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ABSTRAK

Nama : Shanni Fernanda
Program Studi : Biologi
Judul : Kloning gen penyandi lysophospholipase dari Bacillus

halodurans CM1 ke Escherichia coli DH5a

Enzim merupakan biokatalisator yang banyak digunakan di bidang industri,
terutama deterjen, farmasi, makanan bahkan pemurnian minyak. Salah satu enzim
yang banyak digunakan untuk pemurnian minyak ialah lysophospholipase. Sebanyak
50% kebutuhan enzim industri diperoleh dari mikroorganisme. Akan tetapi umumnya
produk aktivitas enzim oleh mikroba galur liar kurang memadai untuk aplikasi di
industri, sehingga perlu dilakukan rekayasa genetik. Pengklonaan gen penyandi
lysophospholipase pernah dilakukan di Aspergillus niger dan Cryptococcus
neoformans, tetapi belum pernah dilakukan dari bakteri alkalotermofilik. Bacillus
halodurans CM1 merupakan bakteri alkalotrmofilik isolat BPPT. Penelitian
terdahulu menujukkan bahwa bakteri tersebut memiliki enzim lipase, tetapi belum
diteliti lebih lanjut mengenai jenis dan lipase rekombinannya. Penelitian ini bertujuan
untuk mengklona gen penyandi lysophospholipase dari Bacillus halodurans CM1 ke
Escherichia coli DH5a menggunakan vektor pGEM-T easy. Plasmid rekombinan
tersebut disekuensing. Hasil penelitian diperoleh fragmen gen penyandi
lysophospholipase yang berukuran 783 pasang basa serta tingkat homologi 100%
dengan genom Bacillus halodurans C-125 yang menyandi gen lysophospholipase (No
akses GenBank: BA000004.3).

Kata kunci: Bacillus halodurans CM1; kloning; lysophospholipase

Xii+68 him : 14 gambar; 8 lampiran
Bibliografi 60 (1963—2017)
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ABSTRACT

Name : Shanni Fernanda
Study Program : Biology
Title : Cloning gene enconding lysophospholipase from Bacillus

halodurans CM1 to Escherichia coli DH5a

Enzyme is a biocatalyst widely used in industry, for example detergent,
pharmaceutical, food or oil purification. One of the most widely used enzymes
for oil purification is lysophospholipase. As much as 50% of industrial enzyme
needs are obtained from microorganisms. However, enzyme productivty from
wild type microbial strain is usually limited and not applicable in industry, so that
genetic engineering is necessary. Cloning gene encoding for lysophospholipase
was once performed in Aspergillus niger and Cryptococcus neoformans, but has
never been done from alkalothermophilic bacteria, such as Bacillus halodurans.
Bacillus halodurans CM1 is an isolate of BPPT. Previous research has shown
that this bacteria have lipase enzymes, but the study about their propertieshave not
been conducted. This study aims to clone the gene t lysophospholipase from
Bacillus halodurans CM1 to Escherichia coli DH5a using the pPGEM-T easy
vector. The recombinant plasmid is sequenced. The results is gene fragment
encoding lysophospholipase obtained with size 783 base pairs and 100%
similiraty with gene encoding lysophospholipase from Bacillus halodurans C-125
(No access GenBank: BA000004.3).

Keywords : cloning; Bacillus halodurans CM1; lysophospholipase
Xii+68 him . 14 pictures; 8 appendices
Bibliography : 59 (1963—2017)
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BAB 1
PENDAHULUAN

Enzim merupakan biokatalisator yang berperan meningkatkan kecepatan
suatu reaksi kimia (Jemli dkk. 2016: 246). Enzim banyak digunakan sebagali
biokatalisator di bidang industri, seperti detergen, obat-obatan, dan makanan.
Enzim yang banyak digunakan di industri ialah lipase dan phospholipase. Industri
yang biasa menggunakan enzim tersebut ialah industri makanan, detergen,
farmasi, kosmetik dan biodiesel. Kebutuhan enzim di bidang industri diperoleh
dari tumbuhan, hewan, dan mikroorganisme. Sebanyak 50% bahkan lebih
kebutuhan tersebut berasal dari mikroorganisme, karena enzim yang berasal dari
mikrorganisme dapat menjadi katalisator berbagai reaksi kimia dengan variasi pH
dan suhu, sehingga enzim tersebut lebih stabil. Selain itu, alasan lain penggunaan
enzim yang berasal dari mikroorganisme ialah karena pertumbuhan
mikroorganisme tidak dipengaruhi oleh musim, bahkan dapat hidup di lingkungan
yang ekstrim, seperti lingkungan dengan salinitas tinggi, suhu tinggi ataupun suhu
rendah (Borrelli & Trono 2015: 20774—20775).

Lipase, lysophospholipase dan phospholipase merupakan enzim yang
potensial digunakan dalam bidang industri, bahkan digunakan dalam industri
biodiesel untuk pemurnian minyak (Borrelli & Trono 2015: 20774—20775).
Minyak dimurnikan atau degumming oil umumnya banyak mengandung fosfat,
sehingga lebih mudah dihidrolisis oleh enzim phospholipase, salah satunya
lysophospholipase (Cesarini dkk. 2015: 7892-—7893). Pemurnian minyak
tersebut disebabkan oleh reaksi transesterfikasi yang menyebabkan minyak bebas
dari kontaminan, dan apabila rekasi transesterifikasi terjadi pada kondisi basa
daoat menghindari pembentukan sabun atau foaming. Selain itu, penggunaan
enzim pada pemurnian minyak menyebabkan minyak tidak perlu dipurifikasi dari
zat-zat kimia berbahaya. Namun, penggunaan enzim tersebut masih terbatas
karena harga dari enzim tersebut masin mahal. Oleh karena itu, perlu dilakukan
rekayasa genetik untuk memproduksi enzim dalam jumlah tinggi untuk memenuhi
kebutuhan industri (Cesarini dkk. 2015: 7884—7885).

1 Universitas Indonesia
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Rekayasa genetik yang umumnya dilakukan ialah pengklonaan atau
introduksi DNA asing ke dalam sel inang, kemudian dilakukan propagasi DNA
tersebut (Peacock 2010: 12). Eksperimen pengklonaan yang pertama dilakukan
pada Escherichia coli, karena organisme ini memiliki berbagai macam mutasi dan
regulasi gen. Selain itu, Escherichia coli juga dapat diintroduksi oleh berbagai
plasmid. Oleh karena itu,organisme ini sering digunakan sebagai sel inang dalam
pengklonaan. Apabila pengklonaan pada Escherichia coli telah berhasil
dilakukan, maka pengklonaan dilakukan pada organisme lain atau organisme asal
dari gen target (Primrose dkk. 2001: 6). Galur yang biasa digunakan dalam
penelitian rekayasa genetika ialah DHSa, TOP10, dan JM109 (Casali 2003: 27—
36).

Enzim lysophospholipase sudah diaplikasikan dalam pemurnian minyak
(Cesarini dkk. 2015: 7892—7893). Enzim lysophospholipase yang berasal dari
Aspergillus niger juga sudah pernah diklona dan diekpresikan di Pichia pastoris,
tetapi ekspresi yang dihasilkan cukup rendah (Zhu 2007: iii). Coe dkk. (2003:
67—68) juga mengklona gen penyandi lysophospholipase dari Cryptococcus
neoformans. Namun, pengklonaan dari bakteri alkalotermofilik belum pernah
dilakukan.  Salah satu contoh bakteri alkalotermofilik ialah Bacillus halodurans
CML1. Menurut Ulfah dkk. (2011: 139), Bacillus halodurans CM1 merupakan
bakteri alkalotermofilik yang diisolasi oleh Badan Pengkajian dan Penerapan
Teknologi (BPPT) dari sedimen pemandian air panas di Cimanggu, Jawa Barat.
Bakteri tersebut memiliki kemiripan sebesar 99% dengan sekuens 16s rRNA
Bacillus halodu rans C-125.

Penelitian sebelumnya telah dilakukan pengklonaan enzim xilanase dari
Bacillus halodurans CM1 ke Escherichia coli DH5a (Safirah 2016: 30). Selain
itu, penelitian mengenai karakterisasi enzim lipase yang berasal Bacillus
halodurans CML1 pernah dilakukan, tetapi belum diketahui secara spesifik jenis
lipase yang dihasilkan dan belum pernah dilakukan pengklonaan gen penyandi
lipase dari Bacillus halodurans CM1 (Aisyah 2017: 24). Oleh karena itu, perlu
dilakukan pengklonaan gen penyandi lysophospholipase dari Bacillus halodurans
CM1 berdasarkan sekuens Bacillus halodurans C-125, dengan Escherichia coli

DH5a sebagai sel inang. Penelitian ini diharapkan da pat menyediakan informasi
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mengenai gen penyandi lysophospolipase pada Bacillus halodurans CM1. Tujuan
penelitian ini ialah untuk mengklona gen penyandi lysophospholipase yang

berasal dari Bacillus halodurans CM1 pada Escherichia coli DH5a.

Universitas Indonesia

Kloning gen..., Shanni fernanda, FMIPA Ul, 2017



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Teknologi DNA Rekombinan

Teknologi DNA rekombinan merupakan teknologi mendasar yang
dilakukan dalam penelitian bioteknologi modern. Teknologi ini mulai
berkembang sekitar tahun 1970an. Prinsip dasar dari teknologi ini ialah
mengisolasi DNA dari organisme target, lalu disisipkan ke sel inang, dengan cara
transformasi. Tahapan dari rekayasa genetik ini ialah propagasi gen target, digesti
dan introduksi gen target ke sel inang. Tahapan tersebut sering dikenal sebagai
pengklonaan. Pengklonaan merupakan proses pembuatan suatu cetakan yang
identik dari suatu organisme, organ, sel tunggal, maupun makromolekul DNA.
Pengklonaan dapat dilakukan jika terdapat 5 (lima) komponen berikut, yaitu
fragmen DNA target, vektor, enzim restriksi, enzim ligase dan bakteri inang yang
kompeten (Primrose dkk. 2001: 8).

DNA target dilipatgandakan menggunakan metode Polymerase Chain
Reaction (PCR) yang merupakan pelipatgandaan suatu sekuens nukleotida secara
eksponensial dan in vitro dengan reaksi enzimatis.  Proses sintesis DNA ketika
PCR dapat dilihat pada gambar 2.1.(1). Komponen PCR ialah DNA template,
primer, dNTP, enzin DNA polimerase, senyawa buffer. Primer merupakan
sekuens dari DNA target yang telah diketahui. Syarat dari primer yang baik ialah
spesifik, memiliki panjang 17—30 panjang basa, komposisi basa Guanin (G) dan
Sitosin (C) sebesar 50% , dan tidak membentuk struktur sekunder. Apabila
melakukan PCR, sebaiknya menggunakan primer yang komplemen supayas lebih
spesifik. Selain itu, sekuens DNA yang akan dilipatgandakan tidak terlalu
panjang. Proses pemanjangan tersebut dapat terjadi karena enzim DNA
polimerase yang mengkatalisis reaksi sintesis rantai DNA. Enzim polimerase
yang digunakan berasal dari bakteri Thermus aquaticus. Enzim polimerase yang
biasa digunakan ialah hot start untuk mengurangi ketidak cocokan, karena suhu
penempelan primer yang umumnya tinggi (Primrose dkk. 2001: 19—25).

Penentuan suhu penempalan primer dapat dilihat pada gambar 2.1.(2).
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Gambar 2.1.(1) Sintesis DNA ketika PCR
[sumber: Primrose dkk. 2001: 20]
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Tm=[4(G+C)+2(A+T)] °C
Keterangan:
Tm  : Melting temperature

A : Adenin
G : Guanin
T : Timin

C : Sitosin

Gambar 2.1.(2). Rumus penentuan suhu penempelan
[sumber: Primrose dkk. 2001: 13]

Vektor merupakan molekul DNA yang dapat membawa DNA asing
(target) ke dalam sel inang, bereplikasi di dalam sel, juga mereplikasi gen asing
yang telah disisipkan. Karakter substansial yang harus dimiliki oleh sebuah
vektor DNA diantaranya dapat melakukan propagasi di dalam sel inang,
mempunyai situs multiple cloning untuk menyisipkan DNA asing ke dalamnya,
dan mempunyai gen marker dapat berupa resistensi antibiotik sehingga dapat
diseleksi bakteri rekombinan yang mengandung plasmid dengan DNA asing
(Brown 2010: 73—76). Vektor yang biasa digunakan dalam rekayasa genetika
lalah plasmid, faga, kosmid, Bacterial Artificial Chromosomes (BAC) dan Yeast
Artificial Chromosomes (YAC). Faga merupakan turunan dari virus yang
menginfeksi bakteri, umumnya dapat berasal dari faga lamda ataupun faga M13.
Faga biasanya mempunyai molekul DNA linear sehingga dapat disisipkan DNA
asing. DNA diisolasi setelah faga berkembang lewat siklus lisisnya dan
menghasilkan partikel faga yang matang serta infektif. Vektor faga dapat
disisipkan fragmen DNA dengan panjang 10—20 kb, sementara plasmid hanya
6—10 kb (Brown 2010: 13—24).

Plasmid merupakan ekstra kromosomal DNA yang umumnya berbentuk
sirkular, dengan ukuran yang lebih kecil dari kromosom. Plasmid dapat
diklasifikasikan menjadi plasmid konjugatif dan non-konjugatif. Plasmid
konjugatif dapat melakukan transfer materi genetik antar bakteri tra (transfer) dan

mob (mobilizing) melalui proses konjugasi; sedangkan plasmid non-konjugatif
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tidak dapat melakukan transfer materi genetik. Plasmid juga dapat
diklasifikasikan berdasarkan copy number, yaitu regulasi replikasi plasmid dalam
sel inang (Nicholl 2002: 61). Berdasarkan copy number, plasmid diklasifikasikan
menjadi high copy number dan low copy number. Plasmid dengan high copy
number disebut sebagai relaxed plasmid, karena replikasi plasmid tidak
bergantung pada replikasi sel inang ,sehingga dapat menghasilkan > 100 kopi
plasmid; sedangkan plasmid dengan low copy number disebut sebagai stringent
plasmid karena replikasi plasmid bergantung pada replikasi sel inang, sehingga
dapat menghasilkan < 100 kopi plasmid. Replikasi ini diatur oleh regulasi antara
antisense RNA dan ikatan antara protein esensial dengan interon (Primrose dkk.
2001: 45—486).

Plasmid sangat berperan dalam ekspresi beberapa fenotipe bakteria, seperti
resistensi terhadap antibiotik tertentu, ekspresi protein tertentu, sehingga
keberadaan plasmid dapat dideteksi dengan medium selektif. Oleh karena itu,
plasmid banyak digunakan dalam rekayasa genetik sebagai vektor dalam
pengklonaan. Selain berukuran kecil, plasmid juga harus memiliki open reading
frame (ORF), dan situs tunggal untuk retriksi endoklunease spesifik yang dapat
dipotong oleh enzim restriksi sehingga dapat disisipi DNA. Namun, plasmid yang
akan digunakan untuk rekayasa genetik perlu diisolasi. Prinsip dari isolasi ini
lalah melisiskan protein dan sel-sel debris dengan gaya sentrifugasi yang cepat,
sehingga molekul DNA yang memiliki berat molekul lebih ringan akan berada di
bagian atas (pelet) (Primrose, dkk.2001: 48—50). Isolasi plasmid dapat
dilakukan dengan berbagai cara, bergantung pada ukuran plasmid. Metode isolasi
plasmid yang dapat dilakukan ialah alkaline lysis, rapid boiling, dan lysozime
method. Metode isolasi plasmid yang paling umum digunakan adalah alkaline
lysis, karena metode ini dapat mengisolasi plasmid dalam ukuran beragam dan
berasal dari bakteri gram positif atau negatif. Bakteri yang mengandung plasmid
dimasukkan ke dalam larutan yang mengandung sodium dodecyl sulfate (SDS)
dan NaOH yang berfungsi untuk melisiskan sel. Larutan kalium asetas asetat dan
etanol digunakan untuk mempresipitasi kromosomal DNA dan protein, serta
membersihkan plasmid (Ausubel dkk. 2003: 75).
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Plasmid yang telah diisolasi diverifikasi dengan cara digesti, Yyaitu
pemotongan fragmen DNA menggunakan enzim restriksi. Digesti dimulai dengan
penentuan situs pengenalan, yang berupa beberapa basa nukleotida menjadi titik
awal pemotongan oleh enzim restriksi. Situs pengenalan enzim restriksi terdiri
atas beberapa basa serta memiliki basa komplemen yang sama, disebut palindrom.
Berdasarkan situs pengenalannya, enzim restriksi dibagi menjadi 3 (tiga), yaitu
neoschizimer, isoschizimer dan isocaudomer. Neoschimizer merupakan enzim
restriksi yang memiliki situs pengenalan sama, tetapi situs pemotongannya
berbeda. Isoschimizer merupakan enzim restriksi yang memiliki situs pengenalan
dan pemotongan yang sama. Isocaudomer merupakan enzim restriksi yang
memiliki situs pengenalan yang berbeda, tetapi hasil pemotongannya
menghasilkan ujung terminasi yang identik. Pemotongan tersebut dapat
menghasilkan ujung yang rata dan tidak rata. Hasil pemotongan enzim restriksi
yang menghasilkan ujung yang rata disebut sticky end, sedangkan ujung yang
tidak rata disebut blunt end. Hasil pemotongan enzim restriksi umumnya
menghasilkan ujung blunt end, karena lebih memudahkan proses penempelan
dengan sekuens DNA lain (Passarge 2006: 66).

