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GENOMA FUNCIONAL
Pesquisa

Uso de arranjos de DNA em náilon para a análise da expressão gênica em larga escala

s organismos respondem
a diferentes estímulos am-
bientais por meio de alte-
rações no proteoma, con-
junto de proteínas das

células. Esse processo pode permitir a
adaptação a condições adversas, como,
por exemplo, choque térmico, exposi-
ção a drogas, ataque de patógenos,
etc. O fluxo da informação gênica do
DNA nos cromossomos (genoma) até
o proteoma, é intermediado pelo con-
junto das moléculas de RNA (transcri-
toma). Assim, a concentração relativa
dos transcritos de um determinado
gene em uma célula é um indicativo
do quanto esse gene está sendo ex-
presso, isto é, do quanto a célula está
investindo do seu maquinário bioquí-
mico para produzir a proteína codifica-
da pelo gene.

Em vista disso, foram desenvolvi-
das metodologias visando a medir a
concentração relativa dos transcritos
dos genes em células e tecidos. Até
pouco tempo atrás, a análise da ex-
pressão gênica era feita com metodo-
logias que avaliavam poucos genes de
cada vez: Northern blot, dot blots, RT-
PCR, entre outros. O crescimento ex-
ponencial do número de novos genes
descobertos nos projetos genoma e o
desenvolvimento dos arranjos de DNA
propiciaram uma nova abordagem nos
estudos da regulação gênica, tornando
possível o monitoramento dos níveis
de transcritos de um grande número
de genes simultaneamente. O presen-
te artigo enfoca a tecnologia dos arran-
jos de DNA em náilon, que empregam
medologias rotineiras, robustas e de
fácil implementação na maioria dos
laboratórios de biologia molecular, sem
a necessidade de investimentos vulto-

sos e longos períodos de padroniza-
ção.

Os arranjos de DNA são suportes
sólidos, comumente vidro ou náilon,
aos quais estão fixadas, de forma orde-
nada, seqüências completas ou parci-
ais de genes. A Figura 1 mostra as
etapas de uma análise de expressão
gênica em larga escala empregando
arranjos em náilon. O DNA dos genes
é depositado em membranas réplicas,
contendo os mesmos genes nas mes-
mas posições, em densidades que va-
riam de 10 a 1000 genes/cm2. A partir
do RNA das células em estudo são
produzidas sondas de cDNA via trans-
crição reversa na presença de um nu-
cleotídeo radioativo, que permite sua
detecção posterior. As sondas são hi-
bridadas contra os arranjos e quanto
maior a expressão de um gene em
uma determinada condição, maior será
o número de moléculas de RNAm,
sendo maior o número de cDNAs des-
se gene na sonda sintetizada. Conse-
qüentemente, maior será o valor de
intensidade do sinal derivado da sonda
hibridada na região do arranjo que
contém a seqüência desse gene.

Caso o exemplo esquematizado na
Figura 1 fosse feito com arranjos em
vidro, o procedimento seria muito si-
milar. No entanto, uma das duas sondas
seria sintetizada na presença de outro
nucleotídeo modificado, não radioati-
vo, mas fluorescente. A outra sonda
seria sintetizada com um segundo nu-
cleotídeo que fluoresce num compri-
mento de onda distinto do utilizado na
primeira sonda. Dessa forma, ambas as
sondas poderiam ser hibridadas num
mesmo arranjo, o que é uma clara
vantagem. A detecção da intensidade
das duas sondas hibridadas no arranjo é
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realizada com um equipamento espe-
cial. A densidade de genes em arranjos
de vidro pode chegar a ser uma ordem
de magnitude maior. Para uma revisão
sobre os arranjos em vidro, veja Free-
man et al., 2000. Apesar dessas vanta-
gens, a hibridação de arranjos em vidro
requer investimentos muito maiores
que os necessários para arranjos em

náilon. Além disso, é
um consenso que a
padronização dessa
metodologia é muito
mais complexa.

