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RESUMO

Com a crescente redugdo nos custos de sequenciamento de nucleotideos, a disponibilidade de
dados oriundos de trabalhos de RNA-seq em bancos de dados publicos vem crescendo
exponencialmente. No entanto, ainda sdo poucos os trabalhos que exploram esses recursos,
principalmente, pensando em abordagens integrativas, tais como a predigéo de redes de co-
expressdao génica. Diante disso, este trabalho propds a elaboragcdo de um pipeline de
Bioinformatica para a obtencdo, filtragem e analise de dados de RNA-seq publicamente
disponiveis no banco de dados SRA do NCBI para a predi¢édo de redes de co-expressdo génica,
utilizando a espécie Spodoptera frugiperda como modelo, dada sua relevancia como praga
agricola de grande impacto para a agricultura brasileira. Por meio desse pipeline, 839 conjuntos
de dados foram obtidos do banco de dados do SRA e submetidos a uma série de filtros, para a
remocao de sequéncias e conjuntos de dados de baixa qualidade ou apresentando riscos de
contaminacdo, apds os quais foram selecionados 641 conjuntos de dados. Além desses filtros,
precisaram ser removidos das analises 339 conjuntos de dados sem metadados informando o
tecido ou a fase de vida do inseto amostrado. Por fim, 10 condigdes foram selecionadas por
conterem mais do que 12 amostras cada, resultando em um total de 276 amostras sendo de fato
incorporadas nas analises de co-expressdo. Nas analises de WGCNA, sete médulos de co-
expressdo foram preditos, incluindo um médulo composto por genes mais expressos em média
no intestino e corpo inteiro de larvas de S. frugiperda. Nossos resultados demonstram que é
possivel utilizar dados publicos de sequenciamento de RNA para predizer redes de co-expressao
e propGe um pipeline para a filtragem das sequéncias, selecdo das amostras e analise desses
dados. Por fim, ressalta-se a importancia da disponibilizacdo e a completa descricdo desses
conjuntos de dados em bancos de dados publicos, tais como SRA, para o seu uso em abordagens

integrativas tais como a utilizada neste trabalho.

Palavras-chave: pragas agricolas; inseto; biologia de sistemas; gendmica funcional; RNA-seq



ABSTRACT

As the costs associated with nucleotide sequencing have decreased, the quantity of data
available from RNA-seq work in public databases has increased exponentially. However, there
are still few studies that exploit these resources, especially when considering integrative
approaches such as predicting gene co-expression networks. In light of the aforementioned
considerations, this work proposed the development of a Bioinformatics pipeline for obtaining,
filtering and analyzing RNA-seq data publicly available in the NCBI SRA database for the
prediction of gene co-expression networks, using the Spodoptera frugiperda species as a model,
given its relevance as an agricultural pest with a major impact on Brazilian agriculture. Through
this pipeline, 839 datasets were obtained from the SRA database and subjected to a series of
filters to remove sequences and datasets of low quality or presenting risks of contamination,
after which 641 datasets were selected. In addition to these filters, 339 datasets without
metadata informing the tissue or life stage of the insect sampled had to be removed from the
analysis. Finally, 10 conditions were selected because they contained more than 12 samples
each, resulting in a total of 276 samples actually being incorporated into the co-expression
analyses. In the WGCNA analyses, seven co-expression modules were predicted, including a
module composed of genes most expressed on average in the gut and whole body of S.
frugiperda larvae. Our results demonstrate that it is possible to use public RNA sequencing data
to predict co-expression networks and propose a pipeline for filtering sequences, selecting
samples and analyzing these data. Finally, we emphasize the importance of making these
datasets available and fully describing them in public databases, such as SRA, for their use in

integrative approaches such as the one used in this work.

Key words: agricultural pests; insect; systems biology; functional genomics; RNA-seq
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1 INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (SMITH, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), € uma das principais pragas do milho e de outras culturas (VALICENTE, 2015).
Durante o seu ciclo de vida, essa mariposa passa por 4 estagios, sendo eles ovo, larva
(popularmente conhecida como lagarta), pupa e adulto (ASHOK et al., 2020). Ademais, em sua
fase larval, pode-se haver de 5 a 10 instares (fases) (LEIDERMAN; SAUER, 1953; CAMPOS,
1970; ESCALANTE, 1974; ALl et al., 1990, apud KENIS, 2023), dependendo de diferentes
condicGes como temperatura, fotoperiodo, quantidade e qualidade dos alimentos, umidade,
densidade populacional, condicao fisica, heranca e sexo (ESPEK, et al., 2007).

Considerando seus diferentes estagios e fases da vida, esta praga acaba sendo uma
grande ameaca para o cultivo do milho, visto que ela se alimenta da planta em todo seu ciclo
de desenvolvimento, podendo causar uma perda de 17% a 38,7% da producdo (CRESPO et al,
2021).

O controle biolégico da espécie geralmente € feito por meio de plantacdes
geneticamente modificadas que expressam toxinas da bactéria Bacillus thuringiensis (milho
Bt), ou por meio do uso de pesticidas quimicos (CRESPO et al, 2021). Adicionalmente, também
sdo utilizados métodos de controle bioldgico por meio da aplicacdo do parasita de ovos do
género Trichogrammma e bioinseticidas & base de baculovirus (VALICENTE, 2015). No
entanto, varios estudos tém demonstrado uma crescente resisténcia desses insetos a diferentes
métodos de controle (NASCIMENTO et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2022; NIZ et al.,
2020; BOLZAN et al., 2019; CARVALHO et al., 2013; DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001;
GARLET et al., 2021; LIRA et al., 2020; MURARQO et al., 2021).

Para lidar com esses desafios, novos compostos estdo sendo pesquisados, tais como
biodefensivos a base de déleos essenciais e extratos vegetais, entomopatégenos, entre outros
(JARA et al., 2019). Diante da resisténcia aos métodos de controle tradicionais e a necessidade
de explorar novos metodos, diferentes pesquisas tém sido conduzidas para tentar melhor
compreender a biologia desses insetos, incluindo as suas respostas moleculares a esses
diferentes métodos de controle (KANNO et al., 2024; SHI et al., 2023).



Dentre os métodos disponiveis para o estudo das respostas moleculares dos organismos
mediante diferentes condicBes bioldgicas, o sequenciamento de RNA (RNA-seq) emergiu como
um metodo diferencial, por permitir a analise do transcriptoma das espécies em diferentes
condicdes experimentais (RAPAPORT et al., 2013), oferecendo, desta forma, uma perspectiva
mais aprofundada e completa da expressdo génica do que as tecnologias precedentes (XU et al.,
2014; MARTIN et al.,, 2014). Esta técnica apresenta diversos beneficios, tais como a
identificacdo de novos componentes estruturais de genes, maior sensibilidade em relacéo a
tecnologia de microarranjos e a oportunidade de estudar fendBmenos como fusdes génicas e

expressao alélica especifica (WANG et al., 2008).

Dados de RNA-seq também tém sido frequentemente aplicados em analises de Rede de
Co-expressdo Génica Ponderada (Weighted Gene Co-expression Network Analysis -
WGCNA), um método computacional frequentemente utilizado em varios contextos bioldgicos
para identificar mddulos de genes co-expressos e suas conexdes com caracteristicas fenotipicas
(LANGFELDER et al., 2008). Nos ultimos anos, esta técnica tem recebido uma atencdo
consideravel, principalmente na &rea de identificacdo de biomarcadores e identificagdo de alvos
terapéuticos (JIANG et al., 2022).

O WGCNA é capaz de identificar padrdes de correlacdo entre genes, com base em dados
de expressdo génica em grande escala (FULLER et al., 2011). Além da identificacdo de alvos
terapéuticos (ZHAO et al., 2021), ao associar 0s mddulos genéticos a caracteristicas fenotipicas
ou tratamentos, esse procedimento também torna possivel identificar genes centrais de
processos bioldgicos especificos (DAI et al., 2022; ZHAO et al., 2016). Essas andlises de
correlagdo podem, portanto, auxiliar na descoberta de genes centrais para explicar a crescente
resisténcia desses insetos aos métodos de controle tradicionais e a prospectar novas moléculas
chave para a atuacdo de métodos alternativos de controle, tais como os biodefensivos,
aumentando a sua eficacia. No entanto, para realizar analises de WGCNA, uma grande
quantidade de dados de sequenciamento de RNA precisa estar disponivel, com no minimo 6
replicatas por condigdo e pelo menos 12 amostras quando necessario a identificacdo de genes
diferencialmente expressos sendo recomendadas para a realizacdo desses estudos
(POPLOWSKI et al., 2018; SCHURCH et al., 2016). Diante disso, bancos de dados publicos
de sequéncias tornam-se essenciais por aumentar o nimero de amostras disponiveis e reduzir

0s custos dessas analises.
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O Sequence Read Archive (SRA), inserido no NCBI, € o principal banco de dados de
leituras de sequenciamento, tanto de DNA quanto RNA. A disponibilidade desses dados no
SRA esta crescendo exponencialmente a medida que mais conjuntos de dados estdo sendo
gerados por pesquisadores ao redor do mundo e tornando-se acessiveis. Segundo Marche
(2023), 0 SRA ja atingiu 45 petabytes de sequéncias brutas, com a quantidade de nucleotideos
depositados duplicando a cada dois anos. Para facilitar o acesso e 0 processamento desses
dados, o SRA Toolkit foi desenvolvido, permitindo o download, converséo e manipulacao das
sequéncias de forma eficiente. Portanto, é possivel a utilizacdo dos dados que estdo sendo
gerados para analises mais robustas e novas estratégias podem ser criadas para explorar melhor

€SSEes recursos.

Diversas estratégias tém sido criadas para otimizar os pipelines de Bioinformaética,
incluindo as analises de RNA-seq, tais como o nf-core. Ao utilizar o nf-core, uma estrutura
projetada para a execucdo e desenvolvimento de analises colaborativas, revisadas por pares, é
possivel garantir uma resolucédo de problemas de padronizacao, portabilidade e reprodutividade
(EWELS et al., 2020). Ele utiliza do Nextflow, uma ferramenta de gerenciamento de workflows
gue permite a criacdo de pipelines compativeis com diferentes infraestruturas, como
computadores locais, sistemas de alta performance e provedores de nuvem. Além disso, possuli
integracdo com gestores de pacotes, como Conda, e de conteinerizacdo, como Docker e
Singularity (EWELS et al., 2020).

Especificamente dentro do nf-core, sdo disponibilizados pipelines para diferentes
finalidades, como o nf-core/rnaseq, o qual possui uma abordagem metodologicamente robusta
para a analise de dados de sequenciamento de RNA (RNA-seq) obtidos de organismos com um
genoma de referéncia e anotacdo génica, integrando diversas ferramentas bioinformaticas que
garantem a precisao, eficiéncia e reprodutibilidade das analises. Além disso, através da ampla
quantidade de ferramentas, € possivel a identificacdo de vieses experimentais, como os efeitos
de lote, que podem comprometer os dados devido a variagBes técnicas, incluindo tempos
diferentes de experimento, reagentes, instrumentos e outros fatores, causando conclusdes
imprecisas (YANG, 2021; GOH, 2017).

Para garantir uma precisdo e qualidade dos dados, a aplicagdo de filtros é essencial,
como a escolha do layout de biblioteca pareada, que esta diretamente relacionado a tecnologia

de sequenciamento e a forma como as leituras (reads) sdo geradas durante a analise. Nesse tipo
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de sequenciamento, ocorre a leitura de ambas as extremidades de um fragmento, resultando em
dois conjuntos de leituras, um para cada extremidade, o que proporciona o dobro de

informagdes para as anélises.

Ademais, durante a etapa de sequenciamento, sdo utilizados adaptadores, sequéncias
curtas de DNA sintético projetadas para se ligarem as extremidades dos fragmentos de DNA.
Esses adaptadores facilitam a amplificagdo e a identificacio das sequéncias (STROHER, 2018),

porém devem ser removidos durante a anélise para garantir maior qualidade dos dados.

A ampla disponibilidade de dados gendmicos possibilita novas descobertas apenas
utilizando de informacdes publicas, reduzindo drasticamente 0s custos envolvidos nessas
analises e ampliando a capacidade amostral. Considerando a grande quantidade de dados de
sequenciamento de RNA disponiveis para S. frugiperda e outras espécies pragas da agricultura
brasileira e a subutilizacdo de tais dados, o presente trabalho objetivou elaborar e aplicar um
pipeline com foco no uso de banco de dados publicos para realizar analises integrativas de redes

de co-expressao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Elaborar um pipeline de Bioinformatica para a exploracdo de dados publicos de
sequenciamento de RNA em analises de redes de co-expressao génica, utilizando S. frugiperda

como modelo.
2.2 Objetivos Especificos:

Obter dados brutos de sequenciamento de RNA publicamente disponiveis no banco de
dados SRA do NCBI,

Elaborar uma estratégia para fazer o download dos dados diretamente em um servidor

local;

Desenvolver um pipeline para realizar analises de expressdo génica de forma a otimizar

0 espaco de armazenamento dos dados;
Realizar as analises de expressdo génica utilizando os dados obtidos;

Criar filtros para selecionar conjuntos de dados com boa qualidade de sequenciamento

e alinhamento ao genoma de referéncia da espécie;

Realizar as analises de rede de co-expressao génica.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao dos conjuntos de dados

A obtencdo do genoma de referéncia da espécie Spodoptera frugiperda foi realizada em
01/07/2024, utilizando o banco de dados Genome do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Para isso, foi selecionada a versdo do genoma depositada no banco de
dados do RefSeq, a qual possui 0 numero de acesso GCF_023101765.2. As sequéncias
gendmicas foram obtidas no formato Fasta, enquanto as anotagcdes foram obtidas nos formatos
GTF e GFF. Este procedimento garantiu a existéncia de dados de referéncia para a execucéo
das analises de RNA-seq.

