Instituto de Computacgao
Universidade Estadual de Campinas

Problemas de Comparagao de Genomas

Ulisses Martins Dias

Este exemplar corresponde a redacgao final da
Tese devidamente corrigida e defendida por
Ulisses Martins Dias e aprovada pela Banca
Examinadora.

Campinas, 08 de Fevereiro de 2012.

M&q&%%

Prof. Dr. Zanoni Dias
Instituto de Computagao (IC) - Unicamp
(Orientador)

Tese apresentada ao Instituto de Computacao,
UNICAMP, como requisito parcial para a ob-
tencao do titulo de Doutor em Ciéncia da Com-
putacao.



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR ANA REGINA MACHADO — CRB8/5467
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE MATEMATICA, ESTATISTICA E
COMPUTACAO CIENTIFICA — UNICAMP

Dias, Ulisses Martins, 1983-
D543p Problemas de comparagéo de genomas / Ulisses
Martins Dias. — Campinas, SP : [s.n.], 2012.

Orientador: Zanoni Dias.
Tese (doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Computacao.

1. Genoma. 2. Bioinformatica. 3. Programacao logica.
4. Biologia computacional. 5. Evolu¢do molecular -
Simulacao por computador. 6. Otimizagdo combinatéria.
I. Dias, Zanoni, 1975-. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Computacdo. Ill. Titulo.

Informagdes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Genome comparison problems
Palavras-chave em inglés:

Genome

Bioinformatics

Logic programming

Computational biology

Molecular evolution - Computer simulation
Combinatorial optimization

Area de concentragio: Ciéncia da Computacéo
Titulagao: Doutor em Ciéncia da Computagao
Banca examinadora:

Zanoni Dias [Orientador]

Joéo Carlos Setubal

Nalvo Franco de Almeida Junior

Jodo Meidanis

Guilherme Pimentel Telles

Data da defesa: 08-02-2012

Programa de Pés-Graduagao: Ciéncia da Computagao



TERMO DE APROVAGAO

Tese Defendida e Aprovada em 08 de fevereiro de 2012; pela Banca

examinadora composta pelos Professores Doutores:

¢ S

Prof.\Dr. Joao Carlos Setubal
Q/ P

/ Prof. Dr. Nalvo Franco de Almeida Junior
~ FACOM / UFMS

- = P
Jud/

Prof, jZ? Guilherme Pimentel Telles
IC / UNICAMP

7 /.,'_ﬂ_/ : ( T——
4 g b A

Prof. Dr. Jodao Meidanis
IC / UNICAMP

T
rd o~
e

X o W JioA
Prof. Dr."Zdnoni Dias
IC /| UNICAMP







Instituto de Computacgao
Universidade Estadual de Campinas

Problemas de Comparacao de Genomas

Ulisses Martins Dias!

08 de Fevereiro de 2012

Banca Examinadora:

e Prof. Dr. Zanoni Dias
Instituto de Computagao (IC) - Unicamp (Orientador)

e Prof. Dr. Joao Carlos Setubal
Instituto de Quimica (IQ) - USP

e Prof. Dr. Nalvo Franco de Almeida Jr.
Faculdade de Computagao (FACOM) - UFMS

e Prof. Dr. Joao Meidanis
Instituto de Computagao (IC) - Unicamp

e Prof. Dr. Guilherme Pimentel Telles
Instituto de Computacao (IC) - Unicamp

ISuporte financeiro de:
e FAPESP - Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sao Paulo (2007/05574-4)
e CAPES - Coordenagao de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (BEX 1757/09-1)






Agradecimentos

Aos meus pais Otacilio Rodrigues Dias e Regina Martins Dias, meus exemplos de vida.

As minhas irmas Cledpatra, [sis e Danusa, companheiras de uma vida inteira.

Ao meu orientador Zanoni Dias pelo incentivo durante esses anos de doutorado, pelas
criticas construtivas feitas ao meu trabalho e pela confianca em mim depositada. FEsse
tempo de trabalho foi significativo para meu crescimento como pesquisador e como pessoa.

Ao professor Joao Carlos Setubal pela oportunidade de complementar este trabalho
durante os 13 meses de doutorado sanduiche realizados no Virginia Tech.

As pessoas que me auxiliaram em minha chegada no exterior. De modo especial,
gostaria de agradecer a Lilian Lefol, Viviane Oliveira, Michele Hecke e Marina Quadros.
Um agradecimento também a Gustavo Riboldi, com quem compartilhei todas as despesas
por um ano inteiro no exterior.

Aos meus amigos que me acompanharam aqui no Brasil e nos Estados Unidos. Em
especial André Atanasio, Andrew Warren, Elaine Batista, Javier Montoya, Kuan Yang e
Priscila Sabdia pela participagao nesta jornada.

Aos funciondarios do Instituto de Computacao da Unicamp pela cooperacao. De modo
especial a Fernando Okabi, Daniel Capeleto, Ademilson dos Reis e Flavio Luzia.

Gostaria de agradecer as agéncias Fapesp pelo suporte financeiro no periodo em que
trabalhei no Brasil e Capes pelo suporte financeiro no doutorado sanduiche.

Finalmente, dedico este trabalho a minha esposa Danielle Furtado dos Santos Dias
pelos anos que passamos juntos, pelo amor incondicional e por dar sentido a minha vida.

vii






Resumo

Esta tese aborda trés aspectos da comparacgao entre genomas: primeiro, eventos de trans-
posicao; segundo, eventos de reversao e de reversao quase-simétrica; terceiro, estudo da
distancia entre genomas sem ligacao com algum tipo especifico de rearranjo. O estudo
do primeiro aspecto, eventos de transposi¢ao, permitiu a criacao de um novo algoritmo
de aproximacao na razao 1.375 e de modelos exatos usando programacao em légica com
restricoes para o problema da distancia de transposicao. Ambas as abordagens foram
comparadas com outras semelhantes encontradas na literatura e, em ambos os casos, foi
mostrado que o produto aqui apresentado é superior aqueles previamente conhecidos. Sob
o segundo aspecto, eventos de reversoes e de reversoes quase-simétricas, houve avancos
relacionados ao entendimento do processo de diferenciacao das espécies na familia Pseu-
domonadaceae e nos géneros Mycobacterium, Shewanella e Xanthomonas com a criacao de
uma ferramenta de simulacao capaz de gerar um historico evolutivo com caracteristicas
semelhantes as observadas nos referidos grupos. Além disso, foram obtidos avangos em
abordagens algoritmicas para o problema de construcao de scaffolds usando um genoma
de referéncia. De modo particular, foi obtida uma ferramenta superior as demais existen-
tes na literatura para construcao de scaffolds de genomas bacteriais. Ainda neste segundo
aspecto, tratou-se do problema da distancia de reversoes quase-simétricas com a geracao
de um algoritmo guloso que fornece uma sequéncia de reversdes quase-simétricas para
ordenar qualquer permutacao, além de algoritmos exatos para varias familias especificas
de permutagoes. No que diz respeito ao terceiro aspecto, foram desenvolvidas duas medi-
das que podem ser calculadas de forma eficiente (poucos segundos). Uma das medidas é
adequada para genomas proximos e a outra é adequada para genomas distantes. Ambas
foram avaliadas com genomas bacteriais reais, o que mostrou as vantagens e limitacoes
de cada medida. Com esta tese, espera-se ter contribuido para a area de comparacao de
genomas em geral e, em particular, para a area de rearranjo de genomas.
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Abstract

In this PhD thesis, we work on three aspects of genome comparison: first, transposition
events; second, inversion and almost-symmetric inversion events; third, whole-genome dis-
tance measures that are not connected to any specific kind of rearrangement event. The
study of transposition events (first aspect) allowed us to create a new 1.375-approximation
algorithm and some exact models using constraint logic programming. These approaches
were compared to other published methods and in all cases our methods perform best.
The second aspect of this thesis concerns inversion and almost-symmetric inversion events.
In this regard, we developed a simulation tool for the study of symmetric inversions in
bacterial genomes. Through this work we were able to contribute to the understanding of
the evolutionary differentiation process in species of the following groups: the Pseudomon-
adaceae family, the Xanthomonas genus, the Shewanella genus, and the Mycobacterium
genus. We used the knowledge acquired in building our simulation tool to establish a
method that uses inversion signatures to generate draft genome sequence scaffolds using
a complete genome as a reference. Apart from the practical applications of this research,
we contribute to the computer science field by providing a theoretical framework for the
almost-symmetric distance problem that can be improved in the future and can serve as a
basis for approximation and heuristic algorithms. This framework is comprised of a greedy
algorithm for any permutation, exact algorithms for specific families of permutation, and
several lemmas and conjectures related to these problems. The third and last aspect of
this thesis addresses the need for methods that can quickly and effectively compare large
sets of genome sequences. We propose two new methods for efficiently determining whole
genome sequence distance measures. One of them is aimed at comparing closely related
genomes, and the other is meant to compare more distant genomes. Both measures were
evaluated in order to find their limitations and their efficacy. It is our hope that this work
represents a contribution to knowledge of the genome comparison field in general, and the
genome rearrangement field, in particular.
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Apresentacao

Evolugao ¢ o conjunto de mudancas sofridas pelos organismos ao longo do tempo. Tais
mudangas sao observaveis tanto em intervalos curtos, como de uma geracao para outra,
quanto em intervalos mais longos na ordem de milhoes de anos. Neste ultimo caso,
determinar o parentesco entre as espécies depende de dois fatores:

1. A identificacao de caracteristicas que indiquem um ancestral comum;

2. A obtencao de um grupo de fenomenos que explicariam as diferencas observadas
nas espécies.

A primeira abordagem utilizada pelos cientistas determinava o parentesco entre as
espécies baseando-se em observacoes fenotipicas. Neste contexto, seria possivel obter
conclusoes do tipo: “O homem é mais préoximo de um chimpanzé do que de um cavalo”,
devido a uma série de semelhancas como, por exemplo, habilidade das maos, rotacao e
liberdade de movimentos dos ombros e capacidade de andar com apenas duas pernas.

Entretanto, ainda nao havia nenhum entendimento sobre a origem das diferencas ob-
servadas nas duas espécies. Tal conhecimento comecgou a ser delineado com o advento da
genética moderna. As caracteristicas fenotipicas foram substituidas pelo material genético
dos organismos e os fendmenos causadores das divergéncias evolutivas sao as mutacoes
ocorridas nesse material genético.

Essas mutacoes alteram a cadeia genética e podem resultar em trés cenarios.

1. A mutacao nao afeta o organismo. Neste caso, pode ter ocorrido em uma regiao nao
codificante.

2. A mutacao debilita o organismo. Neste caso, a selecao natural atuard sobre o
organismo diminuindo as chances de reproducao;

3. A mutagao proporciona vantagem evolutiva. Neste caso, o organismo possui grandes
chances de propagar o gene mutante para as geragoes seguintes.



Os eventos de mutacao mais comuns afetam pontualmente o genoma, inserindo, re-
movendo ou substituindo nucleotideos. Obter o parentesco entre duas espécies usando
mutagoes pontuais consiste em encontrar sequéncias com alta similaridade nos genomas.
Essas sequéncias indicam a existéncia de um ancestral comum, mas ainda é preciso ob-
ter as mutacoes que explicam as diferencas entre as sequéncias. Para tanto, utiliza-se a
distancia de edicao, nimero minimo de operacgoes de insercao, delecao e substituicao que
transformam uma sequéncia em outra.

A distancia de edigao parte do principio de que a natureza utiliza o niimero minimo
de operacoes, uma teoria conhecida como método da maxima parcimonia. A distancia
de edicao estima a distancia evolutiva entre duas espécies. Entretanto, ela nao detecta
operacoes globais, os chamados rearranjos de genomas.

Os rearranjos produzem genomas com grandes blocos de sequéncias com ordem ou
orientacao diferentes do original. Em alguns casos, os rearranjos modificam a arquitetura
dos genomas, criando novos cromossomos ou unindo dois cromossomos em um so.

Dados dois genomas, a presenca de blocos conservados em regioes diferentes é um
indicio de ascendéncia comum. Entretanto, estimar a distancia evolutiva entre os geno-
mas exige identificar o grupo de rearranjos causadores do posicionamento desigual dos
blocos conservados nos genomas. Os eventos mais comuns de rearranjo sao: reversoes,
transposigoes, translocagoes, fusoes e fissoes.

Um conceito de distancia pode ser definido para qualquer classe de rearranjo como o
menor nimero de ocorréncias necessarias para transformar um genoma em outro. Esse
conceito utiliza novamente o método da maxima parcimonia para explicar a evolucao
de organismos por rearranjo de genomas. Por exemplo, chama-se distancia de reversao
o menor numero de reversoes necessarias para transformar um genoma em outro e a
distancia de transposicao é, dessa forma, o menor niimero de transposigoes.

Os rearranjos sao mais raros que mutagoes pontuais, isso torna a presenca deles eficaz
para calcular a distancia evolutiva entre as espécies. Na literatura, sao documentados
varios avangos relacionados a implementacao de métodos computacionais para rearranjos
de genomas, alguns serao revistos no decorrer desta tese.

Esta tese esta inserida em trés temas: distancia de transposigao (Parte II), distancia
de reversao simétrica (Parte III), um tipo mais especifico de reversao, e distancias nao
vinculadas a nenhum tipo especifico de rearranjo (Parte IV). Um capitulo com conceitos
bésicos da area de rearranjo foi inserido para permitir a leitura da tese sem a necessidade
de material suplementar (Parte I).



Parte 1

Nocoes Basicas






Capitulo 1

Rearranjo de Genomas

Durante o curso da evolugao, mudancas genéticas criaram diferentes espécies de seres-
vivos. Muitas das mudangas impedem que a informacgao contida nos genes seja expressa
ou resultam em um produto de expressao diferente do original. Na maioria dos casos, o
organismo portador é debilitado e nao sobrevive a pressao evolutiva. Entretanto, algumas
mutagoes proporcionam vantagens no processo de selecao natural e criam organismos
capazes de propagar os genes mutantes para as geragoes seguintes.

As espécies evoluiram por esse mecanismo, o que em tese permitiria calcular graus de
parentesco contabilizando o nimero de mutagoes entre os genomas. Infelizmente, é im-
possivel provar que o nimero calculado de mutacoes reflete exatamente o que ocorreu, mas
o principio da maxima parcimoénia sugere que o nimero minimo é uma boa aproximacao.
A maéaxima parcimonia tem como diretriz que a explicacdo mais simples costuma ser a
correta. Assim, o nimero minimo de mutacoes é o mais usado para geracao de arvores
filogenéticas.

Rearranjos de genomas sao um grupo de mutagoes que afetam um trecho do genoma,
em contraponto com as mutagoes pontuais que afetam apenas um nucleotideo. Os eventos
de rearranjo sao mais raros que mutagoes pontuais, o que os torna mais eficazes para
calcular a distancia evolutiva entre espécies. Os eventos mais comuns de rearranjo sao:
reversoes, transposicoes, translocagoes, fusoes e fissoes.

e Reversoes ocorrem quando um segmento do genoma ¢é destacado e inserido no
mesmo lugar, mas com ordem invertida em relagao & posigao original [8].

e Transposicoes ocorrem quando um segmento do genoma é destacado e inserido
em outra posi¢do. A ordem do segmento permanece a mesma [7,9].

e Translocagoes ocorrem quando dois cromossomos X = (X, X5) e YV = (V7,Y5)
interagem para formar os cromossomos X' = (X1,Ys) e Y' = (Y1, X») [55].

5
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e Fusoes ocorrem quando dois cromossomos se unem para formar um sé cromos-
somo [42].

e Fissoes ocorrem quando um cromossomo se divide em dois cromossomos [42].

Os rearranjos produzem genomas com blocos de sequéncias em posigoes diferentes do
original. Os blocos sao as regides com alta similaridade entre os genomas e podem ser
genes, conjunto de genes ou qualquer subsequéncia conservada. Para que seja possivel
modelar as operacoes de rearranjo computacionalmente, cada bloco recebe um identifi-
cador. Seja & um conjunto de identificadores, um cromossomo é uma permutacao de
identificadores do conjunto £ e um genoma é uma colecao de cromossomos.

Em geral, assume-se que nenhum dos genomas possui blocos duplicados de sequéncias.
Assim, cada elemento no conjunto ¢ identificara apenas um bloco. Normalmente, £ C N,
sendo que sinais positivos e negativos sao associados aos identificadores quando houver
informacao sobre a orientacao dos blocos.

Ao comparar dois genomas com n blocos conservados, é comum numerar os blocos de
um deles com os nimeros naturais no intervalo [1..n], sendo que o elemento 1 identificara
o primeiro bloco, o elemento 2 identificard o segundo bloco e assim sucessivamente até
que o elemento n identifique o ultimo bloco. O segundo genoma é numerado de acordo
com o primeiro, levando-se em conta que o sinal negativo deve ser usado sempre que os
blocos possuirem orientagoes diferentes.

Nesta tese, novos resultados foram obtidos para os eventos de transposicao e reversao
simétrica, uma classe especifica de revers@ao. A Secao 1.1 detalha os avancos para o
problema de transposicao, focando em solugoes algoritmicas classicas para o problema,
em especial os trabalhos de Bafna e Pevzner [9] e de Elias e Hartman [46].

A Secao 1.2 lista uma série de avancos para o problema da reversao. Como os resul-
tados apresentados nesta tese nao estao relacionados ao problema das reversoes em si,
nenhum desses avancos foi explicado em detalhes. A Segao 1.2.1 introduz o problema de
reversao simétrica e foca no modelo de Eisen e co-autores [45].

1.1 Transposicao

Eventos de transposicao ocorrem quando blocos adjacentes no genoma trocam de posicao.
Formalmente, representa-se um genoma como uma permutacdo m = (w3 T ... m,),
m €N, 0<m <nei#j< m #m;. Transposi¢coes nao alteram a orientacao dos blocos,
o que elimina a necessidade de associar sinais aos identificadores.

Uma transposicao p(i, j, k), onde 1 <i < j < k < n+1, remove o intervalo [i, j — 1] de
7 e o insere entre m,_; e m,. O resultado é a permutacao 7’ = (my ... 1 T ... T T



1.1. Transposicao 7

Ti41-.-Tj—1 T...T,). A Figura 1.1 mostra uma transposicdo atuando em uma per-
mutagao.

0 -1 01 k-1 k n
p(ij,k)
o -~ i1 j -« k1 i--vj1 k---n

Figura 1.1: Transposigao p(i, j, k) agindo em uma permutagao.

A distancia de transposi¢ao d(m, o) entre duas permutagoes m e o é o niimero minimo
t de transposigoes p1, pa, ... p; tal que mpips ... pr = 0. Seja ¢ a permutagao identidade,
t = (1 2... n), a distancia de transposigao entre m e o é equivalente a distancia de

7 e, onde o7 é a permutacao gerada ao listar a posicao em o de

transposicao entre o~
cada elemento em 7. Dessa forma, o problema da distancia de transposicao é equivalente
ao problema de ordenacao por transposicao. A distancia entre uma permutacao m e a
identidade ¢ é representada por d(m).

O primeiro algoritmo de aproximacao foi apresentado por Bafna e Pevzner [7,9] e
possui razao de aproximagao 1.5. Bafna e Pevzner afirmaram que o algoritmo poderia ser
executado em tempo O(n?). Entretanto, Christie [27] argumenta que detalhes técnicos
para implementagiao do algoritmo foram omitidos, sendo que a complexidade de O(n?)
nao pode ser atingida na pratica.

Dentre as contribuicoes do trabalho de Bafna e Pevzner, é possivel citar uma estru-
tura em grafos chamada de grafo direcionado ciclico com arestas de cores alternadas, ou
simplesmente grafo de ciclos. Essa estrutura permite a definicao de limitantes inferiores
e superiores para o problema da distancia de transposicao.

Christie produziu um algoritmo com fator de aproximacao 1.5 mais simples que o de
Bafna e Pevzner, mas que executa em O(n?) [27].

Walter, Dias e Meidanis desenvolveram um algoritmo com complexidade de tempo da
ordem O(n?), porém o fator de aproximagao ¢ 2.25 [96]. Esse algoritmo é baseado no
conceito de breakpoints, elementos adjacentes em um dos genomas, mas nao no outro.

Elias e Hartman [46] desenvolveram um algoritmo de aproximagao na razao de 1.375,
um avango na razao de aproximacao que nao ocorria desde a publicacao do trabalho de
Bafna e Pevzner, oito anos antes.

Embora o problema da distancia de transposicao seja NP-dificil [16], algumas classes
de instancias polinomiais podem ser definidas. Neste contexto, incluem-se os trabalhos
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de Fortuna [51] e Labarre [69]. Em ambos os casos, o tamanho da classe é polinomial e
muito inferior ao niimero de instancias possiveis para o problemas.

Uma segunda contribuigao de Labarre [69] sdo os limitantes inferiores definidos para
o problema. Os limitantes foram definidos com a utilizacao de uma estrutura de dados
chamada de grafo I'.

O Apéndice A fornece resumos de alguns dos trabalhos citados nesta se¢cao. Recomenda-
se a leitura desses resumos caso nao haja familiaridade com a extensa area de distancia
de transposicao.

Este capitulo estd organizado da seguinte forma. A Secao 1.1.1 define os principais
limitantes para o problema da distancia de transposicao, bem como as estruturas de dados
utilizadas para gera-los. A Secao 1.1.2 descreve o algoritmo de Bafna e Pevzner [9]. A
Secao 1.1.3 descreve o algoritmo de Elias e Hartman [46].

1.1.1 Limitantes para o Problema da Distancia de Transposicao

Um breakpoint para uma permutacdo m é um par (m;, m;q1) tal que w1 # m + 1.
Representa-se por b(m) o nimero de breakpoints na permutacao . Uma transposigao
p aplicdvel a m pode modificar o nimero de breakpoints. A notacao Ab(p,w) repre-
senta a variagao no numero de breakpoints de 7, apds ser aplicada a transposicao p:

Ab(p, m) = b(mp) — b(m).
Christie [27] apresentou o Lema 1.1 relacionado a breakpoints de transposicao.

Lema 1.1 Para qualquer permuta¢ao m, existe uma sequéncia minima de transposi¢oes
P15 P2 - P tal que Tp1pa ... pp =1 € Ab(pi,mpipe...pi—1) <0, para 1 <i <t

Os breakpoints dividem uma permutacao em strips, que sao intervalos maximais sem
breakpoints. Christie [27] mostrou que toda permutagdo 7 pode ser transformada em
uma permutac¢ao reduzida 7..q com d(m) = d(m.eq). A transformagao é feita em quatro
passos:

1. Remover a primeira strip, se ela iniciar com 1;
2. Remover a ultima strip, se ela terminar com n;
3. Substituir cada strip pelo menor elemento contido nela;

4. Renumerar a sequéncia final de modo a obter uma permutacao valida.

Por exemplo, a permutagdo 7 = (12534679 8 10 11) possui n = 11 e pode ser
reduzida a uma permutacao m..q = (2 13 5 4) com apenas 5 elementos:



1.1. Transposicao 9

1. A permutacao 7 possui 7 strips:

T=(12e5e34e67e9e8e 1011)

2. A primeira strip inicia com 1 e pode ser removida:

T=(5e34e67e9e8e1011)

3. A dltima strip também pode ser removida, pois termina com n = 11:

T=(e34e67 e 9 e3)

4. Cada strip restante ¢é substituida pelo seu menor elemento:

T=(be3 e(6 e9 ey

5. A sequéncia resultante é renumerada de modo a se tornar uma permutacgao valida:

T=(2e1e3e5 e4)

Uma transposigao p atua em trés pontos de uma permutagao w. Assim, Ab(p,7) €
{-3,-2,-1,0,+1,+2, +3}. Para qualquer permutagao, é sempre possivel encontrar uma
transposicao que diminua em pelo menos 1 o nimero de breakpoints. As melhores trans-
posicoes sao aquelas que diminuem em 3 o nimero de breakpoints. Os Lemas 1.2 e 1.3
resultam dessas observagoes.

Lema 1.2 Para qualquer permutagdo m, d(mw) > @

Lema 1.3 Para qualquer permutagdao m, d(mw) < b(m)

Bafna e Pevzner [9] apresentaram uma estrutura de grafos chamada de grafo de ciclos.
Essa estrutura é a base do algoritmo de razao 1.5 e de uma série de limitantes. O grafo
de ciclos ¢é proposto da seguinte maneira:

Definicao 1.1 O grafo de ciclos G(r) de uma permutacao m = (my mo ... m,) € formado
pelo congunto de vértices V(m), o conjunto de arestas pretas E,(m) e o conjunto de arestas
cinzas E.(m):

o V(m)={—m,+m,—mo,+ma,...,—7p, +m,} U{0, —(n + 1)}

o E(m)={+(i—1),—i]1 <i<n+1}
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o Eym)={-m,+m1|l <i<n+1}
A Figura 1.2 mostra o grafo de ciclos para a permutagao 7 = (52 1 4 3).

e _ m Ciclo orientado

My
/

Lm T E T oA N N m Ciclo ndo orientado

~
- N ~ - N
7/ 7 P ~ -
7 , ATNTTN TN ~ N
; Vi \ N /7N

SEARPE BRFE
0‘17—5 5%2 2<L—1

\ \ \

Va4 ?-‘ \ ?‘ — Aresta preta
<4 53 %6 -~ Aresta cinza

Figura 1.2: Grafo de ciclos G(w) para # = (5 2 1 4 3). O grafo contém dois ciclos:
Cy =(5,1,3) e Cy = (6,4,2). C} é um ciclo orientado e Cy é um ciclo nao orientado.

Para todo vértice em G(), existe uma aresta cinza pareada com uma aresta preta.
Isso implica em uma decomposigao tnica das arestas de G(m) em ciclos com arestas de
cores alternadas (arestas pretas e arestas cinzas).

A Figura 1.2 ilustra algumas convencgoes para o grafo de ciclos:

1. As arestas pretas recebem rétulos de acordo com sua posicao no grafo: o rétulo da
aresta (—m;, +m;_1) é igual a i;

2. Um ciclo C é representado pela listagem dos rétulos das arestas pretas na ordem
em que aparecem no ciclo, C' = (iy,...,i5). Assume-se que i; é a aresta preta
rotulada com o maior nimero em C. Os ciclos da Figura 1.2, C; = (5,1,3) e
Cy = (6,4,2),ilustram esta convencao.

Um k-ciclo em G(7) é um ciclo que possui k arestas pretas. Este ciclo é par se k for par
e, caso contrario, o ciclo é dito fmpar. As notagoes ¢(G(m)) € Cimpar(G(7)) representam o
nimero total de ciclos e o niimero de ciclos impares em G(7), respectivamente.

A permutacao identidade é a tinica com n + 1 ciclos, todos impares e de tamanho 1.
Assim, a sequéncia py, pa, ..., pr que ordena m deve incrementar ¢(G(7)) € Cimpar(G(T))
até n + 1.

Sejam Ac(G(7), p) € ACimpar(G(7), p) as variagdes no numero total de ciclos e no
nimero de ciclos impares em G(7) apos ser aplicada a transposigao p, Ac(G(7),p) =
c(G(mp))—c(G(7)) € Acimpar(G(T), p) = Cimpar (G(7P)) = Cimpar (G(7)). Bafna e Pevzner [9]
mostraram que Ac(G(7), p), ACimpar (G(7), p) € {2,0,—2}, 0 que leva ao novo limitante
inferior enunciado pelo Lema 1.4.

Lema 1.4 Para qualquer permutagao m, d(r) > "H*CWQP“T(G(”)).

Bafna e Pevzner [9] também provaram o seguinte limitante superior:
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Lema 1.5 Para qualquer permutagio m, d(m) < 3(n + 1 — Cimpar (G()))

Limitantes foram introduzidos por Labarre [69] usando uma estrutura chamada de
grafo I' (Figura 1.3).

Defini¢ao 1.2 O grafo I'(7) de uma permuta¢io m = (my my ... m,) € formado pelo
congunto de vértices {m,...,m,} e pelo conjunto de arestas {(m;, 7;)|m; = j}

A N AN\

5 2 1 4 3

Figura 1.3: Grafo I" param= (5214 3)

O grafo I" apresenta algumas semelhancas em relagao ao grafo de ciclos. Por exemplo,
cada vértice em I'(m) possui uma aresta de entrada e uma aresta de saida, o que permite
uma tnica decomposicao em ciclos. Dessa forma, algumas defini¢coes para o grafo I' sao
semelhantes as defini¢oes do grafo de ciclos:

1. Um k-ciclo em I'(7) é um ciclo que possui k arestas;
2. Um k-ciclo em I'(7) é par se k for par. Caso contrario, o k-ciclo é impar;
3. ¢(I'(m)) representa o nimero de ciclos no grafo I'();

4. Cimpar(I'(m)) representa o nimero de ciclos impares no grafo I'(7);

A importancia do grafo I reside principalmente no seguinte limitante superior, provado
por Labarre [69].

Lema 1.6 Para qualquer permutacao m, d(m) < n — Cimpar(L'(7))

O limitante inferior de Labarre pode ser melhorado usando circularidade. Seja 7° uma
permutacao circular obtida de 7 pela adicao do elemento 0, 7y = 0, e seja 75 o conjunto
formado por todas as permutagbes o = (m m+m m+my ... m+m,) (mod n + 1),
para m € I. Eriksson e co-autores [47] mostraram que se o € 72, entao d(7) = d(o). Essa
equivaléncia foi chamada de equivaléncia toroidal.

Labarre [69] usou as equivaléncias toroidais para derivar o Lema 1.7.
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Lema 1.7 Para qualquer permutagio m, m # ¢, d(m) < n — maXyere Cimpar (L'(0))
Um novo limitante pode ser obtido usando a permutacao reduzida 7,.4.

Lema 1.8 Para qualquer permutacio 7, m # ¢, d(m) < m — MaXee(r,,,)2 Cimpar(L'(0)),
onde |Treq| = m.

1.1.2 Algoritmo de Bafna e Pevzner

Bafna e Pevzner [9] apresentaram um algoritmo que utiliza o grafo de ciclos apresen-
tado na Definicao 1.1. O algoritmo utiliza o grafo para prever o efeito de determinadas
transposi¢oes no nimero de ciclos da permutacao seguinte.

Dada uma permutacao m, define-se um z-move como uma transposicao p tal que
Ac(G(r),p) =z, z € {2,0,—-2}. Um z-move é valido se Ac(G(), p) = Acimpar(G(T), p).
A Figura 1.4.a exibe um exemplo de um 2-move valido e a Figura 1.4.b exibe um exemplo
de um 0-move vélido.

Um 0-move p é bom se Acjmpar(G(7), p) = 2. A Figura 1.4.c exibe um exemplo de
um 0-move bom. O 0-move bom é uma escolha melhor que um 0-move vélido, ja que
a identidade possui apenas ciclos impares. Assim, é importante aumentar o nimero de

ciclos impares mesmo que isso nao aumente o ntimero total de ciclos.

p(1,3,5) 2—move vilido p(24,6) 0—move valido pR234) 0—move bom

AN

2 2% -4

A ), &), (o)

0 -1 1 -4 4 -5 5 -2 2 -3 3 -6

Figura 1.4: Exemplo de transposi¢oes: a) 2-move valido, b) 0-move vélido e ¢) 0-move
bom.

Para ordenar uma permutacao usando o niimero minimo de transposicoes, é necessario
usar a maior quantidade possivel de 2-moves validos. Bafna e Pevzner estudaram a
estrutura de ciclos que permitem 2-moves validos e verificaram que, nos casos em que um
2-move valido nao é possivel, uma sequéncia contendo um 0-move e dois 2-move validos
pode ser aplicada.
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Assim, seja (z,y)-sequence uma sequéncia de x transposigoes, tal que no minimo y
delas s@o 2-moves vélidos. Bafna e Pevzner mostram que uma (3,2)-sequence é sempre
possivel quando nenhuma transposicao p aplicavel a m é um 2-move véalido. A Figura 1.5.a
mostra uma (4,3)-sequence e a Figura 1.5.b mostra uma (3,2)-sequence.

a) (4,3) — sequence b) (3,2) — sequence

p(3,6,9) || 0—Move valido p(2,4,6) || 0—Move valido

p(2,58) || 2-Move vélido p(1,3,5) || 2-Move vélido

/'//
e a N
[/ \a/ s\ |\ 9 S| (&) SRS
&44—55—3;“%77@—88—66\%11@22—9 0 -1 144 55122 336

- |
p(3,6,9) 2—Move vilido p(2,4,6) 2—Move vilido

_ ;%i/:, 7777;;%< —
ol e N\
/. a ’
@@@@@@f@@ R A O
\—'—l

p(1,4,7) 2—Move valido

0"4"—11 1@2 2@3 3‘/<_7\4 1@5 5@6 éLl7 7@8 8@9

Figura 1.5: Exemplo de sequéncias: a) (4,3)-sequence, b) (3,2)-sequence.

Ciclos sao classificados em dois grupos: orientados e nao orientados. Um ciclo é
orientado quando permite a aplicacao de pelo menos um 2-move, caso contrario, o ciclo é
nao orientado. Para todo k > 1, um ciclo C' = (iy, ..., %) é nao orientado se, e somente
se, i1,...,1, € uma sequencia decrescente. Assim, a Figura 1.2 apresenta dois ciclos:
C1 = (5,1,3) e Cy = (6,4,2). C é um ciclo orientado e Cy é um ciclo nao orientado.

Duas sequéncias ordenadas de inteiros V' = (vi,vs,...,vx) e W = (wy,ws, ..., wg)
estao entrelagadas se v; < w1 < Vg < Wo < ... <V < W OU Wy < V] < W < Vg < ... <
wg < v. Uma transposicao p(i, j, k) embaralha um tripla de arestas pretas (z,y, z) se
(1,7,k) e (z,y, z) estao entrelagados.
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Por exemplo, na Figura 1.4.b, a transposigao p(2,4,6) embaralha as arestas pretas do
ciclo (5,3,1) e cria o ciclo orientado (5,1,3). Generalizando, sejam (z,y, z) trés arestas
pretas de um ciclo ndo orientado com x < y < z, a transposicao p(i, j, k) que embaralha
(x,y, z) gera um ciclo ndo orientado. Neste caso, apds p, sera possivel aplicar o 2-move
P2y, 2"), onde 2/, ¥ e 2/ sdo as novas posicoes de x, y e z. Bafna e Pevzner provam
que o 2-move p’ é valido.

Para identificar um 2-move valido, Bafna e Pevzner definem o Lema 1.9. Esse lema usa
o conceito de distancia entre duas arestas: sejam r e t duas arestas pretas no mesmo ciclo
C, a distancia dist(r,t) é o nimero de arestas pretas em C que precisam ser atravessadas
para ir de r a t.

Lema 1.9 Dado um ciclo orientado C, se (x,y,z) € uma tripla orientada de C' com no
minimo duas distancias pares dentre dist(x,y), dist(z,x) ou dist(y, z), entdo a trans-
posicao p(y, z,x) € um 2-move vdlido.

Um ciclo orientado ¢ dito valido quando satisfaz o Lema 1.9 e é capaz de gerar um
2-move valido.

Uma classe de ciclos orientados vélidos chamada de ciclos fortemente orientados foi
definida por Bafna e Pevzner: seja C' = (iy,1is,...,1;) um ciclo orientado em G(7) e seja
C* uma sequéncia de C' em ordem decrescente. O ciclo C serd fortemente orientado se
existe uma transposi¢ao p que transforma C' em C*.

Um ciclo fortemente orientado C' e um ciclo nao orientado C’ = (j,...,jx) estao
fortemente cruzados se o 2-move vélido em C' embaralha C".

O Algoritmo 1 de aproximacao 1.5 foi apresentado por Bafna e Pevzner usando os
conceitos apresentados nesta secao. O algoritmo escolhe um ciclo qualquer no grafo de
ciclos e usa as transposicoes que se aplicam a ele como. Por exemplo:

Aplica-se dois 2-moves validos se o ciclo é fortemente cruzado.

Aplica-se um 2-move vélido se o ciclo é fortemente orientado.

Aplica-se um 2-move vélido se o ciclo é orientado vélido.

Aplica-se uma (3,2)-sequence se o ciclo é orientado nao valido.

Aplica-se uma (3,2)-sequence se o ciclo é nao orientado.
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Algoritmo 1: Algoritmo de Bafna e Pevzner

Data: 7
while 7 # ¢ do
if Existe k-ciclo C, k> 3, em G(m) then

end

end
else

end

if C € um ciclo fortemente cruzado then
| Aplicar dois 2-moves véalidos consecutivos
end
else
if C ¢ um ciclo fortemente orientado then
| Aplicar um 2-move valido
end
else
if C' € um ciclo orientado then
| Aplicar um 2-move vélido ou uma (3,2)-sequence
end
else
| Aplicar uma (3,2)-sequence
end

end
end

Aplicar 0-move bom seguido de 2-move vélido

1.1.3 Algoritmo de Elias e Hartman

Elias e Hartman observaram que todo ciclo orientado de tamanho 3 é valido [46]. Portanto,

se uma permutagao m gerar um grafo G(m) contendo apenas k-ciclos com k < 3, entdo a
distingao entre 2-move e 2-move valido passa a ser desnecessaria.

Uma permutagao 7 é dita simples se todos os ciclos de G(7) possuem tamanho menor

ou igual a 3. O primeiro passo no algoritmo de Elias e Hartman consiste em transformar

a permutacao 7 de entrada em uma permutacao 7’ simples, tal que 7 e 7’ possuam o

mesmo limitante inferior mostrado no Lema 1.4. Vale ressaltar que a transformacao nao
garante d(m) = d(7').
O procedimento para transformar uma permutacao arbitraria em uma permutagao

simples consiste em adicionar novos elementos de modo a quebrar k-ciclos longos, que sao

aqueles com k > 3.

e Sejam:

1.

2. b1, by e by arestas pretas em C tais que by e b3 estao conectadas a b; com uma

C' um k-ciclo longo em G();

aresta cinza;
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3. g uma aresta cinza conectada a by, mas nao a b;.

e Entao, o seguinte procedimento particiona o k-ciclo C' em um ciclo C'; de tamanho
3 e em um ciclo Cy de tamanho k — 2. A Figura 1.6 ilustra o procedimento.

1. Remover a aresta preta b3 e a aresta cinza g;
2. Assumir by = (vp, wp) € g = (wy, vy);
3. Criar as arestas pretas (v, v) e (w, wp);

4. Criar as arestas cinzas (wg, w) e (v, vg).

- Arestas removidas
b3

We Ve Wor W
Transformacdo
em uma permuta¢ao
simples

-~ Arestas inseridas

W Vg Woo W v< v,

Figura 1.6: Procedimento para transformar um k-ciclo longo em dois ciclos: o primeiro
ciclo tera tamanho 3 e o segundo ciclo terd tamanho k& — 2.

O procedimento acima sera usado iterativamente sempre que um ciclo longo for en-
contrado. Os outros passos do algoritmo de Elias e Hartman consistem em aumentar o
nimero de ciclos até n + 1, estratégia andloga a usada por Bafna e Pevzner. A principal
diferenca entre ambos os algoritmos ocorrera quando nao houver ciclos orientados no grafo
de ciclo. Nesses casos, Elias e Hartman provaram que, se o grafo possui mais de 8 ciclos,
entao é sempre possivel aplicar uma sequéncia de transposicoes que garante a razao de
aproximacao 1.375.

