RANCANGAN PRIMER UNTUK AMPLIFIKASI GEN PENGKODE
KITINASE DARI Bacifius substillis

Mardiyanto dan Setiawati Yusuf

Abstrak : Telah dilakukan penelitian tentangan perancangan primer untuk amplifikasi gen
pengkode kitinase dari Bacillus substillis. Hasil perancangan dan amplifikasi akan
dipergunakan utuk proses overproduksi kitinase yang akan dimanfaatkan pada bidang
kesehatan dan pertanian. Dari proses perancangan diketahui bahwa gen pengkode kitinase
dari Bacillus substillis ditemui cds tidak dimulai dari basa pertama dan ada 186 basa dihitung
dari strat kodon, primer yang dihasilkan tidak memperlihatkan empat basa yang berurutan
menempel pada kondisi self dimmer ataupun hair pin loop. Urutan primer yang diperoleh
adalah Foward aaaagggggigaacaaaatagagt dan Revearese acacggicgtcgtcagcaagta

Kata kunci: primer, amplifikasi kitinase, self dimmer, dan hair pin loop

Abstract :The experiment about primer designed for amplification of gene chi encode
chitinase of Bacillus substillis has conducted. The results of this experiment will be.both
adopted to produce the chitinase and applicated to health and agriculture fields. Based on
the designed process revealled that the target gene of Bacillus substillis consisting the CDS
that was not begun form start codon and had 186 base pair from start codon. The sequent of
primer were revealled no repeatly bases that overlaping in both self dimmer and hair pin loop
condition. The sequent of the designed primer were Forward aaaagggggtgaacaaaatagagt
dan Reverse acacggtcgtcgtcagcaagta.
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PENDAHULUAN sehingga pertumbuhan jamur patogen
Penelitian terhadap enzim kitinase dapat dicegah. Hasil uraian kitin adalah N-
yang berasal dari mikroba merupakan topik asetil glukosamin yang diperlukan untuk
penelitian yang menarik untuk dikem- pengadaan bahan baku obat sepert
bangkan. Penanggulangan jamur patogen Heparin dan asam hyaluronat (Welbaum
dan insekta yang menyerang manusia dan ,2004).
tanaman pangan menghadapi tantangan Kitinase pada galur alami diproduksi
yang besar karena telah banyak ditemukan dalam jumlah yang sedikit dan Teknologi
kasus resistensi terhadap senyawa anti DNA Rekombinan dapat mengoverproduksi
jamur ataupun insektisida (Joshi,2005). kitinase dari gen pengkodenya setelah di-
Kitinase dapat menguraikan kitin amplifikasi-cDNA  (Donnelly,2004  dan
yang terkandung dalam dinding sel jamur Hobel,2005)
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Untuk mendapatkan urutan cDNA
yang mengodekan kitinase dengan benar
harus dilakukan perancangan primer. Pada
penelitian ini perancangan primer dilakukan
dengan program Premer Select yang ter-
gabung dalam DNAStar dan Program
Perancangan Primer di JustBIO. Parameter
yang diamati dibandingkan dengan data

primer yang disintesis oleh Proligo Inc.

METODE PENELITIAN
Pelaksanaan Penelitian
dilakukan di
atorium Biokimia Jurusan Kimia FMIPA
UNSRI dari bulan Mei sampai Juli 2006 dan
Sintesis Primer dilakukan di Proligo Inc

Penelitian Labor-

Singapore.

Alat dan Bahan

Program Primer Select-DNAStrar dan
Program Perancangan Primer di JustBIO.
Peta genetik Bacillus subltillis, peta genetik
vektor ekspresi pET-21B, urutan basa dari
gen yang mengkode kitinase dari Baciffus
subtillis, primer sintesis dari Proligo, dan
DNA kromosom dari Bacilfus subtillis yang

dimurnikan dengan kit wizard.

Prosedur Penelitian

Penentuan urutan umum sebagai situs
katalitk pada kitinase. Urutan gen yang
mengkode kitinase dari semua makiuk
hidup diakses pada bank gen. Urutan basa
ini selanjuinya disalin dan diperguankan

untuk proses multiple alignment. Pada

prgran JustBIO dipilih DNA aligner dan
setelah itu dapat diakses program multiple
alignment tersebut. Urutan DNA dipindah-
kan pada kolom requst dan selanjutnya
dilakukan penghomologian pada fasata

format.

