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Fa inna ma’al usri yusraa, inna ma’al usri
yusraa

so truly with hardship comes ease,
truly with hardship comes ease
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ABSTRAK

Promoter gen late embryogenesis abundant 3 (lea3) merupakan salah
satu promoter terinduksi kekeringan pada tanaman. Penelitian bertujuan
mengisolasi dan mengklona fragmen promoter gen lea3 yang terinduksi
kekeringan dari padi (Oryza sativa L.) kultivar lokal Indonesia Rojolele dan
Batutegi dengan menggunakan kultivar Nipponbare sebagai acuan.
Penelitian dilakukan di Puslit Biotek LIPI, Cibinong dan berlangsung selama 9
bulan (Maret--November 2008). Fragmen promoter gen lea3 diamplifikasi
secara in vitro dengan teknik PCR menggunakan primer LEAP F dan LEAP R
yang menghasilkan pita berukuran £ 1.291 bp. Produk PCR kemudian
diligasi dengan vektor plasmid pGEM-T Easy dan ditransformasi ke dalam
Escherichia coli DH5a dengan metode heat shock. Hasil penapisan biru
putih menunjukkan adanya 19 koloni biru dan 761 koloni putih dari
keseluruhan koloni yang tumbuh. Verifikasi dengan digesti menggunakan
enzim EcoRI menunjukkan hasil positif mengandung sisipan fragmen

promoter. Hasil BLASTN pada situs NCBI (www.ncbi.nIm.nih.gov)

menunjukkan bahwa sekuen hasil klona fragmen promoter gen lea3 dari
ketiga kultivar memiliki similaritas 99% dengan sekuen acuan promoter gen
HVA-like dari kultivar IRAT 109 (GenBank Acc. No. DQ837728). Similaritas
yang tinggi menunjukkan keberhasilan proses isolasi dan pengklonaan

promoter gen lea3.
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Kata kunci: batutegi; gen lea3; kekeringan; padi; pengklonaan;

promoter terinduksi; rojolele

xi + 109 him.; gbr; lamp.; tab.

Bibliografi: 57 (1987--2008)

Isolasi Dan..., Kinasih Prayuni, FMIPA Ul, 2008



DAFTAR ISI

Halaman
KATA PENGANTAR. ...ttt e i
ABSTRAK ... ettt a e e ii
D o I G ] O S S PP v
DAFTAR GAMBAR........ciiieiieie e e e a e e e e e annae e e iX
DN I o N = | R Xi
DAFTAR LAMPIRAN. ...ttt aineeaean Xi
BAB |. PENDAHULUAN........ecoiiiiiiie et 1
BAB Il. TINJAUAN PUSTAKA. ... .ottt ittt eee e 5
A. Tanaman padi (Oryza sativa L.).........c............ccoiiiiinnne 5
1. Karakteristik dan klasifikasi tanaman 5
padi.......c........ 6

2. Budidaya tanaman padi..........ccccceeieieiiiiiiiiiiiieiien,
3. Tanaman padi kultivar Rojolele subspesies !
Javanica dan Batutegi subspesies 8

Indica.................

8

B. Promoter..... .o
1. Definisi dan karakteristik promoter........................... °
2. Tipe-tipe promoter.........coveeiiiiiiiiiiiiieeeeeee e, °
a. Promoter konstitutif..............cccocooiiii °
b. Promoter sintetik..............ccccoi "

Isolasi Dan..., Kinasih Prayuni, FMIPA Ul, 2008



c. Promoter terinduksi...........ccceeeeiiiiiiiiiiiiiiieciiie
d. Promoter jaringan spesifiK...........cccceeeeiiiiiniinnnn,

C. Promoter gen late embriogenesis abundant 3

E. Teknik molekuler dan komponen yang digunakan
dalam proses pengklonaan promoter gen
1. Isolasi DNA genom.........cccouuuuiiiiiiiiiieeieeeeeieeeeeeeeieens
2. Polymerase chain reaction (PCR)............ccceeiiinns
3. ENzim restrikSi.......coooviviiiiiii
4, ENZIM lIQASE. .ccuuuiiiieiiiiie e ieeitiiee e iee e asa e e e aaees
5. Transformasi gen.......cc..cceeeiiieiiiiiiei e
6. PengKlonaan...........cccceeeiiiieneeeoii e
7. Seleksi vektor rekombinan hasil pengklonaan.........
8. Elektroforesis gel............cccovuueeeiiiiiiiiie i,
9. SEQUENCING.........cciiaaieeiee e aaaann
10. Program basic local alignment sarch tool (BLAST).
BAB Ill. BAHAN DAN CARA KERJA........ooiiiiiiiieie e
A. Lokasi dan waktu penelitian............c...cccoeeeiii.

B. Bahan......oooooiiii e,

Isolasi Dan..., Kinasih Prayuni, FMIPA Ul, 2008

10

11

13

14

14

16

17

18

19

20

22

23

24

26

27

27

27

27

27

27

28



8.

[ 40 11T TR RUPRPRPRRN

Larutan dan DU er........coee e,

KURUE BaKEeI. e

MEAIUM . e e

Bahan Kimia.......coooeeee e

C. Peralatan. ... ..oooooeioii e

D. Carakerja.......coovieieiiii i

1.

2.

10.

Penyejajaran sekuen dan desain primer...............

