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KLONING KANDIDAT FRAGMEN DNA BERMOTIF MIKROSATELTT PENANDA
GENETIK Aedes aeglpti VEKTOR DEMAM BERDARAH DENGUf,

Hasmiwatir, Desy arysanti2 dan Eka Novitart l'arasitolcgv l)evision, medical Faculty'. Arulalas Llniversitv. Paclang
Emu t l. has m iwat i 6 Skt,,gma i l. com

2 Biochemestrl, Devision. medical F'acut\', Andalu llnivcrsitl.,, l,adang

ABSTRAK
Usaha pengendalian secara genetik Ae.aeg,pti vektor Demam Berdarah Dengue (DBD), membuluhkan

informasi sekuen yang mengandung motif mikosatelit. Sekuen dari fragmen yang bermotif mikosatelit at:an
<iigunakan unruk pendesainan penanda genetik Ae.aegspti. Untuk itu diperlukan proses kloning sebelum
melal:ukan sekuensing. Ligasi dan transformasi kandidat fragmen -v-ang bermotif mikosatelit Ae.aegtpti telah
dilakulian menggunakan plasmid pGem-l easy dan E.coli DFI5o sebagai inang. Sel kompeten disiapkan dengan
meto<ie CaCl2 dan transformasi dengan metode Heat sqk (kejut panas). Hasil kloning didapatkan 85% koloni
putih dan 15% koloni biru. Verifikasi insert dilakukan dengan PCR koloni menggunalian prirner 2l-mer
menghasilakan fragmen sesuai dengan fragmen arval. Isolasi DNA plasmid dan PCR dengan primer T7SP6
berhasil membuktikan fragmen insert. Hasil analisis BLAST untuk mengetahui homologi sekuen yang telah
diklon mempunyai nilai homologi 80% dengan E-value 3e-l l.

Kata Kunci z Ae.aegtpti, penanda genetih mikrosatelit Ligasi. ransformasi

PENDAHULUAN
Peningkatan kasus DBD setiap tahun selalu terjadi, hal ini salah satu penyebabnya adalah belum

berhasilnya program pengendalian nyamuk vektornya Ae.aegtpti. Salah satu usaha yang dapat
dilakukan untuk pengandalian rryamuk vektor Aedes aegtpti adalah dengan pengendalian secara
genetik. Dalam usaha pengendalian secara genetik ini diperlukan informasi tentang diversitas genetik,
Diversitas genetik merupakan salah sdu cara untuk melihat keanekaragaman genetik suatu spesies
berdasakan inter dan intra populasi. Diversitas genetik dapat dipela.yari dengan menggunakan
beberapa marker/penanCa sepeni aliozim, RAPD, RILP dan miirosatelit (Lovin, et ai., ,2009).

Penanda mikrosatelit merupakan salah satu tool, marker molekuler yang dikernbangkan untuk
mempelajari genetika populasi dan diversitas genetik pada serangga dan merupakan salah satu tool
yang mempunyai tingkat kepercayaan yang tinggi (Jame dan Lagod4 1996). Parelitiar: mengenai
diversitas genetik Aedes aegryi berdasarkan mikrosatelit telah dilakukan antara lain ole Huber et al.,
(1999) tentang sekuen mikrosatelit sebagar marker/penanda dalam studi genetik Aedes aeglpti
sebagai vektor demam berdarah. Ravel, et al., (2001) melakukan studi awal tentang genetika populasi
Aedes aeglpti di Mexico. Lovin, el al., (2009) mengenar pengembangan polimorfik mikrosatelit dan
validasi serta studi populasi genetika nyamukAedes aeg/pti di Haiti. Kemudian Paupy, et al., (2010)
menggabungkan data morfologi dan mikrosatelit untuk melihat variabilitas morfologi dan genetik
Aedes aegpti di Niakhar, Senegal.

Penanda mikrosatelit merupakan penanda molekuler yang berbasis rnformasi dari fragmen DNA
yang mengandung motif mikrosatelit Untuk mendapatkan penanda tersebut dilakukan karakterisasi
dan kloning dari kandidat fragmen bermotif mikrosatelit.

