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s organismos respondem

adiferentes estimulos am-

bientais por meio de alte-

racdes no proteoma, con-

junto de proteinas das
células. Esse processo pode permitir a
adaptacioa condicdes adversas, como,
por exemplo, choque térmico, exposi-
cdo a drogas, ataque de patégenos,
etc. O fluxo da informacio génica do
DNA nos cromossomos (genoma) até
o proteoma, ¢ intermediado pelo con-
junto das moléculas de RNA (transcri-
toma). Assim, a concentracio relativa
dos transcritos de um determinado
gene em uma célula é um indicativo
do quanto esse gene estd sendo ex-
presso, isto €, do quanto a célula esta
investindo do seu maquinario bioqui-
mico para produzir a proteina codifica-
da pelo gene.

Em vista disso, foram desenvolvi-
das metodologias visando a medir a
concentracao relativa dos transcritos
dos genes em células e tecidos. Até
pouco tempo atrds, a andlise da ex-
pressdo génica 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 nimero de novos genes
descobertos nos projetos genoma e o
desenvolvimento dos arranjos de DNA
propiciaram uma nova abordagem nos
estudos da regulagao génica, tornando
possivel o monitoramento dos niveis
de transcritos de um grande nimero
de genes simultaneamente. O presen-
te artigo enfoca a tecnologia dos arran-
jos de DNA em nailon, que empregam
medologias rotineiras, robustas e de
facil implementa¢io na maioria dos
laboratérios de biologia molecular, sem
a necessidade de investimentos vulto-
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sos e longos periodos de padroniza-
cdo.

Os arranjos de DNA sdo suportes
sélidos, comumente vidro ou niilon,
aos quais estao fixadas, de forma orde-
nada, seqiiéncias completas ou parci-
ais de genes. A Figura 1 mostra as
etapas de uma andlise de expressio
génica em larga escala empregando
arranjos em ndilon. O DNA dos genes
€ depositado em membranas réplicas,
contendo 0s mesmos genes nas mes-
mas posi¢coes, em densidades que va-
riam de 10 a 1000 genes/cm?. A partir
do RNA das células em estudo siao
produzidas sondas de cDNA via trans-
cricdo reversa na presenca de um nu-
cleotideo radioativo, que permite sua
deteccdo posterior. As sondas sio hi-
bridadas contra os arranjos e quanto
maior a expressio de um gene em
uma determinada condicio, maior serd
o nimero de moléculas de RNAm,
sendo maior o nimero de cDNAs des-
se gene na sonda sintetizada. Conse-
qientemente, maior sera o valor de
intensidade do sinal derivado da sonda
hibridada na regido do arranjo que
contém a seqiiéncia 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 presencga de outro
nucleotideo modificado, nao radioati-
vo, mas fluorescente. A outra sonda
seria sintetizada com um segundo nu-
cleotideo 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 € uma clara
vantagem. A deteccdo da intensidade
das duas sondas hibridadas no arranjo é
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sonda fratamento

ndilon. Além disso, é
. um consenso que a
padronizacao 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

porum lado, os quais,

i * geralmente, refletem

Hibridagao arranjos em vidro, e

2 % de .;Tgﬂnma?E:EE = nylon array, filter ar-
e rays, high density

membranes € macro-

array, que se referem

; - a arranjos em nailon.

4 ! Deteccao L L X Neste artigo utilizare-
. utiizando o mos os termos arran-

Phosphorimager jos em ndilon e arran-

jos em vidro, uma vez

que o suporte empre-

gado é determinante

s Quaniificaglio & Andlise dos paraaselecio das me-

Figura 1:

Representacio esquemaitica de um experi-

mento utilizando macroarranjos

(1). O DNA plasmidial contendo os ESTs do projeto
SUCEST é fixado nas membranas de niilon, em
duplicata (cada cor representa um gene distinto);
(2). A partir das amostras de RNA extraidas de dife-
rentes tecidos ou tratamentos, € feita uma transcri-
¢ao reversa em presenca de 033-dCTP, produzindo
as sondas de cDNA; (3). As membranas sio
hibridadas com as sondas de cDNA radioativas; (4).
A radioatividade emitida de cada spot € detectada
utilizando-se um phosphorimager; (5). Os dados
sao comparados utilizando-se programas especificos
para identificacao do perfil de expressao de cada

gene

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 revisao
sobre os arranjos em vidro, veja Free-
man et al., 2000. Apesar dessas vanta-
gens, a hibridacdo de arranjos em vidro
requer investimentos muito maiores
que 0S necessirios para arranjos em

todologias de deposi-
¢ao do DNA no arran-
jo, sintese de sonda,
hibridacao e deteccao
dos niveis de expres-
530 génica.

Os arranjos em
nailon tém sido em-
pregados com suces-
sodesde otrabalho de
Lennon & Lehrach
(Lennon & Lehrach,
1991), os quais identi-
ficaram genes diferen-
cialmente expressos
em diferentes trata-
mentos. A partir dai,
varios estudos vém
sendo realizados em-
pregando-se essa me-
todologia, como, por
exemplo, a analise da
expressiao génica em
2.505 genes no cére-
bro humano (Zhao et
al., 1995), a identificacdo de genes
expressos diferencialmente em fun-
caoda presenca ou auséncia de luzem
Arabidopsis (Desprez et al., 1998), a
analise de 21.500 genes de ovario para
identificacio de genes superexpres-
sos em carcinomas (Schummer et al.,
1999), o monitoramento do perfil de
expressao génica em raizes de toma-

teiro durante suplementacio com ni-
trogénio (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 dai, varios
estudos foram feitos utilizando-se essa
metodologia (para mais detalhes veja
revisio de Passos et al., 1999 e de
Freeman et al., 2000).

O nosso grupo tem estudado o
perfil de expressao génica da cana-de-
acucar em resposta a estresses abioti-
cos empregando macroarranjos (ma-
croarrays), que sao arranjos em ndilon
com média densidade de genes (ao
redor de 20 genes/cm?). Os genes
utilizados sdo provenientes de biblio-
tecas de cDNA do projeto genoma da
cana-de-acicar, SUCEST (http://
sucest.lad.ic.unicamp.br).

Analises gendmicas
empregando macroarranjos

Os arranjos em ndilon sio uma
Op¢do interessante ao0s arranjos em
vidro, tanto pelo custo como pela
facilidade de implementacao. A seguir
estdo descritas as diversas etapas que
realizamos em nosso laboratério para
implementacio dessa metodologia.
Para maiores detalhes, veja /ink na
Tabela 1.

1. Confecciao dos
macroarranjos

As amostras de DNA sdo prepara-
das a partir de bactérias contendo os
plasmideos de bibliotecas de EST, em-
pregando lise alcalina em placas de 96
pocos, pratica comum nos laboratérios
de seqiienciamento em larga escala. O
DNA é fixado as membranas manual-
mente, com o auxilio de um replicador
composto por 96 pinos (V&P Scienti-
fic, EUA, http://www.vp-
scientific.com), que possibilita a trans-
feréncia simultinea de ~0,1uL de DNA
de cada posicao de uma placa de 96
pocos, 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 ¢ depositado
em duplicata, para maior confiabilida-
de da anilise, com o qual os macroar-
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Imducio

Formas de visualizacio dos dados de macroarranjos
(A). Dendrograma mostrando os padroes de expressiao ao longo do tempo em resposta a metil jasmonato. Cada linha
representa um gene e as colunas representam os tratamentos. A expressao de cada gene € calculada a partir da razao
entre o sinal no tratamento e no controle, sendo representada com diferentes cores, de acordo com a referéncia mos-
trada na parte inferior da figura. (B). Agrupamentos obtidos com o algoritmo de Self Organizing Maps(SOM). Os
genes foram agrupados em 24 conjuntos (c0 a c23) e o nimero de genes em cada grupo estd indicado a direita do
nome do cluster. A linha central de cada grafico representa a média do sinal de expressao dos genes do grupo nos seis
pontos experimentais (controle, 1, 3, 6, 12 e 24h). As linhas vermelhas representam o desvio padrao no grupo para

cada valor de expressio

ranjos produzidos com o replicador
manual contém 768 ESTs (aproxima-
damente 8 ESTs/cm?). A confeccio de
membranas de maior densidade pode
ser conseguida com o auxilio de robds,
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 previsao de disponibili-
zar para a comunidade cientifica mem-
branas de 22,2 x 22,2 cm contendo
27.648 ESTs em duplicata.

