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ABSTRAK

Nama : Evelina
Program Studi : Farmasi
Judul : Identifikasi Gen dari Bakteri Asam Laktat Penghasil Bakteriosin

Streptococcus macedonicus MBF 10-2 dan Weissella confusa
MBF 8-1 dengan Teknik Genomic Library

Beberapa Bakteri Asam Laktat (BAL) diketahui menghasilkan peptida
antimikroba yang dikenal sebagai bakteriosin. Bakteriosin mampu menghambat
pertumbuhan bakteri yang memiliki hubungan kekerabatan yang dekat dengan
bakteri penghasil. Dari penelitian terdahulu, telah dilakukan skrining pada genus
Streptococcus dan Weissella dari koleksi Laboratorium Mikrobiologi dan
Bioteknologi Farmasi Universitas Indonesia. Hasilnya menunjukkan bahwa
Streptococcus macedonicus MBF 10-2 dan Weissella confusa MBF 8-1 memiliki
aktivitas bakteriosin terhadap bakteri indikator Leu. mesenteroides. Penelitian ini
bertujuan untuk mengidentifikasi gen bakteriosin dari bakteri tersebut dengan
teknik genomic library. Dalam hal ini DNA genomik BAL dipotong acak secara
parsial dengan menggunakan enzim Sau3A1 dan diklon pada vektor pUC19
terdigest BamHI kemudian ditransformasikan ke dalam E.coli kompeten. Seleksi
rekombinan dilakukan dengan seleksi koloni biru putih. Koloni putih yang didapat
diidentifikasi dengan PCR koloni menggunakan kombinasi primer universal M13
dan degenerate Bac. Hasilnya adalah dua dari tiga koloni putih klon Streptococcus
macedonicus MBF 10-2 dan satu koloni putih dari klon Weissella confusa MBF 8-
1 memberikan hasil PCR koloni yang positif dengan kedua kombinasi primer
yang dipakai. Meskipun demikian setelah dilakukan sekuensing DNA, fragmen
DNA tersebut teridentifikasi bukan sebagai gen bakteriosin.

Kata Kunci : bakteriosin, bakteri asam laktat, genomic library, PCR, primer
degenerate, Streptococcus, Weissella.

xv + 76 halaman; 23 gambar; 15 lampiran, 1 tabel
Daftar Acuan : 43 (1990-2011)
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ABSTRACT

Name : Evelina
Program Study : Farmasi
Title : Gene Identification of Bacteriocins Producing – Lactic Acid

Bacteria Streptococcus macedonicus MBF 10-2 and Weissella
confusa MBF 8-1 by using Genomic Library Techique

Many Lactic Acid Bacteria (LAB) are known to produce antimicrobial peptides,
termed bacteriocins. Bacteriocins can inhibit the growth of closely related
bacteria. From previous study, screening was performed on genus Streptococcus
and Weissella from the collection of Laboratory of Microbiology and
Biotechnology Pharmacy Universitas Indonesia. Result showed that Streptococcus
macedonicus MBF 10-2 and Weissella confusa MBF 8-1 possess bacteriocins
activity against indicator bacteria Leu. mesenteroides strain TISTR 120 and JCM
6124. This study aimed to isolate bacteriocins gene from those bacteria by using
genomic library technique. Genomic DNA LAB was partially digested randomly
using restriction enzyme Sau3A1 then was cloned to pUC19 vector which has
been digested with BamHI, followed by transformation to competent E.coli.
Recombinant selection was performed using blue white screening colonies and
antibiotic marker. The white colonies was analyzed by Colony PCR using primer
combination M13 universal dan degenerate Bac. The result is two of three white
colonies from Streptococcus macedonicus MBF 10-2 clone and one colony from
Weissella confusa MBF 8-1 clone gave positif result of Colony PCR using two
combinations primer. However, after DNA sequencing, the DNA fragment was
identified not as bacteriocins gene.

Keywords : bacteriocins, degenerate primer, genomic library, lactic acid
bacteria, PCR, Streptococcus, Weissella.

xv +76 pages ; 23 pictures; 15 appendixes, 1 table
Bibliography : 43 (1990-2011)
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Dalam beberapa tahun terakhir resistensi antibiotik menjadi masalah serius

karena penggunaannya yang luas pada pengobatan penyakit manusia dan hewan

(Lipsitch, Bergstrom, Levin, 2000; Yoneyama dan Katsumata, 2006). Akibatnya

muncul beberapa galur bakteri yang resisten sehingga penggunaan antibiotik

menjadi terbatas. Hal ini memicu para peneliti untuk menciptakan kelas baru dari

antimikroba yang dapat berguna dalam pengobatan (Kumar dan Schweiser, 2005;

Fisher, Meroueh dan Mobashery, 2005).

Untuk mengendalikan penyalahgunaan antibiotik dalam makanan dan

produk pakan, salah satu alternatif yang menjanjikan yaitu penerapan peptida

bakteri sebagai agen antimikroba. Sekarang ini yang banyak menarik perhatian

adalah bakteriosin, yaitu peptida yang dihasilkan oleh bakteri yang selama ini

banyak dilaporkan diperoleh dari bakteri asam laktat. Bakteriosin memiliki

aktivitas dalam jangkauan nanomolar dan tidak toksik (Parada, Caron, Medeiros,

dan Soccol, 2007). Disamping itu bakteriosin juga memiliki potensi sebagai

komplemen dari antibiotik konvensional dalam pemakaiannya untuk memperkuat

aktivitasnya (Drider, Fimland, Hechard, McMullen dan Prevost, 2006; Nes, Yoon,

Diep, 2007)

Sensitivitas antimikroba bakteriosin dari bakteri asam laktat dimodulasi

oleh protein imunitas bakteriosin. Protein imunitas merupakan protein

terakumulasi yang dihasilkan agen antimikroba melalui sekresi intraselular. Gen

bakteriosin merupakan satu grup gen dengan gen imunitasnya. Melalui sistem

modulasi (quorum sensing), sel bakteri dapat bertahan dan terus tumbuh serta

mengatur ekspresi bakteriosin termasuk melindungi bakteri penghasil bakteriosin

dari bakteriosin yang dihasilkannya (Fremaux, Hechard dan Cenatiempo, 1995;

Oppegard, Emanuelsen, Thorbek, Fimland dan Nissin, 2010).

Dari penelitian terdahulu telah diketahui terdapat beberapa bakteri asam

laktat (BAL) isolat lokal yang memiliki aktivitas bakteriosin yang mampu

menghambat bakteri indikator Leuconostoc mesenteroides. BAL tersebut adalah
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Streptococcus macedonicus MBF 10-2 dan Weissella confusa MBF 8-1 (Sari,

Anita, Radji dan Malik, 2011). Dari hasil penelitian tersebut, akan dilakukan

identifikasi lebih lanjut perihal gen bakteriosin yang terdapat didalamnya dengan

cara melakukan kloning gen dengan metode genomic library. Kemudian sekuens

DNA gen bakteriosin akan diketahui melalui sekuensing produk PCR

(Polymerase Chain Reaction) hasil amplifikasi dengan primer degenerate

bakteriosin dan primer universal primer pUC19.

Manfaat penelitian ini dapat dikembangkan untuk kemungkinan

memperoleh peptida antimikroba yang baru struktur molekulnya maupun

memproduksi peptida antimikroba sebagai bahan baku yang berpotensi untuk

dimanfaatkan di dalam industri pangan dan farmasi (kesehatan).

1.2. Tujuan

Melakukan identifikasi gen bakteriosin dari BAL Streptococcus

macedonicus MBF 10-2 dan Weissella confusa MBF 8-1 dengan teknik genomic

library.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Bakteriosin

Bakteriosin merupakan peptida antimikroba yang diproduksi secara luas

oleh bakteri, termasuk bakteri asam laktat, yang secara aktif menghambat bakteri

Gram positif lainnya (Mozzi, Raya dan Vignolo, 2010). Umumnya ukuran peptida

bakteriosin berkisar antara 3 hingga 6 kDa. Bakteriosin dapat menghambat

pertumbuhan bakteri yang memiliki hubungan sekerabat dengan bakteri penghasil,

patogen makanan dan bakteri pembusuk (Klaenhammer, 1993).

Bakteriosin pertama kali ditemukan oleh A.Gratia tahun 1925, dengan

senyawa yang dikenal sebagai colicin yang berasal dari Eschericia coli V dan

dapat menghambat pertumbuhan E.coli S. Bakteriosin dapat membunuh bakteri

sensitif dengan membentuk pori pada membran sitoplasma atau dengan

menghambat sintesis dinding sel bakteri (Jack, Tagg dan Ray, 1995; Fimland,

Eijsink, dan Meyer , 2002; Quadri, 2002).

Sebagai antimikroba bakteriosin dapat terdegradasi oleh enzim proteolitik

dalam pencernaan hewan dan manusia. Aktivitas antimikroba bakteriosin menjadi

hilang atau tidak stabil dengan adanya enzim proteolitik, seperti protease K atau

tripsin (Parada, Caron, Medeiros dan Soccol, 2007).

Gen penyandi bakteriosin umumnya pendek. Salah satu contohnya adalah

gen penyandi prekusor dari bakteriosin mundticin (munA) yang mengkodekan 58

asam amino (174 bp) (Drider, Fimland, Hechard, McMullen dan Prevost, 2006).

Bakteriosin dapat dikelompokkan menjadi beberapa kelas menurut karakteristik

biokimia dan genetiknya, yaitu kelas I, II, dan kelas III. Bakteriosin kelas I disebut

lantibiotik, merupakan peptida kecil yang stabil terhadap panas. Lantibiotik

berukuran kurang dari 5 kDa, mengandung asam amino alami yaitu lanthionin.

Contoh yang paling dikenal dari kelas ini adalah nisin dan macedocin (Drider,

Fimland, Hechard, McMullen dan Prevost 2006). Bakteriosin kelas II merupakan

bakteriosin non lantibiotik yang berukuran kecil (kurang dari 10 kDa) dan stabil

terhadap panas. Bakteriosin kelas II dibagi menjadi beberapa subkelas yaitu

bakteriosin kelas II a, II b, II c, dan II d. Bakteriosin kelas II a merupakan peptida
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yang efektif melawan genus Listeria, termasuk di dalamnya adalah pediococin

dan sakacin P. Ukuran protein yang dihasilkan antara 27 hingga 48 asam amino

yang dicirikan dengan kehadiran urutan asam amino di daerah N-terminal yang

serupa YGNGVXCXXXXCXV (Mozzi, Raya dan Vignolo, 2010). Bakteriosin

kelas II b merupakan bakteriosin yang terdiri dari dua buah peptida yang tidak

termodifikasi karena mengandung dua peptida yang berbeda satu sama lain,

terdapat dalam jumlah yang sama, membentuk pori pada membran sel target, dan

mengganggu gradient proton dari sel target. Bakteriosin kelas II c memiliki efek

yang luas terhadap permeabilitas membran, terdiri dari satu peptida berbentuk

siklik. Bakteriosin kelas II d merupakan bakteriosin nonsiklik dan tidak

mempunyai urutan asam amino yang serupa dengan pediocin. Bakteriosin kelas

III merupakan bakteriosin non lantibiotik, berupa protein besar berukuran lebih

dari 30 kDa yang tidak tahan panas dan yang biasanya dihasilkan oleh genus

Lactobacillus. Contoh dari bakteriosin yang termasuk dalam kelas III adalah

acidofilicin A and lactacins A (Parada, Caron, Medeiros dan Soccol, 2007).

Salah satu contoh bakteriosin yang telah banyak diaplikasikan adalah

nisin. Bakteriosin nisin mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Nisin

telah banyak diaplikasikan dalam produk pangan sehari-hari (Mozzi, Raya dan

Vignolo, 2010).

2.2. Bakteri Penghasil Bakteriosin

Semua organisme memproduksi peptida antimikroba yang digunakan

untuk sistem imun yang melindungi mereka dari invasi organisme lain. Dalam

dunia bakteri, peptida antimikroba ini memiliki peranan penting dalam sistem

pertahanan bakteri, yang lebih dikenal dengan sebutan bakteriosin. Bakteriosin

diproduksi baik oleh bakteri Gram positif maupun bakteri Gram negatif.

Bakteriosin dari bakteri Gram positif memiliki aktivitas penghambatan terhadap

bakteri dari spesies yang dekat dengan bakteri penghasil bakteriosin itu sendiri

dan juga terhadap spesies lain yang berbeda (Nes, Yoon, Diep, 2007). Kelompok

bakteri Gram positif yang sudah terkenal sebagai penghasil bakteriosin salah

satunya BAL. Morfologi dari BAL adalah berbentuk batang ataupun kokus, tidak

membentuk spora dan umumnya bersifat anaerobik fakultatif. BAL terdiri dari
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banyak genus antara lain : Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium,

Enterococcus, Lactosphera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus,

Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, dan Weissella .

Sebagian besar BAL merupakan organisme yang tidak patogen dengan predikat

Generrally Recognized as Safe (GRAS) dan memiliki peran penting dalam

pengawetan makanan serta produk fermentasi (Parada, Caron, Medeiros dan

Soccol, 2007).

Genus Streptococcus tergolong dalam kelompok bakteri Gram positif yang

berbentuk kokus atau bulat ketika dilihat di bawah mikroskop. Selnya bersifat

nonmotil, tidak membentuk endospora, dan diameter selnya kurang dari 2 μm.

Seluruh spesiesnya merupakan organism yang bersifat anaerobik fakultatif,

beberapa spesies membutuhkan tambahan CO2 untuk pertumbuhannya. Genus

Streptococcus ini terdiri atas beberapa kelompok, antara lain : kelompok

pyogenic, kelompok mutan, dan kelompok bovis. Beberapa spesies Streptococcus

dapat menghasilkan bakteriosin, salah satunya berasal dari kelompok bovis yaitu

Streptococcus macedonicus. Spesies ini pertama kali diisolasi dari produk pangan

sehari-hari, seperti keju Greek Kasseri dan keju Italia. Jumlah basa G + C dalam

DNA dari spesies ini berkisar antara 34,6 hingga 38 % (Bergey dan Boone, 2009).

Genus Weissella memiliki sel berbentuk batang pendek dengan ujung yang

membulat dan biasanya ditemukan dalam bentuk rantai pendek. Weissella

merupakan bakteri Gram positif yang bersifat nonmotil, anerobik fakultatif, dan

tidak berspora. Tempat hidup dari genus Weissella bervariasi, ada yang

berasosiasi dengan produk daging, dengan produk keju, ataupun di saluran

pencernaan manusia. Beberapa spesies dari genus ini antara lain adalah Weissella

cibara, Weissella koreensis, Weissella confusa (Bergey dan Boone, 2009).

