sao feitos com a utilizacao
do pacote RepeatMasker. A vantagem da utilizacao deste pacote ao invés de um algo-
ritmo de alinhamento alternativo é a sensiblidade na deteccao de seqiiécias distantemente
relacionadas. O pacote RepeatMasker [44] utiliza o programa cross_match para realizar
os alinhamentos.

O tempo adicional ao processo de trimagem devido a utilizacao do RepeatMasker é
significante somente se a base de dados de seqiiéncias utilizada for muito grande, como
no caso de genoma bacterial. Neste caso, é possivel a utilizacao de um algoritmo de
alinhamento diferente para a identificacao de repeats. Note que este algoritmo deve
ser sensivel. Para a deteccao de contaminagao um algoritmo menos sensivel pode ser
utilizado como, por exemplo, o BLAST. RepBase é utilizada como base de dados basica
para elementos repetitivos.

A contaminacao bacterial ou mitocondrial serd identificada se 85% da seqiiéncia cor-
responder a base de dados bacterial e mitocondrial. A contaminacao por vetor é separada
em dois casos diferentes. No caso de contaminacao completa, o mesmo parametro acima
¢é considerado para identificar a contaminacao. Outro caso de contaminagao por vetor
ocorrem em casos de insertos curtos de DNA. Neste caso, utiliza-se um limite menor,
devido ao menor tamanho do vetor, e o trecho final do vetor deve estar no maximo a
6 bases do final da seqtiéncia para evitar falsos-positivos. As seqiiéncias completamente
contaminadas sao descartadas e as sequéncias de inserto curto possuem o vetor do final
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trimado.

Um ultimo controle de qualidade é feito. Para cada placa seqiienciada 8 clones sao
escolhidos para serem reseqiienciados. Estas seqiiéncias de verificacao serao comparadas
com as originais e em caso de diferenca o clone sera marcado.

A terceira fase é a de anotacao: todas as seqiiéncias de alta qualidade e nao conta-
minadas sao blastadas contra a base nao-redundante de nucleotideos e aminoacidos do
NCBI. As seqiiéncias podem ser blastadas contra ESTs de espécies especificas para prover
uma informagao inicial para a referéncia cruzada dentro dos clusters UniGene [15, 90].

Na fase seguinte ¢é realizada a clusterizagao das seqiiéncias para avaliacao do grau de
singularidade. O processo de clusterizacao agrupa as seqiiéncias em clusters baseadas
em similaridade. Isto auxilia a avaliacao da singularidade e a definicao de conjuntos
nao-redundantes.

O programa Ulcluster [109] é utilizado para clusterizagao. A estratégia deste pro-
grama ¢ a de adicionar uma seqiiéncia mascarada de cada vez ao conjunto de clusters.
Cada seqiiéncia é comparada com um elemento representativo de cada cluster. Se a
seqiiéncia possui similaridade significante com algum elemento, ela é adicionada ao clus-
ter que ele representa. No caso de mais de um elemento possuir similaridade significativa,
ela é adicionada ao cluster mais similar, com anotacao informando quais foram os outros
clusters que também apresentaram similaridade.

Para construgao de clustering mais precisos, as seqiiéncias full-length de mRNA dis-
poniveis sao adicionadas ao processo de clusterizacao. No projeto Rat Gene Discovery,
desenvolvido pelo departamento, a incorporacao da seqiiéncia de mRNA promoveu a
uniao de diversos clusters que seriam criados separadamente por estarem separados por
uma significativa fracao de mRNA.

O critério utilizado para determinar a similaridade de seqiiéncia minima é um ali-
nhamento de 19 de 20 bases (95%). Substituicdo, inser¢ao e delegao sado permitidos. O
alinhamento minimo é extendido ao méximo permitido pela homologia. As seqiiéncias
podem se equivaler em ambas as direcoes.

A dltima fase é a de submissao nas bases publicas. Os dados produzidos pelo projetos
sao submetidos em bases como o dbEST.

A.5 The TIGR Gene Indices: reconstruction and re-
presentation of expressed gene sequences [83]

ESTs forneceram um impulso inicial a colecao de sequéncias transcritas de uma variedade
de organismos. Contundo, uma analise destes dados pode fornercer informacao adicio-
nal significante sobre fungao, estrutura e evolugao. TIGR Gene Indices, uma analise das



142 Revisao Bibliografica

seqiiéncias disponiveis em dominio publico, é uma tentativa de identificar genes e prover
informacao adicional sobre eles. Este indice génico é construido, para organismos sele-
cionados, através da clusterizacao e montagem dos ESTs e seqliéncias génicas anotadas.
Este processo produz um conjunto de seqiiéncias consensos (TC - tentative consensus)
Unicas e de alta fidelidade. O objetivo deste trabalho é explicar o método utilizado para
construcao destes indices.

A construcao de cada TIGR Gene Index é feita com base em uma versao anterior,
através da adicao de novos ESTs e seqiiéncias génicas anotadas provenientes, respectiva-
mente, dos bancos dbEST [29, 14] e GenBank [39, 13].

O primeiro passo é a construgao de uma base de dados de seqiiéncias génicas anotadas.
Todas as seqiiéncias do GenBank sao obtidas e as caracteristicas CDS e CDS-Join [40]
para genes full-length e seqiiéncias de mRNA sao extraidos dos registros. Em caso de
sequiencias redundantes uma seqiiéncia representativa é escolhida, contudo, as informacoes
que ligam aos ntimeros de acesso do GenBank sao mantidas. A anotagao destas seqiiéncias
de transcritos expressos (ET - expressed transcript) sao verificadas para consisténcia e a
informacao é registrada no banco TIGR Expressed Gene Anatomy Database - EGAD [33].

ESTs sao obtidos diariamente do banco dbEST. As seqiiéncias sao processadas para
remogao de vetores, seqiiéncias mitocondriais ou ribossomais, trechos de baixa qualidade,
poli-A e poli-T.

Os ESTs trimados, as sequiéncias KT, os consensos TC da versao anterior e seqiiéncias
que nao foram clusterizadas (singletons) sdo comparadas em pares para a identificacao de
sobreposigao. As seqiiéncias que possuirem 95% de identidade ao longo de uma regiao de
40 bases e que possuirem menos que 20 bases incompativeis em cada final de seqiiéncia
serao agrupadas em um cluster.

Cada cluster é entao montado separadamente. Se TCs aparecerem em clusters, EST's
componentes e seqiiéncias ET sao adicionadas a qualquer novo EST ou sequéncias ET.
As seqiiéncias clusterizadas sao montadas pelo programa CAP3. A montagem produz um
ou mais consensos para cada cluster e rejeita seqiiencias quiméricas, seqiiéncias de baixa
qualidade e seqiiéncias que nao tiveram sobreposicao.

Uma segunda rodada de clusterizacao e montagem ¢ feita utilizando apenas os novos
TCs com o objetivo de eliminar redundancias criadas no processo.

A anotacao funcional é feita com a utilizacao das seqiiéncias consensos. Como a
seqiiéncia consenso € mais longa que as seqiiéncias que constituem os clusters, ela tem
mais informagcao sobre a seqiiéncia codificante de proteina do que um EST individual.

Caso um cluster contenha uma seqiiéncia ET, a anotacao desta serd dada ao cluster.
Se nao existir, entao o consenso é comparado com um banco nao-redundante de seqiiéncias
de aminoacidos e com uma seqiiéncia de seqiiéncias de nucleotideos. Os resultados que
tiverem altas pontuacgoes serao registrados e utilizados na anotacao.
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O indice génico é construido de forma a manter informagao de versoes anteriores. Os
identificadores nao sao reutilizados. No caso, de um cluster ser agrupado com outro, um
identificador novo é criado e a informacao dos clusters eliminados é mantida.

Uma analise feita na criacao do TIGR Gene Index da Arabidopsis thaliana foi a in-
clusao de seqiiéncias de genes previstos (PT - predicted transcripts ). Transcritos previstos
sao um importante meio de aproximacao inicial dos genes que sao codificados em organis-
mos, mas eles se tornam menos significantes a medida que dados experimentais se tornam
disponiveis. As seqiiéncias PT nao podem ser tratadas como seqiiéncias anotadas, mas
sua incorporacao na analise de transcritos pode prover informacoes que liguem o EST a
seqiiéncia genomica, assim como, produzir dados que aprimorem os métodos de predicao
de genes.

A inclusao dos PTs foi feita na construgao do indice génico com base no projeto
de seqiienciamento do cromossomo 2 da Arabidopsis thaliana. A adicao de 1158 PTs
resultou no aumento do nimero de TCs e na diminuigao de singletons ESTs e ETs. Além
desses resultados, a adicao dos PT's forneceu uma ligagao entre os consensos e a seqiiéncia
genomica.

A.6 A comprehensive Approach to Clustering of Ex-
pressed Human Gene Sequence: The Sequence

Tag Alignment and Consensus Knowledge Base
[71]

Muitos sistemas foram desenvolvidos para organizar e talvez enriquecer os ESTs dis-
poniveis em dominio ptblico, e cada um deles utiliza uma aproximacao que seja capaz de
atender os seus objetivos. Indices como o TIGR Human Gene Index e as bases de dados
de ESTs como o UniGene descartam “ruidos” das informacoes durante suas construgoes
e confiam nos mais longos e informativos ESTs, nos transcritos significantes ou nos éxons
genomicos agrupados para alimentar as classes de indices.

Utilizando critérios estritos o método de montagem utilizado nos TIGR Gene Indices
procura agrupar seqiiéncias fortemente relacionadas, com um minimo de quimerismo e
contaminag¢ao. No entanto, este método baseado na redundancia dos transcritos pode
gerar consensos “curtos” e eliminar seqiiéncias relacionadas que nao entrem dentro do
padrao muito estrito.

O UniGene é uma aproximacgao complementar que agrupa seqiiéncias dentro de clusters
baseado na sobreposicao de seqiiéncias acima de um limite, aceitando apenas o elemento
representativo mais longo de um classe de indice como seu consenso.
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O STACK (Sequence Tag Alignment and Consensus Knowledge) é baseado no desen-
volvimento de um clustering exaustivo, definindo classes de indices conforme o nimero
total e multiplicidade de palavras de 6 bases, ao invés da utilizacao do alinhamento com
membros de classes previamente identificadas. Esta estratégia aumenta a diversidade
dos clusters resultantes para identificacao e acentuacao das variacoes. Dada uma arvore
de relagoes entre seqiiéncias de cluster, consensos priméarios e secundarios sao gerados
para maximizar a deteccao de genes, éxons, possiveis pardlogos e formas de expressao
relacionadas.

Enquanto os métodos de clusterizacao tendem a minimizar comparacoes para ganhar
velocidade, o método utilizado pelo STACK foi desenvolvido de forma a maximizar o
nimero de comparacoes. Todos ESTs sao comparados 2 a 2, o que requer um hardware
de alto desempenho ou processamento distribuido. O beneficio disto é que o menor niimero
possivel de seqiiéncias sao colocadas em um cluster, contribuindo para o valor do consenso.

O primeiro passo do esquema STACK é a selecao de ESTs humanos seguido pela
quebra dos arquivos de seqiiéncias, no formato do GenBank, em grupos. Conjuntos indi-
viduais de tecidos sao organizados de acordo com as relagoes com os sistemas de orgaos
e as seqiiéncias sao distribuidas entre estes conjuntos. Se a seqiiéncia possui relacao com
doengas, ela é duplicada e colocada também em um conjunto de seqiiéncias relacionadas
com doencas para facilitar a comparagao entre similaridades entre tecidos.

Como o procedimento de clusterizagao tem a funcao de agrupar seqiiéncias que com-
partilham regioes idénticas, é preciso garantir que as seqiiéncias estao livres de seqiiéncias
de artefatos comuns aos ESTs em estudo. Todas as seqliéncias sao submetidas ao mascara-
mento contra seqiiéncias repetitivas humanas utilizando as seqiiéncias de vetores comuns
do banco RepBase, de espécies que sao potenciais contaminantes como os roedores, de
DNA mitocondrial e de DNA ribossomal. Inicialmente o STACK utilizava BLASTN e
XBLAST [5] no mascaramento, mas atualmente utiliza o cross_match que é mais sensivel.

Para a clusterizagdo o STACK utiliza o software d2_cluster [21, 47] que implementa
um algoritmo guloso de clustering. O algoritmo utiliza uma aproximagao para a cluste-
rizagdo de seqiiéncias baseada na identificacao e contagem de palavras de tamanho n (n
= 6 neste trabalho) equivalentes, em contraste a aproximacao estrita utilizada pelo TIGR
Gene Index, em que as seqiiéncias sao agrupadas baseadas na equivaléncia de fragmentos
inteiros de seqiiéncia. Visto que o método rende membros de clusters que sao altamente
relacionados, a aproximacao mais flexivel apresenta a oportunidade de deteccao de clus-
ters que sao relacionados por rearranjo ou splicing alternativo. Embora esta estratégia
produza clusters com mais “ruidos”, a combinagao com uma ferramenta de verificacao de
alinhamento multiplo de seqiiéncias como o CRAW reduz o “ruido” e produz uma rede
de seqiiencias altamente relacionadas. Duas seqiiéncias ou seus reversos complementares
caem em um mesmo cluster se compartilharem uma janela de 150 bases com pelo me-
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nos 96% de identidade. Seqiiéncias com tamanho menores que 50 bases sao excluidas do
clustering.

O programa phrap é utilizado na montagem. Ele é efetivo mas nao é imune de pro-
blemas quando executado com ESTs de baixa qualidade. Uma vantagem do phrap é que
pode utilizar seqiiéncias de qualidade derivadas dos cromatogramas das seqiiéncias. O uso
de cromatogramas normalmente suporta a derivacao de um consenso mais longo e exato,
mas no esquema de clusterizacao frouxa utilizado pelo STACK, que gera um numero
maior de seqiiéncias por cluster, prové a base para a geragao de consensos mais longos.

As qualidades da anotacao da direcao da seqiiéncia, da montagem do cluster e do
alinhamento nao podem ser garantidas. O phrap invoca uma etapa de alinhamento de
seqiiéncia mas nao proveé subclusters para distin¢gao de splice alternativo ou outro dado
cientificamente interessante de problemas de alinhamentos induzidos por seqiiéncias de
baixa qualidade. Para tirar proveito das vantagem deste método de clusterizagao, é ne-
cessario fazer um processamento adicional ao alinhamento. Para isso, foram desenvolvidas

as ferramentas CRAW e CONTIGPROC.

CRAW ¢ usada para maximizar o tamanho do consenso, particao de sub-montagens e
montar artefatos e isoformas. Este software verifica a concordancia ao longo das colunas
de um alinhamento multiplo e usa esta informacao para ordenar as relacionadas dentro de
cada cluster, gerando seqiiéncias consensos para cada subcluster. Um subcluster é gerado
se 50% ou mais bases de uma janela de tamanho 100 diferem das seqiiéncias restantes de
um cluster, excluindo as 100 bases iniciais de qualquer seqiiéncia. A aproximacao depende
fundamentalmente da qualidade do alinhamento de cada cluster. Um alinhamento ruim
pode render subclusters errados, e uma penalizacgao muito baixa para gap pode render
muitas colunas que concordam e assim, nao criar os subclusters que deveriam ser criados.

Um procedimento dedicado de particionamento de alinhamento ¢ adicionalmente uti-
lizado para qualificar os alinhamentos. CONTIGPROC independentemente particiona
as seqiiéncias alinhadas geradas a partir do consenso CRAW e classifica os consensos de
acordo com o numero de seqiiéncias atribuidas e com o nimero de bases atribuidas. O
consenso com melhor classificacao é escolhido como representativo primario. A deter-
minacao da orientagao 5 ou 3’ do cluster é baseada nos votos das anotagoes individuais
de cada EST. Todos os consensos sao rearranjados na orientacao de 5’ para 3’.

Todos ESTs gerados a partir do mesmo clone de cDNA correspondem a um tnico gene.
Cada EST obtido do GenBank é procurado para obtencao da identificacao do clone para
rastrear os transcritos correspondentes ao mesmo gene. Esta informagao é utilizada para
unir clusters que possuam ESTs que compartilham identificadores de clones. Nesta fase,
os ESTs que foram separados pelo phrap como singletons podem ser unidos aos clusters.
O algoritmo bésico consiste na formacao de uma fila a partir de um cluster inicial. Para
cada EST deste cluster com um identificador de clone, adiciona-se na fila todo cluster
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que possua um EST com mesmo identificador. Isso deve ser feito até que nenhum cluster
novo seja adicionado.

Para a indexacao hierarquica, todos os consensos de clusters e singletons sao subme-
tidos como um conjunto unico ao d2_cluster. Esta etapa requer um processamento de
alta performance devido a grande quantidade de dados. Os clusters resultantes sao ex-
pandidos pela substituicao da seqiiéncia consenso pelas seqiiéncias que contribuiram para
a formacao dele. Feito isso, os conjuntos obtidos sao submetidos aos processos descritos
acima a partir do passo da montagem feita com o programa phrap.

