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Abstract

The human genome project is a program to map and sequence the entire human genome. A
number of model organisms were selected for complete sequencing, partly in order to develop
new technology for mapping, sequencing and sequence analysis. In addition, the sequences
from these genomes were expected to facilitate the elucidation of the functions of genes and
sequences in the human genome.

One of the main problems of DNA sequencing on a large scale is that its methods only obtain
a small part of the DNA. After breaking a sequence into many fragments, cloning them and
sequencing them, there is a set of fragments which needs to be merged for the reconstruction
of the original DNA sequence. This monograph presents the biological and computational
context of DNA sequence assembly.

Keywords: Sequence Assembly Algorithm, Bioinformatic, Shotgun, DNA, Genome.
Resumo

O Projeto Genoma Humano tem como objetivo o mapeamento e sequenciamento do genoma
humano inteiro. Além do genoma humano, alguns organismos modelo foram selecionados
para serem sequenciados e ajudarem a desenvolver novas tecnologias e a elucidar o genoma
humano.

Um dos principais problemas do sequenciamento em larga escala é que seus métodos
sequenciam somente uma pequena parte do DNA. Depois de quebrar uma sequéncia em
varios fragmentos, clona-los e sequencia-los, ha um conjunto de fragmentos que precisam ser
montados para reconstrucdo da sequéncia de DNA original. Este trabalho apresenta o
contexto biolodgico e computacional da montagem de fragmentos de sequéncias de DNA.

Palavras-chave: Algoritmo de Montagem de fragmentos, Bioinformatica, Shotgun, DNA,
Genoma.
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1. Introdugao

O Projeto Genoma Humano iniciou-se oficialmente em 1990 como um programa para
mapear e sequenciar o genoma humano inteiro; um esfor¢co que revolucionaria a
biologia e a medicina. Além do genoma humano, alguns organismos modelo foram
selecionados para serem sequenciados. Isto foi feito para que novas tecnologias de
mapeamento, sequenciamento e analise de sequéncias fossem desenvolvidas e, além
disso, porque as sequéncias destes organismos facilitariam a elucidaciao de funcdes de
genes e sequéncias do genoma humano [SLO0].

Um dos grandes objetivos do Projeto Genoma Humano ¢ sequenciar o genoma
humano inteiro, obtendo as 3 bilhdes de bases da cadeia que representam o DNA
humano. Um dos principais problemas deste sequenciamento em larga escala ¢ que
seus métodos (Maxam-Gilbert ou Sanger [Co094, WHR+87]) sequenciam somente
uma pequena parte do DNA. Isto ¢, mesmo que o sequenciamento seja feito por uma
maquina automatizada ou por um método mais manual, a maior subcadeia de DNA
com qualidade que pode ser determinada em um procedimento em laboratdrio possui
cerca de 400 bases. Desta forma, para sequenciar cadeias mais longas ou um genoma
inteiro, o DNA precisa ser dividido em varios fragmentos pequenos que sdo
sequenciados individualmente e depois montados para obter a cadeia inicial completa.
Entre as principais diferengas dos métodos de sequenciamento em larga escala estdo a
forma com que a sequéncia original do DNA completo ¢ dividido em pequenos
fragmentos e a maneira como ¢ feita a montagem destes fragmentos de
aproximadamente 400 bases na sequéncia original [Gus97].

Apesar do aumento de esforco no sequenciamento, as técnicas basicas de
sequenciamento de DNA desenvolvidas ha mais de 20 anos atras ainda estdo em uso.
Ao invés da utilizacdo de novas tecnologias, um aumento no nimero de amostras
processadas foi obtido através do desenvolvimento de instrumentos de
sequenciamento automatizados, da preparacdo de amostras robotizadas, da construgao
de enzimas de sequenciamento e da utilizacdo de corantes com alta sensibilidade
[SLOO].

Depois de quebrar uma sequéncia em varios fragmentos, clona-los e sequencia-los, ha
um conjunto de fragmentos que precisam ser montados para obtencao da sequéncia
original. Este ¢ um problema algoritmico conhecido como montagem de fragmentos

ou sequence assembly.



A molécula original de DNA a ser sequenciada possui L pares de bases. A sequéncia
de uma das fitas € representada por a = a;a;...a.. No sequenciamento por shotgun, N
pequenos fragmentos sdo gerados randomicamente com / << L pares de bases de
comprimento que sdo determinadas experimentalmente. Todos estes fragmentos estdo
contidos em a, mas a ordem relativa deles ¢ desconhecida. Além disso, existem outras
complicagdes, porque cada fragmento f; ¢ conhecido aproximadamente e sua
orientacdo ¢ desconhecida. Ou seja, ha 50% de chance de f; ser escrito com a
polaridade de a e 50% de chance de ser o complemento reverso, f;,, de sua posi¢do em
a. E, ainda, muitas sequéncias contém regides exatamente, ou aproximadamente,
iguais, conhecidas como repeticdes. Se uma regido repetitiva for muito grande, ndo
existira nenhum fragmento que contenha a regido inteira € ndo sera possivel
posicionar uma regido repetitiva corretamente em relagdo as outras regides. Todas
estas caracteristicas complicam a montagem de fragmentos [[W95].

Para amenizar estas complica¢des, a sequéncia a ¢ copiada varias vezes, em uma
média de ¢ = NI/L. Os experimentos escolhem tipicamente ¢ € [3, 10] [TW95].

Se existir conhecimento prévio da sequéncia a, € possivel determinar a ordem relativa
e a orientacdo dos fragmentos e, entdo, encontrar erros. No entanto, na falta deste
conhecimento, a ordem dos fragmentos deve ser inferida apenas através das bases das
sequéncias dos fragmentos. Uma maneira natural de se fazer isso ¢ usar a informagao
da sobreposi¢do entre o extremo da direita de um fragmento e o extremo da esquerda
de outro. A idéia do sequenciamento por shotgun ¢ solucionar o quebra-cabeca de a
procurando por sobreposicoes de seus fragmentos [[W95].

Este trabalho apresenta o contexto bioldgico e computacional da montagem de
fragmentos de sequéncias de DNA.

No capitulo seguinte esta o contexto bioldgico, onde sdo explicadas as técnicas de
sequenciamento ¢ o processo de montagem de fragmentos. Ao mesmo tempo, sao
apresentadas as dificuldades encontradas nesta drea e as vantagens e desvantagens
relacionadas.

Os proximos capitulos tratam do contexto computacional onde sao descritos o método
tradicional de montagem de fragmentos, os programas principais e mais utilizados
pelos bidlogos, como Phrap, TIGR Assembler e CAP3, e um método novo de

montagem baseado em grafos.



2. Contexto Biologico

As duas técnicas mais importantes de sequenciamento de DNA sdo o método de
terminagdo enzimatica de cadeia [SNC+77] e o método de degradacdo quimica
[MG77].

Atualmente quase todo o sequenciamento de DNA ¢ feito usando o método de
terminacao enzimatica de cadeia. Inicia-se o processo com DNA alvo purificado € um
iniciador oligonucleotidico complementar a um sitio especifico neste DNA. Para cada
uma das quatro bases (A,C, G, T), ¢ feita uma reagdo na qual a DNA polimerase
sintetiza uma populagdo de fragmentos fita simples de comprimentos variados, cada
um dos quais ¢ complementar a um segmento do DNA alvo que se estende do
iniciador até a ocorréncia desta base. Estes fragmentos sao separados de acordo com o
seu tamanho por eletroforese em gel, onde os seus tamanhos relativos, juntamente
com a identidade da base final de cada fragmento, permitem que a sequéncia de base
do DNA alvo seja inferida. Para cada reacdo de uma determinada base, um
nucleotideo modificado (terminador) ¢ adicionado em pequenas quantidades fazendo
com que a sintese pela DNA polimerase seja interrompida em uma pequena propor¢ao
para cada ocorréncia desta base, gerando fragmentos de tamanhos distintos.
Inicialmente estes fragmentos eram marcados com atomos radioativos e o gel era
exposto em um filme fotografico que apresentava as bases do fragmento. Cada base
era representada por uma mancha escura no filme em uma coluna apropriada. Cada
coluna indicava uma base diferente. Veja na Figura 1.

