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ABSTRAK

Dari kajian ini, satu jujukan penuh LTR-retrotransposon Ty3-gypsy telah dicirikan
daripada pangkalan data genom padi. Elemen dengan nombor akses A1.662989.3 terletak
pada pasangan bes 112129 hingga ke pasangan bes 125033 pada nombor akses
AL662989.3 dari kromosom 4 Oryza sativa Japonica. Jujukan ini dikenal pasti
mempunyai gen LTR-retrotransposon Ty3-gypsy dengan struktur organisasi genomik
seperti berikut- 5’-LTR-gag-pol-LTR-3’. Kesemua gen ini dicirikan berdasarkan produk
protein dan motif terpelihara menggunakan pangkalan data domain terpelihara (CDD)
dan pangkalan data domain keluarga protein (Pfam). Gen gag dicirikan oleh keputusan
pencirian keluarga protein dengan nilai skor sebanyak 56.1 dan nilai e serendah 1.1e-15.
Bahagian gen pol dicirikan oleh dua produk protein jaitu transkriptase berbalik dengan
skor bit 122.2 dan nilai E 1.6e-33 dan integrase dengan skor bit 126.2 dan nilai E 9.2e-35
. Dikedua-dua hujung 5° dan 3°, gen retroelemen ini, diapit oleh jujukan LTR sepanjang
1094 pasangan bes setiap satu dengan 100% kesamaan. Keseluruhan saiz jujukan lengkap

LTR-retrotransposon Ty3-gypsy yang berada di dalam genom padi ialah 13050 pasangan
bes.



ABSTRACT

From this research, a full-length sequence of element-like retrovirus was characterized
from paddy genome database. The element with the accession number AL662989.3 was
located at 112129 to 125033 base pairs in chromosome 4 of Oryza sativa japonica
genome. It as follows consists of all endogenus retrovirus organization structure 5’-LTR-
gag-pol-env-LTR-3’. The entire gene was characterized based on protein product and
conserve motif by using conserve domain database (CDD) and protein family database
(Pfam). Gag gene was characterized by Pfam with a bit score of 56.1 and e value of 1.1e-
15 Pol gene was characterized by the present of two protein products such as reverse
transcriptase with bits score 122.2 and E value 1.6e-33 and integrase with bits score 126.2
and E value 9.2e-35. At the 5° and 3’ ends of the gene, it was flanking by repeated long
terminal repeat (LTR) with the size about 1094 base pair each and with the 100%
similarity. The size of complete LTR-retrotransposon Ty3-gypsy sequence that was inside
the paddy genome is about 13050 base pair.
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1 Retroelemen

Retroelemen atau dikenali sebagai elemen bertransposisi RNA, bertransposisi melalui
enzim transkriptase berbalik menggunakan RNA sebagai perantaraan. Proses ini berlaku
dengan retroelemen DNA ditukarkan kepada RNA kemudian ia ditukarkan kembali
kepada DNA dimana ia akan berintegrasi dengan genom. Perbezaan retroclemen dengan

elemen bertransposisi DNA ialah elemen ini tidak dikeluarkan dari genom semasa ia

bertransposisi.

Terdapat 5 jenis retroelemen iaitu SINEs, LINEs, LTR-retrotransposon dari
kumpulan Tyl-gypsy dan kumpulan Ty3-copia dan yang terakhir sekali ialah elemen
retrovirus.. Secara umumnya, elemen bertransposisi terdiri daripada 2 kumpulan dan
retroelemen ialah kelas pertama elemen bertransposisi dan kelas kedua ialah elemen
bertransposisi DNA. Kedua-dua kelas terdapat dalam tumbuhan malah kelas 1
retrotransposon terdapat dalam bilangan yang banyak di dalam genomik DNA tumbuhan
dari 15% di dalam Arabidopsis thaliana sehingga 70% hingga 80% di dalam tumbuhan
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jagung atau barli (Marco dan Marin, 2005). Retrotransposon secara langsung
bertanggungjawab dalam membentuk genom tumbuhan dalam bentuk mutasi gen dan

menghasilkan pengubahsuain gen melalui rekombinasi (Kumar dan Bennetzen, 1999).