2. Sintese de sonda e hibridaciao
das membranas de nailon

Assondas sdo produzidas a partir de
RNA total através de reacao de transcri-
cdo reversa, na presenca 033-dCTP
(Fig. 1.2). Os cDNAs marcados radioa-
tivamente sao hibridados contra as
membranas de alta densidade (Fig.
1.3) em fornos de hibridacio comuns,
empregando um protocolo muito si-
milar ao de Southern blot, técnica
robusta e de uso corrente na maioria
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dos laboratérios de biologia molecular.
3. Obtencdo das imagens

Ap6s as lavagens para eliminar a
hibridacao inespecifica, a membrana
de nailon € posta em contato com uma
placa composta por material sensivel a
radioatividade (imaging plate). Apds
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



Tabelal. Relacio de programas utilizados para analise de perfil de expressiio génica

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 expressao génica (http://genex.ncgr.org/)

MAExplorer  Padroes de DataMining e Expressao Génica (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 expressao génica em Microarrays (http://www.mged.org/)

Microarray Centre Centro de Microarray, The Ontario Cancer Institute
(http://www.oci.utoronto.ca/services/microarray/index.html)

NIH Banco de dados de expressao génica, 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.htmD)

yMGV Visao global sobre Microarray de levedura (http://transcriptome.ens.fr/ymgv/)

ArrayViewer  Visualizacdo e analise de dados de Microarrays —gratuito (http://www.tigr.org/softlab/)

BRBArrayTools Pacote integrado para visualizagcao e andlise estatistica de dados de expressao génica em Microarrays;
Richard Simon & Amy Peng, National Cancer Institute, USA — gratuito (http://linus.nci.nih.gov/BRB-
ArrayTools.html)

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

Expresssion Ferramenta para clusterizacao, andlise e visualizacao de expressio génica. Analises on line — gratuito

Profiler (http://ep.ebi.ac.uk/)

Multi Aplicac¢io Java que permite andlise de dados de Microarrays para identificar padroes de expressao e

Experiment  genes expressos diferencialmente — gratuito. (http://www.tigr.org/softlab/)

Viewer

SAM Analise de Significancia de Microarrays — gratuito (http://www-stat.stanford.edu/~tibs/SAM/)

SOM Aplicacgao 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 Visualizacao e clusterizacio 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 clusterizaciao; Gavin Sherlock, Stanford University — gratuito
(http://genome-www .stanford.edu/~sherlock/SOMviewer.html)

LGF Home page do laboratério de Genoma Funcional, CBMEG, UNICAMP, na qual estao disponibilizados

protocolos completos para arranjos de DNA (http://cafe.cbmeg.unicamp.br)

equipamento mais custoso da meto-
dologia (preco ao redor de U$ 40.000).
A imagem ¢ entdo quantificada utili-
zando-se programas especificos (veja
Tabela 1) que geram tabelas de dados
nas quais cada spot (regido da mem-
brana contendo um gene) recebe um
valor numérico de acordo com a sua
intensidade na imagem. A inspecio
visual em filmes de raio-X também é
possivel, porém indicada apenas em
ensaios qualitativos, uma vez que a
quantificacao das intensidades dos spots

fica muito prejudicada.
4. Andlise de dados

Cada gene esta representado por
dois spots no macroarranjo e a média
desses dois dados é considerada a
expressao do gene no macroarranjo,
na condicdo experimental testada. Com
a tecnologia disponivel hoje para os
arranjos em ndilon e vidro, em boas
condicdes experimentais, geralmente
toma-se como genes induzidos aque-

les que apresentaram um sinal pelo
menos duas vezes maior no tratamento
comparado ao controle, enquanto 0s
reprimidos possuem uma intensidade
de sinal no tratamento menor que a
metade do controle. No entanto, essa
premissa pode nao ser verdadeira, sen-
do necessario avaliar a variabilidade
dos dados obtidos nos diversos trata-
mentos.

