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DETERMINATION OF COPY NUMBER OF BAC-END TERMINALS BASED ON PCR-METHOD

Penentuan Jumlah Salinan Ujung-ujung Insersi Klon-Klon BAC dengan Metode PCR

Jamsari*), Inke Nitzt**), Stella Marie Reamon Büttner***), Christian Jung****)

ABSTRACT

Determination of BAC-end terminal copy number is a crucial step during contig assembling. This can be as direct probe for clones ordering via ordinary hybridization or indirect use for searching new clones to fill the existing gaps among the available contigs. In this paper we compare the estimation results obtained from PCR technique and southern-hybridization method. The results indicated differences between both methods, where PCR-based technique showed single- and low-copy fragments almost two times more than southern hybridization-based method. However the PCR-based technique indicated consistency with the successfulness of PCR-based marker development. Besides, PCR based technique provides acceleration and safety in copy number determination.
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PENDAHULUAN

Dalam rangka penyusunan peta fisik posisi lokus gen tertentu dengan menggunakan klon-klon berinsersi besar seperti BAC (Bacterial artificial chromosome), YAC (Yeast Artificial Chromo-some), PAC (Plasmid Artificial Chromosome) informasi tentang jumlah salinan ujung-ujung insersi dari suatu pustaka klon-klon BAC sangat dibutuhkan. Hal ini terutama jelas menjadi suatu kebutuhan apabila ujung-ujung klon BAC terse-but akan digunakan secara langsung untuk me-nentukan sususan dan urutan klon-klon yang overlapping sesamanya baik dengan metode hibridisasi ataupun teknik PCR dalam rangka penyusunan kembali segmen DNA panjang yang bersifat kontinyu (contig). Kebutuhan penting lainnya adalah apabila strategi kromosom berja-lan (chromosome walking) dalam rangka penca-rian klon-klon positif lain untuk menyisip celah (gap) di antara contig-contig yang telah ada.

Penentuan jumlah salinan suatu fragment DNA pada umumnya dilakukan dengan cara menggunakan fragmen DNA tersebut sebagai probe untuk menghibridisasi DNA genomik total dari organisme sumber fragmen yang telah dire-striksi secara komplet terlebih dahulu. Visualisasi hasil hibridisasi dapat dilakukan baik dengan cara radioaktif maupun non radioaktif. Pada kondisi dimana prasarana untuk hibridisasi tidak tersedia, atau terbatasnya perizinan yang diperlukan, maka diperlukan alternatif lain yang dapat digunakan untuk keperluan yang sama. Disamping itu, me-tode hibridisasi membutuhkan waktu yang cukup lama untuk mendapatkan hasil optimal, karena proses hibridisasi paling cepat berlangsung sela-ma dua hari ditambah dengan kendala proses eks-posisi serta visualisasi yang membutuhkan per-alatan khusus ataupun biaya per unit yang cukup mahal dan tingkat keselamatan kerja yang selalu menjadi kendala.

Teknik reaksi berantai polymerase (PCR= Polymerase Chain Reaction) merupakan teknik amplifikasi DNA secara in-vitro yang saat ini sudah digunakan secara rutin dalam penelitian-penelitian molekuler. Teknik ini pertama kali dikembangkan oleh Mullis sekitar pertengahan tahun delapanpuluhan (Mullis, et al., 1987). Salah satu faktor penentu keberhasilannya diten-tukan oleh spesifitas antara sekuens primer-primer yang digunakan untuk amplifikasi dengan DNA yang berfungsi sebagai templet . Dengan demikian hanya sekuens-sekuens fragmen yang memiliki daerah homologi dengan sekuens frag-men saja yang akan diamplifikasi, sementara se-kuens fragmen yang tidak memiliki homology dengan sekuens primer tidak akan teramplifikasi. Dengan mempertimbangkan spesifikasi teknik tersebut, maka timbul ide untuk menggunakan-nya dalam penentuan jumlah salinan sekuens suatu segmen. Jika hal tersebut dapat diwujudkan maka pertimbangan kemudahan, keselamatan dan faktor ekonomis dapat dikemukakan sebagai beberapa alternatif keunggulannya.
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Pada paper ini akan ditunjukkan aplikasi tek-nik PCR dalam penentuan jumlah salinan ujung-ujung sekuens insersi dari klon-klon pustaka BAC yang disusun dari DNA genomik tanaman asparagus (Asparagus officinalis L.). Untuk memverifikasi hasil analisis dengan teknik PCR tersebut maka metode berbasis hibridisasi digu-nakan sebagai pembanding.