Retroelemen yang paling banyak terdapat dalam tumbuhan ialah LTR-
retrotransposon yang mengandungi LTR dalam elemen tersebut. Ia terdiri daripada
beberapa ratus pasangan bes sehingga 10 kb. Kebolehan istimewa yang terdapat elemen
ini ialah pada bahagian gen integrase dimana kedudukan gen integrase membezakan
LTR-retrotransposon kepada dua jenis iaitu gypsy dan copia. Enzim ini bertindak

memasukkan produk hasil daripada enzim trankriptas berbalik ke dalam kromosom.

Kajian terbaru daripada beberapa ahli penyelidik mengatakan retroelemen yang
mengandungi gen env bukan sahaja terdapat pada haiwan malah wujud dengan banyaknya
pada tumbuhan (Kumar dan Bennetzen, 1999). Kajian terhadap Arabidopsis thaliana,
Pisum sativum, Glycine max,  Gossypium barbadense dan Hordeum vulgare

menunjukkan kehadiran gen env pada genom mereka ( Peterson-Burch et al, 2000 ).

Hasil kajian Thomas Eickbush menunjukkan retrovirus dan LTR-retrotransposons
secara evolusinya adalah berkait rapat antara satu sama lain. Dalam kajian enzim
transkriptas berbalik bagi retrovirus yang dilakukan oleh Xiong dan Eickbush (1990),
mereka mendapati enzim transkriptase berbalik bagi retrovirus sangat menyerupai enzim

transkriptase berbalik bagi LTR-retrotranposon. Ini menyebabkan spekulasi tentang



kewujudan retrovirus, dimana ia dikatakan berasal daripada LTR retrotransposon ( Marco
dan Marin, 2005).

ORF ketiga yang mengandungi gen env telah pun dijumpai di dalam tumbuhan
dan kali pertama dijumpai oleh Wright dan Voytas (1998). Mereka menerangkan bahawa
beberapa elemen Arabidopsis athaliana yang di gelar Athila mengandungi gen-gen
seperti retrovirus malah mengandungi ORF ketiga yang mengekodkan protein env. Malah
dalam analisa filogenetik yang mereka lakukan, elemen Athila mempunyai hubungan
yang sangat rapat dengan elemen Ty3/gypsy tumbuhan yang lain. Ini menunjukkan Athila
adalah merupakan sejenis elemen LTR-retrotransposon dan dalam analisa filogeni
mempunyai persamaan yang jauh dengan errantivirus serangga (Wright dan Voytas,
1998). Kajian ini membuktikan kehadiran elemen seperti retrovirus di dalam tumbuhan

dan perbezaannya dengan elemen Athila tersebut terhadap elemen kumpulan Ty3-gypsy

serangga melalui analisa evolusi.

Kajian-kajian terhadap elemen errantivirus ini diteruskan lagi dengan mengkaji
lebih mendalam lagi tumbuhan Arabidopsis dan seterusnya tumbuhan tumbuhan lain.
Elemen seperti Athila kecil, cyclops, calypso, SIRE-1 merupakan elemen retrotransposon
yang mempunyai gen-gen yang sama seperti retrovirus (Kumar dan Bennetzen, 1999) .
Kajian terdahulu hanya mengaitkan elemen dalam kumpulan Tyl gypsy sebagai elemen
seperti retrovirus. Kajian pada tumbuhan kacang soya memberikan hasil penemuan bagi
satu elemen dalam kumpulan Ty3-copia yang dipanggil SIRE-1 dimana ia mengandungi

jujukan env ( Laten et al., 1998). Kajian ini menunjukkan kehadiran gen env tidak terhad



pada LTR-retrotransposon kumpulan gypsy malah ia wujud juga di dalam kumpulan

elemen copia.

