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ABSTRAK

Trisnasari, Dita. 2018. Desain Primer Gen a-Amilase Secara In silico Pada
Penicillium sp. Dari Batubara Proposal penelitian. Jurusan Kimia
Fakultas Sains danTeknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Pembimbing I: Akyunul jannah. S.Si M.P; Konsultan:
Dewi Yuliani, M.Si.

Kata kunci : Desain Primer, Gen a-Amilase, Penicillium sp., Primer Designing
Tool.

Enzim a-amilase adalah enzim yang dapat mendegradasi ikatan a-1,4-
glikosidik pada pati. Isolasi gen a-amilase dapat dimulai dengan melakukan
perancanga primer secara in silico. Penelitian ini bertujuan mendesain primer
yang sesuai untuk gen a-amilase pada jamur Penicillum sp. Proses perancanan
dilakukan menggunakan software primer designing tool dari NCBI. Diperoleh 10
kandidat primer yang dihasilkan, dan dipilih 3 pasang primer, yaitu primer 1
terdiri dari forward 5° CTGCACCGGAGTTTGAGAGT 3’  reverse 3’
TCCGTCTTGACTCCGCTCTA 5/, pasang primer 3 tediri dari forward 5’
CGACGTCAGTCCCAGTTTGA 3’ reverse 3’ ATGAATGGCGCTCACGATCT
5’ ,dan pasang primer kombinasi antara primer 6 (forward) dan 8 (reverse)
tediri dari forward 5° CTGTTAGGCACTGGCTCTCC 3’  reverse 3’
GCTTATCACGGCTACTGGCA 5’ .Hasil desain primer yang dilakukan, primer
yang didapat memenuhi syarat primer yang baik untuk digunakan, yaitu memiliki
panjang 20, nilai %GC masih pada rentang 40-60%, dan nilai Tm pada rentang
55-80°C.
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ABSTRACT

Trisnasari, Dita. 2018. Primary Design of a-Amylase Gene by In silico at
Penicillium sp. From Coal Research proposal. Department of Chemistry
Faculty of Science and Technology State Islamic University Maulana
Malik Ibrahim Malang. Supervisor I: Akyunul jannah. S.Si M.P;
Consultant: Dewi Yuliani, M.Si.

Keywords: Primary Design, Gene a-Amylase, Penicillium sp., Primer Designing
Tool.

The o-amylase enzyme is an enzyme that can degrade a-1,4-glycosidic
bonds in starch. Isolation of the a-amylase gene can be started by conducting in
silico primary design. This study aims to design a suitable primer for the a-
amylase gene in the fungus Penicillum sp. The planning process is carried out
using the primary software designing tool from NCBI. 10 primary candidates
were obtained, and 3 primary pairs were selected, namely primary 1 consisting of
forward 5 '‘CTGCACCGGAGTTTGAGAGT 3 reverse 3
TCCGTCTTGACTCCGCTCTA 5, primary pairs 3 consisting of forward 5
'CGACGTCAGTCCCAGTTTGA 3' reverse 3 'ATGAATGGCGCTCACGATCT
5', and pairs of combination primers are 6 (forward) and 8 (reverse) which consist
of  forward 5 'CTGTTAGGCACTGGCTCTCC 3 reverse 3
'GCTTATCACGGCTACTGGCA 5. The primary design results are carried out,
the primer obtained meets the requirements of a good primer to use, which has a
length of 20, % GC values are still in the range 40-60%, and Tm values are in the
range 55-80 ° C.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Enzim amilase adalah enzim yang mendegradasi substrat amilum. Enzim
amilase yang bertugas untuk memecah pati dikelompokkan menjadi 2, yaitu o-
amilase, dan B-amilase. Enzim a-amilase (1,4-a-D-glukan glukanohidrolase; EC
3.2.1.1) adalah enzim yang dapat mendegradasi ikatan a-1,4-glikosidik pada pati,
dengan cara memutus ikatan a-1,4-glikosidik (Poliana, 2007). Hasil degradasi
enzim ini berupa glukosa, maltosa, unit maltotriosa, atau gula yang lebih
sederhana (Akcan et al., 2011).

Enzim a-amilase memiliki peran yang penting di dunia industri seperti
industri makanan dan detergen yang berguna untuk menghidrolisis pati
(Sivaramakrishnan et al., 2006). Pada industri pembuatan minuman beralkohol,
enzim a-amilase mengubah karbohidrat menjadi gula sederhana yang selanjutnya
dapat diubah menjadi etanol. Sebagaimana firman Allah SWT dalam Al Qur’an

surat Al-Bagarah ayat 164.

I O B (PP PR VRS P YIS Y|
L plolaas Ly sl 38 —lel 105
by Laye i orllay Lis b L e B allp I
JENEN [P ENEA | PP S P W B GBS
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“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, silih bergantinya malam dan
siang, bahtera yang berlayar di laut membawa apa yang berguna bagi manusia,
dan apa yang Allah turunkan dari langit berupa air, lalu dengan air itu Dia
hidupkan bumi sesudah mati (kering)-nya dan Dia sebarkan di bumi itu segala
jenis hewan, dan pengisaran angin dan awan yang dikendalikan antara langit dan
bumi; sungguh (terdapat) tanda-tanda (keesaan dan kebesaran Allah) bagi kaum
yang memikirkan (Al-Bagarah: 164).”

Ayat diatas dijelaskan dalam Tafsir Jalalain yang mengatakan bahwa
(ciptaan allah SWT yang ada di langit dan dibumi) yakni keajaiban-keajaiban
yang terdapat pada keduanya (serta pergantian malam dan siang) dengan datang
dan pergi, bertambah serta berkurang, (serta perahu-perahu) atau kapal-kapal
(yang berlayar di lautan) tidak tenggelam atau terpaku di dasar laut (dengan
membawa apa yang berguna bagi manusia) berupa barang-barang perdagangan
dan angkutan, (dan apa yang diturunkan Allah dari langit berupa air) hujan, (lalu
dihidupkan-Nya bumi dengannya) yakni dengan tumbuhnya tanam-tanaman
(setelah matinya) maksudnya setelah keringnya (dan disebarkan di bumi itu segala
jenis hewan) karena mereka berkembang biak dengan rumput-rumputan yang
terdapat di atasnya, (serta pengisaran angin) memindahkannya ke utara atau ke
selatan dan mengubahnya menjadi panas atau dingin (dan awan Yyang
dikendalikan) atas perintah Allah SWT, sehingga ia bertiup ke mana dikehendaki-
Nya (antara langit dan bumi) tanpa ada hubungan dan yang mempertalikan
(sungguh merupakan tanda-tanda) yang menunjukkan keesaan Allah SWT (bagi
kaum yang memikirkan) serta merenungkan.

Aplikasi enzim dalam dunia industri terhitung lebih dari 80% pemakaian
enzim di pasar global (Miguel et al.,2013). Penjualan enzim mencapai sekitar US$

2 milyar pada tahun 2004 dan diperkirakan mencapai US$ 11 juta pada tahun

2006 (Sivaramakrishnan et al., 2006). Penjualan Enzim a-amilase bernilai 3,1



milyar US$ pada tahun 2009 dan mencapai 3,6 milyar US$ pada tahun 2010. Nilai
ini diperkirakan terus meningkat dan akan mencapai 6 milyar US$ pada tahun
2016 (BBC, 2014). Peningkatan kebutuhan enzim a-amilase dalam industri yang
semakin besar mendasari untuk dilakukannya penelitian dan eksplorasi enzim o-
amilase dari berbagai sumber.

Enzim o-amilase umumnya diisolasi dari hewan, tumbuhan dan
mikroorganisme (Sivaramakrishnan, dkk., 2006). Mikroorganisme yang banyak
digunakan untuk menghasilkan a-amilase adalah bakteri dan jamur. Pada
umumnya jamur banyak digunakan sebagai penghasil a-amilase karena memiliki
kelebihan diantaranya o-amilase yang dihasilkan jamur lebih stabil jika
dibandingkan dengan a-amilase yang dihasilkan oleh bakteri sehingga lebih
menguntungkan jika digunakan dalam kepentingan industri (Suganthi, dkk.,
2011). Mikroorganisme yang dapat menghasilkan enzim a-amilase adalah jamur
seperti Aspergillus sp. dan Pennicilium sp. (Sivaramakrishnan, dkk., 2006).

Penelitian sebelumnya telah berhasil mengisolasi jamur amilolitik dengan
aktivitasnya sebesar 1,33. Isolat dari jamur amilolitik teridentifikasi berdasarkan
Internal Transcribe Spacer (ITS) memiliki kekerabatan terdekat dengan
Penicillium Sublateritium dengan similaritas sebesar 94,66% (Khoir, 2018). Pada
penelitian ini akan dilakukan desain primer untuk gen o-amilase pada isolat
Penicilllium hasil isolasi dari batu bara dengan tujuan untuk mengetahui homologi
dengan suatu mikroorganisme lain penghasil a-amilase dan karakteristik gen o-
amilase.

Gen o-amilase dari Penicillium sp diamplifikasi dengan metode PCR.

Komponen-komponen yang penting pada proses amplifikasi adalah DNA



template dan sepasang primer. DNA template merupakan DNA untai ganda yang
membawa urutan basa fragmen yang akan digandakan, didalam proses PCR DNA
template memiliki fungsi sebagai cetakan untuk pembentukan molekul DNA yang
baru. Primer merupakan oligonukleotida yang berguna untuk mengapit bagian
awal dan akhir daerah gen yang diamplifikasi. Pada tahapan isolasi gen a-amilase
dibutuhkan sepasang primer agar dapat dilakukan proses isolasi tersebut, tahapan
yang pertama dilakukan adalah dengan cara harus mengetahui primer yang akan
digunakan, sebelum itu tahapan yang paling penting adalah desain primer.

