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SAGA: sequence alignment by genetic algorithm

Multi Allineamento di Sequenze Multi Allineamento di Sequenze 
(MSAs)(MSAs)

• Cosa sono?

• A cosa servono?

• Come vengono calcolati



   

SAGA: sequence alignment by genetic algorithm

Multi Allineamento di Sequenze Multi Allineamento di Sequenze 
(MSAs)(MSAs)

• Viene effettuato un confronto tra sequenze 
(principalmente omologhe) 

• Approccio bioinformatico più rilevante per la 
caratterizzazione funzionale delle sequenze 
nucleotidiche e proteiche

• I siti funzionalmente più rilevanti, vengono 
conservati durante l’evoluzione

Cosa sono?
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Multi Allineamento di Sequenze Multi Allineamento di Sequenze 
(MSAs)(MSAs)

• Caratterizzazione di famiglie proteiche, 
identificazione di regioni di omologia

• Aiuto alla predizione di strutture secondarie e 
terziarie

• Step preliminare per la costruzione di mappe 
filogenetiche a livello molecolare

• Step preliminare per un disegno di esperimento 
volto a testare funzioni proteiche

A cosa servono?
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Multi Allineamento di Sequenze Multi Allineamento di Sequenze 
(MSAs)(MSAs)

• Allineare solamente 2 sequenze è 
computazionalmente semplice e diretto

• Allineare 3 o più sequenze diventa un problema 
difficile da risolvere

• Il problema aumenta la propria complessità 
esponenzialmente a seconda delle sequenze 
coinvolte nell’allineamento

Calcolo
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Allineamento Multiplo ProgressivoAllineamento Multiplo Progressivo

N sequenze 
omologhe

Possibili 
allinementi a 

coppie

Albero guida e 
matrice distanze

Scelta della coppia 
con + alto grado di 
similarità Cluster

Comprende tutte le 
sequenze

NO

Allineamento 
Multiplo

SI
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SchemaSchema

Matrice delle distanze

Albero guida

Allineamento multiplo 
progressivo

1

2

3
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ClustalWClustalW

• Uno dei maggiori tool di multiallineamento utilizzati 
nella rete

• Utilizza un algoritmo di tipo progressivo

• Genera un albero (cladogramma) per evidenziare 
relazioni evoluzionistiche tra le sequenze in 
questione

• Non ho uno score relativo alla bontà 
dell’allineamento
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ClustalWClustalW
 Punteggio 
determinato dalle 
matrici di sostituzione 
(PAM, Blosum, ecc..)

 Gap Score (ex., term.)
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Matrici di SostituzioneMatrici di Sostituzione

• Forniscono dei punteggi appropriati ad ogni coppia 
di amminoacidi appaiati in un allineamento

PAM (Percent Accepted Mutation):

• Basate sulla percentuale di sostituzione amminoacidica 
durante l’evoluzione

Blosum:

• Basate sulla banca dati BLOCKS, contenente una collezione 
di allineamenti senza gap (30%95% di identità)

• Da ognuno di questi blocchi è possibile ricavare la frequenza 
relativa di sostituzione amminoacidica
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Matrici di SostituzioneMatrici di Sostituzione

Es. PAM250
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Pro / ControPro / Contro

PRO:

• Algoritmo rapido e semplice

• Supporta molte sequenze da allineare

• Alta sensitività

CONTRO

• Minimo locale

• Similarità aa > 50% ; Similarità DNA > 70%

• Parametro per la bontà dell’allineamento



   

SAGA: sequence alignment by genetic algorithm

AlternativeAlternative

HMM: Metodo statistico nel quale il sistema è 
modellato sulle catene di Markov

Questo approccio ha bisogno di molte sequenze per 
l’addestramento (più di 100)

Objective Functions: Misurano 
la qualità del multiallineamento

Trova il migliore allineamento 
anche a livello biologico

Approccio computazionalmente 
impossibile
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Genetic AlgorithmGenetic Algorithm

• È un metodo euristico di ricerca ed ottimizzazione, 
ispirato al principio della selezione naturale di Charles 
Darwin che regola l'evoluzione biologica.

