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INTRODUCAO

Uma das pedras angulares da metodologia cientifica é a capacidade de se
avaliar criticamente a exatidao das afirmacg@es cientificas e as conclusfes tiradas por outros
pesquisadores em um determinado estudo (CROCKER e COOPER, 2011; SANDVE et al.,
2013; PLESSER, 2018). Na ultima década, eventos classificados como Crises de
Reprodutibilidade ganharam importdncia no meio cientifico (por exemplo, PASHLER e
WAGENMAKERS 2012), por demonstrarem inumeras falhas na busca de reproduzir e replicar
diferentes pesquisas cientificas nas mais diversas areas, incluindo as ciéncias médicas,
comportamentais e da vida (por exemplo, Open Science Collaboration, OSC 2015). Em 2016,
Baker relatou em uma pesquisa conduzida pela revista Nature que 90% dos cientistas
entrevistados acreditavam que a ciéncia estava enfrentando tanto uma Crise de
Reprodutibilidade quanto de Replicabilidade. Dentre as causas apontadas, mais de 50% dos
entrevistados apontaram um baixo poder estatistico e baixa replicabilidade e reprodutibilidade
no laboratério como fatores primarios. Além disso, fatores como falhas na descricdo da
metodologia empregada e auséncia dos cédigos fonte de aplicagbes e scripts utilizados
durante as analises também se mostraram causas para a falha de reprodutibilidade e
replicabilidade dos resultados. Mesmo esse sendo um fator extremamente importante para o
fazer cientifico, a no¢éo de disponibilizar informacdes sobre cddigos fonte de aplicacdes e
scripts utilizados durante as analises em conjunto com uma publicagcdo tem sido
frequentemente recebida com grande surpresa por diferentes pesquisadores da microbiologia
(RAVEL & WOMMACK, 2014). Um dos motivos associados € justamente uma mudanca de
paradigma, onde os estudos da microbiologia tém abandonado sua caracteristica meramente
descritiva e associativa para se apresentar com uma ciéncia translacional e que manipula um
grande conjunto de dados, entrando na era do Big Data. Entre as areas da microbiologia em
que essa mudanca se mostra mais presente, destacam-se as Ciéncias Omicas,
principalmente a Metagendmica e as analises de microbioma.

OBJETIVOS

Pensando nisso, o presente projeto teve como principal objetivo uma andlise de
replicabilidade de um fluxo de trabalho desenvolvido no laboratério e desenhado para a
analise do microbioma central de camundongos caquéticos e saudaveis, testando se o fluxo
pode ser generalizado para dados diferentes dos originais. Para a analise de generalizagéo e
de replicabilidade foram utilizadas bibliotecas disponiveis no banco de dados European
Nucleotide Archive (numero de projeto PRJEB12040), provenientes de estudo ja publicado
por Faist e colaboradores (2016) analisando o microbioma de videiras saudaveis e acometidas
pela doenga galha-de-coroa. Além disso, realizamos uma andlise da reprodutibilidade da
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metodologia descrita por Faist e colaboradores (2016), verificando principalmente os detalhes
relacionados as analises de bioinformatica e se esses poderiam ser reproduzidos conforme
descrito no artigo.

