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resumo

O objectivo principal deste trabalho € analisar a linguagem
genética no contexto dos coddes, ou seja, da parte
codificante dos genes responsavel pela produgdo de
proteinas. Concretamente, pretende-se decifrar leis gerais
que governem a traducdo do mRNA pelo ribossoma. Para
esse efeito foram utilizados dados genéticos de duas
espécies distintas, que partiham todavia o mesmo
ancestral: Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae.
No presente estudo sdao empregues diferentes
metodologias e modelos estatisticos adequados a dados de
natureza discreta; nomeadamente, Andlise de Tabelas de
Contingéncia, Analise Classificatéria, Anadlise em
Componentes Principais, Cadeias de Markov, Analise de
Zipf, Critério de Informacdo Bayesiana e Teoria da
Informagao. Com as Tabelas de Contingéncia, averigua-se,
do ponto de vista da independéncia e associagido, o
comportamento de pares de coddes ou nucledtidos,
justapostos ou espacgados. As Analises Classificatoria e em
Componentes Principais permitem estudar, de forma
exploratéria, a preferéncia de um codao face ao codao
justaposto e aos seus nucleétidos constituintes. As cadeias
de Markov sédo aplicadas com o objectivo de averiguar a
adequacdo do modelo no sequenciamento dos coddes. A
Analise de Zipf visa estimar a respectiva lei e averiguar a
existéncia de correlagbes de longo alcance entre os coddes
sequenciados. Para estimar a ordem da cadeia de Markov
no sequenciamento de codbdes €& usado o Critério de
Informagédo Bayesiana. A Teoria da Informagao € aplicada
com o intuito de obter valores de entropia no conjunto das
sequéncias de codigo.

Tudo leva a crer que os textos genéticos sdo estruturas
bem organizadas, em que existe alguma associagéo entre
um dado codao e os simbolos (coddes ou nucledtidos)
justapostos ou espacados. Esta associagdo decresce a
medida que o espagamento aumenta.






abstract

The main aim of this work is to analyse the genetic lan-
guage at the codon context. In other words, the coding part
of the genes responsible for protein production is studied
with the goal of deciphering general laws which govern the
mRNA translation by the ribosome. For this purpose, it was
used genetic data from two species that share the same an-
cestral: Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae.

In this study different methodologies and statistical models
are employed, namely: Contingency Tables, Cluster Analy-
sis, Principal Components Analysis, Markov Chains, Zipf
Analysis, Bayesian Information Criterion and Information
Theory. With the Contingency Tables, we investigate, from
the independency and association point of view, the behav-
iour of the codon or nucleotide pairs, placed side by side or
spaced. The Cluster Analysis and Principal Component
Analysis allow studying, in an exploratory way, the prefer-
ence of a codon relative to its adjacent and its nucleotides.
The Markov Chains are applied with the goal of investigate
the fitting of the model in the codon sequencing. The Zipf
Analysis aims to estimate the respective law and examine
the existence of long range correlations among sequencing
codons. The Bayesian Information Criterion is applied to
estimate the order of the Markov chain in the codon se-
quencing. Finally, the Information Theory is used to obtain
entropy values for the set of code sequences.

As a result of this study, we are inclined to think that genetic
texts are well organized structures, with some association
between a given codon and contiguous or spaced symbols
(codons or nucleotides). That association decreases as the
spacing goes by.






Os conhecimentos matematicos sao proposi¢cbes construidas pelo nosso intelecto de
modo a funcionarem sempre como verdadeiras, ou porque sao inatas ou porque a
matematica foi inventada antes das outras ciéncias. E a biblioteca foi construida por
uma mente humana que pensava de modo matematico, porque sem matematica nao
se fazem labirintos. E, portanto, trata-se de confrontar as nossas proposicdes
matematicas com as proposigées do construtor, e deste confronto pode surgir ciéncia,
porque é ciéncia de termos sobre termos. E em todo o caso para de me arrastar para
discussbes metafisicas. Que bicho te mordeu hoje?

O nome da rosa. Umberto Eco.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Contextualizacao

A Genética tem sido uma das areas de investigacao que sofreu um grande desenvolvimento nas
ultimas décadas, em particular apdés a descoberta da estrutura do acido desoxirribonucleico
(DNA - DeoxyriboNucleic Acid) e da forma como esta codifica as proteinas. Na realidade na
ultima década, sequenciaram-se mais de 50 genomas. Assim, a uma velocidade exponencial,
ficou disponivel um grande niimero de sequéncias de DNA tendo o mundo da Genética ficado
mergulhado num enorme conjunto de dados sem aparente regularidade.

Recentemente, um pouco por todo o lado, grupos interdisciplinares tém estado a realizar
trabalhos de investigacdo com o objectivo de extrair informagao relevante contida no DNA.
Nomeadamente, decifrar leis gerais que governem a traducao, pelo ribossoma, do dcido ribonu-
cleico mensageiro (mRNA - messenger RiboNucleic Acid). Em Portugal surge na Universi-
dade de Aveiro um grupo interdisciplinar envolvendo matemaéticos, engenheiros informéticos,
fisicos e bidlogos com vista a contribuir para responder a esta e outras questoes relacionadas
com o genoma. O trabalho de investigacao estd a ser desenvolvido no ambito do projecto,
New bioinformatics tool for genome analysis unvails new rules governing speed and accuracy
of mRNA decoding, financiado pela Fundacao para a Ciéncia e Tecnologia (FCT).

Nesta dissertacao é dado um primeiro contributo para o projecto; sao consideradas para
o estudo duas espécies: Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae. O estudo efectuado
reduz-se a parte do genoma que codifica as proteinas, parte para a qual estd descoberta a
funcionalidade na estrutura dos seres vivos. No presente trabalho maior atencao sera dada
ao contexto dos codoes onde a investigacao é mais escassa.

Primero, foi necessdrio dominar os conceitos genéticos basicos. Por outro lado, perante a
enorme quantidade de dados discretos disponiveis, foi necessdrio definir objectivos restri-
tos, processar os dados de modo conveniente a concretizacao desses objectivos, encontrar
metodologias estatisticas adequadas e fazer uma interpretacdo matematica dos dados.
Nesta introducao apresentar-se-4 uma contextualizacao Bioldgica no sentido de introduzir
0s conceitos genéticos com os quais se vao trabalhar. Far-se-ao correspondéncias entre os
termos genéticos e possiveis interpretacoes em terminologia matematica a usar. Definir-se-ao
os objectivos gerais propostos. Por fim, apresentar-se-a resumidamente a organizagao desta
dissertacao.



1.2 Conceitos Biologicos

A linguagem genética é universal. Todo o ser vivo usa a mesma linguagem genética. Uma
das extraordinarias revelagoes dos anos 50, do século passado, foi a demonstragdo de que a
“infinita” complexidade das estruturas dos seres vivos é devida a simples combinacao de 4

pequenas moléculas.

A informacao genética estd contida no DNA. O DNA encontra-se no interior de todas as

células, organizado em estruturas a que se chamam cromossomas.

Na composicdo do DNA entram quatro bases nitrogenadas chamadas de nucleédtidos, ou
simplesmente, de bases. Estas sdo: adenina (A), guanina (G), timina (T) e citusina (C).
Para além dos quatro nucleétidos, o DNA é composto, lateralmente pelo ortofosfato (dcido
fosférico) e pela desoxirribose (ver Figura 1.1).

Cytosine |£!
NIHQ
HoporO%
L

H” "~ W
|

Guaning @

[ i, H

Achanineg

M-l

i
—
H ‘!\ ]
|H- e Cin
u

Uil

jul

H é\ H
-.ijlsf T.—f
e o
|
H

raplacas Thyming in ANA

Mitrogenous
Basas

Riborucleic acid

= - re ié_:ff::
(= ——
I Ef 3

=, %— 3
;&_N-trgqeno-us ! —TJ?’T/

B58s i
/ o

DINA

Danwyribanucleic acid

Admnineg

MH,
2
Il

L=
I{N-..._cf '%N
H

| |
A
H

Thymine
7
Hali, Y M
|l7 |
1= “-.N_r-'cﬁ‘-'@

Mitrogenous
Bases

Figura 1.1: Estrutura do DNA e RNA. As unidades lineares de desoxirribose e ortofosfato
correspondem ao sugar phosphate backbone.



Como ¢ visivel na Figura 1.1, a molécula de DNA tem uma estrutura semelhante a de uma
escada torcida, formando uma espiral. Os nucledtidos formam os degraus, estando a adenina
emparelhada com a timina e a guanina com a citusina constituindo uma dupla sequéncia de
bases.

O constituinte do DNA a que usualmente se d4 maior importancia é a sequéncia dos quatro
nucledtidos, pois nela estd contida informacao relativa a caracteristicas hereditarias, sendo
também necessaria para a producgao continua de proteinas e consequente sobrevivéncia dos
seres Vivos.

Na sequéncia, os 4 nucleétidos combinam-se e encadeiam-se como as letras do alfabeto ao lon-
go de um texto sem espagos. Assim, faz sentido a atribuicdo do nome de linguagem genética
ou texto genético ao texto que constituiu o sequenciamento dos nucle6tidos no DNA, (ver
exemplo de um extrato dum texto genético no Apéndice C.1).

A sequéncia de nucleétidos que constitui o DNA é composta por duas partes distintas e com-
plementares, a parte de subsequéncias codificadas e a de subsequéncias nao codificadas. As
subsequéncias codificadas consistem no conjunto das partes da sequéncia com significado em
termos de producao de proteinas. Para as sequéncias nao codificadas ainda nao é conhecida
a sua funcionalidade.

Nas subsequéncias codificadas, a que se irao chamar simplesmente de sequéncias de cédigo ou
codigo genético, o nimero total de nucleétidos é um miltiplo de trés, em que cada terno de
nucledtidos constitui o cédigo de um aminodcido, isto é, da unidade proteica na construcao
de uma proteina. A cada grupo de trés nucleétidos que codifica um aminodcido chama-se de
coddo'. Existem sessenta e quatro coddes distintos (43 = 64), correspondendo aos sessenta e
quatro arranjos possiveis das quatro bases em grupos de trés.

Existe uma correspondéncia, que nao é fungao, entre codoes e aminodcidos. O numero de
aminoacidos usados pelos seres vivos é vinte e o de coddes é sessenta e quatro. Os coddes
TAA, TAG e TGA habitualmente designados na literatura de coddes terminais, nao codi-
ficam aminodcidos, mas sim uma mensagem de terminacao da construcao da proteina. No
entanto, a correspondéncia entre os sessenta e um codoes nao terminais e os aminoacidos
é uma funcao nao injectiva. Existem varios codbes que codificam um mesmo aminodcido,
os chamados codoes sinénimos. A informagdo que a chave genética proporciona é inferior a
que potencialmente poderia proporcionar (ver Figura 1.2). Observe-se que, no contexto da
andlise de cdédigo, a existéncia de redundancia é uma defesa no sentido de eliminar alguns
erros de tradugao.

Existem essencialmente dois tipos de células: as eucariontes e as procariontes. A grande
diferencga entre estes dois tipos de células é o facto das células eucariontes terem nicleo
definido e as procariontes nao terem ntcleo. As células das espécies a estudar, Candida albi-
cans e Saccharomyces cerevisiae, sa0 eucariontes.

O DNA encontra-se no interior de todas as células. No caso particular das células eucariontes
o DNA estéd contido no interior do nicleo (Figura 1.3). No entanto, a sintese de proteinas
dé-se no citoplasma, ocorrendo a transferéncia.

O mRNA tem a fungao de transportar a mensagem genética desde o DNA até ao ponto onde
a mensagem € traduzida no citoplasma. A molécula de mRNA distingue-se do DNA por ser
uma molécula de cadeias simples em que o nucleétido timina é substituido pelo nucleétido
uracilo (U) e a desoxirribose pela ribose (ver Figura 1.1).

!Conclusio de George Camow em 1954.
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Figura 1.2: Tabela de correspondéncias entre codoes e aminoacidos.
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Ainda na producdo de proteinas existem os ribossomas. Os ribossomas sdo pequenos
corpusculos que se encontram distribuidos por todo o citoplasma com a funcao de descodi-
ficar o c6digo genético (ver Figura 1.3). Estes corpusculos deslocam-se um apés o outro ao
longo do mRNA cada um deles com uma proteina em fase de sintese, resultante da leitura da
informagao contida nas moléculas de mRNA (ver Figura 1.4). Cada mRNA pode dar origem
a mais do que uma proteina.

Figura 1.4: Construcao da proteina a partir da leitura do sequenciamento dos codoes pelo
ribossoma.

Iniciada a leitura da molécula de mRNA, e dado um codédo fixo da molécula, diz-se que o
codao que o antecede estd na posicao 5’ e o codao que o sucede na posicao 3’. A leitura da
molécula de mRNA pelo ribossoma ¢ feita da posi¢ao 5’ para a posi¢ao 3’ (ver Figura 1.5).

-

|!I|||||||IEI||

' Fixo 3

Figura 1.5: Esquema que explicita o sentido da leitura.



As sequéncias de codigo, sao sequéncias de coddes que comecam sempre com o codao ATG
(conhecido por codao de iniciagao) e terminam com um dos codbes terminais.

Cada sequéncia de cédigo associada a uma dada proteina encontra-se contida num gene. Um
gene contém parte codificada e néo codificada da sequéncia de DNA. Ao conjunto de todos
os genes de uma espécie é chamado de genoma dessa espécie.

1.3 Motivagao e Objectivos Gerais

Esta dissertagao de Mestrado surge integrada num projecto interdisciplinar de investigacao
com o objectivo geral e global de contribuir para a compreensao da estrutura da linguagem
genética ou cédigos genéticos.

Uma das questoes mais ambiciosas do projecto é a decifracao de leis gerais que governam a
tradugdo do mRNA pelo ribossoma. De agora em diante ndo se fard referéncia ao mRNA,
mas ao DNA| pois a informacéo disponibilizada consiste em sequéncias dos nucleétidos A, C,
G e T. Na realidade, entre uma cadeia simples de DNA e uma cadeia de mRNA existe uma
aplicagao bijectiva entre nucledtidos, pelo que as leis que se obtenham para o sequenciamento
de codbes no DNA tém correspondéncia imediata para a sequéncia de codées no mRNA.

A parte de DNA a considerar no presente estudo serdo as sequéncias de cédigo do geno-
ma das espécie Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae, sendo o principal objectivo
desta dissertacdo investigar leis no contexto dos codoes. Assim, as sequéncias de codigo a
considerar constituem sequéncias discretas de sessenta e quatro coddes. Os codoes de cada
gene estao sequenciados pela ordem de leitura feita pelo ribossoma.

A enorme quantidade de informacao contida nas sequéncias de cédigo foi inicialmente organi-
zada em tabelas de contingéncia de pares de codoes justapostos para os dois tipos de leituras,
a 3’ e ab’, e em totais de frequéncias de cada codao.

As Figuras 1.5 e 1.6 em conjunto ilustram o tipo de leitura e a forma como os dados foram
extraidos e organizados em tabelas de contingéncia. Outras contagens foram posteriormente
consideradas na analise estatistica, tendo em conta a necessidade emergente do estudo e a
capacidade de resposta do software implementado pelo grupo de informatica envolvido no
projecto.

5 I
c, . Cor c, Cos
Fizo Fizo
Cy Ny 4 Ny g Cy Ny4 Ny 54
Cea MNgaq R Nga g1 Cor Ng14 R Ng1 64

Figura 1.6: Esquema que explicita o modo como foram feitas as contagens.

No estudo a desenvolver utilizar-se-ao as tabelas de contingéncia relativas a leitura 3’, por
parecerem de leitura mais natural e sao, por exemplo, de particular interesse na aplicagao a




modelos markovianos.

No DNA, as sequéncias de codigo do genoma nao se encontram sequenciadas. Neste estudo
as contagens incluem os codoes de todos os genes do genoma. No entanto, as contagens sao
feitas dentro de cada gene individualmente. Na aplicacao de algumas analises sera necessario
aceitar os dados como provenientes de uma sé sequéncia. Nesse caso, ter-se-4 de acautelar as
conclusoes pela falsa hipotese de trabalho.

O genoma de uma dada espécie é, segundo os bidlogos, representativo de todos os individuos
pertencentes a essa espécie. Partindo deste pressuposto, as conclusoes que se tirarem para o
genoma de uma espécie sao extensivas a todos os individuos dessa espécie.

Sao conhecidas duas regras basicas relativas a identificacao de uma sequéncia de cédigo.
Concretamente, qualquer sequéncia de cédigo tem inicio com o codao ATG e termina com
um dos trés codoes terminais, TAA, TAG ou TGA. Naturalmente o objectivo fundamental
do estudo a desenvolver é o de descobrir outras regras no sequenciamento de codoes, para
além das duas regras bésicas referidas.

Pensa-se que as espécies Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae tém o mesmo ances-
tral, em que a primeira tera degenerado e a segunda mantido as caracteristicas genéticas do
ancestral. Destas duas espécies conhece-se o sequenciamento completo do genoma; importara
para o nosso estudo apenas o sequenciamento de cédigo.

O objectivo geral é, de alguma forma, averiguar possiveis relacoes entre os codoes para cada
texto? ou de forma geral para o conjunto de textos genéticos. Para tal aplicou-se metodolo-
gias estatisticas de andlise de dados discretos conhecidas sobre as sequéncias de codoes.

1.4 Organizagao da Dissertacao

Esta dissertacao é constituida, para além desta introducao, por mais oito capitulo e trés
apéndices.

Nos seguintes sete capitulos serao abordados modelos probabilisticos e ferramentas estatisticas
apropriadas a andlise de dados de natureza qualitativa. No fim de cada um dos capitulos
far-se-4 uma aplicacdo desses instrumentos de analise ao problema de interesse no presente
trabalho e sobre cada uma das espécies em estudo.

Comegar-se-4 no Capitulo 2 por analisar a associagao existente entre pares justapostos de
simbolos (coddes e/ou nucledtidos) nas sequéncias de cédigo no genoma das espécies Can-
dida albicans e a Saccharomyces cerevisiae. Para tal, realizar-se-a o teste de independéncia
habitual, numa Anélise das Tabelas de Contingéncia e quantificar-se-4 a preferéncia, se exis-
tir, da associacao face a independéncia através de uma andlise de residuos.

No Capitulo 3 aplicar-se-4 a Analise Classificatoria, com vista a verificar, numa anélise
meramente exploratéria, o estabelecimento de grupos de simbolos (codoes) com compor-
tamento semelhante ao nivel do sequenciamento.

Existem muitos métodos distintos de agrupar as observacoes podendo obviamente os resul-
tados serem distintos consoante o método utilizado. Na formacao dos agrupamentos dos
simbolos serao aplicados véarios métodos tanto as matrizes dos residuos ajustados, obtida
no capitulo anterior na analise de residuos, como as matrizes das frequéncias relativas dos
sfmbolos para ambas as espécies.

Ainda no contexto da anélise exploratéria surge o Capitulo 4. Neste capitulo realizar-se-a
uma Analise em Componentes Principais. O objectivo principal serd o de reduzir o nimero

2Entenda-se por texto o conjunto de todas as sequéncias de cédigo de um dado genoma.



simbolos, correlacionados entre si, identificando grupos com comportamento semelhante. Este
método sera aplicado tanto a matriz dos residuos ajustados como dos valores de frequéncias
relativas.

No Capitulo 5 averiguar-se-a a possibilidade de ajuste de comportamentos markovianos de
ordem 1 a sequéncia dos codoes. Nesse momento, assumir-se-a a estacionaridade do processo
assim como algumas hipoteses de trabalho sobre os dados, as quais sao biologicamente aceites.
No Capitulo 6 estudar-se-4, numa abordagem essencialmente exploratéria, o comportamento
das frequéncias relativas dos simbolos. Considerar-se-4 uma Analise de Zipf sobre os simbolos
que constituem a linguagem genética, de modo semelhante ao que ¢é usual realizar no estudo
de linguagens correntes, [3]. Esta metodologia permite, por um lado, estimar as leis inerentes
as frequéncias relativas ordenadas e, por outro lado, averiguar a possibilidade de existéncia
de correlacoes de longo alcance. No fim do capitulo apresentar-se-4 uma breve andlise ex-
ploratéria onde se observa a semelhanca de comportamento das frequéncias dos simbolos das
duas espécies em estudo.

No sentido de descobrir o “tamanho” das correlactes existentes entre os simbolos nas se-
quéncias de cédigo, assumindo que estes seguem comportamentos markovianos de ordem k e
de confrontar alguns resultados obtidos nos Capitulos 5 e 6, surge o Capitulo 7. No Capitulo 7
apresentar-se-a inicialmente uma pequena abordagem tedrica sobre o Critério de Informacao
Bayesiana (BIC) em Cadeias de Markov de Ordem k. Seguidamente aplicar-se-a o BIC a se-
quéncias de cédigo, de genes aleatoriamente seleccionados de ambas as espécies, para estimar
a ordem que melhor se ajusta.

No Capitulo 8 abordar-se-ao alguns conceitos da Teoria da Informagao aplicaveis ao texto
genético e apresentar-se-ao os resultados obtidos da sua aplicacao as sequéncias de cédigo das
espécies Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae.

O Capitulo 9 conclui esta dissertagao, resumindo os resultados obtidos nas varias abordagens
utilizadas. Também refere algumas técnicas que se pensou inicialmente usar mas que, por
algum motivo, se vieram a revelar inadequadas ou néo foi possivel a sua concretizagdo. Fi-
nalmente, deixa em aberto algumas ideias e direcgoes de trabalho para investigacao futura.



Capitulo 2

Analise de Tabelas de Contingéncia

2.1 Introducao

A Anadlise de Tabelas de Contingéncia é uma metodologia estatistica aplicada a dados de
natureza qualitatival.

Os individuos de uma dada populacao podem ser classificados em categorias (ou classes) de
acordo com diversos critérios. Fixos os critérios, a classificacao dos individuos consiste em
detectar a(s) categoria(s) na qual cada individuo se identifica. As categorias a considerar
sdo mutuamente exclusivas e a classificagdo é exaustiva, isto é, qualquer individuo pertence
a uma e uma s6 categoria. Deste modo, os dados consistem nas frequéncias observadas em
cada uma das categorias.

No caso concreto das tabelas a estudar, consideram-se dois critérios em linha o codao fixo
e em coluna o codao justaposto obtido por uma leitura 3’, de acordo com o esquema da
Figura 1.5. Uma vez que aos coddes terminais nao lhe sucede nenhum codao, a tabela sera
61 x 64. As frequéncias sao, naturalmente, o nimero de vezes que cada par de codoes surge
no conjunto total das sequéncias de codigo de cada espécie.

As Tabelas de Contingéncia foram a forma escolhida para organizar e reduzir os dados rela-
tivos as sequéncias de simbolos (coddes ou aminodcidos), ja que se pretendia numa primeira
fase, uma andlise global do genoma das espécies no contexto dos pares de simbolos justapos-
tos. A informacao contida na tabela permitira realizar uma andlise da associacdo entre pares
de simbolos.

Quando se passa dos simbolos sequenciados para a respectiva Tabela de Contingéncia perde-
se alguma informagao. No entanto, é bastante dificil trabalhar com um niimero tao elevado de
sfmbolos sequenciados que constitui o genoma, da ordem dos 4 000 000 contra 61 x 64 = 3904
células da tabela.

Neste capitulo apresentar-se-4 uma abordagem tedrica as Tabelas de Contingéncia de mar-
gens livres e a andlise de residuos no contexto das Tabelas de Contingéncia. Seguir-se-a
uma aplicacao destas metodologias as sequéncias de cédigo do genoma das duas espécies de
interesse no estudo: Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. E dar-se-4 relevo aos testes
de ajustamento tendo em conta o objectivo que motiva o projecto.

Pode também ser aplicada a dados de natureza quantitativa desde que discretizados.



2.2 Nomenclatura

Sejam A e B duas caracteristicas da populacio subdivididas em r e ¢ categorias, designadas
por Ay, ..., A, e B, ..., B, respectivamente. Seja n > 1 o nimero total de observagoes ou
individuos, de uma amostra casual, a classificar.

A tabela que resulta da classificacdo das n observagoes nas r X ¢ categorias cruzadas, diz-se
Tabela de Contingéncia r X ¢ e tem a forma da Tabela 2.1.

Bl Bj BC Total
marginal
Al nii ni; e MNie ni.
Ai g1 Nij Nie n;.
A, Npl e Mpj oo Npe .
Total
marginal | n.1 ... nj .. N n

Tabela 2.1: Esquema de uma Tabela de Contingéncia r X c.

Relativamente a Tabela 2.1 tem-se: n;; o nimero de observacoes classificadas simultanea-
mente na categoria A; de A e Bj de B, n;. o total marginal de observagoes na categoria A; e
n.; o total marginal de observacoes na categoria Bj, com i € {1,...,r} e j € {1,...,c}.
Obviamente que:

c
n;. = E nij
Jj=1
r
n‘j: E nij
=1
c T c T
7j=1 =1

j=1 i=1

Parai e {1,...,r} e je€{l,...,c} sejam:

pij - probabilidade de uma observacao pertencer simultaneamente a i-ésima categoria da
varidavel A e a j-ésima categoria da varidvel B, isto é, de pertencer a célula (i, 7);

p;. - probabilidade marginal de uma observacao pertencer a i-ésima categoria da varidvel A;
p.j - probabilidade marginal de uma observacao pertencer a j-ésima categoria da varidvel B.
Naturalmente ter-se-a que:

C T r (&
pi=3 pijy  Pi= b € Y.y pi=L (2.1)
j=1 i=1

i=1 j=1
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2.3 Independéncia e Associagao

2.3.1 Testes de Ajustamento

Considerando apenas uma das caracteristicas, por exemplo, a varidvel A subdividida em 7
categorias Aj, ..., A, e uma distribuigdo de probabilidade particular conhecida (pg;, com
ie{l,2,...,r}).

Poder-se-a testar uma hipétese do tipo

Ho : pi = poi,i € {L”'?T} (22)

onde, para simplificagao de escrita, p; denota p;..
Um teste de hipdteses deste tipo é chamado teste de ajustamento.
A estatistica de teste utilizada nos testes de ajustamento é a estatistica obtida por Karl
Pearson dada genericamente por:
T 5.\2
2 (ni — &)
= ~ 7 2.3
=2 (2.3)

=1

onde ¢; é a frequéncia esperada de uma observacao estar na classe ¢ sob a validade da hipétese

Hj. Nas circuntancias consideradas, é; = npg;.

Para um total de n observacoes designe-se por N; a variavel aleatoria que representa o niimero

de observagoes na categoria A;, com i € {1,...,r}. Consequentemente (N1, Na, ..., N;)
T

é um vector aleatorio com distribuicdo multinomial tal que ZNi = n e com funcgdo de

i=1
probabilidade dada por
_ _ _ _ n' 1 ,,12 T
P(N1 =n1, Ny =ng,...; N, =n;) = gl b1 P2y (2.4)
commney =N —Nn1 —N2 — ... —Np—1 € Pp = l—pl—pg—...—pr_l.
Teorema 2.3.1 Seja (N1, Na, ..., N, ) um vector aleatdrio com distribui¢do multinomial de

parametros n, po1, Po2, ---, Por- Entao a varidvel aleatoria

T

(N; — npo;)?
-3 iy e
i=1 v

tem assimptoticamente distribui¢ao de um qui-quadrado, com (r — 1) graus de liberdade.

A prova deste teorema pode ser encontrada em Cramér(1946), como é referido em [14].

No Teorema 2.3.1 pressupoe-se n — oo. Para a aproximacao no caso finito ser valida assume-
se que as frequéncias esperadas nao sejam “muito pequenas”. Na pratica a frequéncia es-
perada, npy;, da varidvel aleatéria N;, ¢ € {1,...,7}, nunca deve ser inferior a cinco, sendo
preferivel tomar dez como limite inferior (ver [14]).

Uma extensao ao teste anterior resulta quando a distribuicao de probabilidades em Hy nao se
encontra completamente especificada, dependendo de k (k < r) parametros independentes e
desconhecidos. No sentido de ultrapassar esse problema, do desconhecimento da distribuigao
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de probabilidades, calculam-se as estimativas de maxima verosimilhanca dos parametros
desconhecidos e tomam-se os valores de pg; calculados em funcao das estimativas. Nesse
caso a varidvel aleatéria y2 terd uma distribuicdo assimptética de um qui-quadrado com
(r —k — 1) graus de liberdade.

2.3.2 Independéncia

Considere-se agora os 2 critérios A e B cruzados numa Tabela de Contingéncia r X s, com a
estrutura da Tabela 2.1.

No desenvolvimento que se segue ter-se-a presente o modelo probabilistico de margens livres?.
O modelo probabilistico de margens livres consiste no caso mais geral dentro dos modelos
probabilisticos para Tabelas de Contingéncia. Nesse modelo o tnico valor fixo é o nimero to-
tal de observagoes, n. E, além disso o vector aleatério (N1, ..., Nij, ..., Ny.) tem distribuicao
multinomial, onde N;; é a varidvel aleatéria que representa o nimero de observacoes que
pertencem & célula (i, ).

Um dos grandes objectivos no estudo de Tabelas de Contingéncia r X s é o de averiguar
a existéncia de independéncia entre as duas variaveis face a possibilidade de existéncia de
associacdo. A lei multiplicativa das probabilidades perante a independéncia das varidveis
aleatorias A e B pode ser traduzida por:

pij =pipj com te€{l,..r} e je{l, .. c} (2.6)

Para testar a hipétese de independéncia Hy,
Hy:pij=pip; com ie{l,..,r} e je{l, .. c} (2.7)

utiliza-se a estatistica de Karl Pearson que, no contexto das Tabelas de Contingéncia r x ¢ é

dada por:
2 _ N (i —éy)?
_ 2.
' Zlf: Cij %)

onde ¢é;; é a frequéncia esperada de uma observacao estar na célula (4, j), sob a validade de
Hy; portanto, é;; = np;.p.; com i € {1,...,r} e j € {1,...,c}. As probabilidades marginais
pi. e pjcomi € {1,...,r} e j € {1,...,c} sdo desconhecidas sendo estas substituidas pelas
estimativas de médxima verosimilhanca, p;. e p.; respectivamente.

Teorema 2.3.2 Considere-se uma amostra casual de n observagoes do par (A,B). Se-
ja (Ni1, ..., Nij, ..., Nye) 0 wector aleatdrio constituido pelo nimero de observagcoes em cada
célula, distribuidas de acordo com wma multinomial de parametros {n, p;; i € {1,...,r}, j €
{1,...,¢}}. Assumindo a independéncia entre as varidveis aleatdrias A e B, as estimativas
de mdzxima verosimilhanca das probabilidades marginais sao dadas por:

N 1. A
Pi=— € Ppj=—,
n n

2Para além do modelo de margens livres existem outros modelos: os de margens fixas para os quais se
fixam uma ou ambas as margens (totais marginais).
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comi€{l,..r} eje{l,..,c}.

Prova 2.3.1 A distribuicao de probabilidades do vector aleatorio (Nii, ..., Nij, ..., Nye) € da-
da de modo andlogo a equacdo 2.4. Assim, dada uma realizacdo do vector aleatdrio tem-se a
funcdo de verosimilhanca dada por:

n' - = id
L(p117p127-“7p7”5) - r ¢ HHPZ]

NG

i=1j=1

Logaritmizando a func¢ao de verosimilhanca obtém-se:

(L) = in(—p—) + ([ [T
H H nij! i=1j=1

i=1j=1

A primeira parcela do sequndo membro € constante, pois nao depende dos p;;’s. Dado que se
pretende estudar os maximizantes da funcdo de verosimilhanca estudar-se-d apenas a sequnda

parcela.
Uma vez que se assume a independéncia e por (2.1) vem que:

ln(H Hp:;”) = ln(H i HPT;J)
=1 j=1

i=1j=1

r—1 c—1 r—1 el
=In((1- sz‘-)nr‘(l - Zp-j)n'c pr Hpj])
i=1 7=1 =1 5=l

r—1 r—1 1 o1
Ny N
_ ; [—=in(1 - ;pz.) + nidn(ps.)] + ;_1 [—In(1 - j§_1p.3) +nln(p.;)].

Recorrer-se-d ao cdlculo dos zeros das derivadas para detectar a existéncia de mdximos.

din(L)  n;.. r—1 N
ap.  r—1 r-1 Di.
1-— Zpl
i=1
Oln(L) ne c—1 n.;
=— + 2
op.j c—1 c-1 D.j
1= P
j=1
L
donde, de aln—() = 0, resulta:
8}%.
n;.
Pr.
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-
Note-se que n = an e portanto:
i=1

r r—1

=1 i=1

Logo, p,. = % Substituindo em (2.9) obtém-se:

;.
Dii = —-
n
oln(L
Partindo de ;( ) = 0 ter-se-ia analogamente que:
P-j
ng
pj= n

Prova-se que a sequnda derivada € negativa e assim se conclui a demonstrac¢ao.

&

Verificadas as condi¢oes do Teorema 2.3.2, obtém-se a estimativa da frequéncia esperada e;;
dada por:

éij = —2 (2.10)

Se as varidveis nao sao independentes espera-se que a diferenca entre os valores estimados,
assumindo a independéncia, e os valores observados seja grande, caso contrario serd peque-
na. B neste contexto que se aplica o teste de ajustamento do qui-quadrado para Tabelas de
Contingéncia r X c.

A regra de decisdo do teste é consequéncia da usual comparacdo entre o valor obtido pela
estatistica de teste (2.8) e o valor tedrico do quantil de ordem (1 — «) - 100% da distribuicao
de probabilidade do qui-quadrado para um nivel de significAncia o do teste. Utilizar-se-a
um dos niveis de significancia mais usuais, o = 0.05. Se o valor observado da estatistica de
Pearson, para uma dada tabela em estudo, for superior ao valor tedérico do quantil, a hipdtese
de independéncia serd rejeitada e caso contrario nao serd rejeitada.

Para determinar o valor teérico do quantil ter-se-a4 de averiguar o nimero de graus de liber-
dade (df - degrees of freedom) da estatistica x2. Numa usual Tabela de Contingéncia r x c,
em que se tem n observagoes independentes, o nimero de graus de liberdade é dado por:

numero de classes — numero de parametros independentes —1,

a semelhanca da estatistica do teste de ajustamento com parametros desconhecidos e portan-
toigualar xc—(c—1+r—1)—1. O nimero de parametros independentes é (¢c—1)+(r—1),
uma vez que o numero total de parametros é r + c: pi1., p2., -y Prey D1, D2, vy Pecy € & SOMA
dos parametros em coluna e em linha sao respectivamente iguais a 1.
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Também se pode definir o nimero de graus de liberdade como a diferenca entre o numero
de células independentes e o numero de parametros independentes. O nimero de células
independentes duma Tabela de Contingéncia r X ¢ de n observacoes independentes é rc — 1,
j4 que o nimero de células é r X ¢ e a soma dos totais das células da tabela é n. Assim, o
nimero de graus de liberdade da estatistica de Pearson na Tabela de Contingéncia r X ¢ é
rce=1—(c—1)—(r—1)=(r—1)(c—1).

