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Palavras-chave

Resumo

Variacdo genética, SNV, Projeto 1000 Genomas, Contexto na vizinhanga,
HWE

A identificacdo e caracterizacdo das variages genéticas podem ajudar os
médicos no diagndstico e prevencao de doencas com origem genética. Com
a sequenciagdo completa do genoma de referéncia foi possivel, posterior-
mente, encontrar um grande ndmero de variacdes genéticas entre a po-
pulacdo, das quais as mais comuns s3o a variacao de um tnico nucleétido
(SNV). No entanto, para ser possivel capturar a diversidade humana, torna-
se necessdrio sequenciar o genoma de muitas pessoas. O projeto 1000 Ge-
nomas surge com objetivo de caracterizar a variagdo genética humana e
construir o maior catalogo publico de dados sobre variaces, com especial
foco nas variacOes raras. Neste trabalho, pretende-se caracterizar os di-
ferentes tipos de SNVs, recorrendo aos dados disponibilizados na primeira
fase do projeto do 1000 Genomas. Esses dados contém 38 milhdes de SNVs
identificadas no genoma de 1092 individuos, provenientes de 14 populagdes.
Tem-se como objetivo, avaliar a forma como ocorrem os diferentes tipos de
SNVs ao longo do genoma, fazendo uma andlise por cromossoma ou de
acordo com a prevaléncia, assim como, verificar se os genétipos associados
a cada SNV satisfazem o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). Para além
disso, acreditando que as varia¢des genéticas ndo ocorrem por acaso e que
numa vizinhang¢a da posicdo onde ocorre a SNV existird informacdo que
seja indicadora do fenémeno, um dos objetivos principais deste trabalho é
caracterizar o contexto na vizinhanca de cada SNV, através da contagem
de palavras de diferentes tamanhos. Observou-se que os diferentes tipos
de SNVs ocorrem de forma homogénea ao longo do genoma, mas que as
frequéncias de palavras na vizinhanca do local de ocorréncia da SNV, estdo
associadas a cada tipo de variacdo, principalmente nas posicoes imediata-
mente adjacentes a esse local. Verificou-se ainda que para a maioria das
SNVs, os respetivos gendtipos estdo de acordo com o HWE.
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The identification and characterization of genetic variations can help physi-
cians in the diagnosis and prevention of diseases with genetic origin. With
the complete sequencing of the reference genome, was possible to find a
large number of genetic variations among the population, of which the most
common are single nucleotide variation (SNV). However, to be able to cap-
ture human diversity, it becomes necessary to sequence the genome of many
people. The 1000 Genomes project is designed to characterize human ge-
netic variation and build the largest public catalog of variation data, with a
special focus on rare variations. In this work, we intend to characterize the
different types of SNVs, using the data available in the first phase of the
1000 Genomes project. These data contain 38 million SNVs identified in
the genome of 1092 individuals from 14 populations. The objective of this
study was to evaluate the way different types of SNVs occur along the ge-
nome, by a chromosome analysis or according to the prevalence, as well as
to verify if the genotypes associated to each SNV satisfy the Hardy- Wein-
berg equilibrium (HWE). In addition, believing that genetic variations do
not occur by chance and that in a neighborhood of the position where the
SNV occurs there will be information that is indicative of the phenomenon,
one of the main objectives of this work is to characterize the context in the
vicinity of each SNV, by counting words of different sizes. It was observed
that the different types of SNVs occur homogeneously throughout the ge-
nome, but that the word frequencies in the vicinity of the SNV occurrence
site are associated with each type of variation, especially at the positions
immediately adjacent to that site. It was also verified that for most SNVs,
the respective genotypes are in agreement with the HWE.
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Capitulo 1

Introducao

Devido ao potencial da genémica na melhoria da saiide humana, esta tem sido uma
das areas mais estudadas na pesquisa biomédica principalmente desde que foi publicada a
sequéncia de referéncia do genoma humano [NHGRI et al., 2011]. Assim, considerando uma
sequéncia de referéncia é possivel identificar, numa determinada populacdo, variagoes em
relacdo a essa sequéncia, numa determinada posigao da cadeia de ADN. O tipo mais comum
de variacao genética, que estd presente em todo o genoma humano, é a variacao de nucleétido
tnico [Stram, 2014].

O local onde ocorre a variacdo pode implicar alteragoes fenotipicas ou alterar a estru-
tura e a fungao de certas proteinas levando ao desenvolvimento de doencgas [Kim and Misra,
2007]. A compreensao da variagao genética humana contribuird para o melhoramento do que
atualmente se chama de medicina personalizada, como por exemplo, uma agregacao da in-
formacgao genética, fenotipica e de factores ambientais poderd melhorar a previsao da resposta
individual as terapéuticas |[Squassina et al., 2010].

Para capturar a diversidade humana é necessério sequenciar o genoma de muitas pessoas.
Deste modo, surgiu o projeto 1000 Genomas, que teve como objetivo caracterizar a variagao
genética humana, sequenciando numa primeira fase o genoma completo de 1092 individuos
provenientes de 14 populagoes, construindo uma base de dados que possa ajudar a entender
o contributo da genética para as diversas doencas |L000Genomes, 2012].

Acredita-se que as variacoes genéticas nao ocorrem por acaso e que, numa vizinhanca da
posicao onde ocorre a variagao, existira informagcao que seja indicadora do fenémeno. No tra-
balho de |[Zhang and Zhao, 2004], os autores analisaram 433 192 variagdes de nucledtido tnico,
provenientes do genoma de ratos, com o propédsito de estudar a influéncia dos nucleétidos pre-
sentes na vizinhanca dos locais de variagao considerados. Observaram que, comparativamente
aos valores globais no genoma, existia um viés significativo no nimero de nucledtidos pre-
sentes nas posigoes imediatamente adjacentes ao local onde houve a substituicdo e que esse
mesmo viés ia diminuindo & medida que eram consideradas posicoes mais afastadas. Para
além disso, verificaram que um certo tipo de variagdo, as transicoes, era influenciado pelos
nucledtidos C' e G nas posigoes préximas do local onde ocorreu a variagao e que os nucleétidos
A e T surgiam mais frequentemente noutro tipo de variagao, as transversoes. Em |Jiang et al.,
2008], considerando o genoma bovino, foram examinados padroes de frequéncia de nucleétidos
na vizinhanga de cerca de 15 mil variagdes de nucledtido tnico tendo observado que certos
tipos de variagoes apresentavam padroes de frequéncias complementares. Verificaram também
que ao considerar todas as combinagoes possiveis de nucleétidos, nas duas posigoes imediata-



mente adjacentes ao local de variacao, nas combinagoes em que era possivel formar estruturas
CpG, existia um aumento significativo da taxa de ocorréncia de certos tipos de variagoes. Na
analise realizada no trabalho [Plyler et al., 2015|, consideraram-se quartetos de dinucleétidos,
definidos como os dois pares de nucledtidos a montante e a jusante do local de variagao. Os
autores pretenderam estudar a influéncia da vizinhanca na formacgao de variagoes em exoes,
introes e genes de ratinhos, assim como, em genes humanos provenientes da primeira fase do
projeto 1000 Genomas e mutagoes especificas para o cancro da mama humano. Em [Voight
and Aggarwala, 2016], os autores partem da hipdtese de que o contexto na vizinhanca do
local de variagao, isto €, os nucledtidos presentes nas sequéncias a esquerda e a direita desse
local, podem explicar a variabilidade observada nas probabilidades de substituicao de nu-
cledtidos, numa dada regiao do genoma. Para testar essa hipétese, foram definidos e compa-
rados varios modelos estatisticos baseados na estimacao das probabilidades de substituicao
de nucledtidos, de acordo com o contexto considerado. Esses contextos englobaram o caso
trinucleétido (quando se considera a posigao de variacao e os dois nucle6tidos imediatamente
adjacentes a essa posigao), pentanucleétido (o local de variacao e os dinucleétidos imediata-
mente adjacentes) e por fim heptanucle6tido (considerando os trinucleétidos mais préximos
da posigao de variagao incluindo a mesma). Para realizar a andlise, os autores recorreram ao
dados disponibilizados na fase 1 do projeto 1000 Genomas, tendo concluido que é o contexto
heptanucleétido que melhor explica a variabilidade nas probabilidades de substituicao.

Com este trabalho, em semelhanca ao que foi abordado nos trabalhos citados anteri-
ormente, pretende-se estudar se o contexto na vizinhanca do local da variacao é indicador
ou nao da ocorréncia dessa variacdo, principalmente nas posicoes imediatamente adjacentes
a esse local. Considerando vizinhangas de diversas amplitudes, vao analisar-se padroes de
frequéncia que envolvem a contagem de nucledtidos, dinucleétidos e trinucledtidos tendo com
0 objetivo, caracterizar o contexto em que ocorrem variagoes genéticas. KEspera-se confir-
mar, no estudo dos trinucleétidos, que estes sao os que tém maior influéncia na ocorréncia
da variacao. Pretende-se realizar uma andalise mais global, uma vez que se consideram va-
riacbes de nuclétido unico, das cerca de 38 milhoes disponibilizadas na fase 1 do projeto 1000
Genomas, nao restringindo o estudo apenas as variagoes identificadas em genes. Para além
disso, pretende-se caracterizar as variagoes estratificando-as de acordo com a sua prevaléncia
e verificar se as mesmas, satisfazem um principio fundamental da genética moderna, que é o
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Neste capitulo apresenta-se uma introducao sobre alguns conceitos de gendmica e sobre
o projeto 1000 Genomas. Uma vez que para realizar a andlise das variagdes de nucleétido
unico, foi necessario desenvolver varias ferramentas estatisticas computacionais, apresenta-
se também uma breve abordagem ao software R e packages do Bioconductor. Finaliza-se o
capitulo com a descricao dos dados provenientes da fase 1 do projeto 1000 Genomas, seguindo-
se os objetivos gerais deste trabalho e a estrutura da dissertagao.



1.1 Um pouco de genémica

Na biologia molecular, o acido desoxirribonucleico (ADN) é considerado como a base
fundamental da hereditariedade de qualquer organismo. Nas células humanas, o ADN esta
organizado em pares de cromossomas homélogos, os quais se encontram no nicleo da célula.
Trata-se de uma molécula que é constituida por duas cadeias de subunidades chamadas de

nucleétidos [Stram, 2014]. A figura representa uma célula, destacando um cromossoma, e

respetiva molécula de ADN. Cada nucleétido possui uma base, um acticar de cinco atémos
de carbono (desoxirribose) e um grupo fosfato. As bases podem ser classificadas como

e Purinas: Adenina (A) e Guanina (G);

e Pirimidinas: Citosina (C) e Timina (T).

ADN

Nucleo

Figura 1.1: Representacao da estrutura do ADN, como parte integrante dos cromossomas

presentes no nicleo de uma célula. Adaptado de [Winslow, 2016]

No inicio dos anos 50, Erwin Chargaff [Chargaff, 1950] verificou certas regras empiricas
sobre as quantidades de cada componente do ADN.

12 Regra de Chargaff: Para a cadeia dupla verifica-se A% = T% e C% = G%.
2% Regra de Chargaff:

(a) Para cada cadeia A% ~T% e C% ~ G%;
(b) O total de pirimidinas (T"+ C) ¢ igual ao total de purinas (A + G);
(¢) (C + G)% nao é necessariamente igual a (A + T)%.



Em 1953, James Watson e Francis Crick [Watson and Crick, 1953] apresentaram o modelo
da dupla hélice para a estrutura da molécula do ADN. Tal como foi possivel observar na
figura o ADN ¢ formado por duas cadeias helicoidais constituidas pelos nucleétidos, que
se enrolam a volta de um eixo comum. O “esqueleto”de cada hélice é constituido pelas
ligagoes entre o agticar de um nucleétido e o fosfato do nucleétido seguinte. Uma das hélices é
orientada de 5’ para 3’ e a outra de 3’ para 5’, devido ao sistema de numeracao dos carbonos
da desoxirribose [Reece, 2004]. As bases dos nucleétidos emparelham de modo complementar,
formando pares de bases (pb), de tal forma que em frente a uma adenina fica sempre uma
timina e em frente a uma citosina fica sempre uma guanina, ligadas por pontes de hidrogénio,
sendo duas entre A e T e trés entre C e G [Regateiro, 2007].

A sequéncia de nucledtidos encontrada numa das hélices do ADN pode ser interpretada
como um conjunto de instrugdes que definem o funcionamento da célula. Ao conjunto com-
pleto de instrugoes genéticas encontrado numa célula chama-se genoma [Feero et al., 2010].
O genoma humano é composto por 23 pares de cromossomas, dos quais 22 pares autossomas
e um par de cromossomas sexuais (XX ou XY). Normalmente, a maioria das células contém
duas cépias do genoma, as quais se designam como dipldides [Stram, 2014]. O genoma dipléide
humano é constituido por cerca de 6 x 10°pb, sendo que uma parte corresponde a cerca de
30000 a 40000 genes. Cada gene é constituido, em média, por 1 x 10*pb [Regateiro, 2007].
Define-se gene como uma sequéncia ordenada de nucleétidos, localizada numa determinada
posicao da cadeia de ADN, que tem a capacidade de codificar para a célula, um produto
funcional especifico, como por exemplo, uma proteina [Feero et al., 2010]. Os exdes s@o as
regioes do gene que codificam uma proteina e os introes correspondem as partes nao codifi-
cantes do gene. As sequéncias de trés nucledtidos consecutivos chamam-se codoes, sendo estes
responsaveis pela codificagao de determinados aminodcidos [Draghici, 2011].

No que diz respeito a sequéncia de ADN, pode dizer-se que os humanos sdo bastante
semelhantes entre si, cerca de 99,6%. No entanto, ao longo do genoma, héa localizacoes
especificas onde as diferencas entre individuos sao normalmente referidas como variagoes.
Numa determinada populacao, hé variacoes que sao mais comuns e outras que sao mais raras.
As formas alternativas de uma sequéncia genética, associadas a uma variacdo, num local
especifico do genoma, designam-se de alelos. Quando a frequéncia do alelo menor (MAF,
Minor Allele Frequency) é superior a 1%, as variagoes sao chamadas de polimorfismos [Feero
et al., 2010]. Ao conjunto de todos os alelos de um individuo chama-se genétipo. Por vezes,
o termo gendtipo também é usado para referir um subconjunto de caracteristicas genéticas
individuais (como por exemplo, genes). O fendtipo corresponde as caracteristicas observaveis
de um individuo e normalmente é determinado pelo genétipo e pelas condicoes ambientais e
de evolugao. Por vezes, uma combinacao de alelos podem ser transmitida de uma geragao
para outra. A essa combinacao de alelos dé-se o nome de hapl6tipo |[Draghici, 2011].

O tipo mais comum de variacao genética no genoma humano é a variacao de nucleétido
unico (SNV, Single Nucleotide Variation) que consiste na variagao, entre individuos, de um
unico nucledtido num local especifico do genoma. A cada SNV podem estar associados até
4 alelos, sendo que as SNVs bi-alélicas sao as mais frequentes. Na figura [1.2| exemplifica-se,
numa dada regiao do genoma, as sequéncias genéticas de diferentes individuos que podem
diferir em apenas um nucleétido.

Uma SNV para ser considerada um polimorfismo de nucleétido tinico (SNP, Single Nucleo-
tide Polymorphism) deve ter uma frequéncia de pelo menos 1%, em toda a populagao [Foulkes,
2009]. Neste trabalho, optou-se por usar sempre o termo geral SNV, uma vez que a distingao
entre SNV e SNP é relativa pois a frequéncia das SNVs, geralmente dependem da populacgao.
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Figura 1.2: Esquema representativo da variagdo de nucleétido tinico (SNV) entre diferentes

individuos. Adaptado de [NEI, 2016

Tem-se ainda que as SNVs podem dividir-se em dois grupos: as transigoes (T), quando
uma purina (pirimidina) é substituida por outra purina (pirimidina); e as transversoes (7y),
quando uma purina (pirimidina) é substituida por uma pirimidina (purina). No genoma, a
ocorréncia de transicoes é mais frequente do que a de transversoes. Por exemplo, quando uma
citosina é substituida por uma timina, a variagado ocorre no sentido C' — T', quando a variacao
corresponde a substituicdo de uma timina por uma citosina, o sentido é T — C. Note-se que
neste trabalho nao se consideraram os sentidos de cada SNV. Assim, por exemplo, a variagao
C < T representard os casos C—T e T—C. Deste modo, globalmente, definem-se seis tipos
de SNVs:

e T AGeC T,
e T, A C, AT, C+Ge G T,

Note-se que muitas vezes, em estudos de associagao genética (GWAS, Genome-Wide As-
sociation Studies), ha interesse em investigar SNVs que estao presentes num gene, associado
a uma determinada doenca. No entanto, como normalmente se desconhece o local especifico
da SNV que pode desencadear a doenca genética, é comum considerar um conjunto de SNVs
proximos desse local, aos quais se chama marcadores genéticos (ver ﬁgura. O gendtipo ob-
servado nesses locais tende a estar associado ao verdadeiro gendtipo causador da doenca
kes, 2009].

Regido codificadora de genes

ADN

SNV 1 SNV 2 SNV 3 SNV 4
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Localizagdo da variagdo causadora da doenga

Figura 1.3: Marcadores SNVs numa regiao codificadora de genes.Adaptado de [Foulkes, 2009].



1.2 Projeto 1000 Genomas

O projeto 1000 Genomas (P1000G) [1000-Genomes-Project, 2016|, decorrido entre 2008
e 2015, consistiu num esfor¢co de colaboracao internacional para desenvolver um catédlogo
publico de dados sobre a variacao genética humana. Este projeto foi o primeiro a sequenciar
os genomas de um grande numero de pessoas, algo possivel, devido a reducao dos custos do
sequenciamento decorrente dos avangos nas técnicas de sequenciacao. Os dados resultaram
da combinacado do sequenciamento de varias amostras usando varias “coberturas” de modo a
permitir uma detecao mais eficaz das variacoes.

O P1000G realizou-se em quatro fases, uma fase piloto e trés fases do projeto principal.

Na fase piloto foram sequenciadas, amostras do genoma de 179 individuos provenientes de
4 populagoes, amostras de trios familiares (pai-mae-filho) e exoes de 697 individuos perten-
centes a 7 populagoes. Identificaram-se as localizagoes, frequéncias bi-alélicas e haplétipos de
aproximadamente 15 milhoes de SNVs, 1 milhao de indels (inser¢oes ou delegdes no genoma)
e 20000 variagoes estruturais (SV, Structural Variation). Pelo menos 95% das SNVs mais
comuns (MAF > 5%) foram identificadas na fase piloto do P1000G [1000Genomes, 2010].

Relativamente a fase 1 do P1000G, cujos resultados foram publicados em [1000Genomes,
2012], pretendeu-se caracterizar o espectro geografico e funcional da variacao genética hu-
mana, considerando amostras do genoma de 1092 individuos provenientes de 14 populagoes
da Europa, leste da Asia, Africa sub-Shariana e Américas. Nesta fase foram construidos os
haplétipos de cerca de 38 milhoes de SNVs, 1.4 milhoes de indels e mais de 14000 grandes
delegbes, com especial foco nas variagoes raras ou de baixa frequéncia (MAF < 5%), uma
vez que permaneceram pouco caracterizadas na fase piloto. As amostras foram sequenciadas
através da combinagao de vérias coberturas, sendo alta (50 —100x) em exoes e baixa (2—6x)
no restante genoma [1000Genomes, 2012]. A figura mostra um esquema exemplificativo
do procedimento usado na construcao dos haplétipos das variagoes bi-alélicas, em que cada
uma das amostras dos 1092 individuos foi comparada com o genoma de referéncia. Para cada
individuo e em cada posigao, registaram-se quantas copias (0, 1,2) existiam do alelo alterna-
tivo & referéncia. Na fase 1, identificaram-se até 98% de SNVs com uma frequéncia de 1% em
populacoes relacionadas. Concluiu-se que as variacoes comuns sao compartilhadas por todas
as populagoes (com ancestrais africanos) e que as variagoes raras sao especificas de determi-
nadas populacbes. Provavelmente, as variacdes raras correspondem a mutagoes recentes que
ainda nao tiveram tempo suficiente para se espalhar por toda a populacao mundial, refletindo
adaptagao local |Zeggini and Morris, 2015|.

Na fase 2 do projeto, nao foram produzidos novos dados, uma vez que esta fase concentrou-
se apenas, no desenvolvimento das técnicas utilizadas nas fases anteriores.

Mais recentemente, ja apds o inicio deste trabalho, em [1000Genomes, 2015a] e [1000Ge-
nomes, 2015b], foram divulgados os resultados da fase 3 do P1000G, na qual se recorreu a
amostras de 2504 individuos de 26 populagoes. Nesta ultima fase, foram caracterizadas um
total de 88 milhoes de variagoes (84.7 milhoes de SNVs, 3.6 milhdes de pequenas indels e
60000 SVs), dando especial foco as SVs. Para além disso, ao contrario das fases anterio-
res, estendeu-se a andlise a variacoes multi-alélicas. Foram ainda validadas 80 milhoes das
variagoes catalogadas em [dbSNP, 2016).

Tendo em conta os objetivos principais desta dissertagao que sao, caracterizar o contexto
nas vizinhancas dos locais de SNV e verificar se cada SNV bi-alélica satisfaz o equilibrio de
Hardy-Weinberg, recorreu-se a SNVs das cerca 38 milhoes disponibilizadas pela fase 1 do
P1000G, pois a verificacao do equilibrio em SNVs multi-alélicas seria muito mais complexa.
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Figura 1.4: Procedimento usado na construcao dos haplétipos das variacoes encontradas na
fase 1 do P1000G. Adaptado de [1000Genomes, 2012] e [Zeggini and Morris, 2015].

1.3 R e Bioconductor

O R ¢é uma linguagem de programacao estatistica de cédigo aberto e que permite a ma-
nipulagao eficiente de dados, fazer calculos e gréficos [Draghici, 2011]. Trata-se de uma lin-
guagem bdsica, que tem a sua propria sintaxe e que é enriquecida com pacotes (packages), os
quais sao desenvolvidos pelos diversos contribuidores. A versao atualizada e respetivos packa-
ges do R estao disponiveis a partir do CRAN (Comprehensive R Archive Network) [R-Project,
. A interface do R é muito simples e funciona com comandos executados numa consola.
O conjunto desses comandos podem ser guardados em ficheiros de texto simples designados
de scripts, para serem usados posteriormente. Sendo uma linguagem de programacao flexivel
permite que os utilizadores possam usar fungoes ja existentes, quando querem realizar tarefas
avancadas de andlise ou, por outro lado, possam implementar as suas préprias fungoes. A
versao utilizada neste trabalho para manipular os dados, efetuar as andlises estatisticas e
produgzir graficos foi a 3.3.1 (2016-06-21).



O Bioconductor é um projeto aberto, iniciado hé cerca de dez anos, que desenvolve software
para a andlise e compreensao dos dados gendémicos. Funciona principalmente com base na
linguagem R, no entanto sdo aceites as contribuigoes feitas em qualquer tipo de linguagem
de programacao [Draghici, 2011]. Este projeto foi ganhando credibilidade ao longo do tempo
devido a abordagem estatistica rigorosa em diversas dreas da bioinformaética. Presentemente
existem mais de 600 packages para o Bioconductor, os quais podem ser instalados a partir
de |[Bioconductor, 2016|. Neste repositério pode ainda encontrar-se uma grande variedade de
documentacao, nomeadamente as vinhetas que servem de auxilio aos packages desenvolvidos.

A utilizagdo do R e do Bioconductor tem particularmente interesse quando se pretende
analisar dados genémicos cujas dimensdes dos mesmos sdo muito grandes. Outra vantagem
associada é ser possivel partilhar informacao e desenvolver ferramentas que posteriormente
podem ser usadas e melhoradas para trabalhos e investigacoes futuras.

Ao longo deste trabalho recorreu-se a diversas funcoes provenientes dos packages do R e do
Bioconductor. Para além disso, foram também criadas novas fungoes de acordo com o interesse
da andlise em questao. Dos packages utilizados neste trabalho destacam-se o HardyWeinberg,
especifico do software R, o Biotrings e o Bsgenome, especificos do Bioconductor.

e O package HardyWeinberg consiste num conjunto de ferramentas para analisar dados
referentes a marcadores genéticos bi-alélicos. Sob determinadas condigoes, esses marca-
dores devem, em principio, estar no equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), que é descrito
na secgao As SNVs sao marcadores bi-alélicos que dao origem a 3 gendtipos. Por
exemplo, para a variacao A <> G, os gendtipos sao AA, AG e GG. Os dados devem con-
ter as frequéncias dos alelos e dos genétipos de cada SNV [Graffelman and Camarena,
2016|. Este package permite testar o HWE recorrendo a fungao HWChisq, desde que seja
introduzido um vector com as contagens de cada um dos trés genotipos. Esta funcao,
por definicao, inclui a correcao a continuidade de Yates. Para nao aplicar a correcao
a continuidade, basta acrescentar o parametro cc=0. Quando é necessario calcular as
estatisticas x? (ou valores-p), para um grande conjunto de SNVs (grandes matrizes com
as contagens dos genétipos de cada SNV), usa-se a fungao HWChisqStats. Para além
disso, este package fornece também varias ferramentas graficas, que ajudam a tirar con-
clusoes sobre a verificaggo do HWE num dado conjunto de SNVs. Dessas ferramentas
destacam-se o HWGenotypePlot e o HWTernaryPlot |Graffelman, 2015).

e O package Biostrings fornece ferramentas para trabalhar com sequéncias gendmicas.
Neste package os objetos pertencem as classes DNAString e DNAStringSet, uma vez
que é possivel trabalhar com uma ou mais sequéncias de ADN. Existem ainda classes
adicionais para representar aminodcidos e outras cadeias bioldgicas [Carlson et al., 2015].
A fungao alphabetFrequency permite contar a frequéncia de cada letra do alfabeto que
compode a sequéncia de ADN como por exemplo, o ntimero de nucleétidos. Quando se
pretende contabilizar palavras com outros tamanhos, como por exemplo dinucleétidos
e trinucledtidos, pode recorrer-se a funcao oligonucleotideFrequency. Neste caso é
possivel especificar um parametro, k, correspondente ao comprimento da palavra, sendo
k = 1 para contar nucleétidos, k = 2 para os dinucledtidos e k = 3 para os trinucleétidos;

e O package BSgenome armazena sequéncias do genoma completo de um dado organismo.
Cada sequéncia é armazenada em objetos DNAString e normalmente tem origem num
arquivo FASTA. Um ficheiro FASTA consiste em uma ou mais sequéncias, onde cada uma
¢é precedida por uma tUnica linha que fornece um identificador 1inico para a sequéncia



e outras informactes. Depois da linha de cabecalho e comentarios, a sequéncia € re-
presentada numa linha [Gentleman, 2009]. O BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19 fornece as
sequéncias completas do genoma de referéncia para o Homo sapiens, versao GRCh37,
disponivel em [UCSC, 2016]. Também em |[NCBI, 2016] é possivel aceder ao genoma
de referéncia. A funcao str utiliza-se para mostrar um resumo dos ficheiros e a funcao
getSeq permite visualizar uma dada sequéncia num dado local do genoma, especificando
qual o cromossoma e respetiva posigao.

A figura mostra a estrutura do ficheiro em R, da versao GRCh37 do genoma de re-
feréncia humano. Apresenta-se ainda um exemplo de uma sequéncia de ADN, entre as posi¢oes
16050408 e 16050520, extraida do cromossoma 1 e respetiva contagem dos dinucledtidos.

> str(Hsapiens)
Formal class 'Bsgenome’ [package "BSgenome”] with 17 slots
..[@ pkgname : chr "BSgenome.Hsapiens.UCSC.hgl9”
.. single sequences :Formal class 'TwobitMNamedSequences' [package "BSgenome"]| with 1 slot

@ organism ¢ chr "Homo sapiens™
@ common_name : chr "Human"
..@ provider : chr "ucsc™
..@ provider version : chr "hgls"
@ release date : chr "Feb. 2009"
@ release_name 1 chr "Genome Reference Consortium GRCh37"
@ seqinfo :Formal class 'Seqinfo’ [package "GenomeInfoDb"] with 4 slots
..[@ segqnames : chr [1:93] "chr1” "chr2" "chr3" "chra" ..

..[@ seqlengths : int [1:93] 249258621 243199373 198022430 191154276 180915260
..@ is_circular: logi [1:93] FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE ...
..[@ genome : chr [1:93] "hg19" "hgl9" "hgl9" "hgi9" ..

> getSeq(Hsapiens, "chri"”, start=16050408, end=16058460)
53-letter "DNAString” instance
seq: GGCCGGCAAATAGAGCACGACCAGCCATGGCCCTTGCCATTGACCCTCACCCA

> oligonucleotideFrequency(getSeq(Hsapiens, "chril”, start=16050408, end=16050460),2)
AA AC AG AT CA CC CG CT GA GC GG GT TA TC TG TT
2 4 3 3 710 2 2 3 6 3 e 1 1 3 2

Figura 1.5: Estrutura do ficheiro em R da versao GRCh37 do genoma de referéncia humano.
Exemplo de sequéncia de ADN, entre as posigdes 16050408 e 16050520, do cromossoma 1 e
respetiva contagem dos dinucledtidos.



1.4 Descricao dos dados

Tal como ja foi referido anteriormente, os dados utilizados neste trabalho sao os da fase
1 do P1000G, em que foram consideradas as amostras do genoma de 1092 individuos e nos
quais foram reportados cerca de 38 milhoes de SNVs.

Os dados correspondentes a essas variagoes sao armazenados num formato de arquivo
de texto VCF (Variant Call Format), que corresponde a um ficheiro que contém linhas de
meta-informagao, uma linha de cabegalho e as linhas de dados [VCF file, 2016].

A figura mostra um exemplo de um ficheiro VCF extraido dos dados do P1000G,
correspondente ao cromossoma 1. Os detalhes omitidos foram substituidas por “...”.

Cada registo contém varios campos de informagao para uma unica variacao local. Esses
campos informativos sao:

e CHROM e POS identificam o cromossoma e o local da variacao relativo ao genoma de
referéncia;

e ID é uma lista de identificadores inicos. Caso seja uma variagao da dbSNP (repositério
de dados publico sobre SNPs disponivel em [dbSNP, 2016|) utiliza-se a designagao rs;

e REF e ALT sao os campos onde é codificado o tipo de variagao, pois especificam, respeti-
vamente, o nucledtido no genoma de referéncia e o nucleétido alternativo observado em
pelo menos uma das cépias dos cromossomas homoélogos das amostras individuais;

e FORMAT é o campo que contém a codificagao utilizada nas anotagoes das amostras in-
dividuais. Por exemplo, na primeira linha de dados, tanto a amostra HG0O0096 como a
HG00097 tém o gendtipo (GT) igual a 010, o que significa que no local 10583 (posi¢ao no
cromossoma 1) os individuos s@o homozigéticos com o alelo da referéncia ou seja, GIG.
Na terceira linha, para a posicao 13302, a amostra HG00097 tem o gendtipo igual a 0|1,
o que significa que o individuo é heterozigético, isto é, C|T. Pode também existir outros
individuos que registem o gendtipo do tipo 110, que corresponde ao caso T|C, ou ainda
individuos com o gendtipo 1|1 (homozigéticos com o alelo alternativo), correspondente
ao caso T|T.

##fileformat=VCFv4d.1
##INFO=<ID=LDAF, Number=1, Type=Float, Description="MLE Allele Frequency Accounting for LD">
##INFO=<ID=AVGPOST, Number=1, Type=Float, Description="Average posterior probability from MaCH/Thunder">

##reference=GRCh37

#CHROM FOS ID EEF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT HGO009e HGE00097
1 10583 1rs58108140 G A 100 PASS GT:DS:GL 0]0:.. 0l0:.
1 10611 rs189%107123 C G 100 PASS GT:DS:GL 0]0:.. 0l1l:..
1 13302 1rs1807344%8 C T 100 PASS GT:DS:GL 0]0:.. 0f1l:.
1 13327 rs144762171 G C 100 PRSS GT:DS:GL 0]0:.. 0f1:..

Figura 1.6: VCF extraido dos dados do P1000G, correspondente ao cromossoma 1.
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Para pré-processar a informagao contida nos arquivos VCF do P1000G, foi escrito um
pequeno programa em C, que consistiu em:

1. Descartar campos nao desejados;
2. Selecionar apenas variagoes SNV (rejeitando indels e SV);
3. Contabilizar quantas amostras tém o genotipo igual a 010, 011, 110 ou 1]1.

Assim, foram produzidos ficheiros mais pequenos, com apenas algumas colunas, tal como é
exemplificado na figura[1.7] As colunas C0|0:, CO|1:, C1|0: e C1|1: mostram o nimero de
amostras individuais de cada genoétipo, isto é, CO|0: corresponde ao numero de individuos,
que comparativamente ao genoma de referéncia e na posi¢do considerada, nao apresentaram
nenhuma alteragao; COl1: e C1|0: os que apresentaram alteragdo numa das copias; e C1|1:
os que verificaram alteracao nas duas cépias.

#CHROM POS ID REF ALT colo: Coll: Cl|0: Cl|1l
1 10583 rs58108140 G A 783 304 0 5

1 10611 rs189107123 C G 1051 37 4 0

1 13302 rs1807344%98 C T 849 192 45 <]

1 13327 rsl44762171 G c 1033 44 15 0

1 13980 rsl151276478 T c 1047 33 12 0

1 30923 rs1403379853 G T l4e 177 131 638
1 5147¢ rsl87298206 T c 1074 12 € 0

1 51479 rs11€400033 T A 905 69 70 48

Figura 1.7: Output do pré-processamento do VCF extraido dos dados do P1000G, correspon-
dente ao cromossoma 1.

1.5 Objectivos gerais

Com o trabalho descrito nesta dissertacao, pretende-se investigar e caracterizar as va-
riagOes genéticas de nucledtido dnico, recorrendo aos dados da fase 1 disponibilizados pelo
P1000G. Assim, os objetivos principais sao:

e Desenvolver ferramentas de andlise estatistica no software R para analisar os diferentes
tipos de SNVs;

e Averiguar se as ocorréncias das SNVs sao distribuidas de forma homogénea por cromos-
soma e por grupo de prevaléncia;

e Testar, para cada tipo de SNV numa localizagado especifica no genoma, se as frequéncias
dos alelos estao de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg;

e Caracterizar o contexto na vizinhanga da posi¢ao onde ocorre a SNV, através de perfis
de frequéncia que consistem na contagem de nucleétidos, dinucledtidos e trinucleétidos,
de modo a encontrar um padrao que seja indicador do fenémeno.
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1.6 Estrutura da dissertacao

Esta dissertacao é constituida por cinco capitulos e dois apéndices.

Neste Capitulo |1} introduzem-se alguns conceitos de genémica, faz-se uma breve descrigao
do projeto 1000 Genomas, do software R e dos packages do Bioconductor. Apresentam-se
ainda os dados analisados e os objetivos gerais da dissertagao.

No Capitulo [2, abordam-se os métodos estatisticos utilizados na andlise dos dados da fase
1 do projeto 1000 Genomas. Inicia-se o capitulo com a notacao geral utilizada nas tabelas
de contingéncia, seguindo-se o teste de independéncia/homogeneidade, as medidas de asso-
ciacao e a andlise de residuos, para avaliar a forca de associagdo entre as variaveis. Como
também foi necessario, estudar a distribui¢do de uma dada varidvel e testar se duas varidveis
continuas apresentam a mesma distribuicdo, aborda-se ainda, o teste de ajustamento do 2,
o teste de Kolmogorov-Smirnov para duas amostras independentes e correcoes para corrigir
o erro do tipo I, devido as comparacoes miltiplas. Em seguida, apresenta-se a metodolo-
gia estatistica que suporta o equilibrio de Hardy-Weinberg. Termina-se o capitulo com a
classificacao hierdrquica, uma vez que foi necessario agrupar diversas varidveis de forma a
identificar padroes.

No Capitulo [3] e [4], apresentam-se os resultados da aplicacao dos métodos estatisticos as
diversas variaveis de interesse. Essas varidveis sao, por exemplo, o tipo de variagdo, os cro-
mossomas, a prevaléncia de cada variacao, o grupo de prevaléncia e o contexto na vizinhanca
do local onde ocorre a variagao. Assim, o Capitulo [3] apresenta uma anédlise global dos dife-
rentes tipos de SNV, por cromossoma e por grupo de prevaléncia, assim como os resultados
da avaliagao do equilibrio de Hardy-Weinberg nas SNVs consideradas. O Capitulo [4 mostra
a caracterizagao do contexto das vizinhangas nos locais onde ocorrem as variacoes, recorrendo
a contagem de nucledtidos, dinucleétidos e trinucleétidos de acordo com varias amplitudes da
vizinhanca da posicao onde se registou a variagao.

Por fim, o Capitulo[f] apresenta as conclusoes da dissertacao e algumas ideias de trabalho
futuro.