METODOLOGIA

A andlise conduzida neste projeto utilizou apenas as bibliotecas classificadas como
vineyard e provenientes de coletas nos troncos de videiros saudaveis e doentes, disponiveis
no banco de dados European Nucleotide Archive (nUmero de projeto PRJEB12040) e seus
respectivos metadados (MGYS00001337). Estes dados foram submetidos a um fluxo de
trabalho desenvolvido no préprio laboratério, sendo ele dividido nas seguintes etapas: analise
de qualidade, pré-processamento, processamento e pés-processamento. Durante a etapa de
pré-processamento, o script multiple_join_paired_ends.py foi utilizado com a finalidade de
realizar a juncdo entre todas as bibliotecas forward e reverse. Apds, o processo de Splitting
Libraries foi utilizado para renomear o cabecalho das sequéncias, realizar o corte de
gqualidade, concatenar todas as sequéncias e converter o arquivo para a extensdo FASTA. Os
scripts identify_chimeric_segs.py e filter_fasta.py também foram utilizados para a remocéo de
todas as sequéncias identificadas como quimeras e sua posterior filtragem. A etapa de
processamento foi responsavel pela criagdo da OTU table (unidades taxonémicas
operacionais) e a criagdo do microbioma central. O script pick_open_reference_otus.py foi
utiizado para a criagcdo da OTU table, utilizando o banco de dados do Greengenes
(DESANTIS, 2006) referéncia. Apds sua criacdo, a OTU table foi submetida a scripts de
filtragem do pacote QIIME para: (1) remoc¢éo de mitocéndrias e cloroplastos contaminantes,
(2) descarte de singletons e (3) filtragem de OTUs por numero de observacdes. O ultimo script
compute_core_microbiome.py foi utilizado para criar a OTU table final, contendo apenas as
OTUs presentes em 80% de todas as amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da metodologia de Faist e colaboradores (2016) demonstrou que seus
resultados ndo sdo reprodutiveis, jA& que detalhes sobre a metodologia ndo sé&o
disponibilizados no artigo. Detalhes como a versao do banco de dados de referéncia utilizado,
desenho experimental, parametros de cada ferramenta que compde seu fluxo de trabalho e
metodologia de clusterizagdo ndo sdo fornecidos, impactando que outros pesquisadores
realizem novamente as andlises descritas. As bibliotecas obtidas no banco de dados
European Nucleotide Archive (nimero de projeto PRJEB12040) renderam um valor absoluto
de 4.356.558 leituras. Apés toda a etapa de Pré-Processamento, observamos a permanéncia
de 2.035.218 sequéncias (46,7%) dos dados provenientes das bibliotecas de videira para a
realizacdo da etapa posterior de Processamento. Em contraste, notamos a permanéncia de
10.855.262 sequéncias (21,6%) dos dados provenientes de camundongos para as etapas
posteriores. Essa diferenga se mostrou pela qualidade das amostras e o nimero de quimeras
identificadas em ambas as bibliotecas. Gracas ao processo de joined pair-end, que
naturalmente reduz a quantidade de pares de base quase pela metade, e pelos filtros de
gualidade agregados baseado no valor de Q20, torna-se esperado uma alta reducdo de
sequéncias nessa etapa da andlise (CAPORASO et al., 2010;). Essas mudancas na
propor¢cdo de sequéncias fornece uma melhor qualidade nos dados gerados e reduz a
clusterizacdo equivocada de sequéncias provenientes de quimeras geradas no processo de
sequenciamento. Posteriormente, essas sequencias foram submetidas ao processo de
clusterizacdo e obtivemos o0s seguintes valores respectivamente nos dados de videira e
camundongos: 2.031.465 sequéncias (46.6%) e 10.637.921 sequéncias (21.2%). Apos a
criacdo da tabela de OTUs iniciais, a etapa de filtragem gerou uma grande queda no nimero
de sequéncias para os dados de videira, passando de 2.031.465 sequéncias (46.6%) para
apenas 207.519 sequéncias (4.7%). Uma analise mais detalhada dos resultados nos mostrou
gue essa reducdo acentuada de sequéncias ndo gerou um impacto no numero de
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observacdes de OTU no conjunto de dados. Enquanto visualizavamos 2.463 OTUs com
2.031.465 sequéncias, permanecemos com 2.130 observa¢des com 207.519 sequéncias. Ao
avaliar as sequéncias e OTUs perdidas durante o processo de filtragem, notamos que sua
grande maioria foi identificada como cloroplastos putativos, 279 OTUs com 1.246.743
sequéncias. Além disso, 54 OTUS com 577.203 sequéncias foram identificadas como
mitocondrias putativas. A existéncia de sequéncias de cloroplastos e mitocondrias séo
esperadas em dados de microbioma, mas a filtragem (ou néo filtragem) de 1.823.946
sequéncias, correspondendo 41.8% das 2.031.465 sequéncias utilizadas durante o processo
de clusterizagdo pode gerar erros ou falsas conclusées quando as andlises estatisticas forem
realizadas posteriormente. Para os dados de camundongos ndo observamos esse alto valor
de mitocbndrias e cloroplastos, sendo que esses valores correspondiam a 21.1% dos dados
obtidos na tabela de OTUs originais.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, podemos verificar a importancia dos conceitos de
repetibilidade, reprodutibilidade e replicabilidade no desenvolvimento cientifico, incluindo as
areas de Microbioma e Bioinformatica. Nossos resultados demonstram que o processo de
repetibilidade e reprodutibilidade ndo séo suficientes para o fazer cientifico, sendo que
promover a replicabilidade dos resultados se torna de extrema importancia para a validagéo
dos resultados obtidos anteriormente. Demonstramos também que a disponibilidade de todos
0s metadados relacionados as bibliotecas, versbes e parametros dos softwares utilizados é
essencial para que outros grupos de pesquisas possam replicar os resultados apresentados.
Também demonstramos a importancia de testes internos para garantir que fluxos de trabalho
possam ser reproduzidos com os dados brutos disponibilizados, além de testes para validar
se um fluxo de trabalho pode ser replicado e generalizado para diferentes bibliotecas.
Acreditamos que o presente trabalho colaborou na promocdo dos conceitos relatados e
auxiliou nas andlises relacionadas a Crise de Reprodutibilidade e Replicabilidade na Ciéncia.
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