Uma (x,y)-sequence garante a razao de aproximagcao 1.375 se £ < 18—1. A Figura 1.5.a

z
] B )
é um exemplo de sequéncia que garante a razao 1.375.

Elias e Hartman baseiam a prova formal na enumeracao de todas as configuragoes nao
orientadas. A enumeracao foi feita com o suporte de um programa que realiza a listagem.
O programa determina um conjunto finito de configuragoes e insere em um banco de
dados. O banco de dados é gerado de modo a garantir que, para qualquer grafo com mais

de 8 ciclos, sempre existe um subconjunto de ciclos no banco de dados.
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1.2 Reversao

Eventos de reversao ocorrem quando um bloco é destacado do genoma e inserido no
mesmo lugar, mas com a ordem e a orientacao invertidas. No caso da reversao, sinais sao
associados aos identificadores na representagao formal do genoma como uma permutacao:
T=(ftm £m ... £m,), meN,0<m <nei#jm#m;.

Um problema parecido com a reversao é chamado de reversao sem sinal. Neste pro-
blema, uma reversao inverte apenas a ordem da permutacao e nao a sua orientacao. Neste
caso, nao ha a necessidade de associar sinais aos identificadores e a representagao formal
da permutagao passa aser: 1= (mmy ... m,), M EN,0<m <nei#jemFAn. O
problema da reversao sem sinal nao possui significado bioldgico, mas é interessante como
um problema tedrico em ciéncia da computacao.

Reversoes e reversoes sem sinal sao as classe de rearranjo que possuem os melhores
resultados conhecidos. Um estudo inicial foi apresentado em 1993 por Bafna e Pevzner [6],
que criaram um algoritmo de aproximacao com razao de aproximacao 1.5 para reversoes
e 1.75 para reversoes sem sinal.

O primeiro algoritmo polinomial para o problema da distancia de reversao foi apre-
sentado por Hannenhalli e Pevzner [56]. Posteriormente, a estratégia de Hannenhalli e
Pevzner foi simplificada por Bergeron [12]. Atualmente, j4 existe um algoritmo com com-
plexidade sub-quadratica [92] e, quando apenas a distancia é necessaria, um algoritmo
linear pode ser usado [5].

O problema de reversao sem sinal, por outro lado, é NP-Dificil [20]. O melhor algoritmo
de aproximacao foi apresentado por Berman, Hannenhalli e Karpinski em 2002 [13]. Este
algoritmo possui fator de aproximacao 1.375.

Algumas versoes mais restritas do problema da reversao ja receberam tratamento
algoritmico apropriado. Dentre essas versoes, é possivel citar o problema das reversoes de
prefixo [25,53,60], e o problema das reversoes de tamanho fixo [24].

Em 2005, Ohlebusch e co-autores [82] produziram um algoritmo de ordenagao para
um problema inspirado em reversoes. Neste problema, as reversoes possuem uma simetria
em relagao a um ponto da permutagao chamado de origem. O algoritmo produz resultado
6timo em tempo polinomial. Entretanto, o problema definido pelos autores nao garante
que, dados dois genomas arbitrarios, seja sempre possivel obter uma sequéncia de reversoes
simétricas que transforme um genoma no outro. Dessa forma, o algoritmo s6 pode ser
usado para um grupo restrito de instancias.

A Secao 1.2.1 apresenta uma introducao a reversoes simétricas, valorizando a im-
portancia desta nova classe de reversoes em genomas bacteriais.
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1.2.1 Reversao Simétrica

A anélise comparativa de uma série de genomas bacteriais da familia Pseudomonadaceae
e dos grupos Xanthomonas, Shewanella e Mycobacterium permite observar que os eventos
de reversao que ocorrem nesses organismos possuem liberdade menor do que o permitido
pela definicao convencional de reversao. O principal indicio que suporta esse argumento é
obtido ao alinhar dois genomas desses grupos bacteriais em um plano cartesiano, o gréafico
resultante permite observar um padrao em “X” formado pelas sequéncias conservadas de
DNA. A caracteristica mais importante do padrao em “X” é a simetria em relacao a
origem de replicagao.

A Figura 1.7 mostra o alinhamento dos genomas de alguns dos organismos usando o
programa nucmer do pacote MUMmer [68]. Os genomas completos foram posicionados
nas ordenadas e abscissas do gréfico com as origens de replicacdo na coordenada (0,0).
Os alinhamentos mostram com nitidez o padrao em “X” formado por regidoes marcadas
com a cor vermelha e regioes marcadas com a cor azul; a cor vermelha foi utilizada para
identificar regioes conservadas com a mesma orientagao em ambos 0s genomas, enquanto
que a cor azul corresponde a regides conservadas com orientagoes opostas.

O padrao em “X” foi primeiramente observado por Eisen e co-autores [45] ao comparar
genomas completos de Vibrio cholerae com FEscherichia coli, Streptococcus pneumoniae
com Streptococcus pyogenes e Mycobacterium tuberculosis com Mycobacterium leprae. Eles
desenvolveram um modelo estatistico para calcular a probabilidade de o padrao em “X”
ocorrer ao acaso em genomas de organismos com pouca proximidade evolutiva.

A andlise estatistica parte do pressuposto de que, para organismos pouco relacionados,
a distribuicao das regioes conservadas no grafico cartesiano seguiria uma distribuicao uni-
forme. Dessa forma, a densidade esperada de regides conservadas em qualquer sub-area do
grafico cartesiano € igual a proporc¢ao desta area em relacao a area total do grafico. Assim,
dado um grafico cartesiano com um total de N pontos, a probabilidade de encontrar no
minimo m pontos em uma sub-area é dada por Pr(N,m,p) = Zi\;m (]Z)p””(l — p)N=2),
onde p indica a proporcao da sub-area em relagao a area total do grafico.

A equacao fornece um P-value capaz de confirmar a significancia estatistica do padrao
em “X”. Para tanto, é necessario selecionar um area onde o padrao em “X” esteja contido.
Eisen e co-autores utilizaram uma drea contendo 10% da area total do gréfico ao longo
da diagonal y = x e 10% da area total do grafico ao longo da diagonal y = L — z, onde L
é o tamanho do genoma.

Entretanto, este método é ineficaz com os organismos das classes acima mencionadas,
pois a ocorréncia de delegbes (principalmente as ocorridas proximo a origem de replicagao)
afastou o padrao em “X” da diagonal do plano. Para solucionar este problema, duas
retas r e s foram calculadas com o intuito de substituirem as diagonais. As retas foram
calculadas com os seguintes passos:
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Figura 1.7: Alinhamento de genomas usando a ferramenta MUMmer [68]. O alinha-
mento apresenta com nitidez o padrao em “X” frequentemente observado em bactérias.
Neste grifico, as regides em vermelho correspondem a regices conservadas (matches) que
ocorrem na mesma direcao em ambos os genomas, enquanto que as regioes em azul cor-
respondem a regioes conservadas em direcoes opostas.
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1. Obter a subsequéncia crescente mais longa dos pontos vermelhos vy, vs,...,v, € a
subsequéncia decrescente mais longa dos pontos azuis aq,as,...,a,. Este passo é
resolvido em tempo O(nlogn), onde n é o tamanho da sequéncia de entrada [88].

2. Definir a reta r que passa pelos pontos vi,vs,...,v, € a reta s que passa pelos
pontos aq,as, ...,a,. Ambas as retas foram calculadas pelo método dos minimos
quadrados.

Esta estratégia garantiu, em todos os alinhamentos par-a-par, o padrao em “X” contido
em uma area de aproximadamente 20% do grafico, sendo 10% ao redor de r e 10% ao
redor de s. A significancia estatistica foi calculada em todos os graficos cartesianos e um
sumario pode ser observado na Tabela 1.1.

Diagonal Principal
Minimo | Maximo Média Desvio Padrao
Pseudomonadaceae 0.0 210726 | 1%10°28 2% 10727
Mycobacterium 0.0 8x107* 8% 1076 7%107°
Shewanella 0.0 1510710 | 5%x10713 7% 10712
Xanthomonas 0.0 2% 107132 | 6% 107134 6% 107133

Tabela 1.1: Significancia Estatistica

A partir desses resultados é possivel concluir que o padrao em “X” nao ocorre ao
acaso. O grupo das Xanthomonas é aquele em que o padrao em “X” é mais acentuado.
O segundo grupo com padrao em “X” mais acentuado é a familia Pseudomonadaceae.

Eisen e co-autores apresentaram um modelo evolutivo capaz de explicar o padrao em
“X”. Esse modelo usa um tipo restrito de reversoes em que os dois pontos onde o genoma
é quebrado (breakpoints) sao igualmente distantes da origem de replicagao. A Figura 1.8
ilustra como uma série de reversoes simétricas a origem de replicagao pode gerar o padrao
em “X” similar ao observado em genomas reais.

A relacao entre os eventos de rearranjo e a origem de replicacao tem recebido ex-
plicagoes baseadas na natureza da replicagdo do DNA em cromossomos circulares [29]. A
replicagao inicia quando a enzima DNA polimerase se liga a origem de replicacao e duas
holoenzimas copiam o cromossomo circular em direcoes opostas.

Cada holoenzima copia aproximadamente metade do cromossomo e, eventualmente, se
encontram em uma regiao conhecida como término da replicagao. Supoe-se que esse me-
canismo favorega a ocorréncia de reversoes simétricas, principalmente quando em ambos
os lados do genoma existem elementos repetidos orientados em sentidos opostos [1,62].

Dado que o padrao em “X” seria completamente destruido como resultado de apenas
uma reversao fortemente assimétrica, a simples presenca de padroes nitidos é um indicio
de que a assimetria nao seja muito frequente.
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Figura 1.8: Modelo de evolugao proposto por Eisen e co-autores [45] usando reversoes
simétricas a origem de replicacao. Um grafico do alinhamento foi criado para cada geracao
de modo a ilustrar a evolugao dos genomas. Os ntimeros 1-18 nos cromossomos se referem
a segmentos de DNA compartilhados entre os genomas.
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Capitulo 2

Heuristicas para o Problema da
Distancia de Transposicao

Motivagao: O problema da distancia de transposicao é um dos mais conhecidos em
rearranjo de genomas. Recentemente, Bulteau, Fertin e Rusu [16] provaram que o mesmo
é NP-dificil. Varios algoritmos foram criados para o problema, a maioria com o propdsito
de provar algum fator de aproximagao, ou apresentar nova estrutura de dados com ca-
racteristicas préprias para o problema [9,27,46,58,76,96,97]. Na préitica, uma andlise
mostra que a resposta fornecida por esses algoritmos se afasta da distancia real em uma
grande quantidade de casos, mesmo para instancias pequenas do problema.

Metodologia: O desenvolvimento de uma série de heuristicas baseadas no grafo de ci-
clos permitiu a criagcao de um novo algoritmo para o problema. Esse algoritmo usa a
abordagem de Bafna e Pevzner [9] como ponto de partida e acopla novas regras que per-
mitem aumentar o nimero de ciclos impares com menos transposi¢oes. Além disso, uma
anélise sobre o algoritmo de Elias e Hartman [46] permite inserir no algoritmo apresentado
neste capitulo um passo que garante o fator de aproximacao 1.375.

Resultados: O algoritmo desenvolvido neste capitulo foi comparado com varios outros.
A andlise mostra que, na pratica, os resultados sao superiores com permutacoes pequenas
(menores que 11) e com permutagoes maiores (uma anélise foi feita com 1000 permutagdes
de tamanhos entre 10 e 100). Uma das versoes do algoritmo ordena qualquer permutagao
7, para || <9, com o nimero minimo de transposigoes.
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2.1 Introducao

O algoritmo de Bafna e Pevzner [9] apresentado na Segao 1.1.2 foi o primeiro algoritmo
de aproximacao para o problema da distancia de transposicao. O propdsito dos autores
era provar a razao de aproximacao 1.5, havendo pouca preocupacao com a qualidade dos
resultados na pratica.

Esta secao introduz uma série de heuristicas que permitem resultados superiores em
uma andlise pratica. O ponto de partida para essas heuristicas é o grafo de ciclos
(Segao 1.1.1), estrutura de dados do algoritmo de Bafna e Pevzner, o que possibilita
a uniao das heuristicas com o algoritmo original de Bafna e Pevzner para gerar um novo
algoritmo de melhor performance.

Posteriormente ao trabalho de Bafna e Pevzner, Elias e Hartman [46] introduziram
um método para obter a razao de aproximacao 1.375. Este método é também baseado no
grafo de ciclos, permitindo analiséd-lo juntamente com as heuristicas desenvolvidas neste
capitulo.

O capitulo é estruturado da seguinte forma. A Secdo 2.2 propoe as heuristicas. A
Secao 2.3 cria um novo algoritmo baseado nessas heuristicas. A Secao 2.4 examina o
tempo computacional da heuristica menos eficiente. A Secao 2.5 compara o algoritmo
proposto com outros algoritmos encontrados na literatura.

2.2 Heuristicas

O objetivo das heuristicas ¢ diminuir rapidamente o nimero de ciclos impares no grafo
de ciclos, levando a uma estratégia gulosa em que um 2-move valido é sempre o mais
vantajoso, pois se aproxima da identidade tanto na quantidade de ciclos impares quanto
na quantidade total de ciclos.

Um O-move bom aumenta o numero de ciclos impares, apesar de nao modificar o
nimero total de ciclos. Bafna e Pevzner priorizam 0-moves validos em detrimento de
0-moves bons, ignorando o fato de que um 0-move bom é melhor que um 0-move valido
na maioria dos casos. Bafna e Pevzner aplicam 0-moves bons apenas quando nenhuma
outra transposicao esta disponivel.

Caso nao haja 2-move valido ou 0-move bom disponiveis, resta a opcao de aplicar um
0-move valido. Entretanto, essa transposi¢ao deve gerar uma (4,3)-sequence para garantir
o fator de aproximacao 1.375.

O modo de ordenar permutacoes com o menor nimero de transposicoes é fazendo
cada transposicao responsavel pelo aumento do niimero de ciclos impares e por gerar uma
condicao favoravel para o aumento do niimero de ciclos impares na transposicao seguinte.
Para isso acontecer, os seguintes fatores sao importantes.
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e Presenca de ciclos orientados validos.
e Presenca de longos ciclos pares.

Ciclos orientados vélidos geram 2-moves véalidos. Se uma transposicao gera um ciclo
orientado valido, entao a transposicao seguinte serd um 2-move valido.

A presenga de arestas pretas em ciclos pares é necessaria para a ocorréncia de 0-moves
bons. O Lema 2.1 permite identificar 0-moves bons.

Lema 2.1 Sejam C e D dois ciclos pares em G(w), uma transposi¢cao € um 0-move bom
se ela age na aresta preta d; de D e nas arestas pretas ¢, e ¢, de C, tal que dist(cpy,, cy)
€ impar.

Prova Uma transposicao agindo nas arestas pretas ¢,,, ¢, e d; cria dois ciclos C' e D',
onde |C'| = |C| — dist(cm, ¢n) € |D'| = |D| + dist(cm, ¢n). Se dist(cp, c,) é impar, entdo
|C’| e |D'| sao impares. Assim, a transposi¢ao é um 0-move bom. ]

Uma série de heuristicas sao descritas a seguir. As heuristicas estao ordenadas de
acordo com a prioridade, as mais importantes sao explicadas primeiro. Essa ordem de
prioridade leva aos melhores resultados na pratica, fechando uma lacuna no algoritmo de
Bafna e Pevzner, que, por exemplo, dado um grafo de ciclos com um ciclo orientado C' e
um ciclo fortemente orientado D, nao era muito preciso em afirmar se é mais recomendavel
usar o 2-move vélido em C' antes de usar o 2-move vélido no ciclo D.

Heuristica 1 Seja p(i,j, k) uma transposi¢ao que aumenta o nimero de ciclos impares
em G(m), entao existe 2-move vdlido em wp(i,j,k) se (i,7,k) estd entrelagcado com trés
arestas pretas (a,b,c) em um ciclo nao orientado.

Heuristica 2 Seja p(i,j, k) uma transposi¢ao que aumenta o nimero de ciclos impares
em G(m), entdo existe 2-move vdlido em wp(i, j, k) se (i, j, k) transforma um ciclo orien-
tado nao valido em um ciclo orientado vdlido.

A Heuristica 2 requer a conversao de um ciclo orientado nao valido em um ciclo
orientado valido. Os Lemas 2.2 e 2.3 indicam como essa conversao pode ocorrer.

Lema 2.2 Seja C = (z,...,y,...,a,2,b,...) um ciclo orientado que ndo permite um
2-move valido. A transposicao p(i, j, k), tal que (i,7, k) entrelagca com (b, z,x), gera um
ciclo orientado C' que permite um 2-mowve vdlido.

Prova Se C nao permite um 2-move valido, entdo a < b < y < z < x e dist(b,x) é
fmpar [9], caso contrario p(z,b,y) seria um 2-move vélido, contradizendo a premissa. As
situagoes seguintes podem ocorrer se (i, j, k) e (b, z, z) estao entrelagados.
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1. Sei < b < j< z< k < z, entao a transposicao p(i,7,k) gera o ciclo C' =
(.. .,y,....d, 2 b, ..) com 2 < < 2/. Assim, a transposicao p(z/,b',2’) é
um 2-move vélido em 7p(i, 7, k), pois (2, 2',b") é uma tripla orientada e dist(z, 1)
e dist(b/,z') sdo impares (Lema 1.9).

2.5 b<i<z<j<ax <k entdo a transposi¢ao p(i,j,k) gera o ciclo C" =
(0. .2y, od) com b < 2 < 2. Assim, a transposigao p(b, 2/, 2') é um
2-move vélido em mp(i, j, k), pois (/,0',2') é uma tripla orientada e dist(z',b) e
dist(V',z") sao impares (Lema 1.9).

Lema 2.3 Seja C = (z,...,y,...,a,2,b,...) um ciclo orientado que ndo permite um 2-
move vdlido. A transposicao p(i,j, k), tal que i < a < j < b < k < x, gera um ciclo
orientado C" que permite um 2-move vdlido.

Prova Dois casos sao possiveis:

1. Se k < z, entdo p(i, j, k) gera o ciclo C" = (2/,...,y/, ...,d,2/,b/,...) com I < d <
2. Assim, a transposigao p(V, d’, 2') é um 2-move vélido, pois (2, ¥, a’) é uma tripla
orientada e dist(a’, 2') e dist(V/, 2') sdo impares (Lema 1.9).

2. Se z < k < z, entdo p(i,j,k) gera o ciclo C" = (2/,...,¢,...,;d,2,b,...) com
bV <z <d ey <d <V. Assim, a transposigao p(y',a’,z') é um 2-move vélido,
pois (2/,y/,a’) é uma tripla orientada e dist(z',y’) e dist(y',a’) sdo impares (Lema
1.9).

Heuristica 3 Seja p(i, j, k) um 2-move vdlido, os tamanhos dos novos ciclos gerados por
p estao no conjunto {dist(i,j),dist(j, k), dist(k,i)}, sendo que, por defini¢ao, no mdzximo
uma das distancias do conjunto pode ser par. Dessa forma, para garantir a criacao do
maior ciclo par possivel, deve-se verificar qual transposicao possui a maior distancia par.

A Heuristica 3 permite maximizar as possibilidades de O-moves bons para o proximo
passo (Lema 2.1).

Heuristica 4 Dados a permutacao de entrada m e um parametro t pré-definido, obtém-se
todas as possiveis permutacoes apos t transposicoes que podem ser 2-move vdlidos ou 0-
moves bons. Assim, seja m o numero de permutagoes possiveis, o conjunto de permutagoes
€ da forma:
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1 1.1 1
T =TPiPy - Pr
2 _ 2,2 2
T =Tpips - - Pi

m __ m 1M m

T =TpP Py - Py
As permutacoes ™, 7%, ..., ™ sao ordenadas de acordo com a possibilidade de aplicar
heuristicas. Por exzemplo, uma permutacdo © que permite a aplicacao da Heuristica 1
¢ melhor que uma permutacao ™ que permite apenas a aplicacdo da Heuristica 2, dessa

1

forma, i < 7. Ao final desse processo, seja m a melhor permutacao, escolhe-se a trans-

posicio pi.

A Heuristica 4 avalia as transposicoes conforme as configuragoes possiveis apds um
certo numero de passos. Essa heuristica ¢ uma busca em largura limitada a um certo
nivel t, que serd chamado de look-ahead. Esse passo foi gerado porque, em muitos casos,
é dificil prever os efeitos de uma transposigao em G(7) sem propriamente executé-la.

A Figura 2.1 ilustra o look-ahead aplicado na permutagdo 7 = (3 2 1 5 4). O grafo
de ciclo nao contém 2-move valido. Nesse caso, a busca sera executada em (0-moves
bons, havendo um total de 4 disponiveis: p,(1,3,5), pp(1,5,7), pe(3,5,7) e pa(1,5,7). As
transposicoes p, € p. geram permutacoes que permitem a Heuristica 1, o que garantiria dois
2-moves validos em sequéncia. Por outro lado, as permutagoes p;, € pg geram permutacoes
sem ciclos orientados, pior cenario possivel por nao permitir transposicoes que aumentam
o numero de ciclos impares.

<N

\‘L\

(2] p
053 3%2 521 56 655 55 <7
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011 22 -55 66 -33 -44 -7

Figura 2.1: Exemplo de look-ahead na permutaciao m = (3215 4).

Nesse caso, usando apenas um look-ahead, concluiria-se que p, e p. sao semelhantes
em prioridade. Em alguns casos, um segundo look-ahead poderia distinguir entre as duas
transposigoes, mas esse nao é o caso da Figura 2.1.

A busca em largura é muito onerosa computacionalmente, fazendo dessa heuristica
uma opcao apenas quando o tempo de resposta nao é um fator determinante. A Secao 2.4
realiza uma andlise sobre essa heuristica.
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Heuristica 5 Seja E.q(m) o conjunto de arestas cinzas (+(i — 1), —1) direcionadas para
a direita em G(7), tais que 7= '(i — 1) < 77 1(4), a permutacdo identidade € a tinica em
que E.q4(m) = E.(m), onde E.(m) € o conjunto de todas as arestas cinzas em G(w). Assim,
escolhe-se a transposicao que mais aumenta o numero de arestas em E.; de forma a se
aprozimar da identidade.

Calcular o nimero de arestas cinzas em E.q4(7’), onde 7’ = mp(a, b, ¢), é trivial. Sejam
Eentrada 0 conjunto das arestas e tais que e € Eqq(n’),e ¢ E.q(m) € Esqigq 0 conjunto das
arestas e tais que e € E4(m), e ¢ Eq(m'):

® Boptrada = {+(i —1), =il <i<n+1La (G —-1) >7i),a < 7)) <b
7 li—1)<c}

IN

® EBoiza = {+(i—1), =il <i<n+1l7'(i—-1)>7'),a<7(i—1) <b<
7 i) < ¢}

Dessa forma, para calcular a quantidade de elementos em E.4(7’) usa-se a equagao:
’E0d<7rl)‘ = ’Ecd<7r)| + Eentrada - Esaida-

Heuristica 6 Quando ndo hd transposicoes capazes de aumentar o numero de ciclos
impares, € possivel garantir uma (4,3 )-sequence se no minimo dois ciclos orientados exis-
tirem.

A Heuristica 6 atende o caso em que dois ciclos orientados nao vélidos existem. Os
Lemas 2.4 e 2.5 fundamentam essa heuristica.

Lema 2.4 Sejam dois ciclos orientados C' = (x,...,y, ...,a,z,b,...) e D que nao permi-
tem um 2-move vdlido, se p(y, z,x) transforma D em um ciclo orientado C' que permite
um 2-move vdlido (Lemas 2.2 e 2.3), entdo p leva a uma (4,3 )-sequence.

Lema 2.5 Se hd dois ciclos orientados C = (Te, ...y Yoy« -+ Gey Zey bey - .) €D = (Tgy . ., Ya,
ey Qdy Zay b . .)€ 0 Lema 2.4 ndo € possivel, entdo, sem perda de generalidade, assuma
a. < agq. A transposicao p(ac, aq, zq) leva a uma (4,3 )-sequence.

Prova A prova dos Lemas 2.4 e 2.5 foi realizada com o auxilio de um programa res-
ponsavel por listar todas as configuracoes possiveis para C' e D. Ao todo, 126 confi-
guragoes foram encontradas pela andlise. A lista completa de configuragoes esta disponivel
online [34]. ]
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Heuristica 7 Se G(7) possui no mdzimo 1 ciclo orientado nao vdlido e um conjunto de
ciclos orientados impares, entdo deve-se transformar a permutacdo de entrada em uma
permutacao simples e usar o algoritmo de Elias e Hartman, que garante uma razao de
aproximacao 1.375.

A Heuristica 7 inicia com a conversao de m em uma permutagao simples 7/. Essa
conversao gerard G(7’') com varios ciclos nao orientados de tamanho 3. O préximo passo
consiste em selecionar um subconjunto de 3-ciclos de G(7') em um banco de dados con-
tendo as transposigoes aplicaveis.

Esse banco de dados foi compilado a partir da prova formal de Elias e Hartman para a
razao de aproximacao 1.375. O banco de dados é particionado de acordo com o ntimero de
elementos presentes em cada configuracao. A Tabela 2.1 mostra o niimero de configuracoes
presentes no banco de dados por niimero de elementos.

Elementos | Configuragoes
9 22

12 5.681

15 53.895

18 377.874

21 1.450.662

24 1.071.555

27 1.032.969

Tabela 2.1: Numero de configuragoes presentes no banco de dados por niimero de elemen-
tos.

A pesquisa no banco de dados ocorre da seguinte forma: seleciona-se 3 ciclos em G(7') e
verifica-se a presenca da configuracao gerada por eles no banco de dados com 9 elementos.
Caso nao exista a configuragao, adiciona-se um novo 3-ciclo de G(7’) e retoma-se a busca
no conjunto de 12 elementos. Essa busca termina quando algum subconjunto de G(n’) é
encontrado no banco de dados e as transposicao indicadas pelo banco sao aplicadas a n’.

Vale ressaltar que todas as configuragoes presentes no banco de dados possuem de 9
a 27 elementos, isso ocorre porque a prova formal de Elias e Hartman mostra que esse
conjunto é suficiente, pois toda configuracao de 3-ciclos com mais de 27 elementos possui
um subconjunto no banco de dados.

2.3 Algoritmo

As heuristicas foram agrupadas para gerar o algoritmo desta secao. A Secao 2.2 ressaltou a
importancia dos 2-moves validos e dos 0-moves bons, sendo que os primeiros sao preferiveis
em relacao aos segundos.
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A Heuristica 1 estd relacionada com transposicoes entrelacadas a ciclos nao orientados.
Para cada ciclo orientado vélido C' em G(7), obtém-se os 2-moves validos. Este passo
pode ser obtido em O(n?). Apés isso, busca-se um ciclo nao orientado D com uma tripla
(x,y, z) entrelagada com algum 2-move vélido listado no passo anterior. O tempo total
de processamento é da ordem de O(n?).

Supondo a auséncia de 2-moves validos entrelagados com ciclos nao orientados, entao
a Heuristica 2 sugere procurar ciclos orientados nao validos. Para cada 2-move vélido
p(i, 7, k), é preciso verificar se hd um ciclo orientado nao valido satisfazendo os Lemas 2.2
ou 2.3. Este passo pode ser realizado em O(n?).

A préxima heuristica, Heuristica 3, sugere gerar o maior ciclo par possivel. Para tanto,
basta selecionar o ciclo com maior distancia par. Este passo ¢ realizado em O(n).

A Heuristica 4 é de uso opcional. Nesta heuristica, uma busca em largura ¢é iniciada na
tentativa de melhorar a qualidade da solugao fornecida pelo algoritmo. Essa heuristica é
a mais onerosa computacionalmente, a complexidade de tempo é da ordem de O(n3(+1),
onde t é o numero de look-aheads. Para nao utilizar esta heuristica, basta configurar ¢ = 0.

A Heuristica 5 resulta de uma observagao pertinente a grande maioria das instancias
reais de tamanho menor ou igual a 10 quando as heuristicas anteriores nao sao possiveis.
Aumentar a quantidade de arestas direcionadas da esquerda para a direita no grafo de
ciclos (conjunto E.4(7)) permite um menor nimero de transposicoes para ordenar as
permutagoes. O passo é realizado em O(n?).

Caso nao exista 2-moves validos, tenta-se aplicar as Heuristicas 1, 2 e 5 com 0-moves
bons. A Heuristica 3 é especifica para 2-moves validos, entao nao pode ser usada nesta
etapa.

Quando nao existem transposicoes aumentando o nimero de ciclos impares, entao a
Heuristica 6 sugere usar uma (4,3)-sequence se dois ciclos orientados nao validos existirem.

Por fim, caso nenhuma das heuristicas anteriores seja possivel, a Heuristica 7 sugere
usar a estratégia de Elias e Hartman [46] para garantir a razao de aproximacao 1.375.

A complexidade final do algoritmo é O(n*™3*). O Algoritmo 2 mostra o pseudocédigo
completo do novo algoritmo.

2.4 Analise do Look-Ahead

A Heuristica 4 foi inserida no algoritmo por ser dificil prever o efeito de uma transposicao.
Entretanto, o efeito que a estratégia tem na qualidade da solugao deve ser medido. Em
esséncia, o look-ahead gera uma estratégia de busca exaustiva, o que causa impacto no
tempo para obter uma solucao.

Para analise, dois bancos de dados foram criados.
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Algoritmo 2: Novo Algoritmo

Data: =t
while 7 # ¢ do

if Ezistem 2-moves validos then
if Heuristica 1 then

end

end
else

end

end
else

end

Aplicar 2-move valido correspondente

if Heuristica 2 then
| Aplicar 2-move vélido correspondente
end
else
if Heuristica 3 then
| Aplicar 2-move vélido correspondente
end
else
if ¢ > 0 and Heuristica 4 then
| Aplicar 2-move valido correspondente
end
else

end
end

end

if Existem 0-moves bons then

end
else

end

if Heuristica 1 then
| Aplicar O-move bom correspondente
end
else
if Heuristica 2 then
|  Aplicar 0-move bom correspondente
end
else
if ¢ > 0 and Heuristica 4 then
| Aplicar 0-move bom correspondente
end
else
| Aplicar 0-move bom correspondente & Heuristica 5
end
end

end

if Heuristica 6 then

|  Aplicar (4,3)-sequence correspondente
end
else

| Aplicar sequéncia de transposi¢des correspondente a Heuristica 7

end

| Aplicar 2-move vélido correspondente & Heuristica 5
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e dataset;: criado com todas as distancias d(7) para todas as instancias 7, onde |r| <
10. Esse banco de dados contém 4.037.913 instancias, sendo 3.628.800 instancias
de tamanho 10, 362.880 instancias de tamanho 9, 40.320 instancias de tamanho
8, 5.040 instancias de tamanho 7, 720 instancias de tamanho 6, 120 instancias de
tamanho 5, 24 instancias de tamanho 4, 6 instancias de tamanho 3, 2 instancias de
tamanho 2 e 1 instancia de tamanho 1.

e dataset,: criado com 1000 instancias aleatérias, sendo 100 instancias de tamanho
10, 100 instancias de tamanho 20 e assim, sucessivamente, até 100 instancias de
tamanho 100. Dada a dificuldade em se obter a distancia real dessas permutacoes,
decidiu-se usar o limitante inferior de Bafna e Pevzner [9].

A anadlise foi divida em duas partes. A primeira parte consiste em ordenar todas
as instancias no dataset;. O resultado é mostrado na Tabela 2.2, onde se observa a
quantidade de respostas nao 6timas retornadas pelo algoritmo ao variar o valor ¢ do look-
ahead no intervalo [0,2]. Em todos os casos em que a distancia calculada pelo algoritmo
nao foi a étima, o valor fornecido foi uma unidade maior.

Observa-se a superioridade das versoes que usam look-ahead sobre a que nao usa. E
possivel ordenar todas as permutagoes 7 usando o nimero minimo de transposicoes, para
|7| <9, com no minimo ¢t = 1.

Tamanho 0-LA 1-LA 2-LA
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Tabela 2.2: Quantidade de respostas nao étimas fornecidas por cada algoritmo ao variar
o valor do look-ahead no intervalo [0,2]. Na tabela, ¢-LA identifica o algoritmo proposto
com a Heuristica 4 usando o valor t para look-ahead.

A segunda parte da analise consiste em verificar a performance de cada algoritmo em
permutacoes maiores. Para tanto, utilizou-se o datasets para gerar o diagrama de Venn
da Figura 2.2. O diagrama de Venn mostra com que frequéncia cada algoritmo fornece a
melhor resposta. Neste contexto, a melhor resposta é aquela que possui o menor niimero
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de transposicoes, sendo que nao se pode afirmar se essa resposta é étima ou nao devido a
dificuldade em se obter a distancia exata para permutacoes grandes.

O diagrama de Venn da Figura 2.2 permite concluir que o look-ahead melhorou a
resposta em 21,4% dos casos. Em 59.8% dos casos, os algoritmos forneceram a mesma
resposta.

0O-look—ahead 1-look—ahead

2—-look—ahead

Figura 2.2: Diagrama de Venn mostrando a porcentagem de vezes em que cada versao do
algoritmo fornece o melhor resultado.

A Figura 2.3 mostra o niimero relativo de vezes em que cada algoritmo fornece o melhor
resultado. Percebe-se que 2 look-aheads fornecem melhores resultados, mas a vantagem é
apertada. Vale observar que a versao do algoritmo com 2 look-aheads é superada nos testes
com permutagoes de tamanho 20. Para permutacoes de tamanho 90 e 100, o algoritmo
sem look-ahead foi melhor do que o que usa apenas 1.

Para permutagoes longas, calculou-se o tempo que demora para se obter uma resposta.
Dessa forma, usou-se o datasety para gerar o consumo de tempo na Tabela 2.3. A tabela
expoe que para instancias de tamanho 100, gastou-se em média apenas 0,04 minutos para
obter uma resposta ao nao se utilizar o look-ahead, enquanto que, com 1 ou 2 look-aheads,
utilizou-se mais de 200 minutos em média. Conclui-se que os look-aheads devem ser
utilizados quando o tempo para se obter uma resposta nao é um fator determinante.

2.5 Analise Comparativa com Outros Algoritmos

A Tabela 2.4 mostra os resultados nao 6timos obtidos por alguns algoritmos encontrados
na literatura, de modo a facilitar a comparacao com a Tabela 2.2, correspondente aos
algoritmos mostrados neste capitulo.
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Figura 2.3: Numero relativo de vezes em que cada versao do algoritmo fornece o me-
lhor resultado. E importante ressaltar que mais de uma versao pode fornecer o melhor
resultado.

Alguns dos valores mostrados na Tabela 2.4 foram publicados por terceiros e transcri-
tos. Entretanto, dado que a anélise obtida na literatura dificilmente gera resultados para
permutacoes de tamanho 10, um o simbolo “-” foi adicionado para indicar a auséncia do
resultado.

Abaixo, sao estabelecidos os algoritmos que aparecem nas colunas da Tabela 2.4.

e EH/DD: algoritmo de Elias e Hartman [46] implementado neste trabalho. DD se
refere a “Dias e Dias”, autores da implementacao.

e WDM: algoritmo descrito por Walter, Dias e Meidanis [96]. Os préprios autores
relatam os resultados transcritos na Tabela 2.4.

e C/WCO: algoritmo descrito por Christie [27] e implementado por Walter, Curado
e Oliveira [95].

e HS/H: algoritmo descrito por Hartman e Sharan [58] e implementado por Honda [63].

e BP/W: algoritmo descrito por Bafna e Pevzner [9] e implementado por Walter e
co-autores [97]. A implementacao ndo corresponde exatamente ao algoritmo original
de Bafna e Pevzner, pois novas regras foram inseridas por Walter e co-autores para
melhorar a performance.

M: algoritmo descrito e implementado por Mira e co-autores [76].
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Tamanho 0-LA 1-LA 2-LA
10 0,00 0,00 0,01
20 0,00 0,01 0,01
30 0,00 0,09 0,08
40 0,00 0,57 0,60
50 0,00 1,78 1,86
60 0,00 5,24 5,58
70 0,01 17,12 17,37
80 0,01 40,79 53,88
90 0,02 103,50 115,26

100 0,04 244,80 234,19
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Tabela 2.3: Média do tempo (em minutos) consumido para cada permutacao. 0-LA é
o algoritmo sem look-ahead. 1-LA ¢é o algoritmo com 1 [ook-ahead, 2-LA ¢ o algoritmo
com 2 look-aheads.

Todos os algoritmos mostrados na Tabela 2.4 exibem resultados nao 6timos para per-
mutacoes de tamanho 8, sendo que a quantidade de resultados nao 6timos aumenta a
medida que o tamanho da permutacao aumenta. Dos algoritmos descritos neste capitulo,
cujos resultados estao na Tabela 2.2, dois oferecem a distancia correta para todas as
permutacoes de tamanho menor ou igual a 9.

O algoritmo de Elias e Hartman obteve o pior resultado para permutagoes pequenas,
apesar de ser o unico algoritmo da Tabela 2.4 a garantir o fator de aproximacao 1.375.
Os algoritmos descritos na Secao 2.3 possuem a mesma razao de aproximacao de Elias e
Hartman e conseguem encontrar excelentes resultados na prética.

As heuristicas apresentadas neste capitulo foram implementadas usando a lingua-
gem de programacao python. A implementagao podera ser obtida livremente pelo link
http://www.ic.unicamp.br/~zanoni/orientacoes/doutorado/ulisses/dd2010.zip.

2.6 Publicacoes

Um poster inicial sobre este capitulo foi apresentado em outubro de 2009 na conferéncia
X-Meeting’2009 (International Conference of the Brazilian Association for Bioinformatics
and Computational Biology) realizada em Angra dos Reis [33]. Essa versao apresentava
uma visao geral do trabalho em progresso, bem como algumas das heuristicas.

A primeira versao completa das heuristicas foi apresentada no artigo “Eztending
Bafna-Pevzner Algorithm” (Ulisses Dias e Zanoni Dias) em fevereiro de 2010 na con-
feréncia ISB’2010 (International Symposium on Biocomputing) realizada em Calicute,
India [35]. Este trabalho é composto de um algoritmo de aproximacdo na razio 1.5. O
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Tamanho WDM | C/WCO HS/H BP/W M | EH/DD
1 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0

6 6 0 2 0 0 0

7 72 0 108 0 0 273

8 1.167 40 1.517 34 124 2.866

9 14.327 1.182 25.425 1.007 2.977 37.393

10 - - - - 69.297 449.243

Tabela 2.4: Resultados para outros algoritmos encontrados na literatura: (WDM) se re-
fere ao algoritmo descrito e implementado por Walter, Dias e Meidanis [96], (C/WCO)
se refere ao algoritmo descrito por Christie [27] e implementado por Walter, Curado and
Oliveira [95], (HS/H) se refere ao algoritmo descrito por Hartman e Shamir [58] e imple-
mentado por Honda [63], (BP/W) é o algoritmo de Bafna e Pevzner [9] implementado com
heuristicas por Walter e co-autores [97], (M) se refere ao algoritmo descrito e implemen-
tado por Mira e co-autores [76], (EH/DD) se refere ao algoritmo de Elias and Hartman
implementado por Dias e Dias [35].

algoritmo contém as heuristicas apresentadas neste capitulo, exceto as Heuristicas 5 e 7.