Para a obtenc¢do do conjunto de dados de sequenciamento, foi utilizado o banco de dados
Sequence Read Archive (SRA) do NCBI, adotando o critério de busca "Spodoptera frugiperda
[Organism]", o que assegurou a inclusdo exclusiva de dados pertinentes ao referido organismo.
A busca foi realizada em 24/07/2024. Filtros adicionais foram aplicados (Figura 1), abrangendo
0 tipo de sequenciamento como RNA, o layout da biblioteca definido como pareado (paired),
a plataforma de sequenciamento, que foi Illumina, e o tipo de arquivo no formato fastg. Apds a

aplicacdo desses critérios, foram obtidos um total de 839 conjuntos de dados.
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Figura 1 - Obtencéo do conjunto de dados brutos de sequenciamento de RNA do NCBI

SRA
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RNA-Seq of Spodoptera frugiperda: third larvae
1 ILLUMINA (lllumina NovaSeq 6000) run: 21M spots, 6.3G bases, 1.9Gb downloads
Accession: SRX24805795

RNA-Seq of Spodoptera frugiperda: third larvae
1 ILLUMINA (lllumina NovaSeq 6000) run: 23.4M spots, 7G bases, 2.1Gb downloads
Accession: SRX24805794

RNA-Seq of Spodoptera frugiperda: third larvae
1 ILLUMINA (lllumina NovaSeq 6000) run: 24M spots, 7.2G bases, 2.1Gb downloads
Accession: SRX24805793

RNA-Seq of Spodoptera frugiperda: third larvae
1 ILLUMINA (lllumina NovaSeq 6000) run: 22.1M spots, 6.6G bases, 2Gb downloads
Accession: SRX24805792

Fonte: Elaborado pelo autor.

Posteriormente, estes 839 resultados foram exportados em formato de Lista de Acessos

(Accession List) (Apéndice A). Ela foi utilizada como arquivo de entrada para um script Bash

que foi criado para automatizar o download dos dados do SRA e sua conversdo para o formato

fastqg em um loop continuo (Apéndice B). Desta maneira, o script criava uma lista de arquivos

baixados e uma lista de arquivos novos para evitar duplicacdo, baixando os dados com o

comando prefetch e convertendo-os com fasterg-dump, ambos parte do SRA Toolkit. Em caso

de falhas no download, o script tentava novamente até que fosse bem-sucedido. Ao final de

cada ciclo, a lista de arquivos baixados era atualizada, garantindo que apenas 0s itens restantes

fossem processados, e o ciclo continuava até que todos os dados tivessem sido baixados com

SUCESSO.
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Apds o download, os arquivos foram verificados manualmente, para observar se houve
a criacdo dos dados brutos de sequenciamento (.fastq) com os dois sentidos de leitura, com 0s
formatos *_1.fastq e *_2.fastq. Essa verificagéo foi realizada para confirmar se as sequéncias

estavam no formato de sequenciamento emparelhado (paired-end) (Figura 2).

Figura 2 - Sequenciamento paired-end

Leituras Pareadas
(Paired-End Reads)

Leitura 1

Sequéncia de referéncia _

Leitura 2

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2 Analises de expressao génica

Devido ao grande nimero de conjuntos de dados de sequenciamento, foi elaborada uma
estratégia por meio de um script em Bash (Apéndice C) para dividir 0s conjuntos de dados em
grupos (Runs) com base em um tamanho total maximo definido pelo usuério, e uma lista
contendo os arquivos *_1.fastq e * 2.fastq e seus respectivos tamanhos. Desta maneira, a
medida que o script que foi elaborado 1€ o arquivo de entrada linha por linha e verifica o
tamanho, ha a criagédo de arquivos de agrupamento contendo os homes dos conjuntos de dados
que pertencem a este grupo, levando em conta os 1Ds semelhantes e os sufixos _1e 2. Caso o0
tamanho acumulado dos arquivos no agrupamento exceda o tamanho méaximo especificado, ele

cria um novo grupo.
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A realizacdo da analise de expressdao génica foi feita utilizando o pipeline de
bioinformatica nf-core/rnaseq, que possui diferentes etapas e subetapas (Figura 3). Para facilitar
e automatizar a execugéo do pipeline para os diferentes grupos de conjuntos de dados (Runs)
gerados na etapa anterior, foi elaborado um script em Bash (Apéndice D). Desta maneira, 0
pipeline utiliza-se do genoma de referéncia, de uma planilha de amostras e dos arquivos fastq
como entrada, executa controles de qualidade (QC), corte, pseudo-alinhamento e produz uma

matriz de expressdo génica e um extenso relatorio QC.

Figura 3 - Principais etapas e subetapas realizadas no pipeline nf-core/rnaseq

FastQC G.Ic'lrlil;gel FastQC SortMeRNA T STAR RSEM T
O O O O O O—
SORTMERNA_INDEX ([)
CUSTOM_GETCHROMSIZES () ETAPAS METODO
0. Preparacéo do genoma Alinhamento: STAR (,mx:()
MAKE_TRANSCRIPTS_FASTA 1. Pré-processamento Quantificagio: RSEM staty)
2. Alinhamento e quantificacéo de genoma o
(l
GTF2BED 3. Pés-processamento MurkDupIi:m
4. Controle de qualidade final
BEDtools
GTF_FILTER gemonee
4 @ bedGraphToBigWig
GUNZIP_GTF RSeQC
) (maltiplos |
MuQC  (PCA spdaas) dopRodar  omaseq”  Preseq  médulos) Stringe
) e

'a" 'e" e
.—C ./ v, v ~ ~

Fonte: Elaborado pelo autor.

Anterior a execucao do pipeline nf-core/rnaseq, foi gerado o indice do genoma através
do STAR (DOBIN et al., 2013), que serve como estrutura de dados para 0 mapeamento das
leituras de RNA-seq contra o genoma de referéncia, utilizando o arquivo do genoma de

referéncia em fasta e a anotacao génica em gtf.

Inicialmente, o pipeline nf-core/rnaseq realiza a preparacdo (PREPARE_GENOME) do
genoma de referéncia para a etapa de alinhamento das leituras de sequenciamento. A subetapa
GUNZIP_GTF utiliza a ferramenta gunzip para descompactar o arquivo GTF (neste caso:
Sfru.gtf.gz), resultando no arquivo descompactado (Sfru.gtf). Este arquivo contém as anotacoes
génicas necessarias para as analises subsequentes. Em seguida, na subetapa GTF_FILTER, o
arquivo GTF descompactado é filtrado para garantir sua consisténcia com o genoma de

referéncia (Sfru.fna). Esta filtragem, realizada por scripts internos do pipeline, remove entradas
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invalidas ou inconsistentes, produzindo um arquivo corrigido (Sfru.filtered.gtf), que é
posteriormente convertido para o formato BED (GTF2BED) utilizando ferramentas internas de
conversdo de formatos. O formato BED facilita a manipulagéo e visualizagdo de intervalos

gendmicos em etapas futuras.

Prosseguindo, a subetapa MAKE_TRANSCRIPTS_FASTA utiliza o genoma de
referéncia (Sfru.fna) para gerar um arquivo FASTA de transcritos (transcripts.fasta). Este
arquivo é essencial para a quantificacdo da expressdo génica, servindo como referéncia para
ferramentas como o RSEM (RNA-Seq by Expectation-Maximization) (LI et al., 2011).
Paralelamente, a subetapa CUSTOM_GETCHROMSIZES extrai o0s tamanhos dos
cromossomos a partir do genoma de referéncia, produzindo um arquivo denominado de
chrom_sizes.txt. Este arquivo é fundamental para a criacdo de arquivos BigWig, que sdo

utilizados para visualizar a cobertura de sequéncias em navegadores gendmicos.

Uma etapa crucial no posterior pré-processamento das leituras de RNA-seq é a
construcdo do indice para a remocdo de RNA ribossomal, realizada por
PREPARE_GENOME:SORTMERNA _INDEX. Utilizando a ferramenta SortMeRNA
(KOPYLOVA et al., 2012), o pipeline constréi um indice a partir das sequéncias de RNA
ribossomal especificadas no arquivo de manifesto (ribo_database _manifest). Este indice
permite a filtragem eficiente de leituras derivadas de RNA ribossomal nas etapas subsequentes,

reduzindo a contaminagdo e focando a analise em mRNA de alta qualidade.

Com o genoma de referéncia preparado, o pipeline avanca para o pré-processamento
das leituras fastq. A primeira subetapa envolve a verificacdo de qualidade das leituras,
utilizando o FastQC (ANDREWS, s.d.). O FastQC gera relatérios detalhados (*.fastgc.html e
* fastqc.zip) que avaliam métricas como a qualidade das bases, a distribuicéo de sequéncias de
adaptadores e a uniformidade da cobertura ao longo das leituras. Identificar e corrigir potenciais

problemas nesta fase é essencial para garantir a integridade dos dados antes do alinhamento.

Posteriormente, a etapa de trimming de adaptadores e filtragem de qualidade € realizada
pelo Trim Galore! (KRUEGER et al., 2021). O Trim Galore! remove sequéncias de adaptadores
e bases de baixa qualidade das leituras fastq, aprimorando a qualidade geral das sequéncias para
um alinhamento mais preciso. Ap0s esse processo, um novo passo de avaliacdo da qualidade

com o FastQC é realizado sobre as leituras ja trimadas, assegurando que as sequéncias
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resultantes atendam aos padrdes de qualidade necessarios para as etapas subsequentes. Em
seguida, essas leituras séo filtradas para remover RNA ribossomal utilizando o SortMeRNA. O
SortMeRNA, com o indice previamente construido, filtra eficientemente as leituras, gerando
arquivos fastg ndo ribossomais (*.fastq.gz), que serdo entdo utilizados nas etapas de

alinhamento e quantificacao.

A quantificagdo da expressdo génica pode ser realizada por diferentes ferramentas,
incluindo o RSEM, utilizado neste trabalho. Nesta etapa, as leituras sdo primeiramente
alinhadas ao genoma de referéncia por meio do STAR, invocado internamente pelo RSEM,
para entdo estimar a abundancia da expressao dos genes e de suas isoformas. O RSEM emprega
um modelo probabilistico para distribuir as leituras entre os diferentes transcritos, produzindo
arquivos de resultados (*.genes.results e *.isoforms.results) que contém contagens de expressao

e valores normalizados de TPM (Transcripts Per Million).

Apbs a quantificacdo, os arquivos BAM resultantes dos alinhamentos sdo ordenados
(sort) utilizando o SAMtools (LI et al., 2009), que organiza as leituras por coordenadas
gendmicas, facilitando o acesso e a analise subsequente. A indexagdo dos arquivos BAM
ordenados ¢é realizada pela subetapa de index, que gera arquivos de indice (*.sorted.bam.bai ou
*.sorted.bam.csi). Estes indices permitem o acesso rapido a regides especificas do genoma

durante a visualizacdo e analise dos dados.

Além disso, estatisticas (stats) detalhadas do alinhamento séo geradas pelo SAMtools
através  das  subetapas SAMTOOLS_STATS, SAMTOOLS_FLAGSTAT e
SAMTOOLS_IDXSTATS. Estas estatisticas fornecem métricas abrangentes sobre a qualidade
do alinhamento, incluindo o nimero de leituras mapeadas, ndo mapeadas, duplicadas e
distribuidas por cromossomos. Tais informagdes sdo fundamentais para avaliar a eficiéncia do
alinhamento e identificar possiveis problemas como baixa taxa de mapeamento ou

contaminagdo cromossdmica.

Para mitigar vieses introduzidos pela amplificacdo por PCR, o pipeline utiliza o Picard
MarkDuplicates (BROARD INSTITUTE, 2019). Esta ferramenta identifica e marca leituras
duplicadas no arquivo BAM, evitando a contaminagdo dos dados de expressdo génica por

redundancias técnicas. Apds a marcagdo de duplicatas, o arquivo BAM é novamente indexado
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e submetido a novas estatisticas pelo SAMtools, assegurando que a limpeza de duplicatas ndo

comprometa a qualidade do alinhamento final.