As metodologias para andlise esta-
tistica dos dados de arranjos de DNA
estio em franco desenvolvimento,
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Variacdes no sinal detectado devido a diferentes quantidades de

DNA fixadas no spot

Macroarranjos réplicas contendo genes em duplicata foram hibridados com
a sonda overgo (Al e B1) e, em seguida, com sondas de cDNA de células
do controle (A2) e de um tratamento (B2). Em A1 e B1, os retingulos em
negro mostram spots réplicas com diferentes massas de DNA depositadas
na mesma membrana, enquanto que os retingulos em vermelho mostram
spots com variacoes entre membranas. Em A2 e B2, os retangulos em ver-
melho mostram os sinais das duas sondas de cDNA. Observa-se uma menor
intensidade na sonda do tratamento. Essa aparente repressiao do gene esta
relacionada com a diferenca de massa nos spots

existindo diversas estratégias que atri-
buem niveis de confianga as diferencas
observadas entre tratamentos. Em tais
analises, € necessario obter o logaritmo
dos valores de expressio, ja que esses
dados niao apresentam distribuicao
normal.

O volume de dados gerados em
NoSsos experimentos, com aproxima-
damente, 3.000 genes e 5 a 6 trata-
mentos, ainda é passivel de ser analisa-
do com planilhas de cilculo, como o
MS Excel. Nessas andlises, calculamos
os logaritmos das razdes entre a ex-
pressao de cada gene em um trata-
mento e a expressao observada no
controle. Como é esperado que a mai-
oria dos genes nao altere sua expres-
sa0, a média dessas razoes deve ser
proxima a 1 (com o que a média dos
logaritmos das razdes deve ser proxi-
ma a zero). O indicador da variabilida-

de experimental é o desvio padrao dos
logaritmos das razoes de todos os ge-
nes de um macroarranjo. Em cada
experimento, consideramos induzidos
os genes cujo logaritmo da razio seja
superior 2 média de todos os genes
somada a 1,65 vezes o desvio-padrao
(o inverso vale para os genes reprimi-
dos). Esse fator multiplicador do des-
vio € escolhido com base na suposicao
de que os valores de logaritmos apre-
sentam distribuicio 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 repeticoes do experimento.
Com esse critério, a chance de um
gene ser erroneamente identificado
como sendo expresso diferencialmen-
te em funcio do tratamento é de
(5%)?, o que garante um nivel de
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significincia de mais de 99% nos
resultados.

Uma vez selecionados os genes
que variam a expressio, sio feitas
outras analises que envolvem progra-
mas baseados em algoritmos de agru-
pamento (tabela 1). Esses programas
identificam grupos de genes com um
padrao de expressio semelhante nos
tratamentos avaliados, permitindo a
visualizacio dos dados através de
dendrogramas e graficos. A Figura 2
mostra duas formas de agrupamento
e visualizacio de dados de expressiao
génica em plantulas de Arabidopsis
thalianaexpostas ao hormonio metil
jasmonato ao longo de um periodo
de 24 h (dados calculados a partir dos
resultados de Sasaki et al., 2001).
Através dessa andlise, podemos iden-
tificar genes ligados a um mesmo
processo fisiol6gico ou por via meta-
bolica. Assim, € possivel inferir o
papel bioquimico de genes desco-
nhecidos, caso existam no seu grupa-
mento genes cuja fun¢ido ja 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 Unica ima-
gem falsamente colorida (Fig. 1.5).
Nessas imagens, similares as imagens
oriundas dos experimentos de arran-
jos emvidro, que utilizam dois fluoré-
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 niao alteraram sua
exXpressio em resposta ao tratamen-
to, enquanto que 0s spots em negro
representam genes com niveis de
expressao proximos a zero.

