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Abstrak

Gen cobl) Pseudomonas denitrificans merupakah salah satu gen yang berperan dalam tzhap akhir sinlesis vitamin
Bz Gen cobU menyandi enzim nicotinate nucleotide: dimethylbenzimidazole phosphoribosyltransferase (NN:
DMBI PRT). Gen cobl/ Pseudomonas denitrificans Schlegel BioMCC B12 F942/288 1clah diamplifikasi
menggunakan PCR dengan primer-primer spesifik, cobUS (23 mer) dan cobU6 (23 mer). Kedua primer tersebut
memiliki suhu leleh 54° C dan kandungan GC sebesar 56%. Primer-primer didisain berdasarkan publikasi
Cameron dkk (1991). DNA diisolasi dari Psewdomonas denitrificans Schlegel BioMCC B12 F9427288
menggunakan Wizard™ Genomic DNA Purification Kir™. Kondisi amplifikasi dioptimasi pada suhu annealing,
pada kisaran 50-55° C, suhu optimal yang diperoleh adalah 52° C. Produk amplifikasi dianalisis dengan teknik
elektroforesis gel agarosa 1%. Hasil amplifikasi menunjukkan bahwa proses amplifikasi berjalan kurang spesifik,
terdapal pila gen cobl/ dengan ukuran yang diharapkan (1.124 pb) dan pite-pita lainnya. Hasil tersebut kemudian
dipurifkasi untk digunakan dalam pengklonaan gen cob{.
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1. PENDAHULUAN

Vitamin B;; atau kobalamin merupakan vitamin
unik karena dihasilkan secara eksklusif oleh beberapa
jenis bakteri dan archaea melalui dua jalur, yaitu jalur
aerob dan anaercb. Contch bakteri penghasil vitamin
B2 dengan menggunakan jalur aerob adalah
Pseudomonas  denitrificans  Schlegel, sedangkan
contoh bakieri penghasil vitamin B,; dengan
menggunakan jalur anaerob adalah Propionibacterium
shermanii  Sherman [1).  Manusia tidak dapat
menyintesis vitamin B,; di dalam tubuhnya, sehingga
membutuhkan asupan berupa makanan yang
mengandung vitamin B,; seperti ikan, susu, produk-
produk susu, telur, dan daging [2].

Manusia membutuhkan vitamin B2 sekitar
1--2 pg per hari untuk pembentukan sel darah merah,
sintesis DNA, dan menjaga sel saraf agar tetap baik.
Defisiensi vitamin B;; dapat menyebabkan anemia
pemisiosa, jantung, sfroke, atherosclerosis, dan
kelainan pada saraf (penyakit Alzhetmer) [3,4].

Kebutuhan bahan baku vitamin B, di Indonesia
sekilar 6—7 ton per tahun dan baru dapat dipenuhi
melalui impor. Impor bakan baku tersebut digunakan
oleh perusahaan-perusahaan farmasi peracik obat

vitamin B;», sebagai suplemen untuk meningkatkan
nilai nutrisi preduk makanan. dan suplemen untuk
pakan termak [3].

Badan Pengkajian dan Penerapan Teknologi
(BPPT) telah mengembangkan teknik-teknik untuk
meningkatkan  produksi  vitamin B), dengan
menggunakan bakteri P. denitrificans secara
fermentatif, namun Kkapasitas produksinya masih
rendah.  Salah satu upaya untuk meningkatkan
produktivitas vitamin B> melalui teknik rekayasa
genetika dengan mengklona gen-gen yang terlibat
dalam tahap akhir sintesis vilamin Bz, kemudian
diekspresikan kembali ke galur semula yaitu bakten P.
denitrificans.  Teknik rekayasa genetika tersebut
diharapkan  dapat menghasilkan  peningkalan
produktivitas vitamin Bj;. Peningkatan produktivitas
terjadi karena overekspresi dari gen-gen tersebut {6].

