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Queremos descobrir sequências
aparentadas
• Aparentadas = ancestral comum = homólogas
• Para inferir que duas sequências são homólogas, 

precisamos obter um alinhamento entre elas que seja 
biologicamente relevante

• Obter o alinhamento ótimo por si só não nos informa
sobre parentesco

• Alinhamentos de nota máxima (ótimos) não necessariamente
correspondem a alinhamentos biologicamente relevantes

• Como fazer?
• Para responder, temos que abordar o tema bancos de 

sequências



Bancos de sequências

• Situação típica
• Tenho uma sequência-consulta (query)
• Quero saber se existem sequências já publicadas que

são “parentes” dela

• Tenho que fazer uma busca em bancos de 
sequências



Bancos de sequências

• Resultado do sequenciamento em geral é publicado
• “bancos de dados” de sequências
• Na verdade catálogos
• O banco mais importante é o GenBank

• Mantido pelo National Center for Biotechnological Information
• NCBI

• http://www.ncbi.nlm.nih.gov

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/




Outro banco: UniProt http://www.uniprot.org/

http://www.uniprot.org/


Estatística de alinhamentos

• Com um banco, temos uma “população” de sequências; 
será nessa população que farei a busca com minha 
sequência-consulta

• Essa população é de milhões de sequências; isto quer dizer 
que, dependendo da sequência consulta, há uma 
probabilidade não muito pequena de que minha busca 
resulte em “hits” que são fruto do acaso

• Para entender por quê, é preciso apresentar o conceito de 
alinhamento local



Alinhamento global e local

Global: toda a 
sequência s é 
alinhada com toda 
a sequência t

Local: um trecho de s é alinhado 
com um trecho de t, tal que esse 
alinhamento é “bom”, quando 
comparado com outros possíveis 
alinhamentos locais entre s e t

s s

t t



Alinhamento local é o modo de 
busca em bancos de sequências
• Exemplo

• sequência-consulta: GTTCAATCTGAATCGACATATC

• possível alinhamento local:

GTTCAATCTGAATCGACATATC
ATCGGAAACG

consulta

hit do banco

• Suponha agora que a sequência-consulta tem apenas 1 base, por 
exemplo, ‘G’

• Com tal sequência-consulta, basicamente todos os alinhamentos 
resultantes da busca serão devidos ao acaso



• Ninguém faria uma busca com uma consulta de 
apenas 1 base

• Mas agora generalize essa ideia para 2 bases, 3 
bases, etc

• Não deve ser difícil de ver que para sequências-
consulta curtas, a probabilidade de alinhamentos 
ao acaso é alta, e que essa probabilidade diminui
quanto maior for a sequência-consulta

• Esta observação está na base da teoria estatística 
de alinhamentos



Alinhamentos estatisticamente 
significativos
• Teoria de Karlin e Altschul
• Permitiu uma quantificação da significância 

estatística de alinhamentos
• Essa quantificação se chama e-value



e-value

• e-value (expect value) exprime a significância estatística de 
um alinhamento

• e-value = E = Kmne –λS

• m e n são os tamanhos das sequências
• S é a pontuação (nota, score) do alinhamento
• K e λ são parâmetros
• Um banco de sequências pode ser tratado como uma longa sequência

de tamanho n (concatenando-se as sequências entre si)
• A fórmula dá o número de alinhamentos que se esperaria obter com 

pontuação pelo menos S ao acaso



e-value

• Não é uma probabilidade
• Pode resultar maior do que 1

• Probabilidades são sempre números no intervalo [0,1]

• Conversão de e-values para p-values: P = 1 – e–E



Alinhamentos estatisticamente significativos e 
alinhamentos biologicamente relevantes

• Lembre-se que ao fazer buscas em bancos de 
sequências estamos em busca de sequências do banco 
que sejam aparentadas ou homólogas da nossa 
sequência-consulta

• um alinhamento entre sequências homólogas é um 
alinhamento biologicamente relevante

• Como em geral é impossível saber se existe o 
parentesco, iremos inferir o parentesco por meio da 
significância estatística

• Diremos que os alinhamentos estatisticamente 
significativos são biologicamente relevantes

