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Resumo

Transformadas de Fourier discretas e os seus espectros de poténcia associados sdo
utilizados em biologia molecular e na bioinformatica para a deteccao de periodicidades e
regides codificantes no DNA. Tipicamente, o genoma primeiramente ¢ mapeado para uma
série numérica, entao € feita sua transformada de Fourier, que serd monitorada em busca
de periodicidades biologicamente relevantes. A deteccdo de uma determinada periodici-
dade € criticamente dependente da forma como o genoma foi convertido numa sequéncia
numérica. Uma vez que existem inlimeras maneiras de se mapear uma sequéncia de DNA,
periodicidades biologicamente importantes podem passar despercebidas. Aqui apresenta-
mos um método que utiliza um algoritmo genético para otimizar o mapeamento numérico
que maximizard um pico em dada frequéncia do espectro de poténcias de Fourier. Nos
mostramos que o método tem a capacidade de detectar periodicidades fracas que sdo nor-
malmente perdidas com esquemas de mapeamento tradicionais, e dessa forma, aumenta
em muito a sensibilidade de técnicas baseadas na transformada de Fourier discreta. Para
exemplificar o uso deste novo método, nés o aplicamos para encontrar as periodicidades
de 3 e 10 nucleotideos em trechos dos genomas do Plasmodium falciparum e Drosophila
melanogaster, além de aplicd-lo também em sequéncias promotoras de Homo sapiens,
que foram recentemente analisadas para a detec¢do do periodo de 10 nucleotideos. Tra-
balhos anteriores publicaram afirmacdes conflitantes sobre a presenca desta periodicidade
em torno dos sitios de iniciag¢do de transcri¢ao (TSS) de promotores humanos. N6s mos-
tramos que esta periodicidade estd realmente presente nessas sequéncias e também que o

nosso método € robusto e eficiente para descobrir periodicidades fracas em genomas.
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Abstract

Discrete Fourier transforms and their associated power spectra are used in molecular
biology and bioinformatics for detecting periodicities and protein-coding genes. Typi-
cally, the genome is mapped into a numerical series which is Fourier-transformed and
monitored for biologically relevant periodicities. The detection of a given periodicity is
critically dependent on how the genome was converted into a numerical sequence. Since
there are numerous ways of mapping the sequence, biologically important periodicities
may go undetected. Here we present a method which employs a genetic algorithm to de-
tect periodicities by optimising a given frequency peak of the Fourier power spectrum. We
show that the method has the capability of detecting weak periodicities which are ordina-
rily missed with traditional mapping schemes, therefore greatly enhancing the sensitivity
of discrete-Fourier-transform based techniques. To exemplify the use of this new method
we apply it to find periodicities of 3 and 10 nucleotides on the Plasmodium falciparum
and Drosophila melanogaster genomes and Homo sapiens promoter sequences, which
were recently analysed for the detection of period 10. Previous works made confliting
assertions about the presence of this periodicity around human TSS. We show that this
periodicity is indeed present in these sequences and show that our method is robust and

efficient to uncover weak periodicities in genomes.



1 Introducao

1.1 Bioinformatica

A bioinformatica é uma ciéncia relativamente nova que utiliza técnicas computacio-
nais para analisar sistemas bioldgicos em busca da solu¢cdo para um determinado pro-
blema. Muitas vezes, os problemas levados para anélise pelo computador sdo aqueles
dificeis de serem realizados na bancada dos laboratérios, envolvendo técnicas tradicionais
de biologia molecular. Geralmente os trabalhos de bancada envolvendo manipulacdo do
DNA despendem muito tempo, recursos financeiros e podem nao gerar o resultado espe-
rado. Simula¢des computacionais do DNA demandam poucos recursos, tanto financeiro
quanto de pessoal, e se bem executadas, as andlises retornam bons resultados. Portanto,
em alguns casos € mais sensato fazer o uso da bioinformadtica como garantia em analises
experimentais antes de levar os experimentos para a bancada, evitando assim gastos des-
necessdrios. Entretanto, na maioria dos casos a bioinformaética € utilizada na fase posterior
a bancada. Por exemplo, nos experimentos de sequenciamento de material genético, os
recursos computacionais da bioinformética sdo utilizados depois de obter os resultados,
a fim de interpretar o material genético, descobrir o posicionamento dos genes e fazer as
anotacoes do DNA.

A grande riqueza da bioinformaética esta na integracao com diversas areas do conheci-
mento, como matematica, fisica, quimica. Essa integracdo permite que os problemas em
questao sejam abordados por uma 6tica ampla, fazendo com que os resultados sejam mais
confidveis e robustos.

Otimos resultados provenientes do uso da bioinformdtica garantem que a 4rea se ex-
panda cada dia mais. O surgimento de novas empresas prestadoras de servicos em bio-
informadtica é cada vez mais frequente, notavelmente nas areas da genética e da biologia
molecular. A procura por esses servicos cresce € com isso vem a questao da qualidade dos
servigos prestados. Este € um fator preocupante que pode fazer com que, muitas vezes, o
produto final ndo esteja de acordo com o requerido inicialmente.

Técnicas consagradas no meio académico podem eventualmente mostrar-se ineficien-
tes e muitas vezes nao sao atualizadas pelos criadores originais. Os resultados, portanto,
podem ndo ser confidveis.

Para ilustrar, considere o exemplo do trabalho de Stewart e McLachlan et al, de
1975 [1], onde a sequéncia da proteina tropomiosina € estudada. Esta proteina, em con-
junto com a troponina, estd presente em filamentos de actina, um dos componentes res-
ponsaveis pela contracdo muscular. Para descobrir as repeticdes presentes na sequéncia

protéica da tropomiosina, foi aplicada a sequéncia uma técnica chamada transformada



de Fourier discreta (DFT). Nos resultados € relatada a existéncia de periodicidades fra-
ciondrias, f =7/2 e f = 7/3, que foram relacionadas com o enovelamento da alfa-hélice
de proteinas.

Em um trabalho mais recente [2], o mesmo autor aplica uma técnica chamada Trans-
formada de Fourier Multicanal, onde em uma sequéncia protéica, cada aminoécido corres-
ponde a um canal. Foi utilizada sequéncia protéica da miosina, que trabalha em conjunto
com a actina para produzir a contracdo muscular, referente ao organismo modelo Dictyos-
telium discoideum, eucarioto do filo Mycetozoa. Apds a anélise do cédlculo de Fourier, o
autor relata fortes periodicidades miiltiplas de 28, que incluem as frequéncias f =7/2 ¢
f =7/3, encontradas nos trabalhos anteriores na sequéncia da proteina tropomiosina.

Estes trabalhos foram publicados em revistas de grande renome, como Nature e Jour-
nal of Molecular Biology. Entretanto, recentemente nds refizemos estas andlises [3] e
chegamos a conclusdo que as periodicidades encontradas pelo autor sao subprodutos
da frequéncia original f = 1/28, presente na sequéncia. Isso acontece devido a uma
limita¢do da DFT, que causa harmodnicos de frequéncia dependendo da periodicidade pre-
sente na sequéncia. Por isso, € importante que se conhe¢a bem as limitacdoes dos métodos

que se pretende utilizar, a fim de evitar resultados duvidosos.

1.2 Objeto de estudo: A molécula de DNA

O DNA ¢ a molécula responsavel pela transmissdo da informagao genética entre todos
os organismos. Em 1953, Watson e Crick descobriram a forma helicoidal da molécula de
DNA [4], famoso trabalho que contribuiu para vérias dreas da ciéncia desde entdo. As fitas
de DNA sio constituidas pelos nucleotideos, que sdo moléculas formadas pela jungao de
uma pentose, um fosfato e uma base nitrogenada, como mostra o esquema da figura 1.

Existem quatro tipos de bases nitrogenadas: adenina (A), guanina (G), citosina (C) e

timina (T). Através de ligagdes de hidrogénio, A se liga com T com duas ligagdes, C se

Fosfato

Base
Nitrogenada

Pentose

Figura 1

Esquema da composi¢do dos nucleotideos, moléculas que constituem o esqueleto da molécula
de DNA. Eles sdo compostos por um fosfato, ligado a uma pentose, que se associa a uma base
nitrogenada, que pode ser adenina (A), citosina (C), guanina (G) ou timina (T).



Figura 2

Estrutura esquemdtica do DNA. Através das ligacdes de hidrogénio, os nucleotideos A se ligam
com T fazendo 2 ligacdes, C se ligam com G fazendo 3 ligacdes. Com isso, as fitas de DNA se
unem e formam a hélice dupla.

liga com G com trés ligacdes [5]. Os nucleotideos unem duas fitas de DNA, que toma a
forma helicoidal. A figura 2 mostra um esquema bidimensional da estrutura do DNA.

O DNA ¢ dividido em duas regides principais: codificante e ndo-codificante. A regido
codificante de um organismo € composta pela soma de todas as sequéncias de DNA que
codificam para proteinas. A regido nao-codificante de um organismo € a soma de todas as
sequéncias do genoma que nao codificam para proteinas. Nesta regidao encontram-se por
exemplo os introns, regides intergénicas, pseudogenes e elementos transponiveis (trans-
posons). Entretanto, uma parte da regido nao-codificante é transcrita em moléculas de
RNA nao-codificantes funcionais, que exercem diversas fungdes regulatdrias na célula.
Pelo fato de uma grande parte da regido ndo-codificante do DNA ainda ndo ter uma
func¢ao bioldgica especificada, muitas vezes esta regiao foi referida como “’lixo genético”,
conceito errdoneo que hoje encontra-se ultrapassado. Recentemente, o projeto ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements) [6] publicou um trabalho que afirma que mais de 76%
do genoma humano € transcrito e sugere que 80% deste genoma pode ser funcional, num
sentido bioquimico [7]. Os microRNAs sdo transcritos da regido nao-codificante do DNA

e possuem diversas fungdes regulatdrias, como por exemplo a regulacdo da tradugdo de



RNA mensageiro em proteinas [8], e por isso sdo um grande alvo das pesquisas em bioin-

formatica na atualidade [9-13].

1.2.1 Repeticoes do DNA

Grande parte do genoma dos organismos dos diferentes reinos é composto por ele-
mentos repetitivos, ou periodicidades. Na nossa espécie, Homo sapiens, grande parte do
genoma € constituido por repeticoes de varios tipos, sejam estas em regides especificas
dos cromossomos ou dispersas no DNA [14]. Existem periodicidades de vérios tipos, e
como exemplo, podemos citar uma repeticao cldssica, que sao as chamadas repeticdes em
tandem. Elas ocorrem em regides especificas do DNA como teldmeros e centrOmeros,
aparecendo lado a lado, no mesmo padrao e aproximadamente com a mesma composi¢ao
nucleotidica [15]. Um outro tipo de repeti¢des sdo aquelas que ocorrem intercaladas no

DNA, e um tipo cldssico sdo os transposons, ou elementos transponiveis.

Periodicidade 3 A periodicidade de 3 nucleotideos foi descrita pela primeira vez
por Shepherd ef al em 1981 [16]. Neste trabalho, o autor utilizou primeiramente o DNA de
cinco virus que tinham sido recém-sequenciados. Ao analisar estas sequéncias de DNA,
o autor relata a existéncia de padrdes entre trios de nucleotideos em regides especificas
dos diferentes genomas. Apds testar quais tipos de trios compunham a regido em questao,
o0 autor nota que eles correspondiam exatamente a composicdao dos aminodcidos, que sao
também compostos por 3 nucleotideos. Dessa forma, o autor sugere que a regido onde
sdo encontrados os padrdes de 3 nucleotideos corresponderiam a regido codificante do
genoma. Posteriormente, o autor testou sua descoberta em outros organismos, incluindo
bactérias, leveduras e eucariotos, e descobriu que este padrao é uma caracteristica geral
para seres de todos os reinos. O autor também sugere que esta caracteristica tem uma
origem evolutiva comum a todos 0s organismos.

A partir do momento em que as regides codificantes do DNA sao constituidas na maior
parte pelos genes do organismo, ela tornou-se alvo de incontdveis trabalhos no assunto.
Virias ferramentas e métodos de deteccao de regides codificantes foram desenvolvidos,
tanto para a deteccao de regides protéicas quanto de sitios funcionais de genes [17]. Disso
surgiu o importante papel da bioinformédtica e biologia computacional para a drea. Des-
cobrir os genes, anota-los e extrair informagdes da sequéncia gendmica sa0 processos
fundamentais para entender e dar sentido ao DNA [18].

Um exemplo de aplicagdo interessante desenvolvida para separar regides que codifi-
cam para proteinas € a apresentada pelo grupo de Anastassiou [5,19]. Além de identificar

as regides codificantes, a ferramenta fornece um espectrograma de cores onde € possivel



distinguir visualmente as regides do DNA que codificam para proteinas. Inlimeras outras
ferramentas estdo constantemente sendo disponibilizadas para detectar regides codifican-
tes em genomas [20-29]. Ferramentas como estas ilustram a importancia do estudo da

regido codificante, e até hoje € um assunto recorrente na literatura [30-33].

Periodicidade 10 A repeticio de 10 nucleotideos no DNA de organismos de todos
os reinos ja foi assunto para diversos trabalhos. Fukushima et al [22] analisa em seu tra-
balho diversos procariotos em busca de repeticdes. Uma das periodicidades encontradas
€ a de 10 nucleotideos, que na literatura € conhecida por diversos motivos, um deles por
ser o nimero de nucleotideos responsaveis por formar a estrutura helicoidal do DNA [34]
em procariotos. Neste mesmo trabalho, o autor relata a presenca da periodicidade 10 em
todos os eucariotos analisados. A repeti¢do de 10 pares de base no genoma de arqueo-
bactérias e 10.2 pares de base em eucariotos correspondem a uma volta na hélice dupla de
DNA, enquanto que em eubactérias o pico ocorre em 11 pares de base [35]. Nos eucari-
otos, a curvatura da molécula de DNA causada pela periodicidade 10 ocorre basicamente
devido a presenca de dinucleotideos de adenina (AA) [22].

Outro papel da periodicidade 10 largamente relatado na literatura é no posiciona-
mento dos nucleossomos no DNA [36-38] no genoma de diversas espécies. Quando
esta repeticdo € retirada de algumas porcoes do DNA, nota-se que os nucleossomos
ndo encontram o seu local correto de posicionamento. Portanto, sugere-se que essa
repeti¢do exer¢a uma fungdo essencial no DNA. Neste trabalho, realizamos varios testes
em busca da periodicidade 10 nos eucariotos Drosophila melanogaster, mosca-das-frutas,
e Plasmodium falciparum, parasito da maldria, focando nas regides do DNA onde € mais
notdvel a fun¢do de posicionamento dos nucleossomos, como os sitios de iniciacdo da
transcri¢do [39]. Na secdo 1.3, pagina 9, explicamos detalhadamente sobre o papel dos

nucleossomos e a importancia da periodicidade 10 no DNA.

Outros exemplos Além das periodicidades de 3 e 10 nucleotideos, existem outras
periodicidades que sdo conhecidas por causarem doencas e distirbios. Um exemplo € a
Doenca de Huntington [40], que € uma desordem autossdmica neurodegenerativa resul-
tante da expansdo de varias repeticdes do trinucleotideo CAG no gene HD. Geralmente,
esta duplicacdo € resultado da duplicagdo do gene. Se o paciente apresentar 36 ou mais
copias do trinucleotideo CAG no gene HD, ele serd afetado pela doenca [41]. Além
disso, existem periodicidades no DNA que sdo relacionadas ao cancer [42], a sindrome

do X-fragil [43] e a vérias outras desordens genéticas [15,44].



Periodicidades fracas O foco do nosso trabalho sao as periodicidades fracas que
ocorrem no DNA. Em nosso estudo, definimos periodicidades fracas como sendo aque-
las que se repetem em baixa quantidade na sequéncia genOmica, € por este motivo se
tornam dificeis de serem detectadas. Uma periodicidade fraca pode ser de qualquer tipo
ou composi¢do nucleotidica. O critério que utilizamos para classifica-la como fracas € a
frequéncia que ela se repete no genoma. Mais adiante, n6s mostraremos alguns métodos
de deteccdo de periodicidades dos mais variados tipos, e detalharemos o método escolhido

neste trabalho, que € a transformada de Fourier discreta.