Para a criacdo de arquivos de cobertura BigWig, o pipeline emprega o BEDTools
(genomecov) (QUINLAN et al., 2010) para calcular a cobertura do genoma nas fitas direta e
reversa do DNA, resultando em arquivos BEDGraph (*.forward.bedGraph e
*.reverse.bedGraph). Posteriormente, esses arquivos BEDGraph séo convertidos para o formato
BigWig por meio do bedGraphToBigWig. Os arquivos BigWig séo gerados como parte do
pipeline do nf-core/rnaseq para possibilitar a visualizacdo da cobertura gendmica em
navegadores genémicos, sendo otimizados para representar a distribuicdo das leituras ao longo

do genoma.

Em uma etapa subsequente do pipeline, a montagem e quantificagdo de transcritos
podem ser conduzidas pela ferramenta StringTie (KOVAKA et al., 2019). Diferentemente do
RSEM, que partiu de um conjunto pré-definido de transcritos para quantificacdo, o StringTie
pode montar transcritos de novo ou ajusté-los guiado pela anotacdo de referéncia a partir das
leituras alinhadas. Como resultado, sdo gerados arquivos como *.transcripts.gtf e
*.gene_abundance.txt, permitindo a identificacdo de novas variantes de splicing e a

quantificacdo de isoformas especificas.

Para assegurar a qualidade dos dados, o pipeline incorpora vérias ferramentas de
controle de qualidade extensivas. O RSeQC (WANG et al., 2012) executa multiplas analises
especificas para dados de RNA-seq, incluindo a geracdo de estatisticas detalhadas do arquivo
BAM (RSEQC_BAMSTAT), avaliacdo da distancia interna entre leituras emparelhadas
(RSEQC_INNERDISTANCE), inferéncia da orientagdo das leituras (strandedness)
(RSEQC_INFEREXPERIMENT), analise de juncdes de splicing
(RSEQC_JUNCTIONANNOTATION e RSEQC_JUNCTIONSATURATION), distribuicdo
das leituras em relagdo as caracteristicas genémicas (RSEQC_READDISTRIBUTION) e
avaliagédo da duplicagéo de leituras (RSEQC_READDUPLICATION). Essas analises fornecem
uma visdo abrangente da integridade e qualidade dos dados de RNA-seq, identificando

possiveis problemas como amostras degradadas ou contaminacdo por RNA ndo ribossomal.
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Adicionalmente, o Qualimap (OKONECHNIKOV et al., 2016) avalia a qualidade do
alinhamento e a cobertura das leituras em relacdo as caracteristicas gendémicas, identificando
possiveis vieses ou problemas no sequenciamento. O dupRadar (SAYOLS et al., 2016)
relaciona a taxa de duplicacdo de leituras com o0s niveis de expressdo génica, permitindo a
identificacdo de duplicacbes técnicas excessivas que podem enviesar a quantificacdo de

expressao.

A anélise de complexidade da biblioteca é conduzida pelo DESeqg2 (LOVE et al., 2014),
que realiza andlises de componentes principais (PCA) e gera mapas de calor de similaridade
entre amostras. Estas analises auxiliam na identificacdo de agrupamentos de amostras, efeitos
de lote ou outros vieses experimentais, assegurando a reprodutibilidade e a robustez das analises

de expressdo génica.

Finalmente, a ferramenta MultiQC (EWELS et al., 2016) agrega todos os resultados de
controle de qualidade gerados pelas diversas etapas do pipeline em um Unico relatério
consolidado (multigc_report.html). Este relatdrio interativo contém visualiza¢fes abrangentes
e resumos das diferentes analises de qualidade, facilitando a interpretacdo dos dados e
permitindo aos pesquisadores identificar rapidamente quaisquer problemas ou padrées nos
dados de RNA-seq.

Em concluséo, o pipeline nf-core/rnaseq oferece uma abordagem integrada e rigorosa
para a analise de dados de RNA-seq, combinando ferramentas especializadas para preparagdo
do genoma de referéncia, pré-processamento das leituras, alinhamento, quantificacdo de
expressao génica e controle de qualidade. Cada software empregado desempenha um papel
especifico, assegurando que os dados processados e analises subsequentes, como estudos de
expressdo diferencial, sejam baseadas em dados robustos e confidveis. A integracdo dessas
etapas, juntamente com a geracéo de relatérios detalhados, permite um controle de qualidade,

promovendo resultados coerentes e reprodutiveis em pesquisas académicas.
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3.3 Filtragem dos conjuntos de dados de sequenciamento para as analises de rede de co-

expressao

Para garantir melhores resultados, diferentes critérios foram utilizados para filtrar os
conjuntos de dados de sequenciamento do SRA que seriam utilizados nas analises de WGCNA,

de acordo com o descrito a seguir.
3.3.1 Remocéo de conjuntos de dados sem os dois arquivos de leitura pareados

Inicialmente, foram removidos 2 conjuntos de dados, SRR24746394 e SRR24746395,
por ndo apresentarem ambos os sentidos de leitura *_1.fastq e *_2.fastq esperados para dados
de paired-end. Esse filtro foi necessario, porque mesmo que tenha sido realizado o pré-
selecionamento das amostras do SRA, utilizando como critério apenas buscar conjuntos que
possuissem leituras pareadas, apés o download observou-se esse problema nos arquivos

descritos.
3.3.2 Remocéo de leituras de sequenciamento com tamanho muito reduzido

O tamanho das leituras de sequenciamento pode influenciar na qualidade do
alinhamento das leituras de RNA ao genoma de referéncia, aumentando as chances de erro. Por
isso, optou-se por selecionar amostras que obtiveram uma média de tamanho minimo da soma

dos dois pares de leituras de pelo menos 190 pb ap6s a filtragem dos dados pelo Trimmomatic.
3.3.3 Remocéo de conjuntos de dados com baixa cobertura do genoma

Para aumentar a eficacia das anélises de RNA-seq, apenas amostras que tiveram pelo

menos 5 milhdes de leituras de sequenciamento alinhadas contra 0 genoma foram mantidas.
3.3.4 Remocéo de conjuntos de dados com baixa taxa de alinhamento

Com o objetivo de manter apenas conjuntos de dados com boa qualidade de
sequenciamento e baixas taxas de contaminacédo, apenas aqueles que obtiveram um minimo de

70% de leituras de sequenciamento alinhadas contra o genoma de referéncia foram mantidas.

3.3.5 Remocéo de conjuntos de dados com percentual de GC divergente do esperado para a

especie
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Com o intuito de remover conjuntos de dados com grandes quantidades de sequéncias
contaminantes ou erroneamente depositadas no SRA como pertencentes a individuos de S.
frugiperda, o valor médio de GC (guanina-citosina) (47,2%) foi utilizado como filtro. Amostras
que desviaram em pelo menos 2 vezes o desvio padréo (2,6) encontrado para o valor médio de
GC, ou seja, as amostras com valores percentuais de GC menores que 41,9% e superiores a

52,4%, foram removidas.
3.3.6 Selecdo das amostras com base nos tecidos a serem utilizados nas anélises de WGCNA

Apobs a filtragem de qualidade do sequenciamento, as amostras foram selecionadas com
base nas condi¢cdes experimentais, adotando-se um minimo de 10 amostras por tecido. Esse
critério foi definido considerando as caracteristicas do conjunto de dados e as recomendacGes
da literatura, que indicam um minimo de 6 replicatas por condigdo e pelo menos 12 amostras
para a identificacdo de genes diferencialmente expressos (POPLOWSKI et al., 2018;
SCHURCH et al., 2016).

3.4 ldentificagcdo dos genes presentes em redes co-expressao

Apos a execucdo do pipeline nf-core/rnaseq e a realizacdo das filtragens, aplicou-se um
script em linguagem R que foi criado (Apéndice E) para identificar os moédulos de co-expressao

génica relacionados aos tecidos e estagio de desenvolvimento de S. frugiperda.

Inicialmente, o script carrega os dados de TPM gerados pelo nf-core/rnaseq e metadados
de tecido e estagio de vida associados as amostras especificas. Ele inicia a verificacdo da
integridade das informacdes, removendo as amostras que estdo ausentes nos metadados, assim
como 0s genes que tiveram valores nulos de expressdo nas amostras. Em seguida, alinha os
metadados as amostras de expressdo génica, assegurando correlacdo entre ambos os dados e

metadados.

Apbs a limpeza, os dados de expressao sdo normalizados pelo pacote DESeq2, que
aplica uma transformacdo de variancia para melhorar a comparagdo entre as amostras. Desta
maneira, os genes sdo filtrados com base na variancia, selecionando apenas aqueles com alta

variabilidade de percentil 95, a fim de identificar padrdes bioldgicos significativos.
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A partir do WGCNA, é criado uma rede de co-expressdo génica, calculando o melhor
soft-thresholding power, um parametro que ajuda a determinar a conectividade entre os genes,
garantindo que a rede siga uma topologia livre de escala. Através deste parametro, o codigo
gera uma matriz de sobreposicéo topoldgica (TOM) e clusters de genes em modulos, cada um

identificado por uma cor especifica.

Sendo identificado os mddulos, o script calcula os eigengenes (representantes médios
de cada mddulo) e analisa suas relagfes com os tecidos e estagios de vida. Isso é demonstrado
em gréaficos de calor (heatmaps) e dendrogramas, propiciando a observacdo das associacdes
entre mddulos e condi¢des experimentais. Também séo gerados graficos de violino para ilustrar
a distribuicdo da expressdo génica por tecido, e gréaficos de linha que ressaltam padrfes de
expressdo por modulo ao longo dos tecidos e estagios de vida.

Posteriormente, os dados relevantes sdo exportados, tais como tabelas que relacionam
genes aos modulos, e redes de co-expressdo génica que podem ser utilizadas em softwares como
Cytoscape para analises mais detalhadas. Esses resultados podem identificar genes centrais e
fornecer informacGes sobre fungdes bioldgicas que podem ser compartilhadas entre genes co-

EXPressos.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Descricao do pipeline desenvolvido

O pipeline desenvolvido e implementado neste estudo representa uma abordagem
integrativa para a analise de dados publicos de RNA-seq, com foco na construcéo de redes de
co-expressao génica para Spodoptera frugiperda. Ele foi estruturado em um fluxo de quatro
etapas principais (Figura 4), permitindo a organizacdo e 0 processamento automatizado de
grandes volumes de dados. Ao longo das etapas, foram aplicadas filtragens essenciais, como a
remocdo de leituras de baixa qualidade, a exclusdo de genes com valores nulos ou
significativamente baixos de expressdo, além da eliminacdo de amostras ausentes nos
metadados (tecido e estagio de vida), garantindo a integridade e a qualidade dos resultados
obtidos.

Figura 4 — Fluxo geral do pipeline desenvolvido

L DOWNLOAD DOS DADOS DO SRAE APENDICE B
CONVERSAO PARA FORMATO FASTQ
2 OTIMIZA;RO DE PR?CESSAMENTO APENDICE C
ATRAVES DE DIVISAO EM GRUPOS
EXECU(;I\O EM CICLO DO PIPELINE APENDICE D
NFCORE/RNASEQ PARA OS GRUPOS
4 .
EXECUCAO DA APENDICE E
ANALISE DE WGCNA

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na primeira etapa, foi implementado um script Bash (Apéndice B) para automatizar o
download dos dados brutos do Sequence Read Archive (SRA) e sua conversdo para o formato
FASTQ. O script utilizou os comandos prefetch e fasterg-dump, ambos do SRA Toolkit, e
gerenciou os casos de duplicagdo, garantindo a conclusdo bem-sucedida do download mesmo

em situacOes de falha.

A segunda etapa consistiu na otimizacéo do processamento por meio de um script Bash
(Apéndice C), que agrupou os conjuntos de dados de acordo com um tamanho total maximo

definido pelo usuario.

Na terceira etapa, os grupos de dados foram processados em ciclo pelo pipeline nf-
core/rnaseq, amplamente utilizado para o processamento de dados de RNA-seq. Um script
especifico (Apéndice D) foi implementado para automatizar a execucao sequencial do pipeline

para cada grupo.

Por fim, na quarta etapa, realizou-se a analise de WGCNA (Weighted Gene Co-
expression Network Analysis) utilizando um script em linguagem R (Apéndice E). O script
processou os dados de expressao génica, alinhando-os aos metadados de tecido e estagio de

desenvolvimento.
4.2 Descricdo do conjunto de dados utilizado

Um total de 837 conjuntos de dados de sequenciamento foram obtidos do banco de dados
do SRA, utilizando os critérios de busca descritos no item 3.1. Estes conjuntos de dados
incluiam amostras de diferentes tecidos e fases de vida do inseto (Tabela 1) e provenientes de

diferentes paises (Figura 5).