Desain primer adalah proses perancangan sebuah primer dengan tujuan
agar memperoleh sebuah primer yang baik untuk proses amplifikasi. Primer yang
baik mampu menempel pada DNA template dari jamur Penicillium sp. Penelitian
yang sama dari jamur Aspergillus telah berhasil menemukan primer yang
digunakan pada proses PCR, vyaitu pasangan primer (AmyFP 5'-
CATCTGGATCACCCCCGTTA-3’ dan AmyRP 5'-
AGACTTACGAAGCGAACCGT-3') (Oghenetega et al., 2018). Pada proses PCR
tersebut akan menghasilkan sebuah pita tebal dengan panjang 2027-2054 pb.
Setiap satu siklus PCR terdapat 3 tahapan yang berlangsung, yaitu: denaturasi,
annealing dan elongasi dan masing-masing membutuhkan kondisi yang optimum.
Kondisi optimum PCR pada jamur Penicillium mulai dari denaturasi, annealing
dan elongasi berturut-turut adalah 94°C selama 30 detik, 60°C selama 30 detik,

dan 72°C selama 5 menit dengan 35 siklus (Oghenetega, dkk., 2018).



1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah bagaimana urutan primer yang

potensial untuk isolasi gen a-amilase?

1.3 Tujuan
Penelitian ini diakukan dengan tujuan yaitu untuk mengetahui urutan primer yang

potensial untuk isolasi gen a-amilase.

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah software yang digunakan untuk
mendesain primer adalah primer designing tool dari NCBI (National Center for

Biotechnology Information).

1.5 Manfaat
Manfaat penelitian ini adalah memberi informasi tentang primer yang dapat

digunakan untuk mengisolasi gen a-amilase dari jamur Penicillium.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Islam Tentang lImu Genetika

IImu genetika mendefinisikan dan menganalisis keturunan (heredity) atau
konstansi dan perubahan pengaturan dari berbagai fungsi fisiologis yang
membentuk karakter organisme. Unit keturunan (gen) adalah suatu segmen DNA
yang nukleotidanya membawa informasi karakter biokimia atau fisiologis
tertentu. Pendekatan tradisional pada genetika telah mengidentifikasikan gen
sebagai dasar kontribusi karakter fenotip atau karakter dari keseluruhan stuktural
dan fisiologis dari suatu sel atau organisme, karakter fenotip seperti warna mata
pada manusia atau resistensi terhadap antibiotik pada bakteri, pada umumnya di
amati pada tingkat organisme (Jawets, 2001).

Variasi fenotif telah diamati berdasar kemampuan gen untuk tumbuh
dibawah kondisi terseleksi, misalnya bakteri yang mengandung satu gen yang
resisten terhadap ampisilin dapat dibedakan dari bakteri kekurangan gen selama
pertumbuhannya dalam lingkungan yang mengandung anti biotik sebagai suatu
bahan penyeleksi. Seleksi gen memerlukan ekpresinya dibawah kondisi yang
tepat, dapat diamati pada tingkat fenotip.

Semua keanekaragaman yang terjadi dengan berbagai proses yang begitu
rumit dan lengkap tidak terjadi semata-mata secara kebetulan. Semua itu
terencana secara rapi dan terperinci. Setiap gen-gen mengatur aktifitas kimiawi
dalam sel yang melahirkan pertukaran-pertukaran zat dan energi sesuai kode yang
tepat. Aktifitas semacam ini sangat besar jumlahnya, terutama yang menyangkut

reproduksi bakteri.



Sebuah bakteri baru dapat dibentuk dari substansi bakteri itu sendiri dalam
waktu singkat, mengikuti informasi yang diterima dari gen-gen yang tercatat
didalam pita DNA. Setiap terjadi pembagian diri, gen dibuat duplikatnya secara
menyeluruh dalam organisme yang baru. Fungsi-fungsi kimiawi bakteri pada
kenyataannya sangat banyak, misalnya E. coli dapat memproduksi tiga ribu
jenis protein. Semua itu merupakan modifikasi Allah yang memiliki teka-teki dan
melihatkan kebesaran Allah SWT.

Dalam hubungan ini, kita akan percaya pada Allah SWT lebih rela untuk
mengemukakan adanya campur tangan dari kemampuan-Nya untuk mencipta.
IImu sendiri didapatkan untuk membuktikan kekuasaan Allah SWT itu nyata dan
dapat kita lihat di sekeliling kita melalui apa saja termasuk alam ini. Nabi sendiri
memerintahkan untuk “mencari ilmu sejak dari buaian hingga ke liang kubur”.
Hal ini bertujuan untuk agar manusia mengerti bahwa banyak Al-Qur’an
mendorong manusia agar mencari tanda-tanda kekuasaan Allah SWT melalui
perenungan maupun fenomena alam.

Di dalam Al Quran, Allah SWT menyiratkan akan penciptaan makhluk
hidup termasuk penciptaan mikroorganisme yang merupakan bagian dari mahluk
hidup ciptaan Allah SWT. Proses penciptaan dan komponen penyusun makhluk
hidup termasuk mikroorganisme terdapat dalam surat An-Nur ayat 45, An-Nahl

ayat 12 dan An-Anbiya ayat 30.
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”Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian dari
hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan dengan dua
kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Allah menciptakan
apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Maha Kuasa atas segala sesuatu
(Q.S An Nur: 45)”

o B O 7 s (AR B A A T T g DT
Z?.:Jﬁlfuﬁ:}““fﬁ'jﬂ'j@'jj@'j‘)‘l'ﬁﬁﬂj
®oslsipdedi iy

“Dan Dia menundukkan malam dan siang, matahari dan bulan untukmu. Dan
bintang-bintang itu ditundukkan (untukmu) dengan perintah-Nya.Sesungguhnya

pada yang demikian itu benar-benar ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi
kaum yang memahami (nya) (Q.S An Nahl:12)”

s Ui, L ol a8 52,58 5aadT 53 040

.Ujmy)mu:-;-uﬂﬁs-uﬂu_n%’

“Tidakkah orang-orang kafir itu melihat kelangit dan bumi disatukan, kemudian
mereka Kami pisahkan dan Kami menjadikan setiap yang hidup dari air. Lantas
akankah mereka tak beriman? (Q.S Al-Anbiya: 30)”

Dari beberapa ayat diatas dapat kita ketahui bahwa Allah SWT telah
menciptakan makhluk hidup termasuk mikroorganisme secara sempurna atau
secara mendetail tanpa ada hal yang tertinggal atau kurang pada diri makhluk
hidup tersebut termasuk mikroorganisme. Sehingga kita sebagai makhluk hidup
harus bersukur dengan pemberian Allah SWT, termasuk penciptaan
mikroorganisme yang banyak memberi manfaat kepada manusia. Begitu

dahsyatnya Allah menciptakan makhluk hidup di dunia ini.



2.2 Enzim a-Amilase

Enzim oa-amilase  (a-1,4-glucanglucanohydrolase) adalah  enzim
ekstraseluler yang menghidrolisis ikatan a-1,4-glikosidik secara acak pada rantai
amilosa dan membentuk unit maltosa, dimana a-amilase memiliki berat molekul +
50 KDa (Balkan, 2005). a-Amilase atau a-1,4-glucan-4glucanglucanohydrolase,
EC 3.2.1.1 termasuk keluarga endo-amilase yang mengkatalisis reaksi hidrolisis
ikatan glikosidik pada pati dan karbohidrat lain menghasilkan malto-oligosakarida
dan glukosa dalam bentuk a-anomeric (Aiyer, 2005).

a-Amilase dapat diisolasi dari hewan, tumbuhan, dan mikroorganisme.
Mikroorganisme dinilai lebih ekonomis, karena dapat menghasilkan enzim dalam
waktu yang pendek, tidak bergantung musim dan kondisi reaksi seperti pH dan
temperatur mudah diatur (Harsono, 2001). Mikroorganisme yang banyak
menghasilkan a-amilase adalah jamur dan bakteri.

Jamur banyak digunakan sebagai penghasil a-amilase karena mempunyai
kelebihan diantaranya a-amilase yang dihasilkan dari jamur lebih stabil jika
dibandingkan o-amilase yang dihasilkan dari bakteri sehingga lebih
menguntungkan jika digunakan untuk kepentingan industri (Suganthi., dkk.,
2011). Salah satu jenis kapang yang dapat menghasilkan a-amilase diantaranya
dari genera Aspergillus, Penicillium, Cepltalosparium, Mucor, Neurospora, dan
Rhizopus (Afifi et.al., 2008). Enzim a-amilase yang dihasilkan oleh cendawan
umumnya bersifat asam dan tidak tahan panas (termolabil) seperti pada kelompok

Aspergillus, Penicillium, Candida, dan Rhizopus (Vihinen & Mantsala 1989).
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2.3 Gen Penyandi a-Amilase pada Penicillium

Gen penyandi o-amilase dari jamur Penicillium memiliki perbedaan
panjang basa dan urutan nukleotida (Gambar 2.1 dan 2.2). Hasil penelitian yang
telah dilakukan oleh Bravo-Ruis (2017), diketahui bahwa panjang basa pada jamur
Penicillium sp. ‘occitanis' yang dihasilkan sebesar 1840 pasang basa (pb). Adapun
penelitian Ballester dkk (2015) memperoleh gen oa-amilase dari Penicillium

expansum yaitu sebesar 2027 pb.