Jalur biosintesis vitamin B,; pada P. denirrificans
melibatkan sedikitnya 22 gen cob. Gen cobl/
merupakan salah satu gen yang berperan pada tahap
akhir sintesis vitamin B;. Gen cobl/ menyandi enzim
nicotinate-nucleotide: dimethylbenzimidazole phos-
phoribosyitransferase  (NN: DMBI PRT). Enzim
tersebut menpkatalisis sintesis f-a-D-ribofuranosyi-
5, 6-dimethylbenzimidazole 5'-phosphate {(a-ribazole
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5'-phosphate) dan 5, 6-dimethylbenzimidezole (DMBI)
dan fB-nicotinic acid mononucleotide {NAMN)
(Gambar 1). Produk enzim NN: DMBI PRT yaitu a-
ribazole 5 '-phosphate akan menjadi salah satu substrat
untuk pembentukan ado-cobalamin 5 -phosphate yang
merupakan bahan akhir pembentukan koenzim
vitamin B3 [7].

Perbanyakan kopi gen cobl/ dengan cara
mengklona  gen  tersebut  diharapkan  dapat
meningkatkan produksi vitamin B,;. Pengklonaan dan
manipulasi gen pada P. deritrificans masih belum
berkembang sehingga pada penelitian dilakukan
pengklonaan dan analisis gen coblU ke dalam
Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers
IM109. Amplifikasi ir vitro gen cobl/ Pseudomonas
denitrificans Schlegel BioMCC BIl12 F942/288
bertujuan untuk memperoleh kopi gen cobl/ dalam
jumlah yang cukup banyak untuk digunakan dalam
pengklonaan dan analisis gen cobl/.

2. METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan di Laboratorium Teknologi
Gen, Balai Pengkajian Bioteknologi, BPPT, Serpong
selama 6 bulan (September 2004-—Februari 2005).
Kultur bakteri Pseudomonas denitrificans Schlegel
BioMC Bl12 F942/288 pada medium Luria Bertani
(LB) agar, disimpan dalam freezer 4° C. Medium
dalam penelitian adalah medium LB cair dan LB agar.
Bahan kimia dalam penelitian adalab akuades, ddH,O
[Gibeo), etanot teknis, dapar TAE, Wizard" Genomic
DNA Purification Kit [Promega), Wizard™ SVGel &
PCR Clean-up System [Promega)], dATP, dCTP,
dGTP, dTTP [Promega), MgCl: [Promega], enzim
AmpliTag DNA polymerase dan dapar 10x [Applied
Biosystems], 100 pb DNA Ladder [invitrogen], 1 kb
DNA  Ladder  [Promega], serma  sepasang
oligonukleotida sebagai primer [Invitrogen] yaitu:

CobU5 : 5" CCG ATT GGC GCA AAT GTC GTT GC 3° 23 mer
CobUb : 5" AGC CCG GCC GGA ACTTCACTATT 3" 23 mer

Peralatan dalam penelitian adalah tabung sentrifus
1,5 ml [Eppendorf], tabung PCR {Applied
Biosystems], pipet mikro [Socorex dan Thermo
LabSystems], spektrofotometer [Shimadm UV-
160A], mesin PCR thermal cycler [Applied
Biosystems], elektroforesis gel aparosa [BioRad],
mikrosentrifus [Tomy] , dan peralatan gelas yang
urnum digunakan di Laboratoriurn Mikrobiologi.
Sumber gen cobl yeng akan diamplifikasi
merupakan DNA genom P. denitrificans yang telah
diisolasi dari kultur bakteri tersebut. Isolasi DNA
genoem P. deniirificans dilakukan berdasarkan metode
Wizard® Genomic DNA Purification Kit [9]. Hasil
isolasi DNA genom dianalisis dengan teknik
elekiroforesis pada gel aparosa 0,8% dengan penanda
DNA 1 kb. Kemumian dan konsentrasi DNA genom