BAHAN DAN METODE

Isolasi DNA Superpool Pustaka Klon BAC

Sebanyak 27 DNA superpool klon-klon BAC digunakan sebagai material dalam penelitian ini. DNA superpool pustaka klon BAC disusun mela-lui pengepoolan 4 buah pool DNA pustaka klon BAC yang masing-masing mengandung 384 klon tunggal (Jamsari et al, 2004). Dengan demikian setiap DNA superpool mengandung sebanyak 1536 klon tunggal BAC. Isolasi dan purifikasi dilakukan sebagaimana dideskripsikan oleh Jamsari et al, (2004). Untuk menjamin kemur-nian DNA, selama isolasi plasmid dilakukan pen-cernaan secara enzimatis dengan mengguna-kan enzim eksonuklease (Qiagen-Heidelberg, Jer-man) yang ditujukan untuk mencerna sisa-sisa potongan DNA genomik yang berasal dari bakte-ri E. coli. Keseluruhan DNA superpool tersebut diset pada konsentrasi 5 ng/µl.

Sekuensing, Analisis dan Pendisainan Primer dari Sekuens Ujung-ujung Klon Pustaka BAC

Sekuensing ujung-ujung SP6 dan T7 dari klon pustaka BAC dilakukan di DLMBC-Berlin Jerman. Klon-klon pustaka BAC dikirim dalam kultur agar padat miring setelah dibiakkan selama satu malam. Informasi sekuens diterima dalam format FASTA dan elektrophoregram yang untuk selanjutnya dilakukan editing secara manual. Editing dilakukan dengan software DNASTAR (Madison-WI, USA) dengan menggunakan sub program SeqMan. Data sekuens yang telah diedit disimpan dalam format FASTA dan digunakan dalam pendisainan primer. Untuk melihat sejauh mana tingkat homologi sekuens yang diperoleh dengan sekuens-sekuens lain yang telah dipublikasikan, maka dilakukan analisis BLAST (Basic Local Alignment Sequence Tool) pada database sekuens berikut : http://www.arabidopsis.org/-blast/; http://www.ncbi.nlm.nih.gov-/BLAST/. 

Primer didesain dengan menggunakan soft-ware Oligos 9.6 (Kalendar, 2002) dengan mem-pertimbangkan beberapa parameter seperti pro-porsi GC, primer-dimmer dan pembentukan struktur hairpin, serta temperatur annealing yang diupayakan untuk mendekati 60°C. Panjang pri-mer untuk forward dan reverse didesain dengan panjang minimal 18 nukleotid dan maksimal 23 nukleotid. Sintesis primer dipesan pada perusa-haan pensintesis oligonukleotid MWG-Jerman. Untuk mengetahui apakah primer yang telah didesain berfungsi dengan baik atau tidak maka dilakukan test dengan menggunakan DNA asal klonnya sebagai templet dalam suatu reaksi PCR. Disamping itu, optimasi temperatur annealing dilakukan dengan menggunakan PCR gradient temperature (BioRad-Ismaning Jerman) dengan interval temperatur antara 50°C sampai 65°C.

