N

N

Comparacao de métodos para determinacao de SNPs
com medidas de confiabilidade
Christian Baudet, Miguel Galves, Zanoni Dias

» To cite this version:

Christian Baudet, Miguel Galves, Zanoni Dias. Comparagao de métodos para determinagao de SNPs
com medidas de confiabilidade. [Technical Report] 06-15, Instituto de Computagao - UNICAMP. 2006.
hal-01092998

HAL Id: hal-01092998
https://inria.hal.science/hal-01092998
Submitted on 9 Dec 2014

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://inria.hal.science/hal-01092998
https://hal.archives-ouvertes.fr

INSTITUTO DE COMPUTACAO
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Comparacao de métodos para determinacao de
SNPs com medidas de confiabilidade

Christian Baudet Miguel Galves
Zanoni Dias

Technical Report - 1C-06-15 - Relatério Técnico

September - 2006 - Setembro

The contents of this report are the sole responsibility of the authors.
O contetdo do presente relatério é de Gnica responsabilidade dos autores.



Comparacao de métodos para determinacao de SNPs com
medidas de confiabilidade

Christian Baudet * Miguel Galves T Zanoni Dias ¥

Resumo

Neste trabalho realizamos estudos sobre métodos para a identificagao de polimorfis-
mos de base tnica, comumente conhecidos pela sigla SNP (em inglés, Single Nucleotide
Polymorphism). Identificar este tipo de polimorfismo é um processo importante pois,
devido ao fato de eles poderem influenciar a estabilidade ou, até mesmo, a estrutura das
proteinas codificadas pelos genes, os SNPs podem estar relacionados a diversas doengas.

Um bom método de identificagao deve ser capaz de apontar as posicoes polimorfica
e fornecer uma medida de confiabilidade para a deteccao realizada. Neste sentido,
estudamos dois métodos: polybayes [8] e MSASNP.

O primeiro método trata-se de um programa que realiza andlise bayesiana para
andlise das seqiiéncias e identificagao dos SNPs. O segundo método adota uma estratégia
simples, utilizado conceitos béasicos de probabilidade.

Os testes mostraram que o polybayes é o mais indicado por ser capaz de indentificar
0s SNPs e fornecer valores mais confidveis sobre a probabilidade de deteccao correta de
um SNP.

1 Introducao

Dizemos que ha um polimorfismo em uma seqiiéncia genética quando existe uma ou mais
formas genéticas (alelos) distintas em individuos da mesma espécie. Para que um alelo
seja considerado um polimorfismo, ele deve aparecer em, pelo menos, 1% da populacao
analisada. Caso contrario, considera-se que o alelo é uma mutacao pontual.

Polimorfismo de Base Unica (SNP — Single Nucleotide Polymorphism, em inglés) é um
polimorfismo que ocorre em apenas uma base [1]. Nao sao considerados SNPs as mutagoes
(insergoes ou remogoes simples de bases) em uma seqiiéncia genoémica.

Os SNPs podem ser polimorfismos bi, tri ou tetra alélicos, ou seja, possuirem duas,
trés ou quatro formas distintas. Porém os dois ultimos tipos sao raros. As variacbes mais
freqiientes sao substitui¢oes entre bases nitrogenadas de mesma carateristica estrutural (um
A por um G, um G por um A, um C por um 7" ou ainda um 7" por um C'). Tais substituigoes
chamamos de transicoes. As outras substituicbes chamamos de transversoes.
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Podemos classificar um SNP como sindénimo ou nao. Dizemos que o SNP é um sinénimo
se o aminodcido codificado pelo codon contendo o SNP é o mesmo que aquele codificado
pelo codon sem SNP e é nao sindénimo, caso contrario. Apesar de nao alterar a seqiiéncia
de aminodcidos, um SNP sinénimo pode afetar a estabilidade da proteina codificada. Ja
um SNP nao sinénimo pode modificar a estrutura e a funcao da proteina codificada. Um
dos maiores interesses da pesquisa sobre o genoma humano é determinar se um SNP nao
sindénimo, chamado de nsSNP, afeta a funcao da proteina e conseqiientemente tem impacto
sobre a saude do individuo. Aproximadamente metade das causas genéticas de doencas
originam-se da substituigado de aminodacidos [3].