Penentuan  panjang  daerah  gen
pengkode kitinase dari Bacillus subfiliis
Gen Pengkode Kitinase dari Bacillus

subtillis diperoleh dari bank gen. Urutan

-tersebut dijadikan urutan asam amino deng-

an pendekatan digenerated. Urutan basa
diprediksi berdasarkan fungsi umum dari
struktural gen. Urutan gen yang diperoleh
harus lebih dari 60 basa dari star kodon.
Urutan yang berlebih dikarakterisasi situs
pemotongan dengan enzim resiriksi yang
umum digunakan. Urutan berlebih yang
telah dikarakterisasi ditambah denga coding
region dipersiapkan untuk homologi dengan
gen pengkode kitinase dari Bacillus
thuringiensis yang telah berhasil di ampli-

fikasi pada penelitian sebelumnya.

Penentuan penempelan antar primer
Pada program DNAstar dipilih menu
primer select. Urutan gen kitinase dari Ba-
cillus subtillis dimasukkan dalam kolom re-
guest. Pada menu location dipilih posisi
penempelan primer dan selanjutnya prog-
ram diarahkan pada self dimmer primer.
Urutan basa yang menempel lebih dari
empat basa dihindari dan diteruskan pada
menu Sending report, Hasil dipindahkan
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pada kolom previev dan kemudian

divisualisasi pada monitor.

Penentuan hairpin-icop

Pada program DNAstar dipilih menu
primer select. Urutan gen kitinase dari
Bacillus subtillis dimasukkan dalam kolom
request. Pada menu location dipilih posisi
penempelan primer dan selanjutnya pro-
gram diarahkan pada hairpin-loop. Urutan
basa yang menempel lebih dari empat basa
untuk  membentuk rambut

dihindari dan

loop bentuk
diteruskan pada menu
sending report. Hasil dipindahkan pada
kolom previev dan kemudian divisualisasi
pada monitor.
Penetapan urutan primer untuk gen
pengkode kitinase dari Bacilius subtillis
Pada program DNAstar dipilih menu
primer select. Urutan gen kitinase dari
Bacillus subtillis dimasukkan dalam kolom
request. Pada menu location dipilih posisi

penempelan primer dan selanjutnya pro-

/organism="Bacillus subtilis"

/mol_type="genomic DNA"
187..1977
/gene="chi"
187..1977

gram diarahkan pada characteristic primer
dan diteruskan pada menu report. Haslil
kolom  summary

dipindahkan  pada

amplification.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Untuk menanggulangi penvakit in-
feksi oleh jamur patogen pada kulit manu-
sia, pemakaian enzim Kkitinase dalam
bentuk sediaan salep mulai dipikirkan.

Penanggulangan insekta di alam terutama

yang menjadi hama penyakit pada tanaman

pangan bisa diupakan dari bakteri galur
unggul penghasil kitinase. Berbeda halnya
dengan penggunaan enzim kitinase dalam
bentuk sediaan topikal dan sebagai bio-
katalis untuk produksi bahan baku obat
seperi heparin dan asam hyaluronat, diper-
lukan enzim kitinase dalam bentuk murni
DNA

dengan menggunakan Teknologi

Rekombinan.

/tra';gigﬁonf'MKK\/FSNKKFLVFSFIFAMILSLSFFNGESAKASSDKSYKIIGY

YPSWGAYGRDFQVWDMDASKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENGV

IDVPNGSIVMGDPWIDVQKSNAGDTWDEPIRGNFKQLLKLKKNHPHLKTFISVGGWSW

SNRFSDVAADPAARENFAASAVNFLRKYGFDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNY

TLLLQDVREKLDAAEAKDGKKYLLTTVSGASPEYVSNTELDKIAETVDWINIMTYDFN

GGWAQSISAHNAPLFYDPKAKEAGYPNAETFNIESTVKRYKEAGVKADKLVLGTPFYGR

GWSNCEPADNGEYQKCGPAKEGTWEKGVFDFSDLEKNYINKNGYKRYWNDRAKVPFLY
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NAENGNFITYDDEESYGYKTDLIQSNGLSGAMFWDFSGDSNQTLLNKLAADLGFAPGG
GNPEPPSSAPDNLRVTEKTATSISLAWDAPSDGANIAEYVLSYEGGAVSVKDTSATIG