Hoje em dia, métodos ndo radioativos tém a preferéncia. Corantes fluorescentes
podem ser adicionados tanto ao iniciador quanto ao terminador. Tipicamente um
corante distinto ¢ usado para cada uma das quatro reagdes, de tal forma que elas
possam ser combinadas em um unico canal do gel. No final do gel, um laser excita os
corantes fluorescentes nos fragmentos conforme eles passam, ¢ detetores coletam as
intensidades de emissdao em quatro diferentes comprimentos de onda. Isto ¢ feito de
forma continua de tal maneira que uma imagem do gel onde cada canal (coluna)
possui um padrao de bandas de quatro cores diferentes (cada cor indica uma base) seja
construida, com cada banda correspondendo aos fragmentos de um determinado

tamanho.
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Figura 1. Filme fotogrdfico com as bases do fragmento.

Figura 2. Sequenciamento ndo radioativo.

Ap6s a realizacdo do gel, ¢ feita uma andlise por computador para converter a imagem
(padrdes de absor¢do do laser) em uma sequéncia de bases (leitura), que irad

representar a sequéncia de bases do DNA alvo.
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Figura 3. Parte de uma leitura tipica de sequenciamento de DNA.

Dois tipos de problemas podem ocorrer na leitura de um determinado fragmento de

DNA:

- leitura errada de uma marca, ocorre quando a marca ¢ fraca demais, quando ¢
dificil distinguir entre n e n+1 marcas consecutivas na mesma coluna ou quando
existem marcas fantasmas; e

- perda de resolugdo no final do filme [MS94].

Para diminuir os erros, varias copias de um fragmento sdo geradas e sequenciadas. O

processo para obtencdo de copias de um fragmento ¢ chamado de clonagem ou de

amplificagdo.
2.1. Clonagem

A clonagem ¢ um processo de producdo de um grupo de clones, todos geneticamente
idénticos, a partir de um unico ancestral [DOE92].

Este processo depende de um vetor de clonagem. Um vetor de clonagem é uma
molécula de DNA originada de virus, bactérias ou células de tecidos na qual um
fragmento de DNA de um comprimento apropriado pode ser integrado sem que ela

perca sua capacidade de replicagao [DOE92].



Um vetor ¢ utilizado em um processo de clonagem porque ¢ possivel integra-lo ao
fragmento de DNA que se deseja copiar. Este fragmento de DNA ¢é chamado de

inserto ou DNA exogeno.

inserto

DNA
do
vetor

Figura 4. Inserto ou DNA exogeno.

Existem varios tipos de vetores, cada qual € capaz de integrar um fragmento de DNA
de comprimento diferente. A tabela seguinte apresenta o nome de alguns vetores ¢ a

varia¢do do comprimento dos insertos que sdo capazes de acolher.

Vetor Comprimento do inserto
Yeast Artificial Chromossome (YAC) 300Kb a 1Mb
Bacterial Artificial Chromosome (BAC) 25 Kb a 300Kb

Pl-derived Artificial Chromosome (PAC) 25 Kb a 300KDb

Smaller constructs (Cosmideos) 40Kb

Plasmideos, M13 1 a 10kb

Ha dois tipo de clonagem: in vivo € in vitro.

Clonagem in vivo

A clonagem in vivo envolve o uso da tecnologia de DNA recombinante para colocar
os fragmentos de DNA dentro de um hospedeiro. O DNA que se deseja clonar ¢
geralmente isolado do seu cromossomo usando enzimas de restricdo e ¢ unido ao
vetor. Esta unido forma a molécula de DNA recombinante que deve ser inserida em
células de hospedeiros. Os hospedeiros sdo entdo cultivados e consequentemente o

inserto € clonado.



Cortam-se as moleculas de DNA como enzima de
restricdo para gerar sequéncias complementares no wetor
e no fragmento

= —

Fragmento do DMNA a ser
clonado

DMNA do Vetor Junta-se o vetor e o fragmento de DNA,
Usando uma enziam de ligacio de DMNA

Molecula de DMNA
Fecaombinante

l Introduz-se na bactéria

C

Molécula de DNA Recombinante

Cromossomo da bactéria

Figura 5. Esquema da clonagem in vivo.

Clonagem in vitro

A técnica de clonagem in vitro, também conhecida como PCR (Polymerase Chain
Reaction) pode amplificar a sequéncia de DNA desejada de qualquer origem (virus,

bactéria, planta ou humano) centenas de vezes em horas; uma tarefa que necessitaria



de vérios dias para ser feita pela tecnologia recombinante, explicada anteriormente
[DOE92].

PCR ¢ um processo baseado em uma enzima polimerase especializada que pode
sintetizar uma fita complementar de um dado DNA (localizado em um vetor) que
esteja presente em uma mistura que tenha dois fragmentos de DNA, conhecidos como
primers. Veja na Figura 6 a explica¢do do processo, que € repetido para cada vez que

deseja clonar um fragmento.

Fragmento de DMA, & ser clonacdo Primer 2
Miztura inicial com o m
fragmento a ser
clonado, oz dois primers
£ &5 ENZiMas M
polimerase. Eritmer 1 Q
-

enzimas polimeraze

A mistura sofre uma
reacdo onde s duas

fita=s do fragmento a ser

clonado =80 separadas

& fue permite & Primer 1 Pritmer 2
hibridizag&o dos primers (:) Q

a8 sequéncias

complemertares do
fragmento & ser clonado.

Outra reacdo & feita para que &
enzima & partic da primer crie | | | | | | | | | | | ] N
uma fita camplementar. !

Primer 1

Pritner 2

AT

Figura 6. Esquema da clonagem in vitro.

Construgio de Clones para Sequenciamento

As moléculas de DNA clonadas precisam ser divididas em tamanhos cada vez
menores para estarem adequadas as tecnologias de sequenciamento atuais. Cada

divisdo do fragmento deve ser clonado utilizando um vetor que corresponda a seu




comprimento. Veja na Figura 7 a divisdo do cromossomo em fragmentos cada vez

menores.
CFOMOSES0mo
humano
A
média de 400.000bp | [ ]
Cosmiden
média de 40.000bp
I [ ] |
Pla=mideo
médis de 4.0000p
I [ ] |
Fragmento
SEQUENCIAND eToCa A CCTGTGCACTGOCTTGGAALGTOGATGE. |
Figura 7. Esquema da construgdo de clones.
2.2, Sequenciamento Dirigido e Sequenciamento Randémico

Existem duas principais estratégias de sequenciamento de DNA, a dirigida e a
randomica. Elas se diferem no processo de clonagem, tamanho dos insertos e na

maneira de sequenciamento [SLOO]. Seja qual for a estratégia, ¢ importante conseguir
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uma cobertura adequada, isto é, ndo deixar nenhuma parte do DNA original sem
representacao no conjunto de fragmentos, e assegurar que haja sobreposicao suficiente

entre os fragmentos para permitir uma montagem segura [MS94]. Veja na

o DNA original e os fragmentos obtidos a partir dele, demonstrando dois casos ruins

e um bom para montagem de fragmentos.

Ruim Ruim Bom
Area descoberta Sobreposicéo Cobertura adequada e
insuficiente Sobreposicao
suficiente

Figura 8. Area de cobertura e sobreposicdo de fragmentos.