O algoritmo conforme apresentado neste capitulo foi apresentado no resumo esten-
dido “An improved 1.375-approximation algorithm for the transposition distance problem”
(Ulisses Dias e Zanoni Dias) em agosto de 2010 na conferéncia BCB’2010 (ACM Interna-
tional Conference on Bioinformatics and Computational Biology) realizada em Niagara
Falls, Estados Unidos [36]. Este resumo estendido adiciona as Heuristicas 5 e 7 para gerar
um algoritmo de aproximacgao na razao 1.375.



Capitulo 3

Distancia de Transposicao usando
Programacao em Légica com
Restricoes

Motivagao: Muitos avancos foram obtidos com a abordagem clédssica para o problema
da distancia de transposicao. Entretanto, contribuicoes de pesquisas ja consolidadas em
outras areas da computacao podem propiciar avangos na obtencao de resultados, apesar de
nao participarem da abordagem classico. Dentro desse contexto, os modelos baseados em
Programagao em Logica com Restrigoes (CLP - do inglés Constraint Logic Programming)
sao promissores, pois permitem que as permutacoes e os eventos de transposicao sejam
representados naturalmente usando restricoes.

Metodologia: Na abordagem de Programagao em Légica com Restricoes, é possivel
contextualizar a distancia de transposicao como um Problema de Satisfacao de Res-
tricdo (CSP - do inglés Constraint Satisfaction Problem) ou como um Problema de Oti-
mizacao de Restrigao (COP - do inglés Constraint Optimization Problem). No presente
capitulo, utilizou-se ambos os paradigmas para gerar modelos implementados na plata-
forma ECLiPSe [44].

Resultados: Todos os modelos fornecem uma resposta exata para a distancia de trans-
posicao, impedindo uma anélise como a do Capitulo 2, baseada na quantidade de respostas
nao 6timas fornecidas pelos programas de ordenacao. Assim, o tempo de processamento
foi o inico parametro na analise. Os resultados sugerem o paradigma CSP como o mais
adequado. Uma analise final compara os modelos propostos com modelos em Programacao
Linear Inteira. Essa andlise conclui que a Programagao por Restrigao ¢ mais promissora
para a distancia de transposi¢ao que a Programacao Linear Inteira.

39
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3.1 Introducao

O Capitulo 2 apresentou heuristicas para a distancia de transposicao usando a abordagem
“classica”, cuja caracteristica principal é usar ferramentas como o grafo de ciclos e o grafo
de breakpoints, com autoria de Bafna, Pevzner e Hannenhalli em trabalhos voltados para
a distancia de transposicao e de reversao [6,9,56].

Distanciando-se da abordagem classica, Meidanis e Dias [73] apresentaram um forma-
lismo algébrico com o intuito de diminuir a dependéncia de representacoes visuais ao expor
argumentos, provas e teoremas em rearranjo de genomas. Mira e co-autores [76] desenvol-
veram um algoritmo para o problema da distancia de transposicao usando o formalismo
algébrico.

Para a distancia de reversao, Bergeron [12] apresentou um algoritmo mais simples que
o anterior de Hannenhalli e Pevzner [56]. Bergeron utiliza os conceitos de pares orientados,
reversoes induzidas por esses pares e intervalos fechados, conceitos estes que nao haviam
sido definidos anteriormente. Dessa forma, a abordagem de Bergeron também pode ser
classificada como uma abordagem alternativa.

Benoit-Gagné e Hamel [11] apresentaram um algoritmo de aproximagao de razao 3
para a distancia de transposicao. O algoritmo é baseado em uma estrutura que eles
denominaram platd (permutation plateauz). O método é eficiente, mas os resultados sdo
inferiores aos apresentados por outros algoritmos.

Caprara, Lancia e Ng [21,22] lidaram com solugdes préticas para o problema da
distancia de reversao. Eles apresentaram uma abordagem baseada no uso de Programagcao
Linear. Em particular, eles trabalharam com uma relaxacao para Programacao Linear
de um modelo de Programacao Linear Inteira com um nimero exponencial de variaveis e
restricoes.

Dias e Souza [43] usaram Programacao Linear Inteira para criar modelos para distancias
de reversao e transposi¢ao. O trabalho é uma novidade quando comparado a métodos
anteriores, pois apresenta um modelo de tamanho polinomial.

Neste capitulo, seguiu-se a linha de pesquisa em abordagens alternativas para distancia
de transposigdo com a utilizagdo de Programacao em Ldgica com Restrigoes (CLP - do
inglés Constraint Logic Programming). Dois paradigmas foram usados: o primeiro carac-
teriza a distancia de transposi¢do como um Problema de Satisfagao de Restrigao (CSP -
do inglés Constraint Satisfaction Problem), enquanto o segundo caracteriza a distancia de
transposigao como um Problema de Otimizacao de Restricao (COP - do inglés Constraint
Optimization Problem).

O capitulo esta estruturado da seguinte forma. A Secao 3.2 apresenta uma breve in-
trodugao a programagao com restricao. A Secao 3.3 apresenta os modelos de programacgao
em légica com restrigoes para o problema da distancia de transposi¢ao usando os limitantes
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superiores e inferiores apresentados na Se¢ao 1.1.1. A Secao 3.4 apresenta a performance
desses modelos usando o tempo de processamento como critério.

3.2 Programacao por Restricao

A programacgao por restricao baseia-se na modelagem do comportamento de sistemas
capturando as interagoes entre suas partes. Assim, um dado sistema é simplificado usando
as entidades que o compoe e os relacionamentos dessas entidades entre si. Em geral, as
entidades em um modelo de programacao por restricao sao chamadas de varidveis e os
relacionamentos sao chamados de restrigoes.

Definicao 3.1 Um modelo P de programagao por restricao é formado por:

e Um conjunto de varidveis X = {x1,29,...,2,}, onde cada varidvel possui o seu
respectivo dominio Dy, Dy, ..., D,.
e Um conjunto de restrigoes C = {c1,ca,...,cn} sobre as varidveis em X.

Uma solugao para P é um conjunto {dy,ds,...,d,}, di € Dy,dy € Ds,...,d, € D,,
que satisfaz todas as restrigoes em C'. P é consistente se possuir pelo menos uma solugao,
caso contrario, é dito inconsistente. Por exemplo, o programa P com a restricao x > z+vy
é inconsistente se x,y € N, mas é consistente se z,y € I.

Dois paradigmas podem ser usados: satisfacao de restri¢ao (CSP - do inglés Constraint
Satisfaction Problem) ou otimizagao de restrigao (COP - do inglés Constraint Optimiza-
tion Problem). Um problema no paradigma CSP é descrito conforme a Definigao 3.1
acima.

Sejam um CSP P, = {C;21 € Dy,x9 € Ds,...,z, € D,} e uma fungao de custo
Cost = Dy x Dy X ... x D,, - R. Um problema no paradigma COP P,,, = (P.s,, Cost)
requer uma solugao de Py, que otimiza a funcao Cost. Otimizar, neste contexto, pode
significar maximar ou minimizar a fungao Cost. Em distancia de transposicao, otimizar
deve ser entendido como minimizar o niimero de transposicoes que ordenam uma dada
permutacao 7.

Para encontrar solucoes de P em programacao por restricao, a redugao do espago
de busca nos dominios das varidaveis é uma parte essencial. Os métodos de redugao sao
chamados de algoritmo de propagacao de restricoes. Esses algoritmos reduzem o problema
original em outro equivalente e mais facil de resolver.

Definicao 3.2 Sejam P, e P, dois modelos de programacao por restricao; sejam X e Xo
0s conjuntos de varidaveis de Py e P, respectivamente. Diz-se que Py e Py sao equivalentes
em relagao a um conjunto de varidveis X, tal que X C X7 e X C X5, se:
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e Para toda solucao d em P; existe uma solu¢cdo em P, que coincide com d nas

varidveis em X.

e Para toda solucao e em P, existe uma solucao em P, que coincide com e nas

varidaveis em X.

Entretanto, apenas a redugao nao garante encontrar uma solucao. Em geral, a solugao

¢é encontrada com uma busca no dominio das varidveis. As duas formas de busca a seguir

Sa0 as mais comuns:

e Busca Local: o propésito é encontrar uma solugao para o problema (CSP ou COP)

a partir de uma atribuicao inicial para todas as variaveis. Uma atribuicao de valores
para todas as variaveis é chamada de estado. A busca iterativamente melhora o
estado corrente fazendo pequenas mudancas. Por exemplo, pode-se utilizar como
parametro o niimero de restri¢oes violadas por um estado e a busca local terminaria
quando esse nuimero se tornar 0.

Na busca local, é necessaria uma fungao que, a partir de um estado, encontre uma
série de estados vizinhos. A execucao busca iterativamente por um vizinho até que
uma condicao de parada seja satisfeita.

Busca Top-Down: esta estratégia combina branching com propagacao de res-
tricao. Intuitivamente, branching é divisao de um problema P em dois problemas
P, e P5, de modo que P seja equivalente a P; U P,. Dessa forma, é possivel resol-
ver os problemas P; e P, separadamente em uma arvore de busca. As folhas dessa
arvore sao ou uma solucao para um sub-problema de P ou uma inconsisténcia.

Um exemplo de branching é a estratégia conhecida como labeling. Essa estratégia
consiste em particionar o dominio das variaveis em dominios unitarios, propagando
as restrigcoes em cada ramo da arvore de busca. Quando uma inconsisténcia é en-
contrada na arvore de busca, a busca retorna para o né pai desta folha (backtrack)
e este nd continuara a busca com outro valor do dominio.

E importante ressaltar que o algoritmo de propagacao de restri¢coes atua em conjunto

com a busca. Por exemplo, quando algum valor do dominio é atribuido as varidveis

na estratégia labeling, a atribuicao passa a surtir efeito no dominio de todas as outras

variaveis imediatamente.

Em pacotes de desenvolvimento de programacao por restrigao, o algoritmo para en-

contrar solugoes ja faz parte da plataforma. O pacote ECLiPSe [44] foi utilizado para
modelar a distancia transposigao e para gerar os resultados da Secao 3.4. O ECLiPSe uti-

liza a técnica de labeling para solucionar problemas com varidveis de dominio finito, caso
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dos modelos criados para as transposicoes. Dois fatores relacionados a eficiéncia podem
ser configurados:

e Fator 1: ordem em que as varidveis recebem valores do dominio.

e Fator 2: ordem em que os valores do dominio sao atribuidos as variaveis.

Uma formulacao do problema das n rainhas sera usada para facilitar o entendimento
dos fatores:

Definicao 3.3 Sejam R um conjunto de n rainhas e B um tabuleiro n x n. O problema
P,rainna(n) das n rainhas consiste em posicionar as rainhas em B de modo que nenhuma
rainha seja atacada por outra.

A formulacao de P,4innq(n) em programagao por restrigao é composta pelo conjunto de
variaveis X, ginha = {21, 22, ..., 2.}, 1 < z; < n para todo 1 < i < n. Nesta formulagao,
cada variavel representa uma coluna do tabuleiro. As variaveis estao ordenadas da coluna
mais a esquerda para a coluna mais a direita de B. Assim, x; é a coluna mais a esquerda
de B e x; é a i-ésima coluna da esquerda para a direita. O conjunto de varidveis parte
do pressuposto de que duas rainha nao devem ocupar a mesma coluna na solucao final, o
que é verdade. A linha onde se encontra a rainha da coluna 7 sera atribuida a variavel z;.

P, 4inna(n) possui o seguinte conjunto de restrigdes para todo j < i:

o 1; # z; {Uma rainha por linha}
e z; —x; # i — j {Uma rainha para cada diagonal ascendente}

e 1, —x; # j — i {Uma rainha para cada diagonal descendente}

A eficiéncia do modelo depende do ntmero de backtracks necessarios para encontrar
uma solucao.

Supondo a Estratégia;, que consiste em atribuir valores para a variavel x; antes da
varidvel x; para ¢ < j, sendo que o valor atribuido a x; é o menor de seu dominio. A
sequéncia de passos que posiciona corretamente as trés primeiras colunas é dada a seguir.
Um quadrado de cor vermelha no tabuleiro é usado para representar uma atribuicao para
a variavel na busca. Um quadrado de cor laranja no tabuleiro é usado para representar o
dominio de uma variavel apos a atribuicao do quadrado de cor vermelha.

Passo 1: 27 =1, 9 = 3. A varidvel x3 possui dominio {5,6,7,8}.
Entretanto, a atribui¢do 3 = 5 (quadrado vermelho em c5) gera
um efeito em cascata no dominio das outras variaveis. O dominio
da varidvel xg se torna unitario e igual a {4}. Como essa é a tnica
op¢ao para g, a restricio ¢ = 4 (quadrado laranja em £4) é pro-

pagada para o dominio das demais. Apds a propagacao, o dominio

a b c d e f g h
da varidvel zg se tornard unitdrio e igual a {7}. O efeito em cascata de xg = 7 obriga
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x7 = 2 que, por conseguinte, gera o mesmo dominio unitario {8} para as varidveis x4
e r5. Assumindo, arbitrariamente, que x5 = 8, entao o dominio de x4 torna-se nulo,
evidenciando a inconsisténcia.

O algoritmo de propagagao de restri¢oes sobre o dominio das varidveis permite que a
inconsisténcia seja identificada logo que a atribuicao x3 = 5 seja efetuada. Uma busca em
profundidade convencional (sem propagagao de restrigao) continuaria a busca atribuindo
valores para as variaveis de forma infrutifera até constatar que nao hé solugoes.

A busca continua eliminando o valor 5 do dominio da variavel x3, que passa a ser o
conjunto {6,7,8}.
Passo 2: xz; =1, 9 = 3, x3 = 6. A atribuicdo dos trés primei-
ros valores nao esvazia o dominio das outras variaveis e nem gera

dominio {2,8}. Entretanto, a atribuigao x4 = 2 (quadrado verme-
lho em d2) leva a uma configuracao invalida, pois o dominio de x;
se tornaria unitdrio e igual a {7} (quadrado laranja em e7), o que

a b c d e f g h
forgaria x¢ = 5 (quadrado laranja em £5). Ao final da propagagao, os dominios de z7 e

xg (colunas g e h) se tornam vazios.

Os passos seguintes serao apresentados com menos detalhes:

Passo 3: Ao eliminar a opgao x4 = 2, a variavel x4 passa a ter
dominio {8}. Entretanto, x4, = 8 leva a uma configuracao invélida,
pois o dominio das varidveis z7 e xg (colunas g e h) estardo vazios
apos a propagacao das restrigoes. Neste caso, o dominio da prépria
variavel x4 se tornou vazio, o que indica que a configuracao das trés
primeiras rainhas nao participa de nenhuma solucao.

Passo 4: x; =1, x5 = 3, x3 = 7. A variavel x4 possui dominio

dominio da prépria variavel x4 se tornou vazio, o que mostra que a
configuracao das trés primeiras rainhas nao participa de nenhuma
solucao.

Passo 5: xz; =1, x5 = 3, 3 = 8. A variavel x4 possui dominio
{2,6}. Isso obriga a uma busca semelhante as anteriores. Essa
busca mostraria que ambos os valores no dominio de z4 levam a
configuragoes invalidas. Nesse caso, o dominio da variavel zs se
torna nulo, pois 3 = 8 era a ultima opc¢ao no dominio, o que indica
que as duas primeiras rainhas estao mal posicionadas.
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Passo 6: O posicionamento x1 = 1, o = 4, x3 = 2 seria o préximo
7, . . :

7/} a ser verificado. Entretanto, a busca andloga aos passos anteriores
mostraria que essa configuracao inicial leva apenas a configuracoes

invalidas.

# Primeira Solugao: x1 =1, 2, =523 =824 =6,25 = 3,16 =
T,x7 = 2,x3 = 4. Essa solucao seria encontrada pelo método de
busca usando a Estratégia;.

A Estratégia; resolve Puinna(8) com 10 backtracks. Prainna(16) é resolvido com 542
backtracks. Pyqinna(32) nao é resolvido antes do tempo limite estipulado (50 segundos).

A Estratégias consiste em modificar a ordem em que as variaveis receberao valores
do dominio (Fator 1). Nesse caso, as varidveis que representam colunas centrais rece-
bem valores antes das varidveis que representam as colunas laterais. Por exemplo, para
Proinha(8), a ordem de atribuicao de valores é: x4, x5, x3, Tg, T2, T7, 21, xg. Os valores re-
cebidos pelas variaveis permanece o menor em seu dominio. A Estratégia, aproveita a
observagao de que uma rainha posicionada em uma coluna central gera mais restrigoes
sobre as outras do que uma rainha posicionada em uma coluna lateral.

A Estratégias resolve Prginna(8) sem backtracks. Prainna(16) é resolvido com 17 back-
tracks. Prainna(32) ndo é resolvido antes do tempo limite estipulado (50 segundos).

Quando uma variavel recebe um valor, tende a diminuir o dominio das outras. Atribuir
valor a uma variavel pode fazer com que o dominio de outra se torne nulo, o que obrigara
um backtrack. A Estratégiag minimiza essa dificuldade atribuindo valores primeiro para
as variaveis com menor dominio. Neste caso, as variaveis sao ordenadas dinamicamente
conforme o progresso da busca.

A Estratégiag resolve Prginna(8) com 10 backtracks. Prainna(16) é resolvido com 3
backtracks. Pyainna(32) é resolvido com apenas 4 backtracks. Prginna(75) é resolvido com
818 backtracks.

Na Estratégias, quando duas varidveis x;, x; possuem dominio de mesmo tamanho,
a varidvel x; receberd valor antes da varidvel x;, para ¢ < j. A Estratégia, muda essa
ordenacao atribuindo valores para as varidveis que representam colunas centrais (de modo
analogo a Estratégias).

A Estratégiay resolve Proinna(8) € Prainna(16) sem backtracks. Prainna(32) é resolvido
com apenas 1 backtracks. Pyruinna(75) é resolvido com 719 backtracks.
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As Estratégias utilizaram apenas o Fator 1 para melhorar a performance da busca,
pois os valores atribuidos as variaveis foram sempre os menores no dominio. A Estratégias
altera a ordem em que os valores do dominio sao atribuidos as varidaveis usando a seguinte
observagao: colocar uma rainha no centro de uma coluna restringe mais as outras rai-
nhas do que colocar no inicio. Assim, a Estratégias utiliza a ordenacao de varidveis da
Estratégiay, mas atribui as variaveis os valores que representam linhas centrais antes das
linhas superiores e inferiores.

A Estratégias resolve Prginna(8) € Prainha(16) com 3 backtracks. Prqinna(32) é resolvido
com 7 backtracks. Pyrainna(75) é resolvido sem backtracks. A Estratégias também resolve
Prainna(120) sem backtracks, sendo que este iltimo nao havia sido resolvido por nenhuma
das estratégias anteriores antes do tempo limite estipulado.

O problema das n rainhas ilustra a variacao de performance das diferentes estratégias
de busca.

3.3 Modelos para a Distancia de Transposicao

Os limitantes definidos na Secao 1.1.1 geram formulagoes usando o paradigma CSP ou
paradigma COP. Em ambos os casos, os limitantes permitem diminuir o espaco de busca,
com a consequente diminuicao do tempo em que uma resposta é obtida.

A notagao a seguir é usada para descrever as formulacoes. Esta notacao segue o modelo
de formulagao de Marriot e Stuckey [72] e se assemelha & linguagem prolog.

e Termos Basicos:

— Variaveis:  comecam com letras maitisculas ou com o caracter “” para
variaveis anonimas. Por exemplo, K, X, Y.
— Strings : qualquer sequéncia de caracteres entre aspas.

— Atomos: sequéncia de caracteres que come¢am com letra mintuscula. Por
exemplo, joao, pedro e jose.

e Termos Compostos: formados por um atomo e uma série de argumentos. Por
exemplo, homem(joao), filho(joao,pedro).

e Estrutura do Programa:

— Programa: um conjunto de unidades logicas chamadas de predicados.
— Predicado: uma colecao de clausulas.

— Clausula: pode ser uma regra ou um fato.
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— Regra: construgao da forma “cabeca :- corpo.”, onde cabeca é um atomo
ou um termo composto e corpo é uma sequéncia nao vazia de atomos ou
termos compostos. Uma regra deve ser vista como uma implicacao légica:
se corpo é verdadeiro, entao cabeca é verdadeiro.

— Fato: construgao da forma “cabeca.”, onde cabeca deve ser um atomo ou
um termo composto. Um fato é uma verdade para o programa.

O exemplo abaixo ilustra a estrutura de um programa:
homem(pedro).
homem(jose).
filho(joao, pedro).
filho(jose, joao).
pai(X,Y) - filho(Y, X), homem(X).
avo(X,Y) - pai(X, K), pai(K,Y)

No exemplo, o programa é formado por quatro predicados: homem, filho, pai e avo.
Os predicados homem e filho possuem duas clausulas cada, enquanto que os predicados
pat e avo possuem apenas uma clausula. Ao todo, existem seis clausulas no programa,
sendo que as quatro primeiras correspondem a fatos e as duas iltimas sao regras.

Neste capitulo, a notacao prolog sera estendida de duas maneiras:

e As letras gregas m, o e ¢ sao adicionadas para representar permutagoes.

e A construgao X :: [A..B] indica que X (ou cada elemento em X, se X for uma lista)
pertence ao intervalo [A, B].

Usando a notagao, uma permutagao ¢ formulada da seguinte forma.

permutation(m, N) :-
length(m, N),
7 [1..N],
all_dif ferent(r).

(3.1)

A dltima linha de permutation(m, N) faz uma chamada a all_dif ferent(n) para ga-
rantir que todos os elementos de 7 sao diferentes. O predicado all_dif ferent(r) ndo sera
detalhado por ser pré-definido na maioria das plataformas de programacao por restrigao,
inclusive na plataforma ECLiPSe.



48 Capitulo 3. Programacao em Logica com Restrigoes para Transposicoes

De um modo geral, permutation(m, N) define uma permutacdo m de tamanho N.
Nesta defini¢ao, 7 é um vetor de elementos no intervalo [1, N|, em que todos os elementos
deste vetor sao diferentes entre si.

A clausula transposition(m,o,1,J, K) em (3.2) define uma transposigao p(i,7, k),
0 <i< j <k < n. Nesta clausula, a permutacao 7w é dividida em quatro sub-
listas Cy, Cy, C3,Cy, onde Cy = (my,...,m—1), Co = (m;,...,mj—1), C3 = (7j,...,Tp_1) €
Cy = (ig,...,i,). A permutagdo o resultante é: 0 = C1C3C5Cy. Vale ressaltar que C e
Cy podem ser vazios.

transposition(m,o, 1, J, K) :-
permutation(m, N),
permutation(o, N),
1<I<J<K<N,
split(m, 1, J, K,Cy,Cy, Cs3,Cy),
o= C1C3C,C4.

(3.2)

Para modelar o problema usando o paradigma CSP, é necessario conhecer todas as
variaveis e restricoes. Entretanto, conhecer o ntiimero de varidveis e restricoes implica
conhecer, a priori, a distancia de transposicao, que é o que precisaria ser calculado. Para
contornar essa dificuldade, a seguinte abordagem foi utilizada: seleciona-se um candidato
T como o menor numero no intervalo [L..U], onde L é um limitante inferior conhecido
para o problema e U é um limitante superior. Feita essa escolha, tenta-se encontrar uma
sequéncia de transposi¢coes que ordene m com 7T transposicoes. Se uma falha ocorrer,
escolhe-se um outro candidato incrementando o valor de T. O predicado indomain em
(3.3) cria esse comportamento.

Vale ressaltar que o limitante superior U nao interfere no tempo computacional, ja
que a estratégia de busca comeca com o limitante inferior e termina logo que a distancia
for encontrada. Por definicao, essa distancia serd menor ou igual a qualquer limitante
superior.
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distance(t,0, _Model).
distance(m, T, Model) :-
bound(m, Model, Lower Bound, Upper Bound),
T :: [Lower Bound..Upper Bound), (3.3)
indomain(T),
transposition(r, o, I, _J, _K),
distance(o,T — 1, Model).

Todos os modelos CSP possuem a estrutura (3.3), variando apenas nos limitantes
utilizados na chamada ao predicado bound(w, Model, Lower Bound, Upper Bound). Nesta
chamada, o parametro Model seleciona o modelo escolhido. Os seguintes modelos foram
gerados:

1. def_csp: modelo sem limitante inferior criado para facilitar a anélise.
2. br_csp: modelo com limitante inferior de breakpoints definido no Lema 1.2.
3. cg_csp: modelo com limitante inferior do grafo de ciclos definido no Lema 1.4.

E possivel melhorar o tempo de execucao dos modelos CSP usando a permutacgao
reduzida [27], pois ela tem no méximo o mesmo tamanho da permutagao original, o que
tende a diminuir o espago de busca. Um novo predicado para céalculo de distancia foi
criado para usar a permutacao reduzida.

distance_red(m,0, _Model) :- reduce(m, [ ]).
distance_red(m,T, Model) :-
reduce(m, Treq),
bound(7yeq, Model, Lower Bound, Upper Bound),
T :: [Lower Bound..Upper Bound),
indomain(T),
transposition(myeq, o, I, _J, _K),
distance_red(o,T — 1, Model).

Em (3.4), a permutacao identidade é uma lista vazia. Isso ocorre porque a operagao
para reduzir uma permutacao, reduce(m, T,eq), fard com que todos os elementos da iden-
tidade sejam eliminados. Para identificar quando a permutacgao reduzida é utilizada, o
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sufixo _red é adicionado ao nome do modelo. Por exemplo, o modelo que utiliza o limitante
inferior do grafo de ciclos e a operacao de reducao é chamado de cg_csp_red.

O segundo paradigma de programacao consiste em analisar a distancia de transposi¢ao
como um COP. Um conjunto de variaveis binarias B foi criado para informar quando
uma transposicao é utilizada. As varidveis binarias sao importantes na criacao da funcao
objetivo. O predicado transposition_cop precisa ser criado para se adequar as novas
variaveis. Quando uma transposicao p(i, j, k) nao for utilizada, diz-se que i = j = k = 0.

O predicado (3.5) verifica quando esse evento ocorre. O ultimo parametro do predicado
indica a ocorréncia do evento de transposicao e sera, posteriormente, adicionado nas
variaveis B.

transposition_cop(t, ¢,0,0,0,0). (3.5)
transposition_cop(w,o, 1, J, K1) :- transposition(rw, 0,1, J, K). '

O célculo da distancia utilizando o predicado (3.5) é feito pelo predicado distance_cop
(3.6). Esse predicado configura as varidveis B de acordo com o limitante superior. A
funcao objetivo Cost é a soma das variaveis B associadas a cada transposicao py, Cost =

gfl By, onde UB é um limitante superior conhecido. A distancia é o valor minimo da
fungao objetivo d(m) = min cost.

distance_cop(m, N, Model) :-
bound(m, Model, Lower Bound, Upper Bound),
length(B, Upper Bound),
upperbound_constraint(m, B, Upper Bound), (3.6)
sum(B, Cost),
Cost > LowerBound,

minimize(Cost, N).

O predicado upperbound_constraint (3.7) recebe uma permutagao m, o limitante supe-
rior Upper Bound e uma lista B que deve armazenar 0 ou 1 na posicao k, dependendo do
fato de a k-ésima transposicao ser utilizada. Este predicado é o responsavel por garantir
que a k-ésima permutacao resulte da (k — 1)-ésima permutacao pela aplicagdo de uma
transposicao ou, caso contrario, seja igual a ela. Uma ultima funcionalidade do predicado
(3.7) é verificar se ainda é possivel ordenar a permutagao usando as transposi¢oes que
sobram, pois isto evitaria calculo desnecessario.
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upperbound_constraint(v, [ |, -Upper Bound).
upperbound_constraint(w, [B|Bs|, Upper Bound) :-
transposition_cop(m, o, I, _J, K, B),
bound(m, Model, Lower Bound, -Upper Bound),
Upper Bound > Lower Bound,

(3.7)

upperbound_constraint(o, Bs,Upper Bound — 1).

Todos os modelos COP possuem a estrutura acima. Os modelos COP foram usados
para analisar os limitantes superiores nos Lemas 1.5 e 1.6. O modelo que usa o limitante
superior do grafo de ciclos definido no Lema 1.5 é chamado de cg_cop. O modelo que
usa o limitante superior do grafo I' definido no Lema 1.6 é chamado de gg_cop. Ambos
os modelos usam o limitante inferior do grafo de ciclos definido no Lema 1.4.

3.4 Analise Comparativa dos Modelos

Todos os modelos foram implementados usando a plataforma ECLiPSe [44]. Os experi-
mentos foram conduzidos em uma méquina Intel® Xeon™, 3.20GHz, com 3.5 GB RAM,
Ubuntu 7 e ECLiPSe 6.0.

A Tabela 3.1 resume os resultados. Os valores da tabela se referem a média do tempo
necessario para obter a distancia de todas as permutagoes m para |r| < 7. Dado o cresci-
mento exponencial do espago de busca, alguns modelos demoram um tempo consideravel
para fornecer uma resposta quando 7 < |7| < 11. Dessa forma, foram escolhidas 1000
instancias ao acaso e a média do tempo para obter a distancia destas instancias foi in-
serido na Tabela 3.1. O simbolo “—” ¢é inserido caso o modelo demore mais de 15 horas
para terminar os testes.

A Tabela 3.1 mostra que o limitante usando o grafo de ciclos é superior ao limitante
usando breakpoints. Também é possivel concluir que a reducao gera uma substancial
melhora na performance. Por exemplo, para |7| = 11, o resultado obtido pelo modelo
cg_csp_red é quase 4.9 vezes melhor que cg_csp. O ponto negativo da reducao é a maior
dificuldade em obter a sequéncia minima de transposicoes que ordenam a permutacao de
entrada. Os outros modelos necessitam de praticamente nenhuma modificagao, bastando
acrescentar um novo vetor de variaveis.

Os modelos COP possuem desempenho inferior aos modelos CSP. Entretanto, é preciso
mencionar que nao foram criadas heuristicas de buscas especificas para eles. As solugoes
foram obtidas usando o algoritmo genérico do pacote ECLiPSe, baseado em branch and
bound e propagacgao de restricoes.
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CSp COP
n | def csp| br.csp| cgcsp | cg cspred| def cop | cg cop | gg cop
4 0.006 0.010 0.005 0.005 0.134 0.019 0.039
) 0.069 0.087 0.009 0.006 2.530 0.061 0.149
6 1.887 2.367 0.022 0.013 — 1.842 4.421
7 51.69 30.707 0.045 0.024 — 3.797 39.024
8 — — 0.233 0.104 — — —
9 — — 0.946 0.313 — — —
10 — — 6.816 2.016 — — —
11 — — 20.603 4.212 — — —

Tabela 3.1: Tempo médio (em segundos) para calcular a distancia de permutagoes de

[43 7

acordo com o seu tamanho. O simbolo “—” é mostrado caso a bateria de testes nao seja
finalizada em 15 horas.

Os resultados dos modelos CSP mostrados na Tabela 3.1 podem ser melhorados usando
as seguintes técnicas:

e Quando a distancia de uma permutacao 7 for obtida, propagar d(m) para todas as
permutacoes o, tais que o € 5. Isso permite diminuir o nimero de permutacoes
que precisam ser analisadas.

e Utilizar o grafo de ciclos de uma permutagao com o intuito de ordenar o conjunto
de transposigoes. Assim, as que possuem chance maior de pertencer a alguma
sequéncia 6tima de transposicoes sao utilizadas primeiro. Essa estratégia de or-
denacao é andloga aquela usada no problema das n rainhas para melhorar a perfor-
mance (Segao 3.2).

A primeira técnica utiliza a equivaléncia toroidal definida na Secao 1.1.1. Se duas
permutagoes pertencem a mesma classe toroidal, entao os grafos de ciclos associados a
elas sdo isomorficos [59], implicando que ambas possuem a mesma distancia.

Por exemplo, as sete permutagoes a seguir estao na mesma classe toroidal: (1624 5 3),
(163425),(231564),(356412),(453612),(513426),(523146). Quando
uma destas permutacoes for pesquisada, a distancia de transposicao para o grupo inteiro
passara a ser conhecida. Os modelos mostrados na Tabela 3.1 recalculam a distancia caso
seja requerida para as outras permutacoes dentro da mesma classe toroidal.

A segunda técnica propoe ordenar o espaco de busca, iniciando-se com as transposicoes
“mais promissoras”. Os modelos apresentados até o momento ainda nao utilizam este
critério e aplicam as transposicoes com os menores valores do dominio das variaveis I, J
e K. Em outras palavras, as transposigoes sao pesquisadas na seguinte ordem: p(1,2,3),
p(1,2/4), p(1,2,5) e assim por diante.
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Bafna e Pevzner [9] subdividem as transposigbes em: 2-moves validos, 2-moves, 0-
moves bons, 0-moves validos e 0-moves. Esses subconjuntos sao uma ordenacao das
transposicoes conforme a chance de pertencerem a solucao. Por exemplo, se existe um 2-
move valido para uma permutacao 7, entao ele possui maior chance de estar na sequéncia
6tima de transposicoes do que um 0-move. Como essa classificacao depende apenas do
grafo de ciclos, é possivel utiliza-la em modelos que usam o limitante inferior de Bafna e
Pevzner sem a necessidade de estruturas adicionais.

Assim, os modelos cg_csp e cg_csp_red sao os melhores candidatos para se bene-
ficiarem das novas técnicas. Entretanto, o modelo cg_csp_red dificulta o processo de
encontrar as permutacoes equivalentes devido a presenca de permutacoes de tamanhos di-
ferentes no espago de busca (permutagoes de tamanhos diferentes sao resultado da redugao
de algumas delas). Dessa forma, cg_csp foi o tinico modelo utilizado com as melhorias.

A Tabela 3.2 mostra os resultados obtidos mantendo o mesmo conjunto de dados e
a mesma plataforma computacional utilizados na Tabela 3.1. Para ressaltar a melhora
de performance, o tempo médio para se obter respostas para permutacoes de tamanho
11 foi de 0.034 segundos, em contrapartida, 20.603 segundos eram necessarios antes das

melhorias.
n | cg_csp
6 0.004
7 0.003
8 0.016
9 0.008
10 | 0.198
11| 0.034

Tabela 3.2: Tempo médio (em segundos) do modelo cg_csp quando sao aplicadas as
técnicas para melhorar a performance.

A Tabela 3.2 evidencia um fato interessante, o valor médio para ordenar permutacoes
de tamanho 10 foi maior do que o valor médio para ordenar permutagoes de tamanho
11. Isso ocorre porque algumas permutacoes foram particularmente dificeis de ordenar
usando as novas técnicas. Uma linha de pesquisa consiste em identificar os fatores que
criam essa dificuldade em certas permutacoes.

Uma comparagao final pode ser feita entre os modelos propostos neste capitulo e os
modelos usando Programacao Linear Inteira de Dias e Souza [43]. Eles apresentam um
modelo que encontra a solugao para || = 9 com 143.5 segundos, em média. Além disso,
para m = 10, o modelo se tornou proibitivo.

Esses resultados mostram que os modelos usando Programacgao por Restricao sao
mais promissores que os modelos usando Programacao Linear Inteira. Entretanto, nao é
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possivel fazer uma analise mais aprofundada, porque as instancias e o ambiente compu-
tacional utilizado por Dias e Souza sao diferentes dos utilizados neste capitulo.

3.5 Publicacoes

O presente capitulo foi apresentado no artigo “Constraint programming models for trans-
position distance problem” (Ulisses Dias e Zanoni Dias) em julho de 2009 na conferéncia
BSB’2009 (Brazilian Symposium on Bioinformatics) realizada em Porto Alegre [32]. Este
artigo contém todos os modelos apresentados neste capitulo. Entretanto, as técnicas para
melhorar a busca dos modelos CSP ainda nao haviam sido implementadas e os resul-
tado presente na Tabela 3.2 ainda nao haviam sido obtidos (anunciados como trabalhos
futuros). Dessa forma, o presente capitulo completa o artigo apresentado no congresso.
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Capitulo 4

Uma Ferramenta de Simulacao para
o0 Estudo de Reversoes Simétricas em
Genomas Bacteriais

Motivagao: O alinhamento par-a-par de genomas bacteriais de espécies da familia Pseu-
domonadaceae e dos géneros Mycobacterium, Shewanella e Xanthomonas evidencia um
padrao em “X” formado pelas sequéncias conservadas de DNA. Um modelo evolutivo
capaz de explicar o padrao em “X” prega que reversoes simétricas sao dominantes em
relagao aos outros tipos de rearranjo [45]. Uma ferramenta de simulagao para esse modelo
evolutivo pode auxiliar no entendimento dessas reversoes. Tal ferramenta também é 1til
para criar bases de dados que permitem avaliar programas de reconstrucao de genomas
ancestrais quando nao existem ancestrais reais disponiveis.

Metodologia: Duas caracteristicas comuns em genomas bacteriais foram utilizadas
para gerar o modelo de simulagao: a primeira delas sao as reversoes simétricas acima
mencionadas e a segunda se refere aos blocos sinténicos, blocos de DNA com grande
tendéncia em se manter conservados durante o processo evolutivo. Os parametros para a
ferramenta de simulagao foram configurados empiricamente, observando alinhamentos de
genomas da familia Pseudomonadaceae.

Resultados: Foram desenvolvidas medidas baseadas na dispersao de pontos nos dotplots
dos alinhamentos. Tais medidas sao uma comparac¢ao quantitativa entre alinhamentos de
genomas reais e de genomas simulados e formam um arcabouco para geracao de arvores
filogenéticas usando cenarios simulados. Essas arvores foram comparadas com arvores de
referéncia e mostram que a ferramenta realiza um bom trabalho de simulacao em termos
de reversoes simétricas.
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4.1 Introducao

Em bactérias, reversoes sao os eventos de rearranjo mais frequentes. Em especial, re-
versoes simétricas a origem de replicagao sao propostas por Eisen e co-autores [45] como
o mecanismo principal que explica o padrao em “X” observado quando dois cromossomos
circulares sao alinhados [45]. Um estudo recente usando genomas de Yersinias encontrou
evidéncias de que reversoes simétricas sao mais frequentes do que o esperado ao acaso [29].

A Secao 1.2.1 analisa o padrao em “X” na familia Pseudomonadaceae e nos géneros
Xanthomonas, Shewanella e Mycobacterium, mostrando que ha uma baixa probabilidade
desse padrao ter ocorrido ao acaso. A Secao 1.2.1 também exibe o modelo de evolucao
que usa reversoes simétricas a origem de replicacao.

Uma area emergente em analise computacional de fenomenos evolucionarios é a recons-
trucao de genomas ancestrais. Varios programas ja foram propostos como, por exemplo,
BPAnalysis [87], GRAPPA [78], BADGER [70] e MGR [15]. Dado que geralmente nao ha
genomas ancestrais disponiveis para validar as ferramentas de reconstrugao (as espécies
ancestrais deixaram de existir), ferramentas de simulagao sao essenciais. Propde-se neste
capitulo, uma ferramenta de simulacao especifica para genomas bacteriais. Essa ferra-
menta recebeu o nome de SIB, acronimo para Symmetric Inversions in Bacteria.

Uma ferramenta de simulacao precisa modelar a evolugao de genomas bacteriais reais.
Essa modelagem ¢ dificil por duas razoes:

e Apesar da aparente predominancia de reversoes simétricas, genomas bacteriais so-
frem outros tipos de rearranjo, assim como mutacoes pontuais.

e Alinhamentos de genomas de diferentes grupos de bactérias revela diferentes padroes
de rearranjos.