1.2.2 Métodos para analise de periodicidades

Existem inimeros métodos para detec¢ao de periodicidades descritos na literatura.
Eles se diferem basicamente na escolha da ferramenta utilizada na detec¢@o das repeticoes
ou no método de interpretacio do DNA. Abaixo listamos alguns exemplos para ilustrar a

importancia desse assunto.

Comparacao de strings O Tandem Repeats Finder (TRF) [45] é um programa
desenvolvido para analisar regides de interesse no DNA que causam padrdes de repeti¢ao.
E um programa simples, que usa basicamente o método de comparacio de strings (texto)
para encontrar periodicidades. Como explicado anteriormente neste mesmo capitulo,
repeticoes em fandem sao duas ou mais copias de sequéncias de nucleotideos, apare-
cendo lado a lado e contendo aproximadamente a mesma composi¢do. Diz-se “aproxi-
madamente” porque os processos de mutacdo ao longo da evolucao podem ter mudado
a composi¢do daquela sequéncia. Isso ndo prejudica a deteccao da periodicidade pelo
programa, sendo que ele detectard as repeti¢des que apresentam diferencas em relacao
ao padrdo e ird mostré-las ao usudrio. A detec¢do de periodicidades € feita da seguinte
maneira: uma determinada sequéncia de nucleotideos retirada do proprio DNA serd com-
parada com todo o restante da sequéncia de DNA, e caso apareca uma repeti¢do daquele
trecho em outras posi¢des, serd computada a distancia que as separa. Entdo, calcula-se
a probabilidade da repeti¢do encontrada ser de fato uma periodicidade, cdlculo que leva
em conta o nimero de vezes que aquele trecho se repete em toda a sequéncia. O software
retorna paginas web com os resultados dispostos em forma de tabelas contendo andlises
detalhadas das regides que contém as periodicidades, com informagdes como o tamanho
da periodicidade, o nimero de vezes que ela se repete, os nucleotideos que compdem a
repeticao, entre outros. Este programa estd disponivel livremente para download via in-
ternet [46]. Como exemplo, em nosso trabalho anterior [3] utilizamos este software para

descobrir quais eram as repeticdes que causavam harmonicos de frequéncia no DNA do



Plasmodium falciparum e em quais posicoes elas ocorriam. O Tandem Repeats Finder nos

ajudou a descobrir que a periodicidade que buscdvamos era composta de 21 nucleotideos.

Transformada de Fourier Discreta (DFT) A técnica que escolhemos para li-
dar com as periodicidades neste trabalho é a DFT, uma ferramenta matemética que pode
ser implementada em algoritmos computacionais [22]. Ela interpreta a sequéncia de DNA
como um cddigo, ou um sinal digital, e isso ajuda na identificacdo de padrdes de repeti¢ao
ou caracteristicas peculiares da sequéncia. Na bioinformatica, a DFT € aplicada em varias
areas, e na atualidade é um assunto recorrente na literatura. Como exemplos de areas de
uso da DFT, podemos citar a predi¢ao de genes [23] ou éxons [47], predi¢do a estrutura
de conformagao de RNA [48], deteccdo de introns em sequéncias gendmicas [49,50] e
também para prever a estrutura secundaria de moléculas de RNA [51]. Outra aplicagao
interessante da DFT € descobrir regides conservadas em organismos durante a evolugao.
Em bactérias, regides gendmicas com alta porcentagem de nucleotideos A e T sdo de
grande interesse por fornecerem informagdes sobre transferéncia lateral de genes. Estas
sequéncias sdo identificadas pela DFT e os picos onde existem as repeticoes sao facil-

mente reconhecidos no espectro de poténcias do genoma [35].

Transformada de wavelet Uma das vdrias técnicas que podem ser utilizadas
para analisar periodicidades em genomas € a transformada de wavelet. Esta técnica de-
tecta singularidades nas sequéncias de DNA mesmo estando mascaradas [52-56]. A trans-
formada de wavelet € uma transformada de Fourier com informacdes de localidade. Esta
técnica € bastante avancada, e como nao é o foco deste trabalho, serd citada apenas a
titulo de curiosidade. Existem também trabalhos que utilizam técnicas mistas, com o ob-
jetivo de conseguir melhores resultados. No trabalho de Epps ef al [57] € apresentada uma
nova técnica que utiliza transformada de wavelet e transformada de Fourier discreta para

a caracterizacdo de periodicidades em sequéncias gendmicas.

1.2.3 Meétodos baseados na DFT

Por ser uma ferramenta simples e eficiente, a DFT foi utilizada para detectar periodi-
cidades em vérios trabalhos. Abaixo listamos alguns exemplos para ilustrar a importancia

da ferramenta na bioinformatica.

Spectral Repeat Finder O Spectral Repeat Finder (SRF) foi desenvolvido pelo
grupo de Sharma et al [14]. Primeiramente, o programa faz um escaneamento de todo

o DNA em busca de repeti¢des, através da andlise dos espectros produzidos pela DFT.



Os espectros que contém sinais fortes sdo potenciais candidatos a serem trechos de DNA
que possuem uma periodicidade. O segundo passo € repetir o rastreamento em todo o
genoma, desta vez utilizando uma janela deslizante procurando especialmente por aquela
repeticdo candidata. Com isso, é possivel encontrar as dreas do DNA que contribuem
mais para aquela repeticao, ou seja, onde ela € mais forte. Identificada a 4rea de interesse,
0 proximo passo € extrai-la e analisar quais nucleotideos compdem a repeticao.

A grande vantagem desse programa € que ele pode ser aplicado em sequéncias de
DNA recém-sequenciadas. Por extrair informagdes do DNA através da DFT independen-
temente de se ter informagdes prévias de anotagdo do DNA, pode-se dizer que o SRF é

um bom método ab initio para descobrir periodicidades.

SWIFT O software SWIFT, Sequence Wide Investigation with Fourier Transform
[58], foi desenvolvido para analisar sequéncias protéicas e identificar sua classe a partir
de sequéncias gendmicas ainda ndo anotadas. A importancia desse software é notavel:
com o crescente nimero de genomas sequenciados, a demanda pela identificacio de seus
genes, introns, regides codificantes e outras regides de interesse também cresce. O método
faz um escaneamento completo do genoma em questdo em busca de um padriao de ami-
nodcidos definido pelo usudrio. Geralmente este padrao caracteriza uma classe particular
de uma OREF - open reading frame, que é uma parte do DNA que ao ser traduzida em
aminoacidos ndo contém nenhum cédon de parada. Ou seja, a sequéncia de DNA iniciada
por uma ORF tem uma grande probabilidade de ser um gene, que quando traduzido, gera
uma proteina. Através desse método de detecgdo, a localizag@o das proteinas contidas nos

novos genomas sequenciados poderdo ser mapeadas para estudos posteriores.

Vantagens e Desvantagens da DFT Os métodos baseados na DFT possuem
varias vantagens. A primeira delas é a rapidez com que os algoritmos sdo executados,
permitindo assim que os resultados sejam retornados rapidamente. Em segundo lugar, a
DFT é capaz de detectar repeticoes exatas e inexatas com uma sensibilidade notdvel. Esta
€ a diferenca basica da DFT para os métodos baseados em comparacao de strings, como
o TREF, descrito acima. Programas como o TRF tém dificuldades em encontrar repeticoes
inexatas (ou latentes [14]), pois precisam relaxar os critérios de busca e comparacdo de
modo que os resultados podem se tornar muito genéricos e duvidosos. Outra vantagem
¢ a possibilidade de adaptar a DFT para alguma das varias maneiras de se converter o
DNA em um sinal numérico. Este assunto serd abordado posteriormente com detalhes na
Metodologia. Uma das grandes desvantagens da DFT € que ela nao fornece informagoes
de localizacdo da periodicidade na sequéncia de DNA. Isso significa que ao detectar uma

periodicidade no DNA, ndo ha como saber em qual parte da sequéncia ela ocorre. Em



casos em que € interessante saber a localizacdo da repeti¢ao, existem outros métodos
alternativos a DFT que fornecerdo estas informacdes. No nosso trabalho, € de nosso
interesse saber se a periodicidade estd ou ndo presente no trecho de DNA analisado, e sua
localizag¢do ndo € importante. Por isso optamos pela DFT em nossos testes.

Existem vérios outros métodos disponiveis para a detec¢do de periodicidades, entre-

tanto nao € o foco desse trabalho abordar tais métodos com detalhes.

1.3 Problema da periodicidade nucleossomal

Os nucleossomos sdo estruturas altamente conservadas entre os eucariotos. Sua funcao
€ empacotar o grande volume de material genético de modo que se encaixe totalmente no
nucleo celular. Eles sdo constituidos por 147 pb de DNA, enovelados pelas histonas, que
sdo proteinas especialmente fabricadas para compactar o material genético. No total, o
trecho de DNA € enovelado por um octamero de histonas, sendo duas de cada uma das
classes: H2A, H2B, H3 e H4. Existem outros tipos de histonas, como a H1 e HS, que eno-
velam externamente o DNA e os nucleossomos, compactando-os mais ainda, para formar
os cromossomos [59].

O enovelamento do DNA nas histonas dificulta o acesso de proteinas envolvidas no
processamento e/ou regulacdo do material genético, e por isso, muitas vezes esse meca-
nismo € considerado uma protecao extra para o DNA [60]. Entretanto, sdo as histonas que
controlam a entrada de elementos regulatorios para acessar o DNA em processos como
transcricdo, replicacdo e reparo [61].

As histonas ndo sdo estaticas: elas estdo constantemente se acoplando/desacoplando
ao DNA, facilitando a entrada e ligagcdo de proteinas especificas e tornando acessivel o tre-
cho de DNA compactado [62]. Por isso, existe uma estreita relacdo entre o enovelamento
dos nucleossomos e regulacdo génica.

Estudos recentes tém mostrado que o posicionamento dos nucleossomos no DNA néo
¢ aleatdrio [62,63]. Geralmente, os nucleossomos sao melhor posicionados na regiao

I a0 sitio de iniciacdo da transcri¢io (TSS), que corresponde 2 posicio zero

downstream
(0). Em especial, o primeiro nucleossomo € muito bem posicionado nesta regido. A
repeticao de 10 pares de base tem sido relatada na literatura como sendo uma espécie de
marcacao para o posicionamento dos nucleossomos [39,62,64,65]. De acordo com Cho-

davarapu et al, [59], existe uma relagdo estreita entre o posicionamento dos nucleossomos

10 termo downstream é consagrado no meio da genética e achamos mais pertinente nio traduzi-lo.
Para esclarecimento, esta regido corresponde a todos os nucleotideos que se encontram depois do sitio de
iniciacdo da transcri¢do (TSS). Como padrio, a numerac¢io dos nucleotideos comega no TSS, que corres-
ponde a posig¢ao zero (0). Por isso, os nucleotideos downstream ao TSS sdo numerados com sinal positivo,
a0 passo que os upstream t€m a numeracio com sinal negativo.



e a metilacdo do DNA, comprovado com a existéncia de um pico no espectro de Fourier
correspondente a periodicidade 10.

No entanto, outros grupos encontraram resultados diferentes. Em 2009, Tolstorukov
et al [36] relataram em seu trabalho que o periodo de 10 pares de base, presente em
sequéncias de Saccharomyces cerevisiae, nao é uma caracteristica geral para a cromatina
de H. sapiens. No trabalho, foi utilizado o material genético resultante do sequencia-
mento do DNA de células T-CD4" e DNA de leveduras S. cerevisiae. Através do método
da correlagcdo de dinucleotideos, os autores concluem que a periodicidade 10 ndo € pro-
nunciada nas regioes de posicionamento dos nucleossomos H2A.Z em H. sapiens, ao
contrério de S. cerevisiae, em que a periocidade aparece bem pronunciada. Entretanto,
uma fraca expressdo da periodicidade 10 foi encontrada nas sequéncias humanas para
alguns dinucleotideos, especialmente os do tipo GG/CC, AG/CT e GA/TC. Mesmo as-
sim, os niveis de expressdo estavam abaixo do nivel estatistico de significancia e foram
desconsiderados.

Um ano depois, o grupo de Hebert ef al [37] publicou um trabalho onde foram anali-
sadas sequéncias promotoras humanas que coincidiam com o sitio de inicia¢do da trans-
cricao (TSS), mais especificamente na regido chamada “nucleossomo +1”, ou seja, o
primeiro nucleossomo da regido downstream ao TSS. Para este trabalho, o grupo utilizou
um conjunto de mais de 13 mil sequéncias promotoras de H. sapiens, provenientes do
sequenciamento de cDNA, baixadas da pagina do banco de dados DBTSS. Através da
andlise por DFT, os autores chegam a conclusdo que as sequéncias apresentam um pico
no espectro de Fourier correspondente a periodicidade 10 para a maioria dinucleotideos
na regido do nucleossomo +1, principalmente aqueles formados por C/T e A/G. As con-
clusdes do grupo de Tolstorukov sdo citadas nesse trabalho, que entram em conflito com
os novos resultados.

Tendo em vista as conclusdes desses dois trabalhos, ainda permanece a duvida se a
periodicidade 10 estd presente, de fato, na regido do nucleossomo +1 ao redor do TSS.
Ambos trabalhos apresentam argumentagdes convincentes embasadas na literatura, o que
contribui para a aparente veracidade dos seus resultados. Contudo, fica claro que algum
deles estd equivocado.

Para tentar elucidar qual trabalho apresenta os resultados mais razodveis, nds pensa-
mos em vdrias possiveis hipdteses. A que nos pareceu mais verdadeira € que a perio-
dicidade 10 dos dinucleotideos talvez esteja de fato presente nas sequéncias que ambos
utilizaram, entretanto as técnicas escolhidas pelos autores ndo tenham sido eficientes para
detecta-la.

Focando nesta hipdtese, nds nos motivamos a construir uma técnica nova, capaz de

detectar periodicidades fracas em sequéncias de DNA e resolver com simplicidade pro-
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Figura 3

Espectro de poténcias para um trecho do DNA do cromossomo 5 do parasito Plasmodium falci-
parum. Na regido da frequéncia f = 1/3 temos o caracteristico pico referente a periodicidade de
3 nucleotideos presente na regido codificante do DNA, relacionado ao uso de cédons. A repeticio
de 3 nucleotideos é muito frequente, por isso produz o pico pronunciado. Neste teste foi utilizada
a cldssica tabela de conversao bindria.

blemas como o apresentado acima.

1.4 Detectando periodicidades fracas no DNA

1.4.1 Convertendo letras em numeros

Com o problema do posicionamento dos nucleossomos, ficou claro que a bioinforma-
tica ainda carece de técnicas mais precisas para a detec¢c@o de periodicidades em genomas.
Entao, tendo um 6timo embasamento anterior [3] sobre a eficiéncia da DFT para tal fina-
lidade, nds resolvemos estudd-la a fundo para compreender como poderiamos adaptar a
técnica com o objetivo de melhorar a detec¢ao de periodicidades.

O DNA € um c6digo composto por 4 tipos de letras: A, C, G e T. Para ser trabalhado
por uma técnica matematica, tal como a DFT, € preciso converter a sequéncia de letras em
uma sequéncia de niimeros [5]. Ap6s a conversao do DNA para uma sequéncia numérica,
aplica-se a DFT e assim teremos condi¢do de visualizar as suas periodicidades. A figura 3
mostra o espectro de poténcias de Fourier para um corte de 10 mil nucleotideos do cro-
mossomo 5 do parasito Plasmodium falciparum. Na regiao correspondente a frequéncia
f=0.3, ou f = 1/3, encontra-se um pico pronunciado. Este pico é relativo a repeti¢do

dos cédons para a sintese protéica na regiao codificante do trecho de DNA selecionado.
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Classicamente, utiliza-se uma tabela de conversao chamada de mapeamento indicador
bindrio para andlises por DFT. Neste tipo de conversao, cada um dos 4 nucleotideos, A,
C, G e T, serdao convertidos em uma matriz numérica individual composta por zeros (0)
e uns (1). Por exemplo, na matriz relativa a Adenina, na posicao do DNA onde houver a
letra A serd colocado um numero 1, e onde houver qualquer outra letra, C, G ou T, sera
colocado o nimero 0. Este processo € repetido para os outros 3 tipos de nucleotideos e
posteriormente, € calculada a DFT para as 4 matrizes, e entdo € feita a soma delas para
gerar o espectro de poténcias. Este processo serd explicado com detalhes na secdo 3.3 da
Metodologia.

