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Resumo. O Alinhamento Miiltiplo de Sequéncias genéticas é essencial para a
drea de bioinformdtica. Devido a sua complexidade exponencial, heuristicas
sdo utilizadas. A mais popular é o Alinhamento Progressivo, com inimeras
ferramentas desenvolvidas ao longo dos anos. Entretanto, nenhuma consegue
gerar sempre o melhor alinhamento, nem se sobressair. Assim, os cientistas sdo
obrigados a escolher e utilizar mais de uma ferramenta. Ao invés de desenvolver
uma nova heuristica, este trabalho apresenta uma metaferramenta que avalia
novas combinagoes de técnicas extraidas de outras ferramentas e coordena suas
execugoes eficientemente. A abordagem é capaz de alcancar speedups superli-
neares, mantendo, e por vezes melhorando, a qualidade dos alinhamentos.

1. Introducao

Ao processo de alinhamento de mais de duas sequéncias genéticas (DNA, RNA ou
proteinas) para identificar as similaridades que refletem aspectos relacionados a evolucao
das espécies e as funcionalidades das estruturas organicas [Edgar and Batzoglou 2006]
dd-se o nome de Alinhamento Multiplo de Sequéncias (Multiple Sequence Align-
ment - MSA). O alinhamento multiplo é um passo essencial utilizado em di-
ferentes 4areas de pesquisa da bioinformética, como por exemplo, evolugdao das
espécies [Thompson et al. 2011], andlise de dominios [Thompson et al. 2011], andlise de
co-evolucao [Goh and Cohen 2002], inferéncia filogenética [Mirarab and Warnow 2011],
e predicdo de funcionalidades das proteinas [Kemena and Notredame 2009] ou de suas
estruturas tridimensionais [Przybylski and Rost 2002].

Uma grande quantidade de ferramentas de alinhamento multiplo de sequéncias
foram propostas nas ultimas quatro décadas [Gotoh 2014], algumas das quais conti-
nuaram a evoluir ao longo dos anos [Katoh and Toh 2008]. Curiosamente, a maioria
das ferramentas contemporaneas ainda sdo baseadas em algoritmos progressivos. O
Alinhamento Progressivo € considerado uma das primeiras heuristicas de alinhamento
multiplo [Feng and Doolittle 1987], sendo seu fluxo de trabalho composto por trés eta-
pas: Na primeira etapa, todas as sequéncias sdo comparadas entre si, em pares, gerando
uma matriz triangular onde cada elemento € o resultado de cada comparagao representado
por um score de similaridade; A segunda etapa cria uma Arvore Guia bindria que iden-
tifica a ordem em que as sequéncias devem ser alinhadas na dltima etapa; Esta segue a
Arvore Guia, das folhas para a raiz, realizando os alinhamentos par a par. Ao chegar a
raiz, todas as sequéncias terao sido alinhadas, gerando o alinhamento multiplo.



As ferramentas de Alinhamento Progressivo diferem entre si pela combinacdo de
técnicas adotadas na implementagdo das trés etapas. AvaliacOes destas ferramentas tém
mostrado que os tempos de execucdo e as qualidades dos alinhamentos podem variar
consideravelmente dependendo das técnicas empregadas e das sequéncias sendo alinha-
das [Edgar and Batzoglou 2006]. Por ser uma heuristica, o alinhamento 6timo nao é ga-
rantido. Assim, cientistas t€ém que fazer uso de uma ou mais ferramentas disponiveis,
esperando que pelo menos um dos alinhamentos gerados tenha uma qualidade satisfatoria.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho € propor e implementar uma metaferra-
menta — uma ferramenta que integra as técnicas empregadas por ferramentas existentes
de forma unificada. Sua execugdo é coordenada por um workflow que efetivamente per-
mite avaliar combinacdes novas e existentes de técnicas usadas para gerar alinhamentos
progressivos. Trés vantagens principais podem ser destacadas nesta abordagem: (i) pro-
duzir multiplas solucdes que ndo somente contemplem as produzidas pelas principais
ferramentas existentes, mas também gerar novas solucdes com potencial de ser a mais
adequada; (i1) evitar repetir a execucao de uma mesma técnica desnecessariamente, o que
pode acontecer quando se usa multiplas ferramentas distintas; (iii) permitir a execucao
paralela de estdgios independentes da metaferramenta controlada por meio da criacdo de
um workflow. Dentre estas vantagens, destaca-se o item (ii), uma vez que a primeira etapa
do Alinhamento Progressivo € a mais demorada e deixaré de ser executada, reduzindo os
custos computacionais. Além disso, os resultados obtidos mostram um ganho de quase 9
vezes quando a metaferramenta, se aproveitando das caracteristicas descritas no itens (i)
e (iii), é executada em 8 processadores.

