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Alinhamento multiplo
* Queremos alinhar mais do que n = 2 sequéncias
* n pode variar de 3 a milhares

* Por que haveria interesse em fazer tais
alinhamentos?



Motivacao mais geral

* Representante da situacao em que similaridade
entre 2 sequéncias pode ser apenas coincidéncia

* Mas similaridade entre 10 ou 20 ou 100 sequéncias
(ou seja, todas com todas) € muito mais dificil que
seja coincidéncia



Motivacao mais concreta

* Para construir filogenias é necessario criar AMs



Alinhamento multiplo
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Como dar notas para alinhamentos
multiplos?



Soma de pares (aminoacidos)

* Numa coluna determinada, podemos separar todos
0s pares de aminoacidos

e dalinha 1 com linha 2, dalinha 1 com linha 3, 1 com 4,
etc

* depois: da linha 2 com linha 3, 2 com 4, etc

* A cada par corresponde uma nota na matriz BLOSUM62
* A soma de todas as notas dos pares da a nota da coluna
* A soma das notas das colunas da a nota do alinhamento
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e = SDIPAGDYEKGKEVYKQRCLQCHVVDSTAT-KTGPTLHGVIGRTSGTVSGFDYSAA
wwe = TEFKAGS AKKGATLFKTRCLQCHTVEKGGPHEVGPNLHGIFGRHSGQAEGYSYTDA
MASFDEAPPGNPKAGEKIFRTEKCAQCHTVEKGAGHEKQGPNLNGLFGRQSGTTPGYSYSAA
————— GVPAGDVEKGKELFVQRCAQCHTVEAGGKHKVGPNLHGLIGREKTGQAAGFAYTDA
--------- GDVEKGKKIF IMKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGREKTGQAPGYSYTAL
--------- GDVEKGEKIFVQECAQCHTVEKGGKHETGPNLHGLFGRETGQAAGFSYTDA
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What do the consensus symbols mean in the alignment?
An * (asterisk) indicates positions which have a single, fully conserved residue

A : (colon) indicates conservation between groups of strongly similar properties -
scoring > 0.5 in the Gonnet PAM 250 matrix

A . (period) indicates conservation between groups of weakly similar properties -
scoring =< 0.5 in the Gonnet PAM 250 matrix




Nao existe padrao universalmente
aceito para avaliar AMs

* Ou seja, nao existe o equivalente de e-values em
BLAST
 Diferentes programas produzem diferentes notas



As cores representam familias de aminoacidos

Cthe 1566 Clostridium thermoce
Fisuc 1086 Fibrobacter succino
Metvu_lO85_Methanocaldococcus
MFS40622 0035

Metin 0037 Methanocaldococcus
Csac 2462 Caldicellulosiruptor
Daud 0147 Candidatus Desulforu
Sllp 2126 Syntrophothermus lip
CT1536 nifD Chlorobium tepldum
Cphamnl 1754 Chlorobium phaeob
MM0722 NifD Methanosarcina maz
Avin 01390 nifD Azotobacter vi
Moth 0551 Moorella thermoaceti
Slip 2127 Syntrophothermus lip
Daud 0146 Candidatus Desulforu
Metvu 1084 Methanocaldococcus
MFS40622 0034 Methanocaldococc
Metin 0038 Methanocaldococcus
Csac 2463 Caldicellulosiruptor
RoseRS 1199 Roseiflexus

Rcas 4041 Roseiflexus

CT1538 nifE Chlorobium tepidum
MM0724 nifE Methanosarcina maz
Avin 01450 nifE Azotobacter vi
Cthe 1565 Clostridium thermoce
Fisuc 1087 Fibrobacter
Ccel_lG15_Clostr1d1um_cellulol
Mlab 1039 Methanocorpusculum 1
Mlab 1040 Methanocorpusculum 1
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Exercicio

 Compare os aminoacidos de mesmas cores do slide
anterior com as familias apresentadas na aula 1 de
comparacoes