Dalam tulisan ini akan diuraikan kegiatan kloning kandidat fragmen DNA bermotif mikrosatelit
Ae.aegypti yang selanjutnya alcan disekuensing dan akan didesain primer untuk mendapatkan
penanda mikrosatelit yang akan digunakan untuk mempelajari diversitas genetik Ae. Aegypti terkait
dengan struktur genetik populasinya vektor DBD tersebut..

CARA KERJA
Ligasi dan Transformasi

Ligasi dan transformasi menggunakan pGeru-T eosy rtector (Promega) dan E.coli DI"ISa, psosedur
yang dilakukan sesuai dengan rckonrendasi produsen. Ringkasan prosedurnya sebagai berikut
kandidat fragmen DNA bermotif mikrosatelit di punfikasi dan hasil purifikasi dicek dengan gel
elektroforesis, selanlutnya fragmen tunggal diukur konsentrasinya selanlutnya dUadikan templat
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untuk proses ligasi. Proses ligasi diinkubasr pada suhu 4'C selama I malam Komposisi cocktail untuk
reaksi ligasi ke ddarn pGem-feasy vektor dapat dilihat pada Tabel I berikut :

Tabel I : Komposisi reaksi ligasi DNA ke dalam pG&11- lr Naly ue9l9r
Komponeq HasilPCR Kontrolpositif Kontrolnegatif
DNA hasilPCR
pGEltig -1'easy (50 ng)
T4 DNA ligase (3 U/pl)
2x rapid buffer ligasi
DNA sisipan kontrol
Air deion steril
Total volume

0.3 pl
1,00 ul
1,00 pl
5,00 pl

2,7 p,l

10,00 pl

1,00 pl
1,00 pl
5,00 pl
2,00 pl
1,00 pl

10,00 pl

1,00 pl
1,00 pl
5,00 pl

3,00 pl
10,00 pl

Campuran ligasi selanjutnya digunakan untuk proses transformasi yang menggunakan bakten E.coli
DH5o yang telah dibuat menjadi kompeten dengan metoda CaClz. E.coli dibuat kompeten supaya
dapd menerima plasmid pGem *Teasy yang telah diligasi dengan kandida fragmen yang bermotif
mikrosatelit.

Pembuatan sel kompeten
Pembuatan sel kompeten mengikuti protokol Inoue el al. (1990) dengan sedikit modifikasi. Suhu

merupakan faktor yang harus diperhatikan dalam pembuatan sel kompeten E.coli DH5a, suhu harus
drjaga selalu dalam kondisi dingin selama proses perlakuan kimiawi dan dan dalam kondisi aseptik.

Bakteri E.coli DH5a dari stok gliserol diambil I ose dan diinokulasikan kedalam media LB padat
(296 Tryprone, 0,5Yo yeast extract, |o/o(v/v) I M NaCl, 25% (vlv) 1 M KCt, 1o/o (v/v) 2 MgCl2, l,5o/o

Agar) Diinkubasi pada suhu 37'C semalam. Satu koloni tunggal E.coii DH5a umur 16-18 jam
diambil dan diinokulasikan kedalam 5 - 6 ml medium LB cair pada tabung falcon 50 ml (kultur cair
skala kecil). Inkubasi pada suhu 37"C dan dishaker selama I malam dengan kecepatan 150 rpm.

Dari kultur cair skala kecil, diambil suspensi sel sebanyak 2 ml dan diinokulasikan kedalam 30 ml
medium Lts cair pada labu erlemeyer 50 ml . Dinkubasi pada suhu 37"C dishaker pada kecepatan 150
rpm selama 4 jam. Suspensi dipanen ke tabung 2 ml, ialu disentrifuse 14.000 rpm 4"C selama 5 menit
diulang sampai 3 kali. Supernatan dibuang, pelet diresuspensi dalam es ditarnbah dengan 500 ul 0,1

CaCl2 ditipping beberapa detik sampai larut, diinkubasi pada es selama 20 menit, kemudian di
sentrifuse 14.00C rpm pada 4'C selama 20 menit. Supernatan dibuang, pellet diresuspensi kedalam
500 ul 0,1 M CaCl2 dan diinkubasi dalam es selama 20 menit

Transformasi
Maode yang dipakai adalah metode Heat Shock (kejut panas) rnengikuti protokol lnoue et al.

