Proyecto Fin de Carrera de Ingenieria en Informatica

Algoritmos de compresién para secuencias
biolégicas y su aplicaciéon en arboles filogénicos
construidos a partir de ADN mitocondrial

Pablo Urcola Irache

Directora: Elvira Mayordomo Camara

Departamento de Informéatica e Ingenieria de Sistemas
Centro Politécnico Superior

Noviembre 2006






Comprimir es comprender
Jorge Wagensberg






Agradezco a todo el mundo que me ha ayudado o me ha ofrecido su ayuda en
algin momento de la realizacion de este proyecto su interés y disposicion. Como
dltimo favor les pido que me dejen dedicar este trabajo a mi abuelo.






Indice general

I Memoria

1. Introduccién

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.

Objetivos . . . . . . .
Alcance . . . . ..
Trabajo previo . . . . . . . . Lo
Contexto . . . . . . . . . e
Métodos, técnicas y herramientas . . . . . ... ... ... .. ...
Contenido de la memoria . . . . . . .. . ... ... ... .. .. ..

2. Conceptos previos

2.1.

2.2,

Secuencias biologicas . . . . .. ..o
2.1.1. Formacién de proteinas . . . . . . . . . ... ... ... ...
2.1.2. Estructuradel ADN . . ... ... ... .. .. .......
Arboles de filogenia . . . . . .. ...

3. Desarrollo del estudio

3.1.

3.2.

Adaptacién del algoritmo de Lempel-Ziv . . . . . . ... ... ...
3.1.1. Resultados . . . . ... ... ... ... ... ..
Anélisis de los algoritmos de compresiéon especificos . . . . . . . ..
3.2.1. GenCompress . . . . . . .. ..
3.2.2. Pattern Hunter . . . ... ... .. ... ... ........
3.2.3. Pattern Hunter IT . . . . . . . . ... ... ... .. .....
324, dnaX . . ..

4. Implementacién del compresor

4.1.
4.2.

4.3.

Especificacion del algoritmo . . . . .. .. ..o
Directivas de diseno . . . . . . . . . . . . ...
4.2.1. Sobrelosdatos . . ... ... ... ... ... ... ...
4.2.2. Sobre el uso del algoritmo . . . . . .. ...
Estructura del algoritmo . . . . . . .. .. .. ... ... ...
4.3.1. Anélisisde laentrada . . . . . . . ... ... ... ... ..

11
11
11
12
12
13
13

15
15
16
16
17

19
19
20
20
20
21
22
22



2 INDICE GENERAL
4.3.2. Seleccion de las repeticiones . . . . . . ... ... 28

4.3.3. Codificacion de la salida . . . . . ... ... .. ... .... 29

4.4. Consideraciones generales . . . . . . ... ... ... ... 31
4.5. Interfaz grafica . . . . . . . ... o 31

5. Arboles filogénicos 35
5.1. Calculo de la distancia entre dos secuencias . . . . . . . . ... ... 35
5.2. Caracteristicas del compresor . . . . . . .. . ... ... .. .... 36
5.3. Métodos de calculo . . . . . .. ..o 36
5.4. Herramientas utilizadas . . . . . . . ... ... ... ... ... ... 37

6. Resultados 39
6.1. Resultados del compresor. . . . .. ... ... ... .. ....... 39
6.1.1. Bancodepruebas . . . . .. ... ... ... .. ... .... 39

6.1.2. Analisis de los resultados . . . . . . .. ... .. ....... 40

6.2. Resultados de los arboles de filogenia . . . . . . .. .. .. .. ... 43
6.2.1. Correcciéon de las pruebas . . . . . ... ... 44

6.2.2. Ficheros de prueba . . . . . .. .. ... .. ... ... 44

6.2.3. Algoritmos y métodos utilizados . . . . . .. .. .. ... .. 45

6.2.4. Resultados obtenidos . . . . . . .. ... ... ... .. .. 45

7. Conclusiones 49
7.1. Conclusiones sobre el compresor . . . . . . .. ... .. ... .... 49
7.2. Conclusiones sobre los arboles de filogenia . . . . . ... ... ... 50
7.3. Conclusiones personales . . . . . . ... ... .. .. .. ...... 51
Bibliografia 53
II Apéndices 55
A. Cédigo fuente de la implementacién 57
A.1. Notas de la distribucion . . . . . . .. .. ... 57
A2, ADN (Cabecera) . . . ... .. ... 58
A3, ADN L L 59
A.4. Entrada-Salida de Bits (Cabecera) . . . . . ... ... ... ... .. 60
A5, Entrada-Salidade Bits . . . .. . ... ... ... ... ... ..., 63
A.6. Arboles Rojinegros (Cabecera) . . . . . . . ... ... .. ... ... 67
A.7. Arboles Rojinegros . . . . . . . ... ... 68
A.8. Cola de prioridades (Cabecera) . . .. ... ... ... ...... 71
A.9. Cola de prioridades . . . . . . ... .. ... ... ... 72

A.10.Arbol de rangos (Cabecera) . . . . . . . . ... ... ... ... 73



INDICE GENERAL 3

A1LArbol derangos . . . . . . . ... 74
A.12.Referencias (Cabecera) . . . . . . . .. ... . 7
Ad3.Referencias . . . . ..o 79
A.14. Automata (Cabecera) . . . . . . .. ..o Lo 80
Adb Automata . . . ... L 82
A.16.Codificador (Cabecera) . . . . . . . .. ... oL 84
A17.Codificador . . . ... 85
A18.Decodificador (Cabecera) . . . . .. .. ... Lo 88
A19.Decodificador . . . ..o 89
A.20.Compresor (Cabecera) . . . . ... ... ... ... 90
A21.Compresor . . . . ... 92
A.22.Descompresor (Cabecera) . . . .. .. .. ... ... ... 96
A.23.Descompresor . . ... e 96
A.24.Excepciones (Cabecera) . . . ... .. .. ... ... ... 98
A25.Excepciones . . . . ... 98
A.26.Ventana de estadisticas (Cabecera) . . .. .. ... ... ...... 99
A.27 Ventana de estadisticas . . . . . . ... .. Lo 99
A.28.Ventana principal (Cabecera) . . . .. .. ... ... ... ..... 100
A.29.Ventana principal . . . . . . ..o 102
A.30.Programa principal . . . . ... ..o 109

A31.Makefile . . . . . o 110



INDICE GENERAL



Indice de figuras

2.1. Procesos de transcripcion y traduccion . . . ... o000 0L L 16
2.2. Ejemplo de arbol de filogenia de cuatro individuos . . . . . . . . .. 17
4.1. Fases del algoritmo . . . . . . . ... ... 27
4.2. Ventana principal . . . . . .. .. ... 32
4.3. Ventanas de estadisticas . . . . . . ... ... L. 32
6.1. Arbol generado por el algoritmo RLE . . . . . ... ... ... ... 46
6.2. Arbol generado por el algoritmo gzip . . . . . . .. ... ... ... A7
6.3. Arbol generado por el compresor de ficheros de ADN . . . . .. .. 48



INDICE DE FIGURAS



Indice de cuadros

2.1.
3.1.
4.1.

6.1.
6.2.
6.3.
6.4.
6.5.
6.6.

Moléculas y monémeros . . . . .. ..o 15
Ejemplo de construcciéon de cadena binaria . . . . . .. .. ... .. 21
Codificacion de Bit de Continuidad . . . . . ... ... .. .. ... 30
Banco de pruebas ajeno . . . . .. ..o 0oL 40
Banco de pruebas propio . . . . . . ... oo 40
Prueba t de Student de igualdad de medias 1. . . . . . .. ... .. 42
Prueba t de Student de igualdad de medias 2. . . . . . .. ... .. 42
Prueba de igualdad de varianzas . . . . . . .. ... .. ... ... 43
Prueba t de Student de igualdad de muestras . . . .. .. .. ... 43



INDICE DE CUADROS



Parte 1

Memoria






1

Introduccion

En esta seccion se describen los elementos fundamentales en que se enmarca el
proyecto como pueden ser el objetivo, el alcance, el trabajo previo en que se apoya,
el contexto en que se desarrolla o las herramientas que se han utilizado para su
realizacion. Ademas se indica de forma abreviada el contenido y distribucion del
resto de las secciones de la memoria.

1.1. Objetivos

Los objetivos del proyecto, tal y como se indicaron en la propuesta, son los
siguientes:

» Estudio de los algoritmos de compresion de secuencias bioldgicas utilizados
en la actualidad, su comparacion con los de proposito general y la obtencion
de unas pautas de diseno que se deben tener en cuenta al crearlos.

= Estudio de la aplicaciéon de los algoritmos de compresion a la generacion de
arboles filogénicos utilizando la informacién contenida en el ADN mitocon-
drial y anéalisis de las caracteristicas necesarias de los primeros asi como los
distintos métodos de construcciéon de los arboles.