 Compare também com as notas desses grupos de
aminoacidos na matriz BLOSUM®62



Sequéncias de entrada para um
AM

* Dois conceitos importantes
* Homologia
e Familia



Homologia

* Dois genes que tem um mesmo ancestral sao
homologos

* Freq. usado erroneamente com o sentido de similar

e Similaridade nao implica necessariamente em
homologia

* Asas: morcégo e insetos (convergéncia)

* As vezes a similaridade é (ou parece) baixa mas mesmo
assim existe homologia

* Barbatana de baleia e bracos em humanos

* Dois tipos de homologia
* Ortologia e paralogia



Ortologos

© especiacdo
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paralogos ©
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Figure by C. Lasher
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In-paralogos
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Homologia e funcao

* Seria bom se proteinas homologas tivessem mesma
funcao

* Geralmente é o caso; mas nem sempre

e Paralogos estao mais sujeitos a desenvolver novas
funcdes
* Neo-funcionalizacao
* Na pratica

* Membros de uma mesma familia de proteinas sao
homologos e em geral tem mesma funcao

* Mas existem os conceitos de Superfamilias e subfamilias



Familia de proteinas

* Definicao operacional
e Duas proteinas estao na mesma familia se seus genes
sao homologos
* ou (mais exigente)

e Duas proteinas estao na mesma familia se seus genes
sao ortologos

* Falar em proteinas homologas € um certo abuso de
linguagem: sao os genes que sao homologos



Exemplo de subfamilias.
Nesta figura sao definidas
3 subfamilias (azul, verde,
laranja), e 3 sub-
subfamilias (dentro da
subfamilia verde)

Phylogenetic tree of the WHAMM proteins
Kollmar et al. BMC Research Notes 2012 5:88 doi:10.1186/1756-0500-5-88



Colunas num AM devem ser
homologas

* Uma coluna homologa significa que o gene
ancestral comum das sequéncias no AM também
tinha a posicao correspondente a essa coluna



Alinhar DNA ou aminoacidos?

* DNA: mais dificil garantir homologia nas colunas

* DNA é mais sensivel, mas a terceira base de codons
nao é informativa

 Comparacao com aminoacidos permite que
proteinas mais distantes possam ser incluidas
* Ha casos em que nao da para alinhar DNA (muita
divergéncia)
* DNA é indicado quando as sequéncias de proteinas
sao todas idénticas ou quase idénticas

* Como seria 0 caso na comparacao de proteinas de cepas
de uma espécie de bactéria



Algoritmo para alinhamento multiplo
de sequéncias

* Programacao dinamica

* Generalizacao de alinhamento 2-a-2



Generalizacao de PD para AM

2 sequéncias 3 sequéncias
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Omega significa que o custo é pelo menos esse



Consequéncia

* Se PD para alinhamentos 2-a-2 ja é caro...
e ...para AM é ainda mais caro!

* Portanto todos os programas praticos para AM sao
heuristicas

* N3o tem garantia de otimalidade (produzem
aproximacoes)



Mesmo sendo heuristicas esses
programas tem limitacoes

e Essas limitacdes vao variar de programa para
programa, e dependendo de onde o programa €

rodado

* A grosso modo, as sequéncias de entrada nao

podem ser:

* muito longas (nao mais do que algo como 10 kb, no caso
de AM para nucleotideos)

* nem muitas (ndo mais do que algo como 1000)



Alinhamento progressivo

e € a heuristica que esta na base de varios programas de
AM

* |deia: combinar alinhamentos de pares, iniciando com
o par mais similar entre si

* |[r juntando os pares

* Dois estagios

1. constroi-se uma arvore-guia que determina a hierarquia de
similaridade entre os pares

2. assequéncias sao adicionadas ao alinhamento num
processo guiado pela arvore

* Seria melhor que AM e arvore fossem feitos
simultaneamente

e Mas é muito mais complicado de fazer com rigor



Programas para AM

* Muscle

* Edgar, R.C. (2004) Nucleic Acids Res. 32(5):1792-1797
e http://www.drive5.com/muscle