(1990) yang telah dimodifikasi. Sebanyak 5gl (2% Tryptone, 0,50% yeast extract DNA hasil ligasi
(plasmid rekombinan) dimasukan kedalam tabung falcon 15 ml (polipropilen) dingin kemudian
dicampur dengan 50 - 100 pl sel kompeten. Tabung dijentik-jentik perlahan agar tercampur rata
diinkubasi pada es selama 20 menit.

Tabung di heat shock dengan cara dimasukan kedalam inkubator suhu 42'C selama 50 detik dan

secara cepat tabung dipindahkan kedalam es selama 20 menit. Sebagai media pertumbuhan
transforman ditambahkan 950 pl SOC (2% Tryptone, A,5o/o yeast extract, 1o/o (v/v) I M NaCl, 25%
(v/v) I M KCl, lo/, (vlv) 2 MgCl2. l,00z6 glukosa), diinkubasi pada suhu 31'C pada shaker selama I -
3 jam dengan kecepatan 200 rpm

Kultur sel transforman sebanyah 50 - 100 pl ditanam pada medium LB padat yang telah
mengandung 100 pglml ampicilin, 100 pl IPTG (100 mM Isopropythio-p-D. galagtoside) dan 20 pl
X-gal (50 mg/ml), kultur diratakan dengan sprarder steril (platting) dan diinkubasi pada suhu 37"C
selama semalam. Diamati koloni putih dan koloni biru, koloni putih menandakan ada nya fragmen
yang terinserl dan koloni biru tidak adanya fragrncn yang terinsert.Verilikasi hasil transfbrnrasi di cek
dengar.r koloni PCR rnenggunaka:r primer 2l -mer
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PCR Koloni
PCR koloni dilakukan untuk konfirmasar insert pada vektor yang drrnginkar dengan menggunakan

primer 2l-mer. Amplifikasi dilakukan menggunakan RTG-head, semua komponen PCR telah
berbentuk bead dan ditambah 25 ul ddH:O. Ke dalam campurarl tersebut ditambahkan I koloni yang
dihomogenkan. Produk PCR di cek dengan gel elektroforesis

lsolasi DNA Plasmid
tsclasi DNA plasmid dilakukan berdasarkan metode Iisis Sambrook et al. ( 1989) dengan sedikit

modifikasi. Koloni putih tunggal yang berasa.l dari kultur transforman ditumbuhkan dalam 10 ml
media selektifLB cair yang mengandung 100 ;.rg /ml ampicilin, diinkubasi semalam pada suhu 37'C
dengan shaker pada kecepatan I 50 rpm

Panen sel kultur bakteri dengan cara sentrifuse pada kecepatan 14.000 rpm selama 20 detik. lsolasi
DNA plasmid ini dilakukan dengan menggunakan kit isolasi DNA Plasrnid (Promega). Pellet
dila.utkan dengan nuclease free waler dar, disimpan pada -20"C. Untuk kepaslian hasil transformasi
telah tersisip dalam plasmid, dicek dengan gel elektroforesis |,2%o dan selanjutnya dilakukan
verifikasi dengan mengrnplifikasi menggunakan primer 2l-mer untuk mengetahui ukuran fragmen
yang tersisip. Selanjutnya dilakukan PCR dengan menggunal<an primer T7SP6 untuk menentukan
ukuran fragmen sisipan pada plasmid pGem-Teasy. Amplifikasi dila.kukan menggunakan RTG-bead
PCR. semua komponen sudah bebrbentuk bead dan hanya menambahkan ddI{2O dan DNA template.

Sekuensing
Analisis sekuensing dilakukan di Jerman yang di kirim melalui Universitas Brawijaya Malang dan

di Macrogen Kore4 pnmer yang digunakan adalah T7 dan SP6.

Untuk mengedit hasil sekuensing menggunakan tekhnik bioinformatika dengan program Bioedit
software yang diakses secara online pada situs: NCBI:htlp:/,'www.mbio.ncsu.edu/hioedil/. Selanjutnya
dilakukan yecscreen dengan situs CBl: hhtp:/hvww.ncbi.nlm.nih.govt1/ecscreenl/ untuk menentukan
daerah insert dari rekombinan yang disekuensing. Hasll vecsreen di BLAST untuk mengetahui
hornologi sekuen yang didapat dengan data GenBank dan selanjutnya dianalisis dengan Micmsalellite
Finder yang juga secara online untuk mendapatkan motif mikrosatelit Analisis ini dilakukan secara
online.