• isto é uma aproximação, sem garantias! mais detalhes à 
frente



Na literatura

• É comum o termo “homology search”
• Esse termo se refere exatamente ao que estamos 

apresentando aqui
• Mas o mais correto seria dizer “similarity search”, 

pois a homologia é sempre uma inferência a partir 
da similaridade e da significância estatística



Detalhes importante sobre e-values

• E-value depende do tamanho do banco (veja a fórmula 
apresentada acima)

• Por esse motivo, não se pode comparar diretamente e-
values obtidos de consultas a bancos diferentes, ou 
mesmo consultas ao mesmo banco feitas em tempos 
muito distintos (por exemplo, separadas por anos)

• Mas existe uma fórmula de conversão
• Dado o e-value contra banco X, é possível saber qual seria o 

e-value contra banco Y
• Essa mesma fórmula pode ser usada para dar o e-value para 

comparação de apenas duas sequências entre si (supondo
que Y seja genBank)
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Para quem quiser se aprofundar



Programação dinâmica é cara

• Especialmente quando
• Comparação contra muitas sequências

• Buscas em banco de dados
• Comparação de muitas sequências entre si

• Todas contra todas

• Alternativa: BLAST
• Basic Local Alignment Search Tool
• Este é o programa básico de busca em bancos de 

sequências
• Veja que “alinhamento local” faz parte do nome



BLAST

• Altschul et al., 1990, 1997
• Cerca de 75 mil citações (em outubro de 2014)
• Programa mais citado em ciência

• (mas não são os papers mais citados;  o mais citado tem 305 mil 
citações)

• Heurística
• Não tem garantia de que sempre consegue achar os alinhamentos

de pontuação máxima
• Sacrifica garantia de otimalidade por velocidade
• Mas na vasta maioria das vezes os alinhamentos ótimos são de fato

encontrados
• Reporta e-values
• (É possível fazer cálculo de e-values também com PD)



É útil pensar na matriz de PD 
como se fosse um dotplot

j 0 1 2 3 4

i t G A T C

0 s 0 -2 -4 -6 -8

1 G -2 1 -1 -3 -5

2 T -4 -1 0 0 -1

3 C -6 -3 -2 -1 1

1 2 3 4

1

2

3
marcamos em vermelho as células onde 
a base de s é igual à base de t



Um alinhamento local pode ser visto 
como um trecho de células consecutivas
num dotplot



Pode haver vários alinhamentos
locais “bons”



Um alinhamento global poderia ter 
esta cara num dotplot



Exercício

• Como modificar o algoritmo de PD para que ele
encontre o melhor alinhamento local?

• Dica: comece definindo as características do melhor
alinhamento local



Resposta do exercício: 
Alinhamento local com PD
• Um alinhamento global pode ter nota negativa
→ um alinhamento local nunca pode ter nota 
negativa
• Pois o alinhamento entre sequências vazias tem 

nota zero
• bons alinhamentos locais são trechos com notas

positivas na matriz de PD



Implementação

1. Inicialização da coluna zero e da linha zero com zeros
2. Ao preencher um elemento da matriz, fazer a operação

de máximo, mas nunca deixar que o valor escolhido seja
negativo

Valor ← max (M[i-1,j], M[i, j-1], M[i-1,j-1], 0)
3. Ao final: procurar o elemento da matriz de valor máximo
4. Para recuperar o alinhamento: percorrer de trás para 

diante até chegar em zero



Exercício

• Alinhamentos globais são casos particulares de 
alinhamentos locais

• Explique



BLAST é muito mais rápido do que 
programação dinâmica
• “Truques de eficiência” usados por BLAST
• BLAST busca trechos parecidos (palavras ou words) 

entre as sequências = alinhamentos-semente
• Para nt, esses alinhamentos tem que ser exatos
• Para aa, esses alinhamentos tem que ter nota 

positiva
• Estende esses alinhamentos-semente até um ponto 

em que qualquer extensão adicional vai diminuir a 
nota



Crédito: I. Lobo

Todos os alinhamentos locais

Remover alinhamentos com nota abaixo 
de um certo limiar

Estender os alinhamentos locais de melhor nota



Exemplo de alinhamento ótimo
que BLAST não encontraria

• Suponha nt e tamanho mínimo de palavra = 4

GTG-TGGCCTA-GAAGCT
||| | | ||| || | |
GTGGTCG-CTACGACG-T

16 posições, 12 identidades (75%)