O restante deste trabalho estd dividido da seguinte forma: a préxima secao
descreve o Alinhamento Progressivo e trés das principais ferramentas de alinhamento
multiplo que utilizam essa heuristica; a Se¢do 3 descreve a metaferramenta proposta; em
seguida, na Sec¢ao 4, sdo apresentados e analisados alguns resultados iniciais obtidos; por
fim, sdo apresentadas algumas conclusdes, bem como trabalhos futuros.

2. Referencial Teorico

Para contextualizar o leitor a cerca do tema que envolve este trabalho, esta secdo apre-
senta um resumo sobre Alinhamento Progressivo (subse¢do 2.1), relacionando as técnicas
mais utilizadas em cada etapa. O Alinhamento Progressivo, além de ser uma classe de
heuristicas utilizada até hoje, ainda € a base para outras heuristicas para alinhamento
multiplo, como o Alinhamento Iterativo e o Alinhamento baseado em Consisténcia.
Em seguida, sdo apresentadas as ferramentas mais utilizadas que implementam essa
heuristica.

2.1. Alinhamento Progressivo

O método heuristico de Alinhamento Progressivo foi criado por Feng e Doolit-
tle [Feng and Doolittle 1987]. Nele, os autores apresentam um método heuristico divi-
dido em trés etapas (como ilustrado na Figura 1) para realizar o alinhamento de multiplas
sequéncias genéticas baseado no alinhamento par a par das sequéncias.

Na primeira etapa do método, Feng e Doolittle utilizam o algoritmo de Needle-
man ¢ Wunsch [Needleman and Wunsch 1970] para alinhar as n sequéncias, duas a duas

(totalizando w alinhamentos par a par), gerando um Score de Similaridade para
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Figura 1. Etapas do Alinhamento Progressivo

cada alinhamento, que sdo armazenados numa matriz triangular denominada Matriz de
Similaridades. Com o passar do tempo, novas técnicas para a geracdo desta Matriz de
Similaridades foram desenvolvidas [Thompson et al. 1994] [Katoh and Toh 2008].

A partir da Matriz de Similaridades, a ordem para a realizacdao dos alinhamentos
¢ dada por uma arvore filogenética bindria, gerada por um algoritmo de agrupamento
hierdrquico, que servird de guia para o alinhamento final. A ideia geral € que sequéncias
mais semelhantes entre si, ou seja, com os maiores scores, sejam alinhadas primeiro.
As técnicas para a geracdo da Matriz de Similaridades e os algoritmos de agrupamento
hierarquico implementados neste trabalho serdo apresentados na subsecao 3.2.

Durante a etapa final de Alinhamento de Profiles, a Arvore Guia é percorrida das
folhas para a raiz, gerando um Profile [Eddy 1998] para cada n6 nao folha, que representa
o alinhamento dos dois ramos (cada um podendo ser um outro profile ou uma sequéncia),
até que o alinhamento completo seja produzido.

2.2. Trabalhos Relacionados

Desde a proposta inicial de Feng e Doolittle, as ferramentas de Alinhamento Progressivo
estdo em constante evolucdo, muitas vezes acrescentando novas etapas. Dentre as ferra-
mentas mais populares encontram-se o CLUSTAL [Higgins and Sharp 1988], o CLUS-
TAL W [Thompson et al. 1994] e o MAFFT [Katoh et al. 2002], nas op¢des FFT-NS1 e
NW-NSI.

Na primeira etapa, o CLUSTAL  utiliza o algoritmo descrito
em [Bashford et al. 1987] para o Célculo dos Scores de Similaridade. Para a geracdo da
Arvore Guia, a ferramenta utiliza o Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages (UPGMA) [Sokal and Michener 1958]. Por fim, o algoritmo de Wilbur e
Lipman [Wilbur and Lipman 1984] € utilizado para realizar o Alinhamento dos Profiles,
seguindo a ordem estabelecida pela Arvore Guia.

Além das técnicas implementadas no CLUSTAL, 0
CLUSTAL W [Thompson et al. 1994], uma segunda versdao do CLUSTAL, permite
utilizar, na primeira etapa, o algoritmo de Myers e Miller [Myers and Miller 1988] para
o Calculo dos Scores de Similaridade e o Neighbor-Joining (NJ) [Saitou and Nei 1987]
foi adicionado na segunda etapa do Alinhamento Progressivo. Por fim, o algoritmo de
Myers e Miller passou a ser usado também como método para alinhamento de profiles.