2.3.3 Associagao

As grandes dificuldades do uso da estatistica de Pearson é, por um lado, o facto de os graus
de liberdade, (r —1)(c—1), dependerem da dimensao da Tabela de Contingéncia r X ¢, e, por
outro lado, do niimero total de observagoes. Este tltimo problema é ilustrado com o seguinte
exemplo:

Exemplo - Considerem-se as sequintes Tabelas de Contingéncia 2 X 2, a ultima obtida da
primeira por multiplicagcao das frequéncias observadas por 2:

B1 B2 Total

marginal
Aq 1 4 5
Agy 7T 2 9

Total
marginal | 8 6 n=14

Bl Bg Total

marginal
Ay 2 8 10
Ag 14 4 18

Total
marginal [ 16 12 | n =28

Observa-se que as probabilidades de ocorréncia de cada categoria sdo as mesmas, no entanto
as estatisticas de Pearson referentes a cada uma das tabelas diferem de um factor multiplica-
tivo 2.

De um modo geral, multiplicando todas as observacdes por um factor k a estatistica de Pear-
son vem alterada do factor multiplicativo k.

&

No sentido de contornar estes problemas surgiram as medidas de associagao, que nao refletem
a dimensao da tabela. Os exemplos mais comuns de medidas de associacdo, baseada na es-
tatistica de Pearson, sao:
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e Coeficiente de contingéncia de Pearson

\2
P= ; 2.11
X2 + n’ ( )
e Coeficiente de Tschuprow
2
T= ; (2.12)
ny/(r—1)(c—1)

e Coeficiente de Cramér

X2/n
v= \/mm(r —1l,e—1) (2.13)
O coeficiente de Cramér é a medida de associacao adoptada nas aplicagoes efectuadas neste
trabalho, porque para além de ser independente do nimero de observagoes, nao depende das
dimensoes da tabela e assume valores que variam entre 0 e 1. Estas propriedades nao sao
verificadas simultaneamente pelos coeficientes de T'schuprow e de Pearson.
O coeficiente de Cramér assume o valor zero em caso de independéncia completa e o valor
um em caso de associagao completa.

2.4 Analise de Residuos

Se o teste realizado, no contexto das Tabelas de Contingéncia r X ¢ concluir a rejeicao da in-
dependéncia das duas varidveis, terd interesse analisar as classes que provocaram tal rejeicao.
Assim, no sentido de identificar as categorias responsaveis pelo valor elevado da estatistica de
Pearson, pode-se realizar uma analise dos residuos estandardizados também conhecidos por
residuos de Pearson, e dados por:

ry = 4 G (2.14)

\/€ij
Observe-se que,
' C
2 .2
> rhi=x
i=1 j=1
Em particular, utilizam-se os residuos ajustados dados por:
Tiq
dij = —L (2.15)
Uij
onde v;; ¢ uma estimativa da variancia de r;; dada por:

vy = (1= —=)(1——*

).

A importancia dos residuos ajustados é realcada pelo Teorema 2.4.1, resultado obtido por
Haberman(1973) e que pode ser encontrado, por exemplo, em [7] e [23].

16



Teorema 2.4.1 Considere-se uma amostra casual de n observagoes do par (A,B). Se-
ja (Ni1, ..., Nij, ..., Nye) o wvector aleatdrio constituido pelo nimero de observagoes de cada
célula, distribuido de acordo com wma multinomial de parametros {n, p;; i € {1,...,1}, j €
{1,...,c}}. Assumindo que se verifica a independéncia entre as varidveis aleatdrias A e B
entao:

d;j tem assimptoticamente (n — oo) distribuicdo de uma normal N(0,1).

Observe-se que se os residuos ajustados, d;;, tiverem um comportamento, a nivel de dis-
tribuicao, muito diferente duma distribui¢do normal N (0, 1) serd de rejeitar a independéncia
na Tabela de Contingéncia r x c. Uma vez que d;; tem assimptoticamente distribuicao de uma
normal N(0,1) poder-se-a dizer que para um nivel de confianga de 99.73% que as categorias
mais responsaveis pela rejeicao da hipétese da independéncia sao as correspondentes as células
(1,7) tais que |d;;| > 3 uma vez que P(—3 < d;; < 3) = 0.9973. Assim, na pratica considera-se
que um valor de residuo ajustado é responsavel pela rejeicao se em mdédulo for nao inferior a 3.

2.5 Aplicagao ao Caso em Estudo

2.5.1 Determinacao dos Graus de Liberdade

Genericamente uma sequéncia de s simbolos é uma sequéncia de s — 1 pares de simbolos, uma,
sequéncia de s — 2 ternos de simbolos e assim sucessivamente. Observe-se que os sucessivos
pares de simbolos de uma sequéncia nao sao independentes, ja que o segundo elemento de
um dado par é o primeiro elemento do par seguinte. Devido a esta falha de independéncia a
Tabela de Contingéncia resultante da contagem de pares de simbolos numa sequéncia, goza
da seguinte propriedade (ver [1]):

Propriedade dos totais marginais numa sequéncia de simbolos - Seja b 0 nimero de
categorias que constitui cada uma das duas varidveis numa Tabelas de Contingéncia bx b. A
varidvel coluna refere-se ao primeiro elemento do par e a varidvel linha ao sequndo. Ambas
as categorias sao representadas por A;, i = 1,2,...,b e os totais marginais da categoria A; da
varidvel coluna e linha sdo n;. e n.;, respectivamente. Tem-se que:

e para uma sequéncia de simbolos em que o simbolo de iniciacao € igual ao de terminacao
0s totais marginais sao iguais;

e para uma sequéncia em que o simbolo de iniciacao € diferente do simbolo de terminacao

tem-se:

— se o simbolo da categoria i for igual ao simbolo de iniciacdo, n;. —n.; = 1;
— se o simbolo da categoria i for igual ao simbolo de terminacgao, n;. — n.; = —1;

— em qualquer outro caso a diferenca n;. — n.; € zero.
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A propriedade anterior sugere que o nimero de parametros independentes seja (b—1)+1 =1
(ver tabela da Figura 2.1, em que, por exemplo, o nimero de células a amarelo referem-se ao
nimero de parametros independentes), menor que no modelo de margens livres. Este facto
pode fazer parecer a existéncia de menor numero de graus de liberdade face ao modelo de
margens livres apresentado. Na realidade, o niimero de graus de liberdade mantém-se.

Observe-se que conhecendo as b — 1 primeiras colunas e a entrada (b,b) podem deduzir-se os
valores das restantes b — 1 células (na tabela da Figura 2.1 as b — 1 células correspondem as
células a branco). Assim, o nimero de células independentes é b* — (b—1) (ver tabela da Figu-
ra 2.1 as células a azul claro). E o nimero de graus de liberdade é a diferenca entre o niimero
de células independentes e o nimero de parametros independentes: b2 — (b—1) —b = (b—1)2.
O niimero de graus de liberdade deste modelo é o mesmo que o do modelo de margens livres>.

A1 o ﬂl o ﬂb -

Ay M4 Ny; LB ny

ﬂ1 ni‘I nu nlb nl

A, LT My My, Ny,
- n.1 o nj o nb -

Figura 2.1: Tabela de Contingéncia de pares de simbolos de uma sequéncia.

Embora o nimero de graus de liberdade coincidam, a distribuicao assimptética pode ser
afectada por amostras nao multinomiais. Contudo, na aplicagdo pratica aceitar-se-ao que as
amostras sao multinomiais.

Os dados em estudo consistem em sequéncias de simbolos, codoes ou aminoacidos, lidas no
sentido, de 5’ para 3’.

2.5.2 Independéncia e Associacao de Pares de Codoes Justapostos

No Apéndice B.1, encontram-se as Tabelas de Contingéncia 61 x 64 referentes as espécies
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. Nessas tabelas, em cada categoria, tem-se o
numero de observacoes de cada par de codoes possiveis no conjunto das sequéncias de cédigo
- dados qualitativos. Observe-se que nao surgem codoes apds o codao terminal, e portanto o
nimero total de categorias possiveis é de 64 x 61.

No sentido de averiguar quanto a existéncia de independéncia de um codao fixo face ao
codao seguinte, aplicar-se-4 o teste de ajustamento do qui-quadrado aquelas Tabelas de Con-
tingéncia. Como as tabelas sao constituidas por 64 x 61 categorias, entao o niimero de graus
de liberdade das Tabelas de Contingéncia em estudo é 3780 ((64 — 1) x (61 — 1)).

3Por curiosidade, refere-se aqui que para os modelos de margens fixas que o nimero de graus de liberdade
é também (c — 1)(r — 1).
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Calcularam-se as estatisticas de Pearson e obtiveram-se valores muito elevados: 137053.773
e 382664.868, para a Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans, respectivamente. Da apli-
cagao do teste de ajustamento resulta claramente a rejeicao da hipdtese nula (a hipdtese de
independéncia), ja que o valor tedrico do quantil de ordem 0.95 de uma distribuicao do qui-
quadrado com 3780 graus de liberdade é de 4052.700, valor muito inferior aos valores obtidos
para a estatistica de Pearson.

Calcularam-se os coeficientes de Cramér e obtiveram-se os seguintes valores numéricos: 0.0019
e 0.0008 para a Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae, respectivamente. Os valores dos
coeficientes sao valores muito proximos de zero, indicando portanto uma associagdo muito
fraca.

Os codoes justapostos tém associacao fraca entre si, no entanto a hipétese de serem inde-
pendentes é rejeitada - esta é uma problemadtica usual quando se trabalha com “um grande
nimero” de observagoes.

De seguida, averiguar-se-4 quanto a independéncia e associacao entre um codao e os nu-
cleétidos do codao que lhe segue. Ao nucledtido justaposto designar-se-a4 por Nuc(1l) e ao
seguinte por Nuc(2) e o ultimo por Nuc(3). Assim, cada uma das 3 tabelas a analisar tém
dimensao 61 x 4 (ver Apéndice B.2).

No sentido de concretizar o objectivo em causa aplicou-se novamente um teste de ajustamento
do qui-quadrado e calculou-se o coeficiente de Cramér, para ambas as espécies. Os resultados
encontram-se resumidos na Tabelas 2.2 e 2.3.

Nuc(l)  Nuc(2) Nuc(3) df | Codao df
seguinte
Saccharomyces cerevisiae | 58379.8  22971.9 10003.9 180 | 137053.8 3780
Candida albicans 159544.6 64534.7 40745.1 180 | 382664.9 3780
Valor tedrico do quantil | 242.880 242.880 242.880 4052.7

Tabela 2.2: Resultados da estatistica x? e valores tedricos do quantil de ordem 0.95 de uma
distribuicao do qui-quadrado com df graus de liberdade para a Candida albicans e Saccha-
romyces cerevisiae.

Nuc(1) Nuc(2) Nuc(3) Codao n
seguinte
Saccharomyces cerevisiae | 0.00657 | 0.00002026 | 0.002585 | 0.0008 | 2961829
Candida albicans 0.015695 | 0.0000177 | 0.006348 | 0.0019 | 3388506

Tabela 2.3: Resultados do coeficiente de associagao de Cramér para a Candida albicans e
Saccharomyces cerevisiae.

Em qualquer uma das situagoes estudadas os resultados concluiram a rejeicao da inde-
pendéncia, observando-se contudo valores pequenos de associacao.

Relativamente aos nucledtidos do codao justaposto ao codao fixo observam-se valores rela-
tivamente distintos para a estatistica de teste e para o coeficiente de associacdo. Todavia o
segundo nucledtido do codao justaposto é o que apresenta menor coeficiente de associagao
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para ambas as espécies em estudo, indiciando provavelmente uma menor dependéncia entre
um codao e o nucledtido central do codao seguinte.

2.5.3 Analise de Residuos de Pares de Codoes Justapostos

Os resultados a apresentar nesta subsecgao foram obtidos através do software SPSS 7.5 for
Windows.

Calculados os residuos ajustados observam-se muitas células com valor, em modulo, superior
a 3. Fez-se a representacao grafica dos valores observados versus os quantis de uma dis-
tribuicao normal N (0, 1), através do grafico QQ-plot (ver Figuras 2.2 e 2.3).

Normal Q-Q Plot
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Expected MNormal “alue
()

DOhserved WValue

Figura 2.2: QQ-plot da distribuigdo normal N(0,1) face aos valores observados para os
residuos da Saccharomyces cerevisiae, numa leitura 3’.
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Figura 2.3: QQ-plot da distribuigdo normal N(0,1) face aos valores observados para os
residuos da Candida albicans, numa leitura 3’.
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Nas Figuras 2.2 e 2.3 observa-se um grande afastamento dos residuos ajustados relativa-
mente aos pontos da recta representada a verde, a bissectriz dos quadrantes impares. Con-
sequentemente em nenhuma das espécies se prevé um ajustamento adequado destes dados a
distribuigao normal N(0,1). A rejeigdo de ajuste vem confirmar a rejeicdo da hipétese nula,
a hipétese da independéncia anteriormente testada.

No entanto, as representacoes graficas parecem fazer crer que os residuos estao distribuidos
segundo uma distribuicao normal com média aproximadamente 0 e desvios padrao aproxi-
madamente 6 e 10 para as espécies Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans, respectiva-
mente (ver Figuras 2.4 e 2.5).
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Figura 2.4: Histograma dos residuos ajustados da Saccharomyces cerevisiae, numa leitura 3’.
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Figura 2.5: Histograma dos residuos ajustados da Candida albicans, numa leitura 3’.
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No sentido de averiguar se se ajusta uma distribuicao normal aos residuos ajustados, aplicaram-
se ensaios de ajustamento de Kolmogorov-Smirnov. Considerou-se por um lado, a distribuicao
normal N(0,1) e a distribuigdo normal de parametros estimados pelo conjunto dos dados,
por outro lado.

Ensaio de ajustamento | N(0,1) N(0.04,6.05) N(0.11,10.13) | Probabilidade critica
de Kolmogorov-Smirnov (p-value)
Saccharomyces cerevisiae | 0.3428 0.0408 - 0.02

Candida albicans 0.4052 - 0.0642 0.02

Tabela 2.4: Resultado dos ensaios de ajustamento de Kolmogorov-Smirnov para a Candida
albicans e Saccharomyces cerevisiae.

Os resultados obtidos conduziram a rejeicao da hipotese dos residuos seguirem qualquer das
distribui¢oes normais consideradas, com probabilidade critica igual a 0.02 (ver Tabela 2.4).
Construiram-se as tabelas dos residuos para cada uma das espécies, uma vez que se acredita
que este novo conjunto de valores possa conter informagao sobre as leis que governam o se-
quenciamento. Na Figura 2.6 apresenta-se um extrato da tabela de residuos de Pearson da
espécie Saccharomyces cerevisiae.

ADA AAG AAT AAC ACT ACC ACA ACG CGT
LYS AAR 2771 34,185 -7 033 5170 | -16532 9,907 -1.579 2,455 -4 B2
LYS AAG  B.207 M6 -14,621 8577 | -14,081 14,136 2444 0559 -4,755
ASN AAT 4,483 -2,436 15,303 16,344 -7 985 a,7/41 7051 0,620 -7.,400
ASNAAC 27240 2564 9,030 21648 11755 | 12177 3661 -1 587 3,241
THR ACT -B400 £ 575 6,375 3,272 13146 | 21837 0,468 -4.813 -3,058
THRACC -7 414 -3,256 -3451 3oy 11,801 18,693 1,069 -2573 0,143
THR ACA 2 425 0,700 1,641 1,142 4,268 11829 | 1367 1,860 -5,170
THR ACG -2 448 0,131 1855 1,546 3,058 9,589 4 555 0,670 -2 856
ARG CGT  -2F35 0,564 6,385 -1,118 -5,518 -3,303 -4,021 -4 559 19,351
ARG CGC 3698 0553 -4 058 0,141 -4 062 -3,743 -1,6568 -1 680 7 B8
ARG CGA 2,380 -1,952 -2 542 5,824 -4.976 5792 -1,130 1,811 3452
ARG CGG 3508 1,639 -4 ATF -3,044 -2 583 -3451 0,233 0,205 1,989
ARG AGA 18231 12149 | 13539 | 0636 | -11810  -0170 12,804 0,131 -4,500
ARG AGG 17 274 7552 5811 40788 | -10152 | 2518 6,792 1,935 -2845
SERTCT 8369 18987 @ -1773 2427 13,410 1,872 0,533 5132 0,021
SERTCC 9319  -14.361 -2 435 2853 7316 -1253 0,242 -2838 2593
SERTCA 15330 @ -14079 3,334 -3,407 10,680 0,377 4 531 2813 0,052
SERTCG -04596 -7 534 1,097 -1,211 1,863 -2 443 0,308 0,487 -1,019
SER AGT 4533 6,030 5,806 9,440 -1422 1,961 6,197 -1 436 -3,810

SERAGC 4521 -3,022 4,108 12 568 -5,960 2,860 2248 1,020 5,954
ILEATT 4504 6,563 3,812 0,317 4,253 9,936 -3678 -5531 1,464
ILEATC 0248 -3,6689 -0,060 2,301 -1,651 11,451 -3,918 6,003 0,310

ILE ATA 10,057 -4,621 -1,171 -1,766 -5,505 4,758 2817 3,242 25972
METATG 2130 -5.255 -2,335 -1.859 0 -11,172 1,987 14594 0919 -3.767
PHE TTT 4540 -1,665 -2 525 -4 075 3,392 7317 2552 0,043 -7 817
PHETTC 0,057 -4 527 -1.288 -1,7585 £,530 -2,007 -7 023 -2 ABB -3,373
TYRTAT 10634 -2 586 -3,986 1,628 -6,513 5,769 -1,030 0,672 4613
TYRTAC B152 3,395 -4 B09 4,529 -4 065 -3,061 4,716 1,784 5,855

Figura 2.6: Extrato da tabela de residuos ajustados da Saccharomyces cerevisiae.
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Observe-se que os residuos quantificam a preferéncia de justaposicao de simbolos face a in-
dependéncia. Os residuos respondem em termos de preferéncias de justaposi¢ao, na medida
em que os valores positivos informam as categorias preferidas da tabela e os valores negativos
informam as que sao preteridas, face a independéncia.

Por exemplo, dos simbolos representados na subtabela de residuos da Figura 2.6 o codao
AAA mostra, face & independéncia, maior preferéncia pelo codao AAG.

O grupo de trabalho do Departamento de Electrénica, ao longo do ano lectivo 2001/02, con-
struiu um programa que faz a conversao da matriz dos valores dos residuos ajustados numa
imagem em que cada pixel tem uma cor. A escala de cOr varia de vermelho a verde de acordo
com a ordem de grandeza dos valores dos residuos. Para valores de residuos negativos, nulos
ou positivos as cores correspondentes sao o vermelho, o preto ou o verde, respectivamente
(ver Figuras 2.7 e 2.8).

Figura 2.7: Imagem correspondente a matriz dos residuos da Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 2.8: Imagem correspondente a matriz dos residuos da Candida albicans.

A imagem correspondente a cada uma das matrizes de residuos ajustados para a Saccha-
romyces cerevisiae e Candida albicans sao dadas nas Figuras 2.7 e 2.8, respectivamente. Nelas
observam-se que as diagonais tém tendéncia para tons de verde. Assim, pode-se afirmar que
0s cododes na sua disposicao sequencial tém preferéncia pela justaposicao com eles proprios,
face & independéncia. A titulo de curiosidade é de referir que este tipo de representagao foi
feito para um conjunto amplo de espécies e esta caracteristica nao é regra comum de todas
elas.
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2.5.4 Independéncia e Associacao de Pares de Codoes Espacados de Cinco
codoes

Perante o resultado obtido em 2.5.2; a rejeicao da independéncia entre pares de codoes
justapostos com valores muitos pequenos de associacao, pensou-se em averiguar qual se-
ria o comportamento de pares de coddes espacados de 5 simbolos. Em Biologia Molecular
tudo leva a crer que a existéncia de associacao entre dois codGes justapostos seja grande e
que a associagao entre dois codoOes espacados de cinco coddes seja quase nula. Assim, da
comparagao entre os resultados obtidos para os dois casos podera ser possivel concluir algo
mais sobre a associacao entre pares de coddes justapostos.

Foram feitas contagens dos possiveis pares de codoes espacados de 5 coddes, (C;, C;), como
ilustra o esquema da Figura 2.9.

Ci 3

ol

5!

Figura 2.9: Ilustragao do par (Cj, Cj) com espacamento de 5 codoes.

Para as Tabelas de Contingéncia obtidas calcularam-se os valores da estatistica x? e do
coeficiente de Cramér (ver Tabela 2.5).

X2 Valor tedrico n Coeficiente de
do quantil (0.05) associacao de Cramér
Saccharomyces cerevisiae | 12391.70 4052.7 596171 0.0003
Candida albicans 18450.48 4052.7 677620 0.0004

Tabela 2.5: Valores obtidos na anélise das Tabelas de Contingéncia de pares de coddes es-
pacados de 5 codoes, para a Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae.

Novamente obtém-se a rejeicao da independéncia com valores muitos pequenos de associagao.
No entanto, comparando os resultados relativos aos pares justapostos (ver Tabelas 2.2 e 2.3)
e aos pares espagados de cinco simbolos (ver Tabela 2.5), averigua-se que os valores das es-
tatisticas s@o maiores no caso dos codoes justapostos. Assim, existe uma maior associacio
entre os pares de simbolos justapostos do que nos espagados de 5 simbolos, resultado este
coerente com aquilo que é biologicamente aceite. Contudo nao se conseguiu concluir estatisti-
camente se os valores de associacao entre os dois tipos de pares de simbolos sao significativa-
mente diferentes. Este problema, apesar de interessante para o projecto em desenvolvimento,
fica por resolver em virtude de nao terem sido encontradas metodologias apropriadas.
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Capitulo 3

Analise Classificatoria

3.1 Introducgao

De modo geral, os métodos de Andlise Classificatéria encontram-se definidos na literatura
especializada. Por exemplo, em [21] os métodos sdo definidos da seguinte forma:

Dado um conjunto de n individuos para os quais existe informagdo sobre a forma de N
varidveis, o método de andlise de clusters' procede ao agrupamento dos individuos em fungdo
da informacao existente, de tal modo que os individuos pertencentes a um mesmo grupo sejam
tao semelhantes quanto possivel e sempre mais semelhantes aos elementos do mesmo grupo
do que a elementos dos restantes grupos.

As técnicas a considerar efectuam uma classificagio exclusiva e intrinseca, isto é, o resul-
tado depois da aplicacio do método define uma particio? do conjunto inicial, ou de forma
mais explicita resulta numa hierarquia de particdes®. No entanto existem outras técnicas
que resultam num conjunto de grupos que nado formam hierarquias de parti¢cdes do conjunto
inicial.

De facto, a Andlise Classificatoria consiste na construcdo de uma hierarquia de grupos de
individuos semelhantes face a um conjunto de varidveis.

Na realidade, duas escolhas sfo necessdrias na construcdo da hierarquia de grupos de in-
dividuos: a medida de semelhanca entre individuos e o critério de agregacio entre grupos. E
conhecido que a utilizagdo de diferentes medidas de semelhanca e/ou diferentes critérios de
agregacao pode levar a resultados distintos. Assim, os resultados a obter podem depender da
medida e do critério a utilizar. No entanto, o ideal na anélise seria que os resultados segundo
diferentes escolhas fossem conduzentes a mesma conclusdo independentemente dos métodos
utilizados.

LA expressdo andlise de cluster é utilizada por vérios autores com o mesmo significada de Anilise Classifi-
catoéria.
2Particdo de E, P(E), é o conjunto de partes de E, disjuntas duas a duas e cuja reunido é igual a E:

1<i<k

3Py, P1,...,Pi_1, P, ..., P, diz-se uma hierarquia de partigdes se:

VAGPi_ﬂBGPi:ACB COmiG{l,...,k}eP():E.
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A Andlise Classificatdria pode ser feita de duas formas distintas: usando modelos aleatérios
ou através de métodos exploratorios.

De acordo com o objectivo geral deste estudo, o de averiguar a existéncia de leis que regem
o cédigo genético, serdo aplicados métodos de Anélise Classificatéria com o objectivo parcial
o de tentar identificar grupos de individuos semelhantes quanto & preferéncia de vizinhos
justapostos nas sequéncias de genes.

Os dados a considerar na Analise Classificatéria serao tabelas de frequéncias relativas e tabelas
de residuos ajustados relativas aos pares de codoes justapostos resultantes do estudo realiza-
do no capitulo anterior. A caracteristica coluna das tabelas a estudar refere-se ao primeiro
codao do par. As suas categorias, de um modo geral no ambito da Anilise Classificatoria,
designam-se por individuos. A caracteristica linha refere-se ao segundo codao do par e as
componentes (categorias) constituintes desta caracteristica designam-se de varidveis. Nas
tabelas a estudar contabiliza-se um total de 64 coddes (varidveis) e um conjunto de 61 in-
dividuos: 61 coddes (ndo terminais).

No presente capitulo apresentar-se-4 um conjunto de medidas de semelhanga e trés critérios
de agregacao (algoritmos), dos quais se farao alguns comentdarios relativos ao procedimento
dos critérios. Apresentar-se-a a usual representacao grafica de hierarquias de particoes o
diagrama em Aarvore, também designado por dendograma. Por fim apresentar-se-2o os re-
sultados da aplicagdo da Anadlise Classificatéria aos 61 individuos, os coddes nao terminais,
face as varidveis, os 64 codbes possiveis de estar numa segunda posicao nos possiveis pares
de simbolos.

Os softwares utilizados nesta andlise foram o S-Plus 2000, SPSS 7.5 for Windows, o Cluster
e o TreeView.

3.2 Nomenclatura

Os dados sobre os quais se aplica a Andlise Classificatéria estao normalmente representados
sob a forma de uma tabela do tipo:

i .. VN
01 I11 T1N
On Tnl .. ITpN

sendo,

N - o numero de variaveis;

n - o numero de individuos;

Vi - a i-ésima varidvel, com i € {1,..., N};

O; - a j-ésima observacao ou individuo, com j € {1,...,n};
Zir - o valor observado da variavel V; para o individuo O;.

O conjunto de elementos sobre os quais se realizard a hierarquia de particoes, corresponde ao

conjunto de individuos {O; com j € {1,...,n}}. Cada uma das colunas, V; comi € {1,..., N},
constituiu um conjunto que descreve num aspecto cada um dos individuos.
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Fixe-se que a média de todas as variaveis para o individuo O; é dada por:

N
_ 1
€Ty = N § Liks
k=1
E a matriz de covariancias das N varidveis é dada por:

1 1<
—Z Xk - Xk - ), com g = EZXIC e X; = [-Til -TiN},-
k=1 k=1

3

No contexto da andlise multivariada define-se um grande nimero de medidas de semelhanga,
no sentido de medir a proximidade entre individuos. Apresentar-se-ao de seguida algumas
das medidas mais comuns habitualmente consideradas na Anadlise Classificatéria.

Medidas de semelhanca

e Coeficiente de correlacio de Pearson centrado?

> (wik — @) (@ — 7))

Tij = ! . (31)

N N

§ /‘ 2 § /‘ 2
(mik:_mz ZL']/C—ZL'J

k=1 k=1

N
k=

O coeficiente de correlacao de Pearson entre dois individuos estd sempre compreen-
dido entre -1 e 1; quando assume o valor 1 significa que os individuos tém o mesmo tipo
de comportamento, quando assume o valor 0 significa a existéncia de independéncia
entre individuos, e para -1 significa que tém comportamentos opostos.

Uma das propriedades desta medida de semelhanca é a invariancia a transformacoes
de escala. Por exemplo, se se multiplicarem todas as componentes de um individuo
por um mesmo factor, os valores do coeficiente de correlagao relativos a esse individuo
mantém-se. O coeficiente de correlacdo é uma boa medida para associar individuos com
idénticos perfis.

O coeficiente de correlacao de Pearson nao é uma métrica pois ndo verifica, por exem-
plo, a desigualdade triangular (a defini¢io de métrica encontra-se no Apéndice A.1).

40 Coeficiente de correlagio de Pearson ndo centrado tem a seguinte forma:

N
E TikTjk
k=1
N N
2
(mzk 'I.jk
k=1 k=1

Tij =
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A distancia correspondente ao coeficiente de correlacdo de Pearson obtém-se através de
uma pequena alteracao deste coeficiente, e é dada por:

= 1/0.5(1 — ;) - Distancia de Pearson.

Observe-se que esta distancia assume valores entre zero e um. Dois individuos sao tanto
mais semelhantes quanto mais a sua distancia se aproxime de 0.

e Distancia Euclideana

N

dij = Z (zir — 41)% (3.2)

k=1

Esta medida de semelhanca para além de satisfazer as propriedades de uma métrica, é
semi-definida positiva, invariante para transformacoes ortogonais sobre os individuos.
Contudo nao ¢é invariante a mudancas de escala assim como a medida de semelhanca
que se apresenta de seguida.

e Distancia absoluta ou City-Block Metric

N

k=1

e Distancia Euclideana Estandartizada ou Distancia de Karl Pearson

xzk - l']k

Mz

k=1

com

N
§ Lik — xk

As medida estandardizadas tém a propriedade de ser invariante a mudancas de escala.

e Distancia Absoluta Estandartizada

N
|z — @k
di; = _— 3.5
5=k 35)
Como medida estandartizada é invariante a mudancas de escala.
e Distancia Mahalanobis
dij = (X; — X;)27HX; — X;). (3.6)

Cada medida tem caracteristicas particulares e consoante a situagao em estudo torna-se mais
ou menos adequada. Contudo, no estudo de dados multivariados, é na maior parte das vezes
complicado identificar a melhor medida de semelhanca.
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3.3 Meétodos Hierarquicos

Os métodos de agrupamento a apresentar sao métodos hierarquicos. Estes resultam em
hierarquias de particdes. Os métodos hierdrquicos podem ainda subdividir-se em métodos
aglomerativos e divisivos. A aplicacdo dos métodos aglomerativos determina inicialmente
uma particdo com tantas partes quanto o numero de diferentes individuos, enquanto que nos
métodos divisivos considera como ponto de partida uma particao com uma so parte, um tinico
conjunto a que pertencem todos os individuos.

Dos métodos hierdrquicos apenas se estudarao os métodos aglomerativos. Na realidade sao
os métodos aglomerativos os mais usados e mais divulgados na literatura. Um dos motivos
de tal facto é o esforgco computacional destes face aos divisivos ser menor para o mesmo tipo
de resultados.

Para métodos aglomerativos definem-se varios critérios de agregacao. O que distingue os
diversos critérios de agregacao € a definicao de distancia entre grupos considerada. Exemplos
de critérios de agregacao sao: single linkage, complete linkage, critério da média, critério do
centroide e método de Ward.

Nao se pode dizer que existe um critério de agregacao que seja melhor que os outros. Na
pratica, o que se faz é utilizar varios critérios e comparar os resultados. Se os resultados de
diferentes critérios forem concordantes o resultado final serd “mais credivel”.

De seguida apresentar-se-ao os algoritmos de trés dos cinco critérios de agregagao referidos,
para os quais ter-se-a de fixar uma medida de semelhanca entre individuos. No estudo a
desenvolver apenas se utilizarao distancias como medidas de semelhancas.

Seja dj; a medida entre os individuos O; e O;.

e Anailise Classificatéria usando agrupamento entre os vizinhos mais préximos.
Critério da Ligacdo Unica - Single Linkage

Seja D = [dij](an) a matriz de semelhancas entre os n individuos. Tome-se dg co-
mo a distancia maxima admitida entre grupos (critério de paragem). E de referir que
varios programas nao dao a possibilidade de escolher o valor dy, como por exemplo o
software estatistico S-Plus 2000, para estas circunstancias o algoritmo termina quando
encontrar a particdo definida por uma tnica classe ou grupo a qual contém todos os
individuos.

1. A partir dos n individuos, Oy, ..., O,, construam-se n grupos Gy, ..., G, em que
o grupo G; contém apenas o elemento O;, com i € {1,....,n}.

2. Sem perda da generalidade, seja di2 = min; jd;; < dg com 7,5 = 1,...,n. Juntem-
se os dois grupos mais semelhantes GG; e G2 no grupo Gox*. Os restantes grupos
mantém-se inalterados (G;x = G;, com i € {3,...,n}). Assim, Gaox, ..., Gpx é a
segunda particao da hierarquia de grupos.

3. Redefina-se a matriz de distancias entre grupos por D = [dij*]((nfl)x(nfl)% com

Dok — min(dyj,de;) parai=2ej=2,..,n
YU dij para i,j = 3,...,n.
Se min; j(di*) < do com i,j = 2,...,n, entdo redefina-se dij = d(i11)j4+1)* €
G; =Gip1%,comn=n—1ei,j=1,..,n, e passe-se ao ponto (2); caso contrario,
péra o algoritmo.
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Observe-se que os passos (2) e (3) sao repetidos, até que min(d;;*) > dp ou a particao
construida tenha apenas uma classe que contenha todos os individuos.

e Anailise Classificatoria usando ligagoes completas.
Critério da Ligacao Completa - Complete Linkage

O algoritmo ¢é semelhante ao anterior, deferindo apenas na definigdo de distancia entre
grupos.
Neste caso, o passo 3 é substituido por:

— Defina-se uma nova matriz de distancias entre os grupos Gax, ..., Gn* por Dx =

[dij*]((n—l) x(n—1)) com,

Dok — maz(dij,dyj) parai=2ej=2,..,n
YU di para i, j = 3,...,n.

e Anilise Classificatoria usando média do grupo
Critério da ligacdo média - Average Linkage

Neste caso, o passo 3 é substituido por:

— Defina-se uma nova matriz de distancias entre os grupos Gax, ..., Gn* por Dx =

[dij*](n—1)x (n—1) com

dois — $(dij+doj) parai=2ej=2,..,n
A d;j para i, j =3,...,n.

3.3.1 Dendograma

O processo de agrupamento ou de agregacio® pode ser representado por um diagrama bi-
dimensional em forma de arvore conhecido por dendograma. No eixo dos xx estdo represen-
tados os individuos e no eixo dos yy as distancias (ver Figura 3.1).

O dendograma tem a vantagem de facilitar a visualizagao do processo de agrupamento nas
suas diversas fases, desde os individuos separados até a inclusao num s6 grupo. Na realidade
o dendograma ¢é uma representacao grafica da hierarquia de partigoes.

Os ramos da arvore que constituem o dendograma identificam-se com as n — 1 ligagoes entre
grupos, onde cada linha horizontal representa uma ligacao a que normalmente se chama de
nodo.