Southern-hibridisasi

Penentuan jumlah salinan sekuens ujung-ujung klon BAC dengan metode hibridisasi dila-kukan untuk membandingkan dan sekaligus memverifikasi hasil penentuan yang dilakukan dengan teknik PCR. Membran untuk hibridisasi diperoleh dengan cara melakukan transfer alkali DNA pita tunggal dari gel dengan menggunakan prinsip southern-transfer (Southern, 1975). Probe yang digunakan adalah produk PCR dari setiap ujung-ujung klon BAC yang telah dipurifikasi dengan kit Qia-quick PCR (Qiagen-Heidelberg, Jerman). Sedangkan hibridisasi dilakukan dengan prinsip yang dikembangkan oleh Feinberg dan Vogelstein (1983). Pre-hibridisasi menggunakan DNA sperma ikan hering selama 1 jam pada suhu 65oC dengan tujuan untuk meminimalisasi sinyal latar belakang. Larutan pre-hibridisasi terdiri dari 5x Larutan Denhardt, 5x SSPE, 0,2% SDS, 0,02% (w/v) DNA sperma ikan hering. Sedangkan larutan hibridisasi terdiri dari 10 µl pd(N)6, 10 µl 10xBuffer-Klenow, 5,0 µl larutan GT, 1,5 µl ((32P(-dATP, 1,5 µl ((32P(-dCTP, 2,0 µl Klenow (1U/µl), 2,0 µl Probe (50 ng/µl), dan H2O sampai 100.0 µl. Pelabelan probe dila-kukan pada volume reaksi 100 µl dan diinkubasi selama lebih dari 1 jam pada suhu 37oC. Sebelum digunakan, probe-probe didenaturasi pada suhu 100oC selama 5 menit. Membrane dihibridisasi pada suhu 60°-65oC di dalam oven berputar selama satu malam. Membran selanjutnya dicuci dengan 0.5x SSC dan 0.2% SDS pada suhu 65°C. Akhirnya membran diproses untuk exposing dengan Film X-rays (Hyperfilm MP, Amersham Braunschweig) atau /dan dengan piringan phosphor imager (Fuji Film-Japan).

Reaksi PCR dengan DNA Superpool

Reaksi amplifikasi diawali dengan denaturasi DNA templet pada suhu 94°C selama 3 menit dan diakhiri dengan ekstensi tambahan pada suhu 72°C selama 5 menit. Reaksi PCR dilakukan dengan Gene Amp PCR System 9600 (Perkin Elmer-Applied Biosystem, Weiterstadt). pada total volume 20 µl. Larutan reaksi terdiri dari 5 ng DNA superpool klon BAC, 2 µl 2 mM dNTPs, 5 pmol primer forward dan reverse, 1 U Taq-Polymerase and 2 µl 10x PCR-buffer, serta H2O steril sampai mencukupi volume 20 µl. Hasil amplifikasi dimuat pada sistem gel elektro-phoresis dengan konsentrasi 1% pada tegangan 60 V selama 90 menit. Visualisasi dilakukan dengan melakukan eksposisi pada paparan sinar UV (312 nm) dan didokumentasikan dengan sistem Gel-Doc Documentation (Biorad-Ismaning, Jerman).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pencarian Homologi Antar Sekuens

Pencarian homologi 40 ujung sekuens klon-klon BAC tidak menemukan tingkat homologi yang berarti dengan sekuens-sekuens yang ter-dapat pada kedua data base sekuens yang digu-nakan terutama dengan sekuens yang berkaitan dengan lokus-lokus pengendali kelamin. Demikian pula dengan 60 sekuens yang berasal dari tanaman asparagus yang telah terlebih dahu-lu didepositkan kedalam sekuens database. Lima ujung klon BAC memperlihatkan tingkat sedikit homologi dengan sekuens retrotransposon (tabel 1.). Tingkat homologi tertinggi diperlihatkan oleh sekuens ujung T7 klon BAC 77F7 dengan sekuens mRNA protein homeobox PpHB9 dari Physcomitrella dengan nilai-E 4e-014. Sedangkan homologi dengan Arabidopsis thaliana ditemu-kan tidak terlalu signifikan, meskipun secara par-sial sekuens dari ke 40 ujung klon-klon BAC tersebut memperlihatkan homologi yang cukup tinggi dengan sekuens dari kromosom no 5 A. thaliana. Homologi yang rendah ditemukan dengan sekuens-sekuens yang berasal dari kromosom padi nomor 3, 4, 5, 7, 10, 11, and 12. Sementara itu proporsi GC dari ke 40 sekuens ujung klon-klon BAC dengan panjang total sekitar 26,800 bp adalah 40.9% dengan interval antara 25.0% dan 59.1 %. 

