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Ozet: Son zamanlarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler organizmalarin genomlarinin DNA baz dizilerinin belirlenmesi
projelerini hizlandirmis ve aralarinda model bitki Arabidopsis thaliana ve ekonomik 6neme sahip piring (Oryza sativa) bitkilerinin de
bulundugu birgok organizmanin genomlarinin DNA baz dizileri tamamlanmistir. Veri tabanlarinda yer alan ve siirekli artig gosteren
bu DNA baz dizisi bilgilerinin fonksiyonel olarak genom diizeyinde analizleri i¢in birtakim metotlara ihtiyag duyulmaktadir.
Mikroarray teknolojisi giiniimiizde bu amagla en yaygin olarak kullanilan son derece etkili bir metottur. Bu teknoloji birgok
organizmaya ait genom DNA baz dizilerinin tiimiinii veya bir kismini igeren genlerin ekspresyon zamanlarini, miktarlarint ve
profillerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Bitkilerde mikroarray teknolojisi abiyotik ve biyotik stresler, meyve olgunlagmasi,
sirkadian saati, fitokrom A sinyallemesi, tohum gelismesi ve nitrat asimilasyonunda rol oynayan genlerin ekspresyon analizlerinde
kullanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Genomiks, Mikroarray, Gen ekspresyonu
Microarray Technology and Applications to Plants

Abstract: Recent developments in molecular biology accelerated genome sequencing projects and whole genome sequences of many
organisms including model plant Arabidopsis thaliana and economically important rice plant (Oryza sativa) have been completed.
Functional analysis of increasing amount of sequence information in the databases requires methods for genome-wide expression
analysis. Currently, microarray technology is the most efficient and commonly used method for genome-wide expression analysis. It
has been used to determine the expression time, amount and profile of genes from whole or partial genome sequences in genome
scale in many organisms. In plants, microarray analysis has been used for expression analysis of genes involved in biotic and abiotic
stress responses, fruit ripening, circadian clock, phytochorome A signaling, seed development and nitrate assimilation.
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Giris

Organizmalar1  olusturan hiicrelerin igerdikleri toplam  bitki Arabidopsis tahaliana genomu 2000 yilinda

genetik bilgilerinin tiimii genom olarak tanimlanmaktadir.
Son yillarda molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji
alanlarindaki gelismeler birgok organizmanin genetik
yapilart hakkinda molekiiler  diizeyde bilgi sahibi
olunmasina olanak saglamistir. 1995 yilinda bir bakteri
olan Homophilus influenzae’nmm genomunu belirleyen
DNA baz dizileri (1.9 x 10° bp) belirlenmis ve biitiin
genetik bilgileri bilinen ilk organizma olarak tarihe
gecmistir [1]. Bunun ardindan bir dkaryot olan maya
(yeast) Saccharomyces cerevisiae genomunun DNA baz
dizileri 1996 yilinda tamamlanmistir [2, 3, 4]. Aym yil
Archebacteria genomunun DNA baz dizisi [5] ve bundan
bir yil sonrada Fubacteria genomunun DNA baz dizisinin
[6] tamamlanmasiyla genom dizilimi tamamlanan tek
hiicreli organizmalarin sayisinda artig saglanmustir.

Daha sonra karmagik organizmalardan nematod [7] ve
Drosophilla [8] genomlarmin DNA baz dizilerinin
tamamlanmasiyla genom analizi yeni bir asama
kaydetmistir. Bunlarin ardindan insan genomunun DNA
baz dizilerinin belirlenmesinin tamamlanip once ilk
taslaginin, daha sonra da son halinin yayinlanmasiyla
birlikte genom analizi bilim diinyasi yaninda topumu da
ilgilendiren bir konu haline gelmistir [9]. Insan
genomunun tamamlanmasindan kisa bir siire sonra model
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tamamlanarak bitkiler de genom DNA baz dizisi
belirlenen organizmalar iginde yerini almigtir (10).

Arabidopsis ~ genomunun  DNA  baz  dizisinin
tamamlanmasinin ardindan 2002 yilinda piring (Oryza
sativa) ~ bitkisinin  tiim  genom baz  dizilerinin

belirlenmesiyle genom analizlerinin tarimsal iiretim
alaninda kullanimina olanak saglanmistir (11). Biitiin bu
organizmalara ait bilgiler herkesin kullanabilecegi bir veri
tabanina konulmus ve bu veri tabanlari biyolojik
bilimlerde calisan herkes icin ¢ok Onemli bir bilgi
kaynagimi olusturmaktadir. Organizmalarin genomlarina
ait bu bilgiler onlarin sadece baz dizilerine ait bilgileri
icermekle kalmayip ayni zamanda genlerin hiicredeki
fonksiyonlar1 hakkinda da bilgiler vermektedir.