Beberapa spesies dari genus Weissella diketahui menghasilkan bakteriosin yaitu

spesies Weissella confusa dan Weissella cibara. Bakteriosin dari genus Weissella

baru pertama kali ditemukan pada tahun 2007 pada spesies Weissella cibara yang

diisolasi dari plaa-som, suatu makanan fermentasi yang berasal dari Thailand

(Srionnual, Yanagida, Lin, Hsiao, Chen, 2007).
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2.3. Protein Imunitas

Bakteri penghasil bakteriosin terlindungi dari bakteriosin yang

dihasilkannya sendiri oleh karena adanya ekspresi dari protein imunitas (Fimland,

Eijsink dan Meyer, 2002). Protein imunitas terdiri dari 81-115 asam amino yang

memiliki variasi persamaan urutan nukleotida antara 5%-85%. Melalui analisis

fungsional telah diketahui bahwa protein imunitas terletak intraselular dan bagian

intraselularnya terdiri dari dua fraksi, yaitu fraksi kecil terkait membran dan fraksi

yang lebih besar terkait sitoplasma (Fimland, Eijsink dan Meyer, 2002; Eijsink,

V., Skeie, Middelhoven, Bruberg, dan Nes,1998).

Gen bakteriosin terletak dalam satu grup gen dengan gen pengkode protein

imunitasnya. (Oppegard, Emanuelsen, Thorbek, Fimland dan Nissin, 2010). Cara

kerja dari protein imunitas itu sendiri belum diketahui pasti. Mekanisme

keberadaan protein imunitas yang melindungi bakteri penghasil bakteriosin dari

bakteriosin yang dihasilkannya sendiri dapat diilustrasikan seperti tampak pada

Gambar 2.1.

Sumber : Nies, Diep dan Holo, 2007, telah diolah kembali.

Keterangan : Gambar A, bakteriosin (merah) berikatan dengan reseptor target bakteriosin C dan D
(orange), akibatnya terjadinya kerusakan pada membran sitoplasma sehingga sel
bakteri mati. Gambar B, protein imunitas (merah muda) akan mengenali reseptor
bakteriosin dan terjadi ikatan yang kuat sehingga bakteriosin tidak dapat berikatan
dengan reseptornya dan tidak terjadi kerusakan pada membran sitoplasma.

Gambar 2.1. Mekanisme kerja protein imunitas bakteriosin kelas IIa

Kematian Sel

Tidak terjadi
kematian sel

B. Terdapat Protein Imunitas

A. Tidak Terdapat Protein Imunitas

Identifikasi gen..., Evelina, FMIPA UI, 2012



7

7 Universitas Indonesia

Mekanisme kerja dari protein imunitas pada suatu bakteri diduga adalah

dengan mencegah ikatan antara bakteriosin dan reseptornya. Ketika bakteri

tersebut menghasilkan bakteriosin maka protein imunitas bebas akan berikatan

kuat dengan reseptor yang sama untuk bakteriosin. Hal ini mencegah terbentuknya

pori pada membran sitoplasma yang dapat membahayakan bakteri tersebut (Nies,

Diep dan Holo, 2007).

2.4. Ekstraksi DNA Genomik dengan Menggunakan Cetyltrimethyl
Ammonium Bromide (CTAB)
Ekstraksi DNA merupakan salah satu cara yang umum dilakukan dalam

fisiologi bakteri, genetik, biologi molekular dan biokimia. Dengan melakukan

ekstraksi DNA akan didapatkan DNA murni yang dapat digunakan untuk berbagai

aplikasi, seperti mempelajari struktur dan sifat kimia DNA, memeriksa interaksi

DNA dengan protein, hibridisasi DNA, sekuensing atau keperluan PCR, untuk

keperluan penelitian genetika, dan kloning gen (Ausuble et al., 2003).

Pada proses ekstraksi DNA, sel dari organisme akan dilisis kemudian

DNA akan diisolasi dengan menggunakan metode tertentu. Setelah proses lisis,

konstituen seluler selain DNA akan dihilangkan. Kemudian dilakukan

pengendapan DNA dari larutan menggunakan alkohol yang selanjutkan dilarutkan

dalam ddH2O atau dapar yang sesuai (Ausubel et al., 2003).

Salah satu metode ekstraksi DNA adalah dengan menggunakan

cethyltrimethylammonium bromide (CTAB). Pada konsentrasi NaCl di bawah

0,5M, CTAB merupakan surfaktan kationik yang dapat membentuk kompleks

yang tidak larut dengan asam nukleat. Sebagian besar karbohidrat serta protein

akan larut dalam kondisi tersebut sehingga dapat dipisahkan dari DNA yang

mengendap melalui sentrifugasi. Kompleks CTAB dengan asam nukleat akan

larut pada konsentrasi garam yang lebih tinggi, oleh karena itu asam nukleat dapat

dipisahkan dari deterjen (Brown, 2010).

Setelah kompleks CTAB asam nukleat dilarutkan melalui peningkatan

konsentrasi garam, selanjutnya dilakukan pengendapan asam nukleat dengan

penambahan etanol. Deterjen yang lebih mudah larut dalam etanol dibandingkan
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dalam air, akan tetap berada dalam larutan supernatan setelah disentrifugasi

(Brown, 2010).

2.5. Kloning Gen

Klon merupakan sebuah populasi dari sel yang identik, terutama yang

mengandung molekul DNA rekombinan yang identik (Brown, 2010). Klon

didapat dari hasil manipulasi gen. Manipuasi gen merupakan pembentukan

kombinasi baru materi yang dapat diturunkan dengan melakukan penyisipan

molekul-molekul asam nukleat yang dihasilkan dengan cara apapun di luar sel, ke

dalam suatu virus, plasmid bakteri atau sistem pembawa lainnya yang

memungkinkan terjadinya penggabungan ke dalam organisme inang secara tidak

alami tetapi selanjutnya mampu melakukan penggandaan lagi (Primrose,

Twyman, dan Old, 2001). Kloning fragmen DNA dapat membantu untuk

memperoleh sekuens spesifik dari DNA tanpa gangguan dari sekuens yang lain

(Brown, 2010). Ada beberapa teknik yang biasa dilakukan dalam kloning gen,

utamanya yaitu secara terkait sel (in vivo) ataupun tanpa menggunakan sel (in

vitro). Pada kloning gen terkait sel tahap awal dilakukan dengan menggabungkan

fragmen DNA pada sekuens DNA yang mampu bereplikasi secara mandiri,

kemudian ditransformasikan ke dalam sel inang khusus untuk diperbanyak secara

selektif. Untuk kloning gen tanpa menggunakan sel dapat dilakukan dengan

memanfaatkan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) (Strachan dan Read,

1999).

2.6. Kloning Gen dengan Menggunakan Teknik Genomic Library

Salah satu teknik kloning gen pada tahap sel adalah dengan genomic

library. Genomic library dibuat dengan memurnikan total sel DNA, kemudian

dipotong secara parsial dan acak dengan menggunakan endonuklease restriksi

untuk merepresentasikan populasinya. Pemotongan parsial dapat dicapai dengan

membatasi waktu reaksi ataupun dengan mengatur jumlah endonuklease restriksi

yang digunakan (Ausubel et al., 2003). Fragmen yang didapatkan kemudian

diklon ke dalam vektor yang sesuai (Brown, 2010).

Hasil pemotongan parsial dari DNA genomik harus dilakukan pemisahan

ukuran sebelum diligasikan dengan vektor. Tujuannya adalah untuk
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menghilangkan fragmen yang ukurannya terlampau kecil ataupun terlampau

besar. Jika hal ini tidak dilakukan maka fragmen ukuran kecil dapat saling

berligasi dan membentuk rekombinan yang sulit untuk dianalisis. Sedangkan

fragmen DNA berukuran besar dapat berligasi dengan vektor namun menghambat

pertumbuhannya (Ausuble et al., 2003).

2.7. Plasmid sebagai Wahana Kloning

Plasmid dipakai secara luas sebagai wahana untuk melakukan kloning.

Plasmid merupakan replikan yang diturunkan secara stabil dalam keadaan ekstra

kromosom. Plasmid biasanya terdapat dalam bentuk molekul DNA lingkar yang

beruntai ganda (Primrose, Twyman, dan Old, 2001). Plasmid dapat bereplikasi

secara otonom dalam sel hospes serta tersebar luas dalam sel prokariot.

Plasmid hampir selalu membawa satu atau lebih gen yang bermanfaat bagi

inangnya. Sebagai contoh, kemampuan bertahan dalam konsentrasi toksik

antibiotik seperti kloramfenikol dan ampisilin dikarenakan keberadaan dari

plasmid bakteri yang membawa gen resisten antiobiotik tersebut. Kebanyakan

plasmid memiliki sekuens DNA yang menjadi origin of replication, sehingga

plasmid dapat memperbanyak diri dalam sel secara independen (Rapley dan

Walker, 2005; Brown, 2010)

Plasmid sebagai vektor kloning memiliki ukuran kurang dari 10 kb.

Sebagai vektor kloning, plasmid harus memiliki daerah pengenalan bagi DNA

sisipan, daerah ini disebut dengan sisi endonuklease restriksi yang biasanya

membentuk multiple cloning site. Yang penting pula bagi plasmid sebagai vektor

kloning adalah angka penggandaan / copy number. Angka penggandaan spesifik

bagi tiap plasmid (Rapley dan Walker, 1998; Brown, 2010).

Plasmid pUC19 berukuran panjang 2,69 kb dan memiliki peta restriksi

seperti tersaji pada Gambar 2.1.
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Sumber : http://www.fermentas.com/en/products/all/molecular-cloning/sd005

Gambar 2.2. Peta restriksi pUC19

Plasmid pUC19 memiliki sifat :

 Gen resisten ampisilin yang menyebabkan resistensi terhadap ampisilin yang

dapat digunakan untuk seleksi rekombinan.

 lacZ , ujung 5’ dari gen lacZ mengkodekan fragmen N-terminal dari beta-

galaktosidase yang berguna untuk pemilihan koloni biru putih setelah proses

transformasi.

 High copy number,

 MCS dari vektor ini terdiri dari 13 situs pemotongan enzim.

 Situs rep pMB1 yang dapat menyebabkan tetap berlangsungnya replikasi

hingga dua atau tiga ribu salinan ketika terjadi penghambatan sintesis protein

dan replikasi pada kromosom bakteri.
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Pemurnian DNA plasmid menjadi prasayat utama dalam proses kloning

menggunakan plasmid. Walaupun permurnian DNA plasmid telah dilakukan

secara rutin, namun bukan berarti tidak terdapat masalah. Tahapan yang paling

sulit adalah pada proses lisis dari sel inang. Situasi yang ideal adalah saat setiap

sel mengalami kerusakan yang cukup untuk memungkinkan DNA plasmid keluar

tanpa terlalu banyak kontaminasi dari DNA kromosom. Proses lisis harus

dilakukan dengan hati-hati sehingga DNA kromosom yang dilepaskan adalah

yang memiliki berat molekul tinggi dan dapat dihilangkan bersama dengan debris

sel melalui sentrifugasi. Saat ini metode yang paling popular untuk ekstraksi dan

pemurnian DNA plasmid adalah dengan metode dari Birnboim dan Doly [1979].

Metode ini memanfaatkan sifat dari denaturasi DNA pada rentang pH basa yang

sempit yaitu 12,0 hingga 12,5. Sel bakteri yang mengandung plasmid diberi

lisozim untuk melemahkan dinding sel kemudian dilisis dengan menggunakan

natrium hidroksida dan natrium dodesil sulfat. DNA kromosom akan tetap berada

pada bentuk berat molekul yang tinggi namun terdenaturasi. Ketika terjadi

netralisasi dengan natrium asetat, DNA plasmid segera kembali ke konformasi

awal sedangkan DNA kromosom akan terpresipitasi bersama dengan debris sel.

Konsentrasi yang tinggi dari natrium asetat akan menyebabkan terjadinya

pengendapan dari kompleks protein-natrium dodesil sulfat. Debris sel, DNA

kromosom dan kompleks protein dihilangkan dengan sentrifugasi. Sekarang telah

banyak produk biologi molekular yang dibuat dalam bentuk kits untuk

mempermudah pelaksanaan dan meningkatkan kemurnian dari DNA plasmid

yang diisolasi (Primrose, Twyman, dan Old, 2001; Ausubel et al., 2003).

2.8. Digesti

Proses digesti biasanya dilakukan dengan melibatkan endonuklease

restriksi tipe II yang memutus ikatan fosfodiester yang menghubungkan satu

nukleotida ke nukleotida lainnya dalan satu untai DNA (Brown, 2010). Secara

alamiah bakteri menghasilkan endokulease untuk mempertahankan diri dari

keberadaan DNA asing yang masuk ke dalam sel bakteri. Setiap enzim mengenali

rangkaian 4-8 pasang basa tertentu yang terdapat dalam untai DNA. Setiap

endonuklease restriksi memiliki situs pengenalan pemotongan yang berbeda dan
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sangat spesifik. Pemilihan endonuklease restriksi yang akan digunakan

berdasarkan pada frekuensi pemotongan, kesesuaian dapar, kemampuan untuk

didenaturasi, serta tipe dari ujung pemotongan yang dihasilkan (Struble, Handke,

dan Gill ; 2009).

Pada umumnya endonuklease restriksi mengenali situs heksanukleotida

namun ada pula yang mengenali pada sekuens tetranukleotida. Jumlah pengenalan

sekuens untuk masing-masing endonukelase pada molekul DNA dapat

diperkirakan secara matematis dengan asumsi jumlah basa G + C adalah 50 %.

Sekuens tetranukleotida (misalnya GATC) biasanya muncul setiap 44 (256)

nukleotida, enzim yang memiliki sifat seperti ini dikenal sebagai enzim pemotong

sering. Sedangkan untuk endonuklease restriksi yang mengenali situs sekuens

heksanukleotida biasanya muncul setiap 46 (4096) nukleotida, dikenal sebagai

enzim pemotong jarang (Primrose, Twyman, dan Old, 2001; Brown, 2010).

Beberapa contoh endonuklease restriksi beserta sekuens pengenalannya tersaji

dalam Tabel 2.1.

Tabel 2.1. Beberapa contoh endonuklease restriksi beserta situs pemotongannya

Enzim Sekuens pengenalan

Pemotong Tetranukleotida (4 basa)

MboI, DpnI, Sau3AI

MspI, HpdII

AluI

HaeIII

TalI

/GATC

C/CCGG

AG/CT

GG/CC

ACGT/

Pemotong Heksanukleotida ( 6 basa)

BglII

ClaI

PvuI

KpnI

BamHI

A/GATCT

AT/CGAT

CAG/CTG

GGTAC/C

G/GATCC
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Sistem pemberian nama untuk endonuklease restriksi adalah dengan tiga

huruf italic yang menunjukkan bakteri asal endonuklease restriksi tersebut

diisolasi, dimana huruf pertama mewakili genus bakterinya dan dua huruf

berikutnya merupakan penanda spesiesnya. Nama endonuklease restriksi ini juga

diikuti oleh huruf yang menandakan strain bakterinya jika memang ada serta

diakhiri dengan angka romawi untuk membedakan sistem yang berbeda dari

bakteri yang sama. Sebagai contoh : EcoRI merupakan endonuklease restriksi

pertama yang diisolasi dari bakteri Escherichia coli strain R (Karcher, 1995).

Ujung pemotongan yang dihasilkan oleh endonuklease restriksi terdiri dari

dua jenis, yaitu ujung kohesif (sticky ends) dan ujung tumpul (blunt ends).