Desenvolvido em 2002 por Katoh et al. [Katoh et al. 2002], o Multiple Alignment
using Fast Fourier Transform (MAFFT) converte as sequéncias em vetores de volume
e polaridade de cada residuo da sequéncia genética. A partir da conversdo, € calcu-
lada a correlacdo entre as transformadas répidas de Fourier dos vetores para cada par
de sequéncias (FFT-NS1). Usando a correlacdo como score de similaridade, a Arvore



Guia é gerada pelo UPGMA e o alinhamento de profiles é feito utilizando o algoritmo de
Myers e Miller. Ele possui ainda a op¢do de utilizar o algoritmo de Myers e Miller para
a geragdo dos scores de similaridade (NW-NS1). Também existem versdes mais recentes
que tentam melhorar o alinhamento final iterativamente.

O trabalho de [Jodo Jr et al. 2022] apresentou um arcabouco monolitico e sequen-
cial para gerar multiplos alinhamentos (inclusive progressivos) para um mesmo conjunto
de sequéncias, combinando técnicas existentes nas ferramentas mais populares e utiliza-
das pela comunidade cientifica. Os resultados apresentados mostram a alta qualidade dos
alinhamentos gerados pelo arcabouco, quando comparado com duas das principais ferra-
mentas de alinhamento multiplo da literatura (o T-COFFEE [Notredame et al. 2000] e o
ProbCons [Do et al. 2005], ambos da classe de Alinhamento baseado em Consisténcia).
Porém, o arcabouco ndo € capaz de aproveitar os dados de técnicas ja executadas e nao
permite a execugao paralela das diferentes etapas do alinhamento.

Diferentemente das propostas anteriores, que somente utilizam um conjunto de
técnicas, este trabalho adota uma estratégia de aproveitar multiplas técnicas em cada uma
das etapas. A metaferramenta proposta realiza multiplos alinhamentos progressivos de
uma forma mais eficiente na tentativa de aumentar a probabilidade de construir alinha-
mentos de qualidade. Esta abordagem baseada na agregacdo de técnicas mostrou que a
antiga classe de Alinhamento Progressivo voltou a ser competitiva em relag@o as clas-
ses de Alinhamento Iterativo e de Alinhamento baseado em Consisténcia. Uma vez que
a capacidade da metaferramenta gerar alinhamentos de alta qualidade ja foi detalhada-
mente analisada em [Jodo Jr et al. 2022] e [Jodo Jr et al. 2023], o objetivo deste trabalho
¢ avaliar o desempenho da metaferramenta. Implementando a proposta por meio de um
workflow tem-se as seguintes vantagens: evitar a reexecu¢do de uma mesma técnica em
mais de um alinhamento, e; permitir a execucao paralela de etapas independentes da me-
taferramenta.

3. Metaferramenta para Alinhamento Progressivo

A metaferramenta apresentada neste trabalho se baseia nas etapas do Alinhamento Pro-
gressivo (subse¢do 2.1). Porém, ao invés de gerar apenas um Alinhamento Progressivo,
a metaferramenta gera multiplos alinhamentos para permitir ao pesquisador escolher a
melhor op¢do. A subsecdo 3.1 descreve o framework para Alinhamento Progressivo que
serviu de base para a implementacao da metaferramenta. Em seguida, € apresentada a
arquitetura da metaferramenta proposta (subsecdo 3.2). Por fim, a subse¢ao 3.3 descreve
a implementacdo da solucao proposta por meio de um workflow.

3.1. Arcabouco Monolitico para Alinhamento Progressivo

A metaferramenta apresentada neste trabalho se baseia nas etapas do Alinhamento Pro-
gressivo, sendo utilizadas, para as duas primeiras etapas, as técnicas do arcabou¢o mo-
nolitico avaliadas em [Jodo Jr et al. 2022]. Tal arcabougo foi implementado com base no
codigo fonte em C++ do CLUSTAL W [Thompson et al. 1994], de onde foram utilizadas
as implementacoes das técnicas FULL, QUICK, NJ e UPGMA, além do alinhamento de
profiles e da manipulacdo dos arquivos lidos e gerados, seguindo formatos adotados pela
comunidade, como por exemplo, o formato de arquivo FASTA para sequéncias genéticas.

Para a primeira etapa (Calculo dos Scores de Similaridade), foram implementadas
as seguintes técnicas presentes em ferramentas tradicionais:



e FULL: cada Score de Similaridade é calculado como a porcentagem de
identidade do alinhamento obtido usando o algoritmo de Myers and Mil-
ler [Myers and Miller 1988];

* QUICK: calcula os scores utilizando o método rdpido da primeira versdo do
CLUSTAL, que conta as tuplas correspondentes em cada par de sequéncias;

* LCS: define como Score de Similaridade o tamanho da maior subsequéncia co-
mum (Longest Common Subsequence - LCS) entre duas sequéncias, dividido pelo
tamanho da menor sequéncia. O LCS é gerado usando o algoritmo de Hirschberg
implementado em [Jodo Jr et al. 2019];

* KMERS: os scores sao o nimero de k-mers (subsequéncias de tamanho k que
duas sequéncias tem em comum), dividido pelo tamanho da menor sequéncia.