Neste trabalho apresentaremos métodos com medidas de confiabilidade para identi-
ficagdo de SNPs em clusters. Na Secao 2 decreveremos a fonte de dados utilizada para
testes com o método por nds descrito e pelo sistema polybayes, assim como a bases de
dados de referéncia com anotacoes sobre SNPs na fonte de dados. Os métodos estudados
serao descrito na Secao 3 e na Secao 4 apresentaremos os resultados obtidos por eles. Fi-
nalmente, na Secao 5 concluiremos o estudo realizado apresentado as avaliagoes feitas em
cima dos resultados apresentados.

2 Fonte de dados e base de referéncia

Utilizamos como fonte de dados para entrada em nossos testes uma banco de ESTs de
cana-de-acicar com SNPs anotados. Tais informagoes foram extraidos da base de dados
do projeto SUCEST [9]. Inicialmente um conjunto de 291689 ESTs foi produzido. Tal
conjunto é composto por seqiiéncias com um tamanho médio de 829,44 4+ 182,60 bp com
qualidade média de 23,15+ 15, 71. Posteriormente as sequéncias genéticas foram agrupadas
em clusters utilizando o pacote cap3 [7]. Foram gerados 43141 clusters onde 16338 sao
singlets (clusters formados por um tnico EST).

2.1 Descricao do conjunto inicial

O método de obtencao dos polimorfismos estd descrito em Grivet et al. 2001 [5] e Grivet
et al. 2003 [6]. A deteccao de polimorfismos em cada cluster foi feita em dois passos:
inicialmente define-se como SNP uma posicao onde o alelo menos frequente aparece no
minimo duas vezes na se¢ao transversal do alinhamento, com qualidade superior ou igual
a 20. O segundo passo consiste em filtrar os SNPs, mantendo apenas as posicoes cuja
vizinhanga de 10 bases (5 para cada lado) esteja perfeitamente alinhada com todos os
outros EST's do cluster.

Para cada cluster, o projeto anotou as posicoes de SNPs observados, as bases observadas
nos ESTs alinhados e suas respectivas frequéncias.

2.2 Validagao dos SNPs

Ao todo foram obtidos 8198 arquivos representando clusters (um cluster por arquivo),
com 43029 posicoes de SNPs anotados. Para validar os dados obtidos, todos os clusters
foram processados pelo polybayes [8], utilizando sua configuragao padrao. Os arquivos phd
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Analise dos SNPs da cana-de-agticar

Média/Cluster

Clusters | PBNSC SC\PB PB\SC Total
PB=S5C 181 1.8 0.0 0.0 1.8
PB D> SC 6310 4.6 0.0 12.1 16.7
PB cCSC 35 1.9 1.8 0.0 3.7
PBNSC#0 1261 7.8 2.2 17.4 274
PBNSC =10 254 0.0 2.0 5.2 7.2
PB=1{ 157 0.0 2.6 0.0 2.6
Total 8198 4.8 0.5 12.1 17.4

Tabela 1: Comparagao entre resultados obtidos pelo projeto SUCEST e polybayes. As
colunas PBN SC, SC\ PB e PB\ SC representam respectivamente SNPs que pertencem
tanto ao conjunto SC quanto ao PB, apenas a SC e apenas a PB.

necessarios para execucao do programa foram gerados a partir das sequéncias em formato
fasta e qual dos ESTs. Para cada cluster, comparamos o conjunto de SNPs obtidos pelo
polybayes, que chamaremos de PB, e o conjunto de SNPs mapeados pelo projeto SUCEST,
que chamaremos de SC'. Os resultados foram agrupados da seguinte forma:

e clusters onde PB = SC

e clusters onde PB D SC (onde PB # ()

e clusters onde PB C SC

e clusters onde PBNSC # () (onde PB 7 SC e PB ¢ SC)
e clusters onde PBN SC = () (onde PB # ()

e clusters onde PB = ()

Os resultados estao sumarizados na Tabela 1.

A grande maioria de clusters com PB O SC' deve-se ao fato do projeto SUCEST ter
removido SNPs cuja vizinhanga de tamanho 10 nao tivesse qualidade minima de 20 e cujo
alinhamento no cluster nao fosse perfeito. Observando as segbes transversais de posigoes
onde polybayes nao detectou SNPs marcados pelo projeto SUCEST, observamos que a
grande maioria tem baixa cobertura, e possui apenas duas bases polimérficas.