O procedimento de clustering é assintoticamente estavel na presenca de artefatos
biolégicos e imperfeicoes do processo de seqiilenciamento. A taxa de uniao é aproximada-
mente constante em todos os tamanhos de bases de dados e é praticamente nao afetada
por quimicas alternativas no seqiienciamento ou taxas de erros de diferentes fontes de
ESTs.

A.7 CAP3: A DNA Sequence Assembly Program[54]

A estratégia de seqiienciamento shotgun tem sido largamente usada em projetos de
seqiienciamento de genomas. A fase mais importante nesta estratégia é a montagem
de seqiiéncias curtas em seqiiéncias longas. Varios programas de montagem foram desen-
volvidos [44, 51, 58, 60, 77, 93, 99, 101]. O continuo desenvolvimento destes programas é
necessario para superacao dos desafios impostos pelos diversos projetos genoma.

O programa CAP3 ¢ a terceira geragao do programa CAP [51]. Ele possui a habilidade
de realizar o corte de regides 5" e 3’ de baixa qualidade. Os valores de qualidade sao
utilizados para computagao de sobreposicoes das seqiiéncias. Restrigoes foward-revese
sao utilizadas para correcao de erros de montagem:.

O método de montagem do software possui 3 fases principais. A primeira fase é a de
identificacao e remocao de pontas de baixa qualidade, de calculo das sobreposicoes e de
eliminacao das falsas sobreposicoes. A segunda fase envolve a uniao dos seqiiéncias para
criacao dos contigs em ordem decrescente de pontuacao de sobreposigoes e a utilizacao
das restrigoes foward-reverse para correcoes. Na terceira fase, o alinhamento multiplo das
seqiiéncias é construido e a seqiiéncia consenso com suas qualidades é determinada.

Um método rapido para determinacao de sobreposicao entre duas seqiiéncias foi de-
senvolvido. Sejam f1, fa, ..., f, todas as seqiiéncias de entrada em uma dada orientagao
e r, o reverso complementar da seqiiéncia f,. O método rapidamente encontra pares
de seqiiéncias f; e f, com z < y que se sobrepoem, e pares de seqiiéncias 7, e f, com
x < y que se sobrepoem. Uma sobreposicao entre as seqiiéncias f, e f, é simétrica a
sobreposicao entre r, e 7,, e uma sobreposicao entre r, e f, ¢ simétrica a sobreposigao
entre f, e 7.
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Para determinacao rapida de seqiiéncias com potencial sobreposi¢ao, um alinhamento
de sobreposicao entre duas sequiéncias é simplificado como uma cadeia ordenada de pares
de segmentos. Cada par de segmentos corresponde a uma porc¢ao sem gaps de tamanho
suficiente do alinhamento. A cadeia de pares de segmentos de maior pontuacao pode
ser rapidamente computada utilizando-se uma técnica semelhante a do BLAST. Pares de
seqiiéncias possuem uma sobreposicao potencial se possuem uma cadeia com pontuagao de
similaridade maior que um limite. Um modo de se encontrar as seqiiéncias com potencial
sobreposicao ¢ aplicar esta técnica para cada par de seqiiéncias f, e f, com x < y e para
cada par de seqiiéncias 7, e f, com x < y, no entanto, uma estratégia mais eficiente ¢
utilizada.

Todas as seqiiéncias f1, fo, ..., fn s@o concatenadas com um caracter especial inserido
entre cada uma. A seqiiéncia resultante é chamada seqiiéncia combinada. Seja a seqiiéncia
g um seqiiéncia f, our,. Cadeias de pares de segmentos de alta pontuacao sao computadas
entre a seqiiéncia g e a seqiiéncia combinada. O caracter especial é utilizado para garantir
que uma cadeia consista somente de pares de segmentos provenientes de uma mesma
seqliéncia na seqiiéncia combinada. Para achar a seqiiéncia correspondente f, na seqiiéncia
combinada para uma cadeia, uma busca binaria é feita em uma lista ordenada com as
posigoes inicial e final de cada seqiiéncia na seqiiéncia combinada. Note g nao é comparada
com qualquer seqliéncia f, com z >=y.

Para cada par de seqiiéncias com uma sobreposicao potencial, uma banda minima de
diagonais na matriz de programacao dinamica é determinada para cobrir todas as cadeias
entre sequiéncias de pontuacao maior que o limite de corte. Uma diagonal £ na matriz de
programagao dinamica consiste de todas as entradas (i, j) tais que j —i = k [95]. Um par
de segmentos com posicao ¢ de uma seqiiéncia e posi¢ao j de outra ocorre na diagonal
J —t. Uma cadeia de pares de segmentos sera coberta pela banda se cada par estiver em
uma diagonal dentro da banda. A banda de diagonais é utilizada posteriormente para
computacao eficiente da sobreposicao.

Valores de qualidades de bases e de similaridade de seqiiéncias sao utilizados para
calculo de posicoes de corte 5" e 3’ para remocao de pontas de baixa qualidade. Qualquer
regiao suficientemente longa de valores de alta qualidade é definida como boa. Adicio-
nalmente, qualquer regiao suficientemente grande altamente similar a uma regiao de alta
qualidade é definida como boa. A posicao de corte 3’ de uma seqiiéncia é a maxima
das posigoes finais 3" das boas regioes de um seqiiéncia. A posicao de corte 5’ de uma
seqliéncia é a minima das posigoes finais 5’ das boas regioes de um seqiiéncia. Regioes de
seqliéncias com forte similaridade com outras seqiiéncias sao localizadas através do célculo
das posicoes inicial e final de um alinhamento local 6timo para cada par de seqiiéncias.

O algoritmo de alinhamento local de Smith e Waterman [95] ¢ generalizado para
utilizar valores de qualidades de bases. As pontuacoes para acertos, erros e penalidades de
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gaps possuem pesos relacionados aos valores de qualidades envolvidos. Sejam m um inteiro
positivo associado a pontuacao de acerto, n um inteiro negativo associado a pontuacao
de erro e g um inteiro positivo fator de penalidade de extensao de gaps. Para um acerto
de bases com valores de qualidade ¢; e ¢, é dada uma pontuagao de m*xmin(qy, ¢2). Para
um erro, é dada a pontuagao n * min(q, ¢2). A uma base de qualidade ¢; em um gap, é
dada a pontuagao de extensao —g * min(q, g2), onde g é o valor de qualidade da base na
outra seqiiéncia imediatamente antes do gap, se existir, caso contrario, utiliza-se a base
imediatamente depois. A pontuacgao de um gap é a soma das pontuagoes de extensao de
cada base no gap menos o valor de penalidade de abertura do gap, que por simplicidade
é um valor inteiro independente dos valores de qualidade. A pontuacao de similaridade
de um alinhamento é a soma das pontuacoes de cada acerto, erro e gap.

Para seqiiéncias quiméricas as posicoes de corte 5 e 3’ sao calculadas segundo o método
descrito por Huang [53].

Uma sobreposicao entre duas seqiiéncias é definida como o alinhamento global com
maxima pontuacao de similaridade. A definicao de uma sobreposicao como um alinha-
mento global 6timo entre duas seqiiéncias limpas (com as pontas de baixa qualidade
removidas), ao invés, do alinhamento local 6timo entre duas seqiiéncias nao limpas é
util para deteccao de falsas sobreposi¢oes. Um alinhamento global 6timo pode mostrar
que algumas boas regioes das seqiiéncias nao sao similares, indicando falsa sobreposicao,
enquanto o alinhamento local mostra apenas regioes similares.

Para cada par de seqiiéncias com potencial sobreposicao, uma banda de diagonais cen-
trada na posicao inicial do alinhamento local étimo, calculado anteriormente, é formada.
A banda é duas vezes maior que a banda utilizada no calculo do alinhamento local 6timo.
Uma técnica de divisao e conquista é utilizada para realizar o calculo em espago linear
[25]. Assim como para o alinhamento local, os valores de pontuagao para acertos, erros e
gaps sao calculados baseados nos valores de qualidade. O comprimento, a pontuacao de
similaridade e o percentual de identidade da sobreposicao serao os mesmos valores obtidos
para o alinhamento.

Cada sobreposicao é avaliada com 5 medidas. Se ela falhar em qualquer uma delas,
nao sera considerada na construcao de contigs. As trés primeiras medidas verificam se a
sobreposicao satisfaz os requisitos minimos para tamanho, similaridade e identidade.

A quarta medida verifica as diferencas da sobreposicao nas bases de alta qualidade.
Se uma sobreposicao contém um numero suficiente de bases de alta qualidade diferentes,
entao ela deve ser falsa. Sejam b um valor inteiro de corte de alta qualidade e d um valor
inteiro de corte de diferenca de qualidade. A pontuacao da diferenca entre duas bases sera
max (0, min(qi,q2) — b). A pontuacao de diferenca de qualidades da sobreposicao sera a
soma das diferencas. Se esta pontuacao exceder d a sobreposicao é descartada.

Para a quinta medida, a taxa de diferenca da sobreposicao é examinada com respeito as
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taxas de erro de seqiienciamento das duas seqiiéncias envolvidas. As taxas de erro de cada
seqiiéncia sao obtidas através do método do vetor de erro [53|. Para toda sobreposigao
verdadeira a taxa de diferenca é préxima a soma das taxas de erros das duas regioes.

O procedimento de utilizagao de restrigoes foward-reverse na construgao de contigs é
dividido em 4 etapas. Na primeira etapa uma disposicao inicial das seqiiéncias é feita
com a utiliza¢do de um método guloso [53]. No segundo passo, a qualidade da disposi¢ao
corrente é avaliada através da verificacao das restricoes. No passo 3, a regiao com maior
niumero de restricoes nao satisfeitas é localizada de modo que as restricoes possam ser
satisfeitas através de correcoes na regiao. Se esta regiao existe, as correcoes sao feitas e
0s passos 2 e 3 sao repetidos, caso contrario o procedimento de corregao é terminado. No
ultimo passo os contigs sao ligados com as restrigoes.

Uma restrigao foward-reverse consiste de duas seqiiéncias e dois inteiros que especifi-
cam um intervalo de distancia entre os seqiiéncias. Uma restricao deste tipo é satisfeita
por uma disposicao se as duas seqiiéncias ocorrem no mesmo contig, a seqiiéncia ups-
tream na orientacao direta, o downstream na orientacao reversa e a distancia entre as
duas seqiiéncias esta dentro do intervalo. Uma sobreposicao é unused se ela nao é usada
na disposicao corrente. A sobreposicao da seqiiéncia f sobre a seqiiéncia g é denotada
por f — g. Uma restricao nao satisfeita envolvendo as seqiiéncias h e r é satisfazivel por
uma sobreposicao nao utilizada f — ¢ se a seqiiéncia f ocorre downstream a seqiiéncia
h(r) na orientacdo direta em um contig, a seqiiéncia g ocorre upstream a sequéncia r(h)
na orientacdo reversa, e a soma das distancias entre h(r) e a ponta 3’ do contig e entre
a ponta 5 do outro contig e r(h) é menor que a maxima distancia da restri¢ao. O valor
u determina o nimero minimo de restri¢oes nao satisfeitas necessarias para indicar um
problema com a disposi¢ao das sequiéncias.

No passo 2, toda restricao é verificada na disposicao corrente. As restricoes satisfei-
tas sao usadas para calcular, para cada sobreposi¢ao usada na disposi¢ao, o nimero de
restrigoes satisfeitas que suportam a disposicao. As restrigoes nao satisfeitas sao dividi-
das em grupos, onde todas restrigoes em um grupo sao associadas com uma sobreposicao
unused ou com um par de contigs. Para cada restricao nao satisfeita que ¢é satisfazivel por
sobreposicoes unused, uma sobreposicao com maxima pontuacao é escolhida e associada
a ela. Para cada restricao nao satisfeita remanescente, se ela é uma ligacao entre dois
contigs, ela é associada a estes dois contigs.

No terceiro passo, o grupo com maior numero de restrigoes nao satisfeitas é selecionado.
Primeiro considera-se o caso em que o grupo estd associado a uma sobreposi¢ao unused
f — g. Se o nimero de restricoes nao satisfeitas é maior que a soma do valor u, do
nimero de restrigoes satisfeitas suportando a sobreposicao utilizada envolvendo f, e do
numero de restrigoes satisfeitas suportando a sobreposi¢ao utilizada envolvendo g, entao
a disposicao é corrigida através da quebra das sobreposicoes utilizadas envolvendo f e
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g, e unindo f e ¢ utilizando a sobreposicao f — ¢g. Depois, considera-se o caso em que
o grupo estd associado a um par de contigs. Se o gap entre os dois contigs pode ser
fechado utilizando-se as seqiiéncias de outras regioes para tornar a restricao nao satisfeita
satisfazivel, entao o fechamento do gap é implementado. Seqiiéncias de outras regioes que
sao associadas por restricoes com seqiiéncias nos dois contigs sao usadas para fechar o
gap. Se nenhuma correcao é feita para o grupo selecionado, o processo é repetido para
os outros grupos até uma corregao ser feita ou nao houver mais nenhum grupo disponivel
para selecao.

No ultimo passo os contigs sao ordenados utilizando as restricoes como ligacoes. No
passo 2 sao obtidos grupos de restricoes nao satisfeitas que servem como ligacao entre
contigs. Os grupos sao considerados em ordem decrescente de tamanho de grupo. Seja v
um inteiro que indica o nimero minimo de restricoes para ligar dois contigs. Para cada
grupo de restrigoes que sao associadas com um par de contigs, se o niumero de restrigoes
nao for menor que v, e nenhum dos dois contigs estao ligados a outros contigs na ponta
correspondente, entao a ligacao entre os contigs € feita.

Um alinhamento multiplo de seqiiéncias é utilizado para construcao de cada contig.
A construcao é feita repetitivamente através do alinhamento da proxima seqiiéncia com o
alinhamento corrente. As seqiiéncias sao considerados na ordem crescente de suas posicoes
no contig. Os valores de qualidades sao considerados para producao de um alinhamento
mais preciso. Apods a construcao do alinhamento, uma sequéncia consenso é construida
e qualidades sao atribuidas as suas bases. Para cada coluna do alinhamento, uma soma
ponderada dos valores de qualidade ¢é calculada para cada tipo de base e a base com maior
soma é tomada como consenso. O valor da qualidade da base do consenso é a soma dos
valores de qualidades das bases do mesmo tipo menos a soma dos valores de qualidades
dos outros tipos de bases.

A soma ponderada de valores de qualidade é feita da seguinte maneira. Os valores de
qualidade sao particionados em dois grupos, um para cada fita. Assume-se que os valores
de um grupo sao independentes dos valores do outro grupo. Os valores de cada grupo
sao ordenados em ordem decrescente. O i-ésimo valor de cada grupo recebe o peso w; e a
soma das qualidades multiplicadas pelo peso é computada. O conjunto de pesos utilizado
éw =1ew;, =0,5paras > 1.

Quando se alinha uma seqiiéncia com o alinhamento corrente, da maneira descrita
acima, a maior parte dele permanece inalterada. Assim, apenas a sua porcao 3’ é con-
siderada para alinhamento com a seqiiéncia. A porcao 3’ do alinhamento corrente é
substituida pelo alinhamento dela com a seqiiéncia.

Um esquema de pontuacao que utiliza os valores de qualidade das bases é utilizada no
alinhamento multiplo entre um bloco do alinhamento corrente (porcao 3’) e a seqiiéncia.
Considere uma coluna do bloco. A coluna consiste de k caracteres ¢;, 1 < i < k, ¢; €
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{A,T,C,G, N, -}, com qualidade g;. Se ¢; é um gap, o valor ¢; é o valor de qualidade da
base anterior, se ela existir, caso contrario, sera o valor da base posterior. Sete valores
de qualidades sao computados para cada coluna: 5 para substituicoes, um para delecao e
um para insergao. O valor ¢s(d) denota a qualidade média para substituigdo envolvendo
a base d da seqiiéncia, valor g4 denota o qualidade média para delecao e o valor ¢, denota
a qualidade média para uma insercao.

qs = [( Z Qi> —( Z ql)] /k,
1<i<kandc =d 1<i<kandc #d

QS<N) = —(Qn

Esta definicao de valores médios de qualidade assume que erros em sobreposicoes de
seqiiéncias ocorrem independentemente. Esta hipétese nao é verdadeira por que o mesmo
erro costuma ocorrer no mesmo contexto local e seqiiéncias sobrepostas contém diversos
contextos locais semelhantes. Em uma definicao refinada, os valores de qualidade sao
particionados em grupos por quimica utilizada no seqiienciamento e orientagao, os valores
de qualidade de cada grupo sao ordenados de maneira decrescente e os valores de qualidade
recebem pesos decrescentes. Esta solucao nao foi implementada nesta versao do software.