Para contornar essas dificuldades, decidiu-se criar uma ferramenta de simulacao cujo
objetivo é reproduzir o padrao em “X” mais claramente observados em alinhamentos de
certos grupos bacteriais: familia Pseudomonadaceae e géneros Mycobacterium, Shewanella
e Xanthomonas. Um segundo critério para selecao desses grupos ¢ a disponibilidade de
genomas completos distintos em cada grupo.

O capitulo é estruturado da seguinte forma. A Secao 4.2 descreve os parametros do
SIB e as medidas criadas para facilitar a configuragao do simulador baseado em geno-
mas reais. A Secao 4.3 relata um método de geracao de arvores filogenéticas usando o
SIB. Essas arvores, quando comparadas a arvores de referéncia encontradas na literatura,
promovem uma validacao qualitativa da ferramenta de simulagao. A Secao 4.4 analisa
o programa MGR, que reconstréi genomas ancestrais assumindo que apenas eventos de
reversoes ocorreram durante o processo evolutivo.
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4.2 Parametros do SIB

Uma caracteristica de genomas bacteriais é o fato de a pressao evolutiva desfavorecer a
separacao de determinados blocos de DNA, conhecidos como blocos sinténicos. A razao
para um bloco se conservar esta diretamente ligada as caracteristicas funcionais por ele
desempenhadas. Caso o bloco corresponda a um gene, um evento de rearranjo provavel-
mente impedird o desempenho da funcao na célula, o que poderia ocasionar a morte do
individuo dependendo da importancia dessa funcao. Em outros casos, um bloco contém
um grupo de genes relacionados pela funcao que desempenham, sendo que tal funcao seria
impossibilitada caso um evento de larga escala afastasse um gene do outro, mesmo que
nenhum deles seja diretamente afetado.

O SIB utiliza reversoes simétricas e blocos sinténicos como caracteristicas principais.
As reversoes simétricas sdo definidas como reversoes p(i,j), onde i e j sdo igualmente
distantes da origem. Os blocos sinténicos inspiraram a defini¢cao dos blocos inquebraveis
no modelo de simulacao. Quando os pontos i ou j sao localizados em um bloco inquebravel,
uma assimetria é permitida de modo a incluir o bloco. A Figura 4.1 mostra a assimetria
criada caso qualquer um dos lados da inversao ocorra dentro de um bloco inquebravel. O
ponto A da reversao foi deslocado de modo a incluir o bloco inquebravel.

Assimetria para preservar
Reversao Simétrica o bloco inquebravel
Genoma Original Genoma Final

== Bloco Inquebravel
__ Segmento Quebravel

Figura 4.1: Uma assimetria ocorre caso qualquer um dos lados da inversao ocorra dentro
de um bloco inquebravel. O ponto A da reversao foi deslocado de modo a incluir o bloco
inquebravel na reversao simétrica.

Dessa forma, existe uma relagao entre o tamanho dos blocos e o perfil das reversoes
simétricas, o que pode levar tanto a efeitos desejaveis como o gradativo afastamento dos
blocos conservados da diagonal principal, quanto a efeitos indesejaveis como uma alta
concentracao de reversoes simétricas ao redor de blocos sinténicos muito grandes.
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Os parametros da ferramenta SIB sao configurados de forma a diminuir os efeitos
indesejaveis. Os parametros foram derivados de um estudo sobre a familia Pseudomona-
daceae. Vale lembrar que novos valores poderao ser atribuidos a esses parametros para
se adaptar a cada necessidade. No estudo, utilizou-se alinhamentos par-a-par de todos os
genomas da familia Pseudomonadaceae como ponto de partida. A Tabela 4.1 apresenta
os organismos utilizados.

Organismo Referéncia | Tamanho (bp)
Azotobacter vinelandii NC_012560 5.365.318
Pseudomonas aeruginosa PAO1 NC_002516 6.264.404
Pseudomonas aeruginosa LESB58 NC_011770 6.601.757
Pseudomonas aeruginosa PAT NC_009656 6.588.339
Pseudomonas aeruginosa UCBPP PA14 NC_008463 6.537.648
Pseudomonas entomophila 1.48 NC_008027 5.888.780
Pseudomonas fluorescens Pt-5 NC_004129 7.074.893
Pseudomonas fluorescens P01 NC_007492 6.438.405
Pseudomonas fluorescens SBW25 NC_010501 6.722.539
Pseudomonas mendocina ymp NC_009439 5.072.807
Pseudomonas putida F1 NC_009512 5.959.964
Pseudomonas putida GB 1 NC_010322 6.078.430
Pseudomonas putida KT2440 NC_002947 6.181.863
Pseudomonas putida W619 NC_010501 5.774.330
Pseudomonas stutzeri A1501 NC_009434 4.567.418
Pseudomonas syringae pv phaseolicola 1448A | NC_005773 5.928.787
Pseudomonas syringae B728a NC_007005 6.093.698
Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 NC_004578 6.397.126

Tabela 4.1: Genomas da familia Pseudomonadaceae.

A familia Pseudomonadaceae possui 18 organismos disponiveis para estudo. O alinha-
18
2

contidas nestes graficos, utiliza-se as regides conservadas em ambos os genomas. As

mento par-a-par permite a geracao de ( ) = 153 gréficos. Para utilizar as informacoes
regides conservadas podem ocorrer com a mesma orientagao (regioes vermelhas) ou com
orientagoes opostas (regides azuis).

As regides conservadas foram “quebradas” em vérios segmentos de 1kbp (tamanho
médio de um gene) e cada um desses segmentos se tornou um ponto. No decorrer deste
texto, o termo dotplot denota graficos que ja passaram por essa fase de pré-processamento.
A Figura 4.2 ilustra um dotplot formado pelo alinhamento de dois genomas da familia
Pseudomonadaceae.

Uma caracteristica chave dos dotplots é que a maioria dos pontos vermelhos ocorrem
préximos a diagonal principal (y = x) e que a maioria dos pontos azuis ocorrem préximos
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Figura 4.2: Dotplot formado ao alinhar genomas da familia Pseudomonadaceae. O dot-
plot é composto de regides conservadas que ocorrem com a mesma orientagdo (regioes
vermelhas) e regioes conservadas que ocorrem com orientagoes opostas (regides azuis).

a diagonal secundéria (y = L — z, onde L é o tamanho do genoma). De acordo com o
modelo evolutivo, um padrao em “X” nitido, indica proximidade entre os genomas.

Para caracterizar quantitativamente o padrao em “X”, os dotplots foram particionado
em areas, de modo andlogo ao procedimento usado na Secao 1.2.1. Em primeiro lugar,
duas retas r e s sao calculadas:

1. A subsequéncia crescente mais longa dos pontos vermelhos vy, vs,...,v, e a sub-
sequéncia decrescente mais longa dos pontos azuis aq,as, ..., a, sao obtidas. Este
passo é resolvido em tempo O(nlogn), onde n é o tamanho da sequéncia de en-
trada [88].

2. A reta r passa pelos pontos vy, vs, ..., v, € a reta s passa pelos pontos ay, as, ..., ay,.
Ambas as retas foram calculadas pelo método dos minimos quadrados.

Delimita-se uma regiao R; ao redor de r e uma regiao Ry ao redor de s. R; e Ry
possuem 10% da drea total do dotplot. A regidao R3 corresponde a area no dotplot que
nao pertence nem a R; e nem a Ry. Essa é importante para calcular a densidade de
pontos em cada uma das areas. As medidas de densidade d;, ds e d3 foram geradas, onde
di é a densidade dos pontos vermelhos em R, dy é densidade dos pontos azuis em R, e
ds ¢ a densidade de pontos (independente de cor) em Rj.

As densidades dq, ds e d3 sdo um forma de medir o quao préximos sao dois dotplots.
Para tanto, usa-se a distancia euclidiana em um espaco tri-dimensional: sejam A e B dois
dotplots e sejam {da1,da2,das} e {dp1,dp2,dps} os conjuntos de densidades para A e B,
respectivamente, a distancia entre A e B é dada por:
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dist(A, B) = \/(da1 — dp1)? + (das — dp2)? + (das — dp3)?

A distancia euclidiana permite medir a similaridade entre os dotplots obtidos a partir
de genomas reais e dotplots obtidos a partir da ferramenta de simulagao. A configuragao de
parametros que maximizou a similaridade modela reversoes simétricas e blocos sinténicos
seguindo distribui¢oes normais.

Para reversoes simétricas p(i, j), o SIB tem como parametro a distancia entre os pontos
1 e jJ e a origem de replicacao, o que denominou-se “largura da reversao”. A largura é
caracterizada pela distribuigdo normal Ny(ue, 0¢), onde p, é a média das larguras e o,
¢ o desvio padrao. Nas simulagao cuja avaliagao estatistica é apresentada na Segao 4.3,
utilizou-se os valores py, = n/3 e o, = n/5, onde n é o nimero de pontos na simulagao.

Os blocos sinténicos foram modelados seguindo uma distribuigao normal Ny, (ftun, Oun),
onde i, ¢ o tamanho médio de um bloco sinténico e o,, é o seu desvio padrao. A
configuracao padrao que gera cenarios préoximos aos observados em Pseudomonadaceae
usa valores iy, = 3 e oy, = 10.

Nao foram modelados eventos de insercao e remocao, o que resulta no fato de que
todos os genomas de um mesmo cenario possuem o mesmo tamanho. Os testes utilizam
genomas de tamanho 2500, a média do nimero de pontos obtidos em genomas reais de
pseudomonas.

4.3 Validacao do SIB

Nesta secao, é apresentado um método indireto para avaliar a capacidade do SIB em
gerar cenarios que se aproximam da realidade. Este método gera arvores filogenéticas
utilizando os modelos simulados e as compara a arvores de referéncias encontradas na

literatura. Os seguintes passos mostram como uma arvore filogenética pode ser obtida
usando o SIB.

1. Gerar duas ramificagdes de cendrios simulados: A = {Ao, A1, Ag, ..., Asse0} € B =
{By, By, B, . .., Basoo}. Nesses ramos, o i-ésimo elemento, 1 < i < 2500, resulta do
elemento i—1 apds a aplicacao de uma operacao de reversao simétrica. Os elementos
Ay e By correspondem a identidade. A Figura 1.8 ilustra as duas ramificagoes
geradas para esse cendrio.

2. Gerar dotplots entre os genomas A; e B;, 1 < i < 2500. Estes dotplots possuem
2 X i reversoes simétrica de distancia.

3. Obter, para cada dotplot real, o dotplot simulado mais préximo usando a distancia
euclidiana.
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4. Como os dotplots gerados pelo SIB possuem o niimero de reversoes simétricas entre
os genomas que os formam, associa-se esse nimero aos dotplots reais como uma
medida de distancia. Assim, cada dotplot real possuira um valor que consiste no
nimero de reversoes simétricas utilizadas para gerar um dotplot semelhante a ele
usando o SIB.

5. Gerar uma matriz de distancia de dotplots reais com os valores obtidos no item
anterior. Apds isso, gerar uma arvore filogenética com a ferramenta neighbor do
pacote PHYLIP [48].

Uma importante medida de qualidade da associacao entre um dotplot real e um dotplot
simulado é a prépria distancia euclidiana entre eles, pois é desejavel que essa distancia
seja proxima de zero. A Figura 4.3 mostra um histograma com distancias euclidianas para
cada um dos quatro grupos bacteriais. O histograma da familia Pseudomonadaceae é o
melhor, ja que 76% das distancias sao menores do que 1. O histograma para Shewanella
e para Xanthomonas mostram que 61% e 30% das distancias sdo menores ou iguais a
1, respectivamente. O histograma para o grupo Mycobacterium mostra que esse grupo
possui as associacoes mais problematicas.
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Figura 4.3: Histograma das distancias euclidianas entre dotplots obtidos de organismos
reais e o dotplot mais proximo obtido na simulagao
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A geragao de arvores filogenéticas é uma maneira indireta de avaliar se os cendrios
gerados pelo SIB correspondem a realidade. Para isso, as arvores filogenéticas obtidas
usando o SIB sao comparadas com arvores filogenéticas confidaveis encontradas na litera-
tura. As arvores filogenéticas obtidas pelo SIB sao mostradas nas Figuras 4.4, 4.5, 4.6
e 4.7. Nestas figuras, sao também mostradas as arvores de referéncias e os artigos onde
foram publicadas.

SIB Referéncia

Azotobacter vinelandii
P. stutzeri  A1501

P.mendocina ymp

t+ P.aeruginosa PAl14  —
- P.aeruginosa PAOl
r P.aeruginosa LESB58

LH

P.aeruginosa PAT
T P.putida w619

r P.putida F1 B
r P.putida KT2440 B
r P.putida GB 1 B

- P.entomophila 148
- P. fluorescens ~ SBW25

- P.fluorescens Pf-5 —
b0t L

P. fluorescens

r P.syringae B728a
r P.syringae 1448A B
P.syringae DC3000

LA Aal[E

Figura 4.4: Comparacao entre a arvore da familia Pseudomonadaceae produzida pelo SIB
e a arvore proposta por Setubal et al [90].

A similaridade entre as arvores obtidas pelo SIB e as arvores de referéncia encontradas
na literatura foi medida usando o método apresentado por Vienne et al [94], que fornece
um p-value para a similaridade entre duas arvores de entrada. No caso da familia Pseudo-
monadaceae, o p-value é 7 x 107%; o p-value para os géneros Shewanella e Xanthomonas
¢ 1,3x1072; o p-value para o género Mycobacterium é 7,5 x 107°. Dessa forma, é possivel
concluir que a familia Pseudomonadaceae e o grupo Mycobacterium obtiveram os melhores
resultados, o que esta de acordo com uma inspecao visual pelas Figuras 4.4, 4.5, 4.6 e 4.7.

A analise toma como verdade a hipdtese de que as arvores de referéncia encontradas
na literatura estao corretas, mas é possivel que mesmo essas arvores contenham erros. Por
exemplo, é possivel encontrar um exemplo em que o SIB agrupa corretamente organismos
(em termos de distancia de rearranjos), mas a arvore de referéncia mostra um diferente
agrupamento. Este exemplo € ilustrado na Figura 4.8. O método de méaxima verossimi-
lhanga da arvore de referéncia agrupa X. campestris vesicatoria com X. oryzae PXO99A,
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SIB Referéncia

~ M. smegmati
r M. JLS B
r M. KMS B
r M. MCS T

T M. vanbaalenii T
~ M. gilvum b
M. avium paratuberculosis *:|

M. avium b
M. tuberculosis CDC1551
M. tuberculosis F11 T
I M. tuberculosis H37RA T
M. tuberculosis H37TRV T
~ M. bovis BCG Pasteur T
M. bovis T

M. leprae T

M. ulcerans

Nocardia farcinica

Figura 4.5: Comparacao entre a arvore do grupo Mycobacterium produzida pelo SIB e a
arvore proposta por Alam et al [2].

SIB Referéncia

t X.oryzae PXO099A B
i* X.oryzae  MAFF 311018 T
- X.oryzae KACC10331 -

X. fuscans subsp. aurantifolii B

X. fuscans subsp. aurantifolii C-|

- X. citri b

 X. campestris vesicatoria

- X. campestris  ATCC 33913 B
I X. campestris 8004 *1—'7
B100 B

— X. campestris

 X. albilineans

Figura 4.6: Comparacao entre a arvore do grupo Xanthomonas produzida pelo SIB e a
arvore proposta por Moreira et al [77].
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SIB Referéncia

r S. halifaxensis  HAW EB4
 S. piezotolerans WP3

[ S.pealeana  ATCC 700345 7
 S.woodyi ATCC 51908 *}
- S.violacea DSS12
= S. loihica PV-4
[ S.denitrificans  0S217 T

| S. frigidimarina NCIMB 400 7}
 Shewanella W3-18-1

r S.sediminis  HAW EB3

- Shewanella ANA3
 Shewanella MR-4

 Shewanella MR-7
LS. baltica 0OS155 B

r S. putrefaciens CN-32 *1—,7
S. oneidensis  MR-1 B

S.amazonensis ~ SB2B

Figura 4.7: Comparacao entre a arvore do grupo Shewanella produzida pelo SIB e a
arvore proposta por Williams et al [99]

enquanto que o SIB agrupa X. campestris vesicatoria com as outras espécies do grupo
campestris, em especial a espécie X. campestris ATCC 33913. Uma inspecao visual pelos
dotplots leva a mesma conclusao do SIB: a quantidade de rearranjos entre X. campestris
vesicatoria e X. campestris ATCC 33913 é menor que a quantidade de rearranjo entre
ambas e X. oryzae PXO99A. Essa conclusao mostra que o SIB agrupa corretamente or-
ganismos quando ¢ levado em conta apenas os eventos de rearranjo, mesmo que isso gere
uma incongruéncia com outros métodos.

SIB Referéncia
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Figura 4.8: Exemplo de incongruéncia entre a arvore gerada pelo SIB e arvore de maxima
verossimilhanga. O agrupamento obtido pelo SIB é mais consistente com os dotplots.

Baseado nos resultados acima, é possivel concluir que o SIB realiza um bom trabalho
(apesar de nao ser perfeito) em simular a evolugao de eventos de reversoes simétricas.
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4.4 Consideracoes Finais sobre os Programas de Re-
construcao

Nesta secao, sera apresentada uma avaliagao da reconstrucao do genoma ancestral pelo
programa MGR [15] em um cendrio simulado criado pelo SIB. O programa MGR re-
constréi o genoma ancestral assumindo que o unico evento possivel é a reversao. O
critério da maxima parcimonia é usado da seguinte maneira: dados trés genomas A, B e
C, o ancestral comum root deve minimizar a soma do nimero de inversoes entre root e
A, B e C. O proposito desta secao é reforcar a necessidade de algoritmos que levem em
consideracao reversoes simétricas, mostrando que o algoritmo de reversao nao é capaz de
gerar resultados condizentes com os observados em genomas reais.

O cenéario evolutivo criado é descrito pela Figura 4.9. Existem neste cendario: 150
reversoes simétricas entre root e A, 150 reversoes entre root e B, 300 reversoes entre root
e C'. A geracao de C utilizou mais reversoes que os demais por se tratar do outgroup.

C
root B

A

Figura 4.9: Cenario evolutivo criado para avaliar a reconstrucao do genoma ancestral
assumindo que o tUnico evento possivel é a reversao. A reconstrucao foi feita com o
programa MGR.

Criou-se 10 cenarios diferentes para o caso descrito na Figura 4.9. Em média, a
reconstrucao do MGR requer um total de 380 reversoes, em contraponto com as 600
reversoes realmente necessarias para criar cada cendario. Isso ja é uma primeira sugestao
de que o evento de reversao irrestrito pode nao ser um bom critério para cenarios onde
as reversoes sao majoritariamente simétricas.

A segunda sugestao de que o evento de reversao nao ¢ um bom critério é mais conclusiva
que a primeira. A Figura 4.10 mostra dois grupos de dotplots. No primeiro grupo, sao
mostrados alinhamentos entre o ancestral obtido pelo MGR e os genomas A, B e C.
E possivel perceber que o padrao em “X” estd deformado, sendo que o novo padrao
mostrado nao encontra paralelos em observagoes de genomas reais. Na mesma figura,
abaixo do primeiro grupo de dotplots, estao os dotplots que deveriam ter sido obtidos pela
reconstrucao. A Figura 4.10 é representativa para os 10 cenérios gerados.

Esses resultados mostram que MGR falha em reconstruir corretamente o ancestral
da simulacao. Partindo-se do pressuposto de que o SIB é um modelo fiel ao que ocorre
na natureza, é possivel concluir que MGR também nao reconstruiria genomas ancestrais
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Reconstru¢do do MGR
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Figura 4.10: Na parte de cima estao os dotplots que resultam do alinhamento do ancestral
reconstruido e dos trés descendentes A, B and C. Na parte de baixo da figura sao
mostrados dotplots corretos, que deviam ter sido obtidos pela ferramenta de reconstrucao.

reais com uma presenca nitida do padrao em “X”. Esse resultado mostra que o modelo
embutido na ferramenta MGR (reversoes irrestritas) nao é adequado neste caso.
O SIB estd disponivel em http://www.ic.unicamp.br/~zanoni/sib.

4.5 Publicacoes

O simulador SIB foi apresentado no artigo “A simulation tool for the study of symme-
tric inversions in bacterial genomes” (Ulisses Dias, Zanoni Dias e Joao C. Setubal) em
outubro de 2010 na conferéncia RECOMB-CG’2010 (RECOMB Satellite Workshop on
Comparative Genomics) realizada em Ottawa, Canada [38]. Este artigo apresenta os re-
sultados para as bactérias da familia Pseudomonadaceae e dos géneros Xanthomonas e
Shewanella. A diferenca principal entre o presente capitulo e o artigo é a adicao das
bactérias do género Mycobacterium neste capitulo.



Capitulo 5

Distancia de Reversao
Quase-Simétrica

Motivacao: A Secao 4.4 do capitulo anterior mostra que algoritmos de reversao produ-
zem resultados incorretos quando usados para calcular o genoma ancestral nos cenarios
em que o evento de reversao é predominantemente simétrico. Esses resultados reforcam a
necessidade de se desenvolver algoritmos especificos para o problema da reversao simétrica.

Metodologia: Formalizou-se o conceito de reversoes quase-simétricas. Para tanto, uma
série de definicoes e fungoes importantes sao formuladas com o intuito de fornecer um en-
tendimento maior sobre o problema. A estratégia inicial consiste em isolar cada elemento
da permutacao e calcular o niimero de operagoes necessarias para posiciona-lo adequada-
mente. Essa abordagem permite identificar um limitante inferior e criar conjecturas sobre
um limitante superior.

Resultados: Apesar de o problema das reversoes simétricas continuar em aberto, o
primeiro tratamento algoritmico foi apresentado. As nogoes apresentadas neste capitulo
sao a base para trabalhos futuros no contexto de algoritmos de aproximacao e heuristicas.
Um algoritmo guloso fornece uma sequéncia de reversoes quase-simétricas para ordenar
qualquer permutacao de entrada. Além disso, algoritmos exatos foram apresentados para
varias familias de permutagoes.

69
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5.1 Introducao

As reversoes simétricas sao o mecanismo mais provavel para explicar o padrao em “X”,
comum ao alinhar dois genomas de organismos relacionados. O Capitulo 1 introduz as
reversoes simétricas e o modelo evolutivo capaz de explicar o padrao em “X”.

O Capitulo 4 apresenta uma ferramenta de simulacao para reversoes simétricas. Na
Secao 4.4, essa ferramenta foi usada para mostrar a necessidade de algoritmos especificos
para reversoes simétricas, mostrando que o algoritmo de reversao nao é capaz de gerar
resultados condizentes com os observados em genomas reais.

Recentemente, Ohlebusch e co-autores [82] produziram um algoritmo de ordenagao
para um problema inspirado em reversoes simétricas. O algoritmo produz resultado em
tempo polinomial, o que permite a utilizagao dessa abordagem no cédlculo do genoma
ancestral, como proposto originalmente pelos autores. Entretanto, o problema definido
pelos autores nao garante que, dados dois genomas arbitrarios, seja sempre possivel obter
uma sequéncia de reversoes simétricas que transforme um genoma no outro. Dessa forma,
o algoritmo s6 pode ser usado para um grupo restrito de instancias.

No presente capitulo, é proposto um novo problema baseado em reversoes simétricas
sem a limitacao do trabalho de Ohlebusch e co-autores. Para este problema, sao propostos
limitantes inferiores e superiores, heuristicas para ordenacao e alguns resultados para
familias de permutacoes.

O capitulo ¢é estruturado da seguinte forma: a Segao 5.2 apresenta a defini¢ao do novo
problema; a Se¢ao 5.3 apresenta um limitante inferior e define conjecturas sobre o limitante
superior; a Secao 5.4 apresenta os primeiros algoritmos para resolver o problema, tais
algoritmos fornecem resposta para qualquer permutacgao, mas nao ha fator de aproximacao
que garanta uma solucao proxima da distancia correta; a Segao 5.5 apresenta algoritmos
exatos para algumas classes e familias de permutagoes.

5.2 Definicoes

Um genoma é representado como uma permutagao: m = (xm £ m ... £7m,), m; € N
1<m<nei#j< m # m;. Uma permutagao pode ser utilizada para representar
tanto genomas lineares quanto genomas circulares. No presente capitulo, os genomas alvo
sao bacteriais circulares. Por convencao, m; é o elemento observado apds a origem de
replicagao.

Trés funcgoes podem ser aplicadas a qualquer permutacao m:

e Position: p(m,i) =k < |7[k]| =4, p(m,i) € {1,2,...,n}.

e Sign: s(m,i) =k <> 7w[p(m,i)] = ki, s(m,i) € {—1,+1}.
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e Slice: slice(r,i) = min{p(n,i),n — p(w,i) + 1}, slice(m,7) € {1,2,...,[5]}.

A Figura 5.1 mostra duas permutacoes circulares, a origem de replicacao é representada
pelo nimero “0” e a ordem de leitura esta no sentido horario. A figura indica os valores
i r men rmutagoes.
de Slice para os elementos das permutacoes

R e
el N
1 S O S

n=(-7,+1,+3, +6,+8, +5,-2, +4) o= (-3, -4, +7,-8,+2, +1, +B, -6)

-2

—
—
—

Figura 5.1: Representacao de genomas. A origem de replicacao é representada pelo
nimero “0” e a ordem de leitura esta no sentido horério.

A Figura 5.2 mostra um exemplo das fungoes Position (p), Sign (s) e Slice (slice) para
a permutagdo (=7 +1 +3 +6 +8 +5 —2 +4).

o i P s slice

+4 >\< 1 2 +1 2
/W/ 2 7 -1 2

-2 % * +1 3 3 +1 3
+5 & ; .3 4 8 +1 1
5 6 +1 3

|, 6 | a2 | n | a

7 1 -1 1

8 5 +1 4

Figura 5.2: Exemplo das fungoes Position (p), Sign (s) e Slice (slice) para a permutagao
(=7 +1 +3 46 +8 +5 —2 +4).

Seja ™ = (m 7y ... m,) um genoma arbitrario, uma reversao p é uma operagao em que
a ordem de um segmento da permutacao € invertida e a orientagao de todos os elementos
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é modificada. Dessa forma, ao se aplicar a reversao p(i,7), 1 < i < j < n, obtém-se:
TP = (T1, .o Wity —Tjy —Tj1s -« oy —Tip1, —Tis T4, - - -, Tp). Uma reversao simétrica j é
uma reversao em que j(i) = p(i + 1,n — i), para todo 0 <4 < |25+ | (Figura 5.3).

(o] 0

{1/ = i 5\8¥
4 ¥

-7 2 pRR=PR) +7 +2

B ——

-3 6 +6 +3

Figura 5.3: Reversao simétrica

Dadas duas permutagoes m e o de mesmo tamanho n, é possivel encontrar uma
sequéncia de reversoes simétricas que transforma 7 em o se, e somente se, slice(m,i) =
slice(o,1), para todo 1 <14 < n. Da mesma forma, uma permutagao arbitraria 7 pode ser
ordenada se, e somente se, slice(m,i) = slice(t,1), onde t = (12 ... n).

O Algoritmo 3 verifica se uma permutacao é ordenavel por reversoes simétricas e, caso
seja verdade, a distancia de reversao simétrica é calculada. Para esse cédlculo, o algoritmo
acessa todos os slices uma unica vez e verifica se os elementos estao na posicao correta.

Algoritmo 3: Reversoes Simétricas
Data: 7
k+0
for i< 1to [§] do
if 7[ij]=—-(m—1i+41) and w[n —i+ 1] = —¢ then
| k+«k+1
end

else
if wfi] #4+ior w[n—i+ 1] # +(n —i+ 1) then
return ERRO

end
end

end
return k&

A definicao do problema das reversoes simétricas apresenta duas limitagoes:

1. O numero de permutacoes com sinal é 2"n!. Entretanto, o nimero de permutagoes
’ . ~ . , . , n
ordendveis usando reversoes simétricas é 2031
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2. Espera-se que as reversoes nao sejam perfeitamente simétricas em genomas reais.

Essas limitagoes motivam a definicao do problema proposto neste capitulo, denominado
reversoes quase-simétricas.

Defini¢ao 5.1 Reversoes quase-simétricas: p(i,j) = p(i + 1,n—7), 0 < i,j < n—1,
i—jl<1

As reversoes quase-simétricas sao um caso especial das reversoes k-assimétricas:

Definigao 5.2 Reversdes k-assimétricas: p(i,j) = p(i + 1,n —3), 0 < 4,57 < n—1,
i—j| <k, k>1.

Todas as permutagoes possiveis podem ser ordenadas usando reversoes k-assimétricas
e reversoes quase-simétricas.

5.3 Limitantes

O limitante inferior para o problema das reversoes quase-simétricas leva em consideracao
o numero de operagoes necessarias para se posicionar um unico elemento. Para tanto, é
contabilizado o niimero minimo de slices que cada elemento percorre até a posigao correta.

Defini¢ao 5.3 Diz-se que uma reversao quase-simétrica p(i,j) age no elemento k de
sei < p(mk)<j.

Definigao 5.4 Define-se d,[i] como o nimero minimo de reversées quase-simétricas que
devem agir no elemento 1 para ordenar a permutacao .

Lema 5.1 Seja p uma reversao quase-simétrica. Se slice(w,j) = k, entao slice(np,j) €
{k—1,k k+1}.

Lema 5.2 Se slice(m,i) = j e slice(t,i) = k, entdo um total de d.[i] > |j — k| reversoes
quase-simétricas devem agir no elemento i para posiciond-lo adequadamente.

O Lema 5.2 permite calcular o nimero minimo de movimentos necessarios para mo-
vimentar um elemento até a sua posicao. Entretanto, esse lema nao considera o sinal que
o elemento terd ao ser posicionado. Quando um elemento estd com o sinal negativo na
posicao correta, é preciso movimenta-lo até a regiao diametralmente oposta a origem da
permutacao e depois traze-lo de volta. Dessa forma, a melhor estratégia é verificar o sinal
que o elemento tera ao final do posicionamento antes de realizar as reversoes. Os Le-
mas 5.3 e 5.4 fornecem uma equagao para o nimero de operagoes necessarias para realizar
todo esse procedimento em permutacoes de tamanhos pares e impares, respectivamente.
A Figura 5.4 ilustra ambos os lemas.
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(0] o
b
[n/2 - p(m,D| / * . |(m+1)/2 - p(m,D) | ( » +
/ /2 -1] \ 7 [(n+1)/2 -]
1
(a) Permutagoes de tamanho par (b) Permutagoes de tamanho fmpar

Figura 5.4: Numero de reversoes simétricas necessarias para posicionar um elemento
quando o caminho direto resultaria em um posicionamento com o sinal negativo. Dois
casos sao ilustrados, um para 7 de tamanho par e outro para m de tamanho impar.

Lema 5.3 Seja m um genoma com mimero par de genes (n = 2k), d[i] = |5 — p(m,i)| +
% —i| + 1 se um dos itens a sequir for verdade.

o i <, p(mi) < § es(mi)=—1
o i <, p(mi) >4 es(mi)=+1
o i>% p(mi) < g es(mi)=+1
o i>%, p(mi) >4 es(mi)=—1

Lema 5.4 Seja m um genoma com wm ndmero impar de genes (n = 2k + 1), d[i] =

]@ — p(m, )| + ’(nng) — 1| se um dos itens a sequir for verdade.

e i <2 p(m) < 2 e s(mi) = —1

N‘

o i <2 p(m,i) > e s(m, 1) = +1

[\

o i > p(m i) < M oes(m, i) = +1
° > "T“, p(m, i) > ”TH es(mi)=—1

Os Lemas 5.3 e 5.4 permitem calcular a distancia para ordenar um dado elemento sem
levar em conta os demais. Entretanto, para ordenar a permutacao, uma reversao quase-
simétrica necessaria para posicionar um dado elemento j pode afetar um outro elemento ¢
sem contribuir para a ordenacao deste. O Lema 5.5 lida com a situacao em que o elemento
1 j& esta corretamente posicionado.
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Lema 5.5 Seja i um elemento com sinal positivo em sua posi¢do correta (m; = 1i). Se
existe um elemento j tal que slice(m,j) < slice(m,i) e d[j] > 0, entdo no minimo duas
reversoes quase-simétricas devem agir em i para ordenar w, o que significa que d[i] > 2.

As fungoes Lower () e Upper(m) nas Definigoes 5.5 e 5.6 usam a distancia d,[i].
Definicao 5.5 Lower(m) = mazi<;<,d,[i].
Definigao 5.6 Upper(m) =, ., dxli].

A funcao Lower é um limitante inferior para o problema da distancia de reversoes
quase-simétricas. Por outro lado, nada se pode afirmar sobre a funcao Upper, mas uma
busca exaustiva usando todos as permutagoes m, para |7| < 9, permite conjecturar que
Upper seja uma limitante superior.

Lema 5.6 d(m) > Lower(m)
Conjectura 1 d(m) < Upper(m)

A Figura 5.5 ilustra os valores da funcao Lower e Upper para a permutacao m =
(=7 —1+4+3 +6 +8 —5 —2 +4).

Conjectura 2 Seja m um genoma com n genes, entio 1 < d(m)/Lower(m) < n.
Conjectura 3 Seja m um genoma com n genes, entio 1 < Upper(m)/d(m) < n.

As Conjecturas 2, 3 sao validas para todos os genomas de tamanho n < 9.

Para avaliar se Lower e Upper sao proximos da distancia real de uma dada permutacao,
calculou-se os valores médios de Lower (), Upper(m) e d(m) para todas as permutagoes
com tamanho menor ou igual a 9. O diametro D(n) foi calculado para n < 10. Os valores
sao mostrados na Tabela 5.1. Observa-se que em média tanto Lower quanto Upper se
afastam da distancia exata a medida que n aumenta. A distribuicao das distancias exatas
para todas as permutagoes com 10 ou menos elementos é mostrada na Figura 5.6.

5.4 Algoritmos de Ordenacao

O Algoritmo 4 fornece uma lista de reversoes quase-simétricas que ordenam qualquer per-
mutacao de entrada. Esse algoritmo posiciona gradativamente os elementos dependendo
do slice. Assim, sendo i e j dois elementos de 7 com slice(m, i) < slice(n, j), o elemento
1 sera posicionado antes do elemento j.



76 Capitulo 5. Distancia de Reversao Quase-Simétrica

+W = (-?’ _l’ +5’ +67 +89 '57 '2, +47)
d.=[71,82,4,3,2,1,4]
Lower(m) =7

\\ // d(m) = 11
+8 +6

Upper(n) = 84

Figura 5.5: Fungoes Lower e Upper aplicadas & permutagao 7 = (=7 —1 +3 +6 + 8
-5 —2 +4).

Média
N | Permutacoes | Diam | Lower | Dist | Upper
2 8 3 1,25 | 1,50 2,00
3 48 5 2,13 | 2,96 4,46
4 384 6 2,90 | 4,26 7,48
5 3.840 8 3,71 | 5,68 11,09
6 46.080 10 4,52 | 7,02 15,33
7 645.120 11 5,36 | 8,41 20,21
8 10.321.920 13 6,20 | 9,76 25,75
9 185.794.560 15 7,06 | 11,15 31,94
10 | 3.715.891.200 16 — [ 12,51 —

Tabela 5.1: Valores médios de Lower(rw), d(mw) e Upper(m) para todas as permutagoes m
com tamanho menor ou igual a 10. A coluna Diam mostra o valor do diametro para um
dado tamanho de permutacao.
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Figura 5.6: Distribuicao das distancias exatas para todas as permutagoes com 10 ou menos
elementos

Algoritmo 4: Algoritmo Bésico
Data: 7

for i< 1to [§] do
Coloque o elemento 7 em sua posi¢ao correta

Coloque o elemento n — i + 1 em sua posigao correta
end

Em uma permutagao arbitraria m de tamanho n, os elementos 2 e n—i+1 compartilham
o mesmo slice para 1 <7 < [§]. O algoritmo bésico segue, por convengao, a estratégia de
ordenar o elemento ¢ antes do elemento n — ¢ + 1. Entretanto, escolher a ordem em que
os elementos do mesmo nivel serao ordenados diminui o niimero total de operacoes para
ordenar a permutacao, o que sugere uma simples melhoria para o Algoritmo 4: verificar
os dois caminhos e selecionar aquele com o menor nimero de operacoes. Essa estratégia
¢ implementada no Algoritmo 5.
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Algoritmo 5: Algoritmo Bésico com Otimizagao de Slice
Data: =
for i <—1to [§] do

Escolha a melhor op¢ao dentre (menor nimero de reversoes):

e Coloque o elemento ¢ em sua posi¢ao correta

+ Coloque o elemento n — i + 1 em sua posi¢ao correta

e Coloque o elemento n —i 4+ 1 em sua posicao correta

+ Coloque o elemento i em sua posigao correta

end

A complexidade de tempo dos Algoritmos 4 e 5 é O(n?), pois é necessdrio um tempo
O(n) para posicionar cada elemento, sendo que ao todo sao necessarias O(n?) reversoes
simétricas de acordo com o limitante superior (Definicdo 5.6). A verificacao adicional
realizada pelo Algoritmo 5 afeta apenas as constantes de proporcionalidade.

Os Algoritmos 4 e 5 foram executados para todas as permutagoes m com || < 9. Os
resultados sao mostrados nas Tabelas 5.2 e 5.3. Ambas as tabelas mostram o valor méaximo
e médio das distancias absolutas fornecidas pelos algoritmos. Conclui-se pelas tabelas que
nao houve mudancga de um algoritmo para o outro no valor maximo de operacoes usadas,
apesar de em média a otimizacao de slice ser positiva.

. < d, A :
Adicionalmente, calculou-se a razao dl("g ), onde dy,(m) é a distancia fornecida pelo

algoritmo e d(m) é a distancia real, para todas as permutagdes m. O valor médio e o
valor maximo dessa razao foram adicionados na tabela. Percebe-se que os resultados

obtidos com a otimizacao de slice sao mais proximos da distancia real. A porcentagem
de permutagoes em que os algoritmos retornam a distancia exata sao mostrados na co-
luna Exatos. Conclui-se que o Algoritmo 5.3 fornece regularmente resultados melhores.

Uma estratégia gulosa foi projetada para o problema da ordenagao por reversoes quase-
simétricas. A estratégia se baseia na minimizagao da funcao h(n) = min{d[i|,d[n —i —
1]} + d[i] + d[n — i + 1], para toda p aplicavel a m (Algoritmo 6).

Algoritmo 6: Algoritmo Guloso Bésico

Data: 7

k<+0

while 7 # ¢+ do
p < p' que minimiza min{d[i],d[n —i — 1]} +d[i| +-d[n — i + 1], para i <i < [§], em p'm para
todo p’ aplicdvel a 7
T 4 pT
k< k+1

end

return k
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Algoritmo Basico

Operacoes Razao Exatos
MAX | AVG | MAX | AVG
3 1,50 1,00 1,00 100,00%

7 3,50 2,50 1,18  66,67%

10 5,33 3,00 1,25 48,96%
17 8,50 4,50 1,50  16,98%
21 11,23 5,00 1,60 8,20%
31 15,50 6,50 1,84 1,87%
36 19,16 7,00 1,96 0,64%
49 24,50 8,50 2,20 0,12%

© 0O Uk w2

Tabela 5.2: Performance do Algoritmo 4. A tabela mostra o valor méximo (Operagoes-
Max) e o médio (Operagoes-AVG) das distancias fornecidas pelo algoritmo, bem como
o valor maximo (Razao-Max) e o médio (Razao-AVG) da razao de aproximagao des-
ses valores em relacao a distancia exata. A tltima coluna fornece a porcentagem de
permutacoes em que o algoritmo retorna a distancia exata

O algoritmo guloso possui uma complexidade de tempo superior aos algoritmos bésicos.
Para calcular a funcao a ser minimizada, é necesséario tempo O(n) para todo ¢ < i < [].
Dessa forma, para cada reversao, utiliza-se um tempo O(n?). Como o niimero de reversoes
é da ordem O(n?), o tempo de execugao do algoritmo inteiro ¢ da ordem de O(n®).