Enzim restriksi diberi nama berdasarkan nama genus dan spesies bakteri
yang menghasilkan enzim restriksi, nama strain bakteri, serta urutan enzim yang
ditemukan pada bakteri tersebut. Penamaan enzim restriksi ECORI berarti, E
mengindikasikan genus dari Escherichia, co mengindikasikan spesies dari E.coli,
R mengindikasikan galur bakteri yang menghasilkan enzim, dan | merupakan
urutan pertama ditemukannya enzim pada E.coli (Roberts 2005: 1806). Enzim
restriksi dapat diklasifikasikan menjadi 2 (dua) berdasarkan daerah pemotongan
fragmen DNA, yaitu endonuklease dan eksonuklease. Enzim restriksi
endonuklease memotong fragmen DNA yang berada di tengah, sedangkan enzim
restriksi eksonuklease memotong fragmen DNA yang berada di ujung (Ahluwalia
2009: 160). Enzim endonuklease dibagi menjadi 3 (tiga), yaitu endonuklease tipe
I, endonukelase tipe I, endonuklease tipe Ill. Enzim endonuklease 1 memiliki
struktur enzim yang kompleks dan dapat memotong 100-1000 basa nukleotida
setelah situs pengenalan, dengan kofaktor berupa ATP dan Mg?*. Enzim

endonuklease 11 memiliki struktur monomerik dan memerlukan kofaktor berupa
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Mg?*. Enzim endonuklease 11 memiliki situs pengenalan yang sama dengan situs
pemotongannya. Enzim endonuklease [11 memiliki struktur enzim yang kompleks
multimerik, sehingga tidak memerlukan kofaktor. Enzim endonuklease tipe Il
dapat memotong 25 sampai 27 basa nukleotida setelah situs pengenalan (Dale &
Park 2004: 126—128).

Plasmid yang telah diisolasi dan digesti divisualisasi dengan cara
elektroforesis yang merupakan teknik pemisahan molekul berdasarkan ukuran
dan muatan listrik. Prinsip dari elektroforesis ialah pemisahan molekul yang
bersifat anion atau bermuatan negatif, sehingga molekul akan migrasi dari kutub
negatif (anoda) ke kutub positif (katoda) ketika diberikan muatan listrik (Nicholl
2002: 33—34). Molekul juga akan bermigrasi dari ukuran yang kecil hingga
besar. Molekul yang dapat bermigrasi umumnya molekul yang mengandung
asam nukleat, seperti DNA. DNA bermuatan negatif karena terdapat ikatan fosfat
pada nukleotida. Migrasi tersebut terjadi melalui pori-pori matriks, sehingga jenis
matriks akan bergantung pada ukuran molekul yang akan dipisahkan (Ahluwalia
2009: 370—371). Kecepatan migrasi molekul dipengaruhi oleh voltase listrik,
komposisi matriks gel, komposisi larutan buffer, serta ukuran, bentuk, dan
komposisi molekul yang dipisahkan (Robinson 2003: 45—46). Matriks yang
dapat digunakan untuk elektroforesis ialah gel agarosa, poliakrilamid, pati dan
selulosa (Hartl & Elizabeth 1998: 52).

Aparatus elektroforesis terdiri atas tray, comb, dan chamber. Tray
merupakan tempat mencetak gel. Comb merupakan alat yang digunakan untuk
membuat sumur (well) sebagai tempat untuk memasukan sampel. Chamber
merupakan tempat berlangsungnya elektroforesis yang berisi gel dan running
buffer. Hasil dari elektroforesis akan divisualisasi dengan cara diwarnai (staining)
menggunakan ethidium bromida (EtBr). Senyawa tersebut berikatan dengan
DNA dan dapat berpendar ketika terkena lampur sinar UV (Pierce 2005: 513).

2.2 Lysophospolipase

Lysophospholipase banyak digunakan dalam bidang industri farmasi,
makanan, perminyakan (Borrelli & Trono 2015: 20774—20775). Berdasarkan
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Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (NC-1UBMB 2007: 1) enzim lysophospholipase termasuk ke
dalam golongan E.C.3.1.1.5. Angka 3 di depan kode tersebut menunjukkan bahwa
lysophospholipase termasuk ke dalam golongan hidrolase, yang berarti bahwa
enzim ini memerlukan air untuk memecah ikatan C-O, C-N, O-P danC-S. Angka
3.1 menunjukkan bahwa enzim ini termasuk ke dalam enzim yang menghidrolisis
reaksi ester. Angka 3.1.1 menunjukkan bahwa enzim ini memecah gugus
karboksilat pada ester. Reaksi yang terjadi dapat dilihat pada skema sebagali
berikut:

2-lysophosphatidylcholine + H,O - glycerophosphocholine + a carboxylate

Lysophosphatidylcholine banyak ditemukan di dalam minyak yang belum
murni, sehingga lysophospholipase banyak diaplikasikan dalam bidang
perminyakan, khususnya pemurnian minyak. Pemurnian minyak menggunakan
enzim akan mengurangi biaya produksi serta dapat menggunakan minyak dengan
yang kondisi tidak terlalu bagus. Selain itu, tidak membentuk sabun atau foaming
(Cesarini dkk. 2015: 7897—7898).

2.3 Bacillus halodurans CM 1

Bacillus halodurans merupakan bakteri Gram positif alkalotermofilik
yang pertama kali diisolasi tahun 1977, lalu diidentifikasi sebagai produsen [-
galaktosidase dan xilanase. Bakteri tersebut diidentifikasi ulang oleh Takami dan
Horikoshi (1999: 943) sebagai Bacillus halodurans C-125 berdasarkan karakter
morfologi, fisiologis, biokimia serta sekuens 16S rRNA juga analisis dari
hibdrisasi DNA. Bakteri tersebut telah diteliti keseluruhan genomnya yang
memiliki ukuran 4.202.353 pasang basa dan diperkirakan memiliki 4066 sekuens
penyandi protein, tetapi hanya 2141 sekuens penyandi protein fungsional (Takami
dkk. 2000: 4317). Enzim-enzim yang biasa dikode oleh bakteri alkalotermofilik
lalah enzim protease, selulase, lipase dan xilanase (Horikoshi 1999: 741—745).
Selain Bacillus halodurans juga terdapat bakteri alkalotermofilik lain yang telah

diisolasi, tetapi belum diidentifikasi sampai ke tingkat spesies. Salah satu bakteri
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yang berhasil diidentifikasi oleh Ulfah dkk. (2011: 142) ialah Bacillus halodurans
CML, tetapi bakteri tersebut belum pernah diteliti keseluruhan genomnya dan
masih sedikit penelitian mengenai bakteri tersebut.

Bacillus halodurans CML1 diisolasi oleh BPPT dari sedimen di pemandian
air panas Cimanggu, Jawa Barat. Bakteri ini diidentifikasi sebagai galur baru,
karena memiliki perbedaan karakter morfologi dan fisiologi dengan Bacillus
halodurans C-125. Morfologi dari bakteri ini ialah batang dengan ukuran 2,7—
5,5 um dan koloni berwarna putih kecokelatan; sedangkan Bacillus halodurans C-
125 memiliki bentuk batang dengan ukuran 0,6—0,7%2,5—4,0 um dan koloni
berwarna putih kekuningan. Kedua galur ini dapat hidup pada lingkungan dengan
pH 7 hingga 11, dan suhu 40°C hingga 55°C. Namun, kedua galur ini juga
memiliki perbedaan kondisi fisiologis untuk tumbuh, galur CM1 hanya dapat
hidup dalam lingkungan dengan kadar salinitas 5—7%; sedangkan galur C-125
dapat hidup hingga kadar salinitas mencapai 12%. Perbandingan karakteristik
antara kedua galur tersebut dapat dilihat pada Lampiran 1. Selain beberapa
perbedaan morfologi dan fisiologis, perbedaan juga terdapat pada sekuens 16S
rRNA yang memiliki kemiripan 99% dengan Bacillus halodurans C-125 (Ulfah
dkk. 2011: 139—142).
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poly-y-L-glutamic acid
responsible for

alkaliphily o Cellulase

e S : /'%\,/Pectmase
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Gambar 2.3 Struktur sirkular genomik Bacillus halodurans C-125

[sumber: Horikoshi 2008: 6]
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Bacillus halodurans CM1 memiliki kemampuan sintesis enzim alkalifilik
secara ekstraselular. Sintesis enzim xilanase dari ekspresi gen alkalofilik xilanase
(alkxyn) telah diteliti oleh Noer (2011: 58) dan karakterisasi enzim lipase juga
pernah diteliti oleh Aisyah (2017: 24). Menurut Ulfah dkk. (2011: 142) B.
halodurans CML1 ternyata juga memiliki kemampuan untuk menyintesis enzim
protease, lipase, amilase, dan gelatinase sehingga perlu dilakukan penelitian lebih

lanjut mengenai potensi tersebut.

2.4 Escherichia coli DH5a.

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif yang memiliki bentuk
batang. Escherichia coli sering digunakan sebagai sel inang dalam penelitian
pengklonaan gen, karena dapat dikultur di laboratorium, memiliki tingkat
pertumbuhan yang cepat bahkan dapat berkembang biak hingga dua kali jumlah
semula (doubling time) dalam waktu 20 menit (Madigan, dkk. dalam Robinson
2003: 9—10). Escherichia coli juga mudah dimanipulasi, sehingga gen asing
dapat diintroduksi ke dalam Escherichia coli. Proses tersebut dikenal dengan
transformasi. Namun, Escherichia coli pada keadaan normal tidak dapat disisipi
gen dari luar, sehingga bakteri harus mengalami perlakuan fisika atau Kimiawi
tertentu supaya dapat meningkatkan kemampuannya dalam mengambil DNA. Sel
yang telah mengalami perlakuan ini disebut sel yang bersifat kompeten (Inoue,
dkk. 1990: ). Escherichia coli telah diketahui informasi mengenai keseluruhan
genomnya. Bakteri ini memiliki 4.639.221 pasang basa dengan +4.000 gen.
Selain itu, galur dari Escherichia coli pada umumnya juga tidak menyebabkan
patogen (Madigan, dkk. dalam Robinson 2003: 9—10). Galur yang biasa
digunakan dalam penelitian rekayasa genetika ialah DH50, TOP10, dan JM109
(Casali 2003: 27—36).

Escherichia coli DH5a pertama kali diisolasi oleh Hanahan pada tahun 1983
(Griffith 2001: 9—11). Galur ini biasa digunakan untuk penelitian rekayasa
genetika, karena memiliki mutasi gen endAl, recAl, deoR, gyrA96, dan

lacZAM15. Gen endAl merupakan gen penyandi enzim endonuklease | yang
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berperan dalam aktivitas degradasi, seperti pemotongan RNA dan nuklease pada
DNA, memotong plasmid hingga menjadi 7 (tujuh) oligonukleotida. Mutasi ini
menyebabkan E. coli galir DHSa memiliki genom dan plasmid lebih stabil,
sehingga menghasilkan kualitas plasmid yang lebih bagus ketika ekstraksi
plasmid. Gen recAl menyandi protein recA yang berperan dalam regulasi
perbaikan DNA, pembelahan kromosom dan rekombinasi homolog. Mutasi ini
menyebabkan rekombinasi gen homolog tidak terjadi, sehingga vektor yang
membawa gen sisipan dari bakteri inang dapat lebih stabil. Mutasi gen deoR
menyebabkan bakteri dapat tetap tumbuh pada medium yang hanya mengandung
satu sumber karbon, serta lebih efisien dalam penyerapan fragmen DNA ukuran
besar, sehingga dapat membuat konstruksi dengan ukuran gen sisipan yang besar
(Casali 2003: 27—36).

Gen gyrA96 merupakan gen penyandi girase atau topoisomerase tipe Il yang
berperan dalam unwinding DNA dengan cara delesi dari pengulangan basa
nukleotida. Mutasi ini dapat memudahkan proses pengklonaan, karena
pengulangan basa nukleotida umumnya dapat ditemukan pada gen sisipan pada
plasmid. Mutasi gen lacZAM15 menyebabkan tidak adanya aktivitas lacZ pada E.
coli, sehingga enzim [-galaktosidase tidak diekspresikan. Enzim [-galaktosidase
berperan untuk menguraikan laktosa, seperti X-GAL. Koloni yang dapat
menguraikan laktosa pada substrat yang mengandung X-GAL akan berubah
warna menjadi biru, sedangkan laktosa yang tidak terurai akan menyebabkan
koloni tetap berwarna putih. Oleh karena itu, Escherichia coli DH5a dapat

diseleksi menggunakan medium seleksi putih biru (Casali 2003: 27—36).

2.5 Plasmid pGEM-T easy

Plasmid pGEM-T easy termasuk ke dalam plasmid dengan produk high-
copy-number dengan ukuran 3015 pasang basa, sehingga banyak digunakan
sebagai vektor dalam pengklonaan. Plasmid ini memiliki basa Timin (T) yang
menggantung pada sisi terminal 3’ atau biasa disebut T-overhang, sehingga
plasmid ini dapat dijadikan vektor untuk sisipan gen hasil PCR (Promega 2015:
2). T-overhang pada plasmid menyebabkan plasmid memiliki keadaan sticky end,

Universitas Indonesia

Kloning gen..., Shanni fernanda, FMIPA Ul, 2017



14

sehingga meningkatkan probabilitas tepat sasaran dan efisiensi terjadinya ligasi
gen sisipan hasil PCR. T-overhang juga berperan untuk mencegah terjadinya
resirkularisasi gen sisipan. Namun, tidak semua gen produk PCR yang akan
diligasi memiliki sisi terminal 3’ yang berakhiran basa adenin (A). Oleh karena
itu, gen sisipan hasil PCR ditambahkan satu basa adenin (A) pada terminal 3’
dengan cara A-tailing supaya gen dapat disisipkan pada pGEM T-easy (Promega
2015: 13).
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Gambar 2.5 Plasmid pGEM T-easy
[sumber: Promega 2015:; 11]

Plasmid pGEM T-easy memiliki 4 (empat) lokus gen besar yang berperan
dalam pengklonaan gen, yaitu f1 ori, Amp', ori, dan lacZ. Sekuens origin of
Replication (ori) merupakan tempat inisiasi replikasi DNA plasmid. Plasmid
tersebut juga memilih daerah restriksi yang telah dikenali dan ditandai oleh enzim
restriksi nuklease, seperti EcoRI, Xbal, dan Sphl. Gen asing disisipkan pada
daerah ori, sehingga gen dapat dikarakterisasi setelah dilakukan amplifikasi

(Promega 2015: 11). Area Amp' merupakan lokus gen yang mengekspresikan
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enzim [-laktamase, sehingga plasmid ini resisten terhadap antibiotik ampisilin
(Cantrell 2003: 260).

