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RESUMO

O presente trabalho propde um algoritmo para piedile seqiéncias de regides regulatorias
em genomas bacterianos, utilizando uma técnicagoempregada para esta finalidade, como
alternativa as ferramentas de predicdo de regi@gmlatorias ja desenvolvidas. Foi
desenvolvido um programa computacional baseandmsaso de um Algoritmo Genético,
batizado como GA_FIND_RR (Genetic Algorithm Findgaatory Regions), cuja funcdo de
adaptacao foi concentrada nas duas principaistesisticas conhecidas para estas regides: a
primeira caracteristica € a “divisdo” destas regiém duas partes distintas, simbolicamente
definida como WN,W,, onde W eW, sé@o oligdbmeros separados por uma distancia variand
entre 1 e 30 bases ()N O algoritmo foi testado em uma base de testere a bactéria
Bacillus subtilis Foram desenvolvidas cinco versdes distintas doFEMD RR, onde houve
variacbes na funcédo de adaptacdo e na forma cordadws eram pesquisados na matriz de
busca. Em base de testes, o algoritmo desenvoliddaapaz de localizar as regides
regulatorias artificialmente implantadas. ParaBacillus subtilis, o algoritmo proposto
conseguiu predizer cerca de 20% das regifes régakatdescritas na literatura, sendo 83
“motifis’ promotores, 35 rhotifis’ repressores e 6niotifis’ ativadores. Os testes foram
executados usando 100 basepstream. Os algoritmos mais conhecidos e usados para esta
finalidade possuem um indice de acerto em tornb58e a 25% para 400 basegpStream.

Ou seja, pode-se afirmar que a utilizacdo do AlguriGenético é mais uma alternativa as
técnicas ja usadas, ou servir de complemento a &tasdita-se que o resultado possa ser
melhorado, em versdes futuras, quando houver urhecimento biolégico aprofundado a
respeito das regides regulatdrias e com a inclagdtecnicas de adaptacdo dinamicas no
algoritmo.

Palavras-chave: Algoritmo Genético, BioinformatiBagides Regulatérias.



ABSTRACT

The present work aimed at developing an algoritbntle prediction of regulatory seque..___
in bacterial genomes using a technique that had@en widely used for this purpose, as an
alternative to other available tools. A computeftvgare based on a genetic algorithm was
developed and named GA_FIND_RR, with a fitnesstioncbased on the two main features
of such sequences: a region that split into twordisparts, symbolically defined as;W,W>,

W1 and W2 being oligomers separated by other bemeging from 0 to 30 (Nx). The
algorithm was tested against a test dataset anshshga Bacillus subtilis dataset. Five
different versions of GA_FIND_RR were developedhmiariations in the fitness function
and in the way searches were made against thet tdegaset. For the test dataset, the
algorithm was able to find the artificially implau regulatory sequences. For Besubtilis
dataset, when the first 100 bases upstream of rdnesdription start site was used, the
algorithm was able to predict 20% of the regulata@gions described in the literature, with
83 promoters, 35 repressors and 06 activators.e@ilyr widely used algorithms for this
purpose possess a accuracy ranging from 15 to @6#n the first 400 upstream bases are
used. These results suggest that the proposedithigois a viable alternative to current
techniques or can be a useful complement to therur& improvements in the efficacy of
algorithm can be envisioned, as a more thoroughwladge of regulatory regions are
unveiled as well as by adding dynamic adaptatiohrigjues to the algorithm.

Keywords: Algorithm Genetic, Bioinformatic, Reguay Regions.
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1. INTRODUCAO

A localizacdo de regides regulatérias (RR) em gexsode eucariontes e procariontes €
um desafio computacional para a biologia moleclaistem varios métodos computacionais
atualmente usados para a predicao destas regéidseeeles, destacam-se: Matrizes de peso,
Modelo Oculto de Markov e métodos de busca exaustgumas destas ferramentas que
utilizam estes métodos foram desenvolvidas comj&tiob de poderem ser usadas para mais
de um organismo e outras ferramentas destinanmembracao de regides regulatorias para
apenas um organismo. Os algoritmos desenvolvidgstivando a localizacdo de RR para
mais de um organismo, na média, conseguem prediz&s,a 25% de RR, ou seja, tém um
fraco desempenho. Algoritmos desenvolvidos para arganismo especifico, tendem a
localizar um nimero maior de RR em relacdo aogitigus genéricos.

Os estudos indicam que diferentes algoritmos thaoa@lo em conjunto, s&o
complementares entre si. Ou seja, RR preditasmpataierminado algoritmo “A”, podem néo
ser encontradas por um outro algoritmo “B”, e RBdgas pelo algoritmo “B” podem néo ser
encontradas pelo algoritmo “A”. Sendo assim, a sdm#das as RR preditas por ambos o0s

algoritmos tende ser maior que a execucao de apematgoritmo.

A utilizacdo de algoritmos de otimizacao globale gumpregam uma estratégia de busca
voltada em direcdo a pontos de “"alta aptiddo”, poder usados como complemento as
ferramentas j4 usadas na predicdo de RR. Estasmiemtas ndo visam encontrar todas as
solucdes para um determinado problema, porém, ochoas solucdes para este problema.
O algoritmo genético (AG) é uma destas ferramequ@spodem ser usadas para buscar boas
solucbes dentro de um determinado espaco de b8soalo assim, o AG pode ser usado

como uma alternativa complementar as técnicassatigapredicdo de RR.

Nesta dissertagdo de mestrado foi desenvolvidafemamenta computacional, baseada
em AG, com a intencdo de predizer os principaistifs regulatérios de genomas de
procariontes. Com o0 objetivo de inferir uma melhongdo de adaptacdo, foram
desenvolvidas versdes distintas do algoritmo, ddtizde GA_FIND_RR. Cada funcao de
adaptacdo foi escrita em um codigo fonte distintp ambiente Matlab, variando
principalmente a forma de busca na base de dados&culo dofitmessdos individuos

candidatos a serem uma RR.
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1.1 Objetivo Geral

Desenvolver um algoritmo para predicao rdetif regulatérios, baseando-se em uma

técnica de computacgéo evolucionaria, denominada dgoritmo Genético.

1.2 Objetivos especificos

« Propor um algoritmo para localizar regibes reguiasd de DNA(Acido
desoxirribonucléicpde procariontes, com a utilizacao de Algoritmo &mo, criando

mais de uma versao para testar variacdes da fulecaptidao;
* Testar o algoritmo desenvolvido, no ambiente Mattg um ambiente de testes;

* Validar o algoritmo desenvolvido para um organisprocarionte e comparar 0S

resultados obtidos com os ja publicados para essenm organismo.

1.3 Estrutura da Dissertacao

Esta dissertacdo esta organizada em quatro capithio capitulo 2 apresentam-se
nocoes basicas de biologia molecular, bioinfornaa¢éiderramentas para localizagfes de RR.
Também sdo apresentados os principais conceitagdoitmo genético. No capitulo 3 é
descrito como foi desenvolvido o GA_FIND_RR. Noitalp 4 € apresentando os resultados
obtidos com o0 GA_FIND_RR para uma base de tespegaoBacillus subtilis bem como a
discussdo e andlise dos resultados. No capitubio5espostas as conclusées do trabalho e

sugeridas propostas de melhorias para o algorigmert/olvido.
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2 Revisao bibliografica

2.1 Nocdes de Biologia Molecular

O universo biolégico consiste de dois tipos delas|uas eucariontes e procariontes. As
eucariontes possuem um nucleo celular bem defiamlgasso que os procariontes nao
possuem. As células eucariontes estdo presenteggamismos multicelulares (mamiferos,
plantas, etc.) e no reino protista. As células @roates compdem a maioria dos organismos

unicelulares, como as bactérias.

Como um organismo vivo, as células podem crescer,reproduzir, processar
informacgdes, responder a estimulos e processarsumpgieendente quantidade de reacdes
quimicas. A estas habilidades define-se como HWHRRVEY et al., 2003). Segundo Hunter
(1993), os sistemas vivos processam mateéria, energnformacao. O principio basico da
vida, a reproducdo, € a transferéncia dos matezraentrados em um organismo para um
outro organismo, que por sua vez mantem as caistitas similares ao seu progenitor,
possuindo uma capacidade de adaptacdo as circoastaam mudanca. Porém, alguns
aspectos dos organismos vivos permaneceram o negsesar de quase 4 bilhdes de anos de
evolucdo. Os conteudos moleculares basicos pacegsar a matéria, energia e informacgéo

mudaram pouco neste periodo.

2.1.1 DNA e RNA

Com o avanco da biologia molecular, tem sido pessdeterminar a seqiéncia
completa do DNA de diferentes organismos, confoérdgemonstrado no Projeto Genoma
Humano, além de dezenas de genomas de procaijém@scluidos (BENSON et al., 2004).

A estrutura do DNA foi elucidada em 1953 por Jaivedson e Francis Crick, abrindo
caminho para compreensdo da acdo génica e da thaestide em termos moleculares
(GRIFFITHS, 2002). O DNA contém todas as informacbecessarias para a construcao das
células e tecidos de um organismo. A replicacddaegastas informacdes assegura um
desenvolvimento normal de um organismo de geracéi@a eracdo. A informacao
armazenada no DNA é organizada em unidades heradittonhecidas como genes que
identificam as caracteristicas de um organismo (MEBR et al., 2003). O DNA é uma

molécula que carrega todas as informacdes pardificegdo das proteinas necessarias para
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um determinado organismo. Esses genes estao mesEs Cromossomos, gue sao estruturas
compostas de DNA e de outras proteinas, que estdimdas as células do corpo, entre as
suas funcbes, pode-se destacar: carregar a infaongenética para as células poderem se
reproduzir e possuir as informacdes necessarias gparoducdo de proteinas (BROWN,
2002). O conjunto completo do material genéticaldto os cromossomos) é chamado de
Genoma. Em procariontes, em geral, existe apemasramossomo nha célula (GRIFFITHS,
2002).

A molécula de DNA é formada por uma dupla fita deleotideos. Cada nucleotideo
contém fosfato, pentose — no caso do DNA, desbrsg — e uma das quatro bases
nitrogenadas: Adenina (A), Timina (T), Guanina (@ Citosina (C). Os nucleotideos sé&o
ligados entre si por ligacdes fosfodiéster e asdagrogenadas sao ligadas através de pontes
de hidrogénio entre uma fita e outra, conforme sgr@ado na figura 1 (GRIFFITHS, 2002).

O fluxo unidirecional da informacéo contida no DId# a sintese protéica é conhecido como
“dogma central da biologia molecular’ (CRICK, 197/6pmo mostrado na figura 2.

Figura 1 - DNA visto em trés dimensdes e esquenigagdes quimicas.
Duas cadeias de nucleotideos orientam-se em dgegiestas. Entre
as bases ocorre o pareamento (A com T e C com $&Jluds cadeias
estdo enroladas formando uma dupla hélice. Dispbniem
<http://www.mundovestibular.com.br/materias/imadbMA2.gif>.  Acesso
em 07/07/2007.
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TRANSCRICAO TRADUCAO

DNA == RNA == PROTEINA

Figura 2 - Dogma Central da Biologia Molecular msi por Crick
(1970).
Através de uma molécula de DNA é gerada uma malédmil
RNA que por sua vez codifica uma proteina. Dispeiném
<http://www.biotecnologia.com.br/revista/bio29/ifw2.jpg
>. Acesso em 07/07/2007

As bases nitrogenadas unem-se em pares especHidaenina (A) liga-se com a
Timina (T) e a Citosina (C) liga-se com a GuaniBa. (A combinacado dessas letras € a base
do cddigo genético, sendo a molécula de DNA umaimati padrdo para a producdo das
moléculas protéicas (HUNTER, 1993). A informacéatida no DNA precisa ser transcrita
em moléculas de RNA (acido ribonucléico), sintesta ecatalisada pela enzima RNA
polimerase. As duas cadeias que compdem o DNAp=ease e apenas uma delas orienta a
formacdo de uma cadeia de RNA, para a qual é titmscinformacdo codificada no gene.
No RNA ndo ha timina (T), mas em seu lugar encesgr&racila (U). A maioria dos genes
transcreve suas informacdes para 0 mMRNA (RNA mensgg Este comanda a sintese de
proteinas. O mRNA contém sua informacéo dispostatreroa de bases, os cédons (por
exemplo, CTG). Cada cddon corresponde a um amiohma@ a sequéncia de cddons
determina a sequéncia de aminoacidos. O conjunsmnileoacidos forma a proteina. Existem
64 cddons diferentes, correspondentes a 20 amdusackoi verificado que determinados
aminoacidos podem ser codificados por dois ou roadons diferentes. Cada cédon, no
entanto, codifica sempre o0 mesmo aminoacido, esetidons servem como pontos iniciais e

finais dos genes ou codon de inicio e termina¢c®IKEITHS, 2002).

As moléculas de DNA e RNA sdo quimicamente semé&disarporém com tamanhos
bem distintos. Enquanto a molécula de DNA podearanilhdes de nucleotideos, a molécula
de RNA contém de centenas a milhares de nucleat{itbdRVEY et al., 2003).

Segundo Huerta e Collado-Vides (2003), nos prooteg) 0os genes que codificam
proteinas ficam em locais proximos entre si, podeiodmar ‘operon$, que sao transcritos
simultaneamente gerando um mesmo mMRNA para toé@ss A maioria dos procariontes a
transcricdo é controlada por dois elementos da éseii do DNA, que estdo
aproximadamente -35 bases e -10 bases, respectitggnde inicio do local da transcri¢éo, a

base cujo numero € 1 é a primeira base transér#izes dois elementos da sequéncia sdo
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denominados sequéncias do promotor, porque promoveroonhecimento do local onde se
inicia a transcricdo pelo RNA polimerase. A seqigm® consenso para a posicéo -35 é
“TTGACA”, e para a -10 é “TATAAT". (a posicao -10tambéem conhecida como “Pribnow-
box”). Estas sequéncias (oligdbmeros) foram exaimibaseando-se no genoma da bactéria
Escherichia coli Um estudo da distribuicdo da regido promotordadeactéria em relacdo as
sequéncias e posicdes de consenso pode ser edoontrarabalho realizado por Sivaraman
et al. (2005).

A regido promotora é uma area do cromossomo qeendieia onde a transcricdo de um
gene ou grupo de genes (operons) inicia e em quiig@es se dara este processo (GORDON
et al., 2003). A atividade da RNA polimerase empromotor, é regulada pela interacdo com
proteinas acessorias, que afetam sua habilidadecdehecer locais de inicio de transcricao.
Estas proteinas regulatorias podem agir positiveendativadores) ou negativamente
(repressores), desta forma, regulando a producdwrateinas (HARVEY et al., 2003). A
figura 3 tem uma representacdo do processo de ssweayénica e a figura 4 ilustra um

exemplo hipotético de uma RR em um gene de praodario
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Sitio de inicio
RNA Polimerase de Transcricdo
> (Base +1)

DNA = ... ACTGAATTGACA ACGTGGCAATACCGGATAATA ACGTTATGAAGGTATAC...
-3t -1C
Promotoil Downstreal

<
<«

Upstrean

Transcricac

Ribossomo

Traducac

Proteina

Figura 3 - Exemplo esqueméatico de uma proteinarecaponte.
O processo inicia-se com a ligagdo quimica da m@éRNA Polimerase com a regiao
promotora (em negrito), que geralmente fica antessido de transcricdo, gerando uma

molécula de RNA que por sua vez ira produzir umatghna, com o auxilio de um
aglomerado macromolecular conhecido como Ribossomo.

A

| |

Regido Repressora Regido Promotora

<«

Regido Ativadora

Figura 4 - Representacdo esquematica de uma RRvdene de procarionte.
As regides em amarelo representam a regido repaess®d regides em verde representam as

regides promotoras e a regido em azul represerggi@ ativadora. TSS é o inicio do sitio de
transcricao.
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2.2 Bioinformatica

A bioinformatica é uma éarea de estudo com caratimas multidisciplinares,
abrangendo diversos ramos da ciéncia, destacana@satistica, matematica, fisica, ciéncia
da computacdo e naturalmente a biologia molecuBXkRNES e GRAY, 2003). O
aprofundamento dos estudos referentes a bioinfaraasta associado diretamente ao inicio
do projeto genoma humano, devido a necessidadeiateferramentas computacionais que

auxiliassem a manipulagcao dos dados gerados pgkt@(BURLEY et al., 1999).

Segundo Finkelstein et al. (2004), a bioinformagaasponsavel por uma revolucdo na
biologia molecular, devido ao profundo conhecimeadquirido das sequéncias de DNA, das
sinteses de RNA e da geracdo de proteinas, gerandeasto conjunto de dados. Para a
manipulagdo destes dados, foram necessarios esfaigmificativos de cientistas da
computacdo na criacdo de ferramentas computacjonsémdo técnicas de mineracdo de

dados, sistemas inteligentes, ferramentas de bigstanentas de comparacéao, entre outros.

Os dados e informacdes produzidos pelas ferramelgasioinformética geralmente
ficam armazenados em Bancos de Dados publicog;daie o Genbank (2007), construido e
distribuido peloNational Center for Biotechnology InformatighiCBI) (BENSON et al.,
2004) e o COG (2007) (TATUSOQV et al., 2003), mamtwelo mesmo centro. O EMBL
(2007), mantido pel&uropean Bioinformatics Instituf&BIl) (KANZ et al., 2005) e o DDBJ,
mantido pelaCenter for Information Biology and DNA Data BankJafpan (MIYAZAKI et
al., 2004), séo bancos de dados que armazenamanfdes de diversos tipos de organismos,

tanto de eucariontes como de procariontes.

Existem Bancos de dados mais especificos, comcaémddComprehensive Microbial
ResourcCMR, 2007), mantido peldhe Institute for Genomic Resear@GR), que € uma
base de dados exclusiva de organismos unicelul&§ERSON et al., 2001), e o
RegTransBase (KAZAKOV et al., 2007) que é um baheaados exclusivo das sequéncias
regulatorias de organismos procariontes, mantidovanos centros de pesquisa, entre eles:
Howard Hughes Medical Instutuite, Russian Acadeh§cencesgntre outros.

Com a grande quantidade de dados armazenados,rmoenfibservado na figura 5,
tornou-se importante fazer comparacdes entre ag€sei@s armazenadas, com o objetivo de

inferir funcbes e relacionamento evolucionario enwrganismos. Os programas de
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comparagcdao de sequéncias sdo as ferramentas compais mais utilizadas na
bioinformética. O programa mais conhecido entrs él@ BLAST Basic Local Alignment

Search Togl (ALTSCHUL et al., 1997). O seu uso é de dominithlgo, podendo ser

acessado diretamente pela internet (BLAST, 200A)trad0exemplo de ferramenta de
comparacao de sequéncias, também de dominio p@&bcdeASTA (PEARSON e LIPMAN,

1988), também podendo ser acessado diretamentafszteet (FASTA, 2007).

Crescimento doGenBanlk (1982— 2005

-——

¥
1986 1290 1994 12998 2002

o]
0
N

Figura 5 - Crescimento da base de dados do GenlBafhR82 até 2005.
A cor azul representa a quantidade de pares ds basmzenadas e a
linha vermelha a quantidades de sequUéncias arndaena
Disponibilizado em
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/genbankstatalh.  Acesso
em 28/04/07.

Atualmente existem véarias ferramentas desenvolvidasa aplicagcbes em
bioinformética, muitas destas ferramentas estapodiseis para uso publico em varios

portais na internet. Alguns destes portais estdoriles na tabela 1.

A Bioinformatica ndo seria possivel sem 0s avarmss recursos computacionais em
hardware,softwaree na utilizagdo da internet. Estes recursos amxilno armazenamento,
consultas e andlises de uma grande quantidadedds éainformacdes disponibilizadas em

grandes bancos de dados.

Com os atuais avancos tecnoldgicos, pode-se puewduturo de grandes descobertas
na area de biologia molecular que poderdo auxitida a humanidade com o emprego de
ferramentas produzidas pela bioinformatica (LES¥Q2).
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Tabela 1 - Portais na internet com ferramentas atemnais para bioinformatica.

Nome Principais ferramentas Site na Internet

Ferramentas para analises |de

sequéncias de nucleotideos, andlises de

NCBI proteinas, visualizacdo de estruturahbitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/Tools/
ferramentas para analise de genomas e

analises da expressao génica.
Conjunto de ferramentas para busca de

sequéncias, alinhamento de sequéngias,

EMBNet | analise estatistica de sequéncias | tép://www.ch.embnet.org/
proteinas e base de dados |de

promotores de eucariontes.

Site dedicado a sistemas de analises
proteinas

Portal contendo diversas tabelas, cp
BRC os links e descricdes resumidas f
varias ferramentas de bioinformatica.
Contem uma série de ferramentas, tais
como, analise de DNA, reconhecimento
de sequiéncias de proteinas, métodos de
predicdo de sequéncias de protein . .
anotacdo de seqiiéncias, entre Outr?ti’.tp.//www.cbs.dtu.dk/b|otools/
Porém o acesso gratuito destas

ferramentas e exclusiva  para
académicos.
Contem uma série de ferramentas para
analise de sequéncias, localizacdo| de
genes e promotores, analises
BioWiki proteinas, Links para Banco de dad
analise de Microarrays e links parél”lgg
varias companhias e comunidades
ligadas a bioinformatica.

EXPASyY ’ Iqt?p://expasv.orq/tools/

mtp:llwww.brc.dcs.qla.ac.uk/~ma||ika/bioinf
ormatics-tools.html

CBS

Oqgettp://www.biodirectory.com/biowiki/Main P

2.3 Localizacdo de Regifes Regulatorias

Um dos maiores desafios da biologia molecular érapceensdo dos mecanismos que
regulam a expressao dos genes. Uma importante etgia desafio € a habilidade em
identificar elementos regulatorios, que situamigg@camente, antes do inicio da area de
transcricdo de um gene (chamada de regifmstteam’), cuja funcdo € ativar ou inibir o
mecanismo de transcricdo. Estas regifes podemhsenaclas de regides regulatérias. A
predicdo dos elementos regulatérios € um problemda esnétodos computacionais oferecem
grande esperanca, e os “bioinformatas” tém investid consideravel esfor¢co para a solucao
deste problema (TOMPA et al., 2005).

Para localizar regifes regulatérias em organisnmosapiontes, devem ser levadas em
conta as caracteristicas destas regifes, expligautaki et al. (2002) e Huerta e Collado-
Vides (2003), onde pode-se representar estas sggsigoor W1INXW2 (conhecido como

dimer), onde, W1 e W2 sao oligbmeros (conjunto @leeb) e NX € uma quantidade arbitraria
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de bases separando W1 e W2, podendo variar erfirerd) e 30 (trinta) bases, conforme o
esquema da figura 6.

Figura 6 - Caracteristica de uma regiao regularigrocarionte.
A letra “P” é a indicagdo de um Promotor, a lei@& € a indicacdo da regido transcrita do
gene e 0 “X” é uma sequéncia de bases arbitréeste processo. Os simbolos “P”, “G” e “X”
, sao representacdes de qualquer umas das basgemitdas (A, C, G e T).

Todos os programas analisados partem do pringipgoos oligbmeros candidatos a
serem regibes regulatérias aparecem varias vezesurean sequéncia de DNA, sendo

estatisticamente significantes, ou seja, sdo “stggesentadas” ¢ver-represented’.

Existem alguns programas de computadores ja dels@h® para a localizagdo de
regides regulatorias em procariontes. Entre aatégias usadas, destacam-se os métodos que
usam 0s conceitos de Matrizes de Peso, Busca Bsawestmodelos estatisticos como o

Modelo Oculto de Markov oGibbs Sampling

2.3.1 Busca Exaustiva e Matriz de Peso

Busca exaustiva € um algoritmo de busca que prangantrar uma solucédo para um
determinado problema, testando todas as possitbdsdd ambém pode ser chamado de “forca
bruta” (BOCKHOLT, 2004). E uma técnica eficienteas dependendo do tamanho da area
de busca a ser efetuada, pode acarretar em urousiio para achar os melhores resultados,
devido ao grande numero de combinacfes possiveisinte determinada sequéncia
(HAUPTY E HAUPTY, 2004).