Considere uma substituicao envolvendo uma coluna de um bloco e a base d de um
seqiiéncia com valor de qualidade ¢.. Se ¢s(d) > 0, entdo a substituigdo é considerada
como um acerto e sua pontuagao é m * min(qs(d), g.), onde m é um fator positivo para
a pontuagao de acerto. Se ¢s(d) < 0, entdo a substituicdo é considerada como um erro e
sua pontuagao é n * min(—qs(d), g.), onde n é um inteiro negativo utilizado como fator
de erro.

A pontuacao de um gap é a soma da pontuacgao de abertura do gap mais a pontuagao
de extensao do gap. A pontuacao de abertura, por simplicidade, é um pequeno inteiro
negativo. A pontuacao de extensao depende dos valores de qualidade. Seja g um inteiro
positivo fator de penalizacao de extensao de gap. A pontuacao de extensao de uma coluna
com qualidade média de delegao g4 é —g*min(qq, g, ), onde ¢, é o valor de qualidade da base
do seqiiéncia imediatamente antes ou depois do gap. A pontuacao de extensao de uma
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base de um seqiiéncia com valor de qualidade ¢, em uma insercao de gap é —g*xmin(qy, ¢, ),
onde g, ¢ a qualidade média de insercao de uma coluna do bloco imediatamente antes ou
depois do gap.

Um alinhamento global do bloco com o seqiiéncia com a pontuagao maxima é com-
putado em espago linear usando um técnica de divisao e conquista [48, 52, 72]. Como o
alinhamento é executado no maximo uma vez para cada seqiiéncia, é possivel realizar a
computacao utilizando a matriz de programacao dinamica inteira para obtengao de me-
lhores resultados. O valor médio de qualidade para o bloco é pré-calculado de modo que
cada entrada na matriz de programacao dinamica seja calculado em tempo constante.

Uma comparacao entre o CAP3 e o phrap foi feita e mostrou que o phrap produz
contigs mais longos e que o CAP3 produz contigs com taxa menor de erros.

O CAP3 é livre para uso académico e pode ser conseguido através do envio de uma
mensagem para o autor (huang@mitu.edu).

A.8 A quality control algorithm for DN A sequencing
projects [116]

Este trabalho descreve um método estatistico para a deteccao de seqiiéncias heterdlogas
baseado na diferenca na composicao de hexameros existentes nos diferentes organismos,
o que pode ajudar na deteccao de seqiiéncias contaminadas. O objetivo deste artigo é a
descricao e a analise deste método.

O seqiienciamento parcial de seqiiéncias de cDNA selecionadas aleatoriamente para
geracao de ESTs tornou-se um método popular para a rapida identificacao de genes e
caracterizagao de populagao de transcritos em tecidos. No entanto, estes projetos pro-
duzem também seqiiéncias com problemas: clones sem insertos, quimeras, contaminacao
por clones de fontes heterdlogas, etc.

Na busca pela contaminacao, utiliza-se a técnica de busca por similaridade. As
seqiiéncias que sao semelhantes aos contaminantes podem ser desta forma descartadas.
Contudo, a maioria dos clones seqiienciados em um projeto EST nao sao nem mesmos
identificaveis por familias génicas através dos métodos de similaridade. Da mesma forma,
as contaminacoes, especialmente de origem heterdloga, podem nao ser identificadas, o
que pode gerar erros substanciais na interpretagao dos dados. Por exemplo, no seqiienci-
amento de tecidos doentes podem existir ESTs provenientes dos organismos que causam
a doenca.

O método desenvolvido é capaz de reconhecer seqiiéncias heterélogas rapidamente,
mesmo que elas nao possam ser identificadas por similaridade. Ela é baseada na diferenca
de composicao de hexameros no DNA de diferentes organismos. Estas diferencas sao pro-



Revisao Bibliografica 153

nunciadas em espécies de filos diferentes e se tornam progressivamente menos significantes
conforme a maior proximidade das espécies.

A informagao contida em um oligbmero aumenta conforme o tamanho. Oligomeros
de tamanho 6 (hexameros) oferecem um bom compromisso entre o desejo de oligdmeros
informativos e a amostra de incertezas e os impraticaveis tempos de execucao quando os
oligobmeros crescem de tamanho.

O método mais simples de medir a composicao de hexameros é contar o numero de
ocorréncias dos 4096 (45) possiveis hexameros. Seqiiéncias de organismos diferentes tipica-
mente mostram diferentes quantias. Os hexameros, assim como nucleotideos individuais,
podem ser vistos como sendo arranjados aleatoriamente em uma seqiiéncia. Assim, uma
medida estatistica é necessaria para quantificar as diferencas. Uma seqiiéncia de tamanho
L possui L —5 hexameros. A priori, a probabilidade de achar qualquer hexamero em uma
seqiiéncia menor que 4 kilobases é (L —5)/4096. ESTs tipicamente possuem 300 bases de
comprimento, o que resulta em uma probabilidade de 7,2% de qualquer hexamero ocorrer
na seqiiéncia. O teste de composicao de hexameros usa uma medida de razao de seme-
lhanca que fornece um método preciso de comparagao de um conjunto de dados contendo
raros eventos contra um conjunto maior de dados de controle. Para uma seqiiéncia X e
uma conjunto grande A de seqiiéncias do organismo de interesse, a razao de semelhanca
A(A, X)) é a razao entre a probabilidade de se encontrar um particular hexamero em X e
a probabilidade de se encontrar o mesmo hexamero no conjunto de controle A.

O log da razao de semelhanca D(A, X) = —2log A(4, X) é a medida de dissimilaridade
de X para A. Um valor alto de D(A, X)) indica que a composi¢ao de hexamero de X é muito
diferente da de A. Se A é um conjunto de controle formado por seqiiéncias do organismo
estudado e B é um conjunto de controle de seqiiéncias de um grupo filogeneticamente
distante, o valor do Test(A, B,X) = D(A,X) — D(B, X) tendera a um valor positivo
para seqiiéncias de teste menos similares ao organismo estudado do que para o conjunto
heterdlogo.

Os valores D(A, X) sao calculados usando um procedimento simples de contagem.
Seja P; um vetor cujos elementos contém a contagem separada de cada hexamero encon-
trado na seqiiéncia. Os elementos deste vetor correspondem aos hexameros ordenados
alfabeticamente. Assim, a posicao P; é acontagem para o hexamero AAAAAA e o ele-
mento Pjos € a contagem para o hexamero TTTTTT. A medida de distancia D(A, X) é
calculado com a seguinte féormula:

D(A, X) =2 x (logL(A, A) — logL(AX, A) + logL(X, X) — logL(AX, X))

A expressao AX na férmula denota a soma dos vetores A e X, ou seja, AX; = A;+ X;.
A funcdo logL(P, Q) é uma razao convencional de log de similaridade, onde P e @ sdo
quaisquer dois conjuntos de seqiiéncias e:
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2

logL(P.Q) = Y_[(P; x log Q)/ 3" P

A contagem de hexameros é obtida para cada seqiiéncia de teste e os valores de
Test(A, B, X) sao calculado independentemente de outras seqiiéncias de testes. A utili-
dade deste método como um indicador da composicao de hexameros ¢ independente do
conjunto de testes. Contundo, a certeza com que os dados possam ser interpretados como
indicativos da presenca de seqiiéncias heterdlogas é dependente do tamanho do conjunto
de teste.

Como o valor da funcao Test(A, B, X) é dependente do tamanho do conjunto de testes,
neste trabalho, as seqiiéncias com comprimento maior que 400 bases foram trimadas por
uma janela aletéria de tamanho 300. Resultados obtidos com seqiiéncias menores que 100
bases ou com mais de 2% de ambigiiidades de nucleotideos ou mesmo hexameros ambiguos
podem ser dificeis de serem interpretados.

O método ¢é independente da orientacao das seqiiéncias e sua precisao depende da re-
presentatividade das seqiiéncias de controle utilizado e da disponibilidade de um conjunto
heterélogo conveniente.

O método foi utilizado na comparacao de seqiiéncias provenientes de trés organis-
mos: Homem, FEscherichia coli e Saccharomyces cerevisiae. ESTs das bibliotecas hu-
manas de T-limfoblastoides e de tecido cerebral infatil foram comparadas utilizando-se
seqiiéncias de controles da FE. coli e da S. cerevisiae. Os resultados mostraram que as
seqiiéncias de tecido cerebral possuiam distribuicao de hexameros semelhante ao de um
conjunto de controle de seqiiéncias humanas, e que os ESTs de T-limfoblastdide possuiam
uma distribuicao similar a distribuicao exibida pela levedura. Através desta observacao,
decidiu-se realizar buscas utilizando o BLAST de todas as seqiiéncias da biblioteca de T-
linfoblastéides contra diversos bancos publicos. O critério utilizado para considerar uma
seqiiéncia proveniente de um determinado organimo foi a deteccao de uma identidade
de no minimo 90%. Os resultados obtidos mostraram que dez clones possufam origem
humana, 8 clones eram aparentemente idénticos aos genes de nucleares humanos e dois
eram de origem mitocondrial humana. Para o resto dos resultados, o BLAST apontou que
existiam seqiiéncias provenientes dos organismos Lactococcus latis e Saccharomyces cere-
visiae. Além disso, o BLAST apontou diversas sequiéncias com grande similaridade com
seqiiéncias procarioticas e uma seqiiéncia com similaridade a uma proteina de Drosophila.

Este resultados mostraram que o método é capaz de identificar seqiiéncias heterélogas
provenientes de fontes multiplas e nao esperadas.
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A.9 Efficient clustering of large EST data sets on pa-
rallel computers [56]

A clusterizacao de ESTs é uma estratégia poderosa para a identificagao de genes. Com
0 objetivo de tornar esse processo mais rapido, principalmente para o processamento em
larga-escala, foi desenvolvido o programa PaCE (Parallel Clustering of ESTs), um software
para clusterizagao em computadores paralelizados. O objetivo deste artigo é descrever as
caracteristicas deste software.

O software se baseia no desenvolvimento de algoritmos eficientes em memoria para que
ela seja linear conforme o tamanho da entrada, na combinacao de técnicas de algoritmos
para reducao do esfor¢co computacional sem comprometimento da qualidade dos clustering,
e no uso de processamento paralelo para reducao do tempo de execucao e possibilidade
de executar o clustering de grandes conjuntos de dados.

Experimentos feitos com os softwares de clusterizacao disponiveis indicaram que o
alinhamento de pares de seqiiéncias utilizando programacao dinamica é a parte intensiva
em tempo de execugao, enquanto a geragao de possiveis pares é a parte intensiva em uso
de memoria.

Inicialmente cada EST pode ser considerado como um cluster por si mesmo. Dois
clusters de ESTs podem ser agrupados se for identificada forte sobreposicao entre os
ESTs de cada clusters através do alinhamento destas duas seqiiéncias. Se dois ESTs de
clusters diferentes nao possuem forte sobreposicao, os clusters nao podem ser agrupados
e o esforco computacional é jogado fora. Entretanto, se outro par de ESTs destes clusters
apresentar forte sobreposicao, os clusters podem ser unidos. Isso mostra que a ordem em
que os pares de seqiiéncias sao processados nao interfere no tamanho final do clusters,
mas influencia no tempo gasto pelo processo.

Economia significante de tempo pode ser obtida através da rapida identificacao de
seqiiéncias que produzirao um resultado positivo quando o alinhamento é executado. A
estratégia utilizada pelo PaCE ¢é a geracao de pares em ordem decrescente de qualidade de
sobreposicao. A medida de qualidade da sobreposicao é o tamanho do trecho de seqiiéncia
maximal comum ao dois ESTs. A razao desta métrica é o fato das seqiiéncias que possuem
seqiiéncias comuns maiores tendem a passar no teste do alinhamento.

Para evitar a necessidade de uma grande quantidade de memoria para o armazena-
mento de pares de seqiiéncias promissoras ao alinhamento, um algoritmo sob-demanda foi
desenvolvido de modo que ele fosse capaz de lembrar de seu estado e produzir o préximo
conjunto de pares assim que fosse requisitado. Este algoritmo utiliza uma arvore de sufixos
generalizada (GST - Generalized Suffiz Tree) [45].

Uma &rvore de sufixos (ST - Suffiz Tree) de uma seqiiéncia s com tamanho m é uma
arvore orientada com m folhas numeradas de 1 a m. Qualquer né interno da arvore possui
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no minimo dois filhos. Cada aresta da arvore é nomeada com uma substring nao vazia.
Nomes de arestas que saem do mesmo né devem comecar com diferentes caracteres. Para
cada folha 7 da arvore, a concatenacao de todas os nomes das arestas da raiz até a folha
resulta no sufixo da seqiiéncia s que comega na posi¢ao .

Uma GST é uma arvore de sufixos que combina todos os sufixos de um conjunto de
strings. Sejam s; e sp duas seqiiéncias. Para construcao de uma GST para essas duas
seqiiéncias, primeiro é feita a construcao de uma ST da seqiiéncia s;. A partir da raiz
desta arvore, deve-se comparar ss contra um caminho na arvore, até que uma diferenca
ocorra. Neste ponto deve-se adicionar os caracteres restantes de sy na arvore. Quando s,
for inteiramente processada, a arvore combinara os sufixos das duas seqiiéncias. Se N é
a soma dos tamanhos de todas as seqiiéncias, a arvore GST tera no maximo N folhas, e
pode ser construida em tempo O(N).

A idéia de se utilizar uma estrutura GST é que se dois ESTs compartilham uma
substring maximal comum, entao ela sera representada como um caminho da raiz até um
no v na arvore GST, com sufixos dos dois ESTs ocupando sub-arvores de v. O ntmero
de caracteres existentes no caminho da raiz ao né v é a profundidade do né v.

O primeiro passo executado pelo PaCE é a construcao da arvore de sufixos em paralelo.
A estrutura é construida para as seqiiéncias de entrada e para os seus complementos
reversos e usada na geracao sob-demanda dos pares promissores de ESTs, que também é
feita em paralelo.

O algoritmo de geracao de pares promissores sob-demanda é uma variacao de um
algoritmo para arvores de sufixo para calculo de todas as repeticoes maximais de uma
seqiiéncia [45]. Um par de seqiiéncias ESTs deve ser escolhido se compartilham uma
substring maximal comum com tamanho maior que um valor limite. A arvore é ordenada
em ordem decrescente de profundidade dos nés da arvore, e processada nesta ordem para
garantir que um par com uma substring maximal comum seja processada antes de uma
que tenha tamanho menor. Apesar desta ordenacgao ser custosa (requer tempo de execugao
da ordem de O((N/p)log(N/p)), onde p é o nimero de processadores), o algoritmo tem
uma taxa de geragao por par O(1) tempo de execugao.

A manutencao e atualizacao dos clusters é feita por um tnico processador, que atua
como processador mestre direcionando os outros processadores a gerarem os pares promis-
sores e a realizarem o alinhamento com os pares promissores selecionados. Para reducao
do atraso causado pela comunicacao, o processador mestre despacha lotes de seqiiéncias
para os outros processadores. Para melhorar o balanceamento da carga de processamento,
um par promissor gerado por um processador nao precisa ser obrigatoriamente alinhado
pelo mesmo processador. O processador mestre também é responsavel pela recep¢ao do
resultado do alinhamento de seqiiéncias e decisao se os clusters devem ser unidos ou nao.

Os clusters sao mantidos em uma estrutrura union-find [102]. Duas operagdes sao
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necessarias, achar os clusters e realizar a uniao dos clusters. O tempo médio de execucao
usando este tipo de estrutura é dada pelo inverso da fungao de Ackermann [102], uma
constante para todas aplicagoes praticas.

O PaCE foi implementado, testado e comparado com outros softwares existentes.
O teste de qualidade dos clusterings produzidos foi feito através da comparacao com o
software CAP3 e mostrou que os resultados sao semelhantes mas que os produzidos pelo
CAP3 sao levemente melhores. Testes de performance foram realizados comparando com
os software phrap, TIGR Assembler [101] e CAP3 e mostraram que o PaCE fornece uma
ganho substancial em economia de tempo de execucao e de memoria.

A.10 Complementary DNA Sequencing: Expressed
Sequence Tags and Human Genome Project [2]

O objetivo deste artigo é descrever os resultados apresentados por um projeto piloto
baseado na técnica EST (FEzpressed Sequence Tag) e a possibilidade de utilizagdo desta
técnica no Projeto Genoma Humano.

A utilizagao do seqiienciamento de cDNA foi muito debatida. Os defensores desta
técnica argumentavam que as seqiiéncias codificantes eram a maior parte da informacgoes
contidas no genoma e que, no entanto, eram equivalentes a apenas 3% de todo o DNA
do organismo. Por isso, o seqlienciamento de cDNA deveria preceder o seqlienciamento
genomico. Os defensores do seqlienciamento do genoma completo diziam que a obtencao
de todos mRNAs expressos em todos os tecidos, tipos de células e condigoes seria muito
dificil. Além disso, seriam perdidas informacoes valiosas de regioes de introns e in-
tergenicas, incluindo seqiiéncias de controle e regulatérias. Contudo, alguns defensores do
seqiienciamento completo erroneamente apontaram que as regioes codificadoras poderiam
ser preditas e que, por isso, o seqiienciamento de cDNA nao seria necessario. Na verdade,
a predicao de regioes transcritas é aplicavel apenas para éxons relativamente grandes.