Sekuens lacZ memiliki lokus promotor RNA polimerase T7 dan SP6 yang
mengandung daerah penyandian a-peptida penginisiasi enzim [3-galaktosidase.
Daerah tersebut mengapit situs restriksi plasmid pGEM T-Easy yang menjadi
tempat disisipkannya gen asing produk hasil PCR. Apabila gen asing berhasil
dilekatkan oleh enzim ligase eksonuklease pada situs restriksi, a-peptida menjadi
tidak aktif, sehingga enzim f-galaktosidase tidak diekspresikan. Gen sisipan
tersebut menjadi supresor promotor lacZ. Enzim p-galaktosidase berperan untuk
menguraikan X-GAL. Koloni yang mengandung plasmid dengan gen sisipan
akan tetap berwarna putih, sedangkan koloni yang mengandung plasmid tanpa gen
sisipan akan berubah menjadi biru. Oleh karena itu, plasmid ini dapat digunakan

dalam seleksi pengklonaan mengunakan media putih biru (Lu 2003: 170).

2.6  Sekuensing

Sekuensing DNA merupakan teknik pengenalan urutan basa-basa
nukleotida suatu DNA. Metode sekuensing terdiri atas 3 (tiga) jenis, yaitu metode
Maxam Gilbert, Sanger dan automated DNA sequencing. Metode Maxam-Gilbert
dilakukan menggunakan reagen spesifik untuk memotong untai DNA secara
spesifik, seperti fosfat radioaktif. Metode Sanger dilakukan dengan cara
menyintesis DNA secara in vitro dari cetakan (template) oleh DNA polymerase.
DNA polymerase yang digunakan ialah deoksinukleotida (dNTP) dan
dideoksinukleotida (ddNTP) (Campbell dkk. 2008: 403). Metode Automated
DNA sequencing merupakan pengembangan dari metode Sanger. Metode ini
dilakukan menggunakan mesin dan menggunakan ddNTP flouresence sebagali
penggati primer berlabel radioaktif. Oleh karena itu, setiap ddNTP akan memberi
warna ketika diberikan cahaya. Cahaya yang dipancarkan kemudian ditangkap
detektor serta diterjemahkan oleh program pada komputer sebagai susunan basa-
basa dari DNA (Fairbanks & Andersen 1999: 287).
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian kloning gen penyandi lysophospholipase yang berasal dari B.
halodurans CM1 menggunakan vektor pGEM T-easy pada E. coli DH5a
dilakukan di Laboratorium Teknologi Bioindustri, Pusat Teknologi Bioindustri,
Badan Pengkajian dan Penerapan Teknologi (BPPT) yang berada di Laboratorium
Pengembangan Teknologi Industri Agro dan Biomedika (LAPTIAB),
PUSPIPTEK, Serpong, pada bulan Januari sampai Mei 2017.

3.2  Sampel

Sampel yang digunakan ialah Bacillus halodurans CM1 yang diisolasi dari
sedimen pada pemandian air panas di Cimanggu, Jawa Barat. Sel inang yang
digunakan ialah Escherichia coli DH5a. Kedua biakan tersebut merupakan
koleksi dari Laboratorium Biologi Molekular Non-Virus, Pusat Teknologi
Bioindustri, Laboratorium Pengembangan Teknologi Industri Agro dan
Biomedika (LABTIAP), Badan Pengkajian dan Penerapan Teknologi (BPPT).
Vektor yang digunakan ialah pGEM-T easy [Promega] dengan ukuran 3015

pasang basa.

3.3 Alat

Alat yang digunakan antara lain erlenmeyer, botol duran, ose, mikrotube,
tabung reaksi, gelas ukur, tips, inkubator [Memmert], pH meter [Inolabl],
nanodrop [Biodop], shaker incubator [Kuhner], vortex mixer, autoklaf, mikropipet
[Serana], timbangan, mini spin [Gyrozen], thermal cycler PCR [BIORAD],
thermomixer [Infiniti], aparatus elektroforesis [Mupid], konsentrator [Infiniti],

oven, cawan petri, laminar air flow (LAF), thermomixer [Infiniti], kulkas
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[SHARP], waterbath [Buchi], magnetic stirer, dan gel documentation [Protein

Sampel].

34 Bahan

Bahan yang digunakan ialah Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA), enzim
T4 DNA ligase [KAPA], KAPA Taq Extra Hot Start DNA polymerase [KAPA],
tryptone [Biomatik], yeast ekstrak [Himedia], natrium klorida, agarosa
[Invitrogen], antibiotik ampisilin, akuades (ddH.O), buffer Tris Acetate EDTA
(TAE) 1x, Tris buffer fenol, buffer Tris EDTA (TE), natrium asetat, Etidium
Bromida (EtBr), isopropanol, TB (Transformation Buffer), Dimetil Sulfoxida
(DMSO0), etanol 70%, Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), 5-Bromo-
4-chloro-3-17 indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-GAL), alkohol, loading dye,
DNA ladder 1 kb [Fermentas], tributyrin, Polyetylen Glycol (PEG), pasangan
primer gen lysophospholipase yaitu primer phospholip-orf-fwd (Lampiran 5) dan
primer phospholip-orf-rev (Lampiran 5), enzim restriksi EcoRI [Fermentas] untuk
pemotongan situs pada plasmid. Purifikasi gen yang telah teramplifikasi
dilakukan dengan menggunakan Gel/ PCR DNA Extraction Kit [Geneaid] yang
berisi DF buffer yang mengandung guanidin tiosinat, W1 buffer, wash buffer yang
mengandung etanol, elution buffer, DF coloumn, collection tube. Selain itu,
bahan-bahan lain yang diperlukan dalam penelitian ialah sarung tangan [SENSI
Gloves], wrap plastic [Klin Pak], kertas lapis alumunium, tusuk gigi, tisu [Tessa],
korek api, dan masker [SENSI Mask]. Medium yang digunakan dalam penelitian
ini ialah horikoshi cair, horikoshi agar yang mengandung xilan, Luria Bertani
(LB) agar , Luria Bertani (LB) cair, Super Optimal Broth (SOB), Super Optimal
broth with Catabolite repressien (SOC), dan TBA (tributyrin agar).

3.5 Cara Kerja

Skema alur kerja penelitian dapat dilihat pada Lampiran 2 (dua).
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3.5.1 Pembuatan Larutan, Buffer dan Media

Pembuatan larutan, buffer, dan media terdapat pada Lampiran 3 (tiga).

3.5.2 Ekstraksi Genom Bacillus halodurans CM1

Ekstraksi genom Bacillus halodurans CM1 dilakukan menggunakan
metode ekstraksi fenol-kloroform dengan modifikasi (Saito & Miura 1963: 619—
622). Satu koloni bakteri diinokulasikan ke dalam medium horikoshi cair pH 9
sebanyak 50 mL dan diinkubasi semalaman pada shaker incubator dengan
kecepatan 150 rotasi per menit (rpm) dan pada suhu 55°C. Sel dikumpulkan
dengan cara sentrifugasi pada kecepatan 3.500 rpm pada suhu 4°C selama 30
menit. Pelet sel diresuspensi dengan 2,5 mL 50 mM TE buffer (Tris HCI pH 8 +
EDTA), lalu dibekukan selama 30 menit pada suhu -20°C. Larutan lysozyme
segar ditambahkan sebanyak 0,25 mL pada sel tersebut, lalu dibiarkan mencair
pada suhu ruang. Sel yang telah mencair kembali diletakkan ke dalam es selama
45 menit, lalu dipindahkan ke microtube baru dengan volume sebanyak 300 pL.

Larutan STEP (SDS, EDTA dan proteinase K) dan serbuk proteinase K
dengan konsentrasi 1 mg/mL, ditambahkan sebanyak 50 pL ke dalam masing-
masing microtube lalu dihomogenkan. Microtube tersebut diinkubasi pada suhu
50°C selama 1 jam dengan sesekali diguncang perlahan. Tris buffer fenol
sebanyak 300 pL ditambahkan ke dalam microtube yang telah diinkubasi, lalu
dicampur perlahan menggunakan teknik pipetting up and down selama 5 menit.
Sampel kemudian disetrifugasi pada 13.000 rpm, 4°C, selama 5 menit untuk
memisahkan lapisan. DNA yang berada pada lapisan atas dipindahkan ke dalam
microtube steril, lalu ditambahkan kloroform:isoamil alkohol (24:1) sebanyak 300
uL kemudian dicampurkan secara perlahan menggunakan teknik pipetting up and
down selama 5 menit. Sentrifugasi kembali dilakukan pada 13.000 rpm, 4°C
selama 5 menit. Supernatan dipindahkan kembali ke dalam microtube steril, lalu
ditambahkan natrium asetat 3M sebanyak 0,1% dari volume supernatan,
kemudian dihomogenisasi.

Etanol dengan konsentrasi 100% sebanyak 2 kali volume ditambahkan ke

dalam campuran tersebut, kemudian dihomogenkan dengan cara membolak-balik
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tabung. Genom akan membentuk endapan putih. Microtube tersebut
disentrifugasi kembali dengan kecepatan 13.000 rpm pada suhu 4°C selama 20
menit. Supernatan dibuang lalu pelet dicuci dengan etanol 70% sebanyak 500 pL,
kemudian diguncang perlahan dan disentrifugasi kembali selama 5 menit, dengan
kecepatan 13.000 rpm pada suhu 4°C. Supernatan dibuang, sedangkan DNA yang
berada dalam bentuk pelet dikeringkan pada konsentrator selama 15 menit. Pelet

tersebut dilarutkan dalam TE atau air steril dan disimpan pada suhu -20°C.

3.5.3 Amplifikasi Gen Lysophospholipase menggunakan PCR

Daerah gen lysophospholipase diamplifikasi sebagai DNA sisipan untuk
pengklonaan gen yang akan dilakukan. Primer spesifik yang digunakan didesain
berdasarkan sekuens gen penyandi lysophospholipase Bacillus halodurans C-125

pada situs http//Awww.genome.jp dengan kode gen BH3288. Primer didesain

memiliki 1 (satu) perbedaan basa pada basa ke 783. Sekuens dari primer tersebut
disajikan pada Lampiran 4 (empat). Amplifikasi tersebut dilakukan dengan
menggunakan PCR dan enzim KAPA Tag Extra Hot Start DNA polymerase
berdasarkan protokol dari KAPA (KAPA Biosystems 2017: 1—2). Total volume
reaksi PCR untuk 20 pL sampel yang terdiri atas 0,5 uL. genom Bacillus
halodurans CM1 yang digunakan sebagai cetakan; pasangan primer gen
lysophospholipase masing-masing sebanyak 1 uL;4 uL 10x KAPA Taq Extra
Buffer; 1,2 uLL 25 mM MgClp; 0,4ul 10 mM dNTPs; 0,2 uL. Tag DNA
polymerase 2,5U/uL; dan 11,7 uL ddH2O. Program PCR diatur dengan kondisi
berdasarkan modifikasi dari prosedur KAPA Taq Extra Hot Start yang tersaji pada
Lampiran 5 (lima). Denaturasi, penempelan primer dan pemanjangan dilakukan

sebanyak 30 siklus. Hasil PCR dianalisis dengan elektroforesis gel agarosa 1%.

3.5.4 Elektroferesis menggunakan Gel Agarosa

Hasil PCR divisualisasi dengan cara elektroforesis menggunakan gel
agarosa 1%. Gel dimasukkan ke dalam perangkat elektroforesis dan dituangkan

buffer TAE 1x sampai gel terendam. Cara pembuatan gel agarosa 1% dan buffer
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TAE 1x terdapat pada Lampiran 3. Sebanyak 3uL ladder DNA dimasukkan ke
dalam well agarosa, sedangkan untuk sampel diambil 3 pL sampel DNA lalu
dicampur dengan 1 pL loading dye kemudian dihomogenkan dengan
menggunakan teknik up and down. Campuran tersebut dimasukkan ke dalam well
gel agarosa yang belum diisi ladder. Alat elektroforesis dihubungkan dengan
aliran listrik tegangan 100 Volt selama + 23 menit. Gel agarosa kemudian
direndam dalam larutan etidium bromida selama 10 menit. Hasil elektroforesis
dilihat di atas UV transiluminator dan didokumentasikan dengan Gel

Documentation.

3.5.5 Purifikasi Gen Lysophospholipase Hasil Amplifikasi PCR

Purifikasi fragmen hasil PCR dilakukan dengan menggunakan Gel/ PCR
DNA Extraction Kit [Geneaid] sesuai dengan protokol (Geneaid 2012: 3).
Sebanyak 5x volume sampel DF buffer yang mengandung guanidin tiosinat hasil
PCR ditambahkan DF buffer sebanyak 5x lalu dicampur dengan menggunakan
vorteks. Sampel tersebut diinkubasi pada suhu 55°C selama 15 menit, sambil
dikocok setiap selang waktu 2 menit. Kolom DF dimasukkan ke dalam collection
tube, kemudian sampel dipindahkan ke dalam kolom DF tersebut. Kolom DF
disentrifugasi dengan 13.000 rpm selama 30 detik. Supernatan yang terdapat pada
collection tube. Sebanyak 600 puL wash buffer yang mengandung etanol
dimasukkan ke dalam kolom DF, kemudian didiamkan selama 1 menit, lalu
disentrifugasi kembali dengan kecepatan 13.000 rpm selama 30 detik. Supernatan
yang terdapat pada collection tube dibuang, lalu kolom DF dan collection tube
kembali disentrifugasi dengan kecepatan 13.000 rpm selama 3 menit hingga
kolom matriks kering sehingga residu wash buffer juga hilang. Kolom DF
dipindahkan ke tabung pemulihan (recovery tube) atau microtube steril lalu
ditambahkan elution buffer sebanyak 30 uL ke tengah-tengah matriks kolom.
Tabung tersebut diinkubasi selama 2 menit pada suhu ruang, lalu disentrifugasi
dengan kecepatan 13.000 rpm selama 2 menit. Hasil dari purifikasi produk PCR

tersebut kemudian diukur konsentrasinya menggunakan Nanodrop.
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3.5.6 Ligasi Gen Lysophospholipase ke pPGEM-T Easy

Plasmid pGEM-T Easy merupakan vektor yang memiliki T-Overhang,
sedangkan fragmen lysophospholipase tidak menghasilkan A-Overhang pada
kedua ujung ketika amplifikasi. Oleh karena itu, perlu dilakukan penambahan
basa Adenin atau disebut A-tailing untuk menambahkan Adenin di ujung 3’ pada
produk PCR supaya dapat disisipi. A-tailing dilakukan berdasarkan protokol
KAPA Biosystem (2017: 1—2), dengan cara menginkubasi fragmen PCR yang
ditambahkan sebanyak 0,1 dNTPs, KAPA Taq extra buffer B dengan Mg?*, dan
KAPA Taq Extra Hot Start DNA polymerase pada suhu 72°C selama 30 detik.

Ligasi fragmen PCR ke dalam vektor pGEM-T easy dilakukan sesuai
dengan protokol Promega (2015: 4). Ligasi menggunakan T4 DNA Ligase
dengan rasio molar 3:1 dengan fragmen gen. Fragmen gen lysophospholipase
hasil A-tailing diligasi sesuai dengan protokol ligasi untuk vektor pGEM-T easy
dari Promega. Produk hasil A-tailing sebanyak 3 uL; 1 pL vektor pGEM-T easy;
1 pL 10x buffer T4 DNA ligase; dan 1 uLL T4 DNA Ligase 10 U/uL dicampur dan

diinkubasi pada suhu 4°C selama semalaman.