Banco de dados: O destino dos
dados de expressao génica

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

Alguns programas de bancos de
dados estao disponiveis gratuitamen-



te (Tabela 1). No momento, nossa
equipe estd-se empenhando em im-
plementar o banco GeneX (Manga-
lam et al., 2001). O GeneX é um
banco de dados com cédigo fonte
aberto, que possibilita sua adaptacio
as necessidades especificas de cada
grupo de pesquisa, além de possuir
uma interface grafica tipo web que
pode ser acessada remotamente, fa-
cilitando a utiliza¢io de ferramentas
de anilises e a interacao entre diver-
S0S grupos.

Padronizacio da metodologia

Diversos experimentos de pa-
dronizacio foram realizados visando
a implementacdo da técnica de ma-
croarranjos de DNA em nosso labora-
torio. Varios fatores podem afetar a
sensibilidade, a reprodutibilidade e a
confiabilidade da técnica, destacan-
do-se: as variacdes na massa de DNA
presente nos spots fixados na mem-
brana; as flutuacdes que ocorrem
durante as etapas de transcricao da
sonda, hibridacao e lavagem das
membranas; além das variacdes no
background (Schuchhardt et al,
2000; Schummer et al., 1999). Uma
vez que esses fatores dificultam a
implementagao da técnica, nés deta-
lharemos a seguir alguns dos proce-
dimentos adotados em nosso grupo:

1. Variacio naquantidade de DNA
depositada nas membranas

O sinal obtido nas hibridacoes de
dcidos nucléicos € proporcional nao
s6 a massa de transcrito presente na
sonda, mas também a massa de DNA
depositada na membrana. Tal como
foi mostrado na Figura 1, para com-
parar diferentes tratamentos, ¢ ne-
cessdrio empregar macroarranjos ré-
plicas. Assim, existe o risco de consi-
derar variacoes de sinal, que refle-
tem apenas as diferentes massas de
DNA nos spotsnas membranas répli-
cas, ndo relacionadas com diferencas
de expressao entre os tratamentos
avaliados. Uma forma de se estimar
flutuacdbes na massa de DNA em
cada spot é a hibridacao das mem-
branas de ndilon com uma sonda que
reconhece uma regiao especifica do
plasmideo (chamada overgo), co-
mum a todos os ESTs analisados
(Perret, 1998). Uma vez que todos

0s spots competem igual-
mente pela sonda overgo, a
hibridacao entre a sonda e o
spoté proporcional a quanti-
dade de DNA nele deposita-
da. Ao hibridar os macroar-
ranjos com uma sonda que
reconhece o gene da ampi-
cilina do plasmideo, nés ob-
servamos variacdes 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 variacio
de mais de duas vezes entre
seus respectivos sinais ou
entre membranas nio siao
considerados nas analises (J.
Amselem, INRA — Versailles,
com. pessoal).

Uma estratégia para di-
minuir a variacdo no sinal
entre spots réplicas é a trans-
feréncia do DNA em etapas,
fixando-o mais de uma vez
em cada spot (L. Reis, Insti-
tuto Ludwig, com. pessoal).
Ao fixar uma sé vez, caso
ocorra alguma imperfeicio
na coleta do DNA ou na sua
deposicio na membrana,
nao ha como corrigir. Ao fi-
xar mais de uma vez, a pro-
babilidade de que o erro
aconteca duas vezes no
mesmo spot € 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. NOs 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
transferéncia em trés etapas
nao causou maior reducao

(dados nao mostrados). Aplicando duas
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Figura 4:

gene 1 pene 2
Correcao de variacoes do sinal entre ex-
perimentos empregando a normalizacio
com a mediana de todos os genes
Trés membranas réplicas foram hibridadas
com sondas de cDNA obtidas a partir da mes-
ma amostra de RNA de folha de cana-de-aca-
car. Os sinais de 3 genes sao mostrados. (A).
Sinal dos trés genes observados em trés mem-
branas réplicas hibridadas com sondas de
cDNA, sem normalizacao. (B). Sinal observado
em (A), ap6s normalizacao utilizando as medi-
anas de todos os genes contidos em cada
membrana. (C). Coeficiente de variacao (CV)
dos genes antes e apds a normalizacio

2. Subtracio do background

transferéncias, cerca de 98% do total

de spots réplicas tiveram suas razoes
de intensidade de sinal entre 0,5 - 2,0,
resultado muito similar ao obtido com

arranjos comerciais.