Baseada nas discussoes acima e na capacidade de rapido seqiienciamento fornecido
pelas méquinas seqiienciadoras, um projeto piloto foi iniciado para avaliacao do uso de
seqiiéncias parciais de cDNA (ESTs).

Sequence-tagged sites (STSs) se tornaram marcas padroes para o mapeamento fisico
do genoma humando. Os ESTs poderiam servir para o mesmo propésito com a vantagem
de apontar a localizacao de um gene expresso. Além disso, a obtencao de seqiiéncias codifi-
cantes tornaria possivel a utilizacao da comparagao mais sensivel de seqiiéncias peptidicas
em adigao a comparacao de seqiiéncias de nucleotideos.

Para a avaliacao das limitagoes de um projeto EST de larga-escala, foi preciso analisar
a diversidade de representatividade de bibliotecas ¢cDNA, identificar caracteristicas de-
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sejaveis e indesejaveis das bibliotecas e determinar o contetido da informacao e a precisao
de reacoes de seqiienciamento, realizadas uma tnica vez, de regioes codificadoras e de
outras regioes.

Dados de seqiiéncias provenientes de reacoes tunicas de seqiienciamento foram obtidas
de 609 clones cDNA de 3 bibliotecas de tecido cerebral humano. O tamanho médio das
sequéncias era de 397 bases com um desvio padrao de 99 bases. A hibridizagao subtrativa
foi utilizada com o objetivo de reduzir a populacao de cDNAs altamente representados.

Os ESTs foram inicialmente examinados por similaridade contra o GenBank. ESTs
que nao retornassem resultados eram traduzidos em todos os 6 frames e cada frame era
comparado com o banco de seqiiéncias protéicas Protein Information Resource (PIR) [9]
e com o banco de padroes protéicos ProSite [3].

Com base nas buscas, 8 grupos foram criados. Quatro grupos, com 197 seqiiéncias
(32% do total), eram compostos por seqiiéncias humanas: elementos repetitivos, genes mi-
tocondriais, genes ribossomais e outros genes nucleares. Quarenta e oito seqiiéncias (8%)
apresentaram alta similaridade com sequiiéncias ndo humanas, enquanto 230 (38%) nao
apresentaram similaridade significativa com nenhuma seqiiéncia. As 134 (22%) seqiiéncias
restantes nao possuiam insertos ou possuiam apenas poly-A.

Sete genes foram representados por mais de um EST. Comparacoes dos ESTs um
contra os outros revelou duas sobreposicoes de ESTs desconhecidos.

As anélises dos resultados produzidos pelo projeto mostraram que a técnica EST é
eficiente para obtencao de dados preliminares de clones de cDNA. Os resultados demons-
traram também que uma seqiiéncia com tamanho entre 150 e 400 bases possui informacgao
suficiente para identificacao do cDNA e de sua localizacao no cromossomo.

A utilizacao de selecao randomica de clones se mostrou ineficiente devido a alta repre-
sentacao de determinados clones, o que torna necessaria a utilizacao de técnicas como a
hibridizacao subtrativa.

Outra vantagem da técnica EST é o baixo custo se comparada com outras técnicas.

A.11 The contribution of 700,000 ORF sequence tags
to the definition of the human transcriptome
[22]

Open reading frame expressed sequence tags (ORF ESTs ou ORESTES) difere do EST
convencional porque prové dados da parte central dos transcritos. O objetivo deste artigo
é descrever a contribuicao desta técnica na definicao do transcriptoma humano.

A maioria das seqiiéncias transcritas do ser humano foram obtidas através do seqiien-
ciamento das extremidades de clones de ¢cDNA, conhecidos como ESTs. Estes dados,
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contudo, podem ser usado apenas para compilar seqiiéncias curtas e abundantes através
da sobreposicao das pontas das seqiiéncias obtidas. Em outros casos, é necessario a
produgao e seqlienciamento um-a-um de clones completos de cDNA.

Uma técnica foi entao desenvolvida baseada na modificacao da estratégia EST. Esta
estratégia nomeada ORESTES ou ORF ESTs consiste na producao de seqiiéncias ao longo
do comprimento dos transcritos ao invés de apenas nas extremidades. Isto permite que um
seqiienciamento efetivo através de shotgun de transcritos possa ser realizado, acelerando
a definicao do transcrito e a anotacao do genoma.

Com o sucesso de um projeto piloto, um projeto ORESTES de larga-escala foi imple-
mentado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) e pelo
Instituto Ludwig para Pesquisa do Cancer Humano - Human Cancer Genome Project
(LICR-HCGP).

O resultado do trabalho foi um conjunto de dados formado por 696.745 seqiiéncias
produzidas a partir de 24 diferentes tecidos (normais e malignos) que produziram 3.540
mini-bibliotecas. Das seqiiéncias obtidas, 7,8% foram identificadas como seqiiéncias mi-
tocondriais, 5,8% demonstraram alta similaridade com seqiiéncia bacterial e 6,1% eram
de seqiiéncias repetitivas. Das 559.675 seqiiéncias restantes, 62% possuiam alta similari-
dade com seqiiéncias transcritas humanas e 38% nao tinham nenhuma semelhanca com
os transcritos humanos disponiveis publicamente.

Para estimar a taxa de descoberta de genes desta técnica foi calculada a porcentagem
dos mRNAs completos cobertos por pelo menos um ORESTES. Cingiienta porcento do
mRNAs completos abundantes foram cobertos apds apenas 30.000 ORESTES terem sido
seqiienciados. A mesma porcentagem foi obtidas para os mRNAs com quantidade mode-
rada apds aproximadamente 50.000 ORESTES. Foram necessarios entre 300.000 e 450.000
seqiiéncias para os mRNAs pouco abundantes e raros. Apds 700.000 seqiiéncias, 94% dos
abundantes e moderadamente abundantes foram cobertos. Estima-se que o conjunto de
dados produzida cobre em torno de 60% dos genes humanos.

Baseada na cobertura observada e na caracteristica da distribuicao das seqiiéncias
ORESTES, uma estratégia eficiente para determinacao das seqiiéncias completas dos
transcritos foi sugerida. As seqiiéncias completas de mRNA disponiveis em bancos pu-
blicos foram determinadas através da producao e seqiienciamento de cDNAs completos.
Uma estratégia alternativa seria a producao de ORESTES e ESTs 3’ e 5’ que permitiriam
a geracao de contigs, que eventualmente cobririam todos transcritos humanos. Neste con-
texto, estima-se que 800.000 ORESTES de um tnico tecido permitiriam que a maior parte
dos transcritos expressos nele pudessem ter suas seqiiencias completas determinadas.

Para a uniao dos contigs ser efetiva, a producao de ORESTES deve abranger trechos
da seqiiéncias de modo que a distancia entre dois ORESTES seja suficientemente proxima
para que eles possam ser unidos por reacoes RT-PCR. As extremidades seriam determi-
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nadas pelos ESTs 3" e 5. Os ORESTES amplificados cobririam em torno de 80% do
comprimento da seqiiéncia e os ESTs cobririam os 20% restantes.

Em comparacao com outras técnicas ESTs, ORESTES mostra vantagens e desvanta-
gens. A técnica ORESTES é baseada em low-stringency RT-PCR e necessita de RNA
de uma qualidade muito alta, pois qualquer DNA contaminante sera amplificado. Existe
ainda a presenga de artefatos PCR na seqiiéncia, mas isto nao impede a eventual cons-
trucao de transcritos de alta qualidade a partir de dados genomicos. Isso significa, no
entanto, que cuidado deve ser tomado na utilizacao de ORESTES para determinagao
de polimorfismos. ORESTES tende a produzir seqiiéncias originarias na porcao central
do trascrito, o que faz com que exista uma complementariedade com outras técnicas de
seqienciamento. Além disso, a técnica é capaz de produzir dados a partir de uma pequena
quantia de material inicial.

A.12 ESTWeb: bioinformatics services for EST se-
quencing projects [75]

O objetivo deste artigo é descrever algumas funcionalidades providas pelo sistema de
gerenciamento de projetos ESTs denominado ESTWeb. Este sistema realiza a receptacao
dos cromatogramas, processamento das seqiiéncias (base-calling, trimagem e comparagao
com seqiiéncias de bancos publicos), armazenamento dos dados e geragao de relatorios.

O processamento das seqiiéncias € iniciado com a determinacao das bases da seqiiéncia
com utilizacao do programa phred. Em seguida, os vetores e adaptadores sao identificados
com utilizacao do cross_match. Os segmentos que nao foram considerados vetores ou
adaptadores que possuirem mais de 75 bases com qualidade acima de um valor minimo
dentro de uma janela de 100 bases serao considerados candidatos a insertos de cDNA.
As pontas de baixa qualidade sao trimadas com a utilizacdo de uma janela deslizante
de 100 bases, com um algoritmo que se ajusta conforme a presenga de primers dentro da
seqiiéncia. O processamento permite a identificagdo de insertos quiméricos. As seqiiéncias
sao comparadas contra bancos publicos com a utilizagdo do BLASTN.

O ESTWeb realiza o armazenamento de todos os dados produzidos pelo processamento
das placas. Ele armazena também todas as informacoes necessarias para a geréncia do
projeto, como laboratorios, vetores e adaptadores utilizados.

Esta versao do sistema nao lida com a clusterizacao de seqiiéncias. Ela roda em
maquinas UNIX em um ambiente Apache-CGI-Perl e utiliza o gerenciador de banco de
dados Postgres. O pacote € livre e possui licensa GNU GPL.
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A.13 Bioinformatics of the Sugarcane EST Project
[103]

O objetivo deste artigo é descrever o papel desempenhado e os procedimentos adotados
pelo Laboratério de Bioinformética (LBI), localizado no Instituto de Computagao (IC) da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), no consércio que desenvolveu o projeto
EST de seqiienciamento da cana-de-agicar (SUCEST - Sugarcane EST Project).

Em geral, os projetos ESTs sao desenvolvido por um laboratério tinico, no entanto, o
projeto SUCEST foi formado por um consorcio que envolveu 76 laboratorios de seqiienci-
amento e de data mining. O LBI foi o responséavel pela criacao de um web site que provia
servigos de recepcao, processamento, analise e exploracao de dados.

O LBI mantinha uma base de dados relacional para armazenamento de toda in-
formacao referente ao projeto: laboratorios participantes, bibliotecas, placas, seqiiéncias,
clusterings, etc.

O processo de obtencao de dados tinha inicio com a submissao de placas feita pelos
laboratérios que realizavam o seqiienciamento. As placas eram recebidas pelo LBI, que
executava um procedimento que se iniciava com a recepg¢ao e a verificagao da integridade
do arquivo zip com os cromatogramas das placas. O passo seguinte era a determinagao das
bases e das qualidades das seqiiéncias, a partir dos cromatogramas, através da execugao
dos programas phred e phd2fasta.

Os clusterings de ESTs eram importantes meios de obtencao de conjuntos mais in-
formativo de seqiiéncias para estudo e estimativas das redundancias das bibliotecas pro-
duzidas. Neste projeto, determinou-se que cada cluster deveria refletir um transcrito, ao
invés de um gene, um alelo, ou outra entidade biolégica. Determinou-se também que um
cluster nao consistiria apenas do conjunto de seqiiéncias, mas também do alinhamento
delas e de um consenso.

Com o objetivo de minimizar os artefatos, as seqiéncias eram trimadas antes da clus-
terizagao. Primeiro, utilizava-se o programa cross_match para identificacao das seqiiéncias
de vetores. Entao, os trechos de poli-A, vetor e adaptador eram removidos. Um proce-
dimento de trimagem, baseado na qualidade das bases, era aplicado, removendo base a
base das pontas da seqiiéncia até que pelo menos 12 bases com qualidade superior a 15
fossem encontradas em uma janela de tamanho 20. As seqiiéncias também eram verifi-
cadas em busca de contaminacao por Xylella fastidiosa, Xanthomonas citri, Escherichia
cole e outros potenciais contaminantes. As seqiiéncias eram consideradas contaminadas
se possuissem pelo menos 100 bases com similaridade maior que 90% com o contaminante.
As seqiiéncias contaminadas nao eram removidas do processo de clusterizacao, ficando a
cargo dos pesquisadores decidirem como tratar esta informagao.

As seqiiéncias eram agrupadas pelo phrap utilizando-se os dados de qualidade das
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seqliéncias e parametros mais estritos que os padroes utilizados pelo préprio phrap:
-penalty -15 -bandwidth 14 -minscore 100 -shatter_greedy.

A atualizacao do clustering era feita diariamente, mas com o crescimento do conjunto
de seqiiéncias, a atualizacdo passou a ser realizada uma vez por semana. Na fase final
do projeto, o processo de clusterizagao consumia um processador inteiro por 20 horas do
servidor do projeto: uma Compaq AlphaServer ES40 com dois processadores Alpha 667
MHz, 8 GB de RAM, e 384 Gb de disco, rodando o sistema opercional OSF-1.

A 1ltima execugao do processo de clusterizagao inclui 261.609 seqiiéncias trimadas e
produziu 81.223 clusters. No entanto, andlises feitas por pesquisadores participantes do
projeto mostraram que o procedimento de clustering nao era satisfatorio devido a presenca
de muitos clusters mal formados ou que poderiam ser combinados em um s6. Isso levou ao
desenvolvimento de um novo processo de clustering, descrito detalhadamente por Telles e
da Silva [104].

O novo esquema baseou-se em um procedimento mais elaborado de trimagem, e utili-
zou o programa CAP3 para a geragao dos clusterings. Assim, 237.954 seqiiéncias foram
processadas pelo CAP3 que produziu 43.141 clusters.

O LBI também fornecia servigos para analise dos dados produzidos. Os clusters eram
blastados contra os bancos nr, nt e dbEST para identificacao de seqiiéncias de transcritos
completas ou seqiiéncias novas. Buscas por palavra chaves encontradas no resultado dos
BLASTSs também podiam ser realizadas.

Os usuarios também podiam realizar buscas por clusters com determinadas carac-
teristicas, assim como registrar uma anotacao manual nos clusters. Um procedimento de
categorizacao de clusters automatico também foi desenvolvido. As seqiiéncias consensos
dos clusters eram blastadas contra um banco de seqiiéncias protéicas que representavam
categorias. Se alguma seqiiéncia cobrisse 70% ou mais da seqiiéncia protéica e apresen-
tasse um e-value melhor ou igual a 1079 ela seria considerada como participante da
categoria.

Finalmente, o LBI realizava a comparacao entre as seqiiéncias obtidas da cana-de-
acucar contra os genomas de outros organismos, como por exemplo, Arabidopsis thaliana,
Lycopersicon esculentum, Glycine maz, etc, e disponibilizava os dados para consulta.

A.14 Automated Sequence Preprocessing in a Large-
Scale Sequencing Environment [115]

O objetivo deste trabalho é descrever um sistema, criado para pré-processamento e mon-

tagem de seqiiéncias produzidas por experimentos de seqiienciamento, chamado GASP.

O aumento da automacao de processos em projetos genomas é um fator importante
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para que os objetivos sejam atingidos e que os custos sejam diminuidos. Uma area em
que isto é especialmente verdade é o processamento de dados provenientes de experimen-
tos shotgun, em que é preciso extrair informacao das imagens fluorescentes do gel de
eletrosforese e transformé-la em seqiiéncias montadas.

O pré-processamento de seqiiéncias, também chamado, pré-montagem, é a trans-
formacao de dados extraidos das maquinas de seqlienciamento em informacgoes prontas
para a montagem das seqiiéncias. Isto envolve tarefas como a conversao dos dados obti-
dos das maquinas de seqiienciamento em dados de seqiiéncias e qualidades, identificacao
de trechos de vetor e avaliacao da qualidade. Isto representa um esforco computacional
significante, principalmente quando existem diversos clones sendo sequienciados simulta-
neamente. A analise dos resultados pelo pré-processamento é importante para avaliacao
de alteragoes incrementais feitas nos protocolos de seqlienciamentos dos projetos.

Por causa da sua importancia, o problema de pré-processamento de seqiiéncias gerou
uma colecao de softwares baseados em UNIX com diferentes paradigmas. Alguns sao
baseados em Bourne shell scripts, outros em Perl scripts, etc. Esta diversidade reflete as
diferentes necessidades que os laboratérios e centros de seqiienciamento possuem.

O Centro de Seqiienciamento de Genoma (GSC - Genome Sequencing Center) da
Universidade de Washington e o Sanger Center desenvolveram um software baseado em
Perl chamado Genome Automated Sequence Preprocessor (GASP). Este software foi pro-
jetado para atender a demanda de pré-processamento de 100.000 seqiiéncias produzidas
semanalmente pelos dois centros.