Convém ressaltar
que existem diversos
termos empregados
para descrever os ar-
ranjos de DNA: glass
arrays, DNA chips, bi-
ochips e microarray
por um lado, os quais,
geralmente, refletem
arranjos em vidro, e
nylon array, filter ar-
rays, high density
membranes e macro-
array, que se referem
a arranjos em náilon.
Neste artigo utilizare-
mos os termos arran-
jos em náilon e arran-
jos em vidro, uma vez
que o suporte empre-
gado é determinante
para a seleção das me-
todologias de deposi-
ção do DNA no arran-
jo, síntese de sonda,
hibridação e detecção
dos níveis de expres-
são gênica.

Os arranjos em
náilon têm sido em-
pregados com suces-
so desde o trabalho de
Lennon & Lehrach
(Lennon & Lehrach,
1991), os quais identi-
ficaram genes diferen-
cialmente expressos
em diferentes trata-
mentos. A partir daí,
vários estudos vêm
sendo realizados em-
pregando-se essa me-
todologia, como, por
exemplo, a análise da
expressão gênica em
2.505 genes no cére-
bro humano (Zhao et

al., 1995), a identificação de genes
expressos diferencialmente em fun-
ção da presença ou ausência de luz em
Arabidopsis (Desprez et al., 1998), a
análise de 21.500 genes de ovário para
identificação de genes superexpres-
sos em carcinomas (Schummer et al.,
1999), o monitoramento do perfil de
expressão gênica em raízes de toma-

teiro durante suplementação com ni-
trogênio (Wang et al., 2001), entre
outros. O primeiro relato na literatura
sobre o uso de arranjos em vidro foi
publicado pelo grupo de Patrick Bro-
wn, da universidade de Stanford (Wen-
zl et al., 2001). A partir daí, vários
estudos foram feitos utilizando-se essa
metodologia (para mais detalhes veja
revisão de Passos et al., 1999 e de
Freeman et al., 2000).

O nosso grupo tem estudado o
perfil de expressão gênica da cana-de-
açúcar em resposta a estresses abióti-
cos empregando macroarranjos (ma-
croarrays), que são arranjos em náilon
com média densidade de genes (ao
redor de 20 genes/cm2). Os genes
utilizados são provenientes de biblio-
tecas de cDNA do projeto genoma da
cana-de-açúcar, SUCEST (http://
sucest.lad.ic.unicamp.br).

Análises genômicas
empregando macroarranjos

Os arranjos em náilon são uma
opção interessante aos arranjos em
vidro, tanto pelo custo como pela
facilidade de implementação. A seguir
estão descritas as diversas etapas que
realizamos em nosso laboratório para
implementação dessa metodologia.
Para maiores detalhes, veja link na
Tabela 1.

1. Confecção dos
macroarranjos

As amostras de DNA são prepara-
das a partir de bactérias contendo os
plasmídeos de bibliotecas de EST, em-
pregando lise alcalina em placas de 96
poços, prática comum nos laboratórios
de seqüenciamento em larga escala. O
DNA é fixado às membranas manual-
mente, com o auxílio de um replicador
composto por 96 pinos (V&P Scienti-
fic, EUA, http://www.vp-
scientific.com), que possibilita a trans-
ferência simultânea de ~0,1µL de DNA
de cada posição de uma placa de 96
poços, equivalente a 10 ng de DNA
em cada spot.

Com esse procedimento, o DNA de
dezesseis placas (1.536 amostras de
DNA) pode ser transferido para uma
membrana de 12 x 8 cm (Fig. 1.1).
Normalmente cada EST é depositado
em duplicata, para maior confiabilida-
de da análise, com o qual os macroar-