* MAFFT

» Katoh, Misawa, Kuma, Miyata 2002 (Nucleic Acids Res. 30:3059-3066)
e http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/

* ClustalW/X (antigos) Clustal Omega (novo)

 Sievers et al. Molecular Systems Biology (2011) 7:539
* http://www.clustal.org/omega/
* http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

e Qutros: Probcons, Cobalt (NCBI), T-coffee
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http://www.drive5.com/muscle
http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/
http://www.clustal.org/omega/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Para ilustrar as complexidades de
avaliacao de alinhamentos multiplos

* Artigo do proximo slide procurou comparer
diferentes programas de AM entre si



| e | S BT B R B e e BT R Bt

©'PLOS ‘ ONE Subject Areas For Authors | About Us (o}

advanced search

@ OPEN ACCESS i PEER-REVIEWED 8,544 32 141 5

RESEARCH ARTICLE VIEWS CITATION S SAVES SHARES

A Comprehensive Benchmark Study of Multiple Sequence Alignment Methods:

Current Challenges and Future Perspectives
Julie D. Thompson B, Benjamin Linard, Odile Lecompte, Olivier Poch

Published: March 31, 2011 « DOI: 10.1371/journal . pone 0018093

Article About the Authors Metrics Comments Related Content

Download PDF

W

F Abstract

Abstract (W Crosshark

Introduction

. . . . . Subject Areas
Results Multiple comparison or alignmentof protein sequences has become a fundamental tool in many ! 0
Discussion different domains in modern molecular biology, from evolutionary studies to prediction of 2D/3D
) i inter- i i i i Computer software
Materials and Methods ts;ruuf:rture, mu:u}l{ecfutlte]lrf|.|r1c:t|||:;r1f an!:ll |nter|:r1|:;|eu:||.!lar mtetrau:tmnet;etc. Iiyt pl_;lajc:mtgf;he sequendce in
e framework of the overall family, multiple alignments can be used to identify conserve -
o . . . . . Database searchi
Acknowledgments features and to highlight differences or specificities. In this paper, we describe a comprehensive na
Authaor Contributions evaluation of many of the most popular methods for multiple sequence alignment (MSA), based Genome evolution
on a new benchmark test set. The benchmark is designed to represent typical problems
References o . o -
encountered when aligning the large protein sequence sets that result from today’s high Multiple alignment c...
th i ies. i igni
rnughpgt blu.technnlngles We show that alignmentmethods have .5|gn|ﬁcam|y progressed and nce alignment
Reader Comments (0) can now identify most of the shared sequence features that determine the broad molecular
Figures functinn(s}.nf a protein family, even for divergent sequences. Hm.vever,we have identiﬁe.d a Sequence analysis
number of important challenges. First, the locally conserved regions, that reflect functional
specificities or that modulate a protein’s function in a given cellular contesxt,are less well Sequence databases
aligned. Second, motifs in natively disordered regions are often misaligned. Third, the badly ”
predicted or fragmentary protein sequences, which make up a large proportion of today's ke L

databases, lead to a significant number of alignment errors. Based on this study, we
demonstrate that the existing MSA methods can be exploited in combination to improve
alignment accuracy, although novel approaches will still be needed to fully explore the most
difficult regions. We then propose knowledge-enabled, dynamic solutions that will hopefully
101371 {jeurnal.pone 0018093 pave the way to enhanced alignment construction and exploitation in future evolutionary mﬂ'