CTAACAAGGATGTCCGTTCTCAAGTAGCTTGGCAGCAGGGTACAACACGCTGGGCCATCCAC
TAGCCATTGGCACGGAGACATCACCAGTGTCGCTAACAGTGATGTTTGTGCAGGTGATCAAC
TCGGTAATGACCTGTCCGGCGGTAAAGCCCGTTCCGGAGATTGTCAAGCTGTAAGAGCTGGC
GTCTGCACCGGAGTTTGAGAGTACGGTGACGACCTGGCTGTCGTTGCTGCCTTTGCGGATGG
CGAGGTTGTTGCTATCTTGGTAGATTGGGGAAGACTGAAATCGCTGTTAGGCACTGGCTCTC
CCAATGTAGGGAGATACGATGCATACCTTGTAAGTAGTGTATCCTGTGTCCAATTGAAGAGC
ATAGTTTCGGATCTTGTTGAGCTTCGAAATCCATTGGTAAAGCTCAGCGGAAGTATCAAACC
CATTCAACCAAACGGCTTCACGGTTATTAGGAACGCTGCCACCACTATAATGTTGTTCCTGA
CCGGCATAGATAATCGGGATACCGTCCGACAAGATCGTGAAAGCAATGACGTTCTTGGCGAG
CGAAAAGTCCGAGGTGTAGTTGGCGAATCGCGGGTTGTCGTGGTTCTCGGAAAAGGAGCCTA
GCAAGGTTGAGTCATTGCAGTCGGACTTGACGGTGTTGACCATGTTGTATAGATCAGAGATA
CTACCGCTGGTGCTTTCAAAGGCGCGAACGAGTGGGTAATATACTGGGTAGTTCAGGACCCC
GTCGAGGTAGTTCTGGTAAGGGCATGCAATGGTTGCGTCGCCATTGTCGACTTCGCCAACGC
AGTAGACGCCAGCTGCGCTGACCCAGGAAGGCCAAAAGTCTTTTTGCACTTCTAGAGCGGAG
TCAAGACGGAGACCGTCGACTTTACAATTCATTAGCATCGGGGGTCTTCCGATGGTAAGTTC
AAGGAAATGAGCAGCACTTACTGGAGTAGTTTGAGACCAATTCCGGAATCCAGCTGTACCAC
ATGTTCTGCACATCAGTACTCTCGGTATCGAGATCTGGAAGTGAGACAATAGTGTCGCCTTC
CCAGCACTCTTCAACCATGGTCAAGTTGGAGTAATCAGTGATTTCGCAGTAAGCATGGAAAT
AGTCTTGGCTGTTGAAAGGAGTGAAAACTGAGTAGTCTACGTCTGGACCGGCACCGGCGTAA
CCCTTTTGACAAAAGATAAGTTTGATTGACTACCGACAAAAAATTTGGAGGTAGACTTACCA
TGTGGTTTGCCACGACGTCAACCATGAGGTACATATCACGAGCATGGAGAGCTGTAGCCAAA
GCTTTCAAGTCTTCGGCGGCACCGTAGTTCGAATTGATAGAGTAACTGTTTTCGACGTCAGT
CCCAGTTTGAAGAGCAGTCAAATGTCAGACGTGCATGTCCTGTTGCCAGTAGCCGTGATAAG
CCTCTCCATCTGCAGTAGATTGATTCAACTGCTCAGTAACAGGAGTAATCCAGATGGCCGTG
AATCCCATGTTCTGGATATAATCCAACTGTACAGATCGTTTTAGTTTTGTCAATACTTTAAG
AGCCCGACCGTTGTACTCGACGTACCTGGTTGATGATTCCCTGCCATGATCCTCCGCAGTAT
TGCTATGAAGAGTTAGTTTACATAAGTGGACTTCCAAGTCACACAACATTCAAAACTTACGC
CTAACGCAGAATCGCACTCTGCAGTGGTCGAATTGTCCGTTCGAGAGAATCGATCCGTGAGA
AGAAAGTAAATAGATCGTGAGCGCCATTCATCCGGAGTAGCAGCTTCAGCAACCTGTGCTAG
AAGACCTGCAACTGCAGCGCTTGCGATGAGCGACAGCTTCAT

Gambar 2.1 Urutan gen penyandi o-amilase pada Penicillium sp. ‘occitanis'

strain CL100 contig_433, whole genome shotgun sequence 1840
pb (Bravo-Ruis, dkk., 2017).
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ATGGTTCTCGCACGATTTGCTTGGCTTACCAGCTTGGTTGGCACTGCCATTGCTGCCACTCCAGCT
GAATGGCGATCGCAGTCGATCTACTTCATGCTCACTGATCGCTTTGCGCGAACGGATGGCTCGACT
ACTGCTGCTTGCGATACCAGTGATAGAGTAAGCTGCTGTTTATGTATCGACTCTATGACATGAAGA
TAGAGCTAACTGTACTTGCTGGATAGAAATACTGCGGTGGAACCTGGCAAGGAATCATAGATAAGG
TCAGTAACGCTCTAATCCTTCATATATCACACAACTGACCAATCCTTAGCTGGACTACATCCAAGG
AATGGGCTTCACGGCAATTTGGATCACCCCTGTAACCGGTCAATTAACGAGGACACCCCATACGGG
GATCCCTATCATGGGTACTGGCAGCAGGACATGTGAGTATCGCAAAGCAGAAAAGACAACCCTTCA
ACTCTGCATGCTTACTGACCAATATTAAGCTATGCCCTCGACTCAAACTACGGACTGCAGACGATC
TTAAGGCCCTCGCTGCGGCTTTGCACAAACGCGACATGTATCTCATGGTCGATGTAGAGCAAACCA
CATGGTAAGTCAACTCATCCGAATCATCCCCGATAATCCAGGTTGAGACTGACATGTATGGATAAA
AAGGGCTACGACGGCGCAGGTGCTGACGTAGACTACACCAAATTCAACCCCTTCAACGATGCAAAG
TATTTCCACTCCTACTGCCCAATCACCGATTACAGCGATGACACCATGGCGCAAAACTGCTGGCTT
GGCGACAATAAGGTCTCACTGCCAGATCTGGATACACAGAGCACAGAGGTGCAGGATATTTGGTAT
GACTGGGTTGGATCTTTGGTCTCCAACTACTCCAGTAAGTTGTTTTTCTCTCAAATTCACCCTTAG
CAAGATATATCGCCATATCTAGAGACTGACCAATGTATAGTCGACGGCCTCCGCATTGACACAGTC
AAACATGTCCAGAAAGATTTCTGGCCCGGTTACAACAAGGCCGCGGGCGTCTACTGCGTAGGCGAG
GTCTTTGATGGAGACGTCGATTATACCTGTCCATACCAGGAGGTAATGGACGGAGTGCTTAACTAC
CCAATGTGAGATCCAGCTTATACATGGAATGTACCAGATACACAGGGAGAACTAAAAATAATGAAC
TGAAATAGCTACTACCCCCTCCTCAAAGCCTTCCAATCGACCTCGGGAAGCATGACCGACCTATAC
AACATGATCAACACGGTGAAATCGACCTGCAAAGATTCAACCCTTCTCGGGACCTTCCTAGAGAAC
CATGATAACCCACGTTTTGCCTCGTAAGTGGAAATTCCATAAAAGCAACGGGCATAATTCCACTCT
GTATATCTAAAACTGACATCTCTCCCTTGGGAACCCAGAGTCACCAACGACATTGCCCTCGCCAAG
AACGCAGCCACATTCACTATCATGGCAGACGGTATTCCTATCGTCTACGCAGGACAGGAGCAGCAC
TATAGTGGCGGCGAGGACCCAGCTAATCGTGAGGCTCTGTGGCTGTCTGGATACAACACGGACAGC
GAGCTGTACAAGCTCATTGCGACGGCCAATGGTGCTAGAAATCAGGCGATTGCAAAGAGTACCAAC
TATACTATTTACCAGGTATGTGCTTGTCTCTCTGTCTCAAGTGAATGAAGAAAGGAAGGACAGAAA
AAACTAACTCCGTCTTCACAGAACTACCCAATCTACAAAGACGACAGCACCATTGCCATGCGGAAG
GGCTATGATGGTGGGCAGACAATTACCATCCTAACGAATCTCGGCGCAGGAGGTAAAGAGTACTCG
GTTTCGATTCCTGGTACTGGATTCGCAGCTGGTGCGAAGTTGACAGAGGTTGTCTCCTGCGCCAGC
GTTACTGCTGGTGAGAGTGGGGAGGTGTCTGTTCCTATGGCTGGTGGAGCTCCGAGAATTTTGGTC
CCACCTCTTTGCTTGAGGGCTCGACTCTCTGCTCGTCGTAG

Gambar 2.2 Urutan gen penyandi a-amilase dari Penicillium expansum strain
MD-8 chromosome Unknown contig348, whole genome shotgun
sequence 2027 pb (Ballester, dkk., 2015).
2.4 Asam Amino dan Struktur Enzim a-Amilase
Enzim a-amilase dikode oleh gen penyandi gen a-amilase dimana enzim
a-amilase tersusun atas jumlah asam amino yang bervariasi. Hasil penelitian
dilakukan oleh Yanchen (2015) berhasil mendapatkan asam amino a-amilase
berjumlah 495 asam amino pada jamur Penicillium sp. (Gambar 2.3).
Struktur 3 dimensi enzim a-amilase memiliki 3 domain utama, yaitu
domain A, B, dan C (Gambar 2.4). Domain A merupakan domain (f/a)s-barrel
yang ditunjukkan oleh warna merah yang merupakan domain yang paling lestari

dari a-amilase. Domain B menyisip secara tidak beraturan diantara rantai § sheet
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ke tiga dan rantai o heliks dari (f/a)s-barrel, domain ini ditunjukkan oleh warna

biru dan dikenal sebagai prostusion dari domain A.

MVLARLAWLAGLVSTAIAATPAEWRSQSIYFMLTDRFARTDGSTTAACDT
ADRKYCGGTWQGIIDKLDYIQGMGEFTAIWITPVIGQLSGETAYGDAYHGY
WOODIYSLDSNYGTAGDLKALAAALHKRNMYLMVDVVANHMGYNGAGADV
DYTKEFNPFNEAKYFHSYCPITDYNDDTMSQONCWLGDNKVSLPDLNTQSKE
VODLWYDWVGSLVSNYSIDGLRVDTVKHVQOKDEFWPGYNKAAGVYCVGEIL
DGDPDYTCPYQEVMDGVLNYPIYYPLLKAFQSTSGSMTDLYNMINTVKST
CKDSTLLGNFLENHDNPRFAHATDDIALAKNAATFTIMADGIPIVYAGQE
QHCSGGEDPANREALWLSGYNTDSELYKLIAKANGARNQATIAKSTNYTIY
ONHPIYKDESTIAMRKGEDGGQTITVLTNLGAGGKEYSVSIPDTGEFKAGA
KLTEVVSCTSVIVGDSGEVSVPMAGGAPKILLPTPLLEGSALCSS

Gambar 2.3 Urutan asam amino a-amilase Penicillium sp. AIF73124.1
(Yanchen, 2015).