Endonuklease restriksi yang menghasilkan ujung kohesif antara lain : Sau3A1,

BamHI, EcoRI, yang bentuk pemotongannya dapat diamati pada Gambar 2.3.

Contoh dari endonuklease restriksi yang menghasilkan ujung tumpul adalah

HaeIII dan AluI, yang bentuk pemotongannya dapat diamati pada Gambar 2.4.

Pemilihan endonuklease restriksi yang digunakan sebaiknya disesuaikan dengan

vektor yang telah dipersiapkan sehingga dapat mengeliminasi tahapan untuk

memodifikasi kembali ujung fragmen DNA yang akan digunakan untuk proses

ligasi (Struble, Handke, dan Gill ; 2009).

Sumber : Brown, 2010

Gambar 2.3. Contoh situs restriksi dari endonuklease BamHI dan Sau3A yang
menghasilkan ujung kohesif.
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Sumber : Brown, 2010

Gambar 2.4. Contoh situs restriksi dari endonuklease AluI yang menghasilkan
ujung tumpul.

2.9. Ligasi

Proses ligasi merupakan tahapan penggabungan molekul plasmid vektor

dengan fragmen DNA asing yang diinginkan sebagai sisipan. Enzim yang

berperan dalam reaksi ini adalah DNA ligase. Semua sel hidup menghasilkan

DNA ligase, namun enzim yang dipakai dalam rekayasa genetika adalah yang

telah dimurnikan dari E.coli yang telah diinfeksi oleh T4 faga. Dalam sel, enzim

ini memiliki peran penting untuk memperbaiki diskontiunitas yang mungkin

timbul pada salah satu untai dari molekul DNA untai ganda. Diskontinuitas

merupakan keadaan dimana ikatan fosfodiester antara molekul nukleotida yang

berdekatan hilang. Mekanisme dari penggabungan vektor plasmid dan DNA

sisipan serupa seperti proses perbaikan diskontiunitas tersebut (Brown, 2010).

Enzim T4 DNA ligase merupakan polipeptida tunggal berukuran 68 kDa

yang membutuhkan Mg2+ dan ATP sebagai kofaktor (Karcher, 1995). Proses

ligasi dapat berjalan selama 1 jam atau lebih pada temperatur 14oC-16oC. Proses

ligasi berjalan cepat ketika terdapat overhang pada vektor kloning dan DNA

sisipan. Ligasi dari vektor kloning dan DNA sisipan yang tidak memiliki

overhang (hanya blunt end) akan lebih sulit dan rekasinya kurang efektif. Ligasi

untuk fragmen seperti ini membutuhkan konsentrasi DNA yang lebih tinggi serta

jumlah ligase yang lebih banyak (Ausubel et al., 2003).

2.10. Transformasi

Transformasi merupakan proses memasukkan molekul DNA rekombinan

ke dalam sel hidup, biasanya bakteri. Kemudian sel hidup tersebut akan tumbuh
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dan memperbanyak klon yang ada. Secara umum, terdapat dua tujuan

dilakukannya transformasi DNA rekombinan ke sel bakteri. Tujuan pertama

adalah memproduksi DNA rekombinan dalam jumlah yang besar dari material

awal yang sedikit. Hanya dari beberapa nanogram DNA rekombinan dapat

menghasilkan beberapa microgram DNA dalam tiap koloni bakteri dalam media

agar dan beberapa milligram DNA dalam kultur cair bakteri, ribuan bahkan jutaan

kali meningkat produksinya. Tujuan kedua dari transformasi yaitu untuk mencapai

jumlah produksi DNA rekombinan yang memenuhi untuk tahap pemurnian.

Pemurnian dari DNA rekombinan perlu dilakukan karena dalam hasil ligasi selain

terdapat vektor plasmid dan DNA sisipan yang telah terligasi terdapat pula:

molekul vektor yang tidak terligasi, molekul DNA tidak terligasi, molekul vektor

yang mengalami resirkulasi tanpa DNA sisipan, dan DNA rekombinan yang

membawa fragmen DNA yang tidak diinginkan (Brown, 2010).

Tidak semua bakteri dapat menjadi objek transformasi, hanya sel

kompeten yang dapat digunakan. Sel kompeten adalah bakteri yang telah diberi

perlakuan fisika atau kimia yang dapat meningkatkan kemampuannya untuk

menerima DNA rekombinan. Pembuatan sel kompeten ini dapat dilakukan dengan

metode penambahan CaCl2 atau dengan penambahan DMSO. Sel kompeten harus

dipanen pada fase log dan disimpan pada temperatur dingin (-80oC) karena akan

menurunkan kualitas sel kompeten jika dibiarkan dalam suhu ruang (Sambrook

dan Russel, 2001).

Proses transformasi dapat dilakukan dengan metode heat shock dan

elektroporasi. Metode heat shock dilakukan melalui inkubasi pada temperatur

tinggi dan rendah. Sedangkan metode elektroporasi dilakukan dengan

mengalirkan listrik (Sambrook dan Russel, 2001).

2.11. Seleksi Hasil Transformasi Koloni Putih Biru dan Ampisilin

Plasmid hasil transformasi dapat diseleksi dengan menambahkan antibiotik

ampisilin dan IPTG X-Gal pada media agar petri. Penambahan ampisilin dan

IPTG X-Gal bertujuan untuk mendapatkan selektifitas dari koloni E.coli yang

tumbuh pada media padat. Antibiotik ampisilin ditambahkan karena vektor

pUC19 memiliki gen penanda resisten ampisilin. Diharapkan koloni yang tumbuh
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merupakan koloni yang resisten ampisilin atau koloni E.coli yang telah

mengandung vektor plasmid pUC19. IPTG dan X-Gal digunakan untuk

menyeleksi koloni E.coli yang benar mengandung hasil ligasi pUC19 dan sisipan

fragmen DNA genomik BAL. ORF LacZ menyandikan β-galaktosidase yang

dapat memotong X-Gal dengan IPTG sebagai penginduksi dan akan dihasilkan

senyawa galaktosa serta 5-bromo-4-kloro-indolil. Senyawa kedua akan dioksidasi

menjadi senyawa 5,5’-dibromo-4,4’-dikloro-indigo, berupa senyawa biru yang

tidak larut. Ketika sisipan gen bakteriosin benar terligasi dengan pUC19 maka β-

galaktosidase tidak dapat tersandikan dan tidak akan terbentuk senyawa biru

tersebut (Karcher, 1995).

2.12. Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR adalah teknik kloning dalam biologi molekuler untuk amplifikasi

fragmen DNA sehingga menghasilkan jutaan salinan fragmen DNA dalam waktu

yang cepat. Metode ini pertama kali ditemukan oleh Kary B. Mullis pada tahun

1985 (Sambrook dan Russel, 2001).

Proses PCR terdiri dari serangkaian siklus temperatur (pemanasan dan

pendinginan) yang berulang dan tiap-tiap siklus terdiri atas tahapan sebagai

berikut :

1. Denaturasi pada temperatur 94oC, dimana dua untai dari cetakan DNA

terpisah antara satu dan yang lainnya.

2. Penempelan (annealing) pada temperatur ± 55-60oC, pada temperatur ini

primer dapat berhibridisasi dengan cetakan DNA. Temperatur pada tahap ini

disesuaikan dengan melting temperature dari primer.

3. Perpanjangan (elongation/extention) pada temperatur ± 68-72oC, temperatur

ini adalah temperatur optimal bagi enzim polymerase untuk mensintesis

untai DNA yang kedua.

Komponen dari PCR terdiri dari :

1. Cetakan DNA, yaitu fragmen DNA yang didalamnya terdapat daerah

sekuens DNA yang akan diamplifikasi (DNA target). Kualitas dan

konsentrasi dari cetakan DNA memberikan pengaruh secara langsung
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terhadap hasil PCR. Untuk amplifikasi DNA genom, dapat digunakan 100-

500 ng cetakan DNA.

2. Dua oligonukleotida primer, yaitu suatu sekuens oligonukleotida pendek

(16-24 basa nukleotida) yang menentukan bagian awal dan akhir dari daerah

yang akan diamplifikasi.

3. Enzim DNA polimerase yang stabil pada pemanasan, biasanya digunakan

Taq polimerase yang didapat dari Thermus aquaticus. Enzim ini yang akan

menyalin bagian yang akan diamplifikasi.

4. Deoksiribonukleotida trifosfat (dNTP) yang digunakan DNA polymerase

untuk membentuk DNA baru. Ada empat macam nukleotida, yaitu dATP,

dTTP, dGTP, dCTP.

5. Kation divalen (biasanya Mg2+)

Konsentrasi dari magnesium berpengaruh terhadap keberhasilan PCR.

Konsentrasi yang digunakan berkisar antara 0,5-5 mM. Konsentrasi

magnesium yang berlebih akan mengakibatkan akumulasi dari hasil

amplifikasi yang tidak spesifik yang akan terlihat pada pita elektroforesis

agarosa, sebaliknya jika terjadi kekurangan magnesium akan mengakibatkan

menurunnya kualitas amplifikasi PCR.

6. Larutan dapar

Dapar standar untuk reaksi PCR adalah : 50 mM KCl, 10 mM Tris Cl (pH

8,3 , 25oC).

Beberapa masalah yang sering timbul dalam proses PCR adalah amplikon

yang tidak dapat terdeteksi, jumlah amplikon yang dihasilkan terlalu sedikit, serta

pita yang dihasilkan pada elektroforesis gel agarosa tidak spesifik karena masalah

mispriming (kesalahan pemasukan primer) atau misextension (Innis dan Gelfand,

1990). Hal-hal yang harus diperhatikan dalam optimasi PCR adalah konsentrasi

enzim, konsentrasi magnesium, komponen reaksi lain, pelekatan primer (primer

annealing), pemanjangan primer (primer extension), waktu dan suhu denaturasi,

jumlah siklus dan primer.

1. Konsentrasi enzim

Kisaran konsentrasi Taq polimerase yang direkomendasikan adalah antara 1

sampai 2,5 unit per 100 μL reaksi jika parameter lain optimum. Namun
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enzim yang dibutuhkan bervariasi, tergantung dari target DNA atau primer

yang digunakan. Jika konsentrasi enzim terlalu tinggi, maka akan

mengakibatkan akumulasi amplikon yang tidak spesifik. Tetapi, jika

konsentrasi terlalu rendah maka amplikon yang dihasilkan sedikit (Innis

dan Gelfand, 1990; Yuwono, 2006).

2. Konsentrasi magnesium

Konsentrasi magnesium dapat mempengaruhi proses pelekatan primer,

temperatur pemisahan rantai DNA baik pada DNA cetakan ataupun

amplikon, pembentukan primer dimer, dan aktivitas serta ketepatan Taq

polimerase memerlukan magnesium untuk aktivitasnya. Enzim ini

membutuhkan magnesium bebas agar dapat berikatan dengan DNA

cetakan, primer dan dNTP. Sebaiknya pada proses PCR mengandung

konsentrasi magnesium antara 0,5 sampai 2,5 mM di atas konsentrasi total

dNTP (Innis dan Gelfand; 1990).

3. Komponen reaksi lain

Dapar yang direkomendasikan untuk PCR adalah 10-50 mM Tris-HCl

(antara pH 8,3-8,8) jika diukur pada suhu 20oC. KCl dengan konsentrasi

sampai 50 mM dapat ditambahkan ke dalam campuran reaksi untuk

membantu proses pelekatan primer. NaCl dengan konsentrasi 50 mM atau

KCl dengan konsentrasi di atas 50 mM, akan menghambat aktivitas Taq-

DNA polimerase (Innis dan Gelfand; 1990).

4. Pelekatan primer

Temperatur dan lamanya waktu yang dibutuhkan untuk pelekatan primer

tergantung dari komposisi basa, panjang, dan konsentrasi dari primer.

Aplikasi temperatur annealing adalah 5oC di bawah titik lebur dari primer.

5. Pemanjangan primer

Waktu pemanjangan tergantung dari panjang dan konsentrasi sekuen target,

serta temperatur. Waktu pemanjangan selama 1 menit pada temperatur

72oC dianggap cukup untuk menghasilkan amplikon dengan panjang

sampai 2 kb. Namun, waktu pemanjangan yang lebih lama dapat berguna

pada siklus-siklus awal jika konsentrasi substrat sangat rendah, dan pada
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siklus-siklus akhir jika konsentrasi amplikon melebihi konsentrasi enzim

(Innis dan Gelfand; 1990).

6. Waktu dan temperatur denaturasi

Hal yang biasanya menjadi penyebab kegagalan proses PCR adalah proses

denaturasi yang tidak lengkap dari DNA target dan/atau amplikon. Kondisi

denaturasi yang umum digunakan adalah 95oC selama 30 detik, atau 97oC

selama 25 detik. Namun temperatur yang lebih tinggi mungkin akan lebih

tepat, khususnya jika target banyak mengandung G + C (Innis dan Gelfand;

1990).

7. Jumlah siklus

Jumlah optimum siklus terutama bergantung pada konsentrasi awal DNA

target yang akan diamplifikasi. Siklus yang terlalu banyak dapat

meningkatkan jumlah dan kompleksitas dari amplikon yang tidak spesifik.

Namun siklus yang terlalu sedikit akan menghasilkan amplikon yang

sedikit pula (Innis dan Gelfand; 1990). Pada umumnya siklus pada proses

PCR dilakukan sebanyak 20-30 siklus (Yuwono, 2006).

8. Primer

Konsentrasi primer yang optimal umumnya berkisar antara 0,1 - 0,5 μM.

Konsentrasi yang lebih tinggi dapat menyebabkan mispriming dan

akumulasi amplikon yang tidak spesifik. Panjang nukleotida yang

digunakan sebagai primer umumnya 18-28 nukelotida dan mempunyai

kandungan G+C sebesar 50-60%. Rancangan primer yang mempunyai

nukleotida C dan G secara berurutan sebanyak tiga kali atau lebih pada

ujung 3’ sebaiknya dihindari karena dapat menyebabkan mispriming

terutama pada daerah yang kaya akan sekuen G + C (Innis dan Gelfand,

1990; Yuwono, 2006).

Primer degenerate adalah campuran oligonukleotida yang bervariasi dalam

hal urutan basa nukleotidanya, tetapi mempunyai panjang atau jumlah

nukleotida yang sama. Primer degenerate berguna dalam PCR jika ingin

mengamplifikasi suatu fragmen DNA yang belum banyak diketahui urutan
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nukleotidanya sehingga primer yang spesifik tidak dapat dibuat (Yuwono,

2006 ; Compton, 1990).

Primer semacam ini juga berguna jika ingin melakukan amplifikasi suatu

gen yang belum diketahui urutan nukleotidanya tetapi gen tersebut

termasuk dalam kelompok famili gen tertentu. Dengan menggunakan

informasi mengenai urutan nukleotida gen lain yang termasuk ke dalam

famili yang sama, maka dapat dirancang dan disintesis primer degenerate

untuk mengamplifikasi gen yang belum diketahui urutannya tersebut

(Yuwono, 2006 ; Compton, 1990).