O gréafico da Figura 5 destaca a China como o pais com maior quantidade de amostras
(403), sequido por 'Desconhecido’ (177) e Brasil (144), enquanto outros paises apresentam
nimeros significativamente menores, como Zambia (42), india (27), Franca (26), Estados
Unidos (17) e Coreia do Sul (1).
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Tabela 1 - Distribuicdo das amostras conforme o tipo de tecido, a fase da vida e o sexo dos
insetos coletados, incluindo o nimero inicial de amostras e 0 nimero final apos as filtragens

aplicadas aos conjuntos de dados

NUmerode  NGmero de
Tecido Fase davida  Sexo amostras amostras Observacgao
(Inicial) (Filtrado)
Corpo inteiro Larva - 195 64
Corpo inteiro Pupa - 39 39
Corpo inteiro Adulto Macho 14 14
Corpo inteiro Adulto Feméa 14 14 Selecionadas
Instestino médio Larva - 58 55 para as
Oviério Pupa - 25 18 analises de
Corpo gorduroso Larva - 22 22 WGCNA
Hemolinfa Larva - 18 18
Integumento Larva - 19 17
Torax Adulto - 15 15
Desconhecido Larva - 136 -
Corpo inteiro Desconhecido - 92 -
Desconhecido Desconhecido - 45 - Excluidas
Linhagem celular - - 25 - por falta de
Instestino médio Desconhecido - 20 - informacédo
Desconhecido Adulto - 12 -
Ovario Desconhecido - 10 -
- Embrido - 12 6
Hemadcito Larva - 9 -
Gandula de feromonio Desconhecido - 9 -
Cerébro Adulto - 8 -
Glandulas salivares Larva - 8 -
Intestino Desconhecido - 6 -
Abddmen e glandula de feroménio  Desconhecido - 6 -
Antena Adulto - 3 - Excluidas
Antena Desconhecido - 2 - pelo nimero
Asas membranosas Adulto - 5 - de amostras
Ovario Adulto Fémea 3 -
Testiculo Adulto Macho 2 -
Cuticula Larva - 1 -
Cabeca Larva - 1 -
Tudbulo de Malpighi Larva - 1 -
Corpo Inteiro Larva, pupa, - 1 -
adulto
Hemolinfa Desconhecido 1 -

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 5 - Distribuicdo do nimero de amostras por pais

Nuamero de Amostras por Pais

Namero de
Amostras
403
177
144
42 27 26 17
N R 1
St - -
> Pais
China Desconhecido Brasil Zambia india Franca Estados  Coreia do Sul
Unidos

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relagdo as diferentes fases de vida, a maior parte dos dados obtidos s&o referentes a
larva (470), seguidos de adulto (54), pupa (65) e embriéo (12), enquanto 236 conjuntos de dados
ndo possuem essa informacdo no SRA. Ha uma maior incidéncia de estudos com larva, o que
pode ser atribuido ao fato de ser a fase da vida da lagarta-do-cartucho que causa maior dano as
plantas cultivadas (BAKRY et al., 2023; WANG et al., 2020). Em estagios iniciais, as larvas
alimentam-se de folhas na parte superior da copa da planta, ja as larvas mais velhas geralmente
se alimentam em areas protegidas da planta, como o verticilo, a base da folha ou o fruto
(BUNTIN et al., 1986). Desta maneira, 0s estudos com larvas podem ser mais interessantes

para a identificacdo de genes alvo para o desenvolvimento de estratégias de controle.

Em relacdo aos tecidos, o maior nimero de conjunto de dados foi referente a amostras
de corpo inteiro (341), seguido de intestino médio (78) e ovario (38). Estudos com o corpo
inteiro podem auxiliar na montagem de um transcriptoma de referéncia para esses insetos e
auxiliar em analises voltadas a comparacéo de grupos controles e tratados. Estudos com dados
de RNA-seq de corpo inteiro ja foram utilizados, por exemplo, para comparar o transcriptoma
de larvas de S. frugiperda em um grupo controle com aquele de larvas de grupos tratados com
trés tipos de inseticidas diferentes, permitindo a identificagdo de genes diferencialmente
expressos em todos os tratamentos e aqueles que foram especificos de cada um deles (SHU et
al., 2023). Além do corpo inteiro, € interessante observar a grande quantidade de dados de

intestino médio, o que pode refletir a busca por alvos nessa regido do corpo dos insetos que esta
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diretamente em contato com os alimentos ingeridos, incluindo as moléculas de defesa das
plantas. O intestino médio, por exemplo, é o alvo das toxinas Cry isoladas de Bacillus
thuringiensis (Bt) e inseridas nas plantas transgénicas contendo Bt (KARUPPAIYAN et al.,
2022; WANG et al., 2019; MAHALAKSHMI et al., 2021).

Ao extrair as informacdes dos metadados obtidos, observou-se que a China foi
responsavel pela grande maioria dos conjuntos de dados de sequenciamento (Figura 5), isto
podendo ser devido a grande presenca da praga no pais, resultante da grande producéo de milho
(GLOBO RURAL, 2024), concomitantemente com uma maior disponibilidade de infraestrutura
e qualificacdo para a realizacdo de sequenciamentos. No pais ha, por exemplo, o The National
Genomics Data Center (NGDC) fundamental para a gestéo de dados gendmicos na China, com
infraestrutura avancada de 1,6 Gbps de largura de banda, 11.200 nlcleos de processamento,
437 TFlops e 46 petabytes de armazenamento (NATIONAL GENOMICS DATA CENTER,
s.d.).

A mariposa Spodoptera frugiperda dispersou-se pela primeira vez no sul da China em
dezembro de 2018, marcando o inicio de sua invasdo nessa regido e, ao longo do tempo,
espalhou-se pelo pais, representando uma ameaca severa a agricultura (SUN et al., 2021; ZHOU
et al., 2021). Em 2019 e 2020, ela se espalhou de 26 para 27 provincias, respectivamente,
danificando por volta de 1 milh&o de hectares de plantio por ano, sendo o milho a cultura mais
significativamente impactada (ZHOU et al., 2021). Tendo em conta estas informacdes, fica
claro a grande presenca de dados de sequenciamento visando estudar o organismo para

desenvolvimento de métodos de controle mais eficazes.

Além da China, observou-se que o Brasil foi 0 segundo pais que mais contribuiu com
dados de sequenciamento, produzindo um total de 144 conjuntos de dados. Essa alta
contribuicdo do Brasil, também pode ter ocorrido visto que o pais também é um grande produtor
de milho (GLOBO RURAL, 2024) e de outras plantas cultivadas e que sdo atacadas por essa
especie. S. frugiperda tem sido reportada, como a principal praga do milho no Brasil em
diferentes anos (CRUZ, 1995; VALICENTE, 2015). No entanto, é provavel que haja menos
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dados provenientes do Brasil do que da China, devido a falta de maiores investimentos em

infraestrutura e capacitacdo de pessoal para a realizacdo dessas analises.

Além desses dados, ressalta-se novamente a falta de uma completa descri¢do dos dados
depositados no SRA, refletida no fato de que 177 das amostras disponiveis no banco de dados
ndo apresentaram em seus metadados o local de proveniéncia do sequenciamento, levando a

uma perda de informacdes e uma possivel anélise.

Outra observacao interessante acerca dos dados de RNA-seq obtidos refere-se a data de
liberacdo dos conjuntos de dados no banco de dados do SRA (Figura 6), a qual demonstra uma
crescente quantidade de dados, principalmente a partir de 2018, o que pode ser devido ao inicio

da incidéncia dessa praga na China, conforme descrito anteriormente.

Figura 6 - Evolugdo da Quantidade de Dados Anuais de 2015 a 2024

Quantidades de Dados Anuais de
2015 a 2024

Quantidade de
Dados

277

Ano
2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Filtragem das sequéncias por qualidade de sequenciamento

Os dados de sequenciamento foram filtrados por qualidade pelo pipeline do nf-core,
utilizando os softwares CutAdapt e Trimmomatic. A Figura 7 apresenta os graficos de qualidade
das sequéncias por posicdo antes e apos a filtragem por estes programas, demonstrando a sua
eficcia na limpeza desses dados. Além das posi¢cdes com baixa qualidade de sequenciamento,
também foram removidas sequéncias de adaptadores de diferentes tamanhos (Figura 8),
resultando em uma significante reducdo do nimero de conjuntos de dados com presenca de

adaptadores. Com este filtro, os conjuntos que apresentavam adaptadores foram reduzidos de
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1426 para 4 (Figura 8). Desta forma, é possivel observar que os conjuntos de dados utilizados

nas analises posteriores foram satisfatoriamente filtrados por essas etapas.

Figura 7 - Avaliacdo dos escores de qualidade média das sequéncias ao longo das posicoes de
bases em 837 amostras, agregados pelo MultiQC, utilizando dados do FastQC.
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() Representa a qualidade inicial das sequéncias antes da trimagem, com uma queda acentuada em
determinadas regides. (b) Mostra a qualidade das sequéncias apds a trimagem, evidenciando uma
melhora geral nos escores e uma maior estabilidade ao longo das posigdes.

Fonte: Elaborado pelo autor.



31

Figura 8 - Conteudo de adaptadores nas sequéncias ao longo das posi¢des de bases, analisado
pelo FastQC.
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(a) Exibe a presenca de adaptadores em 1.426 amostras antes da trimagem, com aumento significativo
nas posicdes finais das sequéncias. (b) Mostra a reducéo do contetdo de adaptadores ap6s a trimagem
em 4 amostras, evidenciando uma melhoria na remocéo de adaptadores e maior qualidade das
sequéncias.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Filtragem dos dados para remocdo de sequéncias contaminantes e profundidade de

sequenciamento

Apos as filtragens das sequéncias por qualidade e presenca de adaptadores descritas
anteriormente, muitas sequéncias ainda apresentavam valores de percentual de GC desviantes
do padrdo encontrado na maioria das amostras (Figura 9). Para evitar ruidos oriundos de
conjuntos de dados contendo muitas sequéncias contaminantes, foram removidas as amostras
com valores de percentual médio de GC inferiores ou superiores & média (47,2%), mais ou
menos duas vezes o valor do desvio padrao (2,6) observado para todas as amostras obtidas do
banco de dados do SRA. Este filtro removeu 32 conjuntos de dados que podem, dentre outras
coisas, representar conjuntos de dados anotados de forma errbnea no SRA como provenientes
de S. frugiperda.

Figura 9 - Estatisticas gerais de qualidade e alinhamento das sequéncias em 837 amostras
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A figura mostra métricas detalhadas sobre duplicag&o, alinhamento, taxa de erro, mapeamento e
contetdo de bases, obtidas por diversas ferramentas, incluindo Picard, QualiMap, RSeQC, Samtools e
FastQC. Cada linha representa uma métrica especifica, com distribuicdo de valores para cada amostra,

evidenciando a variabilidade e a qualidade geral do conjunto de dados ap6s 0 processamento.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Além dos contaminantes, foram removidas sequéncias com tamanho total das leituras
de sequenciamento (somadas as duas leituras pareadas) inferiores a 190 pb, com o intuito de
diminuir o percentual de alinhamentos inespecificos contra o genoma de referéncia. Esse filtro
removeu 10 sequéncias apresentadas como outliers nos valores de “FastQC (trimmed) - Median
len” na Figura 8, para as quais os tamanhos medios de leituras de sequenciamento de cada

amostra foram inferiores a 95pb.

Ademais, com o intuito de selecionar conjuntos de dados com uma maior cobertura do
genoma, aumentando as chances de genes pouco expressos serem contemplados pela
amostragem, apenas conjuntos de dados que apresentaram um minimo de 5 milhdes de leituras
de sequenciamento alinhadas contra 0 genoma foram mantidos. Nesse filtro, foram removidos
162 conjuntos de dados. Além do nimero de leituras de sequenciamento mapeadas, também
foram removidas amostras para as quais menos de 70% das leituras de sequenciamento foram
alinhadas ao genoma de referéncia. Nesta etapa, foram removidas as 62 amostras destacadas

como outliers na Figura 8 (“Samtools: stats - % mapped”).

Desta forma, foram selecionados 641 conjuntos de dados que passaram em todos 0S

filtros descritos anteriormente.
4.4 Selecdo das amostras para as analises de WCGNA

Muitos conjuntos de dados obtidos do banco de dados do SRA ndo apresentavam uma
descricdo completa dos tecidos e fases da vida amostrados (Tabela 1). Diante disso, 339
conjuntos de dados precisaram ser removidos das analises de WGCNA por falta de informacéo
sobre as amostras obtidas. Além desses, 25 conjuntos de dados de sequenciamento provenientes
de andlises com linhagens celulares ndo identificados também foram excluidos das analises.
Além disso, dentre as possiveis condi¢Oes, para 0s quais seria possivel classificar as amostras
por tecido e fase da vida, 12 foram excluidos por possuirem menos de 10 amostras cada, antes
ou apos a filtragem dos dados (Tabela 1), levando a exclusdo de um total de 54 amostras nesta
etapa. Desta maneira, 365 conjuntos foram eliminados tendo em conta a falta de informagéo e
baixa quantidade de amostras presentes na condi¢éo.

Apbs as filtragens, foram selecionadas 10 condicGes para as anélises de WGCNA,

incluindo amostras de corpo inteiro de larvas (64), pupa (39), machos adultos (14) e fémeas
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adultas (14); intestino médio (55), corpo gorduroso (22), hemolinfa (18) e integumento (17) de
larvas; ovério de pupas (18); e torax de adultos (15) (Tabela 1), totalizando 276.