Um exemplo de aplicagdo usando Busca Exaustivancatnz de peso para predicao de
RR, é o algoritmo sugerido por Li et al. (2002) qummsiste basicamente em trés passos,

como seguem abaixo:

* O primeiro passo é tabular as posicées de toddstaags “W” ( dimer9
(tipicamente com 5 bases para aproximadamente 1 d€iBsequiéncia), da
sequéncia analisada. Apés a criacdo da tabelaggstsquisada para contar o
namero de ocorréncias dodgithers” W;NxW,, onde o0 espago X, varia
tipicamente entre 0 e 30 bases. O valor encontata cada dimer” é
comparado com um valor estatisticamente calculade tsuper-

representatividade”.
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* O segundo passo € obter aamers” estatisticamente significantes e agrupa-los,
criando ‘tlusters” de todos os dimers” similares. Estes clusters sao

agrupamentos de oligdmeros parecidos, como no diXeabo na figura 7;

CTGTAXXXXXXXXXXXXXXXXXX TACAGX
CTGTXXXXXXXXKIXXXXXXXXXXXCAGT

Figura 7 - Oligbmeros similares.
Podem ser regibes conservadas de
RR de um mesmo fator, sendo
agrupados. O “x” € uma sequéncia
de bases arbitrarias neste processo,
podendo ser qualquer base
nitrogenada (A, C, G, T).

* A etapa final examina as sequiéncias do genomaqealsao combinadas por
todos os membros de urolistef com a regido tpstream”, sendo executado
um alinhamento multiplo das sequéncias para criee BSWN (Position Score

Weight Matrix”), para procurar por regides regulatorias provaveis

Uma melhoria do algoritmo descrito por Li et aD@2), foi desenvolvido por Mwangi e

Siggia (2003) e Studholme et al. (2004).

Uma matriz de peso \(Veight Matrix”) é definida como uma matriz de numextisy
ondei séo as colunas {1, 2, 3, 4,....,nx&sdo os nucleotideos {A,C,G,T} para um DNA. O
“score” de uma §tring” Xi... X, € dada por:W x1 + Wo o+ ... + Whxn O exemplo a seguir

(tabelas 2, 3, 4 , 5, 6), ilustra 0 processo @;@&o de uma matriz de peso (ATTESON,
1998:

1) Tabula-se o niumero de ocorréncias de cada nuaeotid cada posicdo, como por

exemplo:

Tabela 2: Primeira etapa para montar a matriz de.pe

N
=

o||o|o|o|0|o]o|o]a]
(o]
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Tabela 3: Segunda etapa para montar a matriz @e pes

Totais encontrados por coluna
Nucleotideos 302 (1|1 2 3 4 5 6 Total
A 5 |6 1 0 0 8 7 0 0|27
C 3]0 0 0 0 0 0 1 3|7
G 0 |2 9 10 0 2 1 8 3135
T 2 2 0 0 10 0 2 1 4121
Total 10| 10 | 10| 10 10 100 1 19 1

2) Divide cada entrada (incluindo os totais) pelo walatal da respectiva linha da

sequéncia, como mostrado na tabela abaixo:

Tabela 4: Terceira etapa para montar a matriz de.pe

Nucleotideos| -3 -2 -1 1 2 3 4 5 6 Total
A 0.5 0.6 0.1 0.0 0.0 0.8 0.7 0. 0.0 0.300
C 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.] 0.3 0.07B
G 0.0 0.2 0.9 1.0 0.0 0.2 0.1 0.4 0.8 0.38P
T 0.2 0.2 0.0 0.0 1.0 0.0 0.2 0.] 0.4 0.23B

3) Divide cada entrada para normalizar a coluna total:

Tabela 5: Quarta etapa para montar a matriz de peso

Nucleotideos -3 -2 -1 1 2 3 4 5 6
1.67 2.00 0.33 0.00 0.00 2.67 2.33 0.00 0.00
3.86 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.29 3.86
0.00 0.51 231 257 0.00 0.51 0.26 2.0§ 0.77
0.86 0.86 0.00 0.00 4.29 0.00 0.86 0.43 1.71

=HO[0|>

4) Finalmente, aplica-se o logaritmo neperiano, faaevgddevidos arredondamentos:

Tabela 6: Quinta etapa para montar a matriz de. peso

Nucleotideos -3 -2 -1 1 2 3 4 5 6
A 0,51 0,69 -1,10 -10,0 -10,00 0,98 0,85 -10{00  0daQ,
C 1,35 -10,00 -10,0(0 -10,00 -10,00 -10,00 -10/00 0,25 1,35
G -10,00 -0,66 0,84 0,94 -10,00 0,66 -1,86 072 -0,26
T -0,15 -0,15 -10,00 -10,0 1,46 -10,00 -0,15 -0|85 ,54(

Apds a geracdo da matriz de peso para a sequénalsaala, os oligbmeros sdo
submetidos & matriz para o célculo de sua reprdadade, como no exemplo a seguir:

SequénciaCAGGTAAGC, substituindo pelos valores, tem-se: 1,35 + 0,6984 +
0,94 +1,46 +0,98 + 0,85 + 0,72 + 1,39,518,este é o valor para esta sequéncia.

Se a soma de uma determinada sequéncia da matpesdefor superior a um limiar
esperado, esta seqiiéncia é considerada como ‘i®pgesentada” e pode ser uma seqiéncia
de uma regido regulatoria (KIBLER e HAMPSON, 2001AJguns exemplos de geracédo de
matrizes de pesos podem ser encontrados em (KIRLHRMPSON, 2001b).
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2.3.2 Hidden Markov Model (HMM)

O HMM é uma ferramenta para representacao de ligifies de probabilidade para
observacdes de grandes sequéncias de dados, serstiantemente usada em modelagem de
dados seriais. O HMM ¢é usado em quase todos @r&istde reconhecimento de linguagem,
em inumeras aplicacbes computacionais para biologiacular, em compressédo de dados e
em outras areas de inteligéncia artificial paraméecimento de padrées (GHAHRAMANI,
2001).

O HMM pode ser usado sempre que se quer modelarbalplidade de uma sequéncia
linear de eventos. A figura 8 representa um diagrale estados usado no HMM, cuja

explicacéo é dado por Freitas (2002):

“Podem ser representados por um diagrama de estadosqual cada estado é
nomeado e transicBes possiveis entre estados spesentadas por setas,
identificadas com a probabilidade da transicao. pksbabilidades dos arcos que
saem de cada estado devem somar 1. Dessa formagdelorde Markov pode ser
visto como um autdmato finito (ndo deterministia@mm probabilidades junto a
cada arco. Cada estado tem uma tabela com proloaoits de emissdo de
simbolos, e existem probabilidades de transicda papver de um estado para
outro. O caminho através do modelo comeca de uadeshicial, e 0 proximo
passo & escolher um novo estado com uma probatdidie transicdo (por
exemplo, ficar no estado 1 com probabilidade degsigéo t1, 1 ou mover para o
estado 2 com probabilidade t1, 2). Depois, € geramo residuo com uma
probabilidade de emissdo especifica daquele est@dzolher um “a” com
probabilidade p(a), por exemplo). Este processepetido até que o estado final
seja alcancado. Como resultado, tem-se uma sediéoculta de estados
percorridos (a qual nao é observada) e uma seq@éma simbolos (que é
observada).”

pa(a) P2(a)
pa(b) P2(b)

Figura 8 - Representacdo esquematica do HMM.

Para Eddy (2004) o HMM é um modelo probabilistioonfal, que pode auxiliar na
resolucdo de problemas de seqiéncias linearesprbi® o ferramental necessério para
construir modelos complexos que podem resolver lpnods de localizacdo de genes,
alinhamentos multiplos, identificacdo de regidegitatdrias, entre outros.
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Para a construcdo de um HMM sé&o necessarios geletreentos: (i) um alfabeto com
tamanho definido (por exemplo, A, C, G e T, nea tamanho € quatro); (ii) o numero de
estados do modelo, estado pode ser definido comdose funcdo que uma determinada
posicdo em uma sequUéncia pode exercer (por exemapjmosicdo esta em uma regiao
intergene ou € um gene. Gene e intergene sao sktédpa probabilidade que cada base do
alfabeto tem em pertencer a um determinado estadie, a soma deve ser igual a 100% ou 1;
(iv) a probabilidade que cada base em cada posegdem alterar ou ndo de estado, onde a

soma deve ser igual a 100% ou 1.

O HMM analisa a probabilidade de ocorréncia de samk possiveis configuracdes de
sequUéncias para um determinado problema. No casmustea por RR, pode ser criado um
grupo de estados que caracterizem estas regi@génicas a procura de configuracdes de
sequéncias com taxas de probabilidade acima deeatemndinado limiar estabelecido. Um
programa que faz uso do HMM para a localizacédo eleeg e regides regulatérias € o
GeneMarkS (BESEMER et al., 2001).

2.3.3 Gibbs Sampling

Gibbs Sampling € um modelo estatistico que fazdesmatrizes de peso para localizar
as sequUéncias “super-representadas”. A estragégsar sequéncias longas, dividi-las em
pequenos “pedagos” e transformé-las em matrizeesie (TOMPA et al., 2005). O algoritmo
de Gibbs ndo garante que a Matriz de Peso e ordonjie ocorréncias encontradas serdo as
melhores, mas converge para um maximo local (aésime um maximo global). Por outro

lado, o método é rapido, o que o torna viavel erras@plicacoes.

Neuwald et al. (1995), explica uma técnica usanaoalgoritmo baseando efibbs
Sampling para localizar regides regulatorias, com a intenda obter fhsight' sobre
estruturas de proteinas e predizer as suas funSégsndo o autor, esta técnica é capaz de

detectar as regides regulatorias e otimizar oglantamento destas regides.

2.3.4 Programas disponiveis para localizacédo de regidesgulatorias

Existem varias ferramentas para predicdo de RRgard/olvidas por varias instituicdes
de pesquisa. As técnicas mais utilizadas sao: matrde PesdGibbs Samplinge Busca

exaustiva. Na tabela 2 serédo descritas, de forauaniela, algumas destas ferramentas.



Tabela 7 - Programas para predizer RR genéricos.
Resumo das principais caracteristicas de ferramdatgamente usadas na predicdo de RR de

DNAs.
Programa Principal Operador Técnica Utilizada Referéncia
Usa um algoritmo Avalia alinhamentos testados durante a
baseado egrlﬁ;ibbs execucdo do algoritmo usando soore
Samoling gue retorna maximo de probabilidade (a priore um
uma zérigéqdmotifscom logaritmo), que estima o grau de “super
AlianACE matrizes de pesos que representatividade”. Além disto, o algoritmo| Roth et al.
9 S50 “super P q faz uso de mais uma mensuracdo que leva|eth998)
re reserrJltadas” em conta a sequUéncia de entrada do genoma €
relr; 50 a0s dados de destaca osmotifs' encontrados
entrzda preferencialmente em associacdo com os
' genes anteriormente considerados.
O programa usa como base um modelo de
Um Algoritmo baseado| Markov. A significancia de cada modelo
no modelo de Markov, | encontrado tem seacoreestimado baseandot Liu et al.

BioProspector

para localizar as
Regibes regulatérias.

programa sao previstas modelagengdpse
em seqléncias palindromas.

se no método de Monte Carlo. Para agilizan ¢2001)

Baseado em Matriz de

O método de funcionamento basicamente

consiste em encontrar primeiramente um par

Sampling sendo
modelada com

conhecimento baseado
no modelo de Markov.

de “motifs” da sequéncia.

peso, que procura as | de sequiéncia que compartilha uma “super-| Hertz e
Consensus matrizes contendo os | representatividade”, entdo procura-se por unstormo

resultados com valoreg terceira sequéncia que pode ser adicionadg §$999)

maximos. seqgliéncias ja encontradas, maximizando a

possibilidade desta sequéncia ser“onotif”.

Baseado em um

algoritmo usand&ibbs LA .

Samplingonde as Longas sequiéncias sédo fragr_nentadas em _

larquras dos pequenas sequéncias, e o alinhamento & | Frith e
GLAM aIir?hamentos S0 transformado em Matrizes de pesos que sd@pStormo

otimizados. pontuando usadas para procurar provaveis regides (2004)

10, P regulatorias.

0s estatisticamente

significantes.

Combina duas técnicag

para buscar regides

regulatérias, 6ChIP” A partir de sequiéncias selecionadas com a
MDSCAN (Micro-arranjo) de técnica do ChlP”, o algoritmo localiza Liu et al.

cDNA com “motifs’ que representam os sitios de ligag&o(2002)

imunopreciptagdo da | da interagao protéica-DNA.

cromatina e matrizes de

peso

Utiliza matriz de peso A ~ .

ara prever as reqides As sequéncias sdo fragmentadas em dois qu

Fe ulgtc')rias taml?ém mais pedacos, usando um modelo estatisticdBailey e
MEME ch%mada éra este caddPar@ automaticamente escolher as melhores Elkan

de “Matrizgs de 7 larguras para cadaotif, sendo estas (1995)

poSicA0” provaveis candidatas a regides regulatorias.

Algoritmo que encontra

“motifs’, baseado na

Eg:ﬁzgﬁbn;amz A estrutura probabilistica é incrementada Thiis et al
MotifSampler explorando a estimativa do nimero esperado( J v

2002)

27
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Programa Principal Operador Técnica Utilizada Referéncia
Baseado em um
algoritmo de Busca
Exaustiva que estima a
QuickScore probabilidade de
surgimento de
oligbmeros frequientes
no genoma.

Incorpora uma extensao do método

“consensuse usa expressdes matematicas
para melhorar a eficiéncia computacional no
calculo dos &cores.

Régnier e
Denise
(2004)

Jacques et al. (2006) propde uma ferramenta pesdidar regides regulatérias unindo
técnicas ja disponiveis, como Matrizes de Peso, KHMMre outras e procura analisar as

caracteristicas individuais de cada organismo @ati@ buscar por suas RR.

Existem algumas ferramentas desenvolvidas paraaidacdo de regides regulatorias
que sdo especificas para um determinado organisstas ferramentas tendem a serem mais

precisas que as de uso geral. Algumas destas famtasestao descritas na tabela 3.

Tabela 8 - Programas para predizer regides regiaatéspecificos.
Algumas ferramentas computacionais para predicaegiées regulatorias especificas para um
determinado organismo.

Organismo Analisado | Técnica Utilizada Referéncia

Método praticamente manual, usando ferramentas como

Editor de texto MS Word para poder fazer os alinkatos | Helmann

necessarios e fazer as analises para predicdeglass (1995)

regulatorias.

Utiliza-se de um método que incorpora propriedades

biologicas de cada pedago do DNA, associado a uma | Rosenblueth et

implementagéo gramatical usando a linguagem Prolog, | al., (1996)

refinando os resultados obtidos usando-se matnzede.

Bacillus subtilis

Escherichia coli

Escherichia coli Utiliza-se de matriz de peso para predi¢do da$esgi Robison et al.,
regulatérias da bactéria analisada (1998)

Escherichia coll Combinacéo de busca exaustiva com matriz de peao pg Li et al.,
predizer as regides regulatorias da bactéria akalis (2002)

Utiliza-se de uma técnica conhecida corSBapport Vector
Machine$(SVM), que tem por finalidade fazer uma
Escherichia coli combinagéo de duas sequiéncias e submete-las a uma
pontuacdo pré-estabelecida para verificar a pdisisibe de
ser uma regido regulatéria.

Utiliza-se do método de busca exaustiva, “cluséedn” os
Bacillus subtilis oligbmeros similares em matrizes de peso paragiedie
regides regulatorias.

Faz uma “varredura” da posicéo -500 até a 500utzaido
a possibilidade de cada base pertencer a uma regido
regulatéria mediante equacdes matematicas pré-
Escherichia coli estabelecidas. Se dois “sinais” separados por &&sba
responderem de forma positiva as equacgdes pré-
estabelecidas e estes sinais estiverem entresgdes -150
e 50, serd apontada como uma provavel regido tégala
Método de busca que procura identificar oligdmei®s
Escherichia coli tamanho 6 (seis) que repetem-se em posicoes sertedha
entre as regides intergénicas da bactéria analisada

Gordon et al.,
(2003)

Mwangi e
Siggia, (2003)

Kanhere e
Bansal, (2005)

Sivaraman et
al., (2005)
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2.3.5 LimitacOes e Potencialidades dos algoritmos paradalizacéo de regides
regulatérias.
Trabalhos que analisam as ferramentas citadasakta foram realizados por TOMPA
et al. (2005) para predicdo de RR para eucarianf@®cariontes, e o trabalho de Hu et al.

(2005) é especifico para procariontes.

Ambos os trabalhos chegaram a determinadas coeslis#imelhantes, principalmente
em relacdo a capacidade de predicao das regidgat@ips, que ainda é considerada baixa.
Ou seja, os algoritmos desenvolvidos para pred®Eeicom o objetivo de serem usados para
varios organismos distintos, tém taxas de aceit@bBEm média, a taxa de predi¢édo fica em
torno de 15% a 25% , dependendo da ferramentabegdaismo analisado.

Os principais aspectos que ainda dificultam a &dade algoritmos genéricos capazes
de predizer uma maior quantidade de regides regifat segundo os artigos mencionados,
TOMPA et al. (2005) e HU et al. (2005) sé&o:

O mais importante entre todos o0s aspectos € a thHtauma completa
compreensao bioldgica de todos o0s mecanismos edeslvno processo
regulatério. Esta falta de compreensdo dificultacriagdo de ferramentas

computacionais mais precisas;

* As ferramentas para extracdo das bases de dadopdestes podem conter
alguns erros nas sequéncias, dificultando uma s&namnais precisa dos
resultados. Estas bases recebem revisdes constantssja, com o0 passar do

tempo, elas irdo ficar cada vez mais confiaveis;

* Pode ocorrer que RR de um determinado organisnegagsproximas umas das

outras, dificultando a localizag&o por ferramegtsputacionais;

» A taxa de acerto dos algoritmos decai significatigate quanto maior for o
tamanho do oligbmero analisado e quanto maior faarmanho da regiao
“upstreami analisada. Porém, quanto menor o tamanho do rakgé usado,
maior a probabilidade de encontrar resultados $alsoquanto menor for o
tamanho da regidoupstream, pode ocorrer de algumas RR relevantes nédo

serem localizadas;
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» Outro fator que deve ser levado em consideracadmeudstica escolhida pelo
usuario na configuracao dos parametros usadoslgmst@os. Como ainda néo
existe um perfeito conhecimento de todas as carstitas das RR, as escolhas
ficam na dependéncia de cada usuario, ndo havemtia aum padrdo

cientificamente comprovado para a melhor paranasiéia.

Os mesmos autores que relatam as principais lid@sados algoritmos ja desenvolvidos

sugerem algumas propostas de melhorias, sendoisisetexantes:

« Com o avanco do conhecimento na area da biologiacwlar, a criacdo de
ferramentas computacionais mais precisas paradicfcede regides regulatérias

serd facilitada;

* A melhoria no tratamento dos algoritmos para usigbimeros mais longos na
busca por RR, melhorando desta maneira a taxa etéoata predicdo dessas

regioes.

No trabalho desenvolvido por Tompa et al. (2005)cgeeu-se que a juncdo de
algoritmos distintos para predicédo de RR melhortaxa de acerto. Os algoritmos acabam se
complementando, ou seja, cada algoritmo predipsedndidatos a serem RR, assim sendo, a

soma das predicdes de cada algoritmo pode gerapraslresultados.

Hu et al. (2005), também destacam que a juncaoadasvtécnicas distintas em um
mesmo algoritmo pode melhorar o desempenho gldbakecucéo de vérios algoritmos de
predicdo de RR para um mesmo organismo, para ostesmparacdo e juncdo das
informacfes obtidas, pode ser um caminho promigsoa melhorar a eficiéncia dos

algoritmos.

Observa-se, portanto, que este € um campo de pasgué ainda necessita de muita
exploracdo e descobertas, abrindo a possibilidadgedenvolvimento de novas ferramentas

computacionais que possam auxiliar neste trabalho.

2.4 Computacao Evolutiva

A teoria evolutiva inspira a computacgéo evolucia&endo um nome genérico, dado
a métodos computacionais. Na computacao evoluggnéralgoritmos mais conhecidos sao
os algoritmos evolucionarios (AEs) (BARRETO, 198€EVEDO, 1999).
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O algoritmo genético € um dos tipos de algoritmolcionario, onde encontram-se
também a programacdo genética (PG), programacatucewtéria (PE) e a estratégia
evolutiva (EE). Todos partilham de uma base conakitomum, que consiste na simulacao
da evolucdo de estruturas individuais, via processcelecdo e os operadores de busca,
referidos como operadores genéticos (OG), tais comutacbes e cruzamento. Todo o
processo depende da aptiddo que cada solucédoeeta & um determinado ambiente.

Os paradigmas da computacdo evolutiva (ou computagéalucionaria) sdo também
denominados algoritmos evolutivos (ou algoritmoslasionarios). Os algoritmos evolutivos
(AEs) sdo sistemas computacionais para resolucgwaiidemas baseados nos principios da
teoria evolutiva e na genética. Uma variedade gleriéinos evolutivos tém sido desenvolvida
e todos dividem uma base conceitual comum, atrde¢socedimentos de sele¢cdo, mutacao e

recombinacado. Entre os algoritmos de busca dest0aAG.

Algumas das principais caracteristicas do AG s&xritas em Goldberg (1989) e
Coelho e Coelho (1999), que séo:

* Operar em uma populacdo de pontos, que podem ssivpis solucdes para o
problema proposto;

* Nao requerer calculos de derivadas e informacdlee so gradiente da funcéo
objetivo;

» Trabalhar com a codificacdo de um conjunto de pana@s, podendo variar de

acordo com o problema a ser resolvido;
» Realizar transi¢des probabilisticas, em vez deasedeterministicas;

* Necessitar apenas da informagdo sobre o valor dgadu objetivo de cada
individuo da populacao para poder evoluir;

» Apresentar simplicidade conceitual.
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2.4.1 Algoritmo Genético

Em meados da década de 70, John H. Holland propésn&ca de algoritmo genético
(AG), com a publicacdo do livro: Aaptation in Natural and Artificial Systefns
(SRINIVAS e PATNAIK, 1994h).

O AG é considerado um meétodo robusto, utilizadoa paesolver problemas em
pesquisas numéricas, otimizacdo de funcdes e apagedn de maquina, dentre outras areas
(FOGEL, 1995). A aplicacdo do AG é destacada etemis classificadores de dados para
ordenacgdo destes dados em um determinado propésitm, por exemplo, para a simples
recuperacdo ou para efetuar uma analise de dadéRT&DO, 1998). Whitley (1994)
presume que os AG sao freqientemente descritos commétodo de busca global, nédo
utilizando gradientes de informacfes e podem serbgwmdos com outros métodos para

refinamento de buscas quando h& aproximacao deaahrhaximo ou minimo.
Para Goldberg (1994):

“Os AGs sdo técnicas nao-deterministicas de bustimizacdo e aprendizagem de
maquina, que manipulam um espaco de solucbes paienitilizando mecanismos
inspirados nas teorias de selecédo natural de C.vibae na genética de G. Mendel.
Os AGs sao robustos e eficientes em espacos deurprogregulares,
multidimensionais e complexos.”

Atualmente o AG € empregado na resolucdo de pr@sete cunho genético, como
exemplos, na predicéo de estruturas de RNA (FOGHIL,e2002), para a predicdo daoh-
coding RNA (ncRNA) (SATROM et al., 2005), para a consgfio de mapas de DNA
(WALKER et al.,1994) e para a descoberta de regiégslatorias (AERTS et al., 2004,
FOGEL et al., 2004).

2.4.2 Algoritmo Genético e sua Inspiracao Bioldgica

A primeira teoria sobre evolucdo das espécies fgpgsta em 1809, pelo naturalista
francés Jean Baptiste Pierre Antoine de Monet, @ddb como Lamarck. Para Lamarck as
caracteristicas que um animal adquire durante sig@m podem ser transmitidas
hereditariamente. Este estudo ficou conhecido pé&acia como a “lei do uso e desuso”
(DARWIN, 2004).

Charles Darwin vem debater a teoria de Lamarcloded agressiva, tentando de forma
cientifica explicar como as espécies evoluem. Acsel natural é parte do processo evolutivo,
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geralmente aceito pela comunidade cientifica conmeethor explicacdo para a adaptacéo,
onde o meio ambiente seleciona 0s seres mais aptonsgeral, s6 estes conseguem
reproduzir-se e os menos dotados sédo eliminadasmAsO as diferencas que facilitam a

sobrevivéncia séo transmitidas a geracao segBitEARNS, 2003).