2.13. Elektroforesis Gel Agarosa

Elektroforesis gel agarosa adalah metode standar yang digunakan untuk

memisahkan, mengidentifikasi, dan memurnikan fragmen DNA. Elektroforesis

gel agarosa sering digunakan untuk memisahkan fragmen karena cukup mudah,

cepat dilakukan dan dapat menjadi solusi untuk pemisahan fragmen DNA yang

tidak dapat dipisahkan dengan baik dengan prosedur yang lain. Disamping itu

elektroforesis gel agarosa memiliki jangkauan pemisahan yang besar. Gel agarosa

dapat memisahkan DNA dengan ukuran mulai dari beberapa ratus bp sampai 50

kb (Sambrook dan Russel, 2001).

Teknik elektroforesis didasarkan pada sifat DNA yang memiliki muatan

negatif pada pH netral karena mengandung gugus fosfat. Oleh karena itu, jika

DNA diberikan potensial listrik maka DNA akan bergerak menuju kutub positif.

Laju pergerakan DNA menuju kutub positif diperlambat dengan melewatkan

DNA pada gel agarosa (Winfrey, Rott, dan Wortman, 1997).

Agarosa membentuk kisi-kisi dalam larutan dapar, dan DNA harus

melewati kisi-kisi tersebut untuk bergerak menuju kutub positif. Hal ini

memperlambat pergerakan molekul sehingga molekul yang besar akan bergerak

lebih lambat daripada molekul yang kecil karena molekul yang kecil dapat lebih

mudah melewati kisi (Winfrey, Rott, dan Wortman, 1997).

Konsentrasi gel agarosa dapat bervariasi disesuaikan dengan kebutuhan

pemisahan. Konsentrasi gel agarosa yang besar akan menurunkan mobilitas

molekul DNA sehingga berguna untuk memisahkan molekul DNA yang kecil.

Identifikasi gen..., Evelina, FMIPA UI, 2012



21

21 Universitas Indonesia

Sebaliknya konsentrasi gel yang rendah akan meningkatkan mobilitas molekul

DNA sehingga berguna untuk memisahkan molekul DNA yang besar (Sambrook

dan Russel, 2001).

Cara yang paling umum digunakan untuk melihat DNA hasil elektroforesis

gel adalah melalui pewarnaan dengan etidium bromide. Etidium bromide akan

berinterkalasi di antara basa-basa DNA untai ganda yang dapat diamati pada UV

transiluminator melalui fluoresensi oranye yang dihasilkannya (Sambrook dan

Russel, 2001).

Gel agarosa biasanya dilakukan dengan konfigurasi horizontal dalam

medan listrik dengan kekuatan dan arah yang konstan. Pada elektroforesis gel

agarosa biasanya ditambahkan pula penanda ukuran molekul DNA yaitu sebuah

set fragmen DNA yang ukurannya telah diketahui. Penanda ini berfungsi sebagai

standar untuk menentukan ukuran DNA dari suatu fragmen yang tidak diketahui

(Winfrey, Rott, dan Wortman, 1997).

2.14. Sekuensing

Sekuensing DNA pada dasarnya adalah versi modifikasi dari replikasi

DNA yang didalam kontrol kondisi in vitro. Terdapat dua metode sekuensing

DNA yaitu metode enzimatik (biasa dikenal sebagai dideoxy sekuensing) dan

metode kimia (metode Maxam-Gilbert). Metode enzimatik diperkenalkan oleh

F.Sanger, oleh karena itu sering juga disebut metode Sanger. Metode ini

menggunakan dideoksiribonukleotida (ddNTPs) dalam reaksinya.

Dideoksinukleotida berbeda dengan deoksiribonukleotida normal karena

ketiadaan dari grup 3’-OH yang penting bagi DNA polimerase untuk

memperpanjang rantai. Ketika (ddNTP) diinkorporasikan pada DNA, sintesis

akan terhenti, oleh karena itu dikenal juga dengan terminasi sekuensing (Ausubel

et al., 2003).

Metode Maxam-Gilbert melibatkan proses degradasi secara kimia pada

DNA asal. Pada metode ini, fragemn DNA diberi label radioaktif pada salah satu

ujungnya, kemudian dipotong secara acak dalam empat reaksi kimia terpisah,

yang masing-masing spesifik untuk basa tertentu. Metode sekuensing ini

didasarkan pada kemampuan hidrazin, dimetil sulfat (DMS), ataupun asam format

Identifikasi gen..., Evelina, FMIPA UI, 2012



22

22 Universitas Indonesia

dalam memodifikasi basa dalam molekul DNA secara spesifik. DMS akan

bereaksi dengan basa guanin, asam format akan bereaksi dengan basa adenin dan

guanin, dan hidrazin akan bereaksi dengan basa sitosin dan timin. Kemudian

piperidin ditambahkan sebagai katalis pemutusan untai pada nukleotida yang telah

termodifikasi ini. Pada keempat reaksi tersebut, piperidin juga mengkatalis

pemutusan ikatan fosfodiester pada posisi dimana basa termodifikasi telah

digantikan oleh piperidin. Dalam praktiknya, metode Sanger Coulson yang lebih

banyak digunakan dalam proses sekuensing (Ausubel et al., 2003).

Identifikasi gen..., Evelina, FMIPA UI, 2012



23 Universitas Indonesia

BAB 3

METODE PENELITIAN

3.1. Lokasi Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi

Departemen Farmasi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,

Universitas Indonesia. Penelitian dilakukan mulai bulan Januari sampai bulan Mei

2012.

3.2. Bahan

3.2.1. Sampel dan Bakteri

DNA genomik diekstraksi dari bakteri asam laktat Streptococcus

macedonicus MBF 10-2 dan Weissella confusa MBF 8-1 yang berasal dari koleksi

Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Departemen Farmasi Universitas

Indonesia. Sebagai inang transformasi digunakan One Shot® TOP 10 Chemically

Competent E.coli [Invitrogen].

3.2.2. Medium

Medium yang digunakan pada penelitian ini adalah medium de Man

Rogosa Sharpe Broth (MRS) [Oxoid], Bacto Agar [Difco], medium LB Broth

[Usb].

3.2.3. Bahan Kimia

Asam klorida [Merck], NaOH [Merck], dapar STET (Sukrosa [Wako],

Tris base [Usb], Na2EDTA [Merck], dan Triton X-100 [Merck]), Lisozim

[Sigma], SDS (Natrium Dodesil Sulfat) [Sigma], Proteinase K [Usb], Natrium

klorida [Oxoid], CTAB (Cethyltrimethylammonium Bromide) [Sigma], Kloroform

[Mallinckrodt], Isoamil alkohol [Sigma], Isopropanol [Aldrich], asam asetat

glasial [Aldrich], Etanol absolut [Merck], Enzim Sau3A1 [NEB], Enzim BamHI

[NEB], dapar NE 1 [NEB], dapar NE 3 [NEB], BSA [NEB], Enzim T4 DNA

Ligase [NEB], dapar ligasi [NEB], Enzim HindIII [Invitrogen], Enzim EcoRI

[Invitrogen], reaction buffer 2 [Invitrogen], reaction buffer 3 [Invitrogen], buffer
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tanggo [Fermentas], Plasmid pUC19 [Invitrogen], Agarosa NA [GE Health care],

EtBr (etidium bromida), DNA marker [Solis Biodyne], IPTG [Usb], X-gal

[Wako], DMF [Aldrich] Prep Ease® Minispin Plasmid kit [Affymetrix], Prep

Ease® Gel Extraction kit [Affymetrix], CaCl2 [Sigma], primer degenerate yaitu

Bac Fw 5’-GGW GGW AAG TAT TAT GGK AAY GG-3’ dan Bac Rv

5’-CAR AAW CCA TTT CCA CCA TTK GC-3’ [Cybergene], primer universal

yaitu M13 Fw 5’-GTA AAA CGA CGG CCA G-3’ dan M13 Rv

5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’ [Cybergene], KAPA 2G Robust Hotstart

[Biosystem].

3.3. Alat

Peralatan yang digunakan selama penelitian adalah : autoklaf [Hirayama],

oven [Lab-line dan WTC Binder], timbangan analitik [Scout dan Acculab],

pemanas dengan pengaduk magnetik [Torrey Pines Scienctific], inkubator [Orbital

Shaker Incubator], filter bakteri [Millex], pH meter [Eutech], Laminar Air Flow

Cabinet (LAF) [Esco], lemari pendingin [Sansio], Ultra Low Temperature

Freezer -80oC [New Brunswick Scienctific], freezer -20oC [Gea], sentrifus

[Sorvall-fresco, Eppendorf], alat elektroforesis gel mini [Mupid-Ex], Thermal

Cyler [MJ Mini BioRad], UV transiluminator dengan pelindung dan kamera

digital yang terhubung dengan komputer [BDA Biometra TI 1], dan alat-alat lain

yang biasa dipergunakan dalam laboratorium mikrobiologi dan bioteknologi.

3.4. Cara Kerja

3.4.1. Pembuatan Medium

3.4.1.1. Medium MRS Agar

Sebanyak 7,8 g kaldu MRS dan 2,25 g bakto agar dimasukkan ke dalam

labu bulat dan dilarutkan dalam aquabides secukupnya dengan pengaduk

magnetik. Larutan medium ini diatur pH-nya sebesar pH 6,2 ± 0,2 dengan pH

meter dengan menggunakan larutan NaOH 1N atau HCl 1N. Setelah itu medium

dicukupkan hingga 150 mL dengan aquabides dan dipanaskan di atas hotplate

sambil diaduk dengan pengaduk magnetik hingga mendidih. Kemudian disterilkan

dengan autoklaf pada suhu 121oC, tekanan 2 atm, selama 15 menit. Di dalam
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LAF, medium yang masih hangat dituang secara aseptis ke cawan petri. Setelah

membeku, cawan petri dibalik dan dibiarkan semalam dalam inkubator.

3.4.1.2. Medium MRS untuk Agar Miring

Sebanyak 5,2 g kaldu MRS, 0,5 g CaCO3, dan 1,5 g agar bakto

dimasukkan ke dalam labu bulat dan dilarutkan dalam aquabides secukupnya

dengan pengaduk magnetik. Larutan medium ini diatur pH-nya sebesar 6,2 ± 0,2

dengan pH meter dengan menggunakan larutan NaOH 1N atau HCl 1N. Setelah

itu medium dicukupkan hingga 100 mL dengan aquabides dan dipanaskan di atas

hotplate sambil diaduk dengan pengaduk magnetik hingga mendidih. Sambil

diaduk dengan pengaduk magnetik, medium tersebut dipipet sebanyak 5 mL ke

dalam tabung reaksi. Kemudian seluruh tabung reaksi disterilkan dengan autoklaf

pada suhu 121oC, tekanan 2 atm, selama 15 menit. Tabung reaksi dimiringkan

hingga membeku dan dimasukkan ke dalam lemari pendingin dengan suhu 4oC.

3.4.1.3. Medium MRS Cair

Sebanyak 7,8 gram kaldu MRS ditimbang, lalu dimasukkan ke dalam labu

bulat dan dilarutkan dalam aquabides secukupnya. Larutan medium ini diatur pH-

nya sebesar 6,2 ± 0,2 dengan pH meter dengan menggunakan larutan NaOH 1N

atau HCl 1N. Setelah itu medium dicukupkan hingga 100 mL dengan aquabides

dan dipanaskan di atas hotplate sambil diaduk dengan pengaduk magnetik hingga

mendidih. Medium MRS cair yang telah jadi dipipet sebanyak 7 mL dan

dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian disterilkan dalam autoklaf pada

suhu 121oC, tekanan 2 atm, selama 15 menit. Medium MRS cair yang telah

disterilisasi disimpan dalam lemari pendingin pada temperature 4oC dan dapat

digunakan untuk stok MRS cair.

3.4.1.4. Medium LB Agar-Ampisilin

Sebanyak 2 gram LB broth dan 1,5 g bakto agar ditimbang dan

dimasukkan ke dalam labu bulat. Kemudian ditambahkan aquabides secukupnya

sambil diaduk dengan pengaduk magnetik dan diatur pH-nya sebesar 7 ± 0,2

dengan pH meter dengan menggunakan larutan NaOH 1 N atau HCl 1N. Setelah
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itu medium dicukupkan volumenya hingga 100 mL dengan aquabides dan

dipanaskan di atas hotplate sambil diaduk dengan pengaduk magnetik hingga

mendidih. Media yang telah jadi disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121oC,

tekanan 2 atm, selama 15 menit. Setelah disterilisasi, medium dibiarkan sejenak

hingga tidak terlalu panas baru kemudian ditambahkan larutan ampisilin

50 mg/mL secara aseptis sebanyak 100 μL. Medium agar yang masih cair diaduk

dengan menggoyang-goyangkan labu bulat kemudian dituang pada petri steril

secara aseptis dan dibiarkan dingin dan mengeras. Medium yang sudah mengeras

disimpan dalam lemari pendingin pada temperatur 4oC.

3.4.1.5. Medium LB Agar untuk Transformasi

Sebanyak 2 g LB broth dan 1,5 g bakto agar ditimbang dan dimasukkan ke

dalam labu bulat. Kemudian ditambahkan aquabides secukupnya sambil diaduk

dengan pengaduk magnetik dan diatur pH-nya sebesar 7 ± 0,2 dengan pH meter

dengan menggunakan larutan NaOH 1 N atau HCl 1N. Setelah itu medium

dicukupkan volumenya hingga 100 mL dengan aquabides dan dipanaskan di atas

hotplate sambil diaduk dengan pengaduk magnetik hingga mendidih. Media yang

telah jadi disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121oC, tekanan 2 atm, selama 15

menit. Setelah disterilisasi, medium dibiarkan sejenak hingga tidak terlalu panas

baru kemudian ditambahkan larutan ampisilin 50 mg/mL sebanyak 100 μL,

larutan X-gal 20 mg/mL sebanyak 160 μL dan IPTG 0,1 M sebanyak 28 μL secara

aseptis. Medium agar yang masih cair diaduk dengan menggoyang-goyangkan

labu bulat kemudian dituang pada cawan petri steril secara aseptis dan dibiarkan

dingin dan mengeras. Medium yang sudah mengeras disimpan dalam lemari

pendingin pada temperatur 4oC.

3.4.1.6. Medium LB Cair

Sebanyak 2 g LB broth ditimbang dan dimasukkan dalam labu bulat.

Kemudian ditambahkan aquabides secukupnya sambil diaduk dengan pengaduk

magnetik dan diatur pH-nya sebesar 7 ± 0,2 dengan pH meter dengan

menggunakan larutan NaOH 1 N atau HCl 1N. Setelah itu medium dicukupkan

volumenya hingga 100 mL dengan aquabides dan dipanaskan di atas hotplate
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sambil diaduk dengan pengaduk magnetik hingga mendidih. Media yang telah jadi

dipipet masing-masing sebanyak 5 mL ke dalam tabung-tabung reaksi steril.

Medium kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121oC, tekanan 2 atm,

selama 15 menit. Medium LB cair yang telah disterilisasi disimpan dalam lemari

pendingin pada temperatur 4oC dan dapat digunakan untuk stok LB cair.

3.4.1.7. Medium LB Cair dengan Penambahan Ampisilin

Sebanyak 2 g LB broth ditimbang dan dimasukkan dalam labu bulat.