Sel tumbuhan mempunyai satu struktur yang khusus iaitu dinding sel. Dinding sel
tumbuhan terdiri daripada selulosa dan bahan bahan lain yang menyebabkan struktur sel
itu menjadi tetap. Retrovirus pula adalah sejenis virus selaput membran iaitu ia
memasuki sel perumah secara menembusi bahagian dwilapis membran. Halangan utama
bagi retrovirus menyerang sel tumbuhan ialah dinding sel tumbuhan dan menyebabkan
satu spekulasi tentang kewujudan retrovirus itu sendiri di dalam tumbuhan. Terdapat
beberapa andaian dibuat. Andaian pertama ialah retrovirus memasuki sel tumbuhan
melalui liang plasmodesmata (Kumar dan Bennetzen, 1999). Jika andaian ini benar maka
peranan gen env pada tumbuhan adalah berlainan dengan peranan gen env pada retrovirus.
Andaian kedua pula ialah kitar hidup bagi retrovirus bagi tumbuhan adalah sama dengan
kitar hidup retrovirus bagi haiwan dimana ia berpindah dari perumah haiwan kepada
perumah tumbuhan ( Laten, et al., 1998). Retrotransposon terdapat pada semua jenis
tumbuhan seperti gymnosperma dan angiosperma. Tetapi kajian lebih tertumpu kepada
tumbuhan monokotiledon dan dikotiledon. Elemen elemen LTR retrotransposon yang

mengandungi gen env kini telah dijumpai pada kedua dua kumpulan tumbuhan tersebut.

Kajian ini dilakukan untuk mencirikan struktur retroelemen jenis LTR-
retrotransposon Ty3-gypsy di dalam genom padi. Elemen LTR-retrotransposon Ty3-
gypsy dicirikan dengan ménggunakan kaedah-kaedah bioinformatik. Terdapat kajian-

kajian terdahulu yang mengkaji retroelemen di dalam padi (McCarthy et al., 2002). Maka



kajian ini khusus kepada mencirikan elemen LTR-retrotransposon Ty3-gypsy di dalam

pangkalan data genom padi.

Pencirian bagi LTR-retrotransposon Ty3-gypsy dapat membantu ahli penyelidik
pada masa akan datang memahami lebih lanjut lagi tentang retroelemen tufnbuhan dan
mungkin dapat memberikan lebih gambaran tentang evolusi retroelemen tumbuhan. Kini,
retrovirus memainkan peranan penting sebagai vektor untuk memindahkan gen dalam
haiwan. Mungkin pada masa akan datang, vektor retrovirus dapat digunakan dalam
tumbuhan dengan memahami dengan secara terperinci lagi struktur dan peranan elemen
seperti retrovirus di dalam tumbuhan. Retroelemen kini digunakan dengan meluas sebagai
penanda molekular di dalam makmal (Bennetzen, 2000). Peranan retroclemen di dalam
organisma masih kurang jelas melainkan ia dikatakan sebagai gen sampah namun ia
bertanggungjawab dalam membentuk struktur genetik bagi sesuatu organisma

terutamanya tumbuhan (Bennetzen, 2000).
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1.2 OBJEKTIF KAJIAN

Objektif kajian ini bertujuan:

1) Mendapatkan dan mengenalpasti prob yang sesuai untuk menyaring LTR-
retrotransposon Ty3-gypsy di dalam pangkalan data genom padi.

2) Menyaring jujukan yang homolog pada pangkalan data padi( Oryza sativa
Japonica ) dengan menggunakan kaedah BLAST pada laman web NCBI.

3) Menterjemahkan jujukan-jujukan nukleotida kepada jujukan-jujukan asid amino
dengan menggunakan program BCM search launcher atau ORF finder.

4) Mencirikan bahagian-bahagian gen yang terdapat pada elemen-seperti retrovirus

dari jujukan yang diperoleh daripada pangkalan data projek padi.
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BAB 2

ULASAN PERPUSTAKAAN

2.0 Elemen Bertransposisi

Elemen bertransposisi (TEs ) atau dikenali sebagai transposon merupakan elemen genetik

yang dapat mengubah kedudukan atau bergerak dalam genom. Ia juga dikenali sebagai
| gen lompat di mana ia boleh berintegrasi pada bahagian-bahagian lain dalam genom
secara bergerak dari satu bahagian ke bahagian yang lain iaitu secara menghasilkan
. salinan genetik mereka sendiri kemudian dimasukkan dalam bahagian genom organisma

tertentu. Secara amnya, terdapat dua kelas utama bagi elemen ini iaitu elemen

bertransposisi DNA dan retroelemen. ( Bennetzen, 2000 )

2.1 Retroelemen

Retroelemen mendapat namanya daripada gen transkriptase berbalik iaitu perkataan retro
membawa maksud berpatah balik dalam bahasa Latin. Retroelemen merupakan salah satu
kumpulan utama daripada elemen transposisi. la merupakan komponen yang banyak

terdapat dalam organisma eukaryotik dan prokaryotik. la merangkumi pelbagai jenis




elemen genetik seperti virus RNA dan DNA, retron bakteria, kumpulan kedua intron dan

retrotransposon (Laten, H et al, 1998).