O software opera de modo a realizar o pré-processamento das seqiiéncias e a dispo-
nibilizar diversos tipos de relatérios para analise dos resultados obtidos. Os relatérios
podem, por exemplo, sumarizar informacoes sobre os tamanhos das seqiiéncias obtidas
apds o pré-processamento, a qualidade das seqiiéncias, a porcentagem de vetor, etc, em
forma de tabelas ou graficos.

O primeiro passo do pré-processamento é a utilizacao do software phred para con-
versao dos dados provenientes das maquinas de seqiienciamento ABI em arquivos no
formato padrao SCF. Em seguida, é verificada a nomenclatura da placa e dos reads para
determinacao de uma série de informagoes como, por exemplo, direcao de seqiienciamento,
quimica utilizada na reacao, etc. O terceiro passo é a determinagao das bases e das qua-
lidades com utilizagao do programa phred. A quarta etapa envolve o mascaramento das
seqiiéncias de vetores de seqiienciamento e de clonagem e a execucao de um filtro de
qualidade.

Apoés estas estapas as seqiiéncias sao marcadas como aprovadas ou reprovadas. As
seqiiéncias aprovadas sao encaminhadas para o processo de montagem de fragmentos
incremental. O software phrap é utilizado como ferramenta de montagem primaria, e um
moédulo do software que realiza interface com o programa gap [17], que realiza montagem
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de seqiiéncias, é usado para adicionar incrementalmente as seqiiéncias processadas em
uma montagem ja existente.

Uma série de dados estatisticos sao derivados dos dados produzidos pelas etapas acima
para geracao dos relatorios.

O software GASP ¢ livre para uso académico. Outras formas de uso requerem per-
missao dos autores.

A.15 New ways for automatic detection of contami-
nants in EST projects [79]

O objetivo deste trabalho é descrever novas metodologias para a detec¢ao de contaminagao
em seqiiéncias produzidas em projetos ESTs. Sao descritos métodos que nao se baseiam
na tradicional busca por similaridade entre as seqiiéncias dos projetos e as de potenciais
contaminantes.

Em projetos genoma baseados em ESTs, genes expressos dos organismos sao amos-
trados e fragmentos de seus transcritos reversos sao obtidos. Para projetos que envolvem
o estudo de grandes genomas (> 20 Mbp) esta técnica produz importante informacao a
um custo relativamente baixo se comparado a outras técnicas. A fase de busca de conta-
minacao destes projetos é usualmente baseada em similaridade e, tipicamente, utiliza-se
o programa BLAST e critérios como, por exemplo, “excluir seqiiéncias que apresentarem
pelo menos 98% de similaridade com o potencial contaminante em uma janela de 75 bases
e apresentarem e-value < 107197, Naturalmente poderfamos perguntar: “Porque 98% e
nao 97%? Porque 1071 e nao 1071?”

Baseado nisso, uma metodologia mais racional foi proposta. A idéia bésica era capturar
caracteristicas intrinsecas do transcriptoma alvo e prover alguma medida de confianca para
o resultado obtido. Similaridade nao foi usada neste trabalho, mas existe a possibilidade
de que, futuramente, os métodos possam combinar a utilizacao desta técnica.

Uma caracteristica desejavel de um processo de deteccao de contaminagao é a habili-
dade de detectar qualquer seqiiéncia estranha ao projeto, e nao somente as pertencentes
aos potenciais contaminantes. No entanto, neste trabalho foi assumido apenas que um
conjunto de potenciais contaminantes era conhecido, para que a taxa de falsos positivos
e falsos negativos pudesse ser estimada.

A metodologia desenvolvida procurava determinar as caracteristicas intrinsecas das
seqiiéncias alvos do transcriptoma através da execugao de diferentes programas de analise
de seqiiéncias, alguns deles de terceiros e desenvolvidos com outros objetivos, diferentes
da busca por contaminacao. As maneiras como esses dados eram combinados foram
chamadas de métodos.
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Todos métodos necessitavam de um conjunto de treino e produziam uma pontuacao
que indicava a probabilidade de uma seqiiéncia pertencer a um transcriptoma alvo. Os
métodos utilizados foram:

e ESTScan (ES) [55]: um programa desenvolvido para encontrar genes com um cor-
retor de frames de leitura, desenvolvido especialmente para ESTs.

e Glimmer (GL) [32]: um programa identificador de genes utilizado em genomas de
procariotos.

e Distribuigao de dinucleotideo (DN) e trinucleotideo (TN): utilizava uma formila de
distribuigao multinomial [68] que estima a probabilidade de um dado set de k-méros
pertencer a um organismo (k = 2 e 3).

e Assinatura de dinucleotideo (DS) [57].

e %GC (BN): Utilizava uma férmula de distribuigdo binomial [35] para estimar a
probabilidade de um dado valor de %GC ser o mesmo do organismo alvo.

Os resultados dos métodos seriam obtidos e combinados. Esta metodologia proposta
nao possuia semelhanga com nenhuma outra conhecida. Apenas o trabalho de White et
al. [116] utilizava um dnico método semelhante ao DN e TN, utilizando k = 6. (Este valor
foi testado, mas nao produziu bons resultados neste trabalho). O trabalho de Hraber e
Weller [50], baseado no de White et al. [116], também utilizava um tinico método.

Dado um conjunto de métodos M = My, M, ..., M}, um conjunto de organismos C' =
C1,Cs, ..., C; (assumiu-se que os genomas completos destes organismos eram conhecidos)
e um conjunto de seqiiéncias do organismo alvo L = Ly, Lo, ..., L,,, foram definidos trés
conjuntos de seqliéncias para cada potencial contaminante Cj:

e L@ conjunto de treino (um subconjunto de L).

e check: contém uma amostra de seqiiéncias de C; e uma amostra de seqiiéncias de
L. Utilizado para estimativa de falsos positivos (FP) e negativos (FN).

e project: contém seqiiéncias de C; e L. Este conjunto contém de 4 a 40 vezes mais
seqiiéncias que o conjunto check. Um método é avaliado baseado nos resultados
produzidos para este conjunto.

Os conjuntos foram criados para que a metodologia fosse testada em uma simulagao.
Isso significa que a origem precisa de cada seqiiéncia utilizada era conhecida. Para cada
par (C;,L) cada método M, era executado da seguinte maneira:
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1. M; era treinado em L!r%n,
2. M, era executado com o conjunto check (fase de verificacao).
3. FP e FN eram avaliados com base nos resultados do passo anterior.

4. M; era executado com o conjunto project (fase de teste).

O passo 3 era executado da seguinte forma: o conjunto de pontuagoes S = s1, Sg, ..., Sn,
onde s; é a pontuagao da seqiiéncia i, produzido no passo anterior era ordenado em
ordem crescente de pontuagao. Uma particao de pontuacao o era determinada de modo a
minimizar FP+FN. Com isso, era possivel determinar um conjunto B baseado em S, onde
B; = 0 (um resultado negativo, contaminante) se s; < o, ou B; = 1 (positivo, seqiiéncia
legitima) se s; > o.

Desta maneira, cada seqiiéncia ¢ de check poderia cair em uma das 4 seguintes si-
tuacoes:

—_

. Se B; =1 e i é legitima, ¢ é um positivo verdadeiro (TP).
2. Se B; =1 e i é contaminante, ¢ ¢ um falso negativo (FN).
3. Se B; =0 e i ¢ legitima, ¢ é um falso positivo (FP).

4. Se B; = 0 e i é contaminante, ¢ ¢ um negativo verdadeiro (TN).

Neste trabalho, este conjunto de valores foi utilizado para comparar os valores de FP e
FN previstos com o conjunto check com os valores obtidos na fase de teste. Em condigoes
reais, os valores previstos poderiam ser utilizados como estimativas.

A combinagao dos métodos era feita baseada na idéia que os resultados de dois métodos
combinados poderiam proporcionar resultados melhores do que se eles fossem aplicados
individualmente. Das muitas maneiras de se combinar os dados, duas foram estudadas:

e Votacao: A estratégia de combinagao mais simples. Uma seqiiéncia era considerada
legitima (ou contaminante) se uma maior porcentagem x de métodos diziam que ela
era. O valor x era escolhido de modo que minimizasse FP+FN contra o conjunto
check. Isto nao garantia que os resultados combinados seriam melhores que um
método unico, pois os diferentes métodos tinham poder diferente de classificacao
para uma particular combinacdo (Cj, L). Na simulac@o feita, todos os métodos
tinham o mesmo peso, mas a literatura sugere que melhores resultados poderiam
ser obtidos com pesos diferentes ou com uma estratégia de votagao mais complexa.
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Vetores Bindrios: Esta estratégia baseia-se na juncao de predigoes bem-sucedidas,
dando pesos maiores a elas do que as predigoes que obtiveram menos sucesso. O
resultado de cada método era visto individualmente como um valor binario (0 =
contaminante, 1 = legitima), e cada seqiiéncia de teste possuia associado um vetor
binério com a juncao dos resultados. Os vetores eram comparados com os vetores das
seqiiéncias do conjunto check, e a fracao de respostas certas e erradas era verificada.
O vetor mostraria se uma seqiiéncia era contaminante (fracao de TNs maior que a
de FNs) ou legitima (analogamente). Quando as fragbes eram iguais, a seqiiéncia era
considerada legitima, ja que em situagoes reais as legitimas sao mais numerosas que
as contaminadas. O problema desta estratégia é quando vetores nao representados
pelo conjunto check apareciam no conjunto project. Como nao era clara a decisao
a ser tomada as seqiiéncias nao eram categorizadas. Contudo, o niimero de vetores
cresce exponencialmente com o nimero de métodos.

As simulagoes foram feitas com seqiiéncias obtidas no NCBI. Apenas as seqiiéncias

codificantes com tamanho entre 200 e 2000 bp foram consideradas. As seqiiéncias que
possuiam letras diferentes de A,C, T ou G foram descartadas. O organismo alvo era a

Drosophila melanogaster (DM). Os organismos contaminates eram:

Clostridium perfrigens (CP): bactéria, filogeneticamente distante do organismo alvo
e com conteido GC muito diferente.

FEscherichia coli (EC): bactéria, com conteido GC préximo ao encontrado na Dro-
sophila melanogaster.

Saccharomyces cerevisae (SC): fungo, mais préximo do organismo alvo do que qual-
quer outra bactéria.

Caenorhabditis elegans (CE): nematelminto, mais préximo filogeneticamente do que
os outros contaminantes escolhidos.

Para cada contaminante, dois conjuntos check foram criados, um com 20 vezes mais

seqiiéncias que o outro para verificar se o nimero de seqiiéncias importa na estimativa de
FP e FN.
Os resultados de todos os métodos e das duas combinagoes foram obtidos e compa-

rados. A andlise mostrou que os vetores binarios apresentaram melhor performance. O

método de votacao e o BN apresentaram os segundos melhores resultados, em nimeros

iguais de conjuntos, mas a votacao apresentou melhores resultados na média. O teste

que envolveu DM+CE apresentou maiores dificuldades devido a proximidade filogenética.

Entre as bactérias, o caso que apresentou maiores dificuldades para realizar a separacao
foi o DM+EC que, inclusive, apresentou dificuldades maiores do que o caso DM+SC.
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O método de vetores binarios apresentou maior diferenca entre as estimativas e os
reais valores de FP+FN, provavelmente por causa dos vetores que nao foram amostrados.
Apesar do aumento do tamanho dos conjuntos check melhorarem a estimativa FP+FN
em 15 casos, em 17 casos houve piora, o que mostra que nem sempre um grande nimero
de seqiiéncias implica em melhora nas estimativas de FP4+FN.

Os resultados mostraram que a metodologia pode ser promissora, mas também mos-
traram que a deteccao de contaminacao através de caracteristicas intrinsecas esta longe
de ser facil. As simulagoes nao levaram em conta casos que acontencem em situagoes
reais como, por exemplo, contaminacao gendémica, que podem tornar o reconhecimento
das sequiéncias do organismo alvo muito mais dificil.

A.16 EST contaminant detection by combination of
multiple classifiers [80]

Este artigo tem o objetivo de apresentar os novos resultados do trabalho inicialmente
apresentado em [79].

Como ja mencionado no artigo anterior, a metodologia se baseia no uso de extratores
de caracteristicas de seqiiéncias.

A lista de programas mencionadas anteriomente, foi adicionado o HBQCM (HN) [116].
Este programa utiliza uma férmula de taxa de semelhanca para estimar a probabilidade
de um dado conjunto de hexameros pertencer ao organismo utilizado no processo de
treinamento.

O procedimento de obtencao das informagoes das caracteristicas sofreu algumas al-
teragoes. Foram criados dois conjuntos adicionais: o conjunto eval que contém todos os
conjuntos check, e o conjunto test que contém todos os conjuntos project.

Cada método M; era executado para cada organismo. Primeiro o método era executado
com conjunto de treino, em seguida, ele era executado com o conjunto eval e, finalmente,
com o conjunto test. As pontuagoes obtidas dos conjuntos eval e test eram linearmente
normalizadas, com valores na faixa de 0 (baixa confianca) a 100 (alta confianga).

Para a combinacao dos resultados dos métodos foi escolhida a estratégia da votagao.
A escolha se deve ao largo uso da votagao, a sua simplicidade e aos bons resultados que ela
apresenta. Quatro estratégias de votagao foram determinadas. Toda estratégia de votacao
deveria levar em conta os valores de saidas dos programas, agrupados por organismos, e

atribuir uma seqiiéncia para um e somente um destes organismos. As estratégias usadas
foram [110]:

e regra da soma: os valores de caracteristicas obtidos de cada programa sao somados.
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e regra do produto: os valores de caracteristicas obtidos de cada programa sao mul-
tiplicados.

e pluralidade: para cada programa os valores de caracteristicas obtidos sao classifi-
cados de modo que o melhor valor fique em primeiro lugar. Assim, cada programa
identificard mais fortemente um organismo. O organismo apontado pela maior parte
dos programas ¢é escolhido.

e borda count: para cada programa os valores de caracteristicas obtidos sao classifica-
dos de modo que o melhor valor fique em primeiro lugar. Se para um programa P;,
um organismo ficou classificado em 1ltimo, ele recebe 1 ponto. Se ficou classificado
em penultimo, ele recebe 2 pontos, e assim, por diante. Cada organismo tém seus
pontos somados e aquele que tiver a maior soma é escolhido.

Para evitar o problema em que um programa pode apresentar maus resultados para
um certo conjunto de entradas, todas combinagoes de programas foram testadas e apenas
aquelas que diminuiam a taxa geral de erros foram mantidas.

Usando as estratégias de votagao, cada seqiiéncia do conjunto eval foi atribuida a um
organismo, e para cada organismo os valores TP, FN, FP e TN foram estimados. Estes
valores foram usados como estimativas de FP e FN das seqiiéncias do cojunto test. A
melhor estratégia adotada, deveria apresentar a menor porcentagem FP+FN obtida para
o conjunto eval, assim como a menor diferenca entre FP+FN dos conjuntos eval e test.
Uma vez que a melhor combinagao de programas fosse determinada para o conjunto eval,
ela seria aplicada ao conjunto test.

Para avaliar a metodologia foram criado quatro grupos com combinacao de seqiiéncias
de diferentes organismos. O primeiro grupo possuia seqiiéncias de DM e CE, o segundo
de DM, EC e CE, o terceiro de DM, CP e SC, e o quarto de todos os organismos.

Apds a execucao da metodologia para todos os grupos, foi possivel observar que o
programa ESTScan é o melhor para extrair caracteristicas das seqiiéncias.

Em contraste com as metodologias baseadas em similaridade, os valores FP+FN po-
dem ser utilizados em conjuncao com as pontuacoes para refinar os resultados na busca
por adicionais contaminantes ou seqiiéncias legitimas que foram perdidas.

Para o grupo 1, pluralidade e borda count apresentaram melhores resultados tanto na
fase de verificagao como na fase de teste. Para o grupo 2, a pluralidade apresentou melhor
resultado na fase de verificacao mas, na fase de teste, o melhor resultado foi da regra do
produto. A regra do produto apresentou melhor desempenho na verificagdo do grupo 3,
mas pluralidade e borda count apresentaram menos erros na fase de teste. Finalmente, no
grupo 4, a regra da soma apresentou melhor resultado na verificagao e a regra do produto
melhor desempenho na fase de teste.
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Para avaliar como a metodologia se comportaria no caso de contaminacao bacterial
nao prevista, um conjunto test formado por 200 seqiiéncias de Xanthomonas campestris
foi construido e avaliado com o conjunto eval do grupo 4. O valor FP+FN do conjunto
test do grupo 4 para a regra da soma aumentou de 8,3% para 14,4%, o que mostra que a
metodologia ¢é altamente dependente de treino.