Jumlah Salinan Sekuens Ujung Klon Berdasar-kan Hasil Analisis Dengan PCR

Tiga belas kombinasi primer yang didesain dari sekuens ujung-ujung klon BAC digunakan untuk mengamplifikasi 27 DNA yang diisolasi dari superpool klon-klon BAC asparagus. Produk PCR yang dihasilkannya dimuat pada gel elektrophoresis 1% pada tegangan 60V sekitar 90 menit (gambar 1). Ringkasan hasil yang diperoleh dapat dilihat pada tabel 2.
Tabel 1.
Hasil pencarian homology beberapa ujung-ujung sekuens klon BAC dengan program algoritma BLAST pada database genom publik.

	Sekuens ujung Klon BAC
	Homologi dengan
	Nomor Akses (Nilai E)

	T7 BAC 76F6
	Mikrosatelit
	Bermacam-macam 

	T7 BAC 77E7
	mRNA untuk protein homeobox PpHB9 dari Physcomitrella
	AB028080.1 (4e-014)

	T7 BAC 115G11
	Mikrosatelit
	Bermacam-macam 

	T7 BAC 364C6
	Mikrosatelit
	Bermacam-macam 

	T7 BAC 45B2
	Ty1-copia
	Bermacam-macam 

	T7 BAC 54F5
	Retrotransposons dari kentang, Diospyros kaki, tembakau dan pinus
	Bermacam-macam 


Tabel 2.
Hasil reaksi amplifikasi 13 kombinasi primer yang didesain dari ujung-ujung klon BAC dengan 27 DNA superpool. Jumlah produk PCR yang terlihat adalah jumlah fragmen yang terdiri paling sedikit 1 fragmen yang sesuai dengan ukuran yang diharapkan dari analisis sekuens ujung-ujung BAC.

	Kombinasi Primer
	Jumlah Produk PCR Yang Terlihat
	Catatan

	Asp1-SP6
	14 fragmen tunggal
	-

	Asp1-T7
	1 fragmen tunggal
	Produk PCR berasal dari superpool yang mengandung klon asal

	Asp2-SP6
	1 fragmen tunggal
	Produk PCR berasal dari superpool yang mengandung klon asal

	Asp2-T7
	11 tunggal dan 15 multi fragmen
	multiple (2-4) PCR-products

	Asp3-SP6
	1 fragmen tunggal
	Produk PCR berasal dari superpool yang mengandung klon asal

	Asp3-T7
	2 fragmen tunggal
	

	Asp4-SP6
	3 fragmen tunggal
	

	Asp4-T7
	27 fragmen tunggal
	

	Asp5-SP6
	1 fragmen tunggal
	Produk PCR berasal dari superpool yang mengandung klon asal

	Asp6-SP6
	26 fragmen tunggal
	

	Asp6-T7
	20 tunggal and 2 fragmen ganda
	

	Asp7-SP6
	3 ganda dan 1 fragmen tunggal
	

	Asp8-T7
	4 fragmen tunggal
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Gambar 1.
Analisis jumlah salinan ujung-ujung klon BAC dengan teknik PCR. (A). Kombinasi primer yang dikembangkan ujung SP6 sekuens 46C7 digunakan untuk mengamplifikasi 9 DNA super pool klon BAC. Fragmen yang sama sebesar 551 bp dapat dilihat dari seluruh DNA superpool, kecuali superpool nomor 3 (B): Kombinasi primer dari ujung T7 sekuens BAC 407A8 yang juga digunakan untuk mengamplifikasi 9 DNA super pool yang sama dengan A. Empat super pools menghasilkan sinyal yang sama sebesar 732 bp. M: 1 kb ladder (MBI-St. Leon Rot), 1-9 DNA superpool klon-klon BAC.

