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Gambar 1. Struktur organisasi promoter pada organisme prokariot
[Sumber: University of Miami 2008: 1.]

Gambar 2. Struktur organisasi promoter pada organisme eukariot
[Sumber: Gilbert 1997: 1.]
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Gambar 3. Vektor pGEM-T Easy dan multiple cloning site (MCS)
[Sumber: Promega 2008: 3--4.]
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Keterangan:

1. Tanaman padi kultivar Rojolele

2. Tanaman Padi kultivar Nipponbare
3. Tanaman padi kultivar Batutegi

Gambar 4. Tanaman padi yang digunakan dalam penelitian
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Skema penempelan primer:

F LEAP3

—_—

Promoter gen lea3 1.291 bp 5

—
R LEAP3

Penempelan sekuen primer forward dan reverse LEAP3 pada sekuens promoter gen lea3

EcoRl

F Plea3:5”ATGAATTCACGAAAGGGCCTCCATAACCTACGS3”

AAGGGCCTCCATAACCTACGCCTAGCCCTAGCACGAT GGATGGCACAGT GCGTGCCCATCCTGCATCTGC
ATGGGTTAGTGCGTGCTACGCT GCGACGGCGACGATCGATGTAGCCTAGCCGGTGTGTGCAGTGCAGTGC
AGGTCAGGATTGCCACTATGACCAAAGGATGCTTGTGTGCGATCAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCG
TACGGTGACACACCACTCATCCTTTGTTGATCTGTGGTGATCGACTTGAGTTAATCGGCAAGGCCCAGCC
CATGGTTTGAGGTCAGGGCCAGGCTGAATTTGGCCCAGTAATTTTGGTTTGAGAAGCCCACTTCGTCACA
GCGTCAGGCCGAATTACTGGCCCATGGTGAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTGACCTTGTCTTTCT
CTTTTTCTCTCGATCTCGAAAAGAT GAGCAGATACTCGTAATTAAACCGCAAACATCTGCCACCCATGTA
ATGATAACAATCGTTAACAATGCCATGCATCTCCCGAAGCTTCTGTGCCTACTCATTTGAGT GCGAGACC
TTCCTAACATGTGTCCCCTTAACATTGTTTACTCCCTTTGCCGCCAAAGTGGTTACTACACACTCCAAAC
TTTTGTGGCAGAAGTACACTCAAAAGCGAAAGGTAGCAGAACACATCAGGCATCCAAATTAACAACAACA
CCATTTACAATCAGACCTGAACACGTTGATCGGCGACAT CAGGCGCCGCACATGGCAACGACACCCGATC
GATCACCAAGTGTAAAAACTAAAGCCGCATCCAACTTGTACTCGCCAAACAGCCACCGATCGATCGACGT
TTCGATCGCCTGTATCGACACACTGATCGATCTGATCATGATCAGTTTCAACTCGCTGTGCCCACGTGTC
GAGAGATCGGCACGTGCCTGAGCTCT CAGCCGCTCATAAATACACTTGTTTAGTAGCAACAGTATACTAT
AGTAGTCCTCTCCTGTTTGGCTTTTAGCTTGCAT CGATGGATGGATGGATGGATCGCATGAGAGGGCTTC
GCGAAGGTACGGAACCTTACACAACGCGTGTCCTTTCTACGTGGCCATCGTGTAGGCGTCTCGCCATGCT
ACGTGTCCCGGAGGATGTCTCGATGCCAACCCTTATAAATACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCACAGC
CAGTGCAAATCTGATCGATCAAGATATCGAGCAAAATCCATCAGAGTTCTAACATTCGCGCGTGSSTTTC
EAGGTTAATTTTTGAAGCTTAGGATC&I&F

R PLEA3: 3”CAATTAAAAACTTCGAATCCTAGTTACCATCTAGAACS”

Bgill

Gambar 5. Sekuen promoter gen lea3 dengan penempelan primer forward
dan reverse serta situs restriksi dan start codon [Sumber: NCBI 2008: 1.]
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Gambar 6. Skema alur kerja penelitian
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23.130 bpe+—

4.657 bp«—

2.332 bp <«
2.027 bp +—

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

Isolasi Dan..., Kinasih Prayuni, FMIPA Ul, 2008
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Keterangan:
Lajur M
Lajur 1
Lajur 2--5
Lajur 6
Lajur 7--10

Gel agarosa 0,8% (b/v), 100 V, 30 menit

: Penanda AHindlll

: Kontrol negatif PCR
: Sampel Rojolele

: Sampel Nipponbare
: Sampel Batutegi

+1.291 bp

Gambar 8. Hasil elektroforesis PCR fragmen promoter gen /ea3
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23.130
9.416
6.557

4.657

2.332
2.027

Keterangan:
Lajur M
Lajur 1
Lajur 2
Lajur 3
Lajur 4
Lajur 5

+1.291 bp

Gel agarosa 0,8% (b/v), 100 volt, 30 menit

: Penanda AHindlll

: Kontrol negatif PCR

: Sampel Rojolele faktor pengenceran 5x

: Sampel Rojolele faktor pengenceran 10x

: Sampel Rojolele faktor pengenceran 100x

: Sampel Rojolele faktor pengenceran 1.000x

Gambar 9. Hasil elektroforesis optimasi PCR dengan faktor
pengenceran berbeda
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23.130
9.416
6.557
4.657

2.332
2.027

+1.291 bp

564

Gel agarosa 0,8% (b/v), 100 V, 30 menit

Keterangan:
Lajur M : Penanda AHindlll
Lajur 1--2 : Hasil purifikasi sampel Rojolele

Lajur 3--4 : Hasil purifikasi sampel Nipponbare
Lajur 5--6 = : Hasil purifikasi sampel Batutegi

Isolasi Dan...,

Gambar 10. Hasil elektroforesis purifikasi produk PCR
fragmen promoter gen lea3

Kinasih Prayuni, FMIPA Ul, 2008
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Y

Keterangan:
Kontrol positif sel kompeten
Kontrol negatif sel kompeten
Transforman hasil ligasi sampel
Rojolele