Para efetuar as andlises posteriores, foi montado um conjunto de clusters contendo ape-
nas SNPs marcados tanto por polybayes quanto pelo projeto SUCEST. O conjunto contém
7787 clusters, contendo 39049 posicoes de SNPs (90.75% dos SNPs marcados inicialmente).
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3 Meétodos estatisticos para determinacao de SNPs com me-
didas de qualidade

Na busca por métodos estatisticos que fornecam parametros de confiabilidade quanto a
definicao de um SNP, avaliamos dois métodos. O primeiro é a ferramenta polybayes. O
segundo é um sistema simples que leva em conta as qualidades de cada base, determinadas
pelo pacote phred.

No texto que segue chamaremos este sistema simples, por nds definido, de Método
Simples de Avaliacao de SNP ou, simplesmente, MSASNP.

3.1 Polybayes: deteccao de SNPs por andlise bayesiana

O programa Polybayes [8] utiliza um algoritmo de inferéncia Bayesiana para calcular a
probabilidade de um dado alelo ser polimérfico. O algoritmo considera uma secao trans-
versal de um alinhamento com N seqiiéncias Ry,..., Ry como sendo uma permutacao de
N elementos que podem assumir os valores A, C, G ou T, num total de 4" permutacoes de
nucleotideos.

A detecgao de SNPs em um alinhamento multiplo é efetuada avaliando-se a probabili-
dade de heterogeneidade de nucleotideos em uma segao transversal do alinhamento miltiplo,
ou seja, avaliando a probabilidade de que uma dada posicao de uma seqiiencia possa ter
varias formas alélicas. A probabilidade P(S;|R;) que um nucleotideo S; seja A, C, G, ou
T ¢é estimada a partir da probabilidade de erro Prrror,; obtida da qualidade da base.
Atribui-se (1 — Pgrror,i) para a base determinada pelo phred e Prrror,i/3 para cada
uma das trés outras bases.

Cada segao do alinhamento é classificada de acordo com sua multiplicidade nucleotidica
(nimero de alelos diferentes na segao transversal), a variagdo especifica e a distribuigao
de alelos. Utiliza-se o valor Ppory = 0.003 (um locus polimérfico a cada 333 bp) como a
probabilidade total a priori de que um locus é polimérfico [2, 4]. Este valor é distribuido entre
as bases para criar uma probabilidade a priori Ppyjo.(S1,...,Sn) para cada permutacao.
Um valor a priori de (1 — Ppory)/4 é atribuido a cada uma das quatro permutagoes nao
polimérficas, correspondendo a uma composicao de base uniforme Ppyio(S;).

A probabilidade Bayesiana a posteriori de uma permutagdo em um nucleotideo em
particular é calculada considerando 4V permutacoes diferentes como conjunto de modelos
conflitantes:

F(Sy,...,5n)
P(Sy,...,Sny|R1,...,RNy) =
(51 NI e A
onde
_ P(Sa|i) P(SiN|RiN)

= Priorsa'--as
PPrior(Si ) . . PPrior(Si ) wer ( ! N)
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Exemplo de analise de secao transversal

Qualidade  P.ppo A C G T
A 10 0,100 0,900 0,033 0,033 0,033
A 20 0,010 0,990 0,003 0,003 0,003
A 15 0,032 0,968 0,011 0,011 0,011
A 8 0,158 0,842 0,053 0,053 0,053
C 11 0,079 0,026 0,921 0,026 0,026
C 11 0,079 0,026 0,921 0,026 0,026
T 3 0,501 0,167 0,167 0,167 0,499
C 9 0,126 0,042 0,874 0,042 0,042
Pg 3,57x1076 7,66 x107Y 3,04 x10713 9,08 x 10713
Py 1,000 0,999 0,317 0,589

Tabela 2: Exemplo de fase inicial do algoritmo para cédlculo de probabilidade de SNP. Cada
linha mostra a base determinada pelo phred na secao transversal, sua qualidade associada,
a probabilidade de erro associada a qualidade e as probabilidades de acerto atribuidas a
cada possivel base para aquela posicao da sequéncia. As duas tultimas linhas indicam a
probabilidade de existir somente a base B na secao transversal (Pg) e a probabilidade de a
base B aparecer pelo menos uma vez (Ppr).