P53

P63

P73

P63/
P73-like

P53-related

Transactivation

Proline

DNA-binding domain

'AD1| AD2| -rich
= :-'lll!ii-ii-'ll=
— a4 |/H E - E
= - In -
we (1 1T
m |I | 18 =
| | ‘!l’. = =
i i1 il | Il
i | T ¢
Il Pl rEaee 1T —
= v i [HAREEI] =
AL I'mNpeEnes - ElE 7
[ BTN V=g e - EEEE 1 W .
N SR I NI TN A .
= | 1| [ ——a
— — =2 N — —
al il |:I|!|I =
" R EL
clustalw dialign-tx kalign
- !!! il 110 N} T ni [ |
1 B ’ i AR 2l
xllll | I s 1
i ||i Al Il Il TR I
- W [l 11 & ni ] | i L |
I L | . WL 1T
. il |l A I | Wi “
i i THS T | u pa adgiin
L “lll u o e [ - g [
mafft(linsi) muscle probcons
E : l!l ! -E !!l T I "I
O ¥ ' 3t v
I [ i | i ||| |
N v 1 L B ] I
| | \ | B ) | || 2 11 1l | .r III |
l B anni ImEmn
L N | )] I | n I 1l | ) II
| =]l i =] 1| | Il[
m e - - =T ] | ar l

Figure 1: An example benchmark
alignment.

(A) Reference alignment of
representative sequences of
the p53/p63/p73 family, with
the domain organization shown
above

the alignment (AD: activation
domain, Oligo: oligomerization,
SAM: sterile alpha motif).
Colored blocks indicate
conserved

regions. The grey regions
correspond to sequence
segments that could not be
reliably aligned and white
regions indicate

gaps in the alignment. (B)
Different MSA programs
produce different alignments,
especially in the N-terminal
region (boxe

dinredin A) containing rare
motifs and a disordered
proline-rich domain.

(B)

(€

(D)

(E)

Esquema

comparativo
de notas



Alinhamentos multiplos particularmente
importantes podem ser editados manualmente

* A premissa € que um especialista sera capaz de
identificar alteracdoes no AM que fazem mais
sentido bioldgico

* O especialista em geral tem uma nocao da
estrutura das proteinas que estao alinhadas, o que
nenhum programa de AM tem

* Algumas colunas podem nao ser informativas, e
deveriam ser removidas
e sempre de acordo com o especialistal



O trecho indicado pela flecha poderia ser alvo
de edicao, para que os Ds ficassem alinhados

Cthe 1566 Clostridium thermoce
Fisuc 1086 Fibrobacter succino
Metvu 1085 Methanocaldococcus
MFS40622 0035

Metin 0037 Methanocaldococcus
Csac_ 2462 Caldicellulosiruptor
Daud 0147 Candidatus Desulforu
Slip 2126 Syntrophothermus lip
CT1536 nifD Chlorobium tepidum
Cphamnl 1754 Chlorobium phaeocb
MM0722 NifD Methanosarcina maz
Avin 01390 nifD Azotobacter wvi
Moth 0551 Moorella thermoaceti
Slip 2127 Syntrophothermus lip
Daud 0146 Candidatus Desulforu
Metvu 1084 Methanocaldococcus
MFS40622 0034 Methanocaldococc
Metin 0038 Methanocaldococcus
Csac 2463 Caldicellulosiruptor
RoseRS 1199 Roseiflexus

Rcas 4041 Roseiflexus

CT1538 nifE Chlorobium tepidum
MM0724 nifE Methanosarcina maz
Avin 01450 nifE Azotobacter wvi
Cthe 1565 Clostridium thermoce
Fisuc 1087 Fibrobacter = = =—------coo oo
Ccel 1615 Clostridium cellulol ---------- --------
Mlab 1039 Methanocorpusculum 1 ---------- ----------
Mlab 1040 Methanocorpusculum 1 ---------- --—--------

7/22/2021 J. C. Setubal




Edicao manual de AMs

e Jalview

* www.jalview.org
* Waterhouse et al. Bioinformatics 2009 25 (9) 1189-1191

e Seaview

e http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview.html

* Gouy M., Guindon S. & Gascuel O. (2010) Molecular Biology and Evolution
27(2):221-224



http://www.jalview.org/
http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview.html

