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Reconstrucio de Arvores Filogenéticas a partir de
mtDNA usando o Algoritmo SEQUITUR

Andresso da Silva, Milena Marinho Arruda e Francisco Marcos de Assis

Resumo— A anadlise filogenética de sequéncias genOmicas
agrupa informacoes sobre a diversidade bioldgica e classificacio
genética dos organismos. Essa anilise é comumente feita
utilizando técnicas de alinhamento de sequéncias. Contudo, esses
métodos tém um custo computacional alto, especialmente a
medida que o comprimento das sequéncias gendmicas crescem.
Neste artigo é proposto a utilizacdo do algoritmo SEQUITUR
para definir a distincia entre sequéncias de mtDNA de dez
espécies. Os resultados obtidos a partir do método proposto
foram comparados com os gerados baseado em abordagens
anteriores que utilizaram o algoritmo de Lempel-Ziv. As
arvores filogenéticas geradas foram semelhantes nos dois casos,
produzindo os mesmos agrupamentos conforme os grandes
grupos analisados. Porém, o tempo médio para a geracio das
arvores utilizando o SEQUITUR foi da ordem de minutos,
enquanto que utilizando o Lempel-Ziv foi de horas. Desta forma,
o método proposto possui caracteristicas preferiveis na aplicacio
de reconstruciio de arvores a partir de sequéncias de DNA.

Palavras-Chave— SEQUITUR, complexidade, mtDNA, arvore
filogenética.

Abstract— Phylogenetic analysis of genomic sequences gathers
information about the biological diversity and genetic
classification of organisms. This analysis is commonly done
using sequence alignment techniques. However, these methods
have a high computational cost, especially as the length of
genomic sequences grow. In this paper, it is proposed to use the
SEQUITUR algorithm to define the distance between mtDNA
sequences of ten species. The results obtained from the proposed
method were compared with those generated based on previous
approaches that used the Lempel-Ziv algorithm. The phylogenetic
trees generated were similar in both cases, producing the same
clusters according to the major groups analyzed. However, the
average time for generating the trees using SEQUITUR was in the
order of minutes, while using Lempel-Ziv was hours. Thus, the
proposed method has preferable characteristics in the application
of tree reconstruction from DNA sequences.

Keywords— SEQUITUR, complexity, mtDNA, phylogenetic
tree.

I. INTRODUCAO

A andlise filogenética de sequéncias gendmicas € uma
drea de interesse no processamento de sinais gendmicos uma
vez que agrupa informacgdes sobre a diversidade bioldgica
e classificacdo genética e, portanto, explora as relacdes

z

evolutivas entre os organismos. Essa andlise ¢ comumente
feita utilizando técnicas de alinhamento de sequéncias como
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BLAST [1], USEARCH [2] e KCLUST [3]. Contudo, esses
métodos tém um custo computacional alto, especialmente
a medida que o comprimento das sequéncias gendmicas
crescem. Para superar esse problema, outras abordagens foram
adotadas.

Dentre as abordagens estd a utilizacdo da complexidade
de Lempel-Ziv que foi amplamente investigada como solucao
devido a sua propriedade de subaditividade [4], [5], [6], [7],
[8]. Outros dois métodos que se destacam sio o Comet [9],
inspirado no algoritmo de compressio por previsdo por
correspondéncia parcial (PPM, do inglés: Prediction by Partial
Matching) e o Kameris [10], baseado na frequéncia de
subsequéncias de comprimento k.

Outra solucdo alternativa aos métodos de alinhamento de
sequéncias foi proposta por Li et al. [11]. A partir do algoritmo
de compressdo de sequéncias GenCompressl foi realizada uma
estimativa da complexidade de Kolmogorov e essa estimativa
foi utilizada para definir as distincias entre sequéncias.

Uma solug@o ainda ndo explorada para esse problema
¢ utilizar algoritmos baseados na geracdo gramdticas como
SEQUITUR para estimar a complexidade de Kolmogorov. O
SEQUITUR ¢ um algoritmo de compressio que identifica
repeti¢cdes de subsequéncias e que apresenta complexidades
temporal e espacial lineares [12], [13] o que € uma
caracteristica desejdvel em aplica¢gdes envolvendo sequéncias
DNA que podem possuir um grande niimero de simbolos.