Organizmalarin biitiin genom bilgilerinin molekiiler
diizeyde  karakterize edilmesi genomiks  olarak
adlandirilmaktadir. Genomiks sayesinde farkl1
organizmalara ait genetik bilgiler karsilagtirilmakta ve
organizmalar arasindaki benzerlikler evrimsel diizeyde
arastirilabilinmekte ~ ve  organizmalarm  irettikleri
proteinlerin cesitleri, sayilar1 ve bunlarin fonksiyonlar
hakkinda bilgi sahibi olunabilinmektedir. Calisma
alanlarma goére genomiks yapisal ve fonksiyonel
genomiks olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Yapisal



genomiks genetik ve fiziksel haritalama ve DNA baz
dizilerinin belirlenmesi yontemleriyle organizmalarin
genetik  bilgilerinin  ortaya  ¢ikarilmasini  saglar.
Fonksiyonel genomiks ise genlerin ekspresyonunu, bigim,
miktar ve zaman agisindan genom diizeyinde inceleyerek
genlerin  fonksiyonlarmin  6grenilmesinin  yaninda
organizma agisindan 6neminin anlagilmasina da yardimci
olmaktadir. Yukarida belirtilen ve genom baz dizileri
tamamlanan veya genom dizileri belirlenmekte olan
organizmalara ait genetik bilgilerin DNA baz dizisi
diizeyinde herkesin ulasabilecegi gen bankalar1 gibi bir
veri tabaninda yer almasi fonksiyonel genomiksle
ilgilenen insanlara ¢aligma olanagi sunmaktadir. Birgok
bilim adami bu DNA baz dizilerini genomiks yontemleri
kullanarak icerdikleri bilgilerin anlamlarini yorumlamaya
calismaktadir. Uretilen bu bilgiler insan ve hayvan saglig
yaninda bitki biyolojisi, yetistirme ve 1slah1 konularindaki
gelismelere de 151k tutmaktadir. Fonksiyonel genomiks
sayesinde yiizlerce ve hatta binlerce genin hiicrede hangi
fonksiyonlara sahip olduklar1 hakkinda bilgi sahibi
olunabilecek ve bu bilgiler 1s18inda yeni ydntemler
gelistirilerek daha 6nceden asilamayan biyolojik sorunlara
¢oziimler tretilecektir (12).

Gegmis yillarda bir tek genin ekspresyonu hakkinda bilgi
sahibi olabilmek i¢cin RNA (northern) blot (13), nokta
(dot) blot (14), yar1 kantatif ve kantatif (semi quantitative
ve quantitative) ters yazilim (reverse transcription, RT)
polymeraz zincir reaksiyon (polymerase chain reaktion,
PCR) (15, 16) tekniklerini kullanilmaktaydi. Son on yildir
ise c¢ikarimli hibridizasyon (subtractive hibridization)
(17), farkimsal gosterim (differential display) (18), seri
gen ckspresyon analizleri (serial analysis of gene
expression, SAGE) (19), ekspres olan gen pargalarinin
DNA dizilerinin belirlenmesi (sequencing of expressed
sequence tags, ESTs) (20) teknikleri birgok genin ayni
anda farkli kosullarda ekspresyonlart hakkinda bilgi

saglamistir. Son zamanlarda ise mikroarray teknolojisi
sayesinde  binlerce  genin  farkli  kosullardaki
ekspresyonlarinin  aynt anda incelenmesine olanak
saglanmustir (21).

Mikroarray teknolojisi farkli diizeylerde 20 yildan beri
kullanilan bir teknik (22) olmasina ragmen son
zamanlarda kullanilan tamamlayici DNA (complementary
DNA, c¢cDNA) mikroarray teknolojisiyle bilim diinyasina
bircok yenilikler kazandirmistir. Bu teknolojinin farkli
kullanim alanlar1 olmasina ragmen son yillarda daha ¢ok
degisik organizmalarda genomiks ¢aligmalarinda genlerin
ekspresyon analizlerinde kullanilmaktadir (23).