Apds a captacao da imagem e a
quantificacido dos sinais obtidos para
cada spot, ¢ feita a subtracio do valor
referente 2 emissio de fundo (ba-
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ckground), nio especifi-
ca, presente em toda mem-

que nao variam entre os trata-
mentos e usa-los como con-

brana. Essa subtracio pro-
cura remover o nivel de
“ruido”, permitindo fazera
comparag¢ao entre os Si-
nais especificos de cada
spot. Existem varias ma-

trole.

4. Sensibilidade para
deteccio de transcritos
pouco abundantes

neiras de determinar o ba-
ckground, como a inser-

A maioria dos genes apre-
senta baixos niveis de ex-

¢io de spots contendo
plasmideos sem inserto de
cDNA. Porém, existem va-
riacoes do nivel de ba-
ckground ao longo da
membrana, podendo afe-

pressao, com cerca de 10 mo-
léculas de mRNA por célula,
enquanto que os genes inter-
" medidrios e abundantes
(aprox. 300 e 12.000 molé-
culas/célula, respectivamen-

tar mais alguns spots que
outros. Dessa forma, a sub-
tracao do background lo-
cal, aoredor de cada spoté
a maneira mais confidvel
para a obtencao dos da-
dos. A maioria dos progra-
mas de quantificacio dos
sinais de arranjos de DNA
ja subtrai esse valor, geran-
do tabelas que contém os
valores locais de ba-
ckground, os valores brutos para
cada spot e esses valores subtraidos
do background, que serdo os utiliza-
dos nas proximas etapas de norma-
lizacao.

3. Normalizacio do sinal
causado por flutuacoes
experimentais

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

Figura 5:
Identificaciio de genes envolvidos na resposta
a estresses abioticos utilizando macroarranjos
Macroarranjos contendo 768 ESTs em duplicata foram
hibridados com sondas de folhas jovens de cana-de-
acucar em condicoes de controle e tratados com
MeJa (A) e controle, e expostas a 4°C (B). As setas
indicam os genes induzidos (seta vermelha) e repri-
midos (seta verde)

central do sinal de todos os spots, ela
¢ menos sensivel a2 presenca de
valores extremos de intensidade.
Para avaliar essa estratégia de
normaliza¢do, trés macroarranjos
idénticos foram hibridados individu-
almente com trés sondas de cDNAs
obtidas de reacdes de transcri¢io
reversa independentes, porém da
mesma amostra de RNA total de
cana-de-acticar. O sinal para cada
gene deveria ser similar entre os trés
macroarranjos, porém observamos
uma flutuacio no sinal detectado
(Fig. 4A). Essa flutuacio é um prova-
vel reflexo das diferencas no proces-
so de hibrida¢io ou, alternativamen-
te, na sintese de cDNA. Houve uma
menor flutuacio no sinal normaliza-
do com suas respectivas medianas
(Fig. 4B), com conseqliente reducio
do coeficiente de variacdo (Fig. 40).
Esses resultados comprovam que,
em uma determinada membrana, a
divisao do sinal de cada gene pela
mediana de todos os genes reduz a
flutuacao nos dados observados, au-
mentando a confiabilidade da técni-
ca. Porém, essa estratégia nao se
aplica a tratamentos nos quais a
maioria dos genes tem diferentes
niveis de expressio. Nesse caso,

uma alternativa é identificar genes
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te) sio uma pequena fracio
dotranscritoma (Huang etal.,
1999). Assim, é fundamental
que o método de andlise de
expressdo tenha sensibilida-
de suficiente para detectar
genes pouco expressos. Os
macroarranjos construidos em
nosso laboratério apresenta-
ram um bom nivel de sensibi-
lidade, suficiente para detec-
tar genes com expressao muito
reduzida, que correspondem a 0.004%
dos transcritos na célula (Felix et al.,
manuscrito em preparacao).

Identificacio de genes
envolvidos na resposta a
estresses abioticos, utilizando a
técnica de macroarranjos

Ap6s a padronizacio e normaliza-
cido dessa metodologia, nosso grupo
vem-se empenhando na identificacao
de padrdes de expressio génica em
cana-de-actcar em resposta a estres-
ses abioticos, como baixas temperatu-
ras e a hormdnios como o elicitor metil-
jasmonato e o acido abscisico.

Os estresses abidticos representam
um dos principais fatores limitantes
para a produtividade agricola no mun-
do inteiro, além de representarem uma
barreira para a introducao de espécies
cultivaveis em areas que ainda nao sao
utilizadas para agricultura (Cherry,
1994). Como exemplo desses estres-
ses, podemos destacar o decorrente
de baixas temperaturas. Diversas plan-
tas desenvolvem tolerancia ao frio quan-
do expostas a baixas temperaturas,
processo denominado aclimatacio ao
frio. Embora ja se conhecam alguns
genes cuja expressao ¢ alterada nesse
processo, existem ainda muitas davi-



das quanto as rotas de sinalizacdo 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-acu-
car foram hibridados com sondas de
cDNA sintetizadas a partir de 30 pg de
RNA total de plantas expostas ou ndo a
4 °C, durante varios periodos (Fig. SA).
Um total de 60 genes com expressao
diferencial foram identificados. Dentre
eles, destacam-se genes que partici-
pam da fixacio de CO,, dobramento
correto de proteinas, metabolismo anti-
oxidante, entre outros (Nogueira et al.,
manuscrito em preparacio).

Por outro lado, as plantas estio su-
jeitas a outros estresses, tais como a
radiacdo ultravioleta, vento e granizo e
ao ataque de patdgenos e pragas que
acarretam em severos danos celulares.
Sob tais condic¢oes, as plantas promo-
vem a biossintese de acido jasmoénico
(JA) e seu metil éster volatil, metil-
jasmonato (MeJA). Esses reguladores
de crescimento participam de diversos
processos fisioldgicos como, por exem-
plo, senescéncia, mecanopercepcao,
morfogénese, defesa a patégenos e
pragas, entre outras (Wasternack & Par-
thier 1997; Glazebrook, 1999).

Para avaliar os efeitos do MeJA na
expressao génica em plantulas de cana-
de-aglcar, macroarranjos contendo
1.536 ESTs oriundos do projeto SU-
CEST foram hibridados com sondas de
cDNA sintetizadas a partir de RNA total
extraido de tecidos foliares de cana-de-
aclcar apos diversos periodos de trata-
mento com MeJA (Fig. 5B). Os resulta-
dos permitiram a identificacado de 37
genes induzidos e 44 reprimidos, entre
0s quais se encontram genes que parti-
cipam da biossintese do acido jasmoni-
co como a desaturase, trés fatores de
transcricdo que participam da transdu-
cio de sinais, e as enzimas catalase e
superoxido dismutase, que participam
de estresse oxidativo, além de genes
sem similaridade no GenBank. Esses
resultados podem ajudar na compreen-
sao dos efeitos produzidos por esse
potente octadecandide, além de reve-
lar novos genes que podem ser impor-
tantes para a fisiologia e/ou defesa da
planta a estresses.

Perspectivas e Conclusdes

A tecnologia dos arranjos de DNA

tém permitido um enfoque gendmico
para elucidar a regulacio génica dos
mais diversos processos fisiologicos,
colocando-nos diante de uma nova era
naciéncia. Em particular, os arranjos de
DNA em ndilon tal como descritos
neste trabalho sao uma alternativa ro-
busta e pouco dispendiosa para anali-
ses de transcritomas.
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