Sequenciamento Dirigido

As técnicas do sequenciamento dirigido executam reagdes em posi¢des conhecidas da
sequéncia. Esta estratégia possui pouca redundancia e um numero insignificante de
reagdes comparado ao randémico [SLOO].

O método mais comum de sequenciamento dirigido é o primer walking. Este método
utiliza a técnica PCR apresentada anteriormente. Ela envolve a hibridizagdo de um
primer em uma sequéncia conhecida e a sintetizagdo de uma pequena fita
complementar a partir desta sequéncia conhecida. Ao sintetizar ¢ sequenciar um
fragmento, usa-se o seu final como o primer para o sequenciamento do proximo
fragmento da sequéncia. Desta maneira "anda-se" por toda a sequéncia e o
cromossomo ¢ sistematicamente sequenciado do inicio ao fim. Como os primers sdo
sintetizados quimicamente, uma desvantagem deste método ¢ o grande numero de
diferentes primers que se precisa para se andar por longas distancias [DOE92].

O principal problema do sequenciamento dirigido ¢ ser sequencial e

consequentemente lento. Uma melhora pode ser adotada se varios pontos diferentes

10



forem conhecidos no DNA o que permitiria que o sequenciamento dirigido pudesse
ser iniciado nestes pontos paralelamente [Gus97].

O segundo problema critico deste tipo de sequenciamento ¢ que se, por qualquer
razdo, o sequenciamento dirigido for impedido de prosseguir em algum ponto, a
sequéncia apds este ponto ndo podera ser obtida, a menos que um novo ponto de
partida seja descoberto. Um exemplo que frequentemente impede ou confunde o
prosseguimento do sequenciamento dirigido ¢ o surgimento de regides com cadeias
repetitivas. Se o primer selecionado for uma subcadeia repetitiva, ele pode hibridizar
em uma regido ndo desejada da sequéncia e neste caso o PCR sintetizard a parte

errada da sequéncia [Gus97].

Sequenciamento Rand6émico

Neste método, também conhecido como shotgun [MW96, Mye99, WM97, Gre97], o
DNA a ser sequenciado ¢ submetido a algum processo que causa a quebra das
moléculas em pontos aleatorios [MS94]. Isto pode ser feito através de diversas
técnicas que utilizam por exemplo enzimas de restricdo ou ondas ultrassdnicas
[SLOO]. Estes fragmentos obtidos, geralmente de 1 a 2kb, podem ser guardados em
uma biblioteca de insertos.

Como qualquer pedagco de DNA para ser sequenciado tem que estar presente em
quantidade suficiente e, com este método, cada fragmento deve ser Uinico na mistura
obtida apos a quebra, é necessario produzir muitas copias de cada fragmento
selecionado (amplificar ou clonar o fragmento).

Depois da clonagem e sequenciamento dos clones, obtem-se varios clones espalhados
randomicamente pelo fragmento original. Estes clones sd3o entdo combinados e
montados formando contigs [SL0OO]. Veja o esquema na Figura 7.

Geralmente o sequenciamento randomico € feito até que 75% a 95% do fragmento
original seja coberto, e ¢ seguido do sequenciamento dirigido para cobrir os buracos

[SLOO].
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Figura 9. YACs, BACs, PACs, Cosmids e Plasmids.

2.3. Dificuldades

Alguns problemas podem ocorrer durante estes processos.

Primeiro, pode ocorrer falta de cobertura ou falta de sobreposicdo adequada que
impedirdo a montagem da sequéncia de DNA original [MS94].

Segundo, muta¢des espontaneas no processo de clonagem dos fragmentos podem
fazer com que o fragmento sequenciado seja ligeiramente diferente do original. Além
disso, ha a possibilidade de contaminagdo dos fragmentos por trechos de DNA do
organismo hospedeiro. Em geral, este problema pode ser controlado pois conhece-se
de antemao a sequéncia completa do hospedeiro, de modo que uma busca de pedagos
idénticos a0 DNA do hospedeiro pode ser feita em todos os fragmentos antes do
procedimento de montagem propriamente dito [MS94].

Ha ainda a questdo da orientacdo das sequéncias de acordo com suas fitas. Cada fita
de DNA tem duas extremidades livres, chamadas de 5’ € 3°. A extremidade 3’ de uma
fita corresponde a extremidade 5’ da outra. Por isso costuma-se dizer que as fitas sdo
antiparalelas. Um A em uma fita corresponde a um T na outra, e um C corresponde a
um G. Dizemos que A e T sdo bases complementares, assim como C ¢ G. Com isto
vemos que a sequéncia de nucleotideos numa das fitas determina completamente a
molécula de DNA. A sequéncia da outra podera ser determinada invertendo a ordem
das bases e complementando cada uma delas, ou seja, substituindo A por T, T por A,

C por G e G por C. O complemento reverso de uma sequéncia de bases ¢ a sequéncia

12



obtida realizando-se estas operagdes na sequéncia. Veja por exemplo a sequéncia
CTATCG. Invertendo sua ordem tem-se GCTATC, que possui como complemento

CGATAG. Logo o complemento reverso de CTATCG ¢ CGATAG.

5'---CTATCG - - -3
3'---GATAGC - - -5

Apesar das moléculas de DNA terem duas fitas complementares e antiparalelas, o

sequenciamento ¢ feito com o DNA de fita simples. Assim os fragmentos obtidos

provéem das duas fitas da molécula original e, via de regra, ndo hd como saber de
qual delas. Cada fragmento pode vir de uma das duas fitas independentemente. Por
outro lado, ¢ sempre possivel distinguir entre as extremidades 3' e 5' de um fragmento

sequenciado e, portanto, a orientacdo correta destes fragmentos ¢ conhecida. A

convengdo universalmente adotada é escrever sequéncias comeg¢ando da extremidade

5'. A consequéncia destes fatos para a montagem ¢ que, para saber se dois fragmentos

se sobrepdem, ¢ necessario levar em conta as duas possiveis situagdes [MS94]:

- Ambos provéem da mesma fita; neste caso, se eles realmente se sobrepdem, uma
semelhanca sera notada entre as sequéncias nas orientacdes dadas;

- Os fragmentos provéem de fitas distintas; neste caso, se eles realmente se
sobrepdem, uma semelhanca serd notada entre uma das sequéncias e o
complemento reverso da outra.

Portanto ha a necessidade de duas comparagdes, uma envolvendo as sequéncias nas

orientagdes dadas e a outra com uma delas sendo invertida e complementada [MS94].

Por ultimo, apés a montagem dos fragmentos podem existir buracos na sequéncia

original que ndo foram descobertos. Isto pode ocorrer quando por exemplo, os reads

(fragmentos sequenciados) possuem baixissima qualidade. Como resultado, teriamos

dois ou mais contigs. Na fase final, subclones adicionais devem ser obtidos e

sequenciados para cobrir tal parte. O objetivo € permitir que todos os dados sejam

unidos em um Unico contig com uma taxa de erro de 10 ou menos [KR98].
3. Método Tradicional de Montagem de Fragmentos

