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Abstract. With increasing availability of published genome sequences, we need
to analyse them in order to understand functional and evolutionary issues of the
organisms. A genome project, in particular for prokaryotes, consists of three
main phases: sequencing, annotation and analysis. The last phase consists of
getting an overview of the genome from the annotation and other analysis, like
comparison to other genomes, for example. This work is about genome compa-
rison. We propose methodologies and implementations for detailed comparison
of two genomes, at the DNA and their genes levels. The main goal is to provide
a set of tools for functional characterization of organisms, serving also as an
auxiliar tool for annotation. The methodologies and implementations have been
used successfully in several genome projects.

Resumo. Com o crescenteiimero de genomas s@éenciados, precisamos ana-
lisar as se@éncias geradas, com o objetivo de entender melhor caracténezac
funcionais e aspectos dos organismos estudados. Um projeto genoma, em es-
pecial de um procarioto, consiste de2s grandes fases: o d@enciamento,
anota@o e ardlise. A Ultima etapa consiste na tentativa de se obter uma
visdo global do genoma a partir da anqtac e a partir de outras aglises,
como por exemplo a compai@e com outros genomas. & nesse contexto,
comparaé@o de genomas, que este trabalho se insere. Propomos metodologias
para compara@o detalhada de dois genomas, tanto rieeh de DNA, quanto

no de seus genes, assim como a impleméotaessas metodologias. O obje-
tivo &€ fornecer um conjunto de ferramentas para caracte@afuncional do
organismo estudado, servindo taérh como ferramental auxiliar na anqiaa.

As metodologias propostas e respectivas ferramerddsrpm utilizadas com
sucesso em diversos projetos genoma.

1. Introducao

Uma forma de auxiliar na descoberta de inforegbiobgicas relevantes, a partir dos
dados gerados nos projetos genoma, passa pela detggimithas paeis que os mais di-
versos objetos envolvidos num genoma desempenham. Essds esfid muitas vezes
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relacionadoss caractesticas estruturais de cada objeto. As foee de uma protea,
por exemplo, 80 determinadas diretamente pela sua forma e estraturakssim,e” de

se esperar que a compgiacentre objetos, nas suas formas mais arias, nos tragam
pistas de relacionamentos entre eles e, por ca@seig, entre suas funcionalidades. No
caso de genomasde se esperar que a compa@entre saggncias de DNA ou de genes
sejautil na determing@o de funcionalidades comuns. A compa@@ce genomas tem
como principais objetivos: detgga de similaridades e diferegeentre genomas comple-
tos, no nvel de DNA,; identifica@o de genes ou grupos de genes envolvidos em diversas
fungdes; identificago de genes ou grupos de genes respais por caractesticas fe-
notipicas peculiares a um genoma particular; identjicade genes hoofdgos (genes
descendentes de um mesmo gene anscestral); anatagenes de genomasorcomple-
tos; e infeeEncia de relgies filogerticas entre os organismos.

O resultado principal do nosso trabalbaim conjunto de metodologias para a
comparaao de genomas, tanto noval de DNA, quanto no ivel de seus genes. Como
resultado das metodologias, implementamos as seguintes ferramentas:

e BACON - BacterialComparator — compara dois genomas nehde DNA,;
e SBACON - Self BACON — encontra repeties aproximadas num genoma; e
e EGG - ExtendedGenome&enome comparison — compara genes de dois genomas.

As metodologias e 0s programas propostos na tese foram utilizados em alguns projetos
genoma, como os das badtsXylella fastidiosa(Pierce’s disease) [11KXanthomonas
axonopodigv. citri e Xanthomonas campestns/. campestrig5], Agrobacterium tu-
mefacieng13] e Paracoccidioides brasiliensig]. Nossas participdies nesses projetos
aconteceram paralelamente ao desenvolvimento das metodologias, 0 que nos possibilitou
aprimoi-las de acordo com as demandas exigidas nos projetos.

O trabalho resultou na publicae [9], aEm da participg®o em outras seis [4, 5,
7,11, 12, 13]. Propusemos ainda um algoritmo baseado em programizgmica para
comparaao de protaias, resultando na publiGa[2]. O texto original da tese encontra-
se disporvel emhtt p://ww. dct . uf ms. br/ ~nal vo/ publ i cations/. A
utilizagdo das ferramentas desenvolvidas nos projetos, bem como as pidsicaam
alto indice de impacto obtidas, evidenciam a multidisciplinaridade e a confiibwio
trabalho.