Mikroarray, DNA’larmn gipler, kiigiikk cam silayd veya
naylon membran iizerinde hibridizasyonla, genlerin
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan bir
yontemdir. Genel olarak ii¢ farkli mikroarray c¢esidi
bulunmaktadir. Bunlar oligoniikleotide cipleri,
oligoniikleotide array ve cDNA arraydir. Oligoniikleotide
cipler cam iizerine UV-maskelemesi veya 1sikla aktif olan
kimyasal kullanilarak direk olarak sentezlenmis ve
sabitlenmis kisa oligolari igermektedir. Oligoniikleotide
arraylar ise onceden sentezlenmis oligolarin cam silayd
veya naylon membran iizerine konmasindan olusur. PCR
kullanilarak cDNA veya EST’lerden amplifikasyonla elde
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edilen cDNA’larin cam silayd veya naylon membran
iizerine konulmasindan da cDNA arraylar olusur (21, 24).

Mikroarray teknolojisi niikleik asitlerin segici ve farkliliga
dayanan hibridizasyon yontemi ile elde edilen gen
ekspresyon analiz sonug¢larini kullanir. Bu teknolojide ilk
olarak iki farkli kosulda tutulan iki ayr1 ornekten izole
edilen messenger RNA (mRNA)’lardan RT yontemi ile
cDNA’lar sentezlenir. Sonra bu drneklerin biri siyanin 3
(cyanine, Cy3) ve digeri siyanin 5 (cyanine, Cy5)
boyasiyla etiketlenip isaretlenerek iki farkli probu
olusturur. Cy5 ve Cy3 iki farkli boya (dyes) olup farkli
emme ve uyarilma (excitation) Ozelligine sahip
olmalarindan dolay1 iki farkli renk, kirmizi ve yesil,
tiretirler. Bu iki farkli boyayla etiketlenip isaretlenen ve
iki farkli ornekden elde edilen cDNA’lar karistirilir ve
oligoniikleotidlar1 veya ¢cDNA baz dizilerini igeren ve
binlerce geni ifade eden DNA mikroarrayleriyle
hibridizasyon i¢in kullanilir. Genomdaki her bir geni
temsil eden bu cDNA pargaciklari hibridizasyon sirasinda
farkli sinyaller vermektedir. Hibridizasyon sirasinda
iiretilen sinyallerin  yogunlugu orneklerdeki mRNA
miktarlart ile orantilidir. Sonra baglanmayan problari
uzaklagtirmak i¢in yikama islemi yapilir. Daha sonra
boyalarin 1sikla uyarilmasiyla olusan kirmizi ve yesil
renkteki Cy3 ve Cy5 sinyalleri array tarayicilart
yardimyla farkli dalga boylarinda okunur. iki farkli dalga
boyunda elde edilen Cy3 ve CyS5 sinyallerinin oranlari bir
c¢DNA pargacigmin iki farkli probdaki yogunlugunu ifade
eder. Bu sinyallerin yogunluklarini karsilastirmak ve
analiz sonuglarin1 sayisal olarak belirlemek igin bu
amagcla hazirlanmig bilgisayar programlari kullanilir. Bu
programlar  sayesinde  hibridizasyon = sonucunda
mikroarrayden elde edilen sinyaller bilgisayarda
birlestirilerek ii¢ farkli renkte goriintiilenir. Elde edilen bu
goriintide kirmizi renk, herhangi bir mRNA’nmn prob
1’de prob 2’ye gore fazla oldugunu, sar1 renk, mRNA’nin
iki farkli probda da esit miktarlarda bulundugunu, yesil
renk ise, mRNA’nin prob 2’de prob 1’e gore daha fazla
oldugunu ifade eder. Daha sonra her bir sinyalin
ortalamas1 alindiktan sonra mikroarrayde kendiliginden
olusabilecek sinyal ¢ikartilip ve her bir deger igin
normalizasyon islemi farkli kosullarda ekspresyonu
degismeyen temel bir genle (housekeeping gene) veya
sinyal yogunlugu bilinen herhangi bir mRNA kullanilarak
yapilir. Normallestirilen bu veriler gen ekspresyon
profillerinin belirlenmesinde kullanilir (21, 24, 25).