Desta forma, nesse artigo € proposto o uso do algoritmo
SEQUITUR para estimar a complexidade de sequéncias
de DNA bem como a distancia entre elas. Em seguida,
as distAncias s@o aplicadas na constru¢do de 4rvores
filogenéticas cuja base de dados é composta por sequéncias
genéticas mitocondriais (mtDNA) de dez espécies de
mamiferos placentdrios. Os resultados obtidos neste artigo sdo
comparados com as drvores filogenéticas geradas utilizando o
algoritmo de Lempel-Ziv.

As SecOes seguintes estdo organizadas como se segue.
Na Secdo II sdo apresentados os conceitos fundamentais,
definicbes e a descricdio do algoritmo SEQUITUR. Na
Secdo III sdo apresentados os detalhes da metodologia
incluindo as informagdes da base de dados utilizada. Na
Secdo IV sd@o discutidos os resultados obtidos e, por fim, na
Secdo V sao apresentadas as conclusdes.

II. CONCEITOS FUNDAMENTAIS
A. Gramdtica Livres de Contexto e Complexidade

Definicdo 1 (Gramdtica Livre de Contexto (GLC) [14]):
Uma gramdtica livre de contexto € uma quddrupla
G = (N,T,P,S) em que
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e N é o conjunto dos simbolos ndo-terminais;

e T ¢é o conjunto dos simbolos terminais;

e P ¢é o conjunto de regras de producdo da forma o — p,
emqueoc € Nepe (NUT)*;

e S ¢é a expressdo inicial em que as regras de produgdo
serdo aplicadas.

Definicdo 2 (Complexidade de uma regra): A

complexidade de uma regra ¢ — p é definida como

K(o = p) =(p), M

em que [(p) é o nimero de simbolos em p.

Definicdo 3 (Complexidade de uma Sequéncia): A
complexidade de uma GLC gerada a partir de uma sequéncia
p € definida como

Ka(p) =U(S)+ > K(o—q), 2)

oceEN

em que [(.S) é o nimero de simbolos em S.

B. SEQUITUR

O SEQUITUR [12] € um algoritmo de compressdo que
apresenta complexidades temporal e espacial lineares [13] e
que realiza inferéncia da estrutura hierdrquica de sequéncias
a partir de repeticdes de subsequéncias. As repeti¢des
encontradas s@o utilizadas para definir uma gramatica em que
toda regra deve ser utilizada pelo menos duas vezes e todo
par de simbolos terminais ou ndo-terminais consecutivos que
aparecem mais de uma vez devem se tornar regras.

Um par de simbolos terminais ou ndo-terminais
consecutivos € chamado de diagrama. Em [15] o SEQUITUR
foi aplicado para a compressdo de textos semi-estruturados e
apresentou compressdes maiores do que os outros métodos
utilizados para esse fim, incluindo o PPM. O pseudo-cédigo
do SEQUITUR ¢ apresentado no Algoritmo 1.

Na Tabela I é apresentado um exemplo de como é o
processo de gera¢do da gramdtica do SEQUITUR para a
sequéncia u = ABCABC'. Os simbolos sdo lidos da esquerda
para a direita e a cada novo simbolo lido um diagrama ¢é
formado e armazenado. No momento em que dois diagramas
iguais sdo observados, uma regra é formada e os diagramas
s@o substituidos pelo simbolo nio-terminal que representa a
regra. Quando uma regra é utilizada somente uma vez, o
simbolo nao-terminal que representa a regra € substituido pelos
simbolos a que ela se refere.

Desta forma, o SEQUITUR retornara (22, {2—ABC})
considerando o exemplo da Tabela I. Para obter a sequéncia
original, basta fazer o processo de substitui¢cdes sucessivas das
regras. Para calcular a complexidade da gramatica gerada pelo
SEQUITUR se utiliza a Eq. 2, ou seja, Kg(u) = K(22) +
K(2— ABC) =5.

Considerando como outro exemplo a sequéncia v =
ATGGTGCACCTGACTCCTGAGG, a gramdtica gerada
pelo SEQUITUR € (A1G1C232TC3AGG, {1—-TG, 2—AC,
3—C1}). A expressio Al1GIC232TC3AGG possui 14
simbolos, dos quais sdo 6 ndo-terminais e 8 sdo terminais.
Cada uma das 3 regras que formam as regras possui uma
complexidade de 2, entdo, segue que a complexidade de v
¢ Kg(v) =144+2+2+2=20.

Algoritmo 1: Pseudo-cédigo do SEQUITUR [13].

Entrada: Sequéncia u

Saida: Gramatica de (S, P) gerada a partir de u
S < string vazia;

para Cada simbolo i de u faca

Anexar i a regra S;

se Aparecer um digrama duplicado entao

se A outra ocorréncia é uma regra entao
Substituir o novo digrama pelo ndo-terminal

que encabeca o outro digrama;

senao
Formar uma nova regra com um novo

ndo-terminal;
Substituir os dois digramas pelo novo
nio-terminal;

fim

se Uma regra ¢ utilizada apenas uma vez entao
Substituir o contetido da regra pelo

ndo-terminal;
Remover a regra;

fim

fim

fim

TABELA I: Geracdo da gramdtica utilizando o SEQUITUR
para a sequéncia u = ABCABC.

S Regras Diagramas | Comentdrios

AlA Nenhuma acgdo.

B |AB AB Novo digrama: AB.

C |ABC AB,BC Novo digrama: BC.

A | ABCA AB,BC,CA | Novo digrama: CA.

B | ABCAB AB,BC,CA | Digrama AB j4 visto, cria regra.
1C1 1—AB AB Regra criada para representar AB.
1C1 1—-AB AB,1C,C1 |Novos digramas: 1C e Cl1.

C|1CI1C 1—AB AB,1C,C1 |Digrama 1C ja visto, cria regra
22 1—+AB,2—1C| AB,1C Regra criada para representar 1C.
2 7y ABC AB.BC Reg~ra /1 somente usada uma vez,

entdo ¢ removida.
22 2—ABC AB,BC,22 | Novo digrama: 22.

O SEQUITUR produz gramadticas com complexidade menor
ou igual ao comprimento da sequéncia de entrada. Desta
forma, pode-se calcular a reducdo no uso de simbolos de uma
sequéncia u de comprimento 7 como

3)

de forma que, para K¢ (u) = 1, a redugdo serd de 0, sendo
necessario exatamente n simbolos para reproduzir a sequéncia
U.

Neste artigo foi utilizada a implementacdo do SEQUITUR
disponivel na biblioteca scikit-sequitur [16] escrita na
linguagem Python.
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III. METODOS

A abordagem adotada neste artigo para gerar as arvores
filogenéticas a partir do SEQUITUR se utiliza do conceito
de complexidade das gramadticas livres de contexto como
estimativa para a complexidade de Kolmogorov. Desta forma,
a complexidade da gramitica gerada pelo SEQUITUR para
uma determinada sequéncia serd utilizada como estimativa
da sua complexidade Kolmogorov. Como a complexidade de
Kolmogorov néo é computdvel, entdo se utiliza algoritmos para
se obter estimativas [17], [11].

A partir da estimativa da complexidade de Kolmogorov das
sequéncias € possivel definir uma distancia entre estas. Nesse
sentido, Chen e colaboradores [17] propuseram utilizar como
medida de distancia entre duas sequéncias u e v,

K(v) = K(v|u)
D =1-——" 4
(u,v) K(uv) @
em que K() é a complexidade de Kolmogorov.

Posteriormente, Li et al. [11] apresentaram a mesma
medida de distdncia da Eq. (4) e provaram a desigualdade
triangular para pequenos valores de complexidade.

Para utilizar a distancia da Eq. (4) também para o
algoritmo SEQUITUR, define-se a complexidade condicional
entre sequéncias a partir das gramdticas geradas conforme a
definicdo a seguir.

Defini¢dao 4 (Complexidade condicional): Sejam duas
sequéncias u, v, a complexidade condicional K¢ (u|v) de u
dado v € definido como a complexidade K¢ (uv) da gramdtica
obtida pela concatenacdo de v e v menos a complexidade
K¢(v) de v, ou ainda

K (ulv) = Kg(vu) — Kg(v). &)

Desta forma, a complexidade condicional serd menor se
as sequéncias forem parecidas e maior, caso contrario. Isso
acontece porque se as sequéncias forem parecidas, as regras
geradas para w serdo mais reutilizadas em u, fazendo com
que a gramdtica cresga com uma menor taxa do que se regras
diferentes fossem criadas e adicionadas.

O indice G da complexidade da gramdtica gerada pelo
SEQUITUR serd suprimido por simplicidade da notagdo,
quando ndo houver confusdo entre as complexidades.
Variacdes na distancia da Eq. (4) foram experimentadas neste
artigo (e.g., usar |u|+|v| ou K (u)+ K (v) como denominador),
porém, foram obtidos resultados semelhantes ou agrupamentos
inesperados. Desta forma, optou-se por usar a Eq. (4) como
medida de distancia.

Para comparar as arvores filogenéticas obtidas com a
utilizagdo do SEQUITUR, foi também implementada a
abordagem apresentada por [18]. Em [18], é utilizada a
complexidade ¢(-) de Lempel-Ziv [19] e a complexidade
condicional ¢(+|-) de sequéncias para definir a medida de
distancia entre duas sequéncias u € v como

D(u,v) = max{c(ulv), c(v|u)} (6)

2

que € simétrica, ndo-negativa e obedece a desigualdade
triangular.

A complexidade ¢(v) é definida como o nimero de frases
em que a sequéncia v pode ser separada de forma que cada

nova frase seja composta pela maior subsequéncia observada
até o momento na sequéncia e um novo simbolo [20]. Como
¢é feita a verificagdo de todas as subsequéncias anteriores, a
complexidade temporal desse algoritmo é bem maior do que
a do SEQUITUR. A complexidade c(u|v) é o nimero de
frases em que a sequéncia u pode ser separada considerando
que as maiores subsequéncias podem pertencer a v. Desta
forma, quanto maior a semelhanga entre as sequéncias u e v,
menor serd a complexidade condicional ¢(u|v). O algoritmo
de Lempel-Ziv apresentado em [19] é conhecido como LZ76
e serd assim referido doravante.

As sequéncias de DNA analisadas neste artigo estdo
disponiveis no banco de dados de nucleotideos do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) que fornece
acesso aberto a informagdes biomédicas e gendmicas [21].
Os dados gendmicos disponibilizados pelo NCBI sdo
rotuladas por um identificador, o nimero GI, que §é
uma série simples de digitos processados pelo NCBI.
Portanto, a andlise da reconstrucdo da drvore filogenética
de dez espécies de mamiferos placentarios dar-se-a por
meio das seguintes sequéncias gendmicas mitocondriais:
X83427, 729573, V00662, D38116, Y18001, V00711,
X14848, V00654, X79547, U96639. Essa sequéncias foram
selecionadas para contemplar primatas, roedores, espécies do
clado ferungulata e um grupo externo a fim de verificar o
agrupamento gerado a partir do SEQUITUR e do LZ76.

Foram calculadas as distidncias entre as sequéncias
gendmicas mitocondriais selecionadas de forma a gerar uma
matriz de distincia. Devido ao fato de que K (v) — K (v|u) =~
K(u) — K(u|v) [22], entdo a matriz de distincia gerada
foi aproximadamente simétrica. Nos trabalhos que utilizaram
essa distancia [17], [11] ndo foram sugeridos modos de lidar
com a ndo simetria da matriz de distancia. Desta forma,
foram experimentadas estratégias como usar o valor minimo
min{K (v) — K(v|u), K(u) — K(u|v)}, o valor maximo
max{K (v) — K(v|u), K(u) — K(u|v)} e a média aritmética
(K(v) — K(v|u) + K(u) — K(ul|v))/2 para tornar a matriz
simétrica. A utilizacio da média aritmética apresentou 0s
melhores resultados em termos de agrupamento e, portanto,
foi a escolhida para gerar os resultados.

As matrizes de distancia foram utilizadas como entrada
para o método de grupo de pares ndo ponderados com
média aritmética (UPGMA) que é um método de clusterizacio
hierdrquico aglomerativo usado para gerar dendrogramas,
representando as arvores filogenéticas [23].

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para gerar os resultados, foi utilizado um computador com
um processador Intel i7, meméria RAM 8 GB e relégio de
2,7 GHz.

Na Tabela II sdo apresentadas as complexidades calculadas
com o SEQUITUR para as sequéncias jd mencionadas. Nota-se
que as complexidades K calculadas sdo menores do que o
comprimento n das sequéncias e que o SEQUITUR produz
uma gramatica que reproduz a sequéncia original utilizando
até 70% menos simbolos. O célculo das redugdes (R) foram
realizados por meio da Eq. (3).
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TABELA 1II: Comprimento n das sequéncias e
complexidades K das sequéncias selecionadas.
l Grupo H Espécie [ Sequéncia [ n [ K [ R ]
Chimpanzé D38116 16554 | 4969 | 0.700
Primatas Babuino U20753 16521 | 4983 | 0.698
Humano D38115 16569 | 4974 | 0.700
Cachorro U96639 16727 | 4990 | 0.702
Ferungulata Cavalo X79547 16660 | 4942 | 0.703
Boi X99256 16338 | 4954 | 0.697
Rato Y18001 16300 | 4885 | 0.700
Roedores
Camundongo | Y10524 16295 | 4842 | 0.703
Opossum X14848 17084 | 4994 | 0.708
Grupo Externo .
Ornitorrinco | AJ001562 | 17019 | 5043 | 0.704

Para analisar o comportamento da complexidade
condicional do SEQUITUR, foram selecionadas sequéncias
correspondentes a espécies evolutivamente proximas (humanos
e chimpanzés), evolutivamente distantes (humanos e
cachorros) e sequéncias aleatérias. Foram utilizadas
sequéncias de comprimento igual a 4000 simbolos
devido ao tempo para gerar as sequéncias aleatdrias.
Na Fig. 1, s@o apresentadas as complexidades para
as sequéncias do humano concatenadas da seguinte
maneira: humano com humano (humano+humano),
humano com chimpanzé (humano+chimp.), humano
com cachorro (humano+cdo), humano com sequéncias
aleatérias (humano+aleat.).

A complexidade para os primeiros 4000 simbolos ¢ igual
a complexidade do humano. Como o esperado, a menor
complexidade da concatenacdo € obtida para o caso de
humano com humano, seguido da complexidade do humano
com o chimpanzé, do humano com o cachorro e, por fim,
humano com uma sequéncia aleatdria. Desta forma, a distancia
obtida serd proporcional a diferenca entre a complexidade da
concatenagdo e a complexidade do humano e a distancia entre
as sequéncias aparenta refletir a distincia evolutiva entre as
espécies.

A curva correspondente a humano-+aleat. apresenta um
sombreado porque foram geradas 700 sequéncias aleatdrias
e foi tomado a média aritmética entre as complexidades. O
coeficiente angular da curva da complexidade considerando a
sequéncia aleatdria é a aproximadamente igual ao coeficiente
angular da curva da complexidade do humano. Isso indica que
foi necessdrio criar novas regras e a complexidade continuou
a crescer com a mesma taxa.

Quando utilizadas sequéncias com menos de 1000 simbolos,
observou-se que as diferengas entre as complexidades das
concatenagdes ndao eram bem definidas, podendo levar a
célculos incorretos de distancia (e.g., cachorro ser mais
préoximo evolutivamente do humano do que o chimpanzé do
humano). O mesmo ocorreu quando se utilizou o SEQUITUR
nas sequéncias apresentadas em [7] as quais possuem menos
de 100 simbolos e a arvore filogenética produzida ndo
apresentou os agrupamentos esperados. Desta forma, quanto
maiores as sequéncias, melhor discerniveis sdo as diferengas
entre as sequéncias. Assim, é esperado que a arvore gerada
reflita mais adequadamente as distdncias evolutivas entre as

humano+aleat.
2500 - humano+c&o
humano+chimp.
2000 A K=n
humano+humano
1500 A
v
1000 A
humano
500 A
0 T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000
n
Fig. 1: Complexidades para as sequéncias do humano e

concatenadas com aleatdrio, cdo, chimpanzé e humano.

Ornitorrinco Ornitorrinco
— Opossum — Opossum
Humano Humano
{ Chimpanzé ﬁ{ Chimpanzé
— Babuino — Babuino
Camundongo L{ — Camundongo
{ Rato L Rato
Boi T Boi
Cavalo _{ Cavalo
Cachorro — Cachorro

(a) SEQUITUR. (b) LZ76 [18].