A.17 A novel algorithm for computational identifica-
tion of contaminated EST libraries [98]

Um objetivo chave do projeto Genoma Humano é o entendimento do conjunto completo
de proteinas humanas, o proteoma. Como a seqiiéncia genomica completa nao é sufici-
ente para a predicao de genes e de eventos de traducao alternativos, a técnica EST é
usada para estas finalidades. No entanto, a grande quantidade de artefatos presentes nas
sequiéncias disponiveis no dbEST freqiientemente causa predi¢oes invalidas. O objetivo
deste trabalho ¢é a descricao de um novo método para reconhecimento de contaminagao por
DNA genomico e por outros artefatos, que usualmente nao sao removidos pelos processos
tradicionais de limpeza.

Uma colegao tipica de ESTs ¢ altamente redundante. Por isso, um importante processo
para andélise da estrutura geénica é o agrupamento dos EST's, supostamente do mesmo gene,
em clusters, baseada na sobreposicao de sequiéncias. Alguns sistemas realizam a montagem
de cada cluster para produzir um alinhamento miltiplo que aproxima a seqiiéncia consenso
do ¢cDNA original. DNA genomico, quando disponivel, pode ser utilizado para guiar a
clusterizacao e identificar os limites dos éxons.

O maior obstaculo para a correta identificagao de genes ¢ a alta taxa de erros nos ban-
cos de ESTs. As seqiiéncias nao sao editadas, sao lidas em uma tinica passagem, possuem
comprimento de algumas centenas de bases e tém uma taxa de erro na determinacao das
bases tao alto quanto 3%.

Além dos erros de seqiienciamento, as seqiiéncias sofrem varios tipos diferentes de
contaminagao, dependendo, em parte, de qual dos muitos protocolos foi utilizado na
construcao das bibliotecas de cDNA.

Um problema tipico é a inclusao de sequéncias de vetores, utilizados no seqiienci-
amento, ou de sitios de restricao no final das seqiiéncias. A contaminacao por vetor
também pode ocorrer devido aos eventos de rearranjo de DNA, dentro da bactéria hos-
pedeira, que causam a insercao de seqiiéncia bacterial no meio do EST. Em geral, este
tipo de contaminagao ¢é detectado através da comparacao das seqiiéncias obtidas com a
seqiiéncia genomica do vetor.

As seqiiéncias podem ser contaminadas por outros organimos, como os virus. Estes
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contaminantes podem ocorrer devido a infeccao do tecido que originou a biblioteca ou
a contaminacao do laboratorio. As seqiiéncias contaminadas podem ser identificadas de
forma semelhante a da contaminacao por vetor.

Seqiiéncias quiméricas sao outro problema. Uma quimera é a concatenacao de duas
ou mais seqliéncias expressas de diferentes areas. Se ela é utilizada na clusterizacgao, ela
pode realizar a combinacao de dois genes em uma unica predicao incorreta de gene. A
identificacao de quimeras é mais dificil que a identificacao de outros tipos de contaminacao,
pois a seqiiéncia inteira tem origem no organismo correto. Como os ESTs sao unidos
aleatoriamente, eles sao geralmente de diferentes cromossomos ou de regioes distantes do
mesmo cromossomo. A comparagao com o genoma completo do organismo pode auxiliar
a identificacao de ESTs quiméricos. Algoritmos sofisticados que modelam propriedades
dos ESTs também sao utilizados para encontrar quimeras.

Podem ocorrer também contaminagoes causadas por DNA genomico do préprio or-
ganismo. Este tipo de contaminagao pode fazer com que introns aparecam como regioes
expressas, levando a predicao de tradugoes alternativas inexistentes. Contaminagao por
DNA intergeénico pode resultar na predicao de falsos genes. Os atuais métodos de remocao
de contaminacao sao incapazes de identificar estes casos e técnicas que eliminam todas
as seqiiéncias nao traduzidas, que criam novas supostas traducoes alternativas, podem
resultar na perda de verdadeiras traducgoes alternativas. Em particular, uma seqiiéncia
proveniente de um gene de éxon unico pode ser perdida com este tipo de filtragem.

Outra forma comum de contaminagao em ESTs é a contaminagao por mRNA pre-
maturo. Apesar de ESTSs representando contaminacao por pré-mRNA possam parecer
retencao de introns, eles sao muito mais artefatos do que seqiiéncias exonicas reais.

Os processos de limpeza de ESTs normalmente processam um EST de cada vez. Isto é
apropriado para deteccao de erros de seqlienciamento, vetores, virus e quimeras, mas nao
servem para o tratamento de contaminacao por DNA genomico e por pré-mRNA. Este
trabalho propos uma nova metodologia que seria capaz de tratar todos esses casos.

Como a contaminacao por DNA genomico e por pré-mRNA freqlientemente dependem
do protocolo de criagao das bibliotecas, a biblioteca inteira é afetada. Dessa forma, a
metodologia foi desenvolvida de forma a analisar a biblioteca inteira através da utilizacao
da informacao de clustering e montagem.

A anélise feita baseou-se no exame da estrutura génica e nas variantes de tradugoes,
preditas através do alinhamento de 3,86 milhoes de ESTs humanos disponiveis no dbEST.

Os ESTs foram clusterizados e montados com a utilizagao do sistema LEADS [91]. O
processo de clusterizagao considerou a sobreposicao entre as seqiiéncias para determinar
os clusters e o processo de montagem considerou os padroes de sobreposicao para prever
as estruturas dos genes e as variantes de tradugoes de cada cluster.

Antes da clusterizacao, o sistema LEADS realiza a limpeza das seqiiéncias através do
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alinhamento dos EST's com as seqiiéncias de vetores, adaptadores e de outros organismos.
Seqiiéncias de imunoglobulina e de receptores de células T foram removidas devido aos
seus complicados padroes de rearranjo, que dificultam a clusterizacao e a montagem.

Regioes repetitivas e de baixa complexidade foram removidas com a utilizagao de um
modelo de alinhamento heuristico. Sementes de repeticoes eram filtradas e extendidas
com a utilizagdo de um alinhamento Smith-Waterman [94] com parametros: acerto = 1,
erro = -3, abertura de gap = -5, extensao de gap = -5 e pontuagao minima = 22.

Apos esta etapa inicial, sobraram 3,53 milhoes de ESTSs, que foram alinhados com
o genoma completo, utilizando um modelo de traducao que permitia buracos longos.
Alinhamento com identidade minima de 94% eram necesséarios para que um EST fosse
selecionado. Se a seqiiéncia possuisse trechos que alinhassem com multiplos cromossomos,
ou se ela alinhasse com um tunico cromossomo e incluisse regioes intronicas, ela era con-
siderada uma quimera e entao descartada. Regioes de baixa qualidades das extremidades
dos ESTs, baseada na comparacao com o DNA genomico, eram trimadas.

Os passos anteriores deixaram 3,05 milhoes de seqiiéncias para serem clusterizadas e
montadas. A montagem de 14 clusters falhou devido a problemas nos dados e 110 clusters
contendo mais de 1000 seqiiéncias falharam por causa da limitacao do processamento
computacional. O conjunto final de analise ficou, portanto, com 2.72 milhoes de ESTs de
6.649 bibliotecas.

As anélises se basearam nos clusters. Utilizando as estruturas génicas descritas pela
montagem, calculou-se para cada biblioteca o percentual de seqiiéncias Uinicas nao tra-
duzidas, de seqiiéncias que sobrepuseram introns e de seqiiéncias que continham introns
nao canodnicos. Para cada caracteristica foram calculados o desvio padrao e a média.
As bibliotecas que possuiam percentuais maiores que a média mais trés desvios padroes
eram consideradas contaminadas com DNA genomico, contaminadas com pré-mRNA e
com prevalecéncia de introns nao canonicos, respectivamente. Para que as estatisticas
fossem mais significantes, foram consideradas apenas bibliotecas com mais de 100 ESTs
que apareciam em pelo menos 50 clusters. As 1906 bibliotecas que atenderam esse critério
reuniam 2,52 milhoes de seqiiéncias.

Devido a caracteristica aleatdoria da contaminagao por DNA genomico, os ESTs con-
taminados tendem a ficar em clusters de tamanho 1, e por isso, as bibliotecas contami-
nadas tendem a ter uma abundancia de clusters deste tipo. No entanto, estas seqiiéncias
também podem ser encontradas em clusters de tamanhos maiores. Utilizando o critério
dos 3 desvioes padroes, 21 bibliotecas foram consideradas contaminadas. As seqiiéncias
que foram encontradas em clusters de tamanho 1 destas bibliotecas foram removidas,
assim como as seqiiéncias nao traduzidas encontradas em clusters maiores. Foram remo-
vidas 11.667 ESTSs, o que eliminou a predigao de 1.175 transcritos espurios. Para verificar
a validade da remogao, comparou-se o conteiido de seqiiéncias repetitivas das seqiiéncias.
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A concentracao de seqiiéncias repetitivas é maior em regides nao expressas. Das 11.667
seqiiéncias removidas, 30,2% apresentou concentracao alta, enquanto em um conjunto de
10.000 ESTs escolhidos aleatoriamente, apenas 8,1% apresentaram alta concentracdo, o
que indica que as seqiiéncias podiam ser contaminagoes.

Ao contrario da contaminagao por DNA genomico, a contaminagao por pré-mRNA
gera seqiiéncias mais préoximas de genes. Para a identificacao destas seqiiéncias, primeiro
foi feita a identificacao dos introns existentes no genoma, sendo que um intron foi definido
como um buraco de pelo menos 15 bases no alinhamento de uma seqiiéncia expressa com
0 genoma, que comecava com as bases “GC” ou “GT” e terminava com “AG”. O passo
seguinte era a procura por seqiiéncias supostamente nao traduzidas, que sobrepunham
(mas que nao eram inteiramente contidas) os introns e a avaliagao das porcentagens destes
casos em cada biblioteca. Apds a anédlise, 14 bibliotecas foram consideradas contaminadas.
Todas as sequiéncias destas bibliotecas que possuiam sobreposi¢ao com um intron foram
removidas. Isto resultou num total de 2.128 ESTSs, o que ocasionou a eliminacao de 538
predicoes espurias. A mesma verificacdo aplicada na contaminacao genomica foi feita e
mostrou que 16,1% das seqiiéncias possuiam alta concentracao de seqiiéncias repetitivas.

Introns que comegam com GT e terminam com AG ocorrem em 98,12% dos casos, e 0s
introns do tipo GC/AG correspondem & 0,76% dos casos. No entanto, existem os introns
nao canonicos, que podem contaminar as sequéncias. Para avaliar este tipo de conta-
minagcao, primeiro foi feita uma avaliacao dos introns obtidos no processo descrito acima,
e um intron nao canonico foi identificado. Ao analisar todas as bibliotecas, verificou-se
que 19 bibliotecas entravam no critério dos trés desvios padroes. Estas bibliotecas es-
tranhamente apresentaram uma porcentagem muito alta de seqiiéncias com este tipo de
contaminagao. Uma andlise mais cuidadosa mostrou que os introns nao canonicos tinham
tamanhos entre 51 e 59 bases, enquantos os introns normais costumam ter 3.000 bases.
Devido a isso, considerou-se que estes casos podiam ser causados por erros na producao
das bibliotecas. Todas as 10.971 seqiiéncias contendo introns nao canonicos foram des-
cartadas e 7.862 possiveis predigoes espurias foram eliminadas.

Por ser baseado em estatisticas de caracteristicas de uma biblioteca, este método pode
nao funcionar bem para bibliotecas muito pequenas.

A.18 Identification of human chromosome 22 trans-
cribed sequences with ORF expressed sequence
tags [30]

O objetivo deste trabalho é descrever a andlise de 250.000 seqiiéncias ORESTES pro-
duzidas a partir de mRNA humano e mostrar a importancia desta técnica na tarefa de
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descoberta de genes. O enfoque da andlise se encontra nas seqiiéncias de genes que sao
contidos no cromossomo 22.

As seqiiéncias de genoma bacterial completo permitem que andlises computacionais
relativamente precisas e completas dos genes e regioes codificadoras. Em complexos geno-
mas eucariotos, esta tarefa é bem mais dificil devido a fragmentacgao dos genes em peque-
nos éxons, divididos freqiientemente por grandes introns. Neste contexto, a determinacao
da sequiéncia completa do cromossomo 22 permitiu que uma anélise mais detalhada dos
mecanismos de predicoes de genes mostrasse resultados como apenas 20% de genes pre-
ditos corretamente com todos os éxons, 16% de todos os éxons conhecidos que nao foram
preditos e 40% de genes preditos que nao foram confirmados por outros meios.

Devido a essa auséncia de técnicas computacionais adequadas para a predi¢cao de genes
em eucariotos, a descoberta de genes ainda depende do alinhamento de seqiiéncias, expe-
rimentalmente validadas, com o genoma completo do organismo. Resultados anteriores
a este trabalho indicavam 545 genes ligados ao cromossomo 22 (247 obtidos através do
seqiienciamento de transcritos completos, 150 identificados por similaridade com outros
genes e 148 resultantes do alinhamento da seqiiéncia do cromossomo com ESTs), o que
era um valor extremamente baixo se comparado com os 35.000 genes humanos estimados.
Isto mostrava que o numero de sequiéncias de cDNA completos ou de ESTSs era insuficiente
para definir os transcritos humanos com confiabilidade.

A utilizacao de seqiiéncias ORESTES [22] pode constituir numa estratégia para me-
lhorar a descoberta de genes. Como os ORESTES sao trechos parciais de seqiiéncias
expressas derivados da porcao central do gene, eles sao complementares aos ESTs que
possuem origem nas extremidades 3’ e 5 dos transcritos. ORESTES e ESTs unidos
podem fornecer a sequéncia completa do transcrito.

Uma base de 250.000 ORESTES foi criada a partir de mRNA derivados de diversos
tecidos humanos, inclusive de tumores. Uma andlise preliminar mostrou que 18% das
seqiiéncias tinham origem em transcritos de RNA ribossomal e em DNA mitocondrial,
ou compostos quase que totalmente por seqiiéncias repetitivas. Estas sequéncias foram
excluidas e o restante foi clusterizado com o programa CAP3, que produziu 81.429 clus-
ters. Antes da comparacao das seqiiéncias com o cromossomo 22, elas eram processadas
com o programa RepeatMasker [44]. As seqiiéncias processadas eram comparadas com o
cromossomo 22 com a utilizacao do BLAST, e aquelas que possuissem 94% de identidade
ao longo de 80% de seus tamanhos eram consideradas como significantes.

Dos 81.429 clusters, 1.181 (1,45%) tiveram seqiiéncias equivalentes no cromossomo 22.
O cromossomo 22 equivale a apenas 1,1% de todo o genoma humano, e o grande niimero
de seqiiéncias encontradas refletiu a alta densidade de genes existente nele. Além disso, o
cromossomo possui um grande nimero de seqiiéncias altamente expressas.

Os alinhamentos dos ORESTES com as seqiiéncias do cromossomo 22 produziram
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clusters para 162 (65,6%) dos 247 genes completos conhecidos até entao.

Dois novos casos de traducao alternativa no cromossomo 22 foram identificados com
auxilio das seqiiencias ORESTES

Foram obtidos clusters relacionados a 67 (44.6%) das 150 seqiiéncias que possuiam
semelhanca com outros genes. Além disso, 15% das 150 seqiiéncias foram totalmente
cobertas pelos clusters.

Dos 148 genes preditos por seqiiéncias ESTs no cromossomo 22, 45 (30,4%) foram
confirmadas pela sobreposicoes entre os ESTs e as seqiiéncias ORESTES. Esta baixa
porcetagem era esperada por que os ORESTES tendem a ser complementares aos ESTs,
nao necessariamente com a ocorréncia de sobreposicao. As seqiiéncias preditas pelos ESTs
tinham em média tamanho de 1.022 bp, e ao serem complementadas com os ORESTES
que apresentaram sobreposicao, o tamanho médio cresceu para 1.153 bp, uma extensao
de 13%.

Ao todo, 50,5% dos genes humanos anotados apresentaram alguma simililaridade sig-
nificante com os ORESTES. Em comparagao, todos os ESTs convencionais disponiveis
foram clusterizados usando o CAP3 e representaram 48,8% dos genes. Isso indica que,
aparentemente, uma base de ORESTES contendo 250.000 seqiiéncias é tao informativa
quanto uma base 10 vezes maior de ESTs, encontrada no dbEST (2000).

Anadlises adicionais revelaram um conjunto de 219 clusters relacionados as regioes
nao anotadas do cromossomo 22. Das 219 seqiiéncias, 171 foram confirmadas por ESTs
encontrados no dbEST. Como os ORESTES nao possuem uma posicao fixa no transcrito
como os ESTs, que ficam nas extremidades, é possivel que o niimero de genes identificados
seja menor que 219, o que deve ser confirmado através da construcao de clusters completos
ou do seqiienciamento de cDNAs completos relativos a estes clusters.

Por ser bastante informativo e por ser facil de producao, a técnica ORESTES pode
ser de grande importancia na cobertura de todos os transcritos humanos.

A.19 An optimized protocol for analysis of EST se-
quences [62]

Este trabalho descreve a avaliagao de uma série de programas de montagem de seqiiéncias
para avaliar qual é o melhor e mais confiavel para este tipo de tarefa. O programa
considerado mais confiavel foi utilizado no protocolo de contrucao do banco TIGR Gene
Indices.