4.5 Rede de co-expressao génica

As amostras selecionadas na etapa anterior foram submetidas as analises de predicédo de
redes de co-expressdo génica utilizando o metodo WGCNA. Uma analise exploratoria do
conjunto de dados nos permitiu analisar a presenga de outliers entre as amostras selecionadas
para cada condicdo. Na Figura 10 sdo apresentados graficos comparando a contagem de leituras
de RNA-seq por amostra para cada uma das 10 condicdes selecionadas, demonstrando uma
uniformidade nos dados obtidos para cada um deles, sendo que cada painel representa um tecido
especifico em diferentes estagios, como larva, pupa e adulto (feminino e masculino). O eixo
vertical exibe a contagem de RNA Seq em uma escala logaritmica, enquanto o eixo horizontal

mostra as diferentes amostras analisadas.

Figura 10 - Contagem de leituras de RNA Seq para diferentes amostras e tecidos em

varios estagios de desenvolvimento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Um total de sete mddulos de co-expressdo foram preditos pelo WGCNA (Figura 11):
turquesa (turquoise) (393 genes), azul (blue) (120 genes), marrom (brown) (97 genes), amarelo
(yellow) (67 genes), cinza (grey) (60 genes), verde (green) (38 genes) e vermelho (red) (31
genes). Cada ramo representa a similaridade entre genes com base na expressdo. A altura dos
nos indica o nivel de similaridade: nds mais baixos representam genes mais similares. Na parte
inferior, as cores dos modulos indicam agrupamentos de genes com padrdes de co-expressao,

usados para identificar grupos de genes co-regulados e funcionalmente relacionados.

Figura 11 - Dendrograma de agrupamento (clustering)

Cluster Dendrogram

1.0

_fgl } = o |
SR ey
'L_FL f ﬂ“ ﬁkl% ?'ﬂ lT‘T?T | I !
AN

0.6
e

0.4

0.2
L

Madule colars

Fonte: Elaborado pelo autor.

Comparacdes entre os valores de expressdo normalizados e a sua média por tecido dentro
de cada mddulo sdo apresentadas nas Figuras 12 e 13, respectivamente. Esses dados
demonstram, por exemplo, que 0 maior modulo (turquesa) € composto por genes mais expressos
no intestino médio e no corpo inteiro das larvas, demonstrando que esse médulo de genes pode

ser 0 mais interessante para prospeccdo de genes alvos nessa fase de desenvolvimento.
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Na figura 13, cada linha representa a média de expressao de um mddulo de co-expressao

especifico, indicado pela cor (azul, marrom, verde, cinza, vermelho, turquesa e amarelo). Os

pontos em cada linha destacam os valores médios de expressao para facilitar a comparacéao

entre mddulos e tecidos.

Figura 12 - Expressdo normalizada de genes em diferentes tecidos e fases da vida
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 - Expressdo média normalizada de genes em diferentes tecidos e tecidos.
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5 CONCLUSAO

Através deste estudo, foi observada uma presenca significativa de conjuntos de dados
de sequenciamento de S. frugiperda provenientes da China, seguida pelo Brasil, o que reflete o

impacto desta praga nesses paises e a disponibilidade de infraestrutura para pesquisas dmicas.

A fase larval do organismo foi a mais representativa nos dados coletados, sendo
justificavel devido a que este estagio de desenvolvimento causa os maiores danos as plantas
cultivadas. Concomitantemente, a grande presenca do tecido de intestino médio e corpo inteiro
para essa fase destaca a busca por alvos moleculares que possam ser pesquisados para o0
desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes, especialmente a interacdo do

intestino médio com compostos, toxinas e defensivos agricolas.

Os dados obtidos ao longo do desenvolvimento deste trabalho demonstraram que existe
uma crescente quantidade de dados sendo disponibilizados no banco de dados do SRA do
NCBI, demonstrando que anélises comparando esses dados sdo cada dia mais possiveis de
serem realizadas. No entanto, ainda pode ser observada uma limitacdo no uso e na realizagédo
de analises aprofundadas desses dados, devido a falta de metadados. Essa lacuna resulta da
auséncia de informacdes basicas sobre a procedéncia dos dados, tais como local de origem,
tecido e fase da vida amostrados, no momento de submissdo ao NCBI por parte dos

pesquisadores.

Entretanto, mesmo com um numero consideravel de dados sendo descartados por falta
de metadados, conseguimos, por meio deste trabalho, predizer redes de co-expressao pelo
método WGCNA para 10 diferentes condi¢des e 7 modulos de co-expressdo génicas, agrupados
por fase de vida e tecido amostrado para S. frugiperda, demonstrando o potencial de uso desses

dados.

Especialmente, ressalta-se a possibilidade de uma investigacao aprofundada do modulo
turquesa por apresentar genes com maior expressdo no intestino medio da larva. A partir de
analises mais detalhadas, poderia-se considerar a desativacéo de genes ou a aplicacao da técnica
de CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), com a finalidade de

desenvolver novos métodos de controle da praga.
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Por fim, esse trabalho gerou um pipeline de Bioinformatica que pode ser aplicado em
futuras andlises que visem identificar redes de genes co-expressos, utilizando dados brutos de
sequenciamento disponiveis no SRA. Bem como gerou dados que podem ser futuramente

analisados para a identificacdo de genes de interesse em S. frugiperda.
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APENDICE A - LISTA DE ACESSO

A lista de acesso contendo os identificadores dos conjuntos de dados utilizados neste
trabalho esta disponivel para consulta no repositorio publico do GitHub, no seguinte endereco:
https://github.com/SpatiumRimor/CoExGenePipeline/blob/8943bb53c591e2151fh4b0525852
c89e052a98a6/SraAccL ist.txt



https://github.com/SpatiumRimor/CoExGenePipeline/blob/8943bb53c591e2151fb4b0525852c89e052a98a6/SraAccList.txt
https://github.com/SpatiumRimor/CoExGenePipeline/blob/8943bb53c591e2151fb4b0525852c89e052a98a6/SraAccList.txt
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APENDICE B - SCRIPT PARA DOWNLOAD DE DADOS DO SRAE
CONVERSAO PARA FORMATO FASTQ

#!/bin/bash

# Script: NCBI_fastq.sh

# Descricdo: Este script realiza o download de arquivos SRA e os converte para o
formato FASTQ, verificando se os arquivos ja foram baixados e atualizando as
listas correspondentes.

# Uso: ./NCBI fastq.sh

# Verifica se os arquivos 'baixados.txt' e 'SraAcclList_novos.txt' existem
if [[ ! -f baixados.txt || ! -f SraAccList_novos.txt ]]; then
echo "Criando arquivos iniciais 'baixados.txt' e 'SraAcclList_novos.txt'."

# Cria o arquivo 'baixados.txt' com a lista de diretdérios existentes
for dir in */ ; do

echo "${dir%/}"
done | sort | uniq > baixados.txt

# Cria o arquivo 'SraAcclList_novos.txt' com os novos itens que ainda nao
foram baixados

grep -vxFf baixados.txt SraAccList.txt > SraAcclList_novos.txt
else

echo "Arquivos ‘'baixados.txt' e 'SraAccList_novos.txt' ja existem. Pulando
criacdo inicial.”
fi

# Funcdo para verificar se um arquivo estd vazio
check_empty file() {
if [[ ! -s $1 ]]; then
echo "Nenhum arquivo para processar. Todos os arquivos foram baixados
com sucesso."
exit o
fi

# Fungdo para processar cada linha do arquivo (cada ID SRA)
process_line() {

local sra_id=$1

local retry=0

while true; do
echo
echo "Baixando $sra_id"
echo
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# Baixando arquivo com prefetch e capturando toda a saida

echo "Iniciando prefetch para $sra_id..."

prefetch $sra_id --max-size 1000000000000000000000000000000000000
local prefetch_exit_code=$?

# Verifica se o comando prefetch foi bem-sucedido
if [[ $prefetch_exit_code -ne @ ]]; then
# Se houver erro de servico externo, tenta novamente
if prefetch $sra_id 2>&1 | grep -q "Failed to call external
services."; then
echo "Falha ao chamar servigos externos durante prefetch.
Tentativa: $((retry+1)) para $sra_id."
echo
sleep 10
((retry++))
continue
else
# Se houver outro erro inesperado, retorna falha
echo "Erro inesperado durante prefetch”
echo
return 1
fi
fi

# Convertendo arquivo SRA para fastq com fasterq-dump
fasterq-dump $sra_id
if [[ $? -eq 3 ]]; then
# Se o arquivo ja existir, realiza comandos adicionais e atualiza a

lista
echo "Erro de arquivo ja existente. Executando comandos adicionais."
echo # Adiciona uma linha em branco
# Atualiza a lista de arquivos baixados
update_downloaded_list
return 0
fi
# Se tudo deu certo, sai do loop
break
done
}

# Fun¢ao para atualizar a lista de arquivos baixados
update_downloaded_list() {
# Atualiza 'baixados.txt' com a lista de diretdrios baixados
for dir in */ ; do
echo "${dir%/}"
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done | sort | uniq > baixados.txt

# Atualiza 'SraAcclList_novos.txt' com os IDs que ainda precisam ser baixados
grep -vxFf baixados.txt SraAccList.txt > SraAcclList_novos.txt

# Loop externo que continuara até que todos os arquivos sejam baixados
while true; do

# Verifica se hd arquivos a serem processados

check_empty_file "SraAcclList_novos.txt"

# Loop para ler o arquivo de entrada 'SraAcclList novos.txt' linha por linha
while IFS=$'\t' read -r linhal linha2 linha3 1linha4 linha5; do
need_retry=false
while true; do
# Processa cada linha, que corresponde a um ID SRA
process_line "$linhal"

# Se o process_line retornar 1, significa que houve falha e precisa
tentar novamente
if [[ $? -eq 1 ]1]; then
echo "Reiniciando tentativa para o arquivo $linhal."
echo
need_retry=true
sleep 10
continue
fi

# Se o process_line retornar @0, significa que o download foi bem-
sucedido
break
done
done < SraAcclList_novos.txt

# Atualiza a lista de arquivos baixados apds tentar todos os IDs
update_downloaded_list

# Verifica novamente se ha arquivos a serem processados
if [[ ! -s SraAcclList_novos.txt ]]; then
echo "Todos os arquivos foram baixados com sucesso."
break
fi

# Se houver falhas, tenta baixar novamente
if $need_retry; then
echo "Tentando novamente baixar arquivos que falharam..."
echo
fi
done
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APENDICE C - SCRIPT PARA DIVISAO DE RUNS

#!/bin/bash

# Script: split run_size.sh

# Descri¢ao: Divide uma lista de arquivos fastq.gz em miltiplos arquivos de
execug¢ao (Run) com base no tamanho total especificado.

# Uso: ./split_run_size.sh fastqSizesRuns.txt XXXGB X

# Verifica se os argumentos necessarios foram fornecidos
if [ "$#" -ne 3 ]; then
echo "Uso: $0 fastgSizesRuns.txt TAMANHO_MAXIMO NUMERO_INICIAL (exemplo: 200GB
5)"
exit 1
fi

INPUT_FILE="$1"
MAX_SIZE="$2"
START_RUN_NUMBER="$3"

# Verifica se o arquivo de entrada existe
echo "Verificando se o arquivo de entrada existe: $INPUT_FILE"
if [ ! -f "$INPUT_FILE" ]; then
echo "Erro: Arquivo de entrada $INPUT_FILE ndo encontrado."
exit 1
fi

# Fung¢ao para converter tamanho para bytes
# Esta fung¢do recebe uma string representando um tamanho (e.g., "200GB") e converte
para bytes
size to_bytes() {
local size_str="$1"
size_str=$(echo "$size str" | tr -d "'\"") # Remove aspas
size_str=$(echo "$size_str" | sed 's/,/./g') # Substitui virgulas por pontos
number=$(echo "$size_str" | sed -E 's/~([0-9.]+)[KMGT]?B?$/\1/') # Extrai a
parte numérica
unit=$(echo "$size str" | sed -E 's/~[0-9.]+([KMGT]?B?)$/\1/') # Extrai a
unidade
case "$unit" in
K|KB|k|kb) bytes=$(awk "BEGIN {print $number * 1000}") ;;
M|MB|m|mb) bytes=$(awk "BEGIN {print $number * 1000 * 1000}") ;;
G|GB|g|gb) bytes=$(awk "BEGIN {print $number * 1000 * 1000 * 1000}") ;;
T|TB|t|tb) bytes=$(awk "BEGIN {print $number * 1000 * 1000 * 1000 * 1000}")
B|b) bytes=$(awk "BEGIN {print $number}") ;;
*) bytes=0 ;;
esac
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echo "$bytes"

# Fung¢ao para converter bytes para formato legivel
# Esta fung¢ao converte um valor em bytes para um formato mais legivel (e.g.,
"200GB")
bytes_to_human() {
local bytes=$1
local unit="B"
local size=$bytes
if (( bytes >= 1000**4 )); then
size=$(awk "BEGIN {printf \"%.2f\", $bytes/1000000000000}")
unit="TB"
elif (( bytes >= 1000**3 )); then
size=$(awk "BEGIN {printf \"%.2f\", $bytes/1000000000}")
unit="GB"
elif (( bytes >= 1000**2 )); then
size=$(awk "BEGIN {printf \"%.2f\", $bytes/1000000}")
unit="MB"
elif (( bytes >= 1000 )); then
size=$(awk "BEGIN {printf \"%.2f\", $bytes/1000}")
unit="KB"
fi
echo "${size}${unit}"