Uma extensao simples para o mapeamento indicador bindrio € utiliz-lo para converter
os dinucleotideos do DNA. A sua montagem € simples: para cada um dos 16 pares de
dinucleotideos possiveis, € construida uma matriz bindria individual, da mesma forma
que ¢é feita para o indicador bindrio cldssico. Posteriormente, € feito o cdlculo da DFT, a
soma das 16 matrizes, e entdo sera possivel visualizar suas periodicidades no espectro de
poténcias de Fourier. Em nossos testes, nos utilizaremos apenas os indicadores bindrios
dinucleotideos.

A respeito dos mapeamentos indicadores bindrios, pelo fato de todas as posi¢des da
sequéncia receberem os mesmos valores - zero ou um - e cada matriz ser construida
individualmente, pode-se dizer que o estes tipos de mapeamento sdo neutros, ou seja,
todas as posi¢des terdo o mesmo peso na montagem dos espectros de poténcias.

Muitas vezes, periodicidades que temos certeza de estarem presentes em uma sequén-
cia ndo aparecem no espectro de poténcias utilizando o mapeamento indicador bindrio.
Tendo em vista esse problema, nds resolvemos mudar o nosso tipo de tabela de conversao.
Ao invés do cldssico mapeamento indicador bindrio, nds utilizamos neste trabalho uma
tabela de conversao com nimeros reais. Essa mudanca é uma contribui¢do importante do
nosso trabalho, tendo em vista que ndo encontramos nenhum trabalho na literatura que

tenha utilizado este tipo de tabela de conversao na DFT.

1.4.2 Escolhendo o melhor mapeamento numérico

Uma vez que escolhemos a estratégia da tabela de conversdao com numeros reais, €
hora de escolher quais valores reais serao atribuidos aos 16 dinucleotideos com o ob-
jetivo de detectar uma determinada periodicidade. Testar cada combinacdo de nimeros
reais possives com os algoritmos convencionais levaria um tempo de processamento im-
praticdvel. Por isso, nés recorremos a uma técnica matemadtica chamada de algoritmo
genético.

Algoritmos genéticos sdo adaptagdes computacionais as idéias da sele¢do natural, pro-
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posta por Charles Darwin, e heranca genética, proposta por Gregor Mendel [66]. Utili-
zando os principios da teoria da evolugdo, os algoritmos genéticos sao métodos de inte-
ligéncia artificial empregados na busca por solu¢des otimizadas para problemas de diver-
sas areas, como ecologia [67,68], comunicacdo digital [69], engenharia [70] e até mesmo
mercados financeiros [71,72]. Problemas que admitem um grande nimero de possiveis
solucdes sao adequados para serem resolvidos pelos algoritmos genéticos.

Numa visdo simples, os algoritmos genéticos consistem em evoluir computacional-
mente uma populagdo de individuos sob uma pressao seletiva especifica por um nimero
definido de geracoes [73]. A pressdo seletiva representa o problema a ser resolvido, e os
individuos sao possiveis solucdes ao problema, sendo os seus genes sao constituidos por
matrizes de nimeros bindrios ou decimais [74]. Observe o exemplo de uma populacao
simples, composta de apenas 3 individuos, ilustrada na figura 4. Cada individuo possui
seu conjunto de genes, representados pelos quadrados coloridos. O conjunto de genes do
individuo € denominado genotipo.

Para avaliar o quao adaptado € o individuo dentro da populagdo, o algoritmo genético
estabelecerd seu fitness, que € um valor calculado por uma funcdo especifica, chamada
fungdo mérito. Os individuos mais adaptados, ou seja, com maior valor de fitness, tém
uma chance maior de passar seus genes para a proxima geragao pelo principio da sele¢ao
natural.

A estratégia de selecdo escolhida para ser implementada neste algoritmo é o torneio.
Nesta estratégia de selecdo, dois individuos serdo escolhidos aleatoriamente na populacao
e seus valores de fitness serdo comparados. O individuo que apresentar o maior valor
de fitness sera escolhido para compor um grupo anexo, chamado grupo de reproducdo.
Este processo serd repetido com todos os individuos da populagdo, até que o grupo de
reproducdo seja preenchido com os individuos de maior fifness. Observe a figura 5 que

ilustra esse processo.

Ind. 1 Ind. 3

Gene Genétipo

v

Populacao

Figura 4

Cada individuo possui um conjunto de genes, representado pelos quadrados coloridos. O con-
junto de genes de um individuo é chamado de genétipo. O conjunto de individuos € denominado
populagdo.
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Figura 5

Dentro da populagao, dois individuos serdo escolhidos aleatoriamente para compor o torneio. Os
seus valores de fitness serdo comparados e apenas o que tiver o maior valor serd escolhido para
compor o grupo de reproducao.

Pai 1 Filho 1
Bococ @l  EEFEEEE
Pai 2 >

Filho 2
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Figura 6

No processo de crossover, dois individuos sdo selecionados aleatoriamente dentro do grupo de
reproducio, e entdo, irdo produzir dois novos filhos. O processo se repetira até atingir o nimero
de individuos da populagdo original.

Os individuos do grupo de reprodugdo irdo compor a populacio da préxima geracao.
Mas antes, eles passardo por alguns processos para aumentar o nimero de individuos e a
diversidade de seus genes.

O primeiro processo é o crossover, que, diferentemente do conceito biolégico 2, é um
mecanismo em que dois individuos aleatérios do grupo de reproducao serao selecionados
e produzirdo dois novos filhos. Esse processo € repetido até que o niimero n de individuos
no grupo de reproducdo seja igual ao niimero n de individuos da populagcdo que iniciou
o processo de selecdo. Por exemplo: se a populagdo € iniciada com n = 300 individuos,
150 deles serao selecionados pelo torneio, e entdo, novos individuos serdo produzidos
no grupo de reproducgdo até atingir n = 300. Veja a figura 6 que ilustra o processo de

crossover.

2Crossover é o processo de troca de material genético entre dois cromossomos homélogos. Genes cor-
respondentes, contidos nos cromossomos homoélogos das células dipléides (2N) sao referidos como alelos.
Durante o crossover, acontece a troca de alelos maternos e paternos entre os cromossomos homologos. Esse
processo € fundamental para o entendimento do mecanismo da heranca genética, além de contribuir para a
diversidade da populacao [75,76].
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Tendo formado o total de individuos que irdo compor a proéxima geragdo, o ultimo
processo € a mutacdo. Nela, os individuos terdo a chance de substituir o valor de algum
dos seus genes por outro valor. Esse processo € realizado para aumentar a diversidade da
populacdo. A figura 7 representa o processo de mutagao.

Para adaptar o algoritmo genético ao nosso trabalho, imagine que os individuos da
populacdo sejam mapeamentos candidatos para otimizar a periodicidade desejada no
DNA. Portanto, os genes de cada individuo serdo constituidos de 16 valores para cada
dinucleotideo. A pressdo seletiva que os individuos sofrerdo € a capacidade do seu ma-
peamento otimizar determinada periodicidade. O valor de fitness € a medida do quao
satisfatdria foi a otimizagdo. A partir disto, cada um sofrerd o processo de selecio como
descrito acima e, quando o algoritmo finalizar seu trabalho, 0 mapeamento numérico mais
adequado para a otimizacdo da periodicidade para o trecho de DNA em questdo seré re-
tornado.

Testamos nosso método em uma variedade de organismos, eucariotos e procariotos,
para varias periodicidades, a fim de confirmar sua eficiéncia: Saccharomyces cerevisiae,
Anopheles gambiae, Caenorhabditis elegans, Escherichia coli, Methanococcus maripa-
ludis, e também Plasmodium falciparum, Homo sapiens € Drosophila melanogaster. Nos
nossos resultados, mostraremos que os testes foram satisfatérios, com as otimizagdes
sendo bem-sucedidas. Entretanto, selecionamos apenas os resultados para os trés ultimos

organismos citados, pOiS resumem com sucesso todos os testes que fizemos com a nova

técnica.
Antes da mutacédo Apés a mutagdo
[blcld]e e N
Figura 7

Os individuos submetidos ao processo de mutacdo tém a chance de trocar os valores de seus genes,
com o objetivo de aumentar a diversidade da populacio.
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2 Motivacao e objetivos

Muitas davidas que surgem no ramo de deteccdo de periodicidades colocam em xe-
que a eficiéncia dos métodos desenvolvidos para este fim. Em nosso trabalho anterior [3],
descrevemos como algumas periodicidades aparentemente presentes em um espectro de
poténcias de Fourier podem ser falsas. Na Introdugdo, descrevemos o problema da perio-
dicidade nucleossomal, de 10 nucleotideos, que dois autores relatam resultados conflitan-
tes ao afirmar sobre sua presenca em sequéncias promotoras de Homo sapiens.

Tendo isto em vista, nosso objetivo geral é:

1. Construir um algoritmo na linguagem Perl que seja eficiente e confidvel e que tenha
como foco encontrar um mapeamento numérico ideal para otimizar uma periodici-
dade especifica em uma sequéncia de DNA, utilizando para isto a combinacao da

transformada de Fourier discreta com um algoritmo genético.
A partir disso, os objetivos especificos sao:

1. No Plasmodium falciparum e na Drosophila melanogaster, otimizar as periodici-
dades de 3 e 10 nucleotideos, correspondentes as frequéncias f =1/3 e f = 1/10.
A primeira € relativa a sintese protéica nas regides codificantes, e a segunda, ao
nimero de nucleotideos responsdveis por uma rotagcdo na hélice dupla da molécula

de DNA e também ao posicionamento dos nucleossomos no genoma.

2. Especificamente para Homo sapiens, separar a regido promotora descrita como cor-
respondente ao posicionamento do nucleossomo +1 e detectar a presenca da perio-
dicidade de 10 nucleotideos nesta regido, com o objetivo de esclarecer o problema
da periodicidade nucleossomal.

3. Analisar e comparar qual seria a diferenga em todos estes testes utilizando vérios
mapeamentos numéricos para transformar o DNA em um sinal digital:
(a) Mapeamento bindrio di-nucleotideo;
(b) Mapeamento di-nucleotideo usando nimeros reais, sendo eles:

i. Com valores variando numa escala entre -1 e 1;

ii. Com valores apenas positivos, numa escala entre 0.01 e 1.
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3 Metodologia

3.1 Dados utilizados nos testes

3.1.1 Sequéncias de DNA do P. falciparum e D. melanogaster

Os testes de otimizagdo para estes organismos foram feitos utilizando os arquivos

FASTA dos seguintes cromossomos:
e Cromossomo 8 do Plasmodium falciparum - nimero de acesso NC_004329.1.
e Cromossomo 2L da Drosophila melanogaster - nimero de acesso NT _033779.4.

O download dos arquivos foi feito a partir do site do NCBI [77]. Apos analisar o arquivo
FASTA referente ao cromossomo 8 do P. falciparum, pudemos perceber que o mesmo era
composto de muitas posicoes com caracteres "N, ou seja, nucleotideos que ainda nao
foram identificados. As primeiras cem mil posi¢des do cromossomo continham menos
caracteres deste tipo, por isso optamos por fazer um corte da posicao 0 até 100000 do ar-
quivo, e fazer nossos testes utilizando este trecho. Por motivos de padronizacdo, optamos
por fazer um corte nas mesmas posi¢des do arquivo FASTA referente a D. melanogaster.
Devido ao tempo impraticavel gasto pelo algoritmo para percorrer um cromossomo in-
teiro, nds optamos por usar os cortes de 100000 nucleotideos, que foram suficientes para

nos fornecer os resultados necessarios para testar o método.

3.1.2 Sequéncias promotoras de H. sapiens

Para confirmar a presenca da periodicidade de 10 nucleotideos nas sequéncias nu-
cleossomais de Homo sapiens, nos fizemos o download das 9714 sequéncias promoto-
ras humanas disponiveis em formato FASTA na pédgina da internet do banco de dados
EPD-Eukaryotic Promoter Database [78]. Pelo fato da localizacao dos sitios de iniciagao
da transcri¢do (TSS) 3 dessas sequéncias terem sido previamente definidas e publicadas
na literatura, o site do EPD permite que o usudrio escolha as posi¢des em que gostaria
de iniciar a extracao das sequéncias, bem como a quantidade de nucleotideos. A posi¢ao

zero (0) corresponde ao inicio do TSS. A pédgina permite que o usudrio escolha quantas

3TSS é a sigla para o termo em inglés Transcription Start Site. Em portugués, a traduco mais utilizada
na literatura € “’sitio de iniciac@o da transcri¢do”. Os TSS s@o sequéncias de DNA que ficam imediatamente
apods as regides promotoras e antes de um provavel gene. A enzima RNA polimerase reconhece os nu-
cleotideos da regido promotora (um exemplo classico € o TATA Box) e logo em seguida reconhece o TSS,
onde ela se acopla inicia a transcri¢do do trecho de DNA subsequente, que geralmente corresponde a um
gene.
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posicoes ao redor do TSS serdo incluidas no arquivo FASTA final. A posicao do nucleos-
somo +1 coincide geralmente com as posi¢oes +40 até +190 no sentido downstream, ou
seja, abaixo do TSS [62]. Nesta secao de DNA a periodicidade de 10 nucleotideos [39]

devera ser mais pronunciada [37].

3.2 Aplicacao da Transformada de Fourier Discreta (DFT)

A transformada de Fourier discreta (DFT) é uma técnica matemadtica que mostra as
frequéncias (periodicidades) presentes em um sinal digital através do espectro de potén-
cias de Fourier (FPS). Para que a DFT seja aplicada no DNA, € necessario converté-lo em
uma sequéncia numérica, o que € feito com facilidade utilizando tabelas de conversao.
Uma periodicidade que eventualmente esteja presente no DNA apresenta-se na forma de
um pico na sua frequéncia especifica no FPS. Quanto mais alto e forte for o pico, maior é
a quantidade de vezes que a periodicidade aparece na série. A DFT € muito utilizada em
andlises na gendmica e protedmica, devido a sua facilidade de implementacdo, eficiéncia
e praticidade [3,5, 19,47,79-82].

A implementagdo computacional da DFT nos nossos algoritmos foi feita através da
fast Fourier transform (FFT), ferramenta que realiza a interface entre o algoritmo e a
sequéncia de DNA. Em nossos algoritmos, utilizamos o pacote FFTW (fastest Fourier
transform in the west) para os cdlculos da DFT nas sequéncias de DNA. A pagina para

download do pacote encontra-se no endereco presente na referéncia 83.

3.3 Mapeamento indicador binario

O DNA € composto por simbolos que correspondem aos nucleotideos A, C, Ge T, que
matematicamente resultam numa sequéncia de caracteres que pode ser analisada através
de ferramentas computacionais. Um sinal bindrio, por sua vez, é uma sequéncia em que
cada posicao € 0 (zero) ou 1 (um). A seguinte equagdo exemplifica como construir um

indicador bindrio para uma sequéncia de DNA qualquer:

1 se for o na posi¢ao n
o (1)
0 para outro nucleotideo.
onde oo = A,C,G,T.
A partir das sequéncias de DNA, construimos entdo 4 sequéncias bindrias, uma para
cada nucleotideo [84]. Para ilustrar o método, considere a seguinte sequéncia de DNA
hipotética: ATCGATCG. Transformando-a em indicador bindrio para cada tipo de nu-

cleotideo, teremos as seguintes sequéncias:

18



Para o espectro da adenina (A), por exemplo, toda vez que o algoritmo encontrar o
simbolo A na sequéncia, sera assinalado o valor 1 (um) aquela posi¢do, e para qualquer
um dos outros simbolos, C, G ou T, sera atribuido o valor O (zero). O mesmo ¢é feito
para os outros tipos de nucleotideos, criando assim 4 matrizes bindrias diferentes, que
entdo podem ser tratadas numericamente. Uma vez montados os indicadores bindrios das
sequéncias de DNA, serd possivel realizar a DFT da sequéncia e procurar por periodici-
dades.