Kemudian ditambahkan aquabides secukupnya sambil diaduk dengan pengaduk

magnetik dan diatur pH-nya sebesar 7 ± 0,2 dengan pH meter dengan

menggunakan larutan NaOH 1N atau HCl 1N. Setelah itu medium dicukupkan

volumenya hingga 100 mL dengan aquabides dan dipanaskan di atas hotplate

sambil diaduk dengan pengaduk magnetik hingga mendidih. Media yang telah

jadi dipipet masing-masing sebanyak 5 mL ke dalam tabung-tabung reaksi steril.

Medium kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121oC, tekanan 2 atm,

selama 15 menit. Apabila medium akan digunakan, ditambahkan Ampisilin

50 mg/ml sebanyak 5 μL secara aseptis.

3.4.2. Pembuatan Larutan Dapar dan Pereaksi

3.4.2.1 Dapar STET

Sebanyak 32 g sukrosa, 2,42 g tris base, dan 7,4448 g Na2EDTA

dilarutkan dalam sejumlah aquabides. Lalu ditambahkan 0,4 mL Triton X-100 ke

dalam larutan tersebut, kocok hingga homogen. pH larutan disesuaikan hingga

8,0. Kemudian ditambahkan aquabides hingga tepat 400 mL dan disterilkan

dengan autoklaf pada suhu 121oC, tekanan 2 atm, selama 15 menit.

3.4.2.2 SDS (Natrium dodesil sulfat) 10%

Sebanyak 10 g SDS dilarutkan dalam aquabides hingga tepat 100 mL.

3.4.2.3 Proteinase K 25 mg/mL

Sebanyak 25 mg Proteinase K dilarutkan dalam 1 mL aquabides sambil

dikocok dengan vortex. Larutan disimpan dalam freezer -20oC.
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3.4.2.4 CTAB (Cethyltrimethylammonium bromide)

Sebanyak 2,925 g natrium klorida dilarutkan dalam aquabides secukupnya.

Sebanyak 5 g CTAB dilarutkan dalam aquabides dengan cara memasukkan CTAB

sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan pengaduk magnetik dan dipanaskan di

atas hotplate. Kemudian ditambahkan larutan natrium klorida yang telah dibuat

sebelumnya ke dalam larutan CTAB dan ditambahkan aquabides hingga tepat 100

mL. Larutan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121oC, tekanan 2 atm, selama

15 menit.

3.4.2.5 Tris base 1 M

Sebanyak 24,228 g tris base dilarutkan dalam aquabides hingga tepat

200 mL. Kemudian larutan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121oC, tekanan

2 atm, selama 15 menit

3.4.2.6 Tris HCl 10 mM pH 8

Sebanyak 0,4 mL tris base 1M dilarutkan dalam sedikit aquabides. pH

larutan disesuaikan hingga 8,0 dengan HCl 1N. lalu dicukupkan dengan aquabides

hingga tepat 40 mL. Larutan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121oC,

tekanan 2 atm, selama 15 menit.

3.4.2.7 Lisozim 10 mg/mL

Sebanyak 10 mg lisozim dilarutkan dalam 1 mL Tris HCl 10 mM, pH 8,0.

Larutan disimpan dalam freezer -20oC.

3.4.2.8 Na2EDTA 0,5 M

Sebanyak 18,6 g Na2EDTA dilarutkan dalam sedikit aquabides. Larutan

ditambahkan natrium hidroksida hingga larut dan hingga pH 8,0. Lalu

ditambahkan aquabides hingga tepat 100 mL. Larutan disterilkan dengan autoklaf

pada suhu 121oC, tekanan 2 atm, selama 15 menit.
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3.4.2.9 Dapar TAE (Tris Asetat EDTA) 50 X

Sebanyak 24,2 g tris base, 5,71 mL asam asetat glasial, dan 10 mL

Na2EDTA 0,5 M dilarutkan dalam aquabides. Kemudian pH larutan disesuaikan

hingga 8,0 dengan asam asetat 1 N dan tambahkan dengan aquabides hingga 100

mL. Kemudian larutan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121oC, tekanan 2

atm, selama 15 menit.

3.4.2.10 Dapar TAE 1 X

Sebanyak 5 mL dapar TAE 50 X dilarutkan dengan aquabides hingga tepat

250 mL. Kemudian larutan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121oC, tekanan

2 atm, selama 15 menit.

3.4.2.11 X-Gal 20 mg/mL

Sebanyak 20 mg X-Gal dilarutkan dalam 1 mL DMF (dimetilformamida).

3.4.2.12 IPTG 0,1 M

Sebanyak 24 mg IPTG dilarutkan dalam 1 mL aquabides, kemudian

larutan disterilkan dengan filter bakteri.

3.4.3. Proses Peremajaan dan Pembiakan Kultur

Satu sengkelit isolat kultur stok bakteri yang disimpan pada freezer -80oC

digoreskan pada medium MRS agar di cawan petri secara aseptis kemudian

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 32oC. Setelah diperoleh koloni tunggal, isolat

ditanam kembali pada media MRS agar miring sebagai kultur kerja dan kultur

stok peremajaan. Peremajaan bakteri dilakukan setiap dua minggu sekali dengan

cara memindahkan kembali kultur stok peremajaan ke media di cawan petri.

Untuk isolat BAL yang akan diekstraksi sebelumnya dikultur dalam medium

MRS cair kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 32oC.
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3.4.4. Ekstraksi DNA Genomik BAL

Ekstraksi DNA genomik dilakukan dengan metode modifikasi Murray dan

Thompsom [1980] menggunakan Cethyltrimethylammonium Bromide (CTAB).

Isolat BAL yang akan diekstraksi, sebelumnya dikultur dalam 7 mL medium cair

MRS, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 32oC. Kemudian sel bakteri

tadi dimasukkan ke dalam tabung mikro 1,5 mL steril dan disentrifus dengan

mikrosentrifus berpendingin pada suhu 20oC selama 3 menit, dengan kecepatan

10.000 x g. Lalu supernatan dibuang, dilakukan beberapa kali hingga total sel

bakteri yang diambil berjumlah 12 mL. Pelet sel yang didapat disuspensikan

kembali ke dalam 557 μL dapar STET dan dikocok dengan vortex. Setelah itu

sebanyak 10 μL larutan lisozim 10 mg/mL, 30 μL SDS 10%, dan 4 μL

proteinase-K 25 mg/mL ditambahkan ke dalam suspensi tersebut. Suspensi

dihomogenkan dengan cara membalikkan tabung mikro beberapa kali. Kemudian

suspensi tersebut diinkubasi pada suhu 37oC selama 60 menit. Selanjutkan

sebanyak 65 μL NaCl 4 M dan 80 μL CTAB ditambahkan ke dalam suspensi, lalu

dikocok dengan vortex dan diinkubasi pada suhu 65oC selama 30-60 menit.

Langkah selanjutnya adalah melakukan ekstraksi dengan kloroform dan

isoamilalkohol (24:1, v/v) sebanyak 650 μL (624 μL kloroform dan 26 μL

isoamilalkohol). Campuran tersebut kemudian dikocok dengan vortex dan

disentrifus dengan mikrosentrifus berpendingin pada suhu 20oC, selama 2 menit

dengan kecepatan 10.000 x g. Kemudian supernatan diambil dan dimasukkan ke

dalam tabung mikro yang baru dan steril dengan menggunakan mikropipet.

Supernatan ini diekstraksi kembali dengan kloroform dan isoamilalkohol. Setelah

itu supernatan tadi ditambahkan dengan isopropanol dingin sebanyak 400 μL dan

larutan dibolak balik secara perlahan sampai terlihat benang-benang putih halus

(benang DNA). Larutan yang mengandung DNA tersebut disentrifus pada suhu

20oC, selama 3 menit, dengan kecepatan 10.000 x g. Pelet DNA yang diperoleh

kemudian ditambahkan larutan etanol 70% dingin sebanyak 1 mL dan bolak balik

tabung tabung mikro beberapa kali secara perlahan-lahan. Larutan tersebut

selanjutnya disentrifus pada suhu 20oC, selama 2 menit, dengan kecepatan

10.000 x g. Kemudian supernatan dibuang dan pelet DNA dikeringkan di udara
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(kira-kira 2 jam). Setelah kering, pelet DNA kemudian dilarutkan dalam 25 μL

aquabides dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 15 menit. Kemudian DNA yang

dihasilkan dielektroforesis pada gel agarosa. Sedangkan sisanya dapat disimpan di

dalam freezer -20oC.

3.4.5. Isolasi DNA Plasmid

Isolasi DNA plasmid pUC19 dilakukan dengan menggunakan PrepEase®

MiniSpin Plasmid Kit

Kultur bakteri E.coli yang membawa plasmid pUC19 diinokulasikan

dalam media LB cair yang mengandung Ampisilin 50 μg/mL selama 16-18 jam.

Kemudian sebanyak 5 mL inokulum dimasukkan ke dalam tabung mikro 1,5 mL

dan disentrifus menggunakan mikrosentrifus pada kecepatan 11.000 x g selama 30

detik pada suhu ruang. Supernatan dibuang. Tahap berikutnya dilakukan

resuspensi pelet sel bakteri dengan 250 μL dapar RNase A-A1. Selanjutnya

dilakukan lisis dengan menggunakan 250 μL dapar A2. Campuran tersebut

dihomogenkan dan diinkubasi pada suhu ruang 20oC selama 3 menit. Kemudian

dilakukan netralisasi dengan menambahkan 300 μL dapar A3 dan dihomogenkan.

Tahap selanjutnya adalah dilakukan penjernihan lisat dengan disentrifus

pada kecepatan 11.000 x g pada suhu 4oC selama 10 menit. Kemudian plasmid

yang didapat diikat pada kolom PrepEase® Minispin dan disentrifus dengan

kecepatan 11.000 x g selama 1 menit. Filtrat yang terdapat pada tabung

penampung dibuang. Kolom dicuci menggunakan 500 μL dapar AW yang telah

dipanaskan pada suhu 50oC kemudian disentrifus pada kecepatan 11.000 x g

selama 1 menit. Filtrat yang terdapat pada tabung penampung dibuang.

Selanjutnya kolom dicuci kembali dengan menggunakan dapar A4 dan disentrifus

pada kecepatan 11.000 x g selama 1 menit. Filtrat dibuang serta dilakukan

pengeringan kolom dengan disentrifus kembali pada kecepatan 11.000 x g selama

2 menit.

Tahap terakhir adalah elusi kolom untuk melepaskan ikatan plasmid pada

kolom. Kolom diletakkan dalam tabung mikro 1,5 mL kemudian ditambahkan

50 μL dapar AE dan diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit. Selanjutnya
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disentrifus dengan kecepatan 11.000 x g selama 1 menit. Filtrat yang didapat di

simpan dalam freezer suhu -20oC (protokol Affymetrix).

3.4.6. Digesti DNA Genomik menggunakan Endonuklease Restriksi Sau3AI

Komposisi dengan total total 40 μL yang terdiri dari aquabides bebas

nuklease, 10 x Dapar NE 1, BSA 100 X, DNA genomik serta endonuklease

restriksi Sau3AI 4000 u/mL masing-masing sebanyak 3 μL, 5 μL, 1 μL, 40 μL,

1 μL dimasukkan ke dalam tabung mikro. Dihomogenkan perlahan dengan tangan

kemudian disentrifus beberapa detik. Selanjutnya dilakukan inkubasi selama 2

hingga 3 jam pada suhu 37oC. Digesti DNA genomik dihentikan dengan inkubasi

pada suhu 65oC selama 20 menit (Sau3AI, n.d.).

3.4.7. Digesti DNA Plasmid menggunakan Endonuklease Restriksi BamHI

Komposisi dengan total 20 μL yang terdiri dari aquabides bebas nuklease,

10 x Dapar NE 3, BSA 100 x, DNA plasmid serta endonuklease restriksi BamHI

20.000 u/mL masing-masing sebanyak 6 μL, 2 μL, 1 μL, 10 μL, 1 μL dimasukkan

ke dalam tabung mikro. Dihomogenkan perlahan dengan pipet kemudian

disentrifus beberapa detik. Selanjutnya dilakukan inkubasi selama 24 jam pada

suhu 37oC. Setelah proses digesti selesai, DNA plasmid dimurnikan dengan

purifikasi dalam gel agarosa (BamHI, n.d.).

3.4.8. Analisis Fragmen DNA dengan Elektroforesis Gel Mini

Dibuat gel agarosa dengan konsentrasi 2 % dengan komposisi :

0,4 gram agarosa dan 20 mL dapar TAE 1 X. Setelah mendidih, agar dituang ke

dalam cetakan gel dan dimasukkan Etidium Bromida 100 μg/mL sebanyak 2 μL

dan dihomogenkan dengan sisir cetakan. Kemudian agar ditunggu 20 menit

hingga mengeras.

Tahapan elektroforesis adalah sebagai berikut :

Dicampurkan sampel sebanyak 2 μL loading dye dengan 5 μL DNA dan

dihomogenkan dengan pipeting. Kemudian sampel dimasukkan ke dalam sumuran

gel yang berbeda untuk masing-masing sampel. Dimasukkan marker DNA

sebanyak 2 μL pada sumur yang berbeda. Kemudian diilakukan elektroforesis
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selama 30 menit. Agar hasil elektroforesis kemudian difoto dengan kamera dalam

hood.

3.4.9. Purifikasi Fragmen DNA dari Gel Elektroforesis

Hasil elektroforesis gel agarosa 1,5% dipotong pada daerah 0,5-2 kb

dengan menggunakan pisau silet baru dan steril. Irisan gel dipindahkan ke dalam

tabung mikro 1,5 mL baru dan steril kemudian berat potongan gel tersebut

ditimbang. Sebanyak 200 μL dapar NT ditambahkan ke dalam tabung mikro

tersebut kemudian dikocok dengan vortex dan diinkubasi pada suhu 55-60oC

selama 15 menit hingga irisan gel terlarut sempurna. Selama inkubasi tabung

mikro dibolak-balik setiap 3 menit. Kemudian campuran tersebut didiamkan

dingin pada suhu kamar.

Campuran tersebut dipipet ke dalam kolom Prep Ease® Cleanup yang

terpasang pada tabung penampung kemudian disentrifus pada kecepatan

11.000 x g selama 1 menit. Cairan yang tertampung pada tabung penampung

dibuang dan kolom ditempatkan kembali pada tabung penampung. Sebanyak 600

μL dapar NT3 yang telah dicampur dengan etanol di tambahkan ke dalam kolom

dan disentrifus kembali pada 11.000 x g selama 1 menit. Cairan yang terkumpul

dibuang dan kolom ditempatkan kembali dalam tabung penampung serta

disentrifus kembali pada kecepatan 11.000 x g selama 2 menit hingga membran

kolom mengering.

Kolom yang telah kering dipindahkan ke dalam tabung mikro 1,5 mL yang

baru dan steril. Sebanyak 15 μL dapar NE ditambahkan ke bagian tengah dari

membran kolom agar pengendapan pada dinding kolom dapat dihindari dan

dibiarkan selama 1 menit hingga dapar NE terserap dalam membran. Selanjutnya

tabung mikro tersebut disentrifus kembali pada 11.000 x g selama 1 menit untuk

mendapatkan DNA murni. DNA yang didapatkan disimpan pada frezzer suhu

-20oC (protokol Affymetrix).