diukur dengan teknik spektrofotometri. Amplifikasi
in vifro gen cobl dengan metode PCR dilakukan
berdasarkan metode Sambrook dan Russell [10].
Larutan reaksi amplifikasi terdini dari DNA genom
sebanyak 300 ng sebanyak 1 pi, dapar PCR 10x
sebanyak 2,5 pl, dNTP {konsentrasi masing-masing
dATP, dCTP, dGTP, dan dTTP adalah 0,2 mM)
sebanyak 2 pl, MgCls (1,5 mM) sebanyak 1,5 pl,
enzim AmpliTag DNA polymerase (1,25 1) sebanyak
0,25 pl, serta primer CoblJ5 dan CobUS6 (0,5 pM)
kemudian ditambah ddH,O hingga 25 pl. Kondisi
PCR dimulai dengan denaturasi awal pada suhu 94° C
selama 10 menit. Tahap selanjuinya dilakukan
sebanyak 30 siklus dengan tahapan deneturasi pada
suhu 94° C selama 30 detik, anrnealing denpan suhu
52° C selama 1 menit, dan polimerisasi pada suhu
72° C selama 1 menit 30 detik. Proses tersebut
berulang sebanyak 30 siklus. .Tahap akhir PCR
diperpanjang dengan inkubast pada suhu 72° C selama
10 menit. Hasil PCR disimpan dalam kulkas pada
suhu 4° C. Sampel seluruhnya (25 pl) dianalisis
dengan teknik elektroforesis pada gel agarosa 1% dan
penanda DNA 100 pb.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Isolasi DNA genom Pseudomonas denitrificans
Schlegel BioMCC B12 F942/288

Konsentrasi  hasil isolasi DNA genom P,
denitrificans  dihitung  menggunakan teknik
spektrofotometri.  Menurul Sambrook dan Russell
[10], asam nukleat mengabsorbsi kuat radiasi sinar
ultraviolet pada panjang gelombang 260 nm. Metode
spektrofotometri tidak dapat membedakan DNA dan
RNA. Penambahan RNase pada proses pengisolasian
bertujuan untuk menghindari kontaminasi RNA pada
hasil isclasi DNA. Satu unit ODyg DNA untai ganda
setara dengan 50 pg/ml DNA [10]. Hasil isolasi DNA
vang diperoleh menunjukkan absorbansi QDo
sebesar 0,424 (Tabel 1). Berdasarkan nilai absorbansi
tersebul, make konsentrasi hasil isolasi DNA genom
adalah 2.120 ng/yt! (Lampiran 1). Menurut Henegariu
[11], jumlah DNA genom dalam reaksi PCR adalah
kurang dari 500 ng. Hasil isolasi DNA genom yang
diperoleh cukup untuk digunekan dalam proses PCR.

Hasil isolasi DNA genom P. denitrificans
dihitung kemurniannya dengan penghitungan rasio
absorbansi pada panjang gelombang 260 nm dan 280
nm (ODy/ODzq) [10). Rasio absorbansi DNA
genom yang diperoleh adalah 1,89 (Tabel 1). Hal
tersebul menunjukkan bahwa hasil isolasi DNA yang
diperoleh cukup mumi. Menurut Clark dan
Christopher [12], protein menyerap kuat rediesi sinar
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Gambar 1. Jalur biosiniesis vitamin By; pada Pseudomonas denitrificans [8]

Tabel 1. Pengukuran spekiraforometri hasil isolasi DNA

Hasil isolasi DNA | OD.g OD2g OD30/ODagg Pengenceran Konsentrasi
(ng/pl)
Genom 0,424 0,224 1,89 100 2,120
P. deniirificans

Lampiran 1. Penghitungan konsentrasi DNA

Konsentrasi DNA genom P. denitrificans

= QD x pengenceran x 50 ug/mi

= 0424 x I00x 50 pg/ml = 2120 ug/ml = 2.120 ng/ul

ultraviolet pada panjang gelombang 280 nm. Rasio
perbandingan OD;/0OD;5 DNA yang mumi adalah
1,8. Kontaminasi hasil isolasi DNA dapat
menyecbabkan reaksi PCR terhambat.  Penelitian
Hinni dkk [13] menunjukkan bahwa presipitasi
isopropanol atau etanol dapat memurnikan sarmpel
DNA dari senyawa-senyawa yang dapat menghambat
reaksi PCR.

