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Resumo

Diante da grande quantidade de dados que é gerada na area da genética
molecular, sente-se cada vez mais a necessidade de novos métodos para analise dos
dados de maneira rapida e precisa. Assim, no presente estudo abordamos o conceito
de entropia para analise de sequéncias de DNA, onde utiliza-se a distancia entropica.
Para verificar a sua eficiéncia foi realizado o teste de Mantel, que faz a correlacao
entre as duas matrizes de distancias, a distancia entropica e a distancia genética, na
qual foi utilizada a distancia de Jukes — Cantor (JC69). Foram analisadas nove tipos
de sequéncias genéticas, primeiramente o gene BoLA, onde foi realizado um estudo
mais detalhado, mostrando uma estatistica descritiva e realizando os dendogramas.
Posteriormente analisamos sequéncias de tamanho maiores, que foram as abelhas
sem ferrdo Melipona quinquefasciata, e em seguida analisamos sequéncias muito
maiores, o cromossomo 5 do Homo Sapiens. Foram realizadas também 6 simulacfes
para verificar o comportamento dos resultados, em cada uma dessas nove analises
foi realizado o alinhamento antes da distancia de JC69. Foi possivel obter bons
resultados quando utilizou-se entropia condicional, onde foi introduzido o conceito de
entropia em blocos, 0 método mostrou ser mais eficiente em sequéncias de grande

comprimento.

Palavras-chave: Alinhamento, correlacdo, distancia genética, entropia, sequéncias

genéticas.
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Abstract

Due to the large amount of data that is generated in the area of molecular
genetics the need of new fast and precise methods for data analysis is increasingly
needed. In the present study we discuss the concept of entropy to analyse DNA
sequences, where the notion of entropic distance is defined. In order to check its
efficiency the Mantel test was performed, which makes the correlation between the two
distances matrices, the entropic distance and the genetic distance in which the Jukes
- Cantor (JC69) distance. Nine types of genetic sequences were analysed, first the
gene BoLA, where was conducted a more detailed study, showing a descriptive
statistics and performing the dendograms. Subsequently sequences of larger size
were analyzed, the stingless bees Melipona quinquefasciata, and finaly a much larger
sequence, the chromosome 5 of Homo Sapiens. 6 simulations were also conducted to
verify the behavior of results, in each of these three analysis the alignment was
performed before the JC69 distance. It was possible to obtain good results when used
the conditional entropy, which was introduced the concept of entropy in blocks, the

method proved to be more effective in very long sequences.

Keywords: Alignment, correlation, genetic distance, entropy, genetic sequences.
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1. INTRODUCAO

As informagfes genéticas sdo armazenadas nos &cidos nucléicos — o acido
desoxirribonucleico (DNA) e o acido ribonucléico (RNA). O DNA é uma molécula que
existe dentro das células de todos os seres vivos. O DNA é encontrado mais
especificamente nos cromossomos. O RNA, por sua vez é encontrado principalmente
no citoplasma, havendo muito pouco nos cromossomos. Na composicdo do DNA
entram quatro bases nitrogenadas chamadas de nucleotideos, ou simplesmente, de
bases: adenina (A), guanina (G), timina (T) e citosina (C). O RNA por sua vez contém
uracila (U) em vez da timina (T). A molécula de DNA tem uma estrutura semelhante a
de uma escada torcida, formando um espiral. Os nucleotideos formam os degraus,
estando a adenina emparelhada com a timina e a guanina com a citosina constituindo
uma dupla sequéncia de bases como mostra a figura 1. As sequéncias de DNA podem
ser representadas através de longas cadeias de letras A, C, G, T. A localizacao fisica
do nucleotideo na sequéncia de DNA €& denominada sitio (WATSON, 1992;
GRIFFITHS, 2000).

Adenina Timina

—)

Guanina Citosina

Coluna vertebral
acucar-fosfato

Figura 1: Estrutura do DNA
Fonte: HowStuffWorks — Como tudo funciona UOL
Disponivel em: <http://saude.hsw.uol.com.br/dnal.htm>. Acesso em: 03 jul. 2013
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O gene é uma unidade hereditaria, situada no cromossomo, e que determina
as caracteristicas de um individuo. A totalidade de DNA numa célula & o genoma. Os
genes sdo dispostos em uma ordem linear ao longo de corpusculos filamentosos
chamados cromossomos. A localizacao fisica de um gene no cromossomo recebe o
nome de locus. As variantes de um gene em um determinado locus sdo chamadas de
alelos. Grandes volumes de dados sdo gerados em pesquisas genéticas que tem, por
sua vez, exigido o desenvolvimento de métodos ligados a area de estatistica e de
bioinforméatica para analise desses dados (WATERMAN, 1995).

A bioinformatica surgiu a partir da biologia molecular no momento em que se
iniciou a utilizacao de ferramentas computacionais para a andlise de dados genéticos.
Ela envolve a unido de diversas areas do conhecimento: a computacéo, a matematica,
a estatistica e a biologia molecular, e tem como finalidade principal analisar a grande
quantidade de dados que vem sendo obtidos através de sequéncia de DNA e
proteinas. Como o volume de informacdes bioldgicas e sequencias gendmicas se
multiplicam a um ritmo muito elevado devido as modernas técnicas de sequenciacao,
torna-se cada vez mais importante o desenvolvimento de algoritmos que permitam
compactar esse volume de informacdo de forma a otimizar o armazenamento e
processamento das informagoes.

Os bancos de dados biolégicos contém diversas informacdes sobre sequéncias
e estruturas de varias espécies, essas informacdes sdo geralmente armazenadas em
bancos de dados publicos e varios pesquisadores podem ter acesso, como por
exemplo, o GenBank que é um banco de dados mundial que contém sequencias de
DNA disponiveis de mais de 140.000 organismos diferentes (IDALINO, 2010).

Essas sequéncias sdo obtidas principalmente através de submissdes de dados
de sequéncia de laboratorios e submissdes em lotes de projetos de sequenciamento
de grande escala. O GenBank é mantido pelo “National Center for Biotechnology
Information” (NCBI). O ultimo registro disponivel mostra que até o ano de 2012
existiam mais de 140 bilhdes de pares de bases e aproximadamente 160 milhGes de

sequéncias presentes no site do NCBI disponivel em <http://www.ncbi.nlm.nih.gov>.

Esse trabalho tem como objetivo encontrar boas correlacdes entre as distancias
por entropias e as distancia genéticas através de uma deteccdo de similaridade por
uma metodologia de custo computacional mais baixo, especialmente quando os

objetivos séo cadeias de grande comprimento. As distancias genéticas utilizam o
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alinhamento das sequéncias, estas dependem da quantidade de sequéncias que
serdo alinhadas (analisadas), o alinhamento é feito par a par.

Atualmente existem cada vez mais sequéncias de DNA de tamanhos maiores
para serem analisadas e a quantidade de sequéncias que se esta analisando faz com
gue computacionalmente tenha-se um processo muito lento. Por outro lado,
tem-se a entropia, que informa o grau de desordem de um sistema. A vantagem de
utiliza-la é que cada sequéncia tera sua PROPRIA entropia, ou seja, para calcula-la
precisa-se unicamente de uma sequéncia. O custo computacional sera basicamente
0 mesmo para todas as sequéncias que se deseja analisar, independentemente da
quantidade de sequéncias que se esta analisando. A desvantagem € que, ao contrario
das distancias genéticas que considera a ordem ou posicdo de como as coisas
acontecem em uma determinada sequéncia, a entropia considera a frequéncia
(quantidade) como um todo. A grande motivacao é tentar encontrar alguma entropia
que substitua a metodologia tradicional das distdncias genéticas. Para isso €
necessario que seja levado em consideracéo algum tipo de ordem ou posicédo de como
as coisas estdo acontecendo na sequéncia. Esse é o ponto principal para se obter

uma boa correlagéo entre a distancia por entropia e a distancia genética.

2. REVISAO DA LITERATURA

Morgan, entre 1909 e inicio da década de 40, conseguiu desvendar o mistério
da localizacdo dos genes nos cromossomos, estabelecendo que eles eram
responsaveis pela hereditariedade. Usando a frequéncia estatistica de determinados
acontecimentos foram deduzidas algumas distancias entre genes, mesmo n&o
conhecendo a sua composi¢cao e natureza. Assim, teve inicio a cartografia genética
gue tenta mostrar a disposi¢cao dos genes ao longo dos cromossomaos.

Em 1944, Avery associa o acido desoxirribonucleico (DNA) a hereditariedade e
desvenda a sua natureza. Em 1953, Watson e Crick estabeleceram a estrutura da
molécula de DNA, formada por duas cadeias enroladas em hélice, constituida por
sequéncias de nucleotideos. Como reconhecimento desse feito eles receberam o
prémio Nobel de Fisiologia/Medicina em 1962.

A biologia molecular permite medices em termos de pares de bases (bp) e

muitas pesquisas até hoje se concentram para decodificar o codigo genético com o
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alfabeto de quatro letras A, C, G, T. O cddigo genético do homem tem cerca de trés
bilhdes de letras. Jones (1995) refere-se que “A genética é, em si mesma, uma
linguagem, um conjunto de instru¢cdes herdadas, transmitidas de geracdo em geragao.
Tem um vocabulario (os proprios genes), uma gramatica (a forma como a informacao
herdada esta disposta) e uma literatura (as milhares de instrugbes para compor o ser
humano)”.

Com a descoberta do DNA comecou o desenvolvimento de técnicas para a sua
analise, principalmente a partir dos anos 60. Hoje em dia a genética esta presente em
vérias areas do conhecimento, como por exemplo: medicina, agricultura, farmécia,
histéria, identificacdo de paternidade e resolucéo de alguns crimes.

Sao inumeros os artigos publicados em revistas relacionadas a genética ou
probabilidade e estatistica. Por exemplo: Science, Genomics, American Journal of
Human Genetics, Biometrics, Statistical Science, The Annals of Applied Probability e
Journal of the American Statistical Association.

Em meados da década de 80 houve uma grande revolucdo na area da genética
médica quando foram mapeados mais de 1.000 genes que causam doencgas no
homem. O sequenciamento genético completo de algumas espécies permitiu observar
que o numero de genes distintos necessarios para o desenvolvimento de um
organismo complexo como o ser humano (< 40.000 genes) ndo é muito maior do que
o de um genoma de um eucarioto como a planta arabidopsis (~25.000 genes) e,
possivelmente, inferior ao de outras plantas, como o arroz (> 40.000 genes)
(WATERMAN, 1995).

Na evolucao das espécies, ao longo do tempo, os modelos Markovianos tém
sido utilizados para descrever alteracdes ocorridas no DNA que podem dar origem a
espécies diferentes (Kelly, 1994). Quanto mais proximas estiverem duas espécies,
mais semelhante € o seu DNA, pelo que na evolucdo usam-se algumas medidas
descritas, por exemplo, em Weir (1990) para avaliar essa proximidade ou
distanciamento a partir de um ancestral comum.

Um grupo de pesquisadores das universidades de Malaga (Espanha) e Harvard
(Estados Unidos) descobriu que o DNA contém estruturas maiores, muito além das
letras individuais dos nucleotideos (CARPENA et al., 2011). Eles procuraram por
regides ricas em GC e pobres em GC nas sequéncias dos cromossomos humanos,
utilizando um algoritmo baseado no conceito de entropia. Carpena e seus colegas

dividiram a sequéncia de nucleotideos em segmentos que maximizam a diferenca de
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entropia entre segmentos individuais e a sequéncia como um todo. Eles descobriram
que cada cromossomo humano é dividido em grandes segmentos com dezenas de
milhdes de nucleotideos de comprimento, mais do que qualquer estrutura
organizacional previamente conhecida no genoma. Esses segmentos, que eles
batizaram de "superestruturas”, tém cerca de duas centenas de genes em media
(CARPENA et al., 2011).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 DADOS

No presente trabalho utilizou-se 9 tipos de dados. Primeiramente foram as
sequéncias do gene BoLA que foi o objeto inicial e principal da pesquisa. Apés as
analises do gene BoLA, procurou-se um maior embasamento das analises em
sequéncias de tamanhos maiores, utilizando-se, entdo, sequéncias de abelhas sem
ferrdo Melipona quinquefasciata das regides 18s e sequéncias do cromossomo 5 do
Homo Sapiens. Posteriormente foram realizadas 6 simula¢cdes de modo a verificar os

resultados considerando sequéncias aleatérias.

3.1.1 GENE BOLA

As sequéncias utilizadas s&o provenientes de rebanhos controlados no estado
de Pernambuco, localizados na bacia leiteira do Estado, sendo os rebanhos da
Estacdo Experimental do IPA em Sédo Bento do Una e Estacdo Experimental de
Arcoverde, respectivamente, totalizando 145 animais. Os dados fazem parte da
dissertacdo de Luciana Floréncio Vilaca (VILACA, 2012), orientada de Kleber Régis
Santoro no Programa de Pos-Graduagéo em Ciéncia Animal e Pastagens (PPGCAP)
da Unidade Académica de Garanhuns (UAG/UFRPE), que tem como parceiro
fundamental o Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA). Os dados sdo em relagéo
ao gene BoLA — DRB3.2.

O gene BoOLA-DRB3, pertencente a familia dos genes BoLA (Bovine
Lymphocyte  Antigen), que se localizam no Complexo Principal de

Histocompatibilidade (MHC — Major Histocompatibility Complex) do genoma bovino,
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bY

estd envolvido no processo molecular de resisténcia e susceptibilidade a mastite
destes animais. Eles sdo responsaveis por codificar as proteinas presentes na
superficie das células e envolvidas na relacdo entre antigenos e anticorpos. Ele é
altamente polimorfico.