Figura 1:
Representação esquemática de um experi-
mento utilizando macroarranjos
(1). O DNA plasmidial contendo os ESTs do projeto
SUCEST é fixado nas membranas de náilon, em
duplicata (cada cor representa um gene distinto);
(2). A partir das amostras de RNA extraídas de dife-
rentes tecidos ou tratamentos, é feita uma transcri-
ção reversa em presença de α33-dCTP, produzindo
as sondas de cDNA; (3). As membranas são
hibridadas com as sondas de cDNA radioativas; (4).
A radioatividade emitida de cada spot é detectada
utilizando-se um phosphorimager ; (5). Os dados
são comparados utilizando-se programas específicos
para identificação do perfil de expressão de cada
gene
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ranjos produzidos com o replicador
manual contém 768 ESTs (aproxima-
damente 8 ESTs/cm2). A confecção de
membranas de maior densidade pode
ser conseguida com o auxílio de robôs,
podendo-se obter uma densidade de
genes dez vezes maior. O BCCCenter
(http://www.bcccenter.fcav.unesp.br),
que gerencia os clones do projeto
SUCEST, tem previsão de disponibili-
zar para a comunidade científica mem-
branas de 22,2 x 22,2 cm contendo
27.648 ESTs em duplicata.

2. Síntese de sonda e hibridação
das membranas de náilon

As sondas são produzidas a partir de
RNA total através de reação de transcri-
ção reversa, na presença α33-dCTP
(Fig. 1.2). Os cDNAs marcados radioa-
tivamente são hibridados contra as
membranas de alta densidade (Fig.
1.3) em fornos de hibridação comuns,
empregando um protocolo muito si-
milar ao de Southern blot, técnica
robusta e de uso corrente na maioria

dos laboratórios de biologia molecular.

3. Obtenção das imagens

Após as lavagens para eliminar a
hibridação inespecífica, a membrana
de náilon é posta em contato com uma
placa composta por material sensível à
radioatividade (imaging plate). Após
96 h, a placa é �lida� em um aparelho
do tipo Phosphorimager que a arma-
zena na forma de uma imagem digita-
lizada (Fig. 1.4). Esse aparelho é o

Figura 2:
Formas de visualização dos dados de macroarranjos
(A). Dendrograma mostrando os padrões de expressão ao longo do tempo em resposta a metil jasmonato. Cada linha
representa um gene e as colunas representam os tratamentos. A expressão de cada gene é calculada a partir da razão
entre o sinal no tratamento e no controle, sendo representada com diferentes cores, de acordo com a referência mos-
trada na parte inferior da figura. (B). Agrupamentos obtidos com o algorítmo de Self Organizing Maps (SOM). Os
genes foram agrupados em 24 conjuntos (c0 a c23) e o número de genes em cada grupo está indicado à direita do
nome do cluster. A linha central de cada gráfico representa a média do sinal de expressão dos genes do grupo nos seis
pontos experimentais (controle, 1, 3, 6, 12 e 24h). As linhas vermelhas representam o desvio padrão no grupo para
cada valor de expressão
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equipamento mais custoso da meto-
dologia (preço ao redor de U$ 40.000).
A imagem é então quantificada utili-
zando-se programas específicos (veja
Tabela 1) que geram tabelas de dados
nas quais cada spot (região da mem-
brana contendo um gene) recebe um
valor numérico de acordo com a sua
intensidade na imagem. A inspeção
visual em filmes de raio-X também é
possível, porém indicada apenas em
ensaios qualitativos, uma vez que a
quantificação das intensidades dos spots

fica muito prejudicada.

4. Análise de dados

Cada gene está representado por
dois spots no macroarranjo e a média
desses dois dados é considerada a
expressão do gene no macroarranjo,
na condição experimental testada. Com
a tecnologia disponível hoje para os
arranjos em náilon e vidro, em boas
condições experimentais, geralmente
toma-se como genes induzidos aque-

les que apresentaram um sinal pelo
menos duas vezes maior no tratamento
comparado ao controle, enquanto os
reprimidos possuem uma intensidade
de sinal no tratamento menor que a
metade do controle. No entanto, essa
premissa pode não ser verdadeira, sen-
do necessário avaliar a variabilidade
dos dados obtidos nos diversos trata-
mentos.