Elemen retrovirus merupakan retroelemen dan seperti retroelemen yang lain,
retrovirus menggunakan enzim transkriptase berbalik untuk menukarkan RNA kepada
DNA. Rajah 2.1 di bawah menunjukkan struktur gen bagi jenis-jenis retroelemen seperti

LINEs, SINEs, LTR-retrotransposon dan retrovirus (Bennetzen, 2000).

Rajah 2.1 Rajah menunjukkan struktur gen bagi jenis-jenis retroelemen.

Ciri ciri bagi elemen bukan

LINE LTR. Ciri ciri utamanya
ialah ek I. Ti
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N | -
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2.1.1 LINEs dan SINEs

LINEs (long intersped nuclear elements) merupakan salah satu cabang dari retroelemen
jenis retrotransposon bukan LTR di mana seperti rajah 2.1, tidak terdapat jujukan LTR
pada hujung 5’ dan 3° permulaan dan penghujung elemen itu. Ia mengandungi ekor
poly(A). LINEs mempunyai panjang 1 hingga 2 ribu pasangan bes dan mengandungi 2
ORF yang mempunyai bahagian pol yang mengekodkan protein enzim transkriptase

berbalik serta enzim endonuklease.

Kedua-dua bahagian pol tersebut bertanggungjawab bagi membolehkan elemen ini
bertransposisi. Perbezaan LINEs dengan LTR-retrotransposon ialah ekor poly (A) dan
jujukan LTR pada elemen tersebut. Poly (A) berfungsi menukarkan RNA LINEs kepada
DNA dan endonuklease berfungsi memasukkan DNA LINEs itu ke dalam genom tertentu
(Schimidt, 1999). Satu lagi bahagian dalam LTR bukan retrotransposon ialah SINEs (
short intersped nuclear elements) . Ia terdiri daripada beberapa ratus pasangan bes. la
juga mengandungi ekor poly(A). SINEs tidak mengekodkan enzim transkriptase berbalik
dan tidak dapat bergerak secara terus. Namun, seperti juga LINEs, ia bergerak secara
retrotransposisi (Schmidt, 1999) .
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2.1.2 LTR-Retrotransposon

Retroelemen yang paling banyak terdapat dalam tumbuhan ialah LTR-retrotransposon
yang mengandungi LTR (long terminal repeat) dalam elemen tersebut. Keseluruhan
genom LTR-retrotransposon terdiri daripada beberapa 10 ribu pasangan bes sehingga 14
ribu bes. Kebolehan istimewa yang terdapat pada elemen ini ialah pada bahagian gen
integrase di mana kedudukan gen integrase membezakan elemen LTR-retrotransposon
kepada dua kumpulan iaitu gypsy dan copia. Bahagian gen integrase bagi elemen copia
terletak di antara kedudukan gen transkriptase berbalik dan gen protease manakala bagi
elemen gypsy, gen integrase terletak pada bahagian akhir elemen iaitu selepas gen
RNaseH. Kedudukan gen-gen pada elemen gypsy adalah sama seperti kedudukan gen
pada endogenous retrovirus. Enzim ini bertindak memasukkan produk hasil daripada
enzim trankriptase berbalik ke dalam kromosom. Dalam haiwan, retrotransposon jenis
gypsy mengandungi satu bahagian gen yang mengkodkan protein sampul yang
membenarkan ia dibungkus ke dalam lapisan membran mengakibatkan jangkitan

interselular. Retroelemen ini digelar retrovirus dan pada masa sekarang dikatakan hanya

terdapat pada haiwan (Kumar dan Bennetzen, 1999 ).
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