3.4.10. Ligasi Fragmen DNA ke dalam Vektor pUC19

Untuk ligasi digunakan rasio insert terhadap vektor 20:1. Komposisi

dengan total reaksi 20 μL yang terdiri dari DNA insert, vektor pUC19 terdigesti,
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dapar ligasi, T4 DNA Ligase, dan aquabides masing-masing sebanyak 12 μL;

0,6 μL; 2 μL; 1 μL; 4,4 μL dimasukkan ke dalam tabung mikro baru dan steril.

Kemudian campuran tersebut dihomogenkan perlahan dengan tangan. Proses

ligasi dilakukan dilakukan pada suhu 14oC selama 24 jam (T4 DNA Ligase, n.d.).

3.4.11. Transformasi Hasil Ligasi ke dalam One Shot® TOP 10 Chemically
Competent E.coli dengan Menggunakan Heat Shock
Hasil ligasi fragmen DNA serta kontrolnya berupa pUC19 yang telah

terdigesti dengan BamHI masing-masing dicampur dengan 100 μL CaCl2 dingin.

Sel E.coli TOP 10 yang telah kompeten (50 μL), ditambahkan campuran ligasi

dengan CaCl2 dan diinkubasi dalam penangas es selama 30 menit. Inkubasi

dilanjutkan dalam waterbath suhu 42oC selama tepat 90 detik. Dengan segera hasil

inkubasi tersebut dipindahkan ke dalam penangas es kembali dan diinkubasi

selama 1 hingga 2 menit. Ke dalam masing-masing tube ditambahkan 500 μL

medium LB broth. Kultur diinkubasi pada suhu 37oC selama 60 menit pada

kecepatan 200 rpm. Hasil kultur dipipet sebanyak 50 μL dengan tip baru dan steril

ke dalam LB agar untuk transformasi dan disebar dengan bantuan beads steril. Hal

ini dilakukan pada 5 petri. Sisa kultur kemudian disentrifus dengan kecepatan

2000 x g selama 5 menit. Supernatan dibuang sebanyak 350 μL dan pelet sel

diresuspensi dalam 50 μL medium LB broth. Hasilnya dituang ke dalam medium

LB agar untuk transformasi, disebar dengan bantuan beads steril dan diinkubasi

pada suhu 37oC selama 12-16 jam. Transformasi dilakukan disertai dengan

kontrol media dan kontrol plasmid terdigesti (Sambrook dan Russell, 2001).

3.4.12. Seleksi Koloni Putih Biru

Koloni putih diambil kemudian dimurnikan ke medium LB agar yang telah

mengandung Ampisilin 50 μg/mL, diinkubasi selama 16 jam pada temperatur

37°C (Sambrook dan Russell, 2001).

3.4.13. PCR Koloni

Diambil masing-masing koloni putih yang telah dipurifikasi dengan

menggunakan ujung tip kuning yang baru dan steril kemudian dicelupkan ke
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dalam tabung mikro baru dan steril yang telah berisi aquabides 100 μL. Campuran

tersebut dipanaskan pada suhu 95oC kemudian disentrifus. Bagian supernatan

akan digunakan sebagai cetakan pada PCR.

Untuk campuran PCR dibuat campuran dari 5X KAPA2G Dapar B

5,0 μL, dNTP (10 mM) 0,50 μL, primer forward berupa primer universal yang

terdapat pada pUC19 yaitu M13 Fw dan primer reverse menggunakan primer

degenerate untuk gen-gen bakteriosin yaitu deg Bac Rv masing-masing sebanyak

2 μL, dan cetakan DNA sebanyak 1 μL. Selanjutnya ditambahkan aquabides

sebanyak 14,3 μL. Baru ditambahkan KAPA2G Robust HotStart DNA

Polymerase sebanyak 0,2 μL. sehingga diperoleh volume total 25 μL, kemudian

larutan dihomogenkan. Larutan tersebut disentrifus selama beberapa detik dan

siap digunakan untuk proses PCR.

Disamping itu juga dilakukan proses PCR dengan tahapan yang sama

dengan menggunakan primer reverse berupa primer universal yang terdapat pada

pUC19 yaitu M13 dan primer deg Bac Fw.

Proses PCR dilakukan dengan pengaturan siklus dilakukan dengan

mengatur kondisi sebagai berikut :

a) Pra Siklus : 95oC, 30 detik

b) Siklus 30 kali : Tahapan denaturasi : 95oC/30 detik

Tahapan pelekatan : 56oC/30 detik

Tahapan perpanjangan : 72oC/1 menit

c) Pasca-siklus : Pasca perpanjangan : 72oC, 3 menit

Hasil PCR dianalisis dengan elektroforesis gel agarosa 2 %.

3.4.14. Sekuensing Produk PCR

Hasil positif PCR koloni kemudian dipurifikasi melalui ekstraksi gel. Dan

hasilnya disekuensing dengan menggunakan primer penghasilnya yang dilakukan

pada Yayasan Genneka Eijkman.

3.4.15. Analisis Hasil Sekuensing

Hasil sekuensing yang diperoleh dianalisis menggunakan metode BLAST

secara online yang terhubung dengan server National Center for Biotechnology
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Information, Bethesda, MD (www.ncbi.nlm.nih.gov). Dengan metode ini gen

yang terkloning akan dibandingkan dengan gen lainnya yang mirip dan

diharapkan mirip dengan gen-gen bakteriosin yang sudah ada di database

GenBank.

Analisis hasil sekuensing dilakukan dengan metode BLAST untuk

membuktikan gen yang terkloning adalah gen bakteriosin.

3.4.16. Verifikasi Rekombinan dengan Endonuklease Restriksi

Semua plasmid dari koloni putih yang dihasilkan diisolasi dengan

PrepEase® MiniSpin Plasmid Kit. Kemudian dilakukan digesti dengan

menggunakan endonuklease restriksi HindIII, EcoRI, serta kombinasi keduanya

dalam berbagai reaction buffer. Komposisi dengan total volume 20 μL untuk

digesti tunggal yang terdiri dari aquabides bebas nuklease, 10 x reaction buffer,

DNA rekombinan serta endonuklease restriksi masing-masing sebanyak 16 μL,

2 μL, 1 μL, 1 μL dimasukkan ke dalam tabung mikro. Dihomogenkan perlahan

dengan tangan kemudian disentrifus beberapa detik. Selanjutnya dilakukan

inkubasi selama 18 jam pada suhu 37oC.

Komposisi dengan total volume 20 μL untuk double digest yang terdiri

dari aquabides bebas nuklease, 10 x reaction buffer, DNA rekombinan serta

endonuklease restriksi pertama dan endonuklease restriksi kedua masing-masing

sebanyak 15 μL, 2 μL, 1 μL, 1 μL, 1 μL dimasukkan ke dalam tabung mikro.

Dihomogenkan perlahan dengan tangan kemudian disentrifus beberapa detik.

Selanjutnya dilakukan inkubasi selama 18 jam pada suhu 37oC.
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3.5. Skema Kerja

Langkah-langkah penelitian ini dapat dirangkum dalam diagram berikut :

Peremajaan BAL dari stok
beku

Penanaman E.coli yang
mengandung plasmid pUC19

ke medium LB cair-
Ampisilin

Inokulasi BAL ke medium
MRS Cair

Ekstraksi DNA genomik

Digesti DNA genomik
dengan Sau3A1

Digesti DNA plasmid dengan
BamHI

Isolasi DNA plasmid

Purifikasi DNA plasmidPurifikasi fragmen DNA
genomik

Ligasi fragmen DNA ke
vektor pUC19

Transformasi ke dalam One Shot® TOP
10 Chemically Competent E.coli

PCR Koloni

Sekuensing

Isolasi plasmid dari
koloni putih

Verifikasi dengan
endonuklease restriksi

Analisa hasil sekuensing
dengan metode BLAST
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BAB 4

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Isolasi DNA Genomik

Sampel-sampel BAL yang dipilih diambil dari stok beku di freezer -80oC

kemudian diremajakan pada medium MRS agar pada cawan petri dan diinkubasi

pada suhu 32oC selama 24 jam. Waktu inkubasi 24 jam dianggap cukup bagi

bakteri untuk mencapai fase akhir pertumbuhan atau fase stasionernya. Pada fase

ini sebagian besar bakteri telah dewasa dan mampu menunjukkan sifat fenotip dan

genotip yang sempurna (Reimer dan Carrol, 1993). Setelah proses peremajaan,

BAL disimpan pada temperatur 4oC. Koloni tunggal yang didapat kemudian

ditanam pada medium agar MRS miring yang akan digunakan sebagai kultur kerja

dan kultur stok. Kultur stok berguna khusus untuk peremajaan bakteri yang

dilakukan setiap dua minggu sekali, sedangkan kultur kerja digunakan sebagai

kultur yang digunakan dalam bekerja selama menunggu waktu peremajaan

kembali.

Setelah proses peremajaan kultur, dilakukan ekstraksi DNA. Kultur yang

akan diekstraksi terlebih dahulu diinokulasikan ke dalam medium MRS cair,

kemudian diinkubasi pada suhu 32oC selama 24 jam sebelum digunakan untuk

ekstraksi DNA genomik. Kultur sel BAL dari medium MRS cair disentrifus

terlebih dahulu untuk mengumpulkan pelet selnya yang selanjutkan akan

digunakan untuk ekstraksi DNA. Metode ekstraksi DNA yang digunakan pada

penelitian ini yaitu metode modifikasi Murray dan Thompson [1980] dengan

menggunakan CTAB (cethyltrimethylammonium bromide). Metode ini dipilih

karena metodenya cukup mudah dan hasil ekstraksi DNA yang dihasilkan juga

dinilai cukup bersih (Malik, Ariestanti, Nurfachtiyani, dan Yanuar, 2008). Pelet

sel yang didapat disuspensikan dengan dapar STET untuk membersihkan pelet sel

dari sisa-sisa medium MRS yang mungkin terbawa. Dapar STET mengandung

sukrosa, tris base, Na2EDTA dan triton X-100. Sukrosa dapat melisiskan sel

melalui mekanisme kejutan osmotik, Na2EDTA memiliki efek penghambatan

terhadap DNAse dengan mengkhelat ion Mg2+ yang dibutuhkan oleh DNAse dari

lapisan lipopolisakarida. Triton X-100 merupakan detergen non-ionik yang dapat
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membantu dalam proses lisis sel secara kimia. Aktivitas penghambatan DNAse

juga disebabkan oleh pH dari dapar STET 8,0 , dimana pada di bawah kondisi

tersebut DNAse tidak dapat bekerja secara optimum dalam menghidrolisis DNA

(Winfrey, Rott dan Wortman, 1997). Proses lisis terhadap dinding sel BAL tidak

mudah terjadi karena bakteri asam laktat merupakan bakteri gram positif yang

mempunyai dinding sel yang terdiri dari lapisan peptidoglikan yang sangat tebal.

Peptidoglikan merupakan polimer rigid terdiri atas subunit asam N-asetilmuramat

dan N-asetilglukosamin. Oleh karena itu diperlukan penambahan enzim lisozim

yang membantu proses lisis dengan menghidrolisis ikatan glikosidik β-(1,4)

diantara asam N-asetilmuramat dan N-asetilglukosamin tersebut (Black, 1999).

SDS merupakan golongan detergen (surfaktan) ditambahkan untuk merusak

membran sel pada tahan berikutnya. SDS juga membantu disosiasi kompleks

DNA-protein. Sedangkan penambahan enzim Proteinase-K dapat membantu kerja

dari SDS dalam mendegradasi protein (Winfrey, Rott dan Wortman, 1997).

Penambahan CTAB dalam proses selanjutnya bertujuan untuk

memisahkan DNA dari debris sel, protein, dan polisakarida. CTAB sebagai

surfaktan kationik akan berikatan membentuk kompleks dengan DNA yang

bermuatan negatif. Dengan adanya konsentrasi garam yang tinggi yaitu NaCl 4 M,

kompleks DNA-CTAB yang terbentuk akan larut (Ausubel et al., 2003). DNA

yang telah terpisah kemudian diekstraksi dengan penambahan kloroform dan

isoamilalkohol. Kloroform memiliki mekanisme kerja mendenaturasi protein dan

memfasilitasi pemisahan fase organik dan nonorganik sehingga dapat

membersihkan protein dari larutan. Isoamilalkohol memiliki mekanisme kerja

mengurangi gelembung udara yang terbentuk pada saat ekstraksi. Setelah

disentrifus nampak ada tiga lapisan yang terbentuk yaitu lapisan bawah

(kloroform), lapisan tengah (debris sel dan protein), dan lapisan atas (DNA)

(Ausubel et al., 2003). Lapisan yang mengandung DNA dipipet secara seksama

dimasukkan ke dalam tabung mikro baru dan steril dan dilakukan ekstraksi ulang

dengan kloroform dan isoamilalkohol untuk memperoleh DNA yang bersih dari

debris sel dan protein.

Supernatan yang mengandung DNA ditambahkan dengan isopropanol

dingin untuk mengendapkan DNA dari lapisan air. Pada tahapan ini jumlah DNA
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yang terekstraksi belum banyak sehingga hanya terlihat berupa endapan putih

pada dasar tabung mikro. Endapan yang terbentuk dicuci dari kandungan garam

yang masih tercampur dengan penambahan etanol 70% dingin (Ausubel et al.,

2003). Dalam prosedur ini DNA menjadi lebih pekat karena dapat terpisah dari

larutannya sebagai pelet DNA yang tidak larut. DNA yang diperoleh kemudian

dikeringkan selama 3 jam pada suhu ruang untuk menghilangkan sisa alkohol.

Kemudian pelet DNA dilarutkan dalam 25 μL aquabides dan diinkubasi pada suhu

37oC selama 15 menit untuk membantu proses pelarutan. Larutan DNA disimpan

pada freezer -20oC untuk mencegah terjadinya kerusakan DNA.

Adanya pita pada gel agarosa 1,5 % dalam pengujian dengan

elektroforesis gel mengindikasikan terekstraksinya DNA genomik BAL, seperti

tampak pada Gambar 4.1. DNA genomik yang dihasilkan dapat digunakan untuk

reaksi digesti menggunakan enzim Sau3A1.

4.2. Isolasi Plasmid pUC19

Tahapan selanjutnya adalah melakukan isolasi DNA plasmid

menggunakan PrepEase® MiniSpin Plasmid kit. Prinsip isolasi dari kit ini

menggunakan prosedur alkaline lysis dan membran filter spin-columns anion

exchange terpatenkan. Pada tahapan awal isolasi plasmid ini, pelet sel

diresuspensi dalam dapar A1 yang telah mengandung RNase. Fungsi dari RNAse

sendiri adalah untuk menghilangan kontaminan RNA yang ada dan dapar A1 itu

sendiri untuk menjaga agar kondisi pemurnian ini berada dalam pH basa.

Kemudian hasil resuspensi tersebut ditambahkan dapar A2 yang mendandung

SDS untuk melisis sel. Tahap ini harus dilakukan dengan hati-hati agar DNA

genomik tidak ikut keluar dari debris sel ke dalam suspensi. Setelah proses lisis

dilakukan maka lisat yang ada dinetralisasi dengan menambahkan dapar A3.

