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O advento da tecnologia de obtencao rapida de se-
qliiéncias de DNA, em meados dos anos 70, provo-
cou uma explosao de informacgdes sobre seqliéncias
biologicas (Altschul et al., 1994). Desde entao, o nu-
mero de sequéncias tém aumentado a uma veloci-
dade cada vez maior, principalmente com o
surgimento dos projetos Genoma, que visam obter
as seqliéncias de todos os genes de um organismo
completo. A maioria destas seqiiéncias encontram-
se organizadas em forma de bancos de dados, mui-
tos de acesso publico tais como Genebank (The
National Center For Biotechnology Information,
2001b) e EMBL (European Molecular Biology
Laboratory, 2001) para DNA, Swiss Prot (Swiss
Institute of Bioinformatics, 2001) e PIR (Munich
Information Center for Portein Sequences, 2001) para
proteinas. Cabe observar que o termo banco de da-
dos, aqui, refere-se apenas a um conjunto usualmen-
te grande de seqliéncias catalogadas e as respectivas
anotagodes, ndo existindo qualquer vinculo com Siste-
mas Gerenciadores de Bancos de Dados (SGBDs).

Atualmente, esses bancos de dados constituem-se
em ferramenta de trabalho essencial para biologis-

tas moleculares. Isto porque, baseado na observa-
cdo de que genes ou proteinas com seqliéncias simi-
lares ou com regides similares tém grande chance
de possuirem func¢des similares, as primeiras infor-
macgoes para determinacado da funcdo de um gene,
cuja sequéncia foi recentemente obtida, quase sem-
pre sao obtidas pela busca de similaridades entre a
nova sequiéncia e seqliéncias de proteinas ou famili-
as de proteinas conhecidas (Altschul et al., 1990).

Entretanto, para que essa tarefa de busca de seqlién-
cias similares possa ser efetivamente realizada é ne-
cessario que os biologistas moleculares tenham a sua
disposicdo uma ferramenta computacional que os
auxiliem. Neste sentido, diversos algoritmos para
busca em banco de dados de seqliéncias foram cria-
dos. Abordagens baseadas em algoritmos de progra-
macao dindmica, tais como o algoritmo de Smith-
Waterman (Durbin et al., 1998; Setubal & Meidanis,
1997) séo proibitivos devido ao custo computacional.
Isto, entdo, levou ao desenvolvimento de métodos
heuristicos para esta tarefa, tais como BLAST e
FASTA (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997).

" Mestre em Engenharia Elétrica, Pesquisador da Embrapa Informatica Agropecuaria, Caixa Postal 6041, Barao Geraldo -

13083-970 — Campinas, SP. (roberto@cnptia.embrapa.br)

Engpo



Entendendo e Interpretando os Parametros Utilizados por BLAST

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool é, hoje,
o método mais utilizado para realizar buscas de se-
quiiéncias similares em bancos de dados de sequén-
cias, sendo que suas implementacdes mais conheci-
das sdo a do NCBI - National Center for Biotechnology
Information e o da University of Washington, conhe-
cido como WU-BLAST.

O BLAST oferecido pelo NCBI é, na verdade, uma
familia de servigcos, onde o usuéario possui diversas
opcoes, dependendo da sequiéncia de entrada, se ela
é constituida de nucleotideos ou aminoacidos, se o
banco de dados alvo é de nucleotideos, aminoacidos
ou estd restrito a um tipo de organismo, além dos
parametros relacionados ao algoritmo de busca.

Uma vez que nem sempre estes parametros sao de
entendimento direto, nesta instrugcado alguns aspec-
tos relacionados a teoria que suporta BLAST séao
apresentados, visando proporcionar uma melhor uti-
lizacao deste método através do melhor entendimen-
to dos parametros envolvidos.

O Método BLAST para Determinacao
de Similaridades entre Seqiiéncias
Bioldgicas

BLAST é uma heuristica que tenta privilegiar a efi-
ciéncia computacional ao mesmo tempo em que
otimiza uma medida de similaridade especifica
(Altschul et al., 1997). Para que as heuristicas utiliza-
das no algoritmo de busca de BLAST possam ser
entendidas, é preciso que alguns conceitos e resul-
tados da teoria estatistica que suporta BLAST sejam
apresentados.

Score e matrizes de substituicao

Para que seja possivel estabelecer um alinhamento,
buscando similaridades, entre duas seqliéncias é pre-
ciso que um esquema de score seja estabelecido. A
discussao que se segue considera apenas esquemas
de score utilizados para comparacao de proteinas,
uma vez que os esquemas para comparacao de DNA
sdo mais simples, e estd baseada no exposto em
(Ewens & Grant, 2001).

Ao alinhar duas sequiéncias de aminoacidos, deseja-
se que um par alinhado (um aminoéacido de cada se-
quéncia) contribua para o score total do alinhamen-

to com um score tanto maior quanto for a probabili-
dade de se encontrar essa substituicao em sequlién-
cias biologicamente relacionadas. A abordagem uti-
lizada em comparacgao seqlienciais de proteinas é a
utilizacao de matrizes de substituicao, sendo que as
duas matrizes de substituicdo mais utilizadas séao
conhecidas como PAM e BLOSUM.

Determinacao de Matrizes
de Substituicao BLOSUM

A construcdo de uma matriz BLOSUM (BLOcks
SUbstitution Matrices) comeca com a obtencéao de
um conjunto de seqliéncias protéicas oriundas de
bases de dados publicas e que foram agrupadas em
familias. Dai, seguem-se os seguintes passos:

e a partir dessas seqliéncias, sdo extraidos blocos
de seqliéncias alinhadas, onde blocos séao ali-
nhamentos sem gap de uma regiao altamente
conservada da familia protéica. Observe que
para obter o alinhamento multiplo é necessario
utilizar um esquema de score. Como isto é exa-
tamente o que se pretende, nesta fase é atribui-
do score 1 para um par alinhado constituido do
mesmo aminoacido e 0 caso contrario (matriz de
substituicao unitaria);

e para cada bloco, sdo determinados clusters de
sequéncias, tal que cada seqliiéncia em um
cluster possua identidade X% (ex.: 85%) para
pelo menos uma seqliiéncia naquele cluster na-
quele bloco. As freqliéncias calculadas nos pas-
sos seguintes sdo medidas com relagao ao nu-
mero de cluster e ndo de seqiiéncias. A motiva-
cdo para este passo é o fato desejavel de que
cada par de seqliiéncias em um bloco tenha uma
quantidade de “distancia evolucionaria” equiva-
lente. O valor percentual X caracteriza a matriz,
de forma que dependendo do seu valor tém-se
matrizes BLOSUM®62, BLOSUMSS5, etc.;

e é medida a freqliéncia de ocorréncia no conjun-
to de blocos de cada aminoacido, denominada

=f,p/1<i<20.

e é medida a freqliéncia de ocorréncia no conjun-
to de blocos de cada par de aminoacidos (x,y),
denominada

=f,p/1 <xy £20.
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e para cada par de aminodcidos, determina-se a ra-
zao das probabilidades? de ocorréncia do alinhamen-
to dos aminoacidos ao acaso, dado a freqliéncia nos
blocos, pela proporg¢ao observada nos blocos

fufy
2 ,SEX=Yy
B p/1<x,y <20.

xfy

= e, =

,SEX#Y
Xy

e Os scores da matriz de substituicdo sdo obtidos
fazendo-se

= S,y =ROUND (-21log (e, ), p/1<x,y<20.

Onde o operador ROUND faz o arredondamento do
valor passado como parametro.

Para compensar a utilizagcdo da matriz de substitui-
¢do unitaria no primeiro passo do procedimento, o
processo é repetido mais duas vezes utilizando a nova
matriz de substituicao.

Determinacao de matrizes
de substituicao PAM

Um PAM ou “Point Accepted Mutations” é a substi-
tuicdo de um aminodcido em uma proteina e que é
“aceito” pela evolugédo, no sentido de que na espé-
cie em questdo, a mutagcao nao so6 apareceu, mas dis-
seminou-se em praticamente toda a espécie.

A construgdo de uma matriz de substituicdo PAM co-
mecga, como no caso da matriz BLOSUM, pela obtencdo
de um conjunto de alinhamentos multiplos de protei-
nas fortemente relacionadas arranjadas em blocos (ali-
nhamento sem gap). Estes blocos sao, entéo, utilizados
para construir um modelo evoluciondrio, a partir do qual
os parametros da matriz PAM séo obtidos. Os passos a
serem seguidos séo:

e Para cada bloco de seqliéncias, é construida uma
arvore filogenética utilizando o método de maxima
parcimodnia (Setubal & Meidanis, 1997; Durbin et al.,
1998; Ewens & Grant, 2001). Este algoritmo constroi
uma arvore com as sequliéncias originais nas folhas
e as seqliéncias inferidas nos nés internos, tal que o
nimero de substituicdes na arvore € minimo. As
arestas desta arvore representam a mutagdo em uma
Unica posigao que relaciona as duas seqiiéncias nos
nds que ele liga. Finalmente, observe que mais de
uma arvore podem resultar do algoritmo.

e Paracadabloco, a arvore filogenética correspon-
dente é utilizada para fazer uma contagem do

nuimero de mutagcbes para cada par de
aminodcidos j e k da seguinte forma:

—> Cada aresta contribui com 1 para a mutacao
j-ksejmk.

— Cada aresta contribui com 2 para a mutacgao
j-k se k = k.

= Se um bloco possui mais uma 4arvore
filogenética associada, as mutacdes sédo
contabilizadas para todas as arvores
filogenéticas e a contagem final é dividida
por n, onde n é o numero de arvores
filogenéticas associadas ao bloco.

e Totalize a quantidade de mutagdes j-k, Ajk’ para
todos os blocos.

e Definindo a quantidade a;=

Ajk
ZAjm
m
as seguintes quantidades podem ser definidas:
cajk, se j# k

L= <j.k<

plk 1_2k¢jcajk,sej:k,p/1_J’k_20.
Note que esta equacdo implica em zkpjk =1,
Assim, se a constante c for suficientemente peque-
na para que cada P; seja nao negativo, a matriz P =
{ij} tem as propriedades de uma matriz de transi-
¢ao de uma cadeia de Markov.

e Denotando p, como a freqliéncia observada do
aminodcido j, considerando as seqliéncias asso-
ciadas aos blocos, a proporgao de aminoacidos
que sofreram mutacdo apds uma interagcao da
cadeia de Markov definida pela matriz de transi-
¢ao P é dada por:

— Zj pjzk;tj Dik= czj Zkijpjakj, p/1< j, k <20.

Se a proporcdo de mutacoes esperada é fixada
em 1%, o valor de ¢ é dado por

o= X0 i<ik<o0.

2, 2 P

A matriz de transicdo obtida, considerando-se
essa proporcao de mutacbes esperada,
corresponde a uma distancia evolucionaria de 1
PAM e é denotada por M,. De modo geral, a
matriz correpondente a uma distancia
evoluciondria de n PAM ¢é obtida pela n-ésima
poténcia da matriz M, e é denotada por M .

o Denotando-se o elemento da matriz M _porm, 1,
a matriz PAMn é dada por:

2 0 termo correto, em inglés é likelihood. Quando a massa de dados é suficientemente grande seu valor aproxima-se da
probabilidade. Aqui, toma-se a liberdade de utilizar o termo probabilidade indistintamente.
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(n)
mjk

:Siszlog /1< j, k< 20.

ou, denotando q(j,k) como a probabilidade con-
junta de que o aminoacido j ocorra em uma dada
posicao no tempo 0 e o aminoacido k ocorra
nesta mesma posi¢cao n passos depois, de acor-
do com a cadeia de Markov definida pela matriz
M1, q(j,k) = pm, ™ e

= Si=Clogd 195 | /1< j k< 20.
Dipk

Observe que a constante C ndo é importante e refe-
re-se a escala do score.

Resultados da Teoria Estatistica de
Comparacgao Local de Sequéncias

Seja um alinhamento entre duas seqliéncias protéicas
de comprimento N, obtidas ao acaso. Este evento
pode ser modelado como um processo aleatdrio de-
nominado caminhada aleatdria, um caso particular
de cadeia de Markov e fornece a teoria de probabili-
dade basica que suporta BLAST (Ewens & Grant,
2001). Da analise desse alinhamento, os seguintes
parametros estatisticos sao obtidos (Ewens & Grant,
2001):

e O numero esperado de HSP (High-scoring
Segment Pair) com score maior ou igual a um
valor especifico S é estimado por:

= E(S) = NKe™s

Onde N é o comprimento das seqiiéncias, K é
uma constante obtida através de séries geomé-
tricas convergentes que dependem apenas do
score s(j,k) e das probabilidades p, e p’,, as pro-
babilidades de ocorréncia dos aminoacidos j e
k, e A é obtida através da seguinte expresséao,
também dependente apenas da matriz de subs-
tituicao utilizada s(j,k) e das probabilidades p, e
p’,- A notacgéao p, e p’, indicam que os dois
aminoacidos j e k alinhados em posigao especifica
foram gerados por mecanismos independentes.

= >, >, ppe’ U =1,p/1< j,k <20.

e A probabilidade que, neste alinhamento, exista
um HSP maior que S é dado por:
= P(Y>S)=1-¢eF®
Essa probabilidade é o P-value para a fdp asso-
ciada a Y. Essa, por sua vez pode ser aproxima-

da por uma fdp conhecida como Extreme Value
Distribuicao (EVD) dada por (Durbin et al., 1998):

= P(Y >y) = (KN

Todos estes resultados foram obtidos considerando-
se um alinhamento entre duas seqliéncias de tama-
nho fixo (N). Entretanto, BLAST manipula alinhamen-
tos entre seqiiéncias de tamanhos variaveis. Nenhu-
ma teoria que estenda os resultados mencionados
foi desenvolvida, mas diversos trabalhos de simula-
¢ao tém mostrado sua validade, com pequenas adap-
tacOes, para o caso geral quando as seqliéncias nao
possuem o mesmo comprimento (Altschul et al.,
1990; Altschul et al., 1994; Ewens & Grant, 2001).
Assim, as equacodes apresentadas podem ser rees-
critas da seguinte forma:

— E(S) = MNKeAS
= >, 2, P =1 1<k €20

= P(Y >y) = ¢ (KMNe™™)

Onde M e N sdo os comprimentos das seqliéncias
alinhadas.

Além disso, devido a melhoramentos nas heuristicas
utilizadas por BLAST e ainclusdo de tratamento para
gaps nas sequéncias (Altschul et al., 1997), os
parametros K e A nao podem mais ser obtidos ana-
liticamente. Eles, agora, sdo estimados através de
processos de simulagao executados previamente.

Com relacao a probabilidade de que exista pelo me-
nos um HSP com escore S ou mais, para compara-
¢oes entre uma “seqiiéncia query” e uma base de
dados de seqliéncia, desde que a base de dados in-
teira é D/N vezes mais longa que a seqliéncia de in-
teresse, a seguinte correcao é aplicada:

= Expect= (1 —¢e¢™) %

Este valor é conhecido como Expect ou E-value e é
apresentado no relatério do BLAST para avaliacao
da significancia do alinhamento obtido.

Finalmente, no relatério BLAST também é apresen-
tado um score normalizado, denominado Bit Score
e definido da seguinte forma:

§= AS-InK

= In2

A relagdo entre o “bit score” S’e o E-value é dado
por

= E=MN2¥
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Dessa forma, ao contrario do que ocorre quando se ava-
lia a significancia de um alinhamento a partir do score
S, em que é preciso conhecer os valores de M, N, AeK,
conhecendo-se o “bit score” S’, é necessario conhecer
apenas os valores do espaco de busca M e N.

O Algoritmo Usado por BLAST

O algoritmo utilizado por BLAST pode ser resumido
nos seguintes passos (Setubal & Meidanis, 1997) e
baseia-se na idéia de que bons alinhamentos locais
provavelmente contém pequenos segmentos de iden-
tidades (Durbin et al., 1998):

e Compilar uma lista de segmentos de alto score
(word no jargao de BLAST). Para proteinas, essa
lista é formada por todas as palavras com w
caracteres (w-mer) com score no minimo T com
algum w-mer da seqliéncia query.

e Procurar por hits na base de dados (cada hit
corresponde a uma semente). Um hit € um pe-
queno segmento alinhado onde cada posicao do
alinhamento corresponde a uma identidade (as
duas seqgiiéncias possuem o mesmo aminoéacido
na posicao correspondente).

o Estenda as sementes. Essa extenséo é realizada
nos dois sentidos; inicialmente era realizada sem
considerar gaps (Altschul et al., 1990), mas
atualmente, as extensodes sao feitas com gaps e
0 processo para estender uma semente so é dis-
parado se o seu score for maior que um limiar T,
ela possuir outra semente a uma certa distancia
maxima entre elas e se o0 score da extensdo com
gaps que elas geram excede a um dado limiar
Sg. (Altschul et al., 1997).

Observe que, para o céalculo dos scores, é utilizado uma
matriz de substituicdo tal como PAM ou BLOSUM. Na
verdade, diferentes versoes dessas matrizes estao dis-

poniveis como parametro para o usuario.

Finalmente, a estratégia adotada para penalizar gaps
é uma funcéo linear do comprimento do gap.
= pengap(x) =a+bx

Onde a é o valor da penalidade pelo gap e b é a pe-
nalidade por cada unidade de gap.

NCBI-BLAST

A implementacao de BLAST (The National Center For
Biotechnology Information, 2001a) mais largamente
utilizada atualmente é o servico mantido pelo NCBI.
Nesta secdo, apresentaremos brevemente o funcio-
namento deste servigo e as varias opcdes disponi-
veis para o usuario.

Dependendo do tipo de busca que se queira realizar,
pode-se utilizar o BLAST através de uma das seguin-
tes formas:

e blastp para comparacado de sequéncias de
aminoacidos em bancos de dados de proteinas;

e blastn para comparacao de seqliéncias de
nucleotideos em bancos de dados de DNA;

e blastx para comparacao de uma seqiiéncia de
nucleotideos transladada em todos os ORFs
(Open Reading Frames) com bancos de dados
de proteinas;

e thlastn para comparacao de seqliéncia de pro-
teina com um banco de dados de seqiiéncias de
nucleotideos dinamicamente transladados em
todos os seus ORFs; e

e thlastx para comparar os ORFs de uma seqlién-
cia de nucleotideos com os ORFs de todos os
nucleotideos em um banco de dados de
nucleotideos.

Além disso, ao formular um query para busca, pode-
se delimitar o espaco de busca de varias formas:

e O banco de dados a ser utilizado na busca;

e oresultado de uma query Entrez® sobre um ban-
co de dados ou

e um organismo especifico.

Os formatos aceitos para especificacdo da seqlén-
cia query compreendem:

e o formato FASTA;

e identificadores, normalmente cédigos para aces-
so aos bancos de dados mantidos pelo NCBI
como o GenBank.

3 Entrez é o Sistema de recuperacao e busca sobre os diversos bancos de dados mantidos pelo NCBI (The National Center For

Biotechnology Information, 2001b).
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e seqliéncias puras, que podem ou nao ser inter-
caladas por caracteres brancos ou numéricos.

BLAST oferece valores default para uma série de
parametros utilizados pelo algoritmo de busca, en-
tretanto todos sao configuraveis pelo usuario:

e 0 valor de Expect a ser utilizado como valor de
corte para a busca. Este é um valor importante,
pois indica o nivel de significancia a partir do
qual os resultados podem ser incluidos no rela-
tério de respostas;

e 0 tamanho da palavra a ser utilizada nas duas
primeiras etapas do algoritmo;

e a matriz de substituicdo a ser utilizada e a fun-
¢ao de penalidades para gap. Matrizes do tipo
PAMn e BLOSUMn estédo disponiveis para o usu-
ario, sendo a matriz BLOSUMG62 é a default. Este
parametro é importante, pois dependendo da
distdncia evolucionaria desejada uma matriz
pode ser mais adequada que outra. Observe ain-
da que para a matriz PAM, maior n corresponde a
maior distancia evolucionaria, enquanto que para
matrizes BLOSUM mantém-se a relagdo inversa; e

e opcglOes para filtragem de segmentos de baixa
complexidade que poderiam levar a obtencao de
seqliéncias que, apesar de apresentarem um alto
score e estatisticamente significativo, ndo pos-
suem significado bioldgico.

Existem ainda diversas opg¢des para formatagao do re-
latério da busca, incluindo formatos ASN.1, texto e html.

Finalmente, duas variantes importantes incorporadas
ao algoritmo BLAST devem ser destacadas:

e PHI-BLAST (Pattern-Hit Initiated BLAST): esta
variante do BLAST utiliza uma expressao regu-
lar para selecionar regides para busca de HSP,
ou seja, dada uma seqliéncia protéica S e um a
expressao regular P, PHI-BLAST procura por se-
gléncias que satisfagam P e sejam homodlogas
a S na vizinhanca das ocorréncias dos padroes.

e PSI-BLAST (Position Specific Interactive
BLAST): esta variante realiza uma busca
interativa, onde as sequiéncias resultantes de
uma interacao sao utilizadas para construcao de
um modelo de score especifico por posicao
(profile). PSI-BLAST néo utiliza uma matriz de
substituicdo, mas constrdi, a cada iteracdo, uma
matriz QxA, onde Q é o tamanho da seqliéncia e

A otamanho do alfabeto (20). Além disso, a cada
interacao o usuario pode remover algumas das
seqguéncias do conjunto de respostas da
interacao anterior, bem como salvar o profile
corrente. Estudos comparativos tém mostrado
que PSI-BLAST é mais sensivel para detectar
relacdoes distantes que o BLAST tradicional
(Altschul et al., 1997).

Exemplo de Busca

Neste exemplo, a base de dados utilizada é a base
de seqliéncias nao redundantes de aminoacidos do
GenBank (nr) e a seqliéncia de aminoacidos utiliza-
da como query é o ORF (Open Reading Frame) cor-
respondente a proteina ainda ndo caracterizada
MJ0577 do Methanococcus Jannaschii (The National
Center For Biotechnology Information, 2001c¢):
>gil2501594IsplQ579971Y577_METJA PROTEIN MJ0577
MSVMYKKILYPTDFSETAEIALKHVKAFKTLKAEEVILLHV
IDEREIKKRDIFXOXOOOOOOOOOOOOKK
XXX GIPHEEIVKIAEDEGVDIIIMGSHGK
TNLKEILLGSVTENVIKKSNKPVLVVKRKNS

As posigdes na seqiéncia indicadas com “X” infor-
mam ao BLAST que estas posicdes devem ser igno-
radas durante o processo de busca. Esta regido apre-
senta um tipo de composicdo de baixa complexida-
de que nao é detectado pelos filtros de BLAST, um
“Coiled-Coil”. O algoritmo utilizado para realizar esta
analise é o COILS (Lupas, 1997). O valor de Expect
utilizado para corte foi “1”, a matriz de substituicao
utilizada foi o BLOSUMG62 e os valores para penali-
dade por gap foram a=11 (para existéncia do gap) e
b=1(para a extensédo do gap).

As Fig. 1, 2 e 3 apresentam, a representacao grafica,
as sequéncias ordenada por score e os alinhamen-
tos entre as seqliéncias que retornaram da busca e a
sequéncia query. A partir da Fig. 1, observa-se que
existem diversas sequéncias relacionadas a sequén-
cia query por um score relativamente alto. A linha
rosa, que se estende por toda a seqliéncia represen-
ta a propria sequéncia query. Olhando o correspon-
dente alinhamento, verifica-se tratar-se de sequén-
cias associadas a determinacao da estrutura da
MJ0577. Os alinhamentos que se estendem por toda
a sequéncia representam possiveis homologos da
MJ0577 (pardlogos em Pyrococcus horikoshii,
Methanobacterum Thermoautotrophicum e
Agrobacterium tumefaciens), sendo que a medida
que o valor do score decai (e o correspondente Expect
aumenta), mais distante é a sequéncia homologa.
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Distribution of 135 Blast Hits on the 5

|'.l|.|:-l.|.u-|:n.r|r to show defline asnd scores. Click to show aligressncs

Color Key for Allpssent Scores

Fig. 1. Visualizacdo grafica do resultado de busca.

Observando as Fig. 2 e 3, procura-se por seqiiéncias
anotadas préoximas a MJ057. As primeiras sequénci-
as com anotagdo encontradas sdo aquelas com en-
trada no GeneBank gil15887843 e gil15155425, com
score 51.2 e Expect 3 e-06. Trata-se, portanto, de um
alinhamento bastante significativo, o que indica que
a proteina MJ057 estd provavelmente associada a
familia de proteinas USP (Universal stress protein).

>gi|15887843|refINP_353524.1| (NC_003062)
AGR_C 878p [Agrobacterium tumefaciens]
[Agrobacterium tumefaciens str. C58 (Cereon)]
gi|15155425|gb|AAK86309.1] (AE007985)
AGR_C 878p [Agrobacterium tumefaciens str. C58
(Cereon)]

Length =160

Score = 51.2 bits (121), Expect = 3e-06

Identities = 42/158 (26%), Positives = 62/158 (38%),
Gaps = 11/158 (6%)

Query: 2 SVMYKKILYPTDFSETAEIALKHVK
AFKTLKAEEVILLHVIDER
EIKKRDIFXXXXXXXX 61

+VM+K IL PTD S A+IA+ A +V++V +
+ D+

Sbjct: 14
NVMFKHILIPTDGSPLAQIAIDQGFALAREAGA
KVTVVTVSEPFHVIASDV---------- 64

Query: 62

).0,0,0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.4
XXX XX XXX XXXXXXXXXXGIPHEEIVK
IAEDEGV 121

GPEI+IA+ G
Sbjct: 65 —EDIAAIAEEEFHRCEEAEHLL
RDTQAHAAAMGLDCEALLARAGRPDEA
IIETADRTGC 122

Query: 122
DIIMGSHGKTNLKEILLGSVTENVIKKSNK
PVLVVKR 159
D+IM SH ++ E+LLGSVT V+K S PVLV ++
Sbjct: 123
DLIAMASHRRRSFIEMLLGSVTAKVLKNSKI
PVLVYRQ 160
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Sequinces producing S1gnlficAnt Allgmeenca:

gL ISEERTET raf |NF X47556.1]
@il 14550620 red | NP 143758, 11

gL AETSL1TE | ref |NF Z81000.1]
il 150516 ced |NF SE0342.110

gi| 1575078 T ref |[HF ZB0611.1]
GLl1SGEETII | ral|NF 2475101

gi| 15750505 el |NF 2080326.1]

gL ISETIOTE|ref |HF ZTE193.1]
Gi) IVE490RE | rel| NP SEE300. 1)

L] 1S6TESIB | ref |NF Z2756035.1
Gi)ASETROII | ral NP 71381

gi 17934405 ref |HF 531159.1]
gi] 15887843 | ref | NP 353524.1)

gil1EI2EN LN 1 g ARGSZ S04 . 1) ACO1444T 3

(M _D00009)
(9 000961)
ll-l.’.‘_m BO7T)
(WS 002607
(WS _002607)
(¥ 000905
{4C_002607)
(NC_000916)
35003298
ll-l.’.‘_mli]
(S _000B16)
(HE_003304)
(MC_003062)

L] 1567753 | ref |NF ZT4508. 1
G 1EVPASRd | ral | NP SE4418.1)

giliseTBLAY I ref|NF 27
gi|1€120145 ) ral|HF 33

i96.1|

733.1)

gil 11458518 ref |NF OFT0755.1
1] 16330107 raf | NF 440835.1

il 144851801 b | BARECHOS. 1

1] 17225082 |ref |NF 4B5630.1
Gil1VS4E0TH sl |NF SEP4E0. 1)

Qi| TZ6259F | gh | LAFSS047. L) AFZO6TLT 1

@i 3EFI2103

jref|HF SS87TT0.1|

i 15807134
1] 2208581

Jref| NP 255855.1)
Enl | CALATITAS. 1

gL ATE4EE N | red | NP S19625.1)

Q1] 1E59B505 i ref |NF ZE1959.1|

i) TEISOS |

aws | CABRS40F . 1]

gi] 17549903 | ref | NP SE8305.1]

L] &714491

AAFZE1D1.1

i 16080074 rel | NP 3P1804.1]

gi| 1TIEBSES | ref |NF_S41232.1)

1 1

{NC_003112)
{HC_003316)
IIHI_IIHJ’B!.EI
{Mc_002808)
{H:_000817)
llll:_ml 1]

coRAEEVEd hyporhat. ..
hypothetical prote...
Vegritie [(Halobsot...
Vogliléc [Halobast,..
VoglEsdc |[Halobacot ...
conaseved hypothet ...
Veglsloh [Halobadt,..
conasEved pESTEln ...
CONSERVED HYPOTHET...
conserved pEotEin ...
conagcved protein ...
oonserved hypothet...

AOR_C_878p [Ageeba.. .

(ACD1E447) wpknown Pro...

conaseved hyporhker...
conmerved hypochkat. ..
conserved protein ...
Vegiliie (Halobast...
conserved hypothet...
usknown proteln [5..-

(APOOIZLN) contains ESTs AULOLY...

(HC_D03Z272)
(WS _0ITRE)

(NC_003364)
(M¥E_001263)

hypotkecioal PrOTE...
COHSERVED HYPOTHET...

(AFZO6717] hypothetical...

CORasEVeEd PEOTELR ...
hypothetical prote...

[T13308) hypotherical proceinm [Y...

{85 _00329%)
(NC_002516)

CONSERVED HYPOTHET...
conseryved hypothet...

[AIZSEFE4) hypothetical peetein ...

(MC_003298)

(NE_000DE4)
llﬂ:_m!lﬂ]

CONSERVED HTPOTHET...

(ACDIZIZE] unknown PESL...

#imilar £ Eypothe...
Universsl scress p...

(bies] Valus

161 Ze=3D0
&6 le-10
2 le=08
59 ie-0B
-—!-"-?r Se-08
57 6e-0B
54 4e-07
54 6e=07
54 7e-07
.ﬂ. le=-0&
52 e-08
52 de-08
51 3e=06
51 de-08
50 6e-08
50 ée-08
E Ge-0&
58 Te-08
50 le-0%
_49  Ze=0%
4B Je-0%
_47 Se-0%
47 6e-0%
._‘-_I:_ Te-0%
A7 Be-05
a7 se-0s
_47  Se=0%
T4E  de-04
_45  le-04
46 ie-04
45 1le-04
A5 Ze-04
a5 ze-04
45 Ze-O4

Fig. 2. Resultado de busca: sequéncias com expect menor que o limite estipulado.
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Al grment s

FPal 1HGGATST | caf |NF 2475546,1] [HC_DOOS0%) consmerved hypothetical proteim [Aethanococcss
Jannaschii]

il 2501554 gp) QS7HET| FEIT HETJA Protein MJOSTT

ill!lEEDlﬂlEiI' |J|.IE‘I3?E hypothecical pEOCEin Bomoloy NIDSTT - HEechanocooCous jamnsschil

i S10TE0E | peb | AINTE)E Chain B, Srructuce-Based Lasignment OFf The Bicchemical Function OF
Hypoch=tioal Protein HIO0577: A Testc Cass Of Soructuaral
Genamlss

gl 5107801 | pdb | INJHI & Chain &, Struecture-Pazed hssignment €f The Bicchemical Functionm Of
Hypochecical Peocein MI0S?7: A Tesao Case OFf Scructuaral
GenamicE

Qi 15512E4| go] AABSBSEE, 1| [DE75D6] comseryved hypothetical procein [Eethancoococus Jjanpaschii]
Lepgeh = 162

Score = 161 bica (407), Expect = Ze=39
Identities = 100142 (67%), Positives = 1107162 (67%)

CuseEy: 1 HEUHYERILYPTOFSETAE TALEHVEAFETLEAREVILLHVIDERE IKKRBIFXEXHENY 40
NEVATERILYPTOFSETAE IALKMVEAFETLEAEEV ILLHV IDERE IKKRD IF
Shjer: 1 HSVHYEEILYPTOFSETAEIALKHVEAFETLEAEEVILLHVIDERE IRERGIFSLLLGYA &0

Queey: 51 XKD O D D O O DO O I IGIFHEEIVETAEDES 120
GIFHEEIVEIAEDEG
Bbjctr 61 GLNFSVEEFENELFNELTEEAFNEEENIEKELEIVGFEVEDI INVGIFHEEIVEIAEDEG 1Z0

Quecy: 121 WDIIIEGSEGETWLEE ILLGSVTENY IEESNEPYLVWERENT 162
Vi IITHGSEJRTHLEE ILLOSVTERNV I FESNEFYLVWERFRE

Shict: 121 VRITIRGSHGETNLEEILLGSVTENVIEESNEPYLVVERENS 142

i 14500800 | caf NP 142956,1| I:Ht_ﬂmﬁlr Eypothebical pratein [Pyroceccus haxrikaszhii)

gLl 74949496 pir]| |BT113Z hypochecical protein FHOBER - FPyrocooCus horiko=hii

gi|3257235 | dny| BALZOS16.1] (APODOODI} 170sa long hyporketical prevein [Pyrecoseus hoeilkeshii)
LeEpgth = 170

Fig. 3. Resultado de busca: alinhamentos.
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Caso esta entrada nao estivesse na base de dados,
ou para reforgcar a homologia detectada, o exame dos
alinhamentos deveria prosseguir até o nivel de simi-
laridade (score e Expect) que se julgasse adequado.
Neste caso, encontrariamos as seguintes sequénci-
as anotadas (até o limiar onde seguramente
homologias podem ser detectadas — Expect = 0.1),
que reforcam a suposicdo de que a seqiiéncia sob
analise pertence a familia USP:

>gi|17988589|refINP_541222.1| (NC_003318)
Universal stress protein family [Brucella melitensis]
2i|17984389|gb|AAL53486.1| (AE009663) Universal
stress protein family [Brucella melitensis)

Length = 148
Score = 45.4 bits (106), Expect = 2e-04
Identities = 20/51 (39%), Positives = 34/51 (66%)

>gi|13541477|ref]NP_111165.1] (NC_002689)
Nucleotide-binding protein (UspA-related)
[Thermoplasma
volcanium]
21/14324861|dbj|BAB59787.1| (AP000993)
hypothetical protein [Thermoplasma volcanium]
Length = 150
Score = 44.3 bits (103), Expect = 4e-04
Identities = 24/44 (54%), Positives = 33/44 (74%)

>gi[17229756|ref]NP_486304.1| (NC_003272) Na+/
H+-exchanging protein [Nostoc sp. PCC 7120]
gi|17131355|dbj|BAB73963.1| (AP003588) Na+/H+-
exchanging protein [Nostoc sp. PCC 7120]

Length = 543
Score = 41.2 bits (95), Expect = 0.004
Identities = 19/52 (36%), Positives = 34/52 (64%)

>gi|18313304|ref]NP_559971.1| (NC_003364)

universal stress protein family [Pyrobaculum
aerophilum]

2i|18160828|gb|AAL64153.1] (AE009873) universal

2i/14324932|dbj|BAB59858.1| (AP000993)

hypothetical protein [Thermoplasma volcanium]
Length = 142

Score = 38.9 bits (89), Expect =0.017

Identities = 18/46 (39%), Positives = 31/46 (67%)

>gi[15608774|ref]NP_216152.1| (NC_000962)
hypothetical protein Rv1636 [Mycobacterium
tuberculosis
H37Rv]
2i[15841091|ref]NP_336128.1| (NC_002755)
universal stress protein family [Mycobacterium
tuberculosis CDC1551]
gi1|7444951|pir||B70560 hypothetical protein Rv1636 -
Mycobacterium tuberculosis (strain
H37RV)
gi|2113920/emb|CAB08889.1| (Z95554) hypothetical
protein Rv1636 [Mycobacterium tuberculosis
H37Rv]
gi|13881306|gbl]AAK45942.1| (AE007031) universal
stress protein family [Mycobacterium
tuberculosis CDC1551]
Length = 146
Score = 37.0 bits (84), Expect = 0.062
Identities = 18/52 (34%), Positives = 34/52 (64%)

>gi[16122525|ref]NP_405838.1| (NC_003143)
putative stress protein [ Yersinia pestis|
gi[|15980297|emb|CAC91106.1| (AJ414151) putative
stress protein [ Yersinia pestis]

Length =318
Score = 36.6 bits (83), Expect =0.078
Identities = 17/53 (32%), Positives = 30/53 (56%)

>gi[2507515|sp|P44195]YDAA_HAEIN Protein
HI1426
Length =309
Score = 36.2 bits (82), Expect =0.11
Identities = 19/53 (35%), Positives = 34/53 (63%)

stress protein family [Pyrobaculum aerophilum] Para fins de ilustracao, a Fig. 4 apresenta o resulta-
Length = 137 do da busca utilizando a mesma seqiiéncia query,

Score = 39.3 bits (90), Expect =0.013
Identities = 36/152 (23%), Positives = 59/152 (38%),

mas utilizando a matriz PAM70. O Resultado é essen-

Gaps = 18/152 (11%) cialmente o mesmo e a hipotese final criada seria a

mesma. Entretanto, observa-se que as seqliéncias
>0i[17986386|ref]NP_539020.1| (NC_003317) apresentam um score menor e as similaridades en-
Universal stress protein family [Brucella melitensis] contradas uma extensdo menor, o que indica que a

2i|17981977|gb|AAL51284.1| (AE009453) Universal
stress protein family [Brucella melitensis)

utilizacdo desta matriz apresenta uma sensibilidade

Length = 149 menor, o que pode prejudicar a deteccao de similari-
Score = 39.3 bits (90), Expect = 0.014 dades mais fracas. As matrizes PAM foram utilizadas
Identities = 19/47 (40%), Positives = 31/47 (65%) como default por BLAST por muito tempo, mas atu-

almente a matriz recomendada como default é a
>gi[13541547|ref]NP_111235.1] (NC_002689) matriz BLOSUM®62. Caso nenhum resultado signifi-

Nucleotide-binding protein (UspA-related)
[Thermoplasma
volcanium]

cativo ser obtido, recomenda-se a utilizacdo da ma-
triz BLOSUM30.



Entendendo e Interpretando os Pardmetros Utilizados por BLAST

Disiribation of 87 Blast Hits on the Sequence
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Fig. 4. Visualizagao gréfica do resultado de busca utilizando matriz PAM70.

Comentarios Finais

Nesta instrugdo foram apresentados conceitos e resul-
tados tedricos que suportam BLAST e sua utilizacéo foi
exemplificada através do servico mantido pelo NCBI.

BLAST constitui-se, hoje, numa ferramenta de fun-
damental importancia para biologistas moleculares,
pois permite que, no estudo de uma seqliéncia, se-
qliiéncias potencialmente homdlogas sejam encon-
tradas, fornecendo ainda medidas estatisticas para a
avaliacao da significancia da similaridade detectada.

Entretanto, a decisdo sobre se uma similaridade de-
tectada representa uma homologia passa obrigato-
riamente pela interpretacao bioldgica do alinhamen-
to obtido por BLAST. Assim, BLAST por si s6 nao é
suficiente para revelar uma homologia, mas consti-
tui-se num primeiro passo fundamental neste senti-
do. Porisso a importancia da correta interpretacao
de seus parametros e resultados.
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