Nos Apéndices[A]e[B] encontram-se alguns graficos e tabelas auxiliares & andlise estatistica,
assim como, as fungoes que foram desenvolvidas em R e o respetivo cédigo.
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Capitulo 2

Métodos estatisticos de analise de
dados

Neste capitulo apresentam-se alguns dos métodos estatisticos de andlise de dados utilizados
neste trabalho. Devido a necessidade de estudar a relagao entre duas varidveis categoricas
através do uso de tabelas de contigéncia, o capitulo inicia-se com a notacao geral utilizada nas
tabelas de contingéncia, o teste de independéncia/homogeneidade, as medidas para estudar
a forca da associacao entre varidveis e a respetiva andlise de residuos. Em seguida, aborda-se
o teste de ajustamento do x? e o teste de Kolmogorov-Smirnov para a comparacio de duas
amostras, uma vez que foi necessario estudar a distribuicao de algumas variaveis e testar se
duas varidveis continuas apresentam a mesma distribui¢ao. Por outro lado, para corrigir os
valores-p obtidos nas comparacoes multiplas de certas variaveis, faz-se uma breve referéncia
as correcoes de Bonferroni e Sidédk. Apresenta-se ainda a metodologia estatistica inerente ao
equilibrio de Hardy-Weinberg. O capitulo termina com a classificagao hierdrquica, uma vez
que foi necessario agrupar variaveis, para, por exemplo, compreender padroes de ocorréncia
nas variacoes.

Note-se que na realizacao de qualquer teste estatistico é usual definir um nivel de signi-
ficancia . Neste trabalho, considerar-se-4 um dos niveis de significancia mais usuais, que é
a=0.05.

2.1 Tabelas de Contingéncia

As tabelas de contingéncia sao tabelas que servem para organizar os dados de varidveis
qualitativas, em que o objetivo principal é avaliar se existe associacao entre as variaveis.

Na analise de dados gendomicos é frequente recorrer a andlise de tabelas de contingéncia,
uma vez que a maioria dos dados tratados sao qualitativos. Por exemplo, no trabalho
de [Afreixo et al., 2006] construiram-se tabelas de contingéncia 64 x 64 para estudar a asso-
ciagao entre pares de coddes nas sequéncias genomicas de Saccharomyces cerevisiae, Schizo-
saccharomyces pombe, Candida albicans e Escherichia coli, de forma a descrever o contexto
de ocorréncia dos codoes.

Neste trabalho, foi necessario construir diversas tabelas de contigéncia para estudar a
existéncia de independéncia/homogeneidade entre varidveis categéricas como por exemplo,
tipo de variacdo, cromossoma, grupo de prevaléncia e contexto na vizinhancga do local onde
ocorreu a variacao.
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De acordo com a nomenclatura usada em |[Everitt, 1977], suponha-se que uma amostra de
N observacoes é classificada em relagao a duas varidveis categéricas A e B, com r e ¢ cate-
gorias respetivamente, mutuamente exclusivas. A forma geral de uma tabela de contingéncia
bidimensional, r x ¢, formada por A (linha) e B (coluna), subdivididas nas categorias Ay, ..., A,
e B1, ..., B. é representada pela tabela

Bl Bj Bc Total
A1 ni nlj Nie ni.
Ai ;1 Nij Nje n;.
Ar Npr1 R oo Npe Nyp.
Total | nq4 ... nj ... 7N N

Tabela 2.1: Forma geral de um tabela de contingéncia r X c.

Cada célula da tabela contém a frequéncia observada de um certo par de categorias. O
numero de observacoes que sao simultaneamente da categoria A; da variavel A e da categoria
Bj da variavel B, isto ¢, da célula (4, j), ¢ dado por n;;. Representa-se por n;. o nimero total
(marginal) de observagoes na categoria A; e por n.; o nimero total (marginal) de observacoes
na categoria Bj, com i =1,...,7 e j = 1,..., ¢, definidos por:

c T
n; = Znij € Ny = Znij (2.1)
j=1 =1

Assim, resulta que:
C T T

ZZTLU:Z’I’M.:ZTL.]':N (2.2)
j=1

7j=11=1 =1

Parat=1,...,rej=1,...,csejam:

e pij = P(A; N Bj) a probabilidade de uma observagdo pertencer simultaneamente a
categoria A; e a categoria Bj;

e p;. = P(A;) a probabilidade marginal de uma observagao pertencer a categoria A;;
e p.j = P(B;) a probabilidade marginal de uma observagao pertencer a categoria B;.

Neste caso, tem-se que:

C T
pi. = P(Ai) =) pij e pj=P(B)) =) py (2.3)
=1 i=1
C ' ' C
DD = pi=) pi=1 (2.4)
j=1i=1 i=1 j=1
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2.1.1 Teste de independéncia/homegeneidade
Segundo [Kateri, 2014], na tabela de contingéncia podem surgir duas situacoes:

(1) fixa-se o total IV;
(2) fixam-se, por exemplo, os totais marginais das colunas n.;.

Na situacao (1) a amostra aleatdria é recolhida de acordo com a dimensdo N pré-fixada
e as respetivas observagoes sao cruzadas de acordo com as categorias de A e de B, em que o
objetivo é testar a independéncia ou inexisténcia de associagdo entre as varidveis A e B.

Em (2), quando os totais das colunas da varidvel B sao prefixadas (ndo aleatérias), a
hipétese que se pretende ensaiar é a da homogeneidade.

Independéncia

Fixando o total IV, o vetor aleatério (Nii, ..., Nij, ..., Nyc) segue uma distribuicao multi-
nomial, sendo Nj; a varidvel aleatéria que representa o nimero de observacoes na célula (4, j)
parai=1,....,7r e j = 1,...,c. A respetiva funcdo de verosimilhanca é dada por:

L(p117 --wprc) = pn” . (25)
Hz 1 H]  1ij! 11_11]1_[1
Caso as varidveis A e B sejam independentes, verifica-se a relagao:
P(AZ ﬂBj) = P(Al)P(B]) (26)

que exprime a igualdade entre a probabilidade conjunta e o produto das probabilidades mar-
ginais. Portanto, no teste de independéncia, a hipdtese nula corresponde a:

Ho: pij=pip; para i=1,..,r;j=1,..c¢ (2.7)

Na equacao as probabilidades marginais, p;. e p.j, sdo parametros desconhecidos. No
entanto, as respetivas estimativas de verosimilhanca méaxima, quando Hy ¢é verdadeira, cor-
respondem as frequéncias relativas marginais p;. e p.; |Agresti, 2010].

Teorema 2.1. Sejam A e B waridveis categdricas cujas observagoes, n;j, de cada célula
(i,j) com i = 1,...,1r e j = 1,...,¢, correspondem a uma amostra aleatoria de dimensao
N. Considere-se (Nii, ..., Nij, ..., Nye) 0 wetor aleatorio com distribuicGo multinomial de
pardmetros (N,p;;). Entao, assumindo que as varidveis A e B sdo independentes, as es-
timativas de verosimilhanga mdxima, das probabilidades marginais p;. e p.j sao dadas por:

(2.8)

2|3

Demonstragdo. Seja L a fungdo de verosimilhanca do vetor aleatério (Nii, ..., Nij, ..., Npc)
dada pela equagao [2.5] Logaritmizando a fun¢ao L, obtém-se:

N! )
In(L) = ln(m ) + In( ZHUHlp (2.9)
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Como a primeira parcela do segundo membro nao depende de p;;, para estudar os maximizan-
tes da funcao de verosimilhanca, considerar-se-4 apenas a segunda parcela. Assim, assumindo
a independéncia e tendo em conta as equagoes [2.3 e [2.4] tem-se que:

HHP"” —ln(Hp Hp n(pprplse Hp f[pﬁfj)

=1 j=1

r—1 c—1 r—1 c—1
(L= p) (= py" ][ o []5)
=1 j=1 i=1 j=1

r—1 r—1 c—1 c—1
Ny, N.c
= (1 - > pi) +nidn(p)] + Z[c — > pj) +njin(p,)]
i=1 i=1 j=1 j=1
Portanto, as derivadas parciais de In(L) sao dadas por:
oln(L)  n,. r—1 LM
op;. r—=11-"!p. s
Oln(L)  n. c—1 n.;
op.; c—11-— Z;;ip.j D.j
Resolvendo a equacao 81{;1T(L) = 0, obtém-se:
RS (2.10)
Dr.
Uma vez que Z;Zl n;. = N, resulta que:
N —n,. N Ny,
1= (R = T e = Dr.—— = Dp. = = .
N e
i=1 pr Pr
Substituindo na equacgao tem-se:
_ n;.
D = N
De forma andloga, a partir de %(L) = (), obter-se-ia:
-J
_
pj= N
Verificando que a segunda derivada é negativa, conclui-se a demonstragao. ]
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Assim, verificadas as condigoes do teorema, as estimativas apresentadas na equacao [2.8
permitem estimar a frequéncia esperada de uma observagao pertencer a célula (i, j), isto é:
ng.mn.;5

N

éi; = Npipj = (2.11)

A estatistica do teste, sugerida por Karl Pearson (1904), é dada por:

L (nij — éi5)?
2 zzzi”é“ L (2.12)
1j

i=1 j=1

Para um tamanho fixo da amostra, grandes diferencas n;; — é;; produzem grandes valores
para x? e mais forte é a evidéncia contra Hy. Como maiores valores de x? sdo mais con-
traditérios para Hp, o valor-p é a probabilidade de x? ser pelo menos tdo grande quanto o
valor observado. A estatistica y? tem aproximadamente uma distribuicdo de qui-quadrado,
para N grande. A aproximacao qui-quadrado melhora & medida que é;; aumenta e &;; > 5 é
geralmente suficiente para uma aproximagcao razoavel [Agresti, 2007].

Note-se que, o nimero de parametros independentes é (r — 1)+ (¢ —1) pois o nimero total
de parametros é r + ¢ (p1., ..., Pr-, P-1, .-, P-c) € a soma das probabilidades marginais por linha
(coluna) sdo iguais a 1, na tabela de contingéncia r x ¢ [Kateri, 2014]. Assim, o nimero de
parametros a estimar sob Hy é

(r=1)4(c-1)

donde o ntimero de graus de liberdade (g.l.) da estatistica do teste é igual a
gl.=rce=1—(r—=1)—(c—=1)=(r—1)(c—1)
ou seja, a distribuicao assintética para sob Hy é
X%’r—l)(c—l) :

Note-se que é frequente aplicar a chamada correcao a continuidade proposta por Yates
(1934) e substituir a estatistica de teste, dada pela equagao m por

2 _ - (g — &5l —o)?
Xe=>3_>_ (2.13)

6.
i=1 j=1 &Y

onde ¢ representa a corregao a continuidade e cujo valor usual é ¢ = 0.5. A estatistica de teste
corrigida normalmente produz, valores-p mais préximos dos exatos do que a estatistica
sem a correcao [Hitchcock, 2016].
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Homogeneidade

Fixando, por exemplo, os totais marginais das colunas da variavel B, a hipétese testada
é a da homogeneidade. Como cada Bj, j € {1,...,c} estratifica uma subpopulacao cujos
elementos se distribuem pelas r categorias da varidvel A, a homogeneidade verifica-se quando
de subpopulacao para subpopulacdo, sdo iguais as proporgoes de observagoes em cada A;,
com i € {1,...,7}. De acordo com [Agresti, 2010|, a probabilidade condicionada da categoria
A; na subpopulagao B;, é dada por

e tal que

=1

Neste caso, a hipdtese testada é:

Hy “Pijn = Pij2 = -+ = Pilc Vi . (2.14)

A respetiva fungao de verosimilhanga [Kateri, 2014] é dada por:

[

C
L(p11, oo pre) = | [ Lp1js oons prs) = H T Hpn” (2.15)

=1 j=1 Hi=t ””

Quando a hipdtese nula é verdadeira, considerando as subpopulacoes B; e a frequéncia relativa
da categoria A;, no conjunto das NN observacoes, a estimativa de verosimilhanca maxima do
valor comum das probabilidades condicionadas é,

R R ;.
Pijx = DPij2 = pz|c N

As frequéncias esperadas em cada célula (i, j) sao obtidas multiplicando a dimensao de cada
subamostra (n.;) pela estimativa da probabilidade da categoria A;, comum a todas as subpo-

pulagoes ou seja,
N ng.m.5
A

(2.16)

A estatistica do teste da homogeneidade é igual a que foi apresentada na equagao [2.12
mantendo-se os mesmos graus de liberdade, pois cada subpopulagao contribui com r—1, sendo
o total de ¢(r — 1). Como sao estimados r — 1 parametros (um por cada linha) |[Murteira,
1990], tem-se

gl.=c(r—=1)—(r—=1)=(r—-1)(c—-1).
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2.1.2 Medidas de Associacao

Na maioria dos casos, quando se analisa tabelas de contingéncia hé interesse em medir
a forca de associacao entre as duas varidveis qualitativas envolvidas. O valor calculado da
estatistica de Pearson x? tem a desvantagem de os respetivos graus de liberdade (r —1)(c—1),
dependerem da dimensao da tabela de contingéncia (r x ¢). Deste modo, sao sugeridas varias
medidas de associacdo que sdo baseadas na estatistica 2, mas que néo refletem o tamanho
da amostra N |Everitt, 1977]. As medidas de associagao utilizadas neste trabalho foram o
coeficiente ¢ e o coeficiente V' de Cramér, as quais se encontram descritas em seguida.

e Coeficiente ¢

O coeficiente ¢ é uma medida baseada na estatistica x? e é dado por

X2
o2 .

ou equivalentemente, ¢? = XWQ . Trata-se de uma medida que nao é completamente satis-
fatéria uma vez que ¢? nio tem necessariamente um limite superior igual a 1. Existem
varias propostas para valores de ¢ que podem servir como critérios para identificar a
magnitude do tamanho de efeito da associagao. Por exemplo: pequeno (0,1 < ¢ < 0,3),
médio (0,3 < ¢ < 0,5) e grande (¢ > 0,5) [Sheskin, 2003].

e Coeficiente V de Cramér

Sugerido por Cramér (1946), o coeficiente é definido por

2
V= \/min(rx—/ljtfc —1) (2.18)

Assumindo os valores entre 0 e 1, sendo igual a 0 quando nao ha nenhuma relagao entre
as duas varidveis categoricas e igual a 1 quando existe dependéncia completa. Note-se
que quando a tabela de contigéncia é quadrada (r = ¢) e V = 1, existe uma perfeita
associacao entre as duas varidveis e neste caso todas as observagoes estao distribuidas
numa das diagonais da tabela. No entanto, quando r # c e V = 1, a associacao perfeita
nao é interpretada do mesmo modo de quando a tabela é quadrada. Neste caso a sua
interpretagao depende dos valores de r e ¢ [Sheskin, 2003].

2.1.3 Anadlise de Residuos

Tal como j4 foi referido, a estatistica do teste x2 e o respetivo valor-p descrevem a evidéncia
contra a hipétese nula. Uma comparacao célula a célula das frequéncias observadas e espera-
das ajuda a compreender melhor a natureza dessa evidéncia. As maiores diferencas entre n;;
e €;; tendem a ocorrer em células que tém maiores frequéncias esperadas, portanto a diferenca
ni;j — €;; € insuficiente |[Agresti, 2007]. Assim, serd ttil considerar para cada célula (i, ) os
residuos de Pearson, dados por

_ Nij — &

Tij = ~
,/e,;j

r c

§ :2 : 2 .2

i=1j=1

(2.19)

onde
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Na condicao de independéncia, a variancia de ¢;; é estimada por v;; onde v;; corresponde a
variancia assintética da frequéncia esperada da célula (i, 7). Neste caso, os residuos de Pearson
seguem assintoticamente uma distribui¢do normal r;; ~ N (0, v;;) com v;; # 1 [Kateri, 2014].

Haberman (1973) provou que sob a hipdtese de independéncia e para uma amostra mul-
tinomial,

vij = (1 =pi)(L = p;)
quando N — oo. Substituindo pelos estimadores de verosimilhanca maxima definidos nas
equagoes comi=1,..,7rej=1,.., ¢, as variancias estimadas sao

by = (1 - %) (1 - %) . (2.20)

Assim, os residuos ajustados (standardized residuals) podem definir-se como

dij = —94 (2.21)
\/ Vij
O seguinte teorema, sobre residuos ajustados, corresponde a um resultado de Haberman,
que pode ser encontrado em [Agresti, 2010|, [Everitt, 1977] e [Santner and Duffy, 1989).

Teorema 2.2. Seja N;j o nimero de observagoes da célula (i, j) numa tabela de contingéncia
r X ¢, correspondente a uma amostra casual de N observacdes das varidveis A e B. Se
(Ni1, ...s Nij, ..., Nye) € um vetor aleatorio com distribuicdo multinomial entdo, sob a hipdtese
de independéncia de A e B, os residuos ajustados D;;, com os valores observados d;; dados
pela equagao tém assintoticamente (N — +00) uma distribui¢ao normal N(0,1).

Note-se que caso os residuos ajustados tenham uma distribuigdo muito diferente da N (0, 1)
dever-se-a rejeitar a hipétese de independéncia, na tabela de contingéncia r x c.

Assumindo Hj verdadeira, considerando um nivel de confianca de 95%, por exemplo, tem-
se que P(—2 < d;; < 2) = 0.95 . Espera-se que cerca de 5% dos residuos ajustados fiquem
mais distantes de 0 do que %2, isto é, pode identificar-se a célula (7, j) como responsavel pela
rejeicdo de independéncia, se o respetivo residuo ajustado é tal que |d;;| > 2 |Agresti, 2007].

Assim, face a rejeicao de Hy, qualquer andlise de uma tabela de contingéncia r X ¢, deve
incluir uma andlise de residuos que consista em:

i) Procurar células (i, j) cujos residuos ajustados sejam |d;;| > 2. Os valores negativos
de d;; estao associados as células preteridas relativamente a Hy e os valores positivos
associados as células preferidas;

i1) Construgao de graficos de residuos de acordo com os respetivos indices de linha/coluna
(por exemplo, heatmaps);

ii1) Se N é grande, construgao de histogramas dos residuos ajustados ordenados ou graficos
de quantil-quantil de uma distribuicao normal padrao (QQ-plots).
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2.2 Teste de ajustamento do y?

Para avaliar se uma determinada amostra aleatéria foi extraida de uma populacdo com
distribuicdo especificada, pode utilizar-se o teste de ajustamento do 2.

Considere-se uma amostra casual de N elementos, extraida de uma populagao com dis-
tribuigdo desconhecida, sobre os quais se observa uma caracteristica (qualitativa ou quanti-
tativa). As observagoes da caracteristica em estudo sao repartidas por r classes, mutuamente
exclusivas, Ay, ..., A,. Sejam:

e n; o nimero de observacoes da classe A; com i = 1,...,7 e tal que >, _; n; = N;
e p; a probabilidade (desconhecida) de obter uma observagao da classe A;, > . p; = 1;

e pg; a probabilidade de obter uma observacao da classe A;, assumindo que a observagao
foi extraida de uma populagao com a distribuicao especificada.

Neste caso, pretende-se ensaiar as r hipdteses,
Ho:pi=poi i1=1,..,r. (2.22)

Quando Hy é verdadeira, a frequéncia esperada de uma observacao estar na classe A; é dada
por é; = Npgy;. A estatistica de teste, obtida por Karl Pearson, baseia-se numa medida de
ajustamento entre as frequéncias observadas, n;, e as frequéncias esperadas, é;, sendo definida
por

" — &2
=3 u (2.23)
i=1

Sob a validade de Hy, devem registar-se pequenas diferencas entre cada valor observado
e o respetivo valor esperado. Um valor elevado para x? é indicador de que ha um desajuste
entre a distribuicao de frequéncias amostrais e tedricas, levando a rejeicao da hipétese nula.
Seja ainda N;, a variavel aleatéria que representa o niimero de observagoes na categoria A;,
com i € {1,...,r}. Neste caso, o vetor aleatério (Ni, ..., N,_1) tem distribuigdo multinomial,

tal que Y ;_; N; = N, com fungao de probabilidade dada por

NI

N sl Vze
P ...nT!pl O (2.24)

P(Nl =ni, '"7Nr—1 = nr—l) —

onden, =N—-ny—ng—..—n,_1ep,=1—p; —pa— ... — pr—1 |Agresti, 2010].

Teorema 2.3. Seja (Ny, ..., Ny—1) um vetor aleatorio com distribuicdao multinomial de parametros
N, pot1, s Po(r—1)- Entao, a varidvel aleatdria

r

9 (N; — Npo;)?
_ 2.25
X ; Voo, (2.25)

tem assintoticamente uma distribuicao do qui-quadrado, com r — 1 graus de liberdade.

A demonstracao deste teorema encontra-se em [Cramér, 1946]. O teorema ¢ deduzido
para N — 400 no entanto, para que a aproximagcao continue vélida no caso finito, a frequéncia
esperada, Npy;, da varidvel aleatéria N; com i € {1,...,7}, nunca deve ser inferior a cinco
[Murteira, 1990].

Caso Hy nao se encontre completamente especificada, a estatistica do teste, dada pela
equacao tem distribuicao assintética do qui-quadrado com r — k — 1 graus de liberdade,
onde k representa o niimero de parametros desconhecidos estimados a partir da amostra.
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2.3 Teste de Kolmogorov-Smirnov para duas amostras inde-
pendentes

O teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S) para comparacao de duas amostras independen-
tes, desenvolvido por Smirnov (1939), utiliza-se para testar se duas amostras aleatérias e
independentes sao provenientes de populacoes continuas com a mesma distribuicao.

Enquanto que o teste de ajustamento de K-S para uma amostra avalia o ajustamento
a uma distribuicdo conhecida e compara-se a fungéo de distribui¢do empirica da amostra
com a funcao de distribuicdo da populagao (tedrica), no teste de K-S para duas amostras
independentes, comparam-se as fungoes de distribuicao empiricas das duas amostras |Gibbons
and Chakraborti, 2010].

De facto, se as duas amostras forem derivadas da mesma populacao, espera-se que as
fungoes de distribuigdo empiricas sejam idénticas ou razoavelmente semelhantes. Caso exista
uma diferenca significativa em qualquer ponto, pode concluir-se que ha uma grande possibi-
lidade de as amostras serem provenientes de diferentes populagoes [Sheskin, 2003].

Sejam (X1, ..., X;n) e (Y1,...,Y},) duas amostras aleatérias independentes que provém de
populacoes continuas com fungoes de distribuicao desconhecidas, Fxy e Fy, respetivamente.

Considerando as estatisticas de ordem X(y), ..., X(n) € Y(1), ..., ¥(5) as respetivas fungoes
de distribui¢ao empiricas, designadas de Sy,(z) e Sy (x), s@o definidas por:

0 se T < X(l)
Sm(z)=<t/m se Xy << Xgyq) para t=1,2,..,m—1 (2.26)
1 se x> X(m)

0 se x <Yy
Sp(w) = <t/n se Yy <x <Yy para t=1,2,...,n—1 (2.27)
1 se x> Y(n)

A hipétese nula que se pretende ensaiar é
Hy: Fy(z) = Fx(z) para todo x (2.28)

contra a alternativa,
Hy: Fy(z) # Fx(z) para algum x. (2.29)

Quando Hj é verdadeira, as distribuicoes das populagoes sao idénticas e conclui-se que
as duas amostras pertencem & mesma populacao. Note-se que as funcoes de distribuigao
populacionais, F'x(x) e Fy(x), podem ser estimadas a partir das respetivas fungoes de dis-
tribui¢ao empiricas, Sy, (z) e Sy(x). Assim, quando a hipdtese nula é vélida, espera-se que
Sm(x) e Sp(z) estejam muito préximas para todos os valores de x. Para medir a proximidade
ou o afastamento entre as funcgoes de distribuicao empiricas, define-se a estatistica do teste
(bilateral) de Kolomogorov-Smirnov para duas amostras, D,, ,,. Esta estatistica baseia-se na
diferenca absoluta maxima entre as duas distribuigoes empiricas, sendo dada por

Dy = max | S () — S ()] . (2.30)
Uma vez especificado o nivel de significincia «, a regiao de rejeicao é na cauda superior,
definida por Dy, ,, > ¢, . Neste caso, considerando d o valor observado da estatistica, o valor-p

corresponde & probabilidade
P(Dy,n >d | Hp) . (2.31)
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Tal como acontece com a estatistica do teste de K-S para uma amostra, D,, ,, nao tem res-
tricoes relativamente a especificidade da distribuicao comum das duas populacoes continuas,
apenas se exige que as m + n observagoes estejam ordenadas.

Note-se que para implementar o teste é necessario determinar a distribuicao cumulativa
nula de mnD,, . Tal como é referido em [Gibbons and Chakraborti, 2010], existem vérios
métodos para calcular os valores exatos da distribuicao nula. Quando a dimensao das amos-
tras é relativamente pequena, os quantis da distribuicao exacta encontram-se tabelados. No
entanto, para para dimensoes de amostra maiores, os valores criticos para a estatistica do
teste sao calculados de forma aproximada. No teorema seguinte, apresenta-se o resultado
obtido por Smirnov(1939) |[Bogacka, 2016].

Teorema 2.4. Sejam Xi,..., X, e Y1,....Y, duas amostras aleatorias independentes, ex-
traidas da mesma populacdo com funcao de distribuicdao continua. Além disso, sejam Sy, e
Sn as respetivas fungoes de distribuicdo empiricas, tais que Dy, , = maxy |Spy(z) — Sp(x)|.
Entao,

mn
i < = .
onde -
L(d) =1-2) (~1)le 2" (2.33)
=1

A demonstragao deste toerema pode ser encontrada em |Gibbons and Pratt, 1981].
Quando o teste é unilateral, por exemplo, Hy : Fy(z) < Fx(x) para todo z, a estatistica
¢é dada por
Dy, = max | S () — Sp(x)] . (2.34)

Neste caso, no teorema [2.4] tem-se

lim P( T pr < d) =12 (2.35)

m,n— o0 m+n mn —

2.4 Comparacoes multiplas

Por vezes, é necessario proceder a comparacoes muiltiplas, isto é, testar varias hipoteses
nulas em simultaneo. A probabilidade de rejeitar incorretamente Hy, ou seja, obter um falso
positivo, chama-se erro do tipo I e é limitada pelo nivel de significancia a. Por outro lado, a
probabilidade de nao rejeitar Hy quando ¢é falsa, corresponde a um erro do tipo II, denotado
por 3. A poténcia do teste é definida como 1 — 3, que significa a probabilidade de rejeitar
correctamente Hy.

Ao realizar vérios testes de hipéteses é importante analisar o efeito da multiplicidade das
inferéncias sobre o erro do tipo I e a respetiva correcao. Torna-se necessario controlar o erro
do tipo I a um nivel de significancia «, ou seja

Erro tipo I = P(rejeitar Hy | Hy verdadeira) < o . (2.36)

Grande parte da literatura sobre métodos de corregao para comparagoes multiplas enfatiza
e controla uma de duas taxas de erro: a taxa da familia de erros dos testes (FWER, Family-
Wise Error Rate) e a taxa de falsos positivos (FDR, False Discovery Rate) [Foulkes, 2009].
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Neste trabalho, apenas é definida a FWER, uma vez que s6 foram aplicadas corre¢oes que
controlam esta taxa de erro.

Considerarem-se m multiplas hipéteses nulas dadas por H{, ..., H*. Suponha-se que das
m hipdteses nulas, mg sao verdadeiras e que R é o numero total de hipdteses rejeitadas
(significativas). A soma de todos os testes produz os resultados indicados na tabela onde
V' é o niimero de erros do tipo I e T' é o niimero de erros do tipo II.

Teste
Nao significativo  Significativo ~ Total
Hj verdadeira U |4 my
Hj falsa T S m— mg
m—R R m

Tabela 2.2: Erros do tipo I e II em testes de hipoteses multiplos.

A FWER ¢ definida como a probabilidade de fazer pelo menos um erro de tipo I isto é,
FWER=PV >1). (2.37)

Quando todas as hipdteses nulas sao verdadeiras, a FWER é designada de FWEC (Family-
Wise Error under the Complete null), correspondendo a probabilidade de rejeitar pelo menos
uma dessas hipdteses nulas quando todas sao verdadeiras. Ou seja,

FWEC = P(V >1 | HS verdadeira) (2.38)

onde H§ = [H}, ..., HI'] é conjunto completo de todas as hipéteses nulas [Foulkes, 2009)].

Suponha-se que cada teste de hipdteses é controlado ao nivel de significancia «. Neste
caso, a probabilidade de cometer um erro do tipo I, isto é, rejeitar incorretamente a hipdtese
nula H}, com i =1...m, é dada por

P(rejeitar HY | Hy verdadeira) < a . (2.39)
Assumindo que os testes sdo independentes tem-se

FWEC = P(V > 1| H§ verdadeira)
=1-P(V =0| HS verdadeira)

m
=1- HP(nao rejeitar HY | Hy verdadeira) (2.40)

=1

m
—1— H [1 — P(rejeitar Hé | Hé verdadeira)]
1

(2

<l—-|lAl-a)=1-(1—-a)™.

—

Il
_

(2

Quando s6 se realiza um unico teste (m = 1) resulta que FWEC < a. Por exemplo,
para a = 0.05, ao realizarem-se 2 testes de hipdteses independentes (m = 2), sabe-se que a
probabilidade de cometer um erro do tipo I é menor ou igual a 1 —0.95% = 0.0975. Quando o
nimero de testes aumenta para m = 10, tem-se FWEC < 1 —0.95'9 = 0.4012. Isso significa
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que, embora se controle cada um dos 10 testes a um nivel de significancia o = 0.05, no
geral, a possibilidade de cometer um erro do tipo I pode ser tdo grande quanto 40%. Desta
forma, quantos mais testes de hipdteses forem realizados, mais provavel sera encontrar falsos
positivos. No entanto, ao controlar de forma excessiva o erro do tipo I, aumenta-se o erro do
tipo II e diminui-se o poder do teste, sendo o teste conservador.

Existem varios métodos para aplicar no caso das comparacoes multiplas, dos quais se
destacam neste trabalho, as correcdes de Bonferroni e Siddk. Estas duas correcoes fazem
parte dos métodos de etapa tnica (single — step adjustment), que consiste na aplicagao de
um unico critério para avaliar a significancia de todos os valores- p. Em seguida, apresenta-se
uma breve abordagem as correcoes mencionadas anteriormente.

2.4.1 Correcao de Bonferroni

A correcao de Bonferroni é provavelmente o método mais conhecido quando se realizam
comparagoes multiplas. E um procedimento de etapa tnica e tem como objetivo controlar o
erro numa familia de testes (FWER) e evitar a acumulacao de falsos positivos que advém da
realizacao de varios testes de hipdteses, contudo é conservativo.

Tal como é referido em |Goemana and Solari, 2012], na corregao de Bonferroni, para cada
teste individual da familia de m testes, considera-se um nivel de significincia

,

o == (2.41)

Isto é, para o valor-p de cada teste (p;) com i = 1,...,m), a FWER é controlada quando se

rejeita cada hipdétese nula tal que
Q
pi < — .
m

Quando todos os mg(hipéteses nulas verdadeiras) testes sdo independentes, a probabilidade
de fazer uma falsa rejeicao é dada por

1 (1 - g)mo . (2.42)

m

De facto, o método de Bonferroni é um coroldrio da desigualdade de Boole [Hsu, 1996].
Sejam Fjq, ..., £y, uma qualquer sequéncia de eventos. Tem-se que a férmula de Boole é

P( O E) - zk:P(Ei) - ZP(EiﬂEj> +o+ (—U’HP( (k] E) : (2.43)
=1 =1 i=1

1<j

Da equacao resulta o limite superior

k k
P( U E) <Y P(E). (2.44)
=1 =1

Assim, de acordo com [Goemana and Solari, 2012], considerando gqi, ..., gm,, com mgy < m,
os valores-p das hipdteses nulas verdadeiras, a probabilidade de existir um ¢ tal que ¢; < a/m
¢é dada por

p(ona <) =r(Ufuc 2 < Ere ) cmca. em
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2.4.2 Correcao de Sidak

A correcao Sidék é uma forma alternativa ao método de Bonferroni, também para controlar
a FWER.

Seja «, a probabilidade de cometer pelo menos um erro do tipo I numa familia de m testes
independentes. Neste caso, o nivel de significancia « da familia de testes é dado por

a=1-(1-a), (2.46)

onde o corresponde a probabilidade de cometer um erro do tipo I em cada teste individual.
Resolvendo a equacao em ordem a o/, o nivel de de significancia de cada teste é

o =1—(1—a)m . (2.47)

Tendo em conta o corolrio da desigualdade de Sidak, resultado que pode ser encontrado
em [Hsu, 1996], tem-se que
a<l—(1-a)m. (2.48)

Os dois métodos de correcao apresentados sao muito proximos um do outro, sendo que o de
Siddk é menos conservativo. Por exemplo, suponha-se que ao realizar 4 testes independentes,
pretende-se controlar o erro do tipo I, considerando um nivel de significancia global para a
familia de testes e = 0.05. Neste caso, cada hipdtese individual serd rejeitada, caso o valor-p
da cada teste seja inferior a um valor de o/, tal que

o =1—(1-0.05)71 =0.0127.

No caso da correcao de Bonferroni, cada teste individual é controlado a um nivel de signi-

ficancia de
, 0.05

=0.0125.
4

(67
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2.5 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Devido ao avanco das técnicas de sequenciagao, em muitos dos estudos genéticos moder-
nos ja é possivel determinar os gendtipos de um grande nimero de marcadores genéticos
(SNVs). Desta forma, com essas informagdes, podem construir-se bases de dados de grandes
dimensoes, como é o caso dos dados disponibilizados pelo P1000G. Para esses conjuntos de
dados, calculam-se as frequéncias dos alelos e dos gendtipos, correspondentes a cada SNV, de
modo que essas frequéncias estao sujeitas a uma restrigado de soma unitéaria [Graffelman and
Camarena, 2016].

O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), formulado de forma independente por Hardy
e por Weinberg (1908), é um principio fundamental da genética moderna e desempenha
um papel importante nos GWAS. Na auséncia de forcas perturbadoras (migracdo, mutagao,
selegdo, etc.) a lei de Hardy-Weinberg prevé que as frequéncias dos genétipos e dos alelos
permanecerao no seu estado de equilibrio ao longo das geragoes. O desequilibrio pode resultar
numa atribuicao errada dos gendtipos, isto é, confusao entre heterozigdticos e homozigdticos.
Deste modo, testar o HWE pode ajudar a detetar esse “erro”. Por outro lado, o desequilibrio
em estudos de caso-controlo pode ser indicativo de associagdo entre um marcador genético
(SNV) a uma dada doenga, pelo que a verificagdo do HWE pode fornecer pistas sobre essa
situagao |Graffelman, 2015].

Para cada SNV bi-alélica, de alelos x e y, considerem-se os trés gendtipos xx, xy e yy,
cujas contagens observadas sao, repetivamente, ngg, Ngy € Nyy, COM N = Ngy + Ngy + Nyy-
Sejam p, e py = 1 — p, as frequéncias dos alelos = e y, respetivamente. Para se verificar a lei
de Hardy-Weinberg, as frequéncias dos genotipos, pzz, Doy € Dyy, devem verificar

Prz = pi y Py = 2pxpy € Dyy = pz s (2'49)

tal que pygz + paoy + pyy = 1.

Para avaliar se uma SNV pode ser considerada em equilibrio ou nao, pode-se recorrer
ao teste classico de ajustamento do x2. Assim sendo, as frequéncias esperadas para cada
genétipo, sob a hipétese de HWE, 830 ey, = np?2, Cry = 2NPrDy € Eyy = npz .

A estatistica do teste do x? para o HWE é dada por

X = +
Cxx Exy Eyy

G ) N n (nyy = €4y)” : (2.50)

que tem distribuicao qui-quadrado com um grau de liberdade, X%» sob a hipdtese nula (HWE).

Note-se que o teste do x? para a independéncia, aplica-se tipicamente a tabelas ou ma-
trizes. No entanto, os dois testes sao equivalentes, se o vetor com as trés contagens de cada
gendtipo for reorganizado sob a forma da tabela [2.3]

x Yy
1 1
€T Nyx 5 Ny 5 TNy
1 1
Y 51%1/ 1”yy 2Ny
gnx §ny n

Tabela 2.3: Representacao das contagens dos gendtipos, nzg, Mgy € Ny, através de uma
tabela de 2 x 2.

Multiplicando por 2, a tabela 2.3 obtém-se a tabela [2.4] na qual aparece o nimero total
de alelos 2n e as contagens para cada um dos alelos, n, = 21, + ngy € Ny = 2nyy + Ngy.
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T 2Ngy Ngy | Nz
Y Ngy  2Nyy | Ny
Ny ny | 2n

Tabela 2.4: Total de alelos, 2n, e contagens de cada um dos alelos, n, e n,, representados
numa tabela 2 x 2.

Neste caso, as frequéncias dos alelos x e y, sdo dadas por

Ny 2Ngg + Nay

Tz 2.51
2n 2n ( )

Pz =

ny _ 2Ny + Ngy

Yy 2.52
2n 2n ( )

Dy =

Note-se que a estatistica x? ndo é suficientemente informativa sobre a natureza do dese-
quilibrio de Hardy-Weinberg. Assim, torna-se importante calcular o chamado coeficiente de
desequilibrio, D. Este coeficiente é definido, segundo [Weir, 1996|, pelas seguintes igualdades:

Pox =D2+ D poy=2papy—2D € py=p,+D. (2.53)

O coeficiente D indica um desvio relativamente as contagens heterozigéticas. Portanto, dese-
quilibrios causados por excesso ou défice de heterozigbticos, conduzem a valores de D positivos
ou negativos, respetivamente. Quando o HWE valido, o coeficiente de desequilibrio é zero.
Logo, uma formulagao alternativa para testar o HWE, é testar a hipdotese Hy : Coeficiente de
desequilibrio nulo. Assim, a estatistica que foi apresentada na equagao pode ser escrita
como
,  nD?
PPy
Ora, substituindo D, na equacgao resulta que

X (2.54)

2 (nD)? N (—2nD)>? N (nD)?

np3 2npzpy np3

2p§(nD)2 + (—2nD)?pypy + 2p2(nD)?