Hasil isolast DNA genom P. denitrificans
dianalisis menggunakan teknik elektroforesis pada gel
agarosa 0,8% dengan dapar TAE. Konsenwrasi gel
agarosa umumnya digunakan berkisar antara
0,7-1,5%. Semakin rendah konsentrasi gel agarosa,
semakin baik datam memisahkan fragmen DNA yang
berukuran besar {(misalnya hasil isolasi genom) [14].
Hasil elektroforesis isolasi DNA genom P
denitrificans menunjukkan adanya pita tunggal DNA
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{Gambar 2). Hal tersebut menunjukkan bahwa hasil
isolasi genom cukup baik dan tidak terkontaminasi,
schinggae dapat digunakan untuk proses selanjutnya
yaitu reaksi PCR.

Genom

10000 pb P. denitrificans

Keterangan:

Lajur M : penanda DNA
1 kb

Lajur 1 : DNA genom

P. deniirificans

Ghr 2. Elelaroforesis hasil isolasi DNA genom
Pseudomonas denitrificans

B. AMPLIFIKASI in vitre GEN cobl/
Pseudomonas denitrificans Schlegel BioMCC
Bz F942/288 DENGAN TEKNIK PCR

Hasil isolasi DNA genom P. denitrificans
digunakan  sebagai DMNA  cetakan  untuk
mengamplifikasi gen cobl/ secara im vitro dengan
teknik PCR. Produk PCR yang diduga mengandung
DNA cobU adalah fragmen DNA berukuran 1.124 pb.

Menurut Giri-Rachman [15], tidak ada satu
protokol pun yang sesuai untuk semua reaksi PCR,
sehingga perlu dilakukan optimasi untuk setiap
aplikasi PCR dengan tujuan memperoleh produk PCR
yang diharapkan dan spesifik. = Optimasi dapat
dilakukan pada komponen-komponen dalam reaksi
PCR dan program PCR yang digunakan pada proses
amplifikasi.

Jumlah DNA cetakan yang dimasukkan ke dalam
reaksi PCR telah dioptimasi pada penelitian
pendahuluan. Hasil PCR muncul bila jumlah DNA
ceiakan yang digunakan sejumlah 100—1.000 ng.
Jumnlah DNA optimal hasil optimasi adalah 300 ng,
sehingga jumlah DNA cetakan tersebut digunakan
dalam penclitian. Menurut Henegariu [11], optimasi
DNA cetakan dalam reaksi PCR dapat dilakukan pada
kisaran 30-500 ng dalam total volume reaksi PCR
25 ul.

Keberhasilan PCR sangat dipengaruhi  oleh
spesifisitas primer untuk menempel pada DNA

cetakan. Primer yang digunakan dalam mengampli-
fikasi gen cobl/ adalah CobUS5 dan CobU6. Kedua
primer tersebut dibual berdasarkan sekuens parsial gen
cobl/ yang telah dipublikasikan {7). Open reading
Jrame (ORF} gen cobU sebesar 1.017 pb.  Primer
CobUS terletak pada 66 basa di depan ORF gen cobl/,
dan primer CobUS berakhir pada 18 basa setelah ORF
(Gambar 3). Primer tersebut telah memenuhi syarat-
syarat desain primer yang batk, di antaranya memiliki
kandungan GC yang tidak terlalu rendah dan tidak
tertalu tinggi yaitu sekitar 50%. Produk PCR dengan
menggunakan kedua primer tersebut  akan
menghasilkan fragmen DNA sebesar 1.124 pb.