As metodologias para análise esta-
tística dos dados de arranjos de DNA
estão em franco desenvolvimento,

Tabela1. Relação de programas utilizados para análise de perfil de expressão gênica

Softwares para Banco de Dados
ARGUS Brigham and Women�s Hospital and Harvard Medical School

(http://vessels.bwh.harvard.edu/software/argus/default.htm)
GeneX Banco de dados aberto para expressão gênica (http://genex.ncgr.org/)
MAExplorer Padrões de DataMining e Expressão Gênica (http://www.lecb.ncifcrf.gov/MAExplorer/)
MAXDSQL Manchester University, baseado em requerimentos do MIAME-EBI

(http://www.bioinf.man.ac.uk/microarray/maxd/maxdSQL/)
MGED Grupo de Banco de dados de expressão gênica em Microarrays (http://www.mged.org/)

Exemplos de Banco de Dados para Expressão Gênica
Microarray CentreCentro de Microarray, The Ontario Cancer Institute

(http://www.oci.utoronto.ca/services/microarray/index.html)
NIH Banco de dados de expressão gênica, Molecular Pharmacology of Cancer

(http://discover.nci.nih.gov/nature2000/naturemain.html)
SMD Banco de Dados de Microarrays, Stanford University

(http://genome-www4.stanford.edu/MicroArray/SMD/index.html)
yMGV Visão global sobre Microarray de levedura (http://transcriptome.ens.fr/ymgv/)

Softwares para Análises
ArrayViewer Visualização e análise de dados de Microarrays � gratuito (http://www.tigr.org/softlab/)
BRB ArrayTools Pacote integrado para visualização e análise estatística de dados de expressão gênica em Microarrays;

Richard Simon & Amy Peng, National Cancer Institute, USA � gratuito (http://linus.nci.nih.gov/BRB-
ArrayTools.html)

Cluster Software de clusterização; Michael Eisen, Eisen Lab, University of California, Berkeley - gratuito
(http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm)

Expresssion Ferramenta para clusterização, análise e visualização de expressão gênica. Análises on line � gratuito
Profiler (http://ep.ebi.ac.uk/)
Multi Aplicação Java que permite análise de dados de Microarrays para identificar padrões de expressão e
Experiment genes expressos diferencialmente � gratuito. (http://www.tigr.org/softlab/)
Viewer
SAM Análise de Significância de Microarrays � gratuito (http://www-stat.stanford.edu/~tibs/SAM/)
SOM Aplicação de Self Organizing Maps; Gavin Sherlock, Stanford University � gratuito

(http://genome-ww.stanford.edu/~sherlock/SOMviewer.html)
Spotfinder Detecta e quantifica spots � gratuito (http://www.tigr.org/softlab/)
Treeview Visualização e clusterização de dados provindos do software Cluster; Michael Eisen, Eisen Lab,

University of California, Berkeley - gratuito (http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm)
X-Cluster Software de clusterização; Gavin Sherlock, Stanford University � gratuito

(http://genome-www.stanford.edu/~sherlock/SOMviewer.html)

Protocolos para arranjos de DNA
LGF Home page do laboratório de Genoma Funcional, CBMEG, UNICAMP, na qual estão disponibilizados

protocolos completos para arranjos de DNA (http://cafe.cbmeg.unicamp.br)
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existindo diversas estratégias que atri-
buem níveis de confiança às diferenças
observadas entre tratamentos. Em tais
análises, é necessário obter o logaritmo
dos valores de expressão, já que esses
dados não apresentam distribuição
normal.

O volume de dados gerados em
nossos experimentos, com aproxima-
damente, 3.000 genes e 5 a 6 trata-
mentos, ainda é passível de ser analisa-
do com planilhas de cálculo, como o
MS Excel. Nessas análises, calculamos
os logaritmos das razões entre a ex-
pressão de cada gene em um trata-
mento e a expressão observada no
controle. Como é esperado que a mai-
oria dos genes não altere sua expres-
são, a média dessas razões deve ser
próxima a 1 (com o que a média dos
logaritmos das razões deve ser próxi-
ma a zero). O indicador da variabilida-

de experimental é o desvio padrão dos
logaritmos das razões de todos os ge-
nes de um macroarranjo. Em cada
experimento, consideramos induzidos
os genes cujo logaritmo da razão seja
superior à média de todos os genes
somada a 1,65 vezes o desvio-padrão
(o inverso vale para os genes reprimi-
dos). Esse fator multiplicador do des-
vio é escolhido com base na suposição
de que os valores de logaritmos apre-
sentam distribuição normal, de modo
que a chance de um gene aparecer
como falso positivo é menor que 5%.
Por fim, selecionamos aqueles genes
que foram induzidos (ou reprimidos)
em duas repetições do experimento.
Com esse critério, a chance de um
gene ser erroneamente identificado
como sendo expresso diferencialmen-
te em função do tratamento é de
(5%)2, o que garante um nível de

significância de mais de 99% nos
resultados.