Empat kombinasi primer yang didesain dari ujung T7 klon BAC 115G11 dan BAC 407A8, serta ujung SP6 dari klon BAC 364C6, dan klon BAC 151F5 menghasilkan 2-4 fragmen PCR setelah mengamplifikasi DNA ke 27 superpool yang digunakan. Dua dari keduanya digunakan untuk pelaksanaan kromosom berjalan (chromo-some walking) pada seleksi pustaka BAC tahap kedua (data tidak diperlihatkan). Lima kombinasi primer yang didesain dari ujung SP6 BAC 73F6, BAC 46C7, dan ujung T7 BAC77F7, BAC364C6, dan BAC 46C7 menghasilkan 11-27 fragmen PCR dari total 27 DNA superpool yang digunakan. Keseluruhan primer kombinasi terse-but memperlihatkan karakteristik sangat repetitif. Sedangkan empat kombinasi primer yang ditu-runkan dari ujung T7 BAC 73F6, ujung SP6 dari BAC 77F7, BAC 115G11, dan BAC 45B2 meng-hasilkan hanya satu fragmen PCR. Hasil tersebut mengindikasikan bahwa tidak ada lagi fragmen lain yang memiliki titik ikatan primer selain dari sekuens yang merupakan asal darimana primer didesain. Dengan demikian hal tersebut dapat digunakan sebagai petunjuk, bahwa sekuens ter-sebut adalah single copy sekuens.

Hasil Analisis Berbasis Southern-hibridisasi

Untuk memverifikasi hasil yang telah diper-oleh dari penentuan jumlah salinan sekuens ujung-ujung klon BAC dengan menggunakan teknik PCR, maka dilakukan analisis southern hibridisasi. DNA genomik total dari tanaman asparagus sumber DNA untuk penyusunan pusta-ka BAC dicerna secara komplet dengan lima macam enzim restriksi. Selanjutnya dirunning pada sistem gel elektrophoresis selama satu ma-lam, sampai pemisahan fragmen terjadi secara sempurna. Fragmen DNA dari gel kemudian di-transfer dengan menggunakan prinsip transfer alkali kepada membrane nylon (Pharmacia-Jerman) dan difiksasi di dalam oven pada suhu 60°C selama 2 jam. Prehibridisasi dan hibridisasi dilakukan seperti dideskripsikan pada bahan dan metode.

Table 3.
Jumlah salinan ujung-ujung klon BAC sebagaimana dihasilkan dari analisis southern-hibridisasi. Panjang framen ditentukan dari hasil analisis sekuens ujung-ujung klon BAC. Low copy: menghasilkan 2-10 fragmen. Multi copy: menghasilkan lebih dari 10 fragmen tetapi masih dapat dihitung. Sekuens repetitive: menghasilkan sinyal menyebar (smear). 

	Sekuens Ujung
	Klon BAC
	Panjang Framen* (bp)
	Sifat Jumlah Salinan

	T7
	73F6
	438
	Multi copy

	SP6
	77E7
	400
	Multi copy

	T7
	77E7
	319
	Multi copy

	SP6
	364C6
	398
	Multi copy

	T7
	364C6
	361
	Sekuens Repetitive

	SP6
	46C7
	551
	Low copy

	T7
	46C7
	252
	Sekuens Repetitive

	T7
	407A8
	732
	Low copy

	SP6
	10C2
	660
	Low copy

	T7
	10C2
	622
	Multi copy

	T7
	54G8
	627
	Low copy



Gambar 2.
Autoradiograph hasil southern hibridisasi DNA genomik asparagus untuk analisis jumlah salinan sekuens ujung klon-klon BAC. (A, C): DNA dari tanaman jantan homozigot No. 950545/8 dicerna dengan enzim restriksi 1: BamHI, 2: BglII, 3: MluI, 4: HindIII, 5: KpnI dan dihibridisasi dengan probe dari ujung T7 klon BAC46C7. (A) and probe dari ujung BAC407A8. (C). (B) DNA dari tanaman jantan homozigot No. 950545/8 dicerna dengan enzim restriksi 1: BamHI, 2: AluI, 3: HindIII, 4: EcoRI, 5: EcoRV dan dihibridisasi dengan probe dari ujung SP6 klon BAC 46C7. Lama waktu expose untuk setiap probe adalah 3-4 jam.

Analisis terhadap 11 probe yang dikembang-kan dari masing-masing ujung klon BAC-nya menghasilkan 4 sekuens dengan sifat low-copy, 5 sekuens mencirikan multy-copy dan 2 sekuens mencirikan karakter sekuens high-repetitive. Antara 2 sampai 10 fragmen dapat dilihat setelah dilakukannya hibridisasi antara DNA genomik total dari tanaman asparagus homozigot jantan dengan probe yang dikembangkan dari ujung SP6 dari BAC 46C7, BAC 10C2 dan ujung T7 dari BAC 407A8, dan BAC 54G8. Sedangkan probe yang lain menghasilkan fragmen dengan jumlah lebih dari 10 atau bahkan fragmen yang menye-bar yang mencerminkan karakteristik sekuens dengan sifat multi- atau high-repetitive copy (gambar 2.). Ringkasan analisis penentuan jum-lah salinan dari ke 11 sekuens ujung-ujung klon BAC tersebut dapat dilihat pada tabel 3. 