2np3p;

2(1 — ps)*(nD)? + (=2nD)?py (1 — ps) + 2p3(nD)?
a 2np2p?
_2(1 = 2py + p2)n*D? + 4n*D?(p, — p2) + 2p2n*D?

2np3p;

- n2D? — 210357”L2D2 +p§n2D2 + 2n2D2p$ — 2n2D2p§ + p:%n2D2
B np2ps
B nD?
- niry
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Considerem-se, por exemplo, duas SNVs, A <+ GG e C < G, presentes no cromossoma
1 dos dados do P1000G. Para a variagdo A <> G o vetor das contagens dos genétipos, AA,
AG e GG, é dado por (5;304;783). Ao aplicar o teste do ajustamento do x? para HWE, os
resultados obtidos sdo x? ~ 18.660, ¢.I. = 1, valor-p ~ 1.562 x 107% e D ~ 17.572, donde
se rejeita a hipétese de HWE. Para a variacao C' <> G, as contagens dos genotipos CC,
CG e GG sao (1051;41;0). Nesta SNV, aceita-se a hipétese nula de HWE pois aplicando o
teste de ajustamento do x?, obtém-se os resultados x? ~ 0.400, g.l. = 1, valor-p ~ 0.527 e
D =~ 0.385. Assim, conclui-se que para A <> G, existe um excesso de heterozigdticos (D > 0)
e que para C' <> G existe um desequilibrio negligenciavel entre as contagens homozigéticas e
heterozigéticas (D =~ 0).

A relagao entre as frequéncias dos gendtipos de cada SNV, pode ser explorada a partir
de diagramas de dispersao, nos quais é representada uma curva que traduz o HWE. Uma
formulacao alternativa a lei de Hardy-Weinberg, definida pelas igualdades da equacao [2.49
pode ser obtida ao fazer o quadrado da frequéncia heterozigética, ou seja,

piy = 4p:mvpyy . (255)

Da equacao resulta a equacao da curva que representa a relacao entre as frequéncias
heterozigéticas (pgy) versus homozigéticas (pys), dada por

Pzy = 2(\/@ _pxa:) . (2.56)

No caso da relacao entre as frequéncias homozigéticas (p,,) versus homozigéticas (pzs), a
equacao da curva correspondente é

DPyy = (1 - \/@)2 (2.57)

A figura exemplifica os diagramas de dispersao das frequéncias heterozigéticas/ homo-
zigbticas e homozigéticas/homozigéticas, para as seis primeiras SNVs no cromossoma 1.

Frequéncias heterozigéticas/homozigéticas Frequéncias homozigéticas/lhomozigéticas
Q] o
- ‘_ -
| @
o © |a
© | © |
o o
< 2
o o
< ~
o o
N N
o o
< o | G
© © T T T T T T
0.0 . . . . . 00 02 04 06 08 10
PXX PXX

Figura 2.1: Diagrama de dispersao das frequéncias pyy/pzz € Dyy/Pea correspondentes as seis
primeiras SNVs do cromossoma 1 dos dados do P1000G.

29



Considerando o valor critico do teste pré-especificado, x3(a), para a estatistica x2, é
possivel expressar-se a frequéncia heterozigética, psy, em funcao das frequéncias alélicas p, e
py = 1 — p,, obtendo-se a equacao de duas pardbolas. Ou seja,

Pay = 2D2xDy £ 2D2Dy X%(a)/n . (2.58)

_ 2
De facto, por [2.53, como —2D = p,y — 2p;p, & D? = M, substituindo D? na
equagao resulta que

AT (Q)paps = n(pPay — 2p2py)” & 4X3 (Q)pap], = npl, — Npapypey + Anpip;, <

& npg,y — AnppyPay + 4np§p§ - 4xf(a)p§p§ =0.

Resolvendo a equagao quadratica em ordem a p,,, tem-se que

Anp,py + \/ (4npepy)? — dn(4np2p2 — 4x3 (a)p2p?)

Py = 2n
dnpgpy £ \/16n2p%p§ — 16n2p2p2 + 16nx7()p2p2
N 2n
_ 2mpapy £ 2papy /X (@)

n

= 2pmpy + 2pmpy X%(O‘)/n .

Quando x? = 0 a frequéncia heterozigética é igual a Dzy = 2PzPy, OU seja, verifica-se o
HWE. A partir da equacao [2.58| conclui-se que a hipdtese de HWE serd rejeitada, sempre
que a frequéncia de heterozigdticos for muito grande ou muito pequena. Assim, a regido de
aceitacao para o HWE é dada por

202py — 2PePyr/ X3 (@) /1 < Pay < 2pepy + 2papyr/ X3 (@) /n (2.59)

Tem-se que o limite superior e o limite inferior da regiao de aceitacao para o HWE, apre-
sentados na equacao sao equacoes quadraticas em p,, por exemplo, que podem ser
representadas num diagrama ternério (ternary plot).

Este tipo de grafico, em que cada vértice do triangulo representa um dos gendtipos
possiveis para uma dada SNV, é util para inferir se 0o HWE ¢é verificado ou nao. Normalmente,
o vértice superior estd associado ao genodtipo heterozigético e os dois vértices inferiores aos
gendtipos homozigéticos. Ao representar varias amostras para vérios tipos de SNV, apesar
de os vértices nao ficarem especificados para os gendtipos de cada SNV, o grafico permanece
informativo pois é possivel visualizar quais as SNVs cujas frequéncias alélicas e genotipicas
estao de acordo com o equilibrio. A figura [2.2] exemplifica o ternary plot, no qual estao repre-
sentas as seis primeiras SNVs do cromossoma, 1. Os pontos verdes correspondem as SNVs que
ficaram dentro da regiao de aceitacao para o HWE e os pontos vermelhos correspondem aos
casos significativos, isto é, as variagoes que nao verificaram o HWE. Note-se que as SNVs com
D > 0 (excesso heterozigdtico) situam-se acima da regiao de aceitacdo e as que tém D < 0
(escassez heterozigética) abaixo. Na situagao representada, observam-se 3 SNVs significativas
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(rejeigao do HWE), A <+ G, C <> T e G <» T. Tem-se ainda que para a variacao A <> G, as
frequéncias dos alelos A e GG sdo pa =~ 0.14 e pg ~ 0.86, respetivamente e que as frequéncias
dos gendtipos sao paa ~ 0.02, pag = 0.24 e pga =~ 0.74. No ternary plot, estd destacada a
marcacgao da frequéncia do alelo G, no eixo p, (no caso particular desta SNV corresponde a
pa). Observa-se também que, quanto menor for o valor da frequéncia do gendtipo zz, mais
préximo do lado de vértices xy e yy, serd marcado o ponto correspondente a SNV.

Xy

pYy

Figura 2.2: Ternary plot das 6 primeiras SNVs do cromossoma 1 e respetiva regiao de
aceitacao para o HWE.

Note-se que para investigar se uma SNV verifica ou nao o HWE, também se pode recorrer
a procedimentos exatos ou ao teste de ajustamento do x? com correcdo & continuidade de
Yates. Contudo, os procedimentos exatos sdo computacionalmente intensivos, especialmente
para grandes amostras [Graffelman, 2015]. Por outro lado, quando se aplica a correcao a
continuidade de Yates, para frequéncias muito baixas do alelo menor, a correcdo pode levar
a taxas excessivas de erro tipo I |Graffelman, 2016]. Portanto, tendo em conta a grande
dimensao dos dados do P1000G, neste trabalho optou-se por testar o HWE recorrendo ao
teste classico de ajustamento do x?2, sem aplicar a correcao a continuidade.

2.6 Classificacao Hierarquica

Neste trabalho, ha interesse em averiguar se, por exemplo, as ocorréncias dos diferentes
tipos de variagao (SNV) manifestam semelhangas entre si em fungao dos cromossomas, grupos
de prevaléncia ou contexto na vizinhancga. Pretende-se agrupar as varias varidveis, de modo
a fazer uma classificacao. Deste modo, serd pertinente proceder a uma analise classificatoéria.

Em [Reis, 2001], a classificacao hierdrquica (ou andlise de clusters) é descrita da seguinte
forma: dado um conjunto de n individuos para os quais existe informacao sobre a forma de
p varidveis, o método procede ao agrupamento das varidveis em funcao da informacao exis-
tente, de tal modo que os individuos pertencentes a um mesmo grupo sejam tao semelhantes
quanto possivel e sempre mais semelhantes aos elementos do mesmo grupo do que a elemen-
tos dos restantes grupos. Assim, a classificagdo hierdrquica é um termo genérico para uma
ampla gama de métodos com o objetivo comum de descobrir classes de observagoes que sao
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homogéneas entre si e diferentes das outras classes, produzindo uma classificacdo hierarquica
dos dados [Everitt and Hothorn, 2011].

O problema surge pelo facto de nao existir um tnico critério de parti¢ao e/ou agrupa-
mento das observagoes com base numa unica medida de (dis)semelhanca. Das vérias etapas
que envolvem a classificacdo hierdrquica é fundamental fazer duas escolhas para classificar
hierarquicamente os dados: a medida de semelhanca entre as observacoes e o critério de
agregagao entre grupos. A utilizagao de diferentes medidas de semelhanga e/ou diferentes
critérios de agregacao podem levar a resultados distintos [Reis, 2001].

Numa classificacao hierarquica, os dados nao sao divididos em grupos numa tnica etapa.
Em vez disso, a classificacdo consiste numa série de particbes que podem ser executadas a
partir de um unico grupo (cluster) contendo todas as observagoes, para n grupos contendo
cada, uma Unica observacao. As técnicas de agrupamento hierdrquico podem ser subdivididas
em métodos aglomerativos e divisivos. Os métodos aglomerativos sdo provavelmente os mais
utilizados dos métodos hierdrquicos e produzem particoes por uma série de fusbes sucessi-
vas das n observagoes nos grupos. Essas fusoes, uma vez feitas, sao irreversiveis, de modo
que quando sao colocadas duas observagoes no mesmo grupo estas jd nao podem aparecer
posteriormente em grupos diferentes [Everitt and et al., 2011].

Assim, sejam P,, P,_1,..., P;, uma série de particoes dos dados em que a primeira, P,
consiste em n agrupamentos de uma sé observacgao e a ultima, P;, consiste num tnico grupo
contendo todas as n observacoes. Considerem-se também os grupos C1, Ch, ...,C), cada um
contendo uma unica observacgao. O algoritmo dos métodos hierdrquicos aglomerativos, des-
crito em [Everitt and Hothorn, 2011|, é dado por:

(1) Encontrar o par mais préximo de grupos distintos, isto é, C; e Cj, fundindo C; e
eliminando C;, diminuindo o nimero de grupos numa unidade.

(2) Se o numero de grupos é igual a um entao parar o processo; caso contrario voltar a (1).

No entanto, para aplicar o algoritmo é necessario calcular uma matriz de distancias entre
as observacgoes (inter-individual) ou matriz de similaridade. Como existem vérias formas de
calcular distancias ou semelhancas entre pares de observagoes, neste trabalho, apresentar-se-
4 apenas a medida de distancia mais utilizada, que ¢ a distancia Euclidiana. Sendo d;; a
distancia entre a observacao i, para as g varidveis x;1, T;2, ..., Tiq, € & observacao j, para as
mesmas variaveis 1, 2, ..., Tjq, pode calcular-se a distancia Euclideana através de

q
dij = \| Y @ik — zj)? . (2.60)
k=1

As distancias euclidianas entre cada par de observagoes (7, j) podem ser dispostas numa
matriz com zeros na diagonal principal e simétrica, uma vez que d;; = dj;. Note-se que
esta medida de semelhanca pode nao ser adequada quando as varidveis estao em escalas
muito diferentes. Dada a matriz de similaridade, o agrupamento hierdrquico comega e em
cada etapa do processo sao fundidos os grupos de observacoes, formados anteriormente, que
estao mais préoximos (ou mais semelhantes). Assim, é necessdrio calcular a distancia entre
uma observagao e um grupo (contendo vérias observagoes) e a distancia entre dois grupos de
observagoes |[Everitt and Hothorn, 2011].

Para calcular a distancia entre grupos podem usar-se varios critérios de agregacao de
acordo com a distancia considerada, como por exemplo: ligacao simples, ligacao completa,
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ligagao da média, ligacao do centréide e método de Ward. No critério de ligagao completa ou
critério do vizinho mais afastado, a distancia entre dois grupos é definida como a distancia
entre os seus elementos mais afastados ou menos semelhantes. Neste caso, dados dois grupos
A e B, a distancia entre eles é a maior das distancias entre os seus elementos ou seja,

dap = max (d;;) . (2.61)

icA, jeB "
As classificagOes hierarquicas podem ser representadas por um diagrama bidimensional co-
nhecido como dendrograma ou arvore de agrupamento, permitindo visualizar as fusoes feitas
em cada etapa da andlise. Na figura[2.3| pode observa-se um exemplo de um dendrograma. Os
nos ou nodos representam os grupos e o comprimentos dos “ramos” representam as distancias.

4 5 Distincias

>

d

Observagdes

a

ug

Figura 2.3: Exemplificagdo de um dendrograma. Adaptado de |Reis, 2001].

Uma vez que a classificagdo hierdrquica tem como objetivo a formagao de grupos ho-
mogéneos, surge o problema relativo & escolha do niimero adequado de grupos. A observacao
do dendrograma pode sugerir uma estimativa para o nimero de grupos. A determinacao
do nuimero de grupos € feita, por exemplo, cortando verticalmente o dendrograma, tal como
exemplifica a figura O corte do dendrograma a uma distancia de aproximadamente 4
sugere a existéncia de dois grupos {c,d,b,e} e {a, f,g}. Este método de escolha do nimero
de grupos nao é considerado satisfatorio devido a sua subjetividade e ser enviesado pela ne-
cessidade de conhecimento prévio quanto a correta estrutura dos dados. O procedimento
mais usual para contornar esta situacao é a utilizagdo de varios critérios de agrupamento e a
comparacao posterior dos resultados obtidos, para averiguar se sao semelhantes entre si [Reis,
2001].

Nesta dissertacao, para a construgao dos dendrogramas utilizaram-se as defini¢ées padrao
do software R, em que o método de agregacao escolhido é o de ligacao completa e a medida
de semelhanca é a distancia Euclideana.
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Capitulo 3

Analise das variacoes de nucledtido
inico

Neste capitulo, apresentam-se os resultados de uma anélise global das SNVs por cromos-
soma e por grupo de prevaléncia e a verificagao do equilibrio de Hardy-Weinberg nos dados.

Para realizar a andlise dos dados foi necessario desenvolver algumas fungoes em linguagem
R, as quais se encontram no apéndice [A] com a respetiva descrigao.

Apos o pré-processamento dos ficheiros VCF, exemplificado pela figura [1.7] os respetivos
outputs foram importados para o ambiente do software R. A leitura e normalizacao foi feita
através das fungoes get.file (fungao e norm.file(funcao [B.2)), obtendo-se os dados
que sao apresentados na figura

CHROM  POS  var Cxx Cxy Cyy Px Py
1 1 10583 A<-—>G S 304 783 0.1437728% 0.85622711
2 1 10611 C<->G 1051 41 D 0.98122711 0.01877289
3 1 13302 C<->T 849 237 6 0.88598901 0.11401099
4 1 13327 C<—>G 0 5% 1033 0.02701465 0.97298535
5 1 13980 C<—>T 0 45 1047 0.02060440 0.97939560
6 1 30923 G<->T 146 308 638 0.27472527 0.72527473

Figura 3.1: Dados normalizados correspondentes ao cromossoma 1.

A normalizagdo dos dados consistiu em classificar o par (REF, ALT) num dos seis tipos de
SNV (A« C,A+ GA+ T,C < G,C < T,G < T). Ou seja, para z,y € {A,C,G, T}
onde z < y (na ordem lexicografica), os casos em que REF= x e ALT=y ou REF= y e ALT=x
sao representados pelo mesmo tipo de variagao x < y.

As colunas Cy; e Cyy contabilizam os individuos que na posicao indicada sao homozigéticos
com o alelo x e homozigdticos com o alelo y, respetivamente. A coluna C,, contabiliza o
nimero de individuos heterozigéticos. A contagem de heterozigéticos foi obtida pela fusdo
das contagens dos dados do VCF, C, = CO|1:+C1]0:. As contagens de homozigéticos sao
dadas por (Cyg, Cyy) = (CO10:, C1]1:), se REF= x e ALT= y; ou (Cyy, Cyy) = (C111:,COI0:),
se REF= y e ALT= x.

Note-se que ao longo deste trabalho, optou-se por excluir da andlise os cromossomas
sexuais X e Y. Deste modo, consideraram-se aproximadamente 36.8 milhdes das 38 milhoes
de SNVs, reportadas nos dados da fase 1 do P1000G.
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3.1 Anadlise por cromossoma

Considerando os 22 autossomas, contabilizou-se o niimero de ocorréncias para cada tipo de
SNV, correspondendo a um total de 36 820992 (= 36.8 milhdes) ocorréncias. Os resultados
das contagens por cromossoma encontram-se em apéndice na tabela e apresentam-se
resumidos na tabela e nas caixas de bigodes representadas na figura (3.2

Verifica-se que as variagoes A <> G e C' < T sdo as que mais ocorrem no genoma e que
cada uma corresponde, aproximadamente, a um terco dos dados. Cada um dos outros tipos
de variagdo (A <+ C, A & T, C < G, G < T) ocorre menos de 10%. Confirma-se que
o numero de transigoes é superior ao de transversoes sendo o récio igual a Tg/T, = 2.16 .
Tem-se ainda que a frequéncia de ocorréncia de A <+ C é semelhante a de G <> T e que a de
A < G é semelhante a de C «+» T, refletindo a simetria complementar do ADN.

SNV
A C AsG AT C&d C+T G&T Total
3004495 12606476 2515150 3143318 12563696 2987857 | 36 820 992
8.16% 34.24% 6.83% 8.54% 34.12% 8.11% 100%

Tabela 3.1: Numero total de ocorréncias para cada tipo de SNV.
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Figura 3.2: Caixas de bigodes das ocorréncias por cromossoma, para cada tipo de SNV.

Na figura [3.3| apresenta-se um grafico de barras com as frequéncias relativas de cada tipo
de variacao por cromossoma, a partir do qual se observa uma aparente homogeneidade na
distribui¢ao das SNVs por cromossoma.

Para avaliar se a ocorréncia das SNVs ao longo dos cromossomas é homogénea, aplicou-se
o teste de homogeneidade (x? = 52109, g.l. = 105, valor-p = 0.000).
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Figura 3.3: Gréfico de barras das frequéncias relativas de cada tipo de SNV por cromossoma.

N .

Os valores obtidos levam a rejeicao da hipdtese nula o que pressupoe diferencas entre a
forma como se distribuem as SNVs pelos cromossomas. Note-se que como o teste é sensivel
a dados de grandes dimensoes é importante determinar medidas do tamanho do efeito (effect
size). Ao calcular, por exemplo, o valor de ¢ (0.0376) conclui-se que o desajuste entre os
cromossomas ¢é negligencidvel, indo de encontro & aparente homogeneidade da figura [3.3]

No entanto, como Hy foi rejeitada, foi feita a respetiva analise de residuos ajustados,
cujos valores se encontram em apéndice na tabela [A22] uma vez que estes podem ser tteis
para identificar quais as células (cromossoma;, SNV;) que se opéem & homogeneidade. Por
exemplo, os valores positivos dos residuos informam as SNVs preferidas e os valores negativos
informam as que sdo preteridas. Assim, foi construido um heatmap dos residuos ajustados em
que a escala de cor apresentada varia de vermelho a verde de acordo com a ordem de grandeza
dos valores dos residuos. Para valores negativos, nulos e positivos as cores correspondentes
sao vermelho, amarelo e verde, respetivamente. Pela observacao da tabela e do heatmap
[3:4] verifica-se que s@o as transversoes C' <> G e A <> T que tém os maiores residuos ajustados
em valor absoluto. Observa-se que os cromossomas 8, 9 e 16 apresentam preferéncia pela
ocorréncia da SNV C' < G, sendo mais evidente no cromossoma 16. No entanto esta variagao
é preterida pelos cromossomas 4, 6 e 13. No que diz respeito a SNV A < T, constata-se
que ¢é a preferida do cromossoma 4 mas preterida pelos cromossomas 17, 19 e 22. Observa-se
ainda que as transversoes A <> C e G <> T, apresentam um comportamento muito semelhante
entre si, assim como as transigoes C' <> T e A < G. Note-se que tanto as varia¢des como
os cromossomas foram agregados em 3 grupos através de dendrogramas. Relativamente as
SNVs, os grupos sao {A < T, A < C,G < T}, {C < T,A < G} e {C + G}, ficando as
transicoes agrupadas, algo que nao aconteceu nas transversoes, devido ao comportamento da
variagdo C' <> G. No histograma dos residuos ajustados, [3.5] cuja média e o desvio padrao
sao —0.4713 e 21.705 respetivamente, verifica-se que nao existe um ajustamento a distribuicao
N(0,1), indo de encontro a rejeicao da hip6tese nula de homogeneidade entre os cromossomas
relativamente a ocorréncia das SNVs.
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Figura 3.4: Heatmap dos residuos ajustados do teste de homogeneidade entre cromossomas
em relagao a ocorréncia das SNVs.
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Figura 3.5: Histograma dos residuos ajustados do teste de homogeneidade entre cromossomas
em relagao a ocorréncia das SNVs.
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3.2 Anadlise por grupo de prevaléncia

Para cada posicao do genoma dos 1092 individuos, na qual se registou uma variagao,
x <y, com z,y € {A,C,G,T}, foi calculada a prevaléncia dos nucleétidos = e y, Py e Py,
respetivamente, através das expressoes

_ 20z + Cyy e P — 2Cyy + Coy
v 2 x 1092 Y 2 x 1092

tal que 0 < P, P, < 1. Note-se que as prevaléncias calculadas para cada SNV bi-alélica,
correspondentem as frequéncias dos alelos z e y, que foram apresentadas anteriormente na
seccao Para além disso, em cada posi¢ao do genoma, também foi determinada a pre-
valéncia da variacao x <+ y, Py, definida como o minimo das prevaléncias P, e Py, isto ¢,

(3.1)

Prosy = min{ Py, Py} (3.2)

onde 0 < P,y < 0.5. Para a varidvel prevaléncia da variacao, Py, elaborou-se o histo-
grama e determinaram-se os respetivos quartis: @1 = 0.0009, Q2 = 0.0027 e Q3 = 0.0188.
Verifica-se que a maioria das variagoes, aproximadamente 75.5%, tém uma prevaléncia muito
baixa (Pyy < 0.02). Deste modo, as SNVs analisadas sao, na sua grade maioria, variagoes ra-
ras ou de baixa frequéncia pois apresentam uma frequéncia do alelo menor < 2%. Constatou-
se também que, 172000 (0.47%) das SNVs tém prevaléncia igual a 0. Estes casos podem
corresponder a posicoes do genoma onde se sabe que ocorre uma dada variagao, mas a qual
nao foi observada na amostra do genoma dos 1092 individuos.

Frequéncia Absoluta

e

[ I I I I !
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5

0.0e+00 5.0e+06 1.0e+07 1.5e+07 2.0e+07 2.5e+07

Prevaléncia
Figura 3.6: Histograma da varidvel prevaléncia P,,.

Na figura apresentam-se as caixas de bigodes das prevaléncias para cada tipo de SNV,
usando uma escala semilogaritmica. Observa-se que nao existem diferengas significativas na
forma como sao distribuidas as prevaléncias ao longo de cada uma das variagoes.

Em seguida, para averiguar se as prevaléncias de cada variacao, provém de populacoes
com a mesma distribuigdo, aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para duas amostras
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Figura 3.7: Caixas de bigodes das prevaléncias de cada tipo de variagao.

independentes. Como existem seis tipos de variagao, procedeu-se a comparagoes multiplas
duas a duas, donde o nimero de testes a efetuar é C% = 15. As estatisticas Dgg e respeti-
vos valores-p corrigidos para cada teste, encontram-se na tabela Como a realizagao de
comparagoes multiplas aumenta a probabilidade de rejeitar incorretamente a hipétese nula
(cometer pelo menos um erro do tipo I), procedeu-se a corregao dos valores-p através do
método de Sidgk. Para isso recorreu-se ao package multtest do Bioconductor e utilizou-se a
fungdo mt . rawp2adjp. Ao introduzir um vetor de valores-p nao corrigidos, esta funcao corrige
esses valores-p, para varios métodos com um forte controlo da FWER como por exemplo, o
de Bonferroni e Siddk ﬂPollard et al., 2016|]. Apds a corregao os valores-p continuam muito
préximos de zero, donde se rejeita a hipdtese nula em todos os casos. No entanto, verifica-se
que as estatisticas Dxg s@o muito pequenas o que significa, que a distancia entre as funcoes
de distribuicao das duas populacoes comparadas é pequena.

valores-p

Pas,o Pace Past Powe Poeor Poor
Psoo 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Pioa | 0.0094 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
D Py | 0.0195 0.0274 0.0000 0.0000 0.0000
KS Pooa | 0.0182 0.0261 0.0036 0.0000 0.0000
Poor | 0.0354  0.0433 0.0159 0.0171 0.0000

Poor | 0.0342  0.0421  0.0147 0.0159 0.0068

Tabela 3.2: Estatisticas Dgg e valores-p corrigidos pelo método de Sidék, resultantes das
comparacoes multiplas entre as prevaléncias de cada tipo de SNV.
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Tal como é referido em [1000Genomes, 2012], a maioria das variagoes comuns na populacao
humana (prevaléncia > 5%) foram descobertas na fase piloto do projeto 1000G. Contudo, as
variagoes raras e de baixa frequéncia permanecem pouco caracterizadas. Estas variacoes
tém particularmente interesse pois podem corresponder a mutacoes em locais potencialmente
funcionais provocando, por exemplo, mudanca na codificacao de proteinas.

Assim, para cada uma das variagdes z <> y com x,y € {A,C,G, T}, estratificaram-se
os dados em oito grupos de prevaléncia definidos, por exemplo, a custa da prevaléncia do
nucledtido z, P,. Os valores baixos da prevaléncia P, (designados com “—") significam que
para a variagao x <> y o nucleétido mais favorecido é o y e os valores altos da prevaléncia
P, (designados com “+4”) indicam que z é o nucleétido mais favorecido. Note-se que quando
P,y = 0.5 significa que os nucledtidos = e y sao igualmente prevalentes. Deste modo, os oito
grupos de prevaléncia sao:

e Variagao muito rara— P, < 0.001

e Variagao rara— 0.001 < P, < 0.005

e Variacao de baixa frequéncia— 0.005 < P, < 0.05
e Variagao comum— 0.05 < P, <0.5

e Variacao comum+ 0.5 < P, <0.95

e Variagao de baixa frequéncia+ 0.95 < P, < 0.995
e Variacao rara+ 0.995 < P, <0.999

e Variacao muito rara+ P, > 0.999

Para estratificar os dados de acordo com os oito grupos de prevaléncia recorreu-se a funcao
ALL.var.Gr.Px (funcao |B.3).

O ntmero de ocorréncias e as frequéncias relativas de cada SNV por grupo de prevaléncia
sao apresentados na tabela e no grafico de barras da figura[3.8] De acordo com os valores
apresentados, verifica-se que a maioria (=~ 82.06%) das SNVs analisadas correspondem a
variagoes muito raras, raras ou de baixa frequéncia. As SNVs comuns (prevaléncia > 5%)
sdo apenas ~ 17.94%. Observa-se que nos grupos das variacoes raras — a SNV que mais
ocorre é a A < (G e nos grupos das variagoes raras + a C < T é a mais frequente. Pela
observacao do gréfico, parece existir algum tipo de associagao entre o tipo de variacao e o
grupo de prevaléncia.

Para averiguar se existe ou nao associacao entre o tipo de SNV e o grupo de prevaléncia,
aplicou-se o teste de independéncia do 2. Verifica-se que a hipétese nula de independéncia é
rejeitada (x? = 1129352, g.I. = 35, valor-p =~ 0.000), donde se confirma que existe associagio
significativa entre as duas varidveis categoricas. Foi ainda calculado o valor de ¢ para medir
a forga de associacao, cujo valor é 0.1751, concluindo-se que a forga do efeito é pequena, mas
nao negligenciavel.

Como Hj foi rejeitada, analisaram-se os residuos ajustados do teste de independéncia,
cujos valores se encontram na tabela [A.3] sendo a média e o desvio padrao —0.0316 e 202.478
respetivamente. Construiu-se o respetivo heatmap, representado pela figura a partir do
qual se confirma que os grupos das variagdes raras — tém preferéncia pela variagao A < G
preterindo a variagao C <+ T, ao contrario do que acontece nos grupos das variacoes raras +.
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Os dendrogramas fazem uma clara divisao em dois grupos de prevaléncia (+ e —). As
SNVs foram agrupadas em trés grupos, a variacdo A <> G, a variagao C <> T e as transversoes
todas.

SNV
Grupo A+ C A+G AT C«G C&T G+T Total
Muito rara— 582140 2495638 427266 526778 1646614 423887 6102323
954 % 4090 % 7.00% 863 % 26.98%  6.95% 16.57%
Rara— 442608 2010530 310892 391672 1254170 315222 4725094
937 % 4255% 6.58 %  829%  26.54%  6.67% 12.83%
Baixa freq— 393119 1792156 289629 363042 1156502 299035 4293483
9.16% 41.74%  6.75%  8.46%  26.94%  6.96% 11.66%
Comum— 290803 1238575 230472 285365 1005269 254597 3305081

8.80% 3747% 6.97%  8.63% 30.42%  7.70% 8.98%
Comum+ 254983 1003525 230877 285834 1234853 289571 3299643
7.73%  30.41% 7.00% 8.66% 37.42%  8.78% 8.96%

Baixa freq+ 299039 1158125 287752 365341 1783244 388369 4281870
6.98%  27.05%  6.72%  8.53%  41.65%  9.07% 11.63%

Rara+ 317284 1257174 309872 394039 1995572 438507 4712448
6.73%  26.68% 6.58 %  8.36% 42.35%  9.31% 12.80%

Muito Rara+ 424519 1650753 428390 531247 2487472 578669 6101050
6.96%  27.06% 7.02% 8.71% 40.77%  9.48% 16.57%

36 820 992

Tabela 3.3: Numero de ocorréncias e frequéncias relativas das SNVs por grupo de prevaléncia.
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Figura 3.8: Gréfico de barras das frequéncias relativas de cada SNV por grupo de prevaléncia.

Verifica-se que nao existe um ajustamento dos residuos a distribuicdo normal padrao,
confirmando a rejeicao da hipdtese de independéncia entre a ocorréncia de cada SNV e o
grupo de prevaléncia.

42



3.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Em seguida, verficou-se se as cerca de 36.8 milhoes de SNVs, registadas no genoma dos
1092 individuos da fase 1 do P1000G, satisfazem ou nao o HWE. Tendo em conta a grande
dimensao dos dados, recorreu-se a fungao HWChisqStats para obter, de forma menos exaus-
tiva, as estatisticas 2 e valores-p, correspondentes ao teste de x? para o HWE. Esta funcao
realiza, para cada posiciao do genoma onde ocorreu a variacio, o teste de ajustamento do 2.

Para avaliar o HWE, foi realizada uma anélise global (tabela [3.4]), por cromossoma (ta-
bela e por SNV (tabela. Verificou-se que nao é possivel aplicar o HWE as SNV cujos
genotipos tém frequéncias, por exemplo, (ngz, Nay, Nyy) = (1092,0,0). Estes casos corres-
pondem as posigdes em que nao houve variacao (prevaléncia igual a zero). Nestas situagoes,
as funcoes aplicadas do software R retornam um Na.

Verificam HWE Nao verificam HWE Na
30048409 (81.99%) 6600583 (18.01%) 172000

Tabela 3.4: Resultados globais do teste do x> do HWE, aplicado as 36.8 milhdes de SNVs.

HWE
Cromossoma  Verificam Nao verificam Na
1 2365512 (82.07 %) 516850 (17.93 %) 14598
2 2615537 (82.37 %) 559763 (17.63 %) 14589
3 2184213 (82.36 %) 467664 (17.64 %) 12124
4 2140831 (81.62 %) 482131 (18.38 %) 11038
5 2006125 (82.61 %) 422253 (17.39 %) 10455
6 1897405 (81.76 %) 423382 (18.24 %) 9944
7 1738169 (81.87 %) 384872 (18.13 %) 9240
8 1728495 (82.24 %) 373386 (17.76 %) 9487
9 1301836 (82.01 %) 285642 (17.99 %) 7003
10 1482761 (82.10 %) 323331 (17.90 %) 8055
11 1498279 (82.41 %) 319871 (17.59 %) 9134
12 1435982 (82.00 %) 315249 (18.00 %) 8461
13 1077409 (82.00 %) 236571 (18.00 %) 5558
14 983968 (81.68 %) 220720 (18.32 %) 6324
15 885099 (81.67 %) 198696 (18.33 %) 5164
16 955811 (81.92 %) 211005 (18.08 %) 5790
17 819363 (81.83 %) 181980 (18.17 %) 5776
18 851469 (81.62 %) 191768 (18.38 %) 4734
19 624660 (80.40 %) 152299 (19.60 %) 5013
20 674504 (82.15 %) 146574 (17.85 %) 3875
21 402045 (81.26 %) 92739 (18.74 %) 3040
22 378936 (80.15 %) 93837 (19.85 %) 2598

Tabela 3.5: Resultados do teste do x? para o HWE, aplicado as SNVs por cromossoma.

A partir da tabela conclui-se que em 36 648992 (99.5%) SNVs pode-se aplicar o teste
de x? para o HWE, e que a maioria das SNVs, cerca de 82%, estdo de acordo com o HWE.
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Pela tabela conclui-se que a percentagem de SNVs que estdao de acordo com o HWE é
semelhante de cromossoma para cromossoma. Contudo, nos cromossomas 19 e 22, a percen-
tagem de variagoes que violam o equilibrio é maior do que nos outros cromossomas.

Para obter os diagramas de dispersao que permitam avaliar o HWE em cada um dos cro-
mossomas, pode-se recorrer a fungao HiGenotypePlot, na qual se deve especificar o parametro
plottype com 1 ou 2, conforme se pretendam as frequéncias heterozigéticas/homozigéticas
ou homozigéticas/homozigdticas, respetivamente. Na figura estao exemplificados os dois
tipos de diagramas de dispersao, para o cromossoma 16. Observa-se que no cromossoma 16,
as SNVs seguem a tendéncia das parabolas em ambos os gréficos, indicando que a grande
maioria verifica o HWE, tendéncia essa partilhada pelos restantes cromossomas.

Frequéncias heterozigoticas/homozigéticas Frequéncias homozigéticaslhomozigéticas

o o
- -~

0.8
0.8

pxy
04 06

Pyy
04 06

0.2
0.2

0.0
0.0

pXx PXX

Figura 3.9: Diagramas de dispersao das frequéncias heterozigéticas/homozigéticas e homo-
zigbticas/homozigéticas no cromossoma 16, com a respetiva curva do HWE.

Na figura estao exemplifcados os ternary plots para os cromossomas 11 (& esquerda)
e 22 (a direita). Este tipo de grafico é elaborado através da funcdo HWTernaryPlot, que por
definigao considera um nivel de significancia a = 0.05. Os pontos verdes correspondem as
SNVs que se encontram na regiao de aceitacao para o HWE e os pontos vermelhos repre-
sentam as variagoes que violam o HWE, estando mais dispersos e dando a sensagao que se
encontram em maior nimero, algo que nao se verifica, tendo em conta a tabela [3.5] Pela
observacao da figura nao se encontram diferencas considerdveis entre os cromossomas
11 e 22 relativamente ao ntmero de variagbes que verificam o HWE, padrao esse também
partilhado pelos restantes cromossomas.

Foi ainda feita uma analise por tipo de SNV, no que diz respeito ao HWE. Através da
tabela verifica-se que as percentagem de SNVs que verificam o HWE sdo muito seme-
lhantes, de variagao para variacao, concluindo-se o mesmo, entre as transicoes e transversoes,
a partir do grafico [3.11
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Figura 3.10: Ternary plots para os cromossomas 11 (& esquerda) e 22 (a direita).

SNV Verificam HWE Nao verificam HWE Na
A+ C 2447502 (81.86 %) 542300 (18.14 %) 14693
A+ G 10297877 (82.06 %) 2250987 (17.94 %) 57612
A+ T 2051385 (81.96 %) 451527 (18.04 %) 12238
C <+ G 2554664 (81.65 %) 574323 (18.35 %) 14331
C T 10263224 (82.07 %) 2242065 (17.93 %) 58407
G+ T 2433757 (81.86 %) 539381 (18.14 %) 14719

Tabela 3.6: Resultados do teste do x? para o HWE para cada SNV.