3.5.7 Pembuatan Sel Kompeten Escherichia coli DH5a

Pembuatan sel kompeten E. coli DH5a didasarkan pada metode CaCl,
(Inoue dkk. 1990). Seluruh tahapan pembuatan kompeten sel ini dilakukan dalam
keadaan aseptis. Kultur E. coli DH5a dari stok digores pada media LB agar, dan
diinkubasi + 16 jam pada suhu 37°C. Koloni tunggal E. coli DHS5a dari plate
diinokulasi ke media LB 50 mL lalu diinkubasi pada 100 rpm, 30 °C selama
semalaman sampai nilai OD 600 =0,4-0,8. Kultur bakteri kemudian diinkubasi
dalam es sampai dingin setelah itu disentrifugasi pada 3.500 rpm selama 15 menit
dengan suhu 4°C. Supernatan dibuang dengan cara aseptis. Pelet disuspensikan
dengan bantuan mikropipet dengan menambahkan TB buffer (Transformation
buffer) dingin sebanyak 16,75 mL, lalu diinkubasi pada es selama 10 menit.
Sentrifugasi dilakukan lagi pada 3.000 rpm selama 15 menit dengan suhu 4°C.
Supernatan dibuang dengan cara aseptis di dalam laminar air flow (LAF). Pelet
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disuspensikan dengan bantuan pipet dengan menambahkan TB buffer dingin
sebanyak 4 mL, diinkubasi di es selama 10 menit. Sebanyak 0,3 mL DMSO
ditambahkan lalu diinkubasi dalam es selama 10 menit. Campuran tersebut
dipindahkan ke microtubes masing-masing sebanyak 0,2 mL, dan disimpan dalam
-80°C.

3.5.8 Transformasi Plasmid Rekombinan ke Escherichia coli DH5a,

Transformasi DNA plasmid produk ligasi ke dalam sel kompeten E. coli
DH5a dilakukan dengan metode heat shock (Hanahan 1983: 561) yang
dimodifikasi. Kompeten sel yang telah disimpan diinkubasi di dalam es hingga
mencair selama + 1 jam. Transformasi dilakukan dengan cara mencampurkan 10
uL produk ligasi dengan 100 pL kompeten sel tersebut, kemudian disuspensikan
dengan teknik pipeting up and down hingga tercampur sempurna, lalu diinkubasi
dalam es selama 30 menit. Sel kompeten diberikan kejutan panas dengan cara
diinkubasi dalam thermomixer 42°C tepat selama 1 menit, kemudian diinkubasi
kembali dalam es selama 2 menit. Medium SOC ditambahkan sebanyak 800 pL
dan diinkubasi dalam shaker incubator 150 rpm, 37°C selama 1 jam. Sel
disentrifugasi 6.000 rpm selama 5 menit, sebanyak 200 pL supernatan dibuang,
dan sisanya diresuspen kembali dengan pelet.

Seleksi dilakukan pada medium LB agar yang mengandung antibiotik
ampisilin dengan konsentrasi 100 pg/mL. Sebanyak 30 pL disebar merata pada
medium LB agar + ampisilin, 40 uL isopropyl f-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG) 0,1 M dan 50 pL 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside
(X-GAL) 4%. Transforman kemudian diinkubasi semalaman pada suhu 37°C.
Keberhasilan proses transfromasi dapat dilihat dengan metode screening koloni
putih-biru pada medium yang mengandung X-GAL. Koloni yang diduga positif
berwarna putih diambil, lalu dikultur dalam media LB cair yang mengandung

ampisilin untuk selanjutnya diisolasi DNA plasmidnya.
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3.5.9 Konstruksi Plasmid Rekombinan menggunakan SnapGene

Konstruksi peta plasmid rekombinan dilakukan dengan menggunakan
program SnapGene untuk mengetahui ilustrasi letak posisi gen insert
lysophospholipase yang akan diligasikan ke plasmid pGEM-T Easy. Langkah
pertama yang dilakukan ialah memasukan sekuens dari pGEM-T Easy ke dalam
program, dengan cara memilih opsi “insert” atau “open file”. Peta plasmid akan
terbuka, lalu pilih opsi “action” kemudian “restriction cloning” dan “insert
fragment”. Fragmen yang dimasukkan ialah fragmen gen penyandi
lysophospholipase Bacillus halodurans C-125yang dijadikan refrensi, setelah itu
dilakukan perintah untuk simulasi kloning dan akan didapatkan ilustrasi
konstruksi peta plasmid seperti pada Gambar 3.5.9 dengan ukuran + 3798 pasang
basa. Posisi gen insert terletak pada multiple cloning site (MCS) dari pGEM-T
Easy, yang berada pada situs operon lac dan diantara situs EcoRI. Operon lac
terdiri atas start kodon dari lacZ, lac operator dan B-lactamase coding region.
Berdasarkan Gambar 3.5.9 terdapat selectable marker (penyeleksi) berupa gen
resisten ampisilin (AmpR) yang digunakan untuk seleksi antibiotik pada plasmid
rekombinan. Penyeleksi ini akan menjadi parameter keberhasilan proses

transformasi plasmid.

|lac operator|

Gambar 3.5.9 Konstruksi plasmid pGEM T-easy—Ilysophospholipase

[sumber: Helianti 2017 unpublished data]
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3.5.10 Ekstraksi Plasmid dari Escherichia coli DH5Sa Rekombinan

Isolasi DNA plasmid dari koloni yang diduga positif dilakukan dengan
metode alkali (Birnboim & Doly 1979: 1513—1517). Sebanyak 3 mL Kkultur E.
coli DH5a rekombinan dalam 5 mL LB+ampisilin yang telah ditumbuhkan
semalaman, disentrifugasi dengan kecepatan 6.000 rpm, 4°C selama 5 mentt,
kemudian supernatan dibuang. Pelet dicampur dengan 100 uL solution I dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. Sebanyak 200 pL solution Il
ditambahkan, kemudian tabung dikocok perlahan ke atas dan ke bawabh, lalu
diinkubasi dalam es selama 5 menit. Solution 111 sebanyak 150 pL segera
ditambahkan ke dalam tabung tersebut, kemudian dikocok dengan kuat dan
diinkubasi dalam es selama 5 menit. Sentrifugasi dilakukan kembali dengan
kecepatan 13.000 rpm, 4°C, selama 20 menit, kemudian supernatan diambil dan
dipindahkan ke microtube baru. Isopropanol dengan rasio 1:1 terhadap
supernatan yang telah diambil, ditambahkan. Tabung tersebut dibolak-balikan,
lalu diinkubasi dalam suhu ruang selama 30 menit, kemudian disentrifugasi
kembali dengan kecepatan 13.000 rpm, 4°C, selama 30 menit, dan supernatan
dibuang. Pelet yang terbentuk kemudian dicuci dengan 0,5 mL etanol 70 % untuk
menghilangkan residu isopropanol, lalu disentrifugasi 13.000 rpm, 4°C, selama 5
menit dan supernatan dibuang. Pelet dikeringkan dan dilarutkan dalam 50 pL
Tris-HCI 10 mM pH 8 + RNAse 1 mg/mL.

Plasmid hasil isolasi yang akan digunakan untuk sekuensing perlu
dipurifikasi terlebin dahulu. Purifikasi dilakukan menggunakan metode
presipitasi kualitatif PEG (Pulleyblank, dkk. 1983:191—193). Sebanyak 30 uL
Polyethylene Glycol (PEG) 20% dan 2,5 M NaCl ditambahkan ke dalam plasmid,
lalu dikocok sampai tercampur sempurna. Campuran tersebut kemudian
diinkubasi dalam es selama 1 jam, lalu disentrifugasi dengan kecepatan 13.000
rpm, 4°C selama 10 menit, kemudian dicuci dengan etanol 70% sebanyak 100 pL.
Campuran disentrifugasi kembali dengan kecepatan 13.000 rpm, 4°C selama 5
menit. Supernatan dibuang, lalu pelet dikeringkan menggunakan konsentrator.
Pelet kering kemudian dilarutkan dalam 20 pL Tris-HCI 10mM pH 8. Plasmid
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hasil isolasi yang telah dipurifikasi, lalu divisualisasi dengan elektroforesis

menggunakan gel agarosa 1 %.

3.5.11 Konfirmasi Plasmid Rekombinan dengan Enzim Restriksi

Konfirmasi digesti menggunakan enzim EcoRI dilakukan pada koloni
transforman yang diduga mengandung plasmid rekombinan. Plasmid rekombinan
tersebut telah diisolasi menggunakan metode alkali. Reaksi Digesti yaitu terdiri
atas 2 uL 10x buffer EcoRI; 3uL DNA plasmid rekombinan yang akan
dikonfirmasi; 0,5 pL enzim restriksi ECORI; dan 14,5 pL ddH,O. Campuran
tersebut diinkubasi pada 37°C selama 2 jam. Enzim EcoRI diinaktivasi dengan
cara diinkubasi pada suhu 65°C selama 20 menit. Hasil restriksi kemudian
dianalisis dengan gel elektroforesis pada agarosa 1% menggunakan 1 kb DNA

ladder, lalu dibandingkan dengan program SnapGene.

3.5.12 Sekuensing dan Analisis Sekuens DNA

Hasil amplifikasi gen lysophospholipase yang disisipkan pada pGEM T-
easy dikirimkan ke First Base untuk disekuensing. Sekuensing dilakukan
menggunakan primer forward pUC M13 (-40) dan primer reverse M13 (-20).
Hasil sekuensing kemudian diedit dengan perangkat lunak BioEdit dan Sequence
Scanner 2.0 (Applied Biosystems), kemudian dilakukan analisis sekuens
menggunakan program CLUSTAL W pada http://www.genome.jp. Analisis
sekuens dilihat hubungan kekerabatannya dengan database gen yang tersedia pada
Genbank menggunakan pendekatan bioinformatika yaitu melalui teknik Basic
Local Alignment Search Tool (BLASTn) pada
http/Awww.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi dan program BLAST pada

http//www.genome.jp untuk mengonfirmasi bahwa fragmen DNA produk PCR

merupakan fragmen gen lysophospholipase.
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3.5. 13 Uji Kualitatif Produk Gen pada Media Lipid

Sampel Escherichia coli DH5a yang mengandung gen lysophospholipase
dari Bacillus halodurans CM1 digores pada media LB agar yang mengandung
ampisilin dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hal yang sama
dilakukan juga terhadap kontrol, yaitu koloni yang berwarna biru pada kultur
transforman. Koloni tunggal yang terbentuk diinokulasi ke dalam 5 mL media LB
cair yang mengandung ampisilin 100 pg/mL. Kultur sampel diinkubasi
menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 37°C
selama semalaman, lalu kultur disegarkan kembali dengan cara memindahkan 1
mL ke dalam 7 mL LB dengan ampisilin. Kultur yang telah disegarkan dibiarkan
selama + 3 jam hingga mencapai kisaran OD antara 0,7 dan 0,8. Pengukuran OD
dilakukan menggunakan spektrofotometri pada panjang gelombang 600 nm. Nilai
OD antara kultur sampel dan kontrol negatif diusahakan memiliki nilai hasil
pengukuran yang sama. Kultur yang telah mencapai nilai OD tersebut, disegarkan
kembali dengan cara mengambil 2 mL ke dalam 50 mL LB dengan kandungan
ampisilin, tributyrin 2% dan IPTG 0,1 M; kemudian diinkubasi pada shaker
incubator pada suhu 37°C, kecepatan 150 rpm dan selama semalaman.

Sebanyak 1,5 pL kultur sampel diteteskan menggunakan mikropipet ke
dalam media LB yang mengandung Tributyrin (TBA) dan 0,1 M IPTG untuk uji
kualitatif (Litthauer dkk.2010:4281—4284). Inkubasi dilakukan pada suhu
37°C selama 24—72 jam. Pembuatan media TBA dapat dilihat pada Lampiran 2.
Aktivitas lipolitik dari Escherichia coli DHSo rekombinan dibandingkan
berdasarkan indeks lipolitiknya. Diameter sisi atas-bawah dan kanan-kiri diukur

dan dihitung rata-ratanya.

3.5.14 Pengolahan dan Analisis Data

Data pengklonaan gen lysophosholipase dari Bacillus halodurans CM1
pada Escherichia coli DH5a dan uji kualitatif produk gennya ditampilkan dalam
bentuk gambar dan deskriptif.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Ekstraksi Genom Bacillus halodurans CM1

Hasil ekstraksi DNA genom divisualisasikan dengan gel agarosa 1% dapat
dilihat pada Gambar 4.1. Hasil visualisasi menunjukkan tidak terdapat pita DNA
pada lajur yang mengandung kontrol negatif, tetapi pita DNA yang tebal terdapat
pada lajur 1 (satu) dengan ukuran di atas 10.000 pasang basa. Genom hasil
ekstraksi tersebut diukur konsentrasi dan kemurniannya menggunakan Nanodrop
[Biodrop], yaitu sebesar 52ng/uL. dengan kemurnian 1,823.

10.000 pb
>10.000 pb

3.000 pb

1,000 pb

Keterangan: M: Marker DNA 10000 ph
K-: Kontrol negatif, berupaddH,0
1: Hasil ekstraksi DNA genom

Gel yang digunakan agarosa 1%, running buffer yang
digunakan TAE 1x, 1uL loadingdye,tegangan 100 Volt
selama 23 menit. Gel diwarnai dengan EtBr selama 10 menit

Gambar 4.1 Hasil ekstraksi DNA genom Bacillus halodurans CM1

[sumber: dokumentasi pribadi]
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Menurut Takami (2000: 4317), ukuran keselurunan genom dari Bacilus
halodurans C-125yang memiliki kemiripan 99% dengan Bacillus halodurans
CML, ialah lebih besar dari 10.000 pasang basa, atau lebih tepatnya 4.202.353
pasang basa sehingga hasil ekstraksi genom yang didapatkan sesuai dengan
literatur. Pita tunggal dan tebal mengindikasikan hasil dari ekstraksi
menggunakan metode fenol yang diintroduksi oleh Saito & Miura (1963) dengan
beberapa modifikasi berhasil dan tidak mengandung kontaminan, karena tidak
terdapat pita pada lajur negatif (Handoyo & Ruderta 2000: 1). Menurut
Henegariu dkk. (1997: 510), konsentrasi DNA cetakan sejumlah 30—500 ng
dapat digunakan untuk template reaksi PCR dengan volume +20 pL. Oleh karena
itu, DNA genom yang telah diekstraksi dapat digunakan untuk amplifikasi gen.

Ekstraksi DNA genom Bacillus halodurans CM1 menggunakan metode
Saito & Miura (1963: 619—622) pernah dilakukan oleh Noer (2011: 31) dan
Safirah (2016: 29). Hasil dari ekstraksi tersebut juga menunjukkan pita dengan
ukuran > 10.000 pb. Ekstraksi DNA merupakan proses pemisahan DNA genom
dengan pengotor-pengotor lain, seperti protein dan lemak. Penambahan lysozyme
pada tahapan ekstraksi bertujuan menghancurkan peptidoglikan yang merupakan
komponen utama dalam dinding sel bakteri. Selain itu, penambahan deterjen SDS
bertujuan menghancurkan lapisan lemak pada membran sel, sehingga membuat
DNA akan lebih mudah terekstraksi. Penambahan proteinase K dan fenol dapat
memisahkan protein dengan asam nukleat sehingga asam nukleat akan tetap
berada dalam larutan. Hal tersebut dapat terjadi karena fenol merupakan pelarut
organik (Brown 2010: 29).

4.2  Amplifikasi Gen Lysophospholipase menggunakan PCR

Hasil dari amplifikasi fragmen gen lysophospholipase dapat dilihat pada
Gambar 4.2. Visualisasi tersebut menunjukkan terdapat pita tebal dan jelas
diantara 750 pasang basa dan 1.000 pasang basa pada lajur 1, 2, dan 3. Namun,
tidak terdapat pita pada lajur kontrol negatif yang mengindikasikan tidak
terkontaminasi. Berdasarkan Gambar 4.2., dapat disimpulkan bahwa gen target

telah teramplifikasi dan tidak terjadi kontaminasi. Hasil dari produk PCR
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dipurifikasi menggunakan Gel/PCR purification extraction kit [GeneAid]
kemudian diukur konsentrasi dan kemurniannya menggunakan Nano drop.
Konsentrasi dan kemurnian yang terukur ialah 98,24 ng/uL. dan 1,851. Fragmen
gen lysophospholipase diamplifikasi menggunakan primer spesifik, yaitu primer
forward phospholip-orf-fwd dan reverse phospholip-orf-rev. Berdasarkan

database di NCBI dan www.genome.jp primer tersebut menunjukkan ukuran gen

sebesar 783 pasang basa. Oleh karena itu, hasil visualisasi sesuai dengan gen
target yang diharapkan. Selain itu, gen yang telah teramplifikasi merupakan gen
spesifik dan murni, sehingga tahap purifikasi berhasil dilakukan.