Existem diferentes implementagdes de algoritmos de montagem de fragmentos mas
quase todos seguem a mesma idéia descrita em [PST+83, PSU84]. Esta idéia contém

trés passos: detec¢do de sobreposi¢do, layout dos fragmentos e decisdo da sequéncia
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consenso [Gus97][Mye94] e ¢ conhecida como o paradigma ‘“overlap-layout-
consensus” [PTWO1]. O primeiro e o ultimo passo correspondem a problemas de

cadeias bem definidos [Gus97].
3.1 Passo 1 - Detecgao de Sopreposigao

O primeiro passo [Gus97] consiste em descobrir, para cada par de cadeias
(fragmentos), quanto o sufixo da primeira casa-se com o prefixo da segunda. Se as
sequéncias nao possuissem erros, este problema se resumiria a encontrar para cada par
de cadeias S1 e S2, o maior sufixo de S1 que casasse com o prefixo de S2. Mas, na
realidade, as sequéncias possuem erros € por isso € necessario o uso de casamentos
aproximados. Com isso, a maioria das implementagdes definem o casamento entre
sufixo-prefixo quando for resolvido o seguinte problema para cada par de cadeias S1 e
S2:
- encontre o sufixo de S1 e o prefixo de S2 cuja similaridade ¢ a maior entre todos
os pares de sufixos e prefixos de S1 e S2.
Neste caso, a similaridade ¢ baseada em um critério de pontuagao onde o casamento
exato de caracteres representa um valor positivo, e desigualdades e buracos
representam valores negativos. Este problema pode ser resolvido por programagao
dindmica e possui complexidade quadratica.
Para aumentar a velocidade deste passo, existem heuristicas com o objetivo de
encontrar os melhores casamentos entre sufixos e prefixos, ou seja, encontrar os pares
cujos casamentos possuam similaridade alta e consequentemente sejam candidatos de
pares que se sobrepoem (ou seja, que sdo vizinhos). Estes candidatos sdo usados no
proximo passo do algoritmo de montagem de fragmentos.
Além disso, ¢ possivel aumentar a velocidade deste passo se forem identificados os
pares de cadeias cuja melhor similaridade sufixo-prefixo ndo seja claramente
suficiente para serem considerados candidatos atrativos. Nestes casos, a programagao
dindmica ndo precisaria ser utilizada.
Para identificar quais pares sdo ou nao atrativos existem varios métodos. Por exemplo,
para que duas cadeias fossem consideradas atrativas, elas deveriam ter uma subcadeia
comum significativamente longa, sendo que o comprimento ¢ considerado
significativo de acordo com algum argumento probabilistico. O ponto principal aqui €
descobrir e excluir muitos pares de cadeias que ndo aparentam serem vizinhos na

sequéncia original.
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Uma heuristica parecida com a do BLAST poderia encontrar pares de cadeias
vizinhas ao encontrar regides de alta similaridade entre pares de cadeias. Novamente,
a idéia seria de que duas sequéncias seriam consideradas vizinhas, quando elas

possuissem regides com comprimento bom de similaridade local alta.
3.2. Passo 2 - Layout dos Fragmentos

Existem diversos tipos de obtencdo de layouts, alguns obtidos através de algoritmos
bastante complicados, mas a maioria segue uma variacdo do método guloso [Gus97].

Primeiro, o par de cadeia com sobreposicdao sufixo-prefixo com maior pontuacdo ¢
escolhido e intercalado. Depois, o préximo par com pontuagdo maior € escolhido e
intercalado, resultando em um contig com trés fragmentos ou em dois contigs com

quatro fragmentos (Figura 10).

Primeiro contig

Duas opg¢des para o segundo contig

Figura 10. Layout de fragmentos.

Como a sobreposicdo de sufixo e prefixo ¢ determinada por um critério de
similaridade, sdo permitidos buracos nos casamentos de fragmentos.
Consequentemente, como varios fragmentos sdo adicionados em um contig, buracos
adicionais podem ser inseridos na cadeia que esta sendo adicionada ao contig para que
ela fique consistente com os buracos das cadeias intercaladas previamente. Este ¢
exatamente o mesmo conceito de alinhamento multiplo, e de fato, o que estd sendo
construido aqui ¢ uma estrutura de alinhamento multiplo.

Note que este método pode ndo calcular a melhor sobreposi¢cdo sufixos-prefixos entre
os fragmentos de um determinado contig e entre os contigs. Provavelmente existird
um melhor alinhamento multiplo, mas geralmente seria computacionalmente caro e
por isso na pratica ndo ¢ calculado. Em vez disso, todas as decisdes de layout dos

fragmentos sdo baseadas em pontuacdes dos pares sufixos-prefixos calculados no
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passo 1, e as inconsisténcias no layout sdo resolvidas no passo 3. Além disso como o

passo 2 nao envolve programacao dindmica, ele ¢ calculado rapidamente.
3.3. Passo 3 - Decisao da Sequéncia Consenso

Cada contig criado no passo 2 ¢ utilizado aqui para criar um Unico fragmento
(sequéncia consenso), ou seja, para definir as bases deste fragmento [Gus97].

Existem diferentes formas de calcular a sequéncia consenso, mas todas seguem um
método similar. Cada fragmento que compdem um contig possui um caracter em uma
posi¢do particular. Se os caracteres de uma determinada posi¢do em todos os
fragmentos forem iguais, entdo ¢ definido que aquele caracter ¢ a base daquela
posicdo no fragmento. Mas, se isto ndo ocorrer, deve ser escolhido um caracter ou
deve ser indicado que ha uma divergéncia muito grande para sua determinagao.
Existem diversas formas de determinar a sequéncia consenso; algumas das quais serdo
aqui ilustradas.

A maneira mais simples seria fazer um relatério com a frequéncia de cada caracter em
cada coluna e deixar o usuario decidir como usar tal informag¢ao. Alternativamente,
uma sequéncia consenso pode ser calculada obtendo o caracter que mais se repete em
cada coluna. E possivel também determinar as janelas no contig que possuem muitas
divergéncias e utilizar um método de alinhamento multiplo nelas para calcular os seus
caracteres. Fazendo isso, varios caracteres podem ser mudados ou deslocados. Em
[Kec91, KM95, Kec93] estdo descritos métodos mais rigorosos de ajustar a disposicao
e determinar as bases da sequéncia consenso.

Além disso, um método intermedidrio seria reintercalar os fragmentos dispostos nos
contigs obtidos no passo 2 da mesma forma que foi feito no passo 2, s que agora
cada fragmento seria intercalado apenas no contig que ja faz parte usando um
alinhamento do novo fragmento com um perfil dos fragmentos ja dispostos no contig.
Este tipo de intercala¢dao ndo ¢ tdo intenso computacionalmente quanto o alinhamento
multiplo completo. Ele requer apenas n-1 alinhamentos, sendo n igual ao numero de
fragmentos. No entanto, ele deve gerar um alinhamento melhor que o obtido
originalmente, ja& que ele leva em consideracdo os fragmentos apenas de um
determinado contig. Depois que todas os fragmentos sdo reintercalados, uma
sequéncia consenso ¢ criada a partir do novo layout.

Por exemplo, veja na figura seguinte o primeiro contig que foi formado no passo 2.

Neste alinhamento de pares de cadeias foi inserido um espaco.
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ATC-GACTTA
CTGACTTACCG

Continuando o passo 2, o proximo melhor casamento sufixo-prefixo casava o sufixo
ATCT com o prefixo ATCG, como apresentado a seguir. O alinhamento do par nao
contém buracos, mas um buraco ¢ inserido nesta terceira cadeia quando ela ¢
adicionada ao contig. O novo espago ¢ herdado do alinhamento entre as primeiras

duas cadeias.

AAGGTAATC-T
ATC-GACTTA
CTGACTTACCG

No passo 3, ¢ feito novamente o alinhamento entre as duas primeiras cadeias obtendo
um alinhamento entre um buraco e T e os outros alinhamentos entre caracteres

idénticos.

ATC-GACTTA
CTGACTTACCG

Em seguida, a terceira cadeia ¢ alinhada as duas j4 alinhadas anteriormente (em vez de
somente com a primeira cadeia); neste caso nenhum espaco ¢ inserido. Este
alinhamento torna mais convincente que o caracter T deve ser a base da coluna que

possui um buraco.