O banco TIGR Gene Indices utiliza algoritmos de montagem de seqiiéncia, ao invés
da clusterizagdo para produzir consensus (TC - tentative consensus), que representem os
transcritos. Este procedimento tem vantagens como, por exemplo, separar genes relaci-
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onados proximamente em consensus diferentes, separar variacoes de traducao e produzir
seqiiéncias mais longas. Contudo, a qualidade e a utilidade das seqiiéncias montadas
depende da habilidade do programa de montagem gerar, de forma efetiva, consensus al-
tamente confidaveis a partir dos dados ESTs disponiveis.

Entre os programas de montagem desenvolvidos para projetos de seqiienciamento, os
mais usados sao: o phrap [44], o CAP3 [54] e o TIGR Assembler [101]. O TIGR Assembler
original era otimizado para montagem de ESTs, enquanto a versao mais atual é otimizada
para montagem de seqiiéncias genomicas. Assim, a versao original sera identificada como
TA-EST e a outra como TIGR Assembler.

As seqiiéncias ESTs representam uma série de problemas computacionais distintos
para os programas de montagem. Em um projeto de seqiienciamento baseado em shot-
gun, que tipicamente utiliza um tunico clone, duas seqiiéncias com menos de 98% de
identidade podem ser consideradas como vindo de diferentes cépias de um elemento repe-
titivo de seqiiéncia. Em contraste, os ESTs tém origem em variadas fontes representando
o espectro de polimorfismos das amostras. Além disso, existem os erros, causados pelo
seqiienciamento realizado em uma unica passagem, altas taxas de inclusoes e delegoes,
contaminagoes por vetores e adaptadores. Tudo isso, faz com que o grau de identidade de
duas seqiiéncias que se sobrepoem seja menor do que para o seqlienciamento genomico.

Utilizando as sequéncias de rato existente no dbEST (2000), os quatro programas
listados acima foram avaliados para determinar qual era o mais confiavel na geracao de
consensos, para comparar o niimero de consensos e de seqiiéncias tinicas produzidos e para
avaliar a performance relativa.

As seqiiéncias obtidas foram trimadas para remocao de vetores, poli-A, poli-T, adap-
tadores e contaminacoes bacteriais. Os 118.473 ESTs limpos foram clusterizados através
da comparacao de todos os pares de seqiiéncias com o programa WU-BLAST [4]. As
seqiiéncias que apresentaram >95% de identidade em regices que tivessem pelo menos 40
bases e nao tivessem saltos de mais de 20 bases diferentes foram agrupadas nos mesmo
cluster. Um total de 16.183 clusters foram gerados.

Os programas foram executados com as seqiiéncias de cada cluster. Os parametros
padroes foram utilizados. Os resultados mostraram que todos os programas produziram o
mesmo nimero de seqiiéncias montadas. Os programas TA-EST e TIGR-Assembler pro-
duziram, respectivamente, 20 e 54 vezes mais seqiiéncias unicas que os programas phrap e
o CAP3, o que mostra que eles sao bem menos tolerantes em relagao as discrepancias que
existem entre as seqiiéncias. A grande diferenca entre os dois primeiros e os dois tltimos, é
que a construcao de clusters com dezenas ou centenas de seqiiéncias, realizada pelo phrap
e pelo CAP3, mostrando que eles sao capazes de montar os ESTs corretamente, apesar
da presenca de erros de seqiienciamento e de polimorfismos.

Uma primeira analise nos dados produzidos apontaria o phrap como melhor que o
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CAP3, mas um teste de qualidade de consenso provou o contrario. O teste foi feito utili-
zando ESTs de genes anotados. As seqiiéncias foram montadas pelos quatro programas e
os consensos comparados com as seqiiéncias de referéncia (genes). Por exemplo, no caso
do gene do citocromo ¢ oxidase sub-unidade II, o CAP3, o TA-EST e o TIGR Assem-
bler foram capazes de reproduzir a seqiiéncia de referéncia. Contudo, o CAP3 foi capaz
de agrupar todas as seqiiéncias, enquanto os outros dois agruparam algumas seqiiéncias
de baixa qualidade em um segundo consenso, que representava apenas uma parte da
sequiéncia do gene. O phrap foi capaz de juntar todas as seqiiéncias em um tnico con-
senso, mas a seqiiéncia resultante apresentou um grande nimero de insercoes e outros
erros, gerando uma taxa de 5% de erros.

Os erros gerados pelas seqlienciamento automatico de DNA sao concentrados no inicio
e no final das seqiiéncias. Em projetos de seqiienciamento genomico, a distribuicao das
seqliéncias ao longo do genoma conseguem compensar este fato, mas em projetos ESTs
isto nao ocorre. Em geral, os erros em ESTSs se concentram no mesmo local, pois o
sequienciamento do cDNA se inicia aproximadamente na mesma posi¢ao, e os programas
de montagem devem ser capazes de contornar esta situagao.

Para testar este aspecto, um modelo de distribuigao de erros ao longo de uma seqiiéncia
foi criado. A partir de uma seqiiéncia de referéncia de 600 bases, um conjunto de
seqliencias com tamanhos entre 450 e 550 bases foram criadas segundo o modelo de dis-
tribuigao de erros. Taxas de erros de 1% a 8% foram simuladas. Estas seqiiéncias foram
fornecidas aos programas e, novamente, verificou-se a producao de seqiiéncias unicas e
consensos e as qualidades dos consensos. Os programas CAP3 e phrap conseguiram agru-
par as seqiiéncias em um tunico consenso. Em contraste, os programas TA-EST e TIGR
Assembler dividiam os EST's em seqiiéncias tinicas ou mais consensos conforme a taxa de
erro crescia. Neste teste, o programa CAP3 mostrou novamente melhores resultados que
o phrap. As qualidades dos melhores consensos dos programas TA-EST e TIGR Assem-
bler se aproximavam da do CAP3, mas isto foi considerado menos importante do que o
fato destes programas estarem gerando mais consensos do que deveriam. Os resultados
também mostraram que o phrap tende a reter os erros das seqiiéncias ESTs, gerando
insergcoes NOs CONSeNsos.

Além de saberem lidar com os erros, os programas devem ser capazes de separar ESTs
de transcritos distintos mas proximamente relacionados. Para avaliar a capacidade dos
programas lidarem com dados de familias génicas, foi criada uma familia génica composta
de seqiiéncias modelo. A partir de insercoes e substituicoes feitas em um segmento de
1800 bp do gene ECA1, 7 seqiiéncias foram geradas contendo 99, 98, 97, 96, 95, 94 e 90%
de identidade com a seqiiéncia original. As seqiiéncias geradas e a original representariam,
cada uma, um membro da familia. Elas foram fragmentadas em trechos que iam de 450
a 550 bases, como se tivessem passado por um processo de shotgun. Dois conjuntos de
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fragmentos foram criados. O primeiro continha as seqiiéncias dos 8 membros da familia
e o segundo apenas de 6 membros (95% ou mais de identidade). Os programas foram
executados com estes dois conjuntos em uma bateria de 6 testes independentes. O pro-
grama, TA-EST nao era capaz de distingtiir as seqiiéncias, sempre agrupando 6 membros
de uma familia em um tnico consenso e 8 membros de outra familia em uma média de
1,38 consensos. O phrap nao se saiu melhor, gerando 2 e 4,33 consensos, respectivamente,
para os cojuntos de 6 e 8 membros. O CAP3 produziu bons resultados na separagao
das seqiiéncias, mas para ESTs que compartilhassem >96% de identidade, ele também
falhou, gerando 4,5 e 6,67 consensos. O programa TIGR Assembler forneceu a maior
discriminacao, gerando em média 5,83 e 8,5 consensos.

Um teste para validar os resultados obtidos nas simulacoes anteriores foi feito. Um
conjunto de 73 genes humanos altamente representados foi utilizado como entradas dos
programas. Mais uma vez os resultados apontaram o CAP3 como melhor programa.

O CAP3 apresentou os melhores resultados e, por isso, foi o programa escolhido para
ser o montador oficial do banco TIGR Gene Indices.

A.20 d2_cluster: A Validated Method for Clustering
EST and Full-Length cDNA Sequences [20]

O objetivo deste trabalho é descrever um método de clusterizacao de seqiiéncias chamado
d2_cluster e apresentar resultados que validem o método.

O d2_cluster ¢ um método de clusterizacao aglomerativo. Cada seqiiéncia comega
em seu préprio cluster e a clusterizagao é feita por uma série de fusodes dos clusters. O
d2_cluster pode ser descrito em termos de clusterizacao através de ligacao minima ou
fecho transitivo.

O termo fecho transitivo se refere a propriedade que quaisquer duas seqiiéncias que
possuem um determinado nivel de similaridade estardo no mesmo cluster. Assim, duas
seqiiéncias A e B estarao no mesmo cluster, mesmo que elas nao tenham similaridade, se
existir uma seqiiéncia C' com similidaridade suficiente em relacao a A e a B.

O critério de uniao dos clusters é a detecgao de duas seqiiéncias que possuam uma
janela de tamanho w bases com um percentual minimo s de identidade. O método s6 leva
em conta a informagao de sobreposicao, e nenhuma informacao de anotagao é utilizada
na clusterizacao.

Os critérios de detecgao de sobreposigao sao descritos em trabalhos anteriores [47, 107,
118].

Para melhor explicacao do algoritmo, seguem algumas convencoes:

1. A distancia d2 entre duas seqiiéncias A e B é denotada por d2(A, B). A notagao
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d2(A, B) é utilizada por conveniéncia pois a fungdo d2 contém outros parametros,
definidos nos outros trabalhos ja citados, além das seqiiéncias A eB.

2. O conjunto a ser clusterizado é composto por N seqiiéncias numeradas de 0 a (N—1).
A seqiiéncia 7 é denotada por S;.

3. A relacao de pertinéncia de uma seqiiéncia S; a um cluster é denotada pelo valor

C;.

4. Dados dois clusters ¢ e j, a operagao de fusao M EFRGE(i, j) significa que todas as
seqiiéncias do cluster j serao atribuidas ao cluster 7. Dessa maneira temos que na
operacao M ERGE(i,j), para todas as seqiiéncias S, que possuem C, = j, C, é
atualizado de forma que C, = 1.

A progressao do algoritmo pode ser mostrada por indugao. A iteragoes Iy e I; sao
exibidas e a seguir descreve-se como a iteragao [ acontecera:

e Fstado inicial: Cada seqiiéncia estd em seu proprio cluster (para todo S;, C; = 1).

e Jteracao Iy: A seqiiéncia Sy é escolhida. Para cada seqiiéncia S;,1 < i < N,
MERGE(Cy, Cy), se d2(Sy,S;) < THRESHOLD, onde THRESHOLD é um

valor maximo pré-definido.

e [teracao I;: A seqiiéncia S; é escolhida. Note que C'; = 1 a nao ser que a seqiiéncia
tenha sido atribuida ao cluster 0 na iteragao anterior. Para cada seqiiéncia S;,2 <
1< N, MERGE(Cl, Cl), se dQ(Sl, Sz) <THRESHOLD.

e [teracao I: A seqiiéncia S; é escolhida. Para cada seqiiéncia S;,k < i < N,
MERGE(Cy, C;), se d2(Sk, S;) < THRESHOLD.

A clusterizacao termina apds N — 1 iteragoes. O fecho transitivo é obtido porque os
clusters sao fundidos se eles possuem identidade suficiente.

O método d2_cluster foi comparado com os dados existentes no banco UniGene. Este
banco foi escolhido para comparagao devido a alta qualidade do seus dados e pela am-
pla aceitacao que ele possuia. Assim, as seqiiéncias de rato existentes na versao 19, de
agosto de 1998, foram obtidas e submetidas ao método d2_cluster. Como o algoritmo
do UniGene nao estava disponivel, as seqiiéncias nao foram clusterizadas segundo este
método. Os clusters produzidos pelo d2_cluster foram comparados com os existentes no
banco UniGene.

O banco de seqiiéncias de rato do UniGene, na versao 19, possuia 43.612 ESTs e
sequiéncias completas de mRNA. Como a informacao de limpeza das seqiiéncias nao eram
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disponiveis no UniGene, elas tiveram que ser trimadas para remocao de seqiiéncias repe-
titivas e seqiiéncias mitocondriais, o que foi feito com o programa cross_match [44].

As 42.441 seqiiéncias restantes foram clusterizadas com o d2_cluster com os para-
metros: window_size = 100, stringency = 0.9, minseq = 100 e rev.comp = 1. Es-
tes parametros indicam que duas seqiiéncias seriam colocadas no mesmo cluster se elas
possuissem uma janela de pelo menos 100 bases com 90% de identidade. Indicam também
que as seqiiéncias com menos de 100 bases seriam descartadas e que o complemento reverso
também seria considerado. O procedimento de clusterizagao tomou aproximadamente 31
horas de processamento em uma maquina SUN E450 com um processador de 400MHz.
Apébs o processo, cada seqiiéncia pertencia a exatamente um cluster d2_cluster e a um
cluster UniGene.

O método d2_cluster produziu aproximadamente 20% menos clusters com apenas uma
seqiiéncia e reduziu o numero total de clusters em aproximadamente 10%. Em geral, o
nimero de clusters com poucas seqiiéncias diminuiu e o nimero de clusters com muitas
seqiléncias aumentou.

Verificou-se que 60 clusters (menos que 0,5%) do UniGene eram fusdes de clusters do
d2_cluster. No entanto, 1078 clusters do d2_cluster (aproximadamente 8%) eram fusoes
de clusters do UniGene, o que indica que o método d2_cluster é mais agressivo na uniao de
seqiiéncias. Um total de 12.389 clusters (83% de clusters do UniGene e 90% dos clusters
do d2_cluster) eram idénticos, mostrando que o resultado produzido pelos dois algoritmos
sao consistentes em larga escala.

A juncao realizada por um método de seqiiéncias, que foram colocadas em cluster de
tamanho 1 pelo outro, pode ser explicada por varios motivos: um método pode falhar
a0 nao unir duas seqiiéncias; um método pode introduzir uma falsa uniao; ou os critérios
de clusterizacao podem ser diferentes. O UniGene, por exemplo, utiliza informacao do
processo de clonagem, enquanto o d2_cluster nao utiliza nenhuma informagao sobre origem
das sequiéncias ou anotacao. Alguns casos observados, mostraram que clusters que nao
foram unidos pelo UniGene, mas foram unidos pelo d2_cluster, deveriam realmente ser
unidos.

Testes foram realizados para avaliar a taxa de erros do método d2_cluster. Primeiro
avaliou-se a ocorréncia da uniao de seqiiéncias que nao deveriam ser unidas em um mesmo
cluster. Neste ponto, é preciso observar que existem casos especiais na avaliacao deste
tipo de erro. Por exemplo, gene paralogos que tém origem em genes distintos podem ser
perfeitamente alinhados. Alguns casos, como a traducao alternativa, necessitam de mais
que um simples consenso para representar o cluster inteiro. Em casos como estes, este
tipo de erro pode ser excluido se o consenso do cluster tiver dominios suficientemente
largos de identidade com cada uma das tradugoes.

Os clusters produzidos pelo d2_cluster foram alinhados com o programa CRAW [21].



Revisao Bibliografica 181

Este programa foi configurado de modo que o alinhamento de uma seqiiéncia com o
consenso do subcluster nao pudesse ter uma janela de 50 bases com mais que 10% de erros.
Empiricamente foi definido um limite superior para este tipo de erro. Apds processamento
dos 13.755 clusters produzidos pelo método, todos, com exececao de 1617, podiam ser
representados por um tnico consenso produzido pelo CRAW, o que resultou em um limite
superior inicial de 11,8%. Um limite superior mais rigido foi obtido com a inspecao
do alinhamento multiplo dos 1617 clusters com o miltiplos consensos produzidos pelo
CRAW para identificar casos que possuissem janelas de 100 bases com pelo menos 90%
de identidade. Um total de 106 clusters nao satisfizeram este critério e o limite superior
ficou em 0,8%.

Para avaliagao do erro de nao unir seqiiéncias que deveriam ser unidas, o procedimento
adotado foi a comparacao de todas seqiiéncias contra todas seqiiéncias com a utilizacao do
algoritmo de Smith-Waterman [94]. Os erros seriam identificados por um subconjunto de
todas as similaridades intercluster identificadas pelo algoritmo. Os testes mostraram que
51 clusters apresentaram este tipo de erro resultando em uma taxa de aproximadamente
0,4%.

O d2_cluster foi utilizado no projeto STACK, onde os ESTs sao hierarquicamente
clusterizados dentro de tecidos e categorias arbitrarias. Neste projeto, ele foi configurado
para unir seqiiéncias que apresentassem mais que 96% de identidade em uma janela de
150 bases.