Isolasi DNA genom tanaman padi kultivar Rojolele,
Nipponbare, dan Batutegi.................cccciiieiiiinnnne

Polymerase chain reaction (PCR) gradien dan
PCR
StaANAAr. e

Purifikasi DNA hasil PCR dengan /llustra PCR DNA
& Gel Band Purification Kit...............ccc..ovociiiiins

Ligasi vektor pPGEMT-Easy dengan promoter gen

Pembuatan sel kompeten.............coooiiiiiinin

Transformasi dengan heat shock, pengklonaan,
dan seleksi hasil transforman...................ccccccnni.

Isolasi DNA plasmid rekombinan..............cccccc..oo......

Verifikasi DNA plasmid rekombinan dengan proses
digesti menggunakan enzim EcoRl..........................

Sequencing dan analisis sekuen...............cccceeeeennnn..

BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN.........ccooiiiiic,

A. Isolasi DNA genom padi (Oryza sativa L.) kultivar
Rojolele, Nipponbare, dan Batutegi..............coooevvennnnennn.

Isolasi Dan..., Kinasih Prayuni, FMIPA Ul, 2008

28

28

28

28

29

30

30

30

32

34

35

35

36

37

38

40

40

42



B. Amplifikasi promoter gen /lea3 dengan teknik

C. Ligasi promoter gen lea3 dengan vektor pGEM-T Easy
dan transformasi plasmid rekombinan...........................

D. Verifikasi plasmid rekombinan dengan digesti
menggunakan enzim ECORI.............cocceeeiiviiiiiiiiiiinnnnnnn.

E. Sequencing dan analisis sekuen........cccccccceeeeiiiiiiinnnns
BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN.....ccoiiiiiiiiiii e,
A. Kesimpulan...... ..o e
B. Saran.........

DAFTAR ACUAN. . .. et

Isolasi Dan..., Kinasih Prayuni, FMIPA Ul, 2008

46

48

51

57

57

57

58



DAFTAR GAMBAR

Gambar Halaman
1. Struktur organisasi promoter pada organisme prokariot............ 67
2. Struktur organisasi promoter pada organisme eukariot............. 67
3. Vektor pGEM-T Easy dan multiple cloning site (MCS).............. 68
4. Tanaman padi yang digunakan dalam penelitian...................... 69

5. Sekuen promoter gen lea3 dengan penempelan primer
forward dan reverse serta situs restriksi dan start codon.......... 70

6. Skema alur kerja penelitian...............cccoviiii s 71

7. Hasil elektroforesis isolasi DNA genom dari kultivar
Rojolele, Nipponbare, dan Batutegi..............cccooooieiiiinniiini, 72

8. Hasil elektroforesis PCR fragmen promoter gen lea3............... 73

9. Hasil elektroforesis optimasi PCR dengan faktor
pengenceran berbeda...........c.c.ooi i 74

10. Hasil elektroforesis purifikasi produk PCR fragmen

Promoter gen 18a3...........cciorii ittt 75
11. Koloni E. coli DH5a hasil pengklonaan..............ccccccceiiiiiiinneee. 76
12. Analisis restriksi sekuen vektor rekombinan.......................... 77
13. Perkiraan hasil digesti dengan ECORI..............cccooviviiiiiiinn. 78
14. Hasil elektroforesis verifikasi vektor rekombinan dengan

digesti ECORI.......c.oiii 79
15. Elektroferogram sampel Rojolele forward............................. 80
16. Elektroferogram sampel Rojolele reverse..............cccccceeeeeennn... 81
17. Elektroferogram sampel Nipponbare forward............................ 82

Isolasi Dan..., Kinasih Prayuni, FMIPA Ul, 2008



18. Elektroferogram sampel Nipponbare reverse..............ccccccc.......
19. Elektroferogram sampel Batutegi forward...................coooenes
20. Elektroferogram sampel Batutegi reverse...........ccccccvveeeeenen.
21. Perubahan basa A menjadi G pada sampel Rojolele................
22. Perubahan basa T menjadi C pada sampel Nipponbare..........
23. Perubahan basa G menjadi A pada sampel Batutegi...............
24. Perubahan basa yang terjadi pada sampel Batutegi...............
25. Perubahan basa C menjadi T pada sampel Batutegi...............

26. Penambahan basa A pada hasil sequencing ketiga
KUIIVAr Padi........oooo et

Isolasi Dan..., Kinasih Prayuni, FMIPA Ul, 2008

83

84

85

86

87

88

89

90

90



DAFTAR TABEL

Tabel

1.

2.

Data hasil uji spektrofotometri................coooiii,

Hasil pengamatan transformasi DNA plasmid rekombinan ke
dalam sel Escherichia coliDHSQ..........cc.oovvveeeiiiiiiiiiiiiin.

DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran

1.

2.

Isolasi Dan..

Komposisi buffer isolasi metode Cornell University...................

Komposisi dan cara pembuatan larutan/buffer yang digunakan
dalam penelitian....... ... e

Hasil penyejajaran primer LEAP F dan LEAP R dengan sekuen
acuan BAC kromosom 5 kultivar Nipponbare dengan bantuan
software DNAMAN. ...ttt e a s st e e

Penghitungan konsentrasi DNA untuk ligasi secara
semikuantitatif.............ociir i s

Hasil penyejajaran ganda antara sekuen acuan dan sampel

kultivar Nipponbare, Rojolele, dan Batutegi dengan software

Hasil BLASTN sampel kultivar Rojolele, Nipponbare, dan
BatUtegi .. i

., Kinasih Prayuni, FMIPA Ul, 2008

Halaman

92

93

Halaman

95

96

99

100

101

104