Transforman hasil ligasi sampel
Nipponbare

Transforman hasil ligasi sampel
Batutegi

o ow»

m

Koloni putih
= Koloni biru

Gambar 11. Koloni E. coli DH5a hasil pengklonaan

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




92

EcoRI
GGECGALTTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCOGGCCGCCATGGUGGCCGCGE0 | AMTTOGLT
EcoRL
TATG AATTCACGAAAGGGCCTCCATARCCTACGCC TAGCCCTAGCACGAT GRAT GECACH
GTGCGTGCCCATCCTGCATCTGCATGGGTTAGTGCGTGCTACGCTGCGACGGCGACGATC
GATGTAGCCTAGCCGETGTGTGCAGTGCAGTGCAGGT CAGGATTGCCACTAT GACCAALG
GATGCTTGTGTGCGAT CAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCGTACGGT GACACACCACT
CATCCTTTGTTGATCTGTGGTGATCGACTTGAGT TAAT CGECAAGGCCCAGCCCATGGTT
TEAGGTCAGGGCCAGGCTERAATTTGGCCCAGTARTTTTGGTTT GAGRAGCCCACTTCGTC
ACAGCGTCAGGCCHRATTACTGGCCCATEETEAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTG
ACCTTGTCTTTCTCTTTTTCTCTCEATCTCRARALGAT GAGCAGATACT CGTAAT TAARC
CECAAACATCTHGCCACCEAT GTAATEATAACAATCGT TAACALA T GCCATGCATCTCCCGR
AGCTTCTGTGCCTACTCAT TTGAGT GCGAGACCTTCCTAACATGEGTCCCCTTALCATTG
TTTACTCCCTTIGCCECCAARAGT LT TACTA CACACTCCARAACTTTT GT GG CAGARGTAC
ACTCARLAGC GAARGGTA GCAGRA CACATCAGGCAT CCANAT TAACAL CAL CACCATTTA
CAATCAGRCCTEAACACET TEATCGGCERACAT CAGGCGCCGCACATGGCAACGACACCCE
ATCGATCACCAAGT GTARAAACTARL GCCHCATCCAAC TTGTACT CLCCARRCA GCCACT
GATCGATCEACGTTTCRATCGCCTETATCGACACAC TEATCEATCT GATCAT AT CAGTT
TCRE CTCGCTETGC CCACGTETCHA ARG TC G CACETGCCTEAGCTCTCAGC CECT CAT
ARATACACTTGTTTAGTAGCARCAGTATAC TATAGTAGTCCTCTCCTGTTTHGCTTITAG
CTTGCATCGATGRGATGGAT GEAT GEATCGCATGAGAGGGCTTC GO CAAGGTRACEEAAC CT
TACACAACGCETGTCCTTTCTACGTGRCCATCGT GTAGECETCTOGCCATGCTACGTGTC
COGRAGGATGT CTCGATGCCARCCCTTATARR TACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCAC
AGCCAGT GCARGTCTGAT CGAT CAAGATATCHA GCAKRAAT CCATCAGAGT T C TALGRTTC
Bgilll
GOFCETGRATTT CEAGE T TAATTTTTGRAGCT TAGGAT CAATGGTA | GATCTTCATC ACTA
EcoRT
GTE  ALTTCGCGGCCGCC TG MGG TCGACC ATATGGGAGAGC TCCC AL GCGTTGGATGC L

Keterangan:

Warna hitam : Bagian sekuen vektor pGEM-T Easy
\Warna orange : Sekuen promoter gen lea3

Warna merah : Situs EcoRI

Warna biru  : Situs Bglll

Gambar 12. Analisis restriksi sekuen vektor rekombinan
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EcoRI EcoRI Bglll EcoRI
Potongan 1

12 b!
Potongan 2

Potongan 3

& 3.001bp

Gambar 13. Perkiraan hasil digesti dengan EcoRiI

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



M 12345 6 78 9101112 1314 1516 171819 202122 23 24 2526 27 2829 30313233 34 35 36 3738 39

- - - -

s Pye -:¢ Byz:

23.130
9.416
- - - - A -
6.557 ‘-.--_.-._“._- £ - -l m ey w e,
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- e e e e - i - - —
2.027 + 1.308 bp
M 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 Keterangan:

Lajur M : Penanda AHindlll
- - - o/ ~ "
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Lajur 1 & 40 : Kontrol fragmen promoter
239131?5 ~ -----:- e — - - +3.001 bp Lajur 2--21 : Uncut-cut sampel Rojolele
R1--R10
Py - “ - - + 1.308 bp
Lajur 22--42 : Uncut-cut sampel Batutegi
B1--B10

Lajur 43--62 : Uncut-cut sampel
Nipponbare N1--N10

Gel agarosa 0,8%, 100 V, 1 jam

Gambar 14. Hasil elektroforesis verifikasi vektor rekombinan dengan digesti EcoRI
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Gambar 15. Elektroferogram sampel Rojolele forward
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WModel 2100 File: Dini_R2_Plea_R_H02_4.ab1 Signal 5:483 A

Basecaller-3100APOBESR bop DT3100POPS{B!
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Gambar 16. Elektroferogram sampel Rojolele reverse
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Model 3100 File: Dini_M§_Plea_F_C03_3.ab1 Signal G:57 A:43 T:58 C:50 Page 10f2
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Gambar 17. Elektroferogram sampel Nipponbare forward
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Gambar 18. Elektroferogram sampel Nipponbare reverse
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Gambar 19. Elektroferogram sampel Batutegi forward
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Signal G:661 A:458 T:562 C:381 Page 10of2
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Gambar 20. Elektroferogram sampel Batutegi reverse
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PCAC TGCGGCATGCGGCACAGTGCGT
a0 @0 100

Sampel Nipponbare

TAGC u:c()rcrﬂ ATCCCACAGTCGCH
100 110 120

Sampel Batutegi

CCCT# GE’AE(@TG CGATGLGCACA
Wy 0 110

Sampel Rojolele

Gambar 21. Perubahan basa A menjadi G pada sampel Rojolele
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22\
CAGG ATTGRO)ACT ATE ACC A A AG
I 130 240
T
" |'||.'|||'|| poh S A

| I| "'I|IIII i f\l

L_.fr.li._l_n_:lnj_ -\‘Illi'.l;:rlllr.-'." \ L

Sampel Rojolele
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Sampel Nipponbare

Gambar 22. Perubahan basa T menjadi C
pada sampel Nipponbare
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"GOO .-'-_@{'_' ATCTCOCC GAAGCTT
70 530

SampeI_Nipponbare

ASCAATGCC 1;@6 ATCTCCCG
80 G0

PORORODOIC

Sampel Rojolele

CcC _tGD ATCTCCC G AAGL TTC
50 590 L

Sampel Batutegi

Gambar 23. Perubahan basa G menjadi A
pada sampel Batutegi
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Sampel Rojolele
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Sampel Batutegl

Gambar 24. Perubahan basa yang terjadi
pada sampel Batutegi
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Gambar 25. Perubahan basa C menjadi T pada sampel Batutegi

105

leadleqPromoter+ATG
F+E Nipponbare-esdit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

Consensus

1200 1210 1220 1230

3
=

3
=

Cx
Cx
Cx
C

o
. ho

grgoasatctgatogatoaagatastogagoaaastooat

Gambar 26. Penambahan basa A pada hasil sequencing ketiga kultivar padi
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Tabel 1