AAGGTAATCT
ATC-GACTTA
CTGACTTACCG
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3.4. Principais Programas Existentes

Os algoritmos de montagem de fragmentos comecaram a surgir com [Sta80],

algoritmo este que foi estendido e elaborado por muitos outros. A seguir estd uma

tabela de referéncias dos varios programas existentes.

Programas de Montagem de Fragmentos

PTWOla] [PTWOIb]

Referéncia Nome

[PSU84] SEQAID

[KecIl] -

[Hua92] CAP

[Mei92], [Mei93] -

[PFB93] -

[Gre94] Phragment Assembly Program (Phrap), que faz parte de
um pacote que possui mais dois outros programas, O
Phred [EHW+98][EG98] e 0 Consed [GAGI8];

[KMO5] -

[KS99] -

[IW95] -

[Mye95] -

[BSS95] Genome Assembly Program — GAP

[SWA+95] TIGR Assembler

[WDH+98] Genome Automated Sequence Preprocessor - GASP

[HM99] CAP3

[AM99][MSD+00] Celera assembler

[ACH+00][HRMO1]

[KYO01] -

[

[

FSW96]

4. Método Novo de Montagem de Fragmentos

Nos ultimos vinte anos a montagem de fragmentos de DNA seguiu o paradigma

“overlap-layout-consensus” descrito anteriormente. Apesar deste método classico ter
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resultado em excelentes ferramentas de montagem de fragmentos (Phrap, CAP3,
TIGR e Celera assemblers) ele possui alguns pontos fracos. Por exemplo, eles
utilizam comparacao entre pares de fragmentos, em vez de comparagdo multipla, que
ndo ¢ adequado para decidir se dois reads similares pertencem a mesma regido (ou
seja, suas diferencas sdo ocasionadas por erros de sequenciamento) ou se sdo
repeti¢des encontradas em regides diferentes do genoma [PTWOI1Db].

Em [PTWO01b] ha uma proposta nova para montagem de fragmentos baseada na idéia
de sequenciamento por hibridizacdo (SBH do inglés Sequence By Hybridization).
Conceitualmente SBH ¢ similar a montagem de fragmentos. De fato, os primeiros
métodos [DLB+89, LFK+88] para soluciona-lo seguiram o paradigma “overlap-
layout-consensus”. No entanto, mesmo no caso mais simples onde nao existiam erros
nos dados do SBH, o layout correspondente levava ao problema NP-completo do
caminho Hamiltoniano.

Em [Pev89] foi proposto um método diferente que reduzia SBH a um problema facil
de se resolver, o problema do caminho Euleriano utilizando o grafo de-Bruijn,
abandonando o paradigma “overlap-layout-consensus”.

Em [IW95] foi mostrado que o método do caminho Euleriano poderia ser aplicado a
montagem de fragmentos. Infelizmente esta idéia ndo foi bem sucedida porque os
erros de sequenciamento transformavam um grafo de-Bruijn simples em um
emaranhado de arcos errados.

Em [PTWO1] h4a uma redugdo do problema de montagem de fragmentos para uma
variagdo do problema classico do caminho Euleriano, chamada Supercaminho
Euleriano. Esta redugdo abriu novas possibilidades para resolugdo de repeti¢des,
gerou Otimas solugdes em projetos de montagem de fragmentos de larga escala e
provou que pode melhorar a precisdo de programas como Phrap, CAP3 e TIGR.

A idéia principal deste artigo estd baseada na correcdo de erros que usa
implicitamente alinhamento multiplo em subcadeias pequenas que modificam os reads
originais. Esta correcdo consegue distinguir se dois reads similares fazem parte da
mesma regido ou se sdo repeticdes localizadas em diferentes partes do genoma. Além
disso, como ela faz com que os reads fiquem quase sem erros, consegue transformar o
grafo grande original em um grafo com poucas arcos errados, criando uma nova
instancia do problema de montagem de fragmentos com uma grande reducao dos

CITOS.
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Tanto [IW95] quanto [Mye95], que utilizam o paradigma convencional, tentaram
tratar os erros e repeticdes via redugdes de grafos. Mas ambos ndo exploraram
alinhamento multiplo dos reads para consertar os erros de sequenciamento em um
estagio de pré-processamento. E claro que o alinhamento miltiplo é muito custoso e o
alinhamento entre pares foi a Uinica solucdo realista no estdgio de sobreposicdo dos
algoritmos de montagem de fragmentos convencionais. No entanto, o alinhamento
multiplo torna-se viavel quando se trata de casamentos de tuplas perfeitas ou quase

perfeitas, que ¢ o caso do método SBH para montagem de fragmentos.
4.1. Idéias Novas

O método classico de montagem de fragmentos baseia-se na no¢do de um grafo de
sobreposi¢gdes. A sequéncia de DNA da Figura 11a consiste de quatro segmentos
unicos A, B, C e D e uma repeti¢ao R. Cada read corresponde a um vértice do grafo
de sobreposigoes e dois vértices sdo conectados por um arco se os reads
correspondentes se sobrepuserem (Figura 11b). O problema de montagem de
fragmentos ¢ um exemplo de como se encontrar um caminho em um grafo de
sobreposi¢des visitando cada vértice uma Unica vez, um problema do caminho
Hamiltoniano. O problema do caminho Hamiltoniano ¢ NP-Completo e ndo se
conhece algoritmos eficientes para se resolver este problema. Isto mostra porqué
montagem de fragmentos de genomas altamente repetitivos ¢ um problema dificil de
se resolver [PTWO1a].

Em [PTWOla, PTWO01b] sugere-se um método de montagem de fragmentos baseado
no grafo de-Bruijn, chamado Euler. De uma maneira informal, pode-se visualizar a
construgdo deste grafo representando uma sequéncia de DNA como um “linha” com
regides repetidas cobertas por uma “cola” que “liga” tais regides (Figura 11c¢). O
grafo de-Bruijn (Figura 11d) consiste em 5 arcos. Neste método, cada repeticdao
corresponde a um arco ao invés de uma colecao de vértices no grafo de sobreposi¢des
(Figura 11b).

E possivel notar que o grafo de-Bruijn (Figura 11d) representa as repeti¢des de uma
forma muito mais simples que o grafo de sobreposi¢cdes (Figura 11b). Cabe ainda
perceber o mais importante: agora a montagem de fragmentos trata-se de um
problema de encontrar um caminho que visite todos os arcos do grafo exatamente uma
vez, um problema do caminho Euleriano. No exemplo existem dois caminhos

Eulerianos: um corresponde a reconstru¢do da sequéncia ARBRCRD, enquanto o
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outro corresponde a reconstrucao da sequéncia ARCRBRD. Ao contrario do problema
de caminho Hamiltoniano, o caminho Euleriano é facil de se resolver mesmo em
grafos com milhdes de vértices porque existem algoritmos com tempo linear para

soluciona-lo [F1ei90].

Repeat Repeat Repeat

4
W
w

w

(a)

(b)

( - --} - - i
" i

/ )
.

A e e
e

Figura 11. (a) Sequéncia de DNA com trés repeti¢oes R; (b) o grafo do layout, (c)

construgdo do grafo de-Bruijn colando as repeticoes; (d) o grafo de-Bruijn.

A construgdo do grafo de-Bruijn ¢ feita a partir da cole¢dao dos reads sequenciados.
Mas esta tarefa ndo seria facil pois a idéia de “colar” requereria conhecimento da
sequéncia de DNA completa, que s6 ficaria disponivel no ultimo passo da montagem.
A seguir sera mostrado como construir o grafo de-Bruijn sem conhecimento prévio da
sequéncia de DNA completa.