Primer CoblU5 dan CobU6 masing-masing
memiliki panjang 23 mer. Menurut Innis dan Gelfand,
panjang primer dalam reaksi PCR umumnya 17-28
mer {14]. DNA genom sebagai cetakan sebaiknya
menggunakan primer dengan sedikitnya

20 nukleatida yang homolog dengan sekuens
target sehingga primer dapat menempel secara spesifik
[¥7). Kandungan GC primer mempengaruhi suhu
denaturasi. Semakin linggr kandungan GC, maka
suhu denaturasi semakin tingei {10]. Hal tersebut
disebabkan oleh ikatan antara basa G dan C terdini
dari 3 ikatan hidrogen, sedangkan ikatan antara basa A
dan T terdiri dari 2 ikatan hidrogen. Menumit Innis
dan Gelfand, kandungan GC primer sebaiknya berada
pada kisaran 350--60% [14). Primer CobU5 dan
CobU6 memiliki kandungan GC sebesar 56%.

Menurut Sambrook dan Russell {10], perbedaan
suhu leleh (melring temperatire) anlara kedua primer
sebaiknya tidak lebih dari 5° C. Primer CobU5 dan
CobU6 memiliki suhu leleh yang sama yaiw 54° C.
Primer dalam penelitian cukup baik karena memiliki
suhu leleh yang sama.

Konsentrast primer yang dimasukkan dalam reaksi
PCR yaitu masing-masing sebesar 0,5 pM. Menurut
Kidd dan Ruano [18], masing-masing primer
sebaiknya dimasukkan dalam konsentrasi sama yaitu
sekitar 0,2—0,5 pM. Konsentrasi primer terlalu tinggi
dapat menyebabkan dimer primer dan amplifikasi
tidak spesifik. Konsentrasi primer terlalu rendah
menyebabkan produk PCR berkurang.

Keseimbangan konsentrasi antara MgCl, dan
dNTP mempakan salah satu faktor penting dalam
reaksi PCR. Menurut Henegariu [11], konsentrasi
MgCl; optimal adalah 1,5 mM dalam campuran reaksi
PCR yang mengandung dNTP dengan konsentrasi
0,2 mM (untuk masing-masing dATP, dCTP, dGTP,
dan dTTP). Konsentrasi MgCl, dan dNTP dalam
penelilian adalzh 1,5 mM dan 0,2 mM.,

fon Mg** diperlukan sebagai kofaktor enzim 7ag
DNA polimerase. Konsentrasi Mg?  rendah
menyebabkan menurunnya laju polimerisasi, namun
akurasi pemasangan basa menjadi lebih tepat.
Konsentrasi Mg™ linggi menyebabkan meningkatnya
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laju polimerisasi, namun akurasinya rendah sehingga
dapat terbentuk produk-produk PCR  yang tidak
diharapkan (amplifikasi tidak spesifik)[18].

Sejalan dengan proses reaksi PCR, konsentrasi
dNTP akan menurun. Konsentrasi dNTP berlebihan
akan menghambat reaksi PCR karena mengikat Mg®*
dan menghasilkan produk PCR tidak spesifik.
Konsentrasi dNTP rendah dapat mengurangi jumlah
produk PCR [10,11].

Prograsn PCR diawali dengan denaturasi awal
pada suhu 94° C selama 10 menit. Denaturasi awal
dilakukan pada siklus pertama untuk mengaktifkan
enzim Tag DNA polimerase. Suhu denaturasi reaksi
PCR edaleh 94-95° C, karena pada suhu tersebut
enzim Tag DNA polimerase dapat bertahan selama 30
siklus atau lebih tanpa mengalami kerusakan [10].
Denaturasi awal dilanjutkan dengan denaturasi pada
suhu 94° C selama 30 detik dan diulang sebanyak 30
siklus. Tahap setelah denaturasi adalah annealing.
Suhu anrealing merupakan suhu saat  primer

menempel pada sekuens target sehingga suhu
annealing menentukan keberhasilan reaksi PCR [19].
Suhu annealing terlalu rendah dapat menyebabkan
primer menempel tidak spesifik vaitu di luar DNA
target, sedangkan suhu annealing terlalu tinggi dapat
menyebabkan primer berkurang kemampuannya
dalam menempel pada DNA target [16].

