alinhamento global-
alinhamento multiplo de
sequéncias



Alinhamento multiplos de
sequéncias

Qual a importancia de se realizar
alinhamentos multiplos em oposicao
a alinhamentos em pares?



Alinhamento multiplos de
sequéncias
Usos do alinhamento multiplo de sequéncias

-Estabelecer relacdes filogenéticas entre
diferentes proteinas

-Predizer dominios conservados, incluindo
residuos criticos para a funcao da proteina

-Comparar a proteina de interesse de
forma mais detalhada com membros da
mesma familia de proteinas



Alinhamento multiplo de
sequUéncias

sequence A

Ao se alinhar 3 sequéncias pode-se calcular o alinhamento 6timo
através do dynamic programming, entretanto neste caso vocé
passa a ter que calcular uma matriz tridimensional. Caso mais
sequéncias fossem adicionada seria necessario uma matriz N
dimensional onde N € o numero de sequéncias alinhadas

Isso cria um problema computacional pois 0 numero de
comparacoes a ser feitas serda o numero de aminoacidos elevado

AaAn Niirmars AAa canmtdtAncine alinhaAdAAs~



Alinhamento progressivo
(Clustal)

Hbb_Human
Hbb_Horse
Hba_Human
Hba_Horse
Myg_FPhyea

GlbS_Petma

Rooted Neighbor Joining

Com a finalidade de
solucionar este problema um
meétodo heuristico foi
desenvolvido de modo a fazer
um alinhamento progressivo
de sequéncias baseado na
sua proximidade em uma
arvore filogenética baseada
em alinhamentos par a par

Apesar deste tipo de método
gerar bons alinhamentos em
tempo razoavel, ele nao
garante que o melhor
alinhamento possivel sera
obtido



Alinhamento progressivo
(Clustal)

N K/=-Y/F L/=-5

Figura mostra o principio do alinhamento progressivo.
Alinhamentos sao realizados sequencialmente baseado na
arvore filogenética estimada criada a partir dos
alinhamentos par a par realizados.



Alinhamento progressivo
(Clustal)

A. Calculation of sequence weights

Weighting factor

A 02+032=035

0.2

Ao realizar cada alinhamento sao gerados pesos para cada
seqUéncias dependendo da sua distancia em relacao as
outras sequéncias do alinhamento. O objetivo deste
procedimento € evitar a criacao de vieses gerados pela
escolhas de muitas sequéncias proximas em oposicao a
poucas sequUéncias divergentes.



Alinhamento progressivo

B. Use of sequence weights
Caolurmn in alignment 1
Sequence A fweighta) ... Keoienine,

Sequence B jweightb) ... e

Column in alignment 2

Sequence C (weightec) ... L

Sequence D (weight d)

Score for matching these two column in an msa =

Exemplo de calculo de escore em alinhamento progressivo a partir de dois pares de
sequéncias alinhadas. Note que cada sequUéncia possui um peso especifico
mesmo ja estando alinhada com uma outra sequéncia. Escores de substituicao
ou identidade entre sequéncias ja alinhadas (Seq A e B, no exemplo acima) nao
sao computados visto que o alinhamento entre A e B nao vai mais variar.



Problemas do método de
alinhamento progressivo

* Este tipo de algoritmo é altamente
dependente da qualidade dos
alinhamentos iniciais, visto que ao longo
do processo eles nao serao mais alterados

 Dificuldade é maior quando mesmo as
sequéncias mais proximas sao
distantemente relacionadas

» Dificuldade em estabelecer parametro
otimos de alinhamento



USO de aproximacao
sucessiva para refinar
linhamentos

* Devido a Iimi?agoes Impostas devido ao alinhamento
progressivo foi implementado nas ultimas versoes do
clustal um algoritmo utilizando aproximacao sucessiva
(iteration) para minimizar este tipo de problema

* O algoritmo realiza apds cada alinhamento um
procedimento no qual ele seleciona uma sequéncia e
realinha esta com o resto do alinhamento, caso o
escore resultante for melhor que o inicial o novo
alinhamento € mantido. Isto e realizado
sucessivamente com todas as sequéncias do
alinhamento.



ClustalX

* Sequéncias em formato multi-fasta ou aln pode ser
carregadas no clustalX através do comando “load
seqguences”



ClustalX

File FEdit Alignment Trees Colors Quality Help

Cada linha representa uma
sequéncia

Bbrus_precatorius - z1ffla: R 1EER rEe T AR CRORLEENG L WT LR IDRT TRINBRCLTTYE A @S YTy
Iris_hollandica T2Mb C

rizoum Album T B : DENQTQ

Sambucus_nigra T2D BavvETTan ‘;lr.\nzr.‘r
us_gi 113006422 |pdb ] 1EWP|B ] g T ERE IRL RNQUWTFYNDET TRIMERCUTANEI N3 By TMITDE: ez rogsE s
Ricinus_commmniz_T LIFPI"P] v : 78A QLA BCR ST DANGLRT LERDNT IRINBECLT MIEDENTRET

RIF CANA ‘LGI'PEI.II.E?.WG‘AEM"PL BEYERCY vy & THGLR ) SHEEC E TRIN

7 1

Grafico com Indicacao do grau de
conservacao



Sistema de cores do clustal

Clustalx Rules:

* O fundo colorido do clustal tem duas funcoes:
chamar a atencao de regioes conservadas e
para o carater dos aminoacidos



Alinhando sequéncias no
clustalX

mplete Alignment Ctrl+L

—
| ClustalX 2.0.9

File Edit | Alignment | Trees Colors  Quality H
Mode:
o Do Guide Tree Only Ctrl+G
Do Alignment from Guide Tree
Realign Selected Sequences

Realign Selected Residue Range

Alignment Parameters

Iteration
Output Format Options lignment Parameters
Set All Parameters to default Multiple Alignment Parameters

Protein Gap Parameters

Menu “alignment” permite acessar diversos comandos
incluindo menus de ajuste de parametros de alinhamentos



Alinhando sequéncias no
clustalX

* Clicando no item “multiple aligment
parameters” é possivel acessar um

5. Alignment Parameters

[ o

.MulﬁpIEF'arar;'ueters menu Onde é pOSSivel ajustar OS
e ; seguintes parametros
| * Gap opening- Penalizacao de escore para
| iniciar uma regiao de “gap”
* Gap extension- Penalizacao de escore
s © Pavms O Uerefed para extender uma regiao de “gap”
i i (normalmente menor que o Gap
Load protein matrix: O p e n i n g )

DMA Weight Matrix

* Delay divergent sequences- Atraso de
alinhamento de seqliéncias divergentes
gue somente serao alinhadas apés as
outras sequencias (porcentagem de
identidade abaixo da qual que faz a
sequUéncia seja considerada divergente)

@ I1uB | CLUSTALW{LE) () User defined

Load DNA matrix:




Alinhando sequéncias no
clustalX

* Transition weight (somente DNA)- da a
e transicoes (A<->G, T<->C) um escore
] diferente de 0.

Multiple Parameters

Gap Opening [0-100]:

* Use negative matrix- permite o uso de
matrizes negativas, importante quando as
sequéncias forem relacionadas somente
em uma pequena porcao. Em condicoes

D PAMicn  © User defied normais prejudica um pouco o alinhamento

") Identity matrix

e i * Protein Weight Matrix- Matriz de

o eanttvem substituicao a ser utilizada (note que voce
s6 escolhe a serie de matriz: Blosum, PAM,
Lo R ot etc... O tipo de matriz dentro desta serie
(por exemplo Blosum 62, blosum 80) é
escolhido automaticamente pelo programa

@ I1uB | CLUSTALW{LE) () User defined




Alinhando sequéncias no

#.| Protein Gap Parameters
Ok

Residue-spedfic Penalties Il:ln

Hydrophilic Penalties [Dn

Hydrophilic Residues: GPSMNDOQEKR
Gap Separation Distance [0-100]: 4

End Gap Separation [DFF

d

Residue specific penalty- Considera a vizinhanca de alguns residuos como mais ou menos favoraveis para abertura de “gaps”

Hydrophilic penalties- aumentga a chance de gaps em regides ricas em residuos hidrofilicos, que usualmente representam
regides menos estruturadas.

Hydrophilic residues- especifica que residuos sao considerados hidrofilicos

Gap separation distance- numero de residuos de distancia de uma regiao com gap na qual é penalizada uma nova abertura de
gap

Considera o gap no final da seqiiéncia normalmente para o parametro acima



Alinhando sequéncias no
clustalX

Como realiza um alinhamento global o clustal tentara
realizar o alinhamento de toda a proteina nao “jogando fora
pedacos” como ocorre no caso de alinhamento por blast.
Em adicao nao ha a geracao de um parametro de confianca
gue permita vocé avaliar a significancia do seu alinhamento

Deste modo o clustal € uma ferramenta muito pobre para
identificacao de funcao de proteinas. O seu principal uso é
para uma caracterizacao mais fina apo6s a determinacao da
identidade e dominios presentes na sequéncia.



Alinhando sequéncias no
clustalX

- E muito importante que haja uma selecéo
criteriosa de que sequéncias e quais regioes
destas seqUéncia serao alinhadas

* Muitas vezes ao invés de selecionarmos proteinas
Inteiras, que podem conter um mosaico de
regides com diversas origens evolutivas, é
preferivel alinhar somente regides de dominios
em comum



Alinhando sequéncias no
clustalX

« Alinhamento de multiplas sequéncias sao
bastante influenciados pelas penalizacoes de
abertura e extensao de gaps e ao fazer
alinhamentos o usuario normalmente deve

ajustar estes parametros de modo a obter um
bom alinhamento

* Para o alinhamento de sequéncias mais
divergentes é necessario a utilizacao de
penalizacoes menores para a abertura de gaps



Alinhando sequéncias no
clustalX

* Devido aos problemas do algoritmo de
alinhamento progressivo quando alinhamos
sequéncias distantes € sempre
recomendavel inserir no alinhamento
multiplo sequUéncias adicionais que sejam
mais proximas das sequéncias analisadas

* De modo geral , ter um numero razoavel de
sequéncia ajuda o programa de alinhamento
multiplo e facilita a interpretacao dos dados



Resultado de alinhamento
CliicHALlYVY

File Edit Alignment Trees Colors Quality

Mode: le Alignment Mode - | Fon

Iri= hollandica TZMb
Iris hollandica °
lygonatum multiflorum '
gonatum multiflorum m
Sambucns_nigra T2D
cus_cbulus_gil
Cinnamomum camphora

Viseum Album °

ry e e I B e e I T |

Ricinpus commnis
Abrus=_precatorius
R

ich have a single, ful

Simbolos indicam conservagao _
de residuos ou grupos de

MILF

residuos em uma coluna

FYW

" "indicates that one of the fi




Resultado de alinhamento
ClustalX

.| ClustalX 2.0.9
8
File Edit Alignment Trees Colors Quality Help

[l Mode: |Multiple Alignment Mode + | Font:

[
(] 1ﬂ1 @G G 0 61 Gl 4
nnnnnnnnn

e
o
eBe
-
)
B
o
e
B E
mBE

Low scoring segments- existe a opcao de mostrar em cinza
regioes com baixo escore e que portanto nao seriam muito
confiaveis



Visualizacao do resultado de
alinhamento ClustalX

va - . L TP T P B e LT PR D P P

ClustalX 2.0.9
| Ie] Edit Alignment Trees Colors  Quality Help

Load Sequences Ctrl+0

Append Sequences ,

Sequences as... Ctrl+S

Ctrl+P

061 6 61 O 6 6

Quit Ctrl+Q

Exporta o alinhamento em formato postscript



Visualizacao do resultado de
alinhamento ClustalX

CLUSTAL 2.0.9 MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT
File: D:/Ricardo/Ricardo-Cana/Anotacoes/chainB.ps Date: Wed Sep 03 08:42:25 2008

Page 1 of 1
IE"QL‘!IPI H'F. 3
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* Resultado de alinhamento em arquivo
ostscript



Visualizacao do resultado de
alinhamento ClustalX

% ch.EMBnet.org

BOXSHADE 3.21
nd Shading of Multiple- Alignmen

Output
Format RTF_M

When pasting MSF or ClustalW files, please make sure
that the pasted text starts with the header line of the alignment and
contains no extra blank lines at the bottom.

Box shade- ferramenta para visualizacao de alinhamentos. Aceita
formato aln (clustal). Pode exportar em formato rtf

http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.htmi



Visualizacao do resultado de
alinhamento ClustalX
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