Para uma sequéncia de DNA de tamanho N contendo os nucleotideos A, C,Ge T, a
aplicagao da DFT retornara uma sequéncia de mesmo tamanho N, sendo que cada posi¢ao
representa os coeficientes de Fourier correspondentes a cada nucleotideo. Entdo, consi-
dere que uma periodicidade p do DNA ¢ interpretada pela DFT como uma frequéncia
f = 1/p. Para uma determinada posi¢do k no FPS de tamanho N, uma frequéncia f serd

considerada:

k
= — 2
f=x @)
Consequentemente, a frequéncia f pode ser usada para determinar em qual posicao k

na sequéncia N ela ocorrerd:

k= fN 3)

Para exemplificar, considere uma sequéncia de DNA de tamanho N = 999 que gos-
tarfamos de encontrar a posicdo em que a periodicidade p = 3 ocorre. Aplicando nestes
dados a equagdo 2, descobrimos que a frequéncia correspondente a esta periodicidade €

f=1/3 *. Calculado o f, fica possivel descobrir a posicio k aplicando-se a equacio 3:

4 A rigor, a notagdo correta para a frequéncia correspondente a periodicidade p = 3 seria f = 1/3 nt™ 1,
entretanto por simplicidade optamos por omitir a unidade n7~ 1 no restante desta dissertagao.

A TCGATTCG
n 0 1 2 3 45 6 7
s, 1 0 0 0 1 0 0 0
uc, 0 0 1 0 0 0 1 0
ug., 0 0 0 1 0 0 0 1
ur, 0 1.0 0 0 1 0 0

Tabela 1

Mapeamento indicador bindrio para uma sequéncia de DNA hipotética. A posi¢do O (zero) cor-
responde ao primeiro nucleotideo da sequéncia. O ndmero 1 (um), em azul, significa que o nu-
cleotideo em pauta foi encontrado na sequéncia. Caso contrdrio, serd atribuido o valor O (zero)
aquela posigao.
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k= N/3. Uma vez que N = 999, logo a posi¢dao em que a periodicidade 3 esta localizada
no FPS € k = 333.
A aplicacdo da DFT nos indicadores bindrios obedece a seguinte equagao:

IN_] '27[k
Ua7kzﬁr;)ua7neli\’ " k=0,1,2,...,N—1, 4)

onde oo = A,C,G,T.
Calculada a DFT para cada um dos 4 elementos das matrizes numéricas, é necessario
somar os coeficientes de Fourier para produzir apenas uma matriz, e a partir de entdo sera

possivel montar o FPS. Este procedimento € ilustrado pela seguinte equacao:

Sc= Y |Uaxl’, k=0,1,2,....N—1 )
a=A,C,G,T

Uma vez montado o FPS referente a sequéncia de DNA desejada, sera possivel entdo

observar todas as frequéncias que ocorrem em um determinado sinal digital.

3.4 Mapeamento binario de dinucleotideos

A caracteristica principal dos mapeamentos bindrios é a neutralidade. Isso signi-
fica que todas as posi¢des possuem pesos idénticos, zero (0) ou um (1). Com isso, as
informacdes e a estrutura contida na sequéncia de DNA sdo preservadas, mesmo quando
ela é traduzida para uma sequéncia numérica [85].

Existem 16 pares possiveis de dinucleotideos nas sequéncias de DNA:

Adenina AA AC AG AT
Citosina CA CC CG CT
Guanina GA GC GG GT
Timina TA TC TG TT

Nesse caso, dois nucleotideos consecutivos sdo convertidos numa sequéncia bindria.
Em termos matematicos, a montagem destas sequéncias € feita facilmente reescrevendo a

Eq. (1) dos indicadores bindrios para um nucleotideo:

ap 1 se for @ na posicdo n e B na posi¢do n+ 1
vn,;1+l = (6)
0 para outro dinucleotideo

onde ¢ = A,C,G,T.
A partir desta equacao, serdo formadas 16 sequéncias bindrias para cada um dos dinu-

cleotideos. O préximo passo € calcular a DFT para cada um deles:
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UAA R
UACn
UAG,n
UAT n
UCAn
Uccn
UCG.n
Ucrtn
UGAn
UGgcn
UGG ,n
UGTn
UTAn
Urcn
UTG,n
UTTn

Tabela 2

Mapeamento indicador bindrio de dinucleotideos para uma sequéncia de DNA hipotética. A
posicao 0 (zero) corresponde ao primeiro dinucleotideo da sequéncia. O nimero 1 (um), em azul,
significa que o dinucleotideo em pauta foi encontrado na sequéncia. Caso contrdrio, serd atribuido
o valor 0 (zero) aquela posicao.
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onde ¢ = A,C,G,T.
O ultimo passo € somar os 16 FPS, como mostrado na Eq. (5), para produzir apenas

um FPS com o total:

= Y [P (8)
o,f=A,C,G,T

Na tabela 2 temos um exemplo de como ficaria 0 mapeamento bindrio de dinucleoti-

deos para uma sequéncia de DNA hipotética. Uma metodologia similar a esta foi utilizada
nos trabalhos de Reynolds et al. e Widom et al. [64, 86].

3.5 Mapeamento de dinucleotideos (DM)

Neste tipo de mapeamento, nds utilizamos ndmeros reais nos lugares dos dinucle-
otideos, ao invés dos tradicionais zeros (0) e uns (1) dos mapeamentos binarios. Uma

caracteristica do mapeamento com numeros reais € que ele ndo possui a neutralidade,
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caracteristica marcante dos mapeamentos bindrios. Isto acontece porque este tipo de ma-
peamento € construido atribuindo-se um numero real diferente a cada um dos 16 pares
possiveis de dinucleotideos. Com isso, os dinucleotideos terdo um peso diferente, ao
contrario dos mapeamentos indicadores bindrios, em que todas as posi¢des tém o mesmo
peso.

Representando em forma de equacdo, a DFT para o mapeamento DM tem a seguinte

forma:

lN_2 om
Dk:]T]ZdZ;ﬁ-leilwknv k=0,1,2,....,N=2 ©)
n=0

onde o e B sdo os dinucleotideos nas posi¢des n e n + 1, respectivamente.

Nesta série, os dinucleotideos receberdo valores numa escala entre -1 e 1.

Com isso, um determinado dinucleotideo pode naturalmente receber um valor maior
do que outro. Imagine que gostariamos de maximizar uma frequéncia qualquer em uma

dSA receba o valor 0,1 e d%C receba 0,6.

sequéncia de DNA, e que o dinucleotideo
Numa andlise simples, fica claro que o dinucleotideo d™C terd uma contribuicdo maior
no espectro do que o dinucleotideo d©*. A explicagdio mais plausivel para isso é que
a periodicidade que estamos procurando seja constituida em uma maior parte pelos di-
nucleotideos contendo timina e guanina, fazendo com que eles tenham maior relevancia
comparando-se aos que contenham citosina e adenina.

Para enriquecer a interpretacao dos resultados, nds incluimos outra escala de valores
para atribuir aos dinucleotideos. Variando entre 0.01 e 1, nesta nova escala os dinu-
cleotideos receberdo apenas valores positivos. NOs nomeamos este tipo de mapeamento
como DM ™.

Na tabela 3, temos um exemplo do mapeamento DM, e na tabela 4, um exemplo
do mapeamento DM*. Em ambos exemplos, utilizamos a mesma sequéncia de DNA

hipotética da tabela 2.

A C G T A A G C C T C A T G G A
n 0 1 2 3 4 5 6 10 11 12 13 14 15
Individuo 1 0.44 0.98 -0.77 0.52 -0.41 0.05 -0.99 0.4 -0.82 0.69 091 0.26 -0.92 -1 -0.52 0.12
Individuo 2 0.06 -0.36 -0.16 0.02 0.29 -0.43 1 0.13 0.37 0.97 0.26 -0.05 -0.02 -0.19 -0.11 -0.06
individuo 3 0 0.21 -0.37 -0.11 0.98 0.76 0.9 0.38 -0.13 0.37 0.48 -0.9 -0.08 -0.89 0.99 0.28

Tabela 3

Mapeamento de dinucleotideos (DM) para uma sequéncia de DNA hipotética. A posicdo 0
(zero) corresponde ao primeiro dinucleotideo da sequéncia. Vdrios nimeros reais diferentes sdao
atribuidos aos diferentes dinucleotideos, variando numa escala de -1 a 1.

N
o
©
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A C G T A A G C C T C A T G G A T
1

n 0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Individuo 1 0.83 0.9 0.21 0.63 0.09 0.59 0.71 0.39 0.42 0.89 0.82 0.49 0.08 0.06 0.27 0.92

Individuo 2 0.01 0.01 0.38 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.42 0.03 0.01 0.01 0.01 1 0.12 0.01

individuo 3 0.03 0.98 0.97 0.16 0.01 0.72 0.07 0.05 0.72 0.19 0.07 0.01 0.14 0.95 0.56 0.02
Tabela 4

Mapeamento de dinucleotideos com valores apenas positivos (DM ™) para uma sequéncia de DNA
hipotética. A posicdo 0 (zero) corresponde ao primeiro dinucleotideo da sequéncia. Vdrios
nimeros reais diferentes sdo atribuidos aos diferentes dinucleotideos, variando numa escala de
0.01 a 1.

3.6 Algoritmo genético (AG)
3.6.1 Implementacao

Os algoritmos genéticos (AG), também chamados de algoritmos evoluciondrios, sao
técnicas de inteligéncia artificial, muito utilizados nas dreas exatas em problemas de
otimizacao [73,74]. Esta area estd sendo cada vez mais utilizada, também pelo fato dos
AG’s poderem ser aplicados em problemas de otimizacao em diversas dreas, como medi-
cina [87,88], engenharia [89,90], biologia [91,92] e na fisica acustica [93,94]. O objetivo
dos AG’s € avaliar e otimizar as possiveis solu¢cdes para um determinado problema com-
plexo, e retornar uma ou mais solucdes Otimas [95]. Neste trabalho, nds utilizamos o
pacote Al::Genetic, que contém uma implementa¢ao em Perl de um AG, livremente dis-

ponivel online [96].

3.6.2 Parametros de entrada e calculo do fitness

Populacao Para fornecer ao AG um grande nimero de possiveis solugdes, nés
configuramos o tamanho da popula¢do em p = 300 individuos por geracdo. Para en-
tender a idéia, imagine que cada individuo dentro da populacdo seja uma alternativa de
mapeamento para achar determinada frequéncia no DNA. Os 300 individuos serao avali-
ados com relag@o ao seu contetido, que sdo os genes e comparados entre si para ver qual

maximiza melhor a periodicidade de interesse.

Numero de genes De acordo com o funcionamento dos AG’s [74], cada individuo
da populacdo tem um conjunto de genes que pode variar em tipo (texto, numeral, bindrio)
e quantidade. Esse é o chamado gendtipo. Como o nosso interesse € encontrar o melhor
mapeamento de dinucleotideos para otimizar uma determinada frequéncia, nosso con-
junto de genes serd constituido de 16 valores, que correspondem aos 16 possiveis pares
de dinucleotideos encontrados no DNA.

Cada gene de um individuo receberd um valor dentro de uma das escalas de numeros
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reais que nés definimos para este trabalho - DM e DM ™. Pelo fato do pacote Al::Genetic
trabalhar apenas com valores inteiros, nds tivemos que fazer uma adaptacdo para gerar
os valores das escalas. Ao gerar a populagdo, a cada um dos 16 genes serad atribuido
inicialmente um valor inteiro entre -100 e 100 (DM) ou entre 1 e 100 (DM ™). O algoritmo
trabalhard com esses valores durante toda a execugdo, e ao encontrar o melhor conjunto
que maximize a frequéncia de interesse, ao final todos os 16 valores serdao divididos por
100, e dai teremos a escala entre -1 e 1 e entre 0.01 e 1. O tipo de mapeamento (DM
ou DM ™) é escolhido ao iniciar a execu¢do do programa, de acordo com o interesse do

usuario.

Determinacao do fitness de cada individuo Uma vez que a populagéo inicial
p com 300 individuos foi gerada, significa que cada individuo serd constituido de um
mapeamento de nimeros reais. Para calcular o fitness, o primeiro passo é calcular a
DFT para cada individuo. O algoritmo entdo produzird o seu respectivo FPS. O préximo
passo € avaliar a intensidade do pico na frequéncia desejada. Esta etapa é importante
para descobrir se a otimizagdo foi efetiva. Para isso, criamos uma funcdo mérito, que
foi baseada na fungao chamada de relacdo sinal-ruido, utilizada em alguns trabalhos [47,
97,98]. Esta fungdo leva em conta a altura do pico no FPS na frequéncia desejada e a
compara com a altura dos demais picos do espectro. Disso, tem-se uma taxa que diz o
quao forte € uma periodicidade.

Para descobrir periodicidades p de dinucleotideos que estejam fracas em determi-
nada sequéncia, nés maximizamos o FPS S; em uma determinada frequéncia f = 1/p em

relacdo a intensidade total do espectro S = Y ; Sk, 0 que consiste entdo na fungdo mérito

g(p), dada por:

g8(p) =Si/S (10)

Dependendo do tamanho da sequéncia, hd um problema técnico: o pico na frequéncia
desejada pode nao coincidir com a posi¢ao calculada pelo algoritmo. Por exemplo, a
posi¢do k que corresponde a frequéncia f = 1/3 em uma sequéncia de 1000 nucleotideos
€ k =333.3. Este valor ndo € um numero inteiro, portanto ndo existe esta posi¢ao no
espectro por problemas de arredondamento. A posicdo mais proxima seria k =333, mas
a frequéncia representada neste ponto ndo é necessariamente f = 1/3. A consequéncia
disso € que algumas frequéncias podem simplesmente ndo aparecer no espectro.

Para resolver este problema, realizamos uma amostragem de 6 posi¢des do vetor Fou-
rier em torno do pico. Neste trabalho, nés utilizamos em geral =1, ou seja, uma posicéo

de cada lado da frequéncia desejada. Matematicamente, considerando que o FPS § sera
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representado por um vetor .” = s1,52,...,5y/2, para uma frequéncia f:

i+6
SP(N)= Y sy, i=round(k) (11)
n=i—§
Entao, voltando ao nosso exemplo, para a frequéncia f = 1/3 num trecho de N = 1000
nucleotideos, as posi¢des 332, 333 e 334 do vetor serdo utilizadas para fazer o calculo.

Isso garante que a frequéncia em questao seja contemplada no FPS.

Estratégia de selecao Depois de gerada a populagéo e calculados seus valores de
fitness, € preciso decidir quais sdo os individuos mais adaptados para serem inseridos na
populacao da préxima geracdo. Para isso, nds utilizamos uma técnica de selecao chamada
torneio. Este método foi escolhido por sua simplicidade e porque geralmente é conside-
rado bastante eficiente [99]. A melhor caracteristica desta técnica € que ela preserva a
diversidade da populacdo, pois uma vez que todos os individuos participam do torneio,
todos tém chance de serem selecionados [100].

No processo de selecdo, uma amostragem de Nr individuos sera tirada a partir de
toda a populagdo. Este numero € chamado de tamanho do torneio, ou Nr. Os individuos
escolhidos serdo comparados entre si quanto ao seu valor de fitness, € apenas o que possuir
o maior valor serd escolhido. Este processo é repetido até que toda a populacdo seja
testada.

Neste trabalho, escolhemos N7 = 2, ou seja, apenas 2 individuos serdo comparados de
cada vez. Os individuos selecionados em cada torneio vao compor o grupo de reprodugao.
Neste grupo, os individuos irdo gerar uma prole, que serd a base para a populacdo da
proxima geracgao [101].