Gambar 2.4 Struktur 3 dimensi a-amilase (Rosahdi, 2008)

2.5 Polymer Chain Reaction (PCR)
Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan metode molekuler untuk

penggandaan DNA secara in vitro menggunakan enzim dan sepasang primer yang
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bersifat spesifik terhadap DNA target. Dengan metode ini, segmen tertentu pada
DNA dapat digandakan hingga jutaan kali lipat dalam waktu relatif singkat
(Singleton, 2000). Metode ini terdiri dari tiga tahapan utama yaitu tahap
denaturasi, penempelan primer (annealing), dan elongasi atau pemanjangan
primer (Gambar 2.5). Metode PCR memerlukan berbagai komponen yaitu DNA

templat, sepasang primer, DNA polimerase, ion Mg?*, dNTP, dan bufer.
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Gambar 2.5 Tiga tahapan utama pada Polymerase Chain Reaction (PCR)
(Brown, 2010).

2.6 Templat DNA

Templat DNA adalah rantai DNA yang mengkode atau mencetak rantai
mRNA (kodon) yang memiliki untaian DNA dengan arah 3’—5’. Untaian ini
disebut sebagai untaian (-) dan berperan untuk melakukan transkripsi membentuk
mRNA. (Yuwono, 2009). Ukuran target amplifikasi biasanya kurang dari 1000
pasangan basa (bp) atau 1 kb dengan hasil amplifikasi yang efisien antara 100-400
pb. Meskipun, hasil amplifikasi lebih dari 1 kb dimungkinan prosesnya kurang

efisien. Hal tersebut dikarenakan produk yang panjang cenderung rentan terhadap
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inhibitor yang dapat mempengaruhi kerja enzim DNA polymerase dan waktu
yang diperlukan lebih lama. Hal ini dapat menyebabkan hasil amplifikasi tidak

maksimal.

2.7 Desain Primer

Salah satu faktor yang menentukan keberhasilan pemeriksaan PCR adalah
ketepatan susunan primer PCR yang digunakan karena akan menentukan
sensitifitas dan spesifitas pemeriksaan. Primer PCR merupakan potongan pendek
DNA untai tunggal (biasanya 18-30 pp) yang terdiri dari forward primer (F) dan
reverse primer (R). Primer digunakan untuk inisiasi proses amplifikasi DNA dan
untuk membatasi proses amplifikasi sehingga dapat ditentukan panjang produk
PCR (amplikon) yang dihasilkan.

Urutan primer harus spesifik dan terletak pada daerah lestari (conserve
region) sehingga tidak terjadi mismatch dan unmatch agar diperoleh hasil yang
diinginkan. Hibridisasi dan amplifikasi harus terjadi pada urutan template DNA
gen target dan tidak boleh terjadi hibridisasi dan amplifikasi pada tempat yang
tidak diinginkan (bukan gen target) (Yuryev, 2007; Garibyan & Avashia, 2013).

Primer PCR didesain secara in silico dengan menggunakan beberapa
program seperti Primer-BLAST, IDT, PerlPrimer, dan Primer3. Primer PCR juga
dapat didesain secara manual dengan tetap memperhatikan beberapa ketentuan
yang berlaku. Penggunaan program komputer dapat mempermudah perancangan
primer secara cepat sesuai dengan kebutuhan (Yuryev, 2007).

Syarat \ primer yang baik dan tepat diantaranya panjang basa dan suhu

leleh (melting point atau Tm). Primer umumnya memiliki panjang basa 18-30 pb
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dengan tidak memiliki selisih suhu leleh yang terlalu tinggi. Suhu leleh primer
yang digunakan harus sama untuk memastikan kinerja yang konsisten pada
pasangan primer. Perbedaan Tm sepasang primer sebaiknya tidak lebih dari 5°C.
Suhu primer annealing harus stabil agar produk PCR lebih efisien.

Parameter lain yang perlu diperhatikan adalah persen GC. Primer
disarankan memiliki persen G dan C dengan rentang 40-60%, memiliki basa GC
pada ujung yang dapat membuat hibridisasi lebih stabil, dan tidak mengandung
secondary structures berupa hairpin atau dimer. Primer sebaiknya tidak memiliki
urutan pengulangan dari 2 basa dengan toleransi pengulangan sebanyak 4 Kali,
semisalnya ATATATAT. Primer sebaiknya tidak memiliki urutan basa yang
diulang terus menerus seperti urutan 5’-AGCGGGGGATGGGG dengan basa G
diulang sebanyak 5 kali berturut-turut. Panjang PCR produk yang ideal berkisar

antara 100-500 pasang basa.



BAB IlI

METODE PENELITIAN

3.1 Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Genetika Jurusan Biologi dan
Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia Universitas Islam Negeri Maulana

Malik Ibrahim Malang dimulai sejak bulan November sampai Mei 2020.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam pengamatan morfologi secara mikroskopik
adalah mikroskopo dan kaca preparat, Desain primer menggunakan perangkat

keras berupa Laptop DELL Inspiron 14 3000 Series.

3.2.2 Bahan
Sampel isolat jamur Penicillium sp. hasil isolasi dari batu bara yang
diambil dari PLTU Paiton Probolingo. Semua gen a-amilase diperoleh dari

genbank, www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. Perancangan primer menggunakan

program primer designing tool dari NCBI (National Center for Biotechnology

Information), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.

16
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3.3. Tahapan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Pengamatan morfologi
2. Penentuan template DNA
3. Desain primer gen a-amilase

4. Analisis Data

3.4 Cara Kerja
3.4.1 Pengamatan Morfologi

Pengamatan morfologi dilakukan secara makroskopik dengan mengamati
koloni yaitu meliputi pengamatan bentuk, warna, tekstur, tepian, dan elevasi
koloni jamur. Pengamatan mikroskopik juga dilakukan yang meliputi pengamatan
bentuk sel, bentuk hifa atau miselium, bentuk spora, dan ada tidaknya sekat pada

hifa.

3.4.2 Penentuan Templat DNA

Urutan DNA gen a-amilase dari berbagai spesies Penicillium diunduh di
NCBI. Pada database tersebut berisi gen a-amilase dalam bentuk gen parsial atau
gen lengkap. Pengunduhan gen o-amilase dalam bentuk fasta (.txt). Cara
pengunduhan dengan prosedur sebagai berikut:

Buka program NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, pada database dipilih “gene”,

kemudian sekuen diinput “alpha amylase gene of Penicillium” pada kolom
“search” lalu diklik search, diambil seluruh sekuen gen o-amilase jamur

Penicillium yang ada pada database. Selanjutnya, klik sekuen tersebut, lalu pada
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kolom GenPept dipilih “FASTA (text)”, klik “Apply”. Setelah itu, disalin sekuen
tersebut ke dalam aplikasi Notepad, klik “File” lalu klik “Save as”. Beri nama file
tersebut, ex: “alpha amylase gene of Penicillium 17, lakukan hal yang sama pada
sekuen a-amilase yang lain.

Gen sudah terkumpul dianalisis kembali untuk mendapatkan gen lengkap
a-amilase. Gen a-amilase yang memiliki tingkat kesamaan yang tinggi antara
sesame gen a-amilase dijadikan parameter pemilihan gen tersebut sebagai
templat. Selain itu, pemilihan templat juga didasarkan pada panjang gen a-amilase

yang diperoleh.

3.4.3 Desain primer
Program BLAST “ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/” dibuka dan salin
“gen a-amilase” yang akan dijadikan template pada bagian “Enter accession,gi, or

FASTA sequence” dan klik “Get Primers”, software akan membaca primer yang

dibutuhkan.

& > C @& ncbinimnihgov/tools/primer-blast/ W R . E

m) U'S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI

Primer-BLAST Atool for finding specific primers

Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

Primers for target on onc template | Primers common for a group of sequences |

Resetpage Save search parameters Retrieve recent resuits Publication  Tips for finding specific primers

PCR Template
Enter ion, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) &) Clear Range @ Clear
i :I I:

Or, upload FASTA file Choose File | No file chosen

Primer Parameters

Use my own forward primer

(5->3" on plus strand) ‘ |@  gex
Uise my own reverse primer | | @ clar
(5>3 on minus strand) s

Min Max
PCR product size
# of primers to return

win opt wax Max T aiference
Primer melting temperawres | [570 | 00 | [s30 | 3 e

(Tm)

Exon/intron selection Arefseq MRNA sequence as PCR template input is required for oplions in e section &)

Exon junction span [Ne preference vie
Exon junction match Min 5'match  Min 3' match  Max 3' match
[ e ] [&
Minimal and maximal number of bases that must anneal to exons at the 5' or 3' side of the junction &

Gambar 3.1 Halaman depan Primer-BLAST
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3.4.4 Analisis Data

Data yang diperoleh dari perancangan primer berupa sepuluh pasangan primer
dengan menampilkana Kkarakteristik berupa panjang produk, suhu leleh/melting
temperatur (Tm) dan persen GC. Dari sepuluh pasang primer akan dipilih tiga jenis

primer dengan mempertimbangkan posisi penempelan.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Analisis Morfologi Jamur Penicillium sp.

Penelitian sebelumnya telah melakukan pengamatan morfologi jamur yang
terdiri dari bentuk koloni, warna koloni. Pada penelitian sebelumnya telah
didapatkan isolat yang diberi nama A BTBR, dimana pada pengamatan dibawah
alat mikroskop menunjukkan bahwa isolat tersebut memiliki bentuk koloni bulat,
dengan tepian rata, dan permukaan yang bergelombang, bagian atas isolat jamur
memiliki warna putih, sedangkan bagian bawah koloni berwarna keabu-abuan.
Koloni A BTBR hasil isolasi pada penelitian sebelumnya ditunjukkan pada

Gambar 4.1.

Gambar 4.1 Hasil pengamatan morfologi isolat A BTBR menggunakan
mikroskop dengan perbesaran 40X (Khoir, 2018)

Hasil pengamatan yang dilakukan telah menunjukkan jamur membentuk
cabang pada ujung hifa. Pada cabang akan tumbuh lagi menjadi jamur baru,

Cabang tersebut berwarna kehijauan. Isolat jamur A BTBR adalah genus

20
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Penicillium sublateritium berdasarkan analisis genotip menggunakan gen 18
rRNA. Jamur P. sublateritium memiliki kemampuan untuk menghasilkan amilase,
dimana penelitian selanjutnya vyaitu, isolasi gen amilase pada jamur P.

sublateritium dengan mendesain primer gen amilase terlebih dahulu.