1.2. Alcance

Definidos estos objetivos, la intencion del proyecto no es superar los niveles de
compresion o velocidad de otros algoritmos sino caracterizar de la mejor forma los
fundamentos que un compresor de secuencias de adn debiera tener. Finalmente
esta caracterizacion se ha implementado para probar en qué forma mejora los
algoritmos existentes.

11



12 1. INTRODUCCION

En relacion a los arboles filogénicos, éstos no se pueden comparar con otros
puesto que hay multitud de versiones vélidas y respaldadas cada una de ellas por
alguna teoria, asi que se considera que se ha alcanzado un resultado bueno al en-
contrar un método que se aproxima a las ideas mas aceptadas en la actualidad por
la mayoria. Para la contruccién de los arboles se utiliza la informacion genética del
ADN mitocondrial puesto que debido a su pequeno tamarno se hace méas manejable
sin perder capacidad de diferenciacion entre los distintos individuos.

1.3. Trabajo previo

La documentacion preexistente tanto en el campo de los algoritmos de com-
presion como en los arboles de filogenia es muy extensa y diversa, aunque, debido
a que en general son bastante recientes, la validez de sus contenidos no estd muy
contrastada, por lo que hay que agudizar el sentido critico frente a ellos.

Existe una gran variedad de algoritmos de compresion genéricos (|13, 12, 20]) y
algunos dedicados a secuencias biologicas descritos en [4], [5] y [10], generalmente
integrados en las grandes bases de datos de genomas que existen como NCBI! o
GenBank?. Ambos tipos sirven como base para el proyecto puesto que se pretende
saber por qué los primeros no funcionan con secuencia biologicas y qué caracteris-
ticas hacen a los segundos eficaces a la hora de comprimir este tipo de datos.

En cuanto a los arboles de filogenia, la variedad de métodos esta relacionada
directamente con la diversidad de hip6tesis sobre la evolucion de las especies, como
se explica en [6], y con los distintos métodos numeéricos de célculo de distancias,
descritos en |16].

1.4. Contexto

El desarrollo de este proyecto se enmarca dentro del grupo de investigacion
de complejidad computacional (GCC) que forma parte del Grupo de Ingenieria
de Sistemas de Eventos Discretos (GISED) del Departamento de Informatica e
Ingenieria de Sistemas (DIIS). Este grupo investiga sobre el funcionamiento de los
distintos algoritmos de compresién de uso general y querfa averiguar por qué no
eran utiles al comprimir secuencias biologicas. Debido a que se desarrolla en el
seno de un grupo de investigacion, el proyecto tiene una gran carga de trabajo de
recopilacion de informaciéon y un apartado mas reducido de los elementos tipicos
de un proyecto de software.

thttp:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/
http:/ /www.psc.edu/general /software /packages/genbank /genbank.html
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Este trabajo ha sido parcialmente financiado por el proyecto de investigacion
del Ministerio de Educacion y Ciencia TIN2005-08832-C03-02, que cuenta con el
apoyo de la empresa deCODE genetics.

1.5. Meétodos, técnicas y herramientas

Gran parte del tiempo de trabajo del proyecto se invirtié6 en documentacién,
fundamentalmente lectura de articulos y consulta con otros investigadores que
trabajan en el mismo tema. La disposicion de los articulos y de algunos algoritmos
fue dificultosa en algunos casos debido a las licencias restrictivas, lo que redujo la
capacidad de investigacion.

Una vez conseguida toda la informacion al alcance, se extrajeron las ideas para
la implementacion del software desarrollado para posteriormente verificarlo y com-
pararlo con los programas ya existentes. Por tltimo se disen6 un interfaz amigable
que facilitara la utilizacion y la extraccion de los datos de la ejecucion para su
posterior andlisis. Ademaés se pudo incluir uno de los algoritmos ya existentes [10]
en el mismo interfaz grafico gracias a que se facilitaron los ficheros fuentes para su
utilizacion, lo que simplifica la labor de comparacion de ambos algoritmos.

El trabajo con los arboles de filogenia no se decantaba tanto por la implemen-
tacion sino por la realizacion de pruebas y el analisis de los resultados. Por eso
se optd por el uso de un paquete de programas® que alcanzara todas las nece-
sidades del proyecto, facilitando el trabajo con los &rboles sin necesidad de una
implementacion propia de los métodos.

1.6. Contenido de la memoria

En una primera seccion, se definen los conceptos relativos a secuencias biolo-
gicas y arboles de filogenia necesarios para la comprension del trabajo realizado
en el proyecto. La seccion 3 aborda el proceso de documentacién seguido hasta
alcanzar el diseno final del compresor, indicando todos los pasos recorridos y las
ideas adquiridas en cada uno de ellos. Posteriormente se profundiza en la mejora
implementada utilizando los conocimientos adquiridos en la fase de estudio. La
seccion 5 estd dedicada al trabajo realizado sobre los arboles de filogenia. Las dos
altimas secciones contienen respectivamente informacion sobre las pruebas reali-
zadas, los resultados que se obtuvieron y, por tltimo, las conclusiones que se han
podido extraer de todo el trabajo realizado.

3http:/ /evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
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Conceptos previos

En esta secciéon se explican los conceptos necesarios para entender algunos
elementos del proyecto que se alejan de la informatica, fundamentalmente relacio-
nados con la genética y con la teoria de la evolucion.

2.1. Secuencias biologicas

Llamamos secuencia biologica a la representacion de cualquiera de la sucesiones
de mondémeros que intervienen en la sintesis de proteinas a partir de la informacion
genética de los organismos. Se pueden diferenciar tres tipos de secuencias distintas:

» Acido desoxirribonucleico o ADN
» Acido ribonucleico o ARN
s Proteinas

Cada uno de los elementos bésicos que componen una de estas moléculas es un
monomero, siendo de distinta naturaleza en cada una de ellas como se aprecia en
el cuadro 2.1.

Molécula Monbémero
ADN Base nitrogenada
ARN Base nitrogenada

Proteina Aminoacido

Cuadro 2.1: Moléculas y monémeros

Todas ellas estan implicadas en el proceso de extraccién de la informacion
genética y su transformacion.

15



16 2. CONCEPTOS PREVIOS

2.1.1. Formacién de proteinas

En el proceso de transcripcion, el ADN se utiliza para la sintesis de ARN de
diversos tipos. Sin embargo, no toda la informacion existente en el ADN queda
reflejada luego en el ARN. Existen fragmentos, llamados ADN basura, de los que,
hoy por hoy, no se conoce funcionalidad alguna. E1 ARN resultante esta exclusi-
vamente dedicado a la generacién de moleculas de proteinas.

La fase de traduccion es en la que se generan aminoacidos a partir de la in-
formacion contenida en las moléculas de ARN. Para la construccion de un tnico
aminoacido se necesitan tres bases de la secuencia de ARN. Esta traduccién se
realiza utilizando el llamado c6digo genético por el que se hacen corresponder las
tripletas de bases nitrogenadas con aminoicidos. Un mismo aminoicido puede ser
sintetizado utilizando la informacién de distintas tripletas.

Traduccién Transcripcién

[ARN] [PROTEINA]
ADN ARN PROTEINA

Figura 2.1: Procesos de transcripcion y traduccion

Desde el punto de vista practico, el uso del ARN es practicamente imposible
debido a que es un elemento temporal en el conjunto del proceso y su inestabi-
lidad impide su manejo en el laboratorio. Si analizamos el proceso atendiendo a
la informacion almacenada, la fase de traduccion implica una pérdida de informa-
cion al sintetizar las proteinas usando el antes mencionado cédigo genético. Por
estas razones se decidi6 utilizar las secuencias de ADN para su almacenamiento y
compresion, a pesar de que contienen informaciéon aparentemente inutil.

2.1.2. Estructura del ADN

Ya se ha dicho arriba que el ADN estaba formado por una sucesio6n de bases
nitrogenadas. Estas bases son cuatro que, por comodidad, se representan por su
inicial:

Adenina

Citosina

Guanina

Timina
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La molécula de ADN tiene una estructura de doble secuencia de bases com-
plementarias. Dado que los emparejamientos estan prefijados, solo es necesario
almacenar una de ellas para conocer la otra. La longitud de estas moléculas puede
oscilar desde unos centenares a millones de bases.

Cabe decir que los estudios en esta rama de la ciencia estdn en pleno desa-
rrollo lo que impide en estos momentos otorgar significado alguno a las distintas
combinaciones de bases de forma que pudiera repercutir en los métodos utilizados
durante la compresion. Por este motivo se decidio que el algoritmo de compresion
no deberia hacer distinciones entre las distintas subcadenas de ADN.

2.2. Arboles de filogenia

Segtin la teoria de la evolucion de las especies de Charles Darwin, todos los
seres vivos son la evolucion de un antepasado comin. Un arbol de filogenia es un
grafo conexo aciclico en el que cada nodo representa a un organismo y cada arco
representa la relacion de descendencia o evolucién, de forma que se puede establecer
qué seres tienen el antecesor comin mas cercano. Podriamos considerar el drbol
genealogico de una familia como un arbol de filogenia aunque los que se tratan
en la realidad son méas genéricos y, en lugar de tratar con individuos, tratan con
especies. Sin embargo, un ejemplo con un arbol genealogico servird para explicar
el uso y la construcciéon de estas estructuras.

