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Introducao

A comparacdo de biossequéncias € uma das tarefas mais importantes atualmente na drea
de Bioinformatica. Entretanto, ainda nio existe um Sistema Gerenciador de Banco de Dados
(SGBD) especifico para essa aplicacdo, restando apenas o gerenciamento de buffer padrao
fornecido pelo sistema operacional.

As ferramentas da familia BLAST sdo as mais utilizadas hoje em dia, e o seu
desempenho é um fator muito importante, sendo que pequenas melhoras nestas podem trazer
grandes beneficios.

Com esse propésito foi criado o BioProvider [1], uma ferramenta provedora de dados
que realiza um gerenciamento de buffer eficiente para 0o BLAST. Essa ferramenta € utilizada
de forma transparente ao BLAST, ja que a comunicagdo entre ambos € feita através de um
driver que substitui as chamadas de func¢des de leitura e escrita no arquivo do banco de dados.

Contudo, na época em que a ferramenta BioProvider foi desenvolvida, as bases de
dados disponiveis dificilmente ultrapassavam 1GB, como descrito em Noronha, M. (2007).
Ainda que ela tenha sido projetada de forma que o seu desempenho seja melhor para bases
grandes, ndo se imaginava que isso poderia gerar problemas se o tamanho da base
ultrapassasse um certo limite.

Numa etapa de pré-processamento da ferramenta BLAST, um programa chamado
formatdb é chamado para descompactar a base no formato FASTA, separando as sequéncias
da base dos demais dados complementares, como as anotac¢des, gerando a0 mesmo tempo um
arquivo de indices que une os dois. Nessa etapa, o formatdb quebra em pedagos menores 0s
arquivos de indice e de anotacdes de tal forma que os arquivos sejam mais faceis de
manusear. Isso impede o funcionamento do BioProvider, ja que este foi desenvolvido sem
tratamento especial para esse caso. Portanto, é necessario realizar modifica¢des no cddigo
fonte do BioProvider a fim de adapta-lo para esse caso em particular, o que consiste em uma
tarefa certamente trabalhosa, visto que sdo necessarios conhecimentos bem aprofundados na
linguagem de programagao C, sistema operacional Linux, drivers de dispositivos € o
algoritmo BLAST, assim como € imprescindivel estudar a fundo o gerenciamento de buffer
do BioProvider e suas demais funcionalidades.

Objetivos

Modificar o cédigo atual do BioProvider a fim de que este possa tratar eficientemente
as multiplas divisdes de uma base de dados volumosa (com tamanho em disco superior a
1GB), sem que ele deixe de funcionar de maneira transparente a ferramenta BLAST.

Além do cddigo fonte, também € necessario modificar o script auxiliar que executa o
programa. Esse script é importante e razoavelmente grande, pois configura diversos
parametros automaticamente e, principalmente, chama programas auxiliares de pré-
processamento (como o formatdb do NCBI ou o format_database do préprio BioProvider). O
funcionamento correto do BioProvider depende essencialmente desse script.
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Para simplificar os testes realizados durante o desenvolvimento, a fim de que estes
levem menos tempo para executar, deve-se limitar a memoria RAM manualmente em 256MB
ou 512MB, mesmo que a maquina disponha de mais memoria fisica. Como o desempenho do
BioProvider depende tanto do tamanho do arquivo de entrada como da meméria RAM
disponivel, € interessante também fazer as simulagdes variando esses dois parametros para
analisar o seu efeito sobre o desempenho do programa.

Também seria interessante comparar o desempenho do BioProvider com as versoes
mais atuais do BLAST, que sdo muito mais eficientes se comparadas com as versoes
utilizadas para os testes na época em que o BioProvider foi criado, a fim de descobrir se o uso
do BioProvider ainda € capaz de trazer ganhos. Atualmente, por exemplo, existe uma versao
chamada Blast++ que ja utiliza as caracteristicas de processamento paralelo, caso estejam
disponiveis, além de outros aperfeicoamentos no algoritmo.

Metodologia

Para que fique mais claro o problema em questao assim como as solu¢gdes encontradas,
€ necessario entender um pouco melhor o funcionamento do algoritmo BLAST assim como
da ferramenta BioProvider antes de apresentar as solucdes para o problema das bases grandes
dividida em volumes.