Optimasi suhu annealing dilakukan peda kisaran
suhu 50--55° C. Pita-pita DNA munecul ketika
dilakukan suhu annealing 50—53° C. Suhu annealing
di bawah subu 52° C memperlibatkan pita semakin
banyak (amplifikasi tidak spesifik), sedangkan pada
suhu annealing 53° C memperlthatkan pita menjadi
kurang jelas. Hasil oplimasi menunjukkan bahwa
suhu annealing 52° C merpakan suhu anmeafling
optimal. Menurut Kidd dan Ruano [18}, waktu
annealing sebaiknya dilakukan selama 60 detik.
Berdasarkan hal tersebut, suhu anneafing dalam
penelitian dilakukan pada suhu 52° C selama 60 detik.

1861 aappttgcpg ceattgacee ggeegetgee aaacte;- o =55
1921 ccgggcgeec geacccprga geeccgcgca cacb-co?
1981 gegacegete gegpategag acggegacge cyaltuneac auatuteail peecgaattt
2041 tegpcoccel clatpagose colagatapa geticacgaly atgeaageat tecteccal
2101 savieccasc ouccloccol Uaatiralil [cecoaatly Iacreaacs |
2161 geatgcooca gecclegilo coscfeaaea gCogeacece cApelpacea gecncoasg
2221 cocectepoc cacclopaes aaalcgccll clgacicacr gCelgpacy gCaagacece
2281 guasicaac cgoccuctuy teocralclt lyccpreaac cacopeplca cccpocanas
234 gateaccees ticcezical ceglcaccac acagategtc sapaalllie ceeccgolee
240! ceclecpale aaccagalct scplcarcen cuacclcugy clgaagelcl teraccicoc
2461 actepaatac cosacceple atatcaccoa gniagecucs ciflccaane yepattocue
2521 cecpaccalp gcclitenca lgvavpepal tecegpenee acugatellc totucatceg
2581 coanalpprc alcppcaaca ccacpalepe geecscaale aatelcgpce tialeses
264] cacgpcceaa gaalgaoics giccagelac ceoclocopas nocpaneloc lgaagcrcad
2701 garcecener gteonaaase coplencect
2761 actoatgcsot cacetecgece glegtvacal cocupeeale scleocgeca teclggccee
2821 ccocptecap papptacety teatcatcea ceaclacete scpaccecte croclicpat
2881 cclpaapsen necaacecdl egpeecicsa coattpeclp atcoaceatg titcogsesa

catcecgal cacclgices alccecle

=<0 ga gictegeany
1\ ca tageccgtct

TeaTE

PCCLPRCCE

2941 acc cal ctocpeyucea legagaayet ¢
3001 gcoocnesc raaggeacep pepcpecect lpccpceppot atcmicaage cppceeccoc
3061 ngccacage vecateecea colitpecca ppccrecglc agcancaage aalartpaan
3121 uccogecon peitigecage aaggecgpec gotticlgtc caaggcetgt cacgggegcg
R pceggpcec Ligatgpatg cptecttete gectatceaa agegeanaty

ey = bagian ORF dan primer
——- = sekuens yang diamplifikasi (1.124 pb}

caavact cepcteclgs cactemrcat

I = primer

Gbr 3. Selniens fragmen DNA (mengandung gen cobU Pseudomonas denitrificans) yang diamplifikasi {7}
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Tahap selanjutnya adalah polimerisasi.  Suhu
polimersasi merupakan suhu pemanjangan sekuens
DNA. Menurut Rybicki [16], polimersasi umumnya
dilakukan pada suhu 70--72° C selama 0,5-3 menit.
Polimerisasi dapat terjadi hingga 100 basa/detik. Suhu
polimerisasi dalam penelitian dilakukan pada suhu 72°
C selama 1 menit 30 detik. Wakuw tersebut dianggap
mencukupi untuk polimerisasi DNA target sepanjang

1.124 pb. Polimerisasi pada siklus terakhir
diperpanjang 10 menit untuk menyempurnakan
pemanjangan DNA.