G(Si,...,Sin) = Z (7P(Sﬂ‘Rl) X X 7P(SiN‘RiN)

XPriorSi7---7Si )
PPrior(Si ) PPrior(Si ) F ( ! N)

Vs€(Si1,,Sin)

A probabilidade a posteriori Bayesiana de um SNP, Pgxyp, é a soma das probabilidades
a posteriori de todas as permutacoes heterogéneas. O calculo é efetuado por um algoritmo
recursivo. Um locus em um alinhamento multiplo é considerado como SNP candidato se a
probabilidade a posteriori correspondente for maior que o um valor de limiar Psyparrn.

3.2 Descricao do método MSASNP

Dada uma segao transversal, calcula-se para cada base a probabilidade de erro P, (ou
seja, a probabilidade que a base nao seja aquela determinada pelo phred), que pode ser
obtida a partir da qualidade ) da base, através da férmula:

Papro = 1070

A probabilidade de acerto Pyeerto (probabilidade da base ser de fato aquela determinada
por phred) é portanto definida por Pyeerto = 1 — Pepro-

Para cada posicao da secao transversal, assume-se que a base definida por phred tem
probabilidade P,..,t, de ser a correta, e que as trés outras bases tém a mesma probabilidade
P.,10/3 de ser a real base existente na sequéncia na posigao do alinhamento.

Ao final do célculo de probabilidade para cada base em cada posicao da secao transver-
sal, temos uma tabela 4 x N, onde N representa tamanho da secao transversal e cada coluna
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Exemplo de calculo de probabilidades de variagcoes de SNP
A C G T

A - 0999 0317 0,589
C 0999 - 0317 0,589
G 0317 0317 - 0,187
T 0,58 0,58 0,187 -

Tabela 3: Exemplo de célculo de valores de probabilidade de variagoes de SNP (Pxy =
Px: x Py/) utilizando os dados de P da Tabela 2.

representa as probabidades de uma dada base (A, C, G ou T). Para cada coluna represen-
tando uma base calculamos as probababilidades P4, Po, Pr, Pg da secao do alinhamento
conter apenas aquela base. Assim temos que:

N N N

N
Pa =[] Pai, Po = 1] Poi» Po =[] Pei, Pr =] Pr:
i=1 i=1 i=1 i=1

onde Pg4;, Pc;, Pr; e Pg; representam a probabilidade da seqiiéncia ¢ de uma secao trans-
versal conter respectivamente as bases A, C, T, ou G. Um exemplo desse produtério esta
mostrado na Tabela 2.

A probabilidade da secao de um alinhamento conter ao menos uma base B é dada por:

N

Py =1-]](1 - Pg)
i=1

onde B pode ser A, C', G ou T. A Tabela 2 também ilutra o cdlculo destes valores.
A probabilidade de uma coluna do alinhamento conter um SNP é dada por:

Psyp =1—(Pa+ Po+ Pr+ Pg)

e a probabilidade do SNP ser formado por um dado par de bases é calculado pela multi-
plicacao das probabilidades de cada uma das bases aparecer ao menos uma vez, ou seja:

Pxy = Px: x Py

(por exemplo Py = Py x Por). Aqui discutiremos apenas SNPs bialélicos, contudo este
conceito pode ser estendido para SNPs tri ou tetra alélicos.

Considerando a secao transversal do exemplo exibido na Tabela 2, a probabilidade de
ocorréncia de um SNP na posicao seria de Pgyp = 1 — 3,57 x 1076 — 7,66 x 107 —
3,04 x 10713 — 9,08 x 10~ = 0.999996. Utilizando o mesmo exemplo, a Tabela 3 exibe as
probabilidades de ocorréncia de cada uma das possiveis variaces bialélicas de SNPs.
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4 Comparacao dos métodos Polybayes e MSASNP

Para avaliar os métodos utilizamos um conjunto de dados formado por 8198 clusters de
seqiiéncias de cana-de-agucar que possuiam SNPs anotados pelos pesquisadores do projeto
SUCEST. No total, a anotacao realizada nestes clusters aponta 42853 posicoes de SNPs
(5,23 SNP/cluster).