Para a segunda etapa (Geracdo da Arvore Guia), além dos dois algoritmos mais co-
muns, disponiveis no CLUSTAL W, o UPGMA e o NJ, o arcabou¢o também implementa
duas outras técnicas denominadas SLMIN e SLMAX, descritas em [Jodo Jr et al. 2023].
Por sua vez, a tltima etapa utiliza o Alinhamento de Profiles proveniente do CLUSTAL W.
E importante destacar que as técnicas implementadas representam o que ha de mais re-
levante na atualidade. Ainda mais no caso da segunda etapa, que implementa todas as 4
técnicas encontradas na literatura para a geracdo da arvore guia.

3.2. Arquitetura

A arquitetura atual da metaferramenta, ilustrada na Figura 2, segue as etapas do Alinha-
mento Progressivo da Figura 1, a saber: Calculo dos Scores de Similaridade, Geracao
da Arvore Guia e Alinhamento de Profiles. Para cada etapa, as técnicas descritas na
subsecao 3.1 sdao implementadas como programas distintos baseados no cédigo fonte do
CLUSTAL W, mas executados como processos independentes.

Alin. Prof. Alin. Mult.
Alin. Prof. Alin. Mult.
Alin. Prof. Alin. Mult.
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Figura 2. Arquitetura da metaferramenta para Alinhamento Progressivo

A conexdo entre as etapas € feita pela comunica¢do de informagdes por arquivos
especificos. Para que os Scores de Similaridade possam ser utilizados na Geracdo da



Arvore Guia, um arquivo com a Matriz de Similaridade é gerado pelo processo que exe-
cuta a técnica utilizada na primeira etapa do Alinhamento Progressivo. Posteriormente,
este aquivo € lido pelo processo que implementa a técnica utilizada na segunda etapa.
Analogamente, para que o Alinhamento de Profiles possa seguir a ordem com que as
sequéncias serdo alinhadas, um arquivo com a Arvore Guia é gerado pelo processo que
executa a técnica utilizada na segunda etapa para, posteriormente, ser lido pelo processo
que fard o Alinhamento de Profiles.

Com esta arquitetura atualmente sdo gerados 16 alinhamentos (4 técnicas da pri-
meira etapa X 4 técnicas da segunda etapa) para uma Unica entrada (instancia de alinha-
mento multiplo). Se estes alinhamentos fossem gerados utilizando-se o fluxo tradicional
do Alinhamento Progressivo e com cada etapa sendo executada por um processo, ter-se-ia
um total de 48 processos executados (4 técnicas da primeira etapa x 4 técnicas da segunda
etapa X 3 etapas). Entretanto, a metaferramenta descrita neste trabalho foi desenvolvida
para reutilizar as Matrizes de Similaridade geradas na primeira etapa, evitando assim,
repeti¢do de trabalho (conforme mostra a Figura 2). Com a reutilizagdo, cada processo
relativo a cada técnica da primeira etapa so precisa ser executado uma tnica vez, evitando
a execucdo de 12 processos. E importante ressaltar que, como serd mostrado nos experi-
mentos realizados na Secdo 4, esses processos, no Alinhamento Progressivo, sdo os que
tendem a demorar mais tempo, o que aumenta a eficiéncia da solug@o proposta.

3.3. Workflow para Alinhamento Progressivo

A criagao do workflow da metaferramenta apresentada neste trabalho, foi realizada utili-
zando o Nextflow [Di Tommaso et al. 2017]. Desenvolvido para gerenciar workflows na
area de bioinformética, o Nextflow pretende prover a execucao de aplicacdes de forma pa-
ralela, eficiente e tolerante a falhas, além de oferecer proveniéncia e rastreabilidade. Ele
possui suporte nativo para a execucdo de containers em ambientes de Nuvens Computa-
cionais, além de seguir os padrdes estabelecidos pela Workflows Community Initiative '.

O Nextflow segue o paradigma de dataflow e é composto, basicamente, por duas
entidades: processos e canais. Os processos seguem a filosofia dos processos UNIX,
possuindo entradas e saidas, e sdo responsaveis pela execugdo propriamente dita dos pro-
cessos que compdem os workflows. As entradas e saidas podem ser valores, como a
quantidade de sequéncias ou a op¢ao a ser passada para o processo de alinhamento, ou
podem ser arquivos. Os canais seguem a filosofia FIFO dos PIPES UNIX e servem para
realizar a comunicagdo entre processos.

No workflow desenvolvido para este trabalho, exibido na Figura 3, foram criados
trés processos, um para cada etapa do Alinhamento Progressivo, conectados por canais
com os arquivos gerados nas etapas anteriores (pipes horizontais, ou cilindros, conec-
tando os processos, representados por retangulos). Para que todas as técnicas de cada
processo possam ser executadas, um canal artificial com os nomes das técnicas foi cri-
ado e associado a entrada dos processos que executam as duas primeiras etapas (pipes
horizontais com os nomes das técnicas).

Thttps://workflows.community/
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Figura 3. Workflow para Alinhamento Progressivo

4. Analise Experimental

Para analisar o desempenho da metaferramenta, foram usadas sequéncias de proteinas da
familia PFOO005 [Hung et al. 1998] pertencentes ao benchmark PFAM [Finn et al. 2014].
Tais proteinas sao transportadores ABC responsaveis pela translocacdo de uma variedade
de compostos através das membranas bioldgicas, sendo a maior familia de proteinas em
muitas bactérias completamente sequenciadas. Uma outra razdo para a escolha deste
benchmark, foi a significativa quantidade de sequéncias disponiveis para analisar alinha-
mentos multiplos com diferentes quantidades e tamanhos de sequéncias.

Desta familia, foram selecionadas sequéncias pertencentes a um dos trés grupos
a seguir: tamanhos menores que 100 residuos; entre 100, inclusive, e 200, e; entre 200,
inclusive, e 300. A quantidade total de sequéncias que compdem estes trés grupos repre-
senta 70% da familia PFO0005. Das milhares de sequéncias que compdem estes grupos,
foram selecionadas amostras de 100, 200, 300, 400, 500 e 1000 sequéncias para avaliar o
impacto do numero de sequéncias no desempenho da metaferramenta. Esta combinagdo
de niimeros e tamanhos de sequéncias permite avaliar a eficicia da proposta em relacio a
diferentes tamanhos de problemas de alinhamento multiplo, especialmente para proteinas.
As médias dos tempos de trés execucdes dos cendrios utilizados para essa avaliagdao siao
exibidas na Tabela 1. Os experimentos foram executados em instancias da familia C7g da
AWS EC2 equipadas com processadores AWS Graviton 3 com frequéncia de 2,6 GHz de
clock. Nestas instancias, a quantidade de memoria alocada € de 2 GiB para cada CPU.
Neste trabalho, foram utilizadas instancias de maquinas virtuais com 1, 2, 4 e 8 CPUs,
cuja utilizacao é gerenciada pelo Nextflow.

O arcabougo monolitico que originou a metaferramenta apresentada neste traba-
lho teve a qualidade dos alinhamentos gerados avaliada em [Jodo Jr et al. 2023], onde os
resultados mostraram que a qualidade €, no minimo, mantida e muitas vezes melhorada
em relacdo as ferramentas existentes. O arcabouco foi implementado com base no cédigo
fonte do CLUSTAL W e para avaliar a sobrecarga da sua implementagdo em relagao
a implementagdo original do CLUSTAL W, ambos foram executados com as mesmas
opcodes de técnicas (as originais do CLUSTAL W) para o alinhamento de 500 sequéncias
de cada um dos 3 grupos descritos anteriormente. As médias dos tempos de 3 execucdes
para os trés grupos foram, respectivamente, 9, 46s, 29, 54s e 84, 55s para o CLUSTAL W
e 9,47s, 29,655 e 84,70s para o arcabouco. Tais tempos mostram um acréscimo que
varia de 0,11% a 0, 36%, indicando que o cddigo utilizado no arcabougo, baseado no
CLUSTAL W e com a adi¢do de outras técnicas, ndo altera significativamente o tempo de
execucao para a geracao de alinhamentos multiplos.

Para a construcio do workflow descrito na Secdo 3.3, o cédigo do arcabougo foi
particionado, gerando programas separados para implementar cada técnica utilizada em



Tabela 1. Tempos de execucao (em segundos), sobrecargas, fatores de ganho e
Speedups obtidos na execucado dos experimentos com a metaferramenta

Tamanho das Sequéncias Até 100

Nimero de Sequéncias: 100 200 300 400 500 1000
Tamanho Médio das sequéncias: 78,8 77,4 77,4 77,8 77,3 78,0
Arcabougo monolitico (s) 2,65 8,88 18,59 32,35 49,40 193,06
Sequencial sem reaproveitamento (s) 3,01 9,98 20,95 36,41 55,78 219,22
Sobrecarga das etapas separadas 13,60% 12,39% 12,71% 12,54% 12,93% 13,55%
Sequencial com reaproveitamento (s) 1,66 4,88 9,67 16,25 24,40 92,50
Ganho do reaproveitamento 1,81 2,04 2,17 2,24 2,29 2,37
Nextflow com 1 processo (s) 14,62 18,18 24,11 31,41 40,06 116,08
Nextflow com 2 processos (s) 8,65 10,21 13,02 16,94 21,51 59,99
Nextflow com 4 processos (s) 5,30 6,31 7,81 9,66 11,79 31,67
Nextflow com 8 processos (s) 4,79 5,53 5,97 7,55 9,28 26,37
Sobrecarga do Nextflow 77896%  272,29%  149,33%  93,27%  64,14%  25,50%
Speedup Nextflow com 2 CPUs 1,69 1,78 1,85 1,85 1,86 1,94
Speedup Nextflow com 4 CPUs 2,76 2,88 3,09 3,25 3,40 3,67
Speedup Nextflow com 8 CPUs 3,05 3,29 4,04 4,16 4,32 4,40
Ganbho total Nextflow com 2 CPUs 0,31 0,87 1,43 1,91 2,30 3,22
Ganbho total Nextflow com 4 CPUs 0,50 1,41 2,38 3,35 4,19 6,10
Ganho total Nextflow com 8 CPUs 0,55 1,60 3,12 4,28 5,32 7,32
Tamanho das Sequéncias 100 a 200

Numero de Sequéncias: 100 200 300 400 500 1000
Tamanho Médio das sequéncias: 158,7 161,3 160,9 157,1 156,5 156,1
Arcabougo monolitico (s) 8,43 29,68 63,02 104,68 161,46 617,86
Sequencial sem reaproveitamento (s) 8,88 30,91 65,62 109,15 165,94 644,88
Sobrecarga das etapas separadas 5,34% 4,16% 4,12% 4,27% 2,77% 4,37%
Sequencial com reaproveitamento (s) 4,47 12,99 25,63 41,34 61,26 223,52
Ganho do reaproveitamento 1,99 2,38 2,56 2,64 2,71 2,89
Nextflow com 1 processo (s) 18,75 28,13 42,01 59,38 81,04 254,94
Nextflow com 2 processos (s) 9,82 14,51 21,57 30,10 40,99 127,29
Nextflow com 4 processos (s) 6,04 8,37 12,17 16,70 23,43 77,57
Nextflow com 8 processos (s) 4,80 6,82 10,51 14,84 20,71 70,81
Sobrecarga do Nextflow 319,54% 116,58% 63,92%  43,63%  32,28% 14,06%
Speedup Nextflow com 2 CPUs 1,91 1,94 1,95 1,97 1,98 2,00
Speedup Nextflow com 4 CPUs 3,10 3,36 3,45 3,56 3,46 3,29
Speedup Nextflow com 8 CPUs 3,91 4,12 4,00 4,00 3,91 3,60
Ganbho total Nextflow com 2 CPUs 0,86 2,05 2,92 3,48 3,94 4,85
Ganho total Nextflow com 4 CPUs 1,39 3,55 5,18 6,27 6,89 7,97
Ganbho total Nextflow com 8 CPUs 1,76 4,35 6,00 7,05 7,80 8,73
Tamanho das Sequéncias 200 a 300

Nuimero de Sequéncias: 100 200 300 400 500 1000
Tamanho Médio das sequéncias: 250,8 250,3 252,0 251,2 251,5 253,0
Arcabougo monolitico (s) 20,49 74,72 165,78 286,83 444,17 1748,92
Sequencial sem reaproveitamento (s) 21,00 76,21 167,95 291,90 451,89 1776,20
Sobrecarga das etapas separadas 2,52% 2,00% 1,31% 1,77% 1,74% 1,56%
Sequencial com reaproveitamento (s) 8,69 27,23 56,43 93,79 141,15 523,72
Ganho do reaproveitamento 2,42 2,80 2,98 3,11 3,20 3,39
Nextflow com 1 processo (s) 23,80 43,94 75,51 114,25 164,22 563,28
Nextflow com 2 processos (s) 12,49 22,62 38,29 57,90 82,34 282,80
Nextflow com 4 processos (s) 7,39 14,57 27,64 45,71 68,63 262,63
Nextflow com 8 processos (s) 6,33 13,84 26,93 44,24 66,88 258,49
Sobrecarga do Nextflow 173,92% 61,38% 33,82% 21,81% 16,56% 7,55%
Speedup Nextflow com 2 CPUs 1,91 1,94 1,97 1,97 1,99 1,99
Speedup Nextflow com 4 CPUs 3,22 3,02 2,73 2,50 2,39 2,14
Speedup Nextflow com 8 CPUs 3,76 3,18 2,80 2,58 2,46 2,18
Ganbho total Nextflow com 2 CPUs 1,64 3,30 4,33 4,95 5,39 6,18
Ganbho total Nextflow com 4 CPUs 2,77 5,13 6,00 6,28 6,47 6,66

Ganbho total Nextflow com 8 CPUs 3,24 5,40 6,16 6,48 6,64 6,77




cada uma das trés etapas do Alinhamento Progressivo. Com o intuito de avaliar o impacto
dessa divisdo em relacdo a execugdo do arcabouco monolitico, os programas foram exe-
cutados sequencialmente na ordem em que geram os alinhamentos, combinados de forma
a gerar todos os 16 alinhamentos possiveis para a combinagdo das 4 técnicas da etapa de
Cilculo dos Scores de Similaridade com as 4 técnicas da Geragdo da Arvore Guia. Os
tempos para a execu¢do do arcabouco monolitico e dos processos separados executados
sequencialmente podem ser observados nas linhas Arcabouc¢o monolitico e Sequencial
sem reaproveitamento da Tabela 1. As linhas Sobrecarga das etapas separadas mos-
tram percentualmente (Sequencial sem rszz;;};ii{zm;:izl—ig;‘gabouco monolitico % 100) 0 quanto a
execucdo sequencial em separado das etapas do Alinhamento Multiplo apresenta de so-
brecarga. Como era de se esperar, todos os percentuais sdo positivos, indicando que a
utilizagdo de arquivos temporarios para o envio dos dados entre as etapas gera atraso na
execucdo. Tal atraso € proporcionalmente maior para o primeiro grupo com sequéncias
de tamanho menores que 100 e diminui conforme o tamanho das sequéncias aumenta,
chegando a menos de 2% para os maiores casos (tamanho entre 200 e 300, com 300
sequéncias ou mais).

Com a possibilidade de executar cada técnica de cada etapa separadamente, surge
a possibilidade de reaproveitamento dos dados intermedidrios gerados ao final da primeira
etapa. Para medir o ganho desse reaproveitamento, todos os alinhamentos gerados pelas
16 possiveis combinacdes de técnicas foram executados utilizando o reaproveitamento
dos dados gerados pela primeira etapa. Os tempos dessas execucdes € os ganhos obtidos
com o reaproveitamento estdo, respectivamente, nas linhas Sequencial com reaproveita-
mento ¢ Ganho do reaproveitamento (giggizzzﬂ e :ZZ?:ZZEZ%%Z) Esse ganho atinge

3,39 vezes para o maior exemplo, aumentando com o tamanho das sequéncias € a sua
quantidade.

Na Figura 2, observa-se que o fluxo dos dados gerados pelas etapas permite a
execucao concorrente entre si das técnicas da primeira etapa e entre as técnicas da segunda
etapa. Para implementar tal solucdo, utilizou-se o workflow descrito na Se¢do 3.3. Os tem-
pos para as execugdes da metaferramenta com N = 1, 2, 4 e 8 processos concorrentes,
seus ganhos em relacdo a execugdo com apenas um processo concorrente e em relacdo
ao arcabougo monolitico sao mostrados, respectivamente, nas linhas Nextflow com N
processos, Speedup Nextflow com N CPUs e Ganho total Nextflow com N CPUs. A
Sobrecarga do Nextflow (fexiliow com Lprocesso-Sequencial com reaprovcilamento » 1()() ilus-
tra o custo do gerenciamento realizado pelo Nextflow em relacdo ao tempo de execucao
necessario para a geracao dos alinhamentos. Apesar de ser alto para problemas pequenos,

diminui significativamente quanto maior o nimero e tamanhos das sequéncias.

O Speedup obtido pela metaferramenta com mais de um processo, quando com-
parado a execu¢do com apenas um processo, € de no maximo 4, e, para 0 grupo com as
maiores sequéncias, diminui com o aumento do nimero das mesmas. Para compreender
esse comportamento, faz-se necessario analisar os tempos de execucdo de cada técnica
de cada etapa do Alinhamento Progressivo. Na Tabela 2, sdo apresentados os percentuais
do tempo gasto com cada técnica durante a execu¢do da metaferramenta para a geragao
de 16 alinhamentos diferentes. Os percentuais relativos as técnicas da segunda etapa (NJ,
UPGMA, SLMIN e SLMAX) sdo os obtidos pela execucdo de 4 vezes cada uma dessas
técnicas, visto que cada técnica da segunda etapa € executada uma vez para cada técnica



da primeira etapa. Similarmente, o percentual obtido para o Alinhamento de Profiles
equivale a execucdo do mesmo 16 vezes.

Tabela 2. Percentual do tempo que cada técnica gasta para os 16 alinhamentos

FULL QUICK LCS KMERS UPGMA SLMIN SLMAX NJ Alin. de Profiles

47.8% 7.0% 26.1% 0.3% 0.2% 0.2% 0.2% 1.5% 16.7%

Ao observar-se a Tabela 2, percebe-se que 0s tempos necessarios para a execugao
das técnicas da primeira etapa equivalem a 81, 2% do tempo total, sendo a técnica FULL
a mais lenta, responsavel por 47, 8% do tempo, seguida pela técnica LCS (26,1%). A
diferenca entre o tempo de execuc¢do da técnica FULL para as demais acaba por limitar
o speedup quando se comparam os tempos de execucdo da metaferramenta com mais de
um processo concorrente em relagdo a um unico processo. Outra razdo para a limitagao
do speedup para 8 processos concorrentes € o fato de existirem implementadas na meta-
ferramenta, no momento, 4 técnicas para a segunda etapa e uma para a terceira etapa do
Alinhamento Progressivo.

Porém, tal diferenca nos tempos de execu¢do da primeira etapa também € o fa-
tor que permite um maior ganho total da metaferramenta com as técnicas implementa-
das atualmente, apresentado nas 3 ultimas linhas da Tabela 1. Com o uso da metafer-
ramenta, as técnicas da primeira etapa s6 precisam ser executadas uma tunica vez, ao
invés de 4 (o nimero de técnicas da segunda etapa). Desta forma, o tempo € reduzido em
(N2E—-1)x(TF+TQ+TL+TK), onde N2E é o nimero de técnicas da segunda etapa
do Alinhamento Progressivo e TF, TQ, TL e TK sao os tempos para executar as técnicas
da primeira etapa (FULL, QUICK, LCS e KMERS, respectivamente). A combinagao
do reaproveitamento em conjunto com a execucao orquestrada pelo workflow neste ex-
perimento permitiu um ganho total, em relacdo a versdao monolitica, de até ~ 9 vezes,
executando em 8 processadores. Tal ganho serd maior quanto maior for o reaproveita-
mento. Por fim, a separacdo e execucdo em paralelo das técnicas permitiram ganho de
desempenho para todos os alinhamentos multiplos executados em relacdo a versao mo-
nolitica, com excec¢ao do menor tamanho de problema estudado (i.e. 100 sequéncias com
até 100 residuos), quando executado com 4 e 8 CPUs.

5. Conclusoes e Trabalhos Futuros

Por ser uma heuristica, o método de Alinhamento Progressivo para solucionar o problema
de Alinhamento Multiplo de Sequéncias genéticas ndo garante a geracao do alinhamento
otimo. Assim sendo, cientistas se veem obrigados a escolher e executar diversas ferra-
mentas para identificar o alinhamento mais adequado as suas necessidades.

O presente trabalho apresentou uma metaferramenta que implementa técnicas uti-
lizadas em ferramentas existentes, combinou-as (por vezes de maneira inédita) e obteve
resultados com ganho de desempenho de quase 9 vezes, mesmo quando utilizando 8 pro-
cessos concorrentes. Tal metaferramenta possibilita a continuidade da pesquisa em di-
versos aspectos. A comegar com a implementacdo de outras técnicas para as etapas do
Alinhamento Progressivo, como por exemplo, acrescentar a técnica utilizada pelo Prob-
Cons [Do et al. 2005] para o Célculo dos Scores de Similaridade. Ainda mais interes-
sante € ampliar as etapas do Alinhamento Progressivo com a inclusdo de técnicas de



refinamento do Alinhamento Progressivo como, por exemplo, o Alinhamento Baseado
em Consisténcia e o Alinhamento Iterativo, conforme sugerido em [Jodo Jr et al. 2023],
0 que vai aumentar ainda mais o reaproveitamento € o desempenho, além de reduzir os
custos computacionais.

Em relacdo ao desempenho, sabendo-se que a primeira etapa do Alinhamento
Progressivo é a mais custosa, a paralelizacdo dessa etapa, para a geracdo dos Scores de
Similaridade com o FULL e o LCS, apresenta um grande potencial. Ainda mais se com-
binada essa paraleliza¢dao com a utilizacdo de multiplas maquinas virtuais. Por fim, ainda
poderiam ser analisadas outras solucdes para o gerenciamento da metaferramenta além
do Nextflow.
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