Figura 2.2: Ejemplo de arbol de filogenia de cuatro individuos

La figura 2.2 es el arbol filogénico para cuatro individuos. Se aprecia c6mo
se crea el arbol de ancestros 16gico segin los parentescos dispuestos. Cabe resal-
tar que se crean nuevos individuos en un principio imaginarios que son ancestros
de los reales o de otros creados de esta forma. Las conclusiones que se pueden
extraer es que primo es mas cercano a prima que al resto y lo mismo podemos
decir de hermana e individuo. En este ejemplo, los nodos creados por el algoritmo
corresponderian al abuelo, al padre y al tio del individuo.
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La complejidad de su construccion reside en decidir qué datos de cada individuo
se usan para el estudio y en extraer informacion que sirva para construir el arbol
a partir de los datos de cada individuo. Por supuesto, en este proyecto sélo nos
interesan los obtenidos a partir de las secuencias de ADN mitocondrial de los
distintos individuos.

Este tipo de ADN, el mitocondrial, es algo especial puesto que s6lo aparece en
las mitocondrias, que son unos organulos presentes en las células de los organismos
pluricelulares que realizan la respiracion celular. Son los encargados de transformar
el oxigeno en energia. La informacion genética almacenada es realmente extrana
puesto que no sufre alteraciones durante la reproduccion sino que es transmitida
de forma directa a través del 6vulo materno. De esta forma las variaciones sufridas
a lo largo del tiempo son mucho menores que el resto de las cadenas de ADN,
aunque estudios muy recientes apuntan cada vez mas hacia la gran relevancia de
dichas variaciones [15].
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Desarrollo del estudio

En este apartado se refleja el proceso de estudio de los distintos compresores
de secuencias biolégicas que han sido investigados, desde simples adaptaciones de
algoritmos de compresion de cardcter general a otros ya creados especificamente
para secuencias de ADN.

3.1. Adaptacion del algoritmo de Lempel-Ziv

La primera opcién como algoritmo de compresion para secuencias biologicas que
sugirio la directora del proyecto fue la adaptacion de los algoritmos de Lempel-Ziv
al alfabeto formado por las cuatro bases nitrogenadas {A, C, G, T}. Generalmente,
los algoritmos implementados de este tipo trabajan con bits o bytes, de forma
que habia que introducir alguna pequena variaciéon para que funcionaran con las
secuencias de ADN. De entre la gran variedad de algoritmos de la familia LZ se
eligi6 el LZ77 porque ofrecia la maxima simplicidad sin pérdida de capacidades.

Este algoritmo recorre la entrada buscando en la parte aiin no procesada una
cadena que también esté en la parte ya recorrida, tal y como se explica en [20].
En caso de encontrar una repeticion suficientemente larga, escribe una referencia
a ella en lugar de la propia subcadena. Si no se encuentra tal repeticion, se escribe
el primer simbolo atin no procesado directamente en la salida y se continua con el
siguiente simbolo hasta terminar el fichero.

La btisqueda puede limitarse hasta cierta ventana de comparacién o comprobar
todo el fichero. Si estd limitada en un cierto rango, la escritura de la referencia
es mas sencilla puesto que solo pueden escribirse cierto rango de valores, lo que
se puede hacer con un numero de bits fijo. Sin embargo, al limitar la bisqueda
disminuye la probabilidad de encontrar una repeticién y como consecuencia, la
capacidad de compresion, por esta razén se eligié un algoritmo que hiciera una
bisqueda completa. Por tanto, las referencias tuvieron que escribirse usando una

19



20 3. DESARROLLO DEL ESTUDIO

codificacion de longitud variable [1]. En todos los casos se exigia que una repeticion
tuviera una longitud minima tal que escribir una referencia a ella ahorra espacio
en comparacion a escribirla de forma directa. Esta parte sufrié la mayor variaciéon
junto con la codificacion de los simbolos puesto que sbélo se necesitan dos bits para
codificar cualquiera de las cuatro bases nitrogenadas.

3.1.1. Resultados

Los resultados obtenidos mediante esta adaptacion no son en general buenos
puesto que no se alcanzan niveles de compresion significativos. Usando como uni-
dad el nimero de bits que necesita una base para ser escrita, el mejor de estos
algoritmos conseguia alcanzar una ratio de 1.927. Teniendo en cuenta que sin uti-
lizar ningtn método de compresion, al ser Gnicamente cuatro elementos los que
componen las secuencias de ADN, se puede alcanzar unos niveles de compresion
de 2 bits por base, el resultado no es muy bueno. De hecho, si se considera que el
coste en tiempo de las biisquedas era bastante grande, no merecia la pena usar el
algortimo implementado frente a la codificacion directa de las bases.

3.2. Analisis de los algoritmos de compresion es-
pecificos

Al quedar patente que con la adaptacion del algoritmo de Lempel-Ziv no se al-
canzaban resultados muy buenos se decidi6 analizar en profundidad los algoritmos
creados para la compresion de secuencias de ADN. No resulté dificil encontrar el
que parecia dar mejores resultados, DNACompress [5]. Es el ultimo de los algorit-
mos conseguidos por un mismo grupo de trabajo que también fue el responsable
del GenCompress [4].

3.2.1. GenCompress

Este algoritmo es muy similar al algoritmo de Lempel-Ziv presentado arriba.
También recorre secuencialmente el fichero buscando repeticiones en la parte que
va ha sido analizada. La diferencia clave es que introduce la capacidad de detectar
repeticiones inexactas. Al parecer, las secuencias de ADN, al estar sujetas a muta-
ciones puntuales, pueden poseer repeticiones de bastante longitud en las que unos
pocos elementos difieren entre ambas apariciones.

Al introducir esta posibilidad la forma de referenciar repeticiones cambia pues
debe adaptarse a las nuevas capacidades. Esto se traduce en que una referencia
inexacta se codifica como una referencia exacta més una serie de operaciones de
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edicion (insercion, sustitucion y borrado) que afectan a algunos de los elementos
de esa repeticion.

La forma en que decide si una repeticion debe tenerse en cuenta o no depen-
de ahora de mas factores. Para simplificar, se asignan puntos positivos por cada
elemento repetido y negativos en caso de elementos diferentes. Esta puntuacion se
calcula en funciéon del coste de la codificacion de la cadena de operaciones que ge-
neraria. Cuando la puntuacion de una repeticién baja por debajo de un umbral se
considera que no aportard mas compresion si se continua con la misma referencia
asi que se decide acabar alli la repeticion.

La idea de aceptar repeticiones inexactas es innovadora pero los resultados
empiricos no nos convencian mucho. En general, los elementos diferentes de las
repeticiones aparecen al final de las repeticiones puesto que son estos los que hacen
bajar la puntuacion hasta el limite permitido. Por esta razén no se consider6 tan
importante la capacidad de incluir repeticiones inexactas, al menos consideradas
de esta forma.

3.2.2. Pattern Hunter

La siguiente propuesta de este grupo de trabajo proponia un cambio radical.
El compresor DNACompress se basa en los resultados de un motor de bisqueda
de repeticiones llamado Pattern Hunter [8]. Este programa independiente devuelve
una lista de las repeticiones inexactas méas largas que tienen en comiin dos o méas
secuencias de ADN. DNACompress utiliza las salida producida por Pattern Hunter
al ejecutarlo con un mismo fichero como entrada para comprimir dicho fichero
cogiendo las mejores repeticiones.

El algoritmo que nos interesa es el de Pattern Hunter. La diferencia principal
con su predecesor es que trata la entrada de una manera totalmente distinta. Lo
primero que hace es sacar una cadena binaria de comparacion elemento a elemento
de las entradas en las que un 1 indica que los elementos son iguales y un 0 indica
que son distintos. Podemos ver un ejemplo en la figura 3.1.

Secuencia A aaaccccaagggt
Secuencia B aagctcaaagcgg
Diferencia 1101010111010

Cuadro 3.1: Ejemplo de construcciéon de cadena binaria

Cuando la entrada es una tnica cadena la compara con una copia desplazada
de forma que todas las posiciones sean comparadas. Para buscar las repeticiones
simplemente tendria que buscar secuencias de unos en la cadena binaria obtenida
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pero como también permite repeticiones inexactas, lo que hace es buscar aparicio-
nes de un determinado patron fijo de longitud corta de forma que no require que
todos los elementos sean unos. Por ejemplo, podria buscar en esa cadena binaria
el patron 11011 que indica que busque repeticiones inexactas que tengan dos bases
repetidas alrededor de cada bases diferente. Una vez encontrados los patrones los
intenta extender hacia ambos lados para obtener la mayor longitud posible. De
nuevo, para considerar si un repeticién es aceptable o no, utiliza el sistema de
puntuacion que también usa la version anterior.