4.2 Penentuan Templat DNA
DNA template atau cetakan yang digunakan sebagai acuan pada desain
primer adalah sekuen gen dari Penicillium sp. yang terdapat di dalam GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Pada tahap penelitian ini gen pada jamur

Penicillium didapatkan data sebanyak 16 gen, dimana masing-masing data gen

yang dihasilkan yaitu dengan data gen penuh dan data gen setengah.

Tabel 4.1 Data Gen amilase dari berbagai jenis spesies Penicillium

Panjang basa

No Nomor Aksesi Jenis Penicillium a-amilase Referensi
1. NW_015971310 P. expansum 2027 bp Balleggzlrédkk_,
2. NW_015071428 P. expansum 2482 bp Ba”egge{édkk-’
3. NW_015971418 P. expansum 1964 bp Ba”ezgelrédkk-’
4. NW_015971304 P. expansum 2054 bp Ba”ezgelfédkk-,
5. LHQR01000065 P. griseofulvum 2448 bp D?\f}gg?izgﬁm
6.  LHQR01000070 P. griseofulvum 1703 bp Dg/?ggfizgm
7. NPFK01000092 P. Sp. 'occitanis' 1729 bp BraVO'Z%T;' dkk.,
8.  NPFK01000226 P.Sp. occitanis' 2319 bp Bra"o'z%‘ii;" dkk.,
9.  NPFK01000433 P.Sp. occitanis' 1840 bp Bravo-Ruis, dkk.,

2017
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Data yang dihasilkan diperoleh dari beberapa jenis jamur Penicillium
dengan panjang basa yang beragam yang ditunjukkan pada (Tabel 4.1). Urutan o-
amilase secara lengkap dapat dilihat pada Lampiran 2. Dari 16 data gen yang
diperoleh hanya akan diambil gen penuh saja yang bertujuan untuk mendapatkan
DNA template yang digunakan untuk desain primer pada tahap selanjutnya.

Data sekuen diberasal dari 3 jenis Penicillium dengan jumlah sekuen
sebanyak 9 data dengan panjang basa yang berbeda yaitu pada jamur P.
expansum, P. griseofulvum, dan Penicillium sp. ‘occitanis'. Ketiga spesies jamur
memiliki panjang basa dari 1703 bp sampai dengan 2482 bp. Masing-masing
sekuen dapat digunakan sebagai acuan pada templat DNA.

Pemilihan template dilakukan berdasarkan analisis terhadap panjang basa
pada masing-masing Penicillium dan jenis Penicillium yang akan digunakan, yaitu
P. expansum, P. griseofulvum, dan Penicillium sp. 'occitanis’. Pada Penicillium
expansum memiliki panjang basa dengan rentang antara 1964 bp sampai 2482 bp,
jenis Penicillium griseofulvum memiliki panjang basa dengan rentang antara 1703
bp sampai 2442 bp, sedangkan pada Penicillium sp. 'occitanis’ memiliki panjang
basa dengan rentang antara 1729 bp sampai dengan 2319 bp. Masing-masing
sekuen dengan rentang panjang basa yang berbeda dipilih berdasarkan jumlah
panjang basa yang berada di tengah-tengah antara panjang sekuen terbesar dan
yang terkecil dengan tujuan untuk mewakili proses alignment, yaitu sekuen dari
Penicillium expansum dengan panjang basa 2027 bp, Penicillium griseofulvum
dengan panjang basa 1703 bp, dan Penicillium sp. ‘occitanis' dengan panjang basa

1840 bp.
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Hasil sekuen yang telah dipilih, yaitu 3 spesies dengan panjang basa yang
berbeda. Sekuen hasil alignment telah dilampirkan pada Lampiran 1. Pemilihan
primer didasarkan pada sekuen yang memiliki kemiripan tertinggi diantara 2
sekuen lainnya. Hasil alignment menunjukkan bahwa Penicillium sp. ‘occitanis'
dengan panjang basa 1840 bp memiliki similaritas yang tinggi, sehingga sekuen

Penicillium sp. 'occitanis' dapat dijadikan sebagai template.

CTAACAAGGATGTCCGTTCTCAAGTAGCTTGGCAGCAGGGTACAACACGCTGGGCCATCCAC
TAGCCATTGGCACGGAGACATCACCAGTGTCGCTAACAGTGATGTTTGTGCAGGTGATCAAC
TCGGTAATGACCTGTCCGGCGGTAAAGCCCGTTCCGGAGATTGTCAAGCTGTAAGAGCTGGC
GTCTGCACCGGAGTTTGAGAGTACGGTGACGACCTGGCTGTCGTTGCTGCCTTTGCGGATGG
CGAGGTTGTTGCTATCTTGGTAGATTGGGGAAGACTGAAATCGCTGTTAGGCACTGGCTCTC
CCAATGTAGGGAGATACGATGCATACCTTGTAAGTAGTGTATCCTGTGTCCAATTGAAGAGC
ATAGTTTCGGATCTTGTTGAGCTTCGAAATCCATTGGTAAAGCTCAGCGGAAGTATCAAACC
CATTCAACCAAACGGCTTCACGGTTATTAGGAACGCTGCCACCACTATAATGTTGTTCCTGA
CCGGCATAGATAATCGGGATACCGTCCGACAAGATCGTGAAAGCAATGACGTTCTTGGCGAG
CGAAAAGTCCGAGGTGTAGTTGGCGAATCGCGGGTTGTCGTGGTTCTCGGAAAAGGAGCCTA
GCAAGGTTGAGTCATTGCAGTCGGACTTGACGGTGTTGACCATGTTGTATAGATCAGAGATA
CTACCGCTGGTGCTTTCAAAGGCGCGAACGAGTGGGTAATATACTGGGTAGTTCAGGACCCC
GTCGAGGTAGTTCTGGTAAGGGCATGCAATGGTTGCGTCGCCATTGTCGACTTCGCCAACGC
AGTAGACGCCAGCTGCGCTGACCCAGGAAGGCCAAAAGTCTTTTTGCACTTCTAGAGCGGAG
TCAAGACGGAGACCGTCGACTTTACAATTCATTAGCATCGGGGGTCTTCCGATGGTAAGTTC
AAGGAAATGAGCAGCACTTACTGGAGTAGTTTGAGACCAATTCCGGAATCCAGCTGTACCAC
ATGTTCTGCACATCAGTACTCTCGGTATCGAGATCTGGAAGTGAGACAATAGTGTCGCCTTC
CCAGCACTCTTCAACCATGGTCAAGTTGGAGTAATCAGTGATTTCGCAGTAAGCATGGAAAT
AGTCTTGGCTGTTGAAAGGAGTGAAAACTGAGTAGTCTACGTCTGGACCGGCACCGGCGTAA
CCCTTTTGACAAAAGATAAGTTTGATTGACTACCGACAAAAAATTTGGAGGTAGACTTACCA
TGTGGTTTGCCACGACGTCAACCATGAGGTACATATCACGAGCATGGAGAGCTGTAGCCAAA
GCTTTCAAGTCTTCGGCGGCACCGTAGTTCGAATTGATAGAGTAACTGTTTTCGACGTCAGT
CCCAGTTTGAAGAGCAGTCAAATGTCAGACGTGCATGTCCTGTTGCCAGTAGCCGTGATAAG
CCTCTCCATCTGCAGTAGATTGATTCAACTGCTCAGTAACAGGAGTAATCCAGATGGCCGTG
AATCCCATGTTCTGGATATAATCCAACTGTACAGATCGTTTTAGTTTTGTCAATACTTTAAG
AGCCCGACCGTTGTACTCGACGTACCTGGTTGATGATTCCCTGCCATGATCCTCCGCAGTAT
TGCTATGAAGAGTTAGTTTACATAAGTGGACTTCCAAGTCACACAACATTCAAAACTTACGC
CTAACGCAGAATCGCACTCTGCAGTGGTCGAATTGTCCGTTCGAGAGAATCGATCCGTGAGA
AGAAAGTAAATAGATCGTGAGCGCCATTCATCCGGAGTAGCAGCTTCAGCAACCTGTGCTAG
AAGACCTGCAACTGCAGCGCTTGCGATGAGCGACAGCTTCAT

Gambar 4.2 Urutan nukleotida gen penyandi a-amilase pada jamur Penicillium
sp. ‘ocitanis’, sekuen penuh dengan panjang 1840 bp (Bravo-Ruis,.
etal,. 2017)
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4.3 Desain Primer

Desain primer merupakan rancangan dari sebuah primer yang akan
digunakan utuk proses penggandaan DNA pada metode Polimerase Chain
Reaction (PCR). Salah satu faktor keberhasilan pemeriksaan PCR adalah
ketepatan susunan primer PCR untuk menentukan sensitifitas dan spesifisitas
pemeriksaan. Pada penelitian ini dilakukan proses desain primer dengan metode
in silico dengan menggunakan software primer designing tool
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), yaitu primer-BLAST dari

NCBI.

Tabel 4.2 Hasil Desain Primer Penicillium sp. ‘occitanis’ strain CL100

contig_433 (NPFK01000433)

No Pasang Primer Awal Akhir Tm GC% Panjang
Produk

1. F CTGCACCGGAGTTTGAGAGT 189 208 59.97 55.0 690
R TCCGTCTTGACTCCGCTCTA 878 859 60.04 55.0

2. F TGAGAGTACGGTGACGACCT 202 221 59.96 55.0 576
R ACCATTGCATGCCCTTACCA 777 758 59.96 50.0

3. F CGACGTCAGTCCCAGTTTGA 1355 1374 59.97 55.0 413
R ATGAATGGCGCTCACGATCT 1767 1748 59.89 50.0

4, F GTAAAGCCCGTTCCGGAGAT 146 165 59.82 55.0 76
R AGGTCGTCACCGTACTCTCA 221 202 59.96 55.0

5. F ACTACCGCTGGTGCTTTCAA 682 701 59.89 50.0 378
R GCTGGGAAGGCGACACTATT 1059 1040 60.11 55.0

6. F CTGTTAGGCACTGGCTCTCC 292 311 60.11 60.0 295
R ATTCGCCAACTACACCTCGG 586 567 60.11 55.0

7. F CCGTCCGACAAGATCGTGAA 518 537 60.11 55.0 287
R GTTGGCGAAGTCGACAATGG 804 785 59.83 55.0

8. F GCATGGAGAGCTGTAGCCAA 1282 1301 60.11 55.0 146
R GCTTATCACGGCTACTGGCA 1427 1408 60.18 55.0

9. F ACCAAACGGCTTCACGGTTA 441 460 60.18 50.0 97
R TTCACGATCTTGTCGGACGG 357 518 60.11 55.0

10. F GGACTTGACGGTGTTGACCA 643 662 60.18 55.0 243
R GACGGTCTCCGTCTTGACTC 885 866 59.83 60.0
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Hasil desain primer dengan templat Penicillium sp. ‘occitanis' strain
CL100 contig_433 (NPFK01000433) memberikan rekomendasi primer sebanyak
10 pasang primer yang ditunjukkan pada Tabel 4.2. Panjang produk memberikan
variasi yang beragam dengan rentang terkecil, yaitu 76 sampai rentang terbesar
690. Informasi karakteristik masing-masing primer secara lengkap dilampirkan
pada Lampiran 3.