A selecdo natural depende muito das condigcOes ataise podendo selecionar
caracteristicas de um determinado organismo ajudaadeproducéo e sobrevivéncia deste.
Os organismos que nao possuem tais caracterigiimaésm vir a morrer antes que se
reproduzam ou serem menos prolificos que os omasisnais aptos. (FUTUYAMA, 2003;
STEARNS, 2003).

Para Darwin (2004):

“Pode-se dizer que a selecado natural realiza saxnémio dia-a-dia, hora-a-hora,
pelo mundo, de qualquer variagdo, mesmo as mas sefeitando aquelas que séo
ruins e preservando e fazendo prosperar todas as $AD boas; trabalhando
silenciosa e imperceptivelmente, onde e quandoirsargportunidade na melhora
de cada ser orgéanico em relacdo a suas condicogdmcas e inorganicas de vida.
Nao vemos nada desse lento progresso, até querdsims do reldgio das eras
tenham marcado um longo lapso de tempo e assinmmgerfeita € a nossa viséo
sobre o profundo passo das eras geolégicas que dugioe podemos ver é que as
formas de vida sdo agora diferentes daquelas gisti@x antes.”

Alguns pesquisadores buscaram na natureza a igdpifara novas técnicas de busca
de solucdes para determinados problemas. Na natucezprocesso de selecéo natural
demonstra que seres mais preparados (aptos) competa 0s recursos nhaturais impostos,
tendo assim maiores probabilidades de sobrevivarserjientemente, disseminam o seu
codigo genético (SRINIVAS e PATNAIK, 1994b). Compassar das geracoes, através dos

cruzamentos e das mutac¢des que ocorrem com asess@Estes tendem a estar cada vez mais

adaptados ao meio ambiente em que vivem.

O AG trabalha com uma populacédo no qual cada elenmde ser a solucdo para o
problema. A funcdo de otimizacdo representa o amwi®o qual a populacdo inicial
encontra-se. Emprega-se no AG a mesma terminolgia mesmos principios da teoria
evolutiva e da genética conforme exemplificadoigar& 9 (DIAS e BARRETO, 1998).



34

Biologia Algoritmo Genético

Cromossomo | Individuo $tring")

Gene Bit

Alelo Valor do bit

Locus Posicdo de um bit especifico [no
individuo ou ‘string”

Genotipo Individuo candidato a solu¢ér +

Fenatipo Valor da funcdo para um dado
individuo —f(x)

Figura 9 - Ligacao terminolégica entre AG e biotogi

Tratando do AG e tentando demonstrar um pouccagdelcom a sele¢éo natural, pode-
se expressar como seguinte lei geral (DARWIN, 2004)

1 — SE ha organismos gue se reproduzem e

2 — SE os descendentes herdam as caracteristicssudegenitores e

3 — SE hé variacéo nas caracteristicas e

4 — SE o0 ambiente ndo suporta todos os membromgmpulacdo em crescimento,

5 — ENTAO aqueles membros da populacdo com cafstite’s menos adaptativas

(determinadas pelo ambiente) terdo menores chreasldreviver e

6 — ENTAO aqueles membros mais adaptados (detedasnaelo ambiente) prosperaréo, tendo

como resultado a evolucao das espécies.
2.4.3 Componentes do Algoritmo Genético

Geralmente existem apenas dois componentes phsicigidizados no AG, que
dependem do problema a ser resolvido: a representhg; problema e a funcédo de adaptacéo
(WHITLEY, 1994). Os outros componentes que compietste processo sdo: populagéo,
selegéo, cruzamento e mutagédo (HAUPTY e HAUPTY 4200

Fundamental para a estrutura do AG é 0 mecanisn® sgud utilizado para a
representacdo do problema, dependendo essencialaergua natureza para ser resolvido.
Esta representacdo pode usar numeros binariog)(hé@meros inteiros ou reais (SRINIVAS
& PATNAIK, 1994h).

Geralmente, cada solucdo possivel (individuo omossomo), possui um tamanho

fixo. Por exemplo, se for usada a representacaaribifO e 1, representada p€j e o



35

individuo tiver tamanhoSj e S= 6 , todos os individuos terdo 0 mesmo tamantimog¢ por

exemplo, 011101 e 111010. Conclui-se que a qualdide individuos possiveis para esta
representacdo serd 64, ou generalizattjoondeK pode variar de acordo com o alfabeto
utilizado. O importante desta representacdo é aqu@ individuo representa um ponto de

busca no espaco das possiveis solu¢gdes para emafKOZA, 1995).

A funcdo de adaptagéo é a funcdo que deve serzatlimi Ela possui o mecanismo de
evolucdo para cada individuo (SRINIVAS & PATNAIK994b), também conhecida como
funcdo objetivo. Esta funcdo avalia cada individiaopopulacdo, gerando uma pontuacao,
dando a ele a chance de participar do processodpro para as proximas geracdes. A
avaliacdo é independente, mas o seu grau de adamag@mbiente vai depender dos demais
individuos da populacdo (WHITLEY, 1994). Dias e it (1998), escrevem sobre a funcao
de adaptacdo chamando de fungéo custo como:

“A Funcdo custo € uma funcdo matematica represestato problema (ambiente
onde a populacdo de individuos esta inserida). #cdo custo ndo precisa ser o
modelo do processo a ser otimizado, até mesmo pa@egw modelo existisse e fosse
bem comportado, os métodos classicos de resoluedians mais eficientes e

eficazes. Contudo, quanto mais representativa diblpma for a fungcdo custo,
maiores sao as chances de sucesso da otimizacA&do

A populacdo é um grupo de individuos candidatosesolucdo do problema. A
populacéo é uma matriz com duas dimensdes, podardepresentada comg K Nr, onde
Np € a quantidade de individuos de uma determinagal@gio e N € o tamanho de cada
individuo (HAUPTY e HAUPTY, 2004). O tamanho da ptagdo ira depender do problema.
Quanto maior a populacdo, maior a chance de emcoatsolucdo para o problema. Porém,
guanto maior a populacdo, maior sera o tempo deepsamento, ou seja, a escolha do
tamanho de uma populacéo ira depender de algunmestieai utilizada pelo usuario e de sua
experiéncia (DIAS e BARRETO, 1998).

Na natureza, segundo Darwin, o processo de selgg@mte que os individuos mais
adaptados tenham maiores chances de sobrevivdiwiAG, o conceito usado € 0 mesmo
(SRINIVAS e PATNAIK, 1994b). Para Whitley (1994),salecdo é aplicada na populacéo
corrente para criar uma populagéo intermedidriaiigueassar pelos processos de cruzamento

e mutacao (que serdo explicados mais adianteppgeeacdo da proxima populacao.

Existem varias técnicas de selecado, sendo a dlina algoritmo classico, sugerido por
Holland (1975) conhecida comaotlette wheél (MICHALEWICZ, 1996). Esta atribui a
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cada individuo uma probabilidade de passar paradsinpa geracdo, proporcional a sua
adaptacdo ao ambiente, em relagcdo a somatoriaaggagdo de todos os individuos, sendo
maior a probabilidade dos individuos mais adaptaswem sorteados. Um dos problemas
deste método é a forte presséo seletiva, ou s@jajra tendéncia de todos os individuos
convergirem rapidamente para um mesmo ponto, gaenadessariamente seja 0 maximo
global, principalmente se um dos individuos tiver wvalor de fitnes$, muito maior que os
demais (DEB, 1997).

Existem outros métodos mais eficientes que o motelaette wheél pois tendem a
diminuir a pressao seletiva. Um destes métodos mhemido por RanK, segundo
(GREFENSTETTE, 1997). Esta estratégia utiliza asigdes dos individuos quando
ordenados de acordo com #6trfes$, para determinar a probabilidade de selecdo para
proxima geracado. Mesmo existindo um individuo cam“titnes$ muito elevado em relacéo
aos demais, o0 processo de selecdo BanK ird auxiliar a evitar a prematura convergéncia
para um determinado ponto, porque este “superdith@dy sempre tera a mesma
probabilidade de selecao, independente da funcadajgacao.

Outro método de selecéo utilizado € conhecido ctiamoeio”. Segundo Blickle (1997),
um grupo de ¢’ (q >= 2) individuos sédo selecionados aleatoriamente dalagdo, onde
este grupo participa de um torneio, sendo o vemcemlandividuo que tiver o melhor
“fitness. Este individuo sera selecionado para a préxitapeedo AG que é o cruzamento.

Este processo € repetido “n” vezes até se obtevapopulacao.

Quanto maior o tamanhtg” , maior sera a pressdo seletiva. Para a maioria dos
programas que usam o método de selecao por toeneidG, recomenda-se que o valor de
“q” € {6,...,10}individuos (BLICKLE, 1997).

Durante o processo de selecdo pode-se perder umidiumd com um alto grau de
adaptacdo. Para evitar este problema, usa-se uceitmiconhecido como elitismo, onde o
melhor individuo, ou os melhores individuos, sasspedos diretamente para a proxima
geracdo (ZUBEN, 2000).

Segundo Srinivas e Patnaik (1994b), ap0s a selegdo o cruzamento, sendo esta
operacdo essencial para o AG. Individuos pré-seladios formam pares aleatorios para o
processo de cruzamento, que € a criagdo de um uimdéviduos (filhos) dos individuos

selecionados (pais) pela selecdo. No final desteegso a populacdo geralmente permanece
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do mesmo tamanho da populacéo anterior (HAUPTY &PRY, 2004). Como esclarecem
Dias & Barreto (1998) e Zuben (2000), existem \&fia@mas de cruzamento, dentre elas
destacam-se: cruzamento de 1-particdo, de 2-pastiedcruzamento comm){particdes. Na
figura 10, segue um exemplo de cruzamento de icpartjue € a escolha aleatéria de um

ponto de corte nos pais onde sera processadasadieanaterial genético.

- Pai 1 Filho 1
Pai 2 - Filho 2

Figura 10 - Cruzamento com uma-particao.
Um ponto aleatério dos individuos (divisdo de cpresescolhido e seu
material genético é trocado.

Outra forma de cruzamento é o cruzamento unifonoeforme exposto em Syswerda
(1989), onde para cada bit do filho é decidido guaalvai contribuir com o valor para aquela

posicao.

A mutagcdo permite que individuos da nova gerac&carso pequenas alteracdes,
permitindo assim uma possibilidade de busca matoespaco do problema. O processo
inicia-se com a escolha de um ponto aleatério danalividuo, dentre um grupo de outros
individuos, depois € aplicado uma taxa de proldddk de troca deste ponto (bit) por um
outro bit (KOZA, 1995). Para Michalewicz (1997)teprocesso de mutacdo é conhecido

como mutacgéo uniforme.

Zuben (2000), esclarece que:

“A probabilidade de ocorréncia de mutacdo de um eggéndenominada taxa de
mutacao. Usualmente, séo atribuidos valores pegaigrana a taxa de mutacao. A
idéia intuitiva por traz do operador de mutacdori@aicuma variabilidade extra na
populacdo, mas sem destruir 0 processo ja obtido adusca”.

Whitley (1994), explica que a taxa de mutacdo gezate é pequena, na ordem de 1%,
sendo que para Srinivas e Patnaik (1994b), a mutdgd@m operador secundario que pode
restaurar material genético perdido de geracOesiargs. Na Figura 11, tém-se um exemplo

de uma mutacdo em um individuo.



38

Individuo antes Individuo apos a
da mutagéo mutacao

Figura 11 - Exemplo de mutacéo.
Um individuo sofreu a mutagdo em um ponto (bitseria-se pela troca de cor o
ponto de mutacao.

2.4.4 Teorema Fundamental do Algoritmo Genético

Os conceitos anteriormente explicados sdo as l@mesa equacdo matematica que
explica o funcionamento do AG, também conhecida ccdrroria do Esquema que foi

proposta por Holland em 1975.

Um esquema pode ser definido como sendo um subtorgie um individuo com certas
posi¢cdes similares (HOLLAND, 1975). Um exemplo éegpntado na tabela 4.
Tabela 9 - Exemplo de esquema.

Um individuo e 3 possiveis esquemas, 0 “*" represeuie
qualquer bit pode ser colocado entre os bit padrbes

Individuo 11011

Esquema (E1) 1%%%]
Esquema (E2) 11**1
Esquema (E3) **(Q1*

Os esquemas tém duas propriedades que os quantificardem do esquem®((E)) e
o comprimento do esquema (E)). A ordem de um esquenia O (E), representa 0 nimero
de O’'s e 1's fixos no esquema, por exemplo, no easqull**1l, a ordenO (E) = 3. O
comprimento do esquentg & (E) representa a distancia entre a primeira e a alposicao
de interesse no esquema. Por exemplo, o esquemA teth compriment®(E) = 5 -1 = 4,
pois a Ultima posicéo é 5 e a primeira € 1 (DIABSARRETO, 1998).

Srinivas e Patnaik (1994b) representam o teoremdafental do AG como segue

abaixo:

N(h,t +1) >= N(h.t)w[l— pc@— pmdh)}
f'(t) -1
Onde
f(h,?): valor médio da adaptagcédo do esquema h na geracao

f'(t): valor médio da adaptacdo da populagéo na getacao

pc. probabilidade de cruzamento;
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pnt probabilidade de mutagéo;

o(h): comprimento definido de um esquema,;

o(h): Ordem de um esquema h;

N(h,t): Numero esperado de instancias de um esquemaéragio t;
I: E 0 ntmero de bits em umattfing’.

Segundo Dias e Barreto (1998):

“A Teoria fundamental do algoritmo genético ou ®mia dos esquemas, segundo o
qual os esquemas que tiverem adaptacao superidaptacdo média da populagao
crescerao exponencialmente, enquanto que os qeretivadaptacdo média inferior
decrescerdo exponencialmente.

Essa caracteristica € altamente promissora. No ré@ntaela depende de fatores
ainda com forte predominio heuristico, tais com@rababilidade de ocorrer
cruzamento, pc, e a probabilidade de ocorrer mutagin. Ha também a influéncia
do nimero de individuos necesséarios a composicapapmlacdo ou espaco de
busca e do inter-relacionamento desses pardmengnase si em funcdo do
problema a ser otimizado.”

2.4.5 Funcionamento do Algoritmo Genético

Este topico foi descrito com base nas seguinteréefias da literatura: Srinivas e
Patnaik (1994b), Jong et al. (1997), Whitley (1994)chalewicz (1996), Dias e Barreto
(1998), Zuben (2000) e Haupty e Haupty (2004).

O algoritmo genético basico envolve seis etapgsgdracdo da populacado; (ii)
avaliacdo da populacao; (iii) teste de convergéauaiaritério de término para a otimizacao;
(iv) selecéo e (v) aplicacdo dos operadores do &) criacdo de uma nova geracao. Na

figura 12, tem-se um fluxograma do AG e a seguir-$e o0 algoritmo basico do AG:

Definir a funcéo de adaptacgéo;
Definir as variaveis e parametros do AG;

Gerar populagéo inicial;

NSERNEENEEN

Enquanto critério de término:
Avaliar cada individuo;
Selecionar os individuos;
Processar a operagao cruzamento;
Processar a operagdo mutacao;

Gerar nova populacgéo;
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v" Fim enquanto;

v' Imprime os valores.

A primeira etapa é a definicdo de qual sera a fupgéia representar o problema. Esta é
a “chave” para um resultado satisfatorio do AG. iQoamelhor for a representacdo do
problema, maior sera a probabilidade do AG encotwoas resultados. Um dos cuidados a
serem observados na criacdo da funcédo de adamacfontuacao fitness) a ser dada para
cada individuo. Isto porque, dependendo da fornAolagsada, alguns individuos podem ter
um “fitness alto em relacdo aos demais individuos, podendorear no aumento da presséo

seletiva da populacéo, gerando com isto uma pémlda de diversidade.

Apoés a definicdo da funcdo de adaptacdo, podetsscantar a parametrizacdo do
sistema, ou seja, € neste momento que as varid@eisiniciadas. Alguns exemplos de
variaveis que devem ser iniciadas sédo: tamanhoplalgcdo; quantidade de geracdes; taxa de
selecédo; taxa de mutacdo; tamanho do individuo;entinde individuos que passardao

automaticamente para a proxima geracao (elitisonidgrio de término; entre outros.

O proximo passo € a geracdo da populacdo inicteh distribuicdo uniforme pelo
espaco de busca. Quanto melhor for esta distribuigio espaco de busca, maior serd a
tendéncia da funcdo de adaptacdo “encontrar’” bandidatos na resolucdo do problema

proposto.

Apéds a definicdo da funcdo de adaptagdo e dos p&n@sna serem utilizados no
processo, inicia-se o ciclo da evolugdo da popoladdicialmente, cada individuo sera
submetido a funcdo de adaptacédo do problema, sdridoido a ele um valor de acordo com
a sua aptiddo. Quanto maior € o valor recebido peloviduo, maior € 0 seu grau de

adaptacao ao “ambiente” analisado.

Em seguida serdo selecionados os individuos que pessar pelo processo de
cruzamento e mutacdo. A tendéncia é sempre sedasmmelhores individuos da populacao
que irdo passar 0s seus “genes” para as geracfigasfuenquanto os piores individuos
tenderdo a ser descartados da populagéo. Devense poovidéncias para evitar que “super-
individuos” dominem toda a populagdo, gerando unuatef pressdo seletiva e
consequentemente uma perda de diversidade rapidasel§do 2.4.3, foram abordados

algumas formas de selecdo que tendem a minimiapesblema.
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Figura 12- Fluxograma do AG

Depois de selecionados os individuos, serdo apiscad operadores de cruzamento e
mutacdo. Primeiramente, o cruzamento, que dividendwiduos selecionados em pares
aleatdrios, gerando novos individuos através desatde material genético entre eles. Uma
determinada percentagem destes novos individuosnpafrer uma pequena mudanca em
seu genoma, chamando-se este processo de mutggds.Aprocesso de cruzamento e

mutacédo, sera gerada uma nova populacdo em sigégiit anterior, que geralmente tem o
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mesmo numero de individuos da populacdo antigagnpoestes individuos podem ser
totalmente diferentes da geracdo anterior. Os iddds da nova geragdo sdo novamente

avaliados pela funcdo de adaptacédo, comecando assimovo ciclo.

O ciclo de geracbes de novas populacbes contimatgraim critério de parada ser
verdadeiro. Existem varios critérios de parada, gpoem ser a quantidade parametrizada de
geracfes maximas; ou a extrapolacdo de um temponode execucdo; ou a estabilizacdo
da populacdo em um determinado patamar médio deegalque pode ser medido pelo desvio
padrdo entre as distancias relativas de cada thaiviPor exemplo, pode-se determinar que se
apos “n” geragdes ndo houver mudancas significatiaapontuacdo média dos individuos, o
processo pare a execucao.

ApoOs o término da execucédo, pode ser gerada utagdim da ultima populacdo com
suas respectivas pontuacdes, ou dependendo doemabh ser resolvido, listar outras

informacgdes que podem ser relevantes para umaeaméinplementar.
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3 Metodologia

3.2 Extracao da Base de Dados

Para desenvolver o algoritmo GA_FIND_RR, com o magede predizer RR em
organismos bacterianos (procariontes), partiu-geédecaracteristicas importantes das regides
regulatérias: (i) a super-representatividade a(eparacao destas regides em dois oligbmeros
distintos, separados por uma quantidade variavebases, (iii) e o fato destas regibes
situarem-se antes do inicio do TSS (ROSENBLUETH.et1996 e Li et al., 2002).

O primeiro passo foi a escolha do organismo a sada no processo de criagéo e
validagcdo do algoritmo. Apés algumas analises btywoplasma synovia@ ASCONCELOS
et al., 2005) Escherichia coli(BLATTNER et al., 1997k Bacillus subtilis(KUNST et al.,
1997), decidiu-se usarBacillus subtilis por ser um organismo amplamente estudado e com
documentacdo detalhada sobre técnicas e resultatides na busca por regides regulatorias.
Como exemplo, pode-se destacar os trabalhos ddgelogopor Helmann (1995), Li et al.
(2002), Helden (2003), Mwangi e Siggia (2003), Maldt al. (2004) e Jacques et al. (2006).

Apos a escolha do organismo, foram extraidas assbapstrear, utilizando-se a
ferramenta “RSATools” (HELDEN, 2003), de uso publiatravés da internet, pelo site:
http://RSATools.ulb.ac.be/RSATools/, cuja interfam@n o0 usuario pode ser vista na figura
13. A primeira baseupstreari considerada, neste trabalho, € uma base ante$dim de

iniciacao.

Foram extraidas inicialmente as 300 primeiras baspstream” (0 a -300) para a
execucao do algoritmo, sendo criado uma matriz5&& X 300, onde as linhas representam
0S genes que possuem pelo menos uma base intergédidacillus subtillis tem
aproximadamente 4100 genes, mas em alguns casosxiséem regides intergénicas. Devido
a esta caracteristica, o numero de linhas geradenér que o niumero de genes totais. Nem
todas as linhas possuiam necessariamente 300 splumia existem situacdes que a regido
intergénica € menor que 300 bases.
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Figura 13 - Tela do site RSAT (2006).
Os principais parametros selecionados foram: selelghtodos os genesll), forma de
extracdo [featuretype usou-se CDS:coding sequencs tipo da sequéncigSequence type
usou-se a regidoupstrearmi de 0 até a quantidade upstream desejada), o formea
apresentacdséquence formatisou-se o “multi” que traz apenas as bases stmmacdes
adicionais) e o tipo de said@itput em tela, facilitando copiar o resultado para wiitoe de
texto).

A escolha desta quantidade de bases baseou-s¢igw escrito por Mwangi e Siggia
(2003). Estudos anteriores indicavam que existéas abncentragdes de RR nas 50 primeiras
bases Gipstrearm (HELMANN, 1995). Porém, os autores (Mwangi e S&gg¢2003)) usaram
uma quantidade maior de basegpstreami com o objetivo de inferir a possibilidade de

existirem RR mais “afastadas” do inicio do gene.

Apés uma andlise em artigos mais recentes a Mwan§iggia (2003), como, por
exemplo, Jacques et al. (2006), reforcam as cobetude Helmann (1995), decidiu-se usar
100 bases uUpstream, pois este numero ja prevé uma “margem de segaramo caso de
existirem RR mais afastadas. Sendo assim, foi wkecidsar 100 baseaupstreami como

padréo para os testes executados, sendo criadmatria com 3567 x 100.

O trabalho de Helmann (1995) conclui que o olighmenais freqlente é
TTGACAN-16TATAAT. Ja o trabalho de Mwangi e Siggia (2003)dixomo o oligbmero
mais significativo TTGAMJATAAT e o trabalho de Jacques et al. (2006) conglue uma
das regibes regulatérias mais abundantes para Bacillus subtilis é
CCTTGACAAGN;6ATAATA. Estes oligbmeros listados ficam em regid@esnpreendidas,
em sua maior parte, nas 50 primeiras béspstream”, comprovando que a quantidade de

100 bases ¢ suficiente para testar o algoritma, @Beacillus subtilis
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3.3 Descri¢céo do algoritmo

Apos a criacdo da matriz de 3567 X 100, esta fduida dentro do cédigo fonte do
programa em formato de matriz com o objetivo de asderramentas de busca desenvolvidas
pelo MatLab da Mathworks, objetivando um melhor etiegsenho em sua execucdo em
relacdo a necessidade de ler um arquivo texto ag@arente. Algumas linhas contém menos
de 100 bases, pois algumas regiGggstream” sdo menores que a quantidade base de
colunas (100). A contagem inicia-se em 0 (base mpdEigima do gene) e termina em -100

(base mais afastada do gene), conforme o exemmseaygado na figura 14.

l— -100 0 —
\4

...TCTTTTTCACAACTTCACAAATCCACAGGCCCTACT....ATTACTCTACTATTTTTTATAAATATATATATTAATACATTATCCGTTAGG..AGG

Figura 14 - Exemplo de uma linhagstream”.
A primeira base a direita é a posicdo 0 e a Ulbase a esquerda € a posi¢éo -100.