# Converte o TAMANHO_MAXIMO para bytes
echo "Convertendo TAMANHO_MAXIMO para bytes: $MAX_SIZE"
MAX_SIZE_BYTES=$(size_to_bytes "$MAX_SIZE")
if [ "$MAX_SIZE_BYTES" -eq @ ]; then

echo "Erro: Formato de TAMANHO_MAXIMO invalido. Use formatos como 200GB, 100MB,
etc."
exit 1

fi

# Inicializa variaveis

echo "Inicializando variaveis"

run_number=$START_RUN_NUMBER # Come¢a do numero especificado
current_size=0

output_file="Run${run_number}.txt"

> "$output_file" # Cria ou esvazia o arquivo de saida inicial

declare -A run_sizes # Declara¢do de um array associativo para armazenar os
tamanhos dos arquivos de execug¢ao

prev_id=""
group_files=()
group_size=0
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# Funcdo para adicionar um grupo de arquivos ao run atual
# Verifica se o tamanho do grupo ultrapassa o limite e cria um novo run, se
necessario
add_group_to_run() {
local group_size=$1
local -n group files arr=$2 # Referéncia para o array de arquivos

# Verifica se o grupo atual excede o tamanho maximo permitido
if (( current_size + group_size > MAX_SIZE_BYTES )); then
if (( current_size == 0 )); then
# Caso em que o tamanho do grupo é maior que o permitido e ndo ha um
run atual
echo "O tamanho do grupo é maior que o tamanho maximo permitido e
nenhum run atual existente."
else
# Finaliza o run atual e cria um novo
run_sizes["Run${run_number}.txt"]=$current_size
size_human=$(bytes_to_human "$current_size")
echo "Run${run_number}.txt criado com tamanho: $size human"
run_number=$((run_number + 1))
output_file="Run${run_number}.txt"
> "$output_file"
current_size=0
fi
fi

# Adiciona cada arquivo do grupo ao run atual
for f in "${group_files_arr[@]}"; do
echo "Adicionando arquivo ao run atual: $f"
echo "$f" >> "$output_file"
done
current_size=$((current_size + group_size))

line_count=0

echo "Iniciando processamento do arquivo de entrada"
# Loop para processar cada linha do arquivo de entrada
while IFS= read -r line || [ -n "$line" ]; do
line_count=$((line_count + 1))
echo "Processando linha $line_count: $line"
if [ -z "$1line" ]; then
echo "Linha vazia encontrada, ignorando"
continue
fi

# Extrai o nome do arquivo e o tamanho da linha atual
filename=$(echo "$line" | awk '{print $1}')
size_str=$(echo "$line" | awk '{print $2}' | tr -d "'\"" | sed 's/,/./g")
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# Converte o tamanho para bytes
size bytes=$(size_to_bytes "$size str")

if [ "$size bytes" -eq @ ]; then
echo "Aviso: Formato de tamanho '$size str' para o arquivo '$filename’
invalido. Ignorando."
continue
fi
# Extrai o ID do arquivo, removendo sufixos como " 1" ou " 2" e a extensao
.fastq.gz
id=$(echo "$filename" | sed -E 's/(_[12])?\.fastq\.gz$//")

echo "ID do arquivo: $id"
# Verifica se o ID é igual ao do arquivo anterior, indicando que faz parte do
mesmo grupo
if [ "$id" == "$prev_id" ]; then
echo "ID igual ao anterior ($prev_id), adicionando ao grupo atual"
group_files+=("$filename")
group_size=$((group_size + size bytes))
add_group_to_run "$group_size" group_files
group_files=()
group_size=0
prev_id=""
else
# Caso o ID seja diferente, finaliza o grupo anterior (se houver) e inicia
um novo
if [ "${#tgroup_files[@]}" -gt @ ]; then
echo "Novo ID encontrado, adicionando grupo atual ao run e iniciando
novo grupo"
add_group_to_run "$group size" group files
group_files=()
group_size=0
fi
group_files=("$filename")
group_size="$size bytes"
prev_id="¢$id"
fi
done < "$INPUT_FILE"

# Adiciona o ultimo grupo ao run, se houver
if [ "${#group_files[@]}" -gt @ ]; then
echo "Adicionando grupo final ao run"
add_group_to_run "$group_size" group_files
fi

# Finaliza o ultimo run
run_sizes["Run${run_number}.txt"]=$current_size



size_human=$(bytes_to_human "$current_size")

echo "Run${run_number}.txt criado com tamanho: $size_human"

echo "Total de linhas processadas: $line_count"

echo "Divisdo concluida em Run${START_RUN_NUMBER}.txt até Run${run_number}.txt"
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APENDICE D - SCRIPT PARA EXECUCAO DO NFCORE-RNA/SEQ

#!/bin/bash
set -e # Faz o script parar em caso de erro

# Autor: David Daniel

# Descricao: Este script automatiza o processamento e empacotamento de runs de
dados de RNA-Seq usando o pipeline nf-core/rnaseq.

# Ele realiza as seguintes etapas principais:

# 1. Verifica se cada run ja foi processada e registrada em um log.

# 2. Exclui arquivos tempordrios ('work') para liberar espaco.

# 3. Cria um pacote tar.gz dos dados processados para armazenamento eficiente.

# 4. Processa os dados de RNA-Seq com o Nextflow, gerando relatdorios de qualidade
com o MultiQC.

# 5. Registra as runs processadas em um log.

# Definicao de Cores para Melhorar a Estética da Saida
GREEN="[0;32m"' # Cor verde para mensagens de sucesso
YELLOW="[1;33m" # Cor amarela para avisos

RED="[0;31m’ # Cor vermelha para erros
BLUE="'[0;34m"' # Cor azul para informacdes
NC="[om’ # Sem cor

# FungOes para Exibir Mensagens com Cores
function echo_info() {
echo -e "${BLUE}$1${NC}"

function echo_success() {
echo -e "${GREEN}$1${NC}"

function echo_warning() {
echo -e "${YELLOW}$1${NC}"

function echo_error() {
echo -e "${RED}$1${NC}"

# Fun¢ao para Verificar Integridade do tar.gz usando tar -tzf
function verify tar_integrity() {
local tar_file="¢1"

# Verifica se o arquivo nado esta vazio
if [ ! -s "$tar_file" ]; then
echo_error "Arquivo $tar_file estd vazio."



56

return 1
fi

# Tenta listar o conteudo do tar.gz

if ! tar -tzf "$tar_file" > /dev/null 2>&1; then
echo_error "Arquivo $tar_file estd corrompido ou invalido."
return 1

fi

echo_success "Arquivo $tar_file estd integro."
return 0

# Definicdes de Diretdrios e Arquivos

BASE_DIR=$(pwd) # Define o diretdério base como o diretdério atual
SAMPLE_SHEET_ORIGINAL="/media/hd9/star_usage/david-
sfru/Requisitos/sample_sheet.csv" # Caminho do arquivo de sample sheet original
LOG_FILE="$BASE_DIR/processed _runs.log" # Arquivo de log para registrar runs
processadas

DEST_DIR="/media/lgbio-nasl/davidsantos/TCC/Star-Nfcore/Analises” # Diretério de
destino para os arquivos empacotados

# Verificar se o diretdrio base existe

if [ ! -d "$BASE_DIR" ]; then
echo_error "Erro: O diretério base $BASE DIR nao existe."
exit 1

fi

# Verificar se o diretério de destino existe

if [ ! -d "$DEST_DIR" ]; then
echo_error "Erro: O diretdério de destino $DEST_DIR ndo existe."
exit 1

fi

# Criar o arquivo de log se nao existir
touch "$LOG_FILE"

# Navegar para o diretdrio base
cd "$BASE_DIR" || { echo_error "Erro: N3o foi possivel acessar $BASE_DIR."; exit 1;

}

# Gerar a lista de Runs
Runs=$(1s Run*.txt 2>/dev/null | grep -oP '\d+' | sort -n) # Lista todos os
arquivos Run*.txt, extrai os numeros e os ordena

# Verificar se existem Runs para processar

if [ -z "$Runs" ]; then
echo_error "Erro: Nenhum arquivo Run*.txt encontrado em $BASE_DIR."
exit 1
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fi

# Funcdo para Verificar se uma Run ja foi Processada
function is_run_processed() {

local run_number="$1"

grep -gqw "Run$run_number" "$LOG_FILE" # Verifica se a run ja estd registrada
no log

}

# Loop para cada Run

for Run in $Runs; do
O "
echo_info "Processando Run$Run"

echo M-----c--oommeo oo

# Verificar se a Run ja foi processada
if is_run_processed "$Run"; then
echo_success "Run$Run ja foi processada anteriormente. Pulando para a
préxima Run..."
continue
fi

# Definir variadveis

RunDir="$BASE_DIR/Run$Run" # Diretdério da run atual

OutputDir="$RunDir/star-rsemN$Run" # Diretdério de saida para a run atual

MultiqcReport="$0utputDir/multiqc/star_rsem/multiqc_report.html" # Caminho do
relatério MultiQC

RunTxt="$BASE_DIR/Run$Run.txt" # Caminho do arquivo de entrada da run

TarFileDest="$DEST_DIR/Run$Run.tar.gz" # Caminho final do arquivo tar.gz no
destino

TempTarFileDest="$BASE_DIR/Run$Run.tar.gz.tmp" # Caminho temporario do arquivo
tar.gz no diretério base

# Verificar se o arquivo Run$Run.txt existe

if [ ! -f "$RunTxt" ]; then
echo_error "Erro: O arquivo $RunTxt ndo foi encontrado."
continue

fi

# Verificar se o arquivo tar.gz ja existe e esta integro no destino
if [ -f "$TarFileDest" ]; then
echo_info "Verificando a integridade do arquivo tar existente no destino:
$TarFileDest"
if verify_tar_integrity "$TarFileDest"; then
echo_success "Run$Run ja foi empacotada e esta integra. Adicionando ao
log e pulando para a proxima Run..."
echo "Run$Run" >> "$LOG_FILE"
continue

else
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echo_warning "Run$Run possui um arquivo tar existente no destino, mas
ele estd corrompido ou incompleto. Recriando o tar.gz..."

# Remove o tar.gz corrompido no destino

rm -f "$TarFileDest"

if [ $? -ne 0 ]; then
echo_error "Erro ao remover o arquivo tar corrompido: $TarFileDest"
continue

fi

fi
fi

# Verificar se o relatério MultiQC ja existe
if [ -f "$MultiqcReport” ]; then
echo_success "Relatoério MultiQC para Run$Run ja existe em $MultiqcReport.
Empacotando a Run..."

WorkDir="$RunDir/work"
if [ -d "$WorkDir" ]; then
echo_info "Pasta 'work' encontrada em $RunDir. Excluindo..."
rm -rf "$WorkDir"
if [ $? -eq © ]; then
echo_success "Pasta 'work' excluida com sucesso."
else
echo_error "Erro ao excluir a pasta 'work' em $RunDir."
continue # Pular para a préxima Run se ndo for possivel excluir

fi
else

echo_info "Pasta 'work' ndo encontrada em $RunDir."
fi
# ============================================

# Empacotar a Run
echo_info "Criando arquivo tar tempordario em $BASE_DIR para Run$Run...'
tar -czvf "$TempTarFileDest" -C "$BASE_DIR" "Run$Run" # Cria um arquivo
tar.gz temporario contendo a pasta da run
if [ $? -ne @ ]; then
echo_error "Erro: Falha ao criar o arquivo tar temporario:
$TempTarFileDest"
# Remove o arquivo tempordrio se a criagao falhar
rm -f "$TempTarFileDest"
continue
fi

echo_success "Arquivo tar tempordario criado com sucesso: $TempTarFileDest"

# Verificar a integridade do arquivo tar tempordrio usando tar -tzf



echo_info "Verificando a integridade do arquivo tar temporario:
$TempTarFileDest"
if verify_tar_integrity "$TempTarFileDest"; then

echo_success "Arquivo tar temporario $TempTarFileDest esta valido.

else
echo_error "Erro: O arquivo tar temporario $TempTarFileDest esta
corrompido.”
# Remove o arquivo temporadrio
rm -f "$TempTarFileDest"
continue
fi

# Mover o arquivo tar temporario para o destino
echo_info "Movendo o arquivo tar temporario para o diretério final:
$TarFileDest"
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mv "$TempTarFileDest" "$TarFileDest" # Move o arquivo tar.gz temporario

para o diretdério de destino
if [ $? -ne @ ]; then
echo_error "Erro ao mover o arquivo tar para o diretério final:
$TarFileDest"
# Remove o arquivo temporario caso o movimento falhe
rm -f "$TempTarFileDest"
continue
fi

echo_success "Arquivo tar movido com sucesso para $TarFileDest."