Tujuan netralisasi ini adalah untuk mengendapkan kompleks protein-SDS serta

debris sel. Tahapan ini dibantu juga dengan sentrifugasi. Kemudian lisat jernih

yang mengandung DNA plasmid dimasukkan ke dalam kolom dan dibilas dengan

dapar pencuci untuk menghilangkan nukelase yang ada. Tahapan paling akhir

adalah dilakukan pengelusian DNA plasmid yang terikat pada kolom dengan

menggunakan dapar pengelusi. Hasil isolasi plasmid pUC19 tampak pada
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Gambar 4.1. Nampak 3 pita pada gel agarosa karena adanya perbedaan bentuk

konformasi plasmid pUC19 ( linear, nicked, supercoiled).

Keterangan : 1. Plasmid pUC19 terdigesti BamHI; 2. Plasmid pUC 19 utuh; 3. Marker 100bp;
4.DNA genomik Streptococcus macedonicus MBF 10-2; 4. DNA genomik
Weissella confusa MBF 8-1

Gambar 4.1. Hasil isolasi DNA.

4.3. Kloning DNA Genomik BAL ke dalam Plasmid pUC19

Pada penelitian ini dilakukan kloning dengan metode genomic library.

Penggunaan metode ini diharapkan dapat mengidentifikasi gen bakteriosin

dibandingkan metode amplifikasi langsung dari DNA genomik dengan

menggunakan PCR. Metode amplifikasi langsung dari DNA genomik dengan

menggunakan PCR sudah pernah dicobakan dan tidak memberikan hasil yang

baik, dimana gen bakteriosin yang ada tidak dapat teramplifikasi. Hal ini

dimungkinkan karena ukuran DNA genomik yang begitu besar sehingga lebih

sulit bagi primer untuk melekat pada situs yang sesuai. Pada teknik genomic

library ukuran DNA rekombinan yang didapat lebih kecil sehingga diharapkan

1  2   3   4   5

Marker 100 bp
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lebih memudahkan dalam proses pengidentifikasian gen bakteriosin yang

diinginkan.

Setelah didapatkan DNA genomik dan DNA plasmid dilakukan proses

digesti menggunakan endonuklease restriksi. Untuk DNA genomik dilakukan

proses digesti menggunakan endonuklease restriksi Sau3AI yang mengenali situs

pemotongan pada urutan basa GATC. Enzim Sau3AI dipilih karena sekuens

pengenalannya adalah tetranukleotida (pemotong sering) dimana dengan

pemotongan yang dilakukan secara parsial diharapkan dapat memenuhi sebaran

ukuran fragmen DNA yang dapat mewakili populasinya. Inkubasi dilakukan pada

suhu 37oC sesuai dengan suhu kerja optimal enzim tersebut. Waktu inkubasi yang

dibutuhkan adalah 2 jam agar potongan DNA yang dihasilkan memiliki variasi

ukuran yang mencukupi, sekitar 0,5 hingga 2 kb seperti dapat diamati pada

Gambar 4.2. Setelah inkubasi dilakukan inaktivasi enzim Sau3AI dengan

pemanasan pada suhu 65oC selama 20 menit. Kemudian seluruh produk digesti

tersebut dimurnikan dengan ekstraksi dari gel agarosa dan diambil hasil

pemotongan yang berukuran 0,5 hingga 2 kb. Sedangkan untuk DNA plasmid

dilakukan proses digesti menggunakan enzim BamHI yang mengenali situs

pemotongan pada urutan basa GGATCC. Penggunaan enzim BamHI untuk

plasmid dipilih selain karena terdapatnya situs pengenalan BamHI pada MCS

vektor juga dikarenakan sekuens pengenalan dari BamHI adalah heksanukleotida

(pemotong jarang) sehingga plasmid hanya terpotong menjadi satu plasmid linear.

Proses inkubasi ini dilakukan pada suhu 37oC selama 24 jam untuk memastikan

semua plasmid terpotong sempurna. Hasil digesti plasmid tersebut kemudian

dimurnikan melalui proses ekstraksi dari gel agarosa.
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Keterangan: 1. Digesti MBF 8-1 selama ½ jam; 2. Digesti MBF 8-1 selama 1 jam; 3. Digesti
MBF 8-1 selama 1,5 jam; 4. Digesti MBF 8-1 selama 2 jam; 5. Digesti MBF 8-1
selama 2,5 jam; 6 Marker 100 bp; 7. Marker 1 kb; 8. Digesti MBF 10-2 selama ½
jam; 9. Digesti MBF 10-2 selama 1 jam; 10. Digesti MBF 10-2 selama 1,5 jam;
11. Digesti MBF 10-2 selama 2 jam; 12. Digesti MBF 10-2 selama 2,5 jam

Gambar 4.2. Hasil orientasi digesti DNA genomik Streptococcus macedonicus
MBF 10-2 dan Weissella confusa MBF 8-1 dengan enzim Sau3A1

Hasil potongan DNA genomik diligasikan dengan plasmid pUC19

terdigesti menggunakan enzim T4 DNA ligase. Pada awalnya reaksi dilakukan

pada suhu 4oC selama 24 jam. Namun setelah dilakukan transformasi dan

ditumbuhkan pada LB Agar untuk transformasi yang nampak hanya koloni biru.

Nampaknya pada suhu 4oC plasmid pUC19 terdigesti lebih cenderung melakukan

religasi sendiri sebelum bertemu dengan potongan dari DNA genomik. Oleh

karena itu dilakukan percobaan kedua pada suhu 14oC selama 24 jam. Hasil ligasi

kemudian ditransformasikan ke dalam sel One Shot® TOP 10 Chemically

Competent E.coli. Proses transformasi dilakukan dengan metode heat shock. Hasil

ligasi dicampurkan dengan CaCl2 dingin agar berada dalam kondisi yang sama

dengan sel E.coli yang telah kompeten. Secara teoritis, ion Ca2+ dari CaCl2 dapat

berinteraksi dengan muatan negatif sehingga menciptakan suasana netral secara

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Marker 100 bp
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elektrostatik. Ketika DNA ditambahkan ke dalam sel kompeten, DNA hanya

menempel pada bagian sel terluar dan belum dimasukkan ke dalam sitoplasma.

Perpindahan sebenarnya dari DNA ke dalam sel kompeten dipicu oleh heat shock

dimana suhu lingkungan ditingkatkan dari 0oC ke suhu 42 oC (Brown, 2010).

Setelah dilakukan transformasi dan ditumbuhkan pada LB Agar untuk

transformasi tampak 3 koloni putih untuk rekombinan Streptococcus macedonicus

MBF 10-2 dan 1 koloni putih untuk rekombinan Weissella confusa MBF 8-1.

Sedangkan pada kontrol media dan kontrol plasmid terdigesti tidak nampak

adanya pertumbuhan bakteri. Reaksi ligasi yang ideal dengan T4 DNA ligase

sebenarnya dilakukan pada suhu 16oC sesuai dengan protokol dari enzim

penghasilnya. Namun terdapat kendala dimana tidak tersedianya inkubator yang

mencapai kapasitas suhu 16oC. Selain itu, sedikitnya jumlah koloni putih yang

didapat dikarenakan tidak diaplikasikannya alkaline fosfatase pada plasmid yang

terdigesti guna mencegah terjadinya religasi plasmid yang telah terdigesti. Pada

penelitian kali ini sempat dicobakan memakai alkaline fosfatase yang tersedia di

laboratorium namun alkaline fosfatase tersebut ternyata sudah tidak aktif. Hal ini

ditunjukkan dengan hasil transformasi yang tetap didominasi oleh koloni

berwarna biru.

Koloni berwarna putih menunjukkan bahwa adanya interupsi pada gen

LacZ dari pUC19 oleh fragmen DNA insert. Interupsi ini mengakibatkan tidak

dihasilkannya enzim β-galaktosidase oleh plasmid pUC19 sehingga substrat

X-gal tidak diubah menjadi senyawa galaktosa dan 5,5’-dibromo-4,4’-dikloro-

indigo yang berwarna biru (Karcher, 1995). Sedangkan koloni berwarna biru

menunjukkan tidak terjadinya interupsi pada gen LacZ sehingga masih dihasilkan

enzim β-galaktosidase yang dapat mengurai X-Gal seperti nampak pada Gambar

4.3.
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Gambar 4.3. Koloni biru putih dari rekombinan pUC19-Weissella confusa MBF
8-1 yang telah diambil koloni putihnya.

4.4. PCR Koloni

Dari koloni putih tersebut diperiksa dengan PCR koloni. Primer

oligonukleotida yang digunakan pada penelitian ini yaitu primer degenerate Bac

Fw dan Bac Rv serta primer universal M13 Fw dan M13 Rv. Target dari primer

universal adalah daerah pelekatan primer universal yang terdapat pada konstruksi

plasmid pUC19. Sedangkan target dari primer degenerate yang digunakan pada

penelitian ini adalah daerah yang mengandung gen bakteriosin pada rekombinan

E.coli TOP 10. Primer degenerate berguna dalam PCR untuk mengamplifikasi

suatu fragmen DNA yang belum banyak diketahui urutan nukleotidanya sehingga

primer yang spesifik tidak dapat dibuat. Primer semacam ini juga berguna untuk

melakukan amplifikasi suatu gen yang belum diketahui urutan nukleotidanya

tetapi gen tersebut masuk dalam kelompok famili gen tertentu (Innis dan Gelfand;

1990). Primer degenerate yang digunakan dalam penelitian ini dirancang dari

daerah lestari pada bakteriosin yang dihasilkan oleh spesies lain.

Pada penelitian ini, PCR koloni dilakukan dengan menggunakan

kombinasi primer universal M13 Fw dan deg Bac Rv serta kombinasi primer

universal M13 Rv dan deg Bac Fw. Kondisi awal PCR yang dipakai adalah

dengan menggunakan suhu annealing 55oC yang diperkirakan berdasarkan Tm
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dari masing-masing primer yang dipakai. Primer deg Bac memiliki Tm pada suhu

59oC dan primer universal M13 memiliki Tm 49 oC. Menurut protokol penghasil

enzim yang dipakai suhu annealing yang cocok adalah pada kisaran 3oC hingga

5oC diantara Tm (KAPA2GTM Robust HotStart, n.d.). Hasil yang didapatkan

adalah banyak multiple band yang muncul. Kemudian suhu annealing dinaikkan

ke suhu 56oC masih belum nampak pita tunggal namun tidak terlalu banyak pita

pengganggu. Ketika suhu annealing dinaikkan menjadi 57oC sudah tidak nampak

pita sama sekali. Maka dari itu suhu annealing yang dipilih adalah 56oC.

Dari ketiga koloni putih dari rekombinan Streptococcus macedonicus

MBF 10-2 ternyata dua koloni, yaitu klon A2 dan klon A5, yang menunjukkan

hasil positif ketika dilakukan amplifikasi dengan PCR koloni, seperti terlihat pada

Gambar 4.4 dan Gambar 4.5. Satu koloni putih dari rekombinan Weissella confusa

MBF 8-1 menunjukkan hasil PCR koloni yang positif juga. Ukuran produk PCR

koloni dari kombinasi pertama yaitu 2000 bp. Sedangkan produk PCR yang

dihasilkan dari kombinasi primer kedua menunjukkan produk utama di ukuran

1200 bp.

Keterangan : 1.Klon A4; 2. Klon A5; 3. Klon A2; 4. Klon B2; 5. Kontrol negatif (aquabides) ; 6.
Marker 100 bp

Gambar 4.4. Hasil PCR koloni dengan menggunakan kombinasi primer Bac Fw
dan M13 Rv.

2000 bp

1   2   3   4   5   6

Marker 100 bp
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dari masing-masing primer yang dipakai. Primer deg Bac memiliki Tm pada suhu

59oC dan primer universal M13 memiliki Tm 49 oC. Menurut protokol penghasil

enzim yang dipakai suhu annealing yang cocok adalah pada kisaran 3oC hingga

5oC diantara Tm (KAPA2GTM Robust HotStart, n.d.). Hasil yang didapatkan

adalah banyak multiple band yang muncul. Kemudian suhu annealing dinaikkan

ke suhu 56oC masih belum nampak pita tunggal namun tidak terlalu banyak pita

pengganggu. Ketika suhu annealing dinaikkan menjadi 57oC sudah tidak nampak

pita sama sekali. Maka dari itu suhu annealing yang dipilih adalah 56oC.

Dari ketiga koloni putih dari rekombinan Streptococcus macedonicus

MBF 10-2 ternyata dua koloni, yaitu klon A2 dan klon A5, yang menunjukkan

hasil positif ketika dilakukan amplifikasi dengan PCR koloni, seperti terlihat pada

Gambar 4.4 dan Gambar 4.5. Satu koloni putih dari rekombinan Weissella confusa

MBF 8-1 menunjukkan hasil PCR koloni yang positif juga. Ukuran produk PCR

koloni dari kombinasi pertama yaitu 2000 bp. Sedangkan produk PCR yang

dihasilkan dari kombinasi primer kedua menunjukkan produk utama di ukuran

1200 bp.

Keterangan : 1.Klon A4; 2. Klon A5; 3. Klon A2; 4. Klon B2; 5. Kontrol negatif (aquabides) ; 6.
Marker 100 bp

Gambar 4.4. Hasil PCR koloni dengan menggunakan kombinasi primer Bac Fw
dan M13 Rv.
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dari masing-masing primer yang dipakai. Primer deg Bac memiliki Tm pada suhu

59oC dan primer universal M13 memiliki Tm 49 oC. Menurut protokol penghasil

enzim yang dipakai suhu annealing yang cocok adalah pada kisaran 3oC hingga

5oC diantara Tm (KAPA2GTM Robust HotStart, n.d.). Hasil yang didapatkan

adalah banyak multiple band yang muncul. Kemudian suhu annealing dinaikkan

ke suhu 56oC masih belum nampak pita tunggal namun tidak terlalu banyak pita

pengganggu. Ketika suhu annealing dinaikkan menjadi 57oC sudah tidak nampak

pita sama sekali. Maka dari itu suhu annealing yang dipilih adalah 56oC.

Dari ketiga koloni putih dari rekombinan Streptococcus macedonicus

MBF 10-2 ternyata dua koloni, yaitu klon A2 dan klon A5, yang menunjukkan

hasil positif ketika dilakukan amplifikasi dengan PCR koloni, seperti terlihat pada

Gambar 4.4 dan Gambar 4.5. Satu koloni putih dari rekombinan Weissella confusa

MBF 8-1 menunjukkan hasil PCR koloni yang positif juga. Ukuran produk PCR

koloni dari kombinasi pertama yaitu 2000 bp. Sedangkan produk PCR yang

dihasilkan dari kombinasi primer kedua menunjukkan produk utama di ukuran

1200 bp.