Uma vez selecionados os genes
que variam a expressão, são feitas
outras análises que envolvem progra-
mas baseados em algoritmos de agru-
pamento (tabela 1). Esses programas
identificam grupos de genes com um
padrão de expressão semelhante nos
tratamentos avaliados, permitindo a
visualização dos dados através de
dendrogramas e gráficos. A Figura 2
mostra duas formas de agrupamento
e visualização de dados de expressão
gênica em plântulas de Arabidopsis
thaliana expostas ao hormônio metil
jasmonato ao longo de um período
de 24 h (dados calculados a partir dos
resultados de Sasaki et al., 2001).
Através dessa análise, podemos iden-
tificar genes ligados a um mesmo
processo fisiológico ou por via meta-
bólica. Assim, é possível inferir o
papel bioquímico de genes desco-
nhecidos, caso existam no seu grupa-
mento genes cuja função já tenha
sido descrita.

Uma outra forma de representar
os genes induzidos e reprimidos pode
ser obtida sobrepondo-se duas ima-
gens digitalizadas (tratamento e con-
trole), e gerar, assim, uma única ima-
gem falsamente colorida (Fig. 1.5).
Nessas imagens, similares às imagens
oriundas dos experimentos de arran-
jos em vidro, que utilizam dois fluoró-
foros, os spots em vermelho repre-
sentam genes induzidos, os spots em
verde representam genes reprimi-
dos, os spots em amarelo represen-
tam genes que não alteraram sua
expressão em resposta ao tratamen-
to, enquanto que os spots em negro
representam genes com níveis de
expressão próximos a zero.

Banco de dados: O destino dos
dados de expressão gênica

O grande volume de informação
gerado pelos projetos de análise de
transcriptomas tem tornado cada vez
mais complexo o armazenamento e a
análise dos dados. Para contornar tal
dificuldade, devem ser implementa-
dos, bancos de dados, que disponibi-
lizem, de modo confiável, os dados e
ferramentas de análise. Em muitos
casos, esses bancos são abertos, o que
aumenta ainda mais a aplicabilidade
da pesquisa.

Alguns programas de bancos de
dados estão disponíveis gratuitamen-

Figura 3:
Variações no sinal detectado devido a diferentes quantidades de
DNA fixadas no spot
Macroarranjos réplicas contendo genes em duplicata foram hibridados com
a sonda overgo (A1 e B1) e, em seguida, com sondas de cDNA de células
do controle (A2) e de um tratamento (B2). Em A1 e B1, os retângulos em
negro mostram spots réplicas com diferentes massas de DNA depositadas
na mesma membrana, enquanto que os retângulos em vermelho mostram
spots com variações entre membranas. Em A2 e B2, os retângulos em ver-
melho mostram os sinais das duas sondas de cDNA. Observa-se uma menor
intensidade na sonda do tratamento. Essa aparente repressão do gene está
relacionada com a diferença de massa nos spots
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te (Tabela 1). No momento, nossa
equipe está-se empenhando em im-
plementar o banco GeneX (Manga-
lam et al., 2001). O GeneX é um
banco de dados com código fonte
aberto, que possibilita sua adaptação
às necessidades específicas de cada
grupo de pesquisa, além de possuir
uma interface gráfica tipo web que
pode ser acessada remotamente, fa-
cilitando a utilização de ferramentas
de análises e a interação entre diver-
sos grupos.

Padronização da metodologia

Diversos experimentos de pa-
dronização foram realizados visando
à implementação da técnica de ma-
croarranjos de DNA em nosso labora-
tório. Vários fatores podem afetar a
sensibilidade, a reprodutibilidade e a
confiabilidade da técnica, destacan-
do-se: as variações na massa de DNA
presente nos spots fixados na mem-
brana; as flutuações que ocorrem
durante as etapas de transcrição da
sonda, hibridação e lavagem das
membranas; além das variações no
background (Schuchhardt et al.,
2000; Schummer et al., 1999). Uma
vez que esses fatores dificultam a
implementação da técnica, nós deta-
lharemos a seguir alguns dos proce-
dimentos adotados em nosso grupo:

1. Variação na quantidade de DNA
depositada nas membranas

O sinal obtido nas hibridações de
ácidos nucléicos é proporcional não
só à massa de transcrito presente na
sonda, mas também à massa de DNA
depositada na membrana. Tal como
foi mostrado na Figura 1, para com-
parar diferentes tratamentos, é ne-
cessário empregar macroarranjos ré-
plicas. Assim, existe o risco de consi-
derar variações de sinal, que refle-
tem apenas as diferentes massas de
DNA nos spots nas membranas répli-
cas, não relacionadas com diferenças
de expressão entre os tratamentos
avaliados. Uma forma de se estimar
flutuações na massa de DNA em
cada spot é a hibridação das mem-
branas de náilon com uma sonda que
reconhece uma região específica do
plasmídeo (chamada overgo), co-
mum a todos os ESTs analisados
(Perret, 1998). Uma vez que todos

os spots competem igual-
mente pela sonda overgo, a
hibridação entre a sonda e o
spot é proporcional à quanti-
dade de DNA nele deposita-
da. Ao hibridar os macroar-
ranjos com uma sonda que
reconhece o gene da ampi-
cilina do plasmídeo, nós ob-
servamos variações nos si-
nais entre spots de uma
mesma membrana e entre
membranas réplicas, que, te-
oricamente, deveriam ter a
mesma quantidade de DNA
(Fig. 3A e 3C). Usualmente,
o dados de spots réplicas
(com o mesmo EST) que
apresentaram uma variação
de mais de duas vezes entre
seus respectivos sinais ou
entre membranas não são
considerados nas análises (J.
Amselem, INRA � Versailles,
com. pessoal).

Uma estratégia para di-
minuir a variação no sinal
entre spots réplicas é a trans-
ferência do DNA em etapas,
fixando-o mais de uma vez
em cada spot (L. Reis, Insti-
tuto Ludwig, com. pessoal).
Ao fixar uma só vez, caso
ocorra alguma imperfeição
na coleta do DNA ou na sua
deposição na membrana,
não há como corrigir. Ao fi-
xar mais de uma vez, a pro-
babilidade de que o erro
aconteça duas vezes no
mesmo spot é menor. Esse
procedimento foi avaliado
em um experimento no qual
um macroarranjo contendo
768 ESTs em duplicata, de-
positados com o replicador
manual, foi hibridado com a
sonda overgo. Nós observa-
mos que a variabilidade na
quantidade de DNA deposi-
tada foi reduzida em 50%
quando o DNA é transferido
em duas etapas, sendo que a
transferência em três etapas
não causou maior redução
(dados não mostrados). Aplicando duas
transferências, cerca de 98% do total
de spots réplicas tiveram suas razões
de intensidade de sinal entre 0,5 - 2,0,
resultado muito similar ao obtido com
arranjos comerciais.

2. Subtração do background

Após a captação da imagem e a
quantificação dos sinais obtidos para
cada spot, é feita a subtração do valor
referente à emissão de fundo (ba-

Figura 4:
Correção de variações do sinal entre ex-
perimentos empregando a normalização
com a mediana de todos os genes
Três membranas réplicas foram hibridadas
com sondas de cDNA obtidas a partir da mes-
ma amostra de RNA de folha de cana-de-açú-
car. Os sinais de 3 genes são mostrados. (A).
Sinal dos três genes observados em três mem-
branas réplicas hibridadas com sondas de
cDNA, sem normalização. (B). Sinal observado
em (A), após normalização utilizando as medi-
anas de todos os genes contidos em cada
membrana. (C). Coeficiente de variação (CV)
dos genes antes e após a normalização
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Figura 5:
Identificação de genes envolvidos na resposta
a estresses abióticos utilizando macroarranjos
Macroarranjos contendo 768 ESTs em duplicata foram
hibridados com sondas de folhas jovens de cana-de-
açúcar em condições de controle e tratados com
MeJa (A) e controle, e expostas a 4oC (B). As setas
indicam os genes induzidos (seta vermelha) e repri-
midos (seta verde)

ckground), não específi-
ca, presente em toda mem-
brana. Essa subtração pro-
cura remover o nível de
�ruído�, permitindo fazer a
comparação entre os si-
nais específicos de cada
spot. Existem várias ma-
neiras de determinar o ba-
ckground, como a inser-
ção de spots contendo
plasmídeos sem inserto de
cDNA. Porém, existem va-
riações do nível de ba-
ckground ao longo da
membrana, podendo afe-
tar mais alguns spots que
outros. Dessa forma, a sub-
tração do background lo-
cal, ao redor de cada spot é
a maneira mais confiável
para a obtenção dos da-
dos. A maioria dos progra-
mas de quantificação dos
sinais de arranjos de DNA
já subtrai esse valor, geran-
do tabelas que contêm os
valores locais de ba-
ckground, os valores brutos para
cada spot e esses valores subtraídos
do background, que serão os utiliza-
dos nas próximas etapas de norma-
lização.

3. Normalização do sinal
causado por flutuações

experimentais

A eficiência do processo de hibri-
dação é influenciada por diversos
parâmetros experimentais, principal-
mente no que se diz respeito a
qualidade e quantidade de RNA uti-
lizado na síntese de cDNA (Schuch-
hardt et al., 2000). Assim, os sinais
de todos os genes obtidos da hibrida-
ção com uma determinada sonda
podem ser maiores que aqueles
obtidos com uma segunda sonda.
Um parâmetro empregado para re-
duzir essa variação é a mediana do
sinal de todos os genes da membra-
na, pois ela reflete as flutuações de
hibridação, a síntese de sonda, etc.
Nessa estratégia, divide-se a intensi-
dade de sinal de cada spot pela
mediana do sinal de todos os spots
daquela membrana (Schummer et
al., 1999). Uma alternativa à media-
na é a média de todos os valores; no
entanto, como a mediana é o valor

central do sinal de todos os spots, ela
é menos sensível à presença de
valores extremos de intensidade.

Para avaliar essa estratégia de
normalização, três macroarranjos
idênticos foram hibridados individu-
almente com três sondas de cDNAs
obtidas de reações de transcrição
reversa independentes, porém da
mesma amostra de RNA total de
cana-de-açúcar. O sinal para cada
gene deveria ser similar entre os três
macroarranjos, porém observamos
uma flutuação no sinal detectado
(Fig. 4A). Essa flutuação é um prová-
vel reflexo das diferenças no proces-
so de hibridação ou, alternativamen-
te, na síntese de cDNA. Houve uma
menor flutuação no sinal normaliza-
do com suas respectivas medianas
(Fig. 4B), com conseqüente redução
do coeficiente de variação (Fig. 4C).
Esses resultados comprovam que,
em uma determinada membrana, a
divisão do sinal de cada gene pela
mediana de todos os genes reduz a
flutuação nos dados observados, au-
mentando a confiabilidade da técni-
ca. Porém, essa estratégia não se
aplica a tratamentos nos quais a
maioria dos genes tem diferentes
níveis de expressão. Nesse caso,
uma alternativa é identificar genes

que não variam entre os trata-
mentos e usá-los como con-
trole.

4. Sensibilidade para
detecção de transcritos

pouco abundantes

A maioria dos genes apre-
senta baixos níveis de ex-
pressão, com cerca de 10 mo-
léculas de mRNA por célula,
enquanto que os genes inter-
mediários e abundantes
(aprox. 300 e 12.000 molé-
culas/célula, respectivamen-
te) são uma pequena fração
do transcritoma (Huang et al.,
1999). Assim, é fundamental
que o método de análise de
expressão tenha sensibilida-
de suficiente para detectar
genes pouco expressos. Os
macroarranjos construídos em
nosso laboratório apresenta-
ram um bom nível de sensibi-
lidade, suficiente para detec-
tar genes com expressão muito

reduzida, que correspondem a 0.004%
dos transcritos na célula (Felix et al.,
manuscrito em preparação).

Identificação de genes
envolvidos na resposta a

estresses abióticos, utilizando a
técnica de macroarranjos

Após a padronização e normaliza-
ção dessa metodologia, nosso grupo
vem-se empenhando na identificação
de padrões de expressão gênica em
cana-de-açúcar em resposta a estres-
ses abióticos, como baixas temperatu-
ras e a hormônios como o elicitor metil-
jasmonato e o ácido abscísico.

Os estresses abióticos representam
um dos principais fatores limitantes
para a produtividade agrícola no mun-
do inteiro, além de representarem uma
barreira para a introdução de espécies
cultiváveis em áreas que ainda não são
utilizadas para agricultura (Cherry,
1994). Como exemplo desses estres-
ses, podemos destacar o decorrente
de baixas temperaturas. Diversas plan-
tas desenvolvem tolerância ao frio quan-
do expostas a baixas temperaturas,
processo denominado aclimatação ao
frio. Embora já se conheçam alguns
genes cuja expressão é alterada nesse
processo, existem ainda muitas dúvi-



Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento - nº 24- janeiro/fevereiro 2002 67

das quanto às rotas de sinalização en-
volvidas na resposta ao frio.

Sendo assim, com o intuito de des-
cobrir novos genes induzidos por bai-
xas temperaturas, macroarranjos de DNA
contendo 1.536 ESTs de cana-de-açú-
car foram hibridados com sondas de
cDNA sintetizadas a partir de 30 µg de
RNA total de plantas expostas ou não a
4 oC, durante vários períodos (Fig. 5A).
Um total de 60 genes com expressão
diferencial foram identificados. Dentre
eles, destacam-se genes que partici-
pam da fixação de CO

2
, dobramento

correto de proteínas, metabolismo anti-
oxidante, entre outros (Nogueira et al.,
manuscrito em preparação).

Por outro lado, as plantas estão su-
jeitas a outros estresses, tais como a
radiação ultravioleta, vento e granizo e
ao ataque de patógenos e pragas que
acarretam em severos danos celulares.
Sob tais condições, as plantas promo-
vem a biossíntese de ácido jasmônico
(JA) e seu metil éster volátil, metil-
jasmonato (MeJA). Esses reguladores
de crescimento participam de diversos
processos fisiológicos como, por exem-
plo, senescência, mecanopercepção,
morfogênese, defesa a patógenos e
pragas, entre outras (Wasternack & Par-
thier 1997; Glazebrook, 1999).

Para avaliar os efeitos do MeJA na
expressão gênica em plântulas de cana-
de-açúcar, macroarranjos contendo
1.536 ESTs oriundos do projeto SU-
CEST foram hibridados com sondas de
cDNA sintetizadas a partir de RNA total
extraído de tecidos foliares de cana-de-
açúcar após diversos períodos de trata-
mento com MeJA (Fig. 5B). Os resulta-
dos permitiram a identificação de 37
genes induzidos e 44 reprimidos, entre
os quais se encontram genes que parti-
cipam da biossíntese do ácido jasmôni-
co como a desaturase, três fatores de
transcrição que participam da transdu-
ção de sinais, e as enzimas catalase e
superóxido dismutase, que participam
de estresse oxidativo, além de genes
sem similaridade no GenBank. Esses
resultados podem ajudar na compreen-
são dos efeitos produzidos por esse
potente octadecanóide, além de reve-
lar novos genes que podem ser impor-
tantes para a fisiologia e/ou defesa da
planta a estresses.

 Perspectivas e Conclusões

A tecnologia dos arranjos de DNA

têm permitido um enfoque genômico
para elucidar a regulação gênica dos
mais diversos processos fisiológicos,
colocando-nos diante de uma nova era
na ciência. Em particular, os arranjos de
DNA em náilon tal como descritos
neste trabalho são uma alternativa ro-
busta e pouco dispendiosa para análi-
ses de transcritomas.
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