Principi di funzionamento:Principi di funzionamento:

• Soluzione iniziale casuale (Individui)

• Evoluzione (Mutazioni, Crossover…)

• Calcolo funzione di fitness

• Sostituzione/Ricalcolo popolazione
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OF + GA = OF + GA = SAGASAGA

• Scopo: Ricerca di OFs che riescano a descrivere al 
meglio gli allineamenti generati

• Metodo: Uso di 2 differenti OFs attraverso 
l’ottimizzazione degli algoritmi genetici

Somma pesata delle coppie di amminoacidi 
(WSP)

+

Penalità dei gap
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… … nel dettaglionel dettaglio

OF1: WSP + PAM250 + quasinatural gap penalties (MSA)

OF2: WSP + PAM250 + natural gap penalties (ClustalW)

Punteggio totale dell’allineamento Costo delle sequenze 
Ai,Aj

Peso relativo dato alle 
sequenze
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AlgoritmoAlgoritmo

1. Inizializzazione

2. Valutazione

3. Incrocio/Evoluzione

4. Fine

Generazione casuale 
della popolazione (G0)

Dimensione = 100

Consiste in set di 
allineamenti contenenti 

solo gap terminali
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AlgoritmoAlgoritmo

1. Inizializzazione

2. Valutazione

3. Incrocio/Evoluzione

4. Fine

Viane valutata la fitness 
di ogni individuo 
attraverso la OF

Solo una parte della 
popolazione (50%) viene 

rimpiazzata dalla 
progenie
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AlgoritmoAlgoritmo

1. Inizializzazione

2. Valutazione

3. Incrocio/Evoluzione

4. Fine

La nuova generazione 
(G1) viene creata dal  

50% “buono” della 
generazione precedente

 + 

“Progenie” creata da 
modificazioni dei genitori 
selezionati per generare 

nuovi individui
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AlgoritmoAlgoritmo

1. Inizializzazione

2. Valutazione

3. Incrocio/Evoluzione

4. Fine

La creazione dei nuovi 
individui avviene 

attraverso la scelta 
casuale degli operatori 

implementati

La popolazione non 
produce duplicati, 

aumentando così la 
variabilità
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AlgoritmoAlgoritmo

1. Inizializzazione

2. Valutazione

3. Incrocio/Evoluzione

4. Fine

Criterio euristico di 
STOP:

100 generazioni
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LayoutLayout

1. Inizializzazione

2. Valutazione

3. Incrocio/Evoluzione

4. Fine

1

4

3

2
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Scelta dei genitoriScelta dei genitori

• EO = Expected Offspring (0..2)

• Valore attribuito ad ogni individuo, deriva dal valore di 
fitness

• Probabilità di essere scelto come “genitore”

• Scelti i genitori, i loro punteggi di EO vengono 
decrementati

WEIGHTED WHEEL SELECTION
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Gli operatoriGli operatori

Crossover:

1. OnePoint: Combina 2 
individui in 1 attraverso 
un singolo taglio

2. Uniforme: Swap di 
blocchi dei 2 individui 
genitori
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Gli operatoriGli operatori

Gap insertion:

Estende gli allineamenti 
inserendo gaps

Le sequenze vengono 
divise in 2 gruppi

In ogni gruppo il gap è nella 
medesima posizione
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Gli operatoriGli operatori

Block shuffling:Muove 
blocchi di gap/residui 
all’interno dell’allineamento

Blocco = residui/gap 
sovrapposti delimitati da 
gap/residui o termine 
sequenza

Il blocco deriva dalla scelta 
casuale della posizione del 
primo residuo/gap che 
viene selezionato
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Scelta dinamica degli operatoriScelta dinamica degli operatori

• 22 diversi operatori implementati

• Ad ogni operatore è data una probabilità di scelta 
G0=1/22

• Ad ogni generazione viene calcolato un punteggio in 
base alla qualità degli individui generati da quel 
determinato operatore

• Ogni 10 generazioni Pop = Score/Child

• Se un operatore produce allineamenti migliori
Aumenta la sua probabilità di essere usato

• Minimo 1/44
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Scelta dinamica degli operatoriScelta dinamica degli operatori

Abilità di SelfTuning

La probabilità ritorna 
ai livelli iniziali quando 
non porta più nessun 
miglioramento



   

SAGA: sequence alignment by genetic algorithm

Test case – OF1Test case – OF1
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Test case – OF2Test case – OF2
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Test case – OF2Test case – OF2

Nterminale della       
Proteasi S2

Il box di Glicine marcato non 
era stato trovato 
nell’allineamento ottenuto 
con ClustalW
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ConclusioniConclusioni

 Tool molto flessibile

 Ottima combinazione per la scelta degli operatori
Aumento della variabilità

 Ricerca consistente dell’allineamento ottimo
Confronto con le strutture terziarie

 La strategia con gli algoritmi genetici porta a testare 
diverse OFs

 Nessun problema di minimo locale

 Lento rispetto ad un algoritmo Greedy