ApoOs a criacado da matriz, foram aplicadas as tasmabordadas na secao 2.4 referente

ao AG, com as caracteristicas mencionadas naspadxsubsecoes.

3.3.1 Populacao Inicial

A populacéo inicial foi criada usando numeros hogpara representar os oligbmeros,
pois as funcdes padrdes da ferramenta usada psgavidver o programa computacional em
MatLab trabalha apenas com numeros reais ou narb@r@gos, sendo a numeracao binéria
usada para a representacdo do problema propostta kase foi representada por um

conjunto de dois bits, sendo convencionado o sé&gaterio:

e 00> A;
« 01->C;
« 10 G;
e 11->T.

Para representar um oligdbmero, foi usado a segeqtacédoQ = B * 2, sendo:
Q > Quantidade de Bits necessarios para representaligbmero;

B - Comprimento total do oligdmero;
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Ou seja, para representar um oligdmero de 8 b&sesn usados 16 bits, como por
exemplo: GTTACTAT , tem-se: 1011110001110011.

ApoOs a geracdo da populacéo inicial e antes de gamwe processo de avaliagdo da
adaptacdo do individuo, o oligbmero foi convertidara caracteres, de acordo com a
convencdao estipulada. Apos a conversao, o oligbfioemividido em duas partes de mesmo
tamanho (nimero de bases iguais). Como por exemata,um individuo gerado com os bits
1011110001110011, tem-se, apdés o processo de sdoyetuas partes, sendo a primeira
GTTA e a segund@TAT . Este processo foi feito para todos os individieopopulacéo.

A decisao de usar duas partes de mesmo tamanteiaidsasno trabalho executado por
Helmann (1995), onde foi observado que as RR tengwm padrdo, ter oligbmeros de

tamanhos iguais.

3.3.2 Funcao de adaptacéao

Foram desenvolvidas cinco versao distintas do GNDFRR, com variacdes da
funcéo de adaptacao e da estratégia de buscaiéa upgtreampara avaliacdo dfithessdos
individuos. As cinco versdes foram baseadas narsapeesentatividade dos oligbmeros
candidatos a serem RR e na separacéo destes alagems duas partes, podendo variar entre
1 e 30 bases a distancia entre elas. Para todioslivgluos gerados foram necessarios dois

processos iniciais:

1) Converséao dos individuos gerados pelo AGitistring para letras (Bases A, C, G,
T,

2) Separacéo destes individuos em duas partessiaartamanho.

Na figura 15 tem-se um fluxograma da funcéo de tagap.
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Figura 15 - Fluxograma da Func¢éo de adaptacao.

Apds a conversao dgit string para as letras que representam as bases nitr@gemad

algoritmo procedeu aos seguintes passos paraia@a@be todos os individuos:

1. Para cada parte do oligdmero foi atribuida umaavatido tipo vetor. Como por
exemplo: dimer_X1,:) = “TTGA” e dimer_Z41,:) = “ATAA” ; dimer_1le
dimer_2 séo vetores de uma linha por quatro colunas, daon:” é uma
sintaxe do MatLab de representacdo de todas asawlau linhas de uma

determinada matriz.

2. Conforme Robison et al. (1998), se ambas as pddesligbmero sdo iguais,
como por exemplo, ATAT NXATAT ” (“Nx” € uma seqiiéncia de bases podendo

variar de 1 a 30), este oligdmero é consideraddfarte candidato a ser uma
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regido regulatéria. As partes foram complementamgersas, como por
exemplo: CTGANXTCAG”, também pode ser considerado um potencial
candidato. Ambas as caracteristicas (oligdbmerosisgou complementares
reversos) também sdo considerados como “fortesidatod” no algoritmo
desenvolvido por Mwangi e Siggia (2003). No GA_FINER, também foram
previstas estas duas situacfes. Para aumentiiness do individuo que se

encontre nas duas situacdes citadas, usou-se iateegguacao:

Ft=fa* Oi* Ocr * (-1), onde:

Ft = fitnessdo Individuo;
* fa=Funcao de adaptacao;

 0Oi=0i>1, atribuido quando as duas partes do oligdmeragséis, se

as duas partes do oligbmero sao difere@lies 1;

e Ocr = Onde,Ocr > 1, atribuido quando o oligbmero é complementar

reverso, se ndo for complementar revedso = 1;

» Como o Toolbox do Matlab foi configurado para minimizar uma

equacdo, a funcao de adaptacéo foi multiplicadalpor

3. Outra caracteristica abordada no artigo de Mwangiggia (2003) e também
considerada no GA_FIND_RR refere-se a repeticabades nos oligdmeros,
como por exemplo, AAAANXTTCT”, “CTAGNxGGGG” ou
CCCCNxCCCC. Esta caracteristica ndo € desejada, por se tdsaum
individuo com pouca chance de ser considerado egiaa regulatéria. Para o
AG “desprezar” oligbmeros com bases repetidas,ngdfo de adaptacagy),
para estes casofyi definida como:fa = n,comn > 0. Como as fungdes
desenvolvidas para Bollbox do AG no Matlab visam minimizar uma equacéo,
guanto menor o valor den, melhor sera ofithess do individuo,
consequentemente, quanaae O, o individuo é considerado “pouco adaptado”,
sendo rapidamente eliminado nas geragbdes segu@teso pode ser observado
na figura 16, € muito comum encontrar sequéncidsades repetidas, podendo

comprometer o resultado de algoritmos que buscanRpPoque ndo descartem



49

estes oligbmeros. Estas regides podem gerar mtriiédos” nos algoritmos
devido a sua abundancia. Existem alguns casos decd®R varias bases
repetidas, como € o caso do oligbmero AAMTTT que € uma regiao
ativadora do gen€omK do Bacillus subtillis(SINDEREN e VENEMA, 1994).
Mas como o indice de freqiéncia de RR com variaesdaepetidas ndo é
estatisticamente relevante, segundo Mwangi e S{@§@3), resolveu-se ignorar
estes oligbmeros evitando uma forte convergénciaGdo FIND_RR para
sequéncias com oligdbmeros com bases repetidas. & ¢&-IND_RR nao
encontrar nenhuma ocorréncia do oligdmero na setgiémpstreani analisada,
a funcdo de adaptacédo sera expressa ¢@o0. Se o GA_FIND_RR encontrar
mais de uma ocorréncia do oligbmero na sequémpstreamanalisada, a funcéo

de adaptacao sera definida conforme descrito no6tdesta secao.

ATAACAGAGAAAGACGCCATTTTCTAAGAAAAGGAGGGACGT GCCGGAAGA
TATTTTTTATAAATATATATATTAATACATTATCCGT TAGGAGGATAAAAA
TTTTTTTTAGTACAATTAGATATTAGT GATATTTGAAAGAGGT CGATATAA
AGCGGGTGACACTGAT

AGAAAT GAGGT GAGCAAT

TTTTTATCACGAATATATCGI TTAGAAAAGT GTAGGT GAATGACGTGGCTA
GGACAATCTACTCCCACATATTTCATGTGATACTTCAGCGAGGTTTTTTAA
GCCGGAAAGAGT TGAAATATTTAGATAACGGAAAGGATTAAGAAATATACA
TAGTTGATAATCTACATATAATATTTTGCCGAAAAGAGGCGGATTTACTAA
CTTAACGCCTTAATTATAGAT GAAGAAAAT GAAATACGGAGGT CGTACGAT
AATAAGGATTAGAAATCATATAACTATACCT TGAT TAGGGGGACCAAGAAA
GAACATAGGAGCGCTGCTGACA

TGAGCCCTCTTTTTATTTTCGATAAAT CAATAAAAAAAGGAGTGT TTCGCA
A

TATGAAGGT CGGTAACTGACGCACGT TTTTCAGATATAAGGAGGATTCCGA
TTCATACATTGATAGCGATATGAAAGGAGCCGITTTTCATTCAAATTTATG
CTAAAAAGGCTACATATTAACTATAACT GAAACGGAAAGGAGACT GTCGAT
ATGTAGCCTTTTTAGGCAATGAAAAAACT TTGAAAAGAGACCTTATCCTTA
ACAAGGT TCATGTATAAT GGGAAT GAT GAAT AACGGAGGAGGGCAAACCCG
CAAAAT GAAAGAGAGTGAATGCTA

GCGGATAAAAGAACA

GGAGGAAAAAGCGATCCA
GATCTTCTCATAAGCTTGTACTAGAACAAGCGAAGGAGATGAGAAGATTCA
GITATACAATATCCGI TTTAAGGCGAGGECTAACT GTACGGAGGT GGAGAAGA
AGTAGATAATAATAATAAAACT GAGTATAGACACAGGAGT CGATTATCTCA
GGGAAGAGGGTAAGAGCGA

GAGGCACGATATAATAAGGT GTAAGAAGACACATTCAAAGGATTGITTTCA

Figura 16 - Parte do resultado extraido da ferraanBSATools.
Sdo mostradas as 50 primeiras bagestreamdo Bacillus subtilis onde
pode-se observar a alta incidéncia de bases rapefdestacadas em
amarelo). Considera-se bases repetidas para o G®_RR mais de 3 ou
4 bases.

4. ApOs as analises iniciais dos oligbmeros (analessidhilaridade, complementar
reverso e bases repetidas), as duas partes distddaoligdbmero foram
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submetidas a uma pesquisa na matriz que conténegi8es upstreamdo
organismo analisado, para verificar se existem daoagbes entre o individuo
gerado e regidapstream Encontrando combinacgdes exatas, 0 algoritmo gravo
em uma matrizl] x C], sendo L” o numero de linhas totais da regidastream
analisada eC” é a quantidade de ocorréncias encontradas na khmalisada.
Cada coluna corresponde a posicéo inicial da par@ligdmero pesquisada. Se
em uma determinada linha néo foi encontrado nenloammdinacédo, o algoritmo
atribuiu a primeira coluna o valor O (zero). Estecesso foi executado para
ambas as partes do oligbmero e para todos os didisida populacdo, gerando
duas matrizes com a mesma quantidade de linhagngodter quantidades
variadas de colunas entre as linhas, pois o0 me$ig@n®ro pode se repetir em
uma mesma linha em posicfes distintas. A matririsiaeira parte do oligdmero

€ chamada deéimer_1le da segunda pardémer_2

. Apoés a geracado das duas matrizes, estas foram cadagapara verificar se as
distancias entre as partes distintas do oligdmsti@oesntre 1 a 30 bases. Como
os dois vetores tém exatamente 0 mesmo numeralts|i pode-se “parea-los”

e fazer a subtracdo das distancias. O algoritmoufezlaco de repeticdo
comparando as duas matrizes, linha a linha, usawioo equacdo para
comparar as distancia®i6t) entre as partes do oligbmero analisadist(=
dimer_1[L,C] - dimer_2[L,C] - N)onde: L” é a linha da matriz eC” € a
coluna da matriz e N’ é o tamanho da metade do oligbmero. Para cada
resultado obtido, o algoritmo analisou se o redolstd compreendido entre 1 e
30. Se estivesse, foi somado o valor 1 (um) em etorvchamado supef

(super[1...30) na posicao relativa da distancia encontradadr[1,Dist] += 1).

Para determinar qual foifanessdentro da geracéo, foram usados dois critérios.

Cada critério gerou versdes diferenciadas do GADFRR, sendo:

* Um dos critérios usados foi o de atribuir o0 maialov gravado na matriz
“supef. Ou seja, a funcao de adaptacao é descrita como:
fa = super[1, Mv] * (-1) onde:Mv € a posi¢cao da matriz que contém o maior
namero inteiro pertencente a matizper.O Mv = Nx, ou seja, € a distancia
entre as bases do oligbmef@omo o MatLab tem por objetivo minimizar

uma equacao, o valor obtido foi multiplicado ped.
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* Uma segunda versao para a funcao de adaptacaestnvblvida, tendo com
expressdo: fa = € (super[Na..Ngsq]) / cont) * (-1), sendo:
cont = Quantidade de N> 0, secont = 0, entdofa = 0. Esta funcéo
calcula a média aritmética de todos os valores mesigue zero armazenados
na matrizsuper A elaboracdo desta funcao foi inspirada na idéieluster,
cujo significado € “grupo de coisas semelhantes api@o proximas umas
das outras” (CAMBRIDGE UNIVERSITY 2003. Ou seja, como 0S
oligbmeros séo iguais e podem se repetir variagsve&an uma mesma
sequénciaipstream foi considerado que as distancias variando én&e30
estdo proximas entre si, formando wioster A decisdo de usar a média
aritmética e ndo um somatorio simples deve-se do &m “super-
representatividade”. Se fosse usado o critério amas simples, e um
individuo “X”, tivesse o valor total de sua somaafja 50, com valores
maiores que 1 em todas as colunas da msinier,e um outro individuo
“Y”, tivesse um valor igual a 49, em apenas umameihada posicdo da
matriz super, este dltimo oligbmero teria sditnessmenor que o primeiro.
Porém, biologicamente, o oligbmero “Y” € mais “supgpresentado” que o
oligbmero “X”. Usando o critério da média, o vatle “X” seria: fa(x) = 50
/ 30 = 1,67.Enquanto para o oligdmero Y a funcao sefa(x) = 49 /1 = 49.
Desta forma “Y” seria considerado mais “super-repnéado” que o “X”.

Um exemplo do funcionamento da funcdo de adaptagite ser observado nas

sequéncias da figura 17.
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1) Base de Dados Analise

GATCTATTTCGGTAAT ACAACCATTGCAAGCTCTCGTITATTTTGG
TATTAT ATTT TTTT

CA CGGGGATCAATCGGGGGATCTGGGGEGTAAAAAGT AATA
ACTTTTCGGAAGTCATACAGATCTAYYYCGGTAAC

TCCGATACACTGCTGCCGACCCGTCGGCAGCTTTTCTATT@STATCTGCT
CCGACAAGTTTTCCCTTTCCCTA

AGCGGGTGACACTGATGATCTAAAAC GGTAA

2) Populacdo de uma geracéo 4B dues%aagisBase'
POPULACAO 3) Divisdo dos dimer_1 dimer_2
AACCTTAT Oligbmeros AACC TTAT
TTATAATA TTAT AATA
AAATAATA AAAT AATA
GATCGGTA GATC GGTA
TGTGGGAG

5) Tabela com a frealiéncia por distal

Dimer_1 | Dimer_.2| 1| 2| 3] 4 5 § 717 8 9 1p 11 12 13 {4 |156| 17
AACC TTAT 0]0| 0| O] OO O G Q O0f 0 o0f 0 g ¥ 1 D
TTAT AATA 0{0/0] 0] 0 OO0 O Q 0O 0 0 0 a a D
AAAT AATA 0{0/0] 0] 0 OO0 O Q 0O 0 0 0 a a D
GATC GGTA 0]0| 0] 0] 0O 20 G Q 0] 0 00 0 g a 1 L

0/{0/0] 0] 0 OO0 O Q Of] 0 0 0 a 0o ( D
6) “Fitness de cada individuo calculado pelas duas fun¢Gesddptacéio
Dimer_1 | Dimer_2 | fa = super[1, Mv]) * (-1) fa =& (super[Nq..Nysg]) / cont) * (-1)
AACC TTAT -1 -1
TTAT AATA 0 0
AAAT AATA 0 0
GATC GGTA -2 -1,5

0 0

Figura 17: Exemplo do processo para calculiinessde cada individuo.
Para cada versao do GA_FIND_RR é usada apenasung@of de adaptacdo. Neste exemplo
foi demostrado ambas as versdes por questBesitluas. Para este exemplo, o processo de
busca da base de dados baseou-se em procurarararavorréncia ddimer_1e localizar o
primeiro dimer_2 que estiver com uma distancia entre 1 e 30duheer_1 O individuo
AAATAATA, é descartado do processo de busca, s 3 bases “A” em sua primeira parte

(dimer_J).

3.3.3 Tamanho da populacao

A escolha para o tamanho da populagéo baseouksalnrente, nos trabalhos de Fogel
et al. (2002) e Fogel et al. (2004). No primeiabalho, foram usados valores variados para a
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populacdo e no segundo foram usados 100 individéessbos os trabalhos foram

desenvolvidos para organismos eucariontes.

As execucdes do GA_FIND_RR, concentraram-se, enmstar parte, entre 100 e 200

individuos.

3.3.4 Selecao

De acordo com Whitley (1994), o processo de selegdaplicado para criar uma
populacao intermediaria antes de ser aplicado esdpres de cruzamento e mutacdo. Para

Fogel et al. (2004), o processo de selecao irardatar quais individuos seréo eliminados.

Baseando-se nos trabalhos de Fogel et al. (20gel et al. (2004), foi usado a
técnica de torneio (variando entre 6 a 10 indiviymara o processo de selecdo. A taxa de
elitismo foi variavel, porém, sempre com valoreguysmnos, geralmente em torno de 1 a 10

individuos, dependendo do tamanho da populacéo.

3.3.5 Cruzamento

Foram usados dois processos de cruzamento, o ceagarmaniforme (SYSWERDA,

1989) e o cruzamento de uma particao.

Com o cruzamento uniforme, poderia ocorrer umaagarbbabilidade de ocorrer uma
mutacdo em conjunto. Como o individuo é composto ‘pares de bits” (cada base
nitrogenada é composta por 2 bits, conforme exgticao topico 3.3.1) e 0 cruzamento
uniforme troca material genético de forma aleatdda pais para gerar o filho, sendo assim,
poderia ocorrer a possibilidade de um “par de b#f modificado, caracterizando uma

mutacéo.

Para evitar este problema, usou-se 0 cruzamentante particdo, onde cada pai
“contribuiu” com a metade de seu gene. Para exBoapleste processo, dado dois pais i)
TATATTAG e ii) TTGAAGGT, o filho resultante desteuzamento seria: TATAAGGT.

3.3.6 Mutacéo

Para a mutacao foi usado o processo de mutacawrmeifMICHALEWICZ, 1997). A
taxa de mutacao usada foi variavel, sendo usadte dasas pequenas (1%) até taxas maiores,
em torno de 12,5% (usaram-se taxas maiores, cdmetvo de analise do comportamento do

algoritmo).
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3.3.7 Critérios de encerramento

No algoritmo desenvolvido por Fogel et al. (2004¢rdério de encerramento era o

namero de geracdes (500 geracdes).

Neste trabalho foram usados as opc¢des disponiveidatlab (2005), onde séo
disponibilizados duas op¢des por tempmelimit e Stalltimelimit sendo a primeira op¢ao o
tempo maximo em que o algoritmo sera executadeegyanda opcdo é o tempo maximo que
o algoritmo ira continuar a ser executado se nawédrouma melhora dfithessdo melhor
individuo. Ambos os tempos sdo dados em segundoa. @nbas as opcdes, foram usados

tempos suficientes para que ao menos 100 geragésenh processadas.

Existem duas opcdes baseando-se no niumero de geraffeneratione Stallgenlimit
A primeira opcdo permite configurar qual € a quiade maxima de geracdes que a
populacao ira ter. A segunda opcao € a quantidaéma de geracdes a ser executada se nao
houver uma melhora dithessdo melhor individuo. Na maioria das execuc¢desyssopelo
menos 100 geracdes, sem limite para encerramestgedacées caso o melhor individuo nédo

tivesse melhora no decorrer do processo.

3.3.8 Recursos utilizados

Para executar o GA_FIND_RR, foi utilizado o Mathadysdo 7 (R14), sendo executado
em um computador Pentium IV 2,8 Ghz com 756 Mb éengria RAM, e em uniNotebook
Acer, modelo Aspire 3523, com processador Intekfal 1,5 GHz com 1Gb de memdria

RAM. Ambos os computadores utilizavam o sistemaapenal Windows XP SP2.
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4 Experimentos e Discussao

Inicialmente foi desenvolvido uma versdoeta-testte do GA_FIND_RR utilizando-
se o organism@acillus subtilis.Foi gerada uma matriz de 3567 linhas por 300 edypara
a criacao da matriz, usou-se o RSATools para aghdrdos dados). Nem todas as colunas
continham 300 bases, pois existem regides intezgémoBacillus subtiliscom menos de
300 basesupstream O total de basesupstream extraidas foram 485.657, sendo
aproximadamente 33% de bases “A”, 31% de basesZ2U% de bases “G” e 16% de bases
“C".

Apoés a preparacdo da base de dados, foram reaizada série de execucdes do
algoritmo GA_FIND_RR, com o0 objetivo de analisar ossultados obtidos com a
documentacao disponivel. Os parametros para a gkedesta versdo foram:

Parametros Configuracao adotada
Populacao 10 — 200

Geragbes 50 — 300

Taxa de Selecéo 80%

Tipo de Selecao Torneio

Cruzamento Uniforme

Taxa de Mutacao 2% - 20%

Tipo de Mutagao Uniforme

Tamanho do Individuo| 24 Bits

Execugcbes Compiladas 11

Apds as execucgdes, percebeu-se que a as seqU@mciaas como sendo provaveis RR
nao estavam de acordo com as referéncias usadaspaairio de validacéo citadas na secao
5.2. Um exemplo de resultado obtido nestes teside per analisado na tabela 5, na figura

18, observa-se a evolugéo do algoritmo durante&ges.
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Tabela 10 - Exemplo de resultado obtido pelo GA IFIRR, para 8acillus subtilis.
Foram usados os pardmetros: PP=100; GR=100; TX=80%&Uniforme; CZ=Uniforme;
TM=10% ; TI=24 bits; EL=000 melhor individuo repetiu-se 81 vezes no resulfael. Nao
foram encontradas referéncias para estas RRx,& a distancia entre as bases, podendo variar
entre 0 a 30. SI = Sem Informacdo e SR = Sem ref&xéA funcdo de Fithess usada foi a
contagem de frequéncia de repeticoes.

Individuos Fitness Regido Regulatéria Completa do oligdmero Referéncias
AAAATANXAAAAAG 5 S SR
AAAACANXAAAAGG 4 SI SR
AACATANXGAAAGG 3 SI SR
AAAATANXGAAGGG 2 Sl SR
GAAGTGNXAAAAGG 2 Sl SR
ACAATANXAAGAGA 2 Sl SR
ACAGTANXAAAAGG 1 SI SR
AGAATANXCAAAAA 1 SI SR
ACAGTANXAAAAGG 1 Sl SR
AAACTANXCAAGAT 1 Sl SR

Para facilitar a analise dos resultados, foi dalit@, via e-mail, ao Sr. Yuko Makita, um
dos desenvolvedores da base disponivel do site BB{EB06), um arquivo com os dados
compilados das RR conhecidasRB#cillus subtillis O Sr. Makita forneceu dois arquivos. Um

em padrao .XML e outro em padréo .XLS.

Baseando-se nesses arquivos, conforme exempldeia @, foram usados o0s recursos
do editor de texto Microsoft Word para localizarealcar os oligbmeros encontrados, sendo

executadas as seguintes etapas para comparacg@sditados obtidos com 0 GA_FIND_RR:

Execucdo do GA_FIND_RR, salvando o resultado dianaligeracdo em arquivo
.TXT, juntamente com os parametros utilizados. @&igps foram salvos em
formato .JPG;

» Selecionados os 10 melhores individuos da ultimagge;

» Para cada individuo selecionado, foram localizadeesalcadas em cores distintas as

partes do oligdbmero na tabela fornecida,

* Quando as duas partes do oligbmero ficavam entrases destacadas como RR, foi
feita uma busca no site DBTBS (2006), através diw dantido na colunthe first

gene para buscar as referéncias bibliograficas da miRrdrada;

* Todos os resultados positivos foram tabulados,etwoit as informacdes da regiao

upstreamanalisada.
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Para todas as versfes desenvolvidas p&acdlus subtilis o processo de comparacgéo
dos resultados foi igual ao exposto acima. As suteéeréncias citadas na se¢do 5.2 também

foram usadas para confirmacéo dos resultados.

Tabela 11 - Amostra dos dados compilados do sitEEEB(2006).
A coluna “Binding sequence”, contém as informacdes RR conhecidas para o
Bacillus subtilisas bases que estéo entre “{}" sdo as RR propriserditds. A Coluna
Transcription factoré o tipo de transcricdo da RR e a coltlma first geneé o gene
regulado pela RR referenciada.