Este texto est organizado como segue. Na&e., propomos uma metodologia
baseada em repelies aproximadas&vores de sufixos para comparar dois genomas no
nivel de DNA, aém dos programaBACON e SBACON. Na se&@o 3., descrevemos nossa
metodologia para a compagaxrde proteomas, assim como o0 programa resultaste,

Na se@o seguinte, propomos uma forma alternativa de uso da proghandaemica na
comparaao de proteias. Finalmente, na sge 5., fazemos alguns comants finais.

2. Comparaco de DNA

Um problema na comparac de dois genomas novel de DNA€ que as sa@hcias a0
longas, com ocoericias de subs@ncias com similaridades aproximadas. A preaate
tais similaridades aproximadas sugere 0 uso da prog@mdicemica na comparao.
No entanto, seus altos custos de esgatempo inviabilizam sua utilizao para tal fim.



Uma alternativa para o tratamento de @ tgias longag 0 uso deArvore de
Sufixos que nos permite determinar muito rapidamente as rdéggiexatas de uma
seqiéncia [8]. A icBiaé ento, a partir das repefies encontradas na s€qicia formada
pela concaten@o dos dois genomas, obtermos asoegiSimilares entre eles. Nossa
contribuido nesse casmuma metodologia que permite uma compacegproximada dos
genomas, a partir das repétés exatas fornecidas pelavére de sufixos. Em particular,
estamos interessados em obter as repesicnaximais aproximadas, descritas em [8], que
ocorrem em dois genomas. Repé#s maximais nos interessam porqgee sima forma
de rdo gerarmos dados redundantagjyie elas podem envolver repégs menores.

Para obtermos as repdigs maximais aproximadas, fazemos uso de estruturas in-
termeddrias como pares maximais exatos, refeticmaximais exatas, e pares maximais
aproximados, tandrh descritas em [8]. A metodologia aqui consiste basicamente num
algoritmo eficiente para percorreraavore de sufixos de dois genomas, tal que os pares
maximais exatosas) facilmente identificados. A partir dos pares maximais encontrados,
as repetides maximais exatas e 0s pares maximais aproximaaodeterminados. Pelo
fato de podermos ver um par aproximado como sendo um par exato ou aproximado com
a inclusio de algumas difereas, o0 algoritmo determina as repées aproximadas pela
juncao de pares e repelies exatas pimos uns dos outros, com regras bem definidas de
proximidade, que levam em conta o tamanho das enoras da repeto, e o tamanho
dos intervalos que separam as respectivas egoias.

O programa resultante dessa metodologia se clexuan, de Bacterial Com-
parator. A entrada para 8ACON sio as segéncias de DNA dos dois genomas, no for-
mato FASTA (formato pa@do para seugncias biobgicas). Como sda,BACON reporta:
repeti@es maximais exatas e aproximadas que ocorrem nos dois genomas)espeatic
demexatas; diferepas singulares; e blocos de ins&pae remgao. SBACON € uma outra
ferramenta desenvolvida, que segue exatamente a mesma liBhgads, O que dessa
vez o objetivoe’comparar um genoma contra ele mesmo.

No trabalho desenvolvido por Delcher e outros [6], 0 prografa&MER com-
para dois genomasvMUMMER, assim COM@ACON, & baseado erarvore de sufixos; e
usa o conceito demaximal unique matcfMUM), uma se@iéncia que ocorre exatamente
uma vez em cada genoma, e que pode ser encontrado olhandmnaotarno daarvore
de sufixos, tal que ess® iriterno tem apenas dois fihos qumg0lhas e que represen-
tam posjées em genomas diferentes.eil das difereras metodalgicas entra8ACON
e MUMMER, BACON tem a vantagem de reportar repégs multiplas (que ocorrem mais
que duas vezes), ao s de reportar apenas os MUMs. |g€spdssvel porqueBACON
faz uso de eftices internos mais gerais aavore. AEm dissoBACON tem alguns sub-
produtos quenUMMER nao tem, como por exemplo blocasicos, repetiges tandem e
diferen@s singulares.

3. Comparaco de proteomas

Comparades de genomas novel de DNA, tais como feitas p@ACON, apenas mos-

tram regoes que se repetem nos genomas, sem levarem em conta aspectos funcionais das
regides similares detectadas.efd’disso, tais comparaes sio muitodteis apenas quando

0S genomasa® evolutivamente piKimos. Nossa contribyd® aqui consiste numa meto-



dologia para a comparac de dois proteomas e a respectiva implemé@téc programa
EGG). Um proteomaé o conjunto de genes de um genoma.