A mastite é considerada a doenca que acarreta 0S maiores prejuizos
econdmicos a producdao leiteira, pela reducéo da quantidade e pelo comprometimento
da qualidade do leite produzido, ou até pela perda total da capacidade secretora da
glandula mamaria. Esta doenca, que € a inflamacédo da glandula mamaria pode ser
causada por muitos fatores, sendo as bactérias os principais agentes infecciosos. A
mastite pode ser classificada como clinica ou subclinica. A mastite clinica apresenta
sinais evidentes, tais como: edemas, aumento de temperatura, endurecimento, dor na
glandula mamaria, grumos, pus ou qualquer alteracédo das caracteristicas do leite. Na
forma subclinica ndo se observam alteracbes macroscopicas e sim alteracbes na
composicdo do leite; portanto, ndo apresenta sinais sensiveis de inflamacdo da
glandula mamaria. (BRANT & FIGUEIREDO, 1994)

No Brasil, segundo BRANT & FIGUEIREDO (1994), a mastite subclinica
caracteriza-se pela alta incidéncia, com indices variando de 44,88% a 97,0%, e a
reducdo da producéo de leite situa-se entre 25,4% e 43,0%. A mastite € uma doenca
complexa. A resposta inflamatéria causada por esta doenca pode ser causada,
também, por fatores quimicos, fisicos ou trauméticos. Ela é considerada uma doenca
multifatorial em que os fatores de risco podem estar relacionados ao hospedeiro
(condicbes fisioldgicas e genéticas), ao microrganismo patogénico e ao ambiente, que
pode contribuir para a ocorréncia da doenca (LEBLANK et al.,, 2006). As
consequéncias mais sérias estdo relacionadas com as perdas econdmicas
acarretadas pela diminuicéo de qualidade e quantidade do leite, aumento nos custos
de tratamentos e servigcos veterinarios, e nos casos clinicos, no descarte de toda a
producéo de leite ou até mesmo em casos extremos, na morte do animal (NONNECKE
e HARP,1988).

3.1.2 MELIPONA QUINQUEFASCIATA

As sequéncias das regibes 18s das abelhas sem ferrdo Melipona

quinquefasciata fazem parte da dissertagdo de Patricia Silva do Nascimento Barros
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(BARROS, 2011) orientada de Wilson Rosa de Oliveira Junior no Programa de Pos-
Graduacdo em Biometria e Estatistica Aplicada (PPGBEA) da UFRPE, onde foram
utilizadas 6 sequéncias obtidas de varias colbnias silvestres, em localidades distintas
da Chapada do Araripe — CE, Chapada da Ibiapaba — CE, cidade do Canto do Buriti —
Pl e Luziania — GO.

A distribuicdo geogréfica de Melipona quinquefasciata mostra sua ocorréncia
apenas em estados do sul do Brasil, do Sul do Espirito Santo ao Rio Grande do Sul,
incluindo areas de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bolivia
(parte do Sul); Paraguai e Norte-Nordeste de Argentina (MARIANO-FILHO, 1911,
SCHWARZ, 1932; KERR, 1948; MOURE, 1948, 1975; VIANA,1987).

Esta espécie de Melipona possui a particular caracteristica de nidificar sob o
solo, podendo suas camaras chegar a uma profundidade de até 4 metros (KERR et.al,
2001; NOGUEIRA-NETO, 1997), utilizando-se de formigueiros ou cupinzeiros
abandonados. O mel dessa abelha é bastante saboroso e embora de dificil coleta tem
comeércio garantido, sendo entédo cobi¢cado pelos meleiros do local. A extracdo do mel
leva ainda a morte da colbnia, ja que nesta época a rainha esta em seu periodo fértil
estando com sobrepeso, ndao permitindo seu voo de fuga para uma futura formacgéo
de colbnia como acontece com outras espécies (KERR et.al, 2001). Possui um
comprimento de 9 a 10,5mm, com cinco faixas de coloracdo amarelada no abdémen.
Infelizmente, a M. quinquefasciata ja consta em listas de espécies em extincdo, como
mencionado no Livro Vermelho da Fauna Ameacada no Estado do Parana

<http://'www.maternatura.org.br>.

3.1.3 CROMOSSOMO 5

O cromossomo 5 é um dos 23 pares de cromossomos do gendtipo humano e é
um dos maiores cromossomos, representando quase 6% do total de DNA nas células.
As pessoas, tem duas copias deste cromossomo. Foram utilizadas 10 sequéncias do
cromossomo 5 do Homo Sapiens obtidas do NCBI (NCBI 2013).
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3.1.4 SIMULACOES

Foram realizados 6 tipos de simulacfes, sendo duas simulagcfes para cada 3
diferentes tamanho de sequéncias, em cada simulacdo foram geradas 10 sequéncias
aleatdrias. O tamanho das sequéncias realizadas foi de 400, 2.000 e 100.000
caracteres respectivamente, contendo as letras A, C, G, T. No 1° tipo de simulacdo
considerou-se a probabilidade de ocorréncia de cada base igual, ou seja, 0,25 para
cada uma. No 2° tipo de simulacédo considerou-se a probabilidade 0,4; 0,3; 0,2; 0,1
para as bases A, C, G, T respectivamente.

3.2 ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS (CLUSTALW)

O alinhamento de sequéncias consiste no processo de comparar duas ou mais
sequéncias de nucleotideos de forma a se observar seu nivel de similaridade. Apds
realizar o alinhamento € possivel localizar trechos conservados, que sao regides em
gue todas as sequéncias apresentam a mesma base em uma determinada posicao,
como também comparar uma sequéncia desconhecida com bancos de dados de
sequéncias conhecidas. As posi¢des dos nucleotideos sédo ajustadas, se necessario,
usando espacos (gaps), porém ndo pode no alinhamento ter uma posicdo em que
todas as sequéncias alinhadas tenham gaps. O alinhamento € uma maneira de inserir
espacos nas sequéncias de forma que elas figuem com o mesmo comprimento e
possam desta maneira ser facilmente comparadas. (BRITO, 2001)

Em geral as moléculas que se consideram em alinhamentos sdo moléculas de
DNA, de RNA e de proteinas. Como tais moléculas sédo polimeros que podem ser
representadas de maneira facil por uma sequéncia de caracteres, comparar moléculas
resume-se, na pratica, a fazer uma comparacao das sequéncias correspondentes.

A sequéncia consenso refere-se a regido de consenso em sequéncias
alinhadas de forma a maximizar suas homologias. Para que uma sequéncia seja
aceita como consenso, cada base individual deve ser predominante na respectiva
posi¢do. Estando alinhadas n sequéncias, ao final desse alinhamento sera identificada
uma nova sequéncia com as similaridades, polimorfismo e os gaps. A sequéncia
consenso é de fundamental importancia para identificar individuos que sofrem

mutac¢des numa dada caracteristica num determinado gene.
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Em alinhamentos locais, segmentos das sequencias com as mais altas
densidades de coincidéncias sao alinhados gerando uma ou mais ilhas de sub-
alinhamentos nas sequéncias. Alinhamentos locais sdo mais apropriados para alinhar
sequencias que sao similares ao longo de um trecho de suas sequencias e mais
dissimilares em outros trechos, ou entéo, sequencias que diferem muito no tamanho
ou que compartilham uma regido ou dominio conservado.

O alinhamento ClustalwW € um método de alinhamento multiplo global, ou seja,
a similaridade € considerada ao longo de todas as sequéncias, e segue uma
abordagem progressiva; comega com as sequéncias mais similares organizando a
partir destes, uma arvore filogenética. O alinhamento global tem como objetivo tentar
alinhar as sequéncias completamente usando o maximo de caracteres possiveis em
toda a extensdao.

Para escolher o melhor alinhamento € utilizada a técnica do algoritmo de
programacao dinamica, onde é criado um sistema de pontuacao (score), 0s critérios
sdo matches que corresponde as bases iguais, mismatches sao as bases diferentes
e 0S gaps que representam as insercbes entre as sequéncias. Esse valor de
pontuacdo é computado com o intuito de penalizar as diferencas das sequéncias e
privilegiar as similaridades. O melhor alinhamento é aquele que maximiza o score. O
alinhamento de 2 sequéncias é representado como uma matriz de 2 linhas por C
colunas, onde C é o tamanho das sequéncias apds o alinhamento, similarmente, um
alinhamento de 3 sequéncias é representado como uma matriz de 3 linhas por C
colunas.

O alinhamento ClustalW é feito em 3 passos. No 1° passo é feito o alinhamento
par a par para todos o0s possiveis conjuntos de sequéncias e a distancia do
alinhamento de cada par € obtida através do algoritmo de programacdo dinamica.
Considerando um conjunto de n sequéncias, o algoritmo de programacéo dinamica
sera realizado n(n — 1)/2 vezes, essa é a fase mais critica em relacdo ao tempo de
processamento. No 2° passo é construida uma arvore guia que conduzira o
alinhamento multiplo. O 3° passo é o alinhamento progressivo, onde se comeca pelas
duas sequéncias mais similares encontradas no passo 1 e em seguida € utilizada a
arvore guia do passo 2 que vai adicionando as sequéncias e alinhando-a ao
alinhamento ja existente. Para um conjunto de n sequéncias, sdo necessarios n — 1
alinhamentos nessa ultima etapa, ou seja, o algoritmo de programacao dinamica é

realizado n — 1 vezes.
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O alinhamento multiplo passa a ser um problema quando a quantidade de
sequéncias aumenta significativamente, ainda mais considerando que o volume de
dados a serem analisados aumenta diariamente. A fase mais critica do alinhamento
multiplo progressivo € o alinhamento par a par, pois demanda grande custo
computacional.

Seja sy, 5y, ...,S; sequéncias de DNA, um alinhamento de s;,s,,...,sx € uma
matriz A = A;; de dimensé&o k X n. Dizemos que dois caracteres s;[j] e s;[j'] estdo
alinhados se ambos estdo na mesma coluna da A. Onde s; é a sequénciae j é a

posi¢ao do nucleotideo na sequéncia.

3.3 DISTANCIA DE JUKES — CANTOR (JC69)

A distancia genética € uma medida da diferenca de material genético entre
diferentes espécies ou individuos da mesma espécie. Uma das formas de conhecer a
relacdo que existe entre determinadas espécies € através do calculo da distancia entre
sequéncias de DNA. Ao comparar o percentual da diferenca entre genes ou
sequéncias de DNA de funcéo desconhecida de diferentes espécies, um valor pode
ser obtido, tal medida é a medida da distancia genética.

Dependendo da diferenca, a distancia genética pode ser usada como uma
ferramenta para constru¢cdo de dendogramas mostrando a arvore filogenética das
espécies em estudo. A utilizacdo da distancia genética € uma técnica de grande
importancia nos programas de melhoramento genético, pois fornece informacdes Uteis
na caracterizacao, conservacao e utilizacao dos recursos genéticos disponiveis.

O modelo proposto em 1969 por Thomas H. Jukes e Charles R. Cantor (JUKES
E CANTOR, 1969) assume que todas as bases tem igual probabilidade de ocorréncia.

Através deste modelo obtém-se a distancia genética entre duas sequéncias.

3 4
dyj = —zIn(1 —2py)
em que p;; € a proporcéo de diferencas de nucleotideos observada entre duas
sequénciasiej, e

p..:@
L n

Em que n, € a quantidade de nucleotideos diferentes entres as duas sequéncias e n

€ a quantidade de nucleotideos.
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3.4 METODO DE AGRUPAMENTO PELA MEDIA DAS
DISTANCIAS

Os métodos de agrupamento tém por finalidade separar um grupo original de
observacbes em varios subgrupos, de forma a obter homogeneidade dentro e
heterogeneidade entre os subgrupos (MINGOTI, 2005). Dentre estes métodos, 0s
hierarquicos e os de otimizacdo sdo empregados em grande escala na area de
melhoramento genético. Nos métodos hierarquicos, os genétipos sdo agrupados
através de um processo que se repete em Varios niveis, sendo estabelecido um
dendrograma, uma forma de representar a estrutura de agrupamento com base na
distancia entre os pares de gendtipos € definida por CRUZ & REGAZZI (2001).
Existem varias formas de representar esta estrutura de agrupamento, tais como: o
método do vizinho mais proximo, o método do vizinho mais distante, método de
agrupamento pareado ndo ponderado baseado na média aritmética - UPGMA
(unweighted pair-group method using arithmetic averages), método de Ward, dentre
outros. O método UPGMA foi desenvolvido para construcdo de arvores filogenéticas
que apresentem similaridade nas unidades taxondmicas que se deseja comparar
(Graur & Li, 1999).

Este método define a distancia entre dois grupos como sendo a média das
distancias entre todos os pares de elementos, sendo um em cada grupo. Este
procedimento pode ser utilizado tanto para medidas de similaridade como de
distancia, contanto que o conceito de uma medida média seja aceitavel (Everitt, 1974).
Os grupos sao reunidos em um novo grupo quando a média das distancias entre seus
elementos € minima.

No método das médias das distancias se define a distancia entre dois grupos,
i e j, como sendo a média das distancias entre todos os pares de objetos constituidos
por elementos dos dois grupos. A estratégia é que o valor médio tem a vantagem de
evitar valores extremos e de tomar em consideracdo toda a informag&o dos grupos.
Um grupo passa a ser definido como um conjunto de individuos no qual cada um tem
mais semelhancas, em meédia, com todos os membros do mesmo grupo do que com
todos os elementos de qualquer outro grupo (Reis, 1997).

Algoritmo:

Passo 1. Determina-se a matriz de distancias inicial;
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Passo 2. Localizam-se os dois elementos que apresentam a menor distancia,
reunindo em um Unico grupo;

Passo 3. Calcula-se a distancia entre os diversos pares de grupos como sendo a
meédia das distancias entre todos os pares de seus elementos, sendo um elemento de
cada um dos grupos;

Passo 4. Os dois grupos que apresentam menor distancia sdo reunidos em um anico

grupo.

Média das distancias:

di + |—2—| g
Pkt ni+nj'k1

d*k;j, dy;€ di; sao as distancias entre os elementos de k e agrupamento ij, ke i, k e,

dk; = |—
b nl+nj

em que:

e i e |, respectivamente;
n; € n; sdo a quantidade de elementos nos agrupamentos i e j, respectivamente.