Kesepuluh kandidat primer yang dihasilkan telah memenuhi standar
kriteria kelayakan primer berdasarkan panjang basa primer. Semua kandidat
primer memiliki panjang basa sebanyak 20 basa. Menurut Borah (2011) primer
yang ideal secara umum memiliki panjang 18-30 basa nukleotida, pada panjang
basa ini diharapkan dapat mengikat template pada suhu annealing. Jika primer
terlalu pendek akan mengurangi spesifitas primer sehingga dapat menempel pada
template dengan suhu anneling yang tidak diinginkan. Sedangkan primer yang
terlalu panjang tidak akan dapat menempel pada template yang diinginkan
(Handoyo dan Rudiretna, 2001).

Parameter lain yang perlu diperhatikan adalah selisih nilai Tm pada primer
forward dan reverse, dan nilai %GC. Kesepuluh kandidat primer menunjukkan
bahwa Tm memenuhi standar kriteria primer yang baik, yaitu 59-60,11°C.
Menurut WHO (2012) Tm (Melting Temperature) yang optimal dari primer
forward dan reverse memiliki rentang 2-4°C, diantara 50-65°C. Berdasarkan nilai
%GC, 10 kandidat primer memiliki nilai %GC yang berada pada rentang 50-60%.
Menurut Rudiretna (2001), presentase banyaknya Guanin dan Sitosin (%GC)

dalam suatu primer sebaiknya berada pada rentang 40-60%.
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Data lain yang diperoleh dari analisis primer adalah posisi penempelan
kesepuluh kandidat primer (Gambar 4.3). Delapan dari 10 kandidat primer paling
menempel pada nukleotida nomor 146 sampai 1059 yaitu primer 1, 2, 4,5, 6, 7, 9,
dan 10. Adapun kandidat primer 3 dan 8 menempel pada nukleotida nomor 1282

sampai 1767.

Input PCR template Icl|Query_1
Range 1-1840
Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Homo sapiens)
Other reports b Search Summary

2Graphical view of primer pairs

2 Query 1~ | Find: rl@pla @ i T o Tools~ | L Tracks~ & P -

Template 73 288 [E2) 486 588 [EEE |76 886 [586 LK L6 |26 1,306 1486 [1.568 L6036 |L760 1,845
I

-
=

L1
Ry

L |oe 228 |02 422 see JECE) |70 288 528 |tk JLize |L228 |1.300 |L488 588 |Lee8 |78 1848

Gamba(r4)3 Posisi penempelan kandidat primer pada templat Penicill?aﬁw’;;.
‘occitanis' (NPFK01000433) dengan panjang basa 1840 pb.

Sepuluh kandidat pasang primer yang ada dipilih 3 pasang primer, yaitu
pasang primer 1, pasang primer 2, dan modifikasi pasang primer 8 (forward) dan
6 (reverse). Pemilihan primer didasarkan pada jumlah produk yang terbentuk,
yaitu primer 1 dengan panjang produk 690 pb, primer 3 dengan panjang produk
413 pb, dan modifikasi primer forward 6 dan primer reverse 8 dengan panjang
produk 1116 pb (Tabel 4.2). Ketiga primer tersebut dipilih didasarkan pula pada

posisi penempelan primer yang mewakili keseluruhan sekuens sehingga

diharapkan mampu mengamplifikasi sebagian besar sekuens templat.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Tiga kandidat primer yang terpilih yang akan digunakan, yaitu

e Primer 1 (Forward 5’-CTGCACCGGAGTTTGAGAGT-3’ dan reverse 5’-
TCCGTCTTGACTCCGCTCTA-3"),

e Primer 3 (forward 5’- CGACGTCAGTCCCAGTTTGA-3’ dan reverse 5°-
ATGAATGGCGCTCACGATCT-3’)

e Primer modifikasi 6-8 (Forward 5’-CTGTTAGGCACTGGCTCTCC-3’ dan

reverse 5’- GCTTATCACGGCTACTGGCA-3’)

5.2 Saran
Ketiga kandidat primer perlu dilakukan analisis lebih lanjut untuk memastikan
apakah primer yang dihasilkan tepat digunakan untuk isolas gen a-amilase dari

jamur Penicillium sp.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Sepuluh gen a-amilase dari berbagai spesies Penicillium

>NW 015971310.1 Penicillium expansum strain MD-8 chromosome
Unknown contig348, whole genome shotgun sequence 2027 bp

ATGGTTCTCGCACGATTTGCTTGGCTTACCAGCTTGGTTGGCACTGCCATTGCTGCCACT
CCAGCTGAATGGCGATCGCAGTCGATCTACTTCATGCTCACTGATCGCTTTGCGCGAACG
GATGGCTCGACTACTGCTGCTTGCGATACCAGTGATAGAGTAAGCTGCTGTTTATGTATC
GACTCTATGACATGAAGATAGAGCTAACTGTACTTGCTGGATAGAAATACTGCGGTGGAA
CCTGGCAAGGAATCATAGATAAGGTCAGTAACGCTCTAATCCTTCATATATCACACAACT
GACCAATCCTTAGCTGGACTACATCCAAGGAATGGGCTTCACGGCAATTTGGATCACCCC
TGTAACCGGTCAATTAACGAGGACACCCCATACGGGGATCCCTATCATGGGTACTGGCAG
CAGGACATGTGAGTATCGCAAAGCAGAAAAGACAACCCTTCAACTCTGCATGCTTACTGA
CCAATATTAAGCTATGCCCTCGACTCAAACTACGGACTGCAGACGATCTTAAGGCCCTCG
CTGCGGCTTTGCACAAACGCGACATGTATCTCATGGTCGATGTAGAGCAAACCACATGGT
AAGTCAACTCATCCGAATCATCCCCGATAATCCAGGTTGAGACTGACATGTATGGATAAA
AAGGGCTACGACGGCGCAGGTGCTGACGTAGACTACACCAAATTCAACCCCTTCAACGAT
GCAAAGTATTTCCACTCCTACTGCCCAATCACCGATTACAGCGATGACACCATGGCGCAA
AACTGCTGGCTTGGCGACAATAAGGTCTCACTGCCAGATCTGGATACACAGAGCACAGAG
GTGCAGGATATTTGGTATGACTGGGTTGGATCTTTGGTCTCCAACTACTCCAGTAAGTTG
TTTTTCTCTCAAATTCACCCTTAGCAAGATATATCGCCATATCTAGAGACTGACCAATGT
ATAGTCGACGGCCTCCGCATTGACACAGTCAAACATGTCCAGAAAGATTTCTGGCCCGGT
TACAACAAGGCCGCGGGCGTCTACTGCGTAGGCGAGGTCTTTGATGGAGACGTCGATTAT
ACCTGTCCATACCAGGAGGTAATGGACGGAGTGCTTAACTACCCAATGTGAGATCCAGCT
TATACATGGAATGTACCAGATACACAGGGAGAACTAAAAATAATGAACTGAAATAGCTAC
TACCCCCTCCTCAAAGCCTTCCAATCGACCTCGGGAAGCATGACCGACCTATACAACATG
ATCAACACGGTGAAATCGACCTGCAAAGATTCAACCCTTCTCGGGACCTTCCTAGAGAAC
CATGATAACCCACGTTTTGCCTCGTAAGTGGAAATTCCATAAAAGCAACGGGCATAATTC
CACTCTGTATATCTAAAACTGACATCTCTCCCTTGGGAACCCAGAGTCACCAACGACATT
GCCCTCGCCAAGAACGCAGCCACATTCACTATCATGGCAGACGGTATTCCTATCGTCTAC
GCAGGACAGGAGCAGCACTATAGTGGCGGCGAGGACCCAGCTAATCGTGAGGCTCTGTGG
CTGTCTGGATACAACACGGACAGCGAGCTGTACAAGCTCATTGCGACGGCCAATGGTGCT
AGAAATCAGGCGATTGCAAAGAGTACCAACTATACTATTTACCAGGTATGTGCTTGTCTC
TCTGTCTCAAGTGAATGAAGAAAGGAAGGACAGAAAAAACTAACTCCGTCTTCACAGAAC
TACCCAATCTACAAAGACGACAGCACCATTGCCATGCGGAAGGGCTATGATGGTGGGCAG
ACAATTACCATCCTAACGAATCTCGGCGCAGGAGGTAAAGAGTACTCGGTTTCGATTCCT
GGTACTGGATTCGCAGCTGGTGCGAAGTTGACAGAGGTTGTCTCCTGCGCCAGCGTTACT
GCTGGTGAGAGTGGGGAGGTGTCTGTTCCTATGGCTGGTGGAGCTCCGAGAATTTTGGTC
CCACCTCTTTGCTTGAGGGCTCGACTCTCTGCTCGTCGTAG
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>NW 015971428.1:70986-73467 Penicillium expansum strain MD-8
chromosome Unknown contig370, whole genome shotgun sequence
2482 bp