Reaksi PCR dibuat sebanyak 3 tabung, dua tabung
berisi sampel berupa DNA genom P. denitrificans dan
satu tabung kontrol PCR, masing-masing tabung berisi
25 pl. Reaksi PCR berisi sampel DNA dibuat sebanyak
dua tabung untuk memperoleh produk PCR dengan
jumiah yang lebih besar. Kontrol PCR dilakukan untuk
mengelahui apakah proses PCR telah berjalan dengan
baik. Kontrol PCR dilakukan tanpa memasukkan DNA
gerom.  Hasil reaksi PCR seluruhnya dianalisis
menggunakan teknik elektroforesis pada gel agarosa
1% dengan dapar TAE untuk melihat ada tidaknya
fragmen DNA yang diinginkan.

Hasil elekiroforesis produk PCR memperlihatkan
adanya pita DNA berukuran sekitar 1.100 pb, diduga
merupakan fragmen DNA mengandung gen cobl/
(berukuran 1.124 pb), selain itu juga terdapat pita-pita
lain (Gambar 4). Hal tersebut kemungkinan disebabkan
olch primer CobUS dan CobU6 dibuat hanya
berdasarkan sekuens parsial dari genom P. denitrificans
yang telah dipublikasikan oleh Cameron ik [7]. Hal
tersebut menyebabkan primer CobUS5 dan CobU6 dapat
berhibridisasi dengan sekuens lain pada DNA genom P.
denitrificans. Hasil amplifikasi tidak spesifik tersebut
juga dapat disebabkan karepa konsentrasi komponen-
komponen PCR kurang optimal dan program PCR

kurang sesuai.
Hasil  elektroforesis  kontrof PCR  tidak
memperhihatkan adanya fragmen DNA.  Adanya

kontaminasi DNA dapat menghambat reaksi PCR,
karena ada kemungkinan primer berhibridisasi dengan
kontaminan DNA tersebut sehingga dapat menurunkan
jumlah produk PCR yang diharapkan.

Fragmen DNA yang diduga mengandung gen cobl/
diisolasi dari gel agarosa dan dipurifikasi dengan
metode Wizard™ SVGel & PCR Clean-up System [20].
Menurut Elion [17], DNA produk PCR dapal
dipurifikasi dari gel agarosa guna memurnikan DNA
produk PCR dari dNTP dan primer. DNA produk PCR
{diduga mengandung gen cobl) diisolasi dari gel
agarosa dan dimumikan sebelum digunakan dalam
proses ligasi. Hasil purifikasi PCR sebanyak
2 pl dianalisis menggunakan teknik elektroforesis pada
gel agarosa 1% dengan dapar TAE (Gambar 5). Hasil
purifikasi PCR memperiihatkan adanya pita tunggal

DNA berukuran sekitar 1.100 pb, diduga merupakan
fragmen DNA mengandung gen cobl/ (berukuran
1.124 pb).

M1 K

2072 pb
1.500 pb '
1.100 pb 1.124 pb
—> Kelerangan:
600 pb M= Penanda DNA 100 pb
1 = Husil PCR

K =Kontrol PCR

Gel agarosa 1%, 80 V, EABr 1 pg/ml

Gbr 4. Elekiroforesis produk PCR

elerangan:
M= Pcnanda DNA

5 l kb

I = Hasil

purifikasi produk
PCR

K =Kontrol PCR

1.500 pb

1.124 pb 1.000 pb

i i o

Gel agarosa 1%, 100 V, EtBr | pg/ml

Gbr 5. Eleltraforesis hasil purifikasi produk PCR

4. KESIMPULAN

Amplifikasi gen coblU Pseudomonas deniirificans
Schlegel BioMCC BIl12 F942/288 telah berhasil
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diperoleh,meskipun pada hasil amplifikasi masih
terdapat pita-pita lain. Hasil tersebut masih dapat
digunakan  untuk  penelitian  berikutnya  yaitu

pengklonaan gen cobl/ dan analisis gen cob{/ ke dalam
Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers
JM109.
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