# Excluir a pasta Run apdés a compressao bem-sucedida
echo_info "Excluindo a pasta Run$Run..."
rm -rf "$RunDir" # Exclui o diretdério da run apdés a compressao bem-
sucedida
if [ $? -eq © ]; then
echo_success "Pasta Run$Run excluida com sucesso."
else
echo_error "Erro ao excluir a pasta Run$Run."
fi

# Registrar a Run como processada no log (opcional)
echo "Run$Run" >> "$LOG_FILE" # Adiciona a run ao log de processados
echo_success "Run$Run marcada como concluida no log."

continue
i

# Se o relatério MultiQC nao existe, processar com Nextflow
echo_info "Relatdério MultiQC para Run$Run ndo encontrado. Iniciando

processamento com Nextflow."

# Criar diretdério para o Run (se ndo existir)
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mkdir -p "$RunDir"

# Mudar para o diretério do Run
cd "$RunDir" || { echo_error "Erro: N3o foi possivel acessar $RunDir.";
continue; }

# Executar o comando grep e adicionar o cabeg¢alho

echo_info "Gerando sample_sheet.csv para Run$Run..."

grep -F -f "$RunTxt" "$SAMPLE_SHEET ORIGINAL" | \

sed "li\sample,fastq_1,fastq_2,strandedness” > sample_sheet.csv # Cria o
arquivo sample_sheet.csv com o cabeg¢alho adequado

# Verificar se sample_sheet.csv foi criado corretamente
if [ ! -s "sample_sheet.csv" ]; then
echo_error "Erro: sample_sheet.csv esta vazio ou nao foi criado
corretamente para Run$Run."
cd "$BASE_DIR"
continue
fi

# Criar links simbdélicos para os arquivos listados em Run$Run.txt
echo_info "Criando links simbdlicos para arquivos listados em $RunTxt..."
while IFS= read -r line; do
SOURCE_FILE="/media/lgbio-nasl/davidsantos/TCC/RNASeq/$1line" # Caminho do
arquivo de origem
if [ -f "$SOURCE_FILE" ]; then
In -sf "$SOURCE_FILE" . # Cria um link simbdélico para cada arquivo
listado
else
echo_warning "Aviso: O arquivo $SOURCE_FILE ndo existe. Link simbdlico
nao criado."
fi
done < "$RunTxt"

# Criar links simbdlicos para os arquivos necessarios

echo_info "Criando links simbdlicos para arquivos de requisitos..."
In -sf /media/hd9/star_usage/david-sfru/Requisitos/sfru/ .

In -sf /media/hd9/star_usage/david-sfru/Requisitos/Sfru.gtf.gz .

In -sf /media/hd9/star_usage/david-sfru/Requisitos/Sfru.fna .

In -sf /media/hd9/star_usage/david-sfru/Requisitos/rsem .

# Executar o comando Nextflow com Feedback Visual
echo_info "Iniciando execu¢do do Nextflow para Run$Run...'
nextflow run nf-core/rnaseq \

-c /media/hd12-Renata/lgbio_guest/Nf-Core/Time.config \ # Arquivo de

configurag¢ao para aumentar tempo de execug¢ao para etapas longas

--input sample_sheet.csv \

--aligner star_rsem \

--star_index sfru \
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--rsem_index rsem \

--fasta Sfru.fna \

--gtf Sfru.gtf.gz \

--outdir "$OutputDir" \

--skip_biotype_qc \

--remove_ribo_rna \

--max_cpus 20 \

-profile singularity \

--max_time 200h \

-resume # Resume o pipeline em caso de erro

# Apoés a execugao, verificar se o relatério MultiQC foi gerado
if [ -f "$MultiqcReport” ]; then
echo_success "Processamento de Run$Run finalizado com sucesso. Relatoério
MultiQC encontrado em $MultiqcReport.”

else
echo_error "Erro: O relatério MultiQC para Run$Run ndo foi encontrado em
$MultiqcReport."”
cd "$BASE_DIR"
continue
fi

# Excluir a pasta 'work' da Run atual antes de compactar
echo_info "Excluindo a pasta 'work' de Run$Run..."
WORK_DIR="$RunDir/work"

if [ -d "$WORK_DIR" ]; then
rm -rf "$WORK_DIR" # Exclui a pasta 'work' para liberar espaco
if [ $? -eq © ]; then
echo_success "Pasta 'work' excluida com sucesso para Run$Run."
else
echo_error "Erro: Falha ao excluir a pasta 'work' para Run$Run."
cd "$BASE_DIR"
continue
fi
else
echo_warning "Pasta 'work' ndo encontrada em $RunDir. Nenhuma exclusdo
necessaria."
fi

# Voltar para o diretdério base antes de empacotar
cd "$BASE_DIR" || { echo_error "Erro: Ndo foi possivel retornar para
$BASE_DIR."; exit 1; }

# Empacotamento do Run

echo_info "Iniciando o empacotamento do Run$Run..."

# Criar arquivo tar.gz temporario no BASE_DIR

echo_info "Criando arquivo tar tempordrio em $BASE_DIR para Run$Run...'
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tar -czvf "$TempTarFileDest" -C "$BASE_DIR" "Run$Run" # Cria um arquivo tar.gz
contendo a pasta da run
if [ $? -ne @ ]; then
echo_error "Erro: Falha ao criar o arquivo tar temporario:
$TempTarFileDest"
# Remove o arquivo temporario se a criacao falhar
rm -f "$TempTarFileDest"
continue
fi

echo_success "Arquivo tar tempordrio criado com sucesso: $TempTarFileDest"

# Verificar a integridade do arquivo tar temporario usando tar -tzf
echo_info "Verificando a integridade do arquivo tar temporario:
$TempTarFileDest"
if verify tar_integrity "$TempTarFileDest"; then
echo_success "Arquivo tar temporario $TempTarFileDest esta valido."
else
echo_error "Erro: O arquivo tar tempordrio $TempTarFileDest estd
corrompido.™
# Remove o arquivo temporario
rm -f "$TempTarFileDest"
continue
fi

# Mover o arquivo tar temporario para o destino
echo_info "Movendo o arquivo tar temporario para o diretério final:
$TarFileDest"
mv "$TempTarFileDest" "$TarFileDest" # Move o arquivo tar.gz para o diretédrio
de destino
if [ $? -ne @ ];then
echo_error "Erro ao mover o arquivo tar para o diretério final:
$TarFileDest"
# Remove o arquivo tempordrio caso o movimento falhe
rm -f "$TempTarFileDest"
continue
fi

echo_success "Arquivo tar movido com sucesso para $TarFileDest."

# Excluir a pasta Run apds a compressao bem-sucedida
echo_info "Excluindo a pasta Run$Run..."
rm -rf "$RunDir" # Exclui o diretério da run apdés a compactagao
if [ $? -eq @ ]; then
echo_success "Pasta Run$Run excluida com sucesso."
else
echo_error "Erro ao excluir a pasta Run$Run."
fi



# Registrar a Run como processada no log (opcional)
echo "Run$Run" >> "$LOG_FILE" # Adiciona a run ao log de processados
echo_success "Run$Run marcada como concluida no log."

done

(e e e S EC e e
echo_success "Todos os Runs foram processados com sucesso."

echo M-----ccmm e
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APENDICE E - SCRIPT PARA EXECUCAO DO WGCNA

# Descricao:

# Este script realiza uma andlise de expressao génica utilizando dados de RNA-
Seq. Ele inclui as seguintes etapas:

# 1. Instalacao e carregamento das bibliotecas necessarias para a andlise.

# 2. Leitura dos dados de expressao génica e metadados.

# 3. Filtragem e limpeza dos dados, incluindo a remo¢ao de genes com contagens
zero em todas as amostras.

# 4. Normalizag¢ao dos dados de expressao utilizando o DESeq2.

# 5. Analise de variancia dos genes e filtragem com base no quantil de 95%.

# 6. Geracao de graficos, como violin plots para visualizar a distribuic¢ao da
expressao génica por tecido.

# 7. Construgcao de redes de co-expressao génica usando WGCNA e identificacao de
modulos de co-expressao.

# 8. Gerag¢ao de dendrogramas e visualizag¢bes dos médulos.

library(tidyverse)
library(magrittr)
library (WGCNA)
library(DESeq2)
library(genefilter)

# Carregar os dados de expressao génica e metadados

data <- readr::read_delim("/media/hd9/star_usage/david-
sfru/R/AnalisesFinal/TPMTecidos.tsv", delim = "\t")
metadata <- readr::read_tsv("/media/hd9/star_usage/david-
sfru/R/AnalisesFinal/Tecidosids.txt")

# Verificar as primeiras linhas dos metadados e dados de expressao
head(metadata)
data[1:5, 1:10]

# Renomear a primeira coluna para 'GeneId’
names(data)[1] <- "GeneId"

# Obter os nomes das amostras de expressdo (removendo a coluna 'GenelId')
expression_samples <- colnames(data)[-1]

# Identificar amostras faltantes nos metadados
missing samples <- setdiff(expression_samples, metadata$RUN)
print(missing_samples)

# Identificar amostras comuns entre dados de expressao e metadados
common_samples <- intersect(expression_samples, metadata$RUN)



# Filtrar os dados de expressdao para manter apenas as amostras comuns
data_filtered <- data %>% select(Geneld, all of(common_samples))

# Verificar duplicatas na coluna RUN dos metadados
duplicated runs <- duplicated(metadata$RUN)
if (any(duplicated_runs)) {
duplicated_entries <- metadata$RUN[duplicated runs]
stop(paste("Metadados contém RUN duplicados:",

paste(unique(duplicated entries), collapse = ", ")))
} else {

print("Nenhuma duplicata encontrada na coluna RUN.")
}

# Filtrar e ordenar os metadados para corresponder a ordem das amostras nos
dados de expressao
metadata_ordered <- metadata %>%

filter(RUN %in% common_samples) %>%

arrange(match(RUN, common_samples))

# Verificar se o ordenamento dos metadados esta correto
if (lall(metadata_ordered$RUN == common_samples)) {
stop("Erro ao ordenar metadados. Verifique se ha duplicatas ou
inconsisténcias.")
} else {
print("Metadados ordenados corretamente.™)

}

# Criar o meta_df final, alinhado com os dados de expressao filtrados
meta_df <- data.frame(

Sample = metadata_ordered$RUN, # As amostras

Tissue = metadata_ordered$Tecido # Os respectivos tecidos

# Verificar as primeiras linhas do meta_df
head(meta_df)

# Transformar os dados de expressdo para formato longo e mesclar com os
metadados
mdata <- data_filtered %>%

pivot_longer(cols = -Geneld, names_to = "Sample", values_to = "Expression")
%>%

left_join(meta_df, by = "Sample") %>%

mutate(Tissue = as.factor(Tissue)) # Garantir que os tecidos sejam tratados
como fatores

# Ajustar o tamanho da imagem e a resolucao
png("plot_output_by_tissue_high_quality.png", width = 35, height = 25, units =
"in", res = 600)
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# Plotar os dados de expressao com agrupamento por tecido
p <- mdata %>%
ggplot(aes(x = Sample, y = Expression)) +

geom_violin() + # Grafico de violino para
mostrar a distribui¢do dos dados de expressao
geom_point(alpha = 0.2) + # Adicionar pontos

individuais para cada amostra, com transparéncia
theme_bw() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 90, size = 10, hjust = 1, vjust = 0.5),
# Ajustar o alinhamento do texto do eixo X
axis.text.y = element_text(size = 15),
# Ajustar o tamanho do texto do eixo Y
axis.title.x = element_text(size = 30, margin = margin(t
# Aumentar o distanciamento da legenda do eixo X
axis.title.y = element_text(size = 30, margin = margin(r
# Aumentar o distanciamento da legenda do eixo Y
strip.text = element_text(size = 25),
# Aumentar o tamanho dos titulos dos grupos
panel.spacing = unit(1, "lines")
# Aumentar o espag¢amento entre os graficos
) +
labs(x = "Samples", y = "RNA Seq Counts") +
facet_wrap(~ Tissue, scales = "free_x", ncol = 2) # Facetar o grafico por
tecido, com escalas independentes para cada eixo X

15)),

15)),

# Salvar o grafico

print(p)
dev.off()

# Converter os dados de expressdao filtrados em uma matriz para andlises
posteriores

de_input_filtered <- as.matrix(data_filtered[, -1])
rownames(de_input_filtered) <- data_filtered$Geneld

# Verificar quantos genes tém todas as contagens iguais a zero
all zero_genes <- rowSums(de_input_filtered == @) == ncol(de_input_filtered)

# Remover genes com todas as contagens iguais a zero
de_input_filtered <- de_input_filtered[!all_zero_genes, ]

# Verificar a dimensdo apdés o filtro
dim(de_input_filtered)

# Adicionar um pseudocount de 1 para evitar problemas com contagens iguais a
zero

de_input_filtered_pseudocount <- de_input_filtered + 1

# Criar o DESeqDataSet com a matriz filtrada
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dds <- DESegDataSetFromMatrix(
countData = round(de_input_filtered_pseudocount),
colData = meta_df,
design = ~ Tissue

)