Binding sequence Transcription factor | the first gene
CG{GGAAACTT}TTTCAAAGTTTCATT{CGTCTA}JCGATAITA/ITT/G/A SigW abh
CG{GGAAACTT}TTTCAAAGTTTCATT{CGTCTAJCGATA/TAITT/GIA SigX abh
CTATTT{TTTTGTCTGTACAAAT}TACAGCA AraR abnA
CTATTTTTTTGTC{TGTACAJAATTACAGCATAGTGAC{TACAATIAAAGG G/G/ATACCG SigA abnA
CAAAATGATTGACGATTATTGGAAACCTTG AbrB abrB
TCTTACAATCAA{TAGTAAJACAAAATGATTGACGATTATTGGAAACCTT/ G/TTATGCT SigA abrB
TAGTAAACAAAATGA{TTGACGIATTATTGGAAACCT{TG}T{TATGCT}A TGAAG/GITAAGGAT | SigA abrB
ATTT{TGTCGAAITAA{TGACGAAJGAAAAAT Spo0A abrB
{TGTAAGCGTTCATC}A CcpA ackA
GACTTCTTAT{TGTAAGCGTTATCAJATACGCAAGT CcpA ackA

Best: -5 Mean: -4.35
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Figura 18- Evolucdo do GA_FIND_RR, para a bactBaaillus subtilis.
O primeiro grafico representa a evolugdo da pogwlasendo o eixo X referente ao niimero
da populagéo e o eixo Y acore” dos individuos, as bolas azuis representam aneralée
evolucdo da populacdo e as bolas pretas o meldoridao. O grafico na parte de baixo
representa ostore” de cada individuo da ultima geracao, percebe-seegiste uma perda
rapida de diversidade, onde a tendéncia de todasdddduos € ficarem com o mesmo
“score”.

Baseando-se nos resultados negativos que estavamreraio até aguele momento,
decidiu-se criar uma base de dados de teste. &stialta uma pequena quantidade de bases e

foi criado um oligbmero artificial com as mesmasacteristicas de uma regido regulatoria,
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Ou seja, alta taxa de repeticado e um distancianetite as duas partes do oligdbmero variando
entre 0 e 30 bases.

A intencdo de criar uma base de testes foi comtantle validar se 0 GA_FIND_RR
seria capaz de predizer a regido artificialmentgdamtada na base. Consequentemente, poder-
se-ia validar sua eficiéncia, e em caso de ne@alsiceriam feitos ajustes no algoritmo para

melhorar o seu grau de acerto.

6.1 Base de Testes

Foi criada uma base de testes com 744 bases, 3dimdas com 315, 219, 146, 31 e 33
colunas respectivamente, conforme figura 19. Enadatha foi colocado um oligbmero
contendo as bases “GATCTAYYYCGGTAA", onde o “YYYbif propositalmente incluido
para garantir a distancia de 3 bases entre as phrdss do oligbmero, ou seja, a sua
representacdo pode se descrita como “GATRIBGGTAA". A distribuicdo percentual das
bases ficou com: 33% de bases “T”, 30% de bases2B% de bases “G” e 17% de bases
“C".

GATCTAYYYCGGTAATTGTGACAACCATTGCAAGCTCTCGTTTATTTTGGTATTATATTTGTGT
TTTAACTCTTGATTACTAATCCTACCTTTCCTCTTTATCCACAAAGTGTGGATAAGTTGTGGAT
TGATTTCACACAGCTTGTGTAGAAGGTTGTCCACAAGTTGTGAAATTTGTCGAAAAGCTATTTA
TCTACTATATTATATGTTTTCAACATTTAATGTGTACGAATGGTAAGCGCCATTTGCTCTTTTTT
TGTGTTCTATAACAGAGAAAGACGCCTTTTCTAAGAAAAGGAGGGACGTGCCGGAAGA
CAGGACCGGGGATCAATCGGGGGATCTAYYYCGGTAAAAAGTGTGAATAACTTTTCGGAAG T
CATACAGATCTAYYYCAGTAACAGTCTGTCCACATGTGGATAGGCTGTGTTTCCTGTCTTTTTC
ACAACTTATCCACAAATCCACAGGCCCTACTATTACTTCTACTATTTTTTATAAATATATATATT
AATACATTATCCGTTAGGAGGATAAAAA
TCCGATACACTGCTGCCGACCCGTCGGCAGCTTTTCTATTCGGTATCTGCTCCGACAAGTTTT
CCCTTTCCCTAATTCGTTTTGATCTAYYYCGGTAATTTTTAGTACAATTAGATATTAGTGATAT
TTGAAAGAGGTCGATATAA

GATCTAYYYCGGTAAAGAAATGAGGTGAGCAAT

Figura 19 — Base de testes utilizada com 0 GA_FIRIR._
Cada linha (regidoupstream) esta representada por uma cor diferente, a segiién
GATCTAYYYCGGTAA, em destaque, sdo as “regides regulatérias” adiff@nte
implantadas.

Os primeiros testes foram executados fazendo canoqGA_FIND_RR, procurasse
oligdbmeros com 12 bases (24 bits). Os resultadasrfmegativos, ou seja, todas as execucdes
do algoritmo falharam na tentativa de localizar RR implantadas artificialmente. Os

parametros utilizados para esta versao foram:
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Parametros Configuracao adotada
Populacao 10 — 1000

Geracoes 10 — 1000

Taxa de Cruzamento 50% - 80%

Tipo de Selecéo Torneio

Cruzamento 1-particdo e Uniforme
Taxa de Mutacao 2% - 20%

Tipo de Mutacao Uniforme

Tamanho do Individuo| 24 Bits

Analisando os resultados obtidos por Mwangi e 2i¢gb03), percebeu-se que a tabela
dos oligbmeros mais representativos (chamado peldsres de “TOP 107), continha
oligbmeros com tamanho variando entre 4 e 5 baseap TTGANGTATA. O trabalho
realizado por Hu et al. (2005) concluiu que um thderes que diminuem a eficiéncia de
predi¢cdes das provaveis regides regulatérias gnartho do oligbmero usado como padrao de
busca. Quanto maiores sdo os oligbmeros analisatesyr é a eficiéncia dos algoritmos.
Baseando-se nestes dados, resolveu-se executar BIKHA RR utilizando-se individuos

com 8 bases (16 bits). Os parametros utilizad@srior

Parametros Configuracao adotada
Populacao 10 — 200

Geragbes 10 — 1000

Taxa de Cruzamento 40% - 80%

Tipo de Selegéo Roleta e Torneio
Cruzamento 1-particdo e Uniforme
Taxa de Mutacao 2% - 40%

Tipo de Mutacao Uniforme

Tamanho do Individuo| 16 Bits

Nas varias execucdes do GA _FIND_RR, o algoritmoseguiu localizar as regides
artificialmente implantadas na base. O resultad@ldoritmo melhorava significativamente
quando maior o numero da populacédo e maior o nuneigeracées. Com populagédo de 100
individuos e 100 geragbes, O GA_FIND_RR consega@lizar, em meédia, 70% das
execucdes as RR artificialmente implantadas. Copulpgbes e geracbes maiores a taxa de
acerto € incrementada, mas o tempo de execucdolgisitao também aumentava

significativamente.

As RR eram computadas como corretas quando o GA HRR conseguia localizar
variacdes dos oligdbmeros “GATCTMCGGTAA”, como por exemplo: “TCTNsGTAA” ou
“GATCNgGGTA”. Um exemplo dos testes executados pode seereddo na tabela 7 e a

evolucao dos individuos na figura 20.
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Tabela 12 — Exemplo de um resultado obtido peloBND_RR, para &éase de testes.
Foram usados os parédmetros: PP=300; GR=150; TX=80%sUniforme;
CZ=Uniforme; TM=25% ; TI=16 bits; EL=010 melhor individuo repetiu-se 240
vezes no resultado final, sendo este o oligbmdificemente implantado. Q\x,
€ a distancia entre as bases, podendo variar 8nge30. O resultado -5, sdo
individuos considerados como ndo adaptados ao atebideste caso, sao
individuos cuja repeticdo de uma mesma base é @ualiperior a 3, ou que nao
foram encontradas referéncias na base analisada.

Individuos Fitness
GATCNXCGGT 5
AATTNXTAGT
ATTCNXCGGT
CACANXAGTG
TAGANXAGGT
TCACNXAAGT
AAATNXCGAG
AACCNXCTGG
AACTNxXCAGT
AAGTNXCGCT

R EGEG R

. Fontuagio de cada individuo
5. Melhor: -5 Media: -3,1
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Figura 20 — Evolucdo do GA_FIND_RR, para base siese
O primeiro grafico representa a evolucdo da populda), tendo no eixo X 0 niumero
da populacdo e o eixo Y @core” dos individuos. As bolas azuis representam a
tendéncia de evolugao da populacéo e as bolasmetelhor individuo. O grafico a
direita (b) representaftinessde cada individuo da Gltima geracdo. O graficbai&o
(c) representa a distédncia média entre os indigiduo

Com os ensaios realizados na base de testes, @odersluir que o algoritmo
GA_FIND_RR era capaz de predizer oligdbmeros cornaaacteristicas inerentes as regides
regulatorias, que sao:
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* Dois conjuntos de bases separados entre 1 a 3§, base

* Repetem-se uma ou varias vezes dentro de um detefmbrganismo (super-

representatividade);

As limitagbes encontradas referem-se principalmaatdamanho do oligdmero. Nos
testes, sO obteve-se sucesso com individuos dedtd@ lzom populacdes superiores a 50
individuos. Com individuos de 24 bits o algoritm@mrfoi capaz de encontrar as RR mesmo

com populacdes grandes (1000 individuos).

6.2 Tamanho das Bases de dados

Inicialmente foram extraidas as primeiras 300 bagpstream em Mwangi e Siggia
(2003) e posteriormente foram extraidos apenas (8s ptimeiras basesipstream do

organismo.

A decisdao de usar as 100 primeiras baspstream foi baseada nos trabalhos
desenvolvidos por Helmann (1995) e por Jacquek €096) que usaram 100 bases em seus
experimentos e que comprovaram que a maior coregwmrde regides regulatorias do

Bacillus subtilisestava entre as posicoes -10 e -45.

Hu et al. (2005) fizeram uma analise dos algoritmidEME (BAILEY e ELKAN,
1995), AlignACE (ROTH et al., 1998), BioProspec(hiU et al., 2001), MDSCAN (LIU et
al., 2002) e MotifSampler (THIJS et al. 2002), imtitlos para localizar regibes regulatérias
em procariontes. Esta analise demonstrou que quaaity € a quantidade de baspstream
menor € a eficiéncia dos algoritmos. Os autorebéamrelatam que os melhores resultados

obtidos concentram-se entre as bases -20 a -100.

Apos diversas execugbes do GA_FIND_RR, comproeogige trabalhar com 100

basesipstreanresultaram nos melhores resultados do algoritmo.

6.3 Resultados do GA_FIND_RR para Base de dados comcdd0nas

Apls os experimentos bem sucedidos usando a bagestis, decidiu-se usar os
mesmos principios em uma base de dados real. $ssi, foram extraidos as 100 primeiras
basesupstreamdo Bacillus subtilis,usando a ferramenta RSATools, gerando uma mainiz ¢

3567 linhas por 100 colunas. As linhas represerdargenes existentes no organismo e as
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colunas as basagstream.O tamanho minimo considerado de colunas foi 1tantanho
maximo 101, as meédias dos tamanhos das colunasiesétb bases. Os totais de bases
extraidas foram: 270.961, sendo aproximadamente @%ases “A”, 30% de bases “T”,
21% de bases “G” e 14% de bases “C".

Foi realizado um levantamento dos oligdbmeros deatdnm 4, na base analisada com a
intencao de listar em ordem decrescente os oligisn@ais representativos, vistos na tabela
8. Foram encontrados 231 oligbmeros, sendo deslwmadios na contagem os oligdmeros
com 3 ou 4 bases repetidas e sobreposicfes erieses. A intencédo deste levantamento foi
a de fazer uma analise com os resultados obtido$SAoFIND _RR e verificar se o0s
oligbmeros de tamanho 4, listados na tabela 8yastgpresentes com frequéncia nas RR
encontradas.

Tabela 13 — Os 231 oligbmeros, de tamanho 4, rapiesentativos dBacillus subtilis
A coluna cuijo titulo é Olig.” Representa os oligbmeros de tamanho 4, encadrad

no critério estabelecido e o titul®tor.” E o nimero de ocorréncias presentes na
base analisada. Informacdes extraidas no RSATools.

Olig. |Ocor.| Olig. |Ocor.| Olig. |Ocor.| Olig. |Ocor.| Olig. [Ocor.
ATAA | 2843 | AATC | 1176 | CTGT| 719 | CTGC| 463 |GTCC| 259

AATA | 2630| TAAG | 1165|ACTA | 709 | ACGG| 461 |CGTC| 257
AGGA | 2505 | ATAC | 1162 | GCAT | 705 | ACGT| 458 [CTAC| 244

AAGG | 2448 | GTAT | 1152 | GCTG| 704 | AGCC| 455 |[CACG| 242
TGAA | 2400 | GGAT| 1097 |AGCT | 697 | CACT| 453 |GGCC| 235

GGAG| 2367 | GATG| 1060 [CAGG| 689 | GTG(C 453 |GCCC| 234
TTAT | 2364 | TGGA| 1043 |AGGC| 687 | GGAC 450 |TCGC| 234
AGAA | 2315| GACA| 1013 |ATGC | 684 | TGCC| 447 |GACC| 232

TATA | 2187| GTTA | 1008 | CTTG| 683 | GTGG 442 |[CGCC| 228
ATAT | 2179| AAGC| 1006 | CGTT | 675 | GTAC| 441 [CTCG| 214

TATT | 2134 | AAGT | 1006 | TAGT | 673 | TCGA| 441 |GTCG| 189
GAGG| 2128 | TTAC | 997 [TCCT| 673 | CGTA| 433 |CGAC| 177

ATGA | 2105| CTAT | 992 |TCTG| 673 | TACG| 432 |[CCAC| 169

AAGA | 2092 | ATGG| 986 |GCAG| 664 | AGTC| 419 |[CGCG| 156
AATT | 2017| GCTT| 969 |TGGT| 656 | GGCG 406

GGAA | 1871 | GGTG| 967 |[AGAC| 654 | CGCT| 404
AATG | 1857 | TATC | 953 |GTTG| 653 | GCCT| 401

TTAA | 1815| GGTT| 939 [GGCA| 647 | GCGA 397
AACA | 1754 | TGAG| 937 |[ACGA| 642 | CTGG 394
GAAT | 1720 ACAG| 928 |TTCG| 638 | TGGC 392

TAAT | 1685| ACTT | 928 |[CACA| 632 | CCTA| 390
TTCA | 1653 | AGTT | 911 |CTTC| 626 | CCTG| 390

ACAA | 1650 | TTAG | 901 |CATC| 624 | CCCT| 389
TGAT | 1647 | CTTA | 882 | TGTC| 624 | TACC| 388

TTGA | 1628 | ATCT | 868 |[AACC| 621 | TAGC| 379
TGTT | 1577 | AACT | 860 |GTCA| 616 | CGGT| 378
GATA | 1568 | CAGA| 859 |GATC| 602 | TCGG 378




Tabela 8 - Continuacao

ATTA

1532

TAAC

850

AGCG

598

GCCA

377

TTCT

1471

CCTT

834

GTTC

598

GCCG

377

CATA

1469

TCTA

834

TCTC

595

GACG

369

TCAT

1461

AGCA

830

CAGC

593

TGCG

369

GAGA

1457

AGTA

828

ACTG

592

CGGQ

368

GAAG

1454

TGCT

812

CCAT

585

GTAG

365

TATG

1450

TAGG

809

CGGA

583

TCCG

365

ATAG

1435

TTGG

805

GGCT

581

CTAG

350

TTGT

1429

GAAC

804

TCAC

563

CTCC

345

ATCA

1428

CTGA

803

GTCT

559

GCGT

345

ATTG

1416

GCAA

800

GAGC

557

CCGG

340

TCTT

1378

AACG

799

CCAA

555

CCGT]

338

ACAT

1377

TGAC

798

CGAT

553

GCTC

334

GATT

1347

AGTG

790

ATCG

546

CCTC

333

CATT

1326

CTAA

782

ATCC

545

ACTC

326

ATGT

1322

TGTG

767

ACAC

544

CGCA

326

TACA

1321

GGTA

765

GCGG

541

GCAC

322

TCAA

1301

TCAG

757

CTCT

538

CGTG

321

AGGT

1281

TGCA

751

TCGT

531

CCGA

318

TGTA

1272

CATG

750

CTCA

519

ACCG

316

GTAA

1265

GAGT

750

CAGT

512

CCGQ

314

AGAT

1264

TTGC

743

GCTA

506

CACC

307

AGAG

1255

TACT

736

ACCA

505

GGT(C

304

GTGA

1255

CAAG

732

TCCA

505

CCAG

299

TAGA

1213

CGAA

732

CAAC

494

CGAG

286

CAAT

1196

TTCC

730

GACT

482

ACGC

281

ATTC

1185

GTGT

722

ACCT

465

GCGQ

265

Foram usadas trés formas distintas de busca e fduaas distintas para calcular a

funcdo de adaptacao, conforme mencionado na sego 5

6.4 Versao 1l

ApoOs o oligdbmero ja estar separado em duas paiséatds, chamando estas partes,

respectivamente déimer_1le dimer_2, aversdo 1 baseou-se no seguinte critério de busca e

funcdo de adaptacao:

Buscada a primeira ocorréncia encontrada, tant@ @atimer_1como para

odimer_2

Comparado se dimer_lesta antes ddimer_2e se as distancias entre eles

estao entre 0 e 30 bases;
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* A cada ocorréncia verdadeira em relacdo aos cd$télp topico descrito
acima, foi somado o valor de 1 na matrizpger”, na posicdo relativa a

distancia entre as bases;

* O maior valor armazenado na matsaper era ofitnessdo individuo. A

funcdo de adaptacao foi representada cqrae: super[1, Mv]) * (-1).

ApoOs as execucoes, observou-se que o GA_FIND_RRapaz de localizar sequéncias

similares as apresentadas nos trabalhos usadosbas®es de comparacéao.

A seqUéncia mais frequentemente localizada pelo FBYD RR, nesta versao, foi
TTGANAATA, com distancias médiasN() de 16 a 24 bases, sendo muito similar a
sequéncia de consensd TGACAN-;sTAAAT) observada por Helmann (1995). Esta
sequéncia também tem bastante similaridade commalgligdmeros encontrados no trabalho
de Mwangi e Siggia (2003) que estéo relacionadogipela top 10 dos oligdmeros mais

freqlientes encontrados pelo algoritmo desenvolpadaestes autores.

6.5 Versao 2

Apos o oligdbmero ja estar separado em duas paiséatds, chamando estas partes,
respectivamente egtimer_1le dimer_2,a versao 2 baseou-se no seguinte critério de lmisca

funcdo de adaptacao:
* Buscada a primeira ocorréncia encontrada palieer_1

* Buscada uma ocorréncia paraimer_2,em uma posi¢cdo maior quedoner_J

cuja distancia fique entre 0 e 30 bases;

» A cada ocorréncia verdadeira em relacdo aos cstéd topico descrito acima,
foi somado o valor de 1 na matriguper”, na posicao relativa a distancia entre

as bases;

* O maior valor armazenado na masiperera ofitnessdo individuo. A funcéo

de adaptacao foi representada cofreo= super[l, Mv]) * (-1)

AplOs as primeiras execucdes observou-se que o G MR ndo era capaz de
localizar sequUéncias similares as apresentadas tratmlhos usados como base de

comparagao.
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O oligbmero ATAANGGAG, encontrado com bastante frequéncia nas pamsel
execucdes do GA _FIND_RR néo é considerado uma RRQUES et al.,, 2006). Este
oligbmero possui as principais caracteristicas ma RR (sequéncia super-representativa e
distancia entre 0 e 30 bases). A sequéncia ATAAnSiderada uma regido de consenso na
posicdo -10 da RR TTGANMTAA, e a sequéncia GGAG € uma parte do oligbmero
conhecido comdRibossome Binding SitRBS), sendo esta sequUéncia considerada como

consenso, quando esta préxima do inicio de um @&@QUES et al., 2006).

A sequéncia completa de consenso da RBS € AGGA&@Ghém conhecida como
sequéncia de Shine-Delgarno. “Esta regido é umetlrmentos mais importantes para o
processo de traducdo genética” (SHINE e DELGARNST 4).

O algoritmo proposto por Makita et al. (2007) atiise da localizacdo desta regido para
predicdo dos locais de inicio do processo de t@megq procariontes. Portanto, mesmo que a
sequéncia ATAANGGAG possua as principais caracteristicas de umabRRbgicamente
ela deve ser descartada dos possiveis candidaboartigo escrito por Terai et al. (2001),
conclui-se quelusterscom altoscoresao gerados devido a regido Shine-Delgarno, mesmo
nao sendo considerado o maior obstaculo nas pexligé RR, esta area acaba por gerar

resultados falsos que devem ser ignorados.

Uma solucdo para descartar esta regido pelo GAHRR € simplesmente
desconsiderar as posi¢coes 0 a -20 e extrair adaggpstreamcom a utilizacdo do RSATools
a partir da posicao -21 até -121. Porém, podemrecofperdas” de indicios de RR cuja

sequéncia tem bases entre as posic¢des -20 e 0.

Para solucionar o problema, foram descartadasses v segunda parte do oligdmero
(dimer_2 que continham combinac¢des da sequéncia AGGAGCHAGSGAG e GAGCQC),
eliminando a rapida convergéncia do GA_FIND_RR psta regido. Este procedimento de

descarte também foi usado para as demais verssesvibdvidas para o GA_FIND _RR.

6.6 Versao 3

Apds o oligdbmero ja estar separado em duas paiséatds, chamando estas partes,
respectivamente déimer_1le dimer_2,a versao 3 baseou-se no seguinte critério de klisca

funcdo de adaptacao:

* Buscada a primeira ocorréncia encontrada paliener_1
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* Buscada uma ocorréncia paraimer_2,em uma posi¢cdo maior quedoner_1,

cuja distancia fique entre 0 e 30 bases;

* A cada ocorréncia verdadeira em relacdo aos cstéd topico descrito acima,
foi somado o valor de 1 na matsaper na posicao relativa a distancia entre as

bases;

e Calculado a média aritmética de todos os valorenataz super, cujo valor seja
maior que zero. A funcdo de adaptacdo foi repradant como:
fa =€ (super[Nx1..Nx30]) / cont) * (-1).

ApoOs as execucdes, observou-se que o0 GA_FIND_RPBafmaz de localizar sequéncias

similares as apresentadas nos trabalhos usadosbasaae comparacéo.

6.7 Versao 4

Apds o oligdbmero ja estar separado em duas paiséatds, chamando estas partes,
respectivamente déimer_1le dimer_2, aversao 4 baseou-se no seguinte critério de busca e

funcdo de adaptacao:

Buscada a primeira ocorréncia encontrada padarer_2

* Buscada uma ocorréncia pardimer_1,em uma posicdo menor quelioner_2

cuja distancia fique entre 0 e 30 bases;

* A cada ocorréncia verdadeira em relacdo aos cstéd topico descrito acima,

foi somado 1 na matriguper na posicéo relativa a distancia entre as bases;

* O maior valor armazenado na masigersera ditnessdo individuo. A funcéo

de adaptacao é representada cofacs super[l, Mv]) * (-1)

Apés as primeiras execucbes e antes de descartaecg®ncias dalimer_2 com
combinagdes pertencentes ao RBS (AGGAGC) , obsaeague o0 GA_FIND_RR obteve
resultados muito similares aos da versdo 2. Edte damprovouque a sequéncia RBS
(AGGAGC) é extremamente frequiente nas posicdes proximas@o de um gene, devendo
ser descartada em algoritmos de busca por RR nzianto resultados falsos. Nas
proximidades desta regido (menos de 30 bases)eeaigpresenca muito constante do

oligdbmero “ATAA”, como pode ser observado nos tthba realizados por Helmann (1995) e
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Jacques et al. (2006), levando desta maneira o (3#® FRR a uma rapida convergéncia para
este ponto de busca, o que na realidade é indesejad

O objetivo de criar esta versédo, invertendo atepalo oligbmero na busca, ou seja,
buscando-se primeiramente @irher_2 e depois “aproximando” odimer_1I do “dimer_2,
foi com a intenc@o de comprovar que era necessatescarte de bases proximas ao inicio do

TSS, cujas sequéncias do oligbmero sejam combisatgdsequéncia RBS.