Figura 3.11: Fourfold plot dos resultados do HWE para as transicoes e transversoes.
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Capitulo 4

Analise do contexto onde ocorrem
as variacoes de nucleétido tinico

Neste capitulo, apresentam-se os resultados que permitem caracterizar o contexto na vi-
zinhanca da posicao onde ocorre a SNV, através da contagem de palavras de comprimento
k com k = 1,2,3, isto é, nucledtidos, dinucledtidos e trinucledtidos, tendo como objetivo
encontrar um padrao que seja indicador do fenémeno. Para isso comegou-se por fazer um
estudo global do contexto na vizinhanca, para diversas amplitudes w da vizinhanga, consi-
derando w = 5,10, 20, 50, 100, 200. Tal como se pode observar na tabela por exemplo,
para w = 10 e k = 2 vao contabilizar-se todos os dinucledtidos existentes na sequéncia do
genoma de referéncia, quer a esquerda quer a direita, da posicao onde se registou a ocorréncia
da SNV A + G. Para além disso, procedeu-se & contagem de palavras de comprimento
k, localizadas d nucleétidos a direita e a esquerda de cada local de variagao, com d < w.
Na tabela as palavras de comprimento k = 2, localizadas d = 42 nucledtidos para a
direita da posicao onde ocorreu A < G, estao realgadas. Fixando w, as contagens das pa-
lavras de comprimento k = 1,2, 3 nas posicoes d = +1,+2, ..., +w, para cada tipo de SNV,
foram organizadas em tabelas de contingéncia. Para visualizar a vizinhanca, efetuar as con-
tagens dos oligonucledtidos nas sequéncias correspondentes aos dois lados (esquerda e direita)
e respetivas somas por variagao, utilizaram-se as fungoes snp.neighborhood (fungao ,
oligonucleotideFrequency.snp.neighborhood (fungao [B.5)), sum.chr (funcao . Para
contabilizar os oligonucleétidos existentes em cada posicao d da vizinhanca da SNV e en-
contrar um padrao que seja indicativo da ocorréncia dessa variacdo, recorreu-se a funcao
neighborhood.pattern (fun¢ao . Foi ainda realizado o mesmo tipo de andlise por grupo
de prevaléncia. Neste caso recorreu-se & fungao sum.chr.grp (fungao para efetuar a
soma das contagens para cada variacao e por grupo de prevaléncia.

CHR  POS SNV A|A A|IG G|G ‘ Sequéncia a esquerda  Sequéncia a direita
1 10583 A+ G 5 304 783 CCCTCGCGGT CTCTCCGGGT

1 54421 A& G 881 202 9 TAATTGCTTT TCACTCATAT
1 54490 A+ d 13 149 930 ATACTCTACC GGCTTCTGGA
1 55330 A+ G 0 1 1091 TACTATTTAC CTTCAGTAAA

Tabela 4.1: Registos para a variagdo A <> G. Contagem de dinucledtidos (kK = 2) numa
vizinhanca de amplitude w = 10.
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4.1 Analise global do contexto em torno de cada variagao

Na tabela e na figura apresentam-se as frequéncias relativas das contagens de
nucleétidos, isto é, palavras de tamanho k£ = 1, na vizinhanga de cada SNV considerando,
por exemplo, uma amplitude de w = 5 e de w = 100. As respetivas contagens encontram-
se em apéndice na tabela Verifica-se, que tanto para vizinhancas pequenas, w = 5,
como para vizinhancas grandes, w = 100, os resultados sao muito similares e préximos das
frequéncias relativas dos nucleétidos no genoma global. Essas frequéncias relativas globais
estimadas sdo aproximadamente A(0.2953), C(0.2045), G(0.2046) e 7°(0.2957). Constata-se,
por exemplo, que os nucledtidos A e T sao os que mais ocorrem em todas as variagoes, como
j& era esperado. No entanto, o nucleétido A apresenta uma maior frequéncia na vizinhanca
das variagoes A <> C' e A <> T e o nucleétido T destaca-se nas variagoes A <> T e G + T.
Quando a amplitude da vizinhanca é w = 5, o nucleétido C é mais frequente na variagao
A < G enquanto que, quando w = 100, este ocorre com maior frequéncia na variacdo C < G.
Verifica-se também que para w = 5 a ocorréncia do nucleétido G é maior na variagao C < T,
ao contrario do que passa quando w = 100 em que a frequéncia é maior na SNV C < G.

SNV
w NucleStidos A+ C A+ G AT C+G C«T G&T

A 0.3089  0.2806 0.3141 0.2874 0.2807 0.2849
5 C 0.2162 0.2219 0.1854 0.2119 0.2160 0.1889
G 0.1895 0.2161 0.1858 0.2123 0.2220 0.2162
T 0.2854 0.2814 0.3147 0.2885 0.2813  0.3099
A 0.2999 0.2931 0.3061 0.2872  0.2889  0.2928
100 C 0.2056  0.2067 0.1935 0.2124 0.2107  0.2010
G 0.2012  0.2109 0.1937 0.2126 0.2068  0.2056
T 0.2933 0.2894 0.3066 0.2878  0.2937  0.3006

Tabela 4.2: Frequéncias relativas da contagem de nucleétidos (k = 1) na vizinhanca de cada
SNV, considerando as amplitudes w = 5 e w = 100.
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Figura 4.1: Gréficos de barras das frequéncias relativas da contagem de nucleétidos (k = 1)
na vizinhanca de cada SNV, considerando as amplitudes w = 5 e w = 100.
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Em seguida, a tabela mostra as frequéncias relativas das contagens dos dinucleétidos
(k = 2) em vizinhancas com amplitudes w = 10 e w = 200. As contagens encontram-se em
apéndice, nas tabelas e assim como, os respetivos graficos de barras de frequéncias re-
lativas, na figura[A.2] Observa-se, que & medida que a amplitude da vizinhanga aumenta, mais
as frequéncias relativas dos 16 dinucledtidos se aproximam das do genoma, cujos valores sao,
aproximadamente, AA (0.0977), AC (0.0503), AG (0.0699), AT (0.0773), CA (0.0725), CC
(0.0521), CG (0.0099), CT (0.06996), GA (0.0593), GC (0.0427), GG (0.0521), GT (0.0504),
TA (0.0656), TC (0.0593) TG (0.0727) e TT (0.0980).

SNV
w  Dinucledtidos A~ C A-G A«T C&G CT G&T
AA 0.1063 0.0925 0.1169 0.0889 0.0865 0.0949
AC 0.0534 0.0525 0.0480 0.0509 0.0511 0.0464
AG 0.0682 0.0728 0.0639 0.0745 0.0667 0.0703
AT 0.0778 0.0726 0.0852 0.0685 0.0726 0.0779
CA 0.0743 0.0736  0.0680 0.0743 0.0742  0.0695
CC 0.0562 0.0548 0.0443 0.0573 0.0578 0.0480
CG 0.0091 0.0105 0.0071  0.0109 0.0104 0.0091
10 CT 0.0704 0.0668 0.0638 0.0747 0.0729  0.0683
GA 0.0572 0.0627 0.0563 0.0613 0.0593 0.0601
GC 0.0404 0.0476 0.0356  0.0451 0.0476 0.0403
GG 0.0482 0.0579 0.0443 0.0575 0.0549 0.0561
GT 0.0466  0.0513 0.0482 0.0511 0.0528 0.0536
TA 0.0667 0.0636 0.0766 0.0596 0.0637  0.0668
TC 0.0601  0.0594 0.0563 0.0614 0.0628 0.0572
TG 0.0697 0.0745 0.0682 0.0745 0.0738 0.0746
TT 0.0952 0.0869 0.1172 0.0894 0.0929 0.1068
AA 0.1001  0.0962 0.1031  0.0932 0.0942 0.0961
AC 0.0513 0.0505 0.0501 0.0505 0.0507  0.0493
AG 0.0700  0.0715 0.0682 0.0717 0.0697 0.0699
AT 0.0778 0.0753 0.0828 0.0728 0.0753  0.0778
CA 0.0735 0.0730 0.0714 0.0734 0.0733 0.0716
CC 0.0522 0.0530 0.0475 0.0554 0.0544 0.0509
CG 0.0094 0.0103 0.0081 0.0109 0.0102 0.0094
200 CT 0.0700 0.0698 0.0682 0.0717 0.0716 0.0701
GA 0.0595 0.0606 0.0585 0.0603 0.0588 0.0594
GC 0.0421 0.0440 0.0391 0.0451 0.0440 0.0421
GG 0.0510 0.0545 0.0476 0.0555 0.0530 0.0521
GT 0.0495 0.0508 0.0503 0.0507 0.0506 0.0514
TA 0.0661 0.0638 0.0713 0.0613 0.0638 0.0661
TC 0.0595 0.0589 0.0586 0.0603 0.0606 0.0595
TG 0.0717 0.0735 0.0716 0.0736 0.0731  0.0737
TT 0.0964 0.0945 0.1034 0.0936 0.0966 0.1005
Tabela 4.3: Frequéncias relativas de dinucledtidos (kK = 2) na vizinhanga de cada SNV,

considerando as amplitudes w = 10 e w = 200.
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Verifica-se, por exemplo, que para a variacao A <+ T, os dinucleétidos AA e T'T tém maior
frequéncia em vizinhanca com pequena amplitude, w = 10, do que grande, w = 200. Para
w = 10 tem-se que os dinucleétidos que ocorrem com maior frequéncia sao: AC na variagao
A < C; AG na variacao C' <> G; AT na variacdo A <> T'; C' A nas variagoes A < C e C + G;
CC na variacao C' + T; CG na variagao C' < G; CT na variacao C < G; GA na variacao
A < G; GC nas variagoes A +» G e C < T; GG na variacao A <> G; GT na variacdo G < T}
T A na variagdo A <> T; TC na variagao C <> T e TG na variacao G < T. Confirma-se que o
dinucleétido C'G é o menos frequente, para todas as SNVs, mas que este tem uma preferéncia
pela transicdo A +» G e pela transversao C < G.

Também foram calculadas as frequéncias relativas das contagens dos trinucleétidos (k = 3)
numa vizinhanga de amplitude, por exemplo, w = 10. Os respetivos resultados encontram-
se em apéndice nas tabelas e e no grafico de barras da figura Destacam-se
os trinucleétidos AAA e TTT como os mais frequentes e ACG, CCG, CGA, CGC, CGG,
CGT, GCG, TCG como os menos frequentes. Os trinucleétidos mais raros sao o GCG e o
CGC, ambos contendo uma estrutura CpG. Os valores obtidos também vao de encontro as
frequéncias relativas dos trinucleétidos, considerando todo o genoma.

Uma vez que, para cada amplitude (w = 5,10,20,50,100,200), as contagens dos nu-
cleétidos, dinucleétidos e trinucledtidos (k = 1,2,3) por SNV, foram organizadas em tabelas
de contingéncia, foi avaliada a existéncia ou nao de associagdo entre o contexto e as SNVs.
Na tabela apresentam-se os resultados dos testes de independéncia para cada uma das
amplitudes. Os valores apresentados sio a estatistica do teste x?, o V de Cramér, os graus
de liberdade (g.l.). Note-se que, por exemplo, para o caso k = 1, como sao 4 nucledtidos e
6 tipos de SNV, tem-se g.l. = (6 — 1)(4 — 1) = 15. Para todas as vizinhancas w, rejeitou-se
a hipétese de independéncia entre as contagens das palavras de comprimento k e as SNVs,
pois obteve-se sempre o valor-p = 0.000. No entanto, ao proceder a medicao da forca da
associagao, constatou-se que quanto maior for a amplitude da vizinhanca w, menor ¢é a forca
da associacao entre as contagens e o tipo de variacdo. Por outro lado também se observa
que, fixando a amplitude da vizinhanca w, a for¢a da associagdo é maior no caso dos trinu-
cleétidos (k = 3), indiciando que é este tipo de contexto que poderd ter uma maior influéncia
na ocorréncia de SNVs.

k=1 k=2 k=3
X2 vV X2 Vv X2 Vv
5 744566 0.026 1632787 0.033 2426324 0.047
10 1025739 0.022 2345548 0.027 3262358 0.033
20 1368438 0.018 3078247 0.021 4366549 0.026

Y50 2124700 0.014 4612100 0.016 6589400 0.019
100 2828900 0.011 6082400 0.013 8788300 0.016
200 3919400 0.009 8404600 0.011 12272000 0.013
g.l. 15 75 315

Tabela 4.4: Resultados dos testes de independéncia entre as contagens de palavras de com-
primento k (k = 1,2,3) e cada tipo de SNV, considerando diferentes amplitudes para a
vizinhanga (w = 5, 10, 20, 50, 100, 200).
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Com a rejeicao de Hy pressupoe-se a realizagao de uma andlise aos residuos, resultantes dos
testes de independéncia. Os valores dos residuos ajustados correspondentes aos nucledtidos
(k = 1), apresentam-se em apéndice na tabela para as amplitudes w = 5 e w = 100.

Os heatmaps para cada uma das amplitudes estao representados na figura Para
w = b, por exemplo, a variacdo A <> T prefere a ocorréncia dos nucleétidos A e T e evita a
ocorréncia dos nucledtidos C' e G. O nucledtido T é o preferido da variacao G <+ T enquanto
que, o nucledtido C é o preterido desta SNV. Na variacao A <+ C' é o nucleétido A o mais
frequente e o C o menos frequente. Nas transicoes A <+ G e C < T os nucledtidos com
maior frequéncia sdo o C e G, respetivamente, evitando a ocorréncia dos nucleétidos A e
T. Por fim, a variacdo C' <+ G nao manifesta nenhuma preferéncia relativamente a algum
dos nucleétidos. Através dos dendrogramas do heatmap para w = 5, pode observar-se que
tanto os nucledtidos como as SNVs foram agrupados em dois grupos: {A4,T} e {C, G} para os
nucleétidose {A < T,G < T, A+ C}e{A+ G,C < T,C < G} para as variagoes. Note-se
que as preferéncias das variagoes A <> C/G <> T e A +» G/C <+ T parecem ser opostas, algo
que poderd refletir a simetria complementar do ADN. Quando, por exemplo, a amplitude da
vizinhanca aumenta para w = 100, as preferéncias das variagoes C < T, C + G e A < G
nao se mantém, mas a forma como os nucleétidos e as SNVs se agrupam continua igual.
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Figura 4.2: Heatmaps dos residuos ajustados do teste de independéncia entre os nucleétidos
(k=1) e as SNVs, com w =5 e w = 100.

Os residuos ajustados resultantes dos teste de independéncia entre os dinucledtidos (k = 2)
e as SNVs, para vizinhancas de amplitudes w = 10 e w = 200, encontram-se em apéndice
na tabela . Na figura esta representado o heatmap para quando se considera a
vizinhanca com amplitude w = 10. Observa-se que, por exemplo, a variacao A <> T tem uma
clara preferéncia pela ocorréncia dos dinucleétidos AA e TT, ao contrario do que acontece
com as variagoes A < G e C' < T. A transversiao A «» T parece evitar a ocorréncia dos
dinucleétidos GC, GG e CC. Relativamente as transicoes, tem-se que os dinucleétidos CC,
TC e CT sao os preferidos da variagdo C' <> T sendo AA o preterido, e que a variagao 4 < G
prefere os dinucleétidos GA, AG, GC e GG evitando o TT. Para a transversao, C <+ G sao
os dinucledtidos CG, AG, GG, CC e CT os que apresentam maior frequéncia. Note-se que
para esta SNV é possivel formar estruturas CpG. Para as transversoes A <> C e G < T
os dinucleétidos preferidos sao AA e TT, respetivamente. Observe-se ainda que a variagao
A < T é a que mais evita a ocorréncia da estrutura CpG. Nos dendrogramas, as SNVs
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ficaram agrupadas de igual forma ao que aconteceu para os nucledtidos. De acordo com o
corte apresentado na figura, os dinucledtidos formaram 4 grupos, em que 3 deles sao, {AA},
{TA, AT, TT}, {CC, TC,CT}. Quando a amplitude da vizinhanga aumenta, w = 200, perde-
se alguma da informagao relativa as preferéncias/preteréncias das variagoes, nos locais mais
préximos onde ocorreu a SNV. O heatmap correspondente estd na figura [A.4]
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Figura 4.3: Heatmap dos residuos ajustados do teste de independéncia entre os dinucledtidos
(k =2) e as SNVs, com w = 10.

Para os trinucleétidos (k = 3), também foram calculados os respetivos residuos ajustados,
considerando uma vizinhanca de amplitude pequena, por exemplo, w = 10. Os valores dos
resfduos estdao em apéndice nas tabelas e No heatmap correspondente, represen-
tado na figura[£.4] constata-se que sao os trinucleétidos TAT, TAA, AAT, ATA, TTA e ATT
que mais ocorrem na variagdo A < T, sendo mais evidente a preferéncia desta SNV pelos
trinucledtidos AAA e TTT. Para além disso, esta transversao parece evitar a ocorréncia de
GGG, GGC, GCC e CCC. Também as transversoes A «+» C' e G < T tém mais preferéncia
por AAA e TTT, respetivamente, do que por qualquer outro trinucleétido. Relativamente as
transicoes C' <+ T e A < G, conclui-se que evitam os trinucleétidos AAA e TTT, respeti-
vamente. Verifica-se também que a variacao C <> T prefere a ocorréncia dos trinucledtidos
GCC, CTC e e CCT enquanto que a outra transi¢do, A < G, prefere GGC, GAG e AGG.
Considerando o corte apresentado no dendrograma dos trinucledtidos, resulta que estes ficam
divididos em 6 grupos, os quais estao assinalados na figura 4.4
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4.2 Analise dos padroes de frequéncia em torno de cada va-
riacao

Em seguida, para cada uma das SNVs, procedeu-se a contagem de nucledtidos, dinu-
cledtidos e trinucledtidos, localizados d nucledtidos a direita e a esquerda de cada local de
variacao, de acordo com a amplitude da vizinhanca w escolhida. Os resultados obtidos foram
organizados em tabelas de contingéncia.

Considerando, por exemplo, uma vizinhanga de amplitude w = 20, determinaram-se em
cada uma das posicoes d = +1,42,...,4+20, as frequéncias relativas das contagens dos nu-
cledtidos (k = 1), para as transi¢oes e para as transversoes. Esses resultados encontram-se
em apéndice, na tabela A tabela mostra as frequéncias relativas nas posicoes mais
préximas do local de variacao (d = +1,£2,+3, +4), para cada uma das SNVs.

Verifica-se que & medida que a posicao d se afasta do local de variacao, as frequéncias
relativas de cada um dos nucledtidos tendem a aproximar-se das frequéncias relativas no
genoma, ou seja, A (0.2953), C (0.2045), G (0.2046) e T (0.2957). E nas posicdes muito
proximas do local da SNV que a distribuicao das palavras de tamanho k = 1 é mais dispar da
obtida no genoma, ou por serem superiores ao esperado (viés grande e positivo) ou por serem
inferiores (viés grande e negativo). Na tabela encontram-se destacadas as frequéncias
relativas responsaveis pelas maiores discrepancias.

SNV Posigao Nucleétidos Posicao Nucledtidos
d A C G T d A C G T
-1 0.240 0.349 0.164 0.247 1 0.209 0.196 0.230 0.364
Ao -2 0.298 0.253 0.225 0.224 2 0.316 0.190 0.239  0.255
-3 0.281 0.214 0.224 0.282 3 0.300  0.185 0.223 0.292
-4 0.292 0.217 0.203 0.288 4 0.286 0.203  0.218  0.293
-1 0.363 0.231 0.195 0.210 1 0.246  0.164 0.349 0.240
CoT -2 0.254 0239 0.190 0.317 2 0.223 0.225 0.253  0.298
-3 0.291 0.223 0.186 0.301 3 0.281  0.223 0.214 0.281
-4 0.296 0.208 0.214 0.282 4 0.281 0.214  0.209  0.297
-1 0.312  0.247 0.207 0.234 1 0.330 0.248 0.153 0.269
AoCo -2 0.332 0.189 0.196 0.282 2 0.298 0.198 0.184  0.319
-3 0.331  0.207 0.186 0.277 3 0.275 0.216  0.190  0.319
-4 0.318 0.225 0.193 0.263 4 0.292 0.207  0.192  0.309
-1 0.325 0.221  0.203 0.252 1 0.252 0.202 0.221  0.325
AoT -2 0.340 0.166  0.180 0.314 2 0.313 0.180  0.167  0.340
-3 0.330 0.171  0.193 0.306 3 0.305 0.192 0.172  0.331
-4 0.328 0.178  0.177 0.316 4 0.315 0.177  0.179  0.329
-1 0.330 0.156 0.207 0.308 1 0.305 0.206 0.158 0.331
Coa -2 0.283 0.258 0.191 0.269 2 0.268 0.191 0.257 0.284
-3 0.300 0.228  0.196 0.277 3 0.276 0.195 0.229  0.301
-4 0.283 0.232 0.218 0.266 4 0.265 0.218 0.232 0.284
-1 0.270  0.150 0.247 0.333 1 0.234 0.207  0.247 0.312
GoT -2 0.318 0.184 0.198 0.300 2 0.282 0.195 0.189  0.333
-3 0.319 0.190 0.216 0.276 3 0.276 0.186  0.207  0.331
-4 0.309 0.192  0.207 0.293 4 0.262 0.193  0.226  0.319

Tabela 4.5: Frequéncias relativas de nucledtidos, nas posigoes d = +1,+2,+3, +4, na vizi-
nhanga de cada uma das SNVs.
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As figuras e mostram os padroes de frequéncia para cada SNV, agrupadas por
transicoes e transversoes, respetivamente. Os graficos representam o viés entre as frequéncias
relativas dos nucleétidos (k = 1) e as respetivas frequéncias relativas no genoma, em fungao
da posicao d na vizinhanca, com d = +1,42,...,420. Em apéndice, na figura podem
observar-se os padroes de frequéncia globais das transicoes e transversoes.
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Figura 4.5: Padroes de frequéncia dos nucleétidos (k = 1) para as transi¢oes A <> Ge C < T,
numa vizinhanca de amplitude w = 20.

Observa-se que na transicao A <> GG, é o nucleétido C, na posicdo d = —1, que tem maior
viés relativamente a observada no genoma. Para C' <> T', é o seu nucleétido complementar G,
que na posicao simétrica d = +1, regista uma frequéncia relativa superior ao esperado. Por
sua vez, na posicao d = +1, a SNV A « G, tem preferéncia pela ocorréncia do nucleétido T
e evita o nucleétido A. A SNV C + T, tem um comportamento simétrico, pois na posicao
d = —1, prefere o nucleétido A e pretere o T. Destaca-se ainda, um viés significativo do
nucleétido T, na posicdo d = —2 em A <> G e do nucledtido A, na posicdo d = +2 em C < T.
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Figura 4.6: Padroes de frequéncia dos nucledtidos (k = 1) para as transversoes A <> C, A <+ T, C < G e G <> T, numa vizinhanca
de amplitude w = 20.



Relativamente as transversoes, observa-se que é a variagao A < T, que para todas as 40
posigoes da vizinhanca w = 20, apresenta maiores discrepancias em relacao a distribuicao no
genoma, uma vez que os seus perfis de frequéncia sao os mais distantes de zero. Observa-

se ainda que esta transversao, evita os nucleétidos T e A, nas posicbes d = —1 e d = +1,
respetivamente, mas prefere esses mesmos nucleétidos, nas posicées d = 42 e d = —2. Na
transversao C <> G, os nucledtidos C e G apresentam um viés negativo nas posicées d = —1

e d = +1, respetivamente, donde se poderd suspeitar que esta SNV evita os nucledtidos C e
G nas posicoes imediatamente adjacentes ao local de variagdo, por causa se poderem formar
estruturas C'pG. Por outro lado, esta SNV, tem preferéncia pela ocorréncia dos nucleétidos
C e G, nas posigoes d = —2 e d = +2. A variagdo G < T tem uma maior preferéncia pelo
nucleétido G nas posicoes imediatamente adjacentes ao local de variacao, evitando também
os nucledtidos C e A nas posicoes d = —1 e d = +1, respetivamente.

Através dos gréficos apresentados nas figuras [4.5] e [£.6] confirma-se que para uma vi-
zinhanca de amplitude w = 20 da SNV, é nas posicoes adjacentes ao local de variacao
(£1,...,44) que ocorrem as maiores discrepancias (viés) para as frequéncias nucleotidicas,
relativamente as frequéncias de cada um dos nucleétidos A, C, G e T no genoma. Conclui-se
que o viés em torno de transicoes é muito maior do que em torno das transversoes.

Assim, para cada SNV, procedeu-se ao teste de ajustamento do y? para avaliar se as
frequéncias nucleotidicas se distribuem uniformemente ao longo da vizinhanca. Ou seja,
testar a hipdtese nula

Hy: py =ppy com d=-20,...,—1,+1,...,420,
com z € {A,C,G, T} e frequéncia esperada igual a
Py = 1/40.

Na tabela encontram-se, para cada SNV, os resultados obtidos dos testes de ajus-
tamento do x? aplicados as frequéncias de cada nucleétido. Os valores apresentados cor-
respondem as estatisticas x?, & medida da forca do efeito ¢ e aos valores-p, onde g¢.l. = 39.
Pelos valores-p apresentados, verifica-se que para todas as SNVs se rejeita a hipotese de que as
frequéncias dos nucleétidos se distribuirem uniformememte ao longo de cada uma das posicoes
da vizinhanca da variagao. Observa-se que os maiores valores para a medida da forca do efeito,
¢ ~ 188.23 e ¢ ~ 188.18, surgem nas transigoes, os quais correspondem aos nucledtidos C e
G, nas SNVs A & G e C + T, respetivamente. Confirma-se portanto o que foi observado na
figura relativamente ao grande viés dos nucledtidos C ou G nas posigoes imediatamente
adjacentes ao local de variagao. Relativamente as transversoes, os valores de ¢ sao menores
o que quer dizer que existe uma menor discrepancia das contagens nucleotidicas ao longo de
cada uma das posigoes da vizinhanca. Contudo, os nucledtidos C e G sdo os que apresentam
os maiores valores de ¢ dentro das transicoes, neste caso concreto, na variacao C <> G.

Conclui-se entao que para todas as variagoes ha discrepancias na forma como se distribuem
as frequéncias nucleotidicas ao longo das posicoes, principalmente no que diz respeito as
posicoes imediatamente adjacentes ao local de variacao refletindo que cada tipo SNV tem
um contexto de ocorréncia especifico e que sao as transicoes que apresentam maior viés das
frequéncias de cada nucledtido em relagao as frequéncias no genoma.
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SNV Nucleétidos % 10) valores-p

A 176350 109.13
C 1417200 188.23

Ao G G 065380 8145 0000
T 598970  122.37
A 596570  122.12
C 267590  81.79

CeT G 1416500 188.18 0000
T 473680  108.82
A 39405 31.39
C 65881  40.58

Aol G 41073 3204 0000
T 74788 43.24
A 15792 33.83
C 38234 30.92

AeT G 38764 3113 0000
T 45419 33.70
A 11448 32.19
C 105640  51.39

Ceod G 99263  49.82 0000
T 42735 32.69
A 74277 43.09
C 45406 33.69

GeT G 64694 4022 0000
T 38577  31.06

Tabela 4.6: Resultados dos testes de ajustamento do x? as contagens dos nucleétidos, para
cada tipo de SNV, considerando uma vizinhanga de amplitude w = 20.

Note-se que tanto nas transi¢coes como nas transversoes, em torno do local da variagao, os
nucledtidos complementares (A/T e C/G) parecem exibir padroes de frequéncia simétricas.
Assim, foi testada, para as transicoes e transversoes, a homogeneidade das contagens de cada
par de nucleétidos complementares ao longo das posi¢oes simétricas. As tabelas de con-
tingéncia correspondentes as contagens dos nucledtidos complementares, fixando as posigoes
d = 41,42,..., 420, encontram-se em apéndice nas tabelas e Os resultados dos
testes de homogeneidade aplicados a cada uma dessas tabelas de contingéncia estao resumi-
dos na tabela Tem-se que tanto nas transi¢oes como nas transversoes, as frequéncias dos
nucledtidos complementares A/T distribuem-se de forma homogénea ao longo das posigdes
simétricas da vizinhanca, tal como acontece para os nucleétidos C/G nas transversoes. No
entanto, nas transigoes, para C/G rejeitou-se a hip6tese de homogeneidade, contudo o valor
de V de Cramér = 0.0005 é muito pequeno. Ao proceder a andlise de residuos obtiveram-se,
por exemplo, os heatmaps da figura[4.7] correspondentes aos pares de nucleétidos complemen-
tares A/T e C/G nas transigoes, de acordo com as posicoes simétricas. Para o caso em que foi
rejeitada a hipdtese nula, constata-se que na maioria das posigoes ha uma clara preferéncia ou
pelo nucledtido C ou pelo nucledtido G, a excegao das posigoes 10 e 16. No caso do par A/T,
S0 nas posigoes 2, 3 e 10 é que existe uma maior preferéncia por algum destes nucleétidos.
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Nucleétidos

Complementares 2 % valor-p g¢.l.
Transicoes A/T 21.565 ~ 0.0003 0.3064
? C/G 49.923 = 0.0005 0.0001 19
Transversses A/T 17.324 ~0.0004 0.5679
C/G 22.948 =~ 0.0005 0.2396

Tabela 4.7: Resultados dos testes de homogeneidade entre as contagens de nucleétidos com-
plementares em posicoes simétricas ao longo da vizinhanca, para as transicoes e transversoes.
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Figura 4.7: Heatmaps dos residuos ajustados do teste de homogeneidade para as contagens
dos pares de nucledtidos complementares (A/T e C/G), nas transigoes.

Em seguida, de forma andloga ao que foi feito para os nucleétidos, na andlise dos dinu-
cleétidos (k = 2), considerando uma vizinhanca de amplitude w = 20, comegou-se por deter-
minar as frequéncias relativas das contagens em cada uma das posicoes d = +1,£2,..., 420,
para cada uma das SNVs. As frequéncias relativas dos 16 dinucle6tidos, nas posigoes mais
préximas (d = +1, +2, £3, +4) do local de variagao, encontram-se em apéndice na tabela

Também para os dinucledtidos, verifica-se que é nas posicoes mais préximas do local da
SNV que as contagens das palavras de tamanho k = 2 sao mais dispares das frequéncias
relativas no genoma. Constata-se mais uma vez, que & medida que a posicao d se afasta do
local de variagao, as frequéncias dos dinucleétidos tendem a aproximar-se das do genoma.
Note-se que neste caso, o maior valor observado para o viés (= 0.0464) é inferior ao maior
viés (= 0.145) calculado no caso dos nucleétidos.

Nas figuras [4.§] e [4.9) podem observar-se os padroes de frequéncia dos dinucleétidos, para
cada SNV. Os graficos correspondentes aos padroes de frequéncia globais para as transi¢oes
e transversoes, encontram-se na figura

Tem-se que, a transicdo A < G, na posicdo d = —1, tem uma clara preferéncia pelo
dinucleétido CC, pois este é o que apresenta maior viés, para além disso, também ha uma
preferéncia pelos dinucleétidos AC, GC e TC. Ainda nessa mesma posi¢ao, observa-se que o
dinucleétido preterido é o TT, seguindo-se o TA, TG e AA. Por sua vez, na posigao d = +1,
destacam-se os dinucleétidos TA e TG como preferidos e o AT, AA e AC como preteridos.
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Para a transicao, C' < T, em d = +1 é o dinucleétido GG que tem uma frequéncia mais
aumentada, seguindo-se os dinucleétidos GT, GC, GA, no entanto, nessa posicdo, a variacao
evita a ocorréncia do dinucleétido AA. Para a posicdo d = —1, tem-se TA e CA como os
dinucleétidos com o maior viés positivo e AT com o menor. No caso das transversoes, de uma
forma geral os valores do viés face ao genoma sao menores do que nas transigoes. Observa-se
que para A < T, em praticamente todas as posicoes da vizinhanca os perfis de frequéncia
dos dinucledtidos AA, TT, TA e AT sdo superiores as do genoma. Esta variacdo evita a
ocorréncia dos dinucleétidos de complemento-invertido CT e AG, nas posicoes imediatamente
adjacentes a variacao. Para a transicao C' <> (G, constata-se que o viés dos dinucleétidos de
complemento-invertido AG/CT e GA/TC em posicoes simétricas (d = —1 e d = +1) é muito
similar. Observa-se também que normalmente, os perfis de frequéncia de AA, TT, AT, TA
sao inferiores ao que era esperado.
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Figura 4.8: Padroes de frequéncia dos dinucledtidos (k = 2) para as transigoes A <> G e
C < T, numa vizinhanca de amplitude w = 20.
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Figura 4.9: Padrdes de frequéncia dos dinucledtidos (k = 2) para as transversdes A <+ C, A <> T, C <> G e G <> T, numa vizinhanca
de amplitude w = 20.



Através dos graficos dos dinucledtidos, apresentados nas figuras e[d.9, pode-se aferir,
mais uma vez, que é nas posicoes adjacentes ao local de variagdo (d = +1,...,+4) da vi-
zinhanca que ocorrem as maiores disparidades entre as frequéncias dinucleotidicas e as do
genoma, sendo mais visivel nas transi¢oes. Confirma-se que cada tipo de SNV tem um con-
texto especifico de ocorréncia de dinucleétidos e que existem padroes distintos nas sequéncias
a esquerda e & direita do local de cada SNV.

A semelhanca do que foi feito para os nucledtidos, também foi apurado se as frequéncias
dos dinucleétidos se distribuem uniformemente ao longo da vizinhanga cada SNV, através da
aplicacao do teste de ajustamento do x2. O teste foi aplicado aos dinucleétidos de cada SNV,
considerando as 40 posicoes da vizinhanga d = +1... 4+ 20. A tabela mostra apenas a
medida do efeito ¢, correspondente a cada dinucleétido. Os respetivos valores da estatistica
x? encontram-se em apéndice na tabela Foi rejeitada a hipdétese nula para todos os
dinucledtidos, pois obteve-se sempre o valor-p ~ 0.000.

SNV
Dinucleétidos A+ C A+ G AT C+«G CT G&T
AA 25.93 68.84 30.36 17.57 89.25 37.82
AC 35.73 120.20 32.46 24.43 46.20 23.77
AG 17.17 49.00 35.69 36.59 48.39 32.09
AT 21.85 71.33 20.94 13.77 71.51 22.11
CA 18.82 36.72 13.54 26.61 88.94 13.92
CcC 28.69 122.76 16.01 32.32 56.58 21.72
CG 8.33 39.49 8.16 11.61 39.30 8.77
CT 32.67 48.89 35.57 37.71 48.63 17.61
GA 26.74 46.09 18.18 35.70 71.50 20.19
GC 24.93 93.68 14.33 35.34 93.26 25.48
GG 20.87 56.53 16.45 32.03 123.18 28.18
GT 23.92 46.38 32.27 23.64 120.29 35.41
TA 13.30 103.79 9.35 24.69 103.66 13.23
TC 20.66 71.93 18.09 36.53 46.51 27.32
TG 14.18 89.45 13.77 25.91 36.91 18.85
TT 37.26 89.39 30.00 17.62 67.77 25.57

Tabela 4.8: Valores do coeficiente ¢ do teste de ajustamento do x?, aplicado aos dinucleétidos
de cada SNV, considerando as posicoes da vizinhanga d = +1... 4+ 20.

Na tabela observa-se que sao as transigoes que apresentam os valores mais elevados de
¢, correspondentes aos dinucleétidos AC, CC e TA na variacdo A <> G e aos dinucledtidos
GG, GT e TA na variacao C' < T, estando de acordo com o que foi dito anteriormente.
Também se verifica que o dinucleétido CpG tem preferéncia pelas variacoes A <> Ge C < T,
tendo em conta o valor de ¢ que é maior nas transicoes.

Também nesta andlise quando k£ = 2, tanto nas transicbes como nas transversoes, em
torno do local da variagao, os dinucle6tidos de complemento-invertido (AA/TT, AC/GT,
AG/CT, AT/AT, CA/TG, CC/GG, CG/CG, GA/TC, GC/GC, TA/TA) parecem exibir
padroes de frequéncia simétricas. Assim sendo, testou-se a homogeneidade das contagens
de cada par de dinucleétidos de complemento-invertido ao longo das posicoes simétricas,
quer para as transicoes quer para as transversoes. Foram organizadas tabelas de contingéncia
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correspondentes as contagens dos dinucleétidos de complemento-invertido, fixando as posi¢oes
d==41,42,...,420. Os resultados dos testes de homogeneidade aplicados a cada uma dessas
tabelas de contingéncia estao resumidos na tabela na qual se apresentam o valores da
estatistica x2, de V' de Cramér e valores-p, com g.I. = (20 — 1)(2 — 1) = 19, em todo os pares.