A.21 A new DNA sequence assembly program [17]

Este trabalho descreve um programa de montagem de seqiiéncias de DNA chamado GAP.
Os algoritmos implementados por este programa foram escritos em ANSI C e FORTRAN
77, e a interface gréfica foi escrita em Tcl/Tk. Ele pode ser utilizado com X Windows
em maquinas SUN, DEC e SGI UNIX. O desenvolvimento deste software focou principal-
mente no fato de que os resultados produzidos pelos algoritmos pudessem ser visualizados
graficamente, permitindo melhor analise dos dados.

O GAP possui a implementagao de trés algoritmos de montagem diferentes.

O primeiro é o algoritmo padrao de montagem de shotgun. Ele considera uma seqiién-
cia por vez e comparam com todo o dado que ja foi montado. Se a seqiiéncia atender
os critérios minimos, ela é alinhada. Se o alinhamento for considerado bom o suficiente,
ele serd registrado. Se uma seqiiéncia possuir um bom alinhamento com dois contigs
diferentes, ela é alinhada com um dos contigs e o resultado ¢ alinhado com o outro. Se
o alinhamento for bom, os dois contigs sao unidos. Se a sequéncia alinhar bem com
mais de 2 contigs, os dois melhores serao considerados. Se uma seqiiéncia nao possuir
correspondéncia com nenhum contig, ela iniciard um contig novo. E, finalmente, se uma
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seqiiéncia tiver correspondéncia, mas nao alinhar bem, ela podera iniciar um contig novo
ou ser descartada.

O segundo algoritmo realiza montagem em regioes com fita tinica. O funcionamento
do algoritmo ¢ semelhante ao anterior, com exce¢ao que novas seqiiéncias so serao unidas
em regides que possuem apenas uma fita ou que fazem fronteira ou sobrepoem regioes
deste tipo. As regioes que possuem as duas fitas completas ja tém informacao suficiente
e por isso nao necessitam que novas seqiiéncias sejam adicionadas.

O ultimo algoritmo é denominado Montagem Direta. Ele necessita que cada seqiiéncia
tenha uma posi¢ao de montagem, que indica onde a seqiiéncia sera montada. Esta posi¢ao
nao é absoluta, mas relativa a qualquer outra seqiiéncia (seqiiéncia ancora) que ja tenha
sido montada. A definicao desta posicao de montagem inclui o nome da seqiiéncia ancora,
o sentido da seqiiéncia que sera montada, o deslocamento em relagao a ancora e um
valor de tolerancia em relacao ao deslocamento. O valor de tolerancia é normalmente
positivo e indica que a primeira base da nova seqiiéncia deve estar dentro de + ‘tolerancia’
bases de distancia do deslocamento. Se a tolerancia é negativa, o alinhamento nao é
feito e a seqiiéncia é simplesmente colocada na posicao ‘deslocamento’ relativa a ancora.

Hnew*’

Se a o nome da seqiiéncia ancora é , a seqliéncia iniciarda um novo contig. O
algoritmo pega uma seqiiéncia, lé seus atributos, busca a seqiiéncia ancora na base de
dados e recupera o consenso para a regiao definida por seqiiéncia ancora, deslocamento e
tolerancia. Feito isso, o algoritmo realiza o alinhamento e verifica o nimero de erros. Se
o numero de erros estiver dentro do limite, estao a seqiiéncia ¢ inserida no contig.

O software possui um série de funcionalidades que podem ser acessadas através da in-
terface grafica. Essas funcionalidades permitem que os contigs criados sejam visualizados,
comparados e editados.

O software pode ser obtido através do envio de uma mensagem para Roger Staden

(rs@mrc-lmb.cam.ac.uk).

A.22 TIGR Gene Indices clustering tools (TGICL):
a software system for fast clustering of large
EST datasets [78]

Este artigo tem o objetivo de descrever aspectos do software TGICL. Esta ferramenta
realiza um conjunto de operagoes para analise de ESTs e de bancos de mRNA.

O TGICL opera de forma a clusterizar com base em similaridade as seqiiéncias forne-
cidas. Apéds esta primeira etapa, cada cluster é montado individualmente para producao
de seqiiéncias consensos. Opcionalmente, o programa pode utilizar valores de qualidades
das sequiéncias para producao de melhores resultados.
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As seqiiéncias fornecidas devem ser trimadas antes de serem utilizadas como entrada
do programa, pois o TGICL nao realiza este servigo.

Trechos de repeticoes conhecidos podem ser mascarados para que o TGICL exclua-os
durante a fase de preparagao do hash de palavras utilizado na clusterizagao. O mascara-
mento deve ser feito de forma que os trechos de repeticoes fiquem em letras mintsculas.

Transcritos completos conhecidos podem ser utilizados como “sementes” para a clus-
terizacao. A utilizacao de transcritos completos ajuda na criacdo de clusters menores e
melhores particionados e evita a montagem de clusters quiméricos. A extensao lateral

das “sementes” s6 é permitida quando a seqiiéncia alinha com o transcrito quase que
perfeitamente.

A clusterizacao realiza primeiro uma indexacao do arquivo de entrada para posterior
busca de similaridade entre todos pares de seqiiéncias utilizando uma versao modificada do
programa megablast [121]. Esta versao oferece filtros especificos para o resultados, utiliza
deslocamento dinamico durante buscas incrementais na base de dados de seqiiéncias e
produz uma saida onde cada linha é uma sobreposi¢ao identificada.

Os alinhamentos sao classsificados em ordem decrescente de pontuagao de alinhamento.
Esta ordenacao global permite a utilizacao de uma estratégia “gulosa” para controle
da clusterizacao. Os melhores alinhamentos sao encontrados primeiros e direcionam a
formacao dos clusters.

O critério padrao para a sobreposicao de seqiiéncias é de no minimo 40 bases. O
percentual minimo de similaridade padrao é de 95%. Para clusterizacao com utilizagao
de “sementes”, as sobreposicoes das seqiiéncias com os transcritos completos devem ter
cobertura proxima da completa, caso contrario, a semente é ignorada.

A montagem dos clusters é realizada com a utilizagao do programa CAP3. Este realiza
o alinhamento miltiplo das seqiiéncias e a criacao do consenso.

O software tem dificuldades de lidar com genes altamente expressos que formam clus-
ters com muitos milhares de seqiiéncias. Neste caso, o CAP3 sofre problemas de falta
de memoéria. Para contornar esse problema, o usuario pode utilizar os utilitarios sclust e
nrcl, que estao no pacote do TGICL, para realizar montagem iterativa destes clusters.

O TGICL foi desenvolvido e testado sob uma plataforma Linux e tem a capacidade
de executar em maquinas multi-processadas. O programa principal é um script perl
e as ferramentas auxiliares utilizadas por este script, incluindo a versao modificada do
megablast, foram desenvolvidas em linguagem C.

O programa estd disponivel em http://www.tigr.org/tdb/tgi/software/.
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A.23 ESTIMA, a tool for EST management in a mul-
ti-project environment [59]

O objetivo deste artigo é descrever o software ESTIMA e os detalhes de sua imple-
mentacao, apresentando as funcionalidades que ele possui.

O software ESTIMA foi desenvolvido com a finalidade de gerenciar projetos de seqiien-
ciamento de ESTs, sendo que ele possui a capacidade de controlar multiplos projetos
simultaneamente.

Esta ferramenta realiza, basicamente, a recepcao de dados, processados ou nao, e
os armazena em uma base de dados diferente para cada projeto, com o auxilio de um
conjunto variado de scripts desnvolvidos em Perl. Além disso, ela possui um conjunto de
buscas que podem ser feitas via interface web para que os dados armazenados possam ser
analisados. A interface web permite facil visualizacao dos contigs produzidos pelo projeto,
assim como as anotagoes realizadas e a relagao que as seqiiéncias ou contigs tém com os
dados de Gene Ontology [28].

Uma caracteristica importante do ESTIMA é que ele é independente de pipelines
de processamento de ESTs. Cada projeto realiza o processamento dos cromatogramas
produzidos da maneira que for mais adequada as suas necessidades. O programa apenas
recebe os dados e os disponibiliza para anélise.

Entre os projetos de seqiienciamento de ESTs que utilizam o ESTIMA, podemos ci-
tar os dos organismos: Apis mellifera (abelha), Bos taurus (gado), Taeniopygia guttata
(passdro mandarim), Diabrotica vergifera (verme que ataca a raiz do milho), Ictalurus
punctatus, Ictalurus furcatus (catfish) e Malus x domestica (maga).

Dentre os organismos citados acima, 3 sao objetos de estudos de projetos disponiveis
publicamente. A abelha é estudada pelo projeto Honey Bee Brain EST [49], o gado
é estudado pelo projeto Cattle EST [23] e o passiaro mandarim pelo projeto Songbird
Neurogenomics Initiative [97].

O software ¢ disponivel gratuitamente em http://titan.biotec.uiuc.edu/ESTIMA
para uso académico.

A.24 Comparative analysis of 82 expressed sequence
tags from a cattle ovary cDNA library [64]

O trabalho apresentado neste artigo descreve o processo de seqiienciamento e anélise
de 82 ESTs provenientes de 51 clones aleatoriamente selecionados de uma biblioteca de
c¢DNA proveniente do tecido de ovario de individuos da espécie Bos taurus. Além disso,
o trabalho apresenta uma metodologia para analise comparativa de genomas, chamada
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COMPASS.

A montagem de mapas genéticos pode facilitar o estudos para identificacao de genes
que afetam processos economicamente importantes, como a producao de leite ou carne,
por exemplo. Além disso, pode fornecer informagoes para o entendimento da evolugao
das espécies. Sendo assim, mapeamentos genéticos de organimos, como o boi, comecaram
a ser realizados.

Na época em que este trabalho foi realizado (1998), existiam aproximadamente 300
genes atribuidos a cromossomos do gado, e a maior parte deles tinha sido obtida através
de mapeamento com a utilizacao de métodos fisicos. Como alternativa complementar a
estas técnicas, surgia a caracterizacao e mapeamento de ESTs que permitiria que o indice
génico fosse obtido de forma mais rapida.

Estudos mostravam que a comparacao dos ESTs disponiveis entre espécies diferentes
sugeriam que uma grande fragao dos ESTs exibiam similaridade suficiente para que genes
ortélogos pudessem ser identificados [65]. No entanto, a simililaridade de seqiiéncia nao era
grande o suficiente para que primers desenvolvidos em uma espécie para amplificagao por
PCR, pudessem ser usados de maneira confidvel em outras. Por exemplo, somente 50% ou
menos dos primers desenvolvidos segundo a estratégia CATS (Comparative anchor-tagged
sequences) [63] aplificaram o produto correto em diferentes espécies.

Aliado ao fator descrito acima, a pouca disponibilidade de seqiiéncias de gado difi-
cultava a criacao de um mapa comparativo entre bovinos e humanos. Existia portanto
a necessidade de se produzir bibliotecas de cDNAs de tecidos especificos de diferentes
espécies para a criacao de mapas. Neste trabalho se optou pelo tecido do ovario porque
este seria fonte de genes associados a divisao celular, a reproducao e ao desenvolvimento.

A biblioteca de ovario foi produzida a partir de um tecido saudavel. Os cDNAs foram
escolhidos aleatoriamente e seqiienciados, em sua maioria, nas duas extremidades. As
seqiiéncias obtidas foram trimadas para remocao de vetor e de trechos de baixa qualidade.
O programa BLAST foi utilizado para busca de simililaridade entre as seqiiéncias e os
bancos nr e dbEST. O limite adotado para relacionar um gene humano com a seqiiéncia
bovina era de pelo menos 75% de homologia sobre um trecho continuo de 60 nucleotideos.

Anadlises preliminares da biblioteca mostraram que 22% (31/141) clones selecionados
aleatoriamente apresentavam auséncia de inserto ou inserto com tamanho menor que 200
bp. Nos 110 clones restantes, existiam 5 duplicatas. Um total de 164 seqiiéncias apro-
veitaveis foram produzidas a partir dos 105 clones tinicos. Estas seqiiéncias possuiam
tamanho médio de 458 bp. Cingiienta e quatro clones que apresentaram elementos repe-
tivivos, seqiiéncias de introns, seqiiéncias mitocondriais ou ribossomais foram eliminados.

A partir dos 51 clones escolhidos, 82 seqiiéncias foram obtidas. Destas, 22 (43,1%)
possufam extremidades 5" e/ou 3’ que correspondiam a outras seqiiéncias conhecidas de
humanos ou outros mamiferos, 18 (35,3%) correspondiam a ESTs humanos ou outros
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ESTs, e 11 (21,6%) representam transcritos novos.

Para confirmar a identificacao de ortélogos e testar a utilidade do mapeamento EST
para o mapeamento génico comparativo, 11 pares de primers oligonucleotideos foram
desenvolvidos a partir dos ESTs que foram considerados supostos ortélogos humanos.
Todos os 11 pares amplificaram o produto correto.

Entre os 11 genes representados pelos ESTs bovinos mapeados, 4 haviam sido mapea-
dos anteriormente em humanos e as localizagoes destes 4 genes no mapa eram consistentes
com informagoes de mapeamento comparativo produzidas por trabalhos anteriores. Ape-
sar dos outros 7 genes nao terem sido mapeados anteriormente, as suas localizacoes no
mapa humano puderam ser preditas com a utilizacao das informacoes dos mapeamentos
comparativos disponiveis.

No sentido contrério, as informacgoes de oito ortélogos, identificados por similaridade
de seqiiéncia, do mapa humano permitiram que 4 ESTs bovinos pudessem ser distribuidos
el Cromossomos.

Um EST bovino ja havia sido mapeado em ambas as espécies. Apenas 2 ESTs com
ortologos conhecidos nao puderam ser preditos com auxilio das informacoes comparativas
disponiveis.

A anélise descrita acima foi denominada pelos autores como COMPASS (comparative
mapping by annotation and sequence similarity). Ela difere de outras estratégias como,
por exemplo, a CATS ao usar informacao de ESTs homodlogos e identificacao de ortélogos
através de busca por similaridade utilizando o BLAST.

A estratégia CATS utiliza informacoes de seqliéncias de genes previamente mapeados
para producao de primers para amplificacao de ortdlogos que poderao ser entao mapeados
por outros métodos. No entanto, ela nao se mostrou robusta.

Devido as suas caracteristicas, a estratégia COMPASS é mais adequada a operacoes de
larga-escala e aliada a outras técnicas pode ser de grande utilidade para o desenvolvimento
de mapas génicos e para o entendimento da evolugao dos cromossomos dos mamiferos.

A.25 An Ordered Comparative Map of the Cattle
and Human Genomes [8]

O trabalho apresentado neste artigo é uma continuagao do trabalho iniciado por R. Z.
Ma et al. [64]. Um mapa comparativo dos genomas completos de humanos e bovinos
foi construido com a utilizagdo do mapeamento por Radiacao Hibrida paralela (RH) em
conjunto com o seqiienciamento EST, a busca em bancos de dados por genes de gado
nao mapeados e a estratégia preditiva COMPASS para identificacao de regioes homologas
especificas.



Revisao Bibliografica 187

Neste trabalho foram utilizadas bibliotecas de cDNAs provenientes de tecidos extraidos
do ovério e do bago de uma vaca saudavel adulta da raca Aberdeen-Angus. As biblio-
tecas foram construidas com a utilizagao do vetor pBluescript SK(+£). O primer T3 (5’
- AATTAACCCTCACTAAAGGG - 3) foi utilizado no seqiienciamento na diregao 5’ e
o primer T7 modificado (5" - TACGACTCACTATAGGGCGAAT - 3’) foi utilizado no
seqiienciamento na direcao 3’. Os ESTs provenientes do ovario foram seqiienciados em
ambas as direcoes, e os provenientes do baco foram seqiienciados apenas na direcao 3’. Os
cromatogramas foram processados manualmente com a utilizacao do software SeqEd da
Applied Biosystems. As seqiiéncias foram trimadas para eliminacao de vetores. O pro-
grama BLASTN foi utilizado para busca por similaridade nos bancos dbEST e nr. Clones
contendo RNA mitocondrial, RNA ribossomal ou elementos repetitivos foram removidos
do conjunto de dados.

Um total de 768 genes foram colocados no mapa RH em adi¢ao a 319 microsatélites
utilizados como marcadores ancoras. Destes genes, 638 possuiam ort6logos humanos com
dados mapeados, permitindo a construcao de um mapa comparativo ordenado. O grande
nimero de loci ordenados revelaram pelo menos 105 segmentos conservados entre os dois
genomas.

O mapa comparativo sugere 41 eventos de transloca¢ao, um minimo de 54 rearranjos
internos e o reposicionamento de todos, menos um, centromeros podem ser observados na
organizacao dos dois genomas.

Adicionalmente, a estratégia COMPASS mostrou 95% de precisao na predicao da
localizagao em cromossomos do gado a partir de dados aleatérios, demonstrando sua
eficiéncia na identificacao de regides especificas para um mapeamento detalhado.

O mapa comparativo produzido servird como importante fonte de informagao para
elucidar a filogenia dos cromossomos dos mamiferos e para identificacao de genes econo-
micamente importantes.
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