Além destas idéias novas, o Euler executa em primeiro lugar um procedimento similar
ao terceiro passo do método convencional. Este procedimento corrige os erros dos

reads e transforma o grafo de-Bruijn em um grafo com poucos arcos errados.
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4.2 Corregao de Erros

Os algoritmos existentes adiam o passo de consenso (corre¢ao de erros nos reads) para
o final da montagem. O Euler inverte esta id€ia, tratando disso em primeiro lugar.

Seja s um read com erros derivado de um genoma G. Se a sequéncia de G fosse
conhecida, a correcdo de s poderia ser feita alinhando-a a G. Na realidade isto ndo
acontece porque G ¢ desconhecido. Neste caso, assume-se que o conjunto G; de todas
as [-tuplas (pequenas cadeias continuas com comprimento fixo 1) presentes em G ¢
conhecido. E claro que G; também é desconhecido, mas pode ser aproximado sem o
conhecimento de G. A idéia da correcdo de erros usa esta aproximagao para corrigir
os erros nos reads. Isto ¢ feito através do alinhamento multiplo de subcadeias
pequenas que modificam os reads originais e criam uma nova instancia do problema
da montagem de fragmentos com um numero reduzido de erros.

Dada uma cole¢do de reads (cadeias) S={s;, sz, ..., Sa;} de um projeto de
sequenciamento e um inteiro /, o spectrum de S é o conjunto S; de todas as I-tuplas

dos reads sy, S, ..., Sn € Sir, S21» --.» Snr, ONde s, indica 0 complemento reverso de s.
Seja A o limite superior para o numero de erros em cada read.

Problema de Correcao de Erro: Dados S, A e /, realize no maximo A corre¢des em
cada read de S de tal forma que |Sj| seja minimizado.

Um erro em um read afeta no maximo / das I-tuplas em s e / das l-tuplas em s; (veja
exemplo a seguir). e geralmente cria 2/ l-tuplas erradas que apontam para o mesmo
erro de sequenciamento (ou 2d para posi¢oes dentro de uma distancia d </ do extremo
dos reads). Consequentemente uma estratégia gulosa para a correcdo de erros seria
corrigir um erro em um read que reduzisse o tamanho de S; em 2/ (ou 2d para

posigdes proximas aos extremos dos reads).

Exemplo: Suponha o read s CTATCG cujo complemento reverso s, ¢ CGATAG, que /

seja 3 e que a base A de s esteja errada.

s CTATCG ssse CGATAG
I-tuplas CTA CGA
TAT GAT
ATC ATA
TCG TAG
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Veja que 6 3-tuplas ficaram erradas.

Esta estratégia gulosa eliminaria 86,5% dos erros nos reads. Uma proposta melhor,
que elimina 97,7% dos erros, sera apresentada a seguir.

Duas I-tuplas sao chamadas de vizinhas se elas se diferenciarem por uma mutagao.

Exemplo: As seguintes 3-tuplas se diferenciam apenas em uma base ¢ portanto sio

vizinhas.

@
—
>

@
—
Q

A multiplicidade m(a) de uma I-tupla a ¢ definida como o nimero de reads em S que

contém tal I-tupla. Uma I-tupla é chamada de orfa se

(1) ela tem multiplicidade pequena, ou seja, m(a) < M, sendo M um valor

determinado,
(i)  ela tem um unico vizinho b; e
(i)  m(b) > m(a).
A posi¢dao em que um vizinho e um 6rfao se diferenciam ¢ chamada de posi¢do orfa.
Uma observacdo importante ¢ que cada I-tupla que contenha um erro de
sequenciamento geralmente ndo aparece em outro read e ¢ diferente dos reads corretos
por apenas uma mutagdo (para um / escolhido apropriadamente). Consequentemente,
uma mutacdo em um read geralmente cria 21 orfaos. Esta observagdo leva a um
método que corrige erros em posi¢des Orfas dentro de reads, se o nimero total de
corregoes em um dado read para tornd-lo sem 6rfaos seja no maximo A. O método de
eliminagdo de 6rfaos para o problema de Correcdo de Erros comeca nas corregdes de
erros de posi¢des oOrfas que reduzem o tamanho de S; em 21 (ou 2d para posigdes
proximas aos extremos dos reads). Depois de corrigir todos estes erros com “condicao

217, a estratégia passa a tratar da condi¢do mais fraca 21 -8.
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Exemplo: Imagine que a sequéncia completa de um genoma (depois de montar os
fragmentos corretamente) possua o seguinte fragmento TCTATCGG. Suponha que os
reads obtidos para este fragmento sejam os elementos de S = {TCTATC, CTATCG,
CTGTCG, TATCGG }. As 3-tuplas obtidas estdo listadas na tabela seguinte. Note que
a base G em italico do read CTGTCG representa um erro de sequenciamento; o read

correto seria CTATCG.

si TCTATC s, CTATCG
I-tuplas TCT CTA
CTA AL
TjAl AlTld
AlTd iesE
ss CTGTCG s; TAT CGG
I-tuplas CTG Tal]
TGT AnE
GTC neeE
fnee CGG

A multiplicidade das 3-tuplas estdo listadas na tabela seguinte.

tupla-3 m(tupla-3)
TCT 1
CTA 2
N 3
ATC 3
itcG 3
CTG 1
TGT 1
GTC 1
CGG 1
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Para o exemplo serdo descartados as tuplas TCT e CGG porque se localizam no
extremo do pedaco do genoma que estd sendo tratado e serd suposto que existiam
outros reads que possuiam estas tuplas.

Considerando isso, note que as tuplas CTG, TGT e GTC, que possuem um erro de
sequenciamento, ndo aparecem em outro read e sdo diferentes dos reads corretos por
apenas uma mutacdo. Uma mutag¢do no read CTGTCG criou 21 = 6 6rfaos, sao eles:
CTG, TGT e GTC e seus respectivos complementos reversos. Veja que cada orfao
tem multiplicidade pequena e que tem apenas um vizinho com multiplicidade maior
que ele. CTG (multiplicidade 1) tem o vizinho CTA (multiplicidade 2), TGT
(multiplicidade 1) tem o vizinho TAT (multiplicidade 3), GTC (multiplicidade 1) tem
o vizinho ATC (multiplicidade 3).

Ao detectar estas tuplas, trocando G por A, o read CTATCG substituiria o CTCTCG.
Desta maneira S ficaria igual a {TCTATC, CTATCG, TATCGG }. As tuplas CTG,
TGT e GTC e seus respectivos complementos reversos ndo pertenceriam mais a Sy,

diminuindo o tamanho de S;de 21 =2 x 3 = 6.

4.3. Grafo de-Bruijn

Sejam S o conjunto de reads {sy, ..., sn}, S; 0 conjunto de todas as l-tuplas de S e S;;
o conjunto de todas as (I-1)-tuplas de S. O grafo de-Bruijn ¢é representado por G(S)).
Seus vértices sdo os elementos de S;.; e seus arcos sdo as I-tuplas de S;. Uma tupla-(1-
1) v € Si.; € unida por um arco com a tupla-(I-1) w € Sy, se S; contiver uma I-tupla
que tiver os seus I-1 primeiros nucleotideos coincidentes com v e os seus 1-1 ultimos
nucleotideos coincidentes com w.

Um vértice v € chamado de origem se grau de chegada(v) = 0, de fim se grau de
saida(v) = 0 e de ramificagdo se grau de chegada (v).grau de saida(v) > 1.

Um caminho v,...v, em um grafo de-Bruijn ¢ chamado de repeti¢do se grau de
chegada(v,)>1, grau de saida(v,)>1 e grau de chegada(v;)=grau de saida(v;) = 1 para 1

<i<n-1. Veja a Figura 12.
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Figura 12. Uma repeti¢do v;...v, e um sistema de caminhos que se sobrepoem com
esta repeticao. O caminho mais acima contém a repeti¢do e define o par correto entre
a entrada e a saida. Se este caminho ndo existisse, a repeti¢do v,...v, seria um

emaranhado.