Nos métodos aglomerativos a primeira ligagao identifica-se com a menor ramificagao e a se-
gunda ligagdo com a segunda menor ramificacdo, assim sucessivamente.

5Diz-se processo de agrupamento ou de agregacio, o processo que determina as semelhancas entre individuos
através de uma medida de semelhanca e efectua o agrupamento dos individuos em grupos através de um critério
de agregacao.
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Figura 3.1: Dendograma.

3.3.2 Caracteristicas do Processo de Agrupamento

Algumas das seguintes propriedades relativas aos métodos aglomerativos encontram-se esta-
belecidas na literatura da especialidade, por exemplo em [6] e [17]:

e Para os processos aglomerativos anteriormente apresentados, dada uma ligacao esta ja
nao se quebra;

e Nos métodos aglomerativos single linkage e complete linkage, as transformacoes
mondtonas sobre as medidas de semelhanca entre individuos (d;;) nao alteram a es-
trutura do dendograma;

e Se se conhecer o nimero de grupos de uma dada amostra ou da populagao em estudo,
a partir do dendograma poder-se-a identificar a constituicao de cada grupo;

e O critério de single linkage produz grupos com efeito de encadeamento: em todos os
grupos qualquer elemento é mais “semelhante” a pelo menos um outro elemento do
mesmo grupo do que a qualquer elemento de outro grupo;

e O critério de complete linkage produz grupos sem efeito de encadeamento: em todos os
grupos qualquer elemento é mais semelhante a qualquer elemento do mesmo grupo do
que a qualquer elemento de outro grupo;

e Os critérios da média e de complete linkage tem tendéncia para encontrar grupos com
representacao esférica, mesmo que a estrutura dos dados revele outras formas;

e No critério de complete linkage todas as distancias dentro dos grupos sao inferiores a
dy, enquanto que no critério de single linkage nem sempre tal se verifica. Observe-se
que para o critério de single linkage d;; < max(d;y, di;), para todo o 4, j e k.
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3.3.3 Escolha do Numero de Grupos

A aplicagao dos algoritmos apresentados resulta numa hierarquia de grupos. Se o numero
de grupos for conhecido a partida, a identificacao dos grupos é quase imediata, a custa do
dendograma. Caso contrario, a observagao do dendograma pode sugerir uma estimativa para
numero de grupos, mas nem sempre essa escolha é objectiva. A escolha do nimero de grupos
podera ser ainda menos objectiva se ao utilizar diferentes critérios de agregacao forem obtidos
dendogramas que sugiram diferentes particbes. A determinagdo do nimero de grupos é feita
cortando horizontalmente o dendograma. A titulo de exemplo, no dendograma da Figura
3.2 pode-se propor duas partigoes: uma correspondente ao traco a vermelho e a outra ao
trago verde, com 3 e 2 grupos, respectivamente. A escolha da melhor particdo, em particular,
do numero de grupos éptimo, deverd ser feita mediante o contexto do problema, pelo que o
conhecimento prévio da natureza dos dados pode auxiliar nesta decisao.

I

y

Figura 3.2: Dendograma que realga duas escolhas do niimeros de grupos.

3.4 Aplicagao ao Caso em Estudo

Para cada uma das espécies em estudo obtiveram-se as tabela das frequéncias relativas a
partir das tabelas de contingéncia (dividindo o nimero de observagoes n;; da célula (i, 7)
pelo total marginal n;.).

A fim de determinar grupos de coddes com comportamento semelhante face a “escolha” do
vizinho justaposto realizou-se uma Anélise Classificatéria usado a tabela das frequéncias rel-
ativas referida e a tabela dos residuos ajustados obtida a quando do estudo das Tabelas de
Contingéncia no Capitulo 2.

Como ja se afirmou, os métodos de agregacao existentes podem produzir diferentes resulta-
dos. Pode-se observar essa divergéncia na aplicacao aos dados em estudo.

Os critérios de aglomeracdo, considerados no ambito desta aplicagdo da Anélise Classifi-
catoria, foram o de Single Linkage, Complete Linkage e Average Linkage. As medidas de
semelhanca usadas foram a euclideana, a euclideana estandartizada e o coeficiente de cor-
relacao de Pearson.

Nas Figuras 3.3, 3.4, 3.5 e 3.6 encontram-se alguns dos dendogramas obtidos na anélise
realizada para as duas espécies.
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Figura 3.3: Dendograma usando o método de Single Linkage e a distancia euclideana como
medida de semelhanca, para ambas as espécies numa leitura 3’ com a matriz dos residuos
ajustados.

35



Saccharomyces cerevisiae

wn
—

10

Height
e |
&

P
]

I

G I

&

S

Candida albicans

Height

Figura 3.4: Dendograma usando o método de Single Linkage e a distancia euclideana es-

tandartizada como medida de semelhanca, para ambas as espécies numa leitura 3’ com a
matriz dos residuos ajustados.
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Figura 3.5: Dendograma usando o método de Complete Linkage e a distancia euclideana como

medida de semelhanca, para ambas as espécies numa leitura 3’ com a matriz dos residuos
ajustados.
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Figura 3.6: Dendograma usando o método de Complete Linkage e a distancia euclideana

estandartizada como medida de semelhanca, para ambas as espécies numa leitura 3’ com a
matriz dos residuos ajustados.
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Tal como se pode concluir da analise das Figuras 3.3, 3.4, 3.5 e 3.6, os dendogramas obtidos
dependem das medidas de semelhanga e dos critérios de agregacao utilizados, nao permitindo
objectividade na identificagdo da particdo éptima. Para além dos dendogramas apresen-
tados foram obtidos outros por aplicacao de outros critérios de aglomeracao e medidas de
semelhanca, resultando num conjunto de dendogramas distintos entre si e dos anteriores.

O S-Plus 2000 apresenta apenas duas métricas como medida de semelhanca: a euclideana
e a de Manhattan®, com a possibilidade de estandartizar. No sentido de utilizar também o
coeficiente de correlagao de Pearson como medida de semelhanca na construgao das particoes,
recorreu-se a outros softwares: o Cluster e TreeView'.

Da aplicacao conjunta do Cluster e TreeView obtém-se com o auxilio de um programa de
desenho nao sé o dendograma dos individuos como também o das varidveis e uma matriz de
cores.

A custa da aplicacao conjunta dos dois programas fez-se uma Anélise Classificatéria s tabelas
de residuos ajustados usando Single Linkage, o coeficiente de correlacao de Pearson. Nas
Figuras 3.7 e 3.8 apresentam-se os dendogramas obtidos para a Candida albicans e Saccha-
romyces cerevisiae, respectivamente. Observa-se uma hierarquia de partigdes sendo visivel a
formacgao de quatro grupos. Averigua-se também que dentro de cada um dos quatro grupos
o nucleétido com que terminam os coddes (individuos) é quase sempre o mesmo. Este facto
poderia levar a formulacao da seguinte hipdtese:

O comportamento da sequéncia que se seque a um dado codao fizo € marcada pelo
nucleotido terminal desse coddo.

Contudo, o conjunto dos dendogramas apresentados para outras medidas de semelhanca e
para outros critérios de agregacao nao evidenciam a hipétese anterior. Apenas na Figura 3.6
para a Candida albicans assinala-se o nucleétido terminal e averigua-se um grupo de codoes
bem definido que terminam no nucleétido T. Poder-se-4 daqui, quando muito, presumir que
no sequenciamento de codoes, ao considerar um codao fixo que termine no nucleétido T o
sequenciamento que se lhe segue tem semelhante comportamento.

Observe-se que o comportamento é relativo a matriz dos residuos ajustados, valores estes
associados a preferéncia ou preteréncia de justaposicao face a independéncia de justaposicao
entre simbolos.

5A definicao usada pelo help do programa S-Plus 2000 é: manhattan distances are the sum of absolute
differences. Portanto é a conhecida distancia absoluta ou City-Block Metric.
"Software de Michael Eisen.

39



I

Figura 3.7: Dendograma usando o coeficiente de correlacao de Pearson e o método de Single
Linkage, para a Candida albicans numa leitura 3’ com a matriz dos residuos ajustados.
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Figura 3.8: Dendograma usando o coeficiente de correlacao de Pearson e o método de Single
Linkage, para a Saccharomyces cerevisiae numa leitura 3’ com a matriz dos residuos ajustados.
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No sentido de extrair mais informacao dos dados utilizaram-se, em vez da matriz dos residuos
ajustados, as tabelas de frequéncias relativas. As frequéncias relativas a utilizar correspondem
as frequéncias com que aparece um dado par de coddes face a frequéncia total de cada
individuos (primeiro codao do par de codoes justapostos). As frequéncias relativas medem
novamente as preferéncia e as preteréncias de justaposicao sé que, neste caso, relativamente
as frequéncias totais de cada individuo.

Neste novo contexto aplicaram-se novamente os varios critérios de agregacao e medidas de
semelhanca atrds consideradas. Apresentam-se aqui os resultados de um sé processo de
agregacao (Figura 3.9), jd& que ocorre situagao andloga a dos residuos: diferindo um dos
parametros do processo de agregacao obtém-se dendogramas muito distintos entre si, nao
sendo no seu conjunto conclusivos.

Assim, da observacido do conjunto de todos os dendogramas patentes neste capitulo, nao
se pode identificar como caracteristica de divisao dos grupos o nucleétido de terminagao
dos codoes. No entanto, realizando uma observacao mais minuciosa averigua-se na maior
parte dos dendogramas uma pequena tendéncia de agrupamento de simbolos com a mesma
terminacao. Surgindo a hipdtese de que:

Numa sequéncia de codoes o nucledtido terminal de um dado coddo tem forte influéncia na
escolha do codao que lhe sucede.

No entanto, parece que o nucleétido terminal sé por si nao marca a distribuicao da sequéncia
de codoes que lhe segue, outros factores parecem contribuir. Considerando a andlise realizada
no Capitulo 2 é de crer que:

A sequéncia de coddes tem comportamento Markoviano.

ou que:

Dado um coddo fizo a “escolha” do codao que lhe sucede poderd ser determinado ndo sé pelo
nucledtido terminal do codao fixo, como também pelo nucledtido intermédio e inicial com
niveis diferentes de influéncia, sendo o nucledtido intermédio menos determinante na
escolha.

Para a leitura 5’ também foi feito um estudo anélogo e foram obtidos o mesmo tipo de resulta-
dos, neste caso face ao primeiro nucleétido do codao fixo. Assim, dispensa-se a apresentagao
do conjunto de dendogramas referente a leitura 5’.
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Figura 3.9: Dendograma usando o método de Complete Linkage e a distancia euclideana
como medida de semelhanca, para a ambas as espécies numa leitura 3’ com a matriz das
frequéncias relativas.
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Capitulo 4

Analise em Componentes Principais

4.1 Introducao

A Analise em Componentes Principais é uma das técnicas exploratorias mais populares da
analise multivariada e tem por objectivo descrever um conjunto de variaveis correlacionadas
através de um conjunto de menor nimero de varidveis, sem perda “significativa” da infor-
magao contida nas variaveis de partida.

A técnica de Andlise em Componentes Principais foi definida primeiro por Karl Pearson
(1901) que na pratica usou-a no maximo para trés variaveis iniciais. A técnica foi mais tarde
desenvolvida por Hotelling (1933).

Neste capitulo apresentar-se-4 a definicdo de componentes principais, assim como um con-
junto de resultados e conceitos inerentes. Para além do método exploratorio, apresenta-se o
teste de esfericidade de Bartlett para validacao da aplicabilidade da Anélise em Componentes
Principais. Por fim, apresentar-se-ao os resultados da aplicacao desta andlise as tabelas de
residuos ajustados e frequéncias relativas dos pares de coddes justapostos.

O software utilizado foi SPSS 7.5 for Windows e o S-Plus 2000.

4.2 Nomenclatura

Os dados sobre os quais se aplica a Andlise em Componentes Principais estdo usualmente
organizados em matrizes de dados semelhantes as consideradas na Analise Classificatoria,
pelo que toda a nomenclatura introduzida na secgao 3.2 é novamente considerada.

4.3 Meétodo de Analise em Componentes Principais

A Analise em Componentes Principais é um método estatistico que permite transformar
um conjunto de varidveis iniciais correlacionadas entre si, num conjunto de varidaveis nao
correlacionadas, chamadas componentes principass.
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Definicao 4.3.1 As componentes principais CPy, ..., CP, de um conjunto de N varidveis
para o qual se tem um conjunto de n observagoes, consiste num conjunto de p varidveis nao
correlacionadas entre si, com p < N, tais que:

CP=anVi+aVa+ ...+ ainVy = a}V

CPp = aplvl + ap2v2 + ...+ CLpNVN =aV

! s /
com a;=la;1 ai2 ... a;n), 1 €{1, ..., p} eV =[V1 .. VnN].
Cada uma das combinagoes lineares anteriores € uma combinacgao linear estandardizada, ou
seja:

N

/A 2 _ 2 2 2 _ _

a;a; = E aj;=aj; +ajy + ... +ajy =1, para j=1, ..., N.
i=1

Os coeficientes a11, a12, ..., a1N SGo definidos de forma a mazrimizar a variancia da varidvel
CPy, tal que a3, + a3y + ... + a?yy = 1. Fiza a componente CPy, constroi-se a varidvel CPs
de forma andloga a CPy, garantindo a auséncia de correlacdo entre as duas componentes.
As restantes p — 2 componentes principais sdo construidas sucessivamente e de forma a ndo
serem correlacionadas entre si.

Como consequéncia directa da definicao tem-se:
var(CPy) > var(CPy) > ... > var(CPF,).

Pode-se calcular tantas componentes quantas as variaveis iniciais, mas o interesse estd em
considerar um numero reduzido de componentes que expliquem, na medida do possivel, a
variabilidade dos dados iniciais.

A variabilidade dos dados iniciais é traduzida pela matriz de covariancias. Contudo, para
um grande conjunto de observacoes e de variaveis, a variabilidade traduzida numa matriz en-
volve maior esfor¢co computacional e nao é de facil interpretagdo. Usualmente, no contexto da
Anilise em Componentes Principais, reduz-se aquela informacao a uma medida de variagao
total dos dados iniciais dada pelo traco da matriz de covariancias.

Muitas vezes, em lugar de utilizar as componentes principais definem-se outras componentes
com a mesma estrutura das componentes principais, com a pequena diferenca de serem cor-
rigidas pela média, a estas componentes chamam-se de scores. Portanto, quando se utilizam
os scores, em lugar de V; considera-se V; — u; na determinagao das componentes principais.
Uma Andlise em Componentes Principais pode ser vantajosa se as varidncias de grande
nimero de componentes forem “pequenas” e existir um conjunto pequeno de componentes
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com “grande” varidncia. Se tal acontecer algumas componentes podem ser desprezadas sem
perdas significativas em termos de variancia. Assim, os dados seriam descritos por um menor
numero de varidveis que explicariam, uma percentagem elevada de variabilidade das varidveis
iniciais.

Mas nem sempre a aplicagdo da Andlise em Componentes Principais se revela de grande utili-
dade. Basta para isso conduzir a muitas componentes cuja varidncia nao é desprezavel. Nesse
caso, nao seria possivel reduzir “significativamente” o nimero de variaveis, facto este que
acontece quando as variaveis iniciais sao “pouco” correlacionadas. Para o caso das variaveis
serem “significativamente” correlacionadas ja o sucesso da Anélise em Componentes Princi-
pais pode ser grande.

4.3.1 Procedimento

Sejam A1, ..., Ay os valores préprios da matriz de covariancias ¥ das variaveis Vq, Vs, ..., Vi
ordenados por ordem decrescente.

Para o cédlculo dos vectores préprios associados a cada valor proprio recorre-se ao seguinte
resultado classico da Algebra Linear, adaptado a presente situagao:

Teorema 4.3.1 Seja I a matriz identidade. Se A\j, com j € {1,..., N}, é um valor proprio
da matriz ¥, entdo existe uma solugao ndo nula v; da equacdo [ — \jIlv; = 0. Ao vector
vj=[vi1 Via ... vin] chama-se de vector proprio associado a ;.

Fixe-se que v; é o vector préoprio estandartizado, da matriz de covariancias ¥, associado a A; e
ordenados por ordem decrescente de valor préprio. Diz-se que v; é um vector estandartizado
se vjv; =1, com j € {1,..., N}.

Verificar-se-a que o vector a; da Definicao 4.3.1, coincide com o vector préprio v;.

Teorema 4.3.2 Qualquer combinacdo linear estandardizada de Vi, Va, ..., Vi tem variancia
ndao superior a A1 - o maior valor proprio de X.

Prova 4.3.1

Suponha-se sem perda da generalidade que Vi, Va, ..., Vi sao linearmente independentes.

Seja a uma combinacdo linear estandardizada de Vi, Va, ..., VN dada por:
a=bVi+bVa+..+byVN =0V (4.1)

combb=1, b=[b..bn] e V=[Vi..W].

Sejam ¥ a matriz de covariancias e vy, v, ..., UN 08§ vectores proprios estandardizados de

dimensao N associados aos valores proprios A1, Ao, ..., AN, respectivamente.

Os N wectores proprios que resultam da matriz de covaridincias constituem uma base em RN
Consequentemente, o vector b pode ser escrito como combinacdo linear dos vectores que con-
stituem a base:

b=civ1 + covg + ... + cyUN. (4.2)
Por (4.1) e pelo teorema da decomposicao espectral, (ver Mardia [2], pag 469-470) resulta:
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N
var(a) = V'Xb = b'(z \iviv})b.

=1

1 sei=y
0 sei+#j

Tendo em conta (4.2) e que vivj = { vem,

N N
var(a) = Z \ib'v;vib = Z Ni(c1v] + cavh + ... 4+ enviy)vivt(c1vr + covg + ... + eyun) =
i—1 —1
K3 K2 N N
== Z)\icici = Z)\zc?
i=1 i1

N

. , 2 _ .

De seguida provar-se-d que g c; = 1:
i=1

bb=1
(1] + cvhy + ... + envly) (c1v1 + cva + ... +enon) =1

Avivi + ... +Avyon =1

N
2 _
E c;=1.
i=1
A1 € o maior dos valores proprios. Portanto,

N N
var(a) = Z Nic? <\ Zc? =\
i=1 i=1

Como se pretendia.

Corolério 4.3.1 Seja a = 'V uma combinagdo linear estandardizada de Vi, Va, ..., VN que

tem variancia mdzima. Entdo, var(a) = A1 e 8 = vy, sendo v1 o vector proprio associado a
A1

Prova 4.3.2

Do seguimento da demonstracao do Teorema 4.53.2 observa-se que se a variancia de alguma
componente for \1 entdo essa componente tem variancia mdxima.

Tendo em conta o Teorema 4.3.1 e propriedades da variancia e das matrizes, tem-se que
var(viV) = vi3v; = vi A Tvy = Mo Tvy = Ay, Assim, a varidancia é mdzima quando = v;.

&
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Do Corolario 4.3.1 conclui-se que o vector a; da Defini¢do 4.3.1 coincide com o vector v;.
Tendo em conta que as componentes sao construidas de forma a nao serem correlacionadas,
de modo andlogo, prova-se que a; = v; para todo i € {1, ..., N}. Para que as componentes
principais nao sejam correlacionadas entre si, o vector constituido pelos coeficientes da com-
binagao linear das componentes (4.2) nao pode ser escrito & custa dos vectores préprios que
constituem os coeficientes da combinacao linear das componentes até entao contruidas. Por-
tanto, o vector constituido pelos coeficientes da combinacao linear da segunda componente
nao se escreve a custa de vy, resultando que a variancia maxima dessa componente é Ao. Para
as outras componentes o raciocinio é idéntico.

Propriedades 4.3.1
Sejam vy, ..., vN 08 vectores proprios de ¥ associados aos N valores proprios ordenados
A1 > A9 > ... > Ay, respectivamente. Entao,

e var(CPj) = A\j , com j=1, ..., N;
N

. Zvar(CR) =try;
i=1

N
. Hvar(CPZ-) = |2

=1

Prova 4.3.3

o var[CP;] = var[v;V] = v;¥v;.

Pelo Teorema 4.3.1 Xvj = A\jIvj, assim vem que: var[CPj] =vi(Ajlv;) = Aj(vilv;)=A;.

e Observando-se que o trago de uma matriz € a soma dos valores prdprios dessa matriz,
pela propriedade anterior fica evidente a igualdade.

e Observando-se que o determinante de uma matriz quadrada € igual ao produto dos
valores proprios e novamente pela primeira propriedade obtém-se a igualdade.
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Assim, tendo em conta os resultados obtidos, o algoritmo de determinacao das componentes
baseia-se no calculo matricial sobre a matriz de covariancias. A partir da matriz de co-
variancias calculam-se os valores e vectores proprios associados, determinando as compo-
nentes principais e as respectivas variancias.

4.3.2 Decomposicao da Variancia

Seja v a matriz dos vectores préprios, v = [v1 v ... vn]|" e CP o vector das componentes
principais, CP = [CP; CP;, ... CPy]". Observe-se que CP = vV.

Defina-se var(CP) como a matriz de covariancias do vector CP. Assim, var(CP) = vXv'.
Observe-se que var(CP) é uma matriz diagonal N x N em que a diagonal é constituida
pelos N valores préprios. Assim, a variancia da i-ésima componente principal corresponde
ao i-ésimo elemento da diagonal da matriz var(CP).

Definicao 4.3.2 O traco da matriz de covariancias do vector CP, a soma de todos os valores
da diagonal da matriz var(CP), chama-se de variagao total das componentes principais.

Assim, atendendo as propriedades do traco de uma matriz, resulta que a variagdo total das
componentes é igual a variacao total das varidveis iniciais. De facto,

tr(var(CP)) = tr(vv') = tr(Xov'v) = tr(%) (4.3)

Para averiguar o quanto a i-ésima componente explica a variacao total, calcula-se natural-
mente o quociente entre a variacdo da componente (variancia) e a variagao total,

Para averiguar o quanto as primeiras p componentes explicam a variacao total, calcula-se o
quociente entre a variagdo dessas p componentes e a variagao total, Pe (ver equagao 4.4).
A este quociente chamar-se-4 de percentagem de explicagdo das primeiras p componentes
principais.

Pe =1 (4.4)
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4.3.3 Ciritérios de Seleccao das Componentes

O grande interesse da Andlise em Componentes Principais é converter o conjunto das variaveis
iniciais num menor nimero de variaveis (as componentes principais) que expliquem aproxi-
madamente a variagao total do conjunto das variaveis iniciais.

Se algumas varidveis iniciais forem linearmente dependentes entre si, no calculo dos valores
préprios obter-se-ao valores nulos. Assim, a matriz de covaridncias tera caracteristica m < N
e a variacao total do conjunto inicial serd completamente explicado pelas m primeiras com-
ponentes principais.

Contudo, a dependéncia linear ndo é muito frequente, situagdo em que existem varidveis
redundantes e por isso, sem interesse. O que é usual ocorrer, e situagdo de particular
interesse para a aplicagao de uma Andlise em Componentes Principais, é a dependéncia linear
“aproximada” entre algumas varidveis. Tal corresponde a existéncia de valores préprios
“muito pequenos” em que o retirar das componentes associadas a esses valores nao implica
perda “significativa”’ de informacéo em termos de variagao total. A vantagem de retirar com-
ponentes é essencialmente reduzir a dimensionalidade do espaco inicial das varidveis definindo
um conjunto menor de varidveis e portanto, de interpretacao, espera-se que, mais clara.
Porém poe-se o problema de escolher o nimero de componentes principais a considerar. A
decisdo do nimero de componentes depende da percentagem de explicacao (Pe) desejada.
Assim, existem varios critérios praticos, empiricos, que fazem a selecgao do niimero de com-
ponentes a extrair, dos quais se apresentam dois dos mais usuais na literatura (ver, por
exemplo, [21] e [12]):

e Critério: Faca-se a representacao grafica da percentagem de variacao total explicada
por cada componente e por ordem decrescente. Quando os valores representados fi-
carem aproximadamente sobre numa recta quase paralela ao eixo das abcissas, sao de
excluir as componentes correspondentes.

Aquela representacao gréafica é chamada de scree plot. A utilidade desse grafico, na
pratica, justifica-se porque apresenta, na maior parte das vezes, uma nitida separacao
dos grandes valores proprios face aos pequenos.

e Critério: Incluir o nimero minimo de componentes por forma a explicar pelo menos
70% da variagao total (Pe > 70%).

A percentagem de variagdo total a considerar ndo é unanimamente escolhida por di-
versos autores. Na maior parte das vezes, é escolhido mediante o contexto em estudo.
70% é o limiar inferior normalmente utilizado. Todavia, alguns autores sugerem 90%
(ver [12]). O valor de 70% pareceu ser o valor mais interessante perante a existéncia de
um grande nimero de variaveis com é o caso em estudo (61 varidveis).
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Assim, o algoritmo para cédlculo das componentes principais pode ser descrito através dos
seguintes passos:

1. Ler os dados e calcular a correspondente matriz de covariancias das variaveis iniciais;

2. Encontrar os N valores préprios da matriz de covariancias, proceder & sua ordenacao,
Al > Ay > ... > Ay, e célcular os vectores préprios associados;

3. Escrever as componentes principais definido os coeficientes da i-ésima componente co-
mo sendo os elementos do i-ésimo vector proprio. Identificar a variancia da i-ésima
componente como sendo o i-ésimo maior valor préprio;

4. Desprezar as componentes cuja explicacao da variacao total seja pequena, por forma a
garantir que as componentes consideradas completem a percentagem minima de expli-
cacao (Pe) desejada.

4.3.4 Validacao da Aplicagcao da Analise em Componentes Principais

Antes da aplicagdo da Andlise em Componentes Principais deve-se averiguar se as varidveis
nao sao correlacionadas entre si. No caso de néao existir correlacao a aplicacao da Andlise em
Componentes Principais nao tem interesse, pois as componentes principais coincidem com as
varidveis iniciais.

Existem testes estatisticos para testar a nao correlacdo das varidveis no ambito da Analise
em Componentes Principais. Por exemplo, o teste de esfericidade de Bartlett (ver [21] e [12]).
Nele ¢é testada a hipdtese Hy de os valores proprios serem todos iguais entre si.

A hipétese nula é dada por:
Hy: M1 =X =...= AN

A estatistica de teste é dada por T"

1 N
T:—[n—1—6(2N+5)]Zln/\i. (4.5)

Esta estatistica tem distribuicao assimptética de um qui-quadrado com (W) graus de
liberdade.
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4.3.5 Rotagao das Componentes Principais

As componentes principais sdo ordenadas de acordo com a importancia decrescente da variancia
explicada. De forma geral, a primeira componente corresponde a um “factor geral” e é
responsavel pela maior parte da variacdo total. As outras componentes distribuem, entre si,
a restante variagao de acordo com a definicao de componentes principais.

Todavia, existem técnicas associadas a rotacao das varidveis que permitem redistribuir a
variancia das primeiras p componentes principais (0 nimero de componentes através do qual
se obtém a percentagem de explicacdo Pe desejada). O principal objectivo da aplicagao da
rotagao as componentes principais é o de tentar encontrar um padrao na estrutura dos dados
que seja “mais facil de interpretar”.

Seja,

a matriz em que a i-ésima linha corresponde aos coeficientes da i-ésima componente principal,
com p nimero de componentes retidas. O ideal da rotagao no ambito desta analise, é actuar
sobre a matriz A transformando-a numa matriz com estrutura simplificada By, v,

B=AG. (4.6)

Diz-se que B é uma matriz com estrutura simplificada se:
e cada coluna tiver pelo menos um zero;
e cada linha tiver pelo menos p zeros;

e 0s coeficientes nulos de cada par de linhas correspondem a conjuntos distintos de
variaveis.

Contudo, a obtencao de uma matriz com estrutura simplificada nao se afigura de tarefa facil.
Os métodos conhecidos de rotagao sobre a matriz A encontram a matriz B prenchendo ape-
nas alguns requisitos de estrutura simplificada, mas nao todos.

Os métodos de rotagdo mais simples sdo os ortogonais (mantém a ortogonalidade entre os
eixos), como o QUARTIMAX, o VARIMAX e o EQUIMAX todos eles implementados no
SPSS 7.5 for Windows. Também é possivel efectuar rotagoes obliquas, como sdo exemplo os
métodos OBLIMIN e PROMAX.

Nos métodos ortogonais encontra-se a matriz G (equagao 4.6) tal que maximiza a seguinte
soma;

p N N
S bl -8 (4.7)
j=1

i=1 j=1

onde ¢ é¢ uma constante que varia conforme o método adoptado e b;; os elementos da matriz
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B.

O método mais popular é o VARIMAX com ¢ = 1 (Kaiser-1958). Este método ortogonal
resulta num pequeno nimero de componentes em que os coeficientes das varidveis sao signi-
ficativamente diferentes de zero. O resultado final das p componentes depois desta rotacao é
uma combinacao das N varidveis iniciais, em que os coeficientes da combinacao sdo escolhi-
dos por forma a maximizar a variacao entre o conjunto de valores “préximos” de zeros e o
conjunto de valores “significativamente” diferentes de zero.

4.4 Aplicagao ao Caso em Estudo

De seguida apresentar-se-ao os resultados da aplicacdo da Anélise em Componentes Princi-
pais aos dados relativos aos residuos ajustados e frequéncias relativas dos pares de codoes
nao terminais das duas espécies de interesse.

Mas antes aplicar-se-a o teste de esfericidade de Bartlett. O nimero de varidveis (N) é 61 e o
niimero de individuos (n) também é 61'. Assim, o nimero de graus de liberdade associados
a estatistica de teste T' é 1830 sendo o valor do quantil de ordem 0.95 da distribuicao do
qui-quadrado de 1930.048. Os valores obtidos para a estatistica de teste T' (ver equagao 4.5)
sao os que se apresentam na Tabela 4.1.

Espécie / Tipo de dado T
Candida albicans | residuos 5634.546
Candida albicans / frequéncias relativas 6963.612
Saccharomyces cerevisiae | residuos 6832.452
Saccharomyces cerevisiae | frequéncias relativas  6991.646

Tabela 4.1: Valores observados para a estatistica T no teste de esfericidade de Bartlett.

Da aplicacao do teste vem que a hipdtese das variaveis nao estarem correlacionadas é rejeita-
da. O que vem confirmar a rejeicao da independéncia entre as varidveis, ja que duas varidveis
independentes nao sao correlacionadas.

Efectuando uma Anélise em Componentes Principais, a matriz dos residuos ajustados e a ma-
triz das frequéncias relativas obtiveram-se os resultados da variagéo total das componentes
principais (ver Tabelas 4.2 e 4.3) e os correspondentes scree plots (ver Figuras 4.1 e 4.2).

! Consideraram-se neste estudo apenas os coddes néo terminais, esta opccio é justificada pelo facto dos trés
codoes terminais terem caracteristicas muito distintas dos restantes codoes em termos biolégicos. No entanto
foi feito o estudo considerando estes coddes, obtendo-se o esperado distancimento dos coddes terminais em
relacdo aos restantes; resultado sem grande interesse no ambito do estudo a desenvolver.