3000 pb
1.000 ph

+783 pb

750 pb

Keterangan: M : Marker DNA 10000 pb

K- : Kontrol negatif, berupa ddH,O
Lajur 1: Hasil amplifikasi gen pengulangan1
Lajur 2: Hasil amplifikasi gen pengulangan 2

Lajur 3: Hasil amplifikasi gen pengulangan 3

Gel yang digunakan agarosa 1%, running buffer yang digunakan
TAE 1x, 1puL loading dye,tegangan 100 Volt selama 23 menit.
Gel diwarnai dengan cara direndam dalam EtBr selama 10 menit

Gambar 4.2 Hasil amplifikasi gen lysophospholipase

[sumber: dokumentasi pribadi]
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Amplifikasi dilakukan menggunakan KAPA Extra Hot Start. Keberhasilan
amplifikasi ditentukan oleh beberapa faktor seperti konsentrasi dan desain primer
yang digunakan, deoksiribonukleotida triposfat (dNTP), komposisi buffer, jumlah
siklus reaksi, dan enzim taq polymerase. Penggunaan enzim polymerase dengan
proofreading yang tinggi dapat meminimalisir kesalahan dalam reaksi PCR (Zahn
dkk. 2007: 463). KAPA Extra Hot start memiliki tingkat keakuratan yang tinggi
dengan aktivitas eksonuklease proofreading sehingga dapat meminimalisir hasil
amplifikasi yang tidak spesifik selama proses reaksi, serta meningkatkan
sensitivitas dan reaksi menjadi lebih efisien (KAPA Biosystems 2017: 1).
Proofereading merupakan aktivitas koreksi basa nukleotida oleh DNA polimerase
(Wanlin Bi & Stambrook 1998: 3073). Amplifikasi gen alkxyn dan 16S rRNA
dari Bacillus halodurans CML1 juga pernah dilakukan oleh Noer (2011: 32) dan
Safirah (2016: 30) menggunakan KAPA Extra Hot Start.

Keberhasilan amplifikasi juga ditentukan oleh kualitas primer serta
kespesifikan primer. Primer yang baik memiliki panjang basa 18—30 basa,
konsentrasi primer antara 0,1—0,4 uM dan memiliki annealing yang tidak terlalu
jauh antara primer forward dan reverse. Konsentrasi primer yang terlalu tinggi
dapat menyebabkan penempelan primer menjadi tidak spesifik sehingga
menyebabkan terbentuknya primer dimer, sedangkan konsentrasi yang rendah
dapat memengaruhi efisiensi PCR (Grunewald 2003: 92). Penempelan primer
yang spesifik dipengaruhi oleh kemiripan yang tinggi dengan sekuens target
(Abd-Elsalam 2003: 94). Efisiensi PCR juga dipengaruhi oleh jumlah siklus.
Jumlah siklus yang melebihi 30 siklus akan mengalami penurunan efisiensi
amplifikasi. Hal tersebut disebabkan jumlah reagen dan aktivitas DNA

polimerase telah menurun (Kolmodin & Birch 2002: 12).

4.3 Transformasi Plasmid ke Escherichia coli DH5a

Hasil ligasi dapat dilihat dari keberhasilan transformasi, yaitu koloni putih
dapat tumbuh pada media LB yang mengandung ampisilin, IPTG dan X-GAL.
Hasil transformasi yang dilakukan dapat dilihat di Gambar 4.3. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa terdapat 102 koloni putin serta satelit pada sekitar koloni.
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Berdasarkan jumlah tersebut, dapat disimpulkan bahwa transformasi memiliki
nilai efisiensi 1 x 10® cfuug DNA. Namun, hanya 12 klona yang diambil untuk
konfirmasi restriksi pada tahap selanjutnya. Pengambilan tersebut berdasarkan
koloni putin yang tidak dikelilingi oleh satelit.

Koloni putih

Koloni biru

Satelit sekitar
koloni

9,3 cm
Gambar 4.3 Hasil transformasi pada medium LB+XGAL+IPTG

[sumber: dokumentasi pribadi]

Berdasarkan Tu dkk. (2005: 117), keberhasilan transformasi dapat
ditentukan dengan nilai efisiensi transformasi yang tinggi. Efisiensi transformasi
yang dihasilkan tinggi apabila mencapai > 1 x 10® cfivug DNA (Promega 2015:
6). Berdasarkan nilai efisiensi transformasi yang didapat, maka transformasi
yang dilakukan menghasilkan nilai transformasi yang tinggi. Efisiensi
transformasi yang tinggi juga dipengaruhi oleh keberhasilan ligasi gen sisipan
dengan vektor, fase pertumbuhan sel, teknik dalam pembuatan kompeten sel, dan
penggunaan kompeten sel yang memiliki nilai efisiensi tinggi hingga 10'°
transforman/ug DNA (Ahmad dkk. 2014: 568). Pembuatan kompeten sel
dilakukan dengan penambahan larutan CaCl, ketika memasuki permulaan fase
logaritmik pertumbuhan, karena pada fase tersebut mengalami pertumbuhan yang
paling optimal dan aktif membelah sehingga memudahkan introduksi DNA asing.
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Selain itu, pada fase ini dinding bakteri permeabel terhadap ion klorida, tetapi
tidak pada ion kalsium sehingga dinding akan membesar dan memudahkan DNA
asing untuk masuk ke dalam sel (Tu dkk. 2005: 116—118).

Plasmid pGEM T-easy digunakan karena memiliki basa timin (T) yang
mengantung pada kedua ujungnya atau sering disebut T-overhang, sehingga
membuat produk PCR langsung dapat disisipkan ke dalam vektor tanpa harus
dipotong. Hal tersebut mencegah resirkularisasi atau melingkarnya kembali
vektor sebelum disisipi oleh gen sisipan. Gen sisipan tersebut harus diberikan
penambahan gugus adenin atau disebut dengan A-tailing agar bisa menempel pada
daerah T-overhang vektor tanpa plasmid harus direstriksi terlebih dahulu. Vektor
PGEM-T easy yang digunakan memiliki promotor T7 dan SP6 yang berada
diantara Multiple Cloning Site (MCS) dan promotor lacZ yang menyandi enzim [-
galaktosidase. Enzim tersebut berperan dalam penguraian laktosa, seperti X-
GAL, sehingga digunakan dalam screening putih biru. Koloni yang memiliki
enzim tersebut dapat menguraikan X-GAL, sehingga apabila ditumbuhkan pada
medium mengandung X-GAL, koloni akan berubah menjadi warna biru,
sedangkan koloni yang tidak dapat menguraikan X-GAL akan berwarna putih.

Hal tersebut disebabkan oleh gen sisipan pada pGEM T-easy berperan menjadi
supresi bagi lacZ, sehingga tidak dapat mengekspresikan [-galaktosidase lalu
mengubah warna koloni (Lu 2003: 170). Promotor lacZ dapat diinduksi oleh
IPTG sehingga enzim dapat diekspresikan, sehingga medium penyeleksi juga
perlu ditambahkan IPTG. Oleh karena itu, plasmid yang telah tersisipi gen dan
tidak tersisipi gen dapat diseleksi. Berdasarkan Hansen dkk. (1998: 343—345),
transformasi yang dilakukan berhasil karena terdapat 102 koloni putih, yaitu
koloni dengan plasmid pGEM T-easy yang telah disisipi gen.

Hasil transformasi menunjukkan terbentuknya satelit disekitar koloni.
Menurut EDVOTEK (2005: 7), satelit merupakan koloni-koloni berukuran kecil
yang tidak resisten terhadap antibiotik ampisilin. Satelit dapat terbentuk pada
plate hasil transformasi dengan waktu inkubasi yang lama dan konsentrasi
ampisilin yang rendah. Selain itu, satelit dapat terbentuk apabila ampisilin rusak

schingga [-laktamase dapat dieskpresikan.
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4.4 Ekstraksi Plasmid dari Escherichia coli DH5a Rekombinan

Visualisasi dari ekstraksi plasmid yang dilakukan dapat dilihat pada
Gambar 4.4.(1). Hasil ekstraksi plasmid menunjukkan bahwa terdapat 3 (tiga)
pita dengan ukuran yang berbeda pada 12 koloni putih yang diduga mengandung
plasmid yang telah disisipi gen. Pita pertama yang paling tipis berada pada +
10.000 pb, pita ke dua yang berada di tengah berada pada marka + 8.000 pb;
sedangkan pita yang paling tebal berada di marka dengan ukuran * 3.000 pb.
Namun, klona 1 dan 3 menunjukkan 3 (tiga) pita yang sangat jelas setelah
dipurifikasi menggunakan PEG. Hasil ekstraksi tersebut akan digunakan untuk
keperluan sekuensing.

>10000 pb | 10,000 pb

+8000 —— 8.000 pb

+3.000 pb — SA0S
1.000 pb
250 pb

Keterangan: M : Marker DNA 10000 pb
K- : Kontrol negatif, berupaddH,0
Lajur 1: Hasil ekstraksi plasmid klona 1, berupa 3 pita
Lajur 3: Hasil ekstraksi plasmid klona 3, berupa 3 pita

Gel yang digunakan agarosa 1%, running buffer yang digunakan TAE 1x, 1uL loading dye,
tegangan 100 Volt selama 23 menit. Gel diwarnai dengan cara direndam dalam EtBr selama 10
menit

Gambar 4.4.(1) Hasil ekstraksi plasmid klona 1 dan 3

[sumber: dokumentasi pribadi]
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Hasil restriksi menggunakan EcoRI dapat dilihat pada Gambar 4.4.(2).
Hasil tersebut menunjukkan bahwa terdapat 2 (dua) pita tebal berukuran + 3.009
dan £ 789 pasang basa pada klona 1 (satu) dan klona 3 (tiga). Hal tersebut sesuai
dengan simulasi visualisasi agarosa di program snap gene yang dapat dilihat pada
Gambar 4.4.(3). Plasmid didigesti menggunakan situs EcoRI untuk
mengonfirmasi bahwa gen telah berhasil disisipi. Plasmid pGEM T-easy
memiliki 2 (dua) situs EcoRl, yang terletak diantara multiple cloning site (MCS),
tepatnya berada pada urutan basa ke 52 dan 841, sehingga tidak memotong gen
sisipan. Oleh karena itu, 2 (dua) klona tersebut akan dipakai dalam proses

selanjutnya, yaitu sekuensing.

—10.000pb
8.000 pb

+ 3,009 pb

———3.000 pb

—— —
— —
- -
- -
==

-
- e
-~ -
- -
.

1.000 pb
——— 750 pb

.

+ 789 pb

250 pb

Keterangan: M : Marker DNA 10000 pb
K- : Kontrol negatif, berupa ddH,O
Lajur 1: Hasil restriksi plasmid klona 1
Lajur 3: Hasil restriksi plasmid klona 3

Gel yang digunakan agarosa 1%, running buffer yang digunakan TAE 1x, 1uL
loading dye, tegangan 100 Volt selama 23 menit. Gel diwarnai dengan cara
direndam dalam EtBr selama 10 menit

Gambar 4.4.(2) Hasil restriki dengan EcoRlI

[sumber: dokumentasi pribadi]
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kb mw (1] 2 3

+3009 pb

+ 789 pb
xS —

Keterangan:
MW : Marker DNA 10.000 pb

Lajur 1 : Restriksi plasmid rekombinan
dengan EcoRlI

Simulasi dilakukan padaprogram snapgene
menggunakan agarosa 1%

Gambar 4.4.(3) Simulasi restriksi di snapgene

[sumber: dokumentasi pribadi]

Plasmid hasil ekstraksi dapat memiliki 3 (tiga) konformasi (isomer)
berbeda, yaitu nicked (open circular), linear dan super coiled (Dale & von
Schantz 2007: 38—39). Oleh karena itu, plasmid rekombinan tidak dapat
ditentukan ukurannya sebelum dilakukan digesti menjadi konfomasi linear
(Carson & Robertson 2004: 24). Konformasi nicked terjadi karena salah satu
untai DNA terpotong akibat proses enzimatis dan mekanis yang terjadi saat proses
transformasi. Konformasi tersebut memiliki waktu migrasi paling lambat
sehingga berada pada bagian atas gel. Plasmid yang telah diekstraksi juga
dipurifikasi menggunakan PEG, yang dapat melarutkan protein dan RNA tetapi
mengendakan DNA plasmid. Penambahan larutan tersebut dapat mengurangi

kontaniman protein ataupun larutan yang digunakan ketika ekstraksi (Pulleybank
1983: 194—195).
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45  Sekuensing dan Analisis Sekuens DNA

Hasil sekuensing yang didapat berupa elektroferogram dan bentuk fasta.
Hasil tersebut dapat dilihat pada Lampiran 7 (tujuh). Elektroferogram hasil
sekuensing menunjukkan puncak-puncak sinyal tidak ambigu dan tidak
bertumpuk, sehingga dapat dikatakan bahwa hasil sekuensing yang dilakukan
baik. Konfirmasi identitas sekuens DNA dilakukan melalui sekuensing fragmen
gen lysophospholipase dan dianalisis hasil sekuensingnya melalui penjajarannya
terhadap sekuens gen yang terdapat di GenBank. Hasil sekuensing
direpresentasikan menggunakan perangkat lunak BioEdit.

Sekuensing dilakukan dua arah menghasilkan 1429 pasang basa
menggunakan primer forward dan 1633 pasang basa menggunakan primer
reverse. Hasil dari klona 1 dan 3 menunjukkan hasil yang sama. Sekuens
tersebut kemudian dilakukan penyejajaran atau alignment. Sekuens yang telah

S

D

jajar terdapat pada Gambar 4.5.(1).

ATGTGGAAATGGGAAGTTGCTGAGCCGCGTGGGGTGGTCGTCGTC
ATTCATGGGGCGGGAGAACACCATGGGCGTTATCAATGGCTCGCAA
AAAAGTTTAATAGCATCGGATTATCTGTAGTGATGGGTGATTTGCCT
GGCCAGGGAAGGACAAGAGGGAAGCGCGGTCACATTCAGTCGTTCC
AACAGTACATTGATGTTGTCTTGGAATGGGTGGAAGCAGCTAAGTT
GGAGCACGTGCCAATCTTCTTGTTTGGCCACAGCATGGGCGGACTTG
TAGCCGTTCGCACGATGATTGAAGGAGGCACATTGCCAGTGCGTGC
TGTCATICTTTCATCACCATGCTTTGATTTATATCAGTCACCTGGGAA
AGGAAAAGAATTGGCTTCGAAAATGTTGCACCGAGTAACGCCTACT
TTCTCGCATCATTCAGGCATTCGTTCCGATTTAGTTACTCGAAATGA
AGAGATTCGTGAAGCCTACTTGAAGGATGAGCTTAGAGTAACAAAA
GTGTCCACGAAATGGTATTATGAGTTATCGAAGGCGATGCGAGATA
CCCGTCGTTATCCTGAAAAGTTCCCGAACGTACCATTGCTTGTTATG
CAGGCGGGAGAAGATTATATCACGGATAGAAAAGCGGCGTGGGAA
TGGTTTAATTCGGTTCAAGTAACGGAAAAGGCCTATAAAGAGTGGA
ATGGACTCTATCATGAAATTTTTAATGAGCCTGAGCGGGAGGCTGT
GTTTCAATACAC CTGT'I_I'TT'I_I'P\TC GAACAGCAATTATCATAG

Keterangan:

: primer yang digunakan

Gambar 4.5. (1) Sekuens plasmid rekombinan klona 1 dan 3

[sumber: dokumentasi pribadi]
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Hasil penyejajaran sekuensi menunjukkan terdapat 782 pasang basa yang
sejajar, dan terdapat 1 (satu) perbedaan dengan gen lysophospholipase Bacillus
halodurans C-125. Perbedaan tersebut disebabkan karena primer didesain secara
sengaja memiliki 1 (satu) basa yang berbeda. Namun, hal tersebut tidak terlalu
berpengaruh karena perbedaan basa A dan G tetap menyandi kodon yang sama,
yaitu kodon stop. Hasil alignment dengan gen penyandi lysophospholipase
Bacillus halodurans C-125 terdapat pada Lampiran 6 (enam). Sekuens yang telah
sejajar tersebut kemudian dianalisis melalui BLAST, yang terdapat pada NCBI
dan www.genome.jp. Hasil tersebut dapat dilihat pada Lampiran 8 (delapan) dan 9

(sembilan). Berdasarkan hasil BLAST NCBI, sekuens tersebut merupakan genom
Bacillus halodurans C-125yang menyandi lysophospholipase dengan ukuran 783
pb dan tingkat kemiripan 100%. Berdasarkan analisis BLAST pada

WWW.genome.jp, gen tersebut merupakan gen lysophospholipase dengan kode

BH3288 yang berada pada Bacillus halodurans C-125 dengan ukuran 783 pasang
basa. Tingkat kemiripan sekuens tersebut dengan gen lysophospholipase tersebut
juga 100%.