Dinucleétidos
Complemento-invertido X2 \%4 valores-p
AA/TT 32.841 0.001 =~0.025
AC/GT 12.008 0.000 ~0.885
AG/CT 37.537 0.001 =~ 0.007
AT/AT 17.064 0.000 =~ 0.586
Transicoes CA/TG 33.025 0.001 =~0.024
¥ CC/GG 71.912 0.001 = 0.000
CG/CG 17.437 0.001 = 0.560
GA/TC 12.269 0.000 =~ 0.874
GC/GC 97.921 0.001 = 0.000
TA/TA 20.274 0.001 ~0.378
AA/TT 26.482 0.001 ~0.117
AC/GT 35.181 0.001 =0.013
AG/CT 29.591 0.001 =~ 0.057
AT/AT 11.181 0.001 = 0.918
Transversses CA/TG 20.709 0.001 ~0.353
CC/GG 24.438 0.001 = 0.180
CG/CG 21.502 0.002 =~ 0.310
GA/TC 8.982 0.001 =0.974
GC/GC 25.529 0.001 =0.143
TA/TA 22.168 0.001 ~0.276

Tabela 4.9: Resultados dos testes de homogeneidade entre as contagens de dinucledtidos de
complemento-invertido em posigoes simétricas ao longo da vizinhanca, para as transigoes e
transversoes.

A partir da tabela pode-se aferir que nas transicoes, para metade dos dinucleétidos
de complementos-invertidos, as frequéncias distribuem-se de forma homogénea ao longo das
posicgoes simétricas da vizinhanca. Rejeitou-se a hipétese de homogeneidade no caso dos pares
AA/TT, AG/CT, CA/TG, CC/GG e GC/GC. Em apéndice, na figura exemplificam-
se os heatmaps para os pares AA/TT e CA/TG. No caso das transversoes, a hipdtese de
homogeneidade s6 foi rejeitada no par AC/GT. Também se constata que em todos os casos,
a forca da associag@o é muito fraca. Conclui-se entdo, que para as transicOes e transversoes,
na maioria dos casos, existe homogeneidade entre as frequéncias dos pares de dinucleétidos
de complemento-invertido, ao longo das posicoes simétricas.

Em seguida, nas figuras e podem observar-se os padroes de frequéncia dos
trinucledtidos (k = 3), para as transi¢oes e transversoes, considerando uma vizinhanga de

amplitude w = 10. Em cada SNV, calculou-se o viés entre as frequéncias relativas dos
trinucledtidos e as respetivas frequéncias relativas no genoma, para cada uma das posigoes
d = =+1,+£2,...,£10. Os padroes de frequéncia globais para as transicoes e transversoes,

encontram-se em apéndice, na figura Conclui-se também para o caso dos trinucledtidos,
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que o viés das palavras de tamanho k = 3 relativamente as frequéncias relativas no genoma,
¢ maior nas posicoes imediatamente adjacentes e que esse viés vai-se aproximando de zero a
medida que a posigao d se afasta do local de variagao. Salienta-se o facto de que o maior viés
observado para o caso dos trinucleétidos (= 0.025) é inferior aos valores maximos observados
nos casos k =1 e k = 2. Para além disso, ao contrario do que aconteceu nas situacoes ante-
riores, o viés maximo quando k = 3 ocorre mais precisamente nas posicoes d = —2 e d = 42
da transicdo A <+ T. Na posicdo d = —1 a transicdo A <> G manifesta uma preferéncia
pelos trinucledtidos CAC, CCC, GCC, GGC e evita a ocorréncia de AAA, ATT, TTT. Por
outro lado, na posicdo d = 1, sao os trinucleétidos TAA, TAT, TGA que apresentam uma
frequéncia aumentada. Para a outra transicao, C' <+ T, destaca-se o trinucleétido AAA por
ser o que tem o maior viés, na posicao d = +1, e porque na maioria das posicoes a direita da
variacao, a sua frequéncia foi inferior ao esperado.

Variagdo A<->G

Trinucledtido

—— AAA — CAA — GAA — TAA
—= AAC — CAC — GAC — TAC
~*~ MG — CAG — GAG — TAG
—— AAT — GAT — GAT — TAT
-2 ACA — CCA — GCA — TCA
~ ACC — CCC — GCC — TCC
— ACG — CCG — GCG — TCG
— ACT — CCT — GCT — TCT

Viés

~— AGA — CGA — GGA — TGA
— AGC — CGC — GGC — TGC
—— AGG — GGG — GGG — TGG
— AGT — CGT — GGT — TGT
~——ATA — CTA — GTA — TTA
— ATC — CTC — GIC — TTC
—— ATG — CTG — GTG — TTG
—— ATT — CTT — GIT — TIT

Posicéo

Variagdo C<->T

Trinucledtido

= MAA — CAA — GAA — TAA
—== PAC — CAC — GAC — TAC
~*= MG — CAG — GAG — TAG
— PAT — CAT — GAT — TAT
~== ACA — CCA — GCA — TCA
— ACC — GCC — GGG — TGC
— ACG — CCG — GCG — TCG
— ACT — CCT — GGT — TCT

Vies

~— AGA — CGA — GGA — TGA
~—— AGC — CGGC — GGG — TGC
— AGG — CGG — GGG — TGG
—— AGT — CGT — GGT — TGT
—— ATA — CTA — GTA — TTA
— ATC — CTC — GTC — TIC
— ATG — CTG — GTG — TIG
—— ATT — CTT — GTT — TTT

Posicéo

Figura 4.10: Padroes de frequéncia dos trinucledtidos (k = 3) para as transigoes A <> G e
C < T, numa vizinhanga com amplitude w = 10.
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Variagdo A<->C
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Posigdo
Variagéo C<->G
0,02

99

Viés

0.02+

Posigdo

Trinucleétido

—— A —CAMA — M —TAA
—— MAC — CAC — GAC — TAC
=~ MG — CAG —— GAG — TAG
~+— AAT — CAT — GAT — TAT
== ACA — CCA — GCA — TCA
—+= ACC — CCC — GCC — TCC
— ACG — CCG — GCG — TCG
~— ACT — CCT — GCT — TCT
~— AGA — CGA — GGA — TGA
— AGC — CGC — GGC — TGC
— AGG — CGG — GGG — TGG
— AGT — CGT — GGT — T6T
~——ATA —CTA — GTA — TTA
~— ATC — CTC — GTC — TTC
— ATG — CTG — GTG — TTG
— ATT —CTT — GTT — TTT

Trinucleétido

——AAM —CAA — GMA — TAA
—— AAC — CAC — GAC — TAC
=~ AAG — CAG — GAG — TAG
— AAT — CAT — GAT — TAT
-5~ ACA — CCA — GCA — TCA
~+ ACC — CCC — GCC — TCC
— ACG — CCG — GCG — TCG
— ACT — CCT — GCT — TCT
~—— AGA — CGA — GGA — TGA
— AGC — CGC — GGC — TGC
~— AGG — CGG — GGG — TGG
~—— AGT — CGT — GGT — TGT
~—ATA —CTA — GTA — TTA
— ATC — CTC — GTC — TTC
~—— ATG — CTG — GTG — TTG
—— ATT —CTT — GTT — TTT

Viés

002+

Variag&o A<->T

9 8 7 6 5 4 3 2 4 0 1 2 3 4 5 6 1 8 9 10
Posicdo

Variation G<->T

Trinucledtido
——AM —Cm

0.02+

001+

0.01+

0.02+

Posigédo

—— MAC — CAC
~=~ MG — CAG
~~ AAT — CAT
== ACA — CCA
—+ ACC — cCC
— ACG — CCG
— ACT — cCT
— AGA — CGA
— AGC — CGC
— AGG — CGG
— AGT — CGT
—ATA —CTA
— ATC —CTC
~— ATG — CTG
— ATT —CTT
Trinucleétido

~— AMA — CAA
= AAC — CAC
~*= AAG — CAG
—— AAT — CAT
~= ACA — CCA
—+ ACC — CCC

— ACG — CCG
— ACT — cCT
~— AGA — CGA
— AGC — CGC
~— AGG — CGG
— AGT — CGT
— ATA —CTA
— ATC —CTC
— ATG — CTG
— ATT —CTT

—Gm —TA
— GAC — TAC
— GAG — TAG
— GAT — TAT
— GCA — TCA
— G6CC — TcC
— GCG — TCG
— GCT — TCT
— GGA — TGA
— GGC — TGC
— GGG — TGG
— GGT — TGT
—GTA — TTA
— GTC —TTC
— 616 — TTG
— GTT — TTT
—GAA — TAA
— GAC — TAC
— GAG — TAG
— GAT — TAT
— GCA — TCA
— 6cc — TcC
— 6CG — TCG
— 6CT — TCT
— GGA — TGA
— GGC — TGC
~— GGG — TGG
— GGT — TGT
—GTA — TTA
— 6TC — TTC
— 616 — TTG
—GTT —TIT

Figura 4.11: Padroes de frequéncia dos trinucleétidos (k = 3) para as transversoes A <> C, A <+ T, C' +» G e G <> T, numa vizinhanga

com amplitude w = 10.



No que diz respeito aos perfis de frequéncia das transversoes, é a SNV A < T que
apresenta um comportamento mais dispar das restantes. Nesta variagao os trinucledtidos
AAA e TTT tém um viés muito alto em praticamente todas as posi¢coes da vizinhanca de
amplitude w = 10, sendo mais notéria a discrepancia nas posicoes d = £2 e d = £3. Na
variacao A <+ C, constata-se que nas posicoes & esquerda do local de variacao as frequéncias do
trinucleétido AAA sao acima das do genoma, ao contrario do que acontece com o trinucleétido
TTT. Na posicao d = 42, existe uma preferéncia desta SNV pela ocorréncia do trinucleétido
TTT. Observa-se que os perfis de frequéncia da variacao G <> T parecem ser simétricos aos da
SNV A + C. Verifica-se ainda que para a transversao C' <> G, os trinucleétidos preferidos séo
AGA e TCT, nas posigoes d = +1 e d = —1, respetivamente. Os trinucleétidos AAA e TTT,
correspondem aos trinucledtidos preteridos nas posicoes d = +2 e d = —2, respetivamente.

Foi também realizado o teste de ajustamento do x? as frequéncias dos trinucleétidos para
averiguar se estas se distribuem uniformemente ao longo da vizinhanca de cada SNV, com
amplitude w = 10. Constatou-se que em todos os casos foi rejeitada a hipdtese nula pois
obteve-se valor-p =~ 0.000. Os valores para a medida do efeito ¢ por trinucleétido e em cada
SNV, encontram-se em anexo na tabela[A.T9] Verifica-se que ¢ nas transi¢oes que se observa a
maior forga do efeito ¢. Destacam-se os trinucleétidos CCC (¢ ~ 120.52) e GGC (¢ ~ 94.54)
na variacao A <+ G e GGG (¢ ~ 121.63) e TTA (¢ ~ 81.82) na variacao C <> T

Também, no caso em que k = 3, os trinucleétidos que sao complementos invertidos entre
si parecem exibir padroes de frequéncia simétricas ao longo das posigoes d = +1,£2,...,£10,
tal como se pode confirmar pela figura

4.3 Analise do contexto em torno de cada variagao e por grupo
de prevaléncia

Surgiu ainda a necessidade de avaliar se para cada tipo de SNV, o contexto da vizinhanca
é homogéneo em cada um dos grupos de prevaléncia.

Para cada SNV, as contagens de nucleétidos, dinucleétidos e trinucleétidos (k = 1,2, 3)
por grupo de prevaléncia foram organizadas em tabelas de contingéncia. Para além disso
consideraram-se vizinhangas de diferentes amplitudes (w = 5, 10, 20, 50, 100, 200).

A figura apresenta os graficos de barras das frequéncias relativas da contagem dos
nucleétidos por grupo de prevaléncia e para cada uma das SNV, para uma amplitude w = 10.
Foram também feitos graficos andlogos para as contagens dos dinucledtidos (k = 2) os quais
se encontram em apéndice, na figura

No que diz respeito ao contexto da vizinhanca de cada SNV, os padroes apresentados nos
grupos de prevaléncia, sdo semelhantes aos que foram apresentados anteriormente na secao4.1
Independentemente de as SNVs serem muito ou pouco prevalentes, as preferéncias relativa-
mente a contagem de nucleétidos, dinucleétidos e trinucleétidos mantém-se. Por exemplo, os
nucleétidos A e T, continuam a ser os mais frequentes para todas as SNVs, quer sejam muito
raras ou comuns. Pela observacao dos graficos, contata-se que fixando a variagao, o contexto
na vizinhanca de cada variacao é semelhante entre os grupos de prevaléncia. Note-se que, em
semelhanca ao que ja foi apresentado, nesta andlise do contexto por grupo de prevaléncia,
também se observa que a medida que aumenta a amplitude da vizinhanga (de w = 5 para
w = 200), as frequéncias relativas das palavras de tamanho k& = 1,2, 3, tendem a aproximar-se
das frequéncias relativas do genoma.
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A<>C A<->G

Muito Rara+ - | | | |
Rara+ - | | | |
Baixa freg+ - | |

Comum+ - | ‘ |

Comum-+ | | |

Baixa freg- - | |
Rara- 1 | | \ |
Muito rara- - | | | |

A<>T C<->G

Muito Rara+ | | | |

Rara+ - [ | | Nucleétidos

Baixa freg+ - | | | A
Comum+ - | | % c
| |

Comum- -

Baixa freg- - | |

Rara- | | | | Ny

Muito rara- - | | ‘ |

Grupo de Prevaléncia

Ce>T Ge->T

Muito Rara+ | | | |
Rara+ - | |

Baixa freq+ - | |

Comum-+ - | |

Comum- - ‘ | |

Baixa freg- - | | | |
Rara- 7 | | | |
Muito rara- - ‘ ‘ | |

000 025 050 075 100000 025 050 075 100
value

Figura 4.12: Graficos de barras das frequéncias relativas da contagem de nucleétidos (k = 1)
na vizinhanga de cada SNV, por grupo de prevaléncia, considerando uma amplitude w = 10.

Para averiguar se existe associagao entre as contagens das palavras de tamanho k =1,2,3
e os grupos de prevaléncia, fixando-se a variacao, procedeu-se ao teste de independéncia,
considerando as diversas amplitudes das vizinhancas w = 5, 10, 20, 50, 100, 200. Na tabela[4.10]
apresentam-se os resultados dos testes de independéncia para cada um dos casos. Esses
resultados correspondem & estatistica de teste do x?, ao valor V de Cramér, ao valor-p e
aos graus de liberdade (g.l.). Note-se que como sao 8 grupos de prevaléncia, tem-se por
exemplo, para o caso dos nucleétidos, g.l. = (8 — 1)(4 — 1) = 21. Verifica-se que a hipdtese
de independéncia é rejeitada em todos os casos pois obteve-se sempre o valor-p ~ 0.000, no
entanto, os valores da forca de associacao sao muito pequenos. Constata-se também, nesta
analise por grupo de prevaléncia, que quanto maior for a amplitude da vizinhanga w menor é
a forga da associacao entre as contagens e o grupos de prevaléncia. So6 se verificam diferencas
significativas nas vizinhangas com amplitude mais pequena (w = 5 e w = 10), pois, tal como
ja foi referido, é nas posigdes muito préximas do local do SNV que a distribuicao das palavras
¢ mais dispar da obtida para o genoma. Por outro lado também se observa que, fixando a
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amplitude da vizinhanga w, a forga da associa¢ao é maior no caso dos trinucleétidos (k = 3),
pressupondo que € este tipo de contexto que poderd ter uma maior influéncia na ocorréncia
de SNVs. Para além disso, em todas as amplitudes da vizinhanga (w = 5, 10, 20, 50, 100, 200)
e para todos os contextos (k = 1,2,3), aferiu-se que a forga da associacdo entre o grupo de
prevaléncia e o contexto, é maior para as transicoes do que nas transversoes.

k=1 k=2 k=3

w SNV P | > % % V' | valores-p
AC 73355 0.029 177171 0.032 240471 0.044
A-G 776862 0.045 1182272 0.041 1384938 0.051

5 A&T 27072 0.019 106742 0.028 174725  0.041 ~ 0.000
C&~G o 129085 0.037 130283  0.027 151629 0.034 '
CeT 754847  0.045 1156059 0.041 1356688 0.051
G&T 73208 0.029 176573  0.032 237834 0.044
A~C 137227 0.028 288758 0.028 410239 0.035
A<G 1211061  0.040 2151822  0.037 2859158 0.045

10 AT 40045 0.016 127248  0.020 235882  0.029 ~ 0.000
C+~G 193908 0.032 268109 0.026 339800 0.031 '
C+T 1184657 0.040 2112190 0.037 2809203 0.045
G+T 135806 0.028 285971  0.028 404353 0.035
A+C 200871  0.024 426167 0.023 634083 0.029
A-G 1717942 0.034 3352717 0.032 4773640 0.039

2 AT 43960 0.012 130678 0.014 266321 0.020 | 0.000
C~G 208900 0.024 327340 0.020 453423  0.024 '
CeT 1691061 0.033 3308832  0.031 4713019 0.039
G+T 197145 0.023 418913 0.023 622067 0.029
A<~C 349980 0.020 751390 0.019 1141300 0.024
A+G 3089100 0.029 6420200 0.027 9491200 0.033

50 A&T 50156  0.008 142010 0.009 314430 0.014 ~ 0.000
CeG 252060 0.016 457560 0.015 684780 0.018 '
C+<T 3049800 0.028 6345500 0.027 9385500 0.033
G+T 346720 0.020 744670 0.019 1130300 0.024
A+C 504740 0.017 1097100 0.016 1684800  0.020
A+G 4469300 0.024 9556900 0.023 14394000 0.029

100 AT 66619 0.007 183970 0.007 401920 0.011 | 0.000
C~G 293580 0.012 586820 0.012 920520 0.015
C<T 4410600 0.024 9436300 0.023 14217000 0.029
G&T 504900 0.017 1098100 0.016 1686000 0.020
A~C 685970 0.014 1516600 0.013 2345100 0.017
A+G 6361000 0.021 13842000 0.020 20997000 0.025

200 A&T 101490 0.006 272980 0.006 558050  0.009 ~ 0.000
CeG 335560 0.009 724960  0.009 1175500 0.012
C+T 6276700 0.020 13659000 0.020 20720000 0.024
G+T 692230 0.014 1529700 0.014 2360800 0.017

gl 21 105 441

Tabela 4.10: Resultados dos testes de independéncia entre a ocorréncia de oligonucleétidos
e o grupo de prevaléncia numa vizinhaca de cada SNV, considerando os comprimentos de
oligonucledtidos k = 1,2, 3, os varios tipos de SNV e diversas amplitudes para a vizinhanga
(w = 5,10, 20,50, 100, 200).
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Com a rejeicao de Hy pressupoe-se a realizacdo de uma analise aos residuos. Em seguida,
apenas para a amplitude w = 10, em cada um dos casos k = 1, 2, 3, apresentam-se os heatmaps
dos residuos, para a transicao A<+G e a transversao, A<>T, por exemplo. Os heatmaps para
os nucledtidos, dinucledtidos e trinucledtidos estao representados nas figuras respetiva-
mente. Os heatmaps apresentados, refletem o efeito da forca da associacao, maior para A+G,
pois ha claramente uma preferéncia dos grupos de prevaléncia, por certos nucleétidos, dinu-
cleétidos e trinucleétidos, conforme o caso, ao contrario do que acontece com A<«>T. Note-se
que por exemplo, no heatmap quando k = 3, para a variagdo A<>G, é possivel observar-se uma
certa simetria pois os grupos de prevaléncia ficaram agrupados em dois grandes grupos (“+”
e “=”), tal como ja era esperado. No entanto, para a variagdo A<>T a maioria das classes dos
grupos de prevaléncia foram agrupadas duas a duas havendo uma distin¢ao evidente entre as
preferéncias das muito raras+ e comuns+, por exemplo.
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Figura 4.13: Heatmaps dos residuos ajustados do teste de independéncia entre os nucledtidos
(k = 1) e os grupos de prevaléncia, para a transigdo A«++G e a transversao AT, considerando
uma vizinhanca de amplitude w = 10.
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uma vizinhanca de amplitude w = 10.
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Capitulo 5

Conclusoes e trabalho futuro

Ao longo desta dissertacao foram apresentados alguns resultados do estudo de aproxima-
damente 36.8 milhoes de SNVs, provenientes do genoma de 1092 individuos considerados na
fase 1 do projeto 1000 Genomas. O objectivo do trabalho consistiu em caracterizar essas
SNVs, relativamente ao contexto na vizinhanca da posi¢ao onde ocorre cada SNV através de
perfis de frequéncia, de modo a encontrar um padrao que seja indicador do fenémeno. Estes
perfis de frequéncia consistem na contagem de nucledtidos, dinucleétidos e trinucledtidos, isto
é, palavras de tamanhos k£ = 1,2,3 considerando diversas amplitudes para a vizinhanca da
variacao, como por exemplo w = 5,10, 20,50, 100,200. No entanto, iniciou-se essa caracte-
rizagdo com um estudo mais global para averiguar a forma como as SNVs se distribuem ao
longo do genoma e de acordo com a sua prevaléncia, assim como, avaliar se os gendtipos
associados a cada SNV satisfazem o HWE.

Para aplicar aos dados as metodologias estatisticas apresentadas, foi necessario utilizar e
desenvolver vérias ferramentas de andlise estatistica baseadas no software R.

Verificou-se que, ao longo do genoma, as transi¢des ocorrem mais frequentemente do que as
transversoes. Em seguida, ao organizar as ocorréncias de cada tipo de SNV por cromossoma
e por grupo de prevaléncia e aplicar os respetivos testes de homogeneidade, foi rejeitada a
hipétese de homogeneidade mas com valores da forca da associacdo muito baixos, levando
a concluir que as SNVs se distribuem de forma homogénea ao longo do genoma. Por outro
lado, o teste de Kolmogorov-Smirnov para duas amostras independentes permitiu concluir
que as prevaléncias calculadas para cada tipo de SNV provém de populagbes com a mesma
distribuicao. No estudo efetuado a prevaléncia das variacoes, constatou-se que a maioria das
SNVs sao raras ou de baixa prevaléncia.

Relativamente ao HWE, averiguou-se que para a maioria das SNVs, as frequéncias dos
respetivos gendtipos estao de acordo com a lei de Hardy-Weinberg, chegando-se a mesma
conclusao quando a andlise é feita por cromossoma. Devido ao nimero elevado de SNVs, na
avaliacdo do HWE, foi necessario optar por metodologias estatisticas mais simples, nomeada-
mente o teste de ajustamento do XQ, uma vez que os testes exatos sao computacionalmente
exaustivos.

Ao proceder a caracterizagao do contexto da vizinhanca da SNV de uma forma global,
observou-se que as frequéncias relativas eram tanto mais proximas das correspondentes no
genoma, quanto maior fosse a amplitude da vizinhanga. Para todas as vizinhangas w, foi
rejeitada a hipdtese de independéncia entre as contagens das palavras de comprimento k e as
SNVs. No entanto, apesar da forca da associacao ser muito pequena para todas as amplitudes
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consideradas, observou-se que essa forca da associag@o era maior no caso dos trinucledtidos,
k = 3, fazendo supor que ¢é este tipo de contexto que poderd ter uma maior influéncia na
ocorréncia de SNVs. Verificou-se também através da construgao dos dendrogramas que as
SNVs correspondentes a transicoes e transversoes, nem sempre ficavam agrupadas, revelando
que cada SNV tem uma preferéncia especifica do contexto. Passando para uma andalise mais
pormenorizada, para cada uma das SNVs, procedeu-se a contagem de nucledtidos, dinu-
cleétidos e trinucledtidos, localizados d nucledtidos a direita e a esquerda de cada local de
variacao. Foi verificado em todos os casos que, a medida que a posicao d se afasta do local
de variacao, as frequéncias relativas das palavras tendem a aproximar-se das frequéncias re-
lativas no genoma e que é nas posi¢oes muito préximas do local da SNV que se apresentam
as maiores discrepancias. Os padroes de frequéncia determinados pelo viés das contagens de
cada palavra de tamanho k£ em cada uma das posicoes, caracterizam o contexto da SNV e sao
especificos de cada variacao, principalmente no que diz respeito as posicoes imediatamente
adjacentes ao local de SNV. Constata-se que sao as transi¢coes que apresentam os maiores
vieses das frequéncias de cada nucleétido em relagao as frequéncias no genoma. Para além
disso, os pares de nucleétidos, dinucleétidos e trinucledtidos que sao complementos invertidos
entre si exibem padroes de frequéncia simétricos.

Realizando o mesmo tipo de andlise do contexto da vizinhancga de acordo com os grupos
de prevaléncia das SNVs, chegam-se a conclustes semelhantes.

Como trabalho futuro, poder-se-a estender este tipo de andlise as SNVs disponibilizadas
na fase 3 do P1000G. Outra ideia serd considerar todas as posi¢oes imediatamente adjacentes
a um local de SNV, com nucledtidos C e G, e averiguar se hdA um aumento significativo
da taxa de transigoes, devido a influéncia de estruturas CpG. Para além disso, também
serd interessante explorar e aplicar modelos que estimam as probabilidades de substituicao
e confirmar por outra via que o contexto em que se considera os trinucleétidos é o que
mais influencia a ocorréncia das substitui¢oes de nucledtido tinico (SNVs). Também serd
potencialemente interessante repetir o mesmo tipo de analises, mas diferenciando agora o
genoma em zonas codificantes e ndo codificantes. Finalmente, justifica-se ainda fazer o estudo
diferenciado dos padroes de frequéncia na vizinhanca de SNVs consoante verifiquem o HWE,
ou nao.
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Apéndice A
Graficos e tabelas adicionais

Neste apéndice apresentam-se algumas tabelas e graficos adicionais que servem de com-
plemento aos resultados apresentados nos capitulos [3| e

Cromossoma A« C A G AT C&d C—T G T Total

1 232542 1004783 191545 234222 1002597 231271 2896960

2 261384 1087808 223066 273536 1083925 260170 3189889
3 221613 907312 190695 223983 899661 220737 2664001
4 224880 886297 201061 206983 889768 225011 2634000
5 204180 826799 177196 200437 827344 202877 2438833
6 192051 797911 165431 185290 799095 190953 2330731
7 173649 729079 146332 185279 725279 172663 2132281
8 177951 703282 150284 200507 703056 176288 2111368
9 130986 534285 108184 154605 537266 129155 1594481
10 146646 625498 120226 150252 626189 145336 1814147
11 151245 622963 124114 153706 625112 150144 1827284
12 143036 608802 119353 142415 604132 141954 1759692
13 110495 453579 97124 101624 447579 109137 1319538
14 97584 419342 82083 101810 412637 97556 1211012
15 86489 372127 69446 101800 372878 86219 1088959
16 93545 393378 70750 135477 386872 92584 1172606
17 74800 358968 56268 86360 356595 74128 1007119
18 85947 361499 73535 82312 358992 85686 1047971
19 57390 278052 41072 71275 276013 58170 781972
20 63392 293298 49529 68263 286525 63946 824953
21 40450 170993 34148 39644 172783 39806 497824
22 34240 170421 23708 43538 169398 34066 475371

Total 3004495 12606476 2515150 3143318 12563696 2987857 36820992

Tabela A.1: Numero de ocorréncias de cada tipo de SNV por cromossoma.
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SNV
Cromossoma A+ C A< G A+<T C+«G C+T G&T

1 -8.591  16.699 -15.381 -28.662 18.236  -8.528

2 2349  -5.335 12.012 2.564 -5.557  2.843

3 9.847  -6.391 21997 -7.823 -12.509 10.636
4 23.248 -20.903 53.583 -40.906 -12.111 26.401
5 12.534 -11.436 27.858 -18.403 -6.724  12.078
6 4.622  -0.094 16.699 -33.131 5.461 4.523

7 -0.875  -1.419 1.905 8.210 -3.388  -0.935
8 14.679 -29.266 17.032 51406 -25.960 12.876
9 2.604 -19.829 -2.346 53.570 -11.591 -0.682
10 -3.848 7.036 -11.149 -12.582 11.537 -5.225
11 5.942  -4.235 -2.115  -6.205 2.600 5.192

12 -1.553  10.310 -2.594 -21.580  6.041 -2.368
13 9.147 3.375 24564 -34.970 -4.975 6.696

14 -4.156 9.202 -2.338 -5.196 -1.116 -2.410
15 -8.412  -1.439 -19.041 30.769 2,696  -7.642
16 -7.325 -16.000 -34.777 118.815 -26.196 -8.825
17 -27.232  30.148 -50.167  1.391 27.610 -28.104
18 1.576 5.646 7.663 -25.362  2.955 2.351

19 -26.794 24876 -55.924 18.490 22.171 -22.117
20 -15.953 25479 -30.110 -8.613 11.844 -12.215
21 -0.892 1.660 0.808  -14.575 8.790 -3.084
22 -24.259  23.589 -50.712  15.447  22.159 -24.102

Tabela A.2: Residuos ajustados do teste de homogeneidade entre tipo de SNV e cromossoma.

SNV
Grupo A C AG AT C+G CeT G T
Muito rara—  136.3298  379.5641  18.3264 9.2590 -407.1581 -115.7085
Rara—  102.6930 407.8863 -23.1794 -20.6276 -372.1460 -123.0648
Baixa freq— 80.2465  348.6480  -7.4253  -6.3987 -334.0852  -92.8223
Comum-— 44.4747  130.0192  10.7646 6.6403 -148.9136  -28.7056
Comum+  -30.0532 -153.4284  12.5484 8.5722  132.6237 46.1053
Baixa freq+  -94.5529 -333.5434  -9.6425 -0.3528  349.3856 77.0284
Rara+ -121.1664 -370.3505 -23.5113 -14.5666 403.3248 101.3732
Muito Rara+ -118.6989 -409.2089 20.4556  16.5210 379.3062  135.6960

Tabela A.3: Residuos ajustados do teste de independéncia entre grupos de prevaléncia e
SNVs.
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Figura A.1: Heatmap dos residuos ajustados do teste de independéncia entre grupos de pre-
valéncia e cada tipo de SNV.

A<->T
C<->G
G<->T
A<->C
A<->G
C<-sT

SNV
w k=1 A« C A G AT C+ G CeT G T
A 9280819 35372389 7900236 9032657 35268661 8513791
5 C 6496778 27971742 4663713 6659875 27133993 5644473
G 5692483 27247155 4672052 6672206 27893773 6460519
T 8574866 35473468 7915494 9068442 35340532 9259786
A 180239045 738869870 153979210 180541857 725817733 174956607
100 C 123529003 521168087 97349832 133531224 529311111 120091117
G 120892679 531615538 97458204 133665361 519613929 122877822
T 176237180 729638941 154241620 180924341 737993051 179644965

Tabela A.4: Contagens de nucledtidos (k = 1) na vizinhanca de cada SNV, considerando
w=25ew = 100.
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SNV

w k=2 A&C A+G A«T C&G CeT GeT
AA 5746309 20979294 5291280 5031292 19567736 5101868
AC 2887509 11906895 2174806 2879791 11565981 2493221
AG 3689599 16526338 2891562 4215773 15083787 3783472
AT 4209549 16484857 3857655 3873820 16426607 4188078
CA 4020234 16691346 3078050 4204654 16785538 3738955
CC 3041114 12440381 2004547 3244348 13069244 2582730
CG 491625 2372260 321338 617073 2359094 487989
10 CT 3809839 15157028 2888983 4228374 16487660 3673648
GA 3095749 14233615 2550565 3468218 13409277 3229687
GC 2186231 10794894 1610290 2552381 10756521 2169884
GG 2604168 13131844 2004927 3251537 12413515 3019156
GT 2519479 11647167 2184241 2892187 11932211 2885048
TA 3609566 14438958 3468466 3369957 14397012 3591640
TC 3248416 13483452 2550164 3474282 14202393 3078676
TG 3770995 16900803 3088507 4217474 16689832 4012838
TT 5150514 19727413 5307296 5058563 21000113 5744535
Tabela A.5: Contagens dos dinucleétidos (k = 2) na vizinhanga de cada SNV, considerando
w = 10.
SNV
w k=2 A C A G AT C &G C&T G&T
AA 119688938 482635230 103239252 116623175 470991262 114329365
AC 61348089 253286107 50184658 63171773 253294993 58673955
AG 83743891 358778120 68233469 89666869 348570047 83098088
AT 92977831 377679691 82912050 91015722 376583633 92487185
CA 87884279 366177986 71511927 91815044 366642400 85090989
CC 62362068 265816577 47558265 69353461 272043528 60573672
CG 11297279 51460670 8136034 13687567 51183878 11222069
200 CT 83645781 350157739 68276586 89743728 357866926 83355258
GA 71133594 304031887 58601023 75411852 294211969 70679432
GC 50338488 220904674 39162473 56466380 219993466 50045841
GG 61016466 273244003 47602268 69451453 264889178 61998820
GT 59169408 254882066 50344897 63374217 253221091 61180026
TA 79001135 319929024 71394725 76708374 319084016 78593615
TC 71134273 295537085 58620244 75454910 303242787 70781963
TG 85757365 368751117 71696751 92044177 365725395 87591770
TT 115284916 474091502 103550825 117046341 482790499 119461184

Tabela A.6: Contagens dos dinucleétidos (k =

w = 200.
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Dinucledtidos ﬁucleétidos
AA AL
=AC 754 Llnc
Llas [
Elar Oar
Blca Hca
Ecc Blce
Eco Blcs
Dler ] Dler
Hlea Hloa
Dlec Hec
Es S
Ller Ller
Lm Lm
e 25 [t
e e
i Ol

A<->C A<->G A>T C<>G C<>T G<>T A<>C A<->G A>T Cc<>G C<>T G<->T
Variagao Variagéo

Figura A.2: Gréficos de barras das frequéncias relativas da contagem de dinucleétidos (k = 2)
na vizinhanca de cada SNV, considerando w = 10 e w = 200.
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Figura A.3: Grafico de barras das frequéncias relativas das contagens de trinucleétidos (k = 3)
na vizinhanca de cada SNV, considerando w = 10.
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SNV

k=3 A<C AG AT C+G C&T GT
AAA 0.0441 0.0350 0.0538 0.0329 0.0321 0.0368
AAC 0.0163 0.0149 0.0147 0.0143 0.0138 0.0134
AAG 0.0201 0.0207 0.0201 0.0201 0.0177 0.0203
AAT 0.0257 0.0230 0.0288 0.0213 0.0220 0.0250
ACA 0.0215 0.0199 0.0198 0.0198 0.0199 0.0186
ACC 0.0122 0.0123 0.0100 0.0124 0.0126 0.0103
ACG 0.0023 0.0026 0.0020 0.0026 0.0025 0.0023
ACT 0.0159 0.0153 0.0147 0.0164 0.0159 0.0151
AGA 0.0222 0.0230 0.0213 0.0236  0.0207 0.0225
AGC 0.0137 0.0150 0.0117 0.0149 0.0143 0.0126
AGG 0.0166 0.0194 0.0149 0.0192 0.0168 0.0182
AGT 0.0152 0.0159 0.0148 0.0164 0.0154 0.0159
ATA 0.0218 0.0189 0.0261 0.0171 0.0199 0.0206
ATC 0.0136 0.0135 0.0128 0.0129 0.0137 0.0125
ATG 0.0181 0.0179 0.0181 0.0173 0.0176 0.0181
ATT 0.0250 0.0221 0.0288 0.0213 0.0231 0.0258
CAA 0.0204 0.0180 0.0189 0.0182 0.0180 0.0178
CAC 0.0162 0.0167 0.0134 0.0160 0.0166 0.0137
CAG 0.0198 0.0209 0.0173 0.0216 0.0198 0.0202
CAT 0.0180 0.0176 0.0181 0.0173 0.0179 0.0182
CCA 0.0192 0.0185 0.0160 0.0198 0.0201 0.0174
CCC 0.0160 0.0140 0.0111 0.0158 0.0148 0.0121
CCG  0.0027 0.0029 0.0018 0.0031 0.0031 0.0025
CCT 0.0182 0.0169 0.0150 0.0193 0.0194 0.0166
CGA 0.0021 0.0023 0.0017 0.0024 0.0022 0.0020
CGC 0.0023 0.0027 0.0015 0.0028 0.0027 0.0020
CGG 0.0025 0.0031 0.0018 0.0031 0.0029 0.0027
CGT 0.0023 0.0026 0.0020 0.0027 0.0026 0.0023
CTA 0.0134 0.0120 0.0133 0.0125 0.0131 0.0125
CTC 0.0179 0.0169 0.0148 0.0185 0.0188 0.0156
CTG 0.0202 0.0198 0.0173 0.0217 0.0209 0.0198
CTT 0.0204 0.0178 0.0201 0.0202 0.0208 0.0202
GAA 0.0196 0.0205 0.0198 0.0194 0.0190 0.0199
GAC 0.0093 0.0104 0.0087 0.0101 0.0098 0.0091
GAG 0.0156 0.0188 0.0148 0.0185 0.0169 0.0178
GAT 0.0126 0.0137 0.0128 0.0129 0.0135 0.0136
GCA 0.0137 0.0154 0.0128 0.0153 0.0157 0.0142
GCC 0.0115 0.0135 0.0092 0.0130 0.0142 0.0108
GCG  0.0020 0.0027 0.0015 0.0028 0.0027 0.0023
GCT 0.0127 0.0143 0.0117 0.0150 0.0151 0.0138
GGA 0.0144 0.0169 0.0137 0.0168 0.0154 0.0160
GGC 0.0109 0.0143 0.0092 0.0130 0.0135 0.0115

Tabela A.7: Frequéncias relativas das contagens dos trinucleétidos (k
cada SNV, considerando w = 10.
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SNV

k=3 A<C AG AT C+G CT GT
GGG 0.0121 0.0148 0.0110 0.0158 0.0140 0.0158
GGT 0.0103 0.0127 0.0100 0.0124 0.0124 0.0122
GTA 0.0111 0.0112 0.0120 0.0109 0.0121 0.0118
GTC 0.0091 0.0099 0.0087 0.0102 0.0104 0.0094
GTG 0.0138 0.0167 0.0135 0.0160 0.0168 0.0163
GTT 0.0135 0.0139 0.0148 0.0144 0.0150 0.0164
TAA 0.0215 0.0201 0.0250 0.0183 0.0192  0.0209
TAC 0.0118 0.0121 0.0120 0.0109 0.0112 0.0110
TAG 0.0125 0.0131 0.0134 0.0125 0.0120 0.0134
TAT  0.0206 0.0199 0.0261 0.0172 0.0190 0.0218
TCA 0.0195 0.0198 0.0194 0.0201 0.0202 0.0195
TCC 0.0160 0.0154 0.0137 0.0168 0.0169 0.0144
TCG 0.0020 0.0022 0.0017 0.0025 0.0023 0.0021
TCT 0.0225 0.0208 0.0213 0.0237 0.0231 0.0223
TGA 0.0195 0.0203 0.0194 0.0201 0.0198 0.0195
TGC 0.0142 0.0157 0.0128 0.0153 0.0154 0.0137
TGG 0.0175 0.0202 0.0161 0.0198 0.0186 0.0193
TGT 0.0187 0.0200 0.0200 0.0199 0.0201 0.0216
TTA 0.0209 0.0193 0.0251 0.0183 0.0201 0.0215
TTC 0.0200 0.0190 0.0199 0.0194 0.0205 0.0197
TTG 0.0179 0.0181 0.0190 0.0183 0.0182 0.0205
TTT 0.0370 0.0323 0.0540 0.0331 0.0352 0.0444

Tabela A.8: Frequéncias relativas das contagens dos trinucledtidos (k

cada SNV, considerando w = 10 (Continuagao).