Los resultados avalan este método fundamentalmente en lo que a velocidad se
refiere puesto que al usar cadenas binarias las comparaciones se pueden agilizar.
Sin embargo mantiene el problema de su predecesor de dejar las inexactitudes en
las repeticiones cercanas a ambos extremos de la cadena.

3.2.3. Pattern Hunter II

La ultima version del compresor DNACompress [7] consiste tnicamente en
la modificacion del motor de busqueda de repeticiones. Béasicamente se trata de
ampliar la posibilidad de encontrar repeticiones inexactas utilizando més de un
patron sobre la cadena binaria lo que hace que sea un algoritmo méas exhaustivo que
su primera version sin aumentar drasticamente el tiempo de ejecucion. Se presenta
pues un nuevo problema muy complejo consistente en seleccionar un conjunto de
patrones que funcionen de la mejor forma posible.

Los resutados de esta nueva version son muy similares a los de la primera
versibn aunque aumenta ligeramente la cantidad de repeticiones encontradas, lo
cual mejora la compresién obtenida.

El problema de estos dos algoritmos, claramente los mejores, es que no hay
informacion suficiente para estudiarlos en profundidad y mejorarlos sin tener que
usar ingenieria inversa a partir del producto final para reconstruirlos. Esta razén
hacia imposible su uso como base para implementar alguna mejora.

3.2.4. dnaX

A pesar de los buenos resultados de los algoritmos Pattern Hunter, no resulta-
ba muy satisfactoria la solucién basada en las repeticiones inexactas puesto que,
analizando los resultados, los elementos distintos aparecen de forma muy escasa
(nunca mas de tres en una repeticion) y generalmente situados hacia los extremos
de las secuencias repetidas. Se consider6 posible alcanzar los mismos niveles de
compresion sin necesidad de tener en cuenta las repeticiones inexactas simplemen-
te acortando las repeticiones.

El algoritmo dnaX [10] opta por esta solucion y anade una caracteristica nueva
como es la busqueda de repeticiones invertidas. Al consultar ésto con bioquimicos
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se descubrié que no era descabellado encontrar inversiones de trozos de secuencias
de longitudes que pueden llegar a casi un millon de bases [18].

Este algoritmo funciona de una forma algo distinta que los vistos con ante-
rioridad. Basicamente trocea la secuencias en fragmentos de 20 bases y, tras la
bisqueda de repeticiones exactas, codifica la entrada segtiin estos bloques, dicien-
do qué partes de las 20 bases estan ya repetidas y qué partes no, referenciando
las primeras y escribiendo las tultimas directamente en el fichero de salida. Las
referencias a repeticiones deben ahora llevar un bit que indique si son repeticiones
directas o inversas.

Segiuin el articulo que lo describe, los resultados que presenta este algoritmo son
similares a los del Pattern Hunter tanto en tiempo como en tasa de compresion.
Ademas, el autor facilité las fuentes del algoritmo lo que hacia mucho mas facil el
trabajo partiendo de su cédigo para introducir alguna mejora.
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Implementacion del compresor

En esta seccion describo la soluciéon implementada como compresor de secuen-
cias de ADN. En la seccién 6 se describen los resultados obtenidos con nuestro
compresor y en comparacion con los ya existentes.

4.1. Especificaciéon del algoritmo
Algoritmo: Compresor de ficheros de ADN

Entrada: Fichero en el que inicamente aparezcan los caracteres A, C, Gy T en
maytusculas o mintusculas.

Salida: Se crea un fichero que ocupa menos espacio que la entrada y que contiene
la misma informacion, de forma que se pueda recuperar el original utilizando
un descompresor.

4.2. Directivas de diseno

Tras el estudio realizado al problema se han obtenido ciertos elementos de
disefio que se considera que el algoritmo debe tener presentes. Estos se refieren
tanto a las caracteristicas particulares del tipo de datos tratado como al uso que
se le va a dar a la aplicacion obtenida.

4.2.1. Sobre los datos

» Las secuencias de ADN estan formadas por cuatro elementos, por tanto con 2
bits por cada base se puede escribir el fichero. Cualquier archivo comprimido
generado deberia superar esta tasa de compresion.

25



26

4. IMPLEMENTACION DEL COMPRESOR

La longitud de las secuencias de ADN es enormemente diversa, desde unos
pocos cientos a varios millones de bases.

No se conoce ninguna estructura comun a todas las secuencias de ADN sufi-
cientemente definida que permita dividirlo en secciones por razones seméan-
ticas o funcionales.

La frecuencia de las distintas bases nitrogenadas es, en general, igual para
todas ellas.

El ADN suele contener repeticiones de longitudes muy variadas que no tienen
por qué seguir cierta localidad espacial.

Debido a la posibilidad biolégica del ADN de sufrir mutaciones puntuales
pueden aparecer repeticiones de secuencias no exactas que se diferencian en
unas pocas bases.

En las secuencias de ADN pueden aparecer fenémenos de inversion de ciertas
subcadenas.

4.2.2. Sobre el uso del algoritmo

Las condiciones de uso del algoritmo son de vital importancia para tenerlas
en cuenta al disenarlo. En el caso que nos ocupa el proceso de trabajo con una
secuencia de ADN es aproximadamente el siguiente.

1.
2.

Se extrae en el laboratorio la molécula de ADN que se desea obtener.

Se secuencializa, también por métodos quimicos, la molécula extrayendo asi
la sucesion de bases nitrogenadas.

Se introduce la secuencia obtenida en una base de datos de ADN.

Se consulta todas las veces que se necesite para compararla con otras mues-
tras obtenidas o para cualquier otro cometido.

Se puede deducir que la operacion que més se realiza con este tipo de datos es
la de consulta lo que nos sugiere que es ésta operacion la que hay que agilizar en
mayor medida, pudiendo invertir més tiempo en otras operaciones.

4.3.

Estructura del algoritmo

El algoritmo se divide en tres fases diferenciadas para facilitar su comprension
y su mantenimiento y son el anéalisis de la entrada, la seleccion de las repeticiones
y la codificacion, como se ve en la figura 4.1.
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Entrada—— Anaélisis Seleccién Codificacion ——Salida

Figura 4.1: Fases del algoritmo

4.3.1. Analisis de la entrada

En esta fase se trata de extraer la maxima informacion de la entrada que pueda
servir posteriormente para comprimir al maximo. Fundamentalmente lo que se
buscan son repeticiones dentro del fichero de forma que luego puedan sustituirse
las subsecuencias por referencias a otras que son iguales.

La busqueda de las repeticiones en el fichero es una de las partes méas costosas
del algoritmo y donde hay que refinar mucho el codigo para optimizar todo lo
que se pueda el tiempo de ejecucion. Sin embargo hay que tener en cuenta lo
comentado anteriormente del proceso de trabajo con una secuencia de ADN en la
que la compresion inicamente se realizaria una vez antes de almacenarla en la base
de datos por lo que puede ser relativamente lenta comparado con la descompresion.

Dado que la velocidad del algoritmo no era una prioridad se implement6é como
primera version una busqueda exahustiva simple en la que para cada posicién se
buscaba en todo el fichero la repeticion més larga. Este codigo, aunque eficaz, era
ya intratable para ficheros de unos pocos millares de bases pues hacia enormemente
costoso realizar cualquier prueba.

La segunda opcion surgié a partir de lo leido en [3] que indicaba que los arboles
de sufijos eran un tipo de datos que se amoldaba muy bien a la tarea a realizar. La
dificultad de implementaciéon de las operaciones sobre estas estructuras hizo que se
optara por una versiéon mas sencilla aunque un poco mas ineficiente, los vectores
de sufijos [9, 17].

Los vectores de sufijos se basan en la ordenacion de los sufijos de una cadena de
forma que se pueden encontrar las subcadenas repetidas como los prefijos comunes
de dos sufijos consecutivos en la lista ordenada. Esta solucion era satisfactoria
en velocidad pero presenté un problema en la fase de seleccion de repeticiones.
En caso de que dos subcadenas repetidas estén solapadas o varias repeticiones se
refieran a una misma seccion de la secuencia se debia descartar su uso y no se
podian utilizar ni siquiera parcialmente para otra posible repeticién.

Debido a estos problemas se volvié a intentar la soluciéon basada en los arboles
de sufijos porque permitian salvar los fallos de la anterior propuesta. Siguiendo las
explicaciones de Ukkonen [19] se implemento esta solucion. Sin embargo no resultd
la definitiva por varios motivos. El primero es que no habia una forma sencilla de
ampliar los arboles de sufijos para que permitieran encontrar repeticiones inverti-
das y el segundo fue que era muy costoso encontrar las repeticiones porque aunque
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la busqueda de una subacadena es muy rapida, el nimero de subcadenas de una
secuencia es muy grande como para que sea suficientemente rapido buscar todas
y coger las mejores.