Bitkide mikroarray teknolojisi ilk defa Arabidopsis’de
yaprak ve kokteki gen ekspresyon profillerini belirlemek
icin 48 cDNA parcacigini igeren array kullanilarak yapildi
(26).  Sonra 1443 Arabidopsis geni igeren cDNA
mikroarray farkli organ ve gelisme evresinde olan
bitkilerde gen ekspresyon profillerini belirlemek icin
kullanild1 (27). Son yillarda mikroarray teknolojisi model
bitki Arabidopsis (28) ve piring (29), musir (30), ¢ilek
(31), fasiilye (32) gibi tarimsal agidan 6nemli olan bir¢cok
bitkide, farkli kosullardaki gen ekspresyon profillerini
belirlemek i¢in kullanildi (24, 33).

Gen ekspresyon profilinin mikroarray teknolojisi
kullanilarak belirlenmesi ¢ok yaygin bir ¢aligma sekli
olup, hiicredeki fonksiyonu bilinmeyen bir¢ok genin
fonksiyonlarmin belirlenmesini saglamaktadir.
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Mikroarrayden elde edilen gen ekspresyon verileri farkli
istatiksel teknikler kullanilarak hiyerarsik gruplama
(hierarchical clustering), ana parga analizi (principal
component analysis, PCA) ve kendi kendine organize
olan haritalar (self-organizing maps, SOM) genlerin
gruplandirilmasinda  kullamilir.  Hiyerarsik gruplama
teknigi kullanilarak genler ekspresyonlarina gore once
asagidan yukartya dogru daha sonra da gruplarin kendi
aralarinda benzerliklerine gore birlestirilmeleri yapilarak
bir soy agaci elde edilmeleri saglanir. Bu gruplandirma
sayesinde hiicrelerin igleyis mekanizmalar1 hakkinda bilgi
sahibi olunurken ayni zamanda hiicredeki fonksiyonlari
bilinmeyen genler hakkinda da bilgi edinilir (24).

Son yillarda birgok organizmanin DNA baz dizileri
belirlenmis olmasina ragmen bu DNA baz dizileri kendi
baslarina bir sey ifade etmezler. Mikroarray teknigi
sayesinde DNA baz dizileri belli olan genlerin hiicredeki
fonksiyonlar1 arastirilmaktadir. Bu nedenle mikroarray
analizinin sonucunda elde edilen ve farkli gelisme
evresinde, farkli kosullarda ve farkli genotiplerde bulunan
bircok bitki geni fonksiyonlarma gore
gruplandiriimaktadir (33, 34). Ornegin 1s1kta ve karanlikta
yetistirilen Arabidopsis bitkilerinde mikroarray ¢aligmasi
yapildiginda 1sikla yonetilen bircok geni belirlemek
miimkiin olmaktadir (35, 36). Bu genlerin birgogu yeni
bulunan genler olacagi i¢in daha once veri tabaninda
bulunan higcbir genle benzerlik gdstermeyebilir, ama en
azindan bu genlerin 1sikla yonetilen genler oldugu ve
hiicrede 1s1ikla birlikte aktivitelerinin artip veya azaldigi
hakkinda da bilgi sahibi olunur (34).

Bu nedenle mikroarray son yillarda bir¢ok bilim adamu
tarafindan bitkilerde abiyotik (37, 38) ve biyotik stresler
(39), meyve olgunlagsmast (40), sirkadian saati (41),
fitokrom A sinyallemesi (42), tohum gelismesi (43) ve
nitrat asimilasyonu (44) sirasinda aktif olan yada
aktivitelerini azaltan genlerin bulunmasinda
kullanilmistir. Buna benzer ¢aligmalar tim genom DNA
baz dizisi belli olan Arabidopsis ve piringte
kullanilabilecegi gibi kismi genom DNA dizileri
belirlenmis ya da belirlenmekte olan birgok diger bitkide
de uygulanabilecektir. Mikroarrayden elde edilen
ekspresyon profillerini onaylamak i¢in bu bilgiler daha
sonra hiicredeki proteinlerin analizlerinden olusan
proteome’dan elde edilen verilerle Kkarsilastirilabilir.
Mikroarray ve proteome verilerinden elde edilen bilgilerle
proteinin hiicredeki fonksiyonunun yazilim
(transkripsiyon) diizeyinde mi yoksa yazilimdan
(transkripsiyondan) sonra olabilecek bir mekanizmayla m1
kontrol edildigi belirlenebilir (34).