Hasil sekuensing mengindikasikan bahwa penelitian gen lysophospholipase
dari Bacillus halodurans CML1 telah berhasil diklona. Klona rekombinan
merupakan koloni bakteri Escherichia coli DH5a yang membawa vektor pGEM-T
easy dengan sisipan fragmen gen lysophospholipase. Sekuens yang telah
diperoleh ditranslasikan ke dalam protein menggunakan program pada website
http://web.expasy.org/translate/. Hasil translasi ke protein dapat dilihat pada
Gambar 4.5. (2).

MetWKWEVAEPRGVVVVIHGAGEHHGRYQWLAKKFNSIGLS
VVMetGDLPGQGRTRGKRGHIQSFQQYIDVVLEWVEAAKLEH
VPIFLFGHSMetGGLVAVRTMetIEGGTLPVRAVILSSPCFDLY
QSPGKGKELASKMetLHRVTPTFSHHSGIRSDLVTRNEEIREAY
LKDELRVTKVSTKWYYELSKAMetRDTRRYPEKFPNVPLL
VMetQAGEDYITDRKAAWEWFNSVQVTEKAYKEWNGLYHEI
FNEPEREAVFQYTCFFIEQQLS Stop

Gambar 4.5. (2) Translasi protein dari sekuens plasmid rekombinan

[sumber: dokumentasi pribadi]
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Berdasarkan diagram tersebut, sekuens plasmid rekombinan dapat
ditranslasikan ke dalam protein. Hal tersebut menunjukkan bahwa plasmid
rekombinan dapat ditranslasikan menjadi protein yang fungsional karena terdapat
kodon start dan stop. Oleh karena itu, klona 1 dan 3 dilakukan uji selanjutnya

untuk melihat aktivitas enzim lysophospholipase.

4.6  Uji Kualitatif Produk Gen pada Substrat Lipase

Transforman yang telah dikonfirmasi dengan menggunakan enzim restriksi
dan sekuensing, yaitu klona 1 (satu) dan 3 (tiga) akan diuji aktivitas lipasenya
menggunakan deteksi zona bening pada substrat lipase. Hasil dari uji zona bening
menggunakan teknik drop atau meneteskan kultur pada media mengandung
tributyrin, ampisilin dan IPTG dapat dilihat pada Gambar 4.6. Hasil menunjukkan
terdapat zona bening pada klona 1 dan 3, tetapi tidak terdapat zona bening pada
kontrol negatif.

4

9,3 cm

Keterangan: -: Kontrol negatif berupa koloni biru pada transforman
1: Kultur dari klona 1

3: kultur dari klona 3

Gambar 4.6. Hasil drop transforman pada medium LB+TBA

[sumber: dokumentasi pribadi]
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Inokulasi koloni transforman pada media LB tributyrin, ampisilin dan
IPTG bertujuan mengetahui adanya aktivitas lipase yang ditandai dengan zona
bening. Penambahan IPTG dilakukan untuk menginduksi T7 promotor pada
vektor sehingga gen dapat ditranslasikan, karena gen yang diamplifikasi belum
memiliki promotor. Koloni transforman yang tumbuh pada media tersebut
menunjukkan adanya zona bening (Gambar 4.6) setelah inkubasi 3 hari. Menurut
Litthauer dkk. (2010: 4282—4283), zona bening yang terdapat terbentuk
menandakan terjadinya proses hidrolisis terhadap substrat lipase yang dihasilkan
oleh klona rekombinan tersebut. Tributyrin merupakan salah satu substrat lipase
yang dapat digunakan untuk mengukur aktivitas lipolitik, bahkan dapat digunakan
juga untuk mengukur aktivitas phospholipase dan lysophospholipase. Namun,
aktivitas lipolitik lysophospholipase akan lebih optimal bila berada pada substrat
spesifik, seperti medium agar yang mengandung lysolecithin atau kuning telur
(Merino, dkk. 1999: 4008—4010). Selain itu, gen penyandi lysophospholipase
yang ditransformasikan ke Escherichia coli mengekspresikan enzim pada
intraselular sel inang, sehingga perlu dikeluarkan enzim dengan cara sonikasi,
homogenisasi, dan pelisisan menggunakan lysozyme (EMBL 2017:1). Penyebab
rendahnya aktivitas juga karena pGEM-T easy merupakan vektor kloning, bukan
vektor ekspresi dan Escherichia coli DHSa juga bukan merupakan vektor
ekspresi. Hal ini sama seperti yang pernah dilakukan oleh Noer (2011) dan
Safirah (2016).
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Gen lysophospholipase dari Bacillus halodurans CM1 dengan ukuran 783

pasang basa berhasil diklona ke dalam Escherichia coli DH5a.

5.2 Saran

Perlu dilakukan pengujian dan ekspresi enzim lysophospholipase
menggunakan medium spesifik. Perlunya dilakukan subklona gen
lysophospholipase ke dalam vektor ekspresi agar gen lysophospholipase dapat
diekspresikan dengan lebih tinggi. Vektor ekspresi yang dapat digunakan, seperti
pSKE, dan pET. Perlu juga dilakukan subklona pada sel inang yang menghasilkan

ekspresi enzim secara ekstraselular dan lebih tinggi.
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Lampiran 1

Perbandingan Karakteristik Bacillus halodurans CM1 dengan Bacillus halodurans

C-125
Characteristics Strain CM1 Strain C-125
Cell shape Rod Rod*
Cel size 2,7-5,5 0,6-0,7 x2,5-4 um*
Colony color White to brownish Cream-white**
Endospores + =
Gram staining + e
Growth in anaerobic agar + =
Voges-Proskauer - =
Growth at 40°C + e
Growth at 50°C + -
Growth at 55°C + =
Growth at pH 5 - *
Growth at pH 7 + -
Growth at pH 11 + ey
Growth in NaCl 5% + I
Growth in NaCl 7% + =
Growth in NaCI 8% L =
Growth In NaCl 10% > =
Hydrolysis of Xylan + s
Hydrolysis of Skim milk + N.D
Hydrolysis of Casein + ey
Hydrolysis of Starch + =
Hydrolysis of Gelatin + Ty
Hydrolysis of CMC g N.D
Hydrolysis of L-Arabinose + =
Hydrolysis of Ribose + Ty
Hydrolysis of D-Xylose + =
Hydrolysis of Fructose + N
Hydrolysis of Galactose + T
Hydrolysis of Mannose + ey
Hydrolysis of Melibiose 4 I
Hydrolysis of Lactose + g
Hydrolysis of Sucrose + e
Hydrolysis of Trehalose + e
Hydrolysis of Rafinos + FEy
Hydrolysis of Sorbitol + =

ND: Not described; *Takami and Horikoshi 1999;**Aono 1995

[sumber: Ulfah dkk. 2011: 142]
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Lampiran 2

Skema Alur Kerja Penelitian

Isolasi genom CM1 Persiapan larutan,
buffer, dan media

£

[ Amplifikasi gen lysophospolipase

4

Ligasi dengan pGEM T-easy

¥

Transformasi dengan heat shock

Ekstraksi Plasmid :

Digesti dengan
EcoRi

Uji Kualitatif

Sekuensing I:>
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Lampiran 3

Komposisi Bahan Kimia dari Larutan, Buffer, dan Media serta Cara Pembuatannya

pada suhu 4°C.

Nama
larutan/ _ Komposisi Cara pembuatan
No Fungsi Daftar acuan
buffer/ bahan (untuk V¢ =100 ml)
media
Luria- 0,5% Yeast Sebanyak 0,5 g yeast extract, 1 g tripton, 1 g NaCl, (Promega 2015: 24)
Bertani extract dan 1 g agar ditimbang lalu dilarutkan di dalam 100
(LB) Agar 1% Tripton mL ddH,O. Larutan dihomogenkan, lalu disterilisasi
1 1% NacCl pada suhu 121°C dan tekanan 2 atm selama 15 menit
) 1% Agar menggunakan autoklaf. Penyimpanan dilakukan
Media kultur _
teknis pada suhu 4°C.
pertumbuhan
) ddH,0
_ Escherichia :
Luria- i DHS 0,5% Yeast Sebanyak 0,5 g yeast extract, 1 g tripton, dan 1 g (Promega 2015: 24)
coli a
Bertani extract NaCl ditimbang lalu dilarutkan di dalam 100 mL
) 1% Tripton ddH;0. Larutan dihomogenkan, lalu disterilisasi
1% NacCl pada suhu 121°C dan tekanan 2 atm selama 15 menit
ddH,0O menggunakan autoklaf. Penyimpanan dilakukan
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Lampiran 3 (Lanjutan)

Komposisi Bahan Kimia dari Larutan, Buffer, dan Media serta Cara Pembuatannya

No | Nama
larutan/ _ Komposisi Cara pembuatan
buffer/ Fungs| bahan (untuk V=100 ml) Datftar acuan
media
Horikoshi 1% Pepton Sebanyak 0,5 g yeast extract; 1 g pepton; 0,1 g (Horikoshi 2008: 2)
+ xilan 0,5% Yeast KH2PO4;1 g Na;COs3.2 g xilan ditimbang lalu
(agar) Media kultur | extract dilarutkan di dalam 100 mL ddH,O. Larutan
pertumbuhan | 0,1% KH,PO, | dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer, lalu
3 Bacillus 1% Na,COs3 ditambahkan agar dan dihomogenkan kembali, juga
halodurans 2% Xilan diatur pH sampai dengan 9. Larutan disterilisasi pada
CM1 1,5% Agar suhu 121°C dan tekanan 2 atm selama 15 menit
teknis menggunakan autoklaf. Penyimpanan dilakukan
ddH,0 pada suhu 4°C.
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Lampiran 3 (Lanjutan)

Komposisi Bahan Kimia dari Larutan, Buffer, dan Media serta Cara Pembuatannya

teknis; ddH,O

Penyimpanan dilakukan pada suhu 4°C.

Nama
No larutan/ Fungsi Komposisi Cara pembuatan Daftar acuan
buffer bahan (untuk Vt =100 ml)
/media
4 Horikoshi | Media kultur | 1% Pepton Sebanyak 0,5 g yeast extract;1 g pepton; 0,1 g KH;POg4, | (Horikoshi 2008:
pertumbuhan | 0,5% Yeast 1 g Na,CO31% ditimbang lalu dilarutkan di dalam 100 | 2)
Bacillus extract mL ddH,O. Larutan dihomogenkan menggunakan
halodurans 0,1% KH,PO, | magnetic stirrer, lalu diatur pH hingga mencapai 9.
CM1 1% Na,COs3 Larutan tersebut disterilisasi pada suhu 121°C dan
ddH,O tekanan 2 atm selama 15 menit menggunakan autoklaf.
Penyimpanan dilakukan pada suhu 4°C.
5 Tributyrin | Media uji 0,5% Yeast Sebanyak 0,5 g yeast extract, 1 g tripton, 1 g NaCl, 2 ml | (Helianti 2010)
Agar kualitatif extract tributyrin dan 1 g agar teknis ditimbang lalu dilarutkan
(TBA) lysophospho- | 1% Tripton didalam 100 mL ddH2O. Larutan dihomogenisasi
lipase 1% NacCl menggunakan homogenizer. Larutan yang telah
2% Tributyrin | homogen, disterilisasi pada suhu 121°C dan tekanan 2
1,5 % Agar atm selama 15 menit menggunakan autoklaf.
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Lampiran 3 (Lanjutan)

Komposisi Bahan Kimia dari Larutan, Buffer, dan Media serta Cara Pembuatannya

Nama
No larutan/ Fungsi Komposisi Cara pembuatan Daftar acuan
buffer/ bahan (untuk Vt =100 ml)
media
6 Super Media 0,5% Yeast Sebanyak 0,5 g Yeast extract; tripton 2 g; NaCl (Helianti 2010)
Optimal pertumbuhan | extract 0,0585 g; KCI 0,0186 g;ddH,O dilarutkan dalam
Broth untuk 2% Tripton 100 mL ddH,O, disterilisasi pada suhu 121°C dan
(SOB) preparasi sel | 0,0585% NaCl tekanan 2 atm selama 15 menit menggunakan
kompeten 0,0186% KClI autoklaf. Media tersebut ditambahkan 1 mL
Escherichia | ddH,O larutan magnesium 2 M steril. Penyimpanan
coli DH5a 2 M?* Mg dilakukan pada suhu 4°C.
Super Media 0,5% Yeast Sebanyak 0,5 g yeast extract; tripton 2 g; NaCl (Promega 2015: 25)
Optima pertumbuhan | extract 0,0585 g; KCI 0,0186 g; ddH,0O dilarutkan dalam
Broth with | sel kompeten | 2% Tripton 100 mL ddH,O, disterilisasi pada suhu 121°C dan
7 Catabolite | Escherichia | 0,0585% NaCl tekanan 2 atm selama 15 menit menggunakan
Repressio | coli DH5a 0,0186% KClI autoklaf. Media tersebut ditambahkan 1 mL
n (SOC) ddH,0; 2 M Mg?* | larutan Mg?* 2 M steril dan 1 mL glukosa 2 M
2 M glukosa steril. Penyimpanan dilakukan pada suhu 4°C.
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Komposisi Bahan Kimia dari Larutan, Buffer, dan Media serta Cara Pembuatannya

Lampiran 3 (Lanjutan)

Nama
No larutan/ Fungsi Komposisi Cara pembuatan Daftar acuan
buffer/ bahan (untuk Vt =100 ml)
media
2M Mg | Larutan stock | 1 M MgCh, Sebanyak 50 mL larutan 1 M MgCl, ditambahkan (Promega 2015: 25)
untuk 1M MgSO,4 dengan 1M MgSO, 50 mL, lalu disterilisasi
8 pembuatan menggunakan filter di dalam Laminar Air Flow
media SOB (LAF). Penyimpanan dilakukan pada suhu 4°C.
dan SOC
2M Larutan stock | 36% Glukosa Glukosa sebanyak 36 g ditimbang, lalu dilarutkan (Helianti 2010)
glukosa untuk dalam 100 mL ddH,O. Larutan disterilisasi
° pembuatan menggunakan filter di dalam Laminar Air Flow
media SOC (LAF). Penyimpanan dilakukan pada suhu 4°C.
Larutan Ekstraksi 10 mg Pembuatan lysozyme dilakukan dengan (Helianti 2010)
Lysozyme | genom lysozyme mencampurkan 10 mg lysozyme dengan 1 mL Tris
10 | 10 mg/mL | Bacillus 1 mL Tris 0,25 | HCI 0,25 M pH 8
halodurans M HCI pH 8
CM1
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Lampiran 3 (Lanjutan)