Data hasil uji spektrofotometri

107

Absorbansi :
No Sampel Kemurnian DNA Konsentr/afl DNA
A260 A 280 (ng/pl)
1 Blanko 0,000 0,000 - -
2 Kultivar Rojolele 0,579 0,298 1,94 3.618,75
3 Kultivag 0075 0,034 22 468,75
Nipponbare
4  Kultivar Batutegi 0,535 0,278 1,92 3.343,75

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



Tabel 2
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Hasil pengamatan transformasi DNA plasmid rekombinan
ke dalam sel Escherichia coli DH5a

Jumlah

Komponen yang Warna .
ditransformasi koloni koloni Medium
Kontrol
Kontrol positif sel y TBUD LB padat
kompeten
Kontrol negRifEsy ' Tidak ada LB padat + kan
kompeten
Sampel
Roiolele Biru 12 LB padat + Amp + X-Gal
‘ Putih 310 +IPTG
' Biru 6 LB padat + Amp + X-Gal
N b
R Putih 335 +IPTG
, Biru 1 LB padat + Amp + X-Gal
Batut
atuteg| Putih 116 +IPTG
Keterangan:

Amp : Antibiotik ampisilin

IPTG : Isopropil-1-tio-B-galaktosidase

LB : Luria Bertani

TBUD : Terlalu banyak untuk dihitung

X-gal : 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktosidase
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Komposisi buffer isolasi metode Cornell University

Buffer isolasi digunakan untuk 3 sampel dengan 2 ulangan, sehingga total

sampel yang akan diisolsi sebanyak 6 sampel. Masing-masing sampel

membutuhkan 10 ml sehingga volume buffer yang dibutuhkan adalah 60 ml.

Na-bisulfit yang ditambahkan dalam buffer tersebut sebanyak 0,21 g.

Komponen [Stock] [Final] Pengambilan (ml)
NaCl 5M 500 mM 6
Tris Cl pH 8 1M 0,1M 6
EDTA pH 8 0,5M 50 mM 6
SDS 20% 1,25% 3,75
ddH,O - - 38,25
Volume total 60

[Sumber: Cornell University 1994: 1.]
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Lampiran 2

Komposisi dan cara pembuatan larutan/buffer yang digunakan dalam
penelitian

Larutan/buffer Cara pembuatan Daftar Acuan

Tris CI (1M) pH 8 Sebanyak 121,1 g tris base dilarutkan Sambrook dkk. 1989: B.13
dengan akuades sekitar 800 ml,
kemudian ditambahkan HCI sebanyak
50 ml dan ditambahkan HCI hingga pH
8. Akuades kemudian ditambahkan
hingga volume mencapai 1.000 ml, lalu
di sterilisasi dalam autoklaf (121° C, 2
atm, 20 menit).

EDTA (0,5 M) pH 8 Sebanyak 37,22 g EDTA dilarutkan Sambrook dkk. 1989: B.11
dengan akuades sekitar 100 ml,
ditambahkan NaOH hingga larutan
tambak bening dan ditambahkan NaOH
hingga pH 8. Akuades kemudian
ditambahkan hingga volume mencapai
200 ml, lalu disterilisasi dalam autoklaf
(121° C, 2 atm, 20 menit).

NaCl 5 M Sebanyak 292, 2 g NaCl dilarutkan Sambrook dkk. 1989: B.13
dengan akuades hingga volume
mencapai 1.000 ml, lalu disterilisasi
dalam autoklaf (121° C, 2 atm, 20
menit).

TE (Tris-EDTA) pH 8  Sebanyak 0,5 ml Tris-Cl pH 8 (10mM) Sambrook dkk. 1989: B.13
dilarutkan dengan 0,1 ml EDTA pH 8
(10mM). Akuades ditambahkan hingga
volume mencapai 50 ml.

Glukosa 1 M Sebanyak 0,9 g glukosa dilarutkan Sambrook dkk. 1989: B.22
dengan akuades hingga volume
mencapai 5 ml.

NaOH 10 M Sebanyak 400 g NaOH dilarutkan Sambrook dkk. 1989: 9.38
dengan akuades hingga volume
mencapai 1.000 ml.

Solution | Sebanyak 5 ml glukosa 1 M dicampur Sambrook dkk. 1989: B.22
dengan Tris-Cl pH 8 1 M dan EDTA pH
8 0,5 M kemudian ditambahkan
akuades hingga volume mencapai 100
ml kemudian disimpan pada suhu
ruang.
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Lampiran 2 (lanjutan)

Larutan/buffer

Cara pembuatan Daftar Acuan

Solution 1l

Solution Il

Medium
Luria-Bertani

Larutan CaCl,

TBE 5x

TBE 0,5x

Marker Lambda
Hindlll

Sebanyak 2 ml NaOH 10 M dicampur Sambrook dkk. 1989: B.22
dengan 10 ml SDS 10% kemudian

ditambahkan akuades hingga volume

100 ml kemudian disimpan pada suhu

ruang.

Sebanyak 60 ml potasium asetat 5 M Sambrook dkk. 1989: B.22
dicampurkan dengan 11,5 ml asam

asetat glasial kemudian ditambahkan

akuades hingga volume 100 ml dan

disimpan dalam suhu 4° C.

Sebanyak 10 g triptone, 5 g yeast Sambrook dkk. 1989: A1
extract, dan 5 g NaCl ditambahkan

akuades hingga volume mencapai

1.000 ml, lalu disterilisasi dalam

autoklaf (121° C, 2 atm, 20 menit).

Untuk media Luria-Bertani padat

ditambahkan 15 g bacto-agar kemudian

ditambahkan akuades hingga volume

1.000 ml disterilisasi dalam autoklaf

(121° C, 2 atm, 20 menit).

Sebanyak 2,94 g CaCl, dicampur Sambrook dkk. 1989: B.10
dengan 1,01 MgCl, dan 0,15 g Tris-HCI

kemudian ditambahkan akuades hingga

volume mencapai 200 ml, lalu

disterilisasi dalam autoklaf (121° C, 2

atm, 20 menit).

Sebanyak 54 g tris base dan 27.5 g Sambrook dkk. 1989: B.23
boric acid dilarutkan dengan akuades

sekitar 500 ml, lalu ditambahkan 20 ml

EDTA pH 8 (0,5 M). Akuades kemudian

ditambahkan hingga volume mencapai

1000 ml, lalu disterilisasi dalam autoklaf

(121° C, 2 atm, 20 menit).

Sebanyak 100 ml TBE 5x ditambahkan = Sambrook dkk. 1989: B.23
akuades hingga volume mencapai
1.000 ml.

Sebanyak 15,5 yl akuades ditambah 2 Ausubel dkk. 2002: 2.3.1
pl dapat [Multicore] dan 0,5 ul Hindlll.