O algoritmo guloso produz resultados superiores aos dois algoritmos basicos. A Ta-
bela 5.4 apresenta esses resultados para todas as permutagdes 7, para |7| < 9.

Para avaliar o comportamento dos algoritmos com permutagoes maiores, 100 per-
mutagoes ao acaso foram escolhidas para cada n no conjunto {5,10,15,...,100}. As
distancias médias obtidas com cada um dos algoritmos implementados, bem como a média
dos valores de Upper e Lower sao mostrados na Figura 5.7.

5.5 Familias e Classes de Permutacoes

Apesar de ainda nao haver um algoritmo exato para o problema da distancia de ordenacao
por reversoes quase-simétricas para permutacoes genéricas, é possivel definir uma série de
classes e familias com o intuito de elaborar algoritmos especificos.

Uma familia é um grupo de permutacoes que compartilham uma mesma regra, sendo
que para todo n pertencente ao conjunto de nimeros naturais, existe uma permutacao
com n elementos pertencente a familia.

As familias foram selecionadas por possuirem caracteristicas que as tornam dificeis de
ordenar usando os algoritmos da Secao 5.4, sendo que a solugao dessas familias fornece
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Algoritmo Basico com Otimizagao de Slice
Operacoes Razao Exatos

N | MAX | AVG | MAX | AVG
2 3 1,50 1,00 1,00 100,00%
3 7 3,33 2,00 1,13 75,00%
4 10 5,08 2,33 1,19 56,77%
5 17 7,86 2,83 1,38 23,36%
6 21 10,55 3,50 1,50 11,78%
7 31 14,22 4,50 1,69 3,12%
8 36 17,87 5,00 1,83 1,13%
9 49 2242 6,25 2,01 0,23%

Tabela 5.3: Performance do Algoritmo 5. A tabela mostra o valor méximo (Operagoes-
Max) e o médio (Operagoes-AVG) das distancias fornecidas pelo algoritmo, bem como
o valor méximo (Razao-Max) e o médio (Razao-AVG) da razao de aproximacao des-
ses valores em relacao a distancia exata. A 1ltima coluna fornece a porcentagem de
permutacoes em que o algoritmo retorna a distancia exata

novas informagoes sobre o problema com um todo.
Uma classe é um grupo mais abrangente e pode conter mais de uma permutacao de
mesmo tamanho n. Algumas classes sao generalizacoes de varias familias.

5.5.1 Familias de permutacgoes
A Conjectura 4 agrega limitantes para 10 familias de permutagao.

Conjectura 4 Para cada familia Fi(n), conjectura-se que a distancia d(Fy(n)) corres-
ponde a distancia exata.

Familia de Permutac¢ao Distancia

Fi(n) =[-1,42,43,...,4n] d(Fi(n)) =2[%2] +1, paran > 1.
Fy(n) = [+(n —1),. +2 +1, —n] d(Fa(n)) =2["5] + 1, paran > 2.
F5(n) =[+n,—1,— 2 —(n—=1)] d(F3(n)) = 2["51], para n > 3.
Fy(n) =[-1,-2,.. ( ) —n] d(Fy(n)) =2[%], paran > 2.
Fs(n) = [+n,+(n — 1) +1] d(Fs(n)) =2|5] +1, para n > 2.
Fs(n) = [+1,-2,.. ( ) —n d(Fs(n)) =2[%] 41, paran >5.
Fr(n) = [4+n,+(n — 1) —1] d(F7(n)) =2|5] 42, paran > 5.
R = Ld a2 1) d(Fs(n)) =n 12, paran > 5.

Fy(n) = [+n,—1 +(n —-2),-3,...,4+2,—(n —1)] (n par) d(Fy(n)) = [22] — 1, para n > 4.
Fy(n) = [+n,—2,+(n — 2),—4,...,—(n— 1), +1] (n émpar) | d(Fy(n)) = [32] -1, para n > 4.
Fio(n) = [-1,42,-3,+4,...,(-1)"n] d(Fio(n)) = [227, paran > 5.

As conjecturas referentes as familias F; a Fjy sao verdadeiras para todos as per-
mutagoes 7, tais que |r| < 10. Os valores conjecturados, que coincidem com os valores
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Algoritmo Guloso
Operacoes Razao Exatos

N | MAX | AVG | MAX | AVG
2 3 1,50 1,00 1,00 100,00%
3 5 3,08 1,25 1,04  87,50%
4 8 4,59 1,75 1,08 76,30%
5 12 6,85 2,75 1,21 41,43%
6 15 8,89 2,75 1,27 25,88%
7 21 11,70 3,80 1,39  10,26%
8 25 14,10 3,60 1,44 5,18%
9 32 1741 4,75 1,57 1,62%

Tabela 5.4: Performance do Algoritmo 6. A tabela mostra o valor méximo (Operagoes-
Max) e o médio (Operagoes-AVG) das distancias fornecidas pelo algoritmo, bem como
o valor maximo (Razao-Max) e o médio (Razao-AVG) da razao de aproximagao des-
A 1ltima coluna fornece a porcentagem de
permutacoes em que o algoritmo retorna a distancia exata

ses valores em relagao a distancia exata.
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reais de distancia, s@o mostrados na Tabela 5.5. A tltima coluna mostra o valor do

diametro para cada tamanho N, o que permite observar que as familias se aproximam

gradativamente do diametro.

Para cada familia foi gerado um algoritmo de ordenacao. Entretanto, dado a seme-

lhanca com os outros algoritmos mostrados, os algoritmos para as familias Fy, F%7, Fg e

Flo nao sao mostrados.

Algoritmo 7: Ordena familia 1

Data: m,n
bool « true
for i + 1 to 21| do

bool < not(bool)
end

if n mod 2=1then 7 p([5],[5])7 else

if bool then 7« p(1,n— 1)1 else 7+ p(2,n)7

| if [251] mod 2=1then 7+ p(2+1,2+ 1)1 else 7+« p(%, %)

end
for i < 1 to 25| do

bool + not(bool)
end
return 7,2 21| +1

if bool then 7 «+ p(2,n)m else 7w« p(l,n—1)x
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Figura 5.7: Distancias médias (e limitantes) para permutagdes de tamanho menor ou
igual a 100. Nos testes foram geradas 100 permutacoes aleatérias para cada valor n no
conjunto {5, 10, 15,20, ..., 100}.

Algoritmo 8: Ordena familia 2
Data: m,n
if n mod 2 =0 then
| 7« p(2,n)7
end

else
| 7« p(l,n)w

end

for i + 1 to [251] do
7w p(lyn—1)m
T+ p(2,n)7

end

return 7, 2| %2 | +1
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N |F1|F2 |F3|F4 |F5|F6|F7|F8|F9|F10 | F11 | D
1 1 1 0 1 1
2 1 1 2 2 3 3
3|3 3 2 4 3 5 5
4 | 3 3 4 4 ) ) 6 ) 6
5 | 5 ) 4 6 ) 7 6 7 7 8 7 8
6 | 5 ) 6 6 7 7 8 8 8 9 10 | 10
7T 7 6 8 7 9 8 9 | 10 | 11 10 |11
8 | 7 7 8 8 9 9 | 10 | 10 | 11 | 12 13 |13
9 1 9 9 g 10| 9 11 | 10 | 11 | 13 | 14 13 | 15
10| 9 9 |10 |10 | 11 | 11 |12 | 12 | 14 | 14 16 | 16

Tabela 5.5: Lista de distancias fornecidas pelas conjecturas sobre as familias F} a Fjg.
Todos os valores conjecturados na tabela coincidem com os valores exatos de distancia
para N < 10. A dltima coluna mostra o valor do diametro para cada valor de N.

Algoritmo 9: Ordena familia 3
Data: m,n
if n mod 2 =0 then
| m<« p(l,n)m
end
else
| m«p(l,n—1)r
end
T+ p(2,n)7
for i < 1 to [2;1] — 1 do
w4 p(l,n—1)m
T+ p(2,n)7
end
return 7, 2[251]
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Algoritmo 10: Ordena familia 4

Data: m,n
if n mod 2 =0 then
| m«p(l,n—1)r
end
else
| m« p(l,n)w
end
T p(2,n)7
for i< 1to [§] —1do
7+ p(l,n—1)7
7w p(2,n)T
end
return 7,2[ 3]

Algoritmo 11: Ordena familia 5

Data: m,n
if n mod 2 =0 then
| 7« p(l,n)w
end
else
| m« p(2,n)m
end
for i< 1to [5] do
7w p(lyn—1)m
T p(2,n)T
end
return 7,2[ 3] +1

Algoritmo 12: Ordena familia 9

Data: m,n
if n mod 2 =0 then
7w p(l,n)m
fori<0to [§] —2do
| mep((3) =0, 13) + i)
end
[7,d] < OrdenaFamilia2(m,n)
end
else
fori<Oto [§] —1do
| w5l =i (5] + )
end
[r,d] + OrdenaFamilia5(m,n)

end
return 7,d + [ 5]
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Os algoritmos propostos para as familia ordenam a permutagao com o ntimero conjec-
turado de reversoes quase-simétricas. Para avaliar numericamente os beneficios trazidos
por esses algoritmos sobre o algoritmo basico e o algoritmo guloso, as seguintes métricas
foram calculadas:

e Basic: resultado fornecido pelo algoritmo bésico (Algoritmo 4).

Greedy: resultado fornecido pelo algoritmo guloso (Algoritmo 6).

Lower: limitante inferior (Lower(Fy(n))).

Upper: limitante superior (Upper(Fg(n))).

Conjecture: resultado obtido pelo algoritmo especifico para cada familia. Cada
algoritmo ordena usando o niimero de reversoes quase-simétricas indicado pela con-
jectura sobre a distancia da familia Fi(n).

A Figura 5.8 mostra os graficos desses valores para todas as familias com N < 40.
Nesses graficos, percebe-se a melhoria obtida pelas conjecturas sobre o algoritmo basico
e o algoritmo guloso. Na maioria dos casos, a conjectura se iguala ao limitante inferior.

5.5.2 Classes de Permutacoes

A Conjectura 5 apresenta os resultados referentes as classes de permutacao.

Conjectura 5 Sejam
o Cy(n,k) =1v-p(l,k), para 1 <k <n.
o Cy(n,i,j) =t-p(i,j), paral <i<j<n.
e C3(n,i,j) =v-p(l,k)-plk+1,n)-p(1,n), para 1 < k <n.
(n

b CV4 ) {L (7’17il) 0(22722) e p(zr,zr)fl <y <n 1< k < Ty ip 7é iq7
1<p<qg<nr1<r<n}.

L4 05( ) = {L 0(217]1) p(lg,jg) . p(zrujr)‘l < Zk < jk < n, 1 < k < r, [ipvjp]ﬂ[iqajq] =
D,1<p<qg<r,1<r<n}.

classes de permutacao. Entao,
o d(Ci(n,k)) =2["~] +1, para 1 <k < n.
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Figura 5.8: Graficos das Familias de Permutacoes. Os graficos mostram os resultados
obtidos usando os algoritmos especificos para cada familia, os valores dos limitantes e os
resultados obtidos pelos algoritmos bésico e guloso.
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o d(Cs(n, k) <2|%E| +2[5] +3, para 1 <k <n.
e d(Cy(n)) < 2n.

Todas as conjecturas relacionadas as classes sao verdadeiras para permutacoes com 10
elementos ou menos. Foram implementados algoritmos para cada uma dessas classes e
todos satisfazem o ntimero conjecturado de reversoes quase-simétricas.

As classes Cy e C5 sao particularmente interessantes por fornecerem uma generalizacao
para algumas das familias de permutagoes. Por exemplo, Cy(n) D {Fi(n), Fy(n), Fs(n),
Fs(n), Fio(n)} e Cs5(n) 2 {Fi(n), Fy(n), Fs(n), Fs(n), Fio(n), Fi2(n), Fi3(n)}. Além disso,
Cs5(n) 2 Cy(n).

5.6 Publicacoes

Os resultados deste capitulo serao apresentados no artigo “Sorting genomes using almost-
symmetric inversions” (Zanoni Dias, Ulisses Dias, Jodo C. Setubal e Lenwood S. Heath)
em margo de 2012 na conferéncia SAC-BIO’2012 (Symposium on Applied Computing -
Conference Track on Bioinformatics and Computational Systems Biology) a ser realizada
em Riva del Garda (Trento), Italia [41].






Capitulo 6

Geracao de Scaffolds usando
Assinaturas de Reversao

Motivacao: Com a diminuigdo nos custos de sequenciamento de DNA, tornou-se co-
mum sequenciar apenas parcialmente genomas de organismos procariotos. Neste caso,
o resultado obtido é composto de um conjunto de subsequéncias de DNA, sendo que a
informacao sobre a ordem e a orientagao dessas subsequéncias nao é conhecida. Neste con-
texto, construir um scaffold consiste em determinar a ordem dessas sequéncias e definir a

orientacao de cada uma delas.

Metodologia: Uma técnica popular de construcao de scaffolds propoe mapear as sub-
sequéncias em um genoma de referéncia. Entretanto, rearranjos podem existir entre o
genoma alvo e o genoma de referéncia, o que resulta em resultados incorretos caso os
rearranjos nao sejam identificados. Em organismos procariotos, reversoes sao o evento
mais comum de rearranjo. No presente capitulo, assinaturas para os eventos de reversao
sao definidas e um algoritmo para construgao de scaffolds que faz uso dessas assinaturas
é apresentado. O programa gerado com a implementacao deste algoritmo recebeu o nome
de SIS, acronimo para Scaffold from Inversion Signatures.

Resultados: O algoritmo foi comparado a sete outros programas de construcao de scaf-
fold que usam genoma de referéncia. Os resultados evidenciam que SIS apresenta a me-
lhor performance. Os testes foram realizados com a utilizagao de genomas de organismos
procariotos.

89
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6.1 Introducao

Sequenciamento de genomas é o processo laboratorial para determinar a sequéncia de
DNA de um organismo. Idealmente, o resultado final deveria ser uma tnica sequéncia.
Entretanto, o processo torna-se mais barato caso seja interrompido em um estagio conhe-
cido como draft. Neste caso, o resultado é composto de um conjunto de subsequéncias de
DNA chamadas de contigs, onde nem a ordem e nem a orientacao relativa destes contigs
sao conhecidas.

Até 07 de dezembro de 2011, 2324 genomas microbiais incompletos foram submetidos
ao NCBI, enquanto que apenas 1813 genomas microbiais completos estavam disponiveis.
A Figura 6.1 mostra que a quantidade de genomas microbiais sequenciados até o estagio
draft superou a quantidade de genomas microbiais completos durante o ano de 2011, o que
gera uma necessidade por ferramentas que fornecam informacoes de ordem e orientagoes
de contigs em um genoma incompleto. Em um caso ideal, a ferramenta deveria receber o
conjunto de contigs e ordena-los, fornecendo uma orientacao relativa para cada um deles,
um processo conhecido como construcao de scaffold.

2324 Completo —e—
2229 Draft ——

2158

Genomas Sequenciados

Y

Figura 6.1: Numero de genomas microbiais sequenciados até o estdgio draft e genomas
microbiais completamente sequenciados.

Varias técnicas existem para auxiliar na construcao do scaffold. A maioria delas utiliza
informagoes extraidas do processo de montagem do genoma como, por exemplo, paired-end
reads [80]; outras utilizam dados de mapas fisicos [98] ou 6ticos [81,93]. A combinagao
de algumas dessas técnicas tem sido usada desde que o primeiro genoma bacterial foi
sequenciado em 1995 [50], sendo que alguns pacotes de construcao ja incluem a produgao



6.2. Algoritmos 91

de scaffolds baseados em paired-end reads [10,14,17,30,64,66,71, 83].

Uma técnica que se tornou popular nos ultimos anos consiste em utilizar um genoma
completo como referéncia. Nesse caso, assume-se que o organismo A, que gerou o genoma
incompleto, possui um irmao B, que ja possui o genoma completamente sequenciado. O
genoma de B pode ser usado como guia para construir o scaffold do genoma incompleto
de A. A qualidade do scaffold construido depende da proximidade de A com B na escala
evolutiva. Essa técnica é usada por programas como ABACAS [4], fillScaffold [79], Mauve
Aligner [85], OSLay [84], Projector 2 [61], r2cat [65], PGA4genomics [102] e CONTIGua-
tor [52].

Ao usar o genoma de B como referéncia para a construcao do scaffold de A, um
problema que surge decorre do fato de que rearranjos de genomas podem ter ocorrido
no histérico evolutivo entre A, B e o ancestral comum. Em procariotos, os eventos de
rearranjo mais comuns sao as reversoes e as reversoes simétricas [29].

Neste capitulo, sera apresentado um algoritmo para obtencao de scaffolds que leva em
consideracao a presenca de reversoes. A idéia fundamental do algoritmo consiste em pro-
curar “assinaturas” de reversoes nos contigs, uma estratégia que nao ¢é usada pelos outros
programas de reconstrucao, apesar de alguns deles possuirem estratégias proprias para
lidar, pelo menos indiretamente, com eventos de rearranjo. Neste contexto, o Mauve Alig-
ner [85], baseado no programa de alinhamento multiplo Mauve [28] merece uma distingao
especial por ter sido implementado para lidar com eventos de rearranjo.

O programa SIS é uma implementagao do algoritmo apresentado neste capitulo. O
SIS foi usado em uma andlise comparativa com os outros programas de reconstrugao de
scaffold que utilizam um genoma B como referéncia. Nos testes, o SIS obteve a melhor
performance por uma margem bastante significativa.

O capitulo é estruturado da seguinte forma. A Sec¢ao 6.2 apresenta o algoritmo para
construcao de scaffolds. A Secao 6.3 e a Secao 6.4 apresentam as andlises, que sao divididas
em duas etapas, dependendo dos dados de entrada. A primeira etapa (Sec¢ao 6.3) analisa
o algoritmo usando genomas simulados, enquanto que a segunda etapa (Segao 6.4) analisa
o algoritmo usando genomas reais. Em ambas as etapas, foi feita uma comparacao entre
o algoritmo desenvolvido neste capitulo e outros programas de construcao de scaffold.

6.2 Algoritmos

Genomas sao representado por permutacoes com sinais, onde os ntimeros representam os
blocos conservados entre dois genomas e os sinais indicam as orientacoes dos blocos. O
genoma de referéncia é representado pela permutagao identidade ¢ = (+1 +2 +3 ... +n),
enquanto um genoma arbitrario é representado pela permutacao 7 = (£m £y ... £m,),
onde 1 <7 <nem#m;sei#j.
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Uma reversao p(7, j) é um evento de rearranjo que inverte a ordem (e os sinais) de um
trecho consecutivo de blocos de um genoma, ou seja, mp = (M1, ..., M1, =T, —Tj_1,- .-,
TT41y T Ty T4y - e - ,7Tn>, tal que 1< <j <n.

Um par de elementos consecutivos (7;, m;41) € chamado de breakpoint se 7; # w01 — 1,
e, caso contréario, é chamado de adjacéncia. Uma strip é uma subsequéncia maximal [,
Tit1, --., ™) tal que todo par (my, mp41) é uma adjacéncia, para i < k < j. Diz-se que
uma reversao p(r, s) age em um strip [m;, mis1, ..., 7] se i <r < s < j.

Uma assinatura de reversao (IS, de Inversion Signature) é um breakpoint (m;, m;y1)
tal que 7; e m;41 possuem sinais distintos. Um par de assinaturas (m;, mi+1) € (7, Tj+1)
formam um IS-Pair se m; = —m; + 1 e m41 = —m;41 + 1, como mostra a Figura 6.2.

Draft Genome

b, by b,
Reference Genome

Figura 6.2: Duas regides com assinaturas de reversao: a regiao a;,as no genoma in-
completo (“draft”) foi pareada com a regidao by,bs do genoma de referéncia. O fato de
b1 e bz nao serem consecutivos no genoma de referéncia caracteriza o que chamamos de
breakpoint e o fato de o alinhamento entre a; e b; possuir uma orientacao diferente do
alinhamento de ay e b3 caracteriza o que chamamos de assinatura de reversao. A mesma
situacao explicada acima ocorre entre a assinatura de reversao correspondente as regioes
(a3,a4) de A e (b2,b4) de B. Ambas as assinaturas se relacionam por terem sido formadas
pela acao de uma tnica reversao e, neste caso, denominamos estas assinaturas de IS-Pairs.

Uma reversao p(i,j) é dita simétrica se n = i+ j — 1 (Figura 6.3). Uma reversao
p(i1, 71) é dita aninhada com respeito a uma reversao p(is, j2), se is < i3 < j1 < Jjo
(Figura 6.4). Uma reversao p(i,j) é dita segura com respeito a 7, se p(i,j) age em uma
strip 7., Tpaq, ..., 7] de m (Figura 6.5). Uma reversao p(i, j) sem qualquer restrigao nos
valores de i e j serd chamada de reversao genérica (Figura 6.6).

Sejam Pj(n), Py(n), P3(n) e Py(n) os conjuntos de todas as permutagoes que podem
ser obtidas a partir da identidade (¢) aplicando-se, respectivamente, uma série de reversoes
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\1,p(2,7) -
1. —7. 3. -5 —4.6 .—2.8

Figura 6.3: Trés reversoes simétricas (p(3,6), p(4,5) e p(2,7)) aplicadas na permutagao
identidade. Note que o resultado final nao é alterado caso as reversoes simétricas fos-
sem aplicadas em outra ordem. Os circulos colorido representam IS-Pairs criados pelas
reversoes simétricas.

@ I | @
VpG.6)
° —7 —6. 2 3 4 5 ° —1 ° 8
:|;p(5,5) -
® —7 —6. 2 3 ° —4 ® 5 ° —1 ® 8

Figura 6.4: Trés reversoes aninhadas (p(1,7), p(3,6) e p(5,5)) aplicadas na permutacao
identidade. Note que o resultado final é alterado caso essas reversoes sejam aplicadas em
outra ordem. Qualquer sequéncia de reversoes simétricas pode ser ordenada de forma
aninhada, com o mesmo resultado original. Os circulos colorido representam IS-Pairs
criados pelas reversoes aninhadas.
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Figura 6.5: Quatro reversoes seguras (p(8,8), p(1,2), p(4,6) e p(5,5)) aplicadas na per-
mutacao identidade. Toda sequéncia de reversoes aninhadas é uma sequéncia de reversoes
seguras (o inverso nao ¢é verdade). Os circulos colorido representam IS-Pairs criados pelas
reversoes seguras.

simétricas, uma série de reversoes aninhadas, uma série de reversoes seguras e uma série
de reversoes quaisquer. Claramente, P(n) C Py(n) C Ps(n) C Py(n).

Uma colecao de m contigs de um genoma 7 é representada por uma colecao de sub-
sequéncias {Cy,Cy,...,Cy}, tal que, para 1 < k < m, Cy = [m,,...,m,] ou Cy =
[~ .-, —,] € os intervalos mapeados em 7 por dois contigs quaisquer Cy, e Cf, nao
podem se sobrepor, ou seja, [ig,..jk,] N [iky--Tky) = 0, para 1 < ky < ky < m.

6.2.1 Algoritmo Basico

Foram desenvolvidos dois algoritmos, o primeiro deles, chamado de algoritmo basico, gera
scaffolds corretos na presenca de reversoes simétricas, aninhadas e seguras. O segundo
algoritmo é uma generalizagao do primeiro e é capaz de produzir scaffolds na presenca
de reversoes genéricas. O segundo algoritmo nao garante que o scaffold produzido esteja
correto e uma analise de sua performance é mostrada na Secao 6.3, a andlise também
compara o nosso algoritmo com outros previamente publicados.

Quando algumas premissas sao satisfeitas, o algoritmo bésico é capaz de gerar um
scaffold perfeito. Entretanto, o scaffold gerado é muito bom mesmo quando algumas
dessas premissas nao sao satisfeitas, como sera mostrado pelas analises da Secao 6.3 e da
Secao 6.4.
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Figura 6.6: Cinco reversoes genéricas (p(1,5), p(1,4), p(2,3), p(7,7) e p(3,7)) aplicadas na
permutacao identidade. Os circulos brancos representam os ISs destruidos por reversoes

nao seguras.

1. Nao ha blocos conservados repetidos (duplica¢oes) em nenhum dos genomas;

2. Todos os contigs estao corretamente montados;

3. Ambos 0s genomas sao compostos por um Uinico cromossomo;

4. Em termo dos blocos conservados, a diferenca entre os dois genomas pode ser re-

presentada como uma série de reversoes seguras;

5. O bloco conservado identificado com o nimero 01 estd na primeira posi¢ao (com

sinal positivo) ou na ultima posi¢ao (com sinal negativo) de algum contig.

A premissa (1) significa que nao ha blocos conservados contendo uma sequéncia repe-

tida. Essa premissa é comum em estudos de rearranjo de genomas, sendo que a premissa

2) depende dela, ja que a qualidade da montagem do genoma ¢é altamente dependente
J

da auséncia de repetigoes.

A premissa (3) permite uma simplicidade de exposi¢ao do algoritmo, pois, em pro-

blemas reais, quando um organismo possui mais de um cromossomo, ¢ possivel gerar o

scaffold de cada cromossomo independentemente.
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A premissa (4) cria uma restricdo para os genomas de entrada, de modo que seja
possivel para o algoritmo basico fornecer uma resposta, vale ressaltar que essa restrigao
possui uma motivacao biolégica forte, pois o alinhamento par-a-par de genomas comple-
tos mostra que a maioria das reversoes que ocorrem na natureza apresentam uma certa
simetria em relagao a origem de replicagao [45].

A premissa (5) simplifica a exposigao do algoritmo, evitando que ele tenha que expli-
citamente tratar os genomas como circulares. Caso o bloco 1 nao atenda a restricao do
item (5), um remapeamento dos blocos conservados pode ser feito em tempo O(n), onde
n é o namero de blocos conservados, de forma a garantir tal propriedade.

O algoritmo recebe como entrada uma lista de contigs representados pelas sequéncias
dos blocos conservados em relacao ao genoma de referéncia. A numeracao dos blocos
conservados em cada contig pode ser facilmente obtida com programas que fazem o ali-
nhamento de genomas completos, como por exemplo, cross_.match (www.phrap.org) ou
MUMmer [68].

Sejam A e B um par de genomas com 40 blocos conservados. O genoma A esta
incompleto e possui 9 contigs a serem ordenados, enquanto que o genoma B ja fora com-
pletamente sequenciado. Cada bloco conservado do genoma B recebeu uma numeragao
no intervalo [1,40], sendo que o bloco i + 1 é o sucessor do bloco i no genoma B. Dado
que o genoma B é circular, o bloco 1 é o sucessor do bloco 40. Ao mapear os blocos
conservados nos Contigs do genoma A, obtém-se a seguinte listagem:

Contig 1:  [~23, —22, +19, +20]

Contig 2: [— 15, —14,+12,4+13, —11]
Contig 3:  [+34, 435

Contig 4:  [+36, 437, +38, +39, +40]
Contig 5:  [-03,—02, —01]

Contig 6: [+05, 406,407, +08]

Contig 7: [+31 +32, 433, —30, —29]
Contig 8: [—28,—27, 426, —25, —24, +04]

Contig 9: [+21, 18,—-17,—-16, 409, +10]
A ordem correta dos contigs no genoma A é dada a seguir:
7= [+01,+02,+03, —23, —22, +19, +20, +21,
—18,-17,-16, 409, +10, +11, —13, —12,
+14,+15, —-08, —07, —06, —05, —04, +24,
+25, =26, 427,428, =35, =34, +31, +-32,
+33, —30, —29, +36, +37, +38, +39, +40]
Observa-se que 7 reversoes seguras agiram na diferenciacao dos genomas. Neste casos
os IS-Pairs sao:
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IS-Pair 1:  [+03,-23] x  [—04,+24]
IS-Pair 2: [—22,+19] x [+21,—18]
IS-Pair 3: [—16,+09] x [+15,—08]
IS-Pair 4: [+11,—13] x [—=12,+14]
IS-Pair 5: [+25,-26] x [—26,+27]
IS-Pair 6: [+28,—35] x [—29,+30]
IS-Pair 7:  [34,431] x [+33,—30]

Entretanto, apenas os seguintes IS estao presentes em algum contig:

IS-Pair 1: X [—04,+24]
IS-Pair 2: [-22,419] x [+21, 18]
IS-Pair 3:  [-16,409] X

IS-Pair 4: [+11,-13] x [~12,+14]
IS-Pair 5 [+25,-26] x [-26,+27]
IS-Pair 6: X

[S-Pair 7: X [+33,-30]

O algoritmo basico construird o scaffold incrementalmente, escolhendo qual o contig
deve ser posicionado ao lado do ultimo previamente posicionado no scaffold. Os blocos
conservados sao procurados na ordem imposta pelos contigs e, toda vez que um bloco
¢ encontrado em uma ordem diferente da esperada, as assinaturas de reversao (ISs) sao
usadas para inferir o contig correto a ser posicionado.

O algoritmo inicia posicionando o contig que contém o bloco conservado +01. No
exemplo da Figura 6.7, este bloco é encontrado com o sinal negativo na ultima posi¢ao
do Contig 5. Assim, o Contig 5 ¢ inserido invertido na primeira posigao do scaffold.

A seguir, o algoritmo procura o bloco conservado consecutivo ao ultimo bloco do
primeiro contig do scaffold, ou seja, o bloco +04. Este bloco é encontrado no Contig
8, porém em uma posi¢ao incorreta (deveria ser o primeiro bloco, ja que seu o sinal
é positivo). O algoritmo entao supoe que a alteracao da ordem foi decorrente de uma
reversao e usa a assinatura de reversao (—24,404) para procurar o contig que contém
o bloco —23, que deve estar na outra ponta da reversao que criou aquela assinatura. O
algoritmo entao encontra o bloco —23 na primeira posi¢ao do Contig 1, posicionando este
contig no scaffold.

A seguir, o bloco 421 é localizado no comeco do Contig 9. Apds posicionar o Contig 9
na terceira posicao do scaffold, o algoritmo busca o bloco +11 encontrado com sinal
negativo na ultima posicao do Contig 2.

Apés inserir o Contig 2 invertido no scaffold, o algoritmo procura o bloco +16 encon-
trado invertido no meio do Contig 9. O algoritmo usa a assinatura de reversao (—16, +09)
para procurar o bloco —08 que substitui o bloco +16 na sequéncias dos blocos conservados
do genoma que esta sendo reconstruido. O bloco —08 é encontrado invertido na ltima
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Figura 6.7: Exemplo de um genoma com 40 blocos conservados em relacao ao um genoma
de referéncia. Os blocos conservados estao divididos em 9 contigs. A diferenciacao dos
genomas pode ser explicada por 7 reversoes seguras. Das 14 assinaturas de reversoes,
apenas 9 podem ser identificadas nos contigs. Ambas as assinaturas do IS-Pair gerado
pela reversao que agiu nos contigs 3 e 7 foram completamente perdidas por falta de
cobertura dos contigs. Na primeira linha de contigs exibimos a reconstrucao perfeita,
enquanto na segunda linha, a reconstrucao realizada pelo nosso algoritmo.

posi¢ao do Contig 6.

O algoritmo segue até reconstruir o scaffold (-5 -1 +9 -2 -6 -8 -7 +3
+4). Observa-se que o scaffold reconstruido nao foi perfeito, ja que a ordem do genoma
seria (= —1 +9 —2 —6 —8 —3 47 +4). O algoritmo nao conseguiu reconstruir a
ordem correta pois nao ha informacao nos contigs que permitam deduzir que houve uma
reversao que inverteu o bloco de contigs [—7, +3]. Note que nao ha vestigios de nenhuma
das pontas do IS-Pair 6 nos contigs. Neste caso o algoritmo acertou 7 das 9 adjacéncias
do contig.

O Algoritmo 1 mostra como implementar o método previamente descrito. Duas es-
truturas de dados auxiliares sao usadas: a estrutura contigs armazena os contigs e a
estrutura inContig armazena, para cada bloco conservado, em que contig, posicao e sinal
ele se encontra na estrutura contigs.

Se Contiglc]l [p] = x, entdao inContig[|z|].contig = ¢, inContig[|z|].pos = pe
inContigl[|x|].sign = s, de tal forma que s x |x| = x. Por exemplo, contig[7] = [+31,
+32, +33, —30, —29], contig[7] [4] = —30, inContig[|—30|].contig =7, inContig[|—
30/] .pos = 4 e inContig[—30] .sign = —1.

O loop principal das Linhas 2-16 posiciona, um a um, os contigs no scaffold. A Linha 3
recupera o registro que armazena a informacao de contig, posi¢ao e sinal do bloco que esta
sendo posicionado. As Linhas 3-9 verificam se o bloco esta na posicao correta e em caso
negativo usa (implicitamente) as informagoes das assinaturas de reversao para localizar o
bloco correto. Na Linha 10, as informacoes do novo bloco sao recuperadas. A Linha 11
posiciona o contig correto no scaffold. Por fim, as Linhas 12-16 determinam o novo bloco
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Algoritmo 13: Algoritmo Basico
Data: contigs, inContig, m
Result: scaffold

1 next <1

for i <+ 1 to m do

N

// Procura elemento nos contigs
3 e < inContig[Inext|]
a if sign(next) = e.sign then
5 if e.pos #1 then
6 L next < contigse.contig][e.pos — 1] +1
7 else
8 if e.pos # length(contigs[e.contig]) then
) L L next < —contigsle.contigle.pos + 1] + 1
10 e < inContig[|next|]
// Posicionar contig no scaffold
11 scaffold[i] «+ sign(next) X e.sign X e.contig
// Determinar o préximo elemento na busca
12 if sign(next) = e.sign then
13 lastIndex + length(contigs[e.contig])
14 next < contigsle.contig][lastIndex] + 1
15 else
16 L next < —contigsle.contigl[1] + 1

17 return scaffold

a ser procurado.

Seja n o nimero de blocos conservados entre os genomas e m o nimero de contigs, a
estrutura de dados inContig precisa de tempo O(n) para ser construida. A complexidade
para posicionar os blocos é O(m). Dado que n > m, a complexidade geral do algoritmo
é O(n).

O algoritmo é capaz de reconstruir o scaffold correto caso pelo menos uma assinatura
de reversao de cada IS-Pair esteja presente nos contigs. Caso as duas ISs de um IS-Pair es-
tejam ausentes, entao o algoritmo ira posicionar uma sequéncia de contigs incorretamente
invertida (preservando as demais relagoes de adjacéncia).

6.2.2 Algoritmo para Reversoes Genéricas

O algoritmo da secao anterior é capaz de construir scaffolds com alta fidelidade, mesmo
na auséncia de algumas assinaturas de reversao, porém considerando apenas reversoes
seguras. Na pratica, nao ha garantia de que as diferencas entre dois genomas possam ser
explicada apenas por reversoes seguras. Assim, modificou-se o algoritmo bésico para que
ele seja capaz de lidar com reversoes genéricas.
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O algoritmo permanece usando as assinaturas de reversao para posicionar os contigs,
caso os blocos aparecam em uma ordem diferente da esperada. Eventualmente, uma série
de assinaturas de reversoes pode ser usada para localizar o contig correto. No entanto,
algumas assinaturas podem ter sido destruidas por reversoes nao seguras.

Sendo assim, devido a auséncia de informagoes confidveis que indiquem qual reversao
ocorreu, o algoritmo pode nao ser capaz de encontrar um contig valido, e, neste caso, o
algoritmo modificado faz com que ele escolha um contig ainda nao posicionado no scaffold.

A alteragao faz com que o algoritmo modificado sempre retorne um scaffold vélido (néo
necessariamente perfeito). O algoritmo modificado mantém o comportamento original
caso todas as reversoes sejam seguras.

O Algoritmo 14 mostra o pseudocddigo do novo algoritmo para lidar com reversoes
genéricas. O novo algoritmo usa dois novos vetores auxiliares: o vetor used indica quais
contigs ja foram posicionados no scaffold e o vetor searched indica todos os blocos con-
servados que ja foram procurados até o momento. A variavel nextC indica o contig de
menor identificador ainda nao posicionado no scaffold.

As Linhas 1-6 inicializam as variaveis auxiliares. O loop principal das Linhas 7-39 é
executado até que todos os contigs estejam posicionados no scaffold. A Linha 8 inicializa a
variavel ok utilizada para indicar se o algoritmo achou um contig candidato a ser inserido
no scaffold. A Linha 9 garante que o algoritmo nao esta procurando um bloco conservado
invalido. O bloco das Linhas 10-20 é similar ao bloco das Linhas 3-9 do Algoritmo 1, que
verifica se o bloco estd na posicao correta e, em caso negativo, usa (implicitamente) as
informagoes das assinaturas de reversao para localizar o bloco correto. As Linhas 21-24
testam se o algoritmo esta procurando um bloco conservado ja pesquisado.

Se o algoritmo decidir inserir um novo contig no scaffold (teste da Linha 25), entao
executa o bloco das Linhas 26-39. Se o algoritmo nao foi capaz de encontrar um contig
valido, o bloco das Linhas 26-28 faz que o algoritmo considere o primeiro contig ainda nao
inserido no scaffold. As Linhas 29-30 posicionam o contig no scaffold. As Linhas 31-34
atualizam o vetor used e as varidveis nextC e i. O bloco das Linhas 35-39 ¢é idéntico
ao bloco das Linhas 12-16 do Algoritmo 1, e servem para determinar o préximo bloco
conservado a ser procurado.

A complexidade da inicializagao das varidveis (Linhas 1-6) ¢ O(n+m). O loop principal
é executado O(n + m) vezes, ja que, a cada iteragdo, ou uma nova posicao do vetor
searched é marcada ou um contig é posicionado no scaffold.