QLKPNTTYSFTVSAKDADGKLHTGPTIEAATNSDQTCGYNEWKDTAVYTGGDRVVFNG
KVYEAKWWTKGEQPDQAGESGVWKLIGDCK"
ORIGIN
1 ttgctctcca cccacacata cggttigaag aggcegiatga aaaccaaaaa tgiaagegit
61 ticcocttgt tgtcticagt gtecatcagcet getatgicag gacaaggiga atataaacct
121 attgaaaagg gggigaacaa aatagagtit cattgatgaa cagccaaaaa aatigatgaa
181 aaggagatga aaaaagigtt ticaaacaaa aagtticicg tiititcttt cattitigcg
241 atgattttaa gtctgtctit ttttaatggg gaaagigcaa aagccagtic tgacaaaagt
301 tataaaatca tcggctacta tccgtectgg ggegcettatg gaagggattt tcaagtatgg
361 gatatggatg ctictaaagt cagccatatt aattaigcat tigctgatat tigetgggag
421 gggaggcatg gaaaccctga tccgacagge cecgaatecece agacatggte tigecaggat
481 gaaaacggag tgatigatgt tccaaatgga tcaatcgtta tgggggacce atggatcgat
541 gtgcaaaagt caaatgccgg agatactigg gatgagecga ttcggggceaa ctttaaacaa
601 ctattgaagc tgaaaaagaa ccatcctcat tigaaaacat tcatatcagt tggeggatgg
661 tctiggtcaa atcgctittc agatgttgeg gecagatcetg cggcaagaga gaattttget
721 gcticagcag taaatttttt aagaaaatat gggtitgatg gggtcgacct tgactgggaa
781 tacccggtta giggagggct gececgggaaac agecaccegtc cggaggataa gagaaactac
841 acgctactct tgcaggatgt gcgagaaaag cttgacgccg cagaagegaa ggatggeaag
901 aaatacttgc tgacgaccgt gtccggegec agiccagaat atgtaagcaa cactgaatta
961 gataagattg ctgaaaccgt tgattggatt aacattatga cctatgactt taatggcgga
1021 tggcaaagta taagcgctca taatgcccca ttattctatg atccaaaage gaaagaagec
1081 ggcgticcaa acgcigagac atitaacatt gaaagcaccg tgaagcgcta caaggaagec
1141 ggtgtcaaag cggacaaatt agtgctigge acaccgtict atggcagagg ctggagcaat
1201 tgtgagcectg cagacaacgg agaataicaa aaatgcggac cggctaaaga agggacgigg
1261 gaaaaggggg tatttgattt ticagatctt gaaaagaact acaicaataa aaatggatat
1321 aaaagatatt ggaatgatcg agcaaaagtg ccgtttttgt ataatgcgga gaatggasac
1381 ticattacct acgatgaiga agaatcatat ggatacaaaa ccgatitaat tcaaicaaac
1441 ggattaagcg gggctatgtt ttgggattic ageggtgatt caaatcagac titgetcaac
1501 aaattagcag ccgatttagg gticgetceg ggtgggggta atccagagee gecticatet
1561 gcaccggata attigegigt gaccgaaaaa accgcaacca giatcagtct ggegigggat
1621 gcaccgagceg acggagcaaa catcgcagag tatgtgetgt catatgaagg cggggccgta
1681 tcggicaagg atacatcggc gacaatcggg caattaaage cgaatacgac atactcattt
1741 acagtatcgg caaaggatgc ggacggaaag ctccataccg ggccaacgat agaagcagcea
1801 acaaactctg atcaaacatg tgggtataac gaatggaaag atacagccgt ctacacaggce
1861 ggagaccgag tcgtctitaa cggcaaagig tatgaagcga aatggtggac gaaaggagag
1921 cagccggatc aggegagiga gtcgggtgta tggaaatiaa ttggtgattg caaataaate
1981 agtttgatag aaaacgataa agagagagtg ggctccccat ctctctttat gagaaaggag
2041 tatgaatgaa gigaaaagaa ccgctttatt tacittgtca tcgatgetge tectgtcact
2101 tttgaccceg ticcacaaca titccgeaga gictccaage a

Gambar 1 : Gen pengkode kitinase dari Bacillus substiiiis

Penentuan urutan umum sebagai dan diketahui urutan umum terlalu berfariasi

situs katalitik pada kitinase telah dialakukan dan sulit ditemukan dareah yang konserv
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lebih darin 300 basa yang tentunya hanya
mengkode 100 asam amino sebuah protein
yang kecil.