Um gene para efeitos deste text®ma segéncia traduzida para amiaoidos de
uma ORF Open Read Frameredita como pertencendo a um geneordem dos genes
de um proteoma dada pela ordeman-decrescente das coordenadas agamos genes.
Dois genegy; e g; de um mesmo genoma sdo paralogosse sio descendentes de um
mesmo gene ancestral. Umagiao de genes consecutivos (RG@)um conjunto de ge-
nes consecutivos num proteoma, de acordo com suas coordenadasdeitependente
da fita. Note que o jprio proteoma ‘uma RGC.

Considere a comparac entre os proteomas dos genomfias H, e 0S genes, g’
deG e h,h' de H. Dois genegy e h sdoortblogosse g0 descendentes de um mesmo
gene ancestral. Um gemet espedfico em rela@o aH se rao existirh em H tal queg
e h sdo ortlogos. Umaegido espetfica (RE) deG em rela@o aH & uma regdd deG
predominantemente formada por genes a$ipes. Umaregiao ortéloga (RO)é um par
(o, B) tal que:ar € uma RGC endr; 5 € uma RGC ent/; a e § sdo descendentes de uma
mesma re@d ancestral; e e 5 conEm aproximadamente o mesmomeéro de genes.
Dois pares de ooldgos(g, h) e (¢', h') formam umcruzamentoquando a ordem de e
¢ emG e aordem dé e h' em H sdo invertidas. Aespinha dorsal de duas RGCs de
G e p de H & uma segéncia de pares de ottgos do tipo(g, ), tal que: cada gene de
a tem no naximo um gene odiogo a ele enp, e vice-versa; ean existe cruzamentos
entre os pares da s##ricia.

Nossa metodologia consiste de passos e/oer que devem ser seguidos para
cada um dos objetivos espkcds citados abaixo.
encontrar genes espikods de um proteoma em reBTao outro;
encontrar regi€s espaticas de um proteoma em re&xao outro;
encontrar pares de genesototjos;
encontrar re@és orblogas;
determinar a espinha dorsal dos proteomas; e
determinar as farias de genes patdbgos de um proteoma.
Para encontrar genes esfiieos, nossa metodologia sugere o seguinteioit”
0 geneg de G € espetfico com rela@o ao genomd/ se, e somente se, a medida de
significAncias(g, h) da similaridade entre elesrhaior que um limite fixa’, para todo
geneh de H, tal queS’ > S.

ogkwbdpE

A metodologia que propomos para encontrar umaRBseada no problema com-
putacional conhecido consmbcadeia de axima somaEsse problematem como entrada
uma seqgéncialL de inteiros e como sda a subcadeia de cuja soma dos elementes ~
méaxima, entre todas as subcadeias.dePara isso atribmios um valor a cada um dos
genes do proteoma, digamopara um genesao espeidicos es’ para genes espdicos,
tais quez’ > . A segiéncia de entrada para o problema da subcadeiaack@m’soma
€ a segéncia dos valores atrildds aos genes. Dessa forma, o algoritmo deve encontrar
todas as subcadeias cuja soma dos vaerasior ou igual a um valor limite.

Nossa metodologia para a obt@nalos pares de genesaagose tal que:(g, h)
€ um par de genes olobgos se, e somente se: a medida de sigmitiEd estastica da
similaridade entrg e h seja menor ou igual a um limite fixo; e o alinhamentogdeh
cubra pelo menos um certo percentuahimo de cada uma das duas s&agcias.



Um algoritmo que compara dois genes e que fornece a similaridade e a signi-
ficancia estastica entre eles Suficiente para a implemen&cdessa parte da metodolo-
gia. Nossa implementao fez uso do progran&LAST [3], usando ce-value(fornecido
por BLAST) como medida de signifezicia estastica. Assim, faz sentido usarmos um li-
mite superior de signifaricia estastica para similaridade (quanto mena-walue maior
a signifi@ncia).

Para as ROs, precisamos do conceitoutte Sejan uma RGC dé&- formada pelos
genesy, ... g, € 3 uma RGC deff formada pelos gends;, ... hy, tais quek — i + 1 =
l—j54+1,k > 1, el > j. Dizemos quex e  formam umrun se uma das seguintes
segiéncias de pares de genesotwtjos acontece: ol;, h;), (git1, hjt+1)s - - -, (Gk, Pu);
ou (gi, ), (git1, hi—1)s - - -, (gks j).