A tnica operacao dentro do loop principal que nao tem custo constante é o loop das
Linhas 33-34, mas como a varidvel nextC pode ser incrementada no maximo m vezes ao
longo de toda a execucao do algoritmo, entdo seu custo amortizado é O(1). Sendo assim,
o algoritmo modificado tem a mesma complexidade do algoritmo original, O(n + m),
incluindo o custo de construcao da estrutura inContig.
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Algoritmo 14: Algoritmo para Inversoes Genéricas

Data: contigs, inContig, m, n
Result: scaffold

1 for i < 1 to m do used]i] + false
2 for i < —n to +n do searched[i] < false
3 searched[n+1] + true
4 nextC + 1
5 next < 1
6 i+ 0
// Enquanto houver contigs n&o posicionados
7 while i < m do
8 ok < false
9 if next # n+ 1 then
// Procurar pelo elemento nos contigs
10 e < inContig[—next—]
11 if sign(next) = e.sign then
12 if e.pos # 1 then
13 | next + contigs[e.contig][e.pos—1] + 1
14 else
15 | ok« true
16 else
17 if e.pos # len(contigs[e.contig]) then
18 | next « —contigsfe.contig][e.pos+1] + 1
19 else
20 L ok ¢ true
21 if not (searched[next]) then
22 | searched[next] < true
23 else
24 | ok <« true
// Posicionar o contig no Scaffold
25 if ok then
// Se o contig ja estd posicionado no scaffold
26 if next = n+ 1 or used[e.contig] then
27 next « contigs[nextC][1]
28 L e < inContig[—next—]
29 contigSign <— sign(next) X e.sign
30 scaffold[i] +— contigSign x e.contig
31 i+—i+1
32 used|[e.contig] + true
33 while nextC < m and used[nextC| do
34 | nextC < nextC + 1
// Determinar préximo elemento na busca
35 if sign(next) = e.sign then
36 lastIndex < len(contigs/e.contig])
37 next < contigs[e.contig][lastIndex| + 1
38 else
39 L next < —contigs[e.contig][1] + 1

40 return scaffold
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6.3 Analise dos Algoritmos com Genomas Incomple-
tos Simulados

Dois testes foram realizados. No primeiro teste, apresentado na Se¢ao 6.3.1, dados simu-
lados foram gerados com o intuito de avaliar o impacto da falta de ISs na performance do
algoritmo.

No segundo teste apresentado na Secao 6.3.2, genomas reais foram utilizados, mas os
contigs foram simulados. A simulagao ocorreu para avaliar o SIS, programa que imple-
menta o algoritmo para reversoes genéricas apresentado na Secao 6.2.2, e os principais
programas de reconstrucao da literatura em um cenario simplificado.

A qualidade dos scaffold serd medida em termos do ntimero de adjacéncias corretas.
Uma adjacéncia é dita correta se dois contigs aparecem consecutivos tanto no scaffold
produzido quanto na ordem correta dos contigs. Um scaffold é dito perfeito se todas
suas adjacéncias sao corretas. No caso de genomas circulares, todo scaffold perfeito de m
contigs possui exatamente m adjacéncias corretas.

6.3.1 Testes Simulados

Foram geradas 5000 permutagoes aleatorias de tamanho n = 1000 pertencentes aos con-
juntos Ps(r) (reversoes seguras) e Py(r) (reversdes genéricas), para 1 < r < 200, totali-
zando 2 milhdes de casos de testes (1 milhdo para cada tipo de reversao). Os conjuntos
Ps(r) e Py(r) foram previamente definidos na Segao 6.2.

Para cada genoma, foram utilizados 99 pontos aleatérios distintos que serviram para
gerar 100 contigs. Nenhuma restricao extra foi imposta ao particionamento dos contigs,
de forma que, eventualmente, alguns breakpoints (ISs, no caso de reversoes seguras) nao
podiam ser identificados nos contigs, apesar de presentes no genoma original. Os contigs
foram aleatoriamente embaralhados e revertidos, antes de serem fornecidos para o Algo-
ritmo 14, capaz de lidar com os casos de reversoes seguras e genéricas. A estratégia de
construcao deste teste foi similar a ilustrada pela Figura 6.7.

Apos a execucao do algoritmo, calculou-se para cada instancia de teste o nimero de
adjacéncias corretas e o nimero de breakpoints (ISs, no caso de reversoes seguras) que,
apesar de presentes no genoma, nao puderam ser identificados nos contigs.

A Figura 6.8 mostra o grafico com o nimero médio de adjacéncias corretas em relagao
ao numero de reversoes de cada conjunto. Por exemplo, SIS acerta, em média, mais de
96% das adjacéncias para o caso de reversoes seguras. Para o caso de reversoes genéricas,
SIS acerta, em média, quase 97% das adjacéncias, quando 100 ou menos reversoes sao
aplicadas. Em média, o algoritmo acerta mais de 92% das adjacéncias quando os genomas
diferem por 200 ou menos reversoes genéricas.
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Figura 6.8: Grafico com o nimero médio de adjacéncias corretas em relagao ao nimero
de reversoes de cada conjunto.

A Figura 6.9 mostra o grafico com o nimero médio de breakpoints perdidos em relagao
ao numero de reversoes de cada conjunto. Por exemplo, no caso de reversoes seguras, o
nimero médio de breakpoints perdidos (IS, neste caso) nao chega a 40. No caso de re-
versoes genéricas, o numero médio de breakpoints perdidos, nao chega a 31. O crescimento
dos breakpoint perdidos no caso de reversoes seguras € linear, enquanto no caso de re-
versoes genéricas o grafico indica um crescimento mais lento, ja que um breakpoint pode
ser afetado por varias reversoes.

A Figura 6.10 mostra o grafico com a porcentagem de casos de testes com numero de
adjacéncias corretas acima de um dado valor. Por exemplo, no caso de reversoes seguras,
em mais de 70% dos casos de testes o algoritmo acertou mais de 98% das adjacéncias. J4
para reversoes genéricas, em mais de 70% dos casos de testes o algoritmo acertou mais de
95% das adjacéncias.

A Figura 6.11 mostra a porcentagem de scaffolds perfeitos (100% de adjacéncias cor-
retas) em relagdo ao numero de reversoes de cada conjunto. Por exemplo, no caso de
reversoes seguras, o numero de scaffolds perfeitos com 50 reversoes ¢ superior a 63%. No
caso de reversoes genéricas, é acima de 60%.

Esses resultados mostram que o SIS realiza um bom trabalho mesmo nos casos em
que um numero substancial de IS estao faltando. Entretanto, um teste real deve ser feito
em comparacao com outros programas de reconstrugao e esse ¢ o proposito das proximas

secoes.
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Figura 6.9: Gréfico com o nimero médio de breakpoints perdidos em relacao ao niimero
de reversoes de cada conjunto.
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Figura 6.10: Porcentagem de casos de testes com niimero de adjacéncias corretas acima
de um dado valor no eixo X.
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Figura 6.11: Porcentagem de scaffold perfeitos em relagao ao niimero de reversoes de cada
conjunto.

6.3.2 Testes Simulados com Genomas Reais

Para este grupo de testes, utilizou-se os genomas completos de 21 organismos do género
Mycobacterium, 18 organismos da familia Pseudomonadaceae, 20 organismos do género
Shewanella e 9 organismos do género Xanthomonas. Os organismos possuem apenas um
cromossomo principal, mas alguns deles possuem pequenos plasmideos que nao foram
considerados na analise. Foram utilizados todos os genomas disponiveis no NCBI para
esses grupos de organismos em novembro de 2010.

Os grupos de contigs foram simulados dividindo os genomas completos em 100 sub-
sequéncias de aproximadamente o mesmo tamanho e, apds isso, foram removidos 2.5% do
inicio e 2.5% do final de cada uma dessas subsequéncias, com o intuito de simular o fato de
que genomas incompletos normalmente nao cobrem todo o genoma do organismo. Apods
isso, as 100 subsequéncias foram embaralhadas e invertidas (com 50% de probabilidade).

Seja R = {ry,ra,...,m,} o conjunto dos genomas originais e Q@ = {q1,q2,...,qn}
o conjunto dos genomas incompletos obtidos pelo processo acima, onde ¢; é o genoma
incompleto obtido a partir de r;, foi realizada uma série de n(n — 1) testes com cada um
dos algoritmos de construcao de scaffold, onde, em cada teste, o elemento r; foi fornecido
como referéncia e o elemento ¢; foi fornecido como alvo da construcao do scaffold, sendo
i .

As figuras 6.12, 6.13, 6.14 e 6.15 mostram os resultados considerando todos os pares
de instancias de testes para cada programa. E possivel observar que o SIS é avaliado duas
vezes. Isso ocorre porque o SIS pode usar qualquer programa de identificacao de blocos
conservados. Nos testes, foram usados dois programas: nucmer e promer, ambos estao no
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pacote MUMmer [68]. O primeiro identifica blocos usando a sequéncia de nucleotideos,
enquanto que o segundo realiza a comparacao usando a traducgao da sequéncia de DNA
em uma sequéencia de aminoacidos.

9

No decorrer deste capitulo, a notagao “SIS (nucmer)” serd usada para identificar a
utilizagdo do SIS com o programa nucmer e a notagao “SIS (promer)” serd usada para
identificar a utilizacao de SIS com o programa promer.

O SIS (promer) apresentou os melhores resultados em todos os organismos, como pode
ser observado nas figuras. Na familia Pseudomonadaceae (Figura 6.13), o pior resultado

individual do SIS (promer) é melhor do que 81% dos resultados dos outros programas.

Mycobacterium (Todos os Pares)
100% s 3 s 3 L J L 2 s 3 L d s 3 s 2

Adjacéncias Corretas
§

5% - L

SIS (promer) SIS (nucmer) CONTIGuator Mauve r2cat fs (nucmer)  Projector2  fs (promer) OSLay ABACAS

Figura 6.12: Distribuicao de adjacéncias corretas nos scaffolds gerados pelos programas
de reconstrucao para o grupo Mycobacterium. Nesse grafico, foram considerados todos

os 420 pares de instancias de teste. O termo fs foi usado para referenciar o programa
fillScaffolds.

Na pratica, a escolha de um genoma de referéncia sera guiada pela distancia filo-
genética, pois o genoma completo mais préximo de um genoma incompleto é, intuiti-
vamente, aquele que fornecerda os melhores resultados. Assim, computou-se os pares de
genomas mais préximos usando a distancia NUCMI [37,39] (a distancia NUCMI serd apre-
sentada no Capitulo 7) e resultados especificos para esses pares foram tabulados.

As figuras 6.16, 6.17, 6.18 e 6.19 mostram que todos os programas obtiveram uma
consideravel melhora de performance nesses pares, mas o SIS continua sendo o melhor
programa em todos os casos.

A diferenga entre os resultados apresentados para todos os pares e os resultados para
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Figura 6.13: Distribuicao de adjacéncias corretas nos scaffolds gerados pelos programas de
reconstrucao para o grupo Pseudomonadaceae. Nesse grafico, foram considerados todos
os 306 pares de instancias de teste. O termo fs foi usado para referenciar o programa

fillScaffolds.
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Figura 6.14: Distribuicao de adjacéncias corretas nos scaffolds gerados pelos programas
de reconstrugao para o grupo Shewanella. Nesse grafico, foram considerados todos os 380
pares de instancias de teste. O termo fs foi usado para referenciar o programa fillScaffolds.
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Xanthomonas (Todos os Pares)

Adjacéncias Corretas

5% L Ja} '}

SIS (promer) SIS (nucmer) OSLay Mauve  CONTIGuator r2cat fs (nucmer)  fs(promer)  Projector2 ABACAS

Figura 6.15: Distribuicao de adjacéncias corretas nos scaffolds gerados pelos programas de
reconstrugao para o grupo Xanthomonas. Nesse grafico, foram considerados todos os 72
pares de instancias de teste. O termo fs foi usado para referenciar o programa fillScaffolds.
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Figura 6.16: Distribuicao de adjacéncias corretas nos scaffolds gerados pelos programas
de reconstrugao para o grupo Mycobacterium quando apenas os pares de genomas mais
proximos sao considerados. O termo fs foi usado para referenciar o programa fillScaffolds.
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Figura 6.17: Distribuicao de adjacéncias corretas nos scaffolds gerados pelos programas de
reconstrugao para o grupo Pseudomonadaceae quando apenas os pares de genomas mais
proximos sao considerados. O termo fs foi usado para referenciar o programa fillScaffolds.
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Figura 6.18: Distribuicao de adjacéncias corretas nos scaffolds gerados pelos programas de
reconstrugao para o grupo Shewanella quando apenas os pares de genomas mais proximos

sao considerados. O termo fs foi usado para referenciar o programa fillScaffolds.
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Xanthomonas (Pares Mais Proximos)
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Figura 6.19: Distribuicao de adjacéncias corretas nos scaffolds gerados pelos programas
de reconstrucao para o grupo Xanthomonas quando apenas os pares de genomas mais
proximos sao considerados. O termo fs foi usado para referenciar o programa fillScaffolds.

0s genomas mais préximos suporta a nogao intuitiva de que construir scaffolds a partir
de genomas proximos é mais adequado do que usando genomas mais distantes. Por outro
lado, quanto mais distante o genoma de referéncia usado para a construcao dos scaffolds,
melhores sao os resultados do SIS quando comparado aos resultados dos outros programas.

Um outro ponto que precisa ser mencionado é que, apesar de SIS ser o tinico programa
que usa assinaturas de reversao, os resultados obtidos foram superiores mesmo na presenca
de outros eventos de rearranjo.

Tempos de Execucao

O tempo de execucao de cada programa depende diretamente do tempo usado para alinhar
dois genomas completos, primeiro passo de cada um dos algoritmos. Por exemplo, no
caso do SIS, nucmer demora em média 1 minuto para cada par de genomas, enquanto
que promer demora em média 5 minutos. O SIS, propriamente dito, demora menos de 1
segundo para computar o scaffold.

OSLay também utiliza o nucmer para computar blocos conservados e demora 3 segun-
dos para gerar scaffold. O programa r2cat demora entre 15 e 20 segundos para determinar
os blocos conservados e algo em torno de 2 segundos para gerar o scaffold. ABACAS de-
mora de 1 a 3 minutos para completar todo o processo usando o nucmer. CONTIGuator
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usa BLAST+ [18] e demora, em média, 2 minutos para completar todo processo. Mauve
Aligner é o mais lento, demorando entre 30 minutos e 20 horas para cada par de genomas
(em média, 85 minutos).

Todos os testes foram executados na mesma maquina, que possui um processador Intel
Core2 Duo, 3.0 GHz e 4 GB RAM. O Projector 2, por outro lado, possui um servidor web
préprio e nao pode ser executado localmente. Nesse caso, observou-se que Projector 2
demora aproximadamente 1 minuto para computar o scaffold quando o servidor nao esta
sobrecarregado.

6.4 Analise dos Algoritmos com Genomas Incomple-
tos Reais

Na secao anterior, foram apresentados resultados de testes com contigs simulados de orga-
nismos de quatro grupos de organismos, um grupo cujo evento de rearranjo mais comum
é a reversao. Nesta se¢ao, os programas de construcao de scaffold foram analisados com
um conjunto mais heterogéneo de organismos, com representantes em 7 classes diferentes.

6.4.1 Dados de Entrada

O critério para escolha dos genomas foi a disponibilidade de dados no NCBI' em dezem-
bro de 2011. Nesta data, foram selecionados todos os organismos que possuem genomas
completos e genomas incompletos com mais de 4 contigs. Os genomas incompletos foram
usados como entrada para os programas de construcao de scaffold e os genomas completos
foram usados para validar os resultados. Com essa abordagem, foram obtidos 19 organis-
mos, sendo que 4 deles possuem 2 cromossomos avaliados individualmente, gerando um
total de 23 instancias para teste. A Tabela 6.1 lista todos os organismos usados.

Para cada um dos genomas da Tabela 6.1, foram obtidos uma lista dos 20 genomas
mais préximos dentre os 1331 genomas completos de procariotos disponiveis no NCBI
em maio de 2011. NucMi foi usado para computar a distancia entre cada um dos 1331
genomas de procariotos e os genomas da Tabela 6.1.

Como mencionado na secao anterior, na pratica, apenas o genoma mais proximo seria
considerado, mas o espago amostral de organismos procariotos completamente sequenci-
ados ainda é pequeno, o que torna perfeitamente possivel que, no futuro, o genoma mais
proximo disponivel nao seja tao préximo quanto ideal. Assim, é importante entender
como a distancia entre o genoma incompleto e o genoma de referéncia afeta a qualidade
do scaffold construido.

lftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bacteria DRAFT
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Organismo Cromossomo | Tamanho | Contigs | Cobertura
Aciduliprofundum boonei T469 NC_013926 1.486.778 29 89,36%
Bacillus subtilis 168 NC_000964 4.215.606 5 99,98%
Bifidobacterium longum DJO10A NC_010816 2.375.792 43 60,02%
Brucella melitensis bv 1 16M NC_003317 2.117.144 41 91,06%
Brucella melitensis bv 1 16M NC_003318 1.177.787 12 99,94%
Brucella pinnipedialis B2 94 NC_015857 2.138.342 55 87,68%
Brucella pinnipedialis B2 94 NC_015858 1.260.926 34 84,58%
Burkholderia thailandensis E264 NC_007650 2.914.771 15 85,33%
Burkholderia thailandensis E264 NC_007651 3.809.201 26 75,90%
Chlamydia muridarum Nigg NC_002620 1.072.950 4 99,09%
Clostridium cellulovorans 743B NC_014393 5.262.222 293 94,16%
Corynebacterium aurimucosum ATCC 700975 | NC_012590 2.790.189 88 85,71%
Corynebacterium efficiens YS 314 NC_004369 3.147.090 118 95,90%
Micrococcus luteus NCTC 2665 NC_012803 2.501.097 121 76,66%
Mycobacterium tuberculosis H37Ra NC_009525 4.419.977 220 83,75%
Mycoplasma genitalium G37 NC_000908 580.076 24 78,59%
Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338 NC_009142 8.212.805 237 96,43%
Selenomonas sputigena ATCC 35185 NC_015437 2.568.361 49 97,16%
Stigmatella aurantiaca DW4 3 1 NC.014623 | 10.260.756 466 97,62%
Streptococcus pneumoniae TIGR4 NC_003028 2.160.842 211 90,98%
Vibrio Ex25 NC_013456 3.259.580 176 91,77%
Vibrio Ex25 NC_013457 1.829.445 33 95,31%
Yersinia pestis Nepal516 NC_008149 4.534.590 17 84,21%

Tabela 6.1: Organismos usados nos testes. A coluna Cobertura contém a fragao de cada
cromossomo coberta pelos contigs. A coluna Cromossomo contém a chave de referéncia
do cromossomo no NCBI. A coluna Tamanho mostra o tamanho do cromossomo em pares
de base. A coluna Contigs mostra o nimero de contigs presentes no genoma incompleto.

6.4.2 Resultados

Cada um dos programas executou em todos os 23 cromossomos incompletos de entrada
usando os 20 cromossomos mais préximos como referéncia, o que gera um total de 460
scaffolds por programa. Os resultados foram tabulados de acordo com o seguinte critério:

e Top 1: média dos resultados fornecidos por um dado programa quando apenas o
genoma mais préoximo é usado como referéncia.

e Top 10: média dos resultados fornecidos por um dado programa quando os 10
genomas mais proximos sao usados como referéncia.

e Top 20: média dos resultados fornecidos por um dado programa quando os 20
genomas mais préximos sao usados como referéncia.

A Tabela 6.2 mostra que, em média, a melhor performance foi obtida pelo SIS (promer)
quando todos as 460 instancias de testes sao contabilizadas para cada programa.
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Programas Top 1| Top 10 | Top 20
ABACAS 33,80% | 23,95% | 13,20%
CONTIGuator 42.02% | 30,35% | 20,01%

fillScaffolds (nucmer) | 4847% | 34,10% | 21,32%
fillScaffolds (promer) | 44,19% | 32,94% | 21,63%

Mauve 58,65% | 46,31% | 32,17%
OSLay 46,83% | 34,03% | 21,28%
Projector 2 36,89% | 25,35% | 15,561%
r2cat 59,72% | 44,19% | 30,30%
SIS (nucmer) 56,39% | 43,95% | 28,55%
SIS (promer) 60,96% | 50,01% | 37,27%

Tabela 6.2: Performance de cada programa em cada uma das instancias de testes. Os
numeros se referem a uma média das porcentagem de adjacéncias corretas. O melhor
resultado é realcado em negrito.

Para avaliar a performance de cada program a medida que a distancia entre o genoma
incompleto e o genoma de referéncia aumenta, foram gerados os graficos mostrados nas
figuras 6.20 e 6.21. Os gréaficos mostram uma perda gradual de performance, mas o SIS
(promer) se mantém com os melhores resultados.

Os resultados apresentados até o momento representam valores médios. A Tabela 6.3
apresenta resultados referentes a fragao das instancias em que cada programa fornece o
melhor resultados. A soma das colunas da Tabela 6.3 é maior que 100% devido a casos de
empate. Nesta andlise, a superioridade do SIS (promer) em relagao aos outros programas

¢ ainda mais evidente.

Programas Top 1| Top 10 | Top 20
ABACAS 17,39% | 11,74% 7,61%
CONTIGuator 13,04% 9,57% 6,30%

fillScaffolds (nucmer) | 21,74% | 11,30% | 8,70%
fillScaffolds (promer) 0,00% | 6,96% | 8,04%

Mauve 26,09% | 25,65% | 23,26%
OSLay 21,74% | 15,656% | 11,30%
Projector 2 8,70% 6,09% 4.57%
r2cat 13,04% | 16,09% | 15,65%
SIS (nucmer) 30.13% | 27.83% | 20.87%
SIS (promer) 56,52% | 59,13% | 64,57%

Tabela 6.3: Porcentagem das instancias em que cada programa forneceu os melhores
resultados em termos de adjacéncias nos testes com drafts reais. As colunas nao somam
a 100% devido aos casos de empate. Melhor resultado realgado em negrito.
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Figura 6.20: Variacao de performance de cada programa quando a referéncia varia do
genoma mais proximo para o genoma mais distante, em um total de 20 genomas. O
termo fs foi usado para referenciar o programa fillScaffolds.

Vale ressaltar que os pares de genomas (genoma incompleto e genoma de referéncia)
testados nao foram filtrados conforme a presenca de reversoes. Assim, qualquer par pode
conter qualquer evento de rearranjo. O sucesso de SIS sugere que reversoes sao, de fato,
muito comuns em genomas de procariotos, partindo-se da premissa de que os genomas na
Tabela 6.1 sao uma amostra representativa.

Os resultados acima levam em consideracao apenas a quantidade de adjacéncias cor-
retas. Entretanto, é interessante analisar se os scaffolds gerados apresentam uma boa
cobertura nos genomas incompletos.

A seguinte abordagem foi usada para obter uma estimativa: quando um contig possui
duas adjacéncias corretas, considera-se que o mesmo foi corretamente posicionado e, desse
modo, o tamanho total do contig é usado no célculo da cobertura. Por outro lado, se o
contig possui apenas uma adjacéncia correta, entao apenas 50% do tamanho do contig é
usado no céalculo da cobertura. Por fim, se nenhuma das adjacéncias ao redor do contig
esta correta, entao o contig é descartado.

Seja x a soma dos tamanhos dos contigs utilizando o critério acima, a cobertura é dada
por ﬁ, onde length é a soma dos tamanhos de todos os contigs. A Tabela 6.4 mostra a
média das coberturas (em porcentagem). E possivel perceber que o SIS (promer) é o que
obteve os melhores resultados, sendo seguido de perto pelo r2cat e pelo Mauve Aligner.
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Figura 6.21: Variacao de performance de cada programa quando a referéncia varia do
genoma mais préoximo para o genoma mais distante, em um total de 20 genomas. Esta
¢ uma versao com os valores médios acumulados do gréafico exibido na Figura 6.20. O
termo fs foi usado para referenciar o programa fillScaffolds.

SIS (promer) é também o programa que exibe o melhor resultado na grande maioria
das instancias usando a cobertura como critério (Tabela 6.5). Por exemplo, quando apenas
o genoma de mais proximo é considerado, 47,83% dos melhores resultados individuais sao
fornecidos pelo SIS (promer), enquanto que o segundo colocado, SIS (nucmer), fornece
39,13%. Além disso, a vantagem em favor do SIS (promer) tende a aumentar a medida
que o genoma de referéncia se torna mais distante do genoma draft.

Tempo de Execugao

O tempo de execucao dos testes desta secao foi bem préximo do observado na segao
anterior. Novamente, o tempo de execucao de cada programa dependeu diretamente do
tempo usar para alinhar genomas completos. Os programas SIS, OSLay e r2cat, para cada
instancia, demoram o mesmo que demoraram nos testes anteriores: em média, 1 segundo
para SIS, 3 segundos para o OSLay e 3 segundos para o fillscaffold, quando fornecidos os
blocos conservados como entrada. O r2cat demora entre 15 e 20 segundos para determinar
os blocos conservados e 2 segundos para gerar o scaffold. O CONTIGuator demora, em
média, 2 minutos para terminar todo o processo.

O tempo de execucao do ABACAS e do Mauve Aligner, entretanto, variou conside-
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Programas Top 1| Top 10 | Top 20
ABACAS 27.82% | 19,91% | 11,27%
CONTIGuator 41,96% | 29,34% | 19,27%

fillScaffolds (nucmer) | 42,94% | 29,87% | 18,99%
fillScaffolds (promer) | 40,15% | 29,23% | 19,51%

Mauve 55,90% | 41,85% | 29,46%
OSLay 42.50% | 29,03% | 18,24%
Projector 2 34,29% | 22,54% | 13,93%
r2cat 56,81% | 40,36% | 27,51%
SIS (nucmer) 52,37% | 39,45% | 25,63%
SIS (promer) 58.57% | 46,01% | 34,62%

Tabela 6.4: Performance de cada programa em cada uma das instancias de testes. Os
numeros se referem a uma média das coberturas. O melhor resultado é realcado em
negrito.

ravelmente. O ABACAS passou a demorar 30 segundos, enquanto que anteriormente
demorava de 1 a 3 minutos. O Mauve Aligner, programa mais lento, demorou entre 8 e
322 minutos, com uma média de 46 minutos, uma mudanca significativa levando-se em
conta que nos testes anteriores esse programa demorara 86 minutos em média. O Projec-
tor2 seguiu o mesmo comportamento, com uma média de 1 minutos quando o servidor
web nao esta sobrecarregado.

6.4.3 Influéncia das Duplicacoes

A ocorréncia de duplicagoes torna mais dificil o trabalho de geragao de scaffold. O efeito
das duplicagoes no programa SIS (nucmer e promer) foi analisado de forma extensiva da

seguinte maneira:

e Para cada instancia de entrada (genoma de referéncia e genoma no estagio draft),
verificou-se a existéncia de segmentos duplicados de tamanho maior ou igual a k,
com k variando no conjunto {100, 500, 1000, 1500, 2000} .

e As duplicagoes foram determinados com a execucao do programa nucmer nos pares
de genoma. Entretanto, neste passo, nao foi realizada a remocao das duplicacoes
com o programa delta-filter (conforme foi feito nas andlises anteriores).

e Para cada valor de k, as instancias de entrada com a presenca de duplicacao foram
selecionadas e os contigs onde ocorrem os segmentos duplicados de tamanho maior
ou igual a k foram agrupados no conjunto D.
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Programas Top 1| Top 10 | Top 20
ABACAS 13,04% | 11,74% 7,83%
CONTIGuator 13,04% | 10,00% 6,52%

fillScaffolds (nucmer) | 17,39% | 11,30% | 7,39%
fillScaffolds (promer) 0,00% | 6,96% | 7,39%

Mauve 34,78% | 25,65% | 20,22%
OSLay 17.39% | 1217% | 8,91%
Projector 2 8,70% 6,09% 4.57%
r2cat 13,04% | 17,39% | 14,35%
SIS (nucmer) 30.13% | 24,35% | 16.95%
SIS (promer) 47.83% | 51,74% | 56,52%

Tabela 6.5: Performance de cada programa nos testes. Os nimeros representam a quan-
tidade de vezes que um dado programa fornece o melhor resultado, usando como critério
a cobertura. Os melhores resultados sao realcados em negrito.

e As adjacéncias corretas foram computadas para contigs em D (Tabela 6.6) e para
contigs fora de D (Tabela 6.7).

SIS (nucmer) % SIS (promer) %
K | Topl | Topl0 | Top20 | Média | Topl | Topl0 | Top20 | Média
100 | 58,13 | 52,564 | 40,46 | 50,38 | 57,98 | 54,46 | 42,77 | 51,74
500 | 52,83 | 43,93 | 36,64 | 44,47 | 51,8 | 44,80 | 39,04 | 45,14
1000 | 49,93 | 47,75 | 40,71 | 46,13 | 46,25 | 47,90 | 42,09 | 45,41
1500 | 47,77 | 47,91 | 34,61 | 43,43 | 41,00 | 48,18 | 38,98 | 42,72
2000 | 42,66 | 34,57 | 24,68 | 33,97 | 29,17 | 39,19 | 32,31 | 33,55
Média | 50,26 | 45,34 | 35,42 4520 | 46,91 | 39,04

Tabela 6.6: Porcentagem de adjacéncias corretas para contigs com duplicagoes. Resulta-
dos obtidos com SIS (nucmer e promer).

A comparacao entre a Tabela 6.6 e a Tabela 6.7 permite concluir que houve uma
queda de performance do SIS (nucmer e promer) devido a duplicagoes. Por exemplo,
para duplicagoes maiores ou iguais a 1000 bases, o SIS usando o nucmer apresentou uma
queda de performance na ordem de 12%. Usando o mesmo critério, hd uma perda de
aproximadamente 18% quando se usa o promer.

A ferramenta SIS estd disponivel em http://marte.ic.unicamp.br:8747.
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SIS (nucmer) % SIS (promer) %
K | Topl | Topl0 | Top20 | Média | Topl | Topl0 | Top20 | Média
100 | 65,11 | 58,69 | 47,19 | 57,00 | 64,57 | 59,98 | 51,85 | 58,80
500 | 63,17 | 51,72 | 42,67 | 52,52 | 61,70 | 53,95 | 47,18 | 54,28
1000 | 57,77 | 54,56 | 46,13 | 52,82 | 57,24 | 59,22 | 50,35 | 55,60
1500 | 51,50 | 50,84 | 39,17 | 47,17 | 53,07 | 57,50 | 46,19 | 52,25
2000 | 49,09 | 42,13 | 31,72 | 40,98 | 52,23 | 48,28 | 37,92 | 46,14
Média | 57,33 | 51,59 | 41,38 D7,76 | 55,79 | 46,70

Tabela 6.7: Porcentagem de adjacéncias corretas para contigs sem duplicacoes. Resultados
obtidos com SIS (nucmer e promer).

6.5 Publicacoes

Este capitulo foi apresentado no artigo “Using inversion signatures to generate draft ge-
nome sequence scaffolds” (Zanoni Dias, Ulisses Dias e Joao Carlos Setubal) em agosto
de 2011 na conferéncia BCB’2011 (ACM International Conference on Bioinformatics and
Computational Biology) realizada em Chicago, EUA [40]. Este capitulo representa uma
consideravel expansao do artigo apresentado. A Secao 6.4, que contém a andlise com
genomas incompletos reais, nao consta no artigo original.
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Capitulo 7

Distancias entre Genomas

Motivagao: A metodologia classica para obter a distancia evolutiva entre duas espécies
se baseia na comparacao de pequenas regioes muito conservadas durante o processo evo-
lutivo. Em geral, as regides escolhidas sao um grupo de genes de manutencao comum
a todas as espécies em andlise. Entretanto, o advento de técnicas mais eficazes para
sequenciamento de genomas resultou na disponibilizacao de uma grande quantidade de
genomas completos, o que requer novas metodologias de classificacao de genomas baseadas
na comparagao do genoma completo.

Metodologia: O alinhamento par-a-par de genomas permite identificar uma série de
regioes conservadas, observaveis principalmente em genomas de espécies préximas. No
presente capitulo, um método para calcular distancias entre dois genomas ¢ obtido usando
a projecao dessas regioes conservadas nos genomas alinhados. As medidas de distancia
podem ser obtidas de forma rapida, geralmente em menos de 1 segundo, o que torna o
método eficaz para geracao de arvores filogenéticas a partir de um grande numero de
genomas. Duas medidas de distancia sao propostas: NUCMi, adequada para espécies
préximas e PROMi, adequada para espécies distantes.

Resultados: Uma andlise com 332 genomas bacteriais, abrangendo um escopo de 17
classes, concluiu que hé a congruéncia entre as arvores filogenéticas geradas por NUCMi
e PROMi e as arvores filogenéticas usadas como referéncia. Uma andlise comparativa
com outra medida, MUMi, mostra que os resultados de NUCMi e PROMi sao, em média,
superiores, embora equivalentes em alguns grupos de espécies.

121



122 Capitulo 7. Distancias entre Genomas

7.1 Introducao

Com a crescente disponibilidade de genomas de organismos procariotos, surge a neces-
sidade de métodos para comparar de maneira rapida e eficiente grandes conjuntos de
genomas. Um modo de comparar dois genomas é computar uma distancia entre eles.
Idealmente, essa distancia deve refletir as divergéncias evolucionérias entre ambos.

Uma distancia precisa e calculavel rapidamente possui diversas aplicagoes. Uma dessas
aplicagoes é tema da Segao 6: dado um novo genoma incompleto, o uso do método de
distancia pode determinar qual é o genoma completo mais préximo, com o proposito de
usé-lo como referéncia na montagem.

A metodologia classica para obter uma distancia entre genomas baseia-se na com-
paracao de pequenas regioes muito conservadas durante o processo evolutivo. Em geral,
as regioes escolhidas sao um grupo de genes de manutengao comuns a todas as espécies em
questao. Regides como “small subunit rRNA” [100] s@o muito usadas como marcadores
filogenéticos.

Entretanto, a metodologia classica nao faz uso de todas as informacoes disponiveis na
forma de genomas completos. Os principais métodos que utilizam o genoma completo
como fonte de informagao sdo o “Average Nucleotide Identity” (ANI) [54,67], “Gene
Content” [91] e “MUM index” [31].

O método “ANI" [54,67] utiliza o BLAST [3] para alinhar dois genomas completos e
identificar todas as regioes altamente conservadas. Para cada um dessas regioes conser-
vadas, calcula-se a quantidade de nucleotideos semelhantes em proporcao com o tamanho
dos segmentos conservados. A distancia genomica é dada pela média dos valores obtidos.

O método “Gene Content” [91] define como medida de similaridade entre duas espécies
o numero de genes compartilhados dividido pelo total de genes. Nos resultados apresen-
tados pelos autores, foi utilizado o total de genes compartilhados dividido pelo nimero
de genes do menor genoma.

Os métodos ANI e “Gene Content” nao produzem resultados rapidamente, o que
impede a utilizagdo com grandes grupos de genomas. Um método eficiente foi proposto
por Deloger e co-autores [31] e recebeu o nome de “MUM index”, ou MUMi. O MUMIi utiliza
segmentos maximais conservados como ponto de partida, tais segmentos sao obtidos pela
ferramenta MUMmer [68]. Os autores mostram que MUMIi é congruente a outros métodos
como ANI [54,67], superando nos critérios simplicidade e facilidade de obtencao. Outros
métodos semelhantes ao MUMi foram propostos por Chan e co-autores [23] e Canchaya e
co-autores [19].

Neste capitulo, duas medidas sao propostas para comparar a sequéncia completa de
dois genomas. Uma delas visa a comparacao de genomas proximos, objetivo analogo ao
do MUMi. A outra medida compara genomas mais distantes. Ambas as medidas podem
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ser computadas de maneira eficiente.

As proximas secoes sao organizadas da seguinte forma. A Secao 7.2 apresenta as
medidas para comparar genomas proximos e genomas distantes. A Se¢ao 7.3 descreve a
analise comparativa entre as medidas apresentadas neste capitulo e a medida MUMi.

7.2 Medidas de Distancia

MUMi depende dos segmentos maximais conservados (MUMs - Mazimal Unique Matches)
obtidos pelo MUMmer ao comparar dois genomas. Uma restricao é imposta ao tamanho
desses segmentos para que nao sejam menores que 19 pares de bases, de modo a diminuir
a quantidade de segmentos obtidos ao acaso. O calculo do MUMi é baseado na férmula:

Lmum
MUMi(A, B) =1~ =

av
onde L., € a soma de todas as regioes presentes em algum MUM e L,, é a média
dos tamanhos dos genomas comparados. Os valores do MUMi estdo no intervalo [0,1],
sendo que valores proximos de 0 indicam genomas mais proximos e valores proximos de
1 indicam genomas mais distantes.

As duas medidas propostas neste capitulo sao chamadas NUCMi e PROMi. Ambas sao
baseadas na saida de programas inclusos no pacote MUMmer [68]. O programa nucmer
(usado para o calculo da nova medida NUCMi) realiza dois passos adicionais apds a ob-
tencao dos segmentos maximais conservados usando o MUMmer: a clusterizacao dos
segmentos e a extensao de clusters proximos. Estes dois passos permitem a obtencao de
regioes conservadas maiores com a presenca de algumas remocoes, insergoes ou substi-
tuicoes de bases.

Para o célculo do PROMi, usa-se o programa promer, que realiza a comparacao usando
a tradugao da sequéncia de DNA em uma sequéncia de aminoacidos. Como a sequéncia de
aminoacidos tende a se divergir mais lentamente que a sequéncia de nucleotideos, o promer
possui uma maior sensibilidade, encontrando mais regides conservadas que o nucmer.

O resultado de nucmer e promer ¢ uma lista de blocos conservados, onde alguns desses
blocos correspondem a regides duplicadas ou a pareamentos espurios. Assim, a lista foi
processada usando o utilitdrio delta-filter com parametro -1, cuja funcao é manter
apenas os blocos que formam um mapeamento um para um entre os genomas.

Uma representacao grafica para visualizar os blocos conservados obtidos por nucmer
e promer consiste em posiciond-los nas ordenadas e abscissas de um grafico cartesiano
com as origens de replicagdo na coordenada (0,0). Para cada bloco conservado, existe
um segmento de reta delimitado pelos pontos (z1,y1) e (z2,y2). Dessa forma, é possivel
projetar os segmentos de reta nas ordenadas e abscissas do grafico de modo a criar uma
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cobertura nesses eixos, como mostra a Figura 7.1.

Regides conservadas

=% Mesma orientacao
#=o Orientacdes diferentes

== Cobertura

Genoma B

Genoma A

Figura 7.1: A projecao dos segmentos conservados nos eixos z e y é ilustrada com a cor
verde. Essa projecao é usada para calcular as medidas NUCMi e PROMi

Seja P, a soma dos tamanhos de todas as projecoes no eixo x e P, o analogo para o
eixo y. Sejam também L4 e Lp os tamanhos dos genomas A e B, respectivamente. A
seguinte formula é usada para obter tanto os valores do NUCMi quanto do PROMi.

Pz + Py
La+Lp

Esta distancia tem o mesmo intervalo do MuMi: [0,1], onde valores préximos de 0 indi-
cam genomas préximos, enquanto que valores proximos de 1 indicam genomas distantes.

Dist(A,B) =1 —

7.3 Analise Comparativa das Medidas

Esta secao apresenta uma andlise das medidas de distancia usando diferentes conjuntos
de genomas. Esta andlise segue como critério a qualidade das distancias geradas pelos
métodos.

A validagao dos resultados depende da quantidade de informacao disponivel como
referéncia. Arvores de referéncia foram obtidas na literatura. Entretanto, na maioria dos
casos, apenas a topologia da arvore é fornecida, nao sendo possivel recriar a matriz de
distancia. Nestes casos, a comparacao é feita entre essas arvores com as arvores obtidas
usando as medidas NUCMi, MUMi e PROMi. Em outros casos, é possivel obter uma matriz
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de referéncia a partir da arvore de referéncia, o que permite uma analise com a propria
matriz de distancia gerada pelas medidas.

Para cada grupo de genomas, uma combinagao par-a-par de distancias foi obtida
usando NUCMi, PROMi e MUMIi, sendo este ultimo usado para comparagao. A matriz de
distancia é usada para construir arvores filogenéticas com o algoritmo neighbor-joining [86]
implementado no pacote PHYLIP [48]. A partir dessas arvores, é possivel calcular a
congruéncia em relacao as arvores de referéncia usando um algoritmo para obtencao de
uma sub-arvore consenso chamada MAST (do inglés, mazimum agreement subtree).

A MAST consiste em uma sub-arvore contida em duas ou mais arvores de entrada e
com o maximo numero de folhas. A Figura 7.2 ilustra esse conceito ao apresentar duas
arvores de entrada (Arvore 1 e Arvore 2), cada uma com 5 folhas rotuladas de A, B, C,
D e E. A arvore consenso (MAST) é criada agrupando as folhas de modo a estar contida
nas arvores de entrada. A folha rotulada com C', no entanto, nao pode ser adicionada a
MAST, pois ou concordara com a Arvore 1 ou concordard com a Arvore 2, nao podendo
concordar com ambas ao mesmo tempo. A implementacao para cdlculo de MAST usada
neste capitulo pertence a Vienne e co-autores [94].

2o a«w »
2o aw @

Avore 1 Arvore 2 MAST

Figura 7.2: MAST calculada a partir de duas arvores de entrada (Arvore 1 e Arvore 2).
A MAST é a sub-drvore com maior numero de folhas contida em ambas as arvores de
entrada.

Os genomas de testes foram divididos em dois conjuntos: organismos proximos e orga-
nismos distantes. Os organismos préximos correspondem as bactérias da familia Pseudo-
monadaceae e dos géneros Mycobacterium, Xanthomonas e Shewanella. Todos os grupos
possuem arvores confiaveis publicadas na literatura. A arvore da familia Pseudomonada-
ceae foi proposta por Setubal et al. [90], a drvore do grupo Mycobacterium foi proposta
por Alam et al. [2], a &rvore do grupo Xanthomonas foi proposta por Moreira et al. [77] e a
arvore do grupo Shewanella foi proposta por Williams et al. [99]. As arvores de referéncia
foram apresentadas no Capitulo 4, no lado direito das figuras 4.4, 4.5, 4.6 e 4.7

O grupo de organismos distantes foi obtido a partir da andlise de Wu e co-autores [101],
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que produziram uma arvore filogenética abrangendo 350 organismos de 21 classes dife-
rentes. Entretanto, no presente trabalho, apenas 332 organismos de 17 classes foram
utilizados. A filtragem dos organismos usou os seguintes critérios: disponibilidade dos
organismos no NCBI e presenca de no minimo trés espécies em cada classe de organismo.

A grande maioria dos organismos utilizados neste trabalho se caracteriza por possuir
um tnico cromossomo principal e uma série de plasmideos. Entretanto, alguns genomas
sao compostos por mais de um cromossomo. Nestes casos, os cromossomos foram conca-
tenados para formar uma unica sequéncia. Os plasmideos foram descartados da analise,
pois sao geralmente considerados elementos acessérios aos genomas.

O restante desta secao é organizado da seguinte forma. A Secao 7.3.1 apresenta os
resultados da analise com organismos proximos. A Segao 7.3.2 apresenta os resultados da
andalise com organismos distantes.

7.3.1 Analise com Organismos Préoximos

A Tabela 7.1 mostra os resultados produzidos pelas medidas MUMi, NUCMi e PROMi para o
grupo de genomas proximos. A andlise usa o nimero de folhas presentes na arvore MAST
calculada usando como entrada a arvore de referéncia do organismo e as arvores geradas
nos testes. Quanto menor o nimero de espécies na MAST, pior a qualidade da arvore
gerada. Se a MAST possuir o mesmo nimero de espécies que a arvore de referéncia, entao
a congrueéncia ¢é perfeita. O ntimero de espécies na arvore de referéncia é dada pela coluna
“Organismos” da Tabela 7.1.

O PROMI apresentou resultados inferiores, o que era de se esperar, ja que essa medida
¢ mais adequada para genomas mais distantes. Os métodos NUCMi e MUMi retornam a
mesma arvore nos grupos Shewanella e Xanthomonas. Entretanto, o NUCMi é superior
para a familia Pseudomonadaceae e para o género Mycobacterium, como pode ser visto
nas comparagoes mostradas nas Figuras 7.3 e 7.4. As arestas que participam da MAST
sao apresentadas em linhas sélidas, enquanto que as arestas que nao pertencem a MAST
sao apresentadas com linhas tracejadas.

7.3.2 Analise com Organismos Distantes

A Tabela 7.2 mostra os resultados produzidos pelas medidas MUMi, NUCMi e PROMi para
o grupo de genomas distantes. O PROMi produziu os melhores resultados na maioria dos
grupos individualmente. Além disso, a coluna soma mostra que, em geral, o PROMi é
superior aos demais.

Uma tltima anélise foi realizada fornecendo o conjunto completo de 332 organismos.
O PrOMi foi superior aos demais com 105 espécies na MAST. O NucMi foi o segundo
colocado com 94 espécies. O MUMi obteve apenas 53 espécies na MAST.
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Grupo Bacterial Organismos | NUCMi | PROMi | MUMi
Pseudomonadaceae 18 15 14 14
Mycobacterium 16 15 14 14
Xanthomonas 9 8 6 8
Shewanella 9 8 7 8
Soma 50 46 41 44

Tabela 7.1: Resultados produzidos pelas medidas MUMi, NUCMi e PROMi para o grupo de
genomas proximos. Os resultados correspondem ao nimero de organismos presentes na
MAST calculada usando como entrada a arvore de referéncia do organismo e as arvores
geradas usando as trés medidas. A coluna “Organismos” indica o nimero de espécies
utilizadas. Os melhores resultados sao realgados em negrito.

Grupo Bacterial Organismos | NUCMi | PROMi | MUMIi
actinobacteria 52 23 29 16
alphaproteobacteria 43 19 21 11
bacteroidetes 15 5 8 8
betaproteobacteria 18 12 10 9
chlamydiae 7 5 6 6
chlorobia ) 3 3 3
chloroflexi 5 2 2 3
cyanobacteria 18 8 10 11
deinococcus e thermus 4 3 3 3
deltaproteobacteria 19 10 14 9
epsilonproteobacteria 12 7 7 )
firmicutes Y 26 25 27
fusobacteriales 4 3 3 3
gammaproteobacteria 45 15 13 14
spirochaetales 7 4 4 3
tenericutes 16 8 13 6
thermotogae 5t 3 3 3
Soma 332 156 174 140

Tabela 7.2: Resultados produzidos pelas medidas MUMi, NUCMi e PROMi para o grupo de
genomas distantes. Os resultados correspondem ao nimero de organismos presentes na
MAST calculada usando como entrada a arvore de referéncia do organismo e as arvores
geradas usando as trés medidas. A coluna “Organismos” indica o nimero de espécies
utilizadas. Os melhores resultados sao realgados em negrito.
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Figura 7.3: Comparagao da arvore gerada pelo NUCMi e pelo MUMi com genomas de
espécies proximas (familia Pseudomonadaceae). As linhas sélidas sao utilizadas para de-
marcar a concordancia entre as arvores geradas pelas duas abordagens e a as arvores
de referéncia (MAST), enquanto que as linhas tracejadas evidenciam as regides com dis-
cordancias.
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Figura 7.4: Comparagao da arvore gerada pelo NUCMi e pelo MUMi com genomas de
espécies proximas (género Mycobacterium). As linhas sélidas sao utilizadas para demarcar
a concordancia entre as arvores geradas pelas duas abordagens e a as arvores de referéncia
(MAST), enquanto que as linhas tracejadas evidenciam as regides com discordancias.
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A anélise apresentada leva em consideracao apenas o posicionamento correto das
espécies nas arvores. Entretanto, é importante distinguir quando algumas espécies, em-
bora posicionadas incorretamente, estao mais préoximas de outras espécies de sua propria
classe. Para tanto, seja T" uma arvore gerada por alguma das medidas NUCMi, PROMi ou
MUMIi; seja G a menor sub-arvore de T' que contém todos os organismos de um grupo g da
Tabela 7.2. A razao %, onde |g| é o niimero de espécies no conjunto g e |G| é o nlimero
de espécies na sub-arvore GG, mede o quao agrupadas na arvore 1" estao as espécies de g.
Valores proximos de 1 indicam um agrupamento mais coeso que valores proximos de 0.

A Tabela 7.3 mostra os novos valores. E importante destacar que varias classes
sao particularmente dificeis de agrupar. Por exemplo: actinobacteria, bacteroidetes, ch-
lamydiae, chloroflexi, deltaproteobacteria e spirochaetales obtiveram valores menores que
0.2 nas arvores geradas pelas trés medidas. Outras classes como a chlorobia e deino-
coccus/thermus foram agrupadas corretamente por todas as medidas. Outros padroes
também emergiram como: cyanobacteria e fusobacteriales agrupados corretamente ape-
nas por NUCMi e PROMi, e betaproteobacteria agrupada corretamente apenas por PROMi.

Em média, o PROMi realiza um trabalho mais consistente em agrupar as espécies,
sendo seguido pelo NUCMi e depois pelo MUMi.

Anadlise com Distancias Derivadas da Arvore de Referéncia

A arvore filogenética apresentada por Wu e co-autores [101] é composta apenas da topo-
logia. Entretanto, foi fornecida pelos autores, mediante requisi¢cao, uma arvore contendo
a distancia entre cada no e o seu no pai. Essa informacao extra permite realizar uma
andalise mais precisa do que a mostrada na Tabela 7.2.

Esta analise consiste em, primeiramente, recriar uma matriz de distancia de referéncia
R usando as medidas obtidas na arvore. Seja Parent o menor ancestral comum entre
dois nés A e B, a distancia entre A e B é a soma da distancia entre A e Parent com a
distancia entre B e Parent. Esse método de construir a matriz de distancia garante que
a mesma serd aditiva [89, Section 6.5], sendo que o algoritmo neighbor-joining sera capaz
de reconstruir corretamente a drvore original [86]. Assim, a matriz de distancia obtida
pelo método acima representa perfeitamente a arvore em si.

A segunda parte consiste em comparar a matriz de referéncia R com as matrizes
obtidas por cada uma das medidas, denotadas pela letra A. Existem métodos numéricos
para comparacao de matrizes, mas eles nao sao apropriados porque focam apenas nas
diferencas numéricas entre as matrizes. Deseja-se, nesta segunda parte, uma andlise mais
qualitativa. Dessa forma, seja R(X,Y) a distancia entre os genomas X e Y na matriz
R e, analogamente, A(X,Y) a distancia entre os genomas X e Y na matriz A; adotou-

se a seguinte metodologia de comparacao: sejam X, Y e Z trés genomas, um erro ¢
tabulado se A(X,Y) < A(X,Z) e R(X,Y) > R(X,Z), ouse A(X,Y) > A(X,Z) e
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Grupo Bacterial NUCMi | PROMi | MUMIi
actinobacteria 0.173 | 0.158 | 0.157
alphaproteobacteria 0,661 | 0,439 | 0,129
bacteroidetes 0,046 | 0,058 | 0,050
betaproteobacteria 0,134 | 1,000 | 0,054
chlamydiae 0,023 | 0,027 | 0,021
chlorobia 1,000 | 1,000 | 1,000
chloroflexi 0,017 | 0,015 | 0,015
cyanobacteria 1,000 1,000 | 0,061

deinococcus e thermus | 1,000 1,000 | 1,000
deltaproteobacteria 0,063 | 0,074 | 0,057
epsilonproteobacteria 0,857 | 1,000 | 0,104

firmicutes 0,175 | 0,934 | 0,172
fusobacteriales 1,000 1,000 | 0,308
gammaproteobacteria | 0,336 | 0,196 | 0,135
spirochaetales 0,024 | 0,027 | 0,055
tenericutes 1,000 | 1,000 | 0,222
thermotogae 0,625 1,000 | 0,041
Média 0,478 | 0,584 | 0,211

Tabela 7.3: Resultados produzidos pelas medidas MUMi, NUCMi e PROMi para o grupo

de genomas distantes. Os resultados correspondem & razao %, onde |g| é o nimero de

espécies no conjunto g e |G| é o nimero de espécies na sub-arvore GG, que é a menor
sub-arvore que contém todos os organismos de g. Essa razao mede o quao agrupados na
arvore 1" estao as espécies de g. Valores proximos de 1 indicam um agrupamento mais
coeso que valores proximos de 0. A coluna “Média” contém a média simples dos valores
de MUMi, NUCMi e PROMI.
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R(X,Y) < R(X, Z), caso contrario, um acerto serd tabulado. A pontuagdo da matriz A
é a porcentagem de acertos.

A Tabela 7.4 mostra os resultados desta nova andlise, que confirmam que PROMi é a
melhor medida. Vale ressaltar que, esta nova andlise com genomas distantes coloca NUCMi
e MUMi em situagao de igualdade.

Para ser justo com MUMi e NUCMI, ressalta-se que essas medidas nao foram desen-
volvidas para comparar genomas tao distantes como os da Tabela 7.4. Entretanto, essa
observagao proporciona uma justificativa para o desenvolvimento de uma medida como o
PROM1.

Grupo Bacterial Organismos | NucMi (%) | ProMi (%) | muMi (%)
actinobacteria 52 76,18 81,15 69,23
alphaproteobacteria 43 72,63 80,60 75,84
bacteroidetes 15 58,11 83,99 75,22
betaproteobacteria 18 65,45 76,14 64,84
chlamydiae 7 70,95 93,33 86,67
chlorobia 5 64,44 86,67 68,89
chloroflexi 5 55,56 86,67 82,22
cyanobacteria 18 62,42 78,60 72,73
deinococcus e thermus 4 80,00 93,33 73,33
deltaproteobacteria 19 71,65 76,98 60,70
epsilonproteobacteria 12 63,78 80,42 57,58
firmicutes 57 71,72 84,17 61,15
fusobacteriales 4 66,67 66,67 33,33
gammaproteobacteria 45 50,68 79,66 65,05
spirochaetales 7 67,14 87,62 61,43
tenericutes 16 80,59 75,42 62,69
thermotogae 5 51,11 95,56 64,44
Média 19,52 66,42 82,76 66,78

Tabela 7.4: Porcentagem de acertos das medidas MUMi, NUCMi e PROMi por grupo de
organismos. Valores préximos de 100 indicam uma maior semelhanca com a matriz de
referéncia. A coluna “Média” contém a média simples dos valores de MUMi, NUCMi e
PROMI.

7.4 Publicacoes

Este capitulo foi apresentado em dois resumos estendidos na conferéncia BSB’2011 (Bra-
zilian Symposium on Bioinformatics) realizada em Brasilia [39]. O primeiro resumo es-
tendido “Two new whole-genome distance measures” (Ulisses Dias, Zanoni Dias e Joao
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C. Setubal) apresenta as medidas NUCMi e PROMi da forma definida neste capitulo. A
andlise utilizou a drvore consenso (MAST) como mostrado na Tabela 7.1 para genomas
préximos e pela Tabela 7.2 para genomas distantes.

O segundo resumo estendido “FEwvaluation of genome distance measures using tree-
derived distances” (Ulisses Dias, Zanoni Dias e Joao C. Setubal) descreve a metodologia
para comparar as matrizes de distancias geradas usando as medidas NUCMi, PROMi e
MUMi com uma matriz de referéncia derivada de uma arvore de referéncia que informa a
distancia entre cada né e o seu né pai [37]. Este resumo estendido apresenta a Tabela 7.4
como resultado final da analise.






Capitulo 8

Consideracoes Finais

Esta tese relata seis trabalhos distintos na area de comparacao de genomas. Para facilitar
a descricao dos resultados, dividiu-se a tese em quatro partes: conceitos basicos, distancia
de transposicao, distancia de reversao simétrica e distancia nao vinculada a nenhum tipo
especifico de rearranjo.

A primeira parte, conceitos basicos, retine uma série de trabalhos relevantes. A quan-
tidade de informacao fornecida depende da importancia de cada trabalho para esta tese.
Em especial, os trabalhos de Bafna e Pevzner [9] e Elias e Hartman [46] foram expostos
em detalhes.

A segunda parte, distancia de transposicao, é constituida de duas abordagens. A pri-
meira, mostrada no Capitulo 2, utiliza os trabalhos de Bafna e Pevzner [9] e Elias e Hart-
man [46] como ponto de partida para um grupo de heuristicas. Essas heuristicas compdem
um algoritmo capaz de ordenar as permutacoes de entrada com menos transposicoes. Esse
algoritmo foi também comparado a outros encontrados na literatura, ocasiao em que se
exibiu a superioridade de duas versoes que usam look-ahead ante os demais. Entretanto,
as versoes que usam [ook-ahead exigem mais tempo para concluir o processamento.

A segunda abordagem, mostrada no Capitulo 3, modela a distancia de transposicao
com técnicas de programacao em légica com restricao. Dois paradigmas foram usados:
Satisfacao de Restrigao e Otimizagao de Restricao. O primeiro paradigma ofereceu me-
lhores resultados usando o tempo de processamento como critério. Vale ressaltar que,
ao contrario do algoritmo especificado na primeira abordagem, esses modelos fornecem a
distancia exata e nao um valor aproximado.

A terceira parte desta tese descreve os avancos obtidos no contexto de reversoes, em
particular, reversoes quase-simétricas. Trés capitulos compoem essa parte. O primeiro
deles, Capitulo 4, introduz uma ferramenta de simulacao, SIB, para estudar propriedades
do problema. A ferramenta foi validada qualitativamente e concluiu-se que realiza um
bom trabalho de simulagao.
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O segundo capitulo relacionado a reversoes, Capitulo 5, fornece um arcaboucgo compu-
tacional introdutério para o problema da distancia de reversoes quase-simétricas. Uma de-
finigao formal foi proposta e uma série de lemas e conjecturas foram apresentados. Alguns
algoritmos foram implementados, tanto algoritmos gulosos para permutacoes genéricas
quanto algoritmos exatos para algumas familias de permutacoes pré-definidas. Acredita-
se que esse foi um passo importante para solucionar o problema, que continua em aberto.

O Capitulo 6 foi inspirado em reversoes simétricas, mas uma generalizacao contem-
plou todos os tipos de reversoes na ferramenta SIS, cujo propésito é a geracao de scaffolds
usando assinaturas de reversao. Varios experimentos mostram que SIS é a melhor ferra-
menta para esse proposito com genomas bacteriais.

A quarta parte difere das demais por nao tratar diretamente de eventos de rearranjo
de genomas. O Capitulo 7 introduz duas medidas de distancia entre genomas: NUCMI,
adequada para espécies proximas e PROMi, adequada para espécies distantes. Essas me-
didas indicam a proximidade dos genomas calculando as regioes conservadas. Tais regioes
estao localizadas em diferentes porcoes dos genomas, dado a presenca de varios tipos de
rearranjos. NUCMi e PROMi levam esse fator em consideracao e sao capazes de fornecer
resultados na presenca de rearranjos.

Todos os trabalhos tratados nesta tese foram apresentados em congressos importantes
na area de bioinformética e publicados em seus anais. No total, foram obtidas 8 pu-
blicagoes, divididas em artigos completos e resumos estendidos em congressos nacionais e
internacionais. A Tabela 8.1 resume os trabalhos produzidos durante esta tese.

Congressos
Nacional Internacional Total
Trabalho Completo [32] [35,38,40,41] 5
Resumo Estendido [37,39] [36] 3
Total 3 ) 8

Tabela 8.1: Resumo da producao cientifica.

Varios tépicos tratados nesta tese continuam em aberto. Espera-se ter produzido uma
contribuicao para auxiliar o entendimento dos varios mecanismos envolvidos na evolugao
dos genomas, particularmente por rearranjo de genomas.



Apeéendice A

Revisao Bibliografica para a
Distancia de Transposicao

Este apéndice apresenta uma série de resumos de artigos disponiveis na literatura cientifica
para o problema da distancia de transposicao. Os artigos foram escolhidos de modo a
contextualizar o Capitulo 2 e o Capitulo 3. Ambos os capitulos lidam com o problema
da distancia de transposicao, problema este que ja conta com uma extensa quantidade de
trabalhos publicados.

Pretende-se, com este apéndice, tornar a tese auto-contida, permitindo que a mesma
seja lida e entendida sem a necessidade de textos adicionais.

A.1 Sorting by Transpositions [9]

Este trabalho é um dos primeiros a tratar o problema da distancia por transposigoes,
apresentando limitantes para o problema e um algoritmo capaz de fornecer uma resposta
aproximada na razao de 1.5.

Representando um genoma por uma sequéncia de genes m = (m g ... 7,), uma
transposigao p(i, j, k), onde 1 <i < j < k < n+ 1, é uma operacao em que dois blocos
de genes lado a lado trocam de lugar, de modo que o intervalo [i, 7 — 1] de 7 seja inserido
entre m,_1 e m,. No trabalho de Bafna e Pevzner, assume-se que a permutacao m foi
estendida para incluir os pares de elementos 1y =0 e 7,1 = n + 1.

Dados dois genomas 7 e o, o problema da distancia de transposicao consiste em obter
o nimero minimo t de transposicoes p1, pa, - - - , p; tais que wp1ps ... pp = 0. A distancia de
transposicao entre 7 e o é igual & distancia entre o~ !7 e a permutacao identidade. Nesse
caso, ordenar por transposi¢ao objetiva encontrar a distancia d(m) entre um genoma 7 e
a identidade.

O trabalho aborda duas maneiras para lidar com o problema, uma delas com o conceito
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de breakpoints e a outra com uma representacao chamada de grafo orientado ciclico com
arestas de cores alternadas, ou simplesmente grafo de ciclos. Devido a grande importancia
dessas abordagens e a frequéncia com que aparecem em trabalhos posteriores, ambas serao
detalhadas nas proximas segoes.

A.1.1 Breakpoints

Dada uma permutagao estendida © = (mg 71 ... T, Tpi1), define-se um breakpoint
como o par (m;, mi11), Vi € [0,n] se ;11 # 7 + 1. Representa-se por b(7) o nimero de
breakpoints na permutagao mw. Breakpoints podem ser entendidos como os elementos que
ainda precisam ser ordenados. Assim, ordenar uma permutacao se resume em diminuir o
nimero de breakpoints até zero, o que corresponderia a uma permutagao identidade.

O conceito de breakpoint permite definir um limitante inferior para o problema da
distancia por transposi¢do. Observa-se que, em uma dada transposigao, p(i,j, k) as
modificagdes ocorrem apenas em trés pontos da sequéncia, entre os elementos [m;_1, ],
[Tj_1,m;] e [mk—1,T]. Dessa forma, uma transposi¢do pode no maximo diminuir em trés
a quantidade de breakpoints, o que gera o seguinte limitante:

b(m)

A.1.2 Grafo Orientado Ciclico com Arestas de Cores Alternadas

Um grafo G(m) orientado ciclico com arestas de cores alternadas é composto por um
conjunto de n + 2 vértices numerados de 0 a n + 1 e um conjunto de 2(n + 1) arestas
orientadas e coloridas de duas formas:

Arestas cinzas: orientadas do vértice rotulado com 2 — 1 ao vértice rotulado com ¢, para
todo i € [1,n + 1]

Arestas pretas: orientadas do i-ésimo vértice ao (i — 1)-ésimo vértice, para todo ¢ €
1,n+1].

Para cada vértice existe uma aresta cinza de entrada pareada com uma aresta preta de
saida, o que permite uma unica decomposicao do grafo em ciclos C' de cores alternadas.
A Figura A.1 mostra o grafo de ciclos da permutagao 7 = (4 25 3 1). O exemplo da
figura nao pertence ao trabalho original e foi adicionado para facilitar a compreensao do
grafo de ciclos.

O tamanho de um ciclo é dado pelo nimero de arestas pretas. Um ciclo com k arestas
pretas é dito um k-ciclo. Um ciclo pode ser classificado em par ou impar de acordo com
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-

—— Arestas pretas
—-—-Arestas cinzas

Figura A.1: Grafo de ciclos para a permutacao m = (4253 1)

seu tamanho k. Se k for par, entao o ciclo é par e, por outro lado, se k for impar, entao
o ciclo ¢ impar.

Como existem 2(n+1) arestas e a identidade possui n+ 1 ciclos de tamanho 1, conclui-
se que ordenar uma permutacao implica encontrar um conjunto minimo de transposi¢oes
que aumentam o nimero de ciclos até n + 1. Dessa forma, denominando ¢(7) o nimero
de ciclos e A.(p) = ¢(mp) — () a variagao sofrida no nimero de ciclos em decorréncia da
transposicao p, o trabalho apresenta o Teorema A.1.

Teorema A.1 Se apds uma transposicao p hd variagcdo no nimero de ciclos, entdo essa
variagdo é sempre de 2, para mais ou para menos, ou seja, Ac(p) € {—2,0,2}.

O Teorema A.1 permite definir o seguinte limitante inferior:

n+1l—c(r
d(m) > ")
2
A identidade possui apenas ciclos impares, entao um limitante que leve em consi-
deracao as alteracoes no numero de ciclos impares tende a ser mais preciso que o li-
mitante obtido pelo Teorema A.1. Assim, seja C,qq(7) 0 nimero de ciclos impares e
Ac,.(p) = Coda(mp) — Coqa(m) a variac@o sofrida no ndmero de ciclos impares em de-
corréncia da transposicao p, o trabalho apresenta o Teorema A.2.

Teorema A.2 Se apds uma transposicao p hd variacao no numero de ciclos impares,
entdo essa variagao € sempre de 2, para mais ou para menos, ou seja, A, ,,(p) € {2,0,—2}.

O Teorema A.2 gera o seguinte limitante inferior, mais préximo da distancia real que
o limitante definido anteriormente:

n+1— cogq(m)
d(m) >
m > 1
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A.1.3 Propriedades do Grafo de Ciclos

Para representar um ciclo C' em um grafo de ciclos G(7), numera-se as arestas pretas de
1 até n+ 1 em G(m), onde rétulo i é atribuido & aresta preta de m; a m;_1. Apds isso,
lista-se os rétulos das arestas pretas na ordem em que aparecem em C'.

Por exemplo, a Figura A.1 possui dois ciclos C e C5 com 4 e 2 arestas pretas respec-
tivamente, como é mostrado na Figura A.2. Iniciando a leitura do ciclo C pela aresta
cinza que sai do elemento m; = 4, temos que os rétulos lidos no grafo G(7) sao 3,4,6,2.
Dessa forma, Cy = (3,4,6,2).

C:
1 R
- /<\'_;\‘<\/\\ ~~ /// /// - < \\
/vt WY N v s R N
0 de—2«—5<«—3 1«<—©6 0<«—14 2 5 3<+—1 6

—— Arestas pretas
— - Arestas cinzas

Figura A.2: Ciclos C} e Cy para a permutagao 7 = (425 3 1).

Como existem k formas de se escrever um k-ciclo, dependendo do elemento em que se
inicia a leitura do ciclo em G(7), assume-se que o primeiro rétulo do ciclo deve representar
a aresta preta que estd mais a direita em G(m). Dessa forma, C; = (6,2, 3,4) e, de modo
analogo, Cy = (5, 1).

O Teorema A.2 afirma que uma transposicao p pode aumentar no maximo em 2 o
nimero de ciclos impares. Para agilizar a ordenacao de uma permutacgao, é desejavel
maximizar o nimero dessas transposicoes. Alguns conceitos sobre ciclos sao relevantes
para decidir se tais transposicoes sao possiveis.

Um ciclo C' = (iy,19, . ..,1) é dito ndo orientado se i; < iy < ... < iy; caso contrario,
C é dito orientado. A classificacao dos ciclos em orientados e nao orientados é importante,
como mostram os Teoremas A.3 e A 4.

Teorema A.3 Se eziste um ciclo orientado em G(w), entdo € possivel encontrar uma
transposicao que aumente em 2 o numero de ciclos.

Teorema A.4 Se existe um ciclo orientado em G(7), entdo ou € possivel encontrar uma
transposicao que aumenta em 2 o numero de ciclos impares ou € possivel encontrar uma
sequéncia de trés transposi¢oes que alteram em (0,2,2) o nidmero de ciclos impares.

Quando nao existem ciclos orientados nao é possivel utilizar o Teorema A.4, mas o
trabalho descreve um rigoroso estudo de caso a fim de derivar uma algoritmo capaz de
fornecer uma resposta aproximada na razao de 1.5.
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A.2 Sorting permutations by block-interchanges [26]

O trabalho aborda uma operacao chamada troca de blocos. Uma troca de blocos é um
evento que nao ocorre realmente na natureza, mas cuja solucao pode auxiliar na resolucao
do problema da distancia da transposicao, pois uma troca de blocos ¢ uma generalizacao
de uma transposi¢ao que possui solu¢ao em tempo polinomial.

Dada uma permutacao m = (m; 7o ... 7,), uma troca de blocos p(i,j, k,[), onde
1<i<j<k<l<n+1,éuma operacao em que dois blocos [m;...m;_1] € [mg ... m_1]
sao trocados de posicao. A transposicao é uma troca de blocos consecutivos onde j = k.

O artigo utiliza o conceito de breakpoints definido por Bafna e Pevzner [9]. Assim, em
uma dada permutacao 7, acrescenta-se inicialmente dois elementos mp =0 e 7, 1 =n+1
e, apos isso, define-se ¢ como um breakpoint se 1 < i <n+1lem —m_1 # 1. Uma
operacao de troca de blocos pode alterar em 4 o niimero de breakpoints.

O resultado principal do trabalho é apresentar um método que resolve o problema em
tempo polinomial ao utilizar apenas o conceito de breakpoint, apesar de usar a estrutura
de grafo de ciclos de cores alternadas para provar que o método resolve o problema de
forma exata.

O algoritmo parte do principio de que, para qualquer permutacao m que nao seja
identidade, existe uma troca de blocos especifica que remove no minimo dois breakpoints.
Para encontrar essa operacao de troca de blocos, utiliza-se o seguinte procedimento: se
m nao ¢ identidade, entao existem no minimo dois elementos = e y, tais que x < y mas
7=[..y...x...]. Dessa forma, sendo o menor valor possivel em que isso ocorre, entao
x — 1 deve estar a esquerda de y em 7 e, de modo analogo, y + 1 deve estar a direita de x.

Assim, a operagao de troca de blocos transforma a permutacio 7 = (1 ... = —
1 ...y ...z...y+1 .. Jema =1 ...2—1z ... yy+1 ...). Dessa forma, a
operagao possui os seguintes parametros: p(r ' (z—1)+ 1,7 (y)+ 1,7 (z), 7~ (y+1)).
A aplicacao de trocas de blocos sucessivas com esses parametros ocorre até a obtencao da
identidade. O artigo original provou que o algoritmo que aplica essas trocas de blocos até
obter a permutagao identidade ordena m com o menor niimero possivel de operagoes.

A.3 Sorting a Bridge Hand [47]

O trabalho apresenta um limitante superior que demonstra ser possivel ordenar qualquer
permutagao de tamanho n > 9 usando no maximo |2(n—1)/3] transposi¢oes. Além disso,
os autores fornecem uma expressao exata para a distancia entre uma permutacao e a sua
reversa, notadamente [(n + 1)/2]. Por fim, o trabalho esclarece que a distancia entre
uma permutagao e sua reversa nem sempre caracteriza o diametro, como conjecturava-se
anteriormente [27,74], com o primeiro contra-exemplo surgindo para n = 13.
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A.3.1 Modelo toroidal de permutacoes

Estende-se uma permutacao arbitraria 7 para uma permutacao circular 7° ao inserir um
elemento 0, que sera o predecessor de m; e sucessor de m,. Por exemplo, uma permutagao
original (3 1 2) pode ser estendida a (0312)=(3120)=(1203)=(2031). Para
obter a permutacao original basta remover o elemento 0 e configurar o sucessor deste
como primeiro elemento.

Partindo-se de uma permutacao circular 7°, define-se a operacao:

m+7°=(m m+m m+m...m+m,) (modn+1)

onde m é um numero inteiro. Por exemplo, dada uma permutagao m = (3 1 2),
e =(0312)
1+7° =(1023)
247 =(2130)
3+ =(3201)

A permutacao toroidal 7w é a classe de equivaléncia gerada a partir de 7°. Assim,
(3122 =(231°=(213)=(132)° E interessante notar que, dadas duas
permutagoes circulares 7° e m + 7°, se uma sequéncia de transposigoes transforma 7° em
L, entao a mesma sequéncia transformard m + 7° em m + ¢ = «.

O grupo simétrico S, é o conjunto de todas as permutagoes do conjunto {1,2,...,n}.
Define-se o grafo Cayley com um conjunto de vértices S,, e uma aresta orientada p(3, j, k)
de todo m € S, para mp(i,j, k). Uma sequéncia de transposi¢bes que ordena m é um
caminho de 7 a ¢. A leitura dos rétulos do caminho gera wp1ps ... p = ¢.

A inversa de uma transposicao p(i,j,k) é uma transposicao p(i,j, k)"t = p(i,r, k),
onde r =i + k — j. Isso implica que 7 = 1p; " .. .py prt. Dessa forma, é facil concluir
que, se ha um caminho orientado de 7 a o, entao existe um caminho de ¢ a 7 passando
pelos mesmos vértices. Além disso, se m e o pertencem a mesma permutacao toroidal,
entdo 7! e 07! também pertencem & mesma permutacao toroidal.

Ao unir qualquer par de arestas opostas no grafo Cayley em uma tnica aresta nao
orientada, obtém-se um grafo nao orientado. Por conseguinte, ao unir em um tnico vértice
todos os vértices que pertencem a mesma permutacao toroidal é obtido o grafo toroidal.

A.3.2 Algoritmo Otimo para a Inversa da Identidade

Sejawg = (nn—1 ... 21) ainversa da identidade, o trabalho apresenta um algoritmo
6timo capaz de efetuar a ordenacao por transposicao.

Teorema A.5 Para n > 3, € possivel ordenar wy em [(n + 1)/2] transposi¢oes e essa
ordenacao € otima.
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Inicialmente, para permutacoes de tamanho impar n = 2k + 1, é possivel ordenar
usando k + 1 transposi¢oes. Primeiramente, move-se o bloco [k + 1 k| para o inicio da
permutagao, logo em seguida [k + 2 k — 1] é inserido no meio do bloco recém movido.
Esse invariante continua até que o tltimo bloco a ser movido seja [n 0], depois do qual a
permutacao serd (k+ 1...n 0...k), um equivalente toroidal da permutagao identidade.
Para n = 2k é possivel utilizar um algoritmo similar.

E necessério, entretanto, verificar que o algoritmo é 6timo. Definindo descent em uma
permutagao m como a ocorréncia de [my 71| tal que m, > w1, O trabalho apresenta o
Lema A.1, cuja demonstracao nao sera apresentada neste resumo.

Lema A.1 O nidmero de descents em uma permutagao pode decrescer de no mdzimo dois
por transposicao.

A permutacgao wg possui n — 1 descents, enquanto ¢ nao possui nenhum. E possivel
perceber que a primeira e a ultima transposi¢ao sé poderao diminuir em 1 o nimero de
descents, enquanto que as transposigoes intermediarias do algoritmo alcancam o limitante
do Lema A.1. Dessa forma, o nimero minimo de transposicoes intermedidrias é (n—3)/2.

A.3.3 Limitante superior para o problema do diametro

O diametro é a maior distancia possivel entre duas permutacoes de um dado tamanho n.
Pode-se também definir o diametro como a maior distancia entre ¢+ e uma permutacao
arbitraria:
d(n) = maxd(m)
TESy
Teorema A.6 Um limitante superior para o numero de transposi¢oes necessarias para
ordenar uma permuta¢ao © de tamanho n é d(n) < |2(n —1)/3] paran > 9.

A demonstragao do limitante superior do Teorema A.6 esta fora do escopo deste resumo
por necessitar de uma série de passos adicionais.

A.3.4 Conjecturas sobre o diametro

Os valores de d(n), para n < 10 foram calculados por um algoritmo de busca em largura
aplicado na construcao do grafo Cayley. Como o grafo Cayley possui O(n3n!) arestas, uma
outra heuristicas foi utilizada para determinar os valores do diametro para 11 <n < 15.

Define-se um k-move como uma transposigao p tal que mp tem k pares [z = + 1] a
mais que 7. Um contra-exemplo minimo para a conjectura d(n) = [(n 4+ 1)/2] ndo pode
permitir um 2-move ou um 1-move seguido por um 3-mowve.
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Para n < 13 foi realizada uma busca em todos as permutacoes toroidais que satisfazem
essa restrigdo e, para cada uma delas, verificou-se quais podem ser ordenadas em [(n +
1)/2] transposigoes. Para n = 11 e n = 12 nao foram encontrados contra-exemplos, mas
para n = 13 foi encontrada a seguinte permutagao: (43215131211109876).

Além dessa, outras quatro permutagoes que também necessitam de 8 transposicoes
foram encontradas. Observe que wy de tamanho 13 pode ser ordenado com 7 transposigoes.

Para n = 14, o Teorema A.5 mostra que d(wy) = 8, o que corresponde ao limitante
superior do diametro pelo Teorema A.6. Dessa forma, nenhum célculo precisa ser feito.

Para n = 15, a permutacao (432151514 13 12 11 10 9 8 7 6) exige a ocorréncia de
9 transposigoes, enquanto wy necessita apenas de 8.

O trabalho afirma que, baseado no que sugerem os experimentos, os padroes que sao
especialmente dificeis de ordenar para n = 13 e n = 15 deixam de ser dificeis para n
maiores. Dessa forma, os autores conjecturaram que, para todo n > 3, exceto para
n=13en=15,d(n)=[(n+1)/2].

A.4 A 1.375-Approximation Algorithm for Sorting
by Transpositions [46]

O trabalho apresenta um algoritmo que fornece resposta aproximada na razao de 1.375
para o problema da ordenagao por transposicoes. O trabalho introduz outros resultados
interessantes como, por exemplo, a apresentacao de um novo limitante inferior para o pro-
blema do diametro de transposicoes e a determinacao exata do diametro para permutacoes
simples e 2-permutagoes.

Muitos dos conceitos preliminares apresentados no trabalho decorrem de trabalhos
anteriores e recomenda-se a leitura da Secao A.l, principalmente no que diz respeito a
introducao do grafo de ciclos, que no trabalho de Elias e Hartman é chamado de grafo de
breakpoints.

Uma técnica comum em rearranjo de genomas consiste em transformar permutacgoes
com ciclos longos (maiores que 3) em permutagoes simples, que sao aquelas permutagoes
que possuem ciclos de tamanho menor ou igual a 3. Quando uma permutacao possui
apenas ciclos de tamanho 2, ela é chamada de uma 2-permutagao. Analogamente, se uma
permutacao possui apenas ciclos de tamanho 3, ela é chamada de uma 3-permutacao.

A transformacao de uma permutagao em uma permutacao simples é feita com a in-
ser¢ao de novos elementos [58]. Seja 7 a permutacao obtida inserindo elementos em T,
entao d(m) < d(7). A transformagao é dita segura (do inglés safe) se ela mantém o limi-
tante inferior do Teorema A.2. Vale ressaltar que uma transforma segura apenas mantém
o limitante inferior e nao a distancia real.
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O algoritmo apresentado no trabalho primeiramente transforma uma permutacao m
em uma permutacao simples equivalente 7 e, em seguida, ordena 7. Dessa forma, a maior
parte do trabalho é dedicada a encontrar resultados para permutacoes simples e ciclos
curtos.