Sebanyak 2 ul lambda DNA

dimasukkan ke dalam campuran

tersebut lalu dihomogenkan dengan

capsulfuge. Campuran tersebut

diinkubasi selama 4 jam, suhu 37° C
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Lampiran 2 (lanjutan)

Larutan/buffer Cara pembuatan Daftar Acuan
Gel Agarosa 0,8% Sebanyak 0,8 g bubuk agarosa Ausubel dkk. 2002: 2.5A.5
(b/v) dilarutkan dengan 100 ml TBE 0,5x lalu

Etidium Bromida

Larutan IPTG stok

Larutan X-Gal stok

Antibiotik ampisilin
50mg/ml

Antibiotik kanamisin
50mg/ml

dipanaskan hingga mendidih dan
homogen. Larutan dituang ke dalam
cetakan gel yang telah dipasang comb.
Setelah gel mengeras, comb diangkat
sehingga terbentuk well. Gel kemudian
diletakkan dalam ruang elektroforesis
dan direndam dalam larutan TBE 0,5x

Sebanyak 14 pl etidium bromida Ausubel dkk. 2002: 2.5A.5
(10mg/ml) ditambahkan ke dalam 200

ml akuades.

Sebanyak 1,2 g bubuk IPTG Sambrook dkk. 1989: B.11

ditambahkan akuades steril hingga
volumenya mencapai 50 ml, kemudian
difilter dan disimpan pada suhu 4° C.

Sebanyak 100 ml 5 bromo-4-cloro-3- Sambrook dkk. 1989: B.14
indolil 3-D-galaktosidase dilarutkan

dalam 2 ml N,N-dimetil-formamide,

kemudian ditutup dengan alumunium

foil dan disimpan pada suhu —20° C.

Sebanyak 0,25 g bubuk ampisilin Ausubel dkk. 2002: 1.4.2
ditambahkan akuades steril hingga

volumenya mencapai 5 ml, kemudian

dfilter dan disimpan pada suhu -20° C.

Sebanyak 0,25 g bubuk kanamisin Ausubel dkk. 2002: 1.4.2
ditambahkan akuades steril hingga

volumenya mencapai 5 ml, kemudian

dfilter dan disimpan pada suhu -20° C.
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Lampiran 3

Hasil penyejajaran primer LEAP F dan LEAP R dengan sekuen acuan BAC
kromosom 5 kultivar Nipponbare dengan bantuan software DNAman

Fast alignment of DNA sequences BAC KROMOSOM 5 LEA3 and LEAP F

Upper line: BAC KROMOSOM 5 LEA3, from 100623 to 100647
Lower line: LEAP F, from 8 to 32

BAC KROMOSOM 5 LEA3:LEAP F identity= 100%
100623 CACGAAAGGGCCTCCATAACCTACG

NNNRRRNNNNNN RNy
8 CACGAAAGGGCCTCCATAACCTACG

Fast alignment of DNA sequences BAC KROMOSOM 5 LEA3 and
REVERSE_COMPLEMENT_LEAP R

Upper line: BAC KROMOSOM 5 LEA3, from 101892 to 101919
Lower line: REVERSE_COMPLEMENT LEAP R, from 1 to 28

BAC KROMOSOM 5 LEA3:REVERSE_COMPLEMENT_LEAP R identity= 100%
101892 GTTAATTTTTGAAGCTTAGGATCAATGG

RN RN RNy
1 GTTAATTTTTGAAGCTTAGGATCAATGG
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Lampiran 4

Perhitungan konsentrasi DNA untuk ligasi secara semikuantitatif

1. Perhitungan konsentrasi fragmen promoter gen /ea3 hasil purifikasi PCR

Jumlah basa penanda AHindlll = 48.502 bp
Volume penanda yang digunakan = 10 pl
Konsentrasi stok penanda = 0,025 ug/pl
Jumlah penanda yang digunakan untuk /oading = 10 x 0,025 = 0,25 ug/ul

Estimasi pita penanda yang sesuai dengan sampel = 23.130 bp
23.130 x 0,25/ 48.502 = 0,11 ug/pl = 110 ng/ul

Estimasi intensitas pita fragmen = 1 x penanda DNA = 110 ng/ul

Rumus insersi pengklonaan sisipan (ng) =
vektor (ng) x DNA sisipan (kb) x rasio DNA sisipan : DNA vektor
vektor (kb)
50 x 1,2 x 3 x 3 =60ng
3 1

Estimasi fragmen sisipan yang dimasukkan 0,5 pl; volume fragmen sisipan
yang dimasukkan dalam reaksi ligasi sebesar 2 ul untuk meningkatkan
probabilitas masuknya fragmen sisipan ke dalam vektor

[Sumber: Promega 2008: 7.]
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Lampiran 5

Hasil penyejajaran ganda antara sekuen acuan dan sampel kultivar
Nipponbare, Rojolele, dan Batutegi dengan software DNAman

CLUSTAL multiple sequence alignment

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare

F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

AAGGGCCTCCATAACCTACGCCTAGCCCTAGCACGATGGATGGCACAGTGCGTGCCCATC
AAGGGCCTCCATAACCTACGCCTAGCCCTAGCACGATGGATGGCACAGTGCGTGCCCATC
AAGGGCCTCCATAACCTACGCCTAGCCCTAGCACGGTGGATGGCACAGTGCGTGCCCATC
AAGGGCCTCCATAACCTACGCCTAGCCCTAGCACGATGGATGGCACAGTGCGTGCCCATC

CTGCATCTGCATGGGTTAGTGCGTGCTACGCTGCGACGGCGACGATCGATGTAGCCTAGC
CTGCATCTGCATGGGTTAGTGCGTGCTACGCTGCGACGGCGACGATCGATGTAGCCTAGC
CTGCATCTGCATGGGTTAGTGCGTGCTACGCTGCGACGGCGACGATCGATGTAGCCTAGC
CTGCATCTGCATGGGTTAGTGCGTGCTACGCTGCGACGGCGACGATCGATGTAGCCTAGC

* %

CGGTGTGTGCAGTGCAGTGCAGGTCAGGATTGCCACTATGACCAAAGGATGCTTGTGTGC
CGGTGTGTGCAGTGCAGTGCAGGTCAGGATTGCTACTATGACCAAAGGATGCTTGTGTGC
CGGTGTGTGCAGTGCAGTGCAGGTCAGGATTGCCACTATGACCAAAGGATGCTTGTGTGC
CGGTGTGTGCAGTGCAGTGCAGGTCAGGATTGCCACTATGACCAAAGGATGCTTGTGTGC

GATCAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCGTACGGTGACACACCACTCATCCTTTGTTGA
GATCAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCGTACGGTGACACACCACTCATCCTTTGTTGA
GATCAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCGTACGGTGACACACCACTCATCCTTTGTTGA
GATCAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCGTACGGTGACACACCACTCATCCTTTGTTGA