PerbandinganHasil  Analisis Dengan PCR dan Southern Hibridisasi

Jika dibandingkan data yang diperoleh antara hasil penentuan jumlah salinan dengan teknik PCR dan southern hibridisasi terlihat data hasil southern hibridisasi lebih dapat dipercaya diban-dingkan dengan hasil yang diperoleh dengan tek-nik PCR. Perkiraan 63,6% sekuens repetitif dari analisis southern hibridisasi hampir sama dengan perkiraan yang dikemukakan oleh Galli et al (1988). Mereka mengemukakan bahwa sekitar 68% dari genom asparagus mengandung sekuens repetitif baik yang bersifat middle ataupun high-repetitive. Sebaliknya dengan teknik PCR perki-raan jumlah single dan low copy yang dihasilkan hampir dua kali lipat daripada perkiraan jumlah yang dihasilkan dengan metode southern hibridisasi. Akan tetapi disisi lain, hasil yang diperoleh dari analisis dengan berbasis PCR ter-sebut ternyata memperlihatkan konsistensi de-ngan tingkat keberhasilan pengembangan sistem penanda yang diturunkan dari sekuens ujung-ujung klon BAC (Jamsari et al, 2002). Penanda-penanda yang berhasil dikembangkan dari sekuens-sekuens ujung klon BAC seluruhnya diinterpretasikan sebagai sekuens dengan sifat single- atau low-copy dari analisis dengan basis teknik PCR. 

Teknik perkiraan dengan basis PCR juga me-nawarkan kemudahan dan kecepatan dibanding-kan dengan teknik berbasis hibridisasi. Jika tek-nik hibridisasi membutuhkan waktu rata-rata mi-nimal 3 hari untuk setiap probenya, dengan mak-simal kapasitas kerja yang dapat ditangani oleh seseorang 4 probe per hari, maka untuk 27 probe dibutuhkan waktu paling tidak 21 hari. Itupun jika pekerjaan tersebut dilakukan secara konti-nyu. Padahal biasanya jika bekerja dengan bahan radioaktif seseorang memiliki waktu yang terba-tas, mengingat jumlah radiasi per satuan waktu yang harus dipertimbangkan dari segi kesehatan. Belum lagi persoalan perizinan penggunaan ba-han radioaktif yang tidak di semua tempat dapat diperoleh. 

Teknik perkiraan dengan berbasis PCR dapat mengatasi kendala-kendala tersebut. Untuk satu primer kombinasi dibutuhkan waktu maksimal sekitar 5 jam dari mulai persiapan PCR sampai visualisasi, sehingga untuk 27 probe diperlukan waktu sekitar 135 jam kerja atau 19 hari. Akan tetapi pada tahap amplifikasi kapasitas kerjanya dapat ditingkatkan apabila PCR yang digunakan memiliki blok dengan format 96 posisi. Dengan demikian, setiap kali amplifikasi dapat digunakan untuk 3 probe, dengan catatan ketiganya memi-liki kondisi amplifikasi yang sama. Hal itu berarti hari yang dibutuhkan bisa dipersingkat menjadi hanya 7 hari. Disamping itu, teknik dengan basis PCR memberikan jaminan keselamatan bagi pekerjanya, karena tidak melibatkan senyawa radioaktif sama sekali yang berarti juga tidak me-miliki persoalan dengan perizinan lokasi dalam kaitannya dengan penggunaan senyawa radio-aktif. Hasil tersebut diatas dapat mengkonfirmasi, bahwa teknik PCR dapat digunakan untuk mem-perkirakan jumlah salinan sekuens ujung-ujung klon BAC terutama dalam kaitannya untuk pengembangan sistem penanda berbasis PCR.
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