Apoés o descarte das sequéncias do RBS, o GA_FINDioRBapaz de localizar RR

utilizando-se desta versao.

6.8 Versao 5

Apds o oligdbmero ja estar separado em duas paiséatds, chamando estas partes,
respectivamente ddimer_1le dimer_2,a versao 5 baseou-se no seguinte critério de misca

funcdo de adaptacao:

Buscada a primeira ocorréncia encontrada peadareer_2

* Buscada uma ocorréncia pardimer_1,em uma posicdo menor quedimer_2

cuja distancia fique entre 0 e 30 bases;

» A cada ocorréncia verdadeira em relacdo aos a#té&d tdpico descrito acima,
foi somado o valor de 1 na matriguper”, na posicéo relativa a distancia entre

as bases;

» Calculada a média aritmética de todos os valoresatez super cujo valor seja
maior que zero. A funcdo de adaptacdo foi repradant como:
fa =& (super[Nx1..Nx30]) / cont) * (-1)

Apds as execucgdes, observou-se que o GA_FIND_RPBafmaz de localizar sequiéncias

similares as apresentadas nos trabalhos usadosbasaae comparacéo.

6.9 Compilacao dos Resultados

A tabela 9 € um resumo dos principais parametrdgados nas execucdes do
GA_FIND_RR. A tabela 10 contém a compilagdo dosgipais oligbmeros considerados
“super-representados” pelo GA FIND _RR e que estacumientados nas referéncias
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utilizadas como padrédo de comparacédo. Nesta tadsio sendo considerados todos os
oligbmeros independentes da versao utilizada.

Tabela 14 - Principais pardmetros usados para@edio do GA FIND RR

Parametros Configuracao adotada
Populacao 50 — 300

Geragbes 50 — 300

Taxa de Selecéo 50% - 80%

Tipo de Selegéo Torneio

Cruzamento 1-particdo e uniforme
Taxa de Mutacao 1% - 25%

Tipo de Mutagao Uniforme

Tamanho do Individuo 16 Bits

Execucgbes Compiladas 90

Tabela 15 - Compilacéo dasotifscom referéncia na literatura.
Nesta tabela estdo sendo considerados os oligbmmerigs‘'super-representados”, independente
da versao utilizada. As bases em vermelho sa®@$nacias completas da RR.NX, é a
distancia entre as bases, podendo variar entr80 BT € o Fator de TranscricaGene é o
primeiro gene da RRReg é o tipo de regulacdo (A = Ativador, P = Prom@&d® = Repressor).
MF é o maioffitnessencontrado na tabela “super” (super[1..30], seegoesentado como XX
(FF), onde XX é a posicdo na tabela “super” e BR@quéncia encontrad@O é orankingde
1° a 30° do oligbmero na tabela “super” referermiadmo RR, quanto menor é o numero,
maior é o seuanking sendo representado como RA (FF), onde RArénkinge o FF é a
frequiéncia encontrad®R foi a verséo utilizada do GA_FIND_RR.

Individuos FT Gene | Reg Regido Regulatéria Completa do oligbmero MF PO VR
AACAN,ATAA | SigE | ypgA | P TTTATAACAAGCTﬁmi%EACGGAgSCATAATCTG 10(17) | 21°(09) | 4
AACANATAA | Sigk | ypga | P | TTTATAACARCATCTEOCATACPCOEATAATCTG 110 a7) | 210(09) | 4
AATANGACAA | YdiH | 1dh | R ATATAAA;%S::QX@%;%Q?%@%WGAC 1017 | 13°12) | 5

TTTTGAATAATGCTCTCTCCACTTGGGAACAATG
ATTCGGAGGAGAGGTGAATG*
GACAGAATAATCATTATGCATCTGTATGATAATA
AATANATAA | SigG | yvaB P | ATTGATGTGTGATTTTTAAAAACGAAAGGGCTGG | 03 (27) | 30°(07) | 5

AATANACAA | SigF | yuiC | P 10 (17) | 15°(11) | 5

TAAAAATG®
GATTATATACATAATACCAATACAAATAGTCGGA
AATANGATAG | YrzC | cysk | R AATTGAGGTGTOGAGAS 09 (18) | 01°(18) | 4
. CTTCGAATAAATACTATAAATGAAAACTATGATG
AATAN,ATGA | SigE | glgB | P CAGAAAGG 10(22) | 25°(11) | 5

GCTGTTTTCTTTTCAATACAGACATTTTACCTCG

AATANiATGA | SIgA | menE | P | o n 6 16 ATGACATGCTGACAGAACAGCCCAAC

10 (22) | 25°(11) | 5

Eichenberger et al. (2004)
Eichenberger et al. (2004)
Larsson et al. (2005)
Wang et al. (2006)

Wang et al. (2006)

Even et al. (2006)

Hay et al. (1986)

Driscoll e Taber (1992)

0 N O g b W N P



Individuos FT Gene | Reg Regido Regulatéria Completa do oligdmero MF PO VR
) AATAAAATAATTTTTGAACTTGTCTCATATGATGT S
AATANATGA | Sige | ykwU | P TGGTAGTACAAG? 10 (22) | 25°(11) | 5
AAAAATGGCAGGAAATCTATAATACATATTAAAT
AATANGTTAG | YrzC | ydbM | R | " A1 GAATTAAAACTGGGGGGCTGCCGGY | 16 (14) | 14°(07) | 4
TTCTATGTTAGAATGATTATAAATTAAGATTGGG
AATGATAA | PerR | hemA | R sliatloliat: 02(22) | 30°(04) | 5
) CAAGGAACAATTGGGTGCAGCGGCGCATAATGT
ACAANATAA | Sigk | ydgB | P AT CTACAGAAAGAT COARL 15(18) | 06°(14) | 5
TCCTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGA
ACAANGATAA | LmiA | yxaG | R | ATGATAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAA | 15 (18) | 05°(15) | 5
GC
ATTCATATTAAACGACTAGGAATATAGGAGTTTA
ACTANGAATA | YrzC | yxeK | R TTTTTCOOATTH 01(18) | 03°(08) | 2
TTCTATGTTAGAATGATTATAAATTAAGATTGGG
AGAANGATAA | PerR | hemA | R TGTTGGGRE 04 (18) | 08°(15) | 2
TCCTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGA
AGAANATAA | LmrA | yxaG | R | ATGATAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAA | 04 (18) | 14° (13) | 2
Gcle
GATGGATTGAGTCTTATAATGATAATGATTCTCA
ATAANGAATG | Fur | yoad | R T CAAGTOTGG T O 19 (19) | 09°(14) | 5
CTTGACAAAAAATATATATTAATTAATAATTCATA
ATAANAATT | PerR | ahpC | R TATAATTAGAATTATTATTGAAAGCGA® 19(28) | 10°(16) | 5
CTATAATTCCAATTGATAATAGTTATCAATTGAAC S
ATAANGAATT | Fur | feuA | R O GAGECTCTATAGAR 19 (28) | 27°(06) | 5
) TTTTCCTCGATAAGAATAATTCTCCTTTTTTGATA
ATAANACAA | SigG | gerBA | P CAAATTAATAAAAAGCGTCD 05(22) | 13°(12) | 2
ATAANGACAA | PerR | PerR | R TTATAAACATTACAATGTAAGAA® 0522) | 01°22) | 2
CTTGACAAAAAATATATATTAATTAATAATTCATA
ATAANAGAA | PerR | ahpC | R TATAATTAGAATTATTATTGAAAGCGA® 01(26) | 24°(14) | 5
) TTATTCATAACTGATGGACATGCGCATAAACTTG
ATAANLATAA | SigE | dacB | P T A CAAAGCAD 01(29) | 020(27) | 5
ATAANNATAA | SigF | dacF | p | COCCTATAMMACCATCACCETTCOAMAMTAA T o1 (29) | 07 (21) | 5
ATAANRATAA | SigG | dack | P GGCGTATAAAACCAAA'L%AGCA(?F%TTGGAAAAAATAA 012 | 0@y | 5
. GCGTGTATAAATTAAAATAATCTCTCCATAATAT
ATAAN,ATAA | SigG | sspC | P GATTOAAACAAG? 01(29) | 270(14) | 5
. CTAAAATAAAACTTTAAACCCAAAAACCCGATAA
ATAANLATAA | SigD | tpC | P CTAATATOACCTGR 01(29) | 07°(21) | 5
GATGGATTGAGTCTTATAATGATAATGATTCTCA
ATAANRATAA | Fur | yoal | R T CAAGTOT GO o 01(29) | 10°0(20) | 5
: TCTATCATAACGCTGTTCCAAACGGAATAGATTG
ATAANATAG | Sige | ytev | P T AGAGAAAGE 09 (14) | 070 (11) | 2

° Eichenberger et al. (2003)

Y Even etal. (2006)
1n Herbig e Helmann (2001)
12 Reischl et al. (2001)
13 Yoshida et al. (2004)
1 Even et al. (2006)

5 Herbig e Helmann (2001)
18 yoshida et al. (2004)
7 Baichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)
18 Herbig e Helmann (2001)
19 Baichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)
2 Corfe et al. (1994)

2 Fuangthong et al. (2002)

2 Herbig e Helmann (2001)
z Simpson et al. (1994)

24 Schuch e Piggot (1994)
2 Schuch e Piggot (1994)
26 Nicholson et al. (1989)

27 Hanlon et al. (1994)
28 Baichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)

29 Henriques et al. (1997)
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Individuos FT Gene | Reg Regido Regulatéria Completa do oligdmero MF PO VR
. AATAAAATAATTTTTGAACTTGTCTCATATGATGT o
ATAAN;6ATGA | SigE | ykvU | P TGGTAGTACAAGY 09(14) | 07°(11) | 2
GATGGATTGAGTCTTATAATGATAATGATTCTCA
ATAANGsATGA | Fur | yoal | R T TTGAAGTCTGGTTTGE 09 (14) | 15°(09) | 2
. CAGTTATAAATAAGCCGTCAGAAGGCAAAATTAA o
ATAANATTA | SigE |spolvB| P ATOATGTA® 02(22) | 13°(11) | 3
ATAANAATTA | SigF |spolvs | p | SACTIATAATAASCOOTCSCRAGCCAMATIAN 102 (22) | 130 1) | 3
. CAAATAAAACGAATAATATTAATGGTGTTTTGTTA
ATAAN;GTAA | PurR | ytiP | R AAACGTTCOTAATTGOAGGH 03(25) | 03°(14) | 5
ATAANGTTAC | perR | perR | R TTATAAACATTACAATGTAAGAA® 09 (16) | 03° (11)
CTATAATTCCAATTGATAATAGTTATCAATTGAAC
ATAANTTAT | Fur | feuA | R AGGAGGCTCTATAGA® 08(25) | 03°(11) | 2
CTATTTTATAATAATTATAAAATAATATTGACTTTT
ATAANGTTAT | PerR | katA | R TACTTAGAGATGATATTATGTTY 08(25) | 03°(21) | 2
ATAANGTTAT | CecpC | ccpC | R GGGAGATAAGAAAAACTTATTGATA® 08 (25) | 18°(11) | 2
GTGGTATAATCACAGATGATAATGATTCTCTTTT
ATAANTTCT | Fur | fhuD | R TCATCTATCTITTTAGA® 08 (12) | 25°(04) | 2
ATAAN,TTCT | LexA | ygw | R AAAAGCGAACATAAGTTCTTTTTA® 08(12) | 03°(01) | 2
. TTGTGCATAGCTTGGCCCGTTCCCGAATAAATT .
ATAGN;6ATAA | SigE | yegF | P CTACAAGTTACAT 01(22) | 20°(09) | 2
TCCTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGA
ATAGN2ATAA | LmrA | yxaG | R | ATGATAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAA | 01 (22) | 17°(10) | 2
GC
GTTCCATCATTAATCCATAGTATACTTATAGGAA o
ATAGNQ/ATAG | YrzC | ynT | R TTATTAAATATGGAGT® 09 (13) | 23°(03) | 3
ATAGNGATCA | vdiH | aiss | R AAAGAGTGTATAGTG,_AI_%CTTATCACAAGATATT 08(12) | 01°(12) | 2
CTATAATTCCAATTGATAATAGTTATCAATTGAAC
ATAGNgATCA | Fur | feuA | R AGGAGGCTCTATAGA® 08 (12) | 13°(05) | 2
ATAGNgATCA | CcpA | hutP | R GTTAATAGTTATCA® 08 (12) | 13°(05) | 2
TCCTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGA
ATAGNTAAT | LmrA | yxaG | R | ATGATAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAA |22 (14) | 01°(14) | 4
GC
ATAGNoTTAT | YdiH | alss | R AAAGAGTGTATAGTG,_AI_%CTTATCACAAGATATT 10 (10) | 120(08) | 4
GTTCCATCATTAATCCATAGTATACTTATAGGAA o
ATAGNgsTTAT | YrzC | ynT | R TTATTAAATATGGAGT® 10 (10) | 24°(05) | 4
. TTCTGAATGAAGCCATGTGTTTTGACACATTCTA .
ATAGN;oTTCT | SigG | sspA | P TACTCACAAGGAGGTGAD 08 (12) | 08°(05) | 4
GATGGATTGAGTCTTATAATGATAATGATTCTCA o
ATAGNgTTCT | Fur | yoal | R T TTGAAGTCTGGTTTGS: 08 (12) | 26°(02) | 4

%0 Eichenberger et al. (2003)
%1 Baichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)

%2 Gomez e Cutting (1996)
% Gomez e Cutting (1996)

34 saxild et al. (2001)

® Fuangthong et al. (2002)

%8 Baichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)
37 Herbig et al. (2001)

38 Kim et al. (2002)

39 Baichoo et al. (2002)

40 Au et al. (2005)

4 Eichenberger et al. (2003)
2 yoshida et al. (2004)
“Evenetal. (2006)

4 Reents et al. (2006)
45 Baichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)
46 Wray e Fischer (1994)
47 Yoshida et al. (2004)
8 Reents et al. (2006)
4® Even et al. (2006)

®0 Nicholson et al. (1989)

®1 Baichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)
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Individuos FT Gene | Reg Regido Regulatéria Completa do oligdmero MF PO VR
ATATNAGAT | Sigk | gerAA | P CACAGTATATCATEETFETT;%AQAGGAAAAGATAA 05 (14) | 200(05) | 3
ATATNGAGAT | SigG | geraa | p | CACACTATATCATITTTTTRACAGCAAAGATAR Y 05 (14) | 200 (05) | 3
ATATN,ATAA | SigF | geraa | p | CACACTATATCATTTTITTRACAGGASAAGATAA 101 (24) | 020 (23) | 4
ATATNZATAA | SigG | geraa | P | CACAGTATATCATITITITAACAGGAARAGATAA | o1 (oq) | 00 23) | 4

[ spolVF TTCTTGACTAAACCGAATATTTGCCATGGACAAG
ATATNIATAT | sige | SPOVF | p oacsseaialiygusel 01 (24) | 10°(13) | 3
) GTCTGCATATTAGGGAAACCCCACTCATATATTT
ATATNLATAT | SigE | ydeC | P L ] 01 (24) | 10°(13) | 3
TCCTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGA
ATATNZATAT | LmiA | yxaG | R | ATGATAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAA | 01 (24) | 10°(13) | 3
GC
AAAGTGATACATATGATATTGAAAATCATTATCA
ATATNLATCA | Fur | ykuN | R o 17 (16) | 15°(09) | 4
ATATNGGATA | SigF | geraa | p | CACACTATATCATTTITTTAGCACCAAMAGATAA | 06 (14) | 070 (10) | 2
ATATN,SGATA | SigG | geraa | p | CACACTATATCATTTITITARSAGCAAMAGATAA 1 06 (14) | 070 (10) | 2
) : GCAGTGCATATTTTTCCCACCCAAGGAGATACTT
ATATNLGATA | SigF | sigs | P VSRRt aaiccs 06 (14) | 07°(10) | 2
) : GCAGTGCATATTTTTCCCACCCAAGGAGATACTT
ATATNiGATA | SigG | sigs | P T T Ao 06 (14) | 07°(10) | 2
TCCTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGA
ATATNZGATA | LmrA | yxaG | R | ATGATAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAA | 06 (14) | 06°(11) | 2
GC
: GTCTGCATATTAGGGAAACCCCACTCATATATTT -
ATATNy;TATA | SigE | ydeC | P arpSeivimspviont 02(32) | 17°12) | 2
) TTTGTCATATTCGGCAATTAGGGATCTATACATA .
ATATNiTATA | SigE | yuzC | P v sl 02(32) | 040 (17) | 2
) TTAAAAATATTCTTCATCAAGCGCCCATACATTG
ATATNLCATA | SigE | nucB | P s 03 (16) | 19°(06) | 2
) GTAATCATATTTCCCGACCCTGTCCCATAGTTAT .
ATATNiCATA | SigE | cwiD | P e A eSS 03 (16) | 05° (12) | 2
: TCGGTTATATTCAATTGTCCATGCTCATAAGATG -
ATATNi:CATA | SigE | ybaN | P ot Nvihvvall: 03 (16) | 05° (12) | 2
) GTCTGCATATTAGGGAAACCCCACTCATATATTT .
ATATNiCATA | Sig | ydeC | P A et 03 (16) | 05° (12) | 2
) GTATTCATATTCAGCCGCAGCGTGAATACATATA
ATATNiCATA | SigE | yvi | P NV Tl 03 (16) | 11°(08) | 2
ATGANZAATA | SigF | gpr | P | TTTACCATGATTTATICAGCARATGGCAACAATA | o5 (17) [ 130 (12) | 5

%2 Feavers et al. (1990)
%3 Feavers et al. (1990)
% Feavers et al. (1990)
%5 Feavers et al. (1990)
°6 Cutting et al. (1991)

57 Eichenberger et al. (2003)
%8 yoshida et al. (2004)
%9 Baichoo et al. (2002)
60 Feavers et al. (1990)
®1 Feavers et al. (1990)

62 sun et al. (1991)
%3 sun et al. (1991)

64 yoshida et al. (2004)
& Eichenberger et al. (2003)
66 Eichenberger et al. (2003)
%7 Sinderen e Venema (1995)
®8 Sinderen e Venema (1995)
69 Eichenberger et al. (2003)
0 Eichenberger et al. (2003)
n Eichenberger et al. (2003)
2 Sussman e Setlow (1991)
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Individuos FT Gene | Reg Regido Regulatéria Completa do oligdmero MF PO VR
ATGAN,AATA | SigG | gpr | P | TAGCATGATTTATTCAGCAAATGGCAACAATAT™ | 03 (17) | 13°(12) | 5
) CAGGGAATGATTATAGAACTCGCCTAATAGGAT
ATGANIAATA | SigE | yngd | P Rl lyransdisod) 03(17) | 03°(14) | 5
TTCTATGTTAGAATGATTATAAATTAAGATTGGG
ATGANGATAA | PerR | hemA | R o s 03(17) | 21°(20) | 2
ATGANSTOMA | CssR | cssR | A | TCOCATAMARTCARRAGRATATGTGARATTATE | 14 o) 1101y | 1
) TATGGCATGTTTGCTTTCCTTTATTTATATAGTAA
ATGTNATAG | SigE | yyaD | P Sviiesuic 04 (09) | 08°(07) | 3
) TTGTGCATAGCTTGGCCCGTTCCCGAATAAATT
CATANATAA | SigE | yegF | P GHooeeCeI T 04 (19) | 040 (12) | 4
CTAANGATAA | SGE | bofa | p | AGTGGTCTARACTCCTGGATCTTCTCATAAGCTT | o) 15| oge (09) | 2
GTACTAG
CTAANG,ATAA | perR | perR | R TTACACTAATTATAAACATTACAATG" 02 (15) | 01°(15) | 2
) TTACGTCTATTTTAAAAACATCCCCCATATACTT
CTATNATAC | SigE | ytxC | P L s 01(10) | 2103 | 3
: CTATTACTATGTCCCCTCTTACAAGCATACATTG
CTATNGATAC | SigE | yunB | P s 01(10) | 10°(5) | 3
: TATGGCTTGACAAAAAATATATATTAATTAATAAT -
GACAN/AATA | SigA | ahpC | P aqnaea\slolie! 01 (14) | 21°(05) | 2
) ATCTAATTGACAATTGTCATCTTATGTGATAAATA .
GACANAATA | SigA | htpG | P AU 01 (14) | 07°(10) | 2
GGTTTATATTTTAAAAATTGAGAAGAATATGAATA
GAGANATAA| Sigh | acsA | P | TATACTATAATAATTGTGACAACTTCAGCAAAGG | 03 (14) | 25°(03) | 4
G
AAAGTGATACATATGATATTGAAAATCATTATCA .
GATANLAATC | Fur | ykuN | R P 01(12) | 12005) | 2
GATANGTTAT | GssR | cssR | A | TCCCATAARAATGAARAGARTATGTGARATIATG | 11 1) [ 570 ) | 5
: TGCTTGCATTATTTTAAAAATCATGAGTATAATAA -
GCATNiATAA | SigA | arsR | P AT AN 05 (13) | 05° (09) | 2
) TTCCCAGTTATATTGCATTTTTCCTCTTTTTTTAA .
GCATN1ATAA | SigA | dppA | P TATAATTTGTTAGAATATTCATAATTTAGT® | 05 (13) | 17°(06) | 2
) CAGCAGGAATTGTAAAGGGTAAAAGAGAAATAG
GGAANLAATA | SigH | ywD | P STROACCCTA 02 (19) | 020(15) | 2
GTATN»ATAA | SigE | dacF | P GGCGTATAAAAC%/T\%AGCA?%J TCCAAAAAATAA | 01 (20) | 040 (12) | 4
GTATNATAA | SigF | dack | p | COCCTATAMMACCICACOOTTCOAMARATAA 101 (20) | 040 12) | 4
GTATNGATAA | SE | gerad | P | CACAGTATATCATITITITAACAGGAARAGATAA | o1 (o) [ oao (12) | 4
GTATNZATAA | Sigh | geraa | p | CACACTATATCATTTTTTTALCACCASMAGATAA 101 (20) | 042 (12) | 4

3 Sussman e Setlow (1991)
& Eichenberger et al. (2003)
& Herbig e Helmann (2001)
® Darmon et al. (2002)
" Eichenberger et al. (2003)
"8 Ricca et al. (1992)

& Fuangthong et al. (2002)

80 Eichenberger et al. (2003)
81 Eichenberger et al. (2003)

82 Antelmann et al. (1996)

8 Schulz et al. (1997)

8 Grundy et al. (1994)
8 Baichoo et al. (2002)
8 parmon et al. (2002)

8 sato e Kobayashi (1998)