# Executar o DESeq para realizar a normaliza¢ao dos dados
dds <- DESeq(dds)

# Aplicar a transformag¢ao de variancia estabilizada para os dados normalizados
vsd <- varianceStabilizingTransformation(dds)

# Extrair os dados transformados para andlise posterior
wpn_vsd <- assay(vsd)

# Verificar a dimensao dos dados transformados
dim(wpn_vsd)

# Calcular a variancia por gene nos dados transformados
rv_wpn <- rowVars(wpn_vsd)

# Definir o quantil de 95% para filtrar os genes com alta variancia
q95_wpn <- quantile(rv_wpn, 0.95)

# Manter apenas os genes cuja variancia é maior que o quantil de 95%
expr_normalized <- wpn_vsd[rv_wpn > q95 wpn, ]

# Verificar a dimensao apés o filtro
dim(expr_normalized)

# Definir o nome do arquivo PNG, tamanho da imagem e resolucao
png("violin_plot_expression.png"”, width = 10, height = 6, units = "in", res =
300)

# Mesclar os dados de expressao normalizada com os metadados
expr_normalized df <- data.frame(expr_normalized) %>%
mutate(Gene_id = row.names(expr_normalized)) %>%
pivot_longer(-Gene_id, names_to = "Sample", values_to = "Expression") %>%
left_join(meta_df, by = c("Sample" = "Sample")) # Mesclar com os metadados

# Gerar o grafico violin plot usando o tecido no eixo X
png("violin_plot by tissue.png", width = 10, height = 6, units = "in", res =
300)

expr_normalized df %>%

ggplot(aes(x = Tissue, y = Expression)) + # Alterar para que o eixo X mostre
os tecidos

geom_violin() +

geom_point(alpha = 0.2) +
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theme_bw() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 90), # Girar os nomes dos tecidos para
facilitar a leitura
plot.title = element_text(face = "bold", margin = margin(b = 10)), # Titulo
principal em negrito e afastado

axis.title.x = element_text(face = "bold", margin = margin(t = 15)), #
Titulo do eixo X em negrito e afastado
axis.title.y = element_text(face = "bold", margin = margin(r = 10)) #
Titulo do eixo Y em negrito e afastado
) +

ylim(@, NA) + # Definir o limite inferior do grafico como zero
labs(

title = "Normalized and 95% Quantile Expression by Tissue",
x = "Tissue",
y = "Normalized Expression"

)
dev.off() # Salvar o grafico como PNG

# Transpor a matriz de expressdo para que as linhas sejam amostras e as colunas
sejam genes
input_mat <- t(expr_normalized)

# Verificar a estrutura da matriz transposta
dim(input_mat) # Deve retornar [numero de amostras] x [numero de genes
filtrados]

# Permitir multi-threading (opcional) para acelerar a analise
allowWGCNAThreads(12)

# Escolher uma faixa de valores de soft-threshold para testar
powers <- c(c(1:10), seq(from = 12, to = 20, by = 2))

# Analisar a topologia da rede para escolher o soft threshold
sft <- pickSoftThreshold(

input_mat,

powerVector = powers,

verbose = 5

# Plotar os resultados da escolha do soft threshold

png("soft_threshold _plots.png", width = 10, height = 6, units = "in", res = 300)
# Definir layout para dois graficos lado a lado

par(mfrow = c(1, 2))

cexl <- 0.9 # Tamanho do texto

# Plotar o grafico de Scale Free Topology Fit
plot(



sft$fitIndices[, 1],
-sign(sft$fitIndices[, 3]) * sft$fitIndices[, 2],
xlab = "Soft Threshold (power)",
ylab = "Scale Free Topology Model Fit, signed R"2",
main = "Scale independence"
)
text(
sft$fitIndices[, 1],
-sign(sft$fitIndices[, 3]) * sft$fitIndices[, 2],
labels = powers,
cex = cexl,
col = "red"

)

abline(h = 0.56, col = "red") # Linha de referéncia para o valor R2? = 0.90

# Plotar o grafico de Mean Connectivity
plot(

sft$fitIndices[, 1],

sft$fitIndices[, 5],

xlab = "Soft Threshold (power)",

ylab = "Mean Connectivity",
type = "n",
main = "Mean connectivity"
)
text(
sft$fitIndices[, 1],
sft$fitIndices[, 5],
labels = powers,
cex = cexl,
col = "red"
)
dev.off()

# Definir o soft-threshold escolhido (exemplo: power 9)
picked_power <- 9

# Evitar conflitos de namespace com a fun¢ao 'cor'

temp_cor <- cor # Salvar a fun¢ao original 'cor'

cor <- WGCNA::cor # Usar a fun¢ao 'cor' do pacote WGCNA

# Construir a rede de co-expressao e identificar mdédulos
netwk <- blockwiseModules(

input_mat,
power = picked_power,
networkType = "signed",

deepSplit = 2,
pamRespectsDendro = FALSE,
minModuleSize = 30,



maxBlockSize = 4000,
reassignThreshold = @,
mergeCutHeight = 0.25,
saveTOMs = TRUE,
saveTOMFileBase = "ER",
numericlLabels = TRUE,
verbose = 3

# Restaurar a funcao
cor <- temp_cor

cor' original

# Converter as etiquetas dos modulos em cores para o grafico
mergedColors <- labels2colors(netwk$colors)

# Definir o nome do arquivo PNG, tamanho da imagem e resolugao
png("dendrogram_modules.png", width = 15, height = 10, units = "in", res = 300)

# Gerar o dendrograma com as cores dos modulos
plotDendroAndColors(
netwk$dendrograms[[1]], # Primeiro dendrograma dos blocos
mergedColors[netwk$blockGenes[[1]]], # Cores correspondentes aos médulos dos
genes
"Module colors", # Titulo do grafico
dendroLabels = FALSE, # Nao mostrar labels no dendrograma
hang = ©0.03, # Controlar o alinhamento das folhas do dendrograma
addGuide = TRUE, # Adicionar uma linha-guia para facilitar a visualizagao
guideHang = 0.05 # Controlar o comprimento da linha-guia

# Finalizar o grafico e salvar o arquivo
dev.off()

# Gerar o dataframe com genes e seus respectivos médulos
module df <- data.frame(

gene_id = names(netwk$colors),

colors = labels2colors(netwk$colors)

)

# Salvar a tabela em um arquivo
write_delim(module_df, file = "gene_modules.txt", delim = "\t")

# Obter os Eigengenes por médulo
MEs@ <- moduleEigengenes(input_mat, mergedColors)$eigengenes

# Reordenar os médulos para agrupar moédulos similares
MEs® <- orderMEs(MEs®)
module_order <- names(MEs@) %>% gsub("ME", "", .)
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# Incluir os tratamentos e tecidos no dataframe de eigengenes

MEs@$treatment <- row.names(MEs®@)

MEs@$Tecido <- metadata_ordered$Tecido # Adicionar coluna de tecidos usando
'Tecido’

# Transformar os dados de eigengenes para o formato longo
mME <- MEs®@ %>%
pivot_longer(-c(treatment, Tecido)) %>%

mutate(

name = gsub("ME", "", name), # Remover o "ME" dos nomes dos mdédulos

name = factor(name, levels = module_order) # Definir a ordem dos médulos
)

# Criar o grafico com os nomes dos tecidos no eixo X
plot <- mME %>%
ggplot(aes(x = Tecido, y = name, fill = value)) + # Usar Tecido no eixo X
geom_tile() +
theme_bw() +
scale_fill_gradient2(

low = "blue",
high = "red",
mid = "white",

midpoint = @,
limit = c(-1, 1)
) +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 90, size = 8), # Girar e ajustar o
tamanho do texto no eixo X
axis.text.y = element_text(size = 10) # Ajustar o tamanho do texto no eixo
Y
) +
labs(title = "Module-Trait Relationships", y = "Modules", x = "Tissues", fill
= "corr"

# Salvar o grafico como PNG
ggsave("module_trait_relationships_by tissue.png", plot = plot, width = 10,
height = 8, dpi = 300)

# Gerar o dataframe com genes e seus respectivos mddulos
module_df <- data.frame(

gene_id = names(netwk$colors),

colors = labels2colors(netwk$colors)

)

# Filtrar os dados normalizados para incluir apenas os genes presentes em
module_df

submod <- module_df # Aqui vocé pode filtrar para médulos especificos, se
necessario

subexpr <- expr_normalized[submod$gene id, ] # Filtrar os genes normalizados
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# Gerar o dataframe com as expressdes normalizadas para os genes nos médulos
submod_df <- data.frame(subexpr) %>%
mutate(gene_id = row.names(.)) %>%
pivot_longer(-gene_id, names_to = "Sample", values_to = "Expression") %>%
mutate(module = submod$colors[match(gene_id, submod$gene id)])

# Verificar se a coluna 'Tissue' existe em 'submod df' e, se ndo, adicionar a
partir dos metadados
if (!"Tissue" %in% colnames(submod_df)) {
submod_df <- submod_df %>%
left_join(meta_df, by = "Sample") # Supondo que meta_df contém as colunas
'Sample' e 'Tissue'

}

# Adicionar coluna 'LifeStage' com base no nome do tecido
submod_df <- submod_df %>%
mutate(
LifeStage = case_when(
grepl("Larva", Tissue) ~ "Larva",
grepl("Pupa", Tissue) ~ "Pupa",
grepl("Adult", Tissue) ~ "Adult",
TRUE ~ "Other"

# Ajustar o mapeamento de cores dos modulos para tons mais escuros e corretos
module_color_map <- c(

"blue" = "#1F78B4", # Azul mais escuro

"brown" = "#8B4513", # Marrom escuro

"green" = "#228B22", # Verde escuro

"grey" = "#696969", # Cinza escuro

"red" = "#B22222", # Vermelho escuro

"turquoise" = "#0OCED1", # Turquesa vibrante

"yellow" = "#FFD700" # Amarelo mais escuro e intenso

# Definir a ordem dos estagios de vida e ordenar o fator 'Tissue'
submod_df <- submod_df %>%
mutate(
LifeStage = factor(LifeStage, levels = c("Larva", "Pupa", "Adult")),
Tissue = factor(Tissue, levels = unique(Tissue[order(LifeStage)]))

)

# Gerar o grafico de expressao normalizada por médulo e tecido, ordenado por
estagio de vida

png("expression_by tissue life stage ordered.png", width = 12, height = 8, units
= "in", res = 300)
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submod_df %>%
ggplot(aes(x = Tissue, y = Expression, group = gene_id)) +
geom_line(aes(color = module), alpha = 0.2) + # Linhas representando a
expressao normalizada de cada gene
theme_bw() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1, vjust = 0.5, size = 8,
margin = margin(t = 5)),
strip.text = element_text(size = 10)
) +
scale_x_discrete(expand = c(@, ©)) + # Remover espaco extra no eixo X
scale_color_manual(values = module_color_map) + # Aplicar o mapeamento de
cores personalizado
facet_grid(rows = vars(module)) + # Facetar o grafico por médulo
labs(
x = "Tissue (Ordered by Life Stage)",
y = "Normalized Expression",
title = "Normalized Expression by Tissue and Module (Ordered by Life Stage)"

)

dev.off()
# Grdfico para mediada expressdo normalizada

# Calcular a média da expressdo normalizada por tecido e modulo
avg_expression_df <- submod_df %>%

group by (Tissue, module) %>%

summarize(MeanExpression = mean(Expression, na.rm = TRUE), .groups

"dr‘Op")

# Criar o grdfico png("mean_expression_with_bottom_space.png", width
height = 10, units = "in", res = 300)

14,

avg_expression_df %>%
ggplot(aes(x = Tissue, y = MeanExpression, group = module)) +
geom_Line(aes(color = module), size = 0.7) + # Linhas representando a média
da expressdo normalizada
geom_point(aes(color = module), size = 2) + # Pontos para destacar valores
médios
theme_bw() +
theme (
axis.text.x = element_text(angle = 45, hjust = 1, size = 10, margin =
margin(t = 5)), # Ajustar rotagcdo e tamanho do texto
axis.title.x = element_text(margin = margin(t = 10)), # Espacamento para o
eixo X
axis.title.y = element_text(margin = margin(r = 10)), # Espagcamento para o
eixo Y
strip.text = element_text(size
em negrito e maiores
plot.margin = margin(t = 30, r
inferior
panel .spacing = unit(1.2, "lines") # Aumentar o espacamento entre facetas
)+
scale_x_discrete(expand = expansion(mult = c(0.65, 0.05))) + # Espacamento
extra no eixo X

12, face = "bold"), # Titulos das facetas

10, b = 20, L = 10), # Ajustar borda
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scale_y continuous(expand = expansion(mult = c(0.1, ©.1))) + # Espacamento
extra no eixo Y (inferior e superior)

scale_color_manual (values = module_color_map) + # Aplicar o mapeamento de
cores personalizado

facet_grid(rows = vars(module)) + # Facetar o grdfico por modulo
Labs(

x = "Tissue (Ordered by Life Stage)",
y = "Mean Normalized Expression"”,

title = "Mean Normalized Expression by Tissue and Module (Ordered by Life
Stage) "

)
dev.off()