A pesar de esto, la vision que Ukkonen da a los arboles de sufijos tratandolos
como autématas sugirié la posibilidad de usar algin autoémata para este trabajo.
Precisamente ésto es lo que se describe en [14], donde se usan los automatas para
encontrar todas las repeticiones de subsecuencias en una secuencia.

El funcionamiento ademas es simple y curioso. Basta con construir un autémata
finito no determinista capaz de reconocer todas las subcadenas de una cadena de
ADN vy luego, al aplicarle la tranformacion que lo convierte en determinista, se
puede recuperar la informacién correspondiente a las repeticiones encontradas.

Su sencillez permite a la vez extender el algoritmo descrito en el articulo para
encontrar también las repeticiones invertidas simplemente modificando el autéma-
ta para que reconociera las subcadenas invertidas de la secuencia.

4.3.2. Selecciéon de las repeticiones

Esta segunda fase recoge las repeticiones encontradas en la primera y selec-
ciona las que mayor tasa de compresion permiten. La compresion que aporta una
repeticiéon se puede cuantificar teniendo en cuenta lo que cuesta codificar las bases
sin referenciar y lo que constaria crear la referencia.

Una referencia consta de cinco elementos:

Original Posicion de la primera aparicion
Repeticion Posicion de la segunda aparicion
Longitud Longitud

Tipo Es directa o invertida

Los tres primeros son enteros positivos y el tltimo un booleano. No se puede
saber a priori la magnitud de los enteros puesto que no conocemos las posiciones
relativas de las repeticiones y no hay ninguna longitud predilecta. Sin embargo,
para tener en consideracion la apariciéon de posibles mutaciones puntuales, una vez
ordenadas las repeticiones por orden de posicién dentro del fichero, se puede su-
poner que dos repeticiones consecutivas estan muy proximas y se puede almacenar
la distancia entre ambas en lugar de la posicién absoluta.

La cuantificacion del beneficio de una referencia queda determinado por la
siguiente formula:

Beneficio = Referencia — Codificacin directa
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Referencia = 3 x Entero—+ 1
Codificacin directa = 2 X Longitud

Ademas de seleccionar las repeticiones usando el beneficio como principal factor
hay que tener en cuenta que no se referencien dos veces la misma zona del fichero
por lo que hay que controlar que las repeticiones no se solapen.

Si tenemos en cuenta el algoritmo de descompresion se puede apurar ain mas
el uso de las repeticiones. La reconstrucciéon se realiza en orden secuencial de
forma que no es necesario tener toda la referencia completa antes de escribir el
trozo repetido. Se pueden utilizar repeticiones solapadas. Un ejemplo de un caso
extremo pero muy clarificador es el siguiente:

Secuencia: aaaaaaaa

Si consideramos las repeticiones que no se solapen nos podria quedar un fichero
comprimido con la siguiente informacion:

aaaa, (0, 4, 4, normal)

El paréntesis corresponde a la repeticion que comienza en la posicion 4, es igual
a la que empieza en la posiciéon 0 de longitud 4 en el orden normal.

Si consideramos las repeticiones solapadas, esta misma secuencia podria quedar
de la siguiente forma:

a, (0, 1, 7, normal)

Vemos que ahora la repeticiéon comienza en la posicion 1 y que es igual a la que
empieza en la posicion 0 de longitud 7 en sentido normal. Esto es posible porque
en cuanto se escribe la primera “a” repetida se incorpora a la cadena, lo que servira
a su vez para reconstruir el resto.

Esta posibilidad no se presenta cuado las repeticiones estan invertidas porque
se necesita el tltimo elemento de la subsecuencia original para recuperar la primera
base de la repetida. Asi que a la hora de seleccionar las secuencias que se usaran
en las referencias, las repeticiones directas son mejores.

4.3.3. Codificacion de la salida

Esta es la ltima fase del proceso pero puede intervenir en algunos aspectos
del resto de las fases, fundamentalmente en el calculo de los beneficios que se
obtienen al considerar una repeticiéon. La compresion obtenida depende del método
de codificacion empleado para escribir los enteros y también del que se usa para
las bases.

Codificacion de los enteros

Es uno de los puntos en los que mas se ha trabajado para intentar reducir el
tamano de la codificacion. El problema se reduce a escribir en el minimo espacio
un conjunto de enteros de los que se sabe bastante poco.
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Lo primero que se desconoce es un rango suficientemente preciso. Es cierto que
se puede hacer una estimacion considerando que todos los enteros serdn positivos
y, como mucho, de la longitud de la secuencia. Sin embargo, esta estimacion es muy
mala puesto que los enteros mas grandes son menos probables y una representacion
de longitud fija llevaria a un desperdicio de espacio. Hay que utilizar pues una
codificacion de enteros de longitud variable.

Este tipo de codificaciones puede llegar a ser muy complejo, como las basadas
en los nimeros de Fibonacci o en la rampa logaritmica, y esta complejidad se tra-
duce en tiempo de computo que ralentiza la ejecuién en gran medida. Una solucién
sencilla y eficiente es la que se utiliza en el algoritmo dnaX [10] llamada Codifica-
cion de Bit de Continuidad (CBC). Se basa en dividir la codificacién binaria del
entero en grupos de bits de tamano fijo e intercalar entre estos un bit que sera un
0 entre los dos ultimos grupos y un 1 en el resto. Se puede ver un ejemplo en el
cuadro 4.1, donde se utiliza éste método formando grupos de tres bits y anadiendo
el de continuidad.

Decimal | Binario CBC
75 1001011 | 1001 1001 0011

Cuadro 4.1: Codificacién de Bit de Continuidad

Aparte del método de codificacion, se puede variar el dato en si para hacerlo
més pequeno. Esto es algo que hemos aplicado puesto que en lugar de escribir las
posiciones de las repeticiones se escriben las diferencias con las posiciones de las
repeticiones anteriores, de forma que escribir la resta entre dos enteros es siempre
més econémico que escribir cualquiera de ellos.

Lo tnico que permacece sin especificar de manera fija es el tamano de los grupos
que se utilizan en la codificacion de bit de continuidad. Este es un parametro que

hay que fijar de forma empirica y cuyo valor éptimo puede variar para cada fichero
de ADN.

Codificacion de las bases

Se sabe que las bases se pueden codificar utilizando 2 bits para cada una.
La cuestion es si este limite se puede reducir. Para ello se han probado métodos
estadisticos de compresion como pueden ser los codigos de Huffman, aritmetico
o de rango descritos en [2, 11, 13|. El primero se muestra incapaz de bajar del
limite puesto que las diferencias entre las frecuencias de las bases son minimas.
Los otros dos son de la misma familia y si que consiguen en algunos casos reducir
la codificacion. El aritmético posee ciertas trabas por licencias asi que se empled
el de rango para este proyecto.
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El problema que presenta en la practica es que en ocasiones supera el limite de 2
bits por base y realiza una codificacion peor. Por eso es necesaria una comprobaciéon
y, en caso de detectar que no consigue la compresion, se utiliza la traducciéon directa
a dos bits.

4.4. Consideraciones generales

Ademaés de las directivas de diseno que se desprendian de los estudios de otros
algoritmos ya existentes, se han tomado otras decisiones para incrementar las pres-
taciones del algoritmo desarrollado.

En cuanto a la mejora en velocidad se ha optado por limitar ciertos elementos
para que se redujera el tiempo de caculo. En este apartado cabria destacar la aco-
tacion de la busqueda de repeticiones a las que que sean més largas que una cierta
longitud minima. Este limite inferior viene marcado por la férmula de benificio, ya
que no se aceptan las repeticiones que no aportan beneficio. Para ello se calcula
para cada fichero cudl es la longitud minima de las repeticiones en el mejor de los
casos, es decir, con los demés datos de la referencia lo méas pequenos posibles.

En el caso de la organizacion del fichero comprimido se contrastaron dos ver-
siones distintas. En una, las referencias se almacenan separadas del resto de los
elementos no referenciados. La otra opta por insertar una marca entre las bases no
referenciadas que indique que alli hay una referencia. Esta segunda forma permite
eliminar uno de los campos de las referencias sin embargo anade un nuevo simbo-
lo al alfabeto lo que hace que 2 bits no sean suficientes para representarlos. Las
pruebas demostraron que la primera opcién era la que mas comprimia.

Otro aspecto fundamental que se deseaba evitar era la parametrizacion. Gran
parte de los algoritmos estudiados permitian variar ciertos parametros para incre-
mentar la compresion. Estos parametros no son intuitivos ni tienen relaciéon directa
con aspectos apreciables en la cadena de adn, de forma que cualquier usuario seria
incapaz de decidir sin realizar varias pruebas cual es el valor 6ptimo para cada
parametro. Dado que la compresién de una secuencia de ADN es una operacion
que se repite con poca frecuencia, se propuso que la eleccion del mejor valor la
hiciera el propio algoritmo. Un ejemplo de este comportamiento es la bisqueda
de la longitud minima para las repeticiones, algo que otros algoritmos fijaban de
forma estética.