As medidas de dissimilaridade entre as observa¢cfes podem ser varias, a mais
comum delas é a distancia euclidiana. A distancia euclidiana entre dois elementos X =

[x1, X2, ..., xp] €Y = [¥1,¥2, ..., ¥p] € definido por:

3.6 COEFICIENTE DE CORRELACAO COFENETICA (CCC)

O coeficiente de correlacao cofenética mede o grau de ajuste entre a matriz de
dissimilaridade (Matriz Fenética F) e a matriz resultante da simplificacdo
proporcionada pelo método de agrupamento (matriz cofenética C), (FARRIS, 1969).
Quanto maior o valor obtido para o coeficiente de correlacdo, menor sera a distor¢ao
provocada pelo agrupamento de todos os individuos. A correlacdo foi calculada
conforme Bussab et al., (1990):

SR Y (cij—0)(di—d)

\/Z?z_ll 7]"l:i-'.1(cij _E)ZJZ?z_ll ?=i+1(dij _E)z

rcof = , em que,
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c;j= valor de dissimilaridade entre os individuos i e j, obtidos a partir da matriz
cofenética;

d;;= valor de dissimilaridade entre os individuos i e j, obtidos a partir da matriz de
dissimilaridade;

Nota-se que essa correlacao equivale a correlacdo de Pearson entre a matriz
de dissimilaridade original e aquela obtida apds a construcéo do dendrograma. Assim,
guanto mais proximo de 1, menor sera a distor¢cdo provocada pelo agrupamento dos
individuos com os métodos.

Para Bussab et al., (1990), o desafio é responder se o valor observado € alto
ou baixo. Responder a isto é tdo dificil como responder, na maioria das situacdes, o
gue é um alto coeficiente de correlacdo entre duas variaveis. Depende da area de
estudo e de padrdes que vao se desenvolvendo com a pratica. Pode-se adiantar que
em analise de agrupamento, algo em torno de 0,8 ja pode ser considerado um bom

ajuste.

3.6 ENTROPIA

O conceito de entropia na teoria da informacdo tem origem no trabalho de
Shannon (1948), onde mostra que processos aleatérios tais como a fala ou a musica
tem uma complexidade abaixo da qual o sinal ndo pode ser comprimido. A esta
complexidade ele chamou entropia, nome derivado da fisica, em particular da fisica
estatistica, onde era usado como medida do estado de desordem de um sistema.
Entropia tem a ver com a probabilidade das possibilidades. Se o sistema esta muito
ordenado, a entropia € zero, a medida que o sistema se desordena, a entropia vai

atingir o seu valor maximo.
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3.6.1 ENTROPIA DE SHANNON

Suponhamos que x é uma variavel aleatéria discreta de X e distribuicdo de
probabilidade p(x) = Pr(X =x),x € X. A entropia H(X) de uma v.a discreta X é
definida por (SHANNON, 1948) :

Hs(X) = = ) p(0)log,p(x)

x€X

3.6.2 ENTROPIA DE RENYI

Rényi (1976) propds uma definicdo mais geral de entropia na qual a entropia
de Shannon aparece como um caso particular. Para uma v.a discreta a entropia de

Rényi é dada por:

1
Ha(X) = ——log, ) p(x)*

1—a
xXeEX

onde a é um parametro livre denominado ordem.

3.6.3 ENTROPIA DE TSALLIS

A entropia de Tsallis € uma generalizacéo da entropia de Boltzmann-Gibbs.

Ela foi formulada por Constatino Tsallis em 1988 e é definida como:

1
Hy(X) = = (1= ) p"(0)

xeX

onde g é um parametro real.

3.6.4 ENTROPIA CONDICIONAL

A entropia conjunta H(X,Y) das variaveis aleatérias X e Y com distribui¢cdo de

probabilidade conjunta p(x,y) é definida como:

HIGY) = D7 p)log p(x,y)

XEX YyEY
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A entropia de uma variavel aleatoria X, condicionada pela presenca (ou
conhecimento) de outra variavel Y, mede a incerteza de X quando Y € conhecida. Se
condicionarmos um valor especifico Y = y, as probabilidades condicionais {p(x|y), x €
X} podem ser usadas na defini¢ao original, pois verificam 0 < p(x|y) <1 e

2xexp(xly) =1,
qualquer que seja y € Y. Surge assim a entropia (incerteza) de X, condicionada a que
Y =y, dado por
HIXIY = ) = = ) pGely)logn(x]y)

xX€EX

3.7 TESTE DE MANTEL

O teste de Mantel (MANTEL, 1967) tem como objetivo comparar duas matrizes
de semelhanca (distancia ou similaridade) derivada de dois conjuntos de dados
multidimensionais. A estatistica do r de Mantel varia de -1 a +1. Quanto maior a
correlacdo entre as matrizes de distancia, maior o valor de r.

Seja uma variavel observada em n localizagcbes, obtém-se duas matrizes A e
B, de dimenséo n x n, simétricas, cujos elementos representam distancias, em alguma

métrica, entre as observacoes.

0 ayy .. apn 0 by ... by

_ a1 0 N _ b21 0 bTLZ
A=y 0 o0 |®BEly s o0
Ani QApz .. O b1 by ... 0

A estatistica do teste é dada pelo coeficiente de correlacdo de Pearson entre 0os
elementos correspondentes de A e B, isto é,
. m Yi<j Qijbij — i) @ij Xi<;j bij
J[m2i<j ali — Cicj a;j)?*|[mXi<; b — Qi) bij)?]

Que produz o valor r, quando calculada para os valores observados. A seguir

permutam-se varias vezes linhas e colunas de uma das matrizes, e obtém-se os
valores da estatistica dos dados aleatorizados r,;. A proporgéo p de valores ry; > 1, é
comparada com um valor de nivel de significancia pré-fixado a e rejeita-se a hipotese
nula se p<a. A hipotese nula € de que ndo existe relacdo linear entre

correspondentes das matrizes de distancia.
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Sendo as matrizes A e B simétricas, a correlagédo entre todos os elementos fora

. . . . ~ -1
da diagonal principal € a mesma que a correlacdo de m = "(nT) elementos na parte

triangular superior ou inferior da matriz. Note-se ainda que o Unico termo que €
alterado no valor de r pela mudanca da ordem dos elementos em uma das matrizes

A ou B é a soma dos produtos Y. a;;b;;.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ANALISE GENETICA

Foram analisadas 145 sequéncias através do software DAMBE 5.3.2 (Data
Analysis in Molecular Biology and Evolution) e MEGA 5.05 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) utilizando a ferramenta ClustalW e também o software R 2.15.1

Com o alinhamento foi possivel observar as regides onde os nucleotideos se
repetiam e desta forma foi gerada uma sequéncia padréao, denominada de sequéncia
consenso. Apos a construgdo e analise dos alinhamentos foi feito um estudo descritivo
da composicdo de cada sequéncia. Em seguida foram calculadas as distancias
genéticas e realizados os agrupamentos.

Pelo alinhamento podemos observar uma maior concentracdo de regifes

similares nas posicdes 117 até 173 sendo a maioria o nucleotideo G.



Bold — TA — 205F_— PlacaZ_Seqd4 _H0O7 abl
Bold _— TA — 195F_— PlacaZ_Seqd_G07 . abl
Bols — SB — 108F_— placal=segZ_HO03 . abl
Bold — IA — 181F — Placa2_Seqd4 _C06.abl
Bold — SB — 110F_— placalseqgZ_B04 . abl
Bolid — T4 — 21F — placalseq2_ D06 .abl
Bold_— TA — 170F_— PlacaZ_Seqd_(C05.abl
BoLi - SB — 109F_— FlacaZ Seqd_All.abl
BoLi - SE — 84F — Placa? Segd C10.abl
Bold — T& — 218F — Placa2_Seqd4_ D09 abl
Eoli — SE - 109F — placalseq? &04.abl
EBolid — SB — 93F_— placalseqgZ_FO02. abl
BDLA - IA - 124F — placal=egZ_B0O8 . abl
BoLi - I& — 210F — Placa2_Seqd_F08.abl
Boli — I& — 32F — placalseq? E07.abl
Bold _— TA — 198F_— PlacaZ_Seqd_E07 abl
Bold — TA — 18F — placalseq2 BO&.abl
BoLi - IA — 143F — Placa?_Seqd D02 abl
BoLi - I& — 131F — Placa?_Seqd_a01l.abl
BolLd — TA — 153F_— PlacaZ_Seqd4_E03 . abl
BoLi_- SB —_36F_—_Luciana_A09. abl
Bold_— TA — 230F_— PlacaZ_Seqd4_H09 abl
BDLA - IA - 31F - placalseq2 Do? . abl
Boli — SB - 107F — placalsege (03 .abl
Boli - I& — 215F — Placa?_Seqd_G03. abl
Bold_— TA — 190F_— PlacaZ_Seqd_G06.abl
Bold — SB — 117F — placal=segZ_F04 . abl
Bold — SB — 88F — Placa2_Segd4_D10.abl
Bold — T& — 182F — Placal2_Seqd4 D06 . abl
BolLd — TA — 133F_— PlacaZ_Seqd4_C01.abl
Bold_— SB —-_54F_-— Lu01ana El0.abl

BoLi - IA — 138F — Placa? Seqd_GO1.abl
Bold — I4 — 29F — placalseg2_ BO7.abl
BoLd_— T& — 140F_— Placa?2_Seqd4_A02 abl
Consensus
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—hATAAAAATGEGCCCAAAATTTTTATTTC———TTTCAACGGG——ACC-GAGC—GGGETGCGGTTGCCTG-GAC—AGA—TACT-TC-TAT—AAT-GG-AGAAGA-GTA-CGTGCGCTTCGACAG
————bATAAAGGEEGECCA—AAT-GTCATTT————CTTCA-CGGG——ACC—GAGC——GGGETGCEGTT-GCTG—GAC——AGA——CACT-TC-TAT——AAT-GG-AGAAGA-GTT-CGTGCGCTTCGACAG
——————— AATTAGGGCGA——GT-GTCATTT————CTTCAACGGG——ACC-GAGC—GGEGETGCGGTT-CCTG-GAC—AGA—CACT-TC-CAT——AAT-GG-AGAAGA-GTT-CGTGCGCTTCGACAG
————TAAACAAAAAACGA-GT——GTCATTTT——CT TCAACGGG—ACC-GAGC—GGGE TG TT-CCT G- GAC —AGA—TACT-AC-ACT—AAT-GL-AGAAGA-GAC-CGTGCGCTTCGACAG
TATTTTAAACGA—GT——GTC-TTT————CTTCAACGGG——ACC-GAGC—GGETGCGGTT-CCTG—GAC—AGA——TACT-AC-ACT—AAT-GG-AGAAGA-GAC-COTGCGCTTCGACAG
—————— ATTTAAGACGA-GT—GTCATTT————CTTCA-CGGG——ACC-GAGC——GEGETGCGGTT-CCTG-GAC——AGA—TACT-AC-ACT——AAT-GG-AGAAGA-GAC-COTGCGCTTCGACAG
————————— AGGAACGA-AGTGTTCATTTT———CTTCAACGGEG——ACC-GAGC——GEGTGCGETT-CCTG-GAG——AGA——CCCT-TC-TAT——AAT-GG-AGAAGA-GT A-CGTGCGCTTCGACAG
TATTTAGAACGA-GTT-GTCATTT————CTTCA-CGGG——ACC—GAGC——GGGETGCGGTT-CCTG-GAC—AGA—TACT-TC-ACT——AAT-GG-AGAAGA-GAT-CGTGCGCTTCGACAG
———TTATTTAAAACCGA-GT—GTCAT T T————CT TCA-CGGG—ACC-GAGC—GGGE T GGG TA-CCT G- GAC —AGA—TACT-TC-CAT—AA T-GLo-AGAAGA-GTT-CGTGCGCTTCGACAG
——————— ThhAAAEGECGA-G-T-GTCATTT————CTTCAACGGG——ACC-GAGC——GLGETGoGGTT-GCTG-GAC——AGA—CACT-TC-TAT——AAT-GG-AGAAGA—GTA-COTGCGCTTCGACAG
————TTAATTTAGAACGA——GT-GTC-TTT————CTTCA-CGGG——ACC-GAGC—GGGETGCGGTT-CCTG-GAC—AGA—TACT-TCACAT——AAT-GG-AGAAGA-GAT-COTGCGCTTCGACAG
——————— CTAAAGGACA—AAG-GTCATTT————CTTCA-CGGEG——ACC-GAGC—GGEGETGCGGTT-GCTG-GAC—AGA—CACT-TC-TAT——AAT-GG-AGAAGA-GTA-CGTGCGCTTCGACAG
—————— TAATAAAGACGA-GT——GTCATTT-———CTTCA-CGGG——ACC-GAGC——GGGETGCGGTT-CCTG—GAC—AGA—TACT-AC-ACT——AAT-GG-AGAAGA-GAC-CGTGCGCTTCGACAG
AGGEEGACCGAAGCCGEEGTCCEL T T-CrT - GAC——AGA——TACT-AC-ACT—AATCGCCATAAGA-GAC-CoTGCLCTTCGACAG
GECATTT————CTTCA-CGGE——AC——GAGC——GGGTGCGLTA-CCTG-GAC—AGA——TACT-TC-CAT-——AAT-GG-AGAAGA-GTT-CoTGCGCTTCGACAG
————— TTTTCTTAAACGA———GTGTCTTTT————CTTCA-CGGG——ACC-GAGC——GEGETGCGGTT-CCTG-GAG——AGA——TCCT-TC-TAT——AAT-GG-AGAAGA-GAA-CGTGCGCTTCGACAG
ACCATTTTTC-TTTCAACGGGA-ACC-GAGC——GGGTGCGLTTCGCTG-GAC—AGAT-CACT-TC-CAT-—AAT-GG-AGAAGA-GTA-CETGCGCTTCGACAG
—————— AATTAAGGGCGA-G-T—GTCATTT————CTTCAACGGG——ACC-GAGC—GGGTGCGGT T- G TEAGAC——AGA——CACT-TC-CAT—AAT-GG-AGAAGA-GTT-CGTGCGCTTCGACAG
————— AAAAAAACGGGA-AAT-GTCATTT————CTTCAACGGG——ACC-GAGC—GLGE TG GG TT-CCTG-GAC——AGA—CACT-TC-CAT—AA T-GG-AGAAGA-GTA-CCTGCGCTTCGACAG
—————— ATAAAAGGACG—AGT-GTCATTT————CTTCA-CGGG——ACC-GAGC—GGGETGCGGTT-GCTG-GAC—AGA——CACT-TC-TAT—AAT-GG-AGAAGA-GTT-COTGCGCTTCGACAG
—————— GATTTAGGGCGA——GT-GTCATTT————CTTCA-CGGG——ACC-GAGC——GGGETGCEGTT-GCTG—GAC——AGA——CACT-TC-TAT——AAT-GG-AGAAGA-GTA-CGTGCGCTTCGACAG
———————— ThhACOECE——AGT-GTCATTT————CTTCA-CGGEG—ACC-GAGC——GEGTGCGETT-GCTG-GAC——AGA——TACT-TC-TAT——AAT-GG-AGAAGA-GTA-CGTGCGCTTCGACAG
—————————— CGEGCCGA—ATTETCATTTTT——CTTCA-CGGEG——ACC-GAGC——GEGTGCGETT-GCTG-GAC ——AGA——TACT-TC-TAT——AAT-GG-AGAAGA-GTA-CGTGCGCTTCGACAG
————— TaATAAAAACCGA-GT—GTCATTT————CTTCA-CGGEG——ACC-GAGC—GEGETGoGGTT-CCTG-GAC——AGA—TACT-AC-ACT—AAT-GG-AGAAGA-GAC-COTGCGCTTCGACAG
—————— GTCTACGGGCGA—AT-GTCATTT————CTTCA-CGGG——ACC-GAGC—GGGETGCGGTT-GCTG—GAC—AGA——TACT-TC-TAT—AAT-GG-AGAAGA-GTA-CGTGCGCTTCGACAG
————— ThhATTACAACGA——AT—-GTCATTT————CTTCAACGGG——ACC-GAGC——GEGETGCGGTT-CCTG-GAC——AGA——TACT-TC-CAT——AAT-GG-AGAAGA-GTT-CGTGCGCTTCGACAG
————— AATARAAAGGCGA-G-T-GTCATTT————CTTCAACGGG——ACC-GAGC—GGEGETGCGGTT-GCTG-GAC—AGA—CACT-TC-TAT——AAT-GG-AGAAGA-GTA-CGTGCGCTTCGACAG
————— AAATAALAAAAAA-AT——CGTCATTT———CTTCAACGGG——ACC-GAGC—GLGE TG GG TT-CCTG-GAC—AGA—TECT-AC-ACT— AL T-GG-AGAAGA-GAC-CGTGCGCTTCGACAG
————=TTATTAAAGGCCGA——GT-GTCAT TT————CT TCA-CGGG——ACC-GAGC——GGGTGCGGTT-GCTG—GAC—AGA——CACT-TCATAT—AAT-GG-AGAAGA—-GTA-CETGCGCTTCGACAG
————hAAAATAAGACCGA—GT-GTCATTT-———CTTCAACGGG——ACC-GAGC—GGGETGCGGTT-GCTG—GAC—AGA——CACT-TC-CAT—AAT-GG-AGAAGA-GTA-CETGCGCTTCGACAG