I. Caracteristicas do BLAST

O BLAST compara seqii€éncias de entrada com todas as seqiiéncias de um banco de
dados, realizando alinhamentos locais. As seqii€ncias de entrada s@o enviadas pelo usuério no
formato FASTA e podem ser tanto de nucleotideos, quanto de aminodcidos. Os bancos de
dados lidos pelo BLAST possuem um formato especifico, sendo formados, de modo geral,
por 3 arquivos: um de seqii€ncias, um de anotagdes associadas as seqiiéncias e um com
indices relacionando as seqiiéncias as suas anotacdes. As anotacdes das seqiiéncias incluem
informacdes sobre as mesmas, como seus numeros identificadores e funcionalidades
principais. Sdo usadas ferramentas — no caso, formatdb — para gerar os bancos de dados a
partir dos mesmos nos formatos FASTA ou ASN.1.

O algoritmo basico do BLAST possui trés etapas. Na primeira etapa sdo criadas
pequenas seqiiéncias de tamanho fixo (normalmente de 3 ou 4 letras), denominadas palavras,
que possuem grande similaridade com partes da seqiiéncia de entrada. Na segunda etapa, sdo
encontrados todos os casamentos exatos destas palavras com as seqiiéncias do banco de
dados. Finalmente, na terceira etapa, os casamentos exatos encontrados na segunda etapa sao
estendidos, realizando-se alinhamentos locais.

Observa-se que, na segunda etapa do algoritmo, por razdes de completude, todo o
arquivo de seqiiéncias é varrido. Esta é também a etapa na qual hd um maior nimero de
leituras feitas do disco para a memoria. J& que o BLAST 1€ diretamente de arquivos do
sistema operacional, nao utilizando um SGBD, a leitura das seqiiéncias do banco durante a
segunda etapa do algoritmo € feita de maneira ineficiente em algumas situacdes que sdo muito
comuns. A leitura ineficiente ocorre quando o arquivo de seqii€ncias ndo pode ser mantido
inteiramente na memoria e diversos processos sdo executados ao mesmo tempo, pois a
execugdo de cada processo deverd fazer com que parte do banco de seqii€ncias seja lido
novamente do disco para a memoria durante a segunda etapa do algoritmo.

A segunda etapa do algoritmo BLAST possui também uma caracteristica importante:
como o objetivo € analisar todas as seqiiéncias do banco de dados a procura de similaridades,
ndo é importante a ordem em que é realizada a comparacdo da seqii€éncia de consulta com
cada seqiiéncia do banco. Logo, um processo BLAST pode comecar sua comparacdo por
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qualquer seqiiéncia do banco desde que, ao final da execucdo da segunda etapa do algoritmo,
todas as seqii€éncias tenham sido comparadas.

I1. A ferramenta BioProvider

Devido as caracteristicas do BLAST descritas na secdo I, foi sugerida em Lemos et al.
(2003) uma estratégia de gerenciamento de buffer para o BLAST. A estratégia deve ser
aplicada na segunda etapa do algoritmo, na qual o banco de dados € varrido a procura de hits.
A vantagem na sua utilizacdo ocorre nos casos em que o arquivo de seqiiéncias lido pelo
BLAST niao pode ser mantido inteiramente na memoria e diversos processos Iéem ao mesmo
tempo do mesmo banco.

Na estratégia proposta, sd@o usadas estruturas de armazenamento de seqii€ncias na
memoria denominadas anéis. Um anel consiste em um buffer na memoéria para o qual as
seqiiéncias do banco vao sendo carregadas aos poucos. O anel € lido pelos vérios processos
BLAST de maneira compartilhada, sendo que as atualizagdes de partes do anel ocorrem
quando todos os processos em execucao sendo atendidos ja tiverem consumido a informacao
disponivel. A figura abaixo ilustra o acesso ao anel. Neste exemplo, quatro processos BLAST
em execucdo concorrente (B1, B2, B3 e B4) acessam as péginas do anel em memoria de
maneira compartilhada. A figura mostra também a ordem ciclica na qual as paginas do anel
sdo acessadas, sendo que, apds lerem a udltima posi¢do do anel, os processos continuardo a
leitura a partir da primeira posicdo novamente.

Memoria

L

/ S/\ CPU
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Supondo a existéncia de apenas um anel na memoria, de n paginas, e apenas um banco
de dados de seqii€éncias, a estratégia consiste em fazer com que os processos leiam as
seqiiéncias do anel de maneira compartilhada. Inicialmente, as primeiras n paginas com as
seqiiéncias sdo transferidas do banco de dados para o anel e posicionadas ordenadamente. Os
processos léem as paginas do anel em ordem, comecando pela primeira. Sempre que todos os
processos ja tiverem lido a mesma pagina esta pode ser substituida pela préxima pagina a ser
transferida do banco para o anel. Deste modo, quando os processos atingirem o final do anel,
estes devem continuar a leitura a partir do inicio do mesmo, que conterd a proxima pagina,
desde que esta posi¢do do anel ja tenha sido atualizada. Quando a dltima seqiiéncia do banco
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for transferida para o anel, a transferéncia das seqiiéncias para o buffer serd reiniciada a partir
da primeira seqiiéncia do banco.

III. Tratamento para uma base dividida em volumes

Para tratar a possivel quebra da base em “volumes” (nome atribuido as parti¢cdes pela
NCBI como pode ser lido no seu préprio site [2]) foram consideradas vérias solucdes
alternativas. Porém, apenas uma permite o BioProvider de continuar operando
transparentemente ao BLAST.

A primeira solu¢do analisada constava em modificar superficialmente o programa
formatdb, afim de que ele ndo quebrasse mais as bases quando elas fossem muito volumosas.
Embora ndo haja muita documentacdo sobre esse comportamento particular da ferramenta
Sformatdb, segundo a NCBI, numa pagina que explica os parametros do formatdb e fastacmd
[2], uma base tem serd particionada obrigatoriamente caso ela seja muito grande, isto é, se
esse procedimento ndo fosse importante haveria um parametro para desativa-lo no préprio
formatdb e, além disso, ela explica que uma base quebrada em pedacos menores é mais fécil
de manusear — entende-se que hd um ganho de desempenho ao fazer isso. Em outras palavras,
essa modifica¢do possivelmente faria com que o BLAST ndo funcionasse mais ou o tornaria
mais lento, além de ser intrusiva de certa forma. Portanto, foi descartada.

Uma segunda solucdo seria reconsiderar a primeira juntamente com uma modificacao
no cddigo fonte da ferramenta BLAST afim de garantir que esse funcionaria corretamente
com uma base grande ndo particionada. Contudo, ao fazer isto, todo o esforco despendido
anteriormente para tornar o BioProvider transparente ao BLAST seria jogado fora. Além
disso, a ferramenta da NCBI € atualizada de tempos em tempos e o seu codigo fonte nao é
muito bem documentado.

Finalmente, a solugdo escolhida involve alterar a maneira como o BioProvider
funciona, isto €, modificar o seu cédigo fonte, adicionando um tratamento especial para o
caso das bases grandes. Para isso foi necessdrio estudd-lo a fundo, afim de identificar os
pontos onde seriam necessdrias alteragdes. Uma forma de fazer isto € tomando um exemplo e
analisando os casos que resultariam em erro decorrentes da 16gica de programacao incorreta.

Seja uma base dividida em 4 blocos mas grande o suficiente para ser quebrada em 3
volumes pelo formatdb, conforme ilustrada pela figura 1. A etapa de quebra em volumes
ocorre primeiro, ou seja, para cada um existiriam 4 permutacdes dos arquivos de indice e
anotacdes. Embora ndo sejam criadas permutacdes do arquivo de sequéncias, ele também é
quebrado em volumes.

O primeiro problema aparente é quando o buffer do anel chega no final de um volume
do arquivo de sequéncias. O segundo ocorre quando um processo BLAST pedir um arquivo
de indices ou de anotacdes. O BioProvider saberd apenas a permutacao correta desse arquivo,
mas nao o volume.

No caso do primeiro problema, o buffer do anel devera ser reposicionado para o inicio
do préximo volume ou para o inicio do primeiro volume (isto é, se jd tiver percorrido todos),
de tal maneira que ele continue percorrendo o arquivo de sequéncias ciclicamente. O
BioProvider deverd ter controle do volume corrente que estd sendo percorrido pelo buffer.

No segundo caso, dependendo da implementacdo do BioProvider, poderia ser que nao
fosse necessaria nenhuma alteragdo no cédigo fonte, caso ele devolvesse o nome dos arquivos
pedidos apenas concatenando o sufixo da permutacdo correta (por exemplo, se o BLAST
pedir o arquivo “nr.00.phr” e o BioProvider identificar a permutagdo desse bloco como sendo
aquela de indice 2, basta que ele apenas concatene “_2” antes do “.phr” para devolver o
arquivo correto “nr.00_2.phr”). Infelizmente ele ndo o faz dessa forma, logo € necessaria uma
alterac@o no cédigo um pouco mais complicada através de uma manipulagao de ponteiros.
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Alteracao realizadas no coédigo fonte

Embora ndo tenha sido possivel terminar todas as alteracOes necessdrias para testar
uma nova versdo do BioProvider, uma parte (a grande maioria das caracteristicas da
ferramenta vai seguir inalterada) do cédigo fonte foi estudada e modificagdes foram feitas. No
entanto, foram encontradas algumas dificuldades durante a programacao.

Primeiramente, as modificacdes devem ser feitas de forma a alterar o cddigo original
quanto menos possivel, visto que ndo € nada trivial testar ou realizar um debug no
BioProvider vérias vezes seguidas — como se faz normalmente ao escrever um programa de
menor porte — pois o script leva varios minutos para preparar a base de dados antes de
executd-lo. Ou seja, é preciso escrever o cddigo atenciosamente porque se um erro for
introduzido, podera ser muito complicado e custoso em termos de tempo de remové-lo depois.

Em seguida, afim de que outros estudantes e pesquisadores possam trabalhar sobre o
codigo ja modificado, € interessante criar uma documentagao, por menor que seja, das partes
alteradas. Portanto, todas as alteracoes no codigo foram descritas em um arquivo texto
contendo a linha e descricdo da modificacdo feita. Além disso, esse mesmo arquivo também
contém um novo formato para o arquivo de configuracdo do BioProvider (config), ja que foi
necessario inserir alguns parametros que antes ndo eram necessarios, como o nome do arquivo
alias ou entdo os nomes de todos os volumes de cada bloco.

Préximas alteracoes

Além de dar continuidade a programagdo descrita no arquivo texto, seria interessante
modificar o cédigo do BioProvider e do script auxiliar afim de minimizar o tempo necessario
para preparar a ferramenta antes de cada teste, mesmo que algumas funcionalidades fossem
desligadas. Para diminuir o tempo entre cada teste ainda mais, uma base de dados
artificialmente truncada para ser pequena — isto é, o tamanho no limite que o formatdb
comecga a quebrar a base em volumes — poderia ser usada no lugar de uma base de verdade.
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2 Para uma base de dados grande, sdo

Base “pataa”

(formato FASTA)

Base “nr*

(formato FASTA)

gerados varios volumes (cada um
contendo os seus arguivos de

seqléncias, indices e anotacdes) e um
arquivo alias. O BLAST usa esse arquivo “nr.pal®

“.pal” para amarrar os volumes

formando uma grande base virtual.

"pataa.psq”

Arguivo PSQ
formatdb

"pataa.phr”

Arguivo PHR

"pataa.pin”

Arguivo PIN

< Para uma base de dados pequena, sdo
gerados somente trés arquivos: seqiiéncias,
anotacdes e indices.

Argquiva PAL

formatdb /
— S— . arauive PHR

nr.ee. psq"
Arguivo PSQ

nr.@e. phr
Arguivo PHR

* VOLUME

“nr.@e. pin"
Arguivo PIN

“nr.el. psg"
Arguive PSQ

“nr.el. phe'

~ VOLUME

e .8l pin"
Arguive PIN

nr.e2.psq"
Arguivo PSQ

"nr.82.phr
Arguivo PHR

” VOLUME

nr.82.pin"
Arguivo PIN

Figura 1 (acima): esquema ilustrando uma base suficientemente grade para ser quebrada em 3

volumes.

Figura 2 (abaixo): esquema ilustrando o funcionamento do programa format_database.

BLOCO

BLOCO

BLOCO

Arquivo dividido em 3

Sequéncia 1
blocos (com 2 =
'S AL Sequéncia 2
sequéncias cada): Enci
Sequéncia 3
5 R . 1 Sequéncia 4
equencla Sequéncia 5
R . Sequéncia &
Sequéncia 2 v
R . Sequéncia 3
Sequéncia 3 format_database que
Sequéncia 4
N ; Sequéncia 5
Sequéncia 4 Sequéncia 6
R . Sequéncia 1
Sequéncia 5 ;
q Sequéncia 2
Sequéncia 6 Sequéncia 5
Sequéncia &
“meubanco” (formato e
FASTA} Sequ?nc%a 2
Sequéncia 3
Sequéncia 4

OBS: os arquivos FASTA estdo

representados de forma
simplificada, na verdade existem
também anotagdes/comentarios ao
lado de cada seqiéncia.

Sdo geradas N

“meubanco_1"
{formato FASTA)

“meubanco_2"
(formato FASTA)

“meubanco_3"
(formato FASTA)

permutagdes do arquivo

inicial, onde N é o
numero de blocos.
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5eja um arquivo dividido em 4 blocos.
Isso significa que existem 4 pontos onde um BLAST
pode comecar a ler do arquive de segiiéncias.

As permutactes criadas sdo simplesmente os arguivos
PHR e PIN referentes a cada um desses pontos.

Ou seja, guando um BLAST precisa ver a anotacdo de
uma seqiéncia, o BioProvider pergunta em qual ponto
(P1,P2,P3 ou P4 no caso) gue ele comegou sua leitura
e em seguida passa o par correto de arguivos PHR/PIN.

P2

ANEL
BLAST

t BLAST

BLAST
rigurd 5 (dcCliid): €squcilld Husrdando ds perimutagoes ao arquivo aue chUCIlél'dS. rigurda 4
(abaixo): esquema ilustrando a mesma situag@o para uma base volumosa.

P3 Seja um arguivo dividido em 4 blocos e em 3 volumes.

Existem dois problemas:

1. Quando o buffer do anel chega no final do arquivo
de seqiéncias, ele devera ser re-posicionado no
inicio do arquivo. Messe caso, ao andar pelo
arquivo P50Q, teremos problemas quando ele passar
por um ‘buraco’ entre dois wolumes diferentes (o

J/z”;#__ﬂmhh“\\ BP pode achar que o final de um volume & o final
do arguivo de sequéncias).

P4 pz 2. Quando um BLAST fpedir um arquivo aHRfPIM, o
BioProvider saberd apenas a permutacdo correta
desse arquive, mas ndo o wvolume certo (além do
argquiva PSQ, os arquivos PHR e PIN também sdo

;f guebrados em volumes).
=]
= o Mote que a parte do programa que lida com anel nao é
w = gga' atetada absolutamente em nada.
....,.”_‘_ AMNEL
‘.- BLAST
P1 LT,

BLAST [ >

t BLAST

BLAST
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Conclusao

De fato, a ferramenta funciona como o esperado para tamanhos inferiores a esse limite
de 2GB, mas atualmente os pesquisadores dificilmente trabalham com bases que ndo o
ultrapassem. Logo, antes que a ferramenta seja publicada como projeto de c6digo aberto (na
verdade, j4 existe uma versdo estdvel para bases pequenas disponivel para download no site
do Laboratério de Biolnformatica da PUC-Rio0), seria interessante finalizar as alteracdes no
cddigo que permitirdo ao BioProvider tratar as mdltiplas particdes (ou “volumes”) de uma
base de dados de tamanho superior a 1GB.

Pode-se concluir que a realizacdo desse projeto consiste em uma tarefa bastante
complexa, visto que sdo necessdrios conhecimentos bem aprofundados na linguagem de
programacdo C, sistema operacional Linux, drivers e do algoritmo BLAST, além de um
estudo a fundo da ferramenta BioProvider.

Contudo, essa complexidade € justificivel, pois trata-se de um projeto inovador que
pode trazer muitos ganhos para a comunidade cientifica, considerando a utilizacio frequente
das ferramentas da familia BLAST na drea da Bioinformaética.
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