Os arcos que entram no vértice v; sdo chamadas entradas da repeti¢do, enquanto os
que saem do vértice v, sdo chamadas saidas da repetigdo. Um caminho Euleriano
visita uma repeti¢do poucas vezes e a cada visita define um par de entrada e saida. As
repeti¢des criam problemas na montagem de fragmentos porque, apesar de existirem
poucas entradas e saidas, ndo fica claro qual saida ¢ visitada depois de qual entrada no
caminho Euleriano. Um read cobre uma repeticdo quando ele contém uma entrada e
uma saida da repeticao. Cada read que cobre uma repeticdo revela alguma informacao
sobre os pares corretos entre entradas e saidas. Uma repeticdo ¢ chamada de
emaranhado quando ndo existe nenhum read que a contenha. Os emaranhados causam
problemas na montagem de fragmentos porque os pares entrada-saida ndo sdo
resolvidos pela anélise dos reads. Para tratar disso foi formulado a generaliza¢ao do

problema de caminho Euleriano: problema de Supercaminho Euleriano.
4.4. Problema de Supercaminho Euleriano

O problema do Supercaminho Euleriano ¢ definido como “Dado um grafo de-Bruijn e
uma cole¢ao de caminhos neste grafo, encontre um caminho Euleriano neste grafo que
contenha todos estes caminhos como subcaminhos”.

Para resolver este problema, transforma-se o grafo G e o sistema de caminhos P deste
grafo em um novo grafo G; com um novo sistema de caminhos P;. Tal transformagao
¢ chamada de equivalente se existir uma correspondéncia um para um entre o0s
Supercaminhos Eulerianos em (G, P) e (G, Pi). O objetivo ¢ fazer uma série de

transformagdes equivalentes
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(G, P)=> (G, P1)—> .... > (Gy, Py)

que leve a um sistema de caminhos Py, onde cada caminho ¢ representado por um
unico arco. Como todas as transformagdes entre (G, P) até (G, Px) sdo equivalentes,
todas as solugdes do problema de caminho Euleriano em (G, Px) provéem uma
solugdo para o problema do Supercaminho Euleriano em (G, P).

A seguir ¢ descrita uma transformacdo simples que soluciona o problema do
Supercaminho Euleriano em um grafo G que nao tem arcos multiplos. Sejam dois
arcos consecutivos x = (Vin, Vmid) € ¥ = (Vmid,» Vou) do grafo G, e seja Pyy a colegdo de
todos os caminhos de P que incluem estes arcos como subcaminhos. Informalmente, o
isolamento-x,y desvia os arcos x € y para um novo arco z ¢ direciona todos os
caminhos em P, para z, simplificando o grafo. No entanto, esta transformacdo afeta
outros caminhos e precisa ser definida cuidadosamente. Define-se P_x como a
colecdo de caminhos de P que terminam em x € Py_, como a cole¢do de caminhos em
P que iniciam em y. O isolamento-x,y € uma transformagdo que adiciona um novo

arco z = (Vin, Vout) € remove os arcos x e y de G (Figura 13).

P

xly
P Sy - -
i ./'P
X ¥ i
Vln '_I/\}_-\I I\"’ﬂl.ll

jé

Figura 13. Isolamento-x,y é uma transformacgdo equivalente que reduz o numero de

arcos do grafo.
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Este isolamento altera o sistema de caminhos de P como se segue:

(1) substitua x, y por z em todos os caminhos de Py y;

(i1) substitua x por z em todos os caminhos de P_y, €

(iii)  substitua y por z em todos os caminhos de P,y_,.
Como os isolamentos reduzem o numero de arcos de G, eles diminuirdo os caminhos
de P para arcos unicos e reduzirdo o problema do Supercaminho Euleriano ao
problema do caminho Euleriano.
No entanto, no caso de grafos com multiplos arcos, o procedimento de isolamento
pode levar a transformagdes nao equivalentes. Neste caso, o arco x pode ser visitado
varias vezes no caminho Euleriano e pode ou ndo ser seguido do arco y em algumas
destas visitas. Desta forma direcionar todos os caminhos do conjunto P_,x para o arco
z pode ndo ser uma transformacao equivalente. No entanto, se 0 vértice viig SO tiver x
como arco de entrada e y como arco de saida, o isolamento-x,y ¢ uma transformagao
equivalente mesmo se x e y forem arcos multiplos. Os isolamentos podem ser usados
para reduzir todas as repeti¢des em Unico arco.
E importante notar que, mesmo quando o grafo G ndo possui arcos multiplos, o
isolamento pode cria-los nos grafos Gy,..., Gx. No entanto, eles ndo trazem problemas,
J& que nestes casos ¢ sabido qual instancia do arco multiplo é usada em cada caminho.
Para ilustrar, considere o vértice vinig da Figura 14 que tem apenas um arco de entrada
X = (Vin, Vmid) com multiplicidade 2 e dois arcos de saida y; = (Vmid> Vout1) € ¥2 = (Vmid,
Vourz) com multiplicidade 1. Neste exemplo o caminho Euleriano visita o arco x duas
vezes: em um caso € seguido por y; € no outro caso por y,. Considere o isolamento-
x,y; que adiciona um novo arco z = (Vin, Vour1) depois de remover o arco y; € uma das
duas copias do arco x. O isolamento (i) diminui todos os caminhos em P,y pela
substitui¢do de x,y; pelo arco simples z e (ii) substitui y; por z em todos os caminhos
Py_,. Este isolamento ¢ uma transformacdo equivalente se o conjunto P_,, estiver
vazio. Caso contrario nao fica claro se o ultimo arco do caminho P € P_,, deve ser z

ou x (a copia que restou).
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P‘”_,

Figura 14. No caso em que x é um arco multiplo, o isolamento-x,yl é uma

transformagdo equivalente se P_,, é vazio. Se P_,.ndo é vazio, ndo é claro se o ultimo

arco do caminho P € P_,.deve ser z ou x.

Para resolver este dilema, deve-se analisar todos os caminhos P € P_,, e decidir se ele
estad “relacionado” a Py, (neste caso deve ser direcionado através de z) ou a Pxy»
(neste caso deve ser direcionado através de x). Entende-se como relacionamento a
Pyy1 (Pxy2) todos os Supercaminhos Euleriano que visitam y; () logo depois de
visitar X.
Dois caminhos sdo chamados de consistente se a unido deles formar um caminho, ou
seja nao possuir ramificacdes. Um caminho P ¢ consistente com um conjunto de
caminhos P se ele for consistente com todos os caminhos em P, sendo ecle ¢
considerado inconsistente. Existem trés possibilidades (Figura 15)

- P ¢ consistente com exatamente um dos conjuntos Py y1 € Py .

- P ¢ inconsistente com ambos: Py 1 € Py .

- P ¢é consistente com ambos: Py yi € Py yo.
No primeiro caso (Figura 15a), o caminho ¢ chamado resolvivel porque ele esta
relacionado a Pxyi ou a Pxyo. Se P € consistente com Pyy; e inconsistente com Py y»
entdo P deve ser atribuido ao arco z depois do isolamento-x,y; (substituindo x por z em
P). Se P é consistente com Py s € inconsistente com Py y1 entdo P deve ser atribuido ao
arco x. Um arco x é chamado de resolvivel se todos os caminhos em P_,, sdo
resolviveis. Se o arco x ¢ resolvivel entdo o isolamento-x,y ¢ uma transformagao
equivalente depois das atribuigdes corretas aos ultimos arcos em cada caminho de

P‘)X'
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O segundo caso (P ¢ inconsistente com Pyyi € Pxy2) (Figura 15b) implica que o
problema de Supercaminho Euleriano ndo tem solugdo, i.e. os dados sequenciados
estdo inconsistentes. Informalmente, neste caso P, Pyy1 € Pxy impdem 3 cenarios
diferentes para apenas duas visitas ao arco x.