TCTGTGGTGATCGACTTGAGTTAATCGGCAAGGCCCAGCCCATGGTTTGAGGTCAGGGCC
TCTGTGGTGATCGACTTGAGTTAATCGGCAAGGCCCAGCCCATGGTTTGAGGTCAGGGCC
TCTGTGGTGATCGACTTGAGTTAATCGGCAAGGCCCAGCCCATGGTTTGAGGTCAGGGCC
TCTGTGGTGATCGACTTGAGTTAATCGGCAAGGCCCAGCCCATGGTTTGAGGTCAGGGCC

AGGCTGAATTTGGCCCAGTAATTTTGGTTTGAGAAGCCCACTTCGTCACAGCGTCAGGCC
AGGCTGAATTTGGCCCAGTAATTTTGGTTTGAGAAGCCCACTTCGTCACAGCGTCAGGCC
AGGCTGAATTTGGCCCAGTAATTTTGGT TTGAGAAGCCCACTTCGTCACAGCGTCAGGCC
AGGCTGAATTTGGCCCAGTAATTTTGGTTTGAGAAGCCCACTTCGTCACAGCGTCAGGCC

* KKk

s

GAATTACTGGCCCATGGTGAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTGACCTTGTCTTTCT
GAATTACTGGCCCATGGTGAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTGACCTTGTCTTTCT
GAATTACTGGCCCATGGTGAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTGACCTTGTCTTTCT
GAATTACTGGCCCATGGTGAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTGACCTTGTCTTTCT

CTTTTTCTCTCGATCTCGAAAAGATGAGCAGATACTCGTAATTAAACCGCAAACATCTGC
CTTTTTCTCTCGATCTCGAAAAGATGAGCAGATACTCGTAATTAAACCGCAAACATCTGC
CTTTTTCTCTCGATCTCGAAAAGATGAGCAGATACTCGTAATTAAACCGCAAACATCTGC
CTTTTTCTCTCGATCTCGAAAAGATGAGCAGATACTCGTAATTAAACCGCAAACATCTGC

CACCCATGTAATGATAACAATCGTTAACAATGCCATGCATCTCCCGAAGCTTCTGTGCCT
CACCCATGTAATGATAACAATCGTTAACAATGCCATGCATCTCCCGAAGCTTCTGTGCCT
CACCCATGTAATGATAACAATCGTTAACAATGCCATGCATCTCCCGAAGCTTCTGTGCCT
CACCCATGTAATGATAACAATCGTTAACAATGCCATACATCTCCCGAAGCTTCTGTGCCT
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Lampiran 5 (lanjutan)

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

lea3SegPromoter+ATG
F+R Nipponbare-edit
F+R Rojolele-edit-o
F+R Batutegi-edit-o

ACTCATTTGAGTGCGAGACCTTCCTAACATGTGTCCCCTTAACATTGTTTACTCCCTTTG
ACTCATTTGAGTGCGAGACCTTCE - === —m—— = mmmm oo
ACTCATTTGAGTGCGAGACCTTCE——— == === —m—m oo oo
ACTCATTTGAGTGCGAGACCTTCE—————————m—mm oo oo

CCGCCAAAGTGGTTACTACACACTCCAAACTTTTGTGGCAGAAGTACACTCAAAAGCGAA

TGTAAAAACTAAAGCCGCATCCAACTTGTACTCGCCAAACAGCCACCGATCGATCGACGT
-GTAAAAACTAAAGCCGCATCCAACTTGTACTCGCCAAACAGCCACCGATCGATCGACGT
-GTAAAAACTAAAGCCGCATCCAACTTGTACTCGCCAAACAGCCACCGATCGATCGACGT
-GTAAAAACTAAAGCCGCATCCAACTTGTACTCGCCAAACAGCCACCGATCGATCGACGT

* K Kkk

*k

TTCGATCGCCTGTATCGACACACTGATCGATCTGATCATGATCAGTTTCAACTCGCTGTG
TTCGATCGCCTGTATCGACACACTGATCGATCTGATCATGATCAGTTTCAACTCGCTGTG
TTCGATCGCCTGTATCGACACACTGATCGATCTGATCATGATCAGTTTCAACTCGCTGTG
TTCGATCGCCTGTATCGACACACTGATCGATCTGATCATGATCAGTTTCAACTCGCTGTG

CCCACGTGTCGAGAGATCGGCACGTGCCTGAGCTCTCAGCCGCTCATAAATACACTTGTT
CCCACGTGTCGAGAGATCGGCACGTGCCTGAGCTCTCAGCCGCTCATAAATACACTTGTT
CCCACGTGTCGAGAGATCGGCACGTGCCTGAGCTCTCAGCCGCTCATAAATACACTTGTT
CCCACGTGTCGAGAGATCGGCACGTGCCTGAGCTCTCAGCCGCTCATAAATACACTTGTT

TAGTAGCAACAGTATACTATAGTAGTCCTCTCCTGTTTGGCTTTTAGCTTGCATCGATGG
TAGTAGCAACAGTATACTATAGTAGTCCTCTCCTGTTTGGCTTTTAGCTTGCATCGATGG
TAGTAGCAACAGTATACTATAGTAGTCCTCTCCTGTTTGGCTTTTAGCTTGCATCGATGG
TAGTAGCAACAGTATACTATAGTAGTCCTCTCCTGTTTGGCTTTTAGCTTGCATCGATGG

ATGGATGGATGGATCGCATGAGAGGGCTTCGCGAAGGTACGGAACCTTACACAACGCGTG
ATGGATGGATGGATCGCATGAGAGGGCTTCGCGAAGGTACGGAACCTTACACAACGCGTG
ATGGATGGATGGATCGCATGAGAGGGCTTCGCGAAGGTACGGAACCTTACACAACGCGTG
ATGGATGGATGGATCGCATGAGAGGGCTTCGCGAAGGTACGGAACCTTACACAACGCGTG

TCCTTTCTACGTGGCCATCGTGTAGGCGTCTCGCCATGCTACGTGTCCCGGAGGATGTCT
TCCTTTCTACGTGGCCATCGTGTAGGCGTCTCGCCATGCTACGTGTCCCGGAGGATGTCT
TCCTTTCTACGTGGCCATCGTGTAGGCGTCTCGCCATGCTACGTGTCCCGGAGGATGTCT
TCCTTTCTACGTGGCCATCGTGTAGGCGTCTCGCCATGCTACGTGTCCCGGAGGATGTCT

CGATGCCAACCCTTATAAATACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCACAGCCAGTGCAAAT
CGATGCCAACCCTTATAAATACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCACAGCCAGTGCAAAT
CGATGCCAACCCTTATAAATACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCACAGCCAGTGCAAAT
CGATGCCAACCCTTATAAATACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCACAACCAGTGCAAAT
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Lampiran 5 (lanjutan)

lea3SegPromoter+ATG CTGATCGATCAAGAT-ATCGAGCAAAATCCATCAGAGTTCTAACATTCGCGCGTGAATTT
F+R Nipponbare-edit CTGATCGATCAAGATAATCGAGCAAAATCCATCAGAGTTCTAACATTCGCGCGTGAATTT
F+R Rojolele-edit-o CTGATCGATCAAGATAATCGAGCAAAATCCATCAGAGTTCTAACATTCGCGCGTGAATTT
F+R Batutegi-edit-o CTGATCGATCAAGATAATCGAGCAAAATCCATCAGAGTTCTAACATTCGCGCGTGAATTT

lea3SegPromoter+ATG CGAGGTTAATTTTTGAAGCTTAGGATCAATGG
F+R Nipponbare-edit CGAGGTTAATTTTTGAAGCTTAGGATCAATGG
F+R Rojolele-edit-o CGAGGTTAATTTTTGAAGCTTAGGATCAATGG
F+R Batutegi-edit-o CGAGGTTAATTTTTGAAGCTTAGGATAATCAC

*

Keterangan:

Warna merah : Basa nukleotida yang mengalami perubahan

: Sekuen gap
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Hasil BLASTN sampel kultivar Rojolele, Nipponbare, dan Batutegi

Lampiran 6

119

1. Sekuen forward sampel Rojolele

> gb]DQ837728.1] Oryza sativa (Japonica cultivar-group) LEA-like gene, promoter region

Length=1253

Score =

1037 bits (561), Expect
Identities = 563/564 (99%), Gaps

0.0
0/564 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1

1

61

61

121

121

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

481

481

541

541

AAGGGCCTCCATAACCTACGCCTAGCCCTAGCACGGTGGAFGECACAGTGCGTGCCCATC

FEELRRL R e e e PRy el
AAGGGCCTCCATAACCTACGCCTAGCCCTAGCACGATGGATGECACAGTGCGTGCCCATC

CTGCATCTGCATGGGTTAGTGCGTGCTACGCTGCGACGGCGACGATCGATGTAGCCTAGC

IRELER LR e e e e e e e e e e il
CTGCATCTGCATGGGTTAGTGCGTGCTACGCTGCGACGGCGACGATCGATGTAGCCTAGC

CGGTGTGTGCAGTGCAGTGCAGGTCAGGATTGCCACTATGACCAAAGGATGCTTGTGTGC

EEEREE T R e e e e e e e e el
CGGTGTGTGCAGTGCAGTGCAGGTCAGGATTGCCACTATGACCAAAGGATGCTTGTGTGC

GATCAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCGTACGGTGACACACCACTCATCCTTTGTTGA

LT e e e e e e e e e e il
GATCAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCGTACGGTGACACACCACTCATCCTTTGTTGA

TCTGTGGTGATCGACTTGAGTTAATCGGCAAGGCCCAGCCCATGGTTTGAGGTCAGGGCC

EELEEL R e e e e e e e e e gl
TCTGTGGTGATCGACTTGAGTTAATCGGCAAGGCCCAGCCCATGGTTTGAGGTCAGGGCC

AGGCTGAATTTGGCCCAGTAATTTTGGTTTGAGAAGCCCACTTCGTCACAGCGTCAGGCC

TECLREEE TR e e e e e e e e e e e e e e
AGGCTGAATTTGGCCCAGTAATTTTGGTTTGAGAAGCCCACTTCGTCACAGCGTCAGGCC

GAATTACTGGCCCATGGTGAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTGACCTTGTCTTTCT

IEEERRL R e e e e e e e e el
GAATTACTGGCCCATGGTGAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTGACCTTGTCTTTCT

CTTTTTCTCTCGATCTCGAAAAGATGAGCAGATACTCGTAATTAAACCGCAAACATCTGC

LR e e e e e e e e e e e e e el
CTTTTTCTCTCGATCTCGAAAAGATGAGCAGATACTCGTAATTAAACCGCAAACATCTGC

CACCCATGTAATGATAACAATCGTTAACAATGCCATGCATCTCCCGAAGCTTCTGTGCCT

LEELEE e e e e e e e e e e el
CACCCATGTAATGATAACAATCGTTAACAATGCCATGCATCTCCCGAAGCTTCTGTGCCT

ACTCATTTGAGTGCGAGACCTTCC 564

Ll
ACTCATTTGAGTGCGAGACCTTCC 564
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120

120

180

180

240

240

300

300

360

360

420

420

480

480

540

540
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120

Lampiran 6 (lanjutan)

2. Sekuen reverse Rojolele

> gb|DQ837728.1] Oryza sativa (Japonica cultivar-group) LEA-like
gene, promoter region Length=1253

Score = 867 bits (469), Expect = 0.0

Identities = 472/473 (99%), Gaps = 1/473 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 GTAAAAACTAAAGCCGCATCCAACTTGTACTCGCCAAACAGCCACCGATCGATCGACGTT 60

IEEEEE R e e e e e e e e el
Shjct 782  GTAAAAACTAAAGCCGCATCCAACTTGTACTCGCCAAACAGCCACCGATCGATCGACGTT 841

Query 61 TCGATCGCCTGTATCGACACACTGATCGATCTGATCATGATCAGTTTCAACTCGCTGTGC 120

ELEREL R e e e e e e e
Shjct 842  TCGATCGCCTGTATCGACACACTGATCGATCTGATCATGATCAGTTTCAACTCGCTGTGC 901

Query 121  CCACGTGTCGAGAGATCGGCACGTGCCTGAGCTCTCAGCCGCTCATAAATACACTTGTTT 180

LEELRREE e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 902  CCACGTGTCGAGAGATCGGCACGTGCCTGAGCTCTCAGCCGCTCATAAATACACTTGTTT 961

Query 181  AGTAGCAACAGTATACTATAGTAGTCCTCTCCTGTTTGGCTTTTAGCTTGCATCGATGGA 240

TR e e R e e e e e e el
Shjct 962  AGTAGCAACAGTATACTATAGTAGTCCTCTCCTGTTTGGCTTTTAGCTTGCATCGATGGA 1021

Query 241  TGGATGGATGGATCGCATGAGAGGGCTTCGCGAAGGTACGGAACCTTACACAACGCGTGT 300

ECEREE e e e e e e e e e e e el
Shjct 1022 TGGATGGATGGATCGCATGAGAGGGCTTCGCGAAGGTACGGAACCTTACACAACGCGTGT 1081

Query 301  CCTTTCTACGTGGCCATCGTGTAGGCGTCTCGCCATGCTACGTGTCCCGGAGGATGTCTC 360

EEERER R LR e et e e e e el
Shjct 1082 CCTTTCTACGTGGCCATCGTGTAGGCGTCTCGCCATGCTACGTGTCCCGGAGGATGTCTC 1141

Query 361  GATGCCAACCCTTATAAATACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCACAGCCAGTGCAAATC 420

NN RN RN aRaENanaany
Shjct 1142 GATGCCAACCCTTATAAATACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCACAGCCAGTGCAAATC 1201

Query 421  TGATCGATCAAGATAAT CAAAATCCATCAGAGTTCTAACATTCGCGCGT 473

PEERRRTRR Rl TR e el
Shjct 1202 TGATCGATCAAGATA-TUGAGCAAAATCCATCAGAGTTCTAACATTCGCGCGT 1253
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Lampiran 6 (lanjutan)

3. Sekuen forward sampel Batutegi

> gb|DQ837728.1] Oryza sativa (Japonica cultivar-group) LEA-like
gene, promoter region Length=1253

Score = 1037 bits (661), Expect = 0.0

Identities = 563/564 (99%), Gaps = 0/564 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 AAGGGCCTCCATAACCTACGCCTAGCCCTAGCACGATGGATGGCACAGTGCGTGCCCATC 60

TEELREL R e e e e e e e e e et
Sbjct 1 AAGGGCCTCCATAACCTACGCCTAGCCCTAGCACGATGGATGGCACAGTGCGTGCCCATC 60

Query 61  CTGCATCTGCATGGGTTAGTGCGTGCTACGCTGCGACGGCGACGATCGATGTAGCCTAGC 120

IRELERE e e e e e e e et
Sbjct 61~ CTGCATCTGCATGGGTTAGTGCGTGCTACGCTGCGACGGCGACGATCGATGTAGCCTAGC 120

Query 121 CGGTGTGTGCAGTGCAGTGCAGGTCAGGATTGCCACTATGACCAAAGGATGCTTGTGTGC 180

RELER R R e e e e e e e e el
Shjct 121 CGGTGTGTGCAGTGCAGTGCAGGTCAGGATTGCCACTATGACCAAAGGATGCTTGTGTGC 180

Query 181 GATCAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCGTACGGTGACACACCACTCATCCTTTGTTGA 240

. LT e e e e e e e e e el
Shjct 181 GATCAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCGTACGGTGACACACCACTCATCCTTTGTTGA 240

Query 241 TCTGTGGTGATCGACTTGAGTTAATCGGCAAGGCCCAGCCCATGGTTTGAGGTCAGGGCC 300

FEELREL e e e e e e e e e e e el
Shjct 241 TCTGTGGTGATCGACTTGAGTTAATCGGCAAGGCCCAGCCCATGGTTTGAGGTCAGGGCC 300

Query 301 AGGCTGAATTTGGCCCAGTAATTTTGGTTTGAGAAGCCCACTTCGTCACAGCGTCAGGCC 360

FELEEEET R e e e e e e e il
Sbjct 301 AGGCTGAATTTGGCCCAGTAATTTTGGTTTGAGAAGCCCACTTCGTCACAGCGTCAGGCC 360

Query 361 GAATTACTGGCCCATGGTGAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTGACCTTGTCTTTCT 420

RN NNy NNy NNy
Sbjct 361 GAATTACTGGCCCATGGTGAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTGACCTTGTCTTTCT 420

Query 421 CTTTTTCTCTCGATCTCGAAAAGATGAGCAGATACTCGTAATTAAACCGCAAACATCTGC 480

RNy RO RN RN NNy
Sbjct 421 CTTTTTCTCTCGATCTCGAAAAGATGAGCAGATACTCGTAATTAAACCGCAAACATCTGC 480

Query 481 CACCCATGTAATGATAACAATCGTTAACAATGCCATACATCYCECGAAGCTTCTGTGCCT 540

. LEELEE R e e e e e e e e Ce el
Sbjct 481 CACCCATGTAATGATAACAATCGTTAACAATGCCATGCATCJCECGAAGCTTCTGTGCCT 540

Query 541 ACTCATTTGAGTGCGAGACCTTCC 564

. Ll
Sbjct 541 ACTCATTTGAGTGCGAGACCTTCC 564

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


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=110811528&dopt=GenBank&RID=JNZDRT1B01R&log$=nuclalign&blast_rank=1

122

Lampiran 6 (lanjutan)

4. Sekuen reverse sampel Batutegi

> gb|DQ837728.1] Oryza sativa (Japonica cultivar-group) LEA-like
gene, promoter region Length=1253

Score = 861 bits (466), Expect = 0.0

Identities = 471/473 (99%), Gaps = 1/473 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 5 GTAAAAACTAAAGCCGCATCCAACTTGTACTCGCCAAACAGCCACCGATCGATCGACGTT 64

IEEEEE R e e e e e e e e el
Shjct 782  GTAAAAACTAAAGCCGCATCCAACTTGTACTCGCCAAACAGCCACCGATCGATCGACGTT 841

Query 65 TCGATCGCCTGTATCGACACACTGATCGATCTGATCATGATCAGTTTCAACTCGCTGTGC 124

ELEREL R e e e e e e e
Shjct 842  TCGATCGCCTGTATCGACACACTGATCGATCTGATCATGATCAGTTTCAACTCGCTGTGC 901

Query 125  CCACGTGTCGAGAGATCGGCACGTGCCTGAGCTCTCAGCCGCTCATAAATACACTTGTTT 184

LEELRREE e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 902  CCACGTGTCGAGAGATCGGCACGTGCCTGAGCTCTCAGCCGCTCATAAATACACTTGTTT 961

Query 185  AGTAGCAACAGTATACTATAGTAGTCCTCTCCTGTTTGGCTTTTAGCTTGCATCGATGGA 244

TR e e R e e e e e e el
Shjct 962  AGTAGCAACAGTATACTATAGTAGTCCTCTCCTGTTTGGCTTTTAGCTTGCATCGATGGA 1021

Query 245  TGGATGGATGGATCGCATGAGAGGGCTTCGCGAAGGTACGGAACCTTACACAACGCGTGT 304

ECEREE e e e e e e e e e e e el
Shjct 1022 TGGATGGATGGATCGCATGAGAGGGCTTCGCGAAGGTACGGAACCTTACACAACGCGTGT 1081

Query 305 CCTTTCTACGTGGCCATCGTGTAGGCGTCTCGCCATGCTACGTGTCCCGGAGGATGTCTC 364

EEERER R LR e et e e e e el
Shjct 1082 CCTTTCTACGTGGCCATCGTGTAGGCGTCTCGCCATGCTACGTGTCCCGGAGGATGTCTC 1141

Query 365  GATGCCAACCCTTATAAATACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCACAACCAGT! ATC 424

EELREEE e e e e e e e e e e et g R a
Shjct 1142 GATGCCAACCCTTATAAATACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCACAGCCAGTGLAAATC 1201

Query 425  TGATCGATCAAGATAAT CAAAATCCATCAGAGTTCTAACATTCGCGCGT 7

PRERRRRRR Rl et e el
Shjct 1202 TGATCGATCAAGATA-TOBAGCAAAATCCATCAGAGTTCTAACATTCGCGCGT 1253
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Lampiran 6 (lanjutan)

5. Sekuen forward sampel Nipponbare

> gb|DQ837728.1] Oryza sativa (Japonica cultivar-group) LEA-like
gene, promoter region Length=1253

Score = 1037 bits (661), Expect = 0.0

Identities = 563/564 (99%), Gaps = 0/564 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 AAGGGCCTCCATAACCTACGCCTAGCCCTAGCACGATGGATGGCACAGTGCGTGCCCATC 60

FELLRELE R e e e e e e e e e et
Shjct 1  AAGGGCCTCCATAACCTACGCCTAGCCCTAGCACGATGGATGGCACAGTGCGTGCCCATC 60

Query 61  CTGCATCTGCATGGGTTAGTGCGTGCTACGCTGCGACGGCGACGATCGATGTAGCCTAGC 120

EEELRRL R e e e e e e e e
Shjct 61  CTGCATCTGCATGGGTTAGTGCGTGCTACGCTGCGACGGCGACGATCGATGTAGCCTAGC 120

Query 121 CGGTGTGTGCAGTGCAGTGCAGGTCAGGATTGCTACT CCAAAGGATGCTTGTGTGC 180

LELERREER R e e e e et e el
Shjct 121 CGGTGTGTGCAGTGCAGTGCAGGTCAGGATTGCCACTATGACCAAAGGATGCTTGTGTGC 180

Query 181 GATCAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCGTACGGTG ACCACTCATCCTTTGTTGA 240

LR e e e e e e e e e e el
Shjct 181 GATCAATAATGGCCGCTCAATGTGTCATCGTACGGTGACACACCACTCATCCTTTGTTGA 240

Query 241 TCTGTGGTGATCGACTTGAGTTAATCGGCAAGGCCCAGCCCATGGTTTGAGGTCAGGGCC 300

EELRE e e e e e e e e e e e e el
Shjct 241 TCTGTGGTGATCGACTTGAGTTAATCGGCAAGGCCCAGCCCATGGTTTGAGGTCAGGGCC 300

Query 301 AGGCTGAATTTGGCCCAGTAATTTTGGTTTGAGAAGCCCACTTCGTCACAGCGTCAGGCC 360

CELLEEE LR et e e e e el
Shjct 301 AGGCTGAATTTGGCCCAGTAATTTTGGTTTGAGAAGCCCACTTCGTCACAGCGTCAGGCC 360

Query 361 GAATTACTGGCCCATGGTGAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTGACCTTGTCTTTCT 420

TEEEEE LR e e e e e e e e e e e e el
Shjct 361 GAATTACTGGCCCATGGTGAGCCCATGGCATCCATTCCCCATGATTGACCTTGTCTTTCT 420

Query 421 CTTTTTCTCTCGATCTCGAAAAGATGAGCAGATACTCGTAATTAAACCGCAAACATCTGC 480

IEEERRL R e e e e e e e e
Shjct 421 CTTTTTCTCTCGATCTCGAAAAGATGAGCAGATACTCGTAATTAAACCGCAAACATCTGC 480

Query 481 CACCCATGTAATGATAACAATCGTTAACAATGCCATGCATCTCCCGAAGCTTCTGTGCCT 540

LR e e e e e e e e e el
Shjct 481 CACCCATGTAATGATAACAATCGTTAACAATGCCATGCATCTCCCGAAGCTTCTGTGCCT 540

Query 541 ACTCATTTGAGTGCGAGACCTTCC 564

LRl
Shjct 541 ACTCATTTGAGTGCGAGACCTTCC 564
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Lampiran 6 (lanjutan)

6. Sekuen reverse sampel Nipponbare

> gb|DQ837728.1] Oryza sativa (Japonica cultivar-group) LEA-like
gene, promoter region Length=1253

Score = 867 bits (469), Expect = 0.0

Identities = 472/473 (99%), Gaps = 1/473 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 GTAAAAACTAAAGCCGCATCCAACTTGTACTCGCCAAACAGCCACCGATCGATCGACGTT 60

IEEEEE R e e e e e e e e el
Shjct 782  GTAAAAACTAAAGCCGCATCCAACTTGTACTCGCCAAACAGCCACCGATCGATCGACGTT 841

Query 61 TCGATCGCCTGTATCGACACACTGATCGATCTGATCATGATCAGTTTCAACTCGCTGTGC 120

ELEREL R e e e e e e e
Shjct 842  TCGATCGCCTGTATCGACACACTGATCGATCTGATCATGATCAGTTTCAACTCGCTGTGC 901

Query 121  CCACGTGTCGAGAGATCGGCACGTGCCTGAGCTCTCAGCCGCTCATAAATACACTTGTTT 180

LEELRREE e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 902  CCACGTGTCGAGAGATCGGCACGTGCCTGAGCTCTCAGCCGCTCATAAATACACTTGTTT 961

Query 181  AGTAGCAACAGTATACTATAGTAGTCCTCTCCTGTTTGGCTTTTAGCTTGCATCGATGGA 240

TR e e R e e e e e e el
Shjct 962  AGTAGCAACAGTATACTATAGTAGTCCTCTCCTGTTTGGCTTTTAGCTTGCATCGATGGA 1021

Query 241  TGGATGGATGGATCGCATGAGAGGGCTTCGCGAAGGTACGGAACCTTACACAACGCGTGT 300

ECEREE e e e e e e e e e e e el
Shjct 1022 TGGATGGATGGATCGCATGAGAGGGCTTCGCGAAGGTACGGAACCTTACACAACGCGTGT 1081

Query 301  CCTTTCTACGTGGCCATCGTGTAGGCGTCTCGCCATGCTACGTGTCCCGGAGGATGTCTC 360

EEERER R LR e et e e e e el
Shjct 1082 CCTTTCTACGTGGCCATCGTGTAGGCGTCTCGCCATGCTACGTGTCCCGGAGGATGTCTC 1141

Query 361  GATGCCAACCCTTATAAATACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCACAGCCAGTGCAAATC 420

NN RN RN aRaENanaany
Shjct 1142 GATGCCAACCCTTATAAATACTGTTCCATTCCAATCCCATCGCCACAGCCAGTGCAAATC 1201

Query 421  TGATCGATCAAGATAAT CAAAATCCATCAGAGTTCTAACATTCGCGCGT 473

PRERRRRRR Rl et e el
Shjct 1202 TGATCGATCAAGATA-TOBAGCAAAATCCATCAGAGTTCTAACATTCGCGCGT 1253
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