= 3) na vizinhanca de

SNV

w k=1 A<C AG A«T C+G C«T GT

A 287.69 -170.79 321.21 15.52 -166.39  -15.37

5 C 39.79 287.21 -354.59 -21.62 87.17 -340.61

G -336.39 86.73 -352.60 -18.63 284.73 36.97

T -18.72 -168.07 319.70 20.97 -170.69  290.38

A 301.60 -36.77 413.05 -70.60 -308.86 -11.54

100 C 28.05 104.48 -457.54 75.79  279.51 -349.85
G -346.62  280.27 -456.76 76.95 103.27 24.38

T -14.94 -309.15 409.14 -66.76 -35.43 304.04

Tabela A.9: Residuos ajustados do teste de independéncia entre os nucledtidos (k = 1) e as
SNVs com w =5 e w = 100.
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SNV
w k=2 A<C AG AT C+G C«T G«T
AA 346.82  -42.58 569.85 -113.56 -420.35 45.89
AC 77.73  110.60 -98.80 -9.38 -1.43 -166.76
AG -44.26  228.90 -159.40 148.82 -217.79 19.73
AT 112.74 -95.46  298.71 -166.04 -95.94 113.39
CA 33.36 25.10 -139.59 33.47 72.48 -108.20
CC 45.11 -5.72  -324.91 84.51  235.67 -230.79
CG -72.54 78.61 -205.28 68.95 74.20  -73.62
CT 20.23 -217.26 -163.14 153.05 227.75  -44.09

10 GA -99.58 186.74 -116.95 31.89  -80.77 -9.01
GC -182.33 196.55 -328.29 -9.78  195.36 -184.67
GG -229.14 237.39 -326.45 86.62 -5.43 39.59
GT -166.93 -5.24  -99.26 -9.73  115.21 78.09
TA 64.05 -80.02 337.86 -164.02 -77.46 65.05
TC -11.03  -77.05 -119.36 3290 186.12 -101.61
TG -109.44 73.42  -139.72 32.90 24.99 34.16
TT 45.04 -420.50 567.42 -111.35  -42.48 349.05
AA 495.69 43.95 T788.58 -354.38 -547.82 11.96
AC 133.60 -4.41  -53.85 0.45 64.71 -189.34
AG -55.65  368.71 -289.99 180.23 -244.44  -77.02
AT 239.89 -236.85 845.36 -452.30 -224.03 241.92
CA 75.05 9.38 -191.02 62.15 123.73 -193.51
CC  -147.63 -34.86 -812.87 390.69 519.33 -341.94
CG -210.92 198,51 -625.77 338.09 180.14 -214.13
9200 CT -76.38 -239.97 -292.70 179.61 366.27  -55.75

GA -23.97  350.99 -152.71 99.21 -296.45  -31.60
GC -241.49 242.83 -697.52 303.74 228.40 -242.83
GG  -334.10 528.64 -811.14 397.92 -49.83 -154.98
GT -191.26 62.18  -52.41 2.28 -1.23  131.92
TA 235.35 -249.08 915.22 -474.20 -231.36 238.32
TC -31.16  -291.01 -156.61 97.07  350.20 -25.77
TG -194.68 12549 -188.57 64.42 6.42 74.25
TT 5.24 -555.44  786.22 -351.81 54.61  498.79

Tabela A.10: Residuos ajustados do teste de independéncia entre os dinucledtidos (k = 2) e
as SNVs com w = 10 e w = 200.
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Figura A.4: Heatmap dos residuos ajustados do teste de independéncia entre os dinucleétidos
(k =2) e as SNVs com w = 200.

SNV
k=3 AC A+G AT C+G C«T G&T
AAA 31229 -94.82 625.42 -124.94 -363.00 31.99
AAC 11144 64.72 13.11 -10.50 -93.33  -63.51
AAG 31.88 152.45  26.26 33.18 -227.46  39.86
AAT 116.93 -31.10 238.63 -100.27 -149.58 78.68
ACA 84.73 -0.56 -2.51 -5.21 -4.67 -68.21
ACC 4.37 38.34 -125.68 18.63 84.59  -120.84
ACG -24.02 34.02 -61.70 20.99 16.50  -28.16
ACT 16.87 -36.12 -46.24  49.53 37.47  -27.18
AGA 6.63 113.55 -31.95 76.84 -157.81  20.94
AGC -30.39 11496 -139.33 42.82 9.17  -100.32
AGG -68.21 199.45 -146.17 75.12 -136.30 16.63
AGT -28.53 37.78  -44.36 46.50  -35.25 17.56
ATA  93.17 -127.35 289.75 -151.24 -9.43 31.35
ATC 12.74 16.81 -32.06  -35.39 45.85  -55.76
ATG  18.80 16.86 13.96 -30.46  -25.31 14.08
ATT 78.93 -149.45 238.34 -98.64 -33.31 119.16
CAA 11495 -33.93 31.61 -2.37 -33.16  -25.49
CAC 8.87 84.10 -140.73  -6.47 69.02 -138.25
CAG -19.83 89.92  -137.71 74.88  -48.64 -1.33
CAT 12.83 -25.49 14.90  -27.99 15.23 19.88
CCA 1397 -54.12 -143.10 42.56  143.66 -80.75

Tabela A.11: Residuos ajustados do teste de independéncia entre os trinucledtidos (k

as SNVs com w = 10.
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SNV
k=3 A<C A+G A«T C+G C+«T G+T
CCC 105.20 -37.61 -176.34 95.77 89.96 -131.40
CCG  -24.09 10.30 -128.93  41.01 75.07  -46.94
CCT 17.04 -137.45 -144.52 76.56  199.97 -70.26
CGA -14.81 41.43  -62.82 38.17 -3.62 -31.88
CGC -37.35 59.74 -134.26  35.64 56.37  -76.68
CGG -45.83 78.57 -129.54  41.37 6.94 -25.29
CGT -27.68 16.96 -62.40 21.55 33.45 -24.20
CTA  48.01 -108.00 38.15 -7.97 69.92 -8.95
CTC 1834  -84.52 -136.71 53.92 176.54 -106.93
CTG -1.55 -48.92  -137.42  79.72 87.43  -19.87
CTT 41.22  -226.71 24.91 33.51 151.91 31.57
GAA  -3.59 96.90 4.64 -19.21  -92.33 10.90
GAC -39.41 93.36  -74.85 18.68 -7.40 -59.85
GAG -105.86 178.16 -133.87 53.85 -87.80 17.55
GAT  -53.52 46.05  -33.03 -35.40 14.92 14.48
GCA -83.86 44.29  -120.97 11.65 92.27 -53.26
GCC  -96.07 74.18 -220.89  -2.09 179.32 -137.73
GCG -76.41 58.10 -132.75 35.22 57.35  -37.34
GCT -98.51 8.07  -141.85 45.05 115.78  -31.34
GGA -84.39 141.40 -113.75 56.40  -69.79 7.43
GGC -138.40 183.07 -222.75 -2.19 73.13  -98.32
GGG -130.55 91.25 -175.82 98.77  -36.71 97.41
GGT -122.83 83.98 -126.19 17.20 40.29 6.23
GTA -33.61 -67.13 29.52  -43.69 85.95 18.54
GTC -59.89 -6.89 -77.70 19.04 94.45  -39.68
GTG -137.64 69.79 -138.65 -8.61 84.34 7.17
GTT -64.18 -96.83 11.89  -10.95 70.64  110.18
TAA 68.73 -10.78 228.76 -99.62 -113.29 37.15
TAC  16.83 83.96 29.54  -43.86 -64.02 -34.02
TAG -11.07  69.05 40.54 -9.36 -106.20  47.63
TAT 32.27 -11.12  287.34 -149.19 -125.56  92.19
TCA -21.13 -14.95 -24.07 10.57 45.79  -20.92
TCC 8.62 -69.87 -113.78 55.27  143.52  -87.87
TCG -31.74 -0.99 -65.18 40.02 39.11 -15.10
TCT 1787 -154.68 -35.47 78.88  112.29 7.95
TGA -20.42 47.07 -23.49 8.94 -17.37 -18.61
TGC -52.51 92.88 -122.28 11.55 43.93  -83.90
TGG -83.37 146.90 -144.56 42.51 -54.96 13.78
TGT -69.11 -7.92 -2.05 -5.74 4.68 82.69
TTA 3734 -112.11 228.29 -99.85 -11.53 68.69
TTC 11.38 -91.18 4.58 -20.38 96.43 -3.77
TTG -26.35 -36.16 30.03 -2.75 -29.65 115.81
TTT 31.19 -362.78 624.26 -121.98 -96.42 314.64

Tabela A.12: Residuos ajustados do teste de independéncia entre os trinucledtidos (k = 3) e
as SNVs com w = 10 (continuagao).
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Posicao Nucleétidos Posicao Nucleétidos

d A C G T d A C G T
-20 0.297 0.204 0.207 0.292 -20 0.298 0.202 0.203 0.297
-19 0.294 0.204 0.209 0.293 -19 0.297 0.202 0.204 0.296
-18 0.293 0.206 0.210 0.290 -18 0.299 0.203 0.204 0.295
-17 0.290 0.208 0.211 0.291 -17 0.300 0.202 0.203 0.296
-16 0.290 0.207 0.213 0.290 -16 0.297 0.202 0.206 0.295
-15 0.291 0.207 0.214 0.288 -15 0.297 0.203 0.202 0.297
-14 0.290 0.210 0.211 0.290 -14 0.297 0.204 0.201 0.299
-13 0.295 0.205 0.209 0.291 -13 0.299 0.202 0.201 0.298
-12 0.292 0.206 0.212 0.291 -12 0.297 0.205 0.202 0.297
-11 0.292 0.207 0.210 0.291 -11 0.300 0.201 0.201 0.298
-10 0.287 0.209 0.212 0.292 -10 0.298 0.202 0.204 0.296
-9 0.288 0.209 0.212 0.291 -9 0.299 0.202 0.202 0.297
-8 0.294 0.206 0.213 0.287 -8 0.302 0.200 0.203 0.294
-7 0.295 0.202 0.214 0.288 -7 0.301 0.200 0.204 0.296
-6 0.291 0.207 0.217 0.285 -6 0.298 0.203 0.204 0.295
-5 0.294 0.210 0.212 0.284 -5 0.301 0.207 0.199 0.293
-4 0.294 0.213 0.209 0.285 -4 0.309 0.208 0.200 0.283
-3 0.286 0.218 0.205 0.291 -3 0.319 0.200 0.198 0.283
-2 0.276 0.246 0.208 0.270 -2 0.317 0.201 0.192 0.290
-1 0.301 0.290 0.180 0.229 -1 0.309 0.192 0.216 0.283
0 0
1 0.228 0.180 0.290 0.302 1 0.282 0.216 0.193 0.309
2 0.270 0.208 0.246 0.277 2 0.289 0.192 0.201 0.318
3 0.291 0.204 0.219 0.286 3 0.282 0.198 0.201 0.320
4 0.284 0.209 0.213 0.295 4 0.282 0.200 0.209 0.309
5 0.283 0.212 0.210 0.295 5 0.292 0.199 0.208 0.301
6 0.284 0.217 0.207 0.292 6 0.295 0.204 0.203 0.298
7 0.287 0.214 0.203 0.296 7 0.295 0.204 0.200 0.301
8 0.286 0.213 0.207 0.294 8 0.293 0.204 0.201 0.302
9 0.290 0.212 0.210 0.289 9 0.296 0.202 0.202 0.300
10 0.291 0.212 0.209 0.287 10 0.295 0.204 0.202 0.299
11 0.290 0.210 0.207 0.292 11 0.297 0.201 0.202 0.300
12 0.290 0.212 0.207 0.292 12 0.295 0.202 0.206 0.297
13 0.290 0.209 0.206 0.295 13 0.297 0.202 0.203 0.299
14 0.289 0.211 0.210 0.290 14 0.297 0.202 0.204 0.297
15 0.287 0.214 0.208 0.291 15 0.296 0.203 0.204 0.298
16 0.289 0.213 0.208 0.290 16 0.294 0.206 0.203 0.297
17 0.290 0.211 0.209 0.290 17 0.295 0.203 0.203 0.299
18 0.289 0.211 0.207 0.293 18 0.294 0.204 0.203 0.299
19 0.291 0.210 0.205 0.294 19 0.295 0.204 0.203 0.297
20 0.291 0.207 0.205 0.297 20 0.296 0.203 0.202 0.298

Tabela A.13: Frequéncias relativas de nucleétidos nas posigoes d = 1, 4+2,..., 20, para as
transicoes (& esquerda) e transversoes (& direita), em que o local de variacao corresponde a
posicao 0.
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Transicdes

0415
014
013
012
0.11
0.10
0.09
008
007
0.06
005 Nucleétido
0.04
0.03
0.02
0.01
0.00
-001
002
003
004
005

Viés
-4 ® 0

-0.06
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-0.08
-0.09
-0.10
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Posicéo

Transversdes

015
014
0137
0121
011
0.107
0,097
0.08
0.07
0,067
005 Nucleétido
0.04
0,03
0,027
0.01
0.00
001
0027
0,03
-0.04
-0.05]
-0.06-]
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Posicéo

Figura A.5: Padroes de frequéncia globais dos nucledtidos (k = 1) para as transigoes e
transversoes, numa vizinhanca com w = 20.
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Nucle6tidos Nucledtidos

complementares complementares
Posicao d A T Posigao d C G
+1 5735054 5755825 +1 4535376 4521833
+2 6787022 6799729 +2 5232930 5232798
+3 7315770 7334708 +3 5142073 5148708
+4 7136163 7164768 +4 5249244 5249337
+5 7121645 7148337 +5 5333027 5336333
+6 7138545 7166181 +6 5468225 5467932
+7 7221819 7246245 +7 5396478 5397326
+8 7192558 7221575 +8 5362118 5360518
+9 7289981 7317344 +9 5340462 5335353
+10 7326963 7361546 +10 5340830 5337238
+11 7306170 7334647 +11 5295267 5287421
+12 7290804 7316590 +12 5332474 5325652
+13 7304046 7332793 +13 5265895 5264791
+14 7281218 7306521 +14 5305313 5302667
+15 7230404 7257415 +15 5385011 5379727
+16 7276712 7304167 +16 5360437 5355511
+17 7299964 7328179 +17 5307409 5298529
+18 7272774 7300116 +18 5305018 5298077
+19 7335899 7363862 +19 5284125 5270642
+20 7314901 7342700 +20 5221618 5215013

Tabela A.14: Tabela de contingéncia das contagens dos nucleétidos complementares A/T e
C/G nas posigdes d = +1,£2,...,£20, para as transigoes.

Nucleétidos Nucleétidos
complementares complementares
Posicao d A T Posigao d C G
+1 3280142 3298677 +1 2520289 2518439
+2 3369241 3378607 +2 2233432 2235025
+3 3283930 3292340 +3 2303235 2304980
+4 3286459 3298022 +4 2328826 2328624
+5 3400572 3418026 +5 2323054 2318197
+6 3431907 3442361 +6 2378896 2373724
+7 3433012 3445254 +7 2372963 2373220
+8 3417393 3428467 +8 2373169 2369653
+9 3446127 3460359 +9 2354355 2352421
+10 3439474 3450250 +10 2377854 2375759
+11 3464146 3477336 +11 2339986 2336377
+12 3442428 3456117 +12 2354189 2347760
+13 3455142 3470910 +13 2349603 2345461
+14 3465774 3478825 +14 2348269 2341367
+15 3450598 3464158 +15 2361248 2358666
+16 3424167 3438583 +16 2400527 2396543
+17 3435015 3449834 +17 2364507 2359601
+18 3420251 3433723 +18 2377259 2373743
+19 3439420 3453051 +19 2379918 2377697
+20 3446247 3459827 +20 2370129 2367815

Tabela A.15: Tabela de contingéncia das contagens dos nucleétidos complementares A/T e
C/G nas posigoes d = +1,£2,...,£20, para as transversoes.
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SNV Posigao Dinucleétidos
d AA AC AG AT CA CcC CG CcT GA GC GG GT TA TC TG TT
-1 0.070 0.092 0.064 0.072 0.078 0.098 0.006 0.071 0.054 0.078 0.044 0.049 0.039 0.081 0.050 0.054
Ao -2 0.090 0.060 0.070 0.060 0.078 0.069 0.011 0.055 0.063 0.054 0.067 0.040 0.067 0.070 0.077 0.069
-3 0.092 0.050 0.079 0.075 0.072 0.057 0.010 0.069 0.057 0.046 0.061 0.050 0.059 0.060 0.074 0.088
-4 0.095 0.054 0.073 0.073 0.075 0.053 0.012 0.068 0.062 0.045 0.055 0.051 0.064 0.056 0.074 0.089
-1 0.070 0.092 0.064 0.072 0.078 0.098 0.006 0.071 0.054 0.078 0.044 0.049 0.039 0.081 0.050 0.054
CoT -2 0.090 0.060 0.070 0.060 0.078 0.069 0.011 0.055 0.063 0.054 0.067 0.040 0.067 0.070 0.077 0.069
-3 0.092 0.050 0.079 0.075 0.072 0.057 0.010 0.069 0.057 0.046 0.061 0.050 0.059 0.060 0.074 0.088
-4 0.095 0.054 0.073 0.073 0.075 0.053 0.012 0.068 0.062 0.045 0.055 0.051 0.064 0.056 0.074 0.089
-1 0.109 0.079 0.076 0.068 0.073 0.059 0.007 0.050 0.059 0.049 0.057 0.032 0.071 0.060 0.067 0.084
Ao -2 0.118 0.050 0.076 0.086 0.079 0.053 0.008 0.067 0.065 0.034 0.047 0.041 0.071 0.052 0.065 0.089
-3 0.118 0.054 0.068 0.078 0.082 0.063 0.009 0.071 0.064 0.037 0.046 0.046 0.067 0.052 0.064 0.081
-4 0.109 0.057 0.068 0.070 0.078 0.065 0.009 0.067 0.062 0.041 0.048 0.044 0.070 0.062 0.069 0.082
-1 0.119 0.071 0.079 0.071 0.073 0.051 0.007 0.035 0.057 0.040 0.050 0.034 0.076 0.059 0.067 0.112
AT -2 0.128 0.046 0.066 0.089 0.068 0.040 0.007 0.057 0.067 0.033 0.046 0.047 0.076 0.047 0.061 0.121
-3 0.127 0.047 0.070 0.084 0.070 0.040 0.008 0.061 0.056 0.032 0.045 0.043 0.076 0.0561 0.070 0.118
-4 0.122 0.047 0.063 0.083 0.073 0.045 0.007 0.067 0.055 0.033 0.041 0.045 0.079 0.0563 0.066 0.121
-1 0.093 0.044 0.081 0.064 0.094 0.049 0.008 0.106 0.069 0.028 0.048 0.045 0.073 0.035 0.069 0.092
Coa -2 0.096 0.064 0.070 0.070 0.075 0.071 0.011 0.070 0.056 0.050 0.044 0.045 0.056 0.072 0.066 0.084
-3 0.096 0.053 0.067 0.068 0.079 0.068 0.010 0.075 0.068 0.047 0.052 0.051 0.058 0.060 0.066 0.082
-4 0.088 0.058 0.075 0.066 0.073 0.062 0.012 0.069 0.063 0.049 0.058 0.048 0.058 0.064 0.073 0.083
-1 0.090 0.045 0.091 0.091 0.065 0.038 0.009 0.072 0.054 0.028 0.066 0.050 0.061 0.040 0.080 0.119
GoT -2 0.120 0.048 0.069 0.083 0.072 0.045 0.010 0.063 0.066 0.039 0.056 0.054 0.060 0.052 0.064 0.101
-3 0.113 0.048 0.075 0.073 0.074 0.047 0.009 0.061 0.064 0.039 0.057 0.047 0.068 0.056 0.075 0.095
-4 0.102 0.049 0.071 0.076 0.075 0.047 0.010 0.067 0.063 0.041 0.052 0.049 0.069 0.054 0.074 0.101
Tabela A.16: Frequéncias relativas dos dinucleétidos, nas posigoes d = +1, 42, ..., +4 numa vizinhanga em torno do local de variacao,

para cada uma das SN'Vs.
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SNV Posigao Dinucleétidos
d AA AC AG AT CA CcC CG CcT GA GC GG GT TA TC TG TT
1 0.074 0.029 0.060 0.047 0.073 0.053 0.011 0.058 0.068 0.046 0.062 0.0564 0.101 0.062 0.106 0.095
Ao 2 0.104 0.047 0.082 0.083 0.067 0.044 0.009 0.071 0.072 0.046 0.064 0.057 0.058 0.048 0.068 0.080
3 0.092 0.053 0.077 0.078 0.067 0.045 0.011 0.063 0.065 0.043 0.056 0.060 0.063 0.063 0.074 0.092
4 0.090 0.050 0.071 0.075 0.072 0.051 0.010 0.070 0.061 0.045 0.056 0.056 0.061 0.065 0.075 0.092
1 0.074 0.029 0.060 0.047 0.073 0.053 0.011 0.058 0.068 0.046 0.062 0.054 0.101 0.062 0.106 0.095
CoT 2 0.104 0.047 0.082 0.083 0.067 0.044 0.009 0.071 0.072 0.046 0.064 0.057 0.058 0.048 0.068 0.080
3 0.092 0.053 0.077 0.078 0.067 0.045 0.011 0.063 0.065 0.043 0.056 0.060 0.063 0.063 0.074 0.092
4 0.090 0.050 0.071 0.075 0.072 0.051 0.010 0.070 0.061 0.045 0.056 0.056 0.061 0.065 0.075 0.092
1 0.118 0.050 0.072 0.091 0.080 0.067 0.009 0.092 0.040 0.028 0.039 0.046 0.061 0.053 0.065 0.090
Ao 2 0.099 0.054 0.062 0.082 0.063 0.057 0.010 0.069 0.052 0.039 0.045 0.048 0.060 0.066 0.073 0.120
3 0.094 0.046 0.062 0.073 0.075 0.057 0.009 0.075 0.056 0.039 0.047 0.048 0.068 0.064 0.074 0.113
4 0.100 0.049 0.067 0.076 0.074 0.052 0.010 0.071 0.055 0.042 0.047 0.049 0.069 0.063 0.075 0.102
1 0.111 0.034 0.035 0.071 0.067 0.050 0.007 0.079 0.059 0.040 0.051 0.071 0.076 0.057 0.073 0.119
AT 2 0.121 0.046 0.056 0.089 0.061 0.046 0.007 0.066 0.047 0.033 0.040 0.046 0.076 0.067 0.068 0.129
3 0.118 0.043 0.061 0.084 0.070 0.045 0.008 0.070 0.051 0.032 0.040 0.048 0.076 0.057 0.071 0.127
4 0.120 0.045 0.067 0.082 0.066 0.041 0.007 0.063 0.053 0.034 0.045 0.047 0.079 0.055 0.073 0.123
1 0.091 0.045 0.105 0.063 0.068 0.048 0.008 0.081 0.035 0.028 0.050 0.045 0.073 0.070 0.094 0.094
Coa 2 0.083 0.045 0.070 0.070 0.065 0.044 0.011 0.070 0.072 0.050 0.072 0.064 0.056 0.056 0.076 0.097
3 0.082 0.051 0.075 0.068 0.066 0.052 0.010 0.067 0.060 0.047 0.069 0.053 0.058 0.068 0.078 0.096
4 0.083 0.048 0.069 0.066 0.072 0.058 0.012 0.076 0.064 0.049 0.062 0.058 0.058 0.064 0.074 0.089
1 0.084 0.032 0.050 0.068 0.067 0.057 0.007 0.076 0.060 0.048 0.059 0.080 0.071 0.059 0.073 0.109
GoT 2 0.089 0.041 0.067 0.086 0.065 0.046 0.008 0.076 0.052 0.034 0.053 0.051 0.070 0.065 0.079 0.119
3 0.081 0.046 0.072 0.078 0.064 0.045 0.009 0.068 0.052 0.037 0.063 0.055 0.066 0.064 0.082 0.119
4 0.081 0.044 0.067 0.070 0.068 0.048 0.009 0.068 0.063 0.041 0.066 0.057 0.069 0.062 0.079 0.109
Tabela A.17: Frequéncias relativas dos dinucleétidos, nas posigoes d = +1, 42, ..., +4 numa vizinhanga em torno do local de variacao,

para cada uma das SN'Vs.



Transi¢des

0.041
0.03 Dinucleétido
—— AA
—— AC
0.021 —
—— AT
001 B
-+ CC
—CoG
2 0001 —cT
=
— GA
— GG
0.01 — GG
— T
—TA
0.021 —
— TG
0037 L
0.04
-20-19-18-17-16-15-14-13-12-11-10-9 8 7 6 -5 4 3 2 41 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 16 17 18 19 20
Posicéo
Transversdes
0.047
0.031 Dinucleétido
—= pA
—- AC
0.021 —
—= AT
0011 B A
-+ CC
—C6
2 000 —cT
=>
— GA
— GC
001 B
— GT
—TA
0.02 1
— TG
0,031 B
0.04
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Posicdo

Figura A.6: Padroes de frequéncia globais dos dinucleétidos (k = 2) para as transigoes e
transversoes, numa vizinhanga com w = 20.
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SNV
Dinucleétidos A+~ C A G AT C«G C«T G&T

AA 26890 189539 36877 12342 318619 57205
AC 51071 577960 42156 23876 85360 22597
AG 11796 96051 50965 53551 93677 41198
AT 19089 203505 17535 7588 204536 19560
CA 14164 53940 7334 28321 316391 7751
CC 32928 602818 10253 41775 128070 18863
CG 2773 62367 2661 5396 61770 3073
CT 42687 95598 50606 56881 94580 12408
GA 28612 84971 13220 50967 204494 16303
GC 24852 351066 8210 49950 347922 25971
GG 17424 127829 10824 41046 606970 31762
GT 22896 86028 41646 22361 578799 50160
TA 7075 430935 3494 24379 429797 7005
TC 17072 206946 13097 53377 86514 29849
TG 8048 320025 7587 26859 54508 14208
TT 95522 319658 36004 12423 183721 26159

Tabela A.18: Valores da estatistica do x? resultantes da aplicacdo do teste de ajustamento
do x? a cada dinucleétido em cada SNV, considerando as 40 posicdes da vizinhanca d =
+1...£20.

2 S = 2

Figura A.7: Heatmaps dos residuos ajustados do teste de homogeneidade para as contagens
dos dinucleétidos complementos-invertidos (AA/TT e CA/TG), nas transigoes.
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Transicdes

0015

Trinucledtido

—— ABA — CAA — GAA — TAA
—— AAC — CAC — GAC — TAC
-~ AAG — CAG — GAG — TAG
—— AAT — CAT — GAT — TAT
~#= ACA — CCA — GCA — TCA
~= ACC — CCC — GCC — TCC
— ACG — CCG — GCG — TCG
— ACT — CCT — GCT — TCT
— AGA — CGA — GGA — TGA
— AGC — CGC — GGC — TGC
— AGG — CGG — GGG — TGG
— AGT — CGT — GGT — TGT
—ATA — CTA — GTA — TTA
— ATC — CTC — GTC — TTC
— ATG — CTG — GTG — TTG
— ATT — CTT — GTT — TTT

-0.015+
40 o9 8 7 & & 4 3 2 4 0 1 2 3 4 5 & T 8 9 10
Posicdo
Transversdes
0.015+

Trinucleétido
00109 — AM — CAA — GAA — TAA
~— AAC — CAC — GAC — TAC
~=~ AAG — CAG — GAG — TAG
0005 ] ~— AAT — CAT — GAT — TAT
== ACA — CCA — GCA — TCA
—— ACC — CCC — GCC — TCC
— ACG — CCG — GCG — TCG
— ACT — ©CT — GCT — TCT
— AGA — CGA — GGA — TGA
— AGC — CBC — GGC — TGC
p — AGG — CBG — GGG — TGG
-0.0057 A — AGT — CGT — GGT — TGT

~——ATA — CTA — GTA — TTA
——ATC — CTC — GTG — TTC
— ATG — CTG — GTG — TT1G
——ATT — CTT — GTT — TTT

-0.010

-0.015~

Posicdo

Figura A.8: Padrdes de frequéncia globais dos trinucledtidos (k = 3) para as transicoes e
transversoes, numa vizinhanga com w = 10.
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SNV
Trinucleétidos A+ C A+ G A<T C«G C«T G&T

AAA 26.76 61.67 46.10 22.46 73.02 46.49
AAC 30.78 64.00 27.54 14.97 53.46 11.72
AAG 11.66 31.75 22.95 19.82 52.77 31.09
AAT 20.16 53.40 17.30 12.10 79.13 25.82
ACA 18.83 49.43 19.95 27.73 66.62 23.80
ACC 13.48 86.89 15.80 20.00 43.23 19.72
ACG 6.42 31.35 7.16 5.35 19.07 9.62
ACT 14.20 53.55 22.19 27.63 54.94 14.71
AGA 19.24 36.14 30.05 36.37 48.21 23.61
AGC 16.97 64.70 20.07 28.42 31.91 22.74
AGG 16.79 51.98 25.77 24.92 32.04 23.27
AGT 14.67 55.53 22.05 26.80 53.72 14.18
ATA 18.04 62.85 15.00 19.90 93.87 14.25
ATC 16.42 62.95 12.26 19.95 34.43 13.10
ATG 9.92 51.37 16.05 8.77 33.49 18.79
ATT 25.45 79.10 17.67 12.23 53.05 20.67
CAA 17.03 39.53 12.93 14.81 42.29 22.02
CAC 20.80 97.61 18.10 23.34 51.38 11.48
CAG 15.73 40.38 13.58 17.10 55.24 17.89
CAT 18.53 33.73 16.03 8.82 51.21 10.19
CCA 19.47 33.98 10.20 27.89 59.37 12.55
CCC 37.17 120.52 15.88 33.36 38.29 15.16
CCG 9.22 31.93 5.85 9.25 27.22 6.23
CCT 23.49 33.56 25.63 25.23 51.89 17.30
CGA 5.99 22.41 6.66 8.47 26.62 7.18
CGC 5.01 43.69 3.80 9.29 35.65 7.09
CGG 7.03 27.69 5.67 9.35 32.54 8.66
CGT 9.74 19.09 7.16 5.37 31.58 6.01
CTA 9.19 42.65 9.16 14.25 52.67 11.09
CTC 17.71 69.93 16.88 27.09 44.03 21.78
CTG 18.04 55.34 13.84 17.04 41.09 16.20
CTT 31.97 52.75 23.07 20.25 31.30 11.83
GAA 24.48 34.71 11.91 30.02 42.87 23.01
GAC 24.97 63.56 21.61 26.04 36.24 10.34
GAG 21.24 44.25 17.52 26.39 70.01 17.30
GAT 12.65 34.29 12.30 19.94 62.95 16.50
GCA 18.55 24.14 7.42 23.31 68.72 18.03
GCC 19.28 77.85 14.76 28.34 93.63 15.57
GCG 6.62 36.17 3.63 8.92 43.54 5.65
GCT 22.63 32.04 20.09 29.28 64.58 16.86

Tabela A.19: Valores do coeficiente ¢ do teste de ajustamento do 2, aplicado a cada trinu-
cledtido e em cada SNV, considerando as posigdes da vizinhanga d = £1... £+ 10.
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SNV
Trinucleétidos A+ C A< G AT C+«G C&T G«T

GGA 18.19 29.91 10.67 18.88 77.70 19.55
GGC 15.18 94.54 14.75 28.45 78.44 19.88
GGG 14.65 38.75 15.69 33.89 121.63 36.76
GGT 19.06 44.00 15.49 19.95 87.40 13.29
GTA 9.52 38.59 15.74 15.02 80.24 29.53
GTC 10.47 36.77 21.42 26.64 62.71 25.18
GTG 12.11 51.94 17.90 22.36 97.55 20.03
GTT 12.20 53.60 27.33 14.27 64.03 31.08
TAA 15.20 82.06 11.86 13.30 48.51 21.71
TAC 30.03 79.39 14.81 14.99 38.47 9.74
TAG 11.07 53.05 9.86 15.03 43.01 9.14
TAT 13.91 93.53 14.43 19.84 63.48 17.52
TCA 16.17 37.50 9.95 16.93 64.25 13.30
TCC 19.56 77.75 10.20 19.55 30.42 18.65
TCG 7.23 27.65 6.92 8.66 23.16 6.87
TCT 23.67 48.10 30.04 37.15 35.83 19.49
TGA 13.23 64.39 9.68 16.90 37.44 15.85
TGC 18.33 68.80 7.70 23.57 24.87 19.12
TGG 12.73 60.18 10.48 27.87 34.22 19.57
TGT 24.20 67.09 19.91 27.10 50.12 17.82
TTA 21.79 49.02 11.95 12.69  81.82 14.85
TTC 23.13 43.18 11.80 30.73 34.99 24.45
TTG 22.03 41.94 13.13 14.40 39.54 16.71
TTT 45.79 73.14 45.66 22.37 60.96 24.85

Tabela A.20: Valores do coeficiente ¢ do teste de ajustamento do x?2, aplicado a cada tri-
nucledtido e em cada SNV, considerando as posigdes da vizinhanca d = £1... £ 10. (Conti-
nuagao)
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Figura A.9: Gréficos de barras das frequéncias relativas da contagem de dinucleétidos (k = 2)
na vizinhanca de cada SNV, por grupo de prevaléncia, considerando uma amplitude w = 10.
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Apéndice B
Funcoes desenvolvidas em R

Neste apéndice apresentam-se as fungoes mais importantes que foram desenvolvidas em R,
com uma breve explicacao do funcionamento de cada uma, assim como, algum do cédigo
que foi efetuado para a andlise deste trabalho.

Funcao B.1. get.file: Permite ler os dados resultantes do pré-processamento dos VCFs
extraidos do projeto 1000G.

get.file <- function(path, nrows=-1) {

t <- read.table(path, header=TRUE, comment.char="",

colClasses=c("factor","integer" ,"NULL","factor","factor",rep("integer" ,10)), nrows=nrows)
t$REF = factor (t$REF, NUCLEOTIDES)

t$ALT = factor (t$ALT, NUCLEOTIDES)

t=cbind (t[c(1:4)],t$"C0.0.",t$"CO.1."+t$"C1.0.",t$"C1.1.",t$"CO."+t$"C1."+rowSums (t[,11:14]1))
names (t) [1] <- "CHROM"

names (t)[5:8] <- c("CO", "C1", "C2", "OTHER")

t

}

Funcao B.2. norm.file: Normaliza os dados lidos pela funcao anterior e faz a trans-
formagao das colunas.

norm.file <- function(tbl) {

u <- (as.character (tbl1$REF) > as.character (tbl$ALT))

t <- tbl

t[u,] <- tbl[u, c(1,2, 4,3, 7,6,5, 8)]

names(t) = C("CHROM","PUS","X","y","CXX","CXy","ny","DTHER")
t$var <- interaction(t$x, t$y, sep="<->", drop=TRUE, lex.order=TRUE)
n <- rowSums(t[,c("Cxx","Cxy","Cyy")]1)

nx <- (2*xt$Cxx+t$Cxy)

t$Px <- nx/(2*n)

t$Py <- 1.0-t$Px

t

}

Funcgao B.3. ALL.var.Gr.Px: Agrupa as variagoes de acordo com o grupo de prevaléncia.