ATGTCTTCTACCATTGACAGCTCCAATATTCCCACCGATGGCACAGGTAAGCTTCAAATT
ACTAGGATCTTCATATCTGTTTCCAATTCTAACAAAAAATAGGTGTTATCCAACTGGATC
CTTGGTTGGAACCCCATCGCGATGTCTTGAAGCACAGATACCAGGTAGTCGAGGATTGGG
CCAAGGCCATCAATGAAACAGAGGGTGGCTTGGACAAGTTCAGCAAGGTGAATTGCATCT
GCATTGATTGTTGTTCTCCAAACTAATGCGCTTACCAGGGCTATGAAACCTTCGGACTAC
ATGTACAACCTAACGGAGAGATCAAATACCAAGAATGGGCACCAAACGCACAAGAGGCTT
CTTTGGTCGGCGAATTTAGTACGTTCTATGTACTGGCCATATTTGAGGAGCTTGACTGAG
ACTGGCAGACAACTGGGACGTCAATGCAAACCCCATGACGAAGAACAGCTTCGGCATCTG
GAATGTAACGGTACCAGCGAAGAACGGTGCTGCCGCTATTCCCCACGACAGCAAGATCAA
GGTAAGCACATCAGCCCTATGCATCAATAAAACACCTCACCAATAACCCTATAGATCTCA
ATGGTGCTCCCCAGCGGCGAGCGCATCTATCGACTCCCCGCTTGGATCAAGCGCGTGGTC
CAAGATCTGAACGTGTCGCCTGCATACGATGCCGTTTTCTGGAACCCGCCCGCAGAAGAT
TTATACAAGTTCCAGCACGCGCGGCCCAAGAAGCCTGAGAGTCTGCGCATCTACGAGGCG
CACGTCGGCATCTCGTCGCCGGAGACTAGGGTCGCTACGTACAAGGAGTTTACGAAGAAC
ATGCTGCCCCGTATTAAGTATCTGGGATACAACGCCATTCAGCTAATGGCTATCATGGAG
CATGCATACTACGCTAGCTTCGGGTACCAGGTGAACAACTTCTTCGCGGCGAGCAGTCGC
TACGGATCCCCCGAAGATCTGAAGGAGCTTGTTGATACAGCCCACAGTATGGGGCTCGTT
GTGCTACTTGATGTGGTTCACAGTCATGCTTCCAAGAACGTCATTGATGGACTCAATGAG
TTCGATGGAACAGACCATCTCTACTTCCATGGTGGTGCGAAGGGCCGTCACGAGCTGTGG
GACAGTCGTCTGTTCAATTATGGAAGCCATGAGGTGCTGCGTTTCCTTTTGAGTAATCTG
CGCTTCTGGATGGAAGAGTATAAGTTCGATGGATACCGCTTCGATGGTGTGACTAGCATG
CTCTATACGCACCATGGTATCGGAACGTACGTGCATTCCTCACTATATTTTATAACAGCC
TGCTAATGAAAAGAAACAGTGGTTTCTCCGGTGGATACCACGAGTACTTCGGACCATCCG
TTGACGAAGAGGGCGTCACATACCTCACCCTCGCCAACGAAATGTTGCACGAACTCTACC
CAGAATGCATCACAGTCGCAGAGGATGTCTCCGGCATGCCTGCACTGTGTCTACCCCACA
AACTAGGCGGCGCCGGCTTCGACTACCGCCTCGCAATGGCCGTCCCAGACATGTGGATCA
AGCTCTTGAAAGAAAGCACAGACGACGAGTGGGACATGGCCAACATCTCCTTCACGCTCA
CCAACCGACGCCACGGCGAGAAGACCATTGCCTACGCCGAGAGCCACGACCAAGCGTAAG
TCCAATCTTCCATCATCCCCCACCCCATCCATACACAATTAACCAACTAACACAAAACCC
CACAGCCTCGTCGGCGACAAAACCCTAATGATGTGGCTCTGCGACAAAGAGATGTACACC
CACATGTCCACACTAACCGAATTCACCCCCGTAATCGAGCGCGGGATGGCCCTCCACAAA
ATGATCCGTCTCGTAACCCACGCCCTCGGCGGCGAGGGCTACCTAAACTTCGAAGGCAAC
GAATTCGGCCACCCCGAATGGCTGGACTTCCCACGCGAAGGCAACGACAACTCCTTCTGG
TACGCTCGACGCCAACTAAACCTAACCGAAGACCCGCTTCTGCGGTACCACTTCCTGAAC
GAGTTCGATCGCGGGATGCAGCTGGCCGAGCAGAAGTACGGATGGCTTTCTTCGTCGCAG
GCGTATATCAGTCTCAAGAATGAGAGTGATAAGGTACTTGTCTTTGAGAGGGCTGGGTTG
CTTTGGATCTTCAATTTCAATTCTAAGAAGAGCTTTACGGATTATCGGGTTGGTGTTGAT
GTTCCTGGGACGTATCGCATTGTGCTTGATACCGATGAGAAGGAGTTTGGTGGGCTTGGG
AGGAATGTTAAGGAGACAAGGTTCTTTACTACTGATATGGGGTGGAATGGGAGGGGGAAT
TTTGTGCAGGTTTATATTCCTACGAGGACTGCTTTGGTATGTTGTCTGACTGTTTTTTTC
CCCCCTCTCCTTCTGTCTTTGGTTCTTGTTTGCTGACTTTCTGTGTTCCTTGCAGGTCCT
GGCTCTGGAAGAGACTCTGTAA
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>NW 015971418.1:c97871-95908 Penicillium expansum strain MD-
8 chromosome Unknown contigl59, whole genome shotgun
sequence 1964 bp

ATGGGCTTTACTGCCATTTGGATTACTCCTGTGACTAAACAGCTCCCGCAAAACACCGGT
GATGGGACGTCCTATCATGGATACTGGCAGCAAGATATGTAAGGTTATTAAACGGTTTGT
GCTGGGATTCTGCTCACCAACTTCACTAGATACAATGTCAATCCAAATCATGGCACGTCC
GATGACCTCTTGGCACTCTCAAAGGCACTACACGCGCGAGGCATGTATCTCATGGTTGAT
GTTGTGGCAAACCACATGGTATGTTATCTTGATCAATGAGATAAAACCTTTCTAACACGC
CAACAGGGCTACGCTGGACCTGGAAATACTGTGGATTATAGTGTTTTCACTCCCTTCAGT
TCTTCCTCTTACTTCCATTCCTACTGTTTGATCAGTAACTACAACGATCAGTCCAATGTC
GAGAATTGTTGGCTTGGTGACACCATTGTCTCGCTGCCAGATCTTGACACAACGCAGAGC
TCAGTGCAGACACTGTGGAACAACTGGATTGGAGATTTAGTGTCTAAGTACTCCAGTAAG
TCTAATGGTTTATGTAAAAATCCGATCTAACATTGTCAGTTGATGGATTACGCGTCGATA
CCGTAAAGCATGTCCAGAAGTCTTTCTGGCCTGGCTTTAATACTGCTGCAGGCGTCTATG
CTGTCGGGGAGGTCTTTGATGGAGATCCAGCTTACACCTGCGACTACCAGAAGTACATTG
ACGGTGTCTTGAATTATCCTATGTGAGATGACTGCCATGCAGTTTCCTAGAGAAAAGCTA
ACCGTCCAGTTATTACCCACTACTACGTGCATTCCAATCTTCCAGTGGCAGCATTAGCGA
TTTGTACAACATGATCGGCACTGTGGCATCCGATTGTGCAGATCCAACTCTGCTGGGCAA
CTTTATCGAGAATCACGACAACCCACGTTTCCCGAGGTGAGACATTTGAAGTTCTCAGAG
ATATCTGATACTAACCATCTTTGATTATAGCTACACAAGTGACTACTCCCAGGCCAAGAA
TGTGATCTCATTCATCTTTTTATCAGATGGTATTCCCATTGTATATTCTGGCCAGGAGCA
ACACTATAGCGGTGGAAGTGACCCAGCCAACCGTGAAGCTATCTGGCTGTCGGGATACTC
TACCACAACAGAGCTGTACAAGTATATTGCGACTACAAACAAGATCCGCAAAGCCGCGGT
CGCGGCAGACTCTAGCTATATTACGACCAAGGTATGTATTGTAAAAGCAAAGCTGATGAA
AAGGACTGACATATTACAAGAACATCCCCTTCTATCAAGACAGCCATACGCTAGCCATAA
AGAAGGGGTCGGGCAGCTCGCCAGTTATAACGGTACTTTCCAATGCCGGATCATCTGGAT
CCTCCTACACATTGTCTTTAAGTGGTAGCGGATACTCATCAGGCGCCAAGCTGATGGAGT
TGTACACCTGCACATCTATAACAGTAGATGCTAGCGGTAATATCGCCGTGCCAATGGCAT
CCGGGTTGCCACGGGTTCTTGTTCTCGCTTCCTCCGTGAGCAACAGCGGAATATGCGGCT
CATCCGTTCCTAGTACCACAGCCGTCACCGCGACTCAGACCACTGCTACGACGACAACCA
CTACGGGGGCGGGCTGTATCCAAGCTACCGCTCTGTCAGTTCTATTCAAGGAGCTTGTGA
CCACTTCCTATGGCCAAGATATCTACGTCTCAGGATCGATCAGCCAACTTGGTACCTGGG
ACACTAGTAAAGCCATCGCACTGTCTGCAAGCGGCTACACTACGTCCAACCCCTTGTGGC
AGGGCACTATCACCCTCCCTGTCGGAACAACCTTCCAGTATAAATTCCTCAAGAAGACGA
GTGGATCTTCGGCTGTGACGTGGGAAAGTGATCCTAACCGGTCGTATACAGTGCCGACTG
GATGTTCTGGAACTACGGCCACTGTGACGGCGAGCTGGAGATGA
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>NW 015971304.1:195832-197885 Penicillium expansum strain
MD-8 chromosome Unknown contig7, whole genome shotgun
sequence 2054 bp