Como estamos trabalhando apenas com posicoes bialélicas, nés filtramos todas as posi-
¢oes que apresentaram variagoes tri ou tetra alélicas ou que apresentaram eventos de IN-
DEL. Apés a filtragem, obtivemos uma lista de 41558 posicoes, contendo SNPs bialélicos,
distribuidas em 8115 clusters (5,07 SNP/cluster).

FExecutamos o software polybayes com e sem filtro de seqiiéncias paralogas. Este filtro
do polybayes analisa as seqiiéncias e, a partir das discrepancias que elas apresentarem
em relacao a ancora (consenso do cluster, neste caso), separa-as em dois grupos: nativas
e paralogas. Para o calculo de SNPs, o programa considera apenas as seqiiéncias nativas.
Quando o filtro é aplicado o nimero de seqiiéncias a ser analisada em busca de SNPs é
menor e, portanto, a execucao é mais rapida. Se o filtro é desligado, além da execucao ser
mais lenta, geralmente o programa retorna um ntmero maior de posicoes de SNPs.

A execucao do polybayes sem o filtro de paralogos produziu um total de 172842 posigoes
de polimorfismo (21,08 SNP/cluster). Deste total, 131622 posi¢oes eram SNPs bialélicos
distribuidos em 8195 clusters (16,06 SNP/cluster). O tempo de execugao foi de 661 minutos
e 45 segundos em uma maquina com 2 processadores INTEL Xeon 3.2 GHz, 4 GB DDR
ECC e 4 discos 320 ULTRA SCSI 133 GB rodando Fedora Core 4.

Utilizando o filtro, o nimero de posicoes polimérficas obtido foi de 138695, distribuidas
em 8042 clusters (16,05 SNP /cluster). Destas, 103325 eram posigoes bialélicas distribuidas
em 8029 clusters (12,60 SNP/cluster). Para produzir estes dados, o programa gastou 578
minutos e 59 segundos na mesma maquina.

Aplicamos o método MSASNP no mesmo conjunto de clusters. O método gastou 302
minutos e 27 segundos na mesma maquina utilizada para executar o polybayes.

Os dados brutos, produzido pelo método, indicavam os valores para todas as posigoes
que tinham pelo menos duas bases diferentes em uma secao transversal do alinhamento. Um
total de 4144426 posicoes apresentaram esta caracteristica minima, resultando em 505, 54
SNP/ cluster.

Este ntimero de posigoes é muito maior do que o ntmero de posicoes indicadas pelo
SUCEST, por exemplo. Obviamente, a maior parte nao se trata de SNPs e, portanto, um
critério deve ser criado para separar as posicoes que realmente sao polimorfismos.

Decidimos utilizar como critério o valor de probabilidade Pgyp calculado. Contudo,
este numero, pela prépria natureza do cédlculo, tende a ser, na maioria dos casos, muito
préximo de 1. Por exemplo, se utilizamos o valor minimo de 0,9 para considerar a posicao
como um SNP, temos um total de 4115998 posicoes (502,07 SNP/cluster), ou seja, apenas
0,68% do conjunto total é descartado.

Para avaliar o efeito da escolha de diferentes valores para a probabilidade minima re-
querida, utilizamos a férmula f(z) = 1 — 10~%, com z variando no intervalo [1,20], para
definir o conjunto de probabilidades minimas a ser testado. Os numeros de posicoes de-
finidas como sendo SNPs, segundo cada valor utilizado, é exibido no grafico da Figura 1
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(curva vermelha). Neste gréfico podemos ver também o nimero de posi¢oes em que ocorreu
correspondéncia com o conjunto de SNPs definido pelo SUCEST (curva verde). A curva
azul representa o nimero de polimorfismos bialélicos encontrados pelo polybayes sem o
filtro de paralogos. Ja a curva magenta indica a intersecgao entre polybayes e SUCEST.

Podemos observar no grafico que o método MSASNP aponta muitas posi¢oes, apre-
sentando nimero maior de SNPs que o polybayes em grande parte dos casos. Podemos
notar também que apresenta sempre um nimero maior de SNPs que o apresentado pela
interseccao entre SUCEST e polybayes.

O grafico da Figura 2 exibe a porcentagem de posicoes de SNPs apontadas pelo sistema
polybayes que conferem com os dados do SUCEST (curva verde). E na curva vermelha
apresentamos os valores obtidos com o método MSASNP que conferem com os apresentados
pelo SUCEST. Podemos observar que o polybayes acerta bastante e que o método MSASNP
acerta cada vez menos quando impomos mais restrigoes.