ALL.var.Gr.Px<- function(w) {

q = wl,c(1,2,9,10)]

ql = qlwhich(q$Px <= 0.001), ]

grl <- cbind(ql,as.matrix(rep("Muitoyrara-",dim(q1)[1])))
names (gr1) [6]1=c("Grupos_Prevaléncia")

q2 <- qlwhich(q$Px > 0.001 & q$Px <= 0.005), 1]

gr2 <- cbind(q2,as.matrix(rep("Rara-",dim(q2)[1]1)))

names (gr2) [6]=c("Grupos_Prevaléncia")

g3 <- qlwhich(q$Px > 0.005 & q$Px <= 0.05), ]

98



gr3 <- cbind(q3,as.matrix(rep("Baixayfreq-",dim(q3)[1]1)))
names (gr3) [6]=c("Grupos_Prevaléncia")

g4 <- ql[which(q$Px > 0.05 & q$Px <= 0.5), ]

gr4 <- cbind(q4,as.matrix(rep("Comum-",dim(q4)[1]1)))
names (gr4) [6]=c("Grupos_Prevaléncia")

q5 <- qlwhich(q$Px > 0.5 & q$Px <= 0.95), 1]

gr5 <- cbind(qg5,as.matrix(rep("Comum+",dim(q5) [1]1)))
names (gr5) [6]=c("Grupos_Prevaléncia")

g6 <- qlwhich(q$Px > 0.95 & q$Px <= 0.995), ]

gr6 <- cbind(g6,as.matrix(rep("Baixayfreq+",dim(q6)[1])))
names (gr6) [6]=c("Grupos_Prevaléncia")

q7 <- qlwhich(q$Px > 0.995 & q$Px <= 0.999), 1]

gr7 <- cbind(q7,as.matrix(rep("Rara+",dim(q7)[11)))

names (gr7) [6]=c("Grupos_Prevaléncia")

98 = gqlwhich(q$Px > 0.999), 1]

gr8 <- cbind(q8,as.matrix(rep("MuitoyRara+",dim(q8)[1]1)))
names (gr8) [6]1=c("Grupos_Prevaléncia")
q.ALL.Gr=rbind(grl,gr2,gr3,gr4,gr5,gr6,gr7,gr8)

q.ALL.Gr

}

Funcao B.4. snp.neighborhood: Mostra a sequéncia de nucleétidos na vinhanca do local
onde ocorreu a SNV.

snp.neighborhood <-

function (snptbl, winbeg=-10, winend=-winbeg, pattern="chrys.fa") {
s <- rep(DNAStringSet(""), nrow(snptbl))

for (chr in levels(snptbl$CHROM)) {

chrfile <- sprintf (pattern, chr)

rec <- which(snptbl$CHROM==chr)

if (length(rec) > 0) {

seqset <- rep(readDNAStringSet (chrfile, nrec=1), length(rec))
s[rec,] <- subseq(segset, pmax(l, snptbl[rec,"P0S"]+winbeg),
pmin(width (seqset), snptbl[rec,"POS"]+winend))}}

s

}

Funcao B.5. oligonucleotideFrequency.snp.neighborhood: Contabiliza o nimero total
de oligonucleétidos (k = 1,2, 3) na vizinhanga do local onde ocorreu a SNV.

oligonucleotideFrequency.snp.neighborhood <-

function(snptbl, k=1, win=10, pattern="chris.fa") {

sb <- snp.neighborhood(snptbl, winbeg=-win, winend=-1, pattern=pattern)

sa <- snp.neighborhood(snptbl, winbeg=+1, winend=+win, pattern=pattern)
freqs <- oligonucleotideFrequency(sb, k) + oligonucleotideFrequency(sa, k)

}

Funcao B.6. sum.chr: Calcula a soma das contagens dos oligonucledtidos (k = 1,2,3) na
vizinhanga do local onde ocorreu a SNV.

sum_chr<-

function(x, k , win) {

var = levels(x$var)

sum = matrix(nrow=length(var), ncol= 47k)
rownames (sum) = var

for (s in var) {

var.file <- x[which(x$var==s), -c(4,5)]
freqs = oligonucleotideFrequency.snp.neighborhood(var.file, k, win)
d=ncol(freqgs)

for (j imn 1:d4) {

sum[s, jl=as.numeric(sum(freqs[,jl))
colnames (sum)=colnames (freqs)}}

sum

}

99



Funcao B.7. neighborhood.pattern: Determina o padrao de frequéncias para cada va-
riacao contabilizando o nimero de oligonucleétidos em cada uma das posicoes da vizinhanca
do local onde ocorreu a SNV.

neighborhood.pattern <-function(tbl, k, win, pattern="chr¥%s.fa") {

center <- win+k

s <- snp.neighborhood(tbl, winbeg=-(win+k-1), winend=+(win+k-1), pattern=pattern)

m <- matrix(nrow = 2*win+1, ncol=4"k)

rownames (m) = -win:win

levels = cart.pow(NUCLEOTIDES, k)

show(levels)

for (d in 1:win) {

trb <- table(factor(as.character(subseq(s, center-(d+k-1), center-d)), levels=levels))
m[win+1-d4, ] <- trb

tra <- table(factor(as.character(subseq(s, center+d, center+(d+k-1))), levels=levels))
m[win+1+d, ] <- tra

stopifnot (names (tra) == names(trb))}
colnames (m) <- names(tra)
m}

Funcao B.8. sum.chr.grp: Calcula a soma das contagens dos oligonucledtidos (k = 1,2, 3)
na vizinhanca do local onde ocorreu a SNV, de acordo com o grupo de prevaléncia.

sum.chr.grp<- function(x, k , win) {

grp = levels(x$Grupos_Prevaléncia)

sum.grp = matrix(nrow=length(grp), ncol= 47k)
rownames (sum.grp) = grp

for(s in grp) {

grp.file <- x[which(x$Grupos_Prevaléncia==s), ]
freqs = oligonucleotideFrequency.snp.neighborhood(grp.file, k, win)
for(j in 1:ncol(fregs)) {

sum.grpls, jl= colSums(freqs)[j]

colnames (sum.grp)=colnames (freqs)}}

sum.grplt

Cdédigo em R
Packages, fungoes auxiliares e leitura dos dados.

library (BSgenome)

library ("BSgenome.Hsapiens.UCSC.hgl9")
library (Biostrings)

library (ggplot2)

library (gplots)

library (xtable)

library (reshape2)

library (vcd)

library (multtest)

library (HardyWeinberg)

Phi=function(z){as.numeric(sqrt(chisq.test(z)$statistic/(sum(z))))}

Resid_ajust=function(z){

Vr=matrix (nrow=nrow(z), ncol=ncol(z))

for (i in 1:nrow(z)) for(j in 1:ncol(z))
Vr[i,jl=((1-(rowSums(z))[i]/sum(z))*(1-(colSums(z))[jl/sum(z)))
Ra=matrix (nrow=nrow(z), ncol=ncol(z))

colnames (Ra)=colnames (z)

rownames (Ra)=rownames (z)

for (i in 1:nrow(z)) for(j in 1:mncol(z))

Ral[i,jl= (chisq.test(z)$residuals)[i,jl/sqrt(Vr[i,j])

Ra}
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HWE.data=function(z){HWdata=as.matrix(z[, 5:7])

colnames (HWdata)=c("xx","xy","yy")

z=HWdata

z}

table .HWE.chr=function(z){table (z <0.05)}
prop.table.HWE.chr=function(z){round (prop.table (z)*100, 2)}

get.var=function(x,v){x[which(x$var==v), 1}

cart.prod <- function(f) {
sort ( apply( expand.grid(f), 1, function(x) {paste(x,collapse="")} ) )}

cart.pow <- function(a, exp) {exp <- as.integer (exp)

if (exp == 0) {r <- "

} else {

r <- cart.prod(a, cart.pow(a, exp-1))}

r}

filenames.chr=c("chrl-snp-stats.txt","chr2-snp-stats.txt","chr3-snp-stats.txt",
"chr4-snp-stats.txt","chrb5-snp-stats.txt","chr6-snp-stats.txt","chr7-snp-stats.txt",
"chr8-snp-stats.txt","chr9-snp-stats.txt","chrl0-snp-stats.txt","chrll-snp-stats.txt",

"chrl12-snp-stats.txt","chri3-snp-stats.txt","chri4-snp-stats.txt","chrib-snp-stats.txt",
"chri6-snp-stats.txt","chrl7-snp-stats.txt","chri8-snp-stats.txt","chri9-snp-stats.txt",
"chr20-snp-stats.txt","chr2l-snp-stats.txt","chr22-snp-stats.txt")

list.var.chr=1ist ()
for (i in filenames.chr){list.var.chr[[i]]l= norm.file(get.file(i))}
list.var.Prev=1lapply(list.var.chr, function(q){q=transform(q, Prev = pmin(q$Px, q$Py))})

Analise global das variagoes.

ALL.var = rbind(list.var.Prev[[1]], list.var.Prev[[2]],1list.var.Prev[[3]],
list.var.Prev[[4]],1list.var.Prev[[5]], list.var.Prev[[6]],1list.var.Prev[[7]],
list.var.Prev[[8]],list.var.Prev[[9]],1list.var.Prev[[10]], list.var.Prev[[11]],
list.var.Prev[[12]], list.var.Prev[[13]], list.var.Prev[[14]], 1list.var.Prev[[15]],
list.var.Prev([[16]], list.var.Prev[[17]], list.var.Prev[[18]],
list.var.Prev[[19]],1list.var.Prev[[20]],1list.var.Prev[[21]],1list.var.Prev[[22]])

Frq.abs=table (ALL.var$CHROM, ALL.var$var)

fa=addmargins (Frq.abs)

dataframe.f.abs <- melt(Frq.abs)

boxplotli=ggplot (dataframe.f.abs, aes(x=Var2,y=value, fill=Var2))+geom_boxplot ()+
theme_bw()+ labs(fill = "Variag8o")+ylab("Frequéncia Absoluta")

+ xlab("Variag8o")

print (boxploti)

total_abs_chrom=as.vector (rowSums (Frq.abs))

Frq.rel= Frq.abs/total_abs_chrom

dataframe.f.rel <- melt(Frq.rel)

barplotl <- ggplot(ALL.var, aes(CHROM)) + geom_bar(colour="black", aes(fill = var),
position = "fill")+ theme_bw() + labs(fill="Variag&o")

+ ylab("Frequéncia Relativa") + xlab("Cromossoma")

print (barploti)

summary (assocstats (Frq.abs))

Resi_aj=chisq.test (Frq.abs)$stdres

dataf.resid.ajust<- melt(Resi_aj)

m=mean (dataf.resid.ajust$value)

sd=sd (dataf.resid.ajust$value)

hist_resid.ajustl= ggplot(dataf.resid.ajust, aes(value)) + scale_x_continuous(limits =
c(-75, 125))+ geom_histogram(aes(y = ..density..),color="black", fill="lightblue",
binwidth=10)+ theme_bw() + xlab("Residuos Ajustados")

+ ylab("Frequéncia Absoluta") + stat_function(fun=dnorm, args=list(mean= m, sd=sd ))
print (hist_resid.ajust1l)

y= quantile(dataf.resid.ajust$value, c(0.25, 0.75))

101



x= qnorm( c(0.256, 0.75))

slope=diff (y) / diff (x)

int=y[1] - slope * x[1]

qqplot_resid.ajustl= ggplot(dataf.resid.ajust, aes(sample = value, colour = Var2))

+ stat_qq(size=2.5)+ theme_bw()+labs(colour="Variag&o") + ylab("Residuosajustados")
+ xlab("Quantis_ teéricos") + geom_abline(intercept=int, slope=slope)

print (qqplot_resid.ajustl)
heatmap.2(Resi_aj,col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none")

Estudo da variavel prevaléncia.

Prev= c(list.var.Prev[[1]]$Prev,list.var.Prev[[2]]$Prev,list.var.Prev[[3]]$Prev,
list.var.Prev[[4]]$Prev, list.var.Prev[[5]]$Prev,list.var.Prev[[6]]$Prev,
list.var.Prev[[7]]$Prev, list.var.Prev[[8]]$Prev,list.var.Prev[[9]]$Prev,
list.var.Prev[[10]]$Prev, list.var.Prev[[11]]$Prev, list.var.Prev[[12]]$Prev,
list.var.Prev[[13]]$Prev, list.var.Prev[[14]]$Prev, list.var.Prev[[15]]$Prev,
list.var.Prev[[16]]$Prev, list.var.Prev[[17]]$Prev, list.var.Prev[[18]]$Prev,
list.var.Prev[[19]]$Prev, list.var.Prev[[20]]$Prev,list.var.Prev[[21]]$Prev,
list.var.Prev[[22]]$Prev)

table (Prev==0)

hist_Prev=hist(Prev, col="ligthgreen", xlab="Prevaléncia", ylab="Frequéncia Absoluta",
main="Histograma,da,prevalénciagdas variagdes")

tli=table (Prev <= 0.02)

s=summary (Prev)

t2=table (Prev <= s[2])

boxplot_var_semilog= ggplot (ALL.var,aes(var,Prev,fill=var))+ geom_boxplot ()+
ylab("Prevaléncia") + xlab("Variag&o") +scale_y_logl0()

print (boxplot_var_semilog)

vector_var=levels (ALL.var$var)

1_prev=1list ()

for ( i in vector_var) { 1l_prev[[i]] = ALL.var[which(ALL.var$var == i),"Prev"]}
test _KS_D=matrix(nrow=length(vector_var),ncol=length(vector_var))
test_KS_p=matrix(nrow=length(vector_var),ncol=length(vector_var))

colnames (test_KS_D)=vector_var

rownames (test_KS_D)=vector_var

colnames (test_KS_p)=vector_var

rownames (test _KS_p)=vector_var

for ( i in vector_var){for ( j in vector_var){ks = ks.test(l_prev[[i]l],1l_prevI[[jI])
test_KS_D[i,j] = ks$statistic

test_KS_pl[i,j]l = ks$p.valuel}

test _KS_D

test_KS_p

vector_pvals = as.vector(test_KS_p)

pvals_adjstBONF = p.adjust(vector_pvals, "bonferroni")

pvals_adjst = mt.rawp2adjp(vector_pvals, c("Bonferroni","SidakSS") )
allpvals=as.matrix(pvals_adjst$adjp)

Analise por grupo de prevaléncia.

ALL.var.Gr=ALL.var.Gr.Px(ALL.var)

Frq.abs.Grp=table (ALL.var.Gr$Grupos_Prevaléncia,ALL.var.Gr$var)

total_abs_var=colSums (Frq.abs.Grp)

(total_abs_var/nrow (ALL.var.Gr))*100

Frq.rel.Var= t(t(Frq.abs.Grp)/colSums (Frq.abs.Grp))

dataf .Frq.rel.Var<- melt(Frq.rel.Var)

Frq.rel.Grp= Frq.abs.Grp/rowSums (Frq.abs.Grp)

barplot.grp <- ggplot (ALL.var.Gr, aes(Grupos_Prevaléncia)) + geom_bar(colour="black",
aes(fill = var), position = "fill")+ coord_flip()+ theme_bw() + labs(fill="Variag&o")
+ ylab("Frequéncia Relativa") + xlab("Grupo,deyPrevaléncia")

print (barplot.grp)

summary (assocstats (Frq.abs.Grp))

Resi_aj_gr=chisq.test (Frq.abs.Grp)$stdres
dataf.resid.ajustGrp<- melt(Resi_aj_gr)
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m.grp=mean(dataf.resid.ajustGrp$value)

sd.grp=sd(dataf.resid.ajustGrp$value)

hist_resid.ajustgrp= ggplot(dataf.resid.ajustGrp, aes(value)) +

geom_histogram(aes(y = ..density..),color="black", fill="lightblue", binwidth=40)+

theme_bw() + xlab("Residuos_ Ajustados") + stat_function(fun=dnorm,

args=list (mean= m.grp, sd=sd.grp ))

print (hist_resid.ajustgrp)

heatmap.2(Resi_aj_gr,srtRow=45, offsetRow=-0.5, offsetCol=0,
col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none")

Equilibrio de Hardy-Weinberg

list.HWE.data.chr=lapply(list.var.chr, HWE.data)
list.HWE.Chisq.stat.chr=lapply(list.HWE.data.chr, function(z){HWChisqStats(z,
x.linked=FALSE, pvalues=F)} )
list.HWE.Chisqp.values.chr=lapply(list.HWE.data.chr, function(z){HWChisqStats(z,
x.linked=FALSE, pvalues=TRUE)} )

list .HWE.Chisq.D.chr=lapply(list.HWE.data.chr,function(z){HWChisqMat
(z,cc=0,verbose=F)$Dvec} )

vector .HWE.Chisq.stat.chr=c(list.HWE.Chisq.stat.chr[[1]],
list.HWE.Chisq.stat.chr[[2]], list.HWE.Chisq.stat.chr[[3]],
list.HWE.Chisq.stat.chr[[4]], list.HWE.Chisq.stat.chr[[5]],
list .HWE.Chisq.stat.chr[[6]], list.HWE.Chisq.stat.chr[[7]],
list .HWE.Chisq.stat.chr[[8]], list.HWE.Chisq.stat.chr[[9]],
list.HWE.Chisq.stat.chr[[10]], list.HWE.Chisq.stat.chr[[11]],
list .HWE.Chisq.stat.chr[[12]], list.HWE.Chisq.stat.chr[[13]],
list.HWE.Chisq.stat.chr [[14]],1list.HWE.Chisq.stat.chr [[15]],
list.HWE.Chisq.stat.chr[[16]], list.HWE.Chisq.stat.chr[[17]],
list.HWE.Chisq.stat.chr[[18]], 1list.HWE.Chisq.stat.chr[[19]],
list.HWE.Chisq.stat.chr [[20]],1ist.HWE.Chisq.stat.chr[[21]],
list.HWE.Chisq.stat.chr[[22]])

vector .HWE.Chisq.p.values.chr=c(list.HWE.Chisqp.values.chr[[1]],
list.HWE.Chisqp.values.chr[[2]], list.HWE.Chisqp.values.chr[[3]],
list.HWE.Chisqp.values.chr[[4]], list.HWE.Chisqp.values.chr[[5]],
list.HWE.Chisqp.values.chr[[6]], list.HWE.Chisqp.values.chr[[7]],
list .HWE.Chisqgp.values.chr[[8]], list.HWE.Chisqp.values.chr[[9]],
list.HWE.Chisqp.values.chr[[10]], 1list.HWE.Chisqp.values.chr[[11]],
list.HWE.Chisqp.values.chr[[12]], 1list.HWE.Chisqp.values.chr[[13]],
list .HWE.Chisqp.values.chr[[14]], 1list.HWE.Chisqp.values.chr [[15]],
list.HWE.Chisqp.values.chr[[16]], 1list.HWE.Chisqp.values.chr[[17]],
list.HWE.Chisqgp.values.chr[[18]], 1list.HWE.Chisqgp.values.chr[[19]],
list.HWE.Chisqp.values.chr [[20]], 1list.HWE.Chisqp.values.chr[[21]],
list.HWE.Chisqp.values.chr [[22]])

table(list.HWE.Chisqp.values.chr[[1]1]1<0.05)
which(is.na(list.HWE.Chisqp.values.chr[[1]]))

options (digits=10)

summary (vector .HWE.Chisq.p.values.chr)

summary (vector .HWE.Chisq.stat.chr)

t=table(vector.HWE.Chisq.p.values.chr<0.05)
list.HWE.Chisq.stat.chr.summary=lapply(list.HWE.Chisq.stat.chr, summary,digits=3)
list.HWE.Chisqp.values.chr.summary=lapply(list.HWE.Chisqp.values.chr,summary,digits=3)

HWGenotypePlot (list.HWE.data.chr[[16]] ,plottype=1, pch=22, xlab="pxx", ylab="pxy",
main="Frequéncias heterozigéticas/homozigéticas")

HWGenotypePlot (list.HWE.data.chr[[16]] ,plottype=2, pch=22, xlab="pxx", ylab="pyy",
main="Frequéncias homozigéticas/homozigéticas")

list.table.HWE.chr=1lapply(list.HWE.Chisqp.values.chr, table.HWE.chr)
list.prop.table.HWE.chr=1lapply(list.table.HWE.chr, prop.table.HWE.chr)
HWTernaryPlot (list.HWE.data.chr[[11]], vbounds=T, pch = 19)
HWTernaryPlot (list.HWE.data.chr[[22]], vbounds=T, pch = 19)
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vector _var=ALL.var$var
data.stats.Var=data.frame(vector_var, vector.HWE.Chisq.stat.chr)
data.pvalues.Var=data.frame(vector_var, vector.HWE.Chisq.p.values.chr)

data.stats_AC= data.stats.Var[which(data.stats.Var$vector_var == "A<->C" ), 1]
data.pvalues_AC= data.pvalues.Var[which(data.pvalues.Var$vector_var == "A<->C" ), ]
t_AC=table(data.pvalues_AC$vector .HWE.Chisq.p.values.chr < 0.05)
t.prop_AC=round(prop.table (t_AC)=*100, 2)

options(digits=10)

summary (data.pvalues_AC$vector .HWE.Chisq.p.values.chr)

summary (data.stats_AC$vector .HWE.Chisq.stat.chr)

data.stats_AG= data.stats.Var[which(data.stats.Var$vector_var == "A<->G" ), 1]
data.pvalues_AG= data.pvalues.Var[which(data.pvalues.Var$vector_var == "A<->G" ), ]
t_AG=table(data.pvalues_AG$vector .HWE.Chisq.p.values.chr < 0.05)

t.prop_AG=round (prop.table (t_AG)=*100, 2)

options (digits=10)

summary (data.pvalues_AG$vector .HWE.Chisq.p.values.chr)

summary (data.stats_AG$vector .HWE.Chisq.stat.chr)

data.stats_AT= data.stats.Var[which(data.stats.Var$vector_var == "A<->T" ), 1]
data.pvalues_AT= data.pvalues.Var[which(data.pvalues.Var$vector_var == "A<->T" ), ]
t_AT=table(data.pvalues_AT$vector .HWE.Chisq.p.values.chr < 0.05)

t.prop_AT=round (prop.table (t_AT)=*100, 2)

options(digits=10)

summary (data.pvalues_AT$vector .HWE.Chisq.p.values.chr)

summary (data.stats_AT$vector .HWE.Chisq.stat.chr)

data.stats_CG= data.stats.Var[which(data.stats.Var$vector_var == "C<->G" ), 1]
data.pvalues_CG= data.pvalues.Var[which(data.pvalues.Var$vector_var == "C<->G" ), ]
t_CG=table(data.pvalues_CG$vector .HWE.Chisq.p.values.chr < 0.05)

t.prop_CG=round (prop.table (t_CG)=*100, 2)

options (digits=10)

summary (data.pvalues_CG$vector .HWE.Chisq.p.values.chr)

summary (data.stats_CG$vector .HWE.Chisq.stat.chr)

data.stats_CT= data.stats.Var[which(data.stats.Var$vector_var == "C<->T" ), 1]
data.pvalues_CT= data.pvalues.Var[which(data.pvalues.Var$vector_var == "C<->T" ), ]
t_CT=table(data.pvalues_CT$vector .HWE.Chisq.p.values.chr < 0.05)
t.prop_CT=round(prop.table (t_CT)*100, 2)

options(digits=10)

summary (data.pvalues_CT$vector .HWE.Chisq.p.values.chr)

summary (data.stats_CT$vector.HWE.Chisq.stat.chr)

data.stats_GT= data.stats.Var[which(data.stats.Var$vector_var == "G<->T" ), ]
data.pvalues_GT= data.pvalues.Var[which(data.pvalues.Var$vector_var == "G<->T" ), ]
t_GT=table (data.pvalues_GT$vector .HWE.Chisq.p.values.chr < 0.05)
t.prop_GT=round(prop.table (t_GT)=*100, 2)

options (digits=10)

summary (data.pvalues_GT$vector .HWE.Chisq.p.values.chr)

summary (data.stats_GT$vector .HWE.Chisq.stat.chr)

data.pvaluesTrans= data.pvalues.Var [which(data.pvalues.Var$vector_var == "A<->G" |

data.pvalues.Var$vector_var == "C<->T"), ]
t_Trans=table(data.pvaluesTrans$vector .HWE.Chisq.p.values.chr < 0.05)
t.prop_Trans=round(prop.table (t_Trans)=*100, 2)

data.pvaluesTransV= data.pvalues.Var[which(data.pvalues.Var$vector_var == "A<->T" |
data.pvalues.Var$vector_var == "A<->C" | data.pvalues.Var$vector_var == "C<->G" |
data.pvalues.Var$vector_var == "G<->T"), ]

data.pvaluesTransV=rbind(data.pvalues_AT,data.pvalues_AC,data.pvalues_CG,data.pvalues_GT)
t_TransV=table(data.pvaluesTransV$vector .HWE.Chisq.p.values.chr < 0.05)
t.prop_TransV=round (prop.table (t_TransV)*100, 8)
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Analise global do contexto na vizinhanca de cada SNV.

list.suml<- lapply(list.var.chr,function(z) {sum.chr(z, 1, 5) } )
ALLSuml_5=Reduce(’+’, list.suml)

list.sum2<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 2, 5) } )
ALLSum2_5=Reduce(’+’, list.sum2)

list.sum3<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 3, 5) } )
ALLSum3_5=Reduce(’+’, list.sum3)

list.sumi<- lapply(list.var.chr,function(z) {sum.chr(z, 1, 10) } )
ALLSumi_10=Reduce(’+’, list.suml)

list.sum2<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 2, 10) } )
ALLSum2_10=Reduce(’+’, list.sum2)

list.sum3<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 3, 10) } )
ALLSum3_10=Reduce(’+’, list.sum3)

list.suml<- lapply(list.var.chr,function(z) {sum.chr(z, 1, 20) } )
ALLSuml_20=Reduce(’+’, list.suml)

list.sum2<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 2, 20) } )
ALLSum2_20=Reduce(’+’, list.sum2)

list.sum3<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 3, 20) } )
ALLSum3_20=Reduce(’+’, list.sum3)

list.suml1<- lapply(list.var.chr,function(z) {sum.chr(z, 1, 50) } )
ALLSuml1_50=Reduce(’+’, list.suml)

list.sum2<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 2, 50) } )
ALLSum2_50=Reduce(’+’, list.sum2)

list.sum3<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 3, 50) } )
ALLSum3_50=Reduce(’+’, list.sum3)

list.suml1<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 1, 100) })
ALLSuml1_100=Reduce(’+’, list.suml)

list.sum2<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 2, 100) })
ALLSum2_100=Reduce(’+’, list.sum2)

list.sum3<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 3, 100) })
ALLSum3_100=Reduce(’+’, list.sum3)

list.suml<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 1, 200) })
ALLSuml1_200=Reduce(’+’, list.suml)

list.sum2<- lapply(list.var.chr, function(z) {sum.chr(z, 2, 200) })
ALLSum2_200=Reduce(’+’, list.sum2)

list.sum3<- lapply(list.var.chr function(z) {sum.chr(z, 3, 200)})
ALLSum3_200=Reduce(’+’, list.sum3)

list.ALLSum.5=1ist (ALLSumi_5,ALLSum2_5,ALLSum3_5)
list.ALLSum.10=1ist (ALLSum1_10, ALLSum2_10,ALLSum3_10)
list.ALLSum.20=1ist (ALLSum1_20, ALLSum2_20,ALLSum3_20)

list.ALLSum.50=1ist (ALLSum1_50,ALLSum2_50,ALLSum3_50)

list.ALLSum.100=1ist (ALLSum1_100,ALLSum2_100,ALLSum3_100)
list.ALLSum.200=1ist (ALLSum1_200,ALLSum2_200,ALLSum3_200)
list.ALLSum.5.FrqRel=1lapply(list.ALLSum.5, function(w){prop.table(w,1)})
list.ALLSum.10.FrqRel=1lapply(list.ALLSum.10, function(w){prop.table(w,1)})
list.ALLSum.20.FrqRel=1lapply(list.ALLSum.20, function(w){prop.table(w,1)})
list.ALLSum.50.FrqRel=1apply(list.ALLSum.50, function(w){prop.table(w,1)})
list.ALLSum.100.FrqRel=lapply(list.ALLSum.100, function(w){prop.table(w,1)})
list.ALLSum.200.FrqRel=1lapply(list.ALLSum.200, function(w){prop.table(w,1)})
list.fr.ALL5=1lapply(list.ALLSum.5.FrqRel, melt)
list.fr.ALL10=lapply(list.ALLSum.10.FrqRel, melt)
list.fr.ALL20=1lapply(list.ALLSum.20.FrqRel, melt)

list.fr.ALL50=1lapply (list.ALLSum.50.FrqRel, melt)
list.fr.ALL100=1lapply(list.ALLSum.100.FrqRel, melt)

list.fr.ALL200=1lapply (list.ALLSum.200.FrqRel, melt)

vector .win<-c¢(’5’, ’10’, ’20’,°50°,°100°,°2007)
var.data.wl=as.vector(rep(vector.win,each=6%x4"1))
var .data.w2=as.vector(rep(vector.win,each=6%*(4"2)))
var.data.w3=as.vector(rep(vector.win,each=6%(4"3)))

barplotl.ALL5 <- ggplot(list.fr.ALL5[[1]1], aes(x=Varl,value,fill=Var2)) +

geom_bar (colour="black",stat = "identity" )+
theme _bw()+ scale_fill_brewer (palette="Set3")+ labs(fill="Nucleétidos")+
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xlab("Variag&o")

print (barplotil.ALL5)

barplotl.ALL100 <- ggplot(list.fr.ALL100[[1]], aes(x=Varl,value,fill=Var2)) +
geom_bar (colour="black",stat = "identity" )+

theme_bw()+ scale_fill_brewer (palette="Set3")+ labs(fill="Nucleétidos") +
xlab("Variagéo")

print (barplotl.ALL100)

barplot2.ALL10 <- ggplot(list.fr.ALL10[[2]], aes(x=Varl,value,fill=Var2)) +
geom_bar (colour="black",stat = "identity" )+

theme_bw()+ labs(fill="Dinucledétidos") + xlab("Variagdo")

print (barplot2.ALL10)

barplot2.ALL200 <- ggplot(list.fr.ALL200[[2]], aes(x=Varl,value,fill=Var2)) +
geom_bar (colour="black",stat = "identity" )+

theme_bw()+ labs(fill="Dinucleétidos") + xlab("Variacg&o")

print (barplot2.ALL200)

barplot3.ALL10 <- ggplot(list.fr.ALL10[[3]], aes(x=Varl,value,fill=Var2)) +
geom_bar (colour="black",stat = "identity" )+

theme_bw()+ labs(fill="Trinucleétidos") + xlab("Variag&o")

print (barplot3.ALL10)

list.chisqtest.ALL5=lapply(list.ALLSum.5, assocstats)
list.chisqtest.ALL10=1lapply(list.ALLSum.10, assocstats)
list.chisqtest.ALL20=1lapply(list.ALLSum.20, assocstats)
list.chisqtest.ALL50=1apply(list.ALLSum.50, assocstats)
list.chisqtest.ALL100=1apply(list.ALLSum.100, assocstats)
list.chisqtest.ALL200=1apply(list.ALLSum.200, assocstats)
list.Resi_aj.ALL5=1apply(list.ALLSum.5,Resid_ajust)
list.Resi_aj.ALL10=1lapply(list.ALLSum.10,Resid_ajust)
list.Resi_aj.ALL20=1lapply(list.ALLSum.20,Resid_ajust)
list.Resi_aj.ALL50=1lapply(list.ALLSum.50,Resid_ajust)
list.Resi_aj.ALL100=1lapply(list.ALLSum.100,Resid_ajust)
list.Resi_aj.ALL200=1lapply(list.ALLSum.200,Resid_ajust)

.data.Resi_aj.ALL5=1lapply(list.Resi_aj.ALL5, melt)
.data.Resi_aj.ALL10=1lapply(list.Resi_aj.ALL10, melt)
.data.Resi_aj.ALL20=1lapply(list.Resi_aj.ALL20, melt)
.data.Resi_aj.ALL50=1apply(list.Resi_aj.ALL50, melt)
.data.Resi_aj.ALL100=1apply(list.Resi_aj.ALL100, melt)
.data.Resi_aj.ALL200=1apply(list.Resi_aj.ALL200, melt)
heatmap.2(list.Resi_aj.ALL5[[1]],col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none"
heatmap.2(list.Resi_aj.ALL100[[1]],col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none")
heatmap.2(list.Resi_aj.ALL10[[2]],col=brewer.pal(11,"RdY1lGn"),trace="none")
heatmap.2(list.Resi_aj.ALL200[[2]],col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none")
heatmap.2(list.Resi_aj.ALL10[[3]],col=brewer.pal(11,"RdY1lGn"),trace="none")

[l o o i

Frequéncias globais dos nuclétidos no genoma.