IIASIL DAN PENIBAHASAN
Ligasi dan Transformasi

Hasil transformasi kandidat fragmen yang bermotif mikrosatelit menggunakan pGem-T'easS, i6t
inarry E.coli DH5o dapat dilihat pada Gambar l. Seleksi transforman dilakukan dengan skrining
koloni biru puti[:, (blue-white screening), secara teorititis koloni berwama putih menunjukan insert (
rekombinan) yang membawa fragmen sisipan, sedangkan koloni wama biru tidak ada insert (bukan
rekombinan).

Koloni hasil transformasi yang didapat pada penelitian ini didapatkan koloni biru (15%) du
koloni putih (85%). Hal ini menunjukan bahwa efisiensi transformasr cukup berhasil, terbentuknya
koloni berwama putih karena terdapatnya fragmen DNA sisipan pada plasmid yang menghambat
sintesis o-peptida yang berperan sebagai aktivator terhadap ker.1a enzim p-galaktosidase (Reece.

2004). Gen Loc-Z yang mengkode enzim p-galaktosidase yang mengkatalalisis pemecahan laktosa
men.jadi galaktosa tidak mampu merubah senyawa X-Gal (5-bromo-4-kloro-3 -indol-p-D
galalitopiranosasida) menjadi wama biru karena adanya fragmen sisstpan yang merusak basa gen Loc
7, sehingga ekspresi gen yang rnenghasilkan enzim fungsional tidak terjadr Hal ini rnenyebabkan
koloni berwama putih.

.10:
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A (Koloni Biru) B (Koloni Putih)
Gambar l: Contoh Duplikat Koloni hasil transformasi

Seleksi biru putih adalah metode yang digunakan untuk mengetahui plasmid yang rekombinan dan
yang tidak rekombinan, dilakukan untuk mengaahui keberhasilan proses ligasi atau keberadaan
fragmen sisipan. Metode ini menggunakan media yang meflgandung X-Gal dan IPTG (isopropyl
Thiogalaktosida) (Brorvn,l99l). X-Cal adalah molekul yang mirip galaktosida, IPTG berfirngsi
sebagai penginduksi ekspresi gen sedangkan X-Gal berfungsi sebagai substrat. Hasil penelitian ini
sesuai dengan teori bahwa koloni yang berwarna putih adalah koloni bakteri rekombinan yang
mengandung fragrnen sisipan yang dapat dikatakan bahwa proses ligasi dan transformasi dinyatakan
berhasil ( Brown, I 991 ).

Pada proses transformasi menggunakan CaClz, Molekul Caclz ini dapat membuat dinding sel
bakteri menjadi terbuka. Fragmen DNA yang ditambahkan pada campuran ini akan membentuk
kornpleks resisten DNase dengan ion Ca2* yang tffikat pada permukaan se!. Kompleks tersebut akan
digunakan sel selama perlakuan heot shock (kejutpanas) (Susanto,2009). Larutan CaClz ini akan
membuat dinding sel lebih permeabel sehingga akan bermuatan positif dan akan menarik fragmen
DNA yang bermudan negatif.

Pengamatan koloni bakteri yang ditumbuhkan dalam cawan petn dengan media LB yang
mengandung ampisilin selama l8-20 jam pada suhu 370C (Gambar 1). E.coli yang telah disisipi
vektor pGem-T yang memiliki gen resisten ampisilin akan tumbuh sebaliknya bakteri yang tidak
memiliki gen resisten ampisilin tidak akan tumbuh. Morfologi bakteri yang tumbuh terlihat bulat,
mengkilat dan berbau khas.

Koloni bakteri yang berwama putih merupakan koloni rekombinan. Replikasi molekul DNA
rekombinan didalam sel bakteri mangikuti mekanisme normal replikasi DNA kromosomal yang
terdapat dalam bakteri, untuk itu DNA rekombinan harus memiliki sekuen permulaan replikasi
(ORF) atau berada dalam struktur sirkularr tertutup dan berpita ganda ini berlaku pada vektor yang
berbasis plasmid (Jamsari, 2007)

Koloni yang mengandung Fragmen Insert
Verifikasi koloni transforman dilakukan dengan tekhnik PCR koloni menggunakan primer 2l-mer.