4.5. Interfaz grafica

La ultima tarea que se realizé en la fase de implementacion del compresor fue
dotarlo de una interfaz grafica que facilitara la extraccion de los resultados y la
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comparacion entre los distintos algoritmos.

Accion
® Comprimir () Descomprimir
Fichero de entrada | | = Abrir
Fichero de salida | | [ [ZlGuardar l
Parametro |4 "|

-

‘ E Cerrar

| eAzuda ‘ &Ejecutar

Figura 4.2: Ventana principal

Fundamentalmente consta de una ventana principal que nos muestra dos cua-
dros de seleccion donde se elige tanto el algoritmo que se va a usar como la acciéon
(compresion o descompresion). También estan los dos campos fundamentales co-
rrespondientes a los ficheros de entrada y salida del algoritmo. Por tltimo, y en los
casos que el algoritmo lo requiera, se puede especificar el valor de un parametro
que interviene en la codificacion de los enteros. Por supuesto aparecen también
los botones necesarios para que comience la accion elegida y el que provca que se
acabe la ejecucion del programa. Una imagen de esta ventana se puede ver en la
figura 4.2.

Algoritmo: Mi Algoritmo Algoritmo: DnaX.

Fichero: fhomejpablo/Desktopfbanco2fanisakis Fichero: fhome/pablo/Desktop/banco2/anisakis

Ne de bases: 13916 Ne de bases: 13916

Bits/base: 1.84823 Bits/base: 2.00575

Figura 4.3: Ventanas de estadisticas

Una vez concluida la ejecucion de uno de los dos compresores, se muestra por
pantalla en otra ventana la informacién del fichero que se ha comprimido y la



4.5. INTERFAZ GRAFICA 33

tasa de compresion que se ha alcanzado (en bits por base). Esto permite realizar
las pruebas de una forma sencilla y rapida. Se pueden ver unos ejemplo de estas
ventanas en la figura 4.3.
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Arboles filogénicos

En esta secciéon se tratan las caracteristicas que debe tener un compresor de
secuencias biol6gicas para poder ser usado como herramienta en la construcciéon
de los arboles de filogenia.

Ya se ha comentado en secciones anteriores que los arboles filogénicos tienen
como finalidad crear una estructura grafica que represente las relaciones evolutivas
de distintos individuos. En el caso de las secuencias biologicas, siven para conocer
las ramas evolutivas que han llevado a la existencia de las distintas especies segiin
la teoria de Darwin.

Todos los métodos que existen se podrian clasificar en dos grandes grupos
dependiendo de como comparan las secuencias. El primer grupo utiliza toda la
informacion de todas las secuencias para construir el arbol. El segundo, compara
las secuencias dos a dos y obtiene una matriz numérica simétrica cuyos valores
caracterizan la similitud entre las dos secuencias.

La intencién del proyecto es la de utilizar el compresor como herramienta para
generar el arbol asi que se aprovechan las comparaciones que realiza el propio
algoritmo descrito en la seccién 4 para contabilizar la similitud entre dos secuencias.
De esta forma, se construye una matriz de valores que luego servird para generar
el arbol.

5.1. CAlculo de la distancia entre dos secuencias

En el articulo [4] realizan una tarea similar aunque con pretensiones méas teo-
ricas, pues tratan de caracterizar la complejidad de Kolmogorov de una cadena
tanto simple como condicionada a otra y usar los resultados existentes sobre este
tema para conseguir un nimero que indique la similitud entre dos secuencias de
ADN.

La medida que se usa en el proyecto como distancia entre dos secuencias es

35
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béasicamente la tasa de compresion que se alcanza al comprimir la concatenaciéon
de esas dos secuencias. Este método no asegura que la matriz sea simétrica pero
experimentalmente se comprueba que la variacion es practicamente nula entre las
dos posibles permutaciones del par de secuencias. De todas formas, se ha conside-
rado directamente la media de las tasas de las dos permutaciones como distancia
entre la pareja de secuencias, lo cual asegura la simetria.

5.2. Caracteristicas del compresor

Con estos planteamientos ya se pueden extraer algunas conclusiones de como
deberia ser el algoritmo de compresion para considerarlo como correcto en el caculo
de la similitud. Entre otras cosas, debe tener capacidad de almacenamiento de
la parte de la secuencia ya procesada porque al tratar la parte correspondiente
al segundo individuo, debe poder reconocer esos mismos elementos en la parte
correspondiente al primero. Con este requerimiento se eliminan los compresores
estadisticos como podrian ser los codigos de Huffman o la codificacion aritmética.

Dentro de la familia de los algoritmos de Lempel-Ziv se deben excluir los que
derivan del LZ78 porque el método que utiliza para crear el diccionario de las
subsecuencias encontradas es muy inestable. Con esto me refiero a que la variaciéon
de una tnica base puede provocar la reconstruccién de todo el diccionario!. Por
esa razon solo se pueden considerar itiles aquellos algoritmos que almacenan las
secuencias de una forma més consistente. En este grupo se incluyen por supuesto el
DNACompress y el dnaX que, al ser especificos de las secuencias de ADN, recogen
mejor las similitudes que los no dedicados como el gzip.

5.3. Meétodos de calculo

En este punto ya se dispone de una matriz de valores con las distancias entre
los distintos individuos. Se presentan de nuevo multitud de métodos para conseguir
la forma arborea del esquema.

El méas simple, busca la pareja mas cercana, genera un individuo imaginario
antecesor de ambas secuencias recalculando las distancias con el resto y repite el
proceso hasta construir el arbol.

En el otro extremo estan los que consideran todos los posibles arboles y se
quedan con el més probable basandose en el minimo cambio entre padre e hijo u
otras leyes de evolucion.

La eleccion del método de calculo no es sencilla a priori puesto que la informa-
cion que se maneja ya no es de tipo biologico sino matrices de niimeros de las que

'Es un ejemplo de la catastrofe del bit [13, 12]
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poca informacion se puede extraer. Por eso se tomd la decision de utilizar varias
alternativas y escoger la que mejores resultados diera.

5.4. Herramientas utilizadas

Como ya he dicho en la anterior seccion, los métodos de construccion de ar-
boles a partir de matrices numéricas estan muy desarrollados por lo que se opto
por usar algtin paquete de software ya desarrollado. Se encontré de esta forma el
paquete PHYLIP? del Departameto de Biologia de la Universidad de Washington,
que ofrece los algoritmos que se estaban buscando y otros que permiten la cons-
truccion grafica del arbol filogénico. Los métodos que incorpora este paquete son
los siguientes:

= Fitch
s Kitch
= Neighbor

El primero y el segundo calculan la filogenia a partir de la matriz de distancias
usando el modelo que estima que las distancias deben igualar las sumas de las
longitudes de las ramas de las distintas especies. Utilizan ambas el criterio de
Fitch-Margoliash. La diferencia fundamental es que el método Kitch asume un
reloj evolutivo lo que se traduce en que las longitudes totales de las ramas (desde
la raiz a las hojas) deben ser iguales, pues son estas longitudes las que representan
el tiempo. El método Fitch no considera esta restricciéon por lo que no se puede
hacer ningtn calculo temporal sobre los resultados. El tercer método es el més
simple de todos aunque también el més réapido y construye el drbol uniendo los
linages més parecidos hasta llegar a unir todos. Por su simplicidad no considera
tampoco reloj evolutivo por lo que no se pueden realizar calculos temporales sobre
sus resultados.

Las pruebas realizadas para comprobar qué método se ajustaba mejor a la
construcciéon de arboles basados en cadenas de ADN y los resultados obtenidos se
explican en detalle en la seccién 6 de Resultados.

http:/ /evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
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Resultados

En esta seccion se comentan las pruebas realizadas con el compresor y con los
métodos de construccion de arboles de filogenia.

6.1. Resultados del compresor

En esta parte se especifican las pruebas realizadas al compresor y se expone
una comparativa con los otros algoritmos de referencia utilizados.

6.1.1. Banco de pruebas

Las pruebas se han realizado en primer lugar sobre un banco de pruebas que
es usado en todos los articulos que se han consultado. No se explica en ninguno de
ellos la razéon de su uso pero parece muy estandarizado. Los resultados sobre este
banco de pruebas se pueden consultar en el cuadro 6.1. El tamano est4 medido en
numero de bases y el nivel de compresion indicado en cada casilla se refiere a los
bits por base que ocupa el fichero obtenido.

Se puede comprobar que el algoritmo dnaX es mejor que el resto en préctica-
mente todos los ficheros. Al comprobar estos resultados y volver sobre el articulo
que define este algoritmo [10], se sospeché que el algoritmo estaba hecho practica-
mente a la medida de este banco de pruebas asi que se decidi6 construir otro banco
de pruebas independiente para comprobar si mantenia el mismo rendimiento.

El segundo banco de pruebas (Cuadro 6.2), se construy6 cogiendo una secuencia
genética de cada una de las clases en que las divide la base de datos NCBI !
buscando a la vez diversidad en las longitudes de las secuencias.

Thttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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‘ Secuencia | Tamano ‘ dnaX ‘ DNACompress ‘ Mi Algoritmo ‘

chmpxx 121024 | 1.68 1.84 1.96
chntxx 155844 | 1.62 1.93 2.00
hehcmvceg 229354 | 1.85 1.97 2.00
humdystrop 38770 | 1.95 1.92 1.99
humghcsa 66495 | 1.38 1.93 1.32
humhprtb 56737 | 1.92 1.92 1.97
mpomtcg 186608 | 1.93 1.96 1.97
vaccg 191737 | 1.76 1.91 1.93

Cuadro 6.1: Banco de pruebas ajeno

‘ Secuencia ‘ Tamano ‘ dnaX ‘ DNACompress ‘ Mi Algoritmo
Aeromonas 11822 | 2.05 1.96 2.00
Anisakis 13916 | 1.84 1.77 1.85
Citrus Dwarf 294 | 3.95 2.37 2.12
Deinococcus 412344 | 1.87 1.88 1.98
Methanohalophilus 2158 | 2.44 1.89 2.02
Nanoarchaeum 490885 | 1.85 1.86 1.98
Plasmodium 643292 | 1.59 1.67 1.68
Porphyra Pluchra 6427 | 2.11 1.95 1.98
Virus de la Rabia 11932 | 2.07 1.97 2.00
Salmonella 46900 | 2.00 1.98 2.00

Cuadro 6.2: Banco de pruebas propio

6.1.2. Analisis de los resultados

El anélisis realizado a los datos tenia como objetivos fundamentales dos aspec-
tos sobre los algoritmos:

» Comparar los niveles de compresion de los distintos algoritmos.

= Averiguar si la eficiencia de los algoritmos era similar en los distintos bancos
de pruebas.

Para conseguir estos objetivos se recurrié a realizar un estudio estadistico de
los resultados.
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Elecciéon del estadistico

Este es un punto fundamental a la hora de realizar el anilisis pues afecta a
todo el proceso. Se presenta una duda entre dos opciones al elegir el estadistico
mas correcto.

La primera opcién es la méas simple y utiliza como elemento de medida la tasa de
compresion (bits/base) obtenida en cada ejecucion del algoritmo. Parece ser la méas
sencilla e intuitiva pero hay casos en los que perjudica de forma excesiva a cierto
algoritmo. Si se observan los datos correspondientes al Citrus Dwarf del Cuadro
6.2, destaca de forma contundente el resultado correspondiente al algoritmo dnaX,
que obtiene una tasa de 3.95 cuando el limite superior permitido es de 2 bits por
base. Sin embargo, dado que el tamano de esa secuencia es muy pequeno, s6lo
294 bases, esto representa una pérdida de apenas 574 bits, lo que representa una
cantidad nimia si tenemos en cuenta la ganancia que se obtiene en otros ficheros
més grandes.

La segunda opcién recoge este caso de forma que se considera como medida
de compresion la tasa de compresion de todos los ficheros juntos, es decir, el total
del tamano comprimido dividido para el total de bases. De esta forma se diluye
el nefasto resultado antes mencionado pues su ponderacién en el resultado final es
practicamente despreciable.

Sin embargo esta segunda opcién no refleja con exactitud todos los aspectos
que intervienen en la compresion. Ademas de la obligatoria cabecera que se ha
de introducir en los ficheros comprimidos y que hace que las tasas de los ficheros
pequenos sean peores, la decision de poner una longitud minima fija para las re-
peticiones también influye en la capacidad de compresion, perjudicando de nuevo
a los ficheros pequenos. Dado que este factor era uno de los tratados en la imple-
mentacion realizada en este proyecto, parece fundamental que se vea reflejado en
el anélisis. Por eso se eligi6 la tasa de compresion de cada fichero como estimador.

Comparativa de los niveles de compresion

La cuestion que se aborda con este analisis es averiguar si el algoritmo im-
plementado era igual, mejor o peor que los otros dos que se han tomado como
referencia. Para conseguir ésto, la prueba méas conveniente es una comparacion de
las medias de las tasas, basada en la t de Student, teniendo en cuenta que los re-
sutados de ambos algoritmos provienen de los mismos datos, lo que es equivalente
a decir que los datos estan emparejados.

Con los resultados presentados en el Cuadro 6.3 se puede afirmar que las me-
dias son iguales para las dos muestras a un nivel de confianza de 95%. Es decir,
en media, tanto el algoritmo implementado como el basado en Pattern Hunter
obtienen la misma tasa de compresion.
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Mi Algoritmo DNACompress

Media 1.93 1.93
Varianza 0.03 0.02
Observaciones 18 18
Grados de libertad 17
Estadistico t 0.10
P(T<=t) una cola 0.46

Cuadro 6.3: Prueba t de Student de igualdad de medias 1

Mi Algoritmo dnaX

Media 1.93 1.99
Varianza 0.03 0.29
Observaciones 18 18
Grados de libertad 17
Estadistico t 0.55
P(T<=t) una cola 0.29

Cuadro 6.4: Prueba t de Student de igualdad de medias 2

Con los datos del Cuadro 6.4 se puede concluir que ambas muestras tienen
medias iguales a un nivel de confianza de un 95 %. Por lo tanto, el algoritmo que
se ha implementado alcanza el nivel de compresiéon del dnaX en media.

Se puede decir entonces que el algoritmo que se ha implementado consigue al
menos las mismas tasas de compresion que los tomados como referencia, el dnaX
y el DNACompress, y que incluso supera al primero en algunos ficheros.

Comparacion entre los dos bancos

Se pretende ahora comprobar si los algoritmos son igual de eficientes si se cam-
bian los ficheros que se desean comprimir. Uno de los motivos de la creacion de
otro banco de pruebas era la sospecha de que los algoritmos estaban excesivamen-
te basados en unos ficheros concretos y que podian perder efectividad con otras
secuencias genéticas.

Para comprobar la independencia del algoritmo a los ficheros de pruebas, com-
paramos los resultados obtenidos con un banco y con el otro usando un test de la t
de Student. En este caso los datos no estan emparejados porque proceden de datos
diferentes. Para la correcta realizacion de este test se debe conocer si las varianzas
de las dos muetras a comparar son iguales o no. Para solucionar esto, se utiliza la
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prueba F para varianzas de dos muestras.

Mi Algoritmo dnaX DNACompress

B-1 B-2 B-1 B-2 B-1 B-2
Media 1.89 1.96 1.93 1.99 1.92 1.93
Varianza 0.05 0.01 0.04 0.44 0.001 0.03

Obs. 8 10 8 10 8 10
f 3.87 0.09 0.05
P(F<=f) 0.03 0.002 0.0002

Cuadro 6.5: Prueba de igualdad de varianzas

Segtn nos indica la fila de probabilidades del Cuadro 6.5, se deben considerar
las varianzas de las dos muestras distintas en los tres casos que se tratan aqui con
un nivel de confianza del 95%. Por tanto la prueba que se debe realizar es la de
comparaciéon de muestras con varianzas distintas.

Mi Algoritmo dnaX DNACompress
B-1 B-2 B-1 B-2 B-1 B-2

Media 1.89 1.96 1.93 199 1.92 1.93
Varianza 0.05 0.01 0.04 0.44 0.001 0.03
Obs. 8 10 8 10 8 10
Estadistico t -0.76 -1.89 -0.13
P(T<=t) 0.23 0.04 0.45

Cuadro 6.6: Prueba t de Student de igualdad de muestras

Con los resultados que aparecen en la fila de probabilidades del Cuadro 6.6
podemos considerar que tanto mi algoritmo como DNACompress funcionan de
igual manera en los ficheros de ambos bancos mientras que queda probado que
el comportamiento del algoritmo dnaX con los dos grupos de secuencias no es el
mismo.

6.2. Resultados de los arboles de filogenia

En esta seccion se describen los ficheros de secuencias de ADN escogidos para
realizar estas pruebas y los arboles obtenidos con los distintos métodos.
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6.2.1. Correcciéon de las pruebas

Ya se ha explicado en la seccion dedicada a los arboles de filogenia que las
teorias sobre éstos son miltiples y muchas de ellas tienen bastante aceptacion.
Esto impide saber de una forma sencilla si un arbol filogénico es correcto o no. Las
dos formas que menos complejidad presentan son las siguientes:

= Crear un arbol evolutivo artificial propio y comprobar si se puede recuperar
apartir de los miembros separados.

= Utilizar un arbol cuya distribucion sea conocida e intentar obtenerlo.

La primera de ellas es la mas fiable puesto que el arbol es una creacién propia
y por lo tanto no hay duda de si es correcto o no. Sin embargo y dado el caso de
los ficheros de ADN, esta opcion se presentaba atin muy compleja si se pretendia
obtener cierto tamano en las secuencias de bases de los distintos individuos. Por
eso se opto por la segunda, que puede presentar alguna duda sobre la correcciéon
pero es mucho mas simple.