A estraggia para a determinac dosruns € baseada na varredura dos pares de
ortblogos conjuos. Isso pode ser feito com o uso de uma matriaridanque indica a
ortologia para cada par de genes dos proteomas. Nossoaptra a determinao de
uma RO consiste basicamente na, amcleruns proximos, com crigrios bem definidos
para proximidade. Para tanto, basta percorrermos todosigsla esquerda para a direita
(segundo a ordem dadas pelos genes de um dos proteomas), e juntarmos cadaaez que s
préximos, de acordo com o segundoeriv’ da definjéo de RO acima.

Para a determin@o da espinha dorsal de dois proteomas, obtemos um alinha-
mento global dos proteomas. Para tanto, vamos exigir que um par de(gehgseja
candidato a se alinhar somentegse i forem ortlogos. Estamos tentando minimizar a
interfe€ncia de palogos, que obviamente pode embaralhar o alinhamento. O objetivo
mais espeifico &€ o de obter o maior alinhamento pag&d’(com maior mimero de pares
de genes odlogos) sem que haja cruzament&snatural imaginarmos que, quanto mais
proximos filogeneticamente forem os genomas, maior a espinha dorsal. Note que a espi-
nha dorsal de duas RGCaaé necessariamentmica. Assim, nossa taregaa de deter-
minar a espinha dorsal que mais consiga evidenciar o quanto 0s protemmEExEnos,
considerando um alinhamento. A esd@itl que propomos para a consiaala espinha
dorsal€ baseada no conhecido problema computacional chamasiobdedéncia co-
mum mais longaNeste caso, cadansbolo corresponde aauniero segéncial do gene
no proteoma e doigsibolos das cadeiaagiguais se, e somente se, 0s respectivos genes
sdo ortlogos.

Para encontrarmos fahals de genes paldgos, que & famlias de genes que
supostamente evaham a partir de um mesmo ancestral, por dupkcacisamos citrios
semelhantes aos utilizados na defimide ortologia, quais sejam, signifitciia estastica
da similaridade e cobertura de alinhamento.

A estraggia para a determinac de uma famhia de paglogos tem basicamente
duas grandes fases. Na primeira fase encontramos todas as cliques maximais do grafo
onde os ettices 80 0s genes e doiexices 80 vizinhos se, e somente se, 0s dois genes
correspondentesas”ortlogos. Em seguida, na segunda fase, geaesp&rtencentes
a uma faniia podem ser acrescentados a ela desde que sejagwta algum gene da
familia, agora seguindo um ceitio menos exigente.

Vale lembrar que os cetios propostosas) “aproximades operacionais” de con-
ceitos biobgicos. 30 aproximades porque estamos usando similaridade para inferir



ancestralidade comuma8 dperacionais porque estamos proponderios$ que nos per-
mitem escrever programas que automatizam a gétedessa ortologia aproximada.

A implementa&o das metodologias propostas resultaram num programa chamado
EGG, de ExtendedGenome&enome comparison.EGG foi inicialmente proposto por
nés em [1], e depois reformulado em [9]. A desancfeita na tes& uma segunda
reformula@o. O objetivo geral deGG, portanto,e’ o de comparar dois proteomas. Em
linhas geraisgGG constoi um grafo bipartido onde oseviices 80 0s genes de cada pro-
teoma e as arestas representam ortologia entre os genes.aApnstri@o desse grafo
bipartido,EGG encontra estruturas organizacionais envolvendo os genes.

EGGainda permite a visualizao gefica dogunse regoes orblogas encontradas.
Isto foi muito importante durante a exe@acdos projetos genoma, para que os partici-
pantes pudessem entender melhor quais e como o0s genes sennagntipados de um
genoma para o outro. A figura 1 mostra um exemplo de RO.
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Figura 1: Exemplo de uma RO encontrada na comparac ,&o de Xylella fastidiosa
e Neisseria meningitidis MC58, resultante da junc ,&o de 3 runs. Genes
para os quais n ao se sabe a func, a0 sao marcados com a cor mais es-
cura.

4. Comparado de protdnas

Muita similaridade entre protease um forte indacio de que ad honologas. No entanto,
quando trata-se de descobrir-se homologia entre ipageCom seggncias com pouca
similaridade, o problema torna-se mais complicado. Essas homologias menos aparentes,
que formam o que chamada davilight zone costumam ser dildas em rulos capazes

de confundir determinadasdnicas de comparao.