52



Total Variance Explained
Sacch-residuos Sacchfr
Initial Eigenvalues Initial Eigenvalues

Component Total % of Wariance | Cumulative % | Component Total % of Wariance | Cumulative %
1 5949501827 29.53591299| 29.53591299 1 0.000320126)  31.17259317| 31.17259317
2 393.0248271] 16.70359549| 45.24051248 2 0.00017E717|  17.20799933| 45.38059256
3 3237747721 13.7E054672| G0.0011592 3 0.000155125| 15.10550538| B3.48609795
4 173.1920926| 7.350727538| 67.35188674 4 B.55716E-05| E.385090861) B9.87118881
5 139.3505528 5.092244967| 73.28433641 5 5.17128E-05| £.0355745968| 7490676378
B 83 41710374 3.545257543| 75.82059305 5 4.82809E-05| 4.701393025| 79.60815681
7 80.09756729) 3.404176025| 80.23376995 7 3.04643E-05| Z.956491625) 5257464843
g 7779857327 3.306467935| 83.54023791 g 2.74612E-05 2.67405434| 8524570277
9 54 45792713] 2.315756914| B85.85559453 9 2 1175E-05| 2.061925738| 57.31063251
10 42 55490397 1.821349157| 87.67734395 10 1.95886E-05| 1.9074558511| §9.21809132
11 37.045292258| 1.5745660258| §9.25191001 11 1.55086E-05| 1.510164026| 50.72825535
12 26.70498257 | 1.134971566| 90.38685158 12 1A7272E-05] 1.141947121| 91.87020247
13 24 13614417 1.025794991| 91.41267657 13 9.25835E-06| 0.905435418| 92775653789
14 21.73398008| 0.923702135| 92.3383787 14 7.53342E-06| 0.7652786143| 593.53842403
15 18.30047231| 0777776794 93.1141555 15 F.5532E-05| 0.568310178| 94.20673421
16 15.086196 0.64116887| 93.75532437 1B B.589191E-05| 0.641892792 94 848627
17 14.43944027| 0.613681514| 94.35500588 17 5.35567E-06| 0.521513268| 595.37014027
18 13.81736011| 0.587242879| 04.05624876 18 5. 11779E-06 0.49834886| 95.86848913
19 11.999202895| 0.509971637| 954652204 19 4.45099E-06| 0.433418567| 95.301907E69
20 9.995001526| 0.424571986| 95.89109239 20 3.84293E-06| 0.374208964| 965.67611666
21 9.24285925| 0392624913 96.2839173 21 317792E-06| 0.309452632| 95.93556929
22 8477013676 0.3602761594| 95.54419349 22 2.97843E-06| 0.290026853| 97.27558624
23 7.580913937 | 0.322191626| 96.956358512 23 2.92145E-06| 0.284475535| 597.56007508
24 70476591158 0.299525101| 97.25591322 24 2.57935E-06| 0.251166925 97511242
25 6.8215870797| 0.289932014| 97.55584523 25 2. 4478E-06| 0.235356229| 95.04955523
25 5625824672 0.2348538258| 97.79059905 26 2.23047E-06| 0.217193856| 55.26675209
v 5.057368021] 0.214939595| 95.00553905 ey 1.94638E-06| 0.189530605| 598 45632269
28 4.4865448208| 0.190575695| 95.19531475 28 1.70968E-06| 0.1656481575| 5862280427
29 4.120632105] 0.175128378| 98.37144313 29 1.60974E-06| 0.156750203| 598.77955447
30 4104152518 0.174427989| 98.54587112 30 1.36415E-06| 0.132834501| 58.91238937
3 3.284216944| 0.1395804265| 98.68545155 N 1.2871E-06| 0.125332504| 599.03772188
32 3142235642 0.133546169| 93.81899772 32 1.22236E-06 0.119028621| 991567505
33 2708732561 0.115122129| 95.93411985 33 1.08778E-06| 0.105923273| 99 26267378
34 26491223593 0.112588675| 99.04670852 34 9.92153E-07| 0.096611776| 9935928555
35 2.612519092] 0.111033021] 99.15774154 35 5.24825E-07| 0.080315086) 99.43950364
36 2.330462112| 0.099045495| 99.25675704 36 7.52148E-07| 0.073241113] 99.51284475
37 2174617156|  0.0924220258| 99.34520907 37 7.37491E-07| 0.071813783| 99553465854
38 1.998415604| 0.084933397 | 99.43414246 38 5.65291E-07| 0.055045725| 5963970426
39 1.911303886| 0.081231117| 99.51537358 39 5.53295E-07| 0.05387757E| 599.69358184
40 1.739360076| 0.073923525| 09.5852074 40 5.41715E-07| 0.052749577| 59.74633181
L 1.522761109| 0.0547179085| 99.65401531 4 4.16202E-07| 0.040528033| 99.78685985
42 1.122064729| 0.047726413| 99.70174172 42 3.5845E-07| 0.034904342| 99.82176419
43 1.074148705| 0.045651714| 99.74739344 43 2.66488E-07| 0.025940542| 599.84771373
44 0.96156¥057 | 0.040866953| 99.78526039 44 2.B5507E-07| 0.025353993) 99.87356773
45 0.883364626| 0.037543321| 99.82580371 45 2.29927E07| 0.022389331| 99.89595706
45 0.507222267 | 0.034307243| 99.85011095 46 1.94699E-07 0.01855897| 99.91481603
47 0.695539975| 0.029588205| 99.88979916 47 1.85055E-07| 0.018019907| 9993293594
45 0.664717938| 0.028250755| 99.91504992 48 1.52998E-07 0.01751955] 99.95075552
49 0.532117414| 0.022615186| 99.9406651 49 1.68119E-07| 0.016370727| 9996712625
a0 0.42685008| 0.015145535| 99.955510654 50 1.22766E-07| 0.011954409| 59 97905065
a1 0.344696321 0.01464972| 99.97346035 a1 7.5241E-08| 0.007615754| 99.93665944
52 0.209931843 0.00852218| 99.952358254 52 4.3822E-08| 0.004267202| 599.99005664
53 0.153321003] 0.005516199| 99.98889574 53 3.68620E-08| 0.003589553| 599.99455619
54 0.10435318| 0.004435048| 99.99333379 54 2.56323E-08| 0.002495571| 99.99705216
55 0.075203911] 0.003238694| 99.90557248 55 1.31816E-08| 0.001283573| 599.99833574
55 0.041944128| 0.001782641| 99.909835512 56 O.6717E-09| 0.000941791| 99.99927753
a7 0.028136938 0.00119583| 99.99955095 a7 5.2703E-09 0.00051322| 99.99979075
55 0.007794308| 0.000331261| 99.99938221 58 1.66284E-09| 0.000181395) 5993997214
a9 0.002731033 0.00011607| 99.99999525 59 2.56003E-10| 2.75498E-05| 59993995939
B0 4.04167E-05 1.71772E-06 100 60 7.22542E-14| 7. 03582E-09 100
51 -7.90127E-15] -3.35807E-16 100 51 -5.5048E-23| -5.36034E-18 100

Tabela 4.2: Variacao total explicada pelas componentes principais na Saccharomyces cere-
visiae, quando se utiliza a matriz de residuos ajustados (tabela do lado esquerdo) e a matriz
das frequéncias relativas (tabela do lado direito) na Andlise em Componentes Principais.
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Total Variance Explained
Candida-residuos Cand-fr
Initial Eigenvalues Initial Eigenvalues
Component Total % of Variance [ Cumulative % | Component Total % of Variance| Cumulative %
1 2201444284 | 33.486668579 | 33.45685579 1 0.000319968 | 31.200579587 | 31.20057957
2 1104.534701 | 16.8014384 | 50.2883272 2 0.000177281 | 17.28692228 | 48 48750215
3 E77.8320152 | 1031072436 | 60.59905156 3 0.00015326 | 1494465183 | B3.43215395
4 556.4385021 | B.464167951 [ 69.05321951 4 B.56263E-05 | 6.399331008 | B9.83148499
5 353.7975244 | 5381720798 [ 74.444945931 3 5.18521E-05 | 5.056189207 | 74.887E7419
5 2733598707 | 4.158166353 [ 78.60311566 5 4.81062E-05 | 4690917803 | 79.578592
7 193.80147 | 2947977513 | 81.55109317 7 3.058771E-05 | 3.010877319 | 52.58946931
g 173.4652485 | 2638636599 | 84.18972977 g 2.74004E-05 | 2 6718625038 | 8526133152
9 148.5725655 | 22751597185 | 665.465452696 9 2.1179E-05 | 2.065200213 | 87.32653204
10 122.3198479 | 1.860647192 | §5.32557415 10 1.93622E-05 | 1.688037597 | 89.21456993
11 101.5228724 |  1.5442976 89.86587175 11 1.50031E-05 | 1.462972795 | 90.67754273
12 53.94362846 | 1.276893973 [ 91.14676572 12 1.18413E-05 | 1.154665532 | 91.832205826
13 B£9.57720321 | 1.058361582 [ 92.20512731 13 9.36168E-06 | 0.9125729589 | 92 74505125
14 59.62514402 | 0.906977557 [ 93.11210456 14 7.5O8169E-06 | 0.775308065 | 9352335932
15 55.76304309 | 0.848220877 [ 93.95033474 15 B.04787E-06 | 06774958115 | 94 20088743
16 45.63720523 | 0.709415143 [ 9466974988 16 B.58919E-06 | 0.642523307 | 94.84341074
17 A 17995728 | 0.626401792 [ 95.20615167 17 5.48585E-06 | 0.53493397 | 9537834471
18 35.04031719 | 0.533009719 [ 95.82916139 18 5.16451E-06 | 0.503599817 | 95.88194453
19 20.43034556 | 0.44767 4607 95.276836 19 4.43195E-06 | 0. 432166565 | 96.31411109
20 26.30222013 | 0.400091665 | 96.67692767 20 3.69537E-06 | 0.360341303 | 965.67445239
21 23.973621589 | 0.364670599 [ 97.04159827 21 3.18512E-06 | 0.310586625 | 965.93503909
22 19.76392111 | 0.300635465 | 9734223373 22 3.05554E-06 | 0.297951032 | 97.25295012
23 18.81718395 | 0.286234336 | 97 62846807 23 2.58253E-06 | 0.25108003 | 97 56407015
24 17.50979907 | 0.266347275 | 97.89451535 24 2 B2656E-06 | 0.256120607 | 97.82019076
25 14.67970473 | 02232977587 | 95.11811313 25 2.32424E-06 | 0.226640769 | 98.04683153
26 13.77402645 | 0.209521219 | 95.32763435 25 2.22167E-06 | 0.21663587158 | 98.26347024
pr 11.86664818 | 0180507465 | 95.50814182 27 1.95522E-05 | 0.190655653 | 98.45412604
25 10.21852388 | 0.1565437307 | 95.66357912 28 1.72076E-05 | 0.167794235 | 98.62192118
29 10.03178975 | 0152586833 | 98.81617596 29 1.57908E-06 | 0.153975312 | 98.77589949
30 9.314145129 | 0.141680506 [ 98.95785646 30 1.36346E-06 | 0.132952085 | 98.90885248
N B8.051183379 | 0.122459182 [ 99.08032565 3 1.26111E-06 | 012207276 | 99.03182524
32 B.752160706 | 0.102709324 [ 99.15303497 32 1.24221E-06 | 0.121129837 | 99.15295508
33 5.159118671 | 0.093668367 | 99.27672334 33 1.06238E-06 | 0.103594345 | 9925654942
34 5.738687717 | 0.087253055 [ 99.354016539 34 9.9649E-07 | 0.087169442 | 99 35371857
35 5.095636155 | 0.077511387 [ 99.44152778 35 5.24158E-07 | 0.050365065 | 99 43405393
36 4.437491355 | 0.067500132 [ 99.50902791 36 7.B1812E-07 | 0.074285543 | 9950836945
37 3.895084056 | 0.059249397 [ 99.56827731 37 7.36739E-07 |0.07 1840695 | 9955021015
35 3.787465795 | 0.05761238 [ 99.52558969 38 5.67322E-07 |0.055320516 | 9963553069
39 3.335285394 | 0.050734116 | 99.65766238 39 5.66148E-07 | 0.055206053 | 99 69073676
40 3171598598 | 0.045244229 | 599.72486803 40 5.51968E-07 |0.053823326 | 99 74456008
4 2.728661172 | 0.04150B557 | 99.76637459 i 4.19275E-07 | 0.040884168 | 99.78544425
42 2.351158027 | 0.035764247 [ 99.80213884 42 3.B2505E-07 | 0.035348487 | 9982079274
43 213315352 | 0.032448096 | 99.83458693 43 2.73843E-07 |0.026702848 | 9984749558
44 1.989893757 | 0.030268925 | 99.85485586 44 2.51983E-07 | 0.024571283 | 99.87206657
45 1.585358878 | 0.024115412 | 99.83897127 45 2.33177E-07 | 0.022737509 | 9989450438
46 1.490836799 | 0.022677606 | 99.911654885 45 2.05477E-07 |0.020036442 | 9991454052
47 1.276936969 | 0.019423906 | 99.93107273 47 1.84606E-07 |0.0158001279 | 99.9328421
45 0.964687805 | 0.014674182 [ 99.9457 4696 45 1.81317E-07 | 0.017680515 | 99.95052261
49 0.555272622 | 0.013009534 | 99.9587565 49 1.71553E-07 | 0.016725413 | 99.96725103
50 0.7879587113 | 0.01198633 [ 99.97074313 a0 1.19065E-07 | 0.01161023 | 99.97586126
a1 0.50384515 | 0.007664153 | 99.97840728 a1 7.B577E-08 | 0.00745715 | 99.95632541
52 0.445605348 | 0.006775294 [ 99.98518557 52 4.92839E-08 | 0.004805761 | 99.99113417
53 0.363509548 | 0.005520469 [ 99.90071504 53 3.67391E-08 | 0.003582491 | 99,9947 1666
54 0.248882754 | 0.003785837 [ 99.99450088 54 2.45712E-08 | 0.002395082 | 9999711264
55 0.175813128 | 0.002674351 [ 99.99717523 5 1.28973E-08 | 0.001267385 | 99.99538002
56 0.085528156 | 0.001300997 [ 99.90847523 £5 B5.15241E-09 | 0.0007940955 | 9999917498
a7 0.059366018 | 0.000903036 | 99.99937926 a7 B.89181E-09 | 0.000672032 | 99.99954701
58 0.031806329 | 0.000453515 [ 99.99936305 55 1.23934E-09 | 0.00012085 | 9999996756
59 0.006541216 | 9.95006E-05 | 99.99996255 ] 3.28276E-10 | 3.20108E-05 | 99939999957
60 0.002459875 [ 3.7418E-05 100 0] 1.3068E-12 | 1.27425E-07 100
51 -2 A0583E-14 | -3.65955E-16 100 51 5.54533E-21 | 5. 40783E-16 100

Tabela 4.3: Variacao total explicada pelas componentes principais na Candida

albicans, quan-

do se utiliza a matriz de residuos ajustados (tabela do lado esquerdo) e a matriz das fre-
quéncias relativas (tabela do lado direito) na Anélise em Componentes Principais.
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Figura 4.1: Scree plot da Saccharomyces cerevisiae, primeiro grafico com base na matriz dos
residuos e segundo gréafico com base na matriz das frequéncias relativas.
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Figura 4.2: Scree plot da Candida albicans, primeiro grafico com base na matriz dos residuos
e segundo gréafico com base na matriz das frequéncias relativas.
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Tendo em conta os critérios que determinam a percentagem de variacao explicada, o nimero
de componentes a considerar sao cinco. Seguem-se explicitados os coeficientes da combinagao
linear das varidveis iniciais que definem as 5 componentes principais que explicam 73,3% e
74,4% da variacao total das varidveis na matriz dos residuos na Saccharomyces cerevisae e
Candida albicans, respectivamente (ver Tabela 4.4).

Saccharomyces C1 C2 C3 C4 C5 Candida C1 C2 C3 C4 C5
AbA, 971216 | -0.97609 | -1.13907 | -2.04466 | -0.90311 AAA 121143 | -2.41004 | -4.25567 | 5.444561 | -3.04716
AT 6.42911 | -2.05314 | 0123779 | 0.532781 | 0.357354 AAG 15.82147 | -4.864594 | 2.533375 | -0.89608 | 3.32077
A -10.2734 | -1.90755 | 0.05517 | -3.01056 | -0.68347 AAG 15.78147 | -2.24169 | 1.658755 | 4122618 | -0.65331
AAT 6.6315 | -1.0517% | 0.06394 | 259715 | 0.355373 AAT 11.66299 | -7.93538 | 047602 | -0.36782 | 2.850155
ATA, -2.89036 | -0.83143 | 2124102 | 1.833113 | -1.49154 ACA 5.690921 | 3.153163 | -5.90839 | -4.42885 | -3.14907
ACT -1.42897 | -4.30107 | 3.018222 | -0.67619 | -0.79229 ACC QNM2747 | 441161 | 077242 | -4.85159 | 0.351439
ACG -1.65813 | -0.5164 | 1.226377 | 1.070312 | -0.83742 ACG 4.851506 | 0.250415 | -2.5422 | -0.45565 | -0.82092
ACT -1.84881 | -4.51091 | 4448723 | 0.31928 | -1.2953 ACT 5.0965563 | -3.74386 | -2742585 | -7.90435 | -1.25915
Aish -6.61923 | 1.313006 | -0.49243 | 1.309173 | -0.79125 ASA 3.377136 | 0.869655 | -2.52432 | -0.05879 | -2.74053
ASC -3.65894 | -0.88035 | 0.954305 | 2.324517 | -0.02285 AT 5.000928 | -0.81701 | 063317 | -0.87209 | 1.300786
AGG -4 459747 | 2051158 | -0.41143 | 1.135191 | -0.20145 AGG 3.133541 | 1.014625 | -1.32355 | 1.950058 | -0.37507
AGT -4.10851 | -1.28148 | 1.033411 | 2 816339 | -0.39555 AGT 3315041 | -3.20516 | -2.38051 | -2 48508 | -0.34789
ATA -2.9234 | 0.231126 | -0.14391 | 1.931504 | 0.610169 ATA 1773712 | 3117873 | -3.5202 | 0.6659601 | -0.77608
ATC STA7E17 | -4.04511 | 1.123335 | -1.66209 | 2.34019 ATC 3.464214 | 0.062104 | -0.08532 | 1.222119 | 0.340274
ATG -3.25803 | -1.05311 | 0.692534 | 0.563894 | 0.57927 ATG 3.424278 | 0.850626 | -2.68391 | 0.475566 | -0.67562
ATT -1.28009 | -4.98524 | 0.382469 | -0.95243 | 2.007275 ATT 3.831995 | 268664 | -3.65758 | -0.29187 | -0.60211
AL 013412 | 4.217841 | 062291 | -5.33655 | -1.50977 AL, 0.545046 | 7.252634 | 14.88665 | -2.35439 | -B.51692
CALC 0.158521 | 1.358706 | 0.957074 | -1.996535 | 1.085318 CAZ 5.008957 | -0.31019 | 4.861583 | -0.23926 | 0.716433
CAG -1.99197 | 6.420558 | -0.37653 | -3.91601 | -0.94495 CAG 4.523238 | 4365064 | 7.193972 | 120564 | -3.74156
CAT 0.561655 | 2365755 | 1.059735 | -2.11718 | 0.678235 CAT 0.089251 | -1.8162 |6.160373 | -3.18192 | 1.416655
CCA 2231625 | 2710818 | 2.900133 | -1.05808 | -2.57961 CCA, 3142186 | 7.150827 | 157569 | -6.17646 | -4.29299
CCo 1.033439 | 2.019247 | 1.671754 | -1.1217 | -0.95661 o 3.974544 | 0.013942 | 1.241579 | -2.1595 | 1.789025
CCG 1.843583 | 3.627185 | 0.622070 | 0.725284 | -1.18622 CC5 2254237 | 2.913017 | -0.08289 | -1.37414 | -0.85087
CCT 2461832 | 2.88176 | 1.2537591 | 0.536847 | -1.3302 CCT 0.443395 | 1.455764 | 1.955634 | -5.46324 | 0.874311
CEA 0.455265 | 2.997385 | 0.552921 | 0.429135 | -0.01044 CGA -1.85702 | 1.958991 | 4.055484 | -1.7373 | 1.823604
CGE 0.0766 | 1.151641 | 0569624 | 0.9421 | 0.275532 CGG 1.325181 |0.721579 | 1.805955 | -0.35786 | 0.693521
CGE -0.44946 | 2.216243 | -0.28543 | -0.19617 | 0.0557 [s{e]e] 0.397065 | 1.51851 |1.430355 | 0.60516 | 0.567359
CET 0.547391 | 0450981 | 075335 | -2.28036 | 1.204592 CGT -1.38718 | -0.0342 | 3.755718 | -2.10757 | 1.364076
CTA, -1.22433 | 3.892536 | -0.84536 | -0.53557 | -0.39167 CTA 0.859974 | 4956279 | 1.153434 | 3.212223 | 0.019624
CTE 0.715369 | 1.257366 | 0.221676 | -1.0446 | 1.297235 CTC 1.584181 | 119418 | 1.232864 | 1.15253 | 0.548991
CTis -1.38964 | 4.353693 | -1.01979 | -0.46318 | -0.21955 CTG 0.862773 | 4275802 | 2.234915 | 1.753247 | -2.11091
CTT 1.435356 | 1.551849 | 0.485464 | -1.16006 | 0.61304 CTT -0.93431 | 1.507082 | 1.152303 | 0.501369 | 1.846753
GAA, 2104126 | -0.38106 | -5.21243 | 1.2853581 | -1.10922 GAL -10.7673 | -3.23623 | 2.879901 | 6.659605 | -3.41951
GAC 2158347 | -1.22364 | -4.81343 | 0690565 | 1.230333 GAC -1.31128 | -4.21338 | 1.965929 | 2 523746 | 1.550725
GAG -0.0864 | 1.189787 | -6.127582 | 1.455556 | -0.51295 GAG 0.277791 | -0.46256 | 1.615708 | 5.839758 | -0.86145
GAT 3261177 | -1.3319 | -5.31427 | 1.895674 | 0.909784 GAT -10.8963 | -8.25511 | 3.694881 | 3.452537 | 1.474243
GoA, 2.986949 | 0.198055 | -1.10671 | 0.296642 | -3.68214 GoA -4.0242 | 4680569 | -5.65173 | 2147571 | -5.39755
GCC 4124732 | -2.90361 | -1.0323 | -1.865944 | -1.9183 GoC 75245 | -4.74905 | -0.64945 | -0.33615 | -0.35103
GCE 2471434 | 0701576 | -1.23951 | 0.097109 | -2.16855 GoG -1.53627 | 0.703496 | -1.67132 | 1.7862358 | -1.695623
GCT 4.861913 | -3.93941 | 0.9352 | -2.04703 | -3.10585 GCT -12.4054 | -5.00213 | -1.85774 | -3.61221 | -3.73008
Giza 2834357 | 0147416 | -0.83097 | 1.304349 | -0.19445 GiEA -5.24757 | -2.2708 | -0.93189 | -1.15976 | 0.151213
GG 2239587 | -0.78055 | -1.25994 | 0.180555 | 0161021 GEC -4.2393 | -3.21618 | -0.13001 | 045738 | 0.678177
GGG 2869617 | -0.75735 | -0.99921 | 1.235268 | 0.302075 GGG -4.21978 | -2.35877 | -1.90332 | 004501 | -0.60149
GiET 4.904293 | -6.12943 | 0.247454 | -1.98764 | 0.613334 GET S12.7296 | -2.2029 | -0.53385 | 525789 | -2.16078
GTA 1.317148 | 0.454275 | -0.46551 | 0871655 | -2.05715 GTA -273445 | 5.085121 | -4.02788 | 1.718384 | -2.28634
GTC 3.016342 | -3.35036 | -0.90524 | -1.46583 | 0.253593 GTC -4.43139 | -2.21008 | -0.47405 | 0.656565 | 0.220443
GTG 2167231 | 0.242185 | -0.44815 | 0.027139 | -1.64923 GTG -2.34275 | 26457 | -3.8885 |2.370991 | -2.64597
GTT 4.255889 | -4.10806 | -1.03844 | -1.20516 | 0.328584 GTT -9.93954 | 277435 | 236434 |0.915569 | -1.25242
TAC 0.305465 | 1.712585 | -0.56678 | -1.39214 | 3.036543 TAC 1.902315 | 0.937529 | 0.9881 | 2429399 | 1.6563254
TAT 1.473699 | 2714195 | -0.57367 | 0.664501 | 3.211509 TAT - 71274 | 0.878853 | 2447739 | 2.394043 | 3.346965
TCA 3.09395 | 1.446451 | 4.114306 | 3.352991 | -1.67145 TCA -2.32172 | 8.554624 | -3.16148 | 518726 | 2.204126
TCC 3.555882 | -0.61819 | 4.618715 | 0.825641 | -0.22662 TCC -1.38204 | -1.03353 | 0.620465 | -1.82705 | 3.369316
TCG 14355909 | 1.737233 | 2.512852 | 2186952 | 0.72237 TCG 2178009 | 4.024794 | -279853 | 0.031926 | 0.932829
TCT 4467283 | -1.28517 | 5.546467 | 2.216179 | -0.34977 TCT -4.86314 | 2.307308 | -2.06369 | -4.47452 | 3.049602
TGC 0.837452 | 1.174423 | 0.870396 | 0.007963 | 1.960145 TGC 062572 | 0128534 | 0.37179 | 0.594099 | 2.027201
TGG 0.877094 | 1.016178 | 0.570751 | 0.985425 | 2437529 TG -3.78502 | -0.30997 | 1.697035 | -1.06775 | 3.000849
TGT 1.267196 | 0.228856 | 1.366567 | -0.13562 | 3.311754 TGT -3.53575 | -0.04726 | 05759729 | -1.01689 | 3.144357
TTA 4.200701 | 231967 | 1.717935 | 0.935144 | 0.632291 TTA, -5.55414 | 1053538 | -2.245847 | -1.0482 | 4.513733
TTC 3.20792 | 1.256652 | 1.599102 | -0.34351 | 3.230964 TTi -5.37704 | 0.898037 | 0.420151 | 1.421605 | 4.659159
TG 4.4459521 | 0.506655 | 1.074602 | -0.80531 | 1.355554 TS 0.546227 | 4.293244 | 0.747354 | 5.328479 | 2266272
1T -0.2521 | 3.959924 | 0.333565 | 2.204206 | 1.595959 1T 2438224 | 10.36434 | -4.63081 | 4.535542 | 3372147

Tabela 4.4: As 5 primeiras componentes principais para as duas espécies, no ambito do estudo
dos residuos.
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Apresentam-se também os scores no sentido de mais facilmente descobrir, se existir, padrao
nos valores tabelados e de estabelecer regras de comportamento entre os coddes no sequenci-
amento.

Saccharomyces residuos C1 C2 C3 C4 5 Candida residuos C1 c2 C3 C4 5
ASA 0.01236 | 0.07673 | -0.34435 | 0.164766 | -0.16823 ABA 0.133829 | 0.12333 | 0.133367 | -0.24666 | -0.60214
AAC -0.15428 | -0.13478 | -0.08055 | -0.03087 | -0.01582 AAC -0.01861 | -0.31365 | -0.16906 | 0272193 | 022231
AAG 01168582 [ 0.022259 | 0280583 | 0127455 | -0.0529 AAG 0.076233 | 0.025442 | -0.07737 [0.188075 | -0.07186
AAT -0.23002 | -0.10948 | 0.029942 | -0.07769 | -0.04724 AAT 0.07554 | -0.08135 | -0.13118 | -0.21241 | 0.07139
ACA -0.04463 | 0.019579 | 0.056467 | 0.021673 | -0.03677 ACA -0.02063 | 016962 | 0.09867 | -0.06344 | 0065522
ACC 0.02176 | -0.0767 | 0.013865 | 0.03679 | -0.0785 ACC -0.05025 | -0.05194 | 010788 | -0.0369 | 0.05578
ACG -0.01997 | 0.015651 | 0.022097 | 0.01731 | -0.03332 ACG -0.01022 | -0.04493 | 0.033192 | 0.02443 | 0002327
ACT -0.00148 | -0.08213 | 0.093669 | 0.043386 | -0.11779 ACT -0.01417 | -0.03891 | 007974 | -0.14646 | 0.01727
AGA 0.110756 | 0.065485 | -0.13245 | 0140858 | 0137337 AGA -0.01507 [0.037264 | -0.03791 | -0.000238 | 0021765
AGC -0.1123 | -0.00514 |0.052684 | -0.00153 | -0.00421 AGC -0.00214 | -0.10624 | -0.00533 | 0.001236 | 0077164
AGG 0.015863 [ 0.062435 | -0.03156 | 0.051768 | 0.053645 AGG 0.001777 | -0.01059 | 0.014571 | 0.026599 | 0.001539
AGT -0.14345 | -0.02623 | 0.105903 | -0.02858 | -0.04258 AGT -0.006%6 | -0.09652 | -0.004 | -0.08112 | 0043065
ATA 0038 [ 0.04173 [0.044865 | 002184 | 0.042943 ATA -0.00921 | -0.01663 | 0.040165 | 0.008751 | 0009326
ATC 0.009606 | -0.10031 | -0.00349 | -0.0488 |0.034332 ATC 0.002958 | 0.030247 | -0.02033 | 0.005562 | -0.00107
ATG -0.00823 | 0.013457 | 0.024413 | -0.00131 | 0.036313 ATG -0.029 | 0.018686 | 0.01336 | 0.0174 [ -0.01027
ATT 0.033489 | -0.06886 | 0.020764 | -0.04317 | 0.030424 ATT -0.01002 | 0.05033 | 0.000385 | -0.05137 | -0.06427
CAA 0.026721 [ -0.01052 [0.035654 | 0.0249 | -0.10635 CAA -0.01946 [0.050465 | -0.09339 | -0.21221 | -0.04114
CAC -0.00759 | -0.03377 | -0.04522 | 0.01064 | 0.058548 CAC -0.04589 | 00569 | 002276 | 0.2191 | 0029887
CAG -0.02286 | 0.042606 | 0.0965347 | -0.04432 | -0.10465 CAG -0.04131 | -0.08453 | 0.053572 | 0.09313 | -0.00115
CAT 0.02273 | -0.04771 | -0.05581 | 0.004855 | 0.062477 CAT 0.008798 | 0.064323 | -0.07888 | 0.021933 | -0.05203
CCA 0.046443 [ -0.10184 | -0.05171 | -0.02553 | -0.04008 CCA 0.073657 | 0.043374 | 0.030728 | -0.1106 | -0.04755
cCo 0.003971 [0.011633 | -0.04894 | 0.039235 | -0.02336 ccc 0.005152 | 0.027404 | -0.02081 | 0.038746 | 0.0232
CCiE -0.00634 | -0.01343 | 0.000912 | -0.05074 | -0.00373 CCiE -0.00407 | -0.00557 | 0.031067 | 0.041392 | -0.01564
cCcT 0.00199 | -0.0516 | -0.02816 | -0.03108 | -0.00927 CCT 0.020864 | 0.058188 | -0.02903 | -0.00422 | -0.03416
CGEA 0.01726 | 0.027518 | 0.014883 | -0.00643 | 0.031074 CGA 0.0058074 | 0.043504 | -0.04067 | 0.031807 | -0.00035
CGC -0.01345 | -0.00362 | 8.04E-06 | -0.00318 | 0.020342 CGC -0.00957 | -0.00433 | -0.00217 | 0.045103 | 0003772
CGG 0.002183 [0.036071 | 0.00441 |0.006523 | 0.020374 CGG -0.00183 [0.004841 | 0.000283 | 0.031859 | 0000645
CGT 0.002606 | -0.02331 | -0.0024 | 002294 [0.119751 CGET 0.016969 | 0.057008 | -0.04547 [0.021823 | -0.02695
CTA 0.080351 [0.161257 [0.011197 | 0.041694 | 0.007636 CTA -0.0202 |0.002237 | 0.062066 | 01520595 | -0.00333
cTC 0.007131 [0.016783 | -0.01277 | 0.007116 | 0.017178 CcTC -0.02061 | -0.00357 | 0.0145978 | 0.080729 | -0.00584
CTG 0.031935 [0.130045 [0.0115358 |0.013112 | 0.004346 CTG -0.041584 | -0.03761 | 0.080648 | 0116218 | -0.01139
CTT 0.036552 [ 0.056756 | -0.0025 | 0.020036 | 0.020261 CTT -0.02048 [ 0.033907 | 0.004556 | 0.077718 | -0.01521
GAA 0.045617 [0.003452 [0.041514 | -0.35139 | -0.14315 GAA 0.102893 | 0.033534 | 0.023405 | -0.33256 | -0.00184
GAC 0.03572 | -0.04275 | -0.05896 | -0.10301 | 0.036207 GAC 0.004776 | -0.04105 | -0.01216 | 0.022902 | 0.03214
GAG -0.02013 | 0.043118 | 0.032844 | -0.18436 | -0.0608 GAG 0.0455%96 | -0.02353 | 0.026669 | -0.01687 [ 0.012807
GAT 007547 | -0.0%4 | 0.00061 | -020525 | 0.018231 GAT -0.01683 [0.043083 | -0.07766 | -0.09995 | 0.00264
GCA 0.045203 [0.063552 | 00195 | 0.063803 | -0.12285 GCA -0.01924 | -0.06655 | 0182852 | -0.03533 | -0.02831
GCC 0.090653 [0.017543 | -0.04256 | 0.082942 | -0.09084 GCC -0.07768 | 0.01605 |0.011629 | 0.062643 | -0.03483
GCG 0.01454 | 0.030724 | -0.01813 | 0.024519 | -0.05344 GCG -0.00453 | -0.01134 | 0.041206 | 0.010933 | -0.02268
GCT 0.189161 [0.044937 | 00052 |0.095122 | -0.15736 GCT -0.17482 | 00155 |0.048155 | 0.04296 | -0.05097
GGA -0.03434 | -0.00534 | -0.01931 | 0.028133 | 0.004725 GGA -0.08357 | -0.05043 | 0.014274 | 0.013862 | 0035653
GGC 0.02469 | -0.01685 | -0.03146 | 0.02181 | 0.01377 GGC -0.03954 | -0.04665 | 0.004171 | 0.024692 | 0.019971
GGG -0.04193 | -0.02231 | -0.01251 | -0.00587 | 0.033435 GGG -0.0334 | -0.04453 | 0.025259 | 0.000372 | 0.003375
GGT 0.13057 | 016811 | 011052 | 0.126226 | 0.124935 GGT -0.31305 | 0.13891 | -0.05371 | 0.095075 | 0052783
GTA 0.007812 [0.051352 [ 0.023552 | 0.014835 | -0.01378 GTA -0.02717 | 00236 | 0.092665 | 0.047562 | 0009203
GTC 0.05054 | -0.03696 | -0.03744 | 0.001284 | 0.033544 GTC -0.03019 [0.014022 | 0.005179 | 0.034588 | -0.01175
GTG 0.022282 [0.033551 [ 0.023833 | -0.00554 | -0.00986 GTG -0.03162 | -0.02525 | 0.108725 | 0.046237 | -0.0333
GTT 0.08226 | -0.02993 | 0.01035 | -0.00552 | 0.057057 GTT -0.11326 | 0.042076 | 0.060302 | 0.085474 | -0.04215
TAC 0.012172 [0.024016 | -0.01551 | 3.71E-05 | 0.113317 TAC 0.014703 | 0.013306 | -0.00544 |0.052673 | -0.00165
TAT -0.00433 | 0.025332 | 0.019524 | -0.03295 | 0.153632 TAT 0.052846 | 0.056092 | -0.04068 | -0.02357 | 0.009568
TCA -0.08555 | 0.039491 | 0.13783 | 0.060556 | -0.01641 TCA 0.057681 | -0.15647 | 0.0053444 | -0.07772 | 0.253306
TCC -0.02805 | -0.02024 | 0.030568 | 0.047556 | 0.011052 TCC -0.00286 | -0.01478 | -0.01801 | 0.031978 | 0027282
TCG -0.03601 | 0.035237 | 0.064035 | 0.021328 | -0.01415 TCG 0.020674 | -0.05942 | 0.058996 | 0.040013 | 0.0333858
TCT -0.05799 | -0.03402 | 0.204658 | 0.035906 | -0.01337 TCT 0.016463 | -0.1033 | 0.003835 | -0.00684 |0.121053
TGC -0.00883 | 0.015285 | -0.03142 | 0.040793 | 0.093856 TGC -0.0147 | 0.000876 | 0.000717 | 0.058346 | 0.003335
TGG -0.00863 | -0.00406 | 0.020354 | -0.01614 | 0.110041 TGE -0.00932 | 0.01476 | -0.04113 | 0.040493 | 0.035171
TGT -0.00175 | 0.003775 | -0.01555 | 0.035768 | 0.173845 TGT -0.01616 | 0.035624 | -0.02937 | 0.068359 | 0.005106
TTA 0.063908 [ 0.0275 [0.082251 |0.007626 | -0.04836 TTA 0.13739 | 0.256015 | -0.14924 | -0.17455 | 0.201911
TTC 0.045457 | -0.00521 | -0.03843 | 0.045192 | -0.01142 TTC -0.02047 | 0.14444 | 004171 | 0.075058 | -0.02296
Ts 0.066295 | -0.04172 [0.032198 | -0.02225 | -0.06186 TG 010239 | 0.065714 | 0.009972 | 0.003332 | -0.01373
TTT 0.023696 [0.135734 | 0.012442 | 0.053939 | -0.0787 TTT 0191022 | 0.113801 | 0.065503 | -0.05642 [ 0.015264

Tabela 4.5: Os 5 primeiros scores para as duas espécies, no ambito do estudo dos residuos.