JALVIEW

L Jalview 2.6.1

http://www.jalview.org/

= g%

File Tools Vamsas Help Window

MAFFT Multiple Sequence Alignment of Retrieved from Uniprot
File Edit Select View Format Colour Calculate Web Service

FER_CAPAAN-97
FER_CAPANSA-144
FER_SOLLG-144
QPIXSD FOLTUA-1494
FERT_PEAM-143
QIFRADE TRIPR/-152
FER_MESCRAN-148
FERT_SPIOLA-IT
FERZ RAPSAM-96
FER_ARATH-143

Original | Phosporylation Site Predictions | MAFFT Alignment Crdering | FE252 Representatives | Spinach Feredoxin Structure
an

.
Secondany Structure »

Iron Sulphur Contacts

Conser\rationl ‘ - n n I

=1 36 a6 3 38

Quality I I I -

Consensus

4

i

KLITPEGEQEFECPDDWY ILDAAEEAGIDLPYSCRAGSCESCAGKYWSGEVDQSED+SFLDD

Awerage distance tree using BLOSUMEZ from FE252 Representa... | — | & [

File View

FER1_SPIOL:1A70
File View Colours Help

Sequence position 126 0.0

7/22/2021

FER1_PEA

Q7 XADS_TRIFR

FER1_SOLLC

FER_CAPAA

FER1_SFIOL

FER1_MESCR

FER1_ARATH

FER3_RAPSA

FERZ_ARATH

FER1_MAIZE

J. C. Setubal

35




SeaView

Version 4.4.2

NEW: seaview drives the Gblocks program to select blocks of conserved sites.
NEW: seaview drives the Clustal  program to perform multiple sequence alignment.

SeaView is a multiplatform, graphical user interface for multiple sequence alignment and molecular phylogeny.

* SeaView reads and writes various file formats (NEXUS, MSF, CLUSTAL, FASTA, PHYLIP, MASE, Newick) of DNA and protein sequences and of phylogenetic trees.
e SeaView drives programs muscle or Clustal Omega for multiple sequence alignment, and also allows to use any external alignment algorithm able to read and write FASTA-formatted files.
® Seaview drives the Gblocks program to select blocks of evolutionarily conserved sites.
® SeaView computes phylogenetic trees by
© parsimony, using PHYLIP's dnapars/protpars algorithm,
o distance, with NJ or BioNJ algorithms on a variety of evolutionary distances,
o maximum likelihood, driving program PhyMT 3.0.
® SeaView prints and draws phylogenetic trees on screen, SVG, PDF or PostSeript files.
® SeaView allows to download sequences from EMBL/GenBank/UniProt using the Internet.

Screen shots of the main alignment and tree windows. On-line help document. Old seaview version 3.2

Download SeaView

' & ™ ) 32-bit Linux on x86
Sele=MacOSX | ¢4 bit Linux on x86 64

Wy .
A5 MS Windows

self-extractible archive

Solaris on SPARC

source code

Note for Linux/Unix users: The downloaded archives contain the seaview executable itself, an example data file, a ‘html file, and 4 other programs (muscle, clustalo, phyml, Gblocks) that seaview drives. These 4
programs and the html file can either be left in the same directory as seaview, or be put in any directory of your PATH.

m



Edicao automatica de AMs

e GBLOCKS
* http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks server.html
* Castresana, J. (2000) Molecular Biology and Evolution 17, 540-552

* GUIDANCE
* http://guidance.tau.ac.il/index.html

* Penn, O., Privman, E., Ashkenazy, H., Landan, G., Graur, D. and
Pupko, T. (2010). GUIDANCE: a web server for assessing alignhment
confidence scores. Nucleic Acids Research, 2010 Jul 1; 38 (Web

Server issue):W23-W28; doi: 10.1093/nar/gkq443



http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html
http://guidance.tau.ac.il/index.html

Existem diferentes formatos de
alinhamentos multiplos

* clustal, FASTA, MSF, NEXUS, PHYLIP

* Portanto é preciso cuidado quando se usa a saida de um
programa de AM como entrada para um outro programa; os 2
programas tem que estar de acordo quanto ao formato!