Muito da eficiência de BLAST vem 
de pré-processamento
• As sequências do banco foram pré-processadas 

para tamanhos pré-definidos de palavras
• Ou seja, para tamanho de palavra = 11nt, já 

sabemos de antemão quais sequências do banco 
contém quais palavras



Características de BLAST

• Tamanho default das palavras
• DNA (blastn): 11 nt
• Proteínas: 6 aa

• Reporta bit score, raw score, e-value, identidades, 
positivos, buracos



Um alinhamento encontrado por BLAST



Este é o dotplot do alinhamento do slide anterior. Observe que o início do alinhamento 
está no canto esquerdo inferior e o final está no canto direito superior, ao contrário dos 
dotplots anteriores que vimos, em que o início do alinhamento estava no canto esquerdo 
superior e o final no canto direito inferior. Esta diferença é apenas uma questão de 
convenção.



Resultado de uma busca com 
BLAST no GenBank



Lista de hits



Sabores de BLAST
sequências do banco 



Query 

nucleotídeos aminoácidos

nucleotídeos BLASTN

TBLASTX

BLASTX

aminoácidos TBLASTN BLASTP

JC Setubal 37



Tradução automática

• BlastX, tblastN, tblastX fazem tradução automática 
das sequências em todos os quadros de leitura

• Exercício: explique como é essa tradução em cada 
caso



Outras versões de BLAST

• megablast: apenas nt x nt, ainda mais eficiente do que 
blastn (portanto pode perder em especificidade – ou 
seja, deixa de encontrar alinhamentos relevantes)

• psi-blast
• phi-blast
• delta-blast
• smartBLAST
• todas essas são versões mantidas pelo NCBI
• existe também BLAT, que é uma versão de BLAST 

específica para genoma humano, mantida pela 
Universidade da California – Santa Cruz

• https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat


Parâmetros de BLASTn



Regiões de baixa complexidade

• Sequências com elementos repetitivos e que
aparecem com frequência

• Exemplo em DNA
• AAAAAAA

• Exemplo em proteína
• AGNLLGRNVVVVGAG

• Uso do filtro é default
• Pode excluir alinhamentos relevantes





Parâmetros de BLASTp

agora é 6



Notícia recente!



Exercício

• Para ganhar prática com BLAST, faça buscas usando blastp
usando nomes de pessoas de diversos tamanhos

• Exemplos
• ELVIS
• ALICE
• REGINA
• ARISTIDES
• PEDRALVARES

• Suas palavras tem que usar apenas as letras dos 20 
aminoácidos

• não use O, U, B, J, X, Z 
• Altere parâmetros de busca para ver como mudam os 

resultados (e-value, penalizações de buracos)



Posso acreditar nos resultados do 
BLAST?

10-5

aqui podem ocorrer
falsos negativos

aqui podem ocorrer 
falsos positivos

1) Nem todos os alinhamentos estatisticamente significativos são biologicamente relevantes
2) Nem todos os alinhamentos que não são estatisticamente significantes não são relevantes

significante

Não significante

menor do que

maior do que

e-value



Exemplo do caso (1)

• Duas proteínas podem compartilhar um domínio e 
não serem relacionadas

• falsos positivos de BLAST

• Acontece quando as proteínas tem múltiplos
domínios

http://en.wikipedia.org/wiki/File:1pkn.png

Pyruvate kinase



Referências

http://www.nature.com/scitable/topicpage/basic-local-alignment-search-tool-blast-29096

Artigo por Ingrid Lobo (Write Science Right) © 2008 Nature Education

Ian Korf, Mark Yandell, Joseph Bedell

http://www.nature.com/scitable/topicpage/basic-local-alignment-search-tool-blast-29096
http://shop.oreilly.com/product/9780596002992.do#tab_04_2




Novos programas

• Usearch [Edgar 2010]
• Até 400x mais rápido do que BLAST
• Com algum sacrifício de precisão

• Pauda [Huson e Xie, 2014]
• Blastx “dos pobres”
• 10.000x mais rápido do que blastx!
• Com mais sacrifício de precisão

• Diamond [Buchfink, Xie, Huson 2014]
• 20.000x mais rápido do que blastx!
• Sem sacrifício de precisão!
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