Hasil PCR koloni (Gambar 2) Pada gambar dapat dilihat pada kolom K (-) adalah koloni biru yang
menandakan tidak adanya fragmen terinsert sedangkan kolom 1,2, 3 dan 4 koloni putih menunjukan
adanya fragmen yang teramplifikasi menandakan adanya fragmen terinsert. . Ukuran fragmen yang
terinset sesuai dengan ukuran awal fragmen sebelum ditransformasi yait 300 - 450 bp.

Isolasi DNA Plasmid Rekombinan
Isolasi DNA plasmid rekombin dilakukan dengan mengkultur koloni berwarna putih mengkilat

yang dipilih secara acak. Salah satu contoh hasil isolasi DNA plasmid seperti ter[hat pada Gambar
3A Hasil isolasi DNA plasmid yang terlihat dapat dinyatakan bahr.va isolasi ini cukup berlrasil karena
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didapatkan panjang pragmen DNA yang dihasilkan lebih panjang dari ukuran awal DNA plasmid
pGem-I'easy ( lebih 3.000 bp). Berdasarkan hasil ini dapat dikatakan bahwa fragmen terinsert secara
taik pada plasmid rekombinan.

Gambar 2 : Hasil elektroforesis PCR Koloni (KC)): Koloni biru, 1,2, 3 dan 4: koloni putih)

Flasil isolasi DNA plasmid selanjutnya di verifikasi lagi dengan melakukan PCR menggunakan
primer Zl-mer, hasil PCR rnenunjukan adanya fragrnen sesuar dengan fragmen DNA awal (Gambar
3B), Sebelum melakukan proses sekuansing di PCR lagi dengan menggunakan primer
TTSP6.Sekuensing dilakukan unttik memastikan adanya motif mikrosatelit pada kandidat fragmen
yang telah dikoloning.

Analisis Data Sekuensing
Hasil analisis data sekuen manunjukan adanya fragmen insert, ukuran fragmen yang berhasil

disekuensing adalah 5l2bp, setelah di edit, dilanjutkan analisis vecsreen (memisahkan sekuen target
dan vektor), selanjutnyadi BLAST (untuk menilai homologi/kesamazln fragmen yang diklon dengan
dataGenBan!.:.

AB
Gambar 3 : Hasil elektroforesis Isolasi DNA plasmid koloni rekombinan (A) dan hasil

elektroforesis PCR DNA plasmid rekombinan dengan primer 21- mer (B)

Didapatkan nilai homologiSU/o dan E-value 3e-ll, hasil ini menunjukan nilai berwarna merah
menunjukan homologi yang sanat tinggi. untuk garis warna merah muda untuk trngkat homologi
tinggi, garis hryau untuk trngkat homologi sedang, garis biru untuk tingkat homologi rendah dan garis
hitam untuk tingkat homologi yang sangat rendah.homologi sedang (Gambar 4) Menurut Claveri dan
Notredame (2003) garis yang
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Gambar 4 : Hasil analisis BLAST kandida fragmen bermotif mikrosatelit

KESIMPTILAN SARAN
Kesimpulan

Dari penelitian ini dapat diambilkesimpulan sebagai berikut :

l. Ligasi dan transformasi kandidat fragmen bermotif mikrosatelit berhasil dilakukan dengan
adanya koloni putih (ada insert) dan koloni biru (tanpa insert)

2. Koloni PCR dan PCR menggunakan primer awal (primer 2l-mer) dan primer T7SP6 berhasil
membuktikan adanya fragmen insert.

3. Hasil analisis data sekuensing dari fragmen insert menunjukan nilai homologi 80Yo

dibandingkan data GenBank Ae.ae gtp ti.
Saran
Dari hasil penelitian ini dapat disarankan :

I. Melanjutkan proses kloning untuk kandida fragmen mikrosatelit yang larn supaya
mendapatkan vari asi motif mikrosatel i t target.

2. Untuk dapat merancang penanda yffig spesifik sampel fragmen hasil cloning dimurnikan
dengan metode purifikasi dan melakukan sekuensing dengan sampel yang banyak.
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