O ntimero de individuos que vao compor o tamanho do torneio é decisivo para man-
ter a diversidade da populacdo. Quanto mais individuos compuserem o torneio, signi-
fica que uma pequena parte da populacdo contribuird efetivamente para a diversidade
genética [102, 103]. Isso acontece porque véarios deles ndo serdo selecionados para com-
por o grupo de reproducgdo e ndo terdo a chance de participar novamente de um torneio,
pois sdo descartados [100, 101]. Este € mais um motivo pelo qual escolhemos fazer o tor-
neio com apenas dois individuos, N7 = 2, pois comparando aos pares haverd uma maior
chance de escolhermos os melhores individuos.

Ao fim da selecdo por torneio, toda a populagdo ja terd sido testada aos pares, e todos
os individuos vencedores estardo no grupo de reproducdo. Naturalmente, os individuos
desse grupo terdo um firness médio maior que o resto da populacdo. Essa, entdo, serd a
pressdo seletiva que os individuos sofrerdo, pois a cada geracdo, s6 aqueles com maior

fitness serdo escolhidos. No grupo de reprodugdo, os individuos sofrerdo dois processos:
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crossover € mutacdo, para gerar uma prole, que serd a base da préxima populagao.

Crossover O conceito de crossover nos AG’s € diferente do utilizado na recombi-
nacdo génica. Na biologia, o crossover ocorre durante a meiose, processo que resulta na
formacao de gametas nas células germinativas. Os cromossomos homdlogos (parentais)
trocam partes entre si, o que resulta em cromossomos com maior diversidade genética, que
irdo para os gametas [75]. Nos AG’s, os cromossomos sdo equivalentes aos individuos da
populacdo. No grupo de reprodugdo, dois individuos (pais) serdo selecionados aleatoria-
mente para trocar partes de seu contetiido entre si, e formar dois novos individuos (prole),
que fardo parte da populacdo da préxima geracdo. O crossover nos AG’s, portanto, com-
bina informagdes de dois individuos parentais que sdo supostamente diferentes.

No nosso AG, a taxa de crossover é uniforme, ou seja, a caracteristica desse tipo de
recombinacdo € que, a partir dos pais, ele constréi um novo filho selecionando aleatoria-
mente, para cada locus, um alelo de um ou de outro pai [104, 105]. Para entender melhor
a construcdo da prole, observe o simples exemplo abaixo. Imagine que, para os genes
de cada pai, o AG construird uma mascara bindria aleatoriamente, que corresponderd aos

dois genotipos:

Pai 1 A B C D E
Pai 2 a b ¢ d e
Mdscara bindgria 0 1 0 0 1

O primeiro filho herdara os genes do Pai 1 que correspondam ao nimero 1 (um) na

mascara, € os genes do Pai 2 que correspondam ao nimero 0 (zero). O segundo filho é

C@@ ) () - )
3 individuos v;e:illla(l)sr ?io
aleatérios sao torneio é
selecionados escolhido
Figura 8

Esquema exemplificando como funciona o torneio como estratégia de selecio nos AG’s. A es-
querda, os circulos representam os individuos de uma populacdo. Cada um possui um valor de
fitness, representado pela letra f. Aleatoriamente, trés individuos serdo escolhidos para formar o
torneio. Neste caso, Ny = 3. Os trés serdo comparados em relacdo ao seus valores de fitness, e
apenas o que possuir o maior valor serd selecionado para compor o grupo de reprodugdo. Este
processo € repetido para todos os individuos da populagdo, até que o grupo de reproducio seja
preenchido.
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construido obedecendo a regra contraria: Entdo:

Filhol a B ¢ d
Filho2 A b C D

E
e

Assim, o AG construird para cada par de pais do grupo de reproducdo uma nova
prole [104].

Ap0s testarmos diferentes valores para se atribuir a taxa de crossover, decidimos usar
no nosso AG uma taxa definida em 0.7. Isso significa que, a cada par de pais escolhidos
do grupo de reproducdo, o AG escolherd um nimero aleatério entre O e 1. Se o nimero
for menor que 0.7, o crossover ocorrera e dois novos individuos serdo gerados. Caso
contrdrio, o par de pais serd deixado de lado e um novo serd escolhido. Este processo se
repetird até que se atinjam 300 individuos, que corresponde ao nimero de populagdo para

comecar uma nova geragao.

Mutacao Apés atingido o nimero de 300 individuos, a nova populacdo passard
pelo processo de mutagdo. A mutacdo permite que um individuo tenha a chance de trocar
o valor de algum dos seus genes de acordo com a taxa de mutagdo. Este processo tem
por objetivo aumentar a variabilidade da populagdo. O mecanismo é simples: imagine
que um individuo ndo selecionado pelo torneio tivesse um gene importante. Pelo fato do
individuo ter sido descartado, aquele gene foi perdido. Durante o processo de mutacao, ao
trocar o valor de um gene de um individuo, existem chances do novo valor ser exatamente
aquele perdido pelo individuo ndo selecionado anteriormente [105].

A taxa de mutagdo tem um papel importante, uma vez que valores muito altos au-
mentam muito a variabilidade da populagdo de uma maneira que prejudica a eficiéncia
da selecdo, que se torna praticamente aleatéria [106]. Por isso, apds testar varias taxas
de mutacgdo diferentes, nds fixamos seu valor em 0.01 ou 1% no nosso AG. Ao aplicar a
mutagdo nos individuos, o AG aplica um método parecido com o crossover. Ele ird gerar
um valor aleatério entre O e 1. Caso este valor esteja abaixo de 1%, um gene do individuo
em questdo ird substituir seu valor por um novo, dentro da escala normal de constru¢ao
do gendtipo, definida pelo usudrio. Este processo € repetido com todos os individuos do
grupo.

Finalizada a selecdo, o crossover e a mutacdo, teremos pronta a nova populacdo, com
valores de fitness melhores e que tenderdo a melhorar ainda mais a cada geracao, contri-

buindo para que o AG encontre a solu¢do ideal no menor tempo possivel.
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3.6.3 Critério de parada

Com o objetivo de melhorar o tempo de execucdo do AG, nds implementamos um
critério de parada para testar se os dltimos valores de fitness retornados pelo AG ja sdo os
maiores que ele poderia alcancar. Para isso, nds armazenamos em um vetor os valores de
fitness retornados pelas dltimas 30 geragdes: {g1,£2,---,830}- Em seguida, fazemos uma

subtragdo entre o trigésimo e o primeiro valor do vetor:

1g30—g1] <t (12)

Se o valor de t estiver abaixo de ¢ = 0.01, significa que o mapeamento numérico
j4 se encontra otimizado no seu limite, uma vez que nao houve praticamente nenhuma
mudanca no seu valor nas ultimas 30 geracdes. Entdo o AG retornard o mapeamento e
fecha a geracdo corrente, passando para o proximo trecho de DNA, repetindo o mesmo
procedimento. Caso o resultado da subtracdo esteja acima de ¢t = 0.01, ele continuara
realizando as otimizacdes até que o critério seja alcangado, ou entdo parard a execucao

quando chegar no nimero limite de 500 geracdes, retornando entdo o tltimo mapeamento.

3.7 Passo-a-passo do AG

Nesta se¢ao mostraremos como o algoritmo funciona tecnicamente. No Apéndice,
secdo 7.1.2, esté listado o algoritmo completo para conferéncia. Abaixo listamos os prin-

cipais passos do seu funcionamento.
1. Os parametros de entrada sao:

(a) arquivo com a sequéncia de DNA;
(b) nome que deseja dar ao arquivo de saida;
(c) frequéncia que deseja otimizar no formato f = 1/p;

(d) tipo de mapeamento que deseja usar, DM ou DM.

2. Extrair os dados do arquivo contendo a sequéncia de DNA.
3. Percorrer toda a sequéncia utilizando uma janela deslizante, sendo esta:

(a) de 1000 nucleotideos para o P. falciparum e D. melanogaster.

(b) de 150 nucleotideos para os promotores de H. sapiens, sendo que neste caso o

tamanho da janela € igual ao tamanho da sequéncia.
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4. Em cada uma das janelas, procurar pelo melhor mapeamento que maximize com

eficiéncia a frequéncia desejada:

(a) frequéncias f =1/3 e f =1/10, correspondentes aos periodos p=3e p=10

no caso de P. falciparum e D. melanogaster;

(b) apenas f = 1/10 no caso dos promotores de H. sapiens.

5. Aleatoriamente, atribuir aos 16 pares de dinucleotideos valores reais positivos ou

negativos dependendo do mapeamento escolhido: DM ™ ou DM.

6. Em seguida, testar através da DFT se o mapeamento foi satisfatério para maximizar

a frequéncia.

7. Repetir o processo até obedecer ao critério de parada ou atingir o limite de 500

geragoes.

8. Terminado o processo, salvar no arquivo de saida o melhor valor de fitness para a

sequéncia e os valores reais 6timos para cada um dos dinucleotideos.

9. Passar para a proxima janela de DNA ou para o proximo arquivo de sequéncias

promotoras e repetir todo o processo.

3.7.1 Construcao do FPS

Com os valores reais retornados pelo AG, serd possivel construir os espectros de Fou-
rier para cada sequéncia de DNA e assim comparar os resultados. O algoritmo que faz
este trabalho se encontra na secdo 7.1.3 do Apéndice.

Este algoritmo basicamente ird extrair os valores reais do arquivo de saida retornado
pelo AG, aplicara os valores aos dinucleotideos correspondentes no DNA e calculard a
DFT. Em seguida ird montar o FPS onde sera possivel observar se a periodicidade em

questao foi maximizada satisfatoriamente.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Analisando a eficiéencia do método

4.1.1 Variacao dos valores dos dinucleotideos

O algoritmo genético (AG) inicia uma nova populagdo a partir de valores completa-
mente aleatérios. Uma ddvida inicial que nos surgiu é: se repetirmos o AG na mesma
sequéncia vdrias vezes, os valores reais retornados para os dinucleotideos seriam comple-
tamente diferentes uns dos outros? Caso afirmativo, os valores nao fariam sentido, pois
seriam totalmente aleatdrios.

Para resolver esta questdo, nds aplicamos nosso AG dez vezes nos 100000 nucleotideos
selecionados do cromossomo 2L da Drosophila melanogaster buscando pelos melhores
valores dos dinucleotideos que maximizem a frequéncia f = 1/3. Ao final de cada ro-
dada, o AG retorna os valores dos dinucleotideos. O tempo médio gasto pelo AG para
terminar uma rodada completa no trecho de 100000 nucleotideos é de aproximadamente
8 horas. Terminada a décima repeticdo, montamos um grafico que mostra se os valores
para cada dinucleotideo sofreram muita variacao. O resultado desse teste estd mostrado
na figura 9. Pode-se perceber que as flutuacoes dos valores foram minimas. Existe por-
tanto uma tendéncia clara para a manutencdo dos valores dentro de uma faixa, raramente
apresentando diferengas muito importantes.

A pergunta que surge a seguir €: os valores otimizados convergem para os mesmos va-
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Figura 9

Flutuacdo dos valores dos dinucleotideos quando repetidos 10 vezes na mesma sequéncia. Para
facilitar a andlise, separamos os dinucleotideos pelo nimero de liga¢gdes de hidrogénio que fazem.
No primeiro painel, os que fazem 4 ligacdes, no painel do meio 5 liga¢Ges e no ultimo, 6 ligacdes.
Percebe-se uma tendéncia a manutencao dos valores em uma faixa, com poucas variagdes impor-
tantes.
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Figura 10

Os valores dos dinucleotideos retornados para a sequéncia aleatorizada da Drosophila melanogas-
ter também tendem a manter seus valores dentro de uma faixa quando repetimos o AG dez vezes
na mesma sequéncia.

lores por se tratar de uma sequéncia de DNA estruturada, com significado biolégico bem
definido? Uma forma de responder a esta pergunta € aleatorizar totalmente a sequéncia
de DNA utilizada no teste anterior. Com isso, destruimos o significado biolégico, orga-
nizacdo das repeti¢des e toda a estrutura natural do DNA. Depois, novamente aplicamos
0 AG 10 vezes nessa sequéncia, buscando maximizar a mesma frequéncia f = 1/3 do
teste anterior. Em seguida, anotamos os valores dos dinucleotideos retornados pelo AG a
cada rodada. A figura 10 mostra os resultados desse teste. Em comparac¢do com o teste
anterior, percebe-se um leve aumento na variacao dos valores, para alguns dinucleotideos.
Entretanto, mais uma vez, a técnica se mostrou eficiente em manter dentro de uma faixa os
valores atribuidos aos dinucleotideos quando se testa a maximizagdo de uma frequéncia
numa mesma sequéncia de DNA varias vezes. Isso significa que os valores tendem a con-
vergir especificamente para otimizar a frequéncia desejada. Com estes dois testes simples,
concluimos que os resultados independem tanto da aleatoridade dos valores atribuidos aos
genes dos individuos na populacdo inicial quanto da aleatoridade da sequéncia de DNA
utilizada. Portanto, nosso AG possui o direcionamento correto para retornar os melhores
valores para os dinucleotideos. Ficou claro que o método retorna valores consistentes e
robustos.

O préximo passo, entdo, € avaliar os valores de fitness ao longo do DNA.

4.1.2 Variacao dos valores de fitness

Utilizando a mesma idéia do teste anterior, o objetivo agora é analisar se em uma

sequéncia de DNA normal e na mesma sequéncia aleatorizada os valores de fitness irdo
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Para descobrir se os valores de fitness retornados pelo nosso AG possuem um significado 16gico,
nds buscamos otimizar as frequéncias f = 1/10 e f = 1/3, correspondentes aos periodos 10 e 3
respectivamente, num corte de 100 mil nucleotideos do cromossomo 8 do Plasmodium falciparum.
Nos aleatorizamos o corte de DNA original e também aplicamos nosso AG nestas sequéncias para
mostrar que o valor de fitness retornado pelo AG possui um significado 16gico. Ao longo do
genoma, os valores de fitness do corte de DNA original variam muito para ambas as frequéncias
procuradas, diferentemente da sequéncia aleatorizada.

sofrer os mesmos graus de variagdo. Neste teste, aplicamos nosso AG nos 100 mil nu-
cleotideos separados do cromossomo 8 do Plasmodium falciparum em busca da maxi-
mizacdo das frequéncias f = 1/3 e f = 1/10. Para comparar, repetimos este mesmo
teste com o trecho de DNA completamente aleatorizado. Uma vez que o valor de fit-
ness € o resultado da fun¢do mérito, que traduz o quao satisfatéria foi a maximizacao
para a frequéncia desejada naquele trecho de DNA, percebe-se claramente que o DNA
nao-aleatdrio apresenta valores muito superiores € mais variaveis que a sequéncia aleatoria.
Isso acontece para ambas frequéncias.

Nas sequéncias aleatdrias, percebe-se que os valores de fitness sdo muito menores
quando se procura pela frequéncia f = 1/10. Isso acontece, provavelmente, porque ao
se aleatorizar uma sequéncia de DNA, corre-se o risco, mesmo que minimo, de produzir
uma periodicidade. Entretanto, é mais facil produzir acidentalmente uma periodicidade
de 3 nucleotideos que uma de 10 nucleotideos. Com isso, em algumas partes, pode-se
notar picos onde o valor de fitness é maior para f = 1/3 na sequéncia aleatorizada.

Estes testes nos deram confianga para comecar as maximizag¢des no P. falciparum
e D. melanogaster, pois mostraram que o método € robusto e direciona os resultados
exatamente para o objetivo do usudrio. Os valores dos dinucleotideos e os valores de
fitness mostraram-se identificados com o objetivo da técnica, que € encontrar os melhores

valores para maximizar uma frequéncia no DNA.
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4.2 Otimizando periodicidades fracas

Uma vez que implementamos nosso AG com sucesso, como mostrado nas secoes
anteriores, o proximo passo € aplicar a técnica em sequéncias de DNA buscando por pe-
riodicidades fracas, buscando maximiza-las. Para isso, selecionamos os cortes de 100 mil
nucleotideos dos cromossomos 8 do P. falciparum e do cromossomo 2L da D. melano-
gaster, usados nos testes anteriores.

Para enriquecer as andlises, utilizaremos trés tipos de tabelas de conversdao do DNA
para fazer a transformada de Fourier discreta (DFT). Todas elas ja foram explicadas com
detalhes na Metodologia, secoes 3.4 e 3.5, paginas 20 e 21. A primeira tabela de conversao
€ a que utiliza o mapeamento binario de dinucleotideos (DBI). Este tipo de mapeamento €
o mais simples de todos, e € usado na sequéncia de DNA sem otimizacdes, para servir de
comparacao para os mapeamentos otimizados. Através dele, podemos ver se a frequéncia
desejada encontra-se na sequéncia. Caso negativo, procuraremos otimiza-la utilizando
dois tipos de tabelas de conversdo: a que utiliza o mapeamento de dinucleotideos com
niimeros reais assumindo apenas valores positivos, DM, e com valores positivos e nega-
tivos, DM.

4.2.1 Buscando pela periodicidade p =3

Escolhemos testar primeiramente a maximizacgio da frequéncia f = 1/3, correspon-
dente a periodicidade p = 3, presente em regides codificantes. Esta frequéncia apa-
rece em praticamente todas as sequéncias de DNA, independentemente da posicdo cro-
mossOmica, exceto em algumas regides nao-codificantes, que obviamente niao apresen-
tardo este padrao. Por isso, nosso objetivo com este teste € procurar sequéncias de DNA
em que esta frequéncia ndo é encontrada no mapeamento bindrio de dinucleotideos e
entdo, através da otimizacdo pelos mapeamentos DM ¢ DM, passe a ser observada no
espectro de poténcias de Fourier (FPS).

Nossas andlises foram feitas utilizando janelas de 1000 nucleotideos. Uma vez que
nossos trechos de DNA possuem 100000 nucleotideos, ao final da execucdo o arquivo
de saida conterd 100 valores otimizados dos nucleotideos e os seus respectivos valores
de fitness correspondentes a cada janela. A escolha pela particao da sequéncia de DNA
em janelas foi para aumentar o nimero de resultados, e assim, ter uma melhor base para
comparar as otimizagdes ao longo do genoma.

Um exemplo de uma maximizagao realizada com sucesso estd mostrado na figura 12.
Esse trecho corresponde as posicoes 72000-73000 do trecho de 100 mil nucleotideos ex-
traidos do cromossomo 8 do P. falciparum. Para facilitar a visualiza¢do da frequéncia

f =1/3, que corresponde a f = 0.33, nds aplicamos um zoom na regido correspondente
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Figura 12

Otimizacéo da frequéncia f = 1/3, correspondente ao periodo p = 3, encontrado em regides de
DNA que codificam para protefnas. Este trecho corresponde as posi¢cdes 72000-73000 do corte
de 100000 nucleotideos do cromossomo 2L da D. melanogaster. Observamos a inexisténcia da
periodicidade no primeiro painel, (a), relativo ao cldssico mapeamento bindrio de dinucleotideos
(DBI). Nos painéis seguintes, (b) e (c), observa-se a clara maximizagdo da periodicidade. No
painel (b), referente a0 mapeamento DM, que utiliza nimeros reais positivos e negativos em sua
escala, a maximizac¢do é mais pronunciada que no painel (c), que utiliza 0 mapeamento DM ™,
apenas com numeros reais positivos. O FPS completo estd mostrado na figura 29 do Apéndice,
pagina 59.

a esta frequéncia no FPS. Por isso, os grificos para esta frequéncia terdo a escala do
eixo x configurada de f = 0.30 até f = 0.39. No painel (a) da figura, encontra-se o
FPS para o mapeamento bindrio de dinucleotideos (DBI). Percebe-se claramente, com o
desenho da linha tracejada vertical, que ndo existe nenhum sinal detectdvel na regido refe-
rente a frequéncia f = 1/3. No FPS completo, percebe-se que nio existe nenhuma outra
frequéncia mais pronunciada, que poderia ter suprimido de certo modo o aparecimento
de um pico em f = 1/3. Assim, a periodicidade p = 3 aparentemente ndo existe neste
trecho do genoma. Apos aplicar nosso AG nesta mesma sequéncia de DNA utilizando
os mapeamentos DM e DM, cujos resultados estdo mostrados nos painéis (b) e (c) da
figura, percebe-se a clara maximizacdo da frequéncia f = 1/3. A situacdo desses painéis,
em que hd uma aparéncia de desordem no FPS, com varios picos aproximadamente na
mesma altura e mesma intensidade é chamada ruido. O painel (b) claramente possui
uma maximiza¢do mais pronunciada que o painel (c). N6s observamos essa tendéncia em
todos os nossos resultados.

Apesar de maximizar com sucesso a periodicidade p = 3, 0o mapeamento DM possui

picos com intensidade menor no FPS em comparacdo com o mapeamento DM.
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Outra andlise que fizemos € ver a flutuagdo dos valores dos dinucleotideos ao longo
das janelas do genoma. Como demonstrado na primeira se¢do dos Resultados, os valo-
res dos dinucleotideos sdo direcionados para maximizar uma frequéncia especifica. Por-
tanto, € esperado que os valores mudem de acordo com o trecho de DNA analisado.
Para a maximizacao da frequéncia f = 1/3 nos 100 mil nucleotideos da D. melanogas-
ter, observe a variacio dos valores para os dois mapeamentos, DM ¢ DM™, mostrados
respectivamente nas figuras 13 e 14.

O eixo horizontal corresponde a posi¢ao relativa no corte de 100 mil nucleotideos, e
no eixo vertical temos os valores atribuidos aos dinucleotideos. Com o objetivo de faci-
litar a visualizacdo dos dados, nds selecionamos uma janela a cada 10000 nucleotideos,
totalizando assim 10 janelas. N6s dividimos os dinucleotideos em 3 categorias, de acordo
com o numero de ligacdes de hidrogénio que fazem. Inicialmente, a divisdo foi feita dessa
forma porque estdvamos interessados em descobrir se a contribui¢io de certos tipos de di-
nucleotideos na otimizacdo da frequéncia era diferente que outros tipos. NGs pensamos
nesta possibilidade porque o genoma do P. falciparum possui um alto conteudo AT [107],
e investigar o papel dos dinucleotideos envolvendo A e T poderia render uma anélise inte-
ressante. Entretanto, esta anélise inicialmente ndao nos retornou um resultado significativo.
Por isso, continuamos dividindo os dinucleotideos no gréfico de acordo com seu nimero
de ligacdes de hidrogénio apenas por simplicidade. Os dinucleotideos com 5 ligagdes sdao
o grupo de maior nimero, por isso decidimos separd-los em dois painéis também com o
objetivo de facilitar a visualizacdo. Observe que para os dois tipos de mapeamentos, as
variagdes dos valores sdo intensas ao longo do trecho completo de DNA. As variacdes
s30 mais intensas para o mapeamento DM em comparac¢do ao DM, como jd pontuado
anteriormente. Percebe-se claramente que o mapeamento DM possui os resultados mais
expressivos, como mostrado na figura 12.

Entdo por qué utilizamos ambos mapeamentos, DM ¢ DM ™ nas nossas analises? A
figura 14 fornece uma explicacdo. Observe que a variacdo dos valores para o mapea-
mento DM também ¢é intensa. Entretanto, nota-se que muitos dinucleotideos tendem a
manter seus valores proximos a zero por varios trechos. Quando um dinucleotideo tem
seu valor em torno de 0 (zero), significa que o seu peso, ou seja, sua contribuicdo para a
maximizacdo da frequéncia em questdo naquele trecho de DNA € pouco relevante. Le-
vando em consideracao essa afirmacao, as analises do que significam os valores atribuidos
aos dinucleotideos se tornam mais simples. Quando um dinucleotideo assume um valor
em torno de 1 (um), sua contribui¢do para a maximizagdo da frequéncia é grande. O
AG atribui um peso maior exatamente por notar que sua relevancia € maior. Por isso a
interpretacdo do mapeamento DM é considerada mais intuitiva. E importante considerar

que esta andlise é vélida apenas para o mapeamento DM ™. No mapeamento DM, o fato
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de aceitar valores positivos e negativos torna a interpretacao dos valores um pouco menos
intuitiva. Ao receber um valor negativo, nao significa que aquele dinucleotideo seja total-
mente irrelevante. A interpretacdao dos valores reais retornados pelo mapeamento DM é
um tépico que ainda necessita ser estudado com mais cuidado, que é uma das perspectivas
futuras do nosso trabalho.

A fim de aplicarmos nossos testes com o AG em um organismo diferente da D. me-
lanogaster, nés escolhemos o genoma do parasito da maldria, Plasmodium falciparum,
organismo cujo genoma € bem conhecido no meio académico. O motivo da nossa escolha
foi a complexidade de seu DNA e a diferenca notdvel de estrutura em comparacao ao da D.
melanogaster, como por exemplo seu alto conteido AT e a ocorréncia de harmonicos de
frequéncia em seu FPS [3, 14]. Por se tratar de genomas tao diferentes, havia uma didvida
se as maximizacoes do P. falciparum com nosso AG traria resultados com a mesma qua-
lidade que os gerados para a D. melanogaster. N6s aplicamos este mesmo teste para o
corte de 100000 nucleotideos do cromossomo 8 do P. falciparum. Separamos o conteido
em janelas de 1000 nucleotideos, aplicamos 0 nosso AG e uma lista contendo os valores
dos dinucleotideos e os valores de fitness foi retornada para cada uma das 100 janelas.
O trecho que corresponde as posi¢des 82000-83000 mostrou uma maximizacdo interes-
sante para f = 1/3 e encontra-se na figura 15. O mapeamento DBI nio mostra qualquer
pico na regido referente a f = 1/3. Percebe-se que ndo ha qualquer periodicidade visivel
neste FPS. Entretanto, apés aplicar o nosso AG, a frequéncia aparece otimizada nos pi-
cos em f = 1/3 dos painéis (b) e (c). Por mais que a maximiza¢do do DM ™ seja menos
pronunciada, quando comparada ao DBI, a maximizacao € extremamente eficiente.

Por outro lado, existem alguns trechos de DNA em que a maximizacao simplesmente
ndo ocorre. E o caso do trecho correspondente as posi¢des 64000-65000 do genoma do
P. falciparum. Observe na figura 16 que nenhum dos trés painéis exibem um pico consi-
derdvel em f = 1/3. Considerando que existem regides do DNA que ndo codificam para
proteinas, este trecho de 1000 nucleotideos provavelmente ¢ um exemplo de sequéncia
desse tipo. A periodicidade p = 3, apesar de ser de facil detec¢do, ndo consegue ser
otimizada em qualquer dos mapeamentos que construimos para este trecho. Note que
mesmo no FPS completo nenhuma frequéncia diferente é encontrada.

A andlise dos valores dos dinucleotideos para a frequéncia f = 1/3 no P. falcipa-
rum também mostra resultados interessantes. As figuras 17 e 18 mostram as variacoes
dos valores para a maximizacdo da frequéncia f = 1/3 em toda a extensdo dos 100 mil
nucleotideos. Assim como foi feito para a D. melanogaster, nas figuras estd uma amos-
tragem de 10 pontos dentre os 100 retornados pelo AG, que correspondem a posicoes a

cada 10 mil nucleotideos.
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Figura 13

Variacdo dos valores dos dinucleotideos retornados para o mapeamento DM buscando a
maximizagdo da frequéncia f = 1/3 na D. melanogaster. O primeiro painel (a) contém os di-
nucleotideos com 4 ligacdes, os dois préximos painéis (b) e (c) os dinucleotideos com 5 ligacdes
e o ultimo, (d), com 6 ligacdes.
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Figura 14

Flutuacdo dos valores reais atribuidos aos dinucleotideos utilizando o mapeamento DM para os
100 mil nucleotideos do cromossomo 2L da D. melanogaster. O primeiro painel (a) contém os
dinucleotideos com 4 ligacdes, os dois proximos painéis (b) e (c) os dinucleotideos com 5 ligagdes
e o tltimo, (d), com 6 ligacdes.
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Figura 15

Trecho correspondente as posi¢des 82000-83000 do corte de 100000 nucleotideos do cromossomo
8 do P. falciparum, mostrando a maximizacdo da periodicidade p = 3. O FPS completo desse teste
encontra-se na figura 30 do Apéndice, pagina 59.
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Figura 16

Exemplo de maximiza¢do em que ndo se encontra nenhum pico em f = 1/3 no trecho de 64000-
65000 nucleotideos do corte do cromossomo 8 do P. falciparum. Observe que nenhum dos painéis
exibe qualquer pico na regido de f = 1/3. Os mapeamentos otimizados DM e DM exibem picos
em meio a muito ruido no FPS. O FPS completo para este trecho encontra-se no Apéndice, na
figura 33, pdgina 61.

4.2.2 Revelando a periodicidade p = 10

Como descrito na Introducdo, a periodicidade de 10 nucleotideos possui vérios sig-

nificados biolégicos, sendo o mais cldssico a correspondéncia com a quantidade de nu-
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Figura 17

Variacdo dos valores dos dinucleotideos para a maximizag¢do da periodicidade p = 3 nos 100 mil
nucleotideos do P. falciparum. O primeiro painel (a) contém os dinucleotideos com 4 ligacdes, os
dois préximos painéis (b) e (c) os dinucleotideos com 5 ligacdes e o dltimo, (d), com 6 ligagdes.
Observe que a variagdo é grande para todo o trecho de DNA.
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Figura 18

Flutuagdo dos valores dos dinucleotideos para a maximizagdo do periodo 3 no P. falciparum,
utilizando o mapeamento DM ™. O primeiro painel (a) contém os dinucleotideos com 4 ligagdes,
os dois proximos painéis (b) e (c) os dinucleotideos com 5 ligacdes e o ultimo, (d), com 6 liga¢des.
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cleotideos necessarios para conferir uma volta da hélice dupla do DNA. Além disso, esta
periocidade € relacionada ao posicionamento dos nucleossomos nas regides ao redor do
sitio de inciacdo da transcri¢ao (TSS). Entretanto, é a periodicidade p = 10 é mais fraca
que p = 3, e portanto, mais dificil de ser detectada.

Para maximizar a periodicidade p = 10, procedemos da mesma forma que para a peri-
odicidade p = 3. Nos aplicamos nosso AG nos trechos de 100 mil nucleotideos dos orga-
nismos P. falciparum e D. melanogaster, utilizando janelas de 1000 nucleotideos. Apds o
AG finalizar sua otimizacdo, montamos os 100 FPS referentes as janelas e analisamos as
otimiza¢des da frequéncia f = 1/10, correspondente ao periodo p = 10.

Assim como foi feito para as maximizag¢des da periodicidade p = 3, nds aplicamos
um zoom no eixo x dos graficos da otimizacao de p = 10. A frequéncia correspondente a
periodicidade em questdo é f = 1/10, que é igual a f = 0.10. Por isso, ajustamos a escala
do eixo x para apresentar valores entre 0.08 e 0.13.

A figura 19 mostra um bom exemplo de maximizacdo, correspondente as posi¢oes
44000-45000 do trecho de DNA da D. melanogaster. No painel (a), nota-se que o mapea-
mento DBI néo detectou nenhum pico na frequéncia f = 1/10. Entretanto, ap6s aplicado
nosso AG, a periodicidade passa a ser visivel, como mostrado nos painéis (b) e (c).

Veja as figuras 20 e 21, que mostram respectivamente os painéis de variacdo para os
mapeamentos DM e DM . A variac¢do dos valores dos dinucleotideos mostrou variagdes

importantes e seguiu 0 mesmo padrdo dos apresentados até aqui. O mapeamento DM ™

g g
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Figura 19
Trecho de DNA correspondente as posi¢des 44000-45000 da D. melanogaster mostrando a
otimizag¢do da periodicidade p = 10. O FPS completo encontra-se no Apéndice, figura 31,
pagina 60.
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Figura 20
Valores dos dinucleotideos do mapeamento DM retornados pelo AG para a maximizagao da pe-
riodicidade p = 10 em D. melanogaster. O primeiro painel (a) contém os dinucleotideos com 4
ligagdes, os dois proximos painéis (b) e (c) os dinucleotideos com 5 liga¢des e o ultimo, (d), com
6 ligacdes.

mostra um padrao de variagdo um pouco menor em comparagao com o mapeamento DM.

O resultado da maximizacao da periodicidade p = 10 para o P. falciparum também foi
satisfatoria, como mostra a figura 22. Este trecho € correspondente as posicoes 30000-
31000 do trecho de DNA. Nesta figura, o pico no FPS do binério, no painel (a), é ainda
menor que nas outras figuras. A maximizagdo é claramente percebida nos painéis (b) e
(c) quando aplicado o0 nosso AG com os mapeamentos otimizados.

A flutuacdo dos valores dos dinucleotideos para esta maximiza¢do encontra-se nas
figuras 23 e 24, que mostram respectivamente os valores para os mapeamentos DM e
DM™. Uma observagio importante a se fazer com relagdo aos valores dos dinucleotideos
€ que nao € possivel dizer se uma periodicidade foi maximizada ou ndo apenas tendo-os
como base. Apenas com a montagem do FPS e a visualizacdo do pico na frequéncia
referente a periodicidade em questdo que podemos ter a certeza da sua maximizagao.

Muitas vezes, a0 mesmo tempo que o método € capaz de otimizar o mapeamento para
uma frequéncia em particular, outros picos em outras frequéncias podem aparecer.

E importante considerar que apesar do mapeamento numérico retornado pelo AG
ser especifico para otimizar determinada frequéncia, outras periodicidades podem ser
também maximizadas por acaso, através do mesmo mapeamento retornado. Isso acon-

tece porque a combinagdo numérica para os 16 nucleotideos, que serve para otimizar uma
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Figura 21

Variagio dos valores do mapeamento DM retornados para a otimizac¢do do periodo p = 10 em

D. melanogaster.

Power spectrum (arb. units)

Figura 22

Otimizacdo da frequéncia f = 1/10, relativa ao periodo p = 10 num trecho de DNA correspon-
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dente as posi¢des 30000-31000 no DNA do parasito P. falciparum.

periodicidade especifica de interesse, ocasionalmente pode também servir para otimizar
outra periodicidade que nao estdvamos esperando. Apesar de parecer uma situaciao nega-
tiva a primeira vista, ela nao € indesejada, uma vez que estes picos que aparecem inespe-
radamente no FPS podem indicar outras periodicidades relevantes que nao sdo detectadas

normalmente com o FPS binério classico.
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Figura 23

Flutuacdo dos valores dos dinucleotideos para o mapeamento DM para a maximizagdo do periodo
p = 10 ao longo do trecho de 100000 nucleotideos separados do cromossomo 8 do P. falciparum.
O primeiro painel (a) contém os dinucleotideos com 4 liga¢des, os dois préximos painéis (b) e (c)
os dinucleotideos com 5 ligagdes e o tiltimo, (d), com 6 ligacdes.

Um exemplo para essa situacdo encontra-se na figura 25, onde analisamos o trecho
de 26000-27000 nucleotideos, onde originalmente rastreamos pela frequéncia f = 1/10.
O objetivo original deste teste € otimizar a periodicidade p = 10 e este foi alcancgado,
como mostra a linha pontilhada na cor cinza. Veja que o painel do mapeamento DM tem
uma otimiza¢do satisfatoria para essa frequéncia. Contudo, também encontramos uma
periodicidade forte em f = 1/16, como mostra a linha pontilhada vermelha que encontra
a periodicidade de modo exato nos painéis referentes aos mapeamentos DM e DM ™. Veja
que o indicador bindrio, mostrado no painel (a), mostra um pico nesta area, entretanto €
um pico fraco que se mistura aos outros picos do FPS, o que faz parecer ser apenas ruido.
E possivel que esta periodicidade esteja relacionada com algum significado bioldgico
para o P. falciparum, entretanto nds ndo investigamos se esta periodicidade é especifica
para o P. falciparum ou se aparece nos outros organismos estudados neste trabalho. A

investigacdo desta periodicidade ficou como perspectiva para trabalhos futuros.
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Figura 24

Flutuacdo dos valores dos dinucleotideos do mapeamento DM ™ retornados para a maximizagao
do periodo p = 10 ao longo dos 100 mil nucleotideos do P. falciparum. O primeiro painel (a)
contém os dinucleotideos com 4 ligacdes, os dois proximos painéis (b) e (c) os dinucleotideos
com 5 ligagdes e o tltimo, (d), com 6 ligacdes.
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Figura 25
Ao realizar a maximizagdo de f = 1/10, encontramos um trecho de DNA correspondente as
posicdes 26000-27000 do corte de 100000 nucleotideos do P. falciparum que contém uma pe-
riodicidade muito forte de 16 nucleotideos. Ela aparece como um pico fraco no indicador binério,
e quando a sequéncia é otimizada, o pico em f = 1/16 aparece bastante pronunciado no mapea-
mento DM.
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4.3 Teste da producao de falsos positivos

Uma questdo que ainda necessita ser respondida é se nosso AG pode maximizar qual-
quer periodicidade, estando esta presente ou ndo na sequéncia. Em outras palavras: €
possivel que nosso AG produza resultados falso-positivos, maximizando uma periodici-
dade que nao existe de fato no DNA? O resultado pratico de um falso-positivo seria um
pico forte no FPS que ndo se relaciona com nenhuma periodicidade. Uma vez que re-
sultados falsos positivos constituem um dos maiores problemas das técnicas presentes na
literatura atualmente, serd uma grande vantagem do método caso o nosso AG seja apto a
produzir poucos ou até mesmo nenhum falso positivo.

Observe a figura 26, onde separamos um trecho de DNA correspondente as posi¢oes
de 16000-17000 da D. melanogaster em que o pico na frequéncia f = 1/10 no € de-
tectavel, apesar das varias rodadas de otimizagdo feitas naquele trecho de DNA. O AG
faz vérias tentativas de achar a periodicidade p = 10, mas nio a encontra. Com isto, ma-
ximiza quase tudo ao redor, na tentativa de pegar a periodicidade desejada. Perceba que o
pico em f = 1/10 é praticamente imperceptivel nos trés mapeamentos, DB, DM e DM ™,
ficando escondido entre o ruido. Para esse tipo de situagc@o, podemos dizer com seguranga
que nao ha periodicidade p = 10 significativa no trecho de DNA selecionado.

Os valores dos dinucleotideos retornados pelo AG ao terminar a andlise de otimizacao

para esse trecho de DNA sio os melhores que o AG encontrou para maximizar f = 1/10,
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Figura 26

Tentativa de otimizacdo da periodicidade p = 10 no trecho correspondente as posicdes 16000-
17000 do trecho de DNA da D. melanogaster. Observe que em nenhum dos painéis o pico na
frequéncia f = 1/10 aparece, mostrando que a periodicidade encontra-se inexistente nesse trecho
de DNA.
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mas ndo necessariamente significa que a periodicidade seria de fato otimizada. Se, por-
ventura, em uma das rodadas, o AG tivesse encontrado um conjunto de valores aleatérios
que maximizasse esta frequéncia, provavelmente ele teria sido selecionado e, ao final da
execucao, teria sido retornado ao usudrio. Esse seria o caso se a periodicidade estivesse
de fato presente na sequéncia. No caso mostrado na figura 26, mesmo apds inumeras
tentativas de otimizacao, a periodicidade continua inexistente. Isso significa que quando
uma periodicidade estd ausente num trecho de DNA, o AG ndo achard um conjunto de
valores 6timos para maximizar a periodicidade.

E importante pontuar que utilizamos sequéncias de DNA de apenas 1000 nucleotideos
para estas maximizagdes, tamanho considerado médio. Para sequéncias de DNA de ta-
manho maior, é quase impossivel que pequenas periodicidades como a de 3 nucleotideos
estejam completamente ausentes. [sso ocorre porque pela propria natureza do DNA, al-
guns nucleotideos irdo se repetir periodicamente. Veja o exemplo mostrado na figura 16,

que ilustra esta situacao.

4.4 Resolvendo o problema da periodicidade nucleossomal

Como explicado com detalhes na secdo 1.3 da Introducao, dois trabalhos recentes [36,
37] chegaram a resultados conflitantes a respeito da presenca da periodicidade nucleos-
somal p = 10 na regido proxima ao TSS em sequéncias promotoras de Homo sapiens e
Saccharomyces cerevisiae. Primeiramente, o grupo de Tolstorukov et al nao encontrou
a periodicidade p = 10 nas regides promotoras humanas. Entretanto, em promotores S.
cerevisiae 0 autor encontra a periodicidade, que inclusive € bem pronunciada. Para estes
testes foi utilizada a técnica de correlacdo. Um ano depois, o grupo de Hebert et al refez
estas andlises, desta vez utilizando DFT, e chegou a uma conclusao diferente, afirmando
que a periodicidade encontra-se presente tanto em promotores humanos quanto de S. ce-
revisiae. Ambos trabalhos possuem argumentagdes solidas e convincentes acerca de seus
pontos de vista, o que dificulta ao leitor formar uma opinido conclusiva.

Ap6s aplicar com sucesso nosso AG em vérios organismos € mostrar aqui resulta-
dos surpreendentes na descoberta de periodicidades fracas, nds decidimos aplica-lo nas
sequéncias promotoras humanas em busca da periodicidade p = 10. Para isso, nds selecio-
namos as 9714 sequéncias promotoras de H. sapiens disponiveis no banco de dados EPD
- Eukaryotic Promoter Database [78] contendo 150 nucleotideos cada. Esses 150 nu-
cleotideos correspondem a regido onde se posiciona o primeiro nucleossomo downstream
ao TSS, e que engloba os nucleotideos da posi¢ao +40 até +190, regido chamada de “nu-
cleossomo +1”°. Nesta regido, o sinal da periodicidade p = 10 € mais forte, e € relacionado

ao posicionamento dos nucleossomos no DNA [39].
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Devido a impossibilidade de plotar os FPS dos 9714 promotores, nds baseamos nossas
andlises no valor de fitness retornado pelo AG para a otimizagdo da periodicidade p = 10.
Como relatado nas secdes anteriores, o valor de fitness significa o quao satisfatéria foi a
otimizacao em relag@o aos outros picos do FPS. Grandes valores de fitness provavelmente
significam uma boa maximizagao.

Para facilitar a analise de cada valor de fitness, n6s montamos um histograma, mos-
trado na figura 27. Os 9714 valores de fitness para cada promotor foram separados em
10 faixas distintas. Entdo, contamos quantos promotores se encaixam em cada faixa. A
tabela 5 mostra o valor de fitness que foi utilizado para separar cada uma das faixas e a
quantidade de promotores que se encontram nelas.

Observe que na curva relativa ao DBI, a maioria absoluta das sequéncias promotoras
pertence aos 3 primeiros grupos, onde o fitness nao ultrapassa o valor de 1.8. O restante
das outras faixas apresentam sequéncias com valores de fitness também considerados bai-
xo0s. Isso significa que o pico na frequéncia f = 1/10 ndo foi encontrado para estas
sequéncias, justificando os valores baixos. Apenas uma Unica sequéncia promotora do
mapeamento DBI teve um valor de fitness considerado alto, de aproximadamente 11.38.

Os valores de fitness das curvas correspondentes aos mapeamentos DM e DM ™ sdo
muito maiores em comparagdo ao mapeamento DBI, principalmente os valores do mape-
amento DM, como ja era esperado. As curvas correspondentes aos mapeamentos otimi-
zados possuem um padrdo muito similar. Os valores de fitness do grupo DM sao apro-
ximadamente o dobro do valor do DM, e por isso pode-se dizer que a maximizagio é
mais satisfatoria. Algumas faixas de valores desses mapeamentos ultrapassam bem mais
que o dobro do maior valor de fitness encontrado pelo DBI, com faixas superando o valor
de 35 no mapeamento DM. O FPS dessas sequéncias mostram picos considerdveis na
frequéncia f = 1/10. Estes resultados mostram que a absoluta maioria dos promotores
humanos analisados pelo nosso AG possui de fato a periodicidade p = 10, e assim da
suporte ao trabalho publicado pelo grupo de Hebert et al.

A ultima pergunta que nos surgiu ao observar nossos resultados €é: as otimizacdes
pelos mapeamentos DM e DM apenas realcam os resultados do DBI ou produzem novi-
dades? Realcar € quando um valor de fitness alto retornado pelo DBI continua alto depois
da maximizagdo pelo DM ou DM ™. Caracterizamos como novidade quando um valor de
fitness baixo no DBI torna-se alto nos mapeamentos DM ou DM depois da otimizag@o.

Para fazer este teste, nds aplicamos o método da regressao linear para comparar cada
um dos 3 mapeamentos. A regressdo linear compara dois grupos de dados e mostra o
quanto eles sdo correlacionados através do coeficiente de regressio linear, chamado de R?.
Este coeficiente varia numa escala de 0 a 1. Quanto mais préximo de 1 for o coeficiente,

significa que os dados sdo mais correlacionados. Adaptando a idéia ao nosso projeto,
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Faixa DBI DM DM

fitness at¢  Quant. | fitness at€¢ Quant. | fitness at¢ Quant.
1 0 28717 1.88 341 3.85 126
2 1.26 3876 3.56 2838 7.03 1864
3 2.52 1871 5.23 3805 10.21 3803
4 3.79 747 6.90 1972 13.40 2669
5 5.05 242 8.57 619 16.58 946
6 6.32 75 10.25 119 19.76 241
7 7.58 21 11.92 17 22.95 57
8 8.85 3 13.59 1 26.13 5
9 10.11 1 15.26 1 29.32 2
10 11.38 1 20.28 1 35.68 1

Tabela 5

Nés dividimos os valores de fitness retornados para os 9714 promotores humanos em faixas para
facilitar a andlise dos resultados. Cada um dos trés mapeamentos foi dividido em 10 faixas.
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Figura 27

Histograma mostrando a distribui¢do dos 9714 promotores humanos em relacdo ao seus valores
de fitness. O mapeamento DBI possui os piores valores de fitness, enquanto que os mapeamentos
otimizados DM e DM™ apresentam valores maiores na maximizagao da periodicidade p = 10.
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quanto mais préximo de 1 for o coeficiente, mais os mapeamentos serdo correspondentes.

O resultado encontra-se na figura 28. No primeiro painel onde temos a compara¢ao
entre os valores de fitness do mapeamento DBI com o DM, o coeficiente de correlagao
foi R> = 0.53. A linha pontilhada cinza desenhada no gréfico indica a tendéncia que
os valores se distribuem. Todos os valores acima da linha pontilhada correspondem a
promotores em que os valores de fitness foram realgados. Abaixo da linha pontilhada,
temos as novidades: todos estes promotores tinham valores de fitness baixos, e depois da
maximizacao se tornaram altos.

No segundo painel temos a comparagdo dos valores de fitness do DBI com o DM™.
O coeficiente de correlagio é R? = 0.3, sugerindo que os dois mapeamentos tem uma
correlagdo menos pronunciada em relacdo ao mapeamento DM. Neste painel, os pon-
tos do gréfico tendem a tomar uma distribui¢cdo mais vertical em comparagdo ao painel
anterior. Isso significa que o mapeamento DM tem uma tendéncia maior a realcar os
valores de fitness dos promotores. Entretanto hd também alguns pontos na faixa que cor-
respondem as novidades, apesar de bem menos frequentes em relacdo ao mapeamento
DM.

O terceiro painel € o que compara os mapeamentos DM e DM e teve o maior coefi-
ciente de correlacio: R?> = 0.64. Este resultado nos mostra que os resultados alcangados
por ambos mapeamentos sdo correspondentes. A grande maioria dos valores de fitness
€ realcado ou tem valores proporcionais. Entretanto, mesmo sendo correspondentes, ha

diferencgas importantes entre os mapeamentos. Caso o coeficiente de correlagdo retornado

2_ 2_, 2_
14 R —075329‘87 14 R —0;2996‘05 14 R —0;6453‘68
12 412t 112t e
10 - B 10 - B 10 -
_ | _ N I
@ o
8 st 18 8| 138 8r
1] L 1 9 %) L
@ & a
£ 6 18 e 61
[ L i E L
4+ K 4+
2+ 1 2+
0 T L L L L O W\ L L L L O L L L L L
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Fitness DM Fitness DM* Fitness DM
Figura 28

Correlagao existente entre os valores de fitness retornados pelos trés diferentes mapeamentos uti-
lizados neste trabalho: DBI, DM e DM ™. O painel (a) mostra a correlagio dos valores de fitness
entre os mapeamentos DBI e DM. O painel (b) mostra a correlagio entre DBI e DM ™. No painel
(c), a correlacdo entre DM+ e DM.
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fosse igual a 1, significaria que os mapeamentos seriam totalmente correspondentes € nao
faria sentido utilizar ambos em nossas andlises. A justificativa é que alguns pontos abaixo
da linha pontilhada indicam que hd maximizac¢des novas que nao foram captadas pelo ma-
peamento DM ™. Por isso, esta diferenca faz com que o mapeamento DM continue sendo
considerado mais eficiente nas maximizacoes.

Caso o coeficiente de correlagdo tivesse sido R? = 1 para todos os testes, significaria
que o nosso AG apenas realcou os resultados do DBI, e consequentemente, ndo haveria
nenhuma novidade. Nossos resultados mostram o contrdrio: os mapeamentos otimiza-
dos DM e DM™ apresentaram coeficientes variados, que nos renderam anélises positivas
quanto ao nosso AG.

Este dltimo teste nos mostrou mais uma vez a importancia de cada um dos mapea-
mentos desenvolvidos para o nosso AG e também mostrou a eficiéncia em otimizar peri-

odicidades fracas, confirmando a robustez do método.
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5 Conclusao

Neste trabalho nds desenvolvemos uma nova técnica para detectar periodicidades fra-
cas em genomas. Utilizando a transformada de Fourier discreta, técnica classica para
deteccao de periodicidades, e um algoritmo genético, método de inteligéncia artificial
apropriado para problemas de otimizagdo, nds conseguimos construir um algoritmo ro-
busto e eficiente para este fim.

Em nossos testes, utilizamos sequéncias de DNA de vérios organismos, mas neste
trabalho apresentamos resultados para 3 organismos em especial: Plasmodium falcipa-
rum, parasito da maldria, escolhido devido a peculiaridade do seu genoma com alto teor
de repeticoes, Drosophila melanogaster ou mosca-das-frutas, organismo-modelo larga-
mente utilizado na ciéncia, e o Homo sapiens. As sequéncias de DNA utilizadas nestes
testes foram de 1000 pares de base para os dois primeiros organismos, € 150 pares de
base para as sequéncias humanas. Todos os resultados foram satisfatérios na otimizacao
de periodicidades que antes nao eram detectadas pela transformada de Fourier classica.

Os grupos de Tolstorukov et al [36] e Hebert et al [37] recentemente publicaram
informacodes conflitantes acerca da presenca da periodicidade de 10 nucleotideos em se-
quéncias promotoras de H. sapiens. Segundo o grupo de Tolstorukov, a periodicidade
nao estd presente em promotores humanos, informacao que contradiz vérios outros tra-
balhos e coloca em duvida o papel da periodicidade que antes acreditava ser um sinal
para o posicionamento dos nucleossomos naquela regido. O grupo de Hebert veio mais
tarde questionar os resultados do primeiro grupo, dizendo que a periodicidade esté de fato
presente nos promotores humanos.

Tendo em vista este problema e buscando resolver a contradi¢cdo instalada, nés aplica-
mos nosso novo método em sequéncias promotoras de H. sapiens. NOs constatamos que
a periodicidade 10 esta de fato presente nestas sequéncias.

Ao contrério do postulado por diversos trabalhos, a transformada de Fourier discreta
pode ser feita com sucesso em sequéncias menores de DNA sem prejuizo da qualidade das
detecgdes. NOs provamos isto ao detectar com sucesso a periodicidade 10 nas sequéncias
promotoras humanas, que tinham um tamanho considerado muito pequeno, de apenas 150
pares de base. As otimizacgdes da Drosophila melanogaster e do Plasmodium falciparum
foram feitas em trechos de DNA de 1000 pares de base, e também apresentaram resultados
surpreendentes.

Com isso, nds concluimos que o novo método proposto nesse trabalho € robusto, efi-
ciente e confidvel na busca por repeti¢cdes fracas em genomas, contribuindo para a bioin-

formatica no sentido de aumentar a confiabilidade dos resultados na busca de repeti¢des.
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6 Perspectivas Futuras

e Lancar um website que tornara a ferramenta desenvolvida neste projeto disponivel

para uso livre pela comunidade académica, com dois propdsitos principais:

1. Detectar uma determinada periodicidade em uma sequéncia de DNA escolhida
pelo usudrio.
2. Otimizar uma periodicidade especifica, de interesse do usudrio, através do

nosso AG.

e Entender melhor o significado dos valores numéricos retornados para cada dinu-

cleotideo pelos dois mapeamentos otimizados desenvolvidos: DM e DM ™.
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7 Apéndice

7.1 Algoritmos em Perl

Nesta se¢do estdo os algoritmos que construi em linguagem Perl, para este trabalho.

7.1.1 Fourier binario dinucleotideo

Calcula o Fourier binério dinucleotideo de uma sequéncia de DNA.

#!/usr/bin/perl

use lib ’/users/miriam/usr/local/lib/perl5/site_perl/5.12.1"%;

use lib ’/users/miriam/Documents/mestrado/projeto/programas/modelos’;
use procedures;

use Math::FFTW;

use Math::Trig;

use strict;

my $arg;
my Smaxp;

my S$res;

foreach my $arg (QARGV)
{

if (Sarg =" /-fasta=(.x)/) {Sarg=$1;}
if (Sarg =" /-maxp=(.x*)/) {$Smaxp=51;}
if ($Sarg =" /-result=(.*)/) {Sres=$1;}

my @dinucs=("AA n’ "AC", "AG", "AT", "CA ", "CC", "CG",
mCT™, "GA™, "GC™, "GG", "GT", "TA", "TC", "TG", "TT") ;

my @espectro_total;

our $dna=extrair_dados ($arq);

$dna =" tr/actg/ACTG/;

foreach my $dinuc (@dinucs)
{
my (@seq;
for (my $a=0; S$a<(length(Sdna)-1); Sa++)
{
my $par=substr ($dna, $a,2);
if ($par eq $dinuc) { push(@seq,1l); }
else { push(@seq,0); }
}
my @f=fourier (\@seq);
for (my $i=0; $i < scalar(Qf); $i++)
{ Sespectro_total[$i] += S$£[$i]; }
}
media (\@espectro_total, scalar (Respectro_total) /$Smaxp, $Sres);

exit;
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7.1.2 Algoritmo Genético + Fourier

A partir de uma sequéncia de DNA, encontra os melhores valores reais para otimizar
uma certa frequéncia através da transformada de Fourier. Retorna estes valores reais na
forma de arquivo de texto.

#!/usr/bin/perl -w

use lib ’/users/miriam/usr/local/lib/perl5/site_perl/5.12.17;

use lib ’/users/miriam/Documents/mestrado/projeto/programas/modelos’;
use procedures;

use Math::FFTW;

use Math::Trig;

use AIl::Genetic;

use I0::Handle;

use strict;

my $input="";

my Soutput="";

my $start=0;

my $window=10000; # S$window=150 para sequencias promotoras de H sapiens
my S$step=10000;

my $freg=0;

my $dev=1;

my $scale=100;

my S$positive=0;

my $generations=500;

my S$pop=300;

my $dna="";

my S$parada=0.1;

my S$header=1;

our $len=0;

our $sseqg="";

my Q@evol=();

our @pairlist=();

my %dinucs=(’AA’=>0, AC’=>1,’AG’=>2, AT’=>3,/CA’=>4,/CC’=>5,/CG’=>6,/CT’=>7,
"GA’=>8,’GC’=>9, 'GG’=>10,’GT’=>11, 'TA’=>12, ' TC’=>13, ' TG’=>14, ' TT'=>15) ;

foreach my $arg (QARGV)
{

if ($Sarg =" /-input=(.x)/) {$input=51;}

if ($Sarg =" /-output=(.x*)/) {$output=$1;}

if ($Sarg =" /-start=(.x)/) {$start=351;}

if ($Sarg =" /-frequency=(.x)/) {$freg=eval ($1);}
if ($Sarg =" /-positive={(.%)/) {$positive=$1;}

open (RES, ">>Soutput”"); RES->autoflush(l);
if (Sheader)
{ print RES "Begin End Fitness AA AC AG A CA CC CG CT GA GC GG GT TA TC TG TT\n"; }

Sdna = extrair_dados ($input) or die "Couldn’t open \"Sinput\".\n";
$dna =" tr/actg/ACTG/;

$dna =" tr/nN/N/;

my $N=length ($dna);
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die "Window Swindow bigger than genome size SN.\n" if (Swindow > $N);

for (my Sx=$start; $x<=(SN-$window); $x+=S$step)
{
54 $sseq = substr ($dna, $x, Swindow) ;
$len=length ($sseq) ;

if ($sseq !” /[°N]1/1i)

{ print "Window at position $x contains only characters N and will be skipped.\n\n"; next; }

59
@pairlist=();
for (my $i=0; $i <= ($len-2); S$i++)
{
my $pair=substr($sseq, $i,2);
64 push (Gpairlist, $Spair);
}
if ($len < $window) {print "Substring $len smaller than window Swindow in position $x\n"; last;}
my $ga = new AI::Genetic(
69 /-fitness”’ => \&fitnessFunc,
/—type’ => ’rangevector’,
/-population’ => S$pop,
/-crossover’ => 0.7,
/-mutation”’ => 0.01,

74 /—terminate’ => \&terminateFunc,
)i
if ($Spositive)
{

79 Sga->init ([[1, $scalel, [1,$scale]l, [1,$scale], [1,$scale], [1,S$scale]l, [1, $scale],
[1,S$scale], [1,$scale], [1, $scale], [1,$scale], [1,S$scale], [1, $scale], [1,S$scale],
[1,$scale], [1,S$scale], [1,S$scale]l]);

}
else

84 {

Sga->init ([ [-S$scale, Sscale], [-Sscale, $Sscale], [-S$scale, $Sscale], [-$scale, $Sscale],
[-$scale, Sscale], [-Sscale, Sscale], [-$scale, $Sscale], [-Sscale, $scale], [-Sscale, $scale],
[-$scale, $scale], [-Sscale, $Sscale], [-$scale, $scale], [-$scale, $Sscale], [-$scale, $scale],
[-$scale, $scale], [-$Sscale, $Sscalell);

89 }

Sga->evolve (/tournamentUniform’, $generations);
print RES $x, " ", $x+$window, " ", $ga->getFittest->score, " ";
my Smult=1;
94 Smult=-1 if ($ga->getFittest->genes->[$dinucs{’AA’}] < 0);
for my $di (sort keys %dinucs)
{
print RES $mult= ($ga->getFittest->genes->[$dinucs{$di}])/$scale, " ";
if ($di eq ’TT’) {print RES "\n";}
99 }
undef $ga;
}

exit;

104 sub fitnessFunc
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my @seq;
my $genes = shift;
my Q@gen=@{$genes};
for (my $i=0; $i < scalar(Qgen); S$i++)
{
Sgen[$i] /= $scale;
}
for (my $i=0; $i < ($len-2); S$i++)
{
my S$pair=$pairlisti[$i];
if (exists $dinucs{$pair})
{ $seqgl$il=Sgen[$dinucs{$pair}tl; }
else { $seq[$i]1=0; }
}
my Qtransf=fourier (\@seq);
my $sum=0;
my S$N=scalar (@transf);
foreach my $t (@transf) {Ssum += St;}
my Smedia=S$sum/S$N;
my $res=0;
my $fi=int (SNx$freqg«2);
for (my $1=$fi-$dev; $1 < $fi+S$Sdev; $1++)
{ Sres += Stransf[$1];}
my S$fitness=$res/S$media;

return S$fitness;

sub terminateFunc

{

my $ga = shift;
my $1len=30;
shift (Gevol) if (scalar(@evol)>$len);

push (Cevol, $ga->getFittest->score);

open (FIT, ">>Soutput.fit");

print FIT $ga->{GENERATION}, " ", $ga->getFittest->score, "\n";

close (FIT);

if (scalar (@evol)>=S$len)
{ return 1 if (abs($Sevol[$len-1]-$evol[0]) < S$parada); }

return 0;

56



22

27

32

42

47

7.1.

3 Construcao dos espectros de poténcia

Coleta os dados retornados pelo Algoritmo Genético + Fourier, descrito na secao 7.1.2

acima. Com os valores reais dos dinucleotideos, aplica a transformada de Fourier e

constrdi os espectros de poténcia.

#!/u

use
use
use
use
use
use

use

my $
my $
my $
our
my @
my $
my $
my $
our

our

fore
{
if
if
if
if

open
our
Sseq

our

whil

{
if
my
my
my
my
my

sr/bin/perl -w

1ib ’/users/miriam/usr/local/lib/perl5/site_perl/5.12.1";

lib ’/users/miriam/Documents/mestrado/projeto/programas/modelos’;
procedures;

Math::FFTW;

Math::Trig;

File::Basename;

strict;

gen= " ";
fasta="";

maxpontos=0;

Sres="";
seq=();
sseqg="";
len=0;
count=0;
Snome="";

%$genes_pos=(’AA’=>0, AC’=>1, "AG’=>2,’AT’=>3,’CA’=>4,/CC’=>5,’CG"=>6, 'CT’=>17,
’GA’=>8,’GC’=>9,’GG"=>10, "GT’=>11,’TA’=>12,’TC’=>13,’/TG"’=>14,"TT’=>15);

ach my $arg (QARGV)

($arg =7 /-gen=(.*)/) {$gen=51};

(Sarg ="~ /-fasta=(.x*)/) {S$fasta=$1};
(Sarg =" /-maxp=(.*)/) {$maxpontos=$1};
(Sarg ="~ /-result=(.x)/) {Sres=$1};

(GEN, $gen) or die "Nao foi possivel abrir seu arquivo gen Sgen.\n";

$seq = extrair_dados ($fasta) or die "Nao foi possivel abrir o arquivo FASTA Sfasta.\n";
=" tr/actg/ACTG/;

$N=length ($seq) ;

e (my $1linha=<GEN>)
($linha =~ /"Begin/) {next;}
@info=split (" ", $linha);
$x=$info[0];
Sy=$infoll];

$Sjanela=Sy-$x;
@genes_linha=@info[3..19];

my %genes;

foreach my $x (sort keys %$genes_pos)

{$
Sn
Sn

genes{$x}=$genes_linha[$genes_pos{$x}];}
ome=$res;
ome =" (s/\.dat/-$x.dat/);
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}

Ssseq = substr ($seq, $x, $janela);
@seqg=0;
$len=length ($sseq) ;

if ($len < $janela) {print "Substring $len menor que janela $janela na posicao $x\n";

my S$naotrad=0;
for (my $i=0; $i < $len-1; S$i++)
{
my S$par=substr ($sseq, $i,2);
if (exists S$genes{$par}) {push(@seq, $Sgenes{$par});}
else {push (@seq, 0) ; Snaotrad++; }
}
if ($naotrad) {print "Nao traduzidos=Snaotrad, mas nao afeta a periodicidade.\n";}
my Qtransf = fourier (\@seq);
media (\@transf, scalar (@transf) /$Smaxpontos, $nome) ;

exit;

58

last; }



7.2 Espectros completos

Na secdo Resultados e Discussdo, apresentamos os espectros de Fourier com zoom
na regido da frequéncia de interesse, com o objetivo de facilitar a visualizagdo. Aqui,
listamos as figuras com os espectros completos. Para a discussdo dos resultados, por

favor veja a sessdo Resultados e Discussao, iniciada na péagina 30.
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Figura 29
Espectro completo para a maximizacao da frequéncia f=1/3 da Drosophila melanogaster.
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Figura 30

Espectro completo para a maximizacao frequéncia f=1/3 do Plasmodium falciparum.
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Espectro completo para a maximizacao da frequéncia f=1/10 da Drosophila melanogaster.
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Espectro completo para a maximizagdo frequéncia f=1/10 do Plasmodium falciparum.
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Figura 33
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Figura 34

Espectro completo para a frequéncia f=1/10 onde a periodicidade € inexistente em Drosophila
melanogaster

inexistente em Plasmodium
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