ATGTGGTGGTGGAAGGTTTTGGTGGTTGCTGCCGTTGGGACAGTACATGCGGCTTCCCGA
GACCAATGGCTCGGTCGGTCAGTCTACCAAGTGGTCACCGATCGCTTCGCTCGATCTGAT
AACTCAACCACTGCTTCTTGTGATGCAGCACTGGGAGAGTATTGTGGAGGGAGCTTACAG
GGCATCATCACCAAGCTCGATTATATTCAGGAACTCGGGTTCGATGCAGTTTGGATATCT
CCAGTGCAAAGTCAAGAGTCAACTCGCACAGCAGATCTCTCAGGTATGGCCGCCCTTGAC
TGTCAAGGAATATAGAGAACTAACGATCGATGGATGATAGCATACCATGGATATTGGCCA
AACGACCTGTATTCCATCAACTCCCATTTTGGCACCTCCGATGACCTCCAAGCGTTATCC
GCAGCGTTGCACGCGCGTGGCATGGTGAGTCGCCAGCTACCATGCCTATTCACGAATCTG
ACATGAAAAATAGTACTTGATGCTGGATATTATTGTTGGTGACATGGCCTGGGCTGGGAA
TGCCTCCACTGTCGACTACAGCACATTCAATCCATTCAATGATCAGAAGTATTTCCACGA
CTACAAGCTACTCTCGGAGGACCCCATAAATGACACCTGTGTTCTGGATGTAAGTCTGTC
ATCGCATGTTATGAGAGCATTGCTAACCCTTTGTCAGTGTTGGATGGGAGACAACACCAT
ATCGCTTCCAGATCTGCGAAACGAGGATCAGGAAGTCCAGCAGATGCTGGGCACCTGGGT
TTCGCAGTTGGTTTCGAACTACTCCAGTATGTCTATACGTTTCCCCATCTCTTCAACGGA
TTTAATAACAGTTATCATTTTTAGTTGATGGCTTGCGAATCGACAGTGTCTTGAACATTG
CTCCTACATTCTTCTCCAATTTCAGCAAGTCAGCGGGTATTTTCACCATGGGCGAAGGCG
CCACAAGAGATGCATACGGTTACTGTTCTCTGCAGCCTAGTCTAAGCGGACTTTTGAATT
ATCCGTTGTAAGTAGCCCATCAAAATGCACAGAGGGCGTGTTAACACTTTTTAGGTATTA
TATCCTCACAGAGGCCTTCAACACGACCAACGGAGACCTGACCAGGATTGTACAGTCCAT
CGACTACATCAGGACAAATTGCGAGGATGTACTACCCCTGGGAACTTTCACATCGAACCA
GGATGTCCCTCGCTTTGGCTCGTATACTTCAGACATATCGGTAAGTCGACTGCATCGGGT
ATTTTGTCAGCACGTATTAACTTTATCACTCCTGATTAGCTGGCTCGCAACATTCTCACA
ATCAGCATGATCGCTGACGGTATTCCCATCCGTATGCTGCGCCCCCAAAAATAGAAACAA
AAGCCAAAGATACTAATTAAAGAAATACAGTCTACTATGGGGAAGAACAGCACCTGTCAG
GTGGATTCAACCCTGTCAATCGGGAGGCCTTATGGCTTACCAAATACTCGATGAACTCGA
CCTCCCTGCCATTGCTAGTCCAATCATTGAATCGCATTCGATCATATGCGAGCGGTGACG
GTGAAAAGTCCACGGTCGCTCCGAAGTCAGGGAGCGACTATCTATCGTACCTCTCATTGC
CAATCTACAACTCAACAAACATCTTGGCCACGCGCAAGGGATTTAGCGGTAACCAGGTTG
TGAGTGTCGTGTCCAACCTTGGAGCCAAACCAGCCACCAATGCCACCACCAAAATTACGC
TTGGCTCCGACGGCACAGGATTTTCCTCCCGACAAAATGTGACCGAGATCTTGTCTTGCA
AAACATTTGTTACTGATGCAGGCGGGAATCTCAATGTGGACCTCAGCTCGGATGGAGGGC
CTCGGGTGTACTACCCTACTAAAAGCCTAAAACGAAGCACCAATATTTGTGGAGATGATA
CCCGAACATCGACAACCTCCTCGGCGAGTCCGAAGACTTCCACCAGCGGTGAGAATTCTT
TATTCGGTTTATCGTGGGAGATGAGGACATTGGTAGTCACGATTGCAGTGACCACGTCTT
TCATTTCCATCTAA
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>LHQR01000065.1:24329-26776 Penicillium griseofulvum strain
PG3 contig 80, whole genome shotgun sequence 2448 bp

TTACAGAGTATCTTCCAGAGCCAGAACCTGTAAGGGAAGTCAGCAGATATGAAAAATAAG
GGGAAGAGGTAGAAATATGAAAGACAACATACCAAAGCAGTCCTGGTAGGAATATAAACC
TGCACGAAATTCCCCCTCCCATTCCACTCCAGATCGGTAGTAAAGAAGCGCGTCTCCTTA
ACATTCCGTCCCAGCCCACCAAACTCCTTATCATCAGTATCAAGGACAATACGGTAGGTA
CCGGGGACATCGACACCGACACGGTAATCGGTAAAGCTCTTCTTAGAATTGAAATTGAAG
ATCCAGAGCAGTCCAGCCCGCTCAAAGACGAGTACCTTGTCGCTCTCGTTCTTCAGACTG
ATATACGCCTGCGGCGCAGAAAGCCATCCGTACTTCTGCTCGGCCAGCTGCATTCCGCGG
TCGAAGTCGTTCAGGAAGTGGTACCGTAGAAGGGGGTCTTCGGTTAGGTTTAGTTGACGT
CGTGCGTACCAGAAGGAGTTGTCGTTGCCGGCGCGTGGGAAGTCGAGCCATTCGGGGTGT
CCGAATTCGTTGCCTTCGAAGTTTAGGTAGCCTTCGCCGCCGAGGGCGTGGGTTACTAGT
CGGATCATTTTGTGTAGGGCCATGCCGCGTTCGATTACAGGGGTGAACTCGGTTAGTGTC
GACATGTGTGTGTACATCTCTTTGTCGCAGAGCCACATCATTAGGGTTTTGTCGCCGACG
AGACTGTGTGTGTTAGTTGGATGAATGGGGATTTTGGAGGTGTGGGATTTTAGGCTTACG
CTTGGTCGTGGCTCTCGGCGTAGGCAATGGTCTTCTCGCCGTGGCGACGGTTGGTGAGTG
TGAAGGAGATGTTGGCCATGTCCCACTCGTCGTCTGTGCTTTCCTTCAAGAGCTTGATCC
ACATGTCTGGGACGGCCATTGCGAGGCGGTAGTCGAAGCCGGCACCGCCTAGTGCATGAG
GTAGACATAGTGCAGGCATGCCGGAGACATCCTCTGCGACTGTGATGCAATCTGGATAGA
GTTCATGCAGCATCTCGTTGGCGAGGGTGAGGTATGTGACGCCCTCCTCATCGACGGATG
GCCCGAAGTACTCGTGGTATCCACCAGAGAAGCCGCTGTTTCTTCGATTAGTATAATTCT
AAATGGTAGCAGAAGAATGTACGTACGTTCCGATACCATGGTGCGTATAGAGCATACTGG
TCACACCGTCGAAGCGGTATCCATCGAATTTATACTCTTCCATCCAGAAGCGCAGATTAC
TCAAAAGGAAACGCAGCACCTCGTGGCTTCCATAATTGAACAGACGGCTGTCCCAGAGCT
CATGACGGCCCTTCGCACCGCCATGGAAGTAGAGGTGATCTGTTCCATCAAACTCATTGA
GTCCATCAATGACGTTCTTGGACGCATGGCTGTGAACCACATCGAGCAGCACAACCAACC
CCATACTGTGAGCTGTATCAACAAGCTCCTTCAGATCCTCTGGTGATCCGTAGCGACTGC
TCGCCGCGAAGAAGTTGTTCACCTGGTACCCGAAGCTAGCATAGTATGCATGTTCCATGA
TGGCCATTAGCTGGATCGCATTGTACCCCAGATACTTAATACGGGGCAGCATGTTCTTGG
TAAACTCCTTGTATGTAGCGACTCTAGTCTCCGGCGACGAGATGCCGACATGGGCCTCAT
AGATGCGCAGGCTCTCGGGCTTCTTGGGCCGCGTGTGCTGGAACTTGTATACCTCATCTG
CGGGCGGGTTCCAGAAAACGGCATCATATGCAGGCGACACGCTCAGGTCTTGCACCACAC
GCTTGATCCAAGCAGGGATTCGGTAAATGCGCTCGCCGCTGGGGAGCACCATTGTGATCT
GTTGCGATTCTTAGTGGGTTTGCTCTATTATCCATAGGACTGATGTGCTTACCTTGATCT
TGCTGTCGTGGGGAATAGCGGCAACGCCGTTCTTCGCTGGTACCGTTACATTCCAGATGC
CGAAGCTGTTCTTCGTCATGGGGTTGGCATTGACGTCCCAGTTGTCTGCCAGTCTCAGTT
CTAGCTCCTTGAATATGGGCAGTACACAACGTACTAAACTCGCCGACTAATGAAGCCTCC
TTTGCGTTGGGTGCCCATTCTTGGTATTTGATCTCTCCGCTGGGTTGCGCATGAAGTCCG
AAGGTTTCGTAGCCCTGATAAGCGTGTTAGTACAGAGAATAGTAACCAATGGACATGAAT
TCACCTTGCTGAACTTATCCAAGCCACCCTCCGTCTCTTTGATGGTCTTGGTCCATTTCT
CGACTACCTGGTATCTGTGTTTCAAGACATCGCGATGAGGTTCCAACCAAGGATCGAGCT
GGATAACACCTATTTTTGTTTAGAATCGGGATCACATTTGAATTTAGCATTGGTCGCAAG
CTTACCTGTACCATCATTGGGAATATTTGAGTCAATTGTAGAAGACAT
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>LHQR01000070.1:213525-215227 Penicillium griseofulvum
strain PG3 contig 85, whole genome shotgun sequence 1703 bp

TCAAAGGAGCGTAATGACGATGCTGGTCACCACTCCTAGCAGGGTAGCTAGACTGGCACC
ACTCGTAAATCGGATGCCAGCCGACGTCAACCCATTGTGAGTCTTCAGCATCGCGAGGGA
AACGTTCGCAGAAGAATAGCCACAAAGACCACTGCCTTCCATGTATTTTGTGGGGAAGTA
GACTCTGