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INTRODUCAO
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INTRODUCAO

A capacidade de sequenciar o DNA de um organismo € uma das
exigéncias mais importantes e primarias na pesquisa bioloégica
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|dentificar e agregar informacao _ Informacoes funcionais
a sequéncia e/ou estruturais




INTRODUCAO

BIOINFORMATICA
. R Prever informacoes estruturais
: ‘ e funcionais dessas sequencias

nucleotidicas



ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

m DEFINICAO

- Comparacao de duas ou mais sequéncias por meio de buscas de
uma série de caracteres ou padroes de caracteres que estao na

mesma ordem.

m UTILIDADE

— Comparar genes de DNA’ PACIENTES ﬁﬁ 7ﬁw 7ﬁ f
- Estudar a estrutura de proteinas; AR SR
- Estudar a evolucdo molecular; CONTROLE pccerpr ACGCTT ACGCTT

ACGCTA ACGCTA ACGCTA

- Deteccao de doencas, virus, etc.

Realizar o ALINHAMENTO facilita a computacao da similaridade entre duas sequéncias



c26
c34

As sequéncias podem ser:

— Sequéncias nucleotidicas
(DNA ou RNA)

ACGT
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ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

— Sequéncias de aminoacidos
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ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

m Durante o alinhamento, as sequéncias sao organizadas em linhas e
0S caracteres bioldgicos integram as colunas do alinhamento.

Grupo de sequéncias nao alinhadas
Sequéncia 01 . GATCG G GCTAGTCGAAGTTTGAGCATGCATGTGTG
Sequéncia 02 G G GCTCGTCGAAGGAGCTGCATGTGTG
Sequéncia 03 G G GCTCGTCGAAGGAGCATG
Sequeéncia 04 [ACTTGATCGATTAGCTTCAGCTAGTGGAGCCAGTATGTGTGTG

Sequéncia 01 [ACTTGATCGATCAGCATCAGCTAGTCGAAGTTTGAGCATGCATGTGTGATG
Sequéncia 02 ----- G GCTCGTCGAAG---GAGC-TGCATGTGTGA--
Sequéncia03 ----- ['TG G GCTCGTCGAAG===GAGCATGCA=========
Sequeéncia 04 [ACTTGATCGATTAGCTTCAGCTAGT ====G===-GAGCCAGTATGTGTG-TG



ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

m O processo de rearranjo pode introduzir um ou mais espacos ou
intervalos no Alinhamento.

MISMATCH

(Substituicao)
=TT M ] q'l Tl IJ
CGUTCACTTGA | ACTTOA]
CGETCCTTAT CTTET

. . ~—— Insercoes ou Delecoes
(“Indel”) evolutivas




ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

m Tipos de Alinhamentos de Sequéncias:

- Alinhamento simples ou par-a-par: considera 2 sequéncias de
cada vez;

- Alinhamento de multiplas sequéncias: alinha varias sequéncias
relacionadas.

f Pré-requisito para: \

Analises genbmicas comparativas para identificacao e quantificacao de regioes
conservadas ou motivos funcionais em uma familia de sequéncias completas;

* Estimativa de divergéncia evolutiva entre sequéncias;

\- Perfis de sequéncias ancestrais.

J




ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

m Tipos de Alinhamentos de Sequéncias:

- Alinhamento de sequéncias a nivel de aminoacidos

4 )

Relevancia

: Molécula Biolégica Carrega informacoes
FROISEAS funcional chave ~ estruturais e/ou
funcionais

\_ J




ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

m Programas Dbaseados em Alinhamentos, independente do algoritmo
subjacente, procuram correspondéncia de bases individuais ou aminoacidos
que estao na mesma ordem em 2 ou mais sequéncias.

m Cada simbolo de sequéncia pode ser categorizado em pelo menos um dos 2
estados:

- Conservado/Semelhante: Correspondéncia
- Nao conservado: Incompatibilidade

m Os programas também modelam estados: Inseridos/Excluidos (lacunas)

ATATTAATGATTTGTAAGGTGETGTEGCARACTTG

GOTAGACGRATCATTTGTAATGTGETGGGAARCTTG

|

ATATTAATGATTTGTAAGGTGGTGCTEGEAACTTG

|1 INRAR
CCTRACACCAATCATTTGTAATGTGGTGGGARACTTS



ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

Métodos de pontuacao - conhecer o nivel de identidade ou similaridade.

- IDENTIDADE: refere-se a presenga do mesmo nucleotideo ou aminoacido na
mesma posicao em duas sequéncias alinhadas.

e VEDQKLS--KCE
¢ ldentidade | | Identidade = (6/10)*100 = 60%
T — VEE-KLTRPKCD

|||||||||

- SIMILARIDADE: é dada pelo Alinhamento que tem maior pontuacao entre
todos os alinhamentos possiveis.

< Similaridade S
e VEE-EKLTRPECD

VEDQKLS --KCE Aminodcidos com
| | caracteristicas fisico-guimicas
semelhantes (Asp/Glu e Ser/Thr)

- HOMOLOGIA: dividem a mesma ancestralidade com significado evolutivo.

E a similaridade atribuida a descendentes de um
e ancestral comum.
¢ Homologia u ;
— Ll Nao existe grau de homologla — Historla
evolucionaria




ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

Matrizes de substituicao
m Sistema de pontuacao biologicamente relevante;
m Para produzir alinhamentos biologicamente significativos

m Matrizes:
- PAM (Point Accepted Mutation)
~ BLOSUM (BLOcks Substituition Matrix) BI.AST

- Aminoacidos FASTA
- Nucleotideos




ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS
Matriz PAM

m Calcula a mutabilidade relativa de cada aminoacido.

b = -
HH v

- Valor = 0O: frequéncia de substituicao entre dois
aminoacidos é esperada ao acaso;

e o L L B B L B
AAAAAAR >
H H

4 5
CT
CT
CT
CT
CT
CT
CT

LY

- Valor < O: frequéncia € menor que a esperada.
Substituicado de dois aminoacidos ao acaso.

- Y
—

- Valor > 0: frequéncia maior que a esperada.
SubstituicaGo ndo € ao acaso. Indica maior ¢|::
probabilidade de relacado com ancestral. K |6 00442
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ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

m Calcula a frequéncia de cada par de aminoacido.

- Valor = O: probabilidade de substituicao entre
dois aminoacidos iguais;

- Valor < O: maior probabilidade de substituicao
de dois aminoacidos ser ao acaso.

- Valor > 0O: maior probabilidade de substituicao
de dois aminoacidos NAO ser por acaso. Indica
maior probabilidade de relacao com ancestral.

DmONoZ =R

L E- AT IR =2

Matriz BLOSUM
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PAM: Point Accepted Mutation

Calculada de alinhamentos globais;

Sequéncias utilizadas com pelo menos
85% de similaridade;

Usada para tracar origens da Evolucao
das proteinas.

ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

PAM x BLOSUM

BLOSUM: BLOcks Substituition Matrix

Calculada de alinhamentos locais;

Pode-se selecionar a similaridade entre as
sequéncias;

Cada matriz € gerada do resultado de uma
analise;

Usada encontrar dominios

conservados

para



Alinhamento

' Alinhamento Simples
(Local e Global)

Alinhamento Muiltiplo

" Global

 Local

TIPOS DE ALINHAMENTO

- Matriz de Pontos
- Programacao Dinamica
- Método de Palavra (K-Tuple)

- Alinhamento Progressivo

- Pontuacao Baseada em Consisténcia
- Métodos Interativos de Refinamento
- Algoritmos Geneéticos

- Modelos Ocultos de Markov

=

2 Analise de Perfis
- Andlise de Blocos

- Analise de Motivos
- e-book Bioinformatica
www.ufres.br/bicinfo/



ALINHAMENTO SIMPLES

m Alinhamento Simples: descrevem especificamente a relacao de
similaridade entre duas sequéncias quaisquer.

- Global: similaridade € contada em toda a extensao da sequéncia;
- Local: buscam pequenas regioes de similaridade

geql  GCTCATTCGACCTGACTRG e T
zoq?  GTGACTRAGACCTCTICATT =

Alinham lobal Alinh to local f. Qual celes
n EnE0 Qi IRNamenin o 1 |
/ \ \_ émelhor? /

geql GCICHATTCHACCTRRCTRI

TERCTHR FTEHT seql 9 GACCT 13 ¥
geq? GIGACTRAGRCCTITCH] seq2 9 GACCT 13
seql 13 TGACTA 18
seq2 2 TGACTA 7
ETEATT
Wratch [Mrismatch Woap seql 2 CIC !

seq2 12 CTCATT 19



ALINHAMENTO SIMPLES

m ALINHAMENTOS OTIMO OU HEURISTICO

- Alinhamento Otimo: produz o melhor resultado computacional
possivel;

- Alinhamento Heuristico: produz um resultado o mais proximo

possivel do resultado otimo, mas principalmente, produz um
resultado de maneira muito veloz.



ALINHAMENTO SIMPLES

m Como o grau de similaridade pode ser computado no Alinhamento
par-a-par:

- Programacao Dinamica

- Analise de Matriz de Pontos (Dot matrix) ALGORITMOS

- Método de palavra (k-tuple)



PROGRAMACAO DINAMICA

Algoritmo Needleman e Wunsch

m Método mais utilizado para o Alinhamento de sequéncias.

- Capaz de encontrar o melhor alinhamento para duas sequéncias
atraves da aplicacao da pontuacao de similaridades;

- Execucao relativamente rapida

- Baseado no principio de otimizacao de Bellmann

Solucao de problemas complexos através da resolucao dos seus diversos
subproblemas;

Subproblemas sao resolvidos e seus resultados armazenados pelo
algoritmo.

1. Valor da célula na diagonal superior esquerda + pontuacgao da similaridade;
F(i.])=max 2. Valor da célula acima + valor da penalidade por lacuna:;
3. Valor da célula a esquerda + valor da penalidade por lacuna.




PROGRAMACAO DINAMICA

m Problema:
- Encontre o melhor alinhamento entre pares de GAATC e CATAC.

- Use uma penalidade de intervalo linear de -4.

- Use a seguinte matriz de substituicao:

A C |G [T
A (10 (-5 |0 |-5
c |-5 |10 |-5 |0
G [0 |-5 |10 |-5
T (-5 |0 |-5 |10




PROGRAMACAO DINAMICA

m Quantas possibilidades?

GAATC GAAT-C -GAAT-C
CATAC C-ATAC C-A-TAC
GAATC- GAAT-C GA-ATC
CA-TAC CA-TAC CATA-C

m Quantos alinhamentos diferentes de duas sequéncias de
comprimento n existem?

O




PROGRAMACAO DINAMICA

Inicializacao
T C

C

A

T

A A |[C |G |T
A |10 (-5 |0 5
@ 5 |10 |-5 |0

C G |0 5 [10 |-5
T 5 |0 -5 110




PROGRAMACAO DINAMICA

Introduzindo uma lacuna

G T C
O — 1|4
C
A
T
A




PROGRAMACAO DINAMICA

Preenchimento da Matriz

G T C
R
cC |4
A
T
A




M

PROGRAMACAO DINAMICA

Preenchimento da Matriz

T C

0_—x|-4
I
C 4 -5
A
T
A
A |C |G |T
A 10 |-5 |0 -5
C c |5 |10 |-5 |0
G |0 5 |10 |-5
T -5 10 -5 |10




PROGRAMACAO DINAMICA

Preenchimento da Matriz

G A A T C
0 ——|-4—— |-8 —[-12—-16 —1-20
|
C 4 .5
A -8
|
T \-12
l
A %16
— SRR
C -20 s s o




PROGRAMACAO DINAMICA

Preenchimento da Matriz

G A A T C
O —|-4— |-8 —|-12—-16 —-20
A -8
T -112
A |18 —
c_ % hi




PROGRAMACAO DINAMICA

Preenchimento da Matriz

T C

-12—1-16 —-20

C
A -8 -4 |
T
A
A |C |G |T
A |10 |-6 |0 5
C C 5 |10 |-5 |0
G |0 5 |10 |-5
T 5 |0 |-5 |10




PROGRAMACAO DINAMICA

Preenchimento da Matriz

G A A T C
O —|-4— |-8 —|-12—-16 —-20
A 8 |4
T -112
A |18 —
c_ % P




PROGRAMACAO DINAMICA

Preenchimento da Matriz

G A A T C
O —4—|-8 —-12—-16—-20
AL I8
! S
A e TR T
i Ve




PROGRAMACAO DINAMICA

Preenchimento da Matriz

G A A T C
O —4—|-8 —-12—-16—-20
S A
LI N
A 16 12 TR T
c 0 L BT




PROGRAMACAO DINAMICA

Preenchimento da Matriz

G A A T C
0 —|-4— [-8 —|-12—-16—1-20
C -AE 5 —1-9
A8 4 ]
T 12 |8 \1
A HAa R b T
CREECIE b




PROGRAMACAO DINAMICA

Preenchimento da Matriz

G A A T C
0 —|-4— [-8 —|-12—-16—1-20
C "E 5 —1-9
A8 4 ]
T 12 |8 \1
A HAa R b T
CREIECNE ? i




PROGRAMACAO DINAMICA

Matriz final
G A A T C
O —4— |-8 —|-12—-16 —-20
|
C 4 ‘5 —1-9 — 113 [-12 1-6
A 8 |4 15 1 3 —|-7
| | |
A\ \ v \‘ ~h
T -12 -8 1 11 —7
N | \O S
A -1|6 -|12 2 11 —|7 6
| | A |C |G |T
C -20 -16 -2 Y4 11 e




CA-ATC PROGRAMACAO DINAMICA

CATA-C Traceback
G |A |A T C
0 __.|-4_.|-8__ |12 |-16__]-20
C Wy 5_49 13 112 1-6
A 8 M4 15 3|7
T 12 (8 |1 40 M1 7
A |-de T2 f2 i1 |7 e
C 20 |46 |2 |7 11

Diagonal - x; alinha comy;
Cima - y;alinha com espaco
Esquerda - x;alinha com espaco



CAAT—C PROGRAMACAO DINAMICA

CA-TAC Traceback
G |A |A T C
0 _.|-4_.|-8__.]-12__|-16_]-20
C 4 t5_2t9 k3 112 1-6
A § ha 5 M |3 |7
T 12 (3 [T o 1117
A 46 12 f2 n 7 1s
C 20 |16 |5 % 11

Diagonal - x; alinha comy;
Cima - y;alinha com espaco
Esquerda - x;alinha com espaco



CAAT—C PROGRAMACAO DINAMICA

C=ATAC Traceback
G |A |A T C
0 _.|-4_.|-8__.]-12__|-16_]-20
C 4 519 13 112 1-6
A § ha i5 i1 3|7
T A2 (3 [1 o 1117
A 46 12 f2 n 7 1s
c 120 |76 |2 |7 i

Diagonal - x; alinha comy;
Cima - y;alinha com espaco
Esquerda - x;alinha com espaco



CAAT—C PROGRAMACAO DINAMICA

—CATAC Traceback
G |A |A T C
0 4, |-8 _.]-12_-16_]-20
C 4 5 {9 13 112 16
A § ha i5 i1 3|7
T A2 (3 [1 o 1117
A 46 12 f2 n 7 1s
c 120 |76 |2 |7 i

Diagonal - x; alinha comy;
Cima - y;alinha com espaco
Esquerda - x;alinha com espaco



GA-ATC
CATA-C

GAAT-C
CA-TAC

GAAT-C
C-ATAC

GAAT-C
—CATAC

PROGRAMACAO DINAMICA

Multiplas solucoes

Quando um programa retorna um alinhamento de sequéncia,
pode nao ser o melhor alinhamento.

Uso de pontuacées de distdncia para o alinhamento de
sequéncias

- Baseia-se em quantas mudancas Sao necessarias para
transformar uma sequéncia em outra.

- Quanto maior for a distancia entre as sequéncias, maior o
tempo evolutivo passado desde que as sequéncias
divergiram de seu ancestral comum.

- Pontuacoées de distancia fornecem um método mais natural
biologicamente do que as pontuacoes de similaridade.



MATRIZ DE PONTOS ou MATRIZ DOT

Visualizacao grafica das regides de similaridade entre sequéncias - Matriz de Identidade;
Inspecao visual de um possivel alinhamento entre duas sequéncias;

ldentificacdo de regides de pareamento intra-cadeia capazes de formar estruturas 2@ em
moléculas de RNA.

Nao fornece o alinhamento propriamente dito como resultado final - Pote

— www.isrec.isbh-sib.ch/java/dotlet/Dotlet.hitml
— Seqguéncias curias: até 10.000 caracteres

« Dotter

Detecgéo de repetlgées e Inversaes; — www.cgr.ki.se/car/groups/sonnhammer/Dotter.html

- Sequéncias até 100.000 caracteres

«+ EMBOSS Dottup, Dotmatcher

- www.emboss.arg
— Sequéncias maiores de 100.000 caracteres



MATRIZ DE PONTOS OU MATRIZ DOT

Exemplo
m Sequéncias: 2 2N
A) ATGCGTCGTT
B) ATCCGCGAT ; ol

m Passos: : | .
- Organize as sequéncias em uma matriz; |
- Coloque um ponto em cada lugar que houver um match entre duas bases;
- Trechos diagonais (indicados por linhas) sdo areas de alinhamento;
- Mais de um alinhamento pode surgir

Pontos nao dispostos na diagonal representam correspondéncias aleatorias. Nao estao
relacionadas com a similaridade entre as sequéncias



K-TUPLAS ou METODO DE PALAVRAS

Mais rapido;
Nao garante o melhor alinhamento como resultado;

Util em caso onde se busca similaridade de uma Gnica sequéncia contra um
grande conjunto de dados;

Procuram por pequenas regioes idénticas das sequéncias e as unem em
um alinhamento pelo método de programacao dinamica

Através de uma matriz de penalidade, o algoritmo calculara o alinhamento
gue teve maior valor de pontuacao.



ALINHAMENTO MULTIPLO

m Alinhamento simultaneo de muitas sequéncias de nucleotideos ou
aminoacidos.

- Encontrar padrées diagnosticos para caracterizar as familias de proteinas;

- Detectar ou demonstrar homologia entre novas sequéncias e familias
existentes de sequéncias;

- Ajudar a prever as estruturas secundarias e terciarias de novas sequéncias;
- Sugerir primers de oligonucleotideos para PCR;

- Analise evolutiva molecular.



Alinhamento
Multiplo

Global

Local

ALINHAMENTO MULTIPLO

Alinhamento progressivo

.-"-’ ! 4
- / '
|~
Pontuacio baseada em
LY 1 - - i
L consistencia
(| '-\._\
N N o
\ LY a g
! \
" "\.__
" Méetodos iterativos de
refinamento
\ |
- % J
\ — =
I‘u
I 1 Algoritmos genéticos
Hu
H"L.
™ e _,r
“ ;
, r )

Analise de perfis
Analise de blocos

Anadlise de motivos




ALINHAMENTO MULTIPLO
ALINHAMENTO PROGRESSIVO

Leva em consideracao a relacao evolutiva entre as espécies;
Utilizam as relacoes filogenéticas para gerar o resultado de alinhamento;

E um método rapido e amplamente utilizado para alinhar um grande nimero de
sequéncias;

CLUSTALW e CLUSTALX.

Residuos conservados

St il

File Edit Allgnment Trees Colors  Guality  Help

Multiple Allgnment bode — | © 55 [1q _.| / \

KAQ rm-—l:lv LG -——— r
VR REE ARVE]

_________

D1 TTO-
B ReoronamBLy Y]

Estrutura secundaria



ALINHAMENTO MULTIPLO
ALINHAMENTO PROGRESSIVO

m O procedimento basico € usar uma série de alinhamentos em pares para alinhar grupos
maiores e maiores de sequéncias, seguindo a ordem de ramificacao na arvore guia.

© 1994 Oxford University Press Nucleic Acids Research, 1994, Vol. 22, No. 22 4673—4680

CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive
multiple sequence alignment through sequence weighting,
position-specific gap penalties and weight matrix choice

Julie D.Thompson, Desmond G.Higgins* and Toby J.Gibson*
European Molecular Biology Laboratory, Postfach 102209, Meyerhofstrasse 1, D-69012 Heidelberg,
Germany

Received July 12, 1994; Revised and Accepted September 23, 1994




Pairwise alignment
Calculate distance matrix

Rooted N] tree (guide tree)
and sequence weights

Hbb_Hsmanm | -
Hbb_Hore 1 i 3
Hba_Human 3 o .
Hba _Hore 4 = 50 RE] £
Myg Phyes 5 T n R m .
GS Petra & I S T "R 1 .
Lghd Lupha 7 FH N T - L]
1 i_!r_l__% )
i Hisrse Mg Phyes
Hiba_He
Hbb_Horse
Hibks_Hu e k5 _Petma
g2 Lupls

ALINHAMENTO MULTIPLO
ALINHAMENTO PROGRESSIVO

O esquema de pontuacao compara duas posicoes de dois alinhamentos.
Duas secoes de alinhamento com 4 e 2 sequéncias, respectivamente

Alinha as sequéncias na seguinte ordem:

* [-globina humana x cavalo;

* o-globina humana x cavalo;

* As 2 a-globinas x as 2 [3-globinas;

* Mioglobina vs. as hemoglobinas;

* Cianohemoglobina x as hemoglobinas + mioglobina
* Leg-hemoglobina x todo o resto.



ALINHAMENTO MULTIPLO
PONTUAGAO BASEADA EM CONSISTENCIA

m Baseada no algoritmo de alinhamento progressivo;

m nao leva em consideracao apenas o primeiro par de sequéncias alinhadas;
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ALINHAMENTO MULTIPLO
PONTUAGAO BASEADA EM CONSISTENCIA
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ALINHAMENTO MULTIPLO
PONTUAGAO BASEADA EM CONSISTENCIA

1. Alinhamentos locais e globais emparelhados sao
computados

2. Produz uma biblioteca primaria

A 4

[

Extended Library

Y

Progressive Alignment

v

sl
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GARFIELDTHELASTF-ATCAT

GARFIELDTHEFA----STCAT

GARFIELDTHEVERYFASTCAT

3. Estendida para ser usada para a construcao de ASM de
maneira progressiva



ALINHAMENTO MULTIPLO
METODOS ITERATIVOS DE REFINAMENTO

Funcionam como os algoritmos do alinhamento progressivo;
Grupos de sequéncias sao realinhados constantemente ao longo das analises;

O alinhamento inicial nao define o resultado final;

1.1 k-mer 1.2 1.3 progressive
counting | [ UPGMA alignment
" . [ | : R iy
| 2 H |J [ Ji——=1! MSA1
. ; S S s ] —
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MSAZ alignment TREE?2 SR w
ovm—— M, ——
! — Vo= e W .
{——— 3.3 re-align MSA ' ¥ i—— —! Yes,
%{ 3.2 compute  profiles 3.4 SP " — . save
subtree profiles Score better? .o as
3.1 delete

repeat
edge from TREEZ i pe ;
giving 2 subtrees



ALINHAMENTO MULTIPLO
ALGORITMOS GENETICOS

Buscam simular o processo evolutivo no conjunto de sequéncias a serem alinhadas;
Aplicam conceito de selecao e recombinacao;
Método lento - aleatoriedade do processo

SAGA

MODELOS OCULTOS DE MARKQOV

Baseado em probabilidades estatisticas: eventos de substituicao e insercao ou delecao de
caracteres.

Abordagem progressiva que usa uma combinacao de modelagem probabilistica e técnicas
de alinhamento baseadas em consisténcia.



ALINHAMENTO MULTIPLO LOCAL
ANALISE DE PERFIS

Os perfis sao encontrados a partir da remocao de regioes altamente conservadas de
um grupo de sequéncias, oriundos de um Alinhamento Multiplo prévio.

Uma matriz de pontuacao, chamada de perfil, € entao feita, e € composta de colunas
que podem incluir matches ou mismatches, insercoes e delecoes.

Perfil pode ser utilizado para:

- Alinhar sequéncias entre si utilizando as pontuacoées calculadas para avaliar a
probabilidade em cada posicao

- Buscar sequéncias com o mesmo padrao em um banco de dados.

Desvantagem:
- Perfil produzido € apenas representativo da variacao na familia de sequéncias

- Se varias sequéncias do Alinhamento Multiplo forem similares, o perfil derivado
tera um viés em favor dessas sequéncias.



ALINHAMENTO MULTIPLO LOCAL
ANALISE DE BLOCOS

Requer, inicialmente, a selecao da regiao de maior similaridade de um alinhamento
multiplo.

As regioes alinhadas podem ser encontradas pela busca de secoes altamente
conservadas num Alinhamento Multiplo ou pela busca de padroes do mesmo
tamanho.

Esses padroes podem incluir uma regiao com um ou poucos caracteres que casem
(match), seguida de uma curta regiao separadora de caracteres que nao casem
(mismatch) e assim por diante (até que as sequéncias comecem a ficar diferentes).

ANALISE DE MOTIVOS

|ldentificar motivos em sequéncias proteicas;

Utiliza grupos de substituicdo de aminoacidos caracteristicos de cada coluna de todos os
alinhamentos dos bancos de dados BLOCKS e HSSP.

A probabilidade de cada motivo € estimada a partir das frequéncias dos aminoacidos
individuais no banco de dados SwissProt, sendo igual a o produto das somas em cada coluna



% NCBI
BLAST

Algoritmo capaz de realizar
buscas baseadas em
alinhamentos




nk

BLAST

m Basic Local Alignment Search Tool - BLAST, encontra regioes de
similaridade local entre sequéncias;

m Compara sequéncias de nucleotideos ou proteinas com sequéncias
do banco de dados e calcula a significancia estatistica das
similaridades;

m E um algoritmo de alinhamento simples, heuristico e local;

m Pode ser usado para inferir relacoes funcionais e evolutivas entre as
sequéncias, bem como para ajudar a identificar membros de familias
de genes

BLAST



Query: sequéncia submetida pelo usuario;

Subject: sequéncia do banco de dados similar a query;

BLAST

Definicoes

E-value: controla o quanto a sequéncia do banco de dados deve ser
similar a query para ser listada;

Score: medida da perfeicao do alinhamento encontrado.

SUB-PROGRAMAS BLAST

Formato da
Segqiiéncia de
Entrada

Nucleotideos
Proteinas
Nucleotideos
Proteinas

Nucleotideos

Banco de
dados

Nucleotideos
Proteinas
Proteinas
Nucleotideos

Nucleotideos

Formato da
seqiiéncia que
€ comparado

Nucleotideos
Proteinas
Proteinas
Proteinas

Proteinas

Programa
BLAST
adequado

BLASTn
BLASTp
BLASTx
TBLASTn

TBLASTIX



BLAST

E-value

Significado - determina a probabilidade do alinhamento ser devido ao
acaso;

Observar - quanto menor seu valor, melhor

- Ha menor chance do alinhamento ter ocorrido ao acaso, ou seja,
as sequéncias sao homologas.

Depende do comprimento da sequéncia query e do comprimento do
banco de dados.



1. Abrir o site da NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

BLAST
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2. Clicar em BLAST na coluna do lado direito
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3. Clicar em Nucleotide BLAST (blastn)

BLAST

“ Hucteotide BLAST: Search nucleatide databases using a nucleotide query - Mozila Firelox
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BLAST

4. Faca "copy“ da sequéncia. No campo onde diz "Enter Query Sequence" faca

"paste" da sequéncia.

a Nucleotide BLAST: Search nuclectice dotabases using o nucleatide gijery - Mogiils Firefox
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ATACCATGAACTATOGTTTAG TACATGAATT TACACACG TCAGCCOGATCAAA TG TTTAT
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BLAST

5. Nao alterar nenhum parametro e clicar o botao "BLAST".

6. Apds alguns segundos aparece a representacao esquematica dos resultados

significativos.
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A sequéncia de nucleotideos do gene do
exemplo possui:

— Nucleotideos estdao representados na
primeira barra vermelha com a indicacao
do numero de nucleétidos.

— As barras apresentadas abaixo

representam esquematicamente as

sequéncias de nucleotideos que o

programa pesquisou que apresentam um

grau de homologia mais significativo (da
mais  significativa para a menos
significativa).

http://www.esa.ipb.pt/medchem/align.html



BLAST

7. Logo abaixo da representacao esquematica das sequéncias com homologia
significativa, aparece a lista de todos os resultados com a identificacao da
sequéncia ("Sequence identifier") e os valores de "Score", de "E-value", e a
porcentagem de identidade maxima ("Max Ident") para cada sequéncia.

— 0O "Score" fornece informacao sobre o grau de homologia entre a sequéncia em questao e a sequéncia
introduzida. Quanto maior o valor, melhor sera o grau de homologia.

— O valor "E" ("Expected") € um indicador do grau de significancia do resultado da pesquisa. Quanto
menor o valor de "E" mais significativo € o resultado. O valor de "E" a partir do qual o resultado é
significativo varia com o tipo de pesquisa efetuada e os respectivos parametros utilizados. No entanto,
para uma pesquisa inicial, o valor 0,01 € um bom ponto de partida para aceitar ou rejeitar um
resultado como sendo significativo.

http://www.esa.ipb.pt/medchem/align.html



Interpretacio do Valor Esperado: Evalue

* E<10-1"° = valor muito baixo. Genes homélogos ou idénticos.
+ E<10-3 = valor moderado. Genes podem estar relacionados.
* E>1 = valor alto. Provaveis genes sem relacdo.

* 0,5 <E <1 = Regido duvidosa - “Twilight zone”

Twilight zone: nessa regido, nada ¢ garantido sobre o significado das similandades
observadas. Homologia ou ndo. nunca ¢é garantida nessa area.

BLAST



BLAST

8. Resultado completo do alinhamento para cada um dos resultados.
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— Indicacao do "Score".

— Como o alinhamento € de 100 %, o "E"
tem o valor minimo que € O indicando
um grau de significancia maximo.

— Como a sequéncia foi retirada da base
de nucleo6tidos da NCBI o mais provavel
€ que, no BLAST realizado, o primeiro
resultado seja a propria sequéncia.

http://www.esa.ipb.pt/medchem/align.htmi



CONSIDERACOES FINAIS

m Em sequéncias biomoleculares, alta similaridade de sequéncia
frequentemente implica em:

- Similaridade funcional e/ou estrutural
- Relacao evolutiva

m O Alinhamento fornece subsidios para a inferéncia, na qual é feita de
maneira razoavelmente subjetiva pelo pesquisador

- Varias variaveis influenciam o Alinhamento e podem dar resultados
diferentes

m E preciso compreender 0s programas para saber o que se esta
analisando.
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