Penentuan panjang daerah gen
pengkode kitinase dari Baciflus subtillis.
Dari pengamatan terhadap data yang
diperoleh diketahui
CDS

diperhitungkan daerah-daerah yang akan

urutan basa yang

melebihi sehingga layak untuk
dijadikan situs pemotongan yang kom-
patible dengan enzim restriksi pada vektor
ekspresi. Diketahui juga urutan tersebut
lengkap dari star hingga stop kodon

sehingga kesalahan dari produk PCR dapat

Primer Locations

dideteksi. Kesalahan tersebut dapat meng-
akibatkan mutasi subsitusi ataupun silient
mutasi. Hasisl penentuan dapat dilihat pada
Gambar 1.

Penentuan penempelan antar primer
adalah penting diketahui untuk melimitasi
kesalahan wakiu melangsungkan PCR. Dua
primer diharapkan menempel pada uniai
DNA yang berpasangan tersebut dan jika
primer menempel sesamanya tentu reaksi

PCR tidak akan berjalan. Hasil penentuan

" dapat dilihat pada Gambar 2 dan 3.

Restrict Locations by: | Productiength ] i
Finimum Maxzimum
Froduct Length B - by Sgp - Bp
:
Avoid Locations Containing Repestitive Sequence within 10 bp of 3'
Help Defaults Cancel

Gambar 2 : Lokasi penempelian primer pada gen pengkode kitinase B. substillis

Penentuan hairpin-loop dilakukan
juga untuk mengatahui pengaruh yang tidak
baik terhadap jalanya rekasi PCR. Hair pin
loop terjadi dalam diri masing-masing
primer jadi mengakibatkan primer tidak

mampu berikatan dengan DNA templat

sebagai gen pengkode kitinase. Satu primer
tidak juga bisa menjalankan reaksi PCR
karena produknya adalah cDNA. Hasil
penentuan hair pin dapat dilihat pada
Gambar 4.
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Gambar 3 : Self dimmer dari urutan primer yang dirancang
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Gambar 4 : Hasil penentuan hair pin loop dari masing-masing primer

Penetapan urutan primer uniuk gen
pengkode kitinase dari Bacillus subtillis
adalah untuk mengetahui urutan yang akan
dikiim ke Proligo. Urutan itu menggam-

barkan kondisi PCR yang akan dilakukan.
Hasil tentang saran untuk kondisi
PCr dapat dilihat pada Gambar 5.
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& File Edit

Conditions Locété Log

Cptions Help

Report

Upper Primer: 24-mer 35 A2%AGGEGGEGTEASC ARAANTAGAGT 3
fower Primer: 19-mer 35 ACACGCGTCGTCAGCAAGTA 3

DA 250 phd, S3it S0 mib

Upper Primer Lower Primer

Primer Tm 53 .5 " 48 .6 °C
Primer Owerall Stability -2 .9 keim -35.0 ke/m
PFrimer Location 125 .14¢ Q2 on4
Product Trm - Primer Tm Z8.4 °C

Frimers Tm Differsncs S5 9:7C

Optimal Annsaling Tempearsturs 53.5 °C

Froduct Length TEE bp

Product Tm (X GC iethod) 78.9 °C

Product GCT Content 43 6%

Froduct Trm 3t 6xSSC 98 .5 °C

Gambar 5 : Urutan primer hasil rancangan dan kondisi PCR

KESIMPULAN

Dari proses perancangan primer
yang telah dilakukan diketahui bahwa pada
gen pengkode kitinase dari Bacillus
substiflis ditemui CDS tidak dimulai dari
basa pertama dan ada 186 basa dihitung
dari strat kodon, primer yang dihasilkan
tidak memperlihatkan empat basa yang
berurutan menempel pada kondisi self
dimmer ataupun hair pin loop. Urutan
primer yang diperoleh adalah Foward
aaaagggggtgaacaaaatagagt dan

Revearese acacggtcgtcgtcagcaagta.
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