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Konstruksi dan karakterisasi high coverage pustaka BAC kambing

kasmir yang berisi cashmere-associated genes

Kambing kasmir, merupakan hewan domestik yang
penting secara pertanian di Mongolia dan Cina, yang
dibudidayakan untuk berbagai keperluan, terutama
untuk produksi kasmir. Cashmere adalah bahan
tekstil kelas tinggi, memiliki nilai ekonomis tinggi
karena seratnya yang tipis, lembut, berkilau, dan
putih bersih.

Studi histologis telah menunjukkan bahwa kasmir
kambing dikembangkan dari folikel rambut sekunder,
namun mekanisme molekuler yang mendasarinya
tetap tidak jelas.

Pembentukan pustaka BAC kambing akan
memfasilitasi identifikasi kerabat gen dan gen yang
terlibat dalam regulasi pertumbuhan rambut dan
cashmere.
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METODE

Sel darah putih diekstraksi dari darah kambing kasmir jantan ARBAS dan diperangkap dalam =
low melting agarose (LMP), setelah penambahan lisat sel darah merah. Pra-elektroforesis
dilakukan sebelum digesti parsial menggunakan enzim restriksi Hindlll.

DNA dengan berat molekul tinggi (HMW) diisolasi dengan Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE). Fragmen DNA yang didigesti dalam kisaran 150-400 kb direcovery dengan
elektroelusi, dan diligasi ke vektor pcc1BAC.

Selanjutnya, potongan genom yang telah menyatu dengan vektor didialisis untuk
ditransformasi dalam isolat DH10B Escherichia coli melalui elektroporasi.

Pustaka BAC kambing disusun menjadi dua grade (superpool dan secondpool) dan struktur 4
dimensi (rowpool, 4 columnpools, 6 columnpools, dan platepools.

Genom yang telah terisersi dianalisis menggunakan PFGE untuk menghitung ukuran dan
cakupan (coverage) genom. Untuk lebih mengkarakterisasi perpustakaan BAC, dilakukan
skrining terhadap 20 penanda mikrosatelit dan 6 gen yang terkait dengan folikel rambut dan
pengembangan kulit pada kambing kasmir, menggunakan proses PCR tiga langkah (Yuan et
al., 2006).

Pada langkah pertama digunakan DNA genom sebagai templat PCR. Untuk langkah kedua
dan ketiga menggunakan superpool dan pools masing-masing.
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Pustaka genom ini terdiri dari
276.480 koloni BAC. Hasil analisis
insersi genom melalui pulsed field
gel electrophoresis (PFGE) dari
566 klon positif yang dipilih random
untuk menjadi sampel PFGE
dengan digesti Notl, menunjukkan
rerata genom yang terinsersi
berukuran 128 kb.

Lebih dari 95% klon, memiliki
ukuran sisipan berkisar antara 50-
250 kb, sementara 77% klon berisi
sisipan yang berukuran > 100 kb.
Beberapa klon berisi sisipan 300
Kb.

Rasio non-rekombinan dari pustaka
BAC ini adalah 0,53%. Cakupan
genom pustaka ini 11,8 kali lipat,
dengan asumsi bahwa ukuran
genom 3 x 10° basa.
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Gambar ini merupakan analisis ukuran DNA BAC sisipan dengan PFGE yang didigesti
Not I dicerna BAC DNA. Ukuran DNA BAC lane 2-14 adalah 130, 145, 165, 135, 135,
105, 110, 140, 140, 150, 150, 160, 100, 80, dan 110 kb. Rata-rata adalah sekitar 128 kb.
Lane 5 dan 8 memiliki 2 band, sehingga dua ukuran dijumlahkan untuk mendapatkan
ukuran total untuk Klon.
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Rasio non-rekombinan dari pustaka
BAC ini adalah 0,53%. Cakupan
genom pustaka ini 11,8 kali lipat,
dengan asumsi bahwa ukuran
genom 3 x 10° basa.
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Table 1 Table 2
Microsatellite screening of BAC clones. Scroening of BAC dlones containing Cashmere-ansocited geats
L0t/ prole T Number of BAC clone Location of BAC clone
Microsatellite  Number of Microsatellite  Number of —_ — T T T
name positive clones| name positive clones :”: o ;' ﬂ‘ o B
BM1818 5 BMS812 15
BM3033 8 BMS875 7
BM315 16 MBO023 9 FGFS Fibroblast growth factoes
BM6444 i3 MBO067 12
BMC1206 3 LSCVO03 10 - .
BM(C3224 8 LSCV29 12
BMS1248 14 LSCV38 10
BMS1714 15 LSCV44 11
BMS1943 9 BM1225 19 . ey
BMS574 12 BM6404 14 :

Average number of positive clone 11.1

20 marker mikrosatelit diskrining menggunakan PCR. Hasil identifikasi keseluruhan marker BAC mikrosatelit
(urutan basa Nitrogen pada DNA) yang terdeteksi positif berkisar antara 3 hingga 19 klon, dengan rata-rata
11.1 (Tabel 1).

Dari pustaka genom ini, dapat dilakukan isolasi terhadap dan 6 gen yang terkait dengan perkembangan
folikel rambut dan kulit kambing kasmir, dimana jumlah BAC yang positif untuk gen-gen tersebut berkisar
antara 3 hingga 15 klon per gen, dengan rata-rata 9,2 (Tabel 2).
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HASIL

Pustaka BAC ini selanjutnya akan memfasilitasi studi tentang mekanisme molekuler yang mendasari
perkembangan kambing kasmir. Pustaka BAC dapat menjadi sumber penelitian gen fungsional dari
pertumbuhan, perkembangan, dan regulasi pada kambing kasmir, yang pada akhirnya akan mengarah pada
penjelasan tentang mekanisme regulasi pertumbuhan rambut pada kambing kasmir.

Penelitian gen fungsional juga akan digunakan untuk mempercepat program pemuliaan kambing. Cakupan
genom yang tinggi dan ukuran insersi yang besar dari pustaka BAC kambing ini akan menjadikannya
sumber daya yang ideal untuk studi di masa mendatang, seperti lokalisasi kromosom, sekuensing genom,
konstruksi peta fisik, dan identifikasi elemen pengatur gen yang terdapat pada kambing kasmir.




Berdasarkan hasil penelitian jurnal-jurnal di atas, dapat disimpulkan bahwa
penyusunan pustaka genom menggunakan metode BAC (Bacterial Artificial
Chromosome) menjadi salah satu pendekatan yang efektif untuk digunakan
dalam mempelajari genom suatu organisme.

Penyusunan pustaka BAC dapat berguna dalam isolasi molekul gen
fungsional, membantu memahami evolusi genom dan mekanisme
molekulernya, dapat menjadi sumber penyelidikan terperinci ke dalam
struktur genom, dan dapat menjadi sumber daya yang ideal untuk studi di
masa mendatang, seperti lokalisasi kromosom, sekuensing genom,
konstruksi peta fisik, dan identifikasi elemen pengatur gen.
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