Mikroarrayden elde edilecek gen ekspresyon profilleri
bitki biyolojisinin isleyis mekanizmasi hakkinda genel bir
bilgi verdiginden dolay:r bitki molekiiler biyolojisinde
calisan insanlarn bu konular hakkindaki goriislerini
degistirerek onlarin  bitkinin biiyime ve gelismesi
sirasinda ortaya ¢ikan problemlerinin ¢éziimil ig¢in yeni
yontemler gelistirmelerini  saglayacaktir. Genlerin
ekspresyon profillerinin ayni olmasi bu genlerin
fonksiyonlarinin ayni olmast anlamma gelmeyebilir.
Ancak bu genlerin isleyislerinin ayni genetik kontrol
mekanizmasiyla yonetildigi anlamma gelir. Genlerin
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benzer ekspresyon profilleri gosterenlerinin
belirlenmesinin  ardindan bu genlerin  diizenleyici
(regulatory) elementleri, destekleyici (promoter) bolgeleri
ve cis elementleride tanimlanabilir.  Bunlardan elde
edilebilecek sonuglarla genler yazilim (transkripsiyon)
sirasindaki igleyis mekanizmalarindaki diizenlemelerine
gore simiflandirilabilir (23, 24, 34, 45). Arabidopsis’in
aksam (karanlik) element motifleri bu sekilde
tanimlanmistir (46).

Maya (yeast) Saccharomyces cerevisiae genomunun
tamamlanmasinin ardindan genomu igeren 6200 genle
mikroarray ¢alismast hiicre dongiileri (cell cycle) (47)
sporlarin gelismesi (48), karbon ve azot yoksunluklart
(49) gibi farkli kosullarda yapilmistir (50, 51). Bu tiir
¢aligmalara genom diizeyinde (genome-wide) ekspresyon
profilleri denmektedir. Son yillarda Arabidopsis ve piring
genom baz dizilerinin tamamlanmig olmasi nedeniyle bu
tiir galigmalar bu bitkiler lizerinde de yapilmakta ve farkli
organizmalardan elde edilen sonuglar karsilastirilarak
genom c¢apinda diizenleyici aglar (genome-wide
regulatory networkler) belirlenebilir (52, 53).

Genlerin aktivitelerinin arttirilmasi bitkileri farkli ¢cevresel
streslere karsi tutarak veya bitkiler tizerinde farkli genetik
metotlar uygulayarak, mutasyonlar yaratmak suretiyle
olabilir. Mutasyonlar kimyasal yada etkisizlestirme
(knockouts) yontemleriyle (54), aktivasyon etiketlemesi
(activation tagging) (55), veya genler lizerinde kesip
¢ikarimlar (deletions) yapilarak (56) yada fiziksel
yontemlerle olusturalabilir. Degisik yollarla olusturulan
mutasyonlarin hiicrede yarattiklar1 spesifik etkiler gen
ekspresyonlarina bakilarak belirlenebilir. Boylece
hiicrenin isleyis mekanizmasi hakkinda bilgiler edinilir
(21, 24).

Organizmalarin DNA’larindaki farklilik gen ekspresyon
profillerine bakilarak elde edilebilir. Boylece tiirler ve
populasyonlar  arasindaki  farkliliklar ~ mikroarray
yontemiyle belirlenebilir. DNA’nin tek bazinda meydana
gelen degisiklikler (single nucleotide polymorphism,
SNPs) en ¢ok karsilagilan genetik varyasyon gesidi olup
mikroarraylerden elde edilen sonuclarla birgok SNPs
belirlemek miimkiin olmaktadir (21, 24, 57).

Molekiiler biyoloji alaninda son yillarda artarak devam
eden gelismeler biitiin organizmalarda molekiiler diizeyde
genetik bilgi patlamasina yol agmis ve gen bankalar
i¢lerinde bir ¢ok bitkinin de bulundugu degisik canlilarin
DNA baz dizileriyle dolmustur. Her gecen giin artan tiim
genom ve kismi genom dizilerinin fonksiyonel
analizleriyle bunlarmn hiicrede ne yaptiklarinin anlasilarak
degisik organizmalarda biyolojik problemlerin ¢6ziimii
saglanabilir. Bunu yapabilmek i¢inde binlerce genin
ekspresyon analiz ve profillerini ayni1 anda ¢ikarabilen
mikroarray teknolojisinin su anki haliyle kullaniminin
yaygilastirilmasi ve daha da gelistirilmesi gerekmektedir.
Ulkemizde de bu teknolojinin her alanda oldugu gibi
tarimsal problemlerin ¢6ziimiine yonelik kullanilmast i¢in
altyapi olusturulmalidir.
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