8 Slack et al. (1991)

8 Drzewiecki et al. (1998)

O\wu et al. (1992), Schuch e Piggot (1994)
91 \Wu et al. (1992), Schuch e Piggot (1994)
%2 Feavers et al. (1990)
% Feavers et al. (1990)
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Individuos FT Gene | Reg Regido Regulatéria Completa do oligdmero MF PO VR
GTATNGATAA | Sigh | R | p | ACACTTCTATTTATISCAAAT LTAACTCATARTG 101 (20) | 040 (12) | 4
GTATNGATAA | SigG | sspC | P | CCCTCTATARATTARAATAATCTCTCCATARTAT | o1 o) [ 500 a2) | 4
GTTANLAATA | puR | puR | R | CATTARATCCGTATGTTAGTTATATIGATCTTAR | o1 (g) [ 5013y | 4
GTTANZAATA | SigG | sspi | P | ACATOATETTATIATATCOCPASRRCACCACATA L 01 (29) | 2003) | 4
TAACNGACAA | sigX | sigx AATCTAACTTTTCRASE P G  TACCACAAAM Y 19 10) | 020 (08) | 2
TAATNGATAA | PerR | hemA | R AGAAACTATGTTATAATTATTATAAATAA® | 06 (28) | 10°(15) | 3
TAATNGATAA | PerR | mrga | R | CTAMATIATAAT TAT A T A i CATTTTT | 06 (28) | 100 (15) | 3
e R PR s L ETE
TAATNLATAA | SigD | ybdo | P | TTTOAG e A A Iz~ TA 06 (28) | 170 12) | 3
TAATNGATAA | Fur | dhba | R | TTATTTTTATAATIC/IEATCAT LG ATTATCAA L o6 (28) | 417 | 3
TAATNGATAA | Fur | yN | R | COTAATATEIAAMTONT S TOAT M AATTACT Hog (28) | a0 (17) | 3
TAATNGATAA | Fur | yoa) | R | GATOGATTCACTCIIATAMICATARECATICTCA 06 28) | 4o (a7) | 3
TAATNGATAA | Fur | yxeB | R CTATATTAT?@’?}E‘?@;@%‘;@%@%CATTACTAA 06(28) | 4°17) | 3
TAATNTTAT | PerR | ahpC | R | T A L A o |09 (22) [ 7o11) | 3
TAATNGTTAT | Fur | feua | R | T AT O i TTEAAC Log 1) | 40 19) | 3
TAATNG,TTAT | CcpA | hutP | R GTTAATAGTTATCA'™® 09 (21) | 4°(14) | 3
TAATNLTTAT | YizC | ydbM | R | AT A T e cecamis 09(21) | 60(12) | 3
TAATNGTTAT | Fur | ydhu | R | AAGCOET e o it 1 ATAT 09 (22) | 40 14) | 3
TAATNLTTAT | YrzC | ynT | R GTTCCATCﬁTA.Aé;igTAZTAg&T&?JTATAGGAA 0w@ey| 6012 | 3
TACANIATAA | sigh | gitR | P | 1T e T A T i A 17y | 3°(15) | 2
TACANGATAA | PerR | PerR | R TTACACTAATTATAAACATTACAATG™ 01(17)| 4°(14) | 2
TACANIATAA | Sigh | spodE | P | AT s M Iehe T oL an | 503) | 2
TACANLATAA | Fur | ywbl | R | CTATGATTATSITATACA O ARCATTTTICAM Torar) | so(13) | 2

% Lazarevic et al. (1992)

% Nicholson et al. (1989)

% Weng et al. (1995), Shin et al. (1997) e Saxild et al.(2001)
7 Cabrera-Hernandez e Setlow (2000)

%8 Huang et al. (1997)

% Herbig e Helmann (2001)

1 \\eng et al. (1995), Shin et al. (1997) e Saxild et al.(2001)
101 Nakano et al. (1995)

102 serizawa et al. (2004)

103 Baichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)
104 Herbig e Helmann (2001)
105 Herbig e Helmann (2001)
106 Herbig e Helmann (2001)
107 Herbig e Helmann (2001)
108 Baichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)
109Wray et al. (1994b)
HOEven et al. (2006)
111 Baichoo et al. (2002)
12 Even et al. (2006)
113 Belitsky e Onenshein (1997)
114 Fuangthong et al. (2002)

115 Peregot e Hoch (1991)

116 Ollinger et al. (2006)
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Individuos FT Gene | Reg Regido Regulatéria Completa do oligdmero MF PO VR
TCCTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGA
TACAN3ATAA | LmrA | yxaG | R | ATGATAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAA | 01(17) | 29°(4) | 2
GC
CTATGATTATGTTATACAATGATAATCATTTTCAA
TACANgATCA | Fur | ywbL TTATAGGAGGAACAT!S 13(14) | 17°(4) | 2
TAGANRATAT | TnrA | tnrA | A TGTTAGAAAATATGACA™ 02(12) | 1°(12) | 2
. TGAACCGATAGAAAAAATAGATTCGCCCATATTT o
TAGANgATAT | SigD | yfmT TOATTTGCGGTTATAAAGGAG 02(12) | 21°(3) | 2
TCCTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGA
TAGANZATAT | LmrA | yxaG | R | ATGATAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAA | 02 (12) | 19°(4) | 2
GC
CTTGACAAAAAATATATATTAATTAATAATTCATA
TATANsAATA | PerR | ahpC | R TATAATTAGAATTATTATTGAAAGCGA'? 03(31) | 14°(14) | 2
TATANGAATA | SigF | dacF | P GGCGTATAAAACCATgAGi%CJTGGAAAAAATAA 03 (31) | 26°(10) | 2
TATANAATA | SigG | dacF | P GGCGTATAAAACiﬁ;ggCA?SI TCCAAAAAATAA | 03 (31) | 260 (10) | 2
. AAAGAGTGTATAAAAATAACCTCGTTACAGAAAA
TATANAATA | SigG | sleB | P TACGATTACAGTT® 03 (31) | 26°(10) | 2
. GCGTGTATAAATTAAAATAATCTCTCCATAATAT
TATAN;sAATA | SigG | sspC | P GATTCAAACAAGI®S 03(31) | 30°(6) | 2
. CAGCCCGTGTATAGTATAATTGAGAAATATTATC .
TATANGAATA | Fur | ywjA | R AGTTATTTATACATIG? 03(31)| 8°(19) | 2
TCCTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGA
TATAN2AATA | LmrA | yxaG | R | ATGATAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAA | 03 (31) | 29°(7) | 2
GC
CTTGACAAAAAATATATATTAATTAATAATTCATA
TATANGATAA | PerR | ahpC R TATAATTAGAATTATTATTGAAAGCGAL® 16 (26) | 20°(13) | 5
TATANHATAA |SigF | dacF | P GGCGTATAAAAC%Z%’?;CACT;SJ TCCAAAAAATAA | 16 (26) | 13° (16) | 5
TATANHATAA |SigG | dacF | P GGCGTATAAAAC%Z%’?;CACT;SI TCCAAAAAATAA | 16 (26) | 13° (16) | 5
GATGGATTGAGTCTTATAATGATAATGATTCTCA
TATANGsAATG | Fur | yoal TTTGAAGTCTGGTTTG 01(21) | 18°(09) | 2
TATANpACAT | PerR | perR | R TTATAAACATTACAATGTAAGAA™® 15 (14) | 9°(9) 2
CTTGACAAAAAATATATATTAATTAATAATTCATA
TATAN24AGAA | PerR | ahpC TATAATTAGAATTATTATTGAAAGCGA™ 04(25) | 19°(11) | 3
CTAAATTATAATTATTATAATTTAGTATTGATTTTT
TATANGATAA | PerR | mrgA | R ATTTAGTATATGATATAALS 02(36) | 05°(21) | 3
. TCGGTTATATTCAATTGTCCATGCTCATAAGATG
TATAN;6ATAA | SigE | ybaN | P T AAAACAAGAL® 02 (36) | 03°(24) | 3
. GTTATGTATAATTCCAAACAGATGAATCATATTA
TATAN;sATAT | SigG | gerD | P AAGGTAAGACAAGTATGTGAAAGGAR 04 (23) | 22°(09) | 2

17y oshida et al. (2004)
18 Baichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)

119 Robichon et al. (2000)
120 serizawa et al. (2004)

121 v oshida et al. (2004)
122 Herbig e Helmann (2001)
123\nu et al. (1992), Schuch e Piggot (1994)

124 Schuch e Piggot (1994)
125 Moriyama et al. (1999)
126 Nicholson et al. (1989)

127 Baichoo et al. (2002)
128 v oshida et al. (2004)
129 cabrera-Herandez e Setlow (2000)
130\ny et al. (1992), Schuch e Piggot (1994)
13L\wy et al. (1992), Schuch e Piggot (1994)
132 gaichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)
133 Fuangthong et al. (2002)
134 Herbig e Helmann (2001)
135 Herbig e Helmann (2001)
136 Eichenberger et al. (2003)
137 Kemp et al. (1991)
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Individuos FT Gene | Reg Regido Regulatéria Completa do oligdmero MF PO VR
TCCTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGA
TATANZATAT | LmrA | yxaG | R | ATGATAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAA | 04 (23) | 20°(10) | 2
GC
GATGGATTGAGTCTTATAATGATAATGATTCTCA o
TATANGATGA | Fur | yoal | R TTTGAAGTCTGGTTTG™ 2(25) | 20(22) | 2
) CAGTTATAAATAAGCCGTCAGAAGGCAAAATTAA
TATAN,TTAA | SigF |spolvB| P ATGATGT AL 6(19) | 22°8) | 2
. CAGTTATAAATAAGCCGTCAGAAGGCAAAATTAA
TATAN,,TTAA | SigG |spolvB | P ATGATGTAM 6(19) | 22°(8) 2
CTTGACAAAAAATATATATTAATTAATAATTCATA
TATTN2AGAA | PerR | ahpC | R TATAATTAGAATTATTATTGAAAGCGAMS 08 (22) | 06°(13) | 3
. . TATAATATAAAGAATATTTAAAATAATTTGTAAAT o
TATTNsATAA | SigE | yimC | A AAAATGTGTTTGTAM 15 (26) | 01°(16) | 5
TCCTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGA
TCTANATAA | LmrA | yxaG | R | ATGATAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAA | 12 (17) | 01°(17) | 2
GC
CTTGACAAAAAATATATATTAATTAATAATTCATA
TCATNTTAG | PerR | ahpC | R T ATAATTAGAATTATTATTGAAAGCGALS 08(9) | 04°(7) | 3
AAGCGGTTAAACATGCTAATCCTCATCATTATAT o
TCATN,TTAT | Fur | ydhU | R TATTGGAGCGCAAAGT 01(15) | 020 (14) | 3
CTTGACAAAAAATATATATTAATTAATAATTCATA
TCTAN,TTAT | PerR | ahpC | R TATAATTAGAATTATTATTGAAAGCGAM 01 (15) | 03°(13) | 3
CTTTTCTCTTTCTTGTTTTACATTGAATCTTTACA
TGAAN:ATAA | SigA | lepA | P | ATCCTATTGATATAATCTAAGCTAGTGTATTTTG |10(29) | 11°(15) | 2
TTCCGTTATCATTATGAAATGATAATCATTTTCAA
TGAANy, TCAT | Fur | yfhC | R TTGCATAGGAAGGTGH® 07 (14) | 01°(14) | 4
TGAANGTCAT | Fur | ykuN | R TTTATTTATCTGTTGACAATGAAAATCATTATCAT [ (14) | 280 (04) | 4
TTAAAGT
TGAANGTTAT | CcpA | acuA TGAAAACGCTTTAT™ 27 (18) | 28°(06) | 4
TGAANGTTAT | YdiH | alss | R AAAGAGTGTATAGTGTAQASZCTTATCACAAGATATT 27 (18) | 28°(06) | 4
TATTTGGTACAATTTTTATTGAAAATGATTATCAA
TGAANsTTAT | Fur | ybbB | R TGAAAGCTTCTGAAS® 27 (18) | 10°(11) | 4
TGAANGTTAT | Fur | ykuN | R TTTATTTATCTGTT$¢§£AAggﬁAAATCATTATCAT 27(18) | 10°(11) | 4
TTCTATGTTAGAATGATTATAAATTAAGATTGGG o
TGATNGATAA | PerR | hemA | R TGTTGGGG™ 03(21) | 5°(17) | 3
) ) CTATTGATTAACTTTTGGTTTTTATTATATATTTAT
TGATNATAT | SigA | iolR P GTTACGTAL 03(20)| 22°(7) | 3
; ) TTTCTTCTGATTTTCAGCTTTCTGTCATATAGATA
TGATNATAT | SigE | yjbX | P GAATATGACACAATIS 03(20) | 16°(8) | 3
TGTANGATCA | CcpA | malA | R TGGAATTGTAAACGTTATCAAGGAGGT™® 02(13)| 07°(6) | 2

138 v oshida et al. (2004)
139 Baichoo et al. (2002) e Ollinger et al. (2006)
10 Gomez e Cutting (1996)
1 Gomez e Cutting (1996)
142 Herbig e Helmann (2001)
143 Mekjian et al. (1999)
144 Y oshida et al. (2004)
145 Herbig e Helman (2001)
148 Baichoo et al. (2002)
147 Herbig e Helman (2001)
148 Hippler et al. (1997)
149 Baichoo et al. (2002)
150 Baichoo et al. (2002)
151 Grundy et al. (1994)
152 Reents et al. (2006)
153 Baichoo et al. (2002)
154 Baichoo et al. (2002)
15 cabrera-Hernandez e Setlow (2000)
158 yoshida et al. (1997)
157 Eeucht et al. (2003)
158 yamamoto (2001)
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Individuos FT Gene | Reg Regido Regulatéria Completa do oligdmero MF PO VR
. TGCCGTTTATTGTACAAGGATGAAAAAGTTGTAT o
TGTANAATAA | SigA | TonA | P | 5 1A ATGGTTCATACTAAAGTCACGGAGGT ™ | 02 (22) | 18°(08) | 2
. AGAGTTGTATTTATTGGAAATTTAACTCATAATG
TGTANATAA | SigA | IytR | P AAAG TAATTTI® 02 (22) | 29°(03) | 2
GAAAGACACATAAAAGATTAATAGTTTTCCAACA o
TTAANQAACA | PhoP | glpQ | A CGCCGTTIACATCCGT! 3(13) | 30(11) | 1
AAAACAAATCAAAATGTTAACGTTAACATTTTGA
TTAANwAACA | ExuR | uxaC R AATAGAATGAL? 3(13) | 18°(8) 1
ATTCATATTAAACGACTAGGAATATAGGAGTTTA
TTAANATAT | YrzC | yxeK | R TTTTTCGOATT 20 (18) | 03°(15) | 4
. TCTAAGCTTTAGTTTACATGAAGCTCTGCTATCA
TTACN,ATAA | SigA | gtR | P AT ATAATTCAAAATTAAGATGGAAS 01 (14) | 17°(06) | 4
TTACN;ATAA | PerR | PerR | R TTACACTAATTATAAACATTACAATG 01 (14) | 090 (08) | 4
. TTAACGTTTACGTTAAGGTTCAAAAGGTGTATAA
TTACNATAA | SigA | yfmP | P T GGTAACAGAAALS 01 (14) | 090 (08) | 4
TTAGNGATAA Spg'” COtJA | A | AAGTCGTGTTTTAGTCATAATCATGCCTCC® |03 (15) | 08°(08) | 2
TTCTATGTTAGAATGATTATAAATTAAGATTGGG
TTAGNG;ATAA | PerR | hemA | R TGTTGGGG™ 03 (15) | 020 (02) | 2
TTATNGACAA | YdiH | alss | R AAAGAGTGTATAGTGTA:\\IAGgTTATCACAAGATATT 23(15) | 210(08) | 4
CTACAATTATATAGAACGGTCTAGACAAATGAAT o
TTATNAGAA | LmrA | yxaG | R | o AT aAATATATAGACTGGTCTAAATTGGAGGAC' | 03 (21) | 02°(19) | 3
TTATNQATAA | PerR | katA | R | TTATTTATCAGTTTATAATAATTATAGTTGGAA™ | 01 (40) | 01° (40) | 3
TTATNGATAA | PerR | hemA | R AGAAACTATGTTATAATTATTATAAATAAM 01 (40) | 07°(22) | 3
TTATNGATAA | SigF | spollR | p | CACCTTTATCCCABOCTETCCTICTCCATAATAS | 01 (40) | 11°19) | 3
. ACATGATGTTATTATATCGCAAGAACAGCACATA i
TTATNATAA | SigG | sspl P ATAAACCAGGTGCL 01 (40) | 9°(20) 3
. TCGGTTATATTCAATTGTCCATGCTCATAAGATG o
TTATN,ATAA | SigE | ybaN | P T AAAACAAGAL 01 (40) | 11°(19) | 3
. TCGGTATTTTCTTATCATTCTGACTTCTCTTTGGT o
TTATN,ATGA | SigA | gabR | P ATGATGAAAAGTACCAL® 30(19) | 12°(12) | 5
TATTTGGTACAATTTTTATTGAAAATGATTATCAA
TTATNGATGA | Fur | ybbB | R TGAAAGCTTCTGAAL® 30(19) | 14°(13) | 5
. TAACGCTTTATTACGTGGTGTTCTCCATATACTA o
TTATNATGA | SigG | sspK P ACCTTACGTCTTCY? 01(20) | 04°(15) | 2
. TAGCAGTTTATATGAAGAACGCCACGGGTAAAT .
TTATNcGTAA | SigB | katE | P GTGCTGTAGAAT® 11 (17) | 09° (11) | 4
. AGTACACATGTTTATGATTGAAGAAAACGGGTAA 5
TTATNiGTAA | SigB | ytxG | P ACAGCAGTATAT™ 11 (17) | 09° (11) | 4
TTATNsTTAC | perR | perR | R TTATAAACATTACAATGTAAGAA™® 01(14) | 0209) | 3

159 Riethdorf et al. (1994)
160} azarevic et al. (1992)

161 Allenby et al. (2005)
162 \1ekjian et al. (1999)
183 Even et al. (2006)

164 Belitsky e Sonenshein (1997)
185 Gaballa et al. (2003)

166 Henriques et al. (1997)

167 Herbig e Helmann (2001)
168 peents et al. (2006)
169y oshida et al. (2004)
170 Fuangthong et al. (2002)
i Herbig e Helmann (2001)
172 arow et al. (1995)
173 Cabrera-Hernandez e Setlow (2000)
174 Eichenberger et al. (2003)
175 Belitsky e Sonenshein (2002)
178 Baichoo et al. (2002)
177 cabrera-Hernandez e Setlow (2000)

178 Engelmann et al. (1995)

179 \sarén et al. (1996)
180 Fuangthong et al. (2002)
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Individuos FT Gene | Reg Regido Regulatéria Completa do oligdmero MF PO VR

TTATNo,TTAT | PerR | hemA | R AGAAACTATGTTATAATTATTATAAATAA® |02 (26) | 01°(26) | 3
CTAAATTATAATTATTATAATTTAGTATTGATTTTT

TTATNG.TTAT | PerR | mrgA | R AT TTAGTATATGATATAALE 02 (26) | 01°(26) | 3
CTATTTTATAATAATTATAAAATAATATTGACTTIT

TTATNGTTAT | PerR | katA | R TACTTAGAGATGATATTATGTTI® 02 (26) | 06°(19) | 3
TATTTGGTACAATTTTTATTGAAAATGATTATCAA

TTATNGTTAT | Fur | ybbB | R T TGAAAGCTTCTGAAL 02 (26) | 23°(10) | 3
) CTTGTTCTAAAAAAACCCCCCACCTCATACAATG

TTCTNxACAA | SigE | yabP | P CAGTAATAATGI® 20 (11) | 010(11) | 2
) AATATATGTATTGAATTAGTAATTTGATAGTTTTA

TTGANAAGA | SigA | sboA | P A CATAAAAGTACAACHS 11(17) | 15°09) | 1

) GACATCAGTTGAAAAGAAAATGAACATCCTACTA 0

TTGAN,AAGA | SigA | yikd | P AGATATTCATCAAGGTT T 11(17) | 24°6) | 1

TTGANGAATA | Sigh | pyrR | p | ACCCTTCACAGAGESTIICIITICTCAMTAATA 122 30) | 240(7) | 1
) TATGGCTTGACAAAAAATATATATTAATTAATAAT

TTGANAATA | SigA | ahpC | P TOATATATAATTI® 22(30) | 24°(7) | 1
) ATCTAATTGACAATTGTCATCTTATGTGATAAATA

TTGANLAATA | SigA | htpG | P CATGCTGAAAAL® 22(30) | 100(11) | 1
) AAAAAACCTTTTGACTTCTGCTGCTGAACCAATT

TTGANAATA | SigA | hutP | P AATATAATACTCAGTTAATAGTTATCAGA™ | 22(80)| 03°(23) | 1
) ATAAAAAACTCTTGAGTTTATTTTATCCTTGTGTA

TTGANAATA | SigA | nadB | P AT ATAGGTGTOAAGACAGGTGTARACA? | 22(30) | 03°(23) | 1
CATCCGGTCTTCCTCCATCCGTTCTCCATAAAAA
ACTCTTGAGTTTATTTTATCCTTGTGTAAATATAG

TTGAN-0AATA | YiXA | nadB | R | o1 1cAAGACAGGTGTAAACAACAGGAGGATGG | 22 (30) | 03°(23) | 1

CATATG™®

) CAGCCCGTGTATAGTATAATTGAGAAATATTATC

TTGANAATA | Fur | ywiA | R ACTTATTTATACATTG 22(30) | 100(11) | 1
ACTTTTCTCTTTCTTGTTTTACATTGAATCTTTAC

TTGANZATAA | SigA | lepA | P | AATCCTATTGATATAATCTAAGCTAGTGTATTTTG | 20 (26) | 01°(26) | 1
GGTTTATATTTTAAAAATTGAGAAGAATATGAATA

TTGANZATAA | SigA | acsA | P | TATACTATAATAATTGTGACAACTTCAGCAAAGG |20 (26) | 01°(26) | 1

G

) TATGGCTTGACAAAAAATATATATTAATTAATAAT

TTGAN,ATAA | SigA | ahpC | P T OATATATAATTY 20 (26) | 01°(26) | 1
) AATATACGATTGAATTAATTTTTATTCATGTTATA

TTGAN ATAA | SigA | argC P ATGTTAAATAATTTCACAAAGAGCAALE 20(26) | 13°(13) | 1
) CAATGAATTTTTCTTGACAATTGATGATTGAATC

TTGAN,ATAA | SigA | Imra | P A GATAATAGACCAGTOACT AT 20 (26) | 01°(26) | 1
) CTAAATTATAATTATTATAATTTAGTATTGATTTTT

TTGANATAA | Sigh | mrgA | P ATTTAGTATATGATATAATTAAGTCAAC?® | 20(26)| 13°(13) | 1
ACTAGTGAAGTTGACAATGAATAGGTAACGCAA

TTGANLATAA | SigA | pmH | P | ATATAATAAGTAAGACTGTCTTTAACAGCTATTC |20 (26) | 06° (15) | 1

181 Herbig e Helmann (2001)
182 Herbig e Helmann (2001)
183 Herbig e Helmann (2001)
184 Baichoo et al. (2002)
185 Asai et al. (2001)

186

Zheng et al. (2000)

187 brice et al. (2001)
188 uinn et al. (1991)

189 Antelmann et al. (1996)

190 5chulz et al. (1997)
191Wray et al. (1994)
192 5un e Setlow (1993)
193 5un e Setlow (1993) e Rossolillo et al. (2005)
194 Baichoo et al. (2002)
195 Hippler et al. (1997)
19 Grundy et al. (1994)

197 Antelmann et al. (1996)

198 yReilly et al. (1994) e Smith et al. (1986)
199 Kumano et al. (2003)

200 Fuangthong e Helmann (2003)

1
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Individuos FT Gene | Reg Regido Regulatéria Completa do oligdmero MF PO VR

) TTACCTTCTTTTGACAAAATCCTATCTGTGCTTTC
TTGANaATAA | SigA | SPOIIE | P | o 1 A 1A ATGACAGGCAACGAATATAACAGGTG??
TATGTCTTTGATGTGCCATTCCTGCATATAATGA
TTCATTCAGCTG?®
TGGGTGAGTTATAATTGACATTTTTCTTGTGGTT
TGATACTTTTGTTATAGAATTAGCACTCGCTTAZ
CAATGAATTTTTCTTGACAATTGATGATTGAATC
AAGATAATAGACCAGTCACTAT?™®
ATTTATTCTTGCAAAACGTAATGACTTCGGTTTA
TTGCNxTTAT | SigA | yedH | P | TTATGATATAGGATTACAAAATCGTTATCATTTTG |02 (12) | 05°(7) | 3
ATTTAAAG?®
ACGATTGTCCGATTCTTCATTTTTTACTATAATCA
GATCAGATG?
GAACTGTACTTGTCATTTACAAAAATACCCGAGA
TAATGTGTACAAAATCAAAAAAGAAGGATGT?®
AGAGTTGTATTTATTGGAAATTTAACTCATAATG
AAAGTAATTT?®
AGAGCAACTTTTTTTGTTTTCAAAAAACATAAAC
GATATAATAGTGAAATAACGAAAAAATATGTT?
TCGCGCGGGTTTGTTACTGATAAAGCAGGCAAG

20(26) | 16°(11) | 1

TTGANATAA | SigE | yybl | P 20 (26) | 26°(7) | 1

TTGAN;GATA | SigA | hrcA P 17(19) | 01°(19) | 1

TTGANRGATA | SigA | ImrA P 17 (19) | 11°(8) 1

TTGTNATAA | SigA | csbA | P 03(24) | 03°(17) | 3

TTGTNATAA | SigA | IpC | P 03(24) | 03°(17) | 3

TTGTN20ATAA | SigA IytR P 03(24) | 03°(17) | 3

TTGTN20ATAA | SigA | rsbR P 03(24) | 03°(17) | 3

TTGTNgATAA | SacT | sacB | A ACCTAAAATGA 03 (24) | 06°(15) | 3
. TTTCGTCTATTTTGTGAATTACTGATCAAAGTCT

TTGTNGATCA | YdiH | cydA CGGTTCTAY? 03 (11) | 27°(02) | 4

TTGTNeATGA | TnrA | gltA R AGAGTTGTTAGATTTTATGACCGGTA®® 29 (14) | 03°(12) | 4
. TGCTTGTCAGATGACAAGTACGGTTGTATGATAT

TTGTN,ATGA | SigA | ptsG | P AATATTGTGAAGE 29 (14) | 04°(11) | 4

Os 216motifsencontrados pelo GA_FIND_RR, que possuem refeaéribliograficas,

estdo distribuidos da seguinte forma:
* 113motifssdo promotores;
* 96 motifssdo repressores;
* 7 motifsséo ativadores.