O ultimo caso (P € consistente com Py € Pyy») (Figura 15¢) corresponde a situagdo
mais dificil. Se esta condi¢do acontece em apenas um caminho em P_,, 0 arco x ¢
chamado de ndo resolvivel e a andlise deste arco ¢ adiada até que todos os arcos
resolviveis sejam analisados. Pode acontecer que transformagdes equivalentes em
outros arcos resolviveis tornem o arco x resolvivel. A Figura 16 ilustra um caso em

que transformacdes equivalentes resolveram arcos previamente ndo resolviveis.

oyl

/:)\P,_,z /_(b)\w N

P

(C) xy2
Figura 15. (a) P é consistente com Px,;, mas inconsistente com Py ,. (b) P é

inconsistente com P, e com Py . (c) P é consistente com P,,;e com P,,,.

No entanto, alguns arcos nao podem ser resolvidos mesmo depois dos isolamentos de
todos os arcos resolviveis. Tais situacdes geralmente correspondem a emaranhados e
devem ser tratadas por outra transformagao equivalente chamada de corte.

Considere um fragmento do grafo G com 5 arcos € 4 caminhos y;-x, y4-X, X-y; e x-)2,
com dois arcos (Figura 17). Neste caso P_, consiste em dois caminhos y3-x ¢ y4-x e
cada um dos dois caminhos ¢ consistente com ambos os caminhos: Pyyi € Px 2. Nesta
situagdo simétrica, x ¢ um emaranhado e ndo existe informacao disponivel para
relacionar qualquer um dos dois caminhos y;-x, y4,-x com nenhum dos outros dois
caminhos x-y; e x-y,. Consequentemente pode acontecer de ndo ter nenhum
isolamento que seja uma transformacgdo equivalente neste caso. Para tratar deste
problema, introduz-se outra transformacdao equivalente que afeta o sistema de
caminhos P e ndo afeta o grafo G.

Um arco x = (v,w) é removivel se (i) ele for o tinico arco de saida de v e o unico arco

de entrada em w e (ii) x ¢ um arco inicial ou terminal para todo caminho P € P que
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contenha x. Um x-corte transforma P em um novo sistema de caminhos removendo x
de todos os caminhos em P_,, € Py_,.

Neste caso da Figura 17, x-cortes diminuiram os caminhos y;-x, y,-x, x-y; e x-y; para
caminhos com arcos simples y/, 2, y3 ¢ y4. E facil checar que um x-corte de um arco
removivel ¢ uma transformacao equivalente, i.e., todo Supercaminho Euleriano em
(G,P) corresponde a Supercaminho Euleriano em (G, P)) e vice-versa.

Os cortes provaram ser uma técnica poderosa para analise de emaranhados que ndo
sdo trataveis por isolamentos. Os isolamentos reduzem os emaranhados para arcos nao
resolviveis simples que revelam-se removiveis na analise de genomas de bactérias
feitas por [PTWO1b]. Isto permitiu que o problema de Supercaminho Euleriano fosse
reduzido para o problema de caminho Euleriano no genoma de todas as bactérias
estudadas.

Apesar dos isolamentos e cortes serem suficientes para reduzir um problema no outro,
ainda existe um buraco na analise tedrica do problema de Supercaminho Euleriano
quando os caminhos ndo sdo trataveis por nenhum dos dois métodos (isolamentos ou

cortes).

5. Comentarios Finais

Este trabalho apresentou os algoritmos e programas de montagem de fragmentos.

Foi feita uma descricdo detalhada do método convencional de montagem de
fragmentos e apresentado os principais programas que utilizam este método, como
Phrap e CAP3. Os detalhes destes programas nao estdo descritos em seus artigos, que
geralmente ddo énfase a apresentacdo de resultados obtidos na execugao.

Foi descrito um método diferente do convencional apresentado em [PTWOla,
PTWO1b]. A idéia principal deste método ¢ uma etapa de correcdo de erros que
modificam os fragmentos iniciais e criam uma nova instancia de fragmentos para o
algoritmo de montagem de fragmentos. Com esta corre¢do, o grafo utilizado para
representar os fragmentos se simplifica muito e permite obter melhores resultados.

Em uma situagdo ideal onde todos os fragmentos ndo possuem erros, os programas
principais de montagem de fragmentos, Phrap, CAP3 e TIGR Assembler geram erros
de montagem, enquanto este novo método [PTWOla, PTWO01b] ndo produz erros e
gera menos contigs com dados reais do que os outros programas produzem com dados

sem erros. Uma das idéias propostas neste artigo ¢ que os programas como Phrap,
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CAP3 e TIGR poderiam utilizar seu método de corre¢do de erros antes de executar
sua montagem. A desvantagem ¢ que a execuc¢ao ficara mais lenta.

Os diversos programas disponiveis, apesar de se basearem no método tradicional de
montagem de fragmentos, sdo diferentes pois, geralmente, eles sdo criados para
diferentes aplicagdes. Por exemplo, o CAP3 ¢ mais utilizado para montagem de
fragmentos onde os bidlogos ndo esperam montar o genoma completo do organismo.
Isto acontece, por exemplo, quando se sabe que o genoma ¢ tdo grande e complexo
que ndo vale a pena, atualmente, querer obter o genoma completo. Por outro lado,
quando os bidlogos estdo interessados em montar todo o genoma de um organismo, o

Phrap ¢ utilizado.
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Figura 16. No grafo do topo, o arco x2 é ndo resolvivel (P’ € P_,, é consistente com
Piryre Pyoys) e o arco x1 é resolvivel (P’ € Py, é consistente com Pyy e
inconsistente com Py3;). Consequentemente o isolamento-y4,x1 é uma transformagdo
equivalente que substitui y4 e x1 por z (segundo grafo). Esta transformag¢do torna x2
resolvivel e abre uma porta para o isolamento-x2,y1 (terceiro grafo). Finalmente, o

isolamento-z,x2 trata de uma simplificagcdo no grafo original.
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¥ Px )

Figura 17. Se x é um arco removivel, entdo o x-corte é uma transformagao
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Anexo

Esta secdo esta dedicada a definicdes da teoria de grafos necessarias para o
entendimento do texto anterior.
Um grafo consiste em um conjunto de vértices finito e ndo vazio e um conjunto de
pares desordenados de vértices, chamados de arcos.
Um caminho em um grafo ¢ uma sequéncia ndo vazia de vértices tais que dois vértices
consecutivos sdao unidos.
O grau de um vértice ¢ o nimero de arcos que terminam e que se iniciam em um
vértice. O grau de chegada é o numero de arcos que terminam em um vértice € o grau
de saida ¢ o nimero de arcos que se iniciam em um vértice.
Um caminho Euleriano ¢ um caminho que se inicia em um vértice, termina em outro
vértice e que passa por cada arco exatamente uma vez. E também conhecido como
complete edge path.
Um Circuito Euleriano ¢ um caminho Euleriano que comeca e termina no mesmo
vértice.
Um Caminho Hamiltoniano é um caminho que se inicia em um vértice, termina em
outro vértice e que passa por cada vértice exatamente uma vez. E também conhecido
como complete vertex path.
Um Circuito Hamiltoniano ¢ um caminho Hamiltoniano que comega e termina no
mesmo vértice.
Sendo s o vértice de inicio e t o vértice final, o Teorema de Euler diz que existe um
caminho Euleriano se e somente se

grau de chegada(v) = grau de saida(v) para v #s,t

grau de saida(s) — grau de chegada(s) = 1,

grau de saida(¢) — grau de chegada(?) = -1.
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