Posigdes de SNP

le+7 T T T T T T T T T T T T

T T T T
MSASNP —&—
Interseccéo entre MSASNP e SUCEST —=—
POLYBAYES (sem filtro) —+—
\ Interseccéo entre POLYBAYES (sem filtro) e SUCEST ——

1e+6 s

e

1e+5

Numero de posicoes

1e+4

1e+3

7"@"’@’ .
0702505 \01 0580505550505~ 7087185728158 14851885 7687585 74 \,9 2

Psnp

Figura 1: Grafico comparativo no nimero de posi¢oes marcadas como SNP. No eixo X
temos um limite inferior, para a probabilidade de ser SNP, onde consideramos que seja um
SNP. No eixo Y temos o nimero de posicoes marcadas como sendo SNP. A curva vermelha
refere-se a0 método MSASNP. A curva azul apresenta o numero de SNP apontados pelo
polybayes (sem filtro). A curva magenta apresenta o nimero de SNPs que aparecem no
SUCEST (dados de referéncia) e polybayes ao mesmo tempo. A curva verde aponta o
nimero de SNPs que aparecem no SUCEST e método MSASNP ao mesmo tempo.

O gréafico nos mostra que mesmo com a utilizacdo de um valor para probabilidade
minima, o método MSASNP continua a apontar muitas posicoes. Isso ocorre porque os
alinhamentos dos clusters possuem muitas regioes com baixa qualidade, produzindo uma
grande quantidade de SNPs em posi¢es consecutivas.

Assim, decidimos aplicar um filtro de janela deslizante que percorre as posicoes do
alinhamento e elimina SNPs consecutivos. A janela inicia a procura pelo primeiro candidato
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Porcentagem de posigdes de SNP preservadas
100 TR

80

o
o

N
o

Numero de posicoes

20

MSASNP ——
) POII_YB,?YESI (serln filtrlo) L
7. 7. 7. 7. 7. 7. 7. 7. 7. 7. 7. 7.
Nl Yl Yo Yle Yle Yo Yo Yo e Yo Yo Y7, 7, 7,
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7.

~
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7.

~
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IR
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~

Psnp

Figura 2: Grafico comparativo no numero de SNPs preservados, tomando como referéncia
os dados do SUCEST. No eixo X temos um limite inferior, para a probabilidade de ser SNP,
onde consideramos que seja um SNP. No eixo Y temos o nimero de posicoes preservadas.
A curva verde refere-se ao polybayes (sem filtro) e a curva vermelha ao método MSASNP.

a SNP existente no alinhamento. Ao encontrar esta posigao, a janela a indica como SNP
e pula 5 posicoes, ignorando qualquer candidato a SNP existente neste intervalo. Este
procedimento, portanto, nao permite que exista um SNP distante do outro a menos de 5
posigoes.

Os graficos das Figuras 3 e 4 s@o equivalentes aos das Figuras 1 e 2 s6 que agora
utilizando a janela deslizante. Como podemos ver, o numero de posi¢oes indicadas como
SNP pelo método MSASNP caiu bastante. Contudo, a porcentagem de posicoes apontadas
pelo SUCEST e pelo polybayes também cairam. Isso indica que este filtro nao é capaz de
eliminar falsos positivos sem afetar os verdadeiros positivos.

Além disso, analisando o polybayes, verificamos que a interseccao de suas posigoes de
SNP com as do SUCEST ¢ de 41138, ou seja, 98,99% das posicoes bialélicas.

Para isso, o polybayes produziu 131622 posi¢oes, ou seja 3,17 vezes mais do que o
apontado pelo SUCEST.

Por outro lado, 0 método MSASNP usando probabilidade minima de 1 — 1075 produziu
uma interseccao de posicoes de SNP com as do SUCEST é de 40828, ou seja, 98,27% das
posicoes bialélicas. Porém produziu 567618 posicoes, ou seja 13,66 vezes mais do que o
apontado pelo SUCEST.

Se utilizarmos o filtro de janelas nos dados do polybayes, o nimero de posi¢goes de SNP
cal para 112247 (2,70 vezes mais que o conjunto SUCEST). A intersecgao entre estes dois
conjuntos foi de 39034 posicoes, ou seja, 93,96% do total.