GA_FIND_RR localizoumotifsdiferentes de uma mesma RR. Excluindo as repjco
as RR encontradas que estao listadas em referdmblagyraficas, totalizam 124 RR. Sendo
distribuidos da seguinte forma:

201 Ogasawara et al. (1985)

202vork et al. (1992) e Guzman et al. (1988)
203\vetzstein et al. (1992)

204\vetzstein et al.. (1992) e Homuth et al. (1997)
205 umano et al. (2003)

208 Gaballa et al. (2002)

207 Boylan et al. (1991)

208 Beloin et al. (2000)

209 azarevic et al. (1992) , Huang e Helmann (1998)
210\yise et al. (1995)

211 Steinmetz et al. (1989)

212 peents et al. (2006)

213 gelitsky et al. (2000)

214 Stulke et al. (1997)
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* 83 motifssdo promotores;
» 35motifsséo repressores;
* 6 motifssdo ativadores.

Os dois oligbmeros de quatro bases mais repres@siapresentes na base de dados
analisada sao: ATAA com 2843 repeticoes e AATA c@68B0 repeticdes, conforme
demonstrado na tabela 8. Observa-se que estesotigneros sdao comuns nas RR
encontradas, 0 que comprova que a “super-repréisgde” realmente é um fator

determinante na localizacéo de RR.

Neste trabalho, ndo € possivel a comprovacdo detapies as RR estdo entre as
distancias de 0 a 30 bases, pois os testes com@ntse entre estas distancias, ndo sendo
executado nenhum teste com distancias maioresmP@@de-se observar que as distancias
encontradas entre os oligdmeros estdo abaixo dea®&s, o que pode significar um forte
indicio que distancias até 30 bases séo suficiemisgestes em busca de RR, pelo menos

para oBacillus subitilis.

Na tabela 11, encontram-se cinqienta oligbmeroditpee como possiveis RR pelo
GA_FIND_RR e que nao estdo documentados como RBrFselecionados os dez melhores

oligdmeros de cada versao que ndo estdo documertanm regides regulatorias.

Tabela 16Motifis sem referéncia na literatura.
Nesta tabela estdo sendo considerados os oligbmaiss‘'super-representados”, independente
da versao utilizada. A colundntividuo” é o oligdmero encontrado pelo GA_FIND_RR. As
colunas FO01" até “F10" sdo os 10 melhoreftnessde cada individuo, sendo representado
como DD (FF), onde DD é a distancia entre as daate do oligbmero e FF éfitnessdo

individuo. “V” é a versao que foi encontrado adlinero
Individuos FO1 F02 FO3 FO4 FO5 F06 FO7 FO8 F09 F10

AAGGNXTGAA | 03 (29) | 02 (21) | 06 (20) | 04 (19) | 05 (17) | 01 (16) | 07 (15) | 11 (13) | 13 (12) | 14 (11)
AATANXAGAA | 02 (26) | 01 (24) | 05 (23) | 18 (21) | 06 (20) | 03(19) | 07 (16) | 04 (15) | 10 (15) | 12 (15)
AATANXAGGA | 02 (25) | 03 (23) | 20 (23) | 05 (21) | 12 (21) | 16 (19) | O1 (18) | 07 (18) | 08 (18) | 06 (17)
AATANXAGGT | 23 (15) | 03 (14) | 28 (14) | 02 (11) | 09 (11) | 14 (11) | 15 (11) | 04 (10) | 08 (10) | 13 (10)
AATANXGATA |07 (17) | 06 (15) | 02 (14) | 13 (12) | OL (11) | 08 (11) | 12 (11) | 04 (10) | 15 (10) | 05 (09)
GAGGNXTGAA | 03 (26) | 05 (21) | 01 (20) | 04 (19) | 02 (16) | 06 (08) | 09 (06) | 12 (06) | 18 (06) | 25 (06)
GGAGNXATCA | 03 (32) [ 04 (22) | 05 (19) | 02 (16) | OL (11) | 06 (10) | 07 (10) | 08 (07) | 09 (07) | 29 (05)
TCATNXATAA | 04 (23) | 05 (21) | 03 (20) | 08 (17) | 14 (16) | 22 (16) | 02 (15) | 12 (15) | 01 (13) | 06 (12)

RPlRrRrIRPrIRPIRPIRP|IRPILZ




Tabela 16 - Continuagéo...

EhiEes FO1 | FO2 FO3 Fo4 FO5 FO6 | FO7 | FO8 F09 FI0 | v
TTCTNXATAA | 03 (18) | 17 (18) | 19 (18) | 01 (17) | 04 (17) | 16 (17) | 02 (16) | 20 (16) | 09 (15) | 12 (14) | 1
TTGANXACAA | 20 (18) | 04 (11) | 06 (11) | 14 (10) | 21 (10) | 13 (09) | 01 (08) | 02 (08) | 27 (08) | 05 (07) | 1
ATAANXATAC | 09 (16) | 05 (13) | 08 (13) | 12 (13) | 03 (12) | 07 (12) | 19 (11) | 18 (10) | 25 (10) | 10 (09) | 2
ATAANXATCA | O (16) | 09 (14) | 04 (13) | 05 (13) | 07 (12) | 11 (12) | 12 (12) | 15 (12) | 16 (12) | 2L (12) | 2
GAGANXAATA | 02 (19) | 01 (13) | 09 (11) | 10 (11) | 03 (09) | 19 (09) | 04 (08) | 13 (08) | 08 (07) | 12 (07) | 2
GATANXAATA | 01 (47) | 03 (16) | 10 (15) | 02 (14) | 05 (14) | 07 (14) | 16 (12) | 04 (11) | 06 (10) | 09 (10) | 2
GATANXATAA | 02 (31) | 03 (21) | 08 (16) | 12 (14) | 15 (14) | 04 (13) | 01 (12) | 10 (12) | 18 (12) |07 (11) | 2
GGTANXAATA | 0L (27) | 04 (08) | 07 (07) | 12 (07) | 03 (06) | 05 (06) | 08 (06) | 13 (06) | 06 (05) | 21 (05) | 2
GTAANXATAA | 01 (27) |11 (15) | 10 (13) | 12 (13) | 05 (12) | 09 (12) | 02 (11) | 04 (11) | 14 (11) | 17 (10) | 2
TATANXATCA |09 (17) | 08 (14) | 02 (13) | 12 (13) | 18 (12) | 05 (11) | 06 (11) | 10 (11) | 24 (11) | 04 (10) | »
TATANXGGAA | 23 (17) | 09 (16) | 24 (16) | 06 (15) | 04 (13) | 14 (13) | 17 (13) | 03 (12) | 05 (12) | 27 (12) | 2
TCATNXATAA | 04 (23) | 05 (21) | 03 (20) | 08 (17) | 14 (16) | 22 (16) | 02 (15) | 12 (15) | O1 (13) | 06 (12) | 2
CTATNXATGA | O (14) | 11 (10) | 19 (10) | 02 (08) | 04 (08) | 12 (08) | 26 (08) | 27 (08) | 13 (07) | 14 (07) | 3
GACANXTATA | 15 (12) | 10 (10) | 22 (10) | 05 (08) | 18 (08) | 20 (08) | 30 (08) | 02 (07) | 17 (07) | 26 (07) | 3
GATANXAAGA | 01 (16) | 07 (13) | 14 (13) | 05 (12) | 02 (11) | 08 (11) | 10 (11) | 18 (11) | 24 (11) | 11 (10) | 3
GATANXAATA | 01 (47) | 03 (16) | 10 (15) | 02 (14) | 05 (14) | 07 (14) | 16 (12) | 04 (11) | 06 (10) | 09 (10) | 3
GATANXCATA |09 (12) | 02 (09) | 05 (09) | 17 (09) | 08 (08) | 14 (08) | 01 (07) | 10 (07) | 11 (07) | 13 (07) | 3
GATGNXAATA | 11 (11) | 06 (10) | 10 (10) | 13 (09) | 04 (08) | 09 (07) | 15 (07) | 19 (07) | OL (06) | 03 (06) | 3
GATTNXAATA | 08 (18) | 20 (18) | 05 (16) | 06 (13) | 10 (13) | 14 (12) | 17 (11) | 02 (10) | 03 (10) | 07 (10) | 3
TATANXAGAA | 04 (25) | OL (23) | 05 (22) | 02 (21) | 07 (19) | 08 (18) | 19 (18) | 25 (16) | 16 (15) | 2L (15) | 3
TATGNxATAA | 02 (26) | 05 (22) | 01 (21) | 06 (17) | 07 (17) | 03 (15) | 17 (14) | 09 (13) | 10 (13) | 11 (13) | 3
TTATNXCTAA | OL (11) | 03 (10) | 21 (10) | 12 (09) | 15 (09) | 24 (09) | 06 (07) | 29 (07) | 04 (06) | 16 (06) | 3
AATANXAGAA | 02 (25) | 01 (23) | 18 (21) | 09 (20) | 16 (20) | 28 (18) | 05 (17) | 10 (17) | 19 (17) | 24 (17) | 4
AATANXTTAA | 18 (21) | 21 (20) | 15 (17) | 20 (17)| 04 (16) | 07 (16) | 06 (15) | 08 (15) | 10 (15) | 19 (15) | 4
ATAANXATAT | 10 (23) | 07 (22) | 05 (21) | 17 (20) | 22 (20) | OL (19) | 04 (18) | 27 (18) | 12 (16) | 15 (16) | 4
ATAANXTCAT | 05 (20) | 13 (16) | 02 (14) | 09 (14) | 14 (14) | 19 (14) | 24 (13) | 10 (12) | 12 (12) | 18 (12) | a
ATAANXTTAT | 08 (25) | 14 (21) | 10 (20) | 25 (19) | 18 (18) | 28 (18) | 30 (18) | 12 (16) | 21 (16) | 06 (15) | 4
ATAANXTTAC | 09 (16) | 10 (12) | 03 (11) | 04 (11) | 25 (10) | 14 (09) | 15 (09) | 22 (09) | 16 (08) | 18 (08) | 4
GATANXATAA | 02 (24) |12 (16) | 16 (15) | 03 (14) | 08 (14) | 17 (12) | 10 (11) | 04 (10) | 11 (10) | 18 (10) | 4
TATANXTGAA | 01 (31) |03 (20) | 27 (19) | 11 (18) | 15 (18) | 22 (18) | 29 (18) | 02 (16) | 07 (15) | 08 (15) | 4
TTAANXATAA | 18 (22) | 22 (20) | 07 (18) | 03 (16) | 0L (15) | 10 (15) | 14 (15) | 08 (14) | 12 (14) | 27 (14) | 4
TTATNXATAG | 01 (21) | 07 (13) | 11 (13) | 14 (13) | 18 (13) | 21 (13) | 22 (13) | 26 (13) | 03 (12) | 06 (12) | 4
AAGANXATAA | 20 (20) | 14 (17) | 13 (16) | 11 (15) | 27 (13) | 29 (13) | 09 (12) | 18 (12) | 30 (12) | 01 (11) | 5
AATTNXATAA | 28 (23) | 25 (22) | 22 (21) | 05 (20) | 12 (17) | 14 (17) | 19 (17) | 21 (17) | 04 (15) | 10 (15) | 5
AGAANXATGA | 10 (19) | 07 (16) | 01 (15) | 06 (15) | 11 (15) | 03 (14) | 04 (14) | 15 (14) | 22 (14) | 23 (14) | 5
AGAANXGGAA | 01 (33) | 05 (21) | 03 (17) | 06 (17) | 04 (16) | 10 (16) | 08 (15) | 07 (14) | 09 (13) | 20 (13) | 5
ATAANXAAGA | 08 (21) | 01 (20) | 09 (19) | 26 (19) | 16 (18) | 05 (17) | 14 (17) | 19 (17) | 28 (17) | 17 (16) | 5
ATAANXAATA | 19 (28) | 09 (26) | 20 (26) | 27 (25) | 02 (24) | 10 (22) | 11 (21) | 08 (20) | 15 (20) | 21 (20) | 5
ATAANXATAT | 10 (23)| 07 (22) | 05 (21) | 17 (20) | 22 (20) | OL (19) | 04 (18) | 27 (18) | 12 (16) | 15 (16) | 5
ATAANXATCA |09 (19) | OL (17) | 13 (17) | 16 (17) | 05 (15) | 21 (14) | 04 (12) | 07 (12) | 11 (12) |19 (12) | s5
ATAANXATTG | 22 (16) | 05 (15) | 14 (15) | 24 (15) | 13 (14) | 07 (13) | 09 (13) | 15 (13) | 16 (13) | 30 (13) | 5
ATAANXGGAA | 29 (25) | 21 (24) | 18 (20) | 25 (20) | 23 (19) | 03 (18) | 04 (18) | 06 (18) | 24 (18) | 17 (17) | 5

80
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6.10LimitacOes e Potencialidades

Apos noventa execucdes usando o GA_FIND_RR, penesbeque o0 mesmo néo é

capaz de localizar todas as RR Blacillus subtilis O algoritmo foi capaz de localizar em
torno de 20% das 635 regides conhecidaBatnllus subtilis.

As dificuldades e limitacdbes para o desenvolvimemto GA_FIND RR sé&o

semelhantes as descritas na secdo 1.3.5, podendessgcadas como principais dificuldades

0s itens a segquir:

O melhor individuo de cada execucdo do GA_FIND_RBnfinava” a ultima
geracdo, restando poucos individuos cditness representativos. Porém,
geralmente o melhor individuo era uma RR catalogada referéncias
bibliograficas analisadas;

Ocorreram resultados ndo documentados na literatora as principais
caracteristicas conhecidas como sendo uma RR jauegetem-se varias vezes
e tém espacamentos entre eles de 0 e 30 bases.“E8t®s” dificultaram a

criacado de um algoritmo mais preciso;

A funcdo de adaptacdo baseou-se, principalmentedasfatores: a “super-
representatividade” e a separacéo dos oligdmerodigéncias variando de 0 a
30 bases. Pode ter sido deixado de fora algumatedstica importante que
ainda ndo é conhecida pelos cientistas que traiattven Biologia Molecular,

gue poderia auxiliar na criacdo de uma funcéo dptagdao mais precisa;

Outro fator que deve ser levado em consideracaohéuaistica utilizada na
escolha das configuracdes dos parametros usadGanBIND_RR, pois como
ainda ndo existe um perfeito conhecimento de tadasracteristicas das RR, as
escolhas dos parametros ficaram na dependénciaedoftados obtidos em
execucbes passadas. Ou seja, baseou-se no esqtentaiva > erro >

tentativa=> acerto” e assim sucessivamente;
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O tamanho da base de dados analisada e o tamartlig@wnero foram fatores
decisivos na execucdo do GA_FIND_RR. O algoritmoobfeve resultados
positivos com tamanhos de basgstreamcom 100 bases e oligbmeros de 16
bits (ou 8 bases, sendo 4 bases para cada pavtigdimero).

Em relacéo as potencialidades do GA_FIND_RR, posemestacar as seguintes:

Como nem todas as RR par&acillus subtilissdo conhecidas, podem existir
oligbmeros encontrados pelo GA FIND_RR que possan funcdes
reguladoras. Sendo assim, sugere-se uma analabatkt da tabela 11, que lista
os dez oligbmeros de melhditness para cada versdo desenvolvida do
GA_FIND_RR;

Algoritmo com conceito relativamente simples e fanal. A medida que novas
descobertas referentes as caracteristicas reldeisnas RR de procariontes
forem sendo reveladas, estas podem ser introdugalfisncédo de adaptacéo, o

gue, provavelmente, melhorara a eficiéncia do mesmo

O GA_FIND_RR pode ser convertido, futuramente, pamza linguagem de
programacdo de baixo nivel, podendo melhorar cersiglmente o seu
desempenho. Como o MatLab € um ambiente computdcioom uma

linguagem interpretada, o tempo de execucéo fitmwado. Para uma populagcéao
de 100 individuos e 100 geracfes, o tempo médexdeucao ficou em torno 4

a 6 horas, dependendo do computador onde o prodoammeecutado;

Na maioria das execucdes do GA_FIND RR, percebegis o melhor
individuo da ultima geracdo, geralmente, era uma d®Bumentada, o que
comprova que pelo menos as RR mais representadd@docalizadas. Esta
caracteristica pode vir a auxiliar pesquisadoresiocqponto de partida na

pesquisa de provaveis RR de organismos de protesioecém sequenciados;
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O GA FIND_RR pode ser usado em conjunto com ouglg®ritmos de

predicdo de RR, sendo mais uma ferramenta paraaragino dos resultados
obtidos. Caso um determinado oligbmero recebdiunesselevado em todos os
algoritmos usados, este oligdbmero pode ser comr&ldercomo sendo um

provavel candidato a ser uma RR.
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5 Conclusbes e Propostas de Melhorias

Os resultados obtidos com o algoritmo GA_FIND_RRpmvaram que o uso do AG
pode ser uma solugdo complementar a outras solygdssenvolvidas para a predicao de
RR.

Porém, como ainda ndao ha um perfeito conhecimentdddico de todas as
caracteristicas das RR em organismos procariomeiste um grande trabalho a ser
desenvolvido em todos os algoritmos de predicddrBRe incluido o GA_FIND_RR. Os
algoritmos estudados que apresentaram os melheseftados sdo os desenvolvidos para
predicdo de RR objetivando apenas um organismaiigpe como é o caso dos algoritmos
desenvolvidos por Li et al. (2002) e Mwangi e Sig@#003).

Foram criadas cinco versdes distintas do GA_FIND,_R&nhforme explicado no
capitulo 3. A soma dos resultados obtidos com estesbes possibilitaram a predicdo de
aproximadamente 20% das 635 RR conhecidas p&acitius subtilis Sugere-se, em uma
versao futura, do GA_FIND_RR, desenvolver uma fordgi adaptacdo com as cinco funcdes
implementadas no mesmo codigo fonte, deixando cqoam@&metro para o usuario selecionar

qual versdo devera ser usada.

Mudancas nos operadores genéticos, também alteravaesultados obtidos, para uma
mesma versao, principalmente quando alterava-sglay percentual da taxa de mutacédo e
cruzamento. Taxas de mutacdo, em torno de 2% a d@%btaxas de cruzamento variando
entre 60% a 80%, apresentaram bons resultados.gBeaatir que 0 melhor individuo nao
fosse perdido, em praticamente todas as execugdB8&dFIND_ RR, foi usado o conceito de

elitismo, variando entre 1 a 10 individuos.

O uso da técnica de torneio para o processo dgéseleariando entre 6 a 10 individuos,
diminuiu a perda de diversidade. Em versao futsmggere-se usar a técnicakklank com a
intencdo de minimizar a perda de diversidade deaiflarte pressdo seletiva ocasionada por

individuos com alto valor di&ness

Outra proposta de melhoria para o0 GA_FIND_RR, para versdo futura, com o
objetivo de minimizar uma rapida convergéncia paradeterminado ponto no espacgo de
busca, € a técnica conhecida como: “Adaptacéo rdslpilidades de cruzamento e mutacao”
(SRINIVAS e PATNAIK, 1994a), onde propde-se uma aowersdo do AG, chamado
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“Algoritmo Genético Adaptativo”, que visa manter ammaior diversidade da populacao,
trabalhando dinamicamente com os operadores derogi#o e mutagdo de acordo com o
fitness da populacdo. Uma segunda alternativa é usar woaich conhecida como
Population-Based Incremental LearnifgBIL), proposta por Baluja e Caruana (1995), onde
as regras para a criagao da nova populacdo podemashficadas durante a execucgao do
algoritmo, objetivando gerar um conjunto de resldsamais satisfatérios que o proposto

tradicionalmente pelo método candnico.

Sugere-se para proxima versdo do GA_FIND_RR, ondebamento de uma interface
grafica amigavel, onde o usuario possa paramettigdas as variaveis disponiveis no
algoritmo, incluindo, ente elas, a possibilidadeegeolher o tamanho do oligbmero.

Foi demonstrado que a utilizacdo de métodos atieasa como o AG, em relacdo aos
métodos mais tradicionalmente usados (Matrizes eto,Hiden Markov Model Gibbs
Samplinge busca exaustiva) também podem auxiliar na ggedie RR de procariontes,
podendo ser usados em conjunto com 0s demais nsetodm o objetivo de melhorar a

eficiéncia global da busca por estas regides.
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GLOSSARIO DE TERMOS DA BIOLOGIA

Bacillus subtilis E uma espécie de bactéria gram-positiva comursotine da agua.
Organismo que pode formar esporo, ndo patogénmw.génoma contém 4.214.810

pares de bases, compreendendo 4100 genes (KUNS&T,¥197) .

Bases O DNA é formado basicamente de moléculas de aciuaéculas de fosfato e
moléculas chamadas de bases. As bases nitroges@olassualmente representadas
por “letras” que identificam o codigo genético. BBIA existem quatros letras A, C,
G e T, que sédo Adenina, Citosina, Guanina e Tinirspectivamente. Estas bases
sempre formam os pares AT e CG (NHGRI, 2007).

Genes Unidade hereditaria funcional e fisica passadalepara filho. Genes sao
partes do DNA que contém as informagfes necesggaias codificar uma proteina
especifica (NHGRI, 2007).

Motif: E uma sequéncia comum de nucleotideos ou amdusicjue tem alguma
significancia biologica (WIKIPEDIA, 2007).

Upstream Termo usado para designar as bases que ficara dataicio da regido
transcrita de um gene (BOLSHOY e NEVO, 2000).

RSATools O “Regulatory Sequence Analysis Tdasum conjunto de ferramentas
dedicadas a extrair informacdes de regidgsstreami de varios organismos. Essas
ferramentas podem ser acessadas pela internet nsite
http://RSATools.ulb.ac.be/RSAToolAELDEN, 2003).

Oligbmeros: Sao pequenas sequéncias de bases em uma fita AeoDNRNA
(NHGRI, 2007).

TSS “Transcription Start Siteé o local onde inicia-se o0 processo de transorica
genética, que é a copia, com o auxilio da molédelaRNA polimerase, de uma
sequéncia do DNA, para produzir uma molécula de RNZ/INE e TJIAN, 2003).

Super-representada E a traducdo do termo em inglésvér-representéd que
significa que um determinado oligdmero repete-seuama seqiéncia de DNA acima
de um limiar de frequéncia de ocorréncia arbitréWANGI e SIGGIA, 2003).
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GLOSSARIO DE TERMOS DE INFORMATICA

BitString : Estrutura de dados usada no Matlab para repegsanmeros binarios
(MATLAB, 2005).

MatLab: E uma linguagem de programacéo de alto desempeate computacio
técnica. Toda a programacdo é desenvolvida em ubieate amigavel, onde os
problemas e programacdes sdo escritos em notag@@ematicas familiares. Um dos
pontos fortes da linguagem, é a disponibilidade fulecoes de manipulacdo de
matrizes e astbolbars’ implementadas. Um exemplo ddoblbar’ é o gatool,

ferramenta pronta para trabalhar com algoritmo tEméATLAB, 2005).

Matriz : Vetor de duas dimensdes. Por convencdo, o punietlice é a linha e o
segundo é a coluna (BLACK, 2006).

Vetor: Conjunto de itens que sédo acessados por um indinérico (BLACK, 2006).