Fig. 2: Arvores geradas utilizando SEQUITUR e LZ76.

espécies.

Utilizando as sequéncias selecionadas (ver Tabela II) foram
geradas as arvores filogenéticas apresentadas na Fig. 2, usando
o SEQUITUR (Fig. 2a) e usando o LZ76 (Fig. 2b) baseado
em [18].

As espécies de primatas, roedores, ferungulata e grupo
externo foram associadas corretamente nas arvores de acordo
com seus grupos. Desta forma, as arvores obtidas utilizando
tanto o SEQUITUR quanto o LZ76 sdao da forma como
representado na Fig. 3. A tnica diferenca entre as drvores
geradas utilizando SEQUITUR e LZ76 € o agrupamento para o
Ferungulata, em que o o cachorro e o cavalo sdo apresentados
como mais préximos evolutivamente. Isso pode ter acontecido
devido a semelhanca entre as sequéncias do cavalo e cachorro,
sendo necessdrias sequéncias maiores para haver uma distin¢do
maior entre as complexidades estimadas e entre as distancias.
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Grupo Externo

Primatas
Roedores

Ferungulata

Fig. 3: Agrupamento gerado utilizando SEQUITUR e LZ76.

O tempo médio para a geracdo da drvore da Fig. 2a
utilizando o SEQUITUR foi de 56 segundos. Enquanto que
o tempo médio para a geragdo da drvore da Fig. 2b utilizando
0 LZ76 foi de 4225 segundos, o que é aproximadamente 1 hora
e 10 minutos. J ao considerar 29 espécies com comprimentos
semelhantes as ja utilizadas, o tempo estimado para gerar
as darvores utilizando o SEQUITUR e LZ76 passa a ser 7
minutos e 8 horas, respectivamente. Como o SEQUITUR tem
complexidade linear no tempo, era esperado que o tempo de
execugdo fosse menor, o que torna possivel sua utilizagdo para
um maior nimero de sequéncias e sequéncias com maiores
comprimentos, enquanto que, sob as mesmas condi¢des, o
tempo requerido pelo LZ76 o torna invidvel.

V. CONCLUSOES

Neste artigo foi proposto a utilizagdo do algoritmo
SEQUITUR para definir a distdncia entre sequéncias de
DNA mitocondrial (mtDNA) de dez espécies contemplando
roedores (rato e camundongo), primatas (chimpanzé, babuino,
humano), ferungulata (cachorro, cavalo, boi) e um grupo
externo (ornitorrinco € opossum).

Os resultados obtidos utilizando o SEQUITUR foram
comparados com os gerados baseado em abordagens anteriores
utilizando o algoritmo de Lempel-Ziv. As arvores filogenéticas
geradas foram semelhantes nos dois casos, produzindo os
mesmos agrupamentos conforme os grandes grupos. Porém,
o tempo médio para a geracdo das arvores utilizando o
SEQUITUR foi da ordem de minutos, enquanto que utilizando
o Lempel-Ziv foi de horas.

Observou-se que a geracdo das drvores utilizando o
SEQUITUR ¢é mais sensivel do que o Lempel-Ziv,
principalmente levando em consideracdo o comprimento das
sequéncias. Para a base de dados e abordagem adotadas, é
preferivel comparar sequéncias de mtDNA com mais de 4000
simbolos, para reduzir a sensibilidade ao comprimento das
sequéncias.

Sendo assim, a aplicagdo do SEQUITUR para reconstrucio
de arvores filogenéticas produziu resultados semelhantes aos
ja encontrados na literatura. Além disso, o fato de as
complexidades temporal e espacial do SEQUITUR serem
lineares e nao utilizar alinhamentos de sequéncias, fazem
o método proposto possuir caracteristicas preferiveis na
aplicacdo de reconstru¢do de drvores a partir de sequéncias
de DNA.

Como trabalhos futuros, pretende-se testar o desempenho
do método proposto considerando bases de dados maiores,
contendo sequéncias maiores. Além disso, propde-se comparar

o método proposto com mais métodos de geragdo de arvores
filogenéticas.
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