A.4.1 Diametro de transposicao

Como os resultados sao obtidos para permutacoes circulares, os limitantes devem ser
modificados para permutagoes lineares. Para tanto, basta lembrar que ordenar uma per-
mutacao linear de tamanho n é equivalente a ordenar uma permutacao circular de tamanho
n+1[75].

Teorema A.7 O limitante superior do diametro de transposi¢ao TD(n) para o grupo
simétrico de tamanho n € dado por:

TDm)ng+1J
Teorema A.8 O diametro de transposi¢ao T D2(n) para 2-permutagées de tamanho n é

dado por:
TD2(n) =

|3

Teorema A.9 O diametro de transposicao T DS(n) para permutagoes simples de tama-

nho n € dado por:
n

TDSW):L—J
2

O resultado mais importante estd relacionado com o limitante superior encontrado
para o diametro de 3-permutagoes T'D3(n), que sdo as permutagoes m que produzem um
grafo de ciclos G(m) composto por ciclos de tamanho 3. Esse limitante superior é a base
para o algoritmo de aproximacao 1.375. A prova exige uma rigorosa analise de casos.
Entretanto, como sao muitos casos, foi desenvolvido um programa de computador que
sistematicamente analisa todos eles.

O objetivo da analise de casos é mostrar que para toda 3-permutagao com no minimo
8 ciclos existe uma (z,y)-sequence tal que z < 11 e . < %. A notagao “(z,y)-sequence”
de transposicoes indica uma sequéncia de x transposicoes, tais que no minimo y delas sao
2-moves. Por exemplo, um 0-move seguido de dois 2-moves consecutivos ¢ denominado
uma (3,2)-sequéncia.

O algoritmo de ordenacao usa a idéia de ordenar a permutacao aplicando repetida-

11

s = 1.375 obtém-se a razao de aproximagao.

mente (11,8)-sequences e como
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Algoritmo 15: Elias e Hartman
Data: =
Transformar a permutagao m em uma permutacao simples &

Verificar se hd uma (2,2)-sequence e aplicé-la

Enquanto G(7) possuir 2-ciclos, aplicar 2-moves

Enquanto G(7) contém no minimo 8 ciclos, aplicar uma (11,8)-sequence
Enquanto G(7) contém um 3-ciclo, aplicar uma (3,2)-sequence

Gerar a ordenacao de 7 usando a ordenagao de 7

O algoritmo possui complexidade tempo de O(n?).

A.5 New Bounds and Tractable Instances for the
Transposition Distance [69]

O trabalho apresenta novas classes de permutagoes trataveis para o problema da distancia
de transposicao. Também sao apresentados novos limitantes para o problema.

O ponto de partida é o estabelecimento de uma conexao entre uma variante do grafo da
permutacao (Segao A.5.2) e do grafo de ciclos (Segao A.1). Entretanto, antes de identificar
essa conexao, ¢ necessario conhecer um pouco da nomenclatura usada. Os conceitos serao
mostrados supondo conhecimento prévio sobre o exposto na Secao A.1.

A.5.1 Conceitos Iniciais

Sendo G(m) um grafo orientado ciclico de arestas de cores alternadas criado a partir da
permutacao m, como visto na Se¢ao A.1, e C' um ciclo que pertence a sua decomposicao
Unica, diz-se que C' é nao-orientado se contém exatamente uma aresta cinza orientada da
esquerda para direita; caso contrario, C' é dito orientado.

Sendo ¢(G(w)) o nimero de ciclos de G(w), define-se um k-move como uma trans-
posicao p tal que ¢(G(pr)) = ¢(G(w)) + k. Bafna e Pevzner [9] mostraram que uma
transposi¢ao que age em exatamente dois ciclos ¢ uma 0-move.

As trés préoximas definigoes sao relacionadas ao modo como dois ciclos C; e Cy intera-
gem. Sendo I o intervalo definido pelo menor e maior indices dos vértices que pertencem
a C', temos:

e () contém C se I, D I¢, e nao ha arestas pretas de € pertencendo a I¢,.

e (] e (5 se cruzam se C7 nao contém C5 e ha no minimo uma aresta preta de C
pertencente a Cj.
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e (] e (5 se entrelacam se, ao ler as arestas pretas de C; e (s da esquerda para a
direita, uma aresta de cada ciclo é lida alternadamente.

Uma permutacao 7 é reduzida se b(m) = n—1, m; # 1 e m, # n, onde b(7) representa o
nimero de breakpoints de m (Se¢ao A.1). Christie [27] mostrou que qualquer permutagao
pode ser unicamente transformada em uma permutacao reduzida sem afetar a distancia.
Encontrar a permutagao reduzida gl(m) consiste em decompor m em r strips, que sao
intervalos maximais que nao contém breakpoints. Depois disso, remove-se a primeira strip
se ele comecar com 1, a r-ésima strip se ela terminar com n e substitui-se todos as outras
strips pelo seu menor elemento. Por fim, a sequéncia resultante é renumerada de modo
que o k-ésimo menor nimero seja substituido por k.

Um teorema conhecido do trabalho de Christie [27] sera ttil mais adiante.

Teorema A.10 Duas permutagoes T e o sao equivalentes por redugao se gl(w) = gl(o).
Nesse caso, d(m) = d(o).

Um conceito importante refere-se a classe de equivaléncia que engloba as chamadas
permutagoes toroidais [47]. As permutagoes toroidais sao definidas na Segao A.3.

Define-se T™ como T™ = (x+m)(mod n+1). Essa operacao serd usada para representar
a operacao m -+ 7° definida na Secao A.3, sendo 7° a permutacao circular obtida a partir
de 7:

=m . P
m+7°=0 T T .. T

A permutagao toroidal 72 é uma classe formada pelo conjunto de permutagoes recons-
truidas a partir de todas as permutacoes m + 7°, com 0 < m < n. Duas permutacoes 7 e
o pertencem a mesma classe toroidal se o € 7% (ou 7 € ¢2). Uma propriedade importante
é que se T e ¢ pertencem a mesma classe toroidal, entdo d(m) = d(o). Além disso, todo
ciclo em G(7) corresponde a um ciclo em G(o).

A.5.2 O grafoTl

O grafo I' de uma permutacao 7 é o grafo orientado com o conjunto de vértices ordenados
(m1,...,m,) e arestas (m;, 7;)|m; = j. O grafo I' pode ser decomposto em ciclos, também
denominados C' em I', onde C' = (iy,1s,...,1;) é um k-ciclo. Um k-ciclo é classificado
como impar se k é impar e, caso contrario, o k-ciclo é classificado como par. A Figura A.3
mostra o grafo I' construido para a permutagdo 7= (416257 3).

Um k-ciclo em I' é crescente se k > 3 e seus elementos podem ser escritos como uma
sequencia crescente. Por outro lado, se £ > 3 e os elementos podem ser escritos como
uma sequéncia decrescente, entao o k-ciclo é decrescente. Se o k-ciclo é crescente ou
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Figura A.3: Grafo I' para a permutagdo 7 = (416257 3)

decrescente, entao o mesmo é dito monotonico e, caso contrario, nao monotonico. Por
exemplo, na Figura A.3 o ciclo (4 2 1) é decrescente, o ciclo (3 6 7) é crescente e o ciclo
(5) é nao monotonico.

E importante mencionar que as defini¢oes relacionadas ao modo como dois ciclos in-
teragem, vistas anteriormente, podem ser facilmente adaptadas para um ciclo C' em T'.

A.5.3 Permutacoes vy

Uma permutacao v é¢ uma permutacao reduzida cujos elementos pares estao na posicao
correta. Logo, a permutacao v deve possuir um nimero impar de elementos. Assim, m; = ¢
para todo elemento par m;. Um exemplo de uma permutagdo v é 7= (321476985),
cujo grafo I' é mostrados na Figura A 4.

!

7 6 9 8 5

Figura A.4: Grafo I'(r) para a permutagdo m = (32147 69 8 5). Esta permutacao
¢ um exemplo de permutagoes v, que sao permutacoes reduzidas com os elementos pares
na posicao correta.

Seja m uma permutacao v arbitraria, hd uma relagao entre o niimero de ciclos pares e
impares nos grafos G(m) e I'(7):

{ Ceven(G(T)) = 2(Ceven(I'(T)));
Coad(G(m)) = 2(coaa(T(m)) — "5H).
Vale ressaltar que a classificacao de C' em pares e impares no grafo de ciclos ocorre de

acordo com o numero de arestas pretas, enquanto que a classificacao de C' em I' em pares
e impares esta relacionada ao tamanho do ciclo k.
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Uma relagao tutil é que, se dois ciclos C; e Cy em G(7) correspondem a um tnico
k-ciclo C' em T'(7), entdao C e Cy se intercalam. Além disso, ainda é possivel encontrar
informacgoes mais especificas.

1. Se k = 2, entao (1 e (5 sao nao orientados
2. Se C' é monotonico, entao C7 ou Cy sao orientados.
3. Se C' é nao monotonico e k > 4, entao C; e Cy sao orientados.

Com o conjunto de relagoes acima é possivel derivar um limitante inferior para per-
mutacoes v:
d(ﬂ) Z n — Codd(r(’ﬂ')).

Permutacoes a e

Uma permutacao o é uma permutacao reduzida cujos elementos pares estao na posicao

n+1
2

ciclo principal. Um exemplo de uma permutacao o paran =76 (325476 1).

correta e cujos elementos impares formam um ciclo monotonico em I', chamado de

E importante notar que, fixado n, s6 sao possiveis duas permutacoes . Dessa forma,
para n = 7, uma outra permutagao que atende as restrigoes é (721436 5).

Uma permutacao § é uma permutacao reduzida cujos elementos pares estao na posicao
correta e cujos elementos impares formam um ciclo nao monotoénico em I', que, de modo
analogo as permutacoes «, serd chamado de ciclo principal.

A importancia das permutagoes « e 3 é que, dado que 7 pertence a uma dessas classes
de permutacoes, temos:

d(m) = n = coaa(L'(m)) = [C] = (|C] mod 2)

onde |C| = ™ é o ntimero de elementos no ciclo principal.

As classe de permutacoes a e 5 sao restritas, mas o autor mostra que é possivel gene-
ralizar o limitante acima para todas as permutacgoes v. Logo, pelo Teorema A.10, temos
que todas as permutacoes que podem ser reduzidas para uma permutacao 7y apresentam
o limitante. Além disso, o trabalho prova o seguinte teorema.

Teorema A.11 Toda permutacdo o com um niumero n impar de elementos e cujos ele-
mentos impares ocupam posicoes impares e formam uma subsequéncia crescente modulo
n + 1 pode ser transformada em tempo linear em uma permutacao ™ redutivel a classe v,

tal que d(o) = d(m) = n — coqa(I'(7)).

Por fim, o trabalho mostra que essa equagao de distancia para permutacoes v nada
mais é do que um limite superior para a distancia de transposicao.
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Teorema A.12 Para todo m em S,,.
d(m) < n — coga(I'(7)).

Dois aperfeicoamentos do Teorema A.12 podem ser gerados: O Teorema A.13 usa a
equivaléncia toroidal e o Teorema A.14 usa equivaléncia por redugao.

Teorema A.13 Para todo m em S,,.

d(m) <n —max c,qa(T'(0)).

oET,

Teorema A.14 Para todo ™ # 1 em S,,.

d(mr) <m — max coa(I'(0)).
o€(gl(m))s

Onde m € o numero de elementos de gl(r).

O autor afirma que o melhoramento trazido pelo teorema A.13 em relacao ao te-
orema A.12 é substancial segundo os experimentos, mas é dificil expressar ou avaliar
numericamente esse melhoramento devido a dificuldade em prever a evolugao de I' sob a
equivaléncia toroidal.

A.5.4 Extensoes para permutacoes «

As permutacoes v possuem a restricao de que elementos pares devem estar no lugar
correto. Uma duivida que surge é sobre o que acontece ao sistema quando essas posi¢oes
fixas sao removidas. Uma andlise cuidadosa permite melhorar o limitante do Teorema A.12
no caso das permutacoes «.

Para inicio de analise, define-se uma permutacao k-perforation m em S, de uma per-
mutacdo o em S, da classe a, ao remover k > 1 elementos pares de I'(0) e renumerando
os elementos restantes.

Por exemplo, uma 3-perforation da permutacdo o = (3 25476 9 8 11 10 1) é
3254769811 101) =(24356871). Os proximos passos do trabalho
consistem em analisar a evolucao da estrutura de G quando é aplicada uma k-perforation
em permutacoes .

Para toda k-perforation m de uma permutacao o da classe a:

(G(m)) = coaa(G(m)) = k

e G(m) contém apenas ciclos que nao cruzam, exceto por um ciclo maior que contém todos
os outros. Isso leva a uma férmula para computar a distancia dessas permutagoes:
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d(m) =n — coaqa(T(m)) — k + (|C| mod 2),

onde |C] = 2 ¢ 6 niimero de elementos no ciclo principal.

O trabalho apresenta outros resultados menos genéricos e apresenta questoes em aberto
como, por exemplo, analisar k-perforations em permutacoes 3 e classificar as permutacoes
cujo grafo I' contém apenas ciclos que se cruzam e nao podem ser reduzidas para per-
mutacoes 7.

A.6 Polynomial-sized ILP Models for Rearrangement
Distance Problems [43]

O trabalho apresenta um modelo para a distancia de rearranjo de genomas usando Pro-
gramacao Linear Inteira (PLI). O modelo é o primeiro conhecido a possuir tamanho
polinomial. De uma maneira mais especifica, o trabalho é restrito aos problemas das
distancias de reversao e transposicao, além da distancia quando ambos os eventos sao
permitidos.

Os conceitos relacionados ao dominio de rearranjo de genomas sao fortemente baseados
nos trabalhos de Bafna e Pevzner sobre transposicoes [7] e sobre reversoes [6], além de
Hannenhalli e Pevzner [56].

Um genoma arbitrario formado por n genes serd representado como uma permutagao
m = (m my ... m,), onde cada elemento de 7 representa um gene. O genoma identidade
¢ é definido como ¢, = (12 ... n).

Utilizando essa notacao, define-se os eventos de transposicao e reversao da seguinte
maneira: uma transposigao p(z,y,z), onde 1 < x <y < z < n+ 1, é um rearranjo que
transforma 7 em pm = (T ... Tp1 Ty ... My My oo Ty—q Ty ... Tp).

Uma reversao p(x,y), onde 1 < z <y < n, é um evento de rearranjo que transforma
mem pw = (M ... My 1Ty Ty—1 .. Tgi1 Ty Ty41 --. ). E importante notar a diferenca
no numero de parametros entre os eventos de transposi¢ao e reversao, respectivamente 3
e 2. Essa diferenca sera importante para o modelo PLI.

Um modelo PLI é baseado em formulacoes matematicas. O trabalho divide essas
equacoes em dois grupos. O primeiro contém as equagoes matematicas que introduzem as
variaveis e restri¢coes que sao comuns a todos os modelos de distancia e cujo papel é garantir
que apenas as permutagoes validas serao contempladas pelo modelo. A Secao A.6.1 define
essas equacoes.

O segundo grupo envolve algumas restrigoes especificas para transposigao (Se¢ao A.6.2)
e reversao (Segao A.6.3). As restri¢oes especificas para os eventos de transposi¢ao e
reversao serao utilizadas na modelagem da distancia quando ambos os os eventos sao
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permitidos.
Nas equagoes seguintes, representa-se por motivos de clareza um elemento 7; por 7[i].

A.6.1 Restricoes comuns a todos os modelos

As varidveis bindrias B;j;, indicam se a i-ésima posicao de 7 possui valor j apés a k-ésima
operacao, onde 1 <i, j<nel <k <n:

B 1, se w[i] = j apés a k-ésima operagao
ik = L.
“ 0, caso contrario.

Dadas essas variaveis, as seguintes restrigoes garantem que a permutacao inicial e final
sao corretas, respectivamente:

B xji0 = 1, para todo 1 <4 < n.

Bi slijn—1 = 1, para todo 1 <i <mn.

E preciso, no entanto, garantir que as permutagaos intermedidrias serao vélidas. Para
isso, sao estabelecidas duas restrigoes, a primeira é que qualquer posi¢ao de uma per-
mutagao possui exatamente um valor associado a ela.

ZBijkzl, paratodo 1 <i<n,0<k<n.
j=1

A segunda restri¢ao deve garantir que todos os valores no intervalo [1..n] sejam atribuidos
a alguma posi¢ao da permutacao.

ZBW:L paratodo 1 <j<n,0<k <n.
i=1

A.6.2 Restricoes especificas para transposigoes

Para as equacgoes que representam uma transposicao, utilizou-se as variavel binarias t.pex,
definidas paratodo 1 <a<b<c<n+1letodo1l <k <n. A variavel t, indica se a
k-ésima transposigao é um evento de troca entre os blocos wla...b—1] e w[b...c— 1] de
Tr.

17 S€ Pk :p(a7 b,C)
Labck = -
0, caso contrario.
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A partir da variavel t, . é possivel definir a variavel bindria t;, que é usada para
decidir se a k-ésima transposicao modificou a permutagao.

oo L Losepr=p(@,y,2) € prpr-r - 1T F Pt
g 0, caso contrario.
Dado que a transposicao nao modificou uma permutacao, as transposicoes subsequen-
tes nao podem modifica-la também.

ty < tp_1,paratodo 1 <k <n.

Na Secao A.6.4 serao criadas restrigoes para a distancia quando os eventos de trans-
posicao e reversao sao permitidos. E interessante ressaltar que a restricao acima nao sera
incluida naquele conjunto de restrigoes.

Uma tltima restricao é necessaria para impor que, em cada passo, no maximo uma
transposicao seja executada.

n n+1

—1
"z: Z Z tabek < t, para todo 1 < k < n.

a=1 b=a+1 c=b+1

Com base nas restrigoes acima, é possivel gerar uma nova restricao que reflete as
modificacoes na permutacao causadas por eventos de transposicao.

n—1 n n+1 n—1 n i
Z Z Z Labek + Z Z Z tabek + (1 — tg) + Bijk—1 — Biji < 1,
a=i+1 b=a+1 c=b+1 a=1 b=a+1 c=b+1

para todo 1 <i,7 <n,etodo1 <k <n.
Os autores dividem a anélise do significado dessa inequacao em trés casos e apresentam
para cada caso a prova de que a formula esta correta.

1. Os valores nas posicoes ¢ < a ou ¢ > ¢ permanecem inalterados.

2. As posigoes a < i < a + ¢ — b sao preenchidas com elementos que estavam em
[b,c—1].

3. As posigoes a+c—b < i < ¢sao preenchidos com elementos que estavam em [a, b—1].

Por fim, é possivel inserir restricoes obtidas a partir de limitantes apresentados por
Bafna e Pevzner [7]. Como esses limitantes sao especificos para a distancia de transposigao,
as duas restrigdes abaixo nao participarao da modelagem da Secao A.6.4.

tyxn+k—1>LB(m o), paratodo 1 <k <n.
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ty x k <UB(m, o), para todo 1 < k < n.

onde LB(m,0) e UB(7,0) sao, respectivamente, os limitantes inferiores e superiores ob-
tidos por Bafna e Pevzner.

O modelo PLI para eventos de transposicao descrito nesta secao possui um conjunto
de variaveis e restrigoes de ordem polinomial no tamanho da permutacao fornecida como
entrada. O ntimero de varidveis ¢ O(n?) e o nimero de restrigoes ¢ O(n®).

A.6.3 Restricoes especificas para reversoes

Para as equagdes que representam reversoes, utilizou-se a variavel binaria rq, definidas
paratodo 1 <a <b<netodol<k<n. Avaridvel ry, indica se a k-ésima reversao
afeta o bloco 7[a...b] de 7.

1, se py = p(a,b)
T =
abk 0, caso contrario.

A partir da variavel r,, é possivel definir a varidvel binaria 7y, que é usada para
decidir se a k-ésima reversao modificou a permutagao.

oo L osepe=p(zy) e prpe—r T F Pt
k= ..
0, caso contrario.
Dado que a reversao nao modificou uma permutacao, as transposi¢oes subsequentes
nao podem modifica-la também.

re < rp_1, para todo 1 < k < n.

A restricao acima nao sera utilizada na modelagem da Se¢ao A.6.4.
Uma ultima restricao é necessaria para impor que em cada passo no maximo uma
reversao seja executada.

n—1 n
Z Z Tapk < Tk, para todo 1 < k < n.
a=1 b=a+1
Com base nas restricoes acima, é possivel gerar uma nova restricao que reflete as
modificagbes na permutacao causadas por eventos de reversao.
Os autores inserem duas novas restricoes que lidam com o problema da distancia de
reversao propriamente dito:

e Os valores nas posicoes i < a ou ¢ > b permanecem inalterados:
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n—1 i—1

n—1 n
Z Z Tabk + Z Z Tabk + Bijr—1 + (1 — 1) — Byji < 1,

a=i+1 b=a-+1 a=1 b=a+1
paratodo 1 <14, 7 <n,etodo1 <k <n.

e As posigoes a < i < b sofrem reversao de seus elementos:

Tavk + Bota—ijr—1 — Bijr <1,

paratodo 1 <a<b<n,a<1<bh1<j<nel<k<n.

O modelo PLI para eventos de reversao descrito nesta secao possui um conjunto de
variaveis e restricoes de ordem polinomial no tamanho da permutacao fornecida como
entrada. O nimero de varidveis é O(n?) e o niimero de restrigoes ¢ O(n®).

A.6.4 Distancia de transposicao e reversao

Para formular o problema da distancia de transposicao e reversao, usa-se as variaveis e
restrigoes definidas anteriormente, exceto, como ja fora dito, aquelas em que, no momento
de sua definicao, foi ressaltado que eram especificas para o modelo em questao.

Inclui-se a variavel z; para denotar se a k-ésima operacao, que poderia ser uma reversao
ou uma transposicao, modifica a permutacao:

L L osep=ple.y) oupp = plw,y,2) € pppi-1-- - 1T F P11
F 0, caso contrario.

Duas inequagoes sao ainda necessarias. A primeira indica que se um dado evento
de rearranjo nao modificou a permutacao, entao os eventos seguintes nao a modificam
também.

2k < 2p_1, para todo 1 < k < n.
A restrigao seguinte garante que apenas um evento de rearranjo (ou reversao ou trans-
posigao), serdo executados em cada passo.

re + tx = zx, para todo 1 < k < b.

O modelo PLI para eventos de reversao e transposicao possui um conjunto de variaveis
e restricoes de ordem polinomial no tamanho da permutacao fornecida como entrada. O
niimero de varidveis ¢ O(n*) e o nimero de restrigoes ¢ O(n").
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No restante do trabalho, os autores detalham os experimentos computacionais reali-
zados com o modelo. O resultado mais significativo é que o modelo, apesar de polinomial
no tamanho, é pouco viavel devido o tempo que demora para terminar a execucao.

A.7 Faster Algorithms for Sorting by Transpositions
and Sorting by Block Interchanges [49]

O trabalho apresenta uma nova estrutura de dados, chamada de arvore de permutagao,
com o intuito de melhorar o tempo de execucao do algoritmo de ordenagao por trans-
posi¢oes de Hartman e Shamir [57] de O(n%\/@) para O(nlogn) e do algoritmo de
ordenagao por troca de blocos de Christie [26] de O(n?) para O(nlogn). No presente
resumo, nao serao mostrados os algoritmos apresentados no trabalho, mas apenas a es-
trutura de dados criada.

A.7.1 Arvore de Permutacao

Uma &arvore de permutagao é uma arvore binaria balanceada T' com raiz r e onde cada
né da arvore possui um rétulo. Seja m = (m m ... 7,) a permutacao para qual a
arvore T foi gerada, entao T possui n noés folhas que sao rotulados como 7y, ms, ..., T,.
Os nos internos da arvore sao rotulados com o maior dos rétulos dos filhos. A Figura A.5
corresponde a arvore de permutacao gerada para ™= (96147523 8).

Figura A.5: Arvore de permutacio para 7= (9614752 3 8)

Cada né interno da arvore representa um intervalo na permutacao m, e o no raiz r
representa a permutacao inteira. E interessante notar que nao é necessario inserir ou
remover nés da arvore de permutagao apds a mesma ser criada, pois os efeitos decorrentes
de uma transposi¢ao podem ser projetados na arvore com a utilizacao de apenas trés
operacoes: build, join e split.
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A operacao build constréi uma arvore a partir de uma permutacdo e possui uma
implementacao simples: a arvore é criada das folhas até a raiz, camada por camada. Para
a criacao dos nos internos, usa-se a camada mais abaixo que foi criada no passo anterior.

O algoritmo build é mostrado abaixo. Para facilitar a legibilidade, o trabalho omite os
calculos de atribuicao do rétulo e da altura dos ndés. A complexidade do algoritmo build

¢ O(n).

Algoritmo 16: Build
Data: 7
Criar nés folhas u; para m;,1 <7 <n

U = [uy,ug,...,up

k=n

while £ > 1 do

Criar v; : L(v;) = ug;—1, R(v;) = ug; para 1 <i < |k/2]

if £ é par then

| U =[v1,02,...,08)]

end

else
Criar v : L(v) = v[k/2), R(v) = up,
U=l <i<|k/2]]U V]

end

k=1k/2]

end

return U

A operacao join recebe duas arvores 17 e 15, que representam as permutacoes m; € 7o,
respectivamente. A operacao gera a arvore 1 que representa a permutacao 7 obtida pela
concatenacao dos elementos de 7y em 7.

Vale ressaltar que T' deve ser uma arvore balanceada, ou seja, se a altura H(7;) de Ty
for maior que a altura H(Ty) de Ty acrescida de 1, entao a arvore resultante nao podera ser
construida apenas inserindo um no raiz r e adicionando 7 e T5 como filhos. O algoritmo
abaixo mostra os passos para criar a arvore 1" quando H(7) > H(T3). A complexidade
do algoritmo join é O(H(T}) — H(T»)).
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Algoritmo 17: Join
Data: 1,75
Criar um n6 7' : L(T) =T, R(t) = T5
return T
end
if H(Tl) — H(Tg) = 2 then

if H(L(T1)) > H(R(T})) then
Criar doisnés T" e T
T L(T") = R(TY),R(T") =T,
T:L(T)=LT),R(T)=T
return T

end

else
Criar tres n6s 77, 7" e T
T": L(T") = R(R(Th)), R(T") =Ty
T": L(T") = L(T1), R(T") = L(R(11))
T:L(T)=T,R(T)=T"
return T

end

end

if H(T}) — H(T») > 2 then

T = Join(L(T}), Join(R(T}), 1))
return T

end

A operacao split recebe uma arvore T', que representa uma permutacao m de tamanho
n e uma posicao m, onde 1 < m < n. A operacao retorna duas arvores T, e T;. A arvore
T, representa a permutagao m, = (m ... Tp_1) € a arvore 1} representa a permutagao

m=Tm ... T).

A idéia principal para implementar a operacao split é encontrar em 7 o caminho
P = vy, vq,...,v; que vai de 7, até a raiz r, dessa forma vy = 7, e v = m,. Calculado
o caminho P, percorre-se os elementos v; verificando se o elemento anterior v;_; esta no
lado esquerdo ou direito de v;. Se o elemento v;_; esta do lado esquerdo, entao o elemento
do lado direito de v; pertencera a arvore T,.. De modo andlogo, se o elemento v;_; esta
no lado direito de v;, entao o elemento do lado esquerdo de v; pertencera a arvore 7;. O
algoritmo abaixo mostra os passos para dividir a arvore. O algoritmo split executa com
complexidade O(logn).

Além das operagoes acima, para utilizar a arvore de permutacao sera preciso calcular
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Algoritmo 18: Split

Data: T'm
Encontrar o caminho P = vy, vy,...,v, de m,,, ar
Tr = Vo
T, = null
fori=1 To k do

if L(UZ> = Vi1 then

| T, = Join(T,, R(v;))
end

if R(v;) = v;_1 then
| T, = Join(L(v;), T))
end

end
return 7,,7T;

a posicao de um né de T na permutagao 7. Para isso, utiliza-se a nocao de que cada no
interno de T" corresponde a um intervalo na permutacao 7. Dessa forma, cada né t devera
guardar o nimero de elementos e(t) representados por ele.

Com a informagao e(t) armazenada em cada né, a posigdo em 7 do né rotulado com
m; pode ser obtida percorrendo o caminho de m; até a raiz da arvore e contando o ntimero
de elementos a esquerda de ;. Esse calculo pode ser efetuado em O(log n) para qualquer
elemento da arvore 7.

A.8 An Alternative Algebraic Formalism for Genome
Rearrangements [73]

O trabalho apresenta um novo formalismo capaz de representar problemas em rearranjo
de genomas. O formalismo diminui a dependéncia de representacoes visuais na exposicao
de argumentos, provas e teoremas.

No método cléssico, representa-se um genoma como a permutagao ™ = (w3 T ... T,),
onde 7 é uma fungao tal que 7(1) = 7, m(2) = ma,...,m(n) = m,. O formalismo algébrico
propoe que a mesma permutacao 7 seja vista como uma funcao que mapeia um dado
elemento da permutagao no elemento seguinte, em outras palavras 7(my) = mo, 7(m2) = 73
e assim por diante. Nessa nova interpretacao, o iltimo elemento 7, ¢ mapeado no primeiro:
7(mn) = m.

A motivacao desse novo formalismo é aplicar diretamente alguns resultados deduzidos
pela teoria classica e definir algebricamente, ao invés de graficamente, alguns conceitos
importantes como, por exemplo, ciclos bons e ruins, arestas pretas e cinzas, breakpoints
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e grafos de breakpoints.

A.8.1 Ciclos

Dado um conjunto base E, uma permutacao em F é uma funcao injetora f : E — E.
As permutagdo em E s@o compostas de ciclos, por exemplo, dado F = {a,b,c,d}, a
permutagao dada pelo ciclo @ = (a b ¢) significa que a é mapeado em b, que é mapeado
em ¢, que é mapeado em a. Ao elemento d, que nao aparece explicitamente, entende-se
que é um ciclo unitario (d), em que d é mapeado nele mesmo.

Duas operagoes com ciclos sao de grande importancia ao se utilizar o formalismo
algébrico: o produto e a conjugacao. O produto de dois ciclos a e 3, denotado por af,
é computado como segue: fixa-se um elemento x no ciclo do lado direito e obtém-se sua
imagem y, a imagem y ¢ usada como entrada no segundo ciclo da direita para a esquerda
e obtém-se a resposta z, que é para onde x, no produto a3, deve mapear. Caso exista
mais de dois ciclos, o processo é repetido até se alcangar o ciclo mais a esquerda.

A conjugacao de 3 por «, denotada por .3 é da forma aBa~!. Tal operacao resulta
em uma permutacao da mesma estrutura de 8, mas com os elementos “renomeados” por
a da seguinte maneira:

afa = (a(B) () - a(Br))

A.8.2 Formalisto algébrico aplicado a rearranjo de genomas

Para rearranjo de genomas, o conjunto base utilizado é E,, = {—1,+1, -2, +2, ..., —n, +n},
onde n é o numero de genes. Para cada elemento +i, o complemento na fita oposta de
DNA é chamado —i. Denomina-se v a permutagao que mapeia cada elemento de E no
seu complementar.

y= (-1 +1)(=2 +2)..(—n +n)

Para um ciclo «, o reverso dado por a~! é obtido invertendo a ordem dos elementos.

Assim, se @ = (abc) entdo a! = (cba). O complementar reverso de « é, entao, dado

por v.(a™1) ou (y.a)7 L.

Ciclos admissiveis sao aqueles que representam algum trecho de uma fita genomica e,
para isso, nao podem conter elementos —i e +i a0 mesmo tempo. Por exemplo, v definido
anteriormente nao pertence ao conjunto dos ciclos admissiveis..

Um genoma 7 é o produto de duas fitas complementares reversas m e v.(7; ). Os
problemas de rearranjos aplicados a 7 sao em geral definidos da seguinte maneira: dados
dois genomas 7, o e uma classe de operagoes p, encontre o niimero minimo de operagoes



A.9. Transposition Distance based on the Algebraic Formalism 161

da classe p que transformam 7 em ¢. Esse niimero minimo é chamado de distancia para
aquela classe de operacoes.

Algumas classes de operacoes sao mostradas no trabalho como forma de ilustrar a
utilizagao da notacao algébrica. Nas formulagoes abaixo, os literais u, v, w e x representam
elementos em uma mesma fita de 7.

Reversao com sinal: p = (u~vymv)(vymu)
Reversao sem sinal: p = (uv)(ymv ymu)
Transposicao sem sinal: p = (u v w)(yTw YTV Y7TU)
Transposicao com sinal: p = (u v yrw)(w ymv yTU)

Troca de Blocos: p = (v w)(ymw ymu)(ve)(yrx yrv)

A.9 Transposition Distance based on the Algebraic
Formalism [76]

O trabalho utiliza a abordagem algébrica de Meidanis e Dias (Se¢ao A.8) e apresenta um
algoritmo de aproximacao para o problema da distancia de transposi¢ao com razao 1.5, o
que exemplifica a viabilidade da abordagem algébrica.

O formalismo algébrico [73] propoe um modo diferente de representar uma permutagao
e insere novos conceitos como conjugacao e produto. Dessa forma, recomenda-se forte-
mente a leitura da Secao A.8 antes de iniciar esta secao.

Para uma permutagao m, cujos elementos pertencem ao conjunto E, o elemento x
é dito fixado quando 7(x) = x. O suporte de m, Supp(rw), é o subconjunto de todos
os elementos nao fixados em 7. Por exemplo, na permutacdo 7 = (0 3 1 5 4 2), com
elementos pertencentes ao conjunto F = {0,1,2,3,4,5}, os elementos 0 e 4 sao fixados e
Supp(m) = {1,2,3,5}.

Toda permutacao 7 esta associada a um conjunto FE que contém os elementos de 7.
O conjunto F é importante para saber quais elementos existem na permutacao m, pois
alguns podem ser omitidos (elementos fixados sdo normalmente omitidos). Para facilitar
a leitura, quando o conjunto E nao for mencionado, deve-se entender que ele é composto
pelos elementos {1...n}, onde n é o maior elemento que aparece em 7.

A 4rbita de um elemento x € E em 7 é o conjunto orb(z,7) = {y|ly = 7*(x) para
algum inteiro k}. No exemplo acima, a érbita do elemento 2 é {1,2,3,5}. O ntdmero
de 6rbitas de 7, com os elementos pertencendo ao conjunto F, serd denominado o(m, E)
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e o nimero de drbitas pares e impares de 7 serd denominado Ogye, (7, F) € 0,qq4(, E),
respectivamente.

Uma orbita é dita trivial quando contém apenas um elemento e nao trivial caso
contrario. Um ciclo é uma permutacao com no maximo uma Orbita nao trivial. Um
k-ciclo, k > 1, é um ciclo cujo érbita nao trivial possui tamanho k. No exemplo acima,
a permutagdo m é um 4-ciclo que pode ser representado por (1 3 5 2). Um k-ciclo é dito
impar se k é impar; caso contrario, é dito par.

Para uma permutacao 7, a decomposi¢ao em ciclos ¢ um produto de érbitas disjuntas
que representam 7. Vale ressaltar que elementos fixados sao omitidos nesta representacao.

Uma transposigao utilizando o formalismo algébrico é um 3-ciclo v = (v v w), com
u,v,w € E. A transposicao é dita aplicavel se u, v e w estao no mesmo ciclo na decom-
posigdo de . Formalmente, diz-se que w segue v, v —, » w , para o par (u,7) quando
v=m"(u), w=7r(u)e0 <k <ky<l|orb(u,n)|.

Assim, o problema da distancia de transposicao consiste em encontrar um sequéncia
de transposicgoes 71, ..., tal que 4,1 ... 11T = 0, y; é aplicavel a ;1 ...y, 1 <@ <t
e t é minimo.

O produto o7 ~! no formalismo algébrico produz érbitas correspondentes aos ciclos do
grafo de ciclos proposto por Bafna e Pevzner [9]. Dessa forma, o trabalho propoe seguir,
em linhas gerais, os passos de Bafna e Pevzner em seu algoritmo utilizando este produto.

Dados m e o (quando houver referéncias a m e o, assume-se que ambos estdo as-
sociados a0 mesmo conjunto F), uma transposigao v aplicavel a 7 é um x-move quando
o(om™1y™1) = o(on™!)+x. Em outras palavras, um z-move, com x € {—2,0, 2}, aumenta
em x o numero de ciclos no grafo de ciclos de Bafna e Pevzner [9].

Um z-move ¢ valido se a variacao de x ocorre no nimero de ciclos impares do grafo
de ciclos de Bafna e Pevzner, ou seja, opgq(on1y™1) = opgq(on™1) + 2.

Dados 7 e o sob E, dois ciclos a (|a| = ki, k1 > 2) e B (|3] = kg, ko > 2) em on~ ! sdo
ligados na decomposigao de ciclos de om ™! se ¥ —, » 7o U =y . o7 'z, u € orb(a, on )
ex €orb(f,on1).

Abaixo sao apresentados alguns lemas que auxiliam na criacao do algoritmo de apro-
ximagao na razao 1.5. Os lemas, bem como as provas (ndo apresentadas aqui, mas pre-
sentes no trabalho), foram enunciados utilizando o formalismo algébrico. Alguns desses
resultados ja eram conhecidos da literatura classica de rearranjo de genomas, como pode
ser visto na Segao A.1.

Lema A.2 Dados 7 e o e um ciclo nao orientado C = (x...y...z...) em on ‘. Para
todo z,y,z € C, o 3-ciclo vy = (x y 2), com y —,. x, transforma C em um ciclo nao
orientado em on 1y~ 1.

Lema A.3 Dados w e o, os ciclos C = (z...y...) e D= (2'...9/...) emon~! e uma
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transposicao ~y aplicavel a m formada por trés entre os quatro elementos x, vy, x' e v/,
entao:

1. Se os ciclos C' e D ndo sdo ligados, entdo ~y cria um ciclo ndao orientado em on~1y~1.

2. Se os ciclos C' e D sao ligados, entdo vy cria um ciclo orientado em on~1y=1L,

Lema A.4 Dados 7 e o, se hd um ciclo orientado em on~*

, entao hd uma transposi¢ao
aplicavel a 7 tal que v € um 2-move valido ou existem as transposi¢oes 1, Yo € 73 apli-
cadas a w, 11T e yoy1 T respectivamente que sao um O-move vdlido e dois 2-move vdlidos

respectivamente.

Lema A.5 Sejamm e o comy =y Yy —wrx, D= (x...y...) e D = (2'...y...)
dois ciclos nao orientados em on~! que ndo se cruzam, mas estao ligados. Além disso,
supondo que d(x,y) € impar. Entdo v formado por trés dentre os quatro elementos x, vy,
x' ey tais que v € aplicdvel a 7, cria um ciclo fortemente orientado.

Lema A.6 Dados © e o, se em on ' hd um ciclos fortemente orientado fortemente
cruzado com um ciclo nao orientado, entao existem dois 2-moves validos consecutivos.

Lema A.7 Dados ™ e o sem ciclos orientados em om L.

1

Se hd no minimo um k-ciclo
nao orientado com k > 3 em on ™, entao existem as transposicoes 7y, Vo € Y3 aplica-
das a ™, V1T e Y1 respectivamente que sao um 0-move vdlido e dois 2-move vilidos

respectivamente.

O pseudocodigo do algoritmo que utiliza os lemas acima é mostrado no trabalho, bem
como a comparagao com outros algoritmos existentes na literatura.
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