Komposisi Bahan Kimia dari Larutan, Buffer,dan Media serta Cara Pembuatannya

Nama
No larutan/ Fungsi Komposisi Cara pembuatan Daftar acuan
buffer/ bahan (untuk V¢ = 100 ml)
media
CH3COO | Larutan stock CH3COONa | Sebanyak 24,609 g CH3COONa ditimbang, lalu (Helianti 2010)
Na untuk ekstraksi | ddH20 dilarutkan ke dalam 100 mL ddH20O. Larutan
1 genom Bacillus disterilisasi pada suhu 121°C dan tekanan 2 atm
halodurans selama 15 menit menggunakan autoklaf.
CM1 Penyimpanan dilakukan pada suhu ruang atau +
30°C..
Larutan Larutan untuk 20% SDS Pembuatan larutan STEP dilakukan dengan (Helianti 2010)
STEP ekstraksi genom | 1 M Tris-HCI | mencampurkan 0,25 mL 20% SDS; 15 mL 1 M
(SDS, Bacillus pH 8.0 Tris-HCI pH 8.0; 80 mL 0,5 M EDTA pH 8.0 dan
Tris-HCI, halodurans 0,5MEDTA | 1,25 mL 20 mg/mL Proteinase K, lalu ditambahkan
e EDTA, CM1 pH 8.0 ddH,O sampai 100 mL. Larutan disterilisasi
Proteinase 20 mg/mL dengan filter dan disimpan pada suhu -20°C
K) Proteinase K
ddH,0
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Lampiran 3 (Lanjutan)

Komposisi Bahan Kimia dari Larutan, Buffer,dan Media serta Cara Pembuatannya

Nama
larutan/ _ Komposisi Cara pembuatan
No Fungsi Daftar acuan
buffer/ bahan (untuk V¢ = 100 ml)
media
Solution | EDTA 10mM | Sebanyak 2 mL Etilendiamintetraasetat (EDTA) (Helianti 2010)
Tris-HCI pH | 10mM; 2,5 mL Tris-HCI pH 8 25 mV;
825 mM ditambahkan akuades sampai 48,75 mL lalu
13 glukosa disterilisasi disterilisasi pada suhu 121°C dan
50mM tekanan 2 atm selama 15 menit menggunakan
Larutan untuk B,
) : ddH,O autoklaf. Larutan yang telah steril ditambahkan
ekstrasi plasmid -
- . 1,25 mL glukosa 50 mM yang telah disterilkan
Escherichia coli ;
menggunakan filter.
_ DH5a _
Solution 11 NaOH 0,2 M | Sebanyak 150 uL. NaOH 0,2 M yang telah steril (Helianti 2010)
SDS 1% dicampurkan dengan 150 pL SDS 1% yang telah
14 ddH,O steril | steril, lalu ditambahkan dengan ddH.O steril

sebanyak 1,2 mL. Pembuatan larutan ini harus

selalu baru setiap akan digunakan.
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Lampiran 3 (Lanjutan)

Komposisi Bahan Kimia dari Larutan, Buffer, dan Media serta Cara Pembuatannya

Nama e
) Komposisi | Cara pembuatan
No | larutan/buf | Fungsi Daftar acuan
. bahan (untuk V¢ = 100 ml)
fer/media
Solution 1l Kalium Sebanyak 60 mL kalium asetat 5 M dicampurkan (Helianti 2010)
Larutan untuk .
) Asetat 5M | dengan 11,5 mL asam asetat glasial, lalu ddH,O
ekstraksi ; Fa
) Asam asetat | sebanyak 28,5 mL ditambahkan. Larutan disterilisasi
15 plasmid : _
- glasial pada suhu 121°C dan tekanan 2 atm selama 15 menit
Escherichia i )
) ddH,O menggunakan autoklaf. Penyimpanan dilakukan pada
coli DH5a
suhu 4°C.
Buffer TAE Tris Base Sebanyak 121 g Tris Base yang dilarutkan dalam 250 (Helianti 2010)
50 kali EDTA mL akuades dicampurkan dengan 7,32 g EDTA yang
asam asetat | dilarutkan dalam 50 mL akuades, kemudian pH diatur
Buffer untuk glasial dengan penambahan NaOH hingga mencapai pH 8.
16 running akuades Campuran tersebut ditambahkan asam asetat glasial

elektroforesis

sebanyak 28,55 mL lalu ditambahkan dengan akuades
hingga mencapai 500 mL. Penyimpanan dilakukan pada
suhu ruang atau + 30°C, dan apabila akan digunakan

diencerkan sebanyak 50 kali.

Universitas Indonesia

Kloning gen..., Shanni fernanda, FMIPA Ul, 2017

56



Komposisi Bahan Kimia dari Larutan, Buffer, dan Media serta Cara Pembuatannya

Lampiran 3 (Lanjutan)

Nama
larutan _ Komposisi Cara pembuatan
No Fungsi Daftar acuan
/ouffer/ bahan (untuk V¢ =100 ml)
media
Ampisilin | Antibiotik Amphichilin Sebanyak 100 mg ampisilin ditimbang dan (Promega 2015: 24)
100 mg/ml | sejeksi sodium salt dilarutkan ke dalam 100 mL ddH,O. Larutan
17 pertumbuhan [Sigma] disterilisasi menggunakan filter. Penyimpanan
kultur bakteri ddH,0 dilakukan pada suhu -20°C.
Media 0,5% yeast Sebanyak 0,5 g yeast extract, 1 g tripton, dan 1 g
lipid (LB extract NaCl ditimbang lalu dilarutkan di dalam 100 mL
+ 2% Media kultur 1% Tripton ddH;O. Tributyrin sebanyak 2 mL ditambahkan
tributyrin) | produksi enzim ke dalam larutan tersebut lalu dihomogenisasi
18 lipase 1% NaCl menggunakan homogenizer. Larutan yang telah
rekombinan 2% tributyrin | homogen, lalu disterilisasi pada suhu 121°C dan
tekanan 2 atm selama 15 menit menggunakan
ddH.0

autoklaf. Penyimpanan dilakukan pada suhu 4°C

Kloning gen..., Shanni fernanda, FMIPA Ul, 2017
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Lampiran 4

Primer yang digunakan untuk amplifikasi gen

No | Nama primer Sekuens basa

1 phospholip-orf- | 5’- ATGTGGAAATGGGAAGTTGCTGAGC-3
fwd

2 phospholip-orf- | 5°-

rev

CTATGATAATTGCTGTTCGATAAAAAAACAGG-‘3
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Lampiran 5

59

Kondisi Reaksi PCR menggunakan KAPA Taq Extra Hot Start DNA Polymerase

Perlakuan Suhu Waktu
Denaturasi Awal (Initial Denaturation) 95°C 3 menit
Denaturasi (Denaturation) 95°C 30 detik
Penempelan Primer (Annealing) 57°C 30 detik
Pemanjangan (Extension) 72°C 1 menit
Akhir Pemanjangan (Final Extension) 2 °g 10 menit
Hold 12°C 00

(Kapa Biosystems 2017: 2)

Kloning gen..., Shanni fernanda, FMIPA Ul, 2017
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Lampiran 6

Hasil Multiple Alignment menggunakan CLUSTAL W

Klona 1

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

reference ATGTGGAAATGGGAAGTTGCTGAGCCGCGTGGGGTGGT CGTCGTCATT CATGGGGCGGGA
reverse ATGTGGAAATGGGAAGTTGCTGAGCCGCGTGGGGTGGT CGTCGTCATT CATGGGGCGGGA
forward ATGTGGAAATGGGAAGTTGCTGAGCCGCGTGGGGTGGT CGTCGTCATT CATGGGGCGGGA

KAA KA AAKN AR AA A AR AEAKN AR AA AR AR AA KNI A A AR A A AR AR A AR Ak kAR A kA A Ak kk *A kK
reference GAACACCATGGGCGTTAT CAATGGCTCGCAAAAAAGTT TAATAGCATCGGATTATCTGTA
reverse GAACACCATGGGCGTTATCAATGGCTCGCAAAAAAGTT TAATAGCATCGGAT TATCTGTA
forward GAACACCATGGGCGTTAT CAATGGCTCGCAAAAAAGTT TAATAGCATCGGATTATCT GTA

KKKk hhk kkkkk Ak hhhk hhkhk*k khhhhk hhkkkx khhhhk hhkkk kA Kk hhk kk k& XXk kK kK%
reference GTGATGGGTGATT TGCCTGGCCAGGGAAGGACAAGAGGGAAGCGCGGT CACATTCAGTCG
reverse GTGATGGGTGATTTGCCT GGCCAGGGAAGGACAAGAGGGAAGCGCGGT CACATTCAGTCG
forward GTGATGGGTGATT TGCCT GGCCAGGGAAGGACAAGAGGGAAGCGCGGTCACATTCAGTCG

AAKK A A IAKN KA A AR AAAR KR ARFAARKRAERAAAARKA AR AR A KR A A A AR Ak A Ak Ak hkh Ak Ak hk k%%
reference TTCCAACAGTACATTGATGTTGTCTTGGAATGGGTGGAAGCAGCTAAGTTGGAGCACGTG
reverse TTCCAACAGTACATTGATGTTGT CTTGGAATGGGTGGAAGCAGCTAAGTTGGAGCACGTG
forward TTCCAACAGTACATTGATGTTGT CTTGGAATGGGTGGAAGCAGCTAAGTTGGAGCACGTG

KAKAKRAAAKN AR AAA AR A AR AR R AT A A A AR I AR A A A AR R AR R A A A h AR Ak kA Ak Kk A% x
reference CCAATCTTCTTGT TTGGCCACAGCATGGGCGGACTTGTAGCCGTTCGCACGATGATT GAA
reverse CCAATCTTCTTGTTTGGCCACAGCATGGGCGGACTTGTAGCCGTTCGCACGATGATT GAA
forward CCAATCTTCTTGTTTGGCCACAGCATGGGCGGACTTGTAGCCGTTCGCACGATGATT GAA

Kk kK kkkk kkkkk khkhhhk hhkhkkx khhhhk hkhkhkkk khhhhk hkhkkkk xhhhkh kkkk Xx* kK kk*
refierence GGAGGCACATTGCCAGTGCGTGCTGTCATTCTT TCATCACCATGCTTTGATT TATAT CAG
reverse GGAGGCACATTGCCAGTGCGTGCTGTCATTCTT TCATCACCATGCTTTGATT TATAT CAG
forward GGAGGCACATTGCCAGTGCGTGCTGTCATTCTT TCATCACCATGCTTTGATT TATAT CAG

KAAK A A AR AARA KN AAAA KR AR FAAAKRAAAAARAAR AR A AR A A A AR A A A AR A Ak A hk kA Ak k%%
reference TCACCTGGGAAAGGAAAAGAATT GGCTT CGAAAATGTT GCACCGAGTAACGCCTACTTTC
reverse TCACCTGGGAAAGGAAAAGAATTGGCTT CGAAAATGTTGCACCGAGTAACGCCTACTTTC
forward TCACCTGGGAAAGGAAAAGAATT GGCTT CGAAAATGTT GCACCGAGTAACGCCTACTTTC

Kk kkkhkkk kkkkkkhkhkhkk khkkkx khhkhk hkhkkkk xhkkhkk kkkkk xkkkk kkkk xxkKkk kk*
reference TCGCATCATTCAGGCATTCGTTCCGATT TAGTTACTCGAAATGAAGAGATTCGTGAAGCC
reverse TCGCATCATTCAGGCATTCGTTCCGATT TAGTTACTCGAAATGAAGAGATTCGTGAAGCC
forward TCGCATCATTCAGGCATTCGTTCCGATT TAGTTACTCGAAATGAAGAGATTCGTGAAGCC

KA K hhhk hhkkk Kk khkhhhk hhkhk kX khhhk hhkkx khhhhk hhkkk khhkhk kkkk Axkkk kk*
reference TACTTGAAGGATGAGCTTAGAGTAACAAAAGTGTCCACGAAAT GGTAT TATGAGTTATCG
reverse TACTTGAAGGATGAGCTTAGAGTAACAAAAGTGTCCACGAAATGGTAT TATGAGTTATCG
forward TACT TGAAGGATGAGCTTAGAGTAACAAAAGTGTCCACGAAATGGTAT TATGAGTTATCG

KAAKK A A AKR KA A A KR AAA AR AAAAAAKAAAAAARKA KA AR A AR AR A AR kA A Ak Ak Ak hh Kk k%%
reference AAGGCGATGCGAGATACCCGTCGTTATCCTGAAAAGTT CCCGAACGTACCATTGCTTGTT
reverse AAGGCGATGCGAGATACCCGTCGTTATCCTGAAAAGTTCCCGAACGTACCATTGCTTGTT
forward AAGGCGATGCGAGATACCCGTCGTTATCCTGAAAAGTTCCCGAACGTACCATTGCTTGTT

KAK KA AAKR AR AAAN AR AA KR A R AA R AR A A A AR AT A AR AR A AR A A A ARk A Ak kA dk vk, A%k
reference ATGCAGGCGGGAGAAGATTATAT CACGGATAGAAAAGCGGCGTGGGAATGGTTTAATTCG
reverse ATGCAGGCGGGAGAAGATTATAT CACGGATAGAAAAGCGGCGT GGGAATGGTTTAATTCG
forward ATGCAGGCGGGAGAAGAT TATAT CACGGATAGAAAAGCGGCGT GGGAATGGT TTAATTCG

dhhkkhk khhkkhk khkhkhhk khhkhkhkhkhrkhhkhkhkhkhrhkrkhkhkhkhkhkhkrkrkhkhhk khrkhkk hkhkdxk khrkk kx*x
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Lampiran 6 (Lanjutan)

Hasil Multiple Alignment menggunakan CLUSTAL W

reference GTTCAAGTAACGGAAAAGGCCTATAAAGAGTGGAATGGACTCTATCATGAAATTTTTAAT

reverse GTTCAAGTAACGGAAAAGGCCTATAAAGAGTGGAATGGACTCTATCATGAAATTTTTAAT

forward GTTCAAGTAACGGAAAAGGCCTATAAAGAGTGGAATGGACTCTATCATGAAATTTTTAAT
KA A K A A A Ak hA AR AR A AR AR A A A AR A Ak A A Ak A A A A A A AR A AR AR Ak hk kA Ak Ak ok v x %

reference GAGCCTGAGCGGGAGGCTGTGTTTCAATACACCTGTTTTTTTATCGAACAGCAATTATCA

reverse GAGCCTGAGCGGGAGGCTGTGTTTCAATACACCTGTTTTTTTATCGAACAGCAATTATCA

forward GAGCCTGAGCGGGAGGCTGTGTTTCAATACACCTGTTTTTTTATCGAACAGCAATTATCA
AhA Ak Ak khkhk hkhkhdkhk Ak hkhkhkhkAhA A Ak hkhkhk Ak hhkhkhkhkhkhkhkhkhk Ak hkhkhkhk kv hkkhkhkkhk khhkhk xx*

reference TAA

reverse TAG

forward TAG

* %
Terdapat satu perbedaan basa dengan sekuens Bacillus halodurans C-125,
pada urutan basa ke 783, yaitu Adenin dengan Guanin

Klona 3

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

reference ATGTGGAAATGGGAAGTTGCTGAGCCGCGTGGGGTGGTCGTCGTCATT CATGGGGCGGGA
reverse ATGT GGAAATGGGAAGTTGCTGAGCCGCGTGGGGTGGT CGTCGTCATT CATGGGGCGGGA
forward ATGT GGAAATGGGAAGTTGCTGAGCCGCGTGGGGTGGT CGTCGTCATT CATGGGGCGGGA

dhhkkhk hkhhkkhk kkhhrkhk khhkhkhkhkhhhhkhkhkhkhrhhkkhrkhkhkkhkhrhkkhrkhkhkhkhrkhhhkrkhk khxkkx kx%x

refierenece GAACACCATGGGCGTTATCAATGGCTCGCAAAAAAGTT TAATAGCATCGGATTATCT GTA
reverse GAACACCATGGGCGTTATCAATGGCTCGCAAAAAAGTT TAATAGCATCGGAT TATCTGTA
forward GAACACCATGGGCGTTAT CAATGGCTCGCAAAAAAGTT TAATAGCATCGGAT TATCT GTA

R IR b I B I I B i I S B 2 e S S e e e SR R e S b b I S b b I 2 2

EEfigmREnice GTGATGGGTGATTTGCCT GGCCAGGGAAGGACAAGAGGGAAGCGCGGT CACATTCAGTCG
reverse GTGATGGGTGATT TGCCT GGCCAGGGAAGGACAAGAGGGAAGCGCGGTCACATTCAGTCG
forward GTGATGGGTGATTTGCCT GGCCAGGGAAGGACAAGAGGGAAGCGCGGT CACATTCAGTCG