A contribuicdo desta sg€m, publicada em [2], consiste hum algoritmo de progra-
ma@o dirmica, adaptado doa jConhecidos, que usa o conceitordgides curingas
Regies curingas (formalmente definidas na tege)rggoes nas quaisas o estamos
preocupados com a qualidade do alinhamento, por seremmesgiipostamente menos
conservadas. A gla enoé pontuarmos tais regg’s de maneira mais relaxada, em detri-
mento de pontuarmos mais rigidamente oegiimais conservadas, que tendem a abrigar
estruturas secumdias e onde acontecem menos subsfitescinserges e remgaes.

Os alinhamentos baseados em inforescestruturais mostram que @ggs con-
servadas coeth relativamente poucas difer@s¢ enquanto que aaorconservadas apre-
sentam muitas difereas. Um bom algoritmo deveria ext"usar este conhecimento e
aplicar o conjunto de penalidades usual somenigelas re@és supostamente conser-
vadas; re@gés rdo-conservadas, uma vez detectadas, deveriam serdasib alinha-
mento. E isto que nosso algoritmo faz, atribuindo penalidades diferenciadascesegi~
menos conservadas.

O algoritmo alinha duas sa@ficias usando fy@o afim para penalizar bura-
cos [10], acrescentando uma segunda &onde pontugio para as colunas das regs



curingas. Ele opera em dois modos. Num modo aplica as periaizasuais para iniciar
e estender um buraco. No outro usa: unapafro de inicializg&o de recdd curinga; um
pa@metro de exters de regdd curinga com casamentos e substtas; e um pametro
de extenad de re@0 curinga com buraco. A troca entre os moddgita automatica-
mente pelas recagncias da programao diramica. A computgio do valor do alinha-
mento, bem como sua constaus € feita da mesma forma qeeféita pela programao
dindmica padad. NOs usamos seis matrizes, aoesvde tes, usualmente usadas. A
complexidade do algoritmeO(mn), ondem, n sdo os tamanhos das sg&mcias.

5. Conclusio

Este trabalho tem como principal resultado um conjunto de metodologias e respectivas
implementades para a comparac de genomas, tanto noval de DNA, quanto no ivel

de seus genes. A metodologia proposta para a congmacecgenomas navel de DNA

utiliza, como principal ferramenta, unaavore de sufixos para as séqcias geomicas.

A principal contribuj@o es& no uso desse tipo @vore, essencialmente preparada para
lidar com repetides exatas, na busca por rep@tis aproximadas envolvendo os genomas.

No nivel de genes, propomos uma metodologia para a confradas proteo-
mas de dois genomas. A principal contrifiomeste case & determingio de estruturas
organizacionais envolvendo os genes que apresentam coyised@aordem e funciona-
lidade. Aem disso, propomos uma metodologia para determinar a espinha dorsal de dois
proteomas, na forma de um alinhamento, assim como para encontraribasfale ge-
nes paalogos de um genoma. Propomos tamim algoritmo adaptado da progra@ac
dinAmica usual para compagarde protaias, que faz uso das chamadasagegiCuringas.

As metodologias propostas, assim como os programas, foram utilizados com su-
cesso em &fios projetos genoma, comelissemos. Am disso, nosso trabalho resultou
nas publicages [2, 9] e co-autoria em [4, 5, 7, 11, 12, 13]. Vale ressaltar que o aspecto
comparativo foi de extrema relamc€ia em todos os projetos citados, principalmente nos
casos dAgrobacterium tumefacierfpublicado na revista Science [13]) e no projeto das
duasXanthomonagpublicado na revista Nature [5]). No caso desnthomonaspor
exemplo, a figura principal do artigo, geea’espinha dorsal dos dois genomas, e que de
certa forma resume o trabalho de compamdoi feita a partir dos dados gerados pelo
programeGa. A figura 2 mostra uma pequena parte dela.

Uma versio atualizada do paco®ACON/EGG estad0 dispomveis brevemente
no endereght t p: / / ww. dct . uf ns. br/ " nal vo/ baconegg/ , incluindo manu-
ais e odigos-fonte, enquanto que a vaosfinal da tese pode ser obtida no enderec
http://ww. dct . uf ms. br/ ™ nal vo/ publ i cati ons/, em \arios formatos.
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