Keterangan : 1.Klon A4; 2. Klon A5; 3. Klon A2; 4. Klon B2; 5. Kontrol negatif (aquabides) ; 6.
Marker 100 bp

Gambar 4.4. Hasil PCR koloni dengan menggunakan kombinasi primer Bac Fw
dan M13 Rv.
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Keterangan : 1. Klon A4; 2. Klon A5; 3. Klon A2; 4. Klon B2; 5. Kontrol negatif ; 6. Marker
100bp

Gambar 4.5. Hasil PCR koloni menggunakan kombinasi primer M13 Fw dan
Bac Rv.

4.5. Hasil Sekuensing

Masing-masing produk PCR dipurifikasi dari gel agarosa. Hasil purifikasi

kemudian menjadi sampel untuk sekuensing. Sampel disekuensing dengan

menggunakan primer penghasil produk PCRnya. Hasil sekuensing yang didapat

kurang memuaskan sehingga proses pembacaan urutan basa pun menjadi sulit.

Dari hasil elektroferogram yang didapat banyak ditemukan puncak yang saling

bertumpuk dan jarak antara puncak tidak stabil seperti tampak pada Gambar 4.6

dan Gambar 4.7. Hal ini kemungkinan dikarenakan oleh sampel sekuensing terdiri

dari dua cetakan DNA yang berukuran sama sehingga menimbulkan banyak noise

pada elektroferogram. Dari semua sampel sekuensing, yang memberikan

elektroferogram yang cukup untuk dapat dibaca adalah dari hasil cycle sequencing

menggunakan primer universal M13 baik Fw maupun M13 Rv. Setelah dilakukan

koreksi dan pembacaan manual untuk puncak yang teridentifikasi sebagai N

selanjutnya sekuens dianalisis dengan BLAST. Hasil BLAST untuk M13 Fw tidak

1500 bp
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memberikan kecocokan dengan gen manapun. Hal ini kemungkinan disebabkan

oleh hasil PCR produk dari amplifikasi menggunakan kombinasi M13 Fw dan

Bac Rv disertai oleh banyak pita yang tidak spesifik. Walaupun nampak satu pita

tebal yang diperkirakan merupakan produk PCR utama nampaknya tidak terdiri

dari satu cetakan DNA. Berikut ini adalah hasil sekuens dari salah satu produk

PCR klon A5 Streptococcus macedonicus MBF 10-2 dengan Primer M13 Fw :

ATTTATGCGCAGTGCACACGTGTTATCCTAGGACATGACTTATAACTG

CATCATTCAGATGATTAGATTCACCCTTTGTACCACCGGACATGTCAT

TTTTCCCGAACATGCACTTGTGCCATAAGTGT

Gambar 4.6. Elektroferogram hasil sekuensing Klon A5 dengan primer universal
M13 Fw

Sedangkan hasil sekuens dengan M13 Rv untuk hasil PCR dari klon A5 adalah

sebagai berikut :

CCGGCACCAGAACCGGTGCCAGAAAGCTGGCTGGCTGCGATCTTCCTG

ATGCCTATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAAATGCACGGTTACG

ATGCCCCCATCTACACCCACGTGACGTATCCCATTACGGTCAATCCGC
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CGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTTA

ATGTTGATGAAAGCTGGCTACATGAAGGGCAG

Gambar 4.7. Elektroferogram hasil sekuens klon A5 dengan primer universal
M13 Rv

Ketika dilakukan analisis dengan metode BLAST diketahui bahwa gen

yang didapatkan memiliki kemiripan dengan gen penyandi beta-galaktosidase.

Kemungkinan yang terbaca dari hasil sekuensingnya hanya bagian gen LacZ dari

vektor saja.

Disamping itu ada pula kemungkinan dapat terjadi mutasi yang tidak

diinginkan. Hal ini sering terjadi pada pembuatan genomic library menggunakan

plasmid pUC19 untuk DNA genomik dengan persen AT tinggi (60 %-65%).

Dimana BAL Streptococcus macedonicus ACA-DC 198 memiliki persen AT

sebesar 62,4 %, dan Weissella confusa LBAE C39-2 mengandung AT sebesar

55,3 % (Godiska, Patterson, Schoenfeld, dan Mead, 2005). Sedangkan hasil cycle
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sequencing menggunakan primer degenerate bakteriosin tidak memberikan

elektroferogram yang dapat ditafsirkan. Kemungkinan hal ini dikarenakan oleh

penempelan primer yang tidak spesifik sehingga produk dari cycle sekuensing

menurun kualitasnya menjadi banyak cetakan yang berbeda sehingga

elektroferogram yang dihasilkan bertumpuk dan intensitas puncak yang dihasilkan

kecil seperti terlihat pada Gambar 4.8 dan Gambar 4.9.

Gambar 4.8. Elektroferogram hasil sekuensing klon A5 dengan primer deg
Bac Fw.
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Gambar 4.9. Elektroferogram hasil sekuensing klon A5 dengan primer deg
Bac Rv

4.6. Verifikasi dengan Menggunakan Endonuklease Restriksi

Dari semua koloni putih yang didapat dilakukan isolasi plasmid untuk

verifikasi dengan menggunakan endonuklease restriksi. Semua plasmid didigesti

dengan menggunakan endonuklease restriksi EcoRI, HindIII, kombinasi EcoRI

dan HindIII. Plasmid klon A2 dari rekombinan Streptococcus macedonicus MBF

10-2 menunjukkan hasil pemotongan seperti nampak pada Gambar 4.10. Ketika

didigesti dengan menggunakan enzim EcoRI tunggal dan HindIII tunggal nampak

1 pita berukuran 3500 bp sedangkan ketika dipotong menggunakan kombinasi

EcoRI dan HindIII menunjukkan adanya 2 pita yang masing-masing berukuran

2700 bp dan 700 bp.
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Keterangan : 1. Plasmid utuh klon A2; 2. Plasmid klon A2 terdigesti HindIII; 3. Plasmid Klon A2
terdigesti EcoRI; 4. Plasmid klon A2 terdigesti EcoRI- HindIII dengan reaction
buffer 2; 5. Plasmid klon A2 terdigesti EcoRI-HindIII dengan reaction buffer 3;
6. Plasmid klon A2 terdigesti EcoRI- HindIII dengan buffer tanggo; 7. Kosong;
8. Plasmid pUC19 terdigesti BamHI; 9. Plasmid pUC19 terdigesti EcoRI;
10. Plasmid pUC 19 terdigesti HindIII; 11. Plasmid pUC 19 utuh; 12 kosong;
13. Marker 1 kb

Gambar 4.10. Hasil verifikasi dengan endonuklease restriksi dari klon A2.

Untuk plasmid klon A4 menunjukkan hasil pemotongan seperti nampak

pada Gambar 4.11. Hasil pemotongan baik menggunakan 1 enzim maupun 2

enzim menunjukkan ukuran sekitar 2,6 kb. Pola restriksi seperti ini kemungkinan

dikarenakan oleh koloni putih yang dihasilkan berasal dari dua plasmid pUC19

yang saling bereligasi.
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Keterangan : 1. Plasmid utuh klon A4; 2. Plasmid klon A4 terdigesti HindIII; 3. Plasmid Klon A4
terdigesti EcoRI; 4. Plasmid klon A4 terdigesti EcoRI-HindIII dengan reaction
buffer 2; 5. Plasmid klon A4 terdigesti EcoRI-HindIII dengan reaction buffer 3;
6. Plasmid klon A4 terdigesti EcoRI- HindIII dengan buffer tanggo; 7. Kosong;
8. Plasmid pUC19 terdigesti BamHI; 9. Plasmid pUC19 terdigesti EcoRI;
10. Plasmid pUC 19 terdigesti HindIII.; 11. Plasmid pUC19 utuh; 12. Marker 1kb

Gambar 4.11. Hasil verifikasi dengan endonuklease restriksi dari klon A4.

Sedangkan untuk plasmid klon A5 menunjukkan hasil pemotongan seperti

tampak pada Gambar 4.12. Hasil pemotongan baik menggunakan satu

endonuklease restriksi maupun dua endonuklease restriksi menunjukkan adanya

pita pada daerah 2,6 kb. Pita tersebut merupakan pita dari plasmid pUC19 yang

terdigesti. Disamping itu terdapat pita pada daerah 2000 bp yang kemungkinan

merupakan sisipan dari rekombinan klon A5. Terdapatnya pita pada daerah 2000

bp ketika dipotong dengan menggunakan enzim EcoRI dan HindIII kemungkinan

dikarenakan oleh terdapat situ restriksi dari EcoRI dan HindIII pada bagian DNA

insert yang terklon. Sedangkan pita-pita yang nampak berada pada daerah di atas

2,6 kb diduga hasil dari digesti plasmid yang belum sempurna.
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Keterangan : 1. Plasmid utuh klon A5; 2. Plasmid klon A4 terdigesti HindIII; 3. Plasmid Klon A5
terdigesti EcoRI; 4. Plasmid klon A5 terdigesti EcoRI- HindIII dengan reaction
buffer 2; 5. Plasmid klon A5 terdigesti EcoRI-HindIII dengan reaction buffer 3;
6. Plasmid klon A5 terdigesti EcoRI- Hind III dengan buffer tanggo; 7. Kosong;
8. Plasmid pUC19 terdigesti BamHI; 9. Plasmid pUC19 terdigesti EcoRI; 10.
Plasmid pUC19 terdigesti HindIII; 11. Kosong; 12. Plasmid pUC19 utuh; 13.
Marker 1kb.

Gambar 4.12. Hasil verifikasi dengan endonuklease restriksi dari klon A5.

Untuk rekombinan dari Weissella confusa MBF 8-1 yaitu klon B2

menunjukkan hasil pemotongan berupa satu pita pada daerah sekitar 4000 bp

ketika dipotong dengan enzim EcoRI saja ataupun HindIII saja. Sedangkan ketika

dipotong dengan menggunakan kombinasi dua enzim tersebut nampak dua pita

pada gel agarosa seperti dapat diamati pada Gambar 4.13. Pita pertama terlihat

pada daerah 2600 bp sesuai dengan ukuran plasmid pUC19 dan pita kedua muncul

pada daerah sekitar 1300 bp yang diduga merupakan pita hasil DNA sisipan MBF

8-1.
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Keterangan : 1. Plasmid utuh klon B2; 2. Plasmid klon A4 terdigesti HindIII; 3. Plasmid Klon B2
terdigesti EcoRI; 4. Plasmid klon B2 terdigesti EcoRI- HindIII dengan reaction
buffer 2; 5. Plasmid klon B2 terdigesti EcoRI-HindIII dengan reaction buffer 3;
6. Plasmid klon B2 terdigesti EcoRI- HindIII dengan buffer tanggo; 7. Kosong;
8. Kosong ; 9. Plasmid pUC19 terdigesti BamHI; 10. Plasmid pUC19 terdigesti
EcoRI; 11. Plasmid pUC19 terdigesti HindIII; 12. Plasmid pUC19 utuh; 13. Marker
1kb

Gambar 4.13. Hasil verifikasi dengan endonuklease restriksi dari klon B2.
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8. Kosong ; 9. Plasmid pUC19 terdigesti BamHI; 10. Plasmid pUC19 terdigesti
EcoRI; 11. Plasmid pUC19 terdigesti HindIII; 12. Plasmid pUC19 utuh; 13. Marker
1kb

Gambar 4.13. Hasil verifikasi dengan endonuklease restriksi dari klon B2.

1      2     3      4     5     6      7      8      9     10  11    12   13

3000 bp

1500 bp
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BAB 5

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Teknik genomic library yang digunakan untuk identifikasi dan kloning

DNA genomik Streptococcus macedonicus MBF 10-2 dan Weissella confusa

MBF 8-1 telah berhasil dilakukan yang diindikasikan dengan adanya koloni putih.

Meskipun demikian gen bakteriosin belum dapat teridentifikasi dari koloni putih

yang didapatkan dengan menggunakan primer deg Bac.

5.2. Saran

1. Penelitian dengan menggunakan rancangan primer degenerate lain yang

memiliki degenerasi lebih sedikit perlu dilakukan untuk mengidentifikasi

gen bakteriosin dengan mempertimbangkan hasil penelitian ini.

2. Alkaline fosfatase dapat dicobakan pada plasmid pUC19 yang telah

terdigesti dalam upaya menghindari terjadinya religasi pada saat ligasi

sehingga proses ligasi dapat berlangsung dengan efisien dan didapat

jumlah klon yang mencukupi untuk skrining menggunakan PCR koloni.
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Lampiran 1. Gambar alat-alat yang digunakan di laboratorium

Gambar 1. Mikrosentrifus berpendingin

[Sorvall-fresco]

Gambar 2. Mikrosentrifus Mini Spin

[Eppendorf]
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Gambar 3. Orbital Shaker Inkubator

Gambar 4. Thermal Cycler

[MJ Mini Biorad]
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Gambar 5. Alat elektroforesis gel mini [Mupid-EX]

Gambar 6. UV transilluminator [BDA Biometra Tl 1]

Identifikasi gen..., Evelina, FMIPA UI, 2012



63

Lampiran 2. Komposisi medium

Medium de Man Rogosa Sharpe (MRS) [Oxoid]

Setiap 1 L mengandung :

Peptone 10,0 g

‘Lab lemco’ Powder 8,0 g

Natrium asetat . 3H2O 5,0 g

Glukosa 20,0 g

Yeast extract 4,0 g

Dikalium hidrogen fosfate 2,0 g

Sorbitan mono-oleat 1,0 ml

Triammonium citrate 2,0 g

Magnesium sulfate . 7H2O 0,2 g

Manganese sulfate . 4H2O 0,05 g

Medium Luria Bertani (LB) Broth [Usb]

Setiap 1 L mengandung :

Casein peptone 10,0 g

Yeast extract 5 g

Natrium klorida 5 g
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Lampiran 3. Certificate of Analysis BamHI [NEB]
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Lampiran 4. Certificate of Analysis Sau3A1 [NEB]
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Lampiran 5. Certificate of Analysis T4 DNA Ligase [NEB]
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Lampiran 6. Certificate of Analysis Solis BioDyne 1 kb DNA Ladder
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Lampiran 7. Certificate of Analysis Solis BioDyne 100bp DNA Ladder

68

Lampiran 7. Certificate of Analysis Solis BioDyne 100bp DNA Ladder

68

Lampiran 7. Certificate of Analysis Solis BioDyne 100bp DNA Ladder
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Lampiran 8. Solis Biodyne 1 kb DNA Ladder
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Lampiran 9. Solis Biodyne 100 bp DNA Ladder
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Lampiran 10. Certificate of Analysis E.coli TOP 10 [Invitrogen]

71

Lampiran 10. Certificate of Analysis E.coli TOP 10 [Invitrogen]

71

Lampiran 10. Certificate of Analysis E.coli TOP 10 [Invitrogen]

Identifikasi gen..., Evelina, FMIPA UI, 2012



72

Lampiran 11. Brosur Primer Bac Fw [Cybergene AB]

Identifikasi gen..., Evelina, FMIPA UI, 2012



73

Lampiran12. Brosur Primer Bac Rv [Cybergene AB]
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Lampiran 13. Brosur Primer M13 F [Cybergene AB]
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Lampiran 14. Brosur Primer M13 R [Cybergene AB]

Identifikasi gen..., Evelina, FMIPA UI, 2012



76

Lampiran 15. Technical Data Sheet KAPA 2G Robust Hotstart [Biosystem]
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