Usando o filtro de janelas no método MSASNP com probabilidade minima de 1 — 1076
temos 120089 posicoes de SNP (2, 89 vezes mais que o conjunto SUCEST) e uma interseccao
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Figura 3: Gréfico comparativo no nimero de posi¢oes marcadas como SNP quando utiliza-
mos uma janela deslizante de cinco posigoes entre dois SNPs. No eixo X temos um limite
inferior, para a probabilidade de ser SNP, onde consideramos que seja um SNP. No eixo
Y temos o nimero de posi¢oes marcadas como sendo SNP. A curva vermelha refere-se ao
método MSASNP. A curva azul apresenta o nimero de SNP apontados pelo polybayes
(sem filtro). A curva magenta apresenta o nimero de SNPs que aparecem no SUCEST
(dados de referéncia) e polybayes ao mesmo tempo. A curva verde aponta o nimero de
SNPs que aparecem no SUCEST e método MSASNP ao mesmo tempo.
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Figura 4: Grafico comparativo no numero de SNPs preservados, tomando como referéncia
os dados do SUCEST, quando utilizamos uma janela deslizante de cinco posicoes entre
dois SNPs. No eixo X temos um limite inferior, para a probabilidade de ser SNP, onde
consideramos que seja um SNP. No eixo Y temos o numero de posigoes preservadas. A
curva verde refere-se ao polybayes (sem filtro) e a curva vermelha ao método MSASNP.

de 19437 posicoes. Apesar de atingirmos um nimero de posigoes préximo do obtido pelo
polybayes, o numero de verdadeiros positivos caiu para 46, 79% dos SNPs apontados pelo

SUCEST.

5 Conclusao

A anailise dos graficos produzidos nos indica que o método MSASNP nao foi capaz de obter
resultados satisfatérios por diversos motivos.

O primeiro motivo é a imensa quantidade de posicoes de SNP apontadas por ele. Por
exemplo, enquanto a taxa de posicoes bialélicas anotadas no projeto SUCEST era de 5,07
SNP/cluster, a taxa apresentada pelo método MSASNP era de 505,54 SNP/cluster. Com
esta taxa, o método era capaz de encontrar todos os polimorfismos anotados. Contudo, o
nimero de falsos positivos apresentados torna a utilizagdo do método invidvel. Mesmo com
a determinacao de um valor minimo de probabilidade para considerar a posi¢do como um
SNP, o ntimero de falsos postivos era muito alto.

O segundo motivo esta relacionado ao préprio valor de confiabilidade produzido pelo
método. Devido a natureza do célculo e dos valores de qualidades, os valores de probabili-
dade de uma posi¢ao ser um SNP eram sempre muito altos.

Finalmente, a utilizacao de um filtro de janela adicional, que impedia que dois SNPs esti-
vessem a menos de 5 bases de distancia um do outro, mostrou-se pouco eficiente pois, apesar
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de ele reduzir o nuimero de falsos positivos, ele também reduzia o nitmero de verdadeiros
positivos a menos de 50% do nimero efetivo de posigoes de SNP.

O método polybayes mostrou resultados melhores. Apesar de inicialmente ele apresen-
tar uma taxa de posicoes bialélicas de 16,06 SNP /cluster (execugao sem filtro de pardlogos),
a taxa de verdadeiros positivos encontrados ficou em 98,99%.

A utilizagao do filtro de janela nos resultados do polybayes faz o ntimero de posigdes
de SNPs bialélicos cair de 131622 para 112247 posigoes (13,69 SNP/cluster). Isto diminui
a taxa de acerto para 93,96%.

Este ltimo resultado nos leva a concluir que o filtro de janela deve ser melhorado.
Como ele nao considera as probabilidades que as posi¢oes possuem de serem SNPs, ele acaba
sacrificando SNPs verdadeiros para atender o critério de distanciamento entre polimorfismos
consecutivos.

Concluimos, por fim, que entre os métodos estudados, o polybayes é o mais indicado
para a deteccao de SNPs com informacao de confiabilidade. Contudo, vale observar que
um filtro adicional deve ser desenvolvido para que o nuimero de falsos positivos possa ser
diminuido sem o aumento do ntumero de falsos negativos nos resultados produzidos pelo
programa.
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