—————————— ThATAGGA—————GGEGCTTT—————-TTCA——GGEG——AC—GAGC——GEGTGCGETT-CCTG-GAC——AGA——TACT-TC-TAT——AAT-GG-AGAAAA-GT A-CGTGCGCTTCGACAG
——ATAAATAAAGAACCGAAGTGTTCAT T T————CT TCAACGGG—ACC-GAGC—GGGETGCGGTT-GCT G- GAC—AGA—TACT-TC-CAT—AAT-GLo-AGAAGA-GTT-CGTGCGCTTCGACAG
————— TaATTTGEEGCGEAAT——GTCATTT————CTTCA-CGGG——ACC-GAGC——GEGETGoGGTT-CCTG-GAC——AGA—TACT-TC-TAT——AAT-GG-AGAAGA-GTA-CETGCGCTTCGACAG
GGAATTAATTAAGGGCGAAGTTTGTCATTTTCCCCTTCAACGGGGGACCGGAGCCGEGGETGCGGTTCCCTCAGACACAGATCTACTTTCATATTAAATGGGEAAGAAGAAGTAACGTGCGCTTCGACAG

10 20 30 40 50 ] 70 a0 30 100 110 120 1
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Figura 2: Alinhamento de parte das sequéncias da posicdo 1 até 128
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Observa-se nas tabelas 1 a 5 que a média de cada base ndo se aproxima da
guantidade de cada base da sequéncia consenso, ao contrario das probabilidades de

cada base em que os valores sdo bem semelhantes.



Tabela 1: Quantidade e frequéncia de cada base (A, C, G, T) em cada sequéncia

Sequéncias A |C| G |T|Total| PA| PC | PG | PT
1-BoLA_- 1A - 200F 70 |59|98 (46| 273 |0,26| 0,22 | 0,36 | 0,17
2-BoLA - |A - 155F 66 |60(100|/51| 277 |0,24| 0,22 | 0,36 | 0,18
3-BoLA - |IA - 145F 61 |61(101/49| 272 |0,22| 0,22 | 0,37 | 0,18
4-BoLA - SB_- 61F 59 |64|99 (48| 270 |0,22| 0,24 | 0,37 | 0,18
5-BoLA - SB - 51F 64 |59(104 44| 271 |0,24| 0,22 | 0,38 | 0,16
6-BoLA - |IA - 30F 60 |62|96 52| 270 |0,22|0,23|0,36| 0,19
7-BoLA_- SB - 102F 61 |62(105/46| 274 |0,22| 0,23 |0,38| 0,17
8-BoLA - SB - 98F 62 |63|97 |52| 274 |0,23]0,23|0,35|0,19
9-BoLA - _IA - 0O6F 59 |62(100/45| 266 |0,22| 0,23 |0,38| 0,17
10-BoLA_- IA_- 161F | 64 |61/103|46| 274 |0,23|0,22 | 0,38 | 0,17
11-BoLA_- SB_- 75F 61 |63|96 (51| 271 |0,23|0,23|0,35|0,19
12-BoLA_- IA_- 127F | 58 |64|103|46| 271 |0,21|0,24 | 0,38 | 0,17
13-BoLA_- IA_- 219F | 60 |62| 96 |52| 270 |0,22| 0,23 | 0,36 | 0,19
14-BoLA_- SB_- 118F | 65 |63| 96 |50| 274 |0,24| 0,23 | 0,35 0,18
15-BoLA - IA - 164F | 62 |67|91 50| 270 |0,23|0,25|0,34 | 0,19
16-BoLA - SB - 63F 62 |58(101/49| 270 |0,23| 0,21 |0,37| 0,18
17-BoLA_- IA_- 122F | 60 |64| 97 |47| 268 |0,22| 0,24 | 0,36 | 0,18
18-BoLA - IA - O5F 57 |66|96 (45| 264 |0,22| 0,25 0,36 | 0,17
19-BoLA - IA - O1F 57 |51|93 35| 236 |0,24| 0,22 | 0,39 | 0,15
20-BoLA_- SB - 66F 59 |60(100/47| 266 |0,22| 0,23 |0,38| 0,18
21-BoLA - IA - 148F | 62 |60|101(47| 270 |0,23|0,22|0,37 | 0,17
22-BoLA - SB - 100F | 60 |63|102|47| 272 |0,22|0,23|0,38| 0,17
23-BoLA - IA - 17F 61 |59(10248| 270 |0,23| 0,22 | 0,38 | 0,18
24-BoLA - IA - 142F | 64 |59|102|47| 272 |0,24| 0,22 |0,38 | 0,17
25-BoLA - IA - 183F | 64 |65|94 (49| 272 |0,24| 0,24 |0,35| 0,18
26-BoLA_- IA - 15F 60 |65|96 (47| 268 |0,22| 0,24 | 0,36 | 0,18
27-BoLA_- IA - 28F 58 |66|98 45| 267 |0,22| 0,25 0,37 | 0,17
28-BoLA_- IA - 173F | 62 |61|97 |46| 266 |0,23| 0,23 |0,36| 0,17
29-BoLA_- SB_- 85F 63 |62|98 (43| 266 |0,24|0,23|0,37 | 0,16
30-BoLA - |A - 144F | 60 |63]99 (49| 271 [0,22| 0,23 | 0,37 | 0,18
31-BoLA - SB - 112F | 63 |59|101(46| 269 |0,23| 0,22 | 0,38 | 0,17
32-BoLA_- SB - 52F 62 |61(103(47| 273 |0,23| 0,22 | 0,38 | 0,17
33-BoLA_- SB - 99F 62 |70(100(45| 277 |0,22] 0,25 | 0,36 | 0,16
34-BoLA - |A - 203F | 62 |60[100(48| 270 [0,23| 0,22 | 0,37 | 0,18
35-BoLA_- |IA - 24F 56 |61(101/47| 265 |0,21| 0,23 |0,38| 0,18
36-BoLA - |IA - 121F | 59 |62| 99 |[50| 270 [0,22| 0,23 | 0,37 | 0,19
37-BoLA_- IA - 141F | 64 |62| 97 |50| 273 |0,23| 0,23 | 0,36 | 0,18
38-BoLA_- |IA - 151F | 64 |61|105|50| 280 |0,23| 0,22 | 0,38 | 0,18
39-BoLA - |A - 206F | 55 |60|101|51| 267 |0,21| 0,22 | 0,38 | 0,19
40-BoLA - IA - 202F | 59 |59|106|50| 274 |0,22| 0,22 |0,39 | 0,18
41-BoLA - IA - 147F | 65 |57|101|48| 271 |0,24|0,21 | 0,37 | 0,18
42-BoLA - IA - 191F | 83 |91|124|63| 361 |0,23| 0,25 0,34 | 0,17
43-BoLA - IA - 06F 64 |60(103/48| 275 |0,23| 0,22 | 0,37 | 0,17
44-BoLA - IA - 10F 68 |64|96 (46| 274 |0,25| 0,23 | 0,35| 0,17
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Tabela 2: Quantidade e frequéncia de cada base (A, C, G, T) em casa sequéncia (continuagao)

Sequéncias A C| G| T |Total| PA | PC| PG| PT
45-BoLA_- IA - 128F 66 | 64 |103| 45 | 278 |0,24|0,23|0,37| 0,16
46-BoLA - SB_- 76F 68 | 58 | 99 | 46 | 271 |0,25|0,21|0,37| 0,17
47BoLA - IA - 35F 57 | 60 | 95 | 39 | 251 |0,23|0,24|0,38| 0,16
48-BoLA - IA - 188F 62 | 61 | 96 | 52 | 271 |0,23|0,23|0,35| 0,19
49-BoLA - SB_- 92F 67 | 66 | 99 | 50 | 282 |0,24|0,23|0,35| 0,18
50-BoLA - |A - 224F 63 | 59 | 98 | 51 | 271 |0,23|0,22|0,36| 0,19
51-BoLA_- SB_- 49F 65 | 60 |103| 46 | 274 |0,24|0,22|0,38| 0,17
52-BoLA - SB - 101F 69 | 59 |101| 44 | 273 |0,25|0,22|0,37| 0,16
53-BoLA_- IA - 171F 62 | 61 | 97 | 49 | 269 |0,23|0,23|0,36| 0,18
54-BoLA - |A - 222F 70 | 67 | 96 | 46 | 279 |0,25|0,24|0,34| 0,16
55-BoLA_- SB - 67F 74 | 88 |129| 61 | 352 |0,21|0,25/0,37| 0,17
56-BoLA_- |IA - 20F 60 | 61 | 94 | 44 | 259 |0,23|0,24|0,36| 0,17
57-BoLA_- SB - 88F 63 | 60 |105| 43 | 271 |0,23|0,22|0,39| 0,16
58-BoLA - |A - 152F 68 | 62 | 98 | 43 | 271 |0,25|0,23|0,36| 0,16
59-BoLA - IA - 129F 60 | 62 |100| 50 | 272 |0,22|0,23|0,37| 0,18
60-BoLA_- IA - 167F 67 | 69 | 95 | 44 | 275 |0,24|0,25|0,35| 0,16
61-BoLA - IA - 169F 65 | 62 |102| 48 | 277 |0,23|0,22|0,37| 0,17
62-BoLA_- SB_- 60F 65 | 58 |103| 44 | 270 |0,24|0,21/0,38| 0,16
63-BoLA_- SB_- 93F 59 | 62 |101| 47 | 269 |0,22|0,23|0,38| 0,17
64-BoLA_- IA - 136F 60 | 64 | 95 | 45 | 264 |0,23|0,24|0,36| 0,17
65-BoLA - IA_- 174F 61 | 64 | 97 | 48 | 270 | 0,23/0,24|0,36/| 0,18
66-BoLA_- SB_- 42F 66 | 60 |104| 44 | 274 |0,24|0,22|0,38| 0,16
67-BoLA_- IA - 162F 67 | 67 |103| 51 | 288 |0,23|0,23|0,36| 0,18
68-BoLA_- IA - 177F 61 | 59 |101| 47 | 268 |0,23|0,22|0,38| 0,18
69-BoLA - IA - 157F 60 | 64 | 98 | 49 | 271 |0,22|0,24|0,36| 0,18
70-BoLA_- SB_- 98F 54 | 57 | 88 | 46 | 245 |0,22|0,23/0,36| 0,19
71-BoLA - SB - 114F 8 77 |138| 69 | 392 |0,28|0,20/0,35| 0,18
72-BoLA_- IA_- 178F 65 | 61 | 96 | 47 | 269 |0,24|0,23|0,36| 0,17
73-BoLA_- SB - 91F 67 | 63 | 96 | 45 | 271 |0,25|0,23|0,35| 0,17
74-BoLA_- 1A _- 125F 55 | 59 |105| 50 | 269 |0,20|0,22|0,39| 0,19
75-BoLA_- IA - 208F 58 | 63 |100| 49 | 270 |0,21|0,23|0,37| 0,18
76-BoLA_- 1A - 179F 60 | 63 |103| 49 | 275 |0,22|0,23|0,37| 0,18
77-BoLA_- 1A - 10F 66 | 62 | 95 | 50 | 273 | 0,24|0,23|0,35| 0,18
78-BoLA_- SB_- 102F 60 | 62 |102| 47 | 271 |0,22|0,23|0,38| 0,17
79-BoLA_- IA - 139F 59 | 63 |102| 46 | 270 |0,22|0,23|0,38| 0,17
80-BoLA - SB - 80F 65 | 61 | 99 | 44 | 269 |0,24|0,23|0,37| 0,16
81-BoLA - IA - 172F 81 | 86 |131| 62 | 360 |0,23|0,24|0,36| 0,17
82-BoLA - |A - 34F 59 | 64 |100| 47 | 270 |0,22|0,24|0,37| 0,17
83-BOLA - SB - 79F 63 | 61 | 98 | 49 | 271 | 0,23|0,23|0,36| 0,18
84-BoLA - |IA - 132F 84 | 91 |122| 63 | 360 |0,23|0,25/0,34| 0,18
85-BoLA - IA_- 126F 55 | 62 [101| 45 | 263 |0,21|0,24|0,38| 0,17
86-BoLA - |IA - 14F 60 | 63 | 95 | 45 | 263 |0,23|0,24|0,36| 0,17
87-BoLA_- IA - 166F 66 | 62 | 96 | 48 | 272 |0,24|0,23|0,35| 0,18
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Tabela 3: Quantidade e frequéncia de cada base (A, C, G, T) em casa sequéncia (continuagao)

Sequéncias A C | G |T|Total| PA| PC | PG| PT
88-BoLA_- IA - 149F 60 | 62 | 98 |51| 271 |0,22| 0,23 |0,36]| 0,19
89-BoLA - |A - 11F 63 | 61 (102|46| 272 |0,23| 0,22 [0,38]| 0,17
90-BoLA_- SB - 89F 60 | 63 | 99 (48| 270 |0,22| 0,23 |0,37| 0,18
91-BoLA - |A - 214F 56 | 61 [100|51| 268 (0,21 0,23 |0,37| 0,19
92-BoLA_- IA - 158F 66 | 60 | 97 |49| 272 |0,24| 0,22 |0,36]| 0,18
93-BoLA - SB - 59F 64 | 62 | 97 |49| 272 |0,24| 0,23 |0,36]| 0,18
94-BoLA_- IA - O3F 58 | 61 | 95 |47| 261 (0,22 0,23 |0,36]| 0,18
95-BoLA - |A - 194F 62 | 57 (102|51| 272 |0,23| 0,21 {0,38]| 0,19
96-BoLA_- SB - 72F 93 | 89 |135|65| 382 |0,24| 0,23 |0,35]| 0,17
97-BoLA - SB - 95F 62 | 61 | 96 |48| 267 |0,23| 0,23 |0,36]| 0,18
98-BoLA_- |A - 156F 58 | 64 | 99 |48| 269 (0,22 0,24 |0,37| 0,18
99-BoLA - |IA - 160F 58 | 62 | 97 |53| 270 (0,21 0,23 |0,36]| 0,20
100-BoLA - IA - 165F | 73 | 79 |120|77| 349 |0,21| 0,23 |10,34| 0,22
101-BoLA - SB_- 43F | 57 | 61 [102|49| 269 (0,21 0,23 |0,38] 0,18
102-BoLA - IA - 22F 57 | 60 [102|50| 269 (0,21 0,22 |0,38]| 0,19
103-BoLA - IA_- 25F 62 | 59 (102|48| 271 |0,23| 0,22 [0,38]| 0,18
104-BoLA - SB_- 78F | 63 | 66 [100|46| 275 |0,23| 0,24 |0,36]| 0,17
105-BoLA - IA_- 13F 61 | 63 [100|47| 271 |0,23| 0,23 |0,37| 0,17
106-BoLA - SB_- 94F | 57 | 60 |[101|42| 260 |0,22| 0,23 |0,39]| 0,16
107-BoLA - SB_- 99F | 83 | 91 |118|69| 361 |0,23| 0,25 |0,33]| 0,19
108-BoLA - IA_- 184F | 64 | 64 |101|45| 274 |0,23| 0,23 |0,37| 0,16
109-BoLA - IA - 150F | 69 | 60 | 97 |48| 274 |0,25| 0,22 |0,35]| 0,18
110-BoLA - SB_- 120F | 5 | 80 |137|71| 393 |0,27| 0,20 |0,35]| 0,18
111-BoLA - IA - 209F | 57 | 59 |100|46| 262 |0,22| 0,23 |0,38]| 0,18
112-BoLA - IA - 205F | 68 | 60 [101|51| 280 |0,24| 0,21 |0,36| 0,18
113-BoLA - IA - 195F | 63 | 59 |104|47| 273 |0,23| 0,22 {0,38]| 0,17
114-BoLA - SB - 108F | 59 | 63 [100(49| 271 |0,22| 0,23 |0,37| 0,18
115-BoLA - IA_- 181F | 95 | 97 [144|57| 393 (0,24 0,25 |0,37| 0,15
116-BoLA - SB - 110F | 65 | 60 | 99 |47| 271 |0,24| 0,22 |0,37| 0,17
117-BoLA - IA_- 21F 63 | 62 | 99 |45| 269 |0,23| 0,23 [0,37| 0,17
118-BoLA - IA_- 170F | 75 | 78 |132|62| 347 |0,22| 0,22 |0,38| 0,18
119-BoLA - SB_- 109F | 63 | 58 | 99 |51| 271 |0,23| 0,21 |0,37| 0,19
120-BoLA - SB_- 84F | 63 | 64 | 95 |50| 272 |0,23| 0,24 |0,35]| 0,18
121-BoLA - IA - 218F | 62 | 61 |101|46| 270 |0,23| 0,23 |0,37| 0,17
122-BoLA - SB - 109F | 64 | 57 |100|51| 272 |0,24| 0,21 |0,37| 0,19
123-BoLA - SB_- 93F | 63 | 62 |[100|45| 270 |0,23| 0,23 |0,37| 0,17
124-BoLA - IA - 124F | 66 | 60 [100(44| 270 |0,24| 0,22 |0,37| 0,16
125-BoLA - IA - 210F | 59 | 62 | 95 |35| 251 (0,24| 0,25 |0,38]| 0,14
126-BoLA - IA - 32F 57 | 60 | 95 |43| 255 |0,22| 0,24 |0,37| 0,17
127-BoLA - IA - 198F | 62 | 58 [102|49| 271 |0,23| 0,21 {0,38] 0,18
128-BoLA - IA - 18F 56 | 64 | 98 |45| 263 |0,21| 0,24 |0,37| 0,17
129-BoLA - IA - 143F | 61 | 62 | 98 |49| 270 |0,23| 0,23 |0,36] 0,18
130-BoLA - IA - 131F | 66 | 64 | 99 |44| 273 |0,24| 0,23 |0,36| 0,16

34
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Tabela 4: Quantidade e frequéncia de cada base (A, C, G, T) em casa sequéncia (continuacao)

Sequéncias A C G T |Total| PA | PC| PG | PT
131-BoLA - IA - 153F | 62 | 61 | 99 | 47 | 269 |0,23|0,23| 0,37 | 0,17
132-BoLA - SB_- 36F 58 | 61 | 103 | 48 | 270 |0,21|0,23|0,38 | 0,18
133-BoLA - IA_- 230F | 60 | 61 | 102 | 45 | 268 | 0,22 |0,23| 0,38 | 0,17
134-BoLA - IA_- 31F 60 | 60 | 103 | 47 | 270 | 0,22 |0,22| 0,38 | 0,17
135-BoLA - SB - 107F | 90 | 83 | 117 | 57 | 347 | 0,26 |0,24| 0,34 | 0,16
136-BoLA - IA - 215F | 58 | 61 | 103 | 47 | 269 | 0,22 |0,23|0,38 | 0,17
137-BoLA - IA - 190F | 63 | 65 | 92 | 51 | 271 |0,23|0,24| 0,34 | 0,19
138-BoLA - SB_- 117F | 64 | 61 | 100 | 46 | 271 | 0,24 |0,23| 0,37 | 0,17
139-BoLA - SB - 88F 71 | 60 | 97 | 44 | 272 | 0,26 |0,22| 0,36 | 0,16
140-BoLA - IA - 182F | 60 | 62 | 104 | 47 | 273 | 0,22 0,23/ 0,38 | 0,17
141-BoLA - IA - 133F | 64 | 67 | 94 | 48 | 273 |0,23|0,25| 0,34 | 0,18
142-BoLA - SB_- 54F 58 | 62 | 101 | 47 | 268 | 0,22|0,23|0,38 | 0,18
143-BoLA - IA_- 138F | 63 | 56 | 99 | 43 | 261 | 0,24 0,21 0,38 | 0,16
144-BoLA - IA_- 29F 64 | 64 | 101 | 49 | 278 | 0,23 0,23/ 0,36 | 0,18
145-BoLA - IA_- 140F | 63 | 59 | 103 | 47 | 272 | 0,23 0,22/ 0,38 | 0,17
Média 63,9|62,9/101,2|47,5|275,5|0,23|0,23| 0,37 | 0,17

Tabela 5: Quantidade e frequéncia de cada base (A, C, G, T) na sequéncia consenso

Sequéncias A C G T |Total| PA | PC | PG | PT
Consenso 112 | 101 | 162 | 66 | 441 | 0,25 0,23 | 0,37 | 0,15

Apéds a analise descritiva das sequéncias, calculou-se as distancias genéticas
utilizando a distancia de Jukers — Cantor (JC69). Pelo histograma da Figura 3, e tabela
6, podemos observar que os valores das distancias genéticas se concentram em torno
de 0.1 e registram uma média de 0.09568 e uma mediana de 0.09224, o que indica
gue os dados néo séo dispersos. Pelo Box plot da figura 4, visualizamos a presenca
de varios outliers, que sdo pontos atipicos que apresentam um grande afastamento
dos demais dados, nesse caso podemos interpretar como duas sequéncias bem

diferentes.
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Figura 3: Histograma das distancias genéticas e funcéo densidade

Tabela 6: Analise descritiva da distancia genética.

Distancia genética Minimo 1° quartii Mediana Média 3° quartil Maximo

Estatisticas 0.00000 0.07260 0.09224 0.09568 0.11300 0.39160

04

0.2 0.3
1 |
mem 000

0.1

2 8

Figura 4: Box plot das distancias genéticas
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Foi realizado também um agrupamento pela média das distancias com o intuito

de identificar grupos com maiores similaridades. Pela figura 5 € possivel destacar 5
grupos, sendo 2 grupos isolados; o primeiro contendo a sequéncia 141 e o segundo,
a sequéncia 144 que definimos de grupo 1 e grupo 2, respectivamente. Um terceiro
grupo foi formado pelas sequéncias 15, 36 e 37. O quarto grupo é o que contém a
maior quantidade de sequéncias, sendo um total de 123. E finalmente o quinto,
localizado no canto direito da figura 5 contendo 17 sequéncias. A correlacdo
cofenética deste método de agrupamento foi de 71% o que indica que os dados néo

estdo tdo bem agrupados.
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4.2 ENTROPIAS

A analise das entropias foram feitas através do software R 2.15.1 utilizando as
bibliotecas seqinr (Charif e Lobry, 2007) e vegan (Jari Oksanen, et al., 2008).

Primeiramente foram calculados varios tipos de entropias sem considerar nenhum
tipo de ordem, apenas todas as possiveis combinac¢des, variando o tamanho da caixa
de 1 a 10, que nas sequéncias sdo as combinac¢des dos quatro nucleotideos (A, C, G,
T). Para o tamanho de caixa 1, os possiveis eventos sdo os préprios nucleotideos, a
partir do tamanho de caixa 2 0s possiveis eventos sdo todas as possiveis

combinacdes.

Tabela 7: Eventos possiveis para cada tamanho de caixa

Tamanho da caixa Possiveis eventos Tot.al d%
combinacoes
1 ACGT 4
2 AA, AC, AG,..., TT 16
3 AAA, AAC,..., TTT 64
4 AAAA, AAAC,...,, TTTT 256
5 AAAAA,..., TTTTT 1024
6 AAAAAA,..., TTTTTT 4096
7 AAAAAAA,..., TTTTTTT 16384
8 AAAAAAAA,..., TTTTTTTT 65536
9 AAAAAAAAA,..., TTTTTTTTT 262144
10 AAAAAAAAAA,..., TTTTTTTTTT 1048576
11 4n

DA

Figura 6: llustracdo de uma sequéncia com tamanho de caixa 3

Foram calculadas as entropias de Shannon, Tsallis e Rényi para as 145
sequéncias de DNA. Foi variado o tamanho da caixa de 1 a 10, com o objetivo de
encontrar a entropia que apresentar a melhor correlagdo de Mantel com as distancias

genéticas das 145 sequéncias de DNA.
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Nas Tabelas 8, 9, 10, 11, 12 observa-se que quando aumentamos o tamanho

da caixa para maior que 3, e considerando um nivel de significancia de 5%, néo se
rejeita hipotese de ndo correlacdo entre a distancias por entropia e a distancia
genética das sequéncias de DNA. Os valores das entropias foram normalizados pelo
valor maximo para uma melhor interpretacao, visto que quando se aumenta o tamanho

da caixa, consequentemente se aumenta o valor das entropias.

Tabela 8: Estatisticas da entropia de Shannon

Tamanho da caixa

Estatisticas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Correlagdo 0,184 0,159 0,159 0,071 0,034 0,031 0,034 0,042 0,044 0,045
Coeficiente de correlagao  , 2ea 5704 0758 0,778 0944 0,965 0,975 0,977 0977 0,977

cofenética

P_valor 0,001 0,002 0,002 0,074 0,220 0,265 0,235 0,189 0,197 0,189
Max 0,998 0,999 1,000 0,999 0,995 0,997 0,999 0,998 0,999 1,000
Min 0,969 0,966 0,946 0,926 0,916 0,914 0,914 0,913 0,912 0,912
Média 0,985 0,984 0,976 0,959 0,945 0,944 0,944 0,940 0,940 0,939
1° quartil 0,982 0,980 0,968 0,951 0,938 0,938 0,938 0,935 0,935 0,935
Mediana 0,985 0,984 0,975 0,958 0,941 0,941 0,941 0,936 0,936 0,936
3° quartil 0,989 0,988 0,981 0,965 0,946 0,944 0,944 0,938 0,937 0,937

Tabela 9: Estatisticas da entropia de Tsallis para g=0,5

Tamanho da caixa

Estatisticas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Correlagéo 0,183 0,154 0,125 0,073 0,031 0,035 0,038 0,045 0,046 0,047
Coef'C'ecngfeggtgre'a‘?ao 0,761 0,759 0,725 0,867 0,954 0,968 0,976 0,977 0,977 0,977
P_valor 0,002 0,003 0,007 0,081 0,239 0,229 0,224 0,173 0,171 0,195

Méx 0,999 0,999 1,000 0,993 0,990 0,993 1,000 0,994 0,997 0,999

Min 0,979 0,967 0,907 0,816 0,774 0,766 0,764 0,759 0,757 0,756

Média 0,990 0,985 0,961 0,897 0,848 0,842 0,841 0,829 0,827 0,827

1° quartil 0,988 0,980 0,947 0,876 0,830 0,824 0,825 0,814 0,814 0,813
Mediana 0,990 0,985 0,960 0,891 0,838 0,832 0,831 0,817 0,817 0,817

3° quartil 0,993 0,989 0,972 0,910 0,850 0,839 0,837 0,823 0,821 0,820
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Tabela 10: Estatisticas da entropia de Tsallis para q=2,0

Tamanho da caixa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Correlagéo 0,183 0,151 0,145 0,050 0,049 0,026 0,027 0,038 0,047 0,041
Coeficiente de correlacao

Estatisticas

0,731 0,725 0,729 0,774 0,879 0,942 0,966 0,976 0,977 0,977

cofenética

P_valor 0,001 0,001 0,002 0,140 0,159 0,293 0,264 0,225 0.218 0,194
Max 0,997 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Min 0,970 0,987 0,993 0,996 0,998 0,998 0,998 0,998 0,998 0,998
Média 0,985 0,994 0,997 0,998 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999

1° quartil 0,982 0,993 0,996 0,997 0,998 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999

Mediana 0,985 0,994 0,997 0,998 0,998 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999

3° quartil 0,989 0,996 0,997 0,998 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999

Tabela 11: Estatisticas da entropia de Rényi para q=0,5

Tamanho da caixa

Estatisticas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Correlacao 0183 0153 0,122 0072 0029 0,033 0,036 0036 0044 0,045
Coeficiente de correlagdo 261 760 0728 0,848 0,952 0,967 0,975 0978 0,978 0,978

cofenética

P_valor 0,001 0,001 0,004 0,088 0,267 0,223 0,256 0,256 0,193 0,190
Max 0,999 1,000 1,000 0,997 0,997 0,998 1,000 1,000 0,999 1,000
Min 0,984 0,982 0,958 0,927 0,915 0,914 0,914 0,914 0,912 0,912
Média 0,993 0,992 0,983 0,960 0,945 0,944 0,944 0,944 0,940 0,939

1° quartil 0,991 0,989 0,977 0,952 0,938 0,938 0,939 0,939 0,935 0,935

Mediana 0,993 0,993 0,982 0,958 0,941 0,941 0,941 0,941 0,936 0,936

3° quartil 0,995 0,994 0,988 0,966 0,946 0,943 0,943 0,943 0,937 0,937

Tabela 12; Estatisticas da entropia de Rényi para q=2,0

Tamanho da caixa

Estatisticas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Correlagéo 0,186 0,155 0,152 0,055 0,049 0,028 0,031 0,041 0,044 0,044

Coeficiente de correlacdo 734 5700 0,725 0778 0,884 0,949 0970 0977 0,978 0,978

cofenética

P_valor 0,001 0,003 0,001 0,136 0,171 0,237 0,266 0,203 0,197 0,192
Max 0,994 0,998 0,009 0,995 0,993 0,996 0,998 0,997 0,999 1,000
Min 0,938 0,942 0,931 0,921 0,917 0,915 0,913 0,913 0,912 0,912
Média 0,970 0,971 0,963 0,951 0,945 0,945 0,945 0,940 0,939 0,939
1° quartil 0,963 0,964 0,954 0,942 0,937 0,937 0,938 0,934 0,935 0,935
Mediana 0,969 0,970 0,962 0,949 0,942 0,941 0,941 0,936 0,936 0,936

3° quartil 0,977 0,978 0,970 0,956 0,947 0,946 0,945 0,938 0,937 0,937
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O desafio para encontrar uma boa correlacao entre as distancias por entropia
e genética é o fato da distancia genética considerar a posicao dos nucleotideos,
enquanto que as entropias estdo considerando a quantidade dos nucleotideos nas
sequéncias.

Ao aumentar o tamanho da caixa o valor da entropia é reduzido (com excec¢ao
da entropia de Tsallis para g=2,0), isso indica uma menor desorganizacdo dos dados,
com isso se tem um melhor agrupamento considerando o coeficiente de correlacao
cofenética (CCC), porém a correlacdo é reduzida. Pela figura 7 se observa que a
entropia que apresenta as maiores correlacdes sdo a de Shannon e Rényi com g=2,0,
as duas tem um comportamento bem semelhante também em relagdo a entropia

meédia e ao o coeficiente de correlacdo cofenética.
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A partir dos resultados acima, foram realizados o0s agrupamentos para
comparar com 0 agrupamento das distancias genéticas. Para cada entropia sera
mostrado 2 agrupamentos, um com o tamanho de caixa 1, pois é onde se tem a maior
correlacdo, e o outro sera um valor extremo, nesse caso utilizaremos o tamanho de
caixa 7, pois apesar de nado apresentar correlacdo tem um alto coeficiente de
correlacao cofenética (CCC).

Para comparar o agrupamento das distancias genéticas com as distancias por
entropias foi utilizada a mesma quantidade de grupos ( 5 grupos), identificados na
analise da distancia genética. Na figura 8 para Shannon com caixa 1, foi identificado
um grupo 1 formado pelas sequéncias 19 e 125, grupo 2 pelas sequéncias 15,100,
107,137, e em seguida 3 grupos contendo muitas sequéncias, 68, 60 e 11 sequéncias
em cada grupo respectivamente. Na figura 9 para Shannon com caixa 7, foi
identificado um grupo 1 formado pelas sequéncias 42, 71, 96, 110 e 115, grupo 2 pelas
sequéncias 55, 81, 84, 100, 107, 118 e 135, o grupos 3 formado pela sequéncia 19 e
os grupos 4 e 5 formado por varias sequéncias, 11 e 121 respectivamente.
Comparando esses 2 agrupamentos foram identificadas as sequéncias 100 e 107 em

mesmo grupo.
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Na figura 10, de acordo com a entropia de Tsallis com caixa 1 e g=0.5, foi
identificado um primeiro grupo formado com as sequéncias 19 e 125. Os demais
grupos sao formados por muitas sequéncias, 19, 58, 55, e 11, em cada grupo
respectivamente. Na figura 11, para Tsallis com caixa 7 e g=0.5, foi identificado um
primeiro grupo formado pelas sequéncias 71, 96, 110 e 115. Os grupos 2, 4 e 5
formados por varios sequéncias, 8, 11 e 121, respectivamente, e um terceiro grupo
formado unicamente pela sequéncia 19. Comparando esses 2 agrupamentos foi
identificado que a sequéncia 19 aparece nos dois agrupamentos de forma isolada dos
demais grupos.

Na figura 12 para Tsallis com caixa 1 e q=2.0, foi identificado um primeiro grupo
formado pela sequéncia 19, um segundo grupo , pelas sequéncias 57, 106 e 125. Os
grupos 3 e 4 sdo formados por muitas sequéncias, 97 e 40 respectivamente, € 0 grupo
5 é formado pelas sequéncias 15, 100, 107 e 137. Na figura 13 para Tsallis com caixa
7 e g=2.0, foi identificado os grupos 1, 3, 4 e 5 com muitas sequéncias, 12, 11, 7 e
114 respectivamente, e o grupo 2 contendo a sequéncia 19. Comparando esses 2
agrupamentos foi identificado que a sequéncias 19 aparece nos dois agrupamentos

de forma isolada dos demais grupos.



48

Distancia

0.000 0002 0004 0.006 0008 0010
| | | | | |

4 128 =

—
o
o

T (m

T

WMMM

Figura 10: Dendograma pelo método da média da entropia de Tsallis com tamanho de caixa 1 e g=0.5



49

Distancia

0.00 0.05 0.10 0.15

L0000

i

Figura 11: Dendograma pelo método da média da entropia de Tsallis com tamanho de caixa 7 e q=0.5



50

Disténcia

0.000 0.002 0.004 0006 0.008 0010 0012
| | | | | ] ]

Figura 12: Dendograma pelo método da média da entropia de Tsallis com tamanho de caixa 1 e g=2.0



o1

Distancia
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010
| | | | | |

5
==ty

W=

19 ——

DL

L

L M:w

Figura 13: Dendograma pelo método da média da entropia de Tsallis com tamanho de caixa 7 e q=2.0



52

Na figura 14 para Rényi com caixa 1 e g=0.5, foi identificado um grupo 1
formado pela sequéncia 19 e 125, e os demais grupos formados por muitas
sequéncias, 19, 58, 55 e 1, respectivamente. Na figura 15 para Rényi com caixa 7 e
g=0.5, foi identificado os grupos 2, 4 e 5 com muitas sequéncias, 8, 11 e 121
respectivamente, grupos 1 contendo as sequéncias 71, 96, 110 e 115, e o grupo 3
contendo a sequéncia 19. Comparando esses 2 agrupamentos foi identificado que a
sequéncias 19 aparece nos dois agrupamentos de forma isolada dos demais grupos.

Na figura 16 para Rényi com caixa 1 e q=2.0, foi identificado um grupo 1
formado pela sequéncia 19, o grupo 2 formado pelas sequéncias 57, 106 e 125, o
grupo 5 formado pelas sequéncias 15, 100, 107 e 137, e os grupos 3 e 4 formados
por muitas sequéncias, 97 e 40 respectivamente. Na figura 17 para Rényi com caixa
7 e g=2.0, foi identificado os grupos 2, 4 e 5 com muitas sequéncias, 8, 11 e 121
respectivamente, o grupo 1 contendo as sequéncias 55, 81, 118 e 135, e o grupo 3
contendo a sequéncia 19. Comparando esses 2 agrupamentos foi identificado que a

sequéncia 19 aparece nos dois agrupamentos de forma isolada dos demais grupos.
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Como esperado, devido a baixa correlacdo entre as distancias genéticas
e distancias por entropia, ndo foram identificados grupos em comum entre 0s
agrupamentos genéticos e por entropia. No agrupamento por entropia, foi encontrada
a sequéncia 19 sempre aparecendo, na maioria das vezes, de forma isolada e em
alguns casos agrupada com a sequéncia 125. Na etapa posterior foram realizadas
véarias simula¢cdes com o mesmo objetivo de tentar encontrar alguma entropia em que
a distancia por entropia das sequéncias tenha uma boa correlacdo com as distancias

genéticas.

4.3 ENTROPIAS EM BLOCOS

Nessa etapa serdo calculadas as entropias na qual consideramos um
determinado bloco antes ou depois dos possiveis eventos, nesse caso trata-se de
entropia condicional. Assim, reduzimos um pouco o Viés da entropia pelo fato de ndo

considerar a posicéao dos eventos.

Tabela 13: Eventos possiveis para cada tamanho de caixa e tamanho de bloco

Tamanho Tamanho

) Possiveis eventos (bloco antes) Possiveis eventos (bloco depois)
do bloco  da caixa

1(A) 1 AA, AC, AG, AT AA, CA, GA, TA
1(A) 2 AAA, AAC, AAG,..., ATT AAA, ACA, AGA,..., TTA
2 (AA) 1 AAA, AAC, AAG, AAT AAA, CAA, GAA, TAA
2 (AA) 2 AAAA, AAAC,..., AATT AAAA, ACAA,..., TTAA

T | c[ElRla e

Figura 18: llustracdo de uma sequéncia com tamanho de bloco 3 e tamanho de caixa 2 antes e depois
do bloco
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Iniciou-se com blocos de tamanho 1 antes dos eventos até blocos de tamanho
4. Como existem quatro possibilidades de nucleotideos, havera no total 4¢ blocos,
onde t € o tamanho do bloco. Para cada bloco o tamanho da caixa sera variado de
um a seis. Como as maiores correlagdes obtidas foram a de Shannon, sera utilizada
a mesma formula matemética da entropia de Shannon, sendo que, agora,
considerando uma probabilidade condicional, que €& a probabilidade de um

determinado evento ocorrer dado que ocorreu um bloco L.

P(xNL)
P(L)

P(x) = P(x|L) = ,talque P(L) > 0

P(L) é a probabilidade de ocorrer o bloco antes ou depois dos possiveis eventos x (a
depender se existe interesse no bloco antes ou depois dos possiveis eventos x);
P(xNL) & a probabilidade de ocorrer exatamente a sequéncia desejada, que € 0

evento x antes ou depois do bloco L.

Hs(X) = = ) p(0logap(x)

XEX

Tabela 14: Possiveis blocos de tamanho um

Cddigo do bloco Bloco
1 A
2 C
3 G
4 T

Pela figura 19, as maiores correlacées para o bloco de tamanho 1 antes dos
eventos sdo para os tamanhos de caixa 2 e 3, que apresentaram correlacées de
0,1984 e 0,2137, respectivamente, e nos dois casos ocorreu para o bloco 2, ou seja,
o bloco C, como se observa na Tabela 14. Nesse caso, para o calculo das entropias
foi considerado apenas os eventos CAA, CAC, CAG, CAT, CCA, CCC, CCG, CCT,
CGA, CGC, CGG, CGT, CTA, CTC, CTG e CTT para o tamanho de caixa 2.
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Correlacéo para tamanho de bloco 1

Caixa 1
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Figura 19: Correlacdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 1 e tamanho de caixa de 1
a 6 com as distancias genéticas

Tabela 15: Possiveis blocos de tamanhos dois

Caddigo do bloco Bloco
1 AA
2 AC
3 AG
4 AT
5 CA
6 CC
7 CG
8 CT
9 GA

10 GC
11 GG
12 GT
13 TA
14 TC
15 TG
16 TT

De acordo com a figura 20 observa-se que as maiores correlacbes para o
tamanho de bloco 2 sé&o para os tamanhos de caixa 4, 5 e 6, que apresentaram
correlagdes de 0,3067, 0,358 e 0,344, respectivamente, e em todos 0s casos ocorreu
para o bloco 3, ou seja, 0 bloco AG. Se forem divididas as sequéncias considerando
o tamanho de caixa de 4 a 6 apds o ocorrer o bloco AG, ja foi alcancada uma
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correlagdo bem acima de quando ndo consideravamos os blocos, um aumento de

guase 100%.
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1

Correlagéo para tamanho de bloco 2
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Figura 20: Correlacdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 2 e tamanho de caixa de
1 a 6 com as distancias genéticas

A figura 21 mostra 64 possiveis blocos, pois o bloco é de tamanho 3, entre 0s
quais registra uma correlagéo de 0,50, que ocorre para o tamanho de caixa 1 ap6s o
ocorrer 0 bloco CAC. Se dividir a sequéncia em blocos de CAC considerando apenas
o nucleotideo apds o bloco, se tera melhores resultados do que os obtidos até entéo,
para esse caso especifico foram considerados apenas os eventos CACA, CACC,
CACG e CACT. Na figura 22 com o bloco de tamanho 4, foi encontrada uma
correlacao de 0,46 para o tamanho de caixa 1 apés o bloco ACTG. Ainda na figura 22
pode se observar alguns cortes no grafico, isso se dar pelo fato de que alguns blocos
de tamanho 4 nao ocorrem, sendo assim nao teria como calcular as entropias pois a

soma da probabilidade dos eventos € zero.
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Figura 21: Correlacdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 3 e tamanho de caixa de 1
a 5 com as distancias genéticas

— Correlacéo para tamanho de bloco 4
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Figura 22: Correla¢Bes das distancias por entropias com tamanho de bloco 4 e tamanho de caixa 1
com as distancia genéticas

Foi realizado o procedimento anterior, porém agora considerando-se o bloco
apos o evento e a variagdo do tamanho da caixa que sera de 1 a 5 com o tamanho do
bloco de 1 a 3. Pela figura 23 observa-se que as maiores correlagcdes ocorrem para o
tamanho de caixa 1, o qual se refere ao bloco A.
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Figura 23: Correlagbes das distancias por entropias com tamanho de bloco 1 apds os eventos e
tamanho de caixa de 1 a 5 com as distancias genéticas

Na figura 24 as maiores correlacdes sao para os tamanhos de caixa 1 e 5, que
apresentaram correlacdes de 0,2945 e 0,27710, respectivamente, nos dois casos
ocorreu para o bloco 3, ou seja, o0 bloco AG.
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Figura 24: Correlagbes das distancias por entropias com tamanho de bloco 2 apds os eventos e
tamanho de caixa de 1 a 5 com as distancias genéticas

A figura 25 mostra 64 possiveis blocos, entre 0s quais registra uma correlacéo
de 0,411 que ocorre para o tamanho de caixa 1 antes de ocorrer o bloco CAG, sendo
considerado para esse caso 0s eventos ACAG, CCAG, GCAG, TCAG.
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- Correlacao para tamanho de bloco 3
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Figura 25: Correlacdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 3 apés os eventos e
tamanho de caixa de 1 a 5 com as distancias genéticas

A partir dos resultados acima das entropias em blocos, foram realizados os
agrupamentos para comparar com 0 agrupamento das distancias genéticas. O
agrupamento foi realizado para as sequéncias que apresentaram as maiores
correlagdes, que foram os blocos CAC e ACTG antes dos eventos, e ambos com
tamanho de caixa 1. Os valores da correlacdo foram de 0,5009 e 0,4608,
respectivamente. Outro agrupamento foi realizado para o bloco CAG depois dos
eventos, também com tamanho de caixa 1 e uma correlacdo de 0,411.

Na figura 26, que é a formada pelo bloco CAC antes dos eventos, foi
identificado um grupo 1 formado pelas sequéncias 15 e 141, os grupos 2, 3 e 5 sao
formados por muitas sequéncias, 13, 109 e 20 sequéncias respectivamente cada
grupo, e o grupo 4 formado pela sequéncia 55, o coeficiente de correlacéo cofenética
€ de 0,97. Nafigura 27 para o bloco ACTG antes dos eventos foi encontrado um grupo
1 formado pelas sequéncias 15, 17, 36, 37, 141 e 144, em seguidas se tem os demais
grupos formado por muitas sequéncias, 81, 12, 21 e 25 sequéncias respectivamente,
o coeficiente de correlacdo cofenética também é de 0,97. Na figura 28 para o bloco
CAG depois dos eventos apresentou também um coeficiente de correlagéo cofenética
de 0,97, foi encontrado um grupo 1 formado pelas sequéncia 141 e 144, o grupos 2 &
formando por 140 sequéncias, e depois os grupos 3, 4 e 5 cada um formado por

apenas uma sequéncia que sao as sequéncias 42, 96 e 143.
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Figura 26: Dendograma pelo método da média da entropia de Shannon para o bloco CAC antes dos
eventos com tamanho de caixa 1
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Figura 27: Dendograma pelo método da média da entropia de Shannon para o bloco ACTG antes dos
eventos com tamanho de caixa 1
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Figura 28: Dendograma pelo método da média da entropia de Shannon para o bloco CAG depois dos
eventos com tamanho de caixa 1
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4.4 MELIPONA QUINQUEFASCIATA

Apdbs obter uma boa correlagdo entre a distancia genética e a distancia por
entropia para o gene BoLA, foi aplicado o mesmo método para sequéncias maiores
com o intuito de observar o comportamento dos resultados para diferentes tamanhos
de sequéncias. Foram utilizadas sequéncias de DNA de tamanho 1.869 de abelhas
sem ferrdo Melipona quinquefasciata das regides 18s, obtidas de varias colbnias
silvestres, em localidades distintas da Chapada do Araripe — CE, Chapada da Ibiapaba
— CE, cidade do Canto do Buriti — Pl e Luziania — GO.

Os resultados podem ser visualizados pelas figuras 29, 30 e 31, onde foi
utilizado o tamanho do bloco de 1 a 3, e o tamanho da caixa de 1 a 5. Na figura 29
para o tamanho de bloco 1, a maior correlacao foi de 0,55 e ocorreu para o bloco A
com tamanho de caixa 1. Na figura 30 para o tamanho de bloco 2, a maior correlacéo
foi de 0,57 para o bloco TG e tamanho de caixa 3. E para o tamanho de bloco 3 (figura

31), a maior correlacao foi de 0,61 para o bloco TCC com tamanho de caixa 1.
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Figura 29: Correla¢bes das distancias por entropias com tamanho de bloco 1 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 5 com as distancias genéticas das abelhas Melipona quinquefasciata
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Figura 30: Correlagdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 2 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 5 com as distancias genéticas das abelhas Melipona quinquefasciata
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Figura 31: Correlacdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 3 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 5 com as distancias genéticas das abelhas Melipona quinquefasciata
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4.5 CROMOSSOMO 5

Outro resultado obtido foi para dez sequéncias de tamanho 188.332 do
cromossomo 5 do Homo Sapiens obtidas do NCBI. Por se tratar de sequéncias muito
grandes o alinhamento torna-se muito lento. Para maximizar esse processo foi
realizado o alinhamento 2 a 2, totalizando cinco alinhamentos. Mesmo assim, o tempo
gasto com o alinhamento variou de 02h45min a 12h.

As correlacdes obtidas foram muito maiores do que as anteriores, chegando a
encontrar uma correlacdo de até 0,96. Na figura 32 observa-se uma correlacéo
maxima de 0,939 para o bloco C e tamanho de caixa 3. Na figura 33, a maior
correlacao foi de 0,96 para o bloco CC e também o tamanho de caixa 3. Por ultimo,
na figura 34 a maior correlacao foi de 0,94 para o bloco ACC e tamanho de caixa 1.
Para o calculo das entropias o maior tempo gasto foi para o tamanho de bloco 3 e

tamanho de caixa 3 que correspondeu a 4 minutos.
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Figura 32: Correla¢des das distancias por entropias com tamanho de bloco 1 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas do cromossomo 5 do Homo Sapiens
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Figura 33: Correlacdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 2 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas do cromossomo 5 do Homo Sapiens
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Figura 34: Correla¢cbes das distancias por entropias com tamanho de bloco 3 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas do cromossomo 5 do Homo Sapiens
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Apébs obtermos bons resultados para as sequéncias de DNA utilizando entropia

em blocos, testou-se também sua eficiéncia em sequéncias aleatdrias onde foi

determinada a probabilidade de ocorréncia de cada base. Para cada tamanho de

sequéncia verificou-se a correlacdo considerando igual probabilidade de ocorréncia

das bases, e também considerando probabilidades diferentes de ocorréncia. Em cada

uma das simulac¢des foram geradas 10 sequéncias de maneira aleatoria.

A primeira simulagéo realizada foi para sequéncias de tamanho 400, a maior

correlacéo obtida foi de 0,47 (figura 39) para o bloco de tamanho 2 (GT) e caixa de

tamanho 3 considerando as probabilidades diferentes para ocorréncias das bases.
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Figura 35: Correlaces das distancias por entropias com tamanho de bloco 1 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 400 e iguais
probabilidade de ocorréncia das bases
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Figura 36: Correla¢des das distancias por entropias com tamanho de bloco 2 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 400 e iguais
probabilidade de ocorréncia das bases
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Figura 37: Correlagdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 3 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 400 e iguais
probabilidade de ocorréncia das bases



73

1.0

= Correlacéo para tamanho de bloco 1

Caixa 1
Caixa 2
Caixa 3

05
1

-05

-1.0

Blocos
Figura 38: Correla¢des das distancias por entropias com tamanho de bloco 1 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 400 e diferentes
probabilidades de ocorréncia das bases
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Figura 39: Correlacdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 2 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 400 e diferentes
probabilidades de ocorréncia das bases
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Figura 40: Correlagdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 3 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 400 e diferentes
probabilidades de ocorréncia das bases

A segunda simulacéo realizada foi para sequéncias de tamanho 2.000, a maior
correlacéo obtida foi de 0,43 (figura 43) para o bloco de tamanho 3 (GCG) e caixa de

tamanho 2 considerando as probabilidades iguais para ocorréncias das bases.
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Figura 41: Correlacdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 1 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 2.000 e igual
probabilidade de ocorréncia das bases
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Figura 42: Correlagdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 2 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 2.000 e igual
probabilidade de ocorréncia das bases
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Figura 43: Correlacdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 3 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 2.000 e igual
probabilidade de ocorréncia das bases
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Figura 44: Correlagdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 1 antes dos eventos e

tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 2.000 e
diferentes probabilidades de ocorréncia das bases
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Figura 45: Correla¢des das distancias por entropias com tamanho de bloco 2 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 2.000 e
diferentes probabilidades de ocorréncia das bases
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Figura 46: Correlagdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 3 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 2.000 e
diferentes probabilidades de ocorréncia das bases

A terceira e Ultima simulacdo realizada foi para sequéncias de tamanho
100.000, a maior correlacdo obtida foi de 0,58 (figura 49) para o bloco de tamanho 3
(CGT) e caixa de tamanho 1, considerando as probabilidades iguais para ocorréncias
das bases. O tempo de alinhamento das sequéncias durou 23 horas na 12 simulagéo
e 72 horas na 22 simulagdo, para o calculo das entropias o tempo maximo durou

menos de 1 minuto.
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Figura 47: Correlagdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 1 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as disténcias genéticas para sequéncias de tamanho 100.000 e igual
probabilidade de ocorréncia das bases
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Figura 48: Correla¢Bes das distancias por entropias com tamanho de bloco 2 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 100.000 e igual
probabilidade de ocorréncia das bases
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Figura 49: Correla¢des das distancias por entropias com tamanho de bloco 3 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 100.000 e igual
probabilidade de ocorréncia das bases
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Figura 50: Correlagdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 1 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 100.000 e
diferentes probabilidades de ocorréncia das bases
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Figura 51: Correla¢des das distancias por entropias com tamanho de bloco 2 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 100.000 e
diferentes probabilidades de ocorréncia das bases
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Figura 52: Correlagdes das distancias por entropias com tamanho de bloco 3 antes dos eventos e
tamanho de caixa de 1 a 3 com as distancias genéticas para sequéncias de tamanho 100.000 e
diferentes probabilidades de ocorréncia das bases
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Verificou-se que as distancias por entropia para analise de sequéncias
genéticas tém resultados bem diferentes das distancias genéticas, exceto quando
consideramos blocos, que chamamos nesse estudo de entropia em blocos ou
simplesmente entropia condicional.

Utilizando o conceito de entropia condicional observou-se que quanto maior o
tamanho das sequéncias maior é a correlacdo com as distancias genéticas. Quando
foi analisado o gene BoLA em que o tamanho das sequéncias variaram de 236 a 393,
foi possivel identificar uma correlacédo de 0,5. Quando se analisou as sequéncias de
abelhas sem ferrdo Melipona quinquefasciata com o tamanho das sequéncias de
1.869, foi possivel identificar uma correlagcdo de 0,61. Quando analisou-se as
sequéncias do cromossomo 5 do Homo Sapiens em que o tamanho das sequéncias
variaram de 134.506 a 188.332, identificou-se uma correlacao de 0,94. Quando feito
as simulagcbes observou-se pouca diferenca entre as correlacdes maxima (0,47 e
0,43) para as sequéncias de tamanho 400 e 2.000 respectivamente, e assim como no
estudos da sequéncias reais, nas sequéncias simuladas houve um aumento
significativo na correlacdo para as sequéncias de tamanho 100.000 que apresentou
uma correlacéo de 0,58.

A maior vantagem do uso da entropia para a analise de sequéncias € pela sua
simplicidade em relacdo as distancias genéticas, pois ndo é necessario fazer os
alinhamentos e com isso tem um custo computacional muito menor, ou seja, € possivel

ter uma andlise muita mais rapida.
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6. TRABALHOS FUTUROS

Embora ainda tenha muito caminho a ser percorrido, a analise de similaridade
de sequéncias de DNA por entropia apresenta resultados promissores e com muito a
ser explorado. Pretende-se pesquisar sobre a identificacdo do bloco e tamanho de
caixa gque apresenta a maior correlacdo com as distancias genéticas. Com isso, se
dard um grande passo para a andlise por entropia a partir do momento que né&o

precisar mais dos alinhamentos para efeitos de comparacao de resultados.
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APENDICE

Abaixo, sdo apresentados os algoritmos utilizados nesta dissertacdo através

do software estatistico R 2.15.1

#### Entropia de Shannon para o gene BoLA ####

library("seqinr") #carrega o pacote "seqinr'#

dados=read.fasta (file = "dados.fasta") #ler o arquivo de dados.fasta#
entropia=c() #cria um vetor nulo#

caixa=1 #tamanho da caixa#

s=c() #cria um vetor nulo, vai ser o somatorio da entropia#

for(i in 1:length(dados)){ #leitura de todas as sequéncias#
f=count(dados][i]],caixa) #conta a frequéncia de cada possivel resultado para o
determinado tamanho de caixa#

f=f/sum(f) #calcula a probabilidade de cada possivel resultado para o determinado
tamanho de caixa#

for(j in 1:length(f)){ #vai percorrer todos os possiveis resultados#

if(f[j]==0){s[j]=0} #Se a probabilidade de um determinado resultado € 0, entdo nesse
determinado somatorio recebera 0#

else{

s[jl=f[iI*log(f[j],2)}} #Vai calculando o somatorio#

entropiafil=sum(s)} #Valor da entropia que é a soma do somatorio#
entropia=entropia*(-1) #Corrigindo o valor da entropia#
entropia=entropia/max(entropia) #Normalizando para um valor entre 0 e 1#
distentropia=dist(entropia) #matriz de distancia euclidiana#
banco2=read.table("distjk69.txt",header=T) #leitura da matriz de distancia genética
(Jukes-Cantor)#

distgen=distentropia #Truque para entender como uma matriz de distancias#
#esses proximos passos sao para preencher a matriz de distancia genética com
seus respectivos valores#

k=1

n=1

for(j in 1:144)1



88

for(i in n:144){

distgen[k]=banco2]i,j]

k=k+1}

n=n+1}

library(vegan) #carrega o pacote "vegan"#

mantel(distentropia,distgen) #calcula a correlagao entre 2 matrizes de similaridades#
summary(entropia) #estatisticas das entropias#

sort(entropia) #ordena as entropias#

agrupamento = hclust(distentropia, method = "average") #Agrupamento pelo método
de médias#

plot(agrupamento) #dendograma#

ds=cophenetic(agrupamento) #matriz cofenética#

cor(distentropia,ds) #Coeficiente de correlacao cofenético#

sink("shannonl1") #Nome do arquivo a ser gravado#

cbind(entropia) #dados que serdo gravado#

sink() #Termino da gravacao#
grupos=rect.hclust(agrupamento,k=5,border=rainbow(5)) #Quantidade de grupos (k),
separado por cores aleatérias#

grupos #impressao dos grupos#

#### Entropia de Rényi para o gene BoLA ####
library("seqinr")

dados=read.fasta (file = "dados.fasta")
entropia=c()

caixa=1

g=0.5

s=c()

for(i in 1:length(dados)){
f=count(dadosl][i]],caixa)

f=f/sum(f)

for(j in 1:length(f)){

s[il=tlil"a}
entropia[i]=log(sum(s),2)/(1-q)}
entropia=entropia/max(entropia)



distentropia=dist(entropia)
banco2=read.table("distjk69.txt",header=T)
distgen=distentropia

k=1

n=1

for(j in 1:144){

for(i in n:144){

distgen[k]=banco2]i,j]

k=k+1}

n=n+1}

library(vegan)

mantel(distentropia,distgen)

summary(entropia)

sort(entropia)

agrupamento = hclust(distentropia, method = "average")
plot(agrupamento)

ds=cophenetic(agrupamento)

cor(distentropia,ds)
grupos=rect.hclust(agrupamento,k=5,border=rainbow(5))

grupos

#### Entropia de Tsallis para o gene BoLA ####
library("seqinr")

dados=read.fasta (file = "dados.fasta")
entropia=c()

caixa=1

g=0.5

s=c()

for(i in 1:length(dados)){
f=count(dados][i]],caixa)

f=f/sum(f)

for(j in 1:length(f)){

slil=tlil"a}

entropia[i]=(1-sum(s))/(g-1)}
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entropia=entropia/max(entropia)
distentropia=dist(entropia)
banco2=read.table("distjk69.txt",header=T)
distgen=distentropia

k=1

n=1

for(j in 1:144){

for(i in n:144){

distgen[k]=banco2]i,j]

k=k+1}

n=n+1}

library(vegan)

mantel(distentropia,distgen)

summary(entropia)

sort(entropia)

agrupamento = hclust(distentropia, method = "average")
plot(agrupamento)

ds=cophenetic(agrupamento)

cor(distentropia,ds)
grupos=rect.hclust(agrupamento,k=5,border=rainbow(5))

grupos

#### Entropia condicional (bloco antes dos eventos) gene BoLA ####
dados=read.fasta (file = "dados.fasta") #ler o arquivo de dados.fasta#
entropia=c() #cria um vetor nulo#

library(vegan) #carrega o pacote "vegan"#

a=function(x,y){

co=c()

caixa=x

word=y

dif=caixa-word

for(k in 1:(4"word)){

s=c() #cria um vetor nulo, vai ser o somatorio da entropia#

for(i in 1:length(dados)){ #leitura de todas as sequéncias#

90
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f=count(dados][[i]],caixa) #conta a frequéncia de cada possivel resultado para o
determinado tamanho de caixa#

f=f[(((4"dif)*k)-((47dif)-1)): ((4"dif)*K)]

if(sum(f)==0){

for(w in 1:length(f)){

flw]=0}}

else{

f=f/lsum(f)} #calcula a probabilidade de cada possivel resultado para o determinado
tamanho de caixa#

for(j in 1:length(f)){ #vai percorrer todos o0s possiveis resultados#

if(f[j]==0){s[j]=0} #Se a probabilidade de um determinado resultado € 0, entdo nesse
determinado somatério recebera O#

else{

s[j]=f[j]*log(f[j],2)}} #Vai calculando o somatorio#

entropiafil=sum(s)} #Valor da entropia que é a soma do somatério#
entropia=entropia*(-1) #Corrigindo o valor da entropia#
entropia=entropia/max(entropia) #Normalizando para um valor entre 0 e 1#
distentropia=dist(entropia) #matriz de distancia euclidiana#
co[k]=cor(distentropia,distgen)}

mantel(distentropia,distgen)

agrupamento = hclust(distentropia, method = "average") #Agrupamento pelo método
de médias#

plot(agrupamento) #dendograma#

ds=cophenetic(agrupamento) #matriz cofenética#

cor(distentropia,ds) #Coeficiente de correlacao cofenético#
grupos=rect.hclust(agrupamento,k=5,border=rainbow(5)) #Quantidade de grupos (k),
separado por cores aleatérias#

grupos #impressao dos grupos#

#### Entropia condicional (bloco depois dos eventos) gene BoLA ####
dados=read.fasta (file = "dados.fasta") #ler o arquivo de dados.fasta#
library(vegan) #carrega o pacote "vegan"#

entropia=c() #cria um vetor nulo#
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g=c()

f=c()

caixa=3

word=2

dif=caixa-word

for(k in 1:(4"word))¥{

s=c() #cria um vetor nulo, vai ser o somatorio da entropia#

for(i in 1:length(dados)){ #leitura de todas as sequéncias#
f=count(dados][[i]],caixa) #conta a frequéncia de cada possivel resultado para o
determinado tamanho de caixa#

f=f[(((4"dif)*k)-((47dif)-1)): ((4"dif)*k)]

if(sum(f)==0){

for(w in 1:length(f){

flw]=0}}

else{

f=f/lsum(f)} #calcula a probabilidade de cada possivel resultado para o determinado
tamanho de caixa#

for(j in 1:length(f)){ #vai percorrer todos o0s possiveis resultados#
if(f[]]==0){s[j]=0} #Se a probabilidade de um determinado resultado é 0, entdo nesse
determinado somatério recebera O#

else{

s[j]=f[j]*log(f[j],2)}} #Vai calculando o somatorio#

entropiafil=sum(s)} #Valor da entropia que é a soma do somatério#
entropia=entropia*(-1) #Corrigindo o valor da entropia#
entropia=entropia/max(entropia) #Normalizando para um valor entre 0 e 1#
distentropia=dist(entropia) #matriz de distancia euclidiana#

print(k)

print(mantel(distentropia,distgen))}

agrupamento = hclust(distentropial, method = "average") #Agrupamento pelo
método de meédias#

plot(agrupamento) #dendograma#

ds=cophenetic(agrupamento) #matriz cofenética#

cor(distentropia,ds) #Coeficiente de correlacdo cofenético#
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grupos=rect.hclust(agrupamento,k=5,border=rainbow(5)) #Quantidade de grupos (k),
separado por cores aleatérias#

grupos #impressao dos grupos#

#### Entropia condicional (bloco antes dos eventos) Cromossomo 5 ####
library(seqinr)

library("seqinr") #carrega o pacote "seqinr'#

dados=read.fasta (file = "dados.fas") #ler o arquivo de dados.fasta#

entropia=c() #cria um vetor nulo#

caixa=6 #tamanho da caixa#

s=c() #cria um vetor nulo, vai ser o somatorio da entropia#

for(i in 1:length(dados)){ #leitura de todas as sequéncias#
f=count(dados][[i]],caixa) #conta a frequéncia de cada possivel resultado para o
determinado tamanho de caixa#

f=f/lsum(f) #calcula a probabilidade de cada possivel resultado para o determinado
tamanho de caixa#

for(j in 1:length(f)){ #vai percorrer todos o0s possiveis resultados#

if(f[]]==0){s[j]=0} #Se a probabilidade de um determinado resultado é 0, entdo nesse
determinado somatorio recebera O#

else{

s[jl=f[iI*log(f[j],2)}} #Vai calculando o somatdrio#

entropiafil=sum(s)} #Valor da entropia que é a soma do somatério#
entropia=entropia*(-1) #Corrigindo o valor da entropia#
entropia=entropia/max(entropia) #Normalizando para um valor entre 0 e 1#
distentropia=dist(entropia) #matriz de distancia euclidiana#
gen=c(0.925,0.993,0.976,0.915,0.999)

entropial=c(entropia[l],entropia[2])

entropia2=c(entropia[3],entropia[4])

entropia3=c(entropia[5],entropia[6])

entropiad=c(entropia[7],entropia[8])

entropia5=c(entropia[9],entropia[10])
distentropia=c(dist(entropial),dist(entropia2),dist(entropia3),dist(entropia4),dist(entro
pia5))

cor(gen,distentropia)
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co=c()

caixa=6

word=3

dif=caixa-word

for(k in 1:(4"word))¥{

s=c() #cria um vetor nulo, vai ser o somatorio da entropia#

for(i in 1:length(dados)){ #leitura de todas as sequéncias#
f=count(dados[i]],caixa) #conta a frequéncia de cada possivel resultado para o
determinado tamanho de caixa#

f=f[(((4"dif)*k)-((4"dif)-1)): ((4"dif)*k)]

if(sum(f)==0){

for(w in 1:length(f)){

flw]=0}}

else{

f=f/lsum(f)} #calcula a probabilidade de cada possivel resultado para o determinado
tamanho de caixa#

for(j in 1:length(f)){ #vai percorrer todos o0s possiveis resultados#
if(f[]]==0){s[j]=0} #Se a probabilidade de um determinado resultado é 0, entdo nesse
determinado somatorio recebera O#

else{

s[jl=f[iI*log(f[j],2)}} #Vai calculando o somatdrio#

entropiafil=sum(s)} #Valor da entropia que é a soma do somatério#
entropia=entropia*(-1) #Corrigindo o valor da entropia#
entropia=entropia/max(entropia) #Normalizando para um valor entre 0 e 1#
entropial=c(entropia[l],entropia[2])

entropia2=c(entropia[3],entropia[4])

entropia3=c(entropia[5],entropia[6])

entropiad=c(entropia[7],entropia[8])

entropia5=c(entropia[9],entropia[10])
distentropia=c(dist(entropial),dist(entropia?2),dist(entropia3),dist(entropia4),dist(entro
pias))

co[k]=cor(gen,distentropia)}