6.2.2. Ficheros de prueba

Una vez decidido que se iba a usar un arbol filogénico real, habia que decidir
qué ficheros de ADN representarian a los individuos. Leyendo los distintos articulos
sobre filogenia, parece que es muy comiin usar las secuencias de un cierto material
genético llamado ADN mitocondrial para establecer la filogenia entre los distintos
seres vivos eucariotas, es decir, los que poseen este tipo de secuencias.

Para hacerlo més sencillo se opt6 por escoger tinicamente los mamiferos puesto
que son mas conocidos y se puden apreciar los errores de forma mas sencilla.
Ademas, una clasificacion similar ha sido usada en [6], lo que ofrece otro elemento
de comparacion para verificar el correcto funcionamiento de los métodos usados.

El software utilizado? limitaba también en cierta medida la cantidad de indi-
viduos que se podian utilizar para la generacion de los adrboles, por lo que se eligié
un subconjunto de los que se habian usado en el articulo consultado.

Preparaciéon de los ficheros

Como se ha explicado en la seccion 5, los métodos de construccion de arboles
filogénicos usados son los basados en matrices de valores. Por eso se cre6 la matriz
que determinaba las distancias entre los distintos individuos, calculando la media
de las tasas de compresion obtenidas durante el procesado de los ficheros creados
al concatenar las secuencias de ADN de dos individuos, en las dos permutaciones
posibles. Los valores correspondientes a la diagonal se fijaron a 0 por conveniencia.

2http:/ /evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
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6.2.3. Algoritmos y métodos utilizados

Para comprobar la bondad de los métodos y algoritmos utilizados para la crea-
cion de los arboles, se realizaron pruebas tanto con los que se esperaba buen resul-
tado como con los que se podia suponer que no conseguirian el objetivo buscado.

Los algorimos de compresion utilizados para las prueba fueron:

s Codificacion aritmética

Codigos de Huffman
= RLE

Gzip

Tzip

El algoritmo creado

Los tres primeros algoritmos no se esperaba que funcionasen correctamente
puesto que ni siquiera consideraban repeticiones largas dentro del fichero. Un salto
de calidad se crefa que se obtendria con los basados en los algoritmos de Lempel-
Ziv aunque sin llegar a los resultados proporcionados por los algoritmos especificos
de ADN como el que se ha implementado.

En cuanto a los métodos numéricos que permiten la generacion del arbol a partir
de la matriz de distancias, dado que se desconocia cuéles podrian dar buenos o
malos resultados, se utilizaron los que ofrecia el paquete de software utilizado, que
resultaban ser estos tres:

s Fitch
s Kitsch
= Neighbour

Los tres se explican en la parte dedicada a los arboles filogénicos (seccion 5).

6.2.4. Resultados obtenidos

Se muestran aqui algunos de los arboles generados indicando cuéles son los mas
correctos en funcion del resultado.

El primero que se muestra en la figura 6.2.4 es el que resulta del uso del algo-
ritmo RLE para la compresion de los distintos ficheros. Se puede observar que la
estructura que consigue no refleja las familias en las que se dividen los distintos
individuos. Este comportamiento se observa en todos los algoritmos de compresion
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Figura 6.1: Arbol generado por el algoritmo RLE

de tipo estadistico puesto que no poseen buenos diccionarios que permitan reflejar
las similitudes entre las cadenas biolégicas.

En segundo lugar se puede ver el arbol generado por los algoritmos de la familia
Lempel-Ziv (figura 6.2.4). Se puede apreciar como los individuos estan organizados
bajo cierta jerarquia de familias, sin embargo algunas especies no llegan a entrar
en esta clasificacion y quedan como lineas de evolucién separadas.

El ultimo de los casos es el correspondiente al algoritmo de compresiéon de
secuencias de ADN (figura 6.2.4) y posee una completa estructuracion de los indi-
viduos segin las familias que se definen en la biologia clasica. Las cuatro grandes
ramas corresponderian, de izquierda a derecha, a las familias de los ungulados,
primates, roedores y marsupiales.

Se observa pues que se obtiene el resultado deseado con el algoritmo implemen-
tado, al menos en las grandes clasificaciones. La estructura a niveles mas pequefios
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Figura 6.2: Arbol generado por el algoritmo gzip

se deben en gran medida a los métodos numéricos de construccion del arbol. El que
mejor resultado a dado en las pruebas realizadas ha sido el kitsch, debido funda-
mentalmente a que en los calculos que realiza no considera las distancias por pares
linicamente sino que tiene en cuenta las distancias con el resto de una manera mas
determinante que los otros dos métodos.
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Figura 6.3: Arbol generado por el compresor de ficheros de ADN
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Conclusiones

En esta parte se resumen las conclusiones obtenidas de la elaboracion del pro-
yecto, tanto las referentes a la propia realizacion del proyecto como las personales.
Ademés se plantean posibles lineas para continuar con el trabajo realizado.

7.1. Conclusiones sobre el compresor

Se puede decir que los algoritmos dedicados a la compresion de secuencias de
ADN deben tener ciertas propiedades que los hagan realmente ttiles. Entre las
principales encontramos las siguientes:

= No se pueden construir algoritmos basados en elementos funcionales puesto
que en el punto en que se encuentra la investigacion en genética no se dispone
de suficiente informaciéon para poder dividir de alguna forma concreta las
secuencias de ADN.

= Los algoritmos deben de estar basados en diccionarios para la busqueda de
repeticiones en las cadenas pues es ésta la forma de conseguir la compresion
deseada. Ademas deben incluir la capacidad de deteccion de repeticiones
invertidas, muy comunes en estas secuencias.

= Debido a que el uso de las secuencias hace que la operacién de compresion
sea poco comun, merece la pena utilizar métodos exhaustivos que mejoren
la tasa compresion, aun a riesgo de aumentar el tiempo de ejecucion.

= La codificacion de los datos del archivo comprimido debe ser especialmente

cuidada puesto que el limite de compresion es de por si muy bajo y obliga a
realizar un gran esfuerzo para conseguir una tasa mejor de compresion.

49
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Se debe evitar la parametrizacion de los algoritmos al maximo por dos razo-
nes fundamentales. La primera es que la diversidad de las cadenas de ADN
hace casi imposible encontrar un conjunto de valores 6ptimo en todos los
casos para los pardmetros del algoritmo. La segunda es que los pardmetros
que se manejan en los algoritmos no tienen correspondencia directa con ca-
racteristicas que se puedan extraer de forma directa de la cadena, obligando
al uso de prueba y error para fijar los valores correctos.

Como lineas de continuacion del proyecto referentes al compresor se pueden
considerar las siguientes:

7.2.

Mejorar en el aspecto temporal y de uso de memoria el algoritmo implemen-
tado. Este no era un objetivo del proyecto pero se hace imprescindible si
se quiere conseguir que el algoritmo propuesto sea funcional para todas las
secuencias de ADN existentes.

Continuar con la eliminacion de todos los parametros del programa de forma
que el propio compresor elija en su ejecuciéon el 6ptimo. Por supuesto esta
capacidad va en relaciéon con la anterior propuesta puesto que el proceso
de reducir el nimero de parametros afecta en gran medida al tiempo de
ejecucion.

Conclusiones sobre los arboles de filogenia

Tras la realizacion de esta parte del trabajo se han llegado a las siguientes
conclusiones:

Para conseguir las estructuras deseadas en los arboles de filogenia no sir-
ve cualquier compresor. De hecho, es necesario que el compresor refleje en
buena medida las caracteristicas de los datos que se manejan para obtener
resultados buenos.

Los métodos niimericos que se usan para la construccion del drbol a partir de
la matriz también deben de cuidarse, siendo importante que utilice el maximo
de informacién para la toma de decisiones y asi alcanzar un resultado 6ptimo.

En lo que se refiere a posibilidades de continuar con el trabajo en los arboles
de filogenia, hay varios puntos que se podrian tener en cuenta:

Realizar pruebas méas exhaustivas, creando un arbol propio de filogenia y
tratar de reconstruirlo con los métodos explicados aqui.

Investigar en los posibles significados del uso de los distintos métodos numé-
ricos en relacion con la evolucion y extraer de alli el que pudiera ajustarse
de mejor forma a la teoria.
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7.3. Conclusiones personales

Personalmente valoro muy positivamente esta experiencia, principalmente, de-
bido a que este proyecto requerfa una parte muy importante de investigacion,
relegando aspectos mas mecanicos a un segundo plano.

También considero importante el haber podido colaborar o al menos consultar
otras personas que trabajan sobre este mismo tema en el resto del mundo. Ade-
més he apreciado el distinto enfoque que le da cada uno, mas académico o més
comercial, influyendo luego en el grado de ayuda que han prestado.

En un aspecto maés técnico, he tenido la posibilidad de aprender multitud de
algoritmos y estructuras de datos nuevas para mi que han ampliado en gran medida
mis conocimientos sobre este tema.
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