* E em geral simples de se converter de um formato para outro

* http://molecularevolution.org/resources/fileformats/converting



http://molecularevolution.org/resources/fileformats/converting

Alinhamento entre sequéncias longas

* Por exemplo, cromossomos inteiros
* O cromossomo tipico de uma bactéria tem 4 Mbp
* Cromossomo de humanos: algo como 300 Mbp



Este é um dotplot representando o alinhamento entre os cromossomos de duas
bactérias: Agrobacterium radiobacter e Rhizobium etli
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BLAST nao serve para isso

* Mesmo computadores com centenas de GBytes de
RAM nao dao conta de rodar BLAST para essas
entradas

* Problema nao é tempo; € memoria RAM
e Qutras abordagens sao necessarias



O programa MUMmer

* Delcher AL, Phillippy A, Carlton J, Salzberg SL. Fast
algorithms for large-scale genome alignment and

comparison. Nucleic Acids Res. 2002 Jun
1;30(11):2478-83.

e Kurtz S, Phillippy A, Delcher AL, Smoot M, Shumway
M, Antonescu C, Salzberg SL. Versatile and open

software for comparing large genomes. Genome
Biol. 2004;5(2):R12

* http://mummer.sourceforge.net

22 July 2021 JC Setubal 42


http://mummer.sourceforge.net/

Como MUMmer funciona

|t finds Maximal Unigue Matches

* These are exact matches above a user-specified threshold that are
unique

* Exact matches found are clustered and extended (using dynamic
programming)

* Result is approximate matches

e Data structure for exact match finding: suffix tree
 Difficult to build but very fast

* Nucmer and promer
e Both very fast
* O(n+#MUMSs), n = genome lengths

 Nucmer é para comparacao de nucleotideos

* Promer faz tradugdo nos 6 quadros de leitura de ambas as
sequéncias (a la tblastx)



Arvore de sufixos para GTATCTAGG

o
A
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GGS%
=

TCTAGGS

CTAGGS

G

9
Gpl

TATCTAGGS

GGS
—@

TCTAGGS

CTRAGGS

o

g

FIGURE 3.19

An example of a suffix tree for string GTATCTAGG. A dollar
sign marks the end of the string.



* Alinhamentos de cromossomos podem revelar
rearranjos gendmicos



Alinhamentos de cromossomos

Se as sequéncias (X e Y) fossem idénticas, veriamos isto num
dotplot:

22 July 2021 JC Setubal x 46



Suponha agora que houve uma
inversao na sequencia X

As letras sao apenas rotulos para identificar posicoes ao longo das sequéncias

22 July 2021 JC Setubal 47



O dotplot entre X com inversao e Y ficaria assim

D

A B C D
Such inversions seem to happen around
»uv0n  the originor terminus of replication 48



VVamos ver agora alguns exemplos de
alinhamentos reais de cromossomaos
de diferentes bactérias
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. .. Both are y proteobacteria!
Xanthomonas axonopodis pv citri P
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Observacoes

* Todos os alinhamentos menos o ultimo apresentam
um padrao em X

e como explicar?

e J. Eisen et al. (2000) propuseram um modelo para
explicar esse padrao

* Esse modelo supde repetidas inversdes ocorrendo
nos cromossomos de espécies descendentes de um
mesmo ancestral
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E o ultimo alinhamento?

* Aquele que alinhou Xanthomonas citri com
Escherichia coli

e Resultou numa nuvem de pontos

* de acordo com o modelo, a explicacao seria

* houve tantas inversdes nesses 2 cromossomos ao longo
do tempo (milhdes de anos), que o sinal da diagonal se
perdeu totalmente