R I e b i 2 I I S e R R S R R I I SR R R I S b b e I 2 R I b b A b b S S b S b S S
reference TTCCAACAGTACATTGATGTTGT CTTGGAATGGGTGGAAGCAGCTAAGTTGGAGCACGTG
reverse TTCCAACAGTACATTGATGTTGT CTTGGAATGGGTGGAAGCAGCTAAGTTGGAGCACGTG
forward TTCCAACAGTACATTGATGTTGT CTTGGAATGGGTGGAAGCAGCTAAGTTGGAGCACGTG

KEA KR A AAKR AR AAAN A KR AEA KR A A A AR AR A AN AR A AR AR A AR AR A AR A h kAR Ak kA d Ak kk kA xk

reference CCAATCTTCTTGT TTGGCCACAGCATGGGCGGACTTGTAGCCGTTCGCACGATGATT GAA
reverse CCAATCTTCTTGT TTGGCCACAGCATGGGCGGACTTGTAGCCGTTCGCACGATGATT GAA
forward CCAATCTTCTTGT TTGGCCACAGCATGGGCGGACTTGTAGCCGTTCGCACGATGATT GAA

R R IR e b b I S S S I S S I R S S R S I SR e S S b i e S b b b b S b b b b b S Ib b S 2 2 Sb b S S
reference GGAGGCACATTGCCAGTGCGTGCTGTCATTCTTTCATCACCATGCTTTGATTTATATCAG
reverse GGAGGCACATTGCCAGTGCGTGCTGTCATTCTT TCATCACCATGCTTTGATT TATAT CAG
forward GGAGGCACATTGCCAGTGCGTGCTGTCATTCTT TCATCACCATGCTTTGATT TATATCAG

KAAK A A AKN AA A A KN AAAA KA AAAAAKAAAAAAAAA AR A A A A AR kA A A AR Ak Ak kk kA k%
reference TCACCTGGGAAAGGAAAAGAATTGGCTT CGAAAATGTTGCACCGAGTAACGCCTACTTTC
reverse TCACCTGGGAAAGGAAAAGAATT GGCTT CGAAAATGTT GCACCGAGTAACGCCTACTTTC
forward TCACCTGGGAAAGGAAAAGAATTGGCTT CGAAAATGTT GCACCGAGTAACGCCTACTTTC

hhhkkhk khhkkhk kkhkhhh hkhhkkhkhhkhrkhhhkhhkhrhrkhhhkhkhkhrkxkhkhhkkkhkrkhkk hkhkxk khrxkk kx*x

reference TCGCATCATTCAGGCATTCGTTCCGATT TAGTTACTCGAAATGAAGAGATTCGTGAAGCC
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reverse TCGCATCATTCAGGCATTCGTTCCGATT TAGTTACTCGAAATGAAGAGATTCGTGAAGCC
forward TCGCATCATTCAGGCATTCGTTCCGATT TAGTTACTCGAAATGAAGAGATTCGTGAAGCC

LR R I S I S i R R I S R I I B I I I S I I S S b S i i i S S
Lampiran 6 (Lanjutan)

Hasil Multiple Alignment menggunakan CLUSTAL W

reference TACTTGAAGGATGAGCTTAGAGTAACAAAAGTGTCCACGAAATGGTAT TATGAGTTATCG
reverse TACT TGAAGGATGAGCTTAGAGTAACAAAAGTGTCCACGAAATGGTAT TATGAGTTATCG
forward TACTTGAAGGATGAGCTTAGAGTAACAAAAGTGTCCACGAAATGGTATTATGAGTTATCG

KAA KA AAKN AR AA AN A A KREI KN A R AA KRR A AR A A AR Ak AR A kA ARk hk kA vk hkx Ak kk *Axk

reference AAGGCGATGCGAGATACCCGTCGTTATCCTGAAAAGTT CCCGAACGTACCATTGCTTGTT
reverse AAGGCGATGCGAGATACCCGTCGTTATCCTGAAAAGTT CCCGAACGTACCATTGCTTGTT
forward AAGGCGAT GCGAGATACCCGTCGTTATCCTGAAAAGTT CCCGAACGTACCATTGCTTGTT

dhkhkkhk khhkkdk Ak hkhkkhk khhkhkhkhkhhkhhkhhkhkhkhhkrhhkkdhhkhrk kkhhkhk hkhrkhk khkrk khrkk kx*x

reference ATGCAGGCGGGAGAAGATTATAT CACGGATAGAAAAGCGGCGT GGGAATGGT TTAATTCG
reverse ATGCAGGCGGGAGAAGAT TATAT CACGGATAGAAAAGCGGCGT GGGAATGGT TTAATTCG
forward ATGCAGGCGGGAGAAGAT TATAT CACGGATAGAAAAGCGGCGT GGGAATGGTTTAATTCG

KAAK A A A KA AA A AR AAAIA A AR F AR AKAAIAA AR A AR AR A AT A AR A K kA Ak Ak Ak hkhkk Ak hhk k%%

reference GTTCAAGTAACGGAAAAGGCCTATAAAGAGTGGAATGGACTCTATCATGAAATTTTTAAT
reverse GTTCAAGTAACGGAAAAGGCCTATAAAGAGTGGAATGGACTCTATCATGAAATTTTTAAT
forward GTTCAAGTAACGGAAAAGGCCTATAAAGAGTGGAATGGACTCTATCATGAAATTTTTAAT

hhhkkhk khhkkhk dkkhhhkh hkhhkkhkhhkhhhhkhkhkhkhrhrhrkhkhkhkhrhkhkkhhhkk khhkhkk hkhrk Ahrkk kkx

reference GAGCCTGAGCGGGAGGCTGTGTTTCAATACACCTGTTTTTTTATCGAACAGCAATTATCA
reverse GAGCCTGAGCGGGAGGCTGTGTTTCAATACACCTGTTTTTTTATCGAACAGCAATTATCA
forward GAGCCTGAGCGGGAGGCTGTGTTTCAATACACCTGTTTTTTTATCGAACAGCAATTATCA

R R IR b I R S e I I I R R e R S S S R R R b b I b b I S b b I S b 2 2 S S

reference TAA
reverse TAG
forward TAG

* *
Terdapat satu perbedaan basa dengan sekuens Bacillus halodurans C-125,
pada urutan basa ke 783, yaitu Adenin dengan Guanin.
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Lampiran 7

Elektroferogram Sekuensing

ATGTGGAAATGGGAAGTTIGCT G{GCCGCGIGGGGIGGICG CGTCATICATGGGGCGGUGAGAACACCATGGGCGTTATGIGGAAMATGOGAAGTTIGCTGAGCCGCGTG

FGGTGGTICGTCGTICATTICATGGGGCGGOAGAACACCATIGGGCGT _-\'C{-\ GGCICGC-‘L&%-\-\-\G TTAATAGCATCGGATTATCTIGTAGTGATGGGTGATTIGCCTGEG

"CCAGGG -'L-'LGG-'LC-'L-'LGJG AAGCGCGGTCACATTCAGT CG__CC-'L-'LC

MM\M Uh,hhthmJMUNLLH& G Y

"C"G"'GGCC-&C-&GC-& GGGCGGACT IGI&GCCGITCGC&CG-& GATTGAAGG'CACATIGCCAGTGCGT GCIGIC%I CTTTCATCACCATGCTITTIGATTTATATCALC

i

130 140 150 1"ﬂ 180 1%0 200 210 220

100 110 120 130 140 150 160 100 110 120

L uthu Ml

Lo\ _Ju

280 280 300 310
AGTACATTGATGTTGTICTITGGAATGGGT GGJLJLGC{GC_-\-&G__GG-&GC-&CG GCCAATC

AU

260

U hhln“n Jl Il

360 380 390 400 -13 430 149 430

440 45

AN
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Lampiran 7 (Lanjutan)

Elektroferogram Sekuensing

64

460 470 480 100 500 | 510

_ 520
GTCACCTGGGAAAGGAAAAGAATTGGCTICGAAAATGTTGCACCGAGTAACGCCTACTTTCT cccucr‘cmccurccr CCGATTTAGTTACTCGAAATGAAGAGA

[ Ll

] 570 380 590 600 10 430 640 630 660 S
TTCGTGAAGCCTACTTGAAGGATGAGCTTAGAGTAACAAAAGTGTCCACGAAATGGTATT k GIAGTITATCGAAGGCGATGCGAGATACCCGTCGTTATCCT Gi{iiﬁ_—C(

TGNV it

530 540 56

680 630 700 710

CGAACGTACCATTGCTIIGTITATGCAGGC GGOGAGAAGATTATAT C%CGG%T{G%{{&GCGGCG GGG%{ GGTTTAATTCGGLTC%%G {{CGG{{{{GGCC AT {{%G{G

S A el | t

800 810 820 830 840 830 860 - §80 _ _S
TGGAAT GG-&C'C ATCATGAAATTTTTAATGAGCCTGAGCGGGAGGCTGTGTTTCAATACACCTGTTITTITT TATCGAACAGCAATTAT C& AGAATCACTAGTGAATTCG

Andd__ar, 7
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Lampiran 8

65

Hasil BLAST Query

1. Hasil Blast pada NCBI
obft: Nuceotide Sequence (83 ters)

RID K9MIASOADIR (Expires on 06-06 11:34 am)
QuaryID l|Query_78445
Description Nonz
Molaculs typs nucki acid
Query Length 783

Database Name nr

Program BLASTN 2.1+

Other reparts: & Search Summary [Taxonomy reports| [ Distance tre of results] [MGA viewer
JGraphic Summary

Distribufion of the top 1 Blast Hits on 1su bject sequences &
Iause over to see the tik, clck to shaw alignments

Description  Nuclestide callection (nt)

» Citation

Color key for alignment scores
| B W40-50 Ws080 W20 We=200
| | | |
1 150 300 430 800 73l
JDescriptions
Sequences producing signiicant aignments:
Seleot: Al None Szleted:]
1 Alignments [, Do GenB o
Description e | Toal | Cuerpigll Ident | Accession
SCOre | 5c0re | cover valug
9 Baeilus halodurans C- 125 DN/ 1445 1445 00% 00 100% BADDDDD4R
: Run BLAST
Bacillus halodurans C-125 DNA, complete genome
3enBank: BAOD00D4.3 Pick Primers
cenBank  FASTA Highlight Sequence Features
Link To This View | Feedback
0K M ls00K 2M |2500K BM Iga,suw #1013, BH32s
R T T T R A N T O O T T TN AT ‘.‘.l"" 0o Gene: BH3288
. Htitant ; o ta “I """ | Location: complement(3,412,591.3,413,373)
Length: 783
BADDD004.3: 3.4M..3.4M (860bp) ~ | 4| ED| @ = @ 522 R Toals - %WT@
| [mEme |3diE7me (3412660 BaEI0 [34EK [3.412,100 Bazze |34l CDS: BARIZ007.L
c Title: ly=ophospholipase
i Comment: EFI288
- Location: complement(3 412 591..3,413,373)
:ene.T KR [Length]
fl Ea Span: 783
L RN S Product: %0
Download: BABO7007.1
BIAST Results for: Nuclectide Sequence (783 let.
£ ( 0;12%1 Links & Tools
10 U{ BLAST Genomic: BADD0O04.3 (3,412,581,.3,413,373
| s 3de7me (3412060 Bazie (34K [3413.180 paazes [ast FASTA View: BAOO0O04.3 (3,412,501,3 413,37
- GenBank View: BAOD000.3 (3.412.591.3413373
b4 #Tfam BLAST Protein: BABI7007.1
BLINK Results: BABI7007.1
FASTA View: BAOD0004.3 (3,412,591..3,413,373), BABO7007.
GenRank View: RAMNIN.3 [3.412.581,3.413.373), RRAAITINT.
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Lampiran 8 (Lanjutan)

Hasil BLAST Query

2.

Hasil BLAST pada genome.jp

>bha:BH3288 lysophospholipase

1 Top

Length=783

Score
Identities

1411 bits (1564), Expect = 0.0

oe

= 782/782 (100%), Gaps = 0/782 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query
60

Sbjct
60

Query
120

Sbjct
120

Query
180

Sbjct
180

Query
240

Sbijct
240

Query
300

Sbjct
300

Query
360

Sbijct
360

Query
420

Sbjct
420

Query
480

Sbjct
480

1

61

61

il

L2408

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

ATGTGGAAATGGGAAGTTGCTGAGCCGCGTGGGGTGGTCGTCGT CATTCATGGGGCGGGA

FEEEETEEE Er e et e ter e et e e e e et et e e e et e e et e
ATGTGGAAATGGGAAGTTGCTGAGCCGCGTGGGG TGGTCGTICGT CATTCATGGGGCGGGA

GAACACCATGGGCGTTATCAATGGCTCGCAAAAAAGTTTAATAGCATCGGATTATCTGTA

CEErrrrrr e et e et et e bt e e e e e L e e e e
GAACACCATGGGCGTTATCAATGGCTCGC AAAAAAGTTTAATAGCATCGGATTATCTGTA

GTGAT GGGTGATTT GCCTGGCCAGGGAAGGACAAGAGGGAAGCGCGGTCACATTCAGTCG

FErrrrerrerrrr et e e e e et e e e e e L e et
GTGATGGGTGATTT GCCTGGCCAGGGAAGGACAAGAGGGAAGCGCGGTCACATTCAGTCG

TTCCAACAGTACATTGATGTTGTCTTGGAATGGG TGGAAGCAGC TAAGT TGGAGCACGTG

CEEEErrr e e e e e et e e e et e e e e e
TTCCAACAGTACATTGATGTTGTCTTGGAATGGGTGGAAGCAGCTAAGT TGGAGCACGTG

CCAATCTTCTTGTTTGGCCACAGCATGGGCGGACTTGTAGCCGTTCGCACGATGATTGAA

TCACCTGGGAAAGGAAAAGAATTGGCTTCGAAAATGTTGCACCGAGTAACGCCTACTTTC

FErrrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e
TCACCTGGGAAAGGAAAAGAATTGGCTTC GAAAATGTTGCACCGAGTAACGCCTACTTTC
TCGCATCAT TCAGGCATTCGTTCCGATTTAGTTACTCGAAATGAAGAGATTCGTGAAGCC

FEErrrrrr et et er e e e e et r e e e e e e e e e
TCGCATCAT TCAGGCATTCGTTCCGATTTAGTTACTCGAAATGAAGAGATTCGTGAAGCC
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Lampiran 8 (Lanjutan)

Hasil BLAST Query

Query 481 TACTTGAAGGATGAGCTTAGAGTAACAAAAGTGTCCACGAAATGGTATTATGAGTTATCG
540

FEErrrrrr ettt er e e e e et e e e e e e e e
Sbjct 481 TACTTGAAGGATGAGCTTAGAGTAACAAAAGTGTCCACGAAATGGTATTATGAGTITATCG
540

Query 541 AAGGCGATGCGAGATACCCGTCGTTATCCTGAAAAGTTCCCGAACGTACCATTGCTTGTT
600

PErrrrrrr et et et bbb e e e e e e e e e e e
Sbjct 541 AAGGCGATGCGAGATACCCGTCGTTATCCTGAAAAGTTCCCGAACGTACCATTGCTTGTT
600

Query 601 ATGCAGGCGGGAGAAGATTATATCACGGATAGAAAAGCGGCGTGGGAATGGTTTAATTCG
660

FITEEEEEE L rr et e e et FErr et Le e e e E e e
Sbjct 601 ATGCAGGCGGGAGAAGATTATATCACGGATAGAAAAGCGGCGTIGGGAATGGTT TAATTCG
660

Query 661 GTTCAAGTAACGGAAAAGGCCTATAAAGAGTGGAATGGACTCTATCATGAAATTTTTAAT

720

FEEEEEErrrrrrr e et e et e e b ettt b e Ee e et e
Sbjct 661 GTTCAAGTAACGGAAAAGGCCTATAAAGAGTGGAATGGACTCTATCATGAAATTTTTAAT
720

Query 721 GAGCCTGAGCGGGAGGCTGTGTTTCAATACACCTGTTTTTTTATCGAACAGCAATTATCA
780

Sbjct 721 GAGCCTGAGCGGGAGGCTGTGTTTCAATACACCTGTTTTTTTATCGAACAGCAATTATCA
780

Query 781 TA 782

Sbjct 781 TA 782
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