Contudo dos valores dos scores, nao se consegue detectar a existéncia de um padrao bem
definido, embora sejam visiveis algumas regices da tabela em que predominam os valores
negativos e outras em que perdominam os valores positivos.
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Com vista a questionar a formagao das 5 componentes consideradas e tendo em conta a
hipétese que resultou a quando da Anélise Classificatéria (Capitulo 3) passou-se as repre-
sentacoes graficas das varidveis em fungdo das componentes principais (da Figuras 4.3 a
4.10). Representaram-se as componentes duas a duas dividindo-se o conjunto dos coddes em
4 grupos de acordo com a sua composicao a nivel das bases. Nas Figuras 4.3, 4.5, 4.7 e¢ 4.9
subdividiram-se as varidveis relativamente a primeira base ou nucleétido que constitui cada
codao (varidvel), nas Figura 4.4, 4.6, 4.8 e 4.10 relativamente & segunda e terceira base.
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Saccharomyces cerevisiae

Figura 4.3: Representagoes graficas das varidveis, os codoes, referenciando a cér do nucleétido

inicial. Para a Saccharomyces cerevisiae no ambito dos residuos para as 5 primeiras compo-
nentes.
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Figura 4.4: Representagoes graficas das varidveis, os codoes, referenciando a cér do nucleétido
intermédio (esquerda) e o nucledtido final (direita). Para a Saccharomyces cerevisiae no
ambito dos residuos para as 5 primeiras componentes.
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Candida albicans

Figura 4.5: Representacoes graficas das variaveis, os codoes, referenciando a cor do nucleétido
inicial. Para a Candida albicans no ambito dos residuos para as 5 primeiras componentes.
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Figura 4.6: Representacoes graficas das variaveis, os codoes, referenciando a cor do nucledtido
intermédio (esquerda) e o nucleétido final (direita). Para a Candida albicans no ambito dos
residuos para as 5 primeiras componentes.

Da observacao dos graficos anteriores averigua-se que existe uma tendéncia para separar as
variaveis em 4 grupos de acordo com o nucledtido de iniciagdo do codao. Observa-se que a
formagao de grupos de cores é gradualmente menos definida caso se considere a marcagao do
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nucleétido inicial, intermédio ou final.
Por fim aplicou-se a rotagao ortogonal VARIMAX. Nas Figura 4.7, 4.8, 4.9 e 4.10 apresenta-
se uma representacao das varidveis iniciais em funcdo das componentes transformadas pela

rotacao, distinguindo as varidveis, de modo andlogo ao que foi feito, por marcacao dos nu-
cleétidos.

Saccharomyces cerevisiae

Figura 4.7: Representagoes graficas das varidveis, os codoes, referenciando a cér do nucleétido

inicial. Para a Saccharomyces cerevisiae no ambito dos residuos para as 5 primeiras compo-
nentes apods a rotacao VARIMAX.
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Figura 4.8: Representacoes gréaficas das variaveis, os codoes, referenciando a cor do nucledtido
intermédio (esquerda) e o nucleétido final (direita). Para a Saccharomyces cerevisiae no
ambito dos residuos para as 5 primeiras componentes apds a rotacdo VARIMAX.
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Candida albicans

Figura 4.9: Representacoes graficas das variaveis, os codoes, referenciando a cor do nucleétido
inicial. Para a Candida albicans no ambito dos residuos para as 5 primeiras componentes,
apos a rotacao VARIMAX.
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Figura 4.10: Representagoes graficas das varidveis, os coddes, referenciando a cor do nu-
cleétido intermédio (esquerda) e o nucleétido final (direita). Para a Candida albicans no
ambito dos residuos para as 5 primeiras componentes apés a rotacdo VARIMAX.

Contudo os resultados obtidos com a rotagdao nao alteram significativamente a representacao
das varidveis e a nivel da descoberta de padrao nao parece existir avango de mais informacao.
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Na andlise classificatéria realizada observa-se que existe uma tendéncia dos individuos se
agruparem de acordo com o nucleétido terminal. Na Andlise em Componentes Principais
observa-se a tendéncia das varidveis se agruparem de acordo com o codao de iniciacao. Por-
tanto, esta analise vem vincar a ideia de que:

Dado um codao fixo, a distribuicdo da sequéncia de codoes justapostos € determinada pelos
trés nucleotidos que compoem esse codao fixo, dando vdrios niveis de influéncia aos
nucledtido que o constituem. Concretamente uma influéncia crescente com a proximidade
do simbolo-nucledtido ao coddo fizo.

De um modo esquematico, os niveis de influéncia podem ser representados pelos tamanhos
da letra N sobre cada nucleétido, como ilustra a seguinte figura:

HNN NNu

coAcccRENAcHcS

5 Fixo 3

Observe-se que no Capitulo 2, com a Andlise de Tabelas de Contingéncia, calcularam-se os
coeficientes de associacao dos nucledtidos do codao justaposto, e o menor valor de associacao
foi obtido para o nucledtido intermédio. Assim, as trés metodologias estatisticas até agora
consideradas levam a concluir que, dado um codao, o nucleétido mais préximo do codao
justaposto é o nucleétido que lhe é mais associado face aos restantes dois nucleétidos.
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Capitulo 5

Cadeias de Markov

5.1 Introducao

Dado um codao fixo numa sequéncia de coddes de um determinado gene, pensa-se que o
posicionamento desse codao poderd ser explicado, em parte, pelo tipo de codoes que se en-
contram nas posicoes anteriores adjacentes e que o “peso de explicacao” estara relacionado
com as distancias desses codoes ao codao fixo. Pressupondo que o codao anterior adjacente
tem maior “peso da explicacao”, parece natural a modelacao do sequenciamento dos codoes
por modelos probabilisticos Markovianos. Neste capitulo averiguar-se-a a adequacao do se-
quenciamento de codbes no genoma por uma cadeia de Markov.

Para tal comparar-se-ao as frequéncias observadas de cada um dos coddes e as respectivas
estimativas das probabilidades sob a validade de um modelo de cadeia de Markov homogénea
e estritamente estacionaria.

5.2 Cadeia de Markov com Espaco de Parametros Discreto

5.2.1 Definicao de Cadeia de Markov

Antes de se aplicar as Cadeias de Markov ao estudo das sequéncias de genes, apresentar-se-a
um conjunto de definigoes e conceitos a utilizar nesse estudo.

Definicao 5.2.1 Um processo estocdstico {Xp,n € No} € uma cadeia de Markov com espago
de pardmetros discreto e espago de estados finito, E = {C1,...,Cn}, se:

VneNy  VoyeE P(Xpi1 = Cj| Xo, ..., Xp) = P(Xpy1 = Cj| Xn). (5.1)

Em particular, se as probabilidades dadas em (5.1) ndo dependem de n diz-se que a cadeia
de Markov é homogénea no tempo e pode-se escrever:

P(Xp41 =05 X, = C;) = pij (5.2)

Assim, a probabilidade p;; ¢ a probabilidade do sistema transitar do estado C; para C; num
passo.
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Chama-se matriz das probabilidades de transicao da cadeia, a matriz N x N,

P =[pijli=1,2, .., Nej=1,2, .., N-

A partir desta altura quando se escreve cadeia de Markov, entender-se-4 cadeia de Markov
homégenea, cujas probabilidades de transicao satisfazem as seguintes condigoes:

1. pij >0, comi,je{l, 2, .., N};

N
2. ) pij=1,comiefl,2 ., N}
j=1

Um resultado importante, neste contexto, é o facto da distribuicdo de probabilidades da
cadeia de Markov {X,,,n € Ny} ficar completamente especificada com o conhecimento da
matriz P e da distribuigao de X (chamada distribuicao inicial da cadeia).

Teorema 5.2.1 Dada a matriz das probabilidades de transicao de uma cadeia de Markov
{Xn,n € No}, P, e a distribuicio de probabilidades da varidvel aleatéria Xy, com
P(X[) = Cl) = a(ci). FEntao:

P(XO — Ci07 Xl - Ci17 seey Xm - im) = G/(Cio) Digi1 -+ Pigp—1im »

para todo m € Ny e Cyy, Cyy, ..., C; € E.

Definicao 5.2.2 A probabilidade do processo, {Xn,n € No}, chegar ao estado C; em n
passos tendo partido do estado C; € denotada por p% a que se chama de probabilidade de
transicao em m passos e tem-se que:

p?j = P(Xn+m = C]|Xm = Cl)

comm €Ny eC;,Cj € E.

Definigao 5.2.3

o Um estado C; ¢é acessivel a partir do estado C; se pi; > 0 comn € Nog ed,j €
{1,2,....,N};

e Dois estados comunicam entre si se sao acessiveis a partir um do outro;

o Se todos 0s estados comunicam entre si a cadeia de Markov diz-se irredutivel.
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Definigao 5.2.4 O periodo de um estado C; € o mdzximo divisor comum (d(C;)) de todos os
inteiros n > 1, para os quais py > 0 (se p&: = 0 para n > 1 convencionou-se d(C;) = 0).
Quando d(C;) =1 a cadeia de Markov é chamada de aperiddica.

5.2.2 Comportamento Limite das Cadeias de Markov

Dada uma cadeia de Markov com matriz das probabilidades de transicao P chama-se dis-

tribuicao estaciondria a distribuicao de probabilidades m = {m;,7 =1, 2, ..., N}, que satisfaz
a condicao,
N
T = ijpjk, Vk e {1,2,...,N}.
j=1

Na forma matricial tem-se que:
M=1I-P (5.3)

onde II representa o vector [771 e TN

Repare-se que da condigao (5.3) resulta recursivamente que: I = (IL- P)- P = II- P? =
=(II-P)-P?=..=1I-P" ou seja:

N
T =3 P, Vke{1,2,.,N}, VneN (5.4)
Jj=1

No contexto das Cadeias de Markov sao conhecidos varios resultados relativos ao comporta-
mento limite da cadeia. Porém, aqui apenas se apresentard um resultado, util na aplicacao
do estudo a desenvolver.

Teorema 5.2.2 Numa cadeia de Markov homogénea, irredutivel e aperiddica, com um niumero
finito de estados (N ) e distribui¢ao estaciondria ™ = {m,...,mn}, o sistema de N+1 equagoes

N
Wk—Zij]k k=1,2,..., N

i=1
N J (5.5)
> =1

tem solucao unica, estritamente positiva e tal que:

Tk = liMp—ooply, Vi € {1,2,..,N}, com k=1,2,..,N.
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Em geral, o resultado anterior, é apresentado na literatura sob um aspecto mais geral, com
espago de estados infinito numeravel. A prova pode ser encontrada em [22], por exemplo.
Se a distribuicao de probabilidades inicial coincidir com a distribuicdo estacionaria
{7k, k=1,..., N}, resulta que:

Para todo m € Ny e Cj, ..., Ciy, € E pelo Teorema 5.2.1

P(Xo = Ciy, X1 =Ciyy oo, Xn = Ci,)) = TigDigiy -+ -Dign i

P(Xpn = Cig, ooy Xngm = Ci,,) = P(Xy = Cig )Pigis --Pimn—1im» YneNo-

Dada a hipotese de que a probabilidade inicial coincide com a distribuigao estacionaria,
N N
P(Xp = Cig) = > a)Piy = D TioPli = Tio»
j=1 j=1

pelo que os vectores (Xg, ..., Xpn) € (Xn, ..., Xptm) s@o identicamente distribuidos.

Ao processo, {X,,,n € Ny} que verifica esta condicdo designa-se processo estocastico es-
tritamente estaciondrio.

5.3 Aplicagao ao Caso em Estudo

Apresentar-se-4 uma aplicacdo ao caso dos coddes, pelo que se tem um total de 64 individuos?,
correspondendo aos 64 elementos do espaco de estados (E).

No sentido de estabelecer um modelo probabilistico para o sequenciamento dos coddes na
Saccharomyces cerevisiae e na Candida albicans, e dada a natureza do problema propoe-se
para cada uma das espécies uma cadeia de Markov para o processo {X,,n € Ny}, onde X,
representa o codao na n-ésima posicao no sequenciamento dos coddes no genoma da espécie
em causa.

Para definir esta cadeia alguns pressupostos serdao admitidos. Nomeadamente,

e a estacionaridade do processo;

e 0 sequenciamento continuado dos coddes sobre todos os genes aleatoriamente sequenci-
ados.

Para especificar a distribuicao de probabilidades da cadeia de Markov a propor interessard
estudar a matriz e a distribuicao inicial da cadeia em estudo.

Tem-se como ponto de partida deste trabalho as tabelas de contingéncia, consideradas no
Capitulo 2 e que se encontram no Apéndice B.1, e as frequéncias de cada um dos codoes no

!Também se efectuou uma abordagem para o caso dos aminoicidos em que se obtiveram resultados
semelhantes aos que serao apresentados no contexto dos codoes.
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genoma.
Como resultado tedrico utilizou-se o Teorema 5.2.2, para o qual é necessario ter uma ma-
triz das probabilidades de transicao irredutivel e aperidédica. Nao especificando a estratégia,
o Teorema 5.2.2 poderd permitir estimar as probabilidades dos simbolos (codoes) como as
probabilidades limite (o conjunto solucao do sistema perante a estacionaridade).

Para cada uma das espécies e a partir da tabela de contingéncia dos pares de coddes pode-se
obter uma matriz cuja soma das linhas é 1, através do calculo de frequéncias relativas. Con-
tudo, deste modo nao resultaria uma matriz com a forma especifica da matriz do Teorema
5.2.2 desejavel para este estudo.

Por um lado, a matriz de frequéncias absolutas tem 3 linhas de zeros, relativos aos codoes
terminais?, consequentemente nio levard a uma matriz das probabilidades de transicdo irre-
dutivel. Por outro lado, tendo em conta a Definigdo 5.2.4 os codGes terminais provocariam
que a cadeia nao fosse aperiddica uma vez que:

d(cterminal) =0 (751)
Repare-se que o codao de iniciagao é também motivo da nao aplicabilidade do Teorema 5.2.2:
P(X; =Cj|Xo # ATG) =0
P(Xyi1 =0Cj| X, #ATG) #0

comnecNeCje kL.

Assim, as sequéncias de coddes nao constituem uma cadeia de Markov homogénea.

Como consequéncia da estrutura da sequéncia de codoes, propos-se entdao que os dados a
considerar sejam as frequéncias de pares do sequenciamento dos coddes nao terminais e nao
iniciais®. Como resultado desta alteracio tem-se novos totais marginais, a partir dos quais se
calculou a matriz, P*, de frequéncias relativas face aos totais marginais das linhas da matriz
(a soma em cada linha é 1). A matriz obtida, P*, tomou-se como uma estimativa da matriz
das probabilidades de transicao, a qual é irredutivel e aperiédica, ou seja, estd nas condigoes
do Teorema 5.2.2. Aplicou-se o Teorema 5.2.2 e obteve-se a solugao do sistema. O algoritmo
para a determinagao da solugao do sistema (5.5) foi implementado no MATLAB 6, fazendo
uso das potencialidades de cdlculo matricial e encontra-se no Apéndice A.2.

Estima-se a distribuicao inicial da cadeia como sendo a distribuicao estacionaria do processo.
Tal implica que se assuma que o processo do sequenciamento de codoes dentro de cada gene
entre a posicao inicial e a posicao final, excluindo estas duas, seja estritamente estacionario.
Assim, as probabilidades de cada estado do processo serao dadas pelas probabilidades limite,
a solucao do sistema.

Resumindo, o modelo tedrico proposto para o sequenciamento de coddes nos genes (excluindo
a posicao inicial e terminal) é definido por uma cadeia de Markov com matriz de probabili-
dades de transicao P* e distribuigao inicial II coincidente com a distribuicao estacionaria da
cadeia.

No sentido de analisar a adequagao do modelo tedrico aos dados proceder-se-a a uma com-
paracao entre frequéncias observadas de cada codao com a sua probabilidade estimada assu-
mindo o modelo tedrico acima descrito.

Da representacao grafica conjunta das frequéncias observadas e das probabilidades estimadas
de cada codao, Figuras 5.1 e 5.2, observa-se relativa proximidade entre estes valores.

2Um codéo terminal de um dado gene nio tem influéncia sobre o codéo inicial de outro gene.
3 Atencao que o ATG continua na constituicio das sequéncias sem coddes terminais nem iniciais. Eliminou-
se o codao de iniciagdo em cada gene a fim de evitar a ndo homogenea da cadeia.
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Figura 5.1: Frequéncias relativas/probabilidades para os coddes na Candida albicans.
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Figura 5.2: Frequéncias relativas/probabilidades para os coddes na Saccharomyces cerevisiae.
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Nesta altura serd de questionar se as diferencgas observadas sao significativamente diferentes.
Por outras palavras, testar a seguinte hipétese nula:

Hy:mj=

3|3

;f a frequéncia observada do codao C; no conjunto de todos os genes e dentro de ca-

da gene entre o codao inicial e o codao terminal, excluindo estes dois, n o nimero total de
observagoes, N o numero de individuos e j € {1,...,N}.
Da aplicacao de testes de ajustamento do qui-quadrado obtiveram-se os seguintes resultados:

com n

Espécie % df valor do
quantil 0.95
Candida albicans 938.2207 60 79.08
Saccharomyces cerevisiae | 32.1871 60 79.08

Tabela 5.1: Resultados da estatistica x? e valores teéricos.

Com estes resultados, para o caso de Candida albicans, conclui-se que existe diferengas signi-
ficativas entre os dados observados e a probabilidade estimada assumindo o modelo tedrico,
uma vez que para 60 graus de liberdade*, o valor teérico do quantil de ordem 0.95 da dis-
tribuicao do qui-quadrado, é de aproximadamente 80 e o valor da estatistica é muito superior.
O mesmo ja nao acontece com a Sacchamyces cerevisiae, ja que as diferengas nao sao signi-
ficativas.

No sentido de identificar os responsaveis pelo desajuste na espécie Candida albicans, observa-
ram-se as parcelas constituintes do qui-quadrado relativas a cada codao (ver Tabela 5.2), por
outras palavras observaram-se os quadrados dos residuos de Pearson.

Na Tabela 5.2 os valores das células da coluna p-CM referem-se aos valores esperados assu-
mindo a cadeia de Markov, os valores da coluna fr sdo as frequéncias relativas observadas e
os valores da coluna teste as parcelas da estatistica de teste ou os quadrados dos residuos de
Pearson.

Da analise dos resultados da Tabela 5.2, conclui-se que o grande responsavel pelo desajuste
existente na espécie Candida albicans é o ATG. Observa-se menos vezes o coddo ATG do
que seria esperado se se assumisse o modelo tedrico. Sabe-se que o codao ATG é o codao
de iniciacao da parte codificada da sequéncia de cada gene, mas também surge ao longo do
sequenciamento como codao nao terminal. No entanto, foram retirados das contagens todos
os codoes de iniciagao, averiguando-se nestas condigoes que o ATG é o grande responsavel
pelo desajuste do modelo tedrico.

Para o caso da Saccharomyces é aceite a hipdtese nula, existe ajuste. Portanto, nao sera de
afastar a hipotese de que o modelo considerado de cadeia de Markov explique a sequéncia do
conjunto dos codoes nesta espécie.

De modo geral pode-se concluir:

A cadeia de Markov proposta adequa-se as frequéncias de quase todos 0s coddes no genoma.

40 niimero de graus de liberdade é 60 = 61 — 1, ver Capitulo 2.
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aminoacido/

coddo ORDEM fr p-CM teste
LYS AAR 1 0.053004 | 00520 [0BE3753
GLU GAA 2 0049375 0.0493 [0.389849
ASH AAT 3 0045083 | 0.045 [0 453559
ASP GAT 4 0.0443971 | 00443 [0.634674
ILE ATT 5 0039625 | 003965 [0.054635
LEU TTA [ 0.035303 | 0.0383 [0.000649
GLH CAA 7 0.03544 | 0.0364 [0.145393
LEUTTG 8 00339065 | 00332 (0003775
PHE TTT 9 0.030851 | 0.0305 [0.285987
SERTCA 10 0027822 | 00275 [6.007761
VAL GTT 11 0026059 | 0.026 0.44449
THR ACT 12 0025611 | 00255 [1.616454
TYRTAT 13 0025427 | 0.0254 [0.0945869
PRO CCA 14 00235936 | 00239 [0.152992
GLY GGT 15 0023543 | 00235 [0.260165
ALA GCT 16 002062 | 0.021 [0BXF202
SERTCT 17 0.020528 | 0.0204 (2718493
ARG AGA 18 0.020402 | 0.0204 (0000613
THR ACA, 19 0019895 00195 [1.65265802
LYS AAG 20 0019554 | 0.0195 [0.008807
ASH AAC 21 0018875 | 0.019 0.0865%
ILE ATA 22 0.0185905 | 0.0189 [0.010435
SER AGT 23 0.01769 | 00175 [1.862172
ALA GCA 24 0016251 | 00162 [0.538528
HIS CAT 25 0.015831 | 0.0158 [0.205645
PHE TTC 26 001478 | 0.0145 | 0.093851
GLY GGA 27 0014432 | 00144 [0.234409
MET ATG 28 0014327 | 0.0164 [E83.8204
ILE ATC 29 001333 | 00133 [ 023127
GLU GAG 30 0.01303 0.013 | 0.226771
PRO CCT H 0.013021 0.013  |0.117295
ASP GAC 32 0012823 00129 [ 013954
THR ACC 33 001736 00117 [ 037992
LEUCTT 34 0011295 00113 [0.005229
WAL GTG 35 0.011021 0.011 0.13001
VAL GTA 36 0.01045 | 0.0104 [ 2050897
TRP TGG 37 0.009591 0.1 0.026117
ALA GCC 38 0.005764 | 0.0087 [1.428439
TYRTAC 39 0.009605 | 0.0095 [0.009423
CYS TGT 40 0009535 | 0.0095 (0440122
SERTCC 41 0009145 | 00021 (0751695
VAL GTC 42 0.005063 | 0.005 1.68225
GLH CAG 43 0.007869 | 00079 (0411066
GLY GGG 44 0007495 | 00075 [0.013544
SERTCG 45 0007181 | 00071 [3126746
LEU CTA 416 0.00583 | 0.0058 [0 440355
ARG CGT 47 0.005066 | 0.0061 0637151
HIS CAC 418 0.00572 | 0.0057 (0238063
LEU CTG 49 0005275 | 00053 [ 030799
SER AGC 50 0005262 | 0.0052 |2 468793
ARG CGA a1 0005253 | 0.0053 [1.417794
PRO CCC 52 0.004575 | 0.0047 [0.340594
GLY GGC 53 0004516 | 0.0045 (0192791
THR ACG 54 0004315 | 0.0043 (0191258
LEU CTC 5% 0003533 | 0.0035 [1.042992
ARG AGG 56 0.003409 | 0.0034 [0.079755
PRO CCG a7 00033471 | 00033 [1.724287
ALA GCG 58 0.00246 | 0.0024 [4.995733
CYS TGC 59 0002354 | 00023 [4.253535
ARG CGG 60 0001405 | 0.0014 [0.093257
ARG CGC 61 0.0Mo42 | 0001 | 5822041
total 938.2207

Tabela 5.2: Parcelas da estatistica de teste das probabilidades dos codoes no genoma as-
sumindo a cadeia de Markov com as frequéncias observadas, para

albicans.
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Para terminar esta abordagem ainda se analisou as frequéncias dos coddes na posicao adja-
cente ao ATG de iniciagao, no sentido de averiguar se a rejeicao na espécie Candida albicans é
essencialmente resultado do comportamento destes codées. Aos coddes na posicao adjacente
ao codao de iniciagdo chamar-se-do de coddes quase iniciais. Assim, interessa averiguar se
a rejeicao é devida a possivel falta de estacionaridade do processo provocado pelos codoes
quase iniciais. Averiguar-se-4 conjuntamente os resultados da espécie Saccharomyces cere-
vistae servindo estes, em terminologia laboratorial, como “experiéncia de controlo”.

Os resultados estao na Tabela 5.3, em que as células das colunas fa(inicial) referem-se as
frequéncias absolutas de cada um dos coddes na posicao quase inicial e as células da coluna
fa(CM) refere-se & frequéncia esperada assumindo a cadeia de Markov, nr; j € {1,...,61}5.
Da observagao comparativa para as duas espécies, nao se pode concluir que os codoes da
posicao quase inicial sejam os responsaveis pelo desajuste da cadeia de Markov na Candida
albicans, uma vez que na Saccharomyces cerevisiae para resultados idénticos desta estatistica
de teste relativamente aos codes quase iniciais tinha sido obtido ajuste (ver Tabela 5.1).
Observe-se que, em qualquer das espécies, nao ha ajuste entre os valores de frequéncias
tedricos e os valores de frequéncias observados dos codoes nas posi¢oes quase iniciais. Assim,
a hipotese de estacionaridade estrita do processo a partir dos codoes quase iniciais assumida
no modelo nao é valida. Contudo, nao se pode afirmar que a distribuicao inicial seja o factor
responsavel pela nao aceitagao do ajustamento anteriormente efectuado.

De qualquer forma, o facto de se estar a estudar resultados relativos ao conjunto dos genes
nao tendo garantia que genes diferentes tenham distribui¢oes semelhante no sequenciamento
dos coddes que os compoem, nao permite que este estudo seja muito conclusivo em relacao
ao comportamento em sequéncia, apenas conclusivo na sua globalidade.

Este estudo nao poe de parte a possibilidade do comportamento das sequéncias de cada gene
ser ou nao Markoviano, ja que o que foi apresentado refere-se ao conjunto de todas sequéncias
de codigo contidas no genoma.

6

®Observe-se que 7; refere-se aos valores da columa p-cm da Tabela 5.2.
5Observe-se que quando se escreve conjunto dos genes, entenda-se o conjunto das sequéncias de cédigo de
cada gene.
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Saccharomyces | fa{CM) [fa(inicial)| fa(CM)faiinicial) | teste Candida fa{CM) |fa(inicial) |faiCM)fa(inicial)| teste
LYS AAA 2701864 [ 212 58.1964 12534864 LYS AAA 447.9043| 385 §2.9043 15270208
LYS AAG 191.2839 | 163 28.2839 4.1821554 LYS AAG 165.9532| 177 -11.0468 0.7353386
ASH ART 2304245 198 J2.4245 4.5626581 ASH AAT 406.416 339 67416 11.182518
ASH AAC 165.9311 126 29.9311 57452987 ASH AAC 160.873 106 54.873 18.716914
THRACT 1278226 175 A7 4774 17 67611 THRACT 2159085 225 9.0915 0.3523255
THRACC 78.9125 31 -2.0875 0.0552214 THR ACC 99.0839 72 27.0639 7.3937895
THRACA 1155279 | 180 44,4721 17.119394 THR ACA 167 B4BE| 339 -171.3834 175.14215
THRACG 51.7666 &5 -14.2334 3.913521 THR ACG 36.4081 55 -18.5919 9.4940067
ARG CGT 40.4032 36 4.4032 0.4798672 ARG CGT 51.6487 20 31.6487 159.393328
ARG CGC 17.0451 16 1.0451 0.0540731 ARG CGC 3.467 B 2467 0.7135011
ARG CGA 202018 22 -1.7954 0.1600383 ARG CGA 445751 11 33.8751 25571473
ARG CGG 11.9947 10 1.9947 0.3317155 ARG CGG 11.8835 5 F.56535 3.9628283
ARG AGA 132,573 78 54.573 22 AB4R97 ARG AGA 1727268 187 15.7265 1.4319274
ARG AGG 59.9735 32 279735 13.047708 ARG AGG 287878 3 -10.2122 3.6226814
SERTCT 148.3555 | 403 -254 6445 437.08404 SERTCT 17272668 460 2872732 47778278
SERTCC 09.6446 211 -121.3554 164.25355 SERTCC 77.0457 170 -92.9503 112.13225
SERTCA 121.2086 | 305 -183.7904 278.68151 SER TCA 233.8892| B33 -445.3108 g53.85325
SERTCG 55.5544 147 -91.4486 150.52445 SERTCG B0.1157 171 -110.8843 204.52774
SERAGT 92.1698 n -145.6302 240.32198 SER AGT 149.0192] 280 -130.9808 115 125
SERAGC 53.13 142 -78.87 98.534404 SER AGC 44.0284 52 -17.9716 7.3356835

ILE ATT 190.6526 a6 104.6526 57 445672 ILE ATT 3352932 248 B6.2932 22208965
ILE ATC 107.9523 a8 45.9523 22198023 ILE ATC 1126111 7 35.6111 11.261327
ILE ATA 117.4218 g2 35.4218 10.685443 ILE ATA 160.0263] 185 24 9737 3.8973945
MET ATG 118.6544 95 22,6344 4.3357173 MET ATG 138.8588] 125 13.5555 1.3831773
PHE TTT 169.1884 | 148 21.1384 2.6535406 PHE TTT 260.7836| 300 -39.2164 5.8973265
PHE TTC 114.8966 G5 45.8966 158.333857 PHETTC 125.3116 95 30.3116 7.3320674
TYRTAT 121.8409 51 70.5409 41.188411 TYRTAT 215.0618| 138 77.0618 27613091
TYRTAC 92,1658 45 46.16558 23127425 TYRTAC g1.2832 50 21.2532 5.5727945
CYSTGT 51.1353 28 23.1353 10.467174 CY5 TGT 30.4365 =) 244365 LEPETE-T
CY5 TGC 31.865 X 9.565 2.8984389 CYS TGC 19.4701 21 -1.5259 0.1195624
TRP TGG BB 2865 37 29.2865 12.939272 TRP TGG 8467 38 46.67 26724447
LEU TTA 167.2945 72 §5.2945 54.281771 LEU TTA 324.2861 176 148.2851 57.506621
LEUTTG 167.9258 95 72.9258 31.669775 LEU TTG 287.0313| 193 54.0313 30.504603
LEU CTT 30.1751 7 3.1741 0.1257405 LEU CTT 95.6771 120 24,3229 B.153334
LEUCTC 35.9841 25 10,9541 3.3528823 LEU CTC 285345 35 -8.3655 2.3614905
LEUCTA 95.5568 g5 16.5565 3.3096005 LEUCTA 57 5756 105 -15.4244 40727713
LEU CTG 57.5431 G0 7.5491 0.8436665 LEU CTG 44.8751 g6 -11.1249 37.685103
PRO CCT 95.8568 114 -28.1432 9.2251249 PRO CCT 110.071 94 16.071 2.3464586
PRO CCC 44.191 28 16.191 5.932169 PRO CCC 39.7949 29 10.7949 2.9282613
PRO CCA 113.0027 | 104 5.0027 0.7172272 PRO CCA 023613 218 -15.6387 1.2085756
PRO CCG 347215 25 9.7215 27218744 PRO CCG 27.8411 35 -8.0589 2.3243848
HIS CAT 58.352 =1 37.382 15.811069 HIS CAT 133.7786 78 54.7786 22430307
HIS CAC 49.2414 £l 18.2414 5.7574982 HIS CAC 48.2619 21 272619 15.399543
GLH CAA 170.451 102 53.451 27.48907 GLH CAA 308.1888| 13 177.1988 101.8503%
GLH CAG 78.2812 51 272812 9.5075685 GLH CAG hi6.5893 32 34.8893 18.198176
VAL GTT 135.7285 | 146 -10.2705 0.7771573 VAL GTT 220,142 160 40.142 7.3197307
VAL GTC 71.3369 g2 -10.6631 1.5938694 VAL GTC B7.736 55 9.736 1.39935991
VAL GTA 77.0188 107 -29.9814 11.671003 VAL GTA 88.0568 117 -28.9432 9.5132781
VAL GTG 55.1804 G2 5.1804 0.5602394 VAL GTG 93.137 106 -12.863 1.7764881
ALA GCT 1276236 207 -79.4774 49533629 ALA GCT 177.807 218 -40.193 9.0855661
ALA GCC 76.3873 a5 -12.6127 2.0825478 ALA GCC 52.1299 78 3.1299 0.1192778
ALA GCA 1029019 | 182 -59.0981 33.540923 ALA GCA 137.1654 | 264 -126.8346 117.25188
ALA GCG 39.1408 =) -16.8594 72620085 ALA GCG 203208 45 2485792 28.972389
GLY GGT 142.0425 | 133 5.0425 0.5756503 GLY GGT 198.9745] 181 47 9745 11.567073
GLY GGC 51.5674 G5 -3.1326 0.1586164 GLY GGC 38.1015 23 15.1015 5.9854678
GLY GGA 71.3369 55 2.3365 0.0765537 GLY GGA 121.9248| 101 20.9248 3.5911255
GLY GGG 38.5093 32 5.5093 1.1002793 GLY GGG 53.5025 57 5.5025 0.56584
ASP GAT 238.6314 [ 207 31.6314 4.1925492 ASP GAT 375.0881| 249 126.0851 42385266
ASP GAC 128.1539 | 105 23.1539 4.1832756 ASP GAC 109.2243 74 35.2243 11.3589664
GLU GA# A72Na [ 237 50.2415 8.7577564 GLU GAA N7A4231| 224 193.4231 89627277
GLU GAG 1224722 102 204722 3.4220907 GLU GAG 110.071 g6 24.071 5.2639936
total 6313 5313 15979.7039 5467 8467 28954425

Tabela 5.3: Parcelas da estatistica de teste, teste, das frequéncias esperadas assumindo a
cadeia de Markov, fa(CM), com as frequéncias observadas dos codoes na posicao adjacente
ao ATG de iniciagao, fa(inicial), para o genoma da Saccharomyces cerevisiae e da Candida

albicans.
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Capitulo 6

Analise das Frequéncias dos
Simbolos

6.1 Introducao

A Anélise de Zipf surge ligada ao estudo de linguagens', especificamente no ambito do estudo
de linguagens correntes®. Mas, também é extensivel a outro tipo de linguagens, como por
exemplo, a linguagem binaria ou a linguagem genética, objecto do presente estudo. De um
modo geral, na Analise de Zipf efectua-se a contagem do nimero de vezes que cada palavra
distinta surge no texto e um dos objectivos é averiguar a lei que define o comportamento das
frequéncias ordenadas dessas palavras no texto.

E 6bvio que para estudar uma linguagem é necessario reconhecer o alfabeto e as palavras
que a constituem. Uma linguagem pode ser de um de dois tipos: linguagem com palavras de
comprimento variavel ou linguagem com palavras de comprimento fixo.

A linguagem a estudar consiste em sequéncias de simbolos em que as palavras tém um com-
primento fixo de n simbolos, permitindo assim um estudo baseado na Anélise de Zipf sobre
o n-uplo.

A linguagem genética, objecto deste estudo, consiste na sequéncia de simbolos, os codoes.
Cada codao é uma sequéncia de trés nucleétidos também chamados de bases. Como existem
4 bases distintas, tem-se sessenta e quatro codoes diferentes, correspondendo ao nimero de
combinacoes de quatro bases trés a trés. Assim, o alfabeto de textos de sequéncias de codoes
é constituido por sessenta e quatro simbolos ou codoes distintos.

Também se poderd considerar a linguagem genética como sequéncias de aminodcidos.
Observe-se que existe uma correspondéncia nao injectiva entre coddes e aminodcidos: os
codoes de terminagdo TAA, TAG e TGA nao codificam aminodcidos, apenas codificam a
paragem da producao de aminoacidos na construcao das proteinas. O alfabeto de textos de
sequencias de aminoacidos é constituido por vinte simbolos ou aminodcidos distintos.

Neste capitulo far-se-4 a apresentacao da Lei de Zipf e generalizagao, no ambito da Andélise de
Zipf sobre o n-uplo. Averiguar-se-a também a possibilidade da sequéncia dos codbes seguir
um comportamento Markoviano nas espécies em estudo.

'Um vasto leque de diferentes tipos de linguagens pode ser encontrado no seguinte enderego
http://linkage.rockefeller.edu/wli/zipf/.
2Portugués, Inglés, ...
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6.2 A Gramatica das Sequéncias de Caodigo

Pode-se fazer uma correspondéncia entre a gramaética de textos em geral e uma possivel
gramética para o texto genético (ver [8]). Entenda-se por texto genético o conjunto das se-
quéncias de simbolos, podem os simbolos ser os nucledtidos, os codoes ou os aminoacidos.

O alfabeto é um conjunto de letras (simbolos). No texto, as letras estdo combinadas por
forma a construir frases. Assim, a linguagem é um conjunto de frases compostas por um
conjunto de letras do alfabeto.

As linguagens formais sao definidas através de uma gramatica. A gramadtica é um conjunto
de regras sintdcticas, que descrevem a construcao das frases.

Uma  gramdtica  pode ser definida  pelo  seguinte  quadriplo  ordenado
(3,1, P,S), onde:

e S o conjunto dos simbolos iniciais;
e X 0 conjunto dos simbolos terminais;
e [ 0 conjunto dos simbolos nao terminais;
e P o conjunto das regras.
Um texto genético adapta-se a uma gramatica deste tipo, definindo a seguinte correspondéncia:
o S ={ATG},
o ¥ ={TAA TAG,TGA},
o [ ={AAA, AAC, ..., TTG, TTT}\%;
e P desconhecido.

Neste caso, desconhece-se o conjunto P, sendo a sua descoberta (pelo menos parcial) o ob-
jectivo deste estudo.

6.3 Lei de Zipf

George Zipf (1902-1950) dedicou-se ao estudo de linguagens correntes e propos leis que carac-
terizavam o seu comportamento. De seguida, citar-se-ao alguns resultados de Zipf, extensoes
propostas por diversos autores e algumas generalizagoes de resultados que para este estudo
pareceram convenientes (ver, por exemplo, em [3], [5], [9] ou [25]).

Dado um texto, denote-se por W (R) a frequéncia relativa da R-ésima palavra mais frequente
no texto. A Analise de Zipf consiste, numa primeira fase, na aplicacdo sequencial dos trés
passos seguintes:

1. Contagem do nimero de vezes que cada uma das palavras distintas surge no texto;
2. Calculo da frequéncia relativa de cada palavra;

3. Ordenagao das frequéncias W (R) por ordem decrescente.
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Assim, no estudo de um texto com N palavras distintas, usando a Analise de Zipf, determinam-
se inicialmente as frequéncias relativas ordenadas W (1) > W (2) > ... > W(N).

Zipf concluiu que, nas linguagens correntes, a ordem R das frequéncias das palavras ajusta-se
razoavelmente a uma lei de proporcionalidade inversa da frequéncia W(R). Com esta moti-
vacao surge a Lei de Zipf dada por:

R-W(R) = K, (6.1)

para alguma constante K. A constante K pode variar de linguagem para linguagem e também
com os diferentes modos de escrita de uma mesma linguagem.

Como é referido em [9] Zipf ainda propos uma generalizagdo da lei anterior dada pela lei de
poténcia:

W(R) = KR" (6.2)

com K eRteacR™.

De acordo com diversos autores (por exemplo [5]) a equagao (6.2) é também chamada de Lei
de Zipf. De notar que a equagao (6.2) é uma generalizagdo da equacao (6.1), uma vez que
para a = —1 as equacoes coincidem.

Descobrir a Lei de Zipf associada a determinada linguagem consiste na determinagao do valor
do expoente a da equacdo (6.2). Para descobrir o valor de a, numa determinada linguagem
geralmente recorre-se ao grdfico de Zipf, que consiste na representacao grafica do logaritmo
da frequéncia em funcéo do logaritmo da ordem, ou seja, uma simples linearizacao da equacao
(6.2). Assim, a determinagao do expoente a passa a ser a estimacao do declive da recta que
melhor se ajusta aos pontos do grafico. A partir desta facilmente se deduz a Lei de Zipf:

In(W(R)) =aln(R)+0b

W(R) = R®- €.
Portanto,

W (R) ~ R®.

Onde o simbolo ~ refere-se a lei de proporcionalidade directa.

6.4 Analise de Zipf sobre o n-uplo

A Analise de Zipf sobre o n-uplo é uma extensao a Analise de Zipf. Na Anélise de Zipf sobre
o n-uplo averiguar-se-a a distribuigao de frequéncias das palavras constituidas por n simbolos
consecutivos, em que n é o comprimento de cada uma das palavras consideradas no texto.
Quando n = 1 chama-se simplesmente Anélise de Zipf. Para n > 2, introduz-se essa infor-
macao no titulo da andlise designando-a de Anadlise de Zipf sobre o n-uplo. Em particular,
também quando n = 2, dir-se-4 Anélise de Zipf sobre o par e quando n = 3, Anélise de Zipf
sobre o terno.
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Assim, no caso concreto das sequéncias de codoes e para uma Andlise de Zipf tem-se 64
coddes. No caso de uma Andlise de Zipf sobre o par tem-se 61 x 64 palavras, os pares de
codoes possiveis numa leitura 3’. Observe-se que com o crescimento de n o nimero de palavras
cresce exponencialmente, 61! x 64.

A Analise de Zipf sobre o n-uplo, para além de averiguar a existéncia de uma lei entre
as frequéncias relativas das palavras de comprimento n e a sua ordem, explora também a
possibilidade de existéncia de correlagoes de longo alcance, na medida em que explora se o
conhecimento do passado (curto ou longo) é suficiente para explicar o conhecimento do pre-
sente.

Numa sequéncia, a contagem das palavras com n simbolos (n > 2) é uma contagem encadea-
da, isto é, um simbolo que esteja na ultima posicao de uma palavra estd na pentltima posicao
da palavra seguinte, e assim por diante. O niimero de palavras numa sequéncia com um total
de L simbolos, é L, =L —n+ 1.

De acordo com [11] a Andlise de Zipf sobre n-uplos s6 fard sentido quando:

L>10-5,, (6.3)

sendo S,, o nimero de palavras distintas com n simbolos. Esta condicao pretende garantir
que cada palavra distinta no texto tenha frequéncia “significativa” face ao total de palavras
no texto.

Tém sido estudados, por muitos autores®, varios tipos de linguagens tendo associado a cada
uma dessas linguagens determinada Lei de Zipf. Contudo, o ajuste nao é ideal e, em alguns
casos os autores fazem referéncia & existéncia de um conjunto de pontos “mal comportados”,
normalmente localizados nas caudas da distribuigao de frequéncias (ver [5]4).

No artigo [11] utiliza-se a Andlise de Zipf sobre o n-uplo no sentido de averiguar se nas se-
quéncias de bases ndo se verificam correlacoes de longo alcance®. De acordo com a inequacio
(6.3) a andlise feita no ambito das bases, é vélida para valores de n grandes. Como resultado
do estudo o autor concluiu assim que as correlagoes existentes entre as bases seriam de curto
alcance. Seguindo este tipo de abordagem aplicar-se-4 a Anélise de Zipf sobre o n-uplo no
contexto dos codoes.

3

6.5 Aplicagao ao Caso em Estudo

Para averiguar a existéncia de uma lei que defina a distribuicao de frequéncias com que os
codbes ou aminoacidos aparecem no texto genético aplicar-se-4 a Analise de Zipf sobre o
n-uplo a cada uma das espécies: Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans.

Os simbolos do alfabeto a considerar serdo os coddes e os aminodcidos, separadamente.
Observe-se que o conjunto de coddes é constituido por 64 elementos (S = 64) e o con-
junto de aminodcidos por 21 elementos® (S = 21).

3no endereco http://linkage.rockefeller.edu/wli/zipf/ encontra-se uma lista de aplicacio da Anélise de Zipf
em muitos contextos distintos, como também um grande conjunto de referéncias bibliograficas.

4Em [5] é referido que o melhor ajuste di-se para o conjunto das ordens (R) tal que: R < Sp,_1.

5No sentido de averiguar quanto as possiveis correlacdes o autor supds, por um lado, que os dados verifi-
cavam um comportamento markoviano de primeira ordem e por outro considerou a Andlise de Zipf de ordem
superior a 2, concretamente a de ordem 6.

5Na verdade o conjunto dos aminodcidos tem 20 elementos, mas considera-se, por abuso, que os coddes
terminais sdo cédigo de um imaginario aminoacido de terminagdo na construcao da proteina.
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Far-se-4, em primeiro lugar, e em paralelo um estudo da linguagem genética no contexto dos
codoes e dos aminoacidos recorrendo a Anélise de Zipf. A seguir far-se-ao as anédlises de Zipf
sobre o par e sobre o terno de codoes. O nimero total de coddes, L, que constitui o texto
genético da espécie Saccharomyces cerevisiae é de 2 968 093 e da espécie Candida albicans é
de 3 397 032.

Observe-se que para n = 4 o segundo membro da inequacio (6.3) é igual a 10 - 64* =
16 777 260, pelo que nao se verifica a desigualdade. Assim, o estudo sé se justifica para
n=1,2,3. Paran = 3, tem-se S3 = 238 144. Obviamente é dificil trabalhar com um ntimero
tao grande de objectos (palavras) distintos, o esforco computacional é muito elevado, pois
envolve trabalhar com algoritmos de ordenagao.

Seguindo a abordagem considerada em [11], averiguar-se-& o ajustamento do texto genético
no contexto dos coddes a uma cadeia de Markov’, tendo em conta que a anélise de Zipf sobre
o n-uplo s6 ¢é valida para n < 3.

Na cadeia de Markov a propor, {X,,n € Ng}, o espaco de estados é constituido pelos 61
coddes ndo iniciais. A distribuicdo de probabilidade inicial dos simbolos é dada pelas fre-
quéncias relativas obtidas directamente das contagens, a que se designard por Ily. A matriz
das probabilidades de transi¢ao coincide com a matriz P* do capitulo anterior referente a
codoes nao inicial e ndo terminais, em que cada elemento coincide com a frequéncia relativa
de um par de codoes para o primeiro codao do par fixo.

No caso de n = 1 os resultados da Andlise de Zipf e os estimados pelas cadeias de Markov,
pela forma como foram definidos, coincidem.

No caso de n = 2 e n = 3 comparam-se os resultados da Analise de Zipf do par e do terno
com os estimados pelas cadeias de Markov, respectivamente. O objectivo serd analisar a
adequacao do modelo de cadeia de Markov escolhido, aos dados.

Sob o modelo de curto alcance considerado, o modelo de Markov com P* e Ily, se ndo se
verificar ajuste entre a distribuicao de frequéncias observadas dos ternos e a distribuicao dos
ternos sob a validade do modelo tedrico admitido, poder-se-a4 por a hipdtese de existirem
correlagoes de longo alcance.

Partindo das contagens dos n-uplos de simbolos (codoes ou aminodcidos), procedeu-se a orde-
nacao das respectivas frequéncias. Mostrar-se-ao as correspondentes representacoes graficas
por serem de mais facil interpretagdo. Note-se que no caso dos aminoacidos, apenas se apre-
sentam os resultados da Andlise de Zipf, pois para além de ser uma abordagem semelhante
a que se apresentara para o caso dos cododes, também nao foram disponibilizadas, em tempo
util, as respectivas contagens de pares e ternos de aminoacidos.

6.5.1 Analise de Zipf

Em primeiro lugar, fez-se o estudo da linguagem das palavras com um tnico simbolo (n = 1),
a Andlise de Zipf. Apresentam-se quatro gréaficos de Zipf (logaritmo da ordem R wversus
logaritmo da frequéncia da palavra com ordem R), para cada uma das espécies relativos aos
codoes e aos aminodcidos, respectivamente (ver Figuras 6.1, 6.2, 6.3 e 6.4).

"Embora nada seja dito em relacdo ao tipo de cadeia de Markov, no &mbito da Biologia, tudo leva a crer
que a sequéncia de coddes seja uma cadeia homogénea e estritamente estaciondria.
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Figura 6.1: Grafico de Zipf relativo aos coddes da espécie Candida albicans.

o+
-2
g 3 el 2 -
= 7 L17;
B,
-6
-8 -
. . .
0 1 2 3 4

In{R)

Figura 6.2: Grafico de Zipf relativo aos codoes da espécie Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 6.3: Gréfico de Zipf relativo aos aminodcidos da espécie Candida albicans.
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Figura 6.4: Grafico de Zipf relativo aos aminoacidos da espécie Saccharomyces cerevisiae.
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Conjuntamente com o grafico de Zipf tracou-se a recta robusta® para estimar a Lei de Zipf e
obtiveram-se as estimativas apresentadas na Tabela 6.1. Com o auxilio do programa S-Plus
2000 determinaram-se as estimativas LTS (Least Trimmed Squares).

Espécie Declive  Ordenada
(Figura) da recta na origem
Candida albicans / coddes
(ver Figura 6.1) -0.9516 -1.3089
Saccharomyces cerevisiae | codoes
(ver Figura 6.2) -0.5635 -2.4126
Candida albicans / aminoédcidos
(ver Figura 6.3) -0.4532 -2.0810
Saccharomyces cerevisiae / aminodcidos
(ver Figura 6.4) -0.4366 -2.1052

Tabela 6.1: Estimativas LTS dos parametros da recta robusta que, de acordo com o método
LTS, melhor se ajusta aos pontos do grafico de Zipf, para as espécies Saccharomyces cerevisiae
e Candida albicans.

Desta andlise conclui-se que as leis de Zipf que melhor se ajustam as linguagens de codoes e
de aminodcidos das duas espécies em estudo tém expoentes aproximadamente iguais a —0.95,
—0.56, —0.45, —0.43 para as situactes referentes as Figuras 6.1, 6.2, 6.3 e 6.4 respectivamente.
Contudo, a distribuicdo empirica dos pontos no caso dos coddes ndo parece ter um compor-
tamento rectilineo mesmo a excepc¢ao das caudas. No sentido de reduzir o desajuste sugere-
se seguir uma metodologia aproximada a Andlise de Zipf trabalhando desta forma com o
logaritmo da frequéncia relativa em funcao da ordem. Os graficos obtidos estao apresentados
nas Figuras 6.5 e 6.6.

80s modelos de regressio robusta séo tteis para detectar relagdes lineares quando a variagio aleatéria dos
dados néo é normal ou quando contém outliers. O método de estimag&o robusto da recta de regresso utilizado
foi o conhecido na literatura inglesa por Least Trimmed Squares (LTS).
Para ilustrar brevemente este método desenvolvido por Rousseeuw (1984), considere-se os pares de valores
observados (z;,y:) e seja y; o valor estimado de y; por LTS, com i € {1,...,n}. Os valores estimados y; sio
determinados por forma a minimizar a soma aparada do quadrado dos residuos, ou seja,

Z (r;)°

onde r; representa a diferenca entre um valor observado e a estimativa, para j € {1,...,n} com r1 < rg < ..rp.
O numero de residuos a considerar é representado por h e é determinado com base no nimero de valores
aparados.
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Figura 6.5: Grafico da ordem wversus logaritmo da frequéncia relativa dos codoes da espécie

Candida albicans.
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Figura 6.6: Grafico da ordem wversus logaritmo da frequéncia relativa dos coddes da espécie

Saccharomyces cerevisiae.
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Recorrendo novamente a aplicagdo S-Plus 2000 e utilizando o método LTS obtiveram-se
as seguintes estimativas dos parametros da recta robusta, para os pares de codoes em ambas
as espécies.

Espécie Declive  Ordenada
(Figura) da recta na origem
Candida albicans
(Figura 6.5) -0.0434 -3.0410
Saccharomyces cerevisiae
(Figura 6.6) -0.0300 -3.3252

No caso de se aceitar o ajuste destas recta as respectivas distribuicoes de frequéncias empiricas,
a lei que caracteriza os textos genéticos no contexto dos codoes sera da forma:

W(R) = k(e®)* (6.4)

comkeR"eacR™.

A equagao (6.4) resulta como consequéncia imediata do ajuste dos pontos de coordenadas
(R,InW(R)) a uma recta de declive a e ordenada na origem In(k).

Assim, de acordo com os valores obtidos acima as leis que caracterizam as rectas das Figuras
6.5 e 6.6 correspondem s relagdes W (R) ~ e~ 00434 ¢ 1/(R) ~ e 003 regpectivamente.
Para a maioria dos textos genéticos acredita-se que é possivel estimar uma lei para a fre-
quéncia relativa dos codoes a custa da Anélise de Zipf. Essa lei pode nao coincidir com a
Lei de Zipf, como no caso presente para os textos da Saccharomyces cerevisiae e da Candida
albicans no contexto dos codoes.

6.5.2 Analise de Zipf sobre o Par

Na Anélise de Zipf sobre o par cada palavra é constituida por dois coddes justapostos (dois
simbolos do alfabeto). Neste contexto, a leitura das palavras, na sequéncia dos codoes é feita
de forma a existir encadeamento, isto é, o ultimo simbolo de uma palavra coincide com o
primeiro simbolo da palavra seguinte.

A titulo de exemplo, na Figura 6.7 é ilustrada a contagem das cinco palavras possiveis, P1,
P2, P3, P4, P5, no sequenciamento de seis codoes para uma Analise de Zipf sobre o par.

P1 P3 PS5
[aGT Aaglcct|TTTloGC TAA)

P2 P4

Figura 6.7: Ilustracao da determinacao de pares de codoes na sequéncia.

Construiram-se os gréficos das frequéncias relativas ordenadas para as duas espécies em estudo
no contexto da Andlise de Zipf sobre o par (ver Figuras 6.8 ¢ 6.9). Conjuntamente para cada
uma, das espécies estimou-se uma lei das frequéncias relativas de pares de simbolos no contexto
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dos codoes.
Tendo em vista a aplicacdo do modelo de cadeias de Markov homogéneas e estritamente

estaciondrias, neste estudo foram também retirados os pares de codbes que provocam o inicio
e a paragem da construcao da proteina.

In{W(R))
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Figura 6.8: Grafico da ordem wversus logaritmo da frequéncia relativa dos codoes da espécie
Candida albicans, relativo & Anélise de Zipf sobre o par.
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Figura 6.9: Grafico da ordem wversus logaritmo da frequéncia relativa dos codoes da espécie
Saccharomyces cerevisiae, relativo a Andlise de Zipf sobre o par.
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A estimativa dos parametros da recta robusta obtida pelo método LTS ajustada aos gréficos
das Figuras 6.8 e 6.9 apresentam-se na seguinte tabela:

Espécie Declive  Ordenada
(Figura) da recta na origem
Candida albicans
(ver Figura 6.8) -0.0010  -6.9545
Saccharomyces cerevisiae
(ver Figura 6.9) -0.0007  -7.1907

Assim, as leis que caracterizam as rectas das Figuras 6.8 e 6.9 correspondem as relagoes
W(R) ~ e %001R o W(R) ~ e 0007R  regpectivamente.

No ambito da Anélise de Zipf sobre o par poder-se-a ainda averiguar, em certa parte, a ade-
quacao do ajuste de um modelo de cadeia de Markov.

Na cadeia de Markov, {X,,,n € Ny}, X,, refere-se ao codao na n-ésima posigao na sequéncia
de codoes nao inicial e nao terminais. Se se assumir que a cadeia de Markov é homogénea
e estritamente estaciondria tem-se que: P(X,11 = Ci|X, = Cj) = P(X1 = Ci| Xy = (),
P(Xn = Cz) == P(XO = Cz) [§] P(Xn == Cinn—H == C]) = P(X[) == Ci,Xl == C]) VneNO
Ve, ,C,€E- Consequentemente,

P(Xn =C, Xng1 = Cj) = P(Xn = Ci)P(Xn_._l = Cj|Xn = Ci) =
= P(Xpm = C)P(Xiny1 = Cj| X = Ci), Vnmen, Yo,,0;eE- (6.5)

Pelo que a equagao (6.5) pode-se escrever na seguinte forma simplificada:
P((Ci, Cy)) = P(Cy) P(C|Cs) (6.6)

onde P((C;,Cj)) representa a probabilidade de ocorréncia do par de cododes justapostos
(Cs,Cy), P(C;) a probabilidade de ocorréncia do codao C; e P(C;|C;) a probabilidade do
codao C; condicionada a que o codao anterior adjacente seja Cj.

Considere-se a frequéncia relativa do par de codoes justapostos (Cj, Cj) no conjunto das se-
queéncias de coddes observada, de uma dada espécie, como a estimativa de P((C;, Cj)). De
modo andlogo, estima-se P(C;) pela frequéncia relativa do codao C; no conjunto das se-
quéncias de codoes da espécie, a i-ésima componente do vector que define a distribuicao de
probabilidade inicial IIy. A estimativa de P(C;|C;) a utilizar coincide com o elemento da
célula (i,7) da matriz das probabilidades de transicdo P* considerada no capitulo anterior,
comi, j € {1, ..., 61}.

As sequéncias de codbes nao se encontram justapostas ndo entrando para a contagem o0s
pares de codoes que hipoteticamente poderiam unir todas as sequéncias de codoes numa sé
sequéncia. Perante este problema averiguar-se-a a possibilidade de nao se verificar a igual-
dade da equacao (6.6), por uso das referidas estimativas.

Nas Figuras 6.10 e 6.11, apresentam-se para a Candida albicans e para a Saccharomyces
cerevisiae as representagoes gréaficas conjuntas dos valores estimados para P((C;, C})) e para
P(C;)P(C;|C;) assumindo aquele modelo de Markov.
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Figura 6.10: Representacao grafica do logaritmo da frequéncia relativa dos pares de codoes
justapostos (Andlise de Zipf sobre o par), conjuntamente com a do logaritmo da frequéncia
relativa assumindo uma cadeia de Markov versus R, para a Candida albicans.
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Figura 6.11: Representagao grafica do logaritmo da frequéncia relativa dos pares de coddes
justapostos (Andlise de Zipf sobre o par), conjuntamente com a do logaritmo da frequéncia
relativa assumindo uma cadeia de Markov versus R, para a Saccharomyces cerevisiae.

Nas Figura 6.10 e 6.11 observa-se graficamente discrepancias de valores, sendo estas dis-
crepancias mais frequentes na Candida albicans (ver Figura 6.10). Aplicou-se um teste de
ajustamento do qui-quadrado as duas situacoes anteriores para testar a hipdtese:
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Hy : Nij = pj; com 4, j € {1,...,61},
n

onde % é a frequéncia relativa observada do par (C;j,Cj) e p;; ¢ o valor resultante para
P(C;)P(C}|C;) quando se assume a cadeia de Markov com distribuicao inicial IIy e matriz
de probabilidades de transicao P*.

O valor do quantil de ordem 0.95 de uma distribui¢ao de um qui-quadrado com 61 x 61 —1 =
3720 graus de liberdade é de 3862.33. Donde do teste de hipdtese, para a espécie Candida
albicans representada na Figura 6.10, conclui-se o desajuste entre os valores observados e os
valores estimados assumindo o modelo probabilistico associado a cadeia de Markov, ja que,
o valor da estatistica de teste x? é de 468911.0335. Para a espécie Saccharomyces cerevisiae
nao ¢é de rejeitar o ajuste ao nivel de 5% de significancia, ja que o valor da estatistica de teste
do x? é de 287,64 < 3862.33.

Face ao desajuste e a titulo de curiosidade, no caso da espécie Candida albicans, ainda se
ordenaram as estimativas da probabilidade dos pares de cod6es com base no modelo proba-
bilistico associado a cadeia de Markov e representou-se conjuntamente com esta distribuicao
a distribuicao de frequéncias relativas ordenadas (ver Figura 6.12).

@
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Figura 6.12: Representagao grafica do logaritmo da frequéncia relativa dos pares de codoes
justapostos (Anélise de Zipf sobre o par), conjuntamente com a do logaritmo da frequéncia
relativa ordenadas assumindo uma cadeia de Markov versus R, para a Candida albicans.

Todavia, efectuando um teste de ajustamento conclui-se que as diferencas entre as dis-
tribuicoes ordenadas de frequéncias dos codoes observados e estimados assumindo a cadeia
de Markov, sao significativas, ao nivel de 5% de significancia.

Perante os resultados obtidos, pode-se afirmar que para o sequenciamento dos codbes no
genoma como um todo, na Saccharomyces cerevisiae nao é de rejeitar a adequagao do modelo
probabilistico associado a cadeia de Markov, face a Candida albicans em que hé rejeicao do
modelo proposto.
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6.5.3 Analise de Zipf sobre o Terno

Para n = 3 o nimero de palavras distintas a estudar, no ambito dos cododes, é muito elevado:
cerca de duzentas e cinquenta mil palavras!

As contagens foram feitas para ambas as espécies em estudo. Nas Figuras 6.13 e 6.14
apresentam-se os grafico das frequéncias relativas das palavras em funcao da sua ordem.
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Figura 6.13: Grafico da frequéncia relativas dos ternos de coddes da espécie Candida albicans
em funcao da ordem.
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Figura 6.14: Grafico da frequéncia relativas dos ternos de codoes da espécie Saccharomyces
cerevisiae em funcao da ordem.
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Neste caso nao se estimou a Lei de Zipf associada ou leis idénticas, porque por um lado, o
esforgo computacional é grande e, por outro, o conhecimento de leis & custa da Anélise de Zipf
nao parece contribuir, neste estudo, para o conhecimento do comportamento dos simbolos
em sequeéncia.

Ainda no sentido de averiguar quanto a adequacao do modelo de cadeia de Markov esta-
ciondria e homogénea com Ily a distribuicdo de probabilidade inicial e P* a matriz de
probabilidades de transicao, far-se-4 um estudo analogo ao da subseccao anterior para o
caso dos ternos de codoes.

Se se assumir a cadeia de Markov e em analogia com a equagao (6.6) poder-se-4 escrever de
forma simplificada:

P((Ci, Cj, Cr)) = P(Ci) P(C4]Ci) P(C|C5) (6.7)

onde P((C;, Cj, Cy)) representa a probabilidade de ocorréncia do terno de coddes justapostos
(Cs,Cj, Cy).

Assim, no seguimento da metodologia utilizada, representam-se em conjunto os dados a
partir da Andlise de Zipf sobre o terno, a frequéncia relativa do terno como estimativa de
P((C;,Cj,Cy)), com os valores provenintes de assumir da cadeia de Markov em que a matriz
das probabilidades de transicao contém a estimativa de P(C;|C;) e de P(Cy|C;) e a dis-
tribuigao de probabilidade inicial permite estimar P(C;) (ver Figuras 6.15 e 6.16).

IR=0

W(R)

06

0.4r .

Figura 6.15: Gréfico conjunto do logaritmo da frequéncia relativa dos ternos de coddes em
funcao da ordem, com o logaritmo da sua frequéncia relativa assumindo a cadeia de Markov,
para a Candida albicans.
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Figura 6.16: Gréfico conjunto do logaritmo da frequéncia relativa dos ternos de coddes em
funcao da ordem, com o logaritmo da sua frequéncia relativa assumindo a cadeia de Markov,
para a Saccharomyces cerevisiae.

Por observacao das Figuras 6.15 e 6.16 parece nao haver ajuste entre as duas distribuicoes
de frequéncias consideradas. Aplicou-se um teste de ajustamento do qui-quadrado as duas
situacoes anteriores para testar a hipdtese:

Nijk
n

H[)I

= pi com 4,5,k € {1,...,61},

Nijk N . .
onde —2= é a frequéncia relativa observada do terno (Cj, C;,Cr) e pfjk ¢é o valor resultante para
n

P(C;)P(C;|C;)P(Ck|C;) quando se assume a cadeia de Markov com distribuicao inicial Iy e
matriz de probabilidades de transicao P*.

Ao calcular a estatistica de teste, x2, obtém-se para a Candida albicans o valor 1.5197 x 107
e para a Saccharomyces cerevisiae o valor 7.8587 x 10°. Contudo, existe um grande nimero
de ternos de codoes com frequéncia inferior a 5, o que na prética nao é aconselhado para
aplicacao do teste de ajustamento do qui-quadrado (ver Capitulo 2).

Se o numero de observagoes fosse significativo, nao se aceitaria o ajustamento entre as fre-
quéncias observadas e as esperadas assumindo a cadeia de Markov, para ambas as espécies.
No entanto, assumindo que o modelo probabilistico nao se rejeite aquando do estudo feito
para n = 2 e seja rejeitado para n = 3 os dados podem sugerir a existéncia de correlagoes de
longo alcance no sequenciamento dos codoes. Como foi o caso do conjunto das sequéncias de
codigo da espécie Saccharomyces cerevisiae.

Nesta altura surgiria uma nova questao: quao longa é a correlagao entre codoes? Esta questao,
apesar de interessante para o projecto em desenvolvimento, fica por resolver em virtude de
nao terem sido encontradas metodologias apropriadas.

Nao se rejeita a hipotese da correlagdo entre codoes sequenciados ser de longo alcance!
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6.5.4 Realce dos n-uplos mais Frequentes

Das Figuras 6.13 e 6.14 ¢é visivel que alguns ternos de codoes sao muito mais frequentes face
aos restantes. Na Tabela 6.2 registaram-se os primeiros dez ternos de codées mais frequentes.

Candida albicans Saccharomyces cerevisiae
3-uplo fr. absoluta 3-uplo fr. absoluta
CAA CAA CAA 3667 GAT GAT GAT 613
GAA GAA GAA 2337 GAT GAA GAT 580
AAT AAT AAT 1947 GAT GAA GAA 533
GAT GAT GAT 1580 AAT AAT AAT 511
AAC AAC AAC 1299 GAA GAT GAT 489
GAA GAA GAT 1061 CAA CAA CAA 484
GAT GAA GAT 960 GAA GAT GAA 427
GAT GAA GAA 953 GAT GAT GAT 384
GAA GAT GAT 852 AAT GAA GAA 379
GAA GAT GAA 833 GAA GAA AAA 378
Total de ternos 3369709 Total de ternos 2955798

Tabela 6.2: Ternos de coddes mais frequentes.

De seguida apresenta-se o mesmo tipo de realce para os coddes e pares de coddes mais fre-
quentes, Tabelas 6.3 e 6.4.

2-uplo fr. absoluta 1-uplo fr. absoluta
GAA GAA 13439 AAA 178774
CAA CAA 11716 GAA 166537
GAT GAA 10702 AAT 162174
ATT ATT 10417 GAT 149726
GAT GAT 10293 ATT 133651
TTG AAA 9484 TTA 129190
AAT GAA 9202 CAA 122906
ATT GAA 9084 TTG 114361
AAT GAT 9056 TTT 104057
ATT GAT 8966 TCA 93839
Total de pares 3388475 Total 3397032

Tabela 6.3: Coddes e pares de codes mais frequentes na Candida albicans.
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2-uplo fr. absoluta 1-uplo fr. absoluta
GAA GAA 8509 GAA 134712
GAT GAA 7118 AAA 126732
GAA AAA 6188 GAT 111895
GAT GAT 6170 AAT 108149
AAA GAA 5964 AAG 89806
GAA GAT 5865 ATT 89369
AAG AAA 5861 CAA 79845
AAT GAA 5833 TTT 79264
GAA AAT 5760 TTG 78755
AAA AAA 5591 TTA 78325
Total de pares 2961829 Total 2974737

Tabela 6.4: Codoes e pares de codoes mais frequentes na Saccharomyces cerevisiae.

Em forma de conclusao, relativamente as Tabelas 6.2, 6.3 e 6.4, pode afirmar-se que, para
ambas as espécies, os ternos de codbes mais frequentes, justapostos no sequenciamento,
sao constituidos por codoes ”parecidos”. Neste contexto, dois codoes dizem-se parecidos se
diferem no maximo de um nucleétido.

Observe-se que para a espécie Candida albicans o codao mais frequente é AAA, contudo nao
é relativamente muito frequente observar dois codées AAA justapostos ou espacados de um
codao, Tabelas 6.2 e 6.3.

Observe-se ainda que, de modo geral, a frequéncia dos codoes terminal sao as menores do
conjunto das frequéncias dos coddes. No entanto, no genoma da Candida albicans, o codao
CGC tem frequéncia inferior a um dos coddes terminais.

6.5.5 Analise Comparativa das Frequéncias entre as Espécies

As espécies em estudo provém de um ancestral comum. Comparando as distribuigoes das fre-
quéncias relativas tanto no contexto dos aminodcidos como dos codoes observa-se um padrao
semelhante (ver Figuras 6.17 e 6.18).

Nos gréficos das Figuras 6.17 e 6.18 encontram-se representadas as frequéncias relativas de
ambas as espécies, as circunferéncias a azul representam as frequéncias relativas da Candida
albicans e os triangulos vermelhos as frequéncias relativas da Saccharomyces cerevisiae.
Observa-se que na Candida albicans os valores de frequéncias relativas para codoes que ter-
minam em A e T sdo, em geral, mais elevados que na Saccharomyces cerevisiae. A situacao
inverte-se para os codoes que terminam em G e C.

No entanto, no caso dos aminoécidos o comportamento, em termos de frequéncias relativas,
das duas espécies é relativamente semelhante.

Com base nos resultados obtidos conclui-se que:

A biforcagdo de uma espécie nas duas espécies distintas Candida albicans e Saccharomyces
cerevisiae manteve praticamente inalterada a mesma proporc¢ao de producdo de aminodcidos.
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Figura 6.17: Representacao conjunta das frequéncias relativas dos codoes das espécies Can-
dida albicans e Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 6.18: Representacao conjunta das frequéncias relativas dos aminodcidos das espécies
Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae.
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Capitulo 7

Critério de Informacao Bayesiana
em Cadelas de Markov de Ordem k

7.1 Introducao

Um dos grandes objectivos do presente trabalho é o de dar respostas quanto ao comporta-
mento padrao dos coddes na sequéncia de codigos do texto genético.

Pelos resultados obtidos nos Capitulo 5 e 6 em que nao se rejeita a existéncia de correlagoes
de longo alcance (andlise de Zipf), nem a hipdtese da cadeia ser de Markov de ordem 1,
parece ainda aceitdavel assumir para o sequenciamento dos coddes nao terminais nem iniciais
um modelo de Markov, de ordem n&ao necessariamente 1 mas k, com k a definir.

Neste topico ir-se-a supor que o sequenciamento dos codoes nos genes segue uma cadeia de
Markov de ordem k e o objectivo serd o de estimar o valor de k£ para o qual a respectiva
cadeia de Markov melhor se ajuste a sequéncia. O método de estimacao a considerar sera o
Critério de Informacao Bayesiana.

Esta metodologia envolve grande esforco computacional no calculo de estimativas para se-
quéncias longas. Assim, a aplicacdo pratica serd feita sobre genes aleatoriamente escolhidos
estimando-se a ordem que melhor se ajusta a cada um deles.

7.2 Cadeia de Markov de Ordem £k

Diz-se que um processo estocastico {X,,n € Nyg} é uma cadeia de Markov de ordem k se a
distribuicao de probabilidade de uma determinada observacao dada a sequéncia das obser-
vagoes anteriores € igual a distribuicao de probabilidade dessa observacao dadas as k ultimas
observagoes anteriores. Concretamente,

P(Xn = $n’Xn—17 Xn—2) ~">XO) = P(Xn = wn‘Xn—laXn—Qa "-7ank) vnENo vazneE (71)

com FE o espaco de estados.
Se o modelo ajustado a sequéncia dos coddes fosse uma cadeia de Markov de ordem k,
tal significaria que em termos de probabilidade para uma dada sequéncia de codoes, o codao

fixo dependeria, em probabilidade, apenas dos codoes presentes até a k-ésima posicao que lhe
antecede. Observe-se que numa cadeia de Markov de ordem 1, dada a sequéncia de codoes até
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a (1 — 1)-ésima posigao, ter-se-fa, em termos probabilisticos que o cod&o presente na posigao
1 depende, nao de toda a sequéncia de codoes nas posigoes anteriores, mas apenas do codao
presente na posicao ¢ — 1.

E de notar que para uma sequéncia de codoes independentes a cadeia de Markov que se ajusta
tem ordem 0, mas o reciproco nao se verifica.

O problema que se coloca é o de averiguar a ordem da cadeia de Markov que melhor se
ajusta as sequéncias dos codoes, supondo que a sequéncia tem comportamento Markoviano.
Para resolucao deste problema recorrer-se-4 ao trabalho desenvolvido em [26] onde se define
uma extensao do método da maxima verosimilhanca que permite a estimacao da ordem da
cadeia de Markov que melhor se ajuste a sequéncia em estudo. KEsse método é conhecido
habitualmente na literatura por, Critério de Informac¢do Bayesiana (BIC - Bayesian Infor-
mation Criterion).

7.3 Critério de Informacao Bayesiana (BIC)

O Critério de Informacao Bayesiana (BIC) é um método que, a partir de uma amostra, estima
o numero de parametros do modelo. Neste caso especifico, de uma sequéncia de simbolos,
estima a ordem da cadeia de Markov que melhor se ajusta & sequéncia, no sentido da maxima
verosimilhanca.

Este método foi inicialmente introduzido por Schwarz num contexto geral de estimagao do
nimero de parametros de modelos gerais. No caso particular do modelo ser uma cadeia de
Markov de ordem k desconhecido, o critério traduz-se na descoberta do valor de k que mini-
miza BIC(k) dado pela equagao 7.2.

BIC(k) = —InL(k) + (A —1) x A¥Inny, (7.2)

sendo A o cardinal do espaco de estados, L a funcao de verosimilhancga assumindo que a
cadeia é de Markov de ordem k e ng é o nimero de “palavras” de tamanho k£ + 1 de uma
trajectoria com n simbolos. Observe-se que ny =n — k.

Um dos teoremas relacionados com este critério, e referenciado por varios autores como por
exemplo em [4], é o teorema da consisténcia do estimador de k£ dado pelo BIC.

Teorema 7.3.1 Para qualquer processo de Markov estritamente estaciondrio e irredutivel,

arg(min(BIC(k))) (7.3)
€ um estimador quase certo da ordem do processo.

7.4 Aplicacao ao Caso em Estudo

7.4.1 Concretizacao da Notagao para Sequéncias de Codoes

Seja o processo estocastico {X,,n € Ny}, onde X,, representa o codao na n-ésima posigao
no sequenciamento dos codbdes no genoma da espécie em causa. O espago de estados, F, é o
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conjunto dos coddes nao terminais; portanto,

E = {AAA(CY),AAC(Cy),...,TTT(Ce1) }\{TAA(Cs2), TAG(Cg3), TGA(Cg4)}.  (7.4)

Assim, A =61 em (7.2), uma vez que existem 61 coddes nao terminais distintos.

A matriz das probabilidades de transicao de uma cadeia de Markov de ordem 1 terd, para os
61 estados possiveis, 60 x 61 graus de liberdade. No caso da ordem da cadeia ser k ter-se-ao
60 x 61* graus de liberdade, j& que a dimensao da matriz é 61 x 61%. No caso geral o factor
(A —1) x A¥ em (7.2), representa o niimero de graus de liberdade associados & matriz das
probabilidades de transi¢ao de uma cadeia de Markov de ordem k em que o espaco de estados
tem A elementos.

Na Figura 7.1 encontram-se, a titulo de exemplo, duas tabelas correspondentes as ordens 1 e
2, respectivamente, em que o nimero de rectangulos a verde constitui o nimero de parametros
independentes e logo o ntimero de graus de liberdade.

a) ] - Ca total
Gy P11 P11 1
Ca Perg i1 1

b) C e Ca total
Ci P11l P11 1
Cl.ﬂ P1é11 P16161 1
Ca £l Perg11 Pe1 g1 61 1

Figura 7.1: Matriz das probabilidades de transi¢ao realgando o niimero de parametros inde-
pendentes para uma cadeia de Markov de ordem k (a) k =1, b) k = 2).

Para um ntumero fixo de estados, observe-se que quanto maior for a ordem da cadeia de
Markov, maior é o numero de graus de liberdade.

Assumindo que a sequéncia dos codoes se identifica com uma cadeia de Markov de ordem £k,
a distribuicao de probabilidade do codao na posicao n dada a sequéncia de coddes que lhe
antecede, define-se apenas a custa dos k codGes anteriores de modo que:

P(Xn — in|Xn71 = Cin—l? ...,Xo = Cio) =
=P(Xn =Ci|Xn-1=Cip_yss Xnk = Ci, )y Vo, ... ConeE Ynken n >k (7.5)

Assumindo o comportamento Markoviano, o objectivo é estimar a ordem da cadeia de Markov
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que melhor se ajuste a sequéncia dos coddes para tal recorrer-se-a ao critério BIC, sendo a
estimativa dada pelo valor da expressao (7.3).

A trajectéria (a amostra) a considerar na estimagdo do k, serd uma parte codificada do
sequenciamento, mais precisamente de um gene, escolhido aleatoriamente no genoma. Em
cada uma das trajectérias a aplicar o critério, retirar-se-4 o codao de iniciacao e o codao de
terminagao.

Sob a hipdtese de que a cadeia de Markov é de ordem k, a funcdo de verosimilhanca rela-
tiva ao sequenciamento do gene observado é o produto das probabilidades dos primeiros k
codoes com as probabilidades dos sucessivos grupos de k 4+ 1 codoes. Portanto, a expressao
da verosimilhanca para cadeias de Markov de ordem k é dada por:

L(k) = P(cil y Cigyeeey Cik)H[P(Cik+1 ’Cil 5y Cigyeeey Cizrc)]ncjl,%2 ----- et 3 (76)

onde o produtorio é sobre todas as possiveis combinacoes dos k+ 1 codoes sucessivos e tem-se
L(k) > 0.

Nesta altura surge o problema de que estimativa usar para as distribui¢oes de probabilidades
consideradas em (7.6). Se tivermos em conta as frequéncias obtidas para cada gene, o com-
primento nao é suficiente para averiguar correlacées de longo alcance. Por outro lado, se se
considerarem as frequéncias obtidas a nivel do genoma tem-se o problema de assumir que
genes diferentes estdo distribuidos de acordo com a mesma cadeia de Markov, o que nao
parece biologicamente correcto. No presente trabalho calcular-se-a (7.6) para k = 0, 1 e 2
assumindo que a distribuicao de probabilidades é estimada de dois modos distintos: pelos
valores de frequéncias relativas da trajectéria (gene) e a partir dos resultados obtidos uti-
lizando as frequéncias relativas no genoma.

Observe-se também que para k = 2,

P(Xt - Ci()aXt—l - Cil‘Xt—l 75 Cil,Xt_Q - C’Lz) - 0

Assim sendo, é possivel reduzir uma cadeia de Markov de ordem 2 a uma cadeia de ordem 1
onde o espaco de estados coincide com o produto cartesiano F X E. Raciocinio analogo pode
ser feito para cadeias de Markov de ordem superior a 2.

7.4.2 Concretizagao para Genes

Os célculos, apesar de conceptualmente simples sao bastante morosos, razao pela qual foi
desenvolvido o programa BICGene usando a linguagem C++, construido no ambito des-
ta dissertacdo. Este programa, com base num ficheiro de texto contendo um tnico gene,
produz um ficheiro de saida contendo os resultados da aplicagao do Critério de Informagao
Bayesiana. Neste estudo usaram-se apenas a dois genes aleatoriamente selecionados desig-
nados por, gene C'1 e gene S1 das espécies Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae,
respectivamente (Tabela do Apéndice C.1 e Tabela do Apéndice C.2 respectivamente).
Assumindo o comportamento Markoviano para o sequenciamento dos codoes nos genes estimar-
se-4, a custa do BIC, a ordem da cadeia de Markov que melhor se ajusta a sequéncia de codoes
quando se eliminam o codao terminal e inicial de cada um dos genes, C'1 e S1 respectiva-
mente.

Em primeiro lugar, apresentam-se os resultados obtidos por uso das frequéncias relativas no
gene como estimativas das probabilidades. Nas Tabelas 7.1 e 7.2 apresentam-se os resultados
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dos célculos das estimativas do logaritmo da verosimilhanga e do BIC, para as ordens 0, 1 e 2.

El ni | InL(k) BIC(k)
0| 457 | —120.709 488.19
1456 | —775.581 | 23183.9
2 | 455 | —216.181 | 1.37 x 101

Tabela 7.1: Estimativas da ordem da cadeia de Markov geradas pelo gene C'1 da espécie
Candida albicans, utilizando estimativas das probabilidades obtidas a custa do gene.

E| ne | InL(k) BIC(k)
0712 —264.5 658.585
1| 711 ] —1459.21 | 25493.2
2| 710 | —182.053 | 1.47 x 10!

Tabela 7.2: Estimativas da ordem da cadeia de Markov geradas pelo gene S1 da espécie
Saccharomyces cerevisiae, utilizando estimativas das probabilidades obtidas a custa do gene.

De seguida apresentam-se os resultados obtidos por uso das frequéncias relativas no genoma
como estimativas das probabilidades.

Nas Tabelas 7.3 e 7.4 apresentam-se os resultados dos cdlculos das estimativas do logaritmo
da verosimilhanga e do BIC.

k| ng In L(k) BIC(k)
0 | 457 | —1746.292 | 1930.098
1| 456 | —1725.010 | 12933.181
2| 455 | —1759.739 | 685213.612

Tabela 7.3: Estimativas da ordem da cadeia de Markov geradas pelo gene C'1 da espécie
Candida albicans, utilizando estimativas do genoma.

Os resultados obtidos tanto por uso de estimativas com base no genoma como com base
no gene foram concordantes. Em qualquer dos genes, a ordem estimada pelo BIC é 0!

Comparando os resultados obtidos apenas para as ordens 1 e 2, estima-se melhor ajuste da
cadeia de Markov de ordem 1 face a cadeia de ordem 2. Contudo, como se pode averiguar dos
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ng In L(k) BIC(k)
712 | —2837.425 | 3034.467
711 | —2812.715 | 14829.725
710 | —2857.123 | 735737.652

N O &

Tabela 7.4: Estimativas da ordem da cadeia de Markov geradas pelo gene S1 da espécie
Saccharomyces cerevisiae, utilizando estimativas do genoma.

resultados apresentados, é melhor assumir a cadeia de Markov de ordem zero. No entanto
nao se verifica a independéncia para o conjunto das sequéncias de cédigo do genoma.

No Capitulo 2 efectuaram-se testes para a independéncia relativos ao genoma e nao se averigu-
ou quanto a independéncia de codoes justapostos dentro de cada gene. Perante a analise feita
classificaram-se também cada um destes genes em tabelas de contingéncia de pares de coddes,
no sentido de aplicar um teste de ajustamento quanto a independéncia entre codoes justapos-
tos. Nestas tabelas verifica-se que a frequéncia de individuos na maior parte das categorias
¢é inferior a 5 individuos. Todavia, se nao se atender ao facto das frequéncias serem muito
pequenas o teste de ajustamento do qui-quadrado resulta na independéncia para os genes C'1
e S1 em estudo!

Tal pode nao causar espanto se se recordar que a associacao observada entre codoes justapos-
tos é fraca.
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Capitulo 8

Teoria da Informacao

8.1 Introducao

A Teoria da Informagao e em particular a Teoria Matematica da Comunicagao, foi desen-
volvida inicialmente por Claude Shannon na década de quarenta do século passado, [24], com
0 objectivo de optimizar o sistema telefénico. A motivacao para o seu desenvolvimento foi
a necessidade de maximizar a quantidade de informacao que pode ser transmitida por um
canal de comunicacao imperfeito, isto é, um canal que pode introduzir erros nas mensagens
transmitidas.

Perante um canal de comunicacao imperfeito, uma das formas do receptor poder detectar e
corrigir erros, durante a descodificacao da mensagem, é esta conter redundancia. Como a
capacidade maxima do canal é fixa, a existéncia de redundancia faz com que a quantidade
de informacao efectiva e transmitida seja inferior & capacidade do canal.

Um dos objectivos importantes de Shannon era o de determinar as taxas tedricas maximas
para compressao dos dados; entenda-se por compressao a remocao de redundancia da men-
sagem. O ideal seria codificar a mensagem de forma a ocupar o minimo espago possivel, mas
contendo um valor de redundancia minimo que ainda assim permitisse detectar e corrigir os
erros que possam comprometer seriamente ou deturpar completamente a descodificagao da
mensagem. Para resolver esta questao, Shannon desenvolveu o conceito de entropia.

Na Figura 8.1 ¢ ilustrado um diagrama de blocos com os intervenientes tipicos envolvidos no
envio de mensagens entre um emissor e um receptor. Na mesma figura é estabelecido um
paralelismo entre um sistema de comunicacdo e a producao de proteinas desde o DNA.

No “sistema de comunicacgao genético” é desconhecida a mensagem original e o codificador,
uma vez que as sequéncias de cddigo ja estao armazenadas no nicleo das células de todos os
individuos. Sempre que necessario a célula activa o nicleo por forma a produzirem “copias”
de partes das sequéncias de cédigo, o mRNA (canal), a serem descodificadas pelo ribossoma
em proteinas.

O objectivo geral é a decifracao de leis gerais da sequéncia de cédigo (mensagem codificada).
Utilizar-se-a4 a Teoria Matematica da Comunicagdo como nova metodologia no sentido de
contribuir para esse estudo. Assim, neste capitulo apresentar-se-do, sobre dados discretos,
um conjunto de medidas probabilisticas no contexto da Teoria da Informacao. Seguir-se-a o
calculo dessas medidas ao conjunto das sequéncias de cddigo no genoma da Candida albicans
e da Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 8.1: Esquema de transmissao de mensagens.

compressao

8.2 Entropia

A entropia de uma varidvel aleatéria pode ser interpretada como o grau de ndo informacao
dado pela observacao da varidvel. Quanto “mais casual” for a variavel maior serd a entropia
e menor o conhecimento sobre a variavel.

O problema poe-se em medir o ndao conhecimento sobre um conjunto de acontecimentos
possiveis de uma dada variavel.

Para uma dada experiéncia aleatoria, se a probabilidade de um dado acontecimento for 0.999
é quase certo que o acontecimento ocorrera. Se a probabilidade de um dado acontecimento
for 0.001 é quase certo que o acontecimento nao ocorrerd. A incerteza ¢ maxima quando a
probabilidade do acontecimento for 0.5.

Contudo, o problema nao se pée com um s6 acontecimento, mas com um conjunto de acon-
tecimentos possiveis e mutuamente exclusivos que podem ocorrer sobre um mesmo espaco de
probabilidades. Para medir o desconhecimento que se tem sobre o comportamento de uma
variavel aleatéria poder-se-a recorrer a entropia.

Seja p(z) a funcgao de probabilidade da variavel aleatéria X, com X definida sobre um espaco
de estados discreto E. A entropia (H) da varidvel aleatéria discreta X, é definida por:

H(X) = =) p(x)logyp(z) (8.1)

el
A entropia também pode ser descrita como um valor esperado sobre a forma de:
H(X) = E{—logy p(X)}.

Assim, a entropia pode ser vista como a incerteza média de uma varidvel aleatéria.

A entropia também pode ser vista como o comprimento médio da mensagem necessaria para
transmitir o resultado da varidvel, o que normalmente é medido em bits, justificando o uso do
logaritmo de base 2. Em geral, uma codificacdo éptima envia uma mensagem de probabili-
dade p com comprimento [— log, p|, sendo utilizados menos bits nos resultados mais provaveis
e mais bits nos resultados menos provaveis.
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Para uma dada experiéncia aleatéria, com espaco de estados discreto E = {x1, 2, ...,xn }, dir-
se-4 que uma varidvel possui resultados equiprovaveis quando assume qualquer dos possiveis

estados com igual probabilidade, ou seja, p(x;) = N com i =1,2,...,N. Por outro lado, o

valor méaximo de entropia é atingido aquando da “total casualidade”. Assim, da equacao 8.1
resulta que a entropia maxima é dada por:

H]\[ = 10g2 N (82)

Portanto, uma medida que podera dar informacao parcial sobre a complexidade das sequéncia
de codoes serd a entropia, no sentido em que quanto maior for a entropia “mais casual” é a
variavel codao na sequéncia de cédigo.

8.3 Conceitos e Propriedades

De seguida apresentar-se-do alguns conceitos do contexto da entropia, que pareceram de
utilidade na aplicacdo aos textos genéticos em estudo.

Seja (X,Y) um par de varidveis aleatdrias discretas, com espaco de estados Ep x Ea e com
distribuicdo de probabilidade conjunta dada por p(z,y).

Definigao 8.3.1 A entropia conjunta do par (X,Y) é a incerteza média sobre o par de
varidveis aleatdrias e é dada por!:

HX,Y) ==Y pla,y)logp(x,y). (8.3)

rEF yeEs

Definicao 8.3.2 A entropia condicional de Y, dada wma variavel aleatoria discreta X, €
a informacdo extra, em média, necessdria para “comunicar” com Y dado que o “receptor”
conhece X e ¢ dada por:

HY[X)== )Y plxly)log, paly). (8.4)

zel; yGEQ

onde p(zly) denota a distribui¢do de probabilidade de x condicionada a y.

Como consequéncia imediata das defini¢bes anteriores resultamn algumas propriedades, nomeada-
mente:

1A expressio da entropia no ambito da andlise de n-uplos tem o seguinte aspecto, para Y a varidvel simbolo:

on

H(n) ==Y p(Y = a:)log, p(Y = as),
com C o numero de letras do alfabeto do texto em estudo e a; a i-ésima palavra das C".
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Propriedades 8.3.1 H(X,Y)=H(X)+ HY|X)=H(Y)+ H(X|Y).

Desta propriedade resulta que:

H(X) - H(X|Y) = H(Y) — H(Y|X).

Definicao 8.3.3 Chama-se informagao mitua entre X e Y ao valor I(X,Y) definido por:

I(X,Y) = H(X) — H(X|Y). (8.5)

Propriedades 8.3.2 I(X,Y)=H(X)+ H(Y) - H(X,Y).

Observe-se que se assumir que duas varidveis sdo independentes facilmente se prova que a
informacao mutua ¢é zero.

Definicao 8.3.4 A redundincia da varidvel aleatoria discreta X pode ser definida por R(X)
e €, em percentagem, dada por:

R(X) = (1— 25y 00, (8.6)

8.4 Aplicacao ao Caso em Estudo

No ambito da situagao em estudo, calculou-se a entropia da varidvel aleatéria X,, que
representa o codao na posicao n e da variavel par de codoes justapostos para as duas espécies
em estudo. Também foram calculados os correspondentes valores de entropia maxima e de
redundancia.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 8.1.

Espécie Variavel(Y) | HY) Huy R(Y)
Candida albicans codoes 3.843 4.159 7.6
Saccharomyces cerevisiae codoes 3.958 4.159 4.8
Candida albicans par de codoes | 7.606 8.270 8.0
Saccharomyces cerevisiae | par de coddes | 7.885 8.270 4.7

Tabela 8.1: Tabela de resultados de entropia e redundancia.
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Da Tabela 8.1 averigua-se que o desconhecimento que se tem sobre qualquer das varidveis
em estudo é muito grande, mas contudo nao é total, pois a entropia das varidaveis nao é
méxima. A redundancia é pequena, inferior a 10%, observando-se redundancia superior na
espécie Candida albicans.

A titulo de pequena conclusao poder-se-a dizer que:

O comportamento da varidvel coddo em sequéncia nao € de todo “casual”, mas o
desconhecimento sobre o seu comportamento é grande.

A linguagem em estudo é definida na realidade pelo cédigo genético, que consiste na mensagem
codificada sobre a constituicao de proteinas.

Entendendo os dados em estudo, as sequéncias de codoes, como cddigo e tendo-se em conta
os resultados obtidos, poder-se-a conjecturar que:

A mensagem genética parece estar construida de forma a ocupar o minimo espaco possivel,
contendo, todavia uma redundancia minima necessdria para a detec¢do e correcdo de erros.

Espécie I(X,Y)
Candida albicans 0.08
Saccharomyces cerevisiae | 0.031

Tabela 8.2: Tabela de resultados de informagdo mitua.

Os resultados de informagao mutua estao apresentados na Tabela 8.2. Os resultados obtidos
sao muito préximos de zero, no entanto sao diferentes. Este resultado vem mais uma vez
confirmar a falha da independéncia entre dois coddes justaposto na sequéncia ja obtida através
de outros métodos anteriormente aplicados.
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Capitulo 9

Conclusao

Ao longo desta dissertacao foram apresentados alguns resultados da aplicacdo de vérias
metodologias estatisticas no estudo do genoma de duas espécies distintas: a Saccharomyces
cerevisiae e a Candida albicans. O objectivo principal consistia em retirar regras, a partir do
genoma entendido como sequéncia de codoes.

Neste estudo foram utilizados os seguintes métodos e/ou modelos:

e Andlise de Tabelas de Contingéncia;

Analise Classificatoria;

Anilise em Componentes Principais;

Cadeias de Markov;

Anédlise de Zipf;
e Critério de Informacao Bayesiana;
e Teoria de Informacao;

Através das Tabelas de Contingéncia de pares de coddes do genoma, e usando a estatistica de
teste X2, rejeitou-se a hipStese de independéncia entre pares no sequenciamento e
obtiveram-se valores pequenos de associacao. As Anélises Classificatéria e em Componentes
Principais evidenciaram que, em geral, cada codao fixo depende do codao que o antecede (ou
precede) podendo ser o nucledtido que se encontra justaposto o mais marcante. No entanto,
por desconhecimento de testes apropriados, estas hipéteses nao foram validadas. Ainda, na
Analise em Componentes Principais, rejeitou-se a hipétese dos codoes nao estarem correla-
cionados o que implica a rejeicao da independéncia.

Compararam-se os valores observados das frequéncias de cada codao com os resultados obti-
dos assumindo cadeias de Markov de ordem 1, homogéneas, irredutiveis, aperiédicas e estri-
tamente estaciondrias e, de modo geral, averiguou-se a existéncia de ajuste. No entanto, nao
se provou se a sequéncia de codoes é bem modelada por uma cadeia de Markov de ordem 1.
Fez-se uma andlise das frequéncias dos simbolos (codoes ou aminoécidos) ordenadas por ordem
decrescente de frequéncias aplicando a Anélise de Zipf, tanto para estimar leis da distribuicao
das frequéncias ordenadas como para explorar a existéncia de correlagoes de longo alcance,
averigando-se a possibilidade de existéncia deste tipo de correlacoes.

O Critério de Informacao Bayesiana permitiu averiguar, para a sequéncia de cédigo de dois
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genes, que a ordem da cadeia de Markov que melhor se ajusta é a ordem 0. No entanto,
nao poe de parte a possibilidade de existéncia de correlagoes de curto ou longo alcance nas
sequéncias de codigo do genoma.

Através da Teoria da Informacéo calcularam-se valores da redundancia e informacao mitua,
resultando em valores de redundancia com percentagem inferior a 10% e em valores de infor-
macao mutua pequena mas nao nula. Tal andlise permitiu confirmar, mais uma vez, a nao
independéncia entre pares de codoes justapostos.

Dos métodos usados ndo se obtiveram muitas respostas objectivas. As metodologias apli-
cadas, no sentido de averiguar se o sequenciamento dos codoes é ou nao Markoviano e de
ordem superior a 1, resultaram em respostas vagas. A resposta quanto & independéncia foi
praticamente concludente embora tudo aponte para uma fraca associagao.

Para ambas as espécies estudadas rejeitou-se a independéncia dos coddes no sequenciamento
no genoma e nao se rejeitou a existéncia de correlagoes de alcance superior a um entre os
codoes. No entanto, existem genes para os quais se ajusta melhor uma cadeia de Markov de
ordem 0, do que uma cadeia de ordem superior!

O estudo feito parece também fazer crer que o cédigo genético é um cédigo com redundéncia
suficiente para minimizar os erros de traducao.

Durante a procura de métodos estatisticos apropriados a analise de dados de natureza discreta
e sequenciados, e motivados pela natureza do problema do tipo eventualmente Markoviano,
estudaram-se, para além dos métodos apresentados, os Modelos de Markov Escondidos (HMM
- Hidden Markov Models). No entanto, este método foi posteriormente abandonado pois a
sua aplicacdo nao pareceu apropriada ao conjunto dos dados fornecidos inicialmente pela
equipa envolvida no projecto. Também foi colocada em questao a adequacao desse modelo a
natureza do problema e dados existentes.

Também se tentaram aplicar os passeios aleatérios e a andlise espectral. No entanto, da
forma perliminar como estes métodos foram aplicados, ndo permitiram obter conclusées di-
reccionadas para os objectivos do projecto.

Um dos problemas colocados neste estudo foi o facto da estatistica x? ndo ser invariante a
transformacoes de escala. O ideal seria encontrar uma estatistica para testar a independéncia
que nao dependesse da dimensao da amostra.

Seria também 1util encontrar métodos para averiguar a influéncia dos seis nucledtidos que
estdo mais proximos de um dado codao fixo, permitindo testar as hipéteses que resultaram
da Analise Classificatéria e da Analise em Componentes Principais, assim como outros testes
que permitissem a avaliar o ajustamento de cadeias de Markov ao sequenciamento dos codoes,
aminodcidos e/ou nucledtidos.

O trabalho descrito nesta dissertagao constitui uma das primeiras abordagens que se conhece,
no contextos dos codoes, no estudo de genomas, usando métodos estatisticos. Os resultados
obtidos e as questoes deixadas em aberto podem constituir uma boa base de trabalho futuro.
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Apéndice A.1

Meétrica:

Seja P e Q dois pontos. A distancia entre P e Q, d(P,Q), € um nimero real que verifica as
sequintes condi¢des:

1. simetria — d(P,Q) = d(Q, P)
2. ndo negatividade — d(P,Q) > 0

3. exactidao — d(P,Q) =0 sse P =Q

4. desigualdade triangular — d(P,Q) < d(P, R) + d(R, Q)

Apéndice A.2
Cdlculo das probabilidades de cada individuo (codao ou aminodcido), assumindo a cadeia de
Markov de ordem 1 como modelo tedrico. Suponha-se que se tem N individuos.

O sistema a resolver (Teorema 5.2.2) € da forma:

N

T = Zﬂjpjk ki],,@,..., N
j=1

N
Z?Tj =1
j=1

O objectivo foi o de transformar este sistema de modo a ser escrito da forma BIl = b, com
II = [m1 ... tn]" € B uma matriz N x N invertivel. De sequida apresenta-se a justificacao e
0s passos do algoritmo utilizado na resolugcao dos quatro sistemas em estudo:

O sistema de N + 1 equacdes acima € equivalente a:

7 — W [p1g ... pNk) =0 k=0,1,2,..., N
w[l..1] =1
Seja P = [p;ij]. Entao, tem-se:

{Hu—m:mmm

{ (I-P)YII=10..0]
1.1 =1
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O sistema tem N incognitas e N+1 equagoes. Uma das equagoes € redundante. Retire-se a
pentltima equacdo.

Na prdtica, o que se faz é substituir a matriz P por uma matriz P** que resulta da substi-
tui¢ao da ultima coluna de P por a coluna [—1 ... — 1 0]'. Note-se que a tltima coluna da
matriz [ — P* é[1..11]'=1[0..01)—-[-1... —10].

Assim, o sistema de equacdes € equivalente a:

(I—P*YI=[0..01]

Portanto, o procedimento para cdlculo das probabilidades consiste na substituicdo da tultima
coluna da matriz das probabilidades de transicao por uma coluna de elementos iguais a -1 a
excepcao do ultimo elemento que € 0. Faca-se a diferenca entre a identidade e a matriz obtida,
determine-se a transposta da matriz diferenca e calcule-se a sua inversa. Por fim, faca-se o
produto da matriz inversa pela matriz constituida por zeros a excepcao do ultimo elemento
que € um. O resultado € uma matriz coluna cujos elementos sdo a solucdo do sistema.
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Apéndice B.1

AAMA AAG | AAT AAC ACT ACC ACA ACG CGT CGC CGA CGG AGA AGG TCT TCC TCA TCG AGT AGC ATT ATC ATA ATG TIT TIC TAT TAC TGT TGC TGE TTA
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[EARem AEED R SR OB WE M R O 4B & 2 OB TE O By & W B MW A ¥ 05 1E TR WE G5 ®R G B W @9 28
GLYGGC 1008 510 1032 59 43 2@ 413 1B 17 M B 15 B OB 459 1B 4 1 48 1M M3 B 2% M9 M M2 I o m 4 2\ M
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AP GAT R e 7 P 70 5 2 R o 127 e 7 ) R 1 7 15 < 57757 1 747 172 277 1 AT 742 R 4023 46 155 7 R 5 R £ 07
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GLUGAA 6038 4218 780 322 4% 013 A 68 YW 106 76 A6 W7 A5 6D ME M7 952 2969 UM MG 296 MR BB 4519 18 4050 1ED0 1273 M 15T B9
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STOPTAG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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AAA AAG | AAT AAC ACT ACC ACA ACG CGT CGC CGA CGG AGA AGG TCT TCC TCA TCG AGT AGC ATT ATC ATA ATG|TTT TTC TAT TAC TGT TGC TGG TTA

Figura B.1: Tabela de contingéncia da Candida albicans.
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SERAGC 42 15 B 73 & 13 W4 2 4 W/ 1M\ 44 1% M0 & M0 76 % 6 B N A W 1300 v 54 M o4 3 R 19

(el A TR OB OAp B0 G G WRR KD fES IO OBE ¥ OGR Ay ¥ E W A& Wk 4 YO 2y B By & o & &% % 00
[N 789 G S G 0 W &Y Bl 45w O ) R I O PR S 4 R W & B 47 BB O AW o W W 4@
METATG 2034 886 201 821 414 67 M8 28 28 70 20 2 F3 1682 a6 877 A2 1283 GRS 1898 M4 WAl 286 M3 B® JM3 T3 2783 8N 18 B 4

[puqvl 4 iy G B TROW @ & & A B B O 3 M fwm 28 W & W W o4 M o m & ® G @ 7 4 ]

ey GIF 3 5 0 ®y B & OB W o4& 4 ik ¥ oW 2 2 W & FM OB B & & B I W G5 & 5 2
HISCAT 2007 666 208 386 36 96 233 M8 M3 7BD S0 2614 41 189 41 5@ 4¥ WE B4 T 1M 1252 32 WE 3@ 23 61 B s 4B W
e @5 1 TR W W 2D O BB O O B) @ WE $FHmOIR @ W W M W W F I oW W B Owy B om L OB W
GLN CA e 1771715 = 37 e 1 e 1 75 117 = 7 1 = R 7 1 72 R 2 7271 B 1 7 B 72 SR F 3 77 i R
GLN CAG 1S O 113 R - TR 7 S 5 7 0 7 11 5 <714 R 1P N1 7 7/ 7 [ 1S o 77 S - TR 11 B 17 B B R g
VALGTT 27730 898 219 ¥3 B/ 1% M 9y 233 1300 I Me9 40 3 13 86 %0 A 19 103 M2 MM 56 BB R4 &7 W w0 M3 89 46 4
LU i R B B B B 25 B B @M % OB R & M % W AW M ¥ A M & T O MR & # OE OB R 1
VALGTA 1

LN e T B 20 3 % @ R 3O oM A B B M B9 T O B 20 M) i &9 40 W SO B & 0@ @
ALAGCT 1

LI i OB I W 3 %W BB &) 1 @ & 7 W 0 B & 2 W B OB 7 3 B G ¥ O O W b 10
ALAGCA 282 589 140 M9 200 7R3 240 BB 134 B9 18 1BBT FB 1AW 34 7BD BM 100 489 179B 158 70 B2 ¥ 3B 136 4B 29 Bk & B A
ey M3 @ o2 &4 & B A WOo§ moBA W OB 2 W % 2w W F & @ B & W B % B @& B W 2 g
GLY GGT {157 N 7 4- R 771 S 2 P2 S 3 5 /1 I S B 7 A £ R 1771 117/ 112 7 TR 7 175 47 115 S 1 1 S TR SR
GLYGGC 32 ¥ #4 B ¥ 12 & 2B/ ¥ B M 5 W v B 8B P W A M AN 4 1y N s By M B 7 7 B
GLYGGA 1699 557 155 281 182 4% 4 9 34 BB 27 158 M0 126 M6 e B/ 82 3 9 & M2 W2 WeD 3P 18k 85 AR 83 ¥ 18 2
[ehgeeed 50 B8 W @ B & @ A W 29 B A& ) B B 4 ¥ O™ WO B OF @ & Ol B 1B W A B 8 15
L G G 3R B0 G0 R &R Ay ZR R R 4 O GE AR TR OWE S R O 2W W D ) BW TR fwER 2 R 2D O B W
ASPGAC 19 3% 116 175 188 B 27 %3 (%5 B 39 MM 4 88 28 M 45 I ¥ o8 B 6 3 2 MY 12 M4 mk ox®x 7 B
GLUGAA 6464 1485 430 1164 T 1312 4D M M W2 T W07 TRD 4185 1242 B9 70D B0 06 A9 34D 366 467 1963 1036 0762 279 1349 39 23 14 o
GLU GAG 7775 i R R 5 S 11! 4 S R 17 1[5 - T 4 TR 7 B 5 N [ 1 S 71 S A 1 N 7 R - 7 11 R R (|
STOPTAA 0 I 0 0 0 0 0 0 I 0 0 0 0 0 0 I 0 0 0 0 0 0 I 0 0 0 0 0 0 I 0 0
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TTG CTT CTC|CTA CTG CCT CCC CCA CCG CAT CAC CAA CAG GTT GTC GTA GTG GCT GCC GCA GCG GGT GGC GGA GGG GAT GAC GAA GAG TAA TAG TGA

Figura B.2: Tabela de contingéncia da Candida albicans (continuagao).
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LYS AAA
LYS AAG
ASN AAT
ASN AAC
THRACT
THRACC
THRACA
THR ACG

6LY GGT
6LY GGC
6LY GGA
GLY GGG
ASP GAT
ASP GAC
GLU GAA
GLU GAG
STOPTAA
STOP TAG
STOPTGA

AMA AAG AAT AAC ACT ACC ACA ACG CGT CGC CGA CGG AGA AGG TCT TCC TCA TCG AGT AGC ATT ATC ATA ATG TIT TIC TAT TAC TGT TGC TGG TTA
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ARA AAG AAT AAC ACT ACC ACA ACG CGT|CGC CGA CGG AGA AGG TCT TCC TCA TCG AGT AGC ATT ATC ATA ATG TTT TTC TAT TAC TGT TGC TGG TTA

Figura B.3: Tabela de contingéncia da Saccharomyces cerevisiae.

114
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STOPTAA 0 I 0 0 0 0 0 0 I 0 0 0 0 0 0 I 0 0 0 0 0 0 I 0 0 0 0 0 0 I 0 0
STOPTAG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
STOPTGA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

78592 | 7484 16663 | 40162 39657 40306 20551 52784 | 16179 49327 | 2191 796B4 36906 63695 33326 36006 1985 | 5O7B3 3911 4B290 18447 66354 | 26965 33301 | 18027 101709 59660 134452 STMd1 2950 435 | 1679

78692 37484 16863 40182 31657 40306 20851 52784 16179 41327 23151 79684 36586 63696 33328 36086 31985 59783 35911 48290 18442 66364 28965 33301 18027 1E+05 59880 1E+05 67441 2650 1435 1879
TTG CTT CTC|CTA CTG CCT CCC CCA CCG CAT CAC CAA CAG GTT GTC GTA GTG GCT GCC GCA GCG GGT GGC GGA GGG GAT GAC GAA GAG TAA TAG TGA

Figura B.4: Tabela de contingéncia da Saccharomyces cerevisiae (continuagao).
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Apéndice B.2

3 3 3 3 ¥ ¥ ¥ ¥ 3 ¥ ¥ ¥
Al ™ c1 G1 A2 T2 c2 G2 A3 T3 c3 G3
Lys AAA 44903 28302 19743 32974 | 45063 37634 25042 18683 38947 40370 22345 24760
Lys AAG 32428 16036 14871 26258 | 37218 22515 17857 12203 28457 26937 16753 17448
Asn AAT 35064 22983 14392 35482 | 39135 MN77 23766 15843 30780 3BE0O0 2174 18790
Asn AAC 27478 15978 10742 18918 | 27851 19181 15237 10848 19950 24690 15493 12984
Thr ACT 17004 15418 B767 18528 17396 17710 16898 7713 17585 20408 11358 10365
Thr ACC 16058 7272 17 9035 12375 10314 9477 4916 10437 12368 7670 BE07
Thr ACA 19435 11575 8452 14473 iesils 3B 1EEE 8461 16832 17562 9837 10074
Thr ACG 7732 5120 4650 5783 8450 5782 5679 3404 7574 7367 4441 4933
Arg CGT 5078 4531 3176 5999 5340 5246 3839 3359 5231 6472 3758 3323
Arg CGC 2789 1878 1554 1781 2964 1967 1613 1438 2250 2630 1674 1528
Arg CGA 3373 2172 1548 2378 3477 273 1779 1480 2953 277 1774 1767
Arg CGG 1751 1524 127 it 2038 1672 1139 708 1834 1690 1029 1204
Arg AGA 23931 12559 BE43 16780 | 22603 18850 12398 10561 19475 19768 11093 11777
Arg AGG 97 5964 5382 7003 10268 7808 5146 3784 9330 8293 4926 5457
Ser TCT 20114 17614 12399 19656 | 21042 19147 20547 047 20660 23570 13178 12374
Ser TCC 18774 9257 5641 8370 13748 12002 10458 5836 11919 14048 8323 7754
Ser TCA 19311 14719 9928 13078 18657 15264 14308 8776 17981 18150 9921 10954
Ser TCG 2 6504 5303 5253 9209 7533 G009 3428 5108 7721 4536 5514
Ser AGT 14114 9720 4873 14504 14972 11315 10212 6712 12746 14833 8626 7198
Ser AGC 11965 G041 315 7926 10601 7061 7181 4304 8347 10153 G266 4973
lie ATT 22583 20976 15804 259849 | 28858 26450 0 21805 12004 25710 30426 17742 15340
lie ATC 21755 9305 7409 11905 19350 13625 10207 7192 14432 {5252 15 9434
lie ATA 18412 14357 o241 12781 18741 15328 13025 kN 16452 17130 10264 10945
Met ATG 21415 11873 5545 18858 | 21690 16874 14165 9062 18437 20218 11894 11182
Phe TIT 19934 20130 11723 27200 | 28800 23625 18096 18X 21998 26631 16820 13508
Phe TTC ey 1138 827 10641 2oy lEise  osEs 7332 15085 17291 11483 9995
Tyr TAT 15824 14282 8407 17334 19218 16900 12577 8182 15736 19368 11221 10524
Tyr TAC 14904 9986 7071 11182 16428 12042 3282 6393 11793 14119 8921 8312
Cys TGT 6563 2993 4012 7322 7189 7435 2400 3|22 5362 8316 4374 4244
Cys T6C 4832 3958 2730 3205 4695 4597 2977 2456 3997 5051 3011 2666
Tp TGG 10360 7467 4380 5659 11358 8744 B013 4751 9191 9808 £035 5835
Leu TTA 3] [ R 55 15385 20105 | 27223 21398 18117 11461 24373 23970 14242 15615
Leu TTG 30750 12590 12385 22897 | 31354 20047 16367 10824 23997 24561 15158 14878
Leu CcTT 7318 12517 7272 10377 10876 12035 9518 5055 10367 12611 8007 5439
Leu CcTC G187 4178 2474 4024 5750 4311 3740 2462 4357 5892 3631 2953
Leu CTA 12550 9472 7874 10286 14030 11008 9301 5842 12623 12260 7356 7943
Leu CTG 10164 BOE0 5928 9505 12078 8772 5483 4324 9857 9160 6326 B314
Pro ccr 10353 9253 BOB1 12609 13502 11044 10914 4846 12320 13362 7491 7133
Pro ccc 8354 4801 2742 4654 6622 5496 4939 2434 6019 5825 4016 3691
Pro cca 18235 1219 8041 13312 18064 14381 12830 7409 16377 17094 5954 10359
Pro CCG 4631 3852 3658 4338 5871 5055 3421 1832 5341 4632 2906 3240
His CAT 11184 10640 7891 11612 13473 12088 9652 6114 11907 14101 7910 7409
His CAC 5128 5160 4030 5833 8612 5134 4878 387 5439 7715 4800 4197
Gin CAA 26355 16519 14613 21697 | 30168 2271 15604 11641 24769 24743 13338 16834
Gin CAG 10407 8295 8552 9332 148586 10308 B623 4769 11361 10873 £691 7651
val GTT 16847 16183 11010 19656 19705 18895 16228 8867 17343 218 13244 10380
val GTC 13633 BE23 4874 5198 11433 9719 7442 4728 5946 11272 747 5963
val GTA 1331 8132 5802 10131 12604 9631 8669 5192 10949 11411 Ba43 7193
val GTG 9954 5751 5323 10957 11934 8704 7006 4341 9954 9409 B070 6522
Ala GCT 17224 13550 9472 19457 18146 16728 16791 8117 16845 21033 11778 10127
Ala GCC 15739 7158 4857 5157 11356 10928 5838 4788 9317 12818 7221 6554
Ala GCA azes 118 7519 13405 16514 12866 10944 7866 14832 15658 5906 5894
Ala GCG 5174 4358 3718 5192 6372 5461 4293 2316 5634 5645 3489 3674
Gly GGT 21778 13560 7761 23255 | 21586 19558 14807 10803 17983 3417 14012 10942
Gly GGC 9572 6705 5092 7596 10155 7278 £853 4979 8076 9987 5937 4965
Gly GGA 12666 8082 4774 7798 11812 9215 6764 5510 9803 11102 £094 6302
Gly GGG 5698 4934 3837 3798 5866 5996 3924 241 5273 5534 3621 3599
Asp GAT 3346 K738 407 38918 | 40034 338947 23621 14107 31361 38830 21B12 19908
Asp GAC 20303 13113 8480 16984 | 22696  1B6BB 1260 8285 16379 20298 12185 11038
Glu GAA 49163 25959 18506 40824 | 53128 37116 26355 18853 40543 43843 23772 26294
Glu GAG 18206 11507 10328 17401 23806 15681 10965 £989 178562 17628 10860 11301
Stop TAA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Stop TAG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Stop TGA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1]

Figura B.5: Tabela de contingéncia da Saccharomyces cerevisiae codoes/nucledtidos.
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¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ k) ¥ ¥ ¥
Al T 1 G1 A2 T2 c2 G2 A3 T3 c3 G3
Lys AMA 53585  48BBE 31365 45134 | B34 56051 37471 21831 B3569  B2257 23686 29260
Lys AAG 25 (SO 8 55 5269 16054 | 29211 16973 11799 8102 24520 21913 8226 11428
Asn AAT 49411 39572 22795 50399 | 62539 44198 318687 23656 | 533286  BABSB 22608 20647
Asn AAC 29006 13809 10808 10287 | 28893 14309 13594 7214 18018 22340 13101 10551
Thr ACT 26955 20866 11767 27093 | 27081 21442 2444 13413 | 28811 36965 10410 10185
Thr ACC 22832 4557 5276 6520 15870 5859 10427 4388 1829 14475 7528 5753
Thr ACA 26112 17160 9404 14425 | 19062 20411 19677 7952 266888 22823 8764 S656
Thr ACG 5098 3708 1632 4218 3557 4652 3758 2079 5517 4713 1685 2638
Arg CGT 5415 47229 4112 6704 8218 4678 4258 3266 7315 8022 2610 2813
Arg CGC 1462 707 813 511 1646 713 554 560 1182 1027 653 651
Arg CGA 4524 4958 25986 4919 5774 5742 3646 2585 7159 8577 2644 2437
Arg CGG 1810 1369 586 978 15986 1391 826 540 1981 1337 654 771
Arg AGA 25887 16238 9347 17371 4733 20798 13284 10500 | 2512 23923 9450 10123
Arg AGG 4218 3224 1314 2742 4420 3578 2007 14593 42556 3686 1570 1936
Ser TCT 20431 18472 10675 19601 21675 16837 20401 10226 | 23433 28792 8674 B33
Ser TCC 18951 8817 4344 4704 12874 7694 G595 3652 9523 114538 5020 4775
Ser TCA 33|E2 N4 107 18723 | 2550 30485 Z6ME 1406 | 3E2XF 0 33EE 10vvs 13289
Ser TCG 5499 7193 3ama 5513 5707 5009 G623 2882 e 8160 2928 4207
Ser AGT 17749 146N 7380 19927 | 20857 16397 12203 10510 | 1895 25264 7aaz2 7545
Ser AGC Ba9G 4186 2133 2532 7578 3563 3918 2689 5152 6315 3434 2786
lle ATT 35154 30253 16740 49504 | 48563 /32 28250 19V06 | 42966 55890 186E7 1B1XT
lle ATC 24618 b7 713 6264 19793 10857 9790 451 13358 1664 8004 B974
lle ATA 21886 1818 10323 12965 | 1983 A4 15280 e 20695 23862 8636 10819
Met ATG 22943 14606 7990 18445 | 21389 19212 14631 873 1833 23755 7512 10835
Phe T 234 28474 10MS 0 39530 | 34835 33435 20274 18BA4 | 3ZEE9 42142 15EE1 13484
Phe e 23244 9955 11705 4948 20833 12380 10764 5837 .10 sy 7885 B75g
Tyr TAT 23188 24088 14072 24438 | 307 26144 168750 12189 | 2704 352 11886 11780
Twr TAC 12870 Fad4 417 alalata) 13603 8423 6240 13 g440 12207 8574 5176
Cys TGT S B9a3 5528 9842 9779 10516 B 5400 9773 13613 4535 4239
Cys TGC 3256 2506 1302 afi] 2477 2264 1414 1285 2177 2880 1487 1416
Trp TGG 1287 8280 4163 8969 11504 10151 6379 5265 1350 12810 4174 5064
Leu TTA 3288 35860 24532 30540 | 42614 39535 31182 14886 | 46736 48480 15040 18923
Leu 16 45944 M3E3 0 1347 33836 | 42718 3534800 Z3F3 0 14918 | 39958 43605 14480 17334
Leu CcTT BaG1 10015 5436 13036 | 13130 10733 [l 5767 12335 14828 5726 5509
Leu CcTc 5501 2095 231 15999 5362 299 224 1321 3449 3934 2433 2099
Leu CTA B79g 8217 5347 5674 7928 74 5207 2500 5128 7279 3474 4155
Leu TG 5719 3477 3351 5255 6548 5899 3670 1887 6613 5785 2076 3354
Pro CCT 12560 B402 5364 13193 | 16589 9a69 11283 6033 18813 174483 472 5220
Pro ccc 77 2419 2368 3264 5341 4440 2620 1565 5216 5563 2288 237
Pro CCA ZB99% 1B522 15390 198N 247 4842 ZN3A 9055 32397 27l 9039 11847
Pro CCG 3134 2679 2095 3161 3598 3703 28148 11586 4704 3347 1218 2000
His CAT 13853 14E02 10840 13560 19822 15365 10509 7o93 18651 20523 B9a7 564
His CAC 7599 2933 4664 4096 9080 4300 3602 2310 5749 B572 3629 3343
Gln CAA 34515 28488 29066 30826 | 49010 @ 34727 24661 14508 | 49408 39512 14188 19828
Gln CAG 7973 B256 6542 5769 11626 7807 4785 2623 710 8473 3215 5142
Val GTT 21926 20532 11885 33849 | 30518 24271 19884 13119 | 27447 37038 12607 10900
Val GTC 14911 3964 3380 4541 1729 B354 60439 3034 7B06 10609 4681 4300
Val GTA 8585 12127 6144 74592 9702 12692 9146 3908 12085 12099 4509 BE7S
Val GTG 12357 5949 4453 11380 | 11384 13602 797 4258 12723 13120 4281 7046
Ala GCT 20951 14437 9878 26775 | 23443 16774 19114 N710 | 23802 31316 8307 7916
Ala GCC 18290 4936 3708 5599 12797 9463 6622 3851 9773 13041 4718 5401
Ala GCA 18018 16064 7347 13383 | 15130 18288 14626 6768 20703 18964 BE43 8502
Ala GCG 2377 272 855 2352 2128 3142 2034 991 2918 2691 1019 1668
Gly GGT 25765 14460 8755 30426 | 27780 19179 16847 18899 | 25308 38059 10328 571N
Gly GGC B438 3274 2115 3408 6558 2853 3212 2609 4554 5629 2580 2299
Gly GGA 14078 16090 6018 12490 | 14068 16555 10804 7451 17887 18055 6548 B186
Gly GGG 5169 5921 1733 5454 8210 10480 4376 21 8526 9369 3260 3623
Asp GAT 42893 38569 18058 50215 | 57923 44790 28442 18571 b0362  BO012 19352 19989
Asp GAC 16959 9038 6185 11406 | 20355 10242 8527 4454 12213 16012 7325 BO35
Glu GAA 56271 38036 20898 51531 Bb564 48000 31768 20204 | 60433 58785 20797 28522
Glu GAG 18745 11383 5870 11549 | 18317 13818 7830 3952 14674 15714 5380 8209
Stop TAA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Stop TAG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Stop TGA 0 0 0 0 0 0 0 i] 1] 1] 1] 1]

Figura B.6: Tabela de contingéncia da Candida albicans coddes/nucleétidos.
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3
AAA

AAA 004
AAG 0,107
AAT o7
AAC 0085
ACT ops4
ACC o082
ACA 0044
ACG 0089
CGT ops
CGC 0,093
CGA 0031
CGG 0,8
AGA 0,055
AGG 0107
TCT oo
TCC 0p94
TCA 004
TCG o007
AGT op42
AGC 0o
ATT 06
ATC op97
ATA oo
ATG ops7
TTT o004
TTC opss
TAT 0045
TAC 006
TGT 0039
TGC 0,068
TGG 0061
TTA o038
TTG 0ps3
CTT 0o
CTC ops2
CTA o037
CTG 0063
CCT o088
CCC 0094
CCA op
CCG 0085
CAT o043
CAC ops7
CAA 0037
CAG 0058
GTT 043
GTC opa4
GTA 0024
GTG 0062
GCT 0052
GCC opsy
GCA 003
GCG 0ps3
GGT ops8
GGC 0086
GGA 002
GGG 009
GAT 0047
GAC 0p53
GAA 0p48
GAG 0067

Apéndice B.3

3 3
AAG AAT

0127 0036
0042 006
0012 0064
0% 078
0008 D042
003 008
0021 0045
0Ms 0033
0013 0036
0047 005
005 0034
0026 0039
0027 0045
0027 0041
0009 0042
004 0082
0015 0044
0m2 00E7
001 0048
0035 0062
0008 004
0045 0069
0021 0052
002 0049
0008 D36
0033 008
0011 0045
0041 0ps7
0009 0035
0035 0053
002 0p47
0017 0041
0022 0058
0009 0034
0047 D75
0019 0038
0022 0043
0o 0p4a7
0033 0074
0018 0039
oMz o0z
001 0043
0041 0057
002 0p3%
0 005
0009 0032
0045 0065
002 0p32
0017 008
001 003
0099 0078
0019 039
001 0025
0Ma 0046
0034 0168
0011 0035
0018 0049
02 0046
0037 0063
0025 0044
0125 056

3
AAC

0016
0022
0018
0,069
0012
0,042
0021
003
0014
0,042
0017
0017
0023
0,02

0012
0,03
0017
001
0014
0,054
(il

0,042
0019
0015
0,003
0,032
0012
0,033
0012
0,034
0016
0014
0,02

001
0,046
0,023
0015
001
0,032
0017
0012
0012
0,04

0016
0018
001

0,04

0016
0013
001
003%
0017
0012
0016
003
0016
0017
0012
0,034
0019
0017

3
ACT

0022
0019
0,021
nm
0046
0,054
0,034
npia
002
0012
017
0,01
0,024
014
0,034
0,04
0,031
0,024
0,024
003
02
0,043
0,027
0021
017
0,038
0,021
(iJic]
002
0,02
0p1a
0,026
0,027
017
0023
0017
0017
002
0,029
0,029
0016
002
0,024
002
014
0022
0,051
0,021
002
0,033
0047
0027
0017
nm
(iic]
0,023
0016
02
0,026
0,025
017

Figura B.7:

coddes/nucledtidos.

3
ACC

01
0,009
0,01

e}
[ifiil3
0,052
0017
0m3
0,008
001

0,007
0,004
0,01

0,006
0011
002
0012
001
0,01

0,021
0,009
0,028
0012
0,009
0,008
0019
0,009
0ma
0,008
0017
0,008
0,01

0,008
0,007
[ifiil3
0,008
0,007
0,008
0018
0012
0,006
0,007
0015
0,009
0,008
0,009
0,027
001
0,007
0,01

0024
011
0,008
om

nm3
0,01

0,006
0,009
0016
0012
0,008

3
ACA

itk
002
0013
0021
0124
0,03
0,048
033
0018
0,021
0016
0015
0018
itk
0124
0,024
0,031
0126
0015
0,029
01
0,024
0,021
0126
03
0,023
001
nie
0013
0,021
0021
0018
0022
0015
0126
0,021
0,022
023
0,031
003
025
0014
0022
JitE]
07
0012
0,028
(iJi7]
0,026
0017
0027
0029
0,024
0015
027
0022
0,021
Jitk]
0018
0018
itk

3
ACG

0,003
0,005
0,003
0,006
0,004
0,009
0,007
012
0,003
0,007
0,002
0,003
0,003
0,005
0,004
0,006
0,006
0,006
0,003
0,008
0,003
0,007
0,006
0,006
0,002
0,005
0,003
0,007
0,003
0,008
0,004
0,004
0,006
0,003
0,007
0,006
0,005
0,003
0,007
0,005
0,005
0,002
0,006
0,003
0,004
0,003
0,008
0,006
0,006
0,003
0,008
0,004
0,007
0,003
0,008
0,003
0,003
0,003
0,005
0,004
0,006

3
CGT

0,008
0,005
0,006
0,005
0,006
0,003
0,003
0,004
0018
0013
0,006
0,004
0,007
0,004
0,003
0,006
0,005
0,004
0,006
0,004
0,006
0,005
0,005
0,003
0,003
0,01

0,01

0,003
0013
0,009
0,004
0,008
0,005
0,008
0,006
0,005
0,004
0,003
0,005
0,004
0,004
0012
0,007
0,006
0,004
0,007
0,004
0,006
0,004
0,008
0,004
0,005
0,002
0,006
0,008
0,005
0,002
0,006
0,006
0,005
0,003

3
ccC

0,001
SE04
BE04
0,001
BE04
SE04
9E04
7ED4
0,002
0,007
0,003
0,003
0,001
1E03
0,001
0,001
0,001
5E04
0,001
0,002
7E04
0,001
0,001
BE04
BE04
0,002
0,001
0,002
0,002
0,004
5E04
SE04
1E03
0,002
0,004
0,003
0,001
0,001
0,001
9E04
0,001
0,002
0,004
0,001
0,001
7E04
7E04
0,001
BE04
BE04
BE04
=
0,001
BE04
0,002
SE04
4E04
5E04
0,001
BE04
7ED4

7

7

CGA CGG

0,009
0,003
0,007
0,004
0,005
0,003
0,004
0,003
0,011
001

0,006
0,004
0,006
0,006
0,008
0,004
0,006
0,002
0,006
0,003
0,006
0,004
0,006
0,002
0,003
0,007
0,009
0,005
0,011
0,007
0,003
0,007
0,003
om

0,006
0,009
0,003
0,007
0,004
0,004
0,003
0,009
0,005
0,007
0,004
0,004
0,003
0,005
0,002
0,004
0,002
0,004
0,002
0,004
0,004
0,003
0,002
0,004
0,003
0,005
0,003

003
0,002
0,001
002
BE-04
BE-04
0,001
002
0,002
0,005
002
0,003
0,002
002
0,001
0,001
0,001
001
0,001
0,002
1E-09
9E-04
0,002
1E-09
1E-03
0,002
0,001
002
0,003
0,002
001
0,001
0,001
003
002
0,003
0,001
001
1E-03
0,001
001
0,002
0,003
002
002
1E-03
BE-04
002
0,001
BE-04
BE-04
0,001
0,001
BE-04
1E-03
0,001
BE-04
1E-03
0,001
0,001
001

Estimativa da matriz

3
AGA

002
0,029
0,014
017
01a
0,024
0,025
0023
0013
003
003
0018
0,043
0021
013
002
0,025
0019
0,014
0,023
0019
0,027
0017
0023
0016
0022
0,014
0m
0,007
0,019
fiiei]
0022
0022
013
017
0012
0015
014
0016
0023
0014
0016
0,021
0021
0016
0018
0,024
07
0017
0022
0029
02
0016
0023
0023
0,027
0015
0016
0018
0,024
0p1a

3
AGG

0,004
0,006
0,002
0,004
0,002
0,004
0,004
0,006
0,002
0,007
0,005
0,007
0,006
0,008
0,002
0,004
0,004
0,005
0,002
0,006
0,002
0,004
0,005
0,005
0,002
0,003
0,002
0,003
0,001
0,006
0,005
0,003
0,004
0,003
0,005
0,005
0,004
0,002
0,004
0,003
0,003
0,002
0,005
0,003
0,004
0,002
0,005
0,004
0,004
0,002
0,004
0,004
0,006
0,002
0,005
0,003
0,003
0,003
0,004
0,004
0,005

3
TCT

019
0,014
0,021
0oz
002
0,009
0,024
0022
0018
0016
0015
0018
0016
oA
0045
0017
0,029
0029
0,024
0,024
0022
0,009
0027
0021
022
001
0022
014
0,023
0,02
019
0,023
0014
0027
np1s
0017
0p1e
0024
0012
0019
0016
0,021
0014
0016
014
0025
001
0029
0017
0025
0o
0023
0,02
002
(iJic]
0,026
0022
(iJi7]
002
0016
oA

3
TCC

0,009
0,006
001

01
om

0,007
0,008
0,008
0,008
0,009
0,008
0,008
0,007
0,006
015
0013
0,009
om

001

0016
0012
0,009
0,011
0,008
0012
001

0

om

001

0012
0,007
0,009
0,005
0014
0012
0,009
0,006
0011
0,006
0,006
0,006
0,009
0,007
0,006
0,007
0012
0,008
om

0,007
0,009
0,007
0,009
0,009
0,008
om

0,009
0,009
0,009
001

0,007
0,007

3
TCA

0,034
0018
0,028
0,024
0,034
0018
003
0035
0027
0,028
00%
0033
0,028
0027
0,046
0,026
0,055
0048
0028
003
002
0014
0,034
0,031
0,024
0013
0,024
0016
0,025
0,024
003
0,037
0017
0029
0015
0,025
0027
0,036
0014
0,031
00%
0,029
0014
0028
0022
0022
0014
0,041
002
0023
0013
0,034
0037
0,022
0028
0,04
0,028
0,024
0019
0025
002

3
TCG

0,007
0,008
0,005
0,009
0,007
0,004
0,009
01z
0,004
0,008
0,007
001
0,005
0,009
0,009
0,008
0012
002
0,008
0013
0,005
0,004
001
0,009
0,005
0,008
0,006
0,009
0,008
0,014
0,007
0,009
0,008
0,008
0,009
0,01

001

0,008
0,008
0,007
012
0,008
0,008
0,006
0,009
0,008
0,005
01z
001

0,005
0,006
0,009
0018
0,003
0,009
0,007
0,008
0,005
001

0,006
0,009

3
AGT

0013
0018
0019
iz
0021
0,025
0019
0017
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Figura B.8: FEstimativa da matriz das probabilidades de transicao da Candida albicans
codoes/nucledtidos (continuagao).
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Figura B.9: Estimativa da matriz das probabilidades de transicao da Saccharomyces
coddes/nucledtidos.
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Figura B.10: Estimativa da matriz das probabilidades de transicao da Saccharomyces cere-
visiae coddes/nucledtidos (continuacao).
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Apéndice C.1

Gene C1 da espécie Candida albicans

ATG GGTA AAGAAAAAAC TCACGTTAAC GTTGTTGTTA TTGGTCACGT
CGATTCCGGT AAATCTACTA CCACCGGTCA CTTAATTTAC AAGTGTGGTG GTATCGATAA
AAGAACCATT GAAAAATTCG AAAAAGAAGC TGCTGAATTG GGTAAAGGTT CTTTCAAATA
CGCTTGGGTC TTGGACAAAT TGAAGGCTGA AAGAGAAAGA GGTATCACCA TTGATATTGC
TTTGTGGAAA TTCGAAACTC CAAAATACCA CGTTACCGTC ATTGATGCTC CAGGTCACAG
AGATTTCATC AAGAATATGA TCACTGGTAC TTCTCAAGCT GATTGTGCTA TTTTGATTAT
TGCTGGTGGT ACTGGTGAAT TCGAAGCCGG TATTTCTAAG GATGGTCAAA CCAGAGAACA
CGCTTTGTTG GCTTACACTT TGGGTGTCAA ACAATTGATT GTTGCTGTCA ACAAGATGGA
CTCTGTCAAA TGGGACAAAA ACAGATTTGA AGAAATCATC AAGGAAACCT CCAACTTCGT
CAAGAAGGTT GGTTACAACC CAAAGACTGT TCCATTCGTT CCAATCTCTG GTTGGAATGG
TGACAACATG ATTGAACCAT CCACCAACTG TCCATGGTAC AAGGGTTGGG AAAAGGAAAC
CAAATCCGGT AAAGTTACTG GTAAGACCTT GTTAGAAGCT ATTGACGCTA TTGAACCACC
AACCAGACCA ACCGACAAAC CATTGAGATT GCCATTGCAA GATGTTTACA AGATTGGTGG
TATTGGTACT GTGCCAGTCG GTAGAGTTGA AACTGGTATC ATCAAAGCCG GTATGGTTGT
TACTTTCGCC CCAGCTGGTG TTACCACTGA AGTCAAGTCC GTTGAAATGC ATCACGAACA
ATTGGCTGAA GGTGTTCCAG GTGACAATGT TGGTTTCAAC GTTAAGAACG TTTCCGTTAA
AGAAATTAGA AGAGGTAACG TTTGTGGTGA CTCCAAGAAC GATCCACCAA AGGGTTGTGA
CTCTTTCAAT GCCCAAGTCA TTGTTTTGAA CCATCCAGGT CAAATCTCTG CTGGTTACTC
TCCAGTCTTG GATTGTCACA CTGCCCACAT TGCTTGTAAA TTCGACACTT TGGTTGAAAA
GATTGACAGA AGAACTGGTA AGAAATTGGA AGAAAATCCA AAATTCGTCA AATCCGGTGA
TGCTGCTATC GTCAAGATGG TCCCAACCAA ACCAATGTGT GTTGAAGCTT TCACTGACTA
CCCACCATTA GGTAGATTCG CTGTCAGAGA TATGAGACAA ACCGTTGCTG TTGGTGTCAT
CAAATCTGTT GAAAAATCCG ACAAAGCTGG TAAAGTTACC AAGGCTGCTC AAAAAGCTGC
TAAGAAA TAA

Tabela C.1: Sequéncia de coddes do gene C'1 da espécie Candida albicans.
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Apéndice C.2

Gene S1 da espécie Saccharomyces cerevisiae

ATG TCGCCCTCT GCCGTACAATCA TCAAAACTAGAA GAACAGTCAAGT GAAATTGACAAG
TTGAAAGCAAAA ATGTCCCAGTCT GCCGCCACTGCG CAGCAGAAGAAG GAACATGAGTAT
GAACATTTGACT TCGGTCAAGATC GTGCCACAACGG CCCATCTCAGAT AGACTGCAGCCC
GCAATTGCTACC CACTATTCTCCA CACTTGGACGGG TTGCAGGACTAT CAGCGCTTGCAC
AAGGAGTCTATT GAAGACCCTGCT AAGTTCTTCGGT TCTAAAGCTACC CAATTTTTAAAC
TGGTCTAAGCCA TTCGATAAGGTG TTCATCCCAGAC CCTAAAACGGGC AGGCCCTCCTTC
CAGAACAATGCA TGGTTCCTCAAC GGCCAATTAAAC GCCTGTTACAAC TGTGTTGACAGA
CATGCCTTGAAG ACTCCTAACAAG AAAGCCATTATT TTCGAAGGTGAC GAGCCTGGCCAA
GGCTATTCCATT ACCTACAAGGAA CTACTTGAAGAA GTTTGTCAAGTG GCACAAGTGCTG
ACTTACTCTATG GGCGTTCGCAAG GGCGATACTGTT GCCGTGTACATG CCTATGGTCCCA
GAAGCAATCATA ACCTTGTTGGCC ATTTCCCGTATC GGTGCCATTCAC TCCGTAGTCTTT
GCCGGGTTTTCT TCCAACTCCTTG AGAGATCGTATC AACGATGGGGAC TCTAAAGTTGTC
ATCACTACAGAT GAATCCAACAGA GGTGGTAAAGTC ATTGAGACTAAA AGAATTGTTGAT
GACGCGCTAAGA GAGACCCCAGGC GTGAGACACGTC TTGGTTTATAGA AAGACCAACAAT
CCATCTGTTGCT TTCCATGCCCCC AGAGATTTGGAT TGGGCAACAGAA AAGAAGAAATAC
AAGACCTACTAT CCATGCACACCC GTTGATTCTGAG GATCCATTATTC TTGTTGTATACG
TCTGGTTCTACT GGTGCCCCCAAG GGTGTTCAACAT TCTACCGCAGGT TACTTGCTGGGA
GCTTTGTTGACC ATGCGCTACACT TTTGACACTCAC CAAGAAGACGTT TTCTTCACAGCT
GGAGACATTGGC TGGATTACAGGC CACACTTATGTG GTTTATGGTCCC TTACTATATGGT
TGTGCCACTTTG GTCTTTGAAGGG ACTCCTGCGTAC CCAAATTACTCC CGTTATTGGGAT
ATTATTGATGAA CACAAAGTCACC CAATTTTATGTT GCGCCAACTGCT TTGCGTTTGTTG
AAAAGAGCTGGT GATTCCTACATC GAAAATCATTCC TTAAAATCTTTG CGTTGCTTGGGT
TCGGTCGGTGAG CCAATTGCTGCT GAAGTTTGGGAG TGGTACTCTGAA AAAATAGGTAAA
AATGAAATCCCC ATTGTAGACACC TACTGGCAAACA GAATCTGGTTCG CATCTGGTCACC
CCGCTGGCTGGT GGTGTTACACCA ATGAAACCGGGT TCTGCCTCATTC CCCTTCTTCGGT
ATTGATGCAGTT GTTCTTGACCCT AACACTGGTGAA GAACTTAACACC AGCCACGCAGAG
GGTGTCCTTGCC GTCAAAGCTGCA TGGCCATCATTT GCAAGAACTATT TGGAAAAATCAT
GATAGGTATCTA GACACTTATTTG AACCCTTACCCT GGCTACTATTTC ACTGGTGATGGT
GCTGCAAAGGAT AAGGATGGTTAT ATCTGGATTTTG GGTCGTGTAGAC GATGTGGTGAAC
GTCTCTGGTCAC CGTCTGTCTACC GCTGAAATTGAG GCTGCTATTATC GAAGATCCAATT
GTGGCCGAGTGT GCTGTTGTCGGA TTCAACGATGAC TTGACTGGTCAA GCAGTTGCTGCA
TTTGTGGTGTTG AAAAACAAATCT AGTTGGTCCACC GCAACAGATGAT GAATTACAAGAT
ATCAAGAAGCAT TTGGTCTTTACT GTTAGAAAAGAC ATCGGGCCATTT GCCGCACCAAAA
TTGATCATTTTA GTGGATGACTTG CCCAAGACAAGA TCCGGCAAAATT ATGAGACGTATT
TTAAGAAAAATC CTAGCAGGAGAA AGTGACCAACTA GGCGACGTTTCT ACATTGTCAAAC
CCTGGCATTGTT AGACATCTAATT GATTCGGTCAAG TTGTAA

Tabela C.2: Sequéncia de codoes do gene S1 da espécie Saccharomyces cerevisea.
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