Tbl_frq_esp_Nucl = alphabetFrequency(Hsapiens$chri)+alphabetFrequency (Hsapiens$chr2)+
alphabetFrequency (Hsapiens$chr3)+alphabetFrequency (Hsapiens$chr4)+
alphabetFrequency (Hsapiens$chr5)+alphabetFrequency (Hsapiens$chr6)+
alphabetFrequency (Hsapiens$chr7)+alphabetFrequency (Hsapiens$chr8)+
alphabetFrequency (Hsapiens$chr9)+alphabetFrequency (Hsapiens$chri10)+
alphabetFrequency (Hsapiens$chril)+alphabetFrequency (Hsapiens$chri2)+
alphabetFrequency (Hsapiens$chri3)+alphabetFrequency (Hsapiens$chri4)+
alphabetFrequency (Hsapiens$chrib5)+alphabetFrequency (Hsapiens$chri6)+
alphabetFrequency (Hsapiens$chri7)+alphabetFrequency (Hsapiens$chri8)+
alphabetFrequency (Hsapiens$chri9)+alphabetFrequency (Hsapiens$chr20)+
alphabetFrequency (Hsapiens$chr21)+alphabetFrequency (Hsapiens$chr22)+
alphabetFrequency (Hsapiens$chrX)+alphabetFrequency (Hsapiens$chrY)
nucl=as.vector (Tbl_frq_esp_Nucl)

names (nucl)=names (Tbl_frq_esp_Nucl)

sl=sum(as.numeric (nucl) [1:4])

nucl_relat=((nucl/s1)*100) [1:4]
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Analise dos padroes de frequéncia de cada SNV.

list.chr.AC = lapply(list.var.chr, function(z){get.var(z,’A<->C’)})
list.chr.AG = lapply(list.var.chr, function(z){get.var(z,’A<->G’)})
list.chr.AT = lapply(list.var.chr, function(z){get.var(z,’A<->T’)})
list.chr.CG = lapply(list.var.chr, function(z){get.var(z,’C<->G’)})
list.chr.CT = lapply(list.var.chr, function(z){get.var(z,’C<->T’)})
list.chr.GT = lapply(list.var.chr, function(z){get.var(z,’G<->T’)})

list.pattern_1_AC= lapply(list.chr.AC, function(z) {neighborhood.pattern(z, 1, 20) 1})
AlLpattern_1_AC=Reduce(’+’, list.pattern_1_AC)
list.pattern_1_AG= lapply(list.chr.AG, function(z) {neighborhood.pattern(z, 1, 20) })
AlLpattern_1_AG=Reduce(’+’, list.pattern_1_AG)
list.pattern_1_AT= lapply(list.chr.AT, function(z) {neighborhood.pattern(z, 1, 20) })
ALLpattern_1_AT=Reduce(’+’, list.pattern_1_AT)
list.pattern_1_CG= lapply(list.chr.CG, function(z) {neighborhood.pattern(z, 1, 20) })
ALLpattern_1_CG=Reduce(’+’, list.pattern_1_CG)
list.pattern_1_CT= lapply(list.chr.CT, function(z) {neighborhood.pattern(z, 1, 20) })
AlLLpattern_1_CT=Reduce(’+’, list.pattern_1_CT)
list.pattern_1_GT= lapply(list.chr.GT, function(z) {neighborhood.pattern(z, 1, 20) })
ALLpattern_1_GT=Reduce(’+’, list.pattern_1_GT)

list.ALLvar.nucl=1list (ALLpattern_1_AC, ALLpattern_1_AG, ALLpattern_1_AT,
ALLpattern_1_CG,

AlLpattern_1_CT, ALLpattern_1_GT )
list.ALLvar.nucl.fr=lapply(list.ALLvar.nucl, function(z){prop.table(z, 1)})

vector .var=c(’A<->C’,’A<->G’,’A<->T’,°C<->G’,’C<->T’,’G<->T?)

df .vector.var=as.vector (rep(vector.var,each= nrow(ALLpattern_1_AC)*4"1))
list.data.var.nucl.fr= lapply(list.ALLvar.nucl.fr, melt)
frq_exp_nucl=c(0.2952696, 0.204455, 0.2045758, 0.2956996 )
vector.frq_exp_nucl=as.vector (rep(frq_exp_nucl, each= nrow(ALLpattern_1_AC)))
list.data.var.nucl.fr_F=lapply(list.data.var.nucl.fr, function(z){cbind(z,
vector.frq_exp_nucl)})

data.ALL.nucl= as.data.frame(cbind(rbind(list.data.var.nucl.fr_F[[1]],
list.data.var.nucl.fr_F[[2]], list.data.var.nucl.fr_F[[3]],
list.data.var.nucl.fr_F[[4]],list.data.var.nucl.fr_F[[5]],
list.data.var.nucl.fr_F[[6]]), df.vector.var))
data.ALL.nucl_F=cbind(data.ALL.nucl, data.ALL.nucl$value -
data.ALL.nucl$vector.frq_exp_nucl)

names (data.ALL.nucl_F)=c(’Position’, ’Nucleotide’,’obs’,’exp’, ’var’, ’bias’)

geomline.pattern_AC_nucl=ggplot(data.ALL.nucl_F[which(data.ALL.nucl_F$var
=="A<->C"),],

aes (Position, bias, group=Nucleotide, shape=Nucleotide, color=Nucleotide)) +
geom_line(size=1.25) + geom_point(size=2)+

xlab("Posig8do")+ylab("Viés")+labs (group="Nucleétido")+

ggtitle("Variag8o A<->C")+ scale_color_brewer (palette="Set3")+scale_y_continuous
(limits=c(-0.1, 0.15), breaks = seq(-0.1, 0.15, by=0.01))+

scale_x_continuous (breaks = seq(-20, 20, by=1) ) + theme(panel.background =
element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +
geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +

geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_AC_nucl)
geomline.pattern_AG_nucl=ggplot(data.ALL.nucl_F[which(data.ALL.nucl_F$var
=="A<_>G") ’] s

aes (Position, bias, group=Nucleotide, shape=Nucleotide, color=Nucleotide)) +
geom_line(size=1.25) + geom_point(size=2)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+labs (group="Nucleétido")+

ggtitle("Variag8o A<->G")+ scale_color_brewer (palette="Set3") +scale_y_continuous
(limits=c(-0.1, 0.15), breaks = seq(-0.1, 0.15, by=0.01))+

scale_x_continuous (breaks=seq(-20,20,by=1))+theme (panel.background=element_rect
(£fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) + geom_hline
(yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_AG_nucl)
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geomline.pattern_AT_nucl= ggplot(data.ALL.nucl_F[which(data.ALL.nucl_F$var =="A<->T"),],
aes (Position, bias, group=Nucleotide, shape=Nucleotide, color=Nucleotide)) +
geom_line(size=1.25) + geom_point(size=2)+

xlab("Posigdo")+ylab("Viés")+labs (group="Nucleétido")+

ggtitle("Variag&o A<->T")+ scale_color_brewer (palette="Set3") +scale_y_continuous
(limits=c(-0.1, 0.15), breaks = seq(-0.1, 0.15, by=0.01))+

scale_x_continuous (breaks= seq(-20,20, by=1))+ theme (panel.background=

element_rect

(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +
geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_AT_nucl)

geomline.pattern_CG_nucl= ggplot(data.ALL.nucl_F[which(data.ALL.nucl_F$var =="C<->G"),],
aes (Position, bias, group=Nucleotide, shape=Nucleotide, color=Nucleotide)) +
geom_line(size=1.25) + geom_point(size=2)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+1labs (group="Nucleétido")+

ggtitle("Variag&o, ,C<->G")+ scale_color_brewer (palette="Set3") +scale_y_continuous
limits=c(-0.1, 0.15), breaks = seq(-0.1, 0.15, by=0.01))+

scale_x_continuous (breaks= seq(-20, 20, by=1))+theme(panel.background=

lement _rect

(£fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) + geom_hline
( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_CG_nucl)

geomline.pattern_CT_nucl= ggplot(data.ALL.nucl_F[which(data.ALL.nucl_F$var =="C<->T"),],
aes (Position, bias, group=Nucleotide, shape=Nucleotide, color=Nucleotide)) +
geom_line(size=1.25) + geom_point(size=2)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+1labs (group="Nucleétido")+

ggtitle("Variag8o,C<->T")+ scale_color_brewer (palette="Set3") +scale_y_continuous
(limits=c(-0.1, 0.15), breaks = seq(-0.1, 0.15, by=0.01))+

scale_x_continuous (breaks=seq(-20,20,by=1))+theme (panel.background=

element _rect

(£fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline (xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) + geom_hline
( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_CT_nucl)

geomline.pattern_GT_nucl= ggplot(data.ALL.nucl_F[which(data.ALL.nucl_F$var =="G<->T"),],
aes (Position, bias, group=Nucleotide, shape=Nucleotide, color=Nucleotide)) +
geom_line(size=1.25) + geom_point(size=2)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+1labs (group="Nucleétido")+

ggtitle("Variag8o,G<->T")+ scale_color_brewer (palette="Set3") +scale_y_continuous
(limits=c(-0.1, 0.15), breaks = seq(-0.1, 0.15, by=0.01))+

scale_x_continuous (breaks=seq(-20,20,by=1))+theme (panel.background=

element _rect

(£fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline (xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) + geom_hline
( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_GT_nucl)

vector.var=c(’A<->C’,’A<->G’,’A<->T’,°C<->G’,’C<->T’,’G<->T?)

vector . .nucl=c(’A’,’C’,’G’,’T?)

exp=rep(1/40, 40)

list.data.var.nucl= lapply(list.ALLvar.nucl, melt)

data.ALL.nuclGOF= as.data.frame(cbind(rbind(list.data.var.nucl[[1]],
list.data.var.nucl[[2]], list.data.var.nucl[[3]], list.data.var.nucl[[4]],
list.data.var.nucl[[5]], list.data.var.nucl[[6]]) , df.vector.var))

names (data.ALL.nuclGOF)=c(’Position’, ’Nucleotide’,’cont’,’var’)

1_GOF=1list ()
for ( i in vector.var){1_GOF[[i]] = data.ALL.nuclGOF[which(data.ALL.nuclGOF$var == i
& data.ALL.nuclGOF$Position != 0 ), 1 }

1istGOF_AC=1ist ()

for (i in vector.nucl){t=chisq.test(1_GOF[[1]][which(1_GOF[[1]]$Nucleotide== i),
’cont’],p = exp)$statistic

1listGOF_AC[[i]]=c(t, round(as.numeric(sqrt(t/length(exp))), 2))}
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1istGOF_AG=1ist ()

for (i in vector.nucl){t=chisq.test(1_GOF[[2]][which(1_GOF[[2]]$Nucleotide == i),
cont’ ], p = exp)$statistic

1istGOF_AG[[i]]=c(t, round(as.numeric(sqrt(t/length(exp))), 2))}
1istGOF_AT=1ist ()

for (i in vector.nucl){t=chisq.test(1_GOF[[3]][which(1_GOF[[3]]1$Nucleotide == i),
’cont’ ], p = exp)$statistic

1istGOF_AT[[i]]l=c(t, round(as.numeric(sqrt(t/length(exp))), 2))}
1istGOF_CG=1ist ()

for (i in vector.nucl){t=chisq.test(1_GOF[[4]][which(1_GOF[[4]]$Nucleotide == i),
’cont’ ] , p = exp)$statistic

1istGOF_CG[[i]]l=c(t, round(as.numeric(sqrt(t/length(exp))), 2))}
1istGOF_CT=1ist ()

for (i in vector.nucl){t=chisq.test(1_GOF[[5]][which(1_GOF[[5]]$%Nucleotide == i),
’cont’ 1 , p = exp)$statistic

1istGOF_CT[[i]]l=c(t, round(as.numeric(sqrt(t/length(exp))), 2))}
1istGOF_GT=1ist ()

for (i in vector.nucl){t=chisq.test(1_GOF[[6]][which(1_GOF[[6]]$Nucleotide == i),
’cont’ ] , p = exp)$statistic

1istGOF_GT[[i]l]l=c(t, round(as.numeric(sqrt(t/length(exp))), 2))}

list.pattern_2_AC= lapply(list.chr.AC, function(z){neighborhood.pattern(z,2,20)3})
ALLpattern_2_AC=Reduce(’+’, list.pattern_2_AC)

list.pattern_2_AG= lapply(list.chr.AG, function(z){neighborhood.pattern(z,2,20)3})
ALLpattern_2_AG=Reduce(’+’, list.pattern_2_AG)

list.pattern_2_AT= lapply(list.chr.AT, function(z){neighborhood.pattern(z,2,20)})
ALLpattern_2_AT=Reduce(’+’, list.pattern_2_AT)

list.pattern_2_CG= lapply(list.chr.CG, function(z){neighborhood.pattern(z,2,20)})
AlLLpattern_2_CG=Reduce(’+’, list.pattern_2_CG)

list.pattern_2_CT= lapply(list.chr.CT, function(z){neighborhood.pattern(z,2,20)})
ALLpattern_2_CT=Reduce(’+’, list.pattern_2_CT)

list.pattern_2_GT= lapply(list.chr.GT, function(z){neighborhood.pattern(z,2,20)})
AlLpattern_2_GT=Reduce(’+’, list.pattern_2_GT)

list.ALLvar.dinucl=1ist (ALLpattern_2_AC, ALLpattern_2_AG, ALLpattern_2_AT,
ALLpattern_2_CG,ALLpattern_2_CT, ALLpattern_2_GT )
list.ALLvar.dinucl.fr=lapply(list.ALLvar.dinucl, function(z){prop.table(z, 1)})

vector .var2=c(’A<->C’,’A<->G’,’A<->T’,’C<->G’,’C<->T’,’G<->T’)

df .vector.var2=as.vector(rep(vector.var2,each= nrow(ALLpattern_2_AC)*4"2))
list.var.dinucl.fr= lapply(list.ALLvar.dinucl.fr, melt)
frq_exp_dinucl=c(0.097747210, 0.050339835, 0.069924165,0.077258419, 0.072535448 ,
0.052096925 ,0.009861512, 0.069961111, 0.059335043, 0.042660269, 0.052125953,
0.050454531 ,0.065651918, 0.059358019, 0.072664114, 0.098025528 )
vector.frq_exp_dinucl=as.vector(rep(frq_exp_dinucl, each= nrow(ALLpattern_2_AC)))
list.var.dinucl.fr_F=lapply(list.var.dinucl.fr, function(z)
{cbind(z,vector.frq_exp_dinucl)})

data.ALL.dinucl= as.data.frame(cbind(rbind(list.var.dinucl.fr_F[[1]1],
list.var.dinucl.fr_F[[2]], list.var.dinucl.fr_F[[3]], list.var.dinucl.fr_F[[4]],
list.var.dinucl.fr_F[[5]], 1list.var.dinucl.fr_F[[6]]) , df.vector.var2))
data.ALL.dinucl _F=cbind(data.ALL.dinucl, data.ALL.dinucl$value -
data.ALL.dinucl$vector.frq_exp_dinucl)

names (data.ALL.dinucl_F)=c(’Position’, ’Dinucleotide’,’obs’,’exp’, ’var’, ’bias’)

colourCount2 = length(levels(data.ALL.dinucl_F$Dinucleotide))

getPalette2 = colorRampPalette(brewer.pal(10, "Set3"))

geomline.pattern_AC_dinucl= ggplot(data.ALL.dinucl_F[which

(data.ALL.dinucl _F$var =="A<->C"),],

aes (Position, bias, group=Dinucleotide, shape=Dinucleotide, color=Dinucleotide)) +
geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+labs (group="Dinucleétidos")+

ggtitle("Variag8o A<->C") + scale_fill_manual(values = getPalette2(colourCount2)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.05, 0.05), breaks = seq(-0.05, 0.05, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-20, 20, by=1) ) +

theme (panel.background = element_rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +
geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +
geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)
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print (geomline.pattern_AC_dinucl)

geomline.pattern_AG_dinucl=

ggplot (data.ALL.dinucl_F[which(data.ALL.dinucl_F$var =="A<->G"),],

aes (Position, bias, group=Dinucleotide, shape=Dinucleotide, color=Dinucleotide)) +
geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+1labs (group="Dinucledétidos")+

ggtitle("Variag&o A<->G") + scale_fill_manual(values = getPalette2(colourCount2)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.05, 0.05), breaks = seq(-0.05, 0.05, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-20, 20, by=1) ) + theme(panel.background =

element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +

geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)
print (geomline.pattern_AG_dinucl)

geomline.pattern_AT_dinucl=

ggplot (data.ALL.dinucl_F[which(data.ALL.dinucl_F$var =="A<->T"),],

aes (Position, bias, group=Dinucleotide, shape=Dinucleotide, color=Dinucleotide)) +

geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+labs(group="Dinucleétidos")+

ggtitle("Variag&o A<->T") + scale_fill_manual (values = getPalette2(colourCount2)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.05, 0.05), breaks = seq(-0.05, 0.05, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-20, 20, by=1) ) + theme(panel.background =

element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline (xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +
geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_AT_dinucl)

geomline.pattern_CG_dinucl=

ggplot (data.ALL.dinucl_F[which(data.ALL.dinucl_F$var =="C<->G"),],

aes (Position, bias, group=Dinucleotide, shape=Dinucleotide, color=Dinucleotide)) +

geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+

xlab("Posig&o")+ylab("Viés")+labs (group="Dinucleétidos")+

ggtitle("Variag&8o,C<->G") + scale_fill_manual(values = getPalette2(colourCount2)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.05, 0.05), breaks = seq(-0.05, 0.05, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-20, 20, by=1) ) + theme(panel.background =

element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +

geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_CG_dinucl)

geomline.pattern_CT_dinucl=

ggplot (data.ALL.dinucl_F[which(data.ALL.dinucl_F$var =="C<->T"),],

aes (Position, bias, group=Dinucleotide, shape=Dinucleotide, color=Dinucleotide)) +
geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+1labs (group="Dinucleétidos")+

ggtitle("Variag&o,C<->T") + scale_fill_manual(values = getPalette2(colourCount2)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.05, 0.05), breaks = seq(-0.05, 0.05, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-20, 20, by=1) ) + theme(panel.background =

element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +

geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)
print (geomline.pattern_CT_dinucl)

geomline.pattern_GT_dinucl=
ggplot (data.ALL.dinucl_F[which(data.ALL.dinucl_F$var =="G<->T"),],

aes (Position, bias, group=Dinucleotide, shape=Dinucleotide, color=Dinucleotide)) +
geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+
xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+labs(group="Dinucleétidos")+
ggtitle("Variag&o ,G<->T") + scale_fill_manual (values = getPalette2(colourCount2)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.05, 0.05), breaks = seq(-0.05, 0.05, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-20, 20, by=1) ) + theme(panel.background =
element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +
geom_vline (xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +
geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)
print (geomline.pattern_GT_dinucl)
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vector.var=c(’A<->C’,’A<->G’,’A<->T’,°C<->G’,’C<->T’,’G<->T?)
vector.dinucl=c(’AA’,’AC’, AG?,?AT’, °CA’, °CC’, ’CG’, ’CT’, ’GA’,

°GC’, ’°GG’, °’GT’, °’TA’, ’TC’, ’TG’, ’TT?’)

df .vector.var2=as.vector (rep(vector.var2,each= nrow(ALLpattern_2_AC)*4"2))
list.data.var.dinucl= lapply(list.ALLvar.dinucl, melt)

data.ALL.dinuclGOF= as.data.frame(cbind(rbind(list.data.var.dinucl[[1]],
list.data.var.dinucl[[2]], list.data.var.dinucl[[3]], list.data.var.dinucl[[4]],
list.data.var.dinucl [[5]], 1list.data.var.dinucl[[6]]) , df.vector.var2))

names (data.ALL.dinuclGOF)=c(’Position’, ’Dinucleotide’,’cont’,’var’)

12_GOF=1ist ()

for ( i in vector.var) {12_GOF[[i]] =

data.ALL.dinuclGOF [which(data.ALL.dinuclGOF$var == i &

data.ALL.dinuclGOF$Position !'= 0 ), 1 }

list2PhiAC=1ist ()

for (i in vector.dinucl){1list2PhiAC[[i]l]l=round(as.numeric(sqrt(chisq.test(12_GOF[[1]]
[which(12_GOF[[1]]$Dinucleotide == i),’cont’],p = exp)$statistic/length(exp))),2)}
1ist2PhiAG=1ist ()

for (i in vector.dinucl){

1ist2PhiAG[[i]]=round (as.numeric (sqrt(chisq.test(12_GOF[[2]]
[which(12_GOF[[2]]$Dinucleotide == i ), ’cont’ ] , p = exp)$statistic/length(exp))),2)}
1list2PhiAT=1ist ()

for (i in vector.dinucl){

1ist2PhiAT[[i]]=round (as.numeric (sqrt(chisq.test(12_GOF[[3]]
[which(12_GOF[[3]]$Dinucleotide == i ), ’cont’ ] , p = exp)$statistic/length(exp))),2)}
list2PhiCG=1ist ()

for (i in vector.dinucl){

1ist2PhiCG[[i]]l=round(as.numeric(sqrt(chisq.test (12_GOF [[4]]
[which(12_GOF[[4]]$Dinucleotide == i ), ’cont’ ] , p = exp)$statistic/length(exp))),2)}
1list2PhiCT=1ist ()

for (i in vector.dinucl){

1ist2PhiCT [[i]]l=round(as.numeric(sqrt(chisq.test(12_GOF[[5]]

[which(12_GOF [[5]]$Dinucleotide == i ), ’cont’ ] , p = exp)$statistic/length(exp))),2)}
1ist2PhiGT=1ist ()

for (i in vector.dinucl){

1ist2PhiGT [[i]]=round (as.numeric (sqrt(chisq.test(12_GOF[[6]]
[which(12_GOF[[6]]$Dinucleotide == i ), ’cont’ ] , p = exp)$statistic/length(exp))),2)}
Matrix2Phi=cbind(as.matrix(list2PhiAC), as.matrix(list2PhiAG), as.matrix(list2PhiAT),
as.matrix(1list2PhiCG) ,as.matrix(1list2PhiCT),as.matrix(1list2PhiGT))

list.pattern_3_AC= lapply(list.chr.AC, function(z) {neighborhood.pattern(z, 3, 10) 1})
AlLLpattern_3_AC=Reduce(’+’, list.pattern_3_AC)

list.pattern_3_AG= lapply(list.chr.AG, function(z) {neighborhood.pattern(z, 3, 10) })
AlLLpattern_3_AG=Reduce(’+’, list.pattern_3_AG)

list.pattern_3_AT= lapply(list.chr.AT, function(z) {neighborhood.pattern(z, 3, 10) })
AlLpattern_3_AT=Reduce(’+’, list.pattern_3_AT)

list.pattern_3_CG= lapply(list.chr.CG, function(z) {neighborhood.pattern(z, 3, 10) })
AlLpattern_3_CG=Reduce(’+’, list.pattern_3_CG)

list.pattern_3_CT= lapply(list.chr.CT, function(z) {neighborhood.pattern(z, 3, 10) })
ALLpattern_3_CT=Reduce(’+’, list.pattern_3_CT)

list.pattern_3_GT= lapply(list.chr.GT, function(z) {neighborhood.pattern(z, 3, 10) })
ALLpattern_3_GT=Reduce(’+’, list.pattern_3_GT)

list.ALLvar.trinucl=1list (ALLpattern_3_AC, ALLpattern_3_AG, ALLpattern_3_AT,
ALLpattern_3_CG, ALLpattern_3_CT, ALLpattern_3_GT )
list.ALLvar.trinucl.fr=lapply(list.ALLvar.trinucl, function(z){prop.table(z, 1)})
vector .var3=c(’A<->C’,’A<->G’,’A<->T’,’C<->G’,’C<->T’,’G<->T?)

df .vector.var3=as.vector (rep(vector.var3,each= nrow(ALLpattern_3_AC)*4"3))
list.var.trinucl.fr= lapply(list.ALLvar.trinucl.fr, melt)
frq_exp_trinucl=c(0.038356036, 0.014548233, 0.019932776, 0.024910174, 0.020131352,
0.011622403,0.002509919, 0.016076165, 0.022099860, 0.013977795, 0.017749306,
.016097208,0.020605451, 0.013343207, 0.018364916, 0.024944852, 0.018905492,
.015011558,0.020254100, 0.018364303, 0.018425634, 0.013141440, 0.002761142,
.017768711, 0.002205036, 0.002379226, 0.002761146, 0.002516104, 0.012885941,
.016833965,0.020269153, 0.019972055, 0.019703463, 0.009439399, 0.016834132,
.013358056,0.014395122, 0.011901217, 0.002381242, 0.013982693, 0.015440744,
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0.011895615,0.013153529, 0.011636065, 0.011346571, 0.009452444, 0.015048771,
0.014606748,0.020782223, 0.011340648, 0.012903162, 0.020625891, 0.019583345,
0.015431866,0.002209209, 0.022133545, 0.019589347, 0.014407638, 0.018461976,
0.020205158,0.020813959, 0.019728407, 0.018981279, 0.038501884)

vector.frq_exp_trinucl=as.vector(rep(frq_exp_trinucl, each= nrow(ALLpattern_3_AC)))
list.var.trinucl.fr_F=lapply(list.var.trinucl.fr, function(z)
{cbind(z,vector.frq_exp_trinucl)})

data.ALL.trinucl= as.data.frame(cbind(rbind(list.var.trinucl.fr_F[[1]],
list.var.trinucl.fr_FI[[2]], list.var.trinucl.fr_F[[3]], list.var.trinucl.fr_F[[4]],
list.var.trinucl.fr_F[[5]], list.var.trinucl.fr_F[[6]]) , df.vector.var3))
data.ALL.trinucl_F=cbind(data.ALL.trinucl, data.ALL.trinucl$value -
data.ALL.trinucl$vector.frq_exp_trinucl)

names (data.ALL.trinucl_F)=c(’Position’, ’Trinucleotide’,’obs’,’exp’, ’var’, ’bias’)

colourCount3 = length(levels(data.ALL.trinucl_F$Trinucleotide))

getPalette3 = colorRampPalette(brewer.pal (10, "Set3"))

geomline.pattern_AC_trinucl=

ggplot (data.ALL.trinucl_F[which(data.ALL.trinucl_F$var =="A<->C"),],

aes (Position, bias, group=Trinucleotide, shape=Trinucleotide, color=Trinucleotide)) +

geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+1labs (group="Trinucledétidos")+

ggtitle("Variag8o ,A<->C") + scale_fill_manual(values = getPalette3(colourCount3)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.02, 0.025), breaks = seq(-0.02, 0.025, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-10, 10, by=1) ) + theme(panel.background =

element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline (xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +

geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_AC_trinucl)

geomline.pattern_AG_trinucl=
ggplot (data.ALL.trinucl_F[which(data.ALL.trinucl_F$var =="A<->G"),],
aes (Position, bias, group=Trinucleotide, shape=Trinucleotide, color=Trinucleotide)) +
geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+
xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+1labs (group="Trinucleétidos")+
ggtitle("Variag8o A<->G") + scale_fill_manual(values = getPalette3(colourCount3)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.02, 0.025), breaks = seq(-0.02, 0.025, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-10, 10, by=1) ) + theme(panel.background =
element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +
geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +
geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)
print (geomline.pattern_AG_trinucl)

geomline.pattern_AT_trinucl=

ggplot (data.ALL.trinucl_F[which(data.ALL.trinucl_F$var =="A<->T"),],

aes (Position, bias, group=Trinucleotide, shape=Trinucleotide, color=Trinucleotide)) +
geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+

xlab("Posigdo")+ylab("Viés")+1labs (group="Trinucleétidos")+

ggtitle("Variag&o A<->T") + scale_fill_manual (values = getPalette3(colourCount3)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.02, 0.025), breaks = seq(-0.02, 0.025, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-10, 10, by=1) ) + theme(panel.background =

element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +
geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_AT_trinucl)

geomline.pattern_CG_trinucl=

ggplot (data.ALL.trinucl_F[which(data.ALL.trinucl_F$var =="C<->G"),],

aes (Position, bias, group=Trinucleotide, shape=Trinucleotide, color=Trinucleotide)) +
geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+1labs (group="Trinucledétidos")+

ggtitle("Variag8o,C<->G") + scale_fill_manual(values = getPalette3(colourCount3)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.02, 0.025), breaks = seq(-0.02, 0.025, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-10, 10, by=1) ) + theme(panel.background =

element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline (xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +
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geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)
print (geomline.pattern_CG_trinucl)

geomline.pattern_CT_trinucl=

ggplot (data.ALL.trinucl_F[which(data.ALL.trinucl_F$var =="C<->T"),],

aes (Position, bias, group=Trinucleotide, shape=Trinucleotide, color=Trinucleotide)) +
geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+1labs (group="Trinucledétidos")+
ggtitle("Variag8o,C<->T") + scale_fill_manual(values = getPalette3(colourCount3)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.02, 0.025), breaks = seq(-0.02, 0.025, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-10, 10, by=1) ) + theme(panel.background =

element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +
geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_CT_trinucl)

geomline.pattern_GT_trinucl=

ggplot (data.ALL.trinucl_F[which(data.ALL.trinucl_F$var =="G<->T"),],

aes (Position, bias, group=Trinucleotide, shape=Trinucleotide, color=Trinucleotide)) +
geom_line(size=0.825) + geom_point(size=1.3)+

xlab("Posig8o")+ylab("Viés")+1labs (group="Trinucleétidos")+

ggtitle("Variation G<->T") + scale_fill_manual(values = getPalette3(colourCount3)) +
scale_y_continuous (limits=c(-0.02, 0.025), breaks = seq(-0.02, 0.025, by=0.01))+
scale_x_continuous (breaks = seq(-10, 10, by=1) ) + theme(panel.background =

element _rect(fill = "white", color = "black", size = 1.1)) +

geom_vline(xintercept = 0 , color="grey85", linetype="dashed", size=0.7) +
geom_hline( yintercept=0, color="grey60", size=0.7)

print (geomline.pattern_GT_trinucl)

list.ALLtrans.nucl=1ist( ALLpattern_1_AG, ALLpattern_1_CT)
list.ALLtransv.nucl=1list (ALLpattern_1_AC, ALLpattern_1_AT,
AlLpattern_1_CG,ALLpattern_1_GT )

AlLpattern_1_trans=Reduce(’+’, list.ALLtrans.nucl)
ALLpattern_1_transv=Reduce(’+’, list.ALLtransv.nucl)

list.ALLpattern_1=1ist (ALLpattern_1_trans, ALLpattern_1_transv)
list.ALLpattern_1.fr=lapply(list.ALLpattern_1, function(z){prop.table(z, 1)})

TabAT1TRANS=cbind (list.ALLpattern_1[[1]][22:41,1],

apply (t(list.ALLpattern_1[[1]]),1,rev)[22:41,4], c(-1:-20))
colnames (TabAT1TRANS)=c("A", "T", "Pos")

prop.table (TabAT1TRANS[,1:2], 1)

TabCG1TRANS=cbind (list.ALLpattern_1[[1]][22:41,2],
apply(t(list.ALLpattern_1[[1]]),1,rev)[22:41,3], c(-1:-20))
colnames (TabCG1TRANS)=c("C", "G", "Pos")
TabAT1TRANSV=cbind (list.ALLpattern_1[[2]]1[22:41,1],
apply(t(list.ALLpattern_1[[2]]),1,rev)[22:41,4], c(-1:-20))
colnames (TabAT1TRANSV)=c("A", "T", "Pos")
TabCG1TRANSV=cbind (list.ALLpattern_1[[2]][22:41,2],

apply (t(list.ALLpattern_1[[21]1),1,rev)[22:41,3], c(-1:-20))
colnames (Tab~”CG1TRANSV)=c("C", "G", "Pos")

summary (assocstats (TabAT1TRANS[,1:2]))

summary (assocstats (TabCG1TRANS[,1:2]))

summary (assocstats (TabAT1TRANSV[,1:2]))

summary (assocstats (TabCG1TRANSV[,1:2]))

chisq.test (TabCG1TRANS[,1:2])

Phil=Phi (TabAT1TRANS[,1:2])

Phi2=Phi (TabCG1TRANS[,1:2])

Phi3=Phi (TabAT1TRANSV[,1:2])

Phi4=Phi (TabCG1TRANSV[,1:2])

Resi_ajAT1TRANS=chisq.test (TabAT1TRANS[,1:2])$stdres
Resi_ajCG1TRANS=chisq.test (TabCG1TRANS[,1:2])$stdres
Resi_ajAT1TRANSV=chisq.test (TabAT1TRANSV[,1:2])$stdres
Resi_ajCG1TRANSV=chisq.test (TabCGITRANSV[,1:2])$stdres
heatmap.2(Resi_ajAT1TRANS ,col=brewer.pal(11,"RdY1lGn"),trace="none")
heatmap.2(Resi_ajCG1TRANS ,col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none")
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heatmap.2(Resi_ajAT1TRANSV ,col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none"
heatmap.2(Resi_ajCG1TRANSV ,col=brewer.pal(11,"RdY1Gn") ,trace="none")

list.ALLtrans.dinucl=1ist( ALLpattern_2_AG, ALLpattern_2_CT)
list.ALLtransv.dinucl=1ist (ALLpattern_2_AC,ALLpattern_2_AT,ALLpattern_2_CG,
ALLpattern_2_GT)

ALLpattern_2_trans=Reduce(’+’, list.ALLtrans.dinucl)
AlLpattern_2_transv=Reduce(’+’, list.ALLtransv.dinucl)
list.ALLpattern_2=1ist(ALLpattern_2_trans, ALLpattern_2_transv)
list.ALLpattern_2.fr=lapply(list.ALLpattern_2, function(z){prop.table(z, 1)})
vector.group=c(’Transition’,’Transversion’)

df .vector.group=as.vector (rep(vector.group,each= nrow(ALLpattern_2_trans)*472))
list.data.ALLpattern_2.fr= lapply(list.ALLpattern_2.fr, melt)

vector.frq_exp_dinucl=as.vector (rep(frq_exp_dinucl, each= nrow(ALLpattern_2_trans)))
list.data.ALLpattern_2.fr_F=lapply(list.data.ALLpattern_2.fr,
function(z){cbind(z,vector.frq_exp_dinucl)})

data.ALLpattern_2= as.data.frame(cbind(rbind(list.data.ALLpattern_2.fr_F[[1]],
list.data.ALLpattern_2.fr_F[[2]]) , df.vector.group))

data.ALLpattern_2_F=cbind(data.ALLpattern_2, data.ALLpattern_2$value -
data.ALLpattern_28$vector.frq_exp_dinucl) names(data.ALLpattern_2_F)=c(’Position’,
’Dinucleotide’,’obs’,’exp’, ’group’, ’bias’)

head (list.ALLpattern_2[[1]])

TabAATTTRANS=cbind(list.ALLpattern_2[[1]][22:41,1],

apply (t(list.ALLpattern_2[[1]]),1,rev) [22:41,16], c(-1:-20))
colnames (TabAATTTRANS)=c("AA", "TT", "Pos")

assocstats (TabAATTTRANS[,1:2])

Resi_ajTRANS=chisq.test (TabAATTTRANS[,1:2])$stdres
heatmap.2(Resi_ajTRANS ,col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none")
TabACGTTRANS=cbind (list.ALLpattern_2[[1]][22:41,2],

apply (t(list.ALLpattern_2[[1]]),1,rev)[22:41,12], c(-1:-20))
colnames (TabAATTTRANS)=c("AC", "GT", "Pos")

assocstats (TabACGTTRANS[,1:2])

TabAGCTTRANS=cbind (list.ALLpattern_2[[1]1]1[22:41,3],

apply (t(list.ALLpattern_2[[1]]),1,rev)[22:41,8], c(-1:-20))
colnames (TabAATTTRANS)=c("AG", "CT", "Pos")

assocstats (TabAGCTTRANS[,1:2])

Resi_ajTRANS=chisq.test (TabAGCTTRANS[,1:2])$stdres
heatmap.2(Resi_ajTRANS ,col=brewer.pal(11,"RdY1Gn") ,trace="none")

TabATATTRANS=cbind (list.ALLpattern_2[[1]1]1[22:41,4],
apply(t(list.ALLpattern_2[[1]]),1,rev)[22:41,4], c(-1:-20))
colnames (TabATATTRANS)=c("AT", "AT", "Pos")

assocstats (TabATATTRANS[,1:2])

TabCATGTRANS=cbind (list.ALLpattern_2[[1]][22:41,5],

apply (t(list.ALLpattern_2[[1]]) ,1,rev) [22:41,15], c(-1:-20))
colnames (TabCATGTRANS)=c("CA", "TG", "Pos")

assocstats (TabCATGTRANS[,1:2])

Resi_ajTRANS=chisq.test (TabCATGTRANS[,1:2])$stdres
heatmap.2(Resi_ajTRANS ,col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none")

TabCCGGTRANS=cbind (list.ALLpattern_2[[1]][22:41,6],

apply (t(list.ALLpattern_2[[1]]),1,rev) [22:41,11], c(-1:-20))
colnames (TabCCGGTRANS)=c("CC", "GG", "Pos")

assocstats (TabCCGGTRANS[,1:2])

Resi_ajTRANS=chisq.test (TabCCGGTRANS[,1:2])$stdres
heatmap.2(Resi_ajTRANS ,col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none")

TabCGCGTRANS=cbind (list.ALLpattern_2[[1]][22:41,7],

apply (t (list.ALLpattern_2[[1]]),1,rev) [22:41,7], c(-1:-20))
colnames (TabCGCGTRANS)=c("CG", "CG", "Pos")
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assocstats (TabCGCGTRANS[,1:2])

TabGATCTRANS=cbind (list.ALLpattern_2[[1]][22:41,9],

apply (t(list.ALLpattern_2[[1]]),1,rev) [22:41,14], c(-1:-20))
colnames (TabGATCTRANS)=c("GA", "TC", "Pos")

assocstats (TabGATCTRANS[,1:2])

TabGCGCTRANS=cbind (list.ALLpattern_2[[1]]1[22:41,10],

apply (t(list.ALLpattern_2[[1]]),1,rev)[22:41,10], c(-1:-20))
colnames (TabGATCTRANS)=c("GC", "TC", "Pos")

assocstats (TabGCGCTRANS[,1:2])

Resi_ajTRANS=chisq.test (TabGCGCTRANS[,1:2])$stdres
heatmap.2(Resi_ajTRANS ,col=brewer.pal(11,"RdY1lGn"),trace="none")

TabTATATRANS=cbind (list.ALLpattern_2[[1]1][22:41,13],
apply (t(list.ALLpattern_2[[1]]),1,rev)[22:41,13], c(-1:-20))
assocstats (TabTATATRANS[,1:2])

Resi_ajAATTTRANS=chisq.test (TabAATTTRANS[,1:2])$stdres
heatmap.2(Resi_ajAATTTRANS ,col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none")

Resi_ajCCGGTRANS=chisq.test (TabCCGGTRANS[,1:2])$stdres
heatmap.2(Resi_ajCCGGTRANS ,col=brewer.pal(11,"RdY1Gn"),trace="none")

TabAATTTRANSV=cbind (list.ALLpattern_2[[2]][22:41,1],

apply (t(list.ALLpattern_2[[21]1),1,rev)[22:41,16], c(-1:-20))
assocstats (TabAATTTRANSV[,1:2])

TabACGTTRANSV=cbind (list.ALLpattern_2[[2]][22:41,2],

apply (t (list.ALLpattern_2[[2]]),1,rev) [22:41,12], c(-1:-20))
assocstats (TabACGTTRANSV[,1:2])

Resi_ajACGTTRANSV=chisq.test (TabACGTTRANSV[,1:2])$stdres
heatmap.2(Resi_ajACGTTRANSV ,col=brewer.pal(11,"RdY1Gn") ,trace="none")

TabAGCTTRANSV=cbind (list.ALLpattern_2[[2]][22:41,3],
apply (t(list.ALLpattern_2[[2]]),1,rev)[22:41,8], c(-1:-20))
assocstats (TabAGCTTRANSV [,1:2])

TabATATTRANSV=cbind (list.ALLpattern_2[[2]]1[22:41,4],

apply (t(list.ALLpattern_2[[2]]),1,rev)[22:41,4], c(-1:-20))
assocstats (TabATATTRANSV[,1:2])

Resi_ajATATTRANSV=chisq.test (TabATATTRANSV[,1:2])$stdres
heatmap.2(Resi_ajATATTRANSV ,col=brewer.pal(11,"RdY1lGn"),trace="none")

TabCATGTRANSV=cbind (list.ALLpattern_2[[2]][22:41,5],
apply (t(list.ALLpattern_2[[2]]),1,rev) [22:41,15], c(-1:-20))
assocstats (TabCATGTRANSV[,1:2])

TabCCGGTRANSV=cbind (list.ALLpattern_2[[2]][22:41,6],
apply (t(list.ALLpattern_2[[21]1),1,rev)[22:41,11], c(-1:-20))
assocstats (TabCCGGTRANSV [,1:2])

TabCGCGTRANSV=cbind (list.ALLpattern_2[[2]][22:41,7],
apply(t(list.ALLpattern_2[[2]]),1,rev)[22:41,7], c(-1:-20))
assocstats (TabCGCGTRANSV [,1:2])

TabGATCTRANSV=cbind (list.ALLpattern_2[[2]][22:41,9],
apply (t(list.ALLpattern_2[[2]1]),1,rev)[22:41,14], c(-1:-20))
assocstats (TabGATCTRANSV[,1:2])

TabGCGCTRANSV=cbind (list.ALLpattern_2[[2]][22:41,10],
apply (t(list.ALLpattern_2[[2]]),1,rev) [22:41,10], c(-1:-20))
assocstats (TabGCGCTRANSV[,1:2])

TabTATATRANSV=cbind (list.ALLpattern_2[[2]][22:41,13],

apply (t (list.ALLpattern_2[[2]]),1,rev) [22:41,13], c(-1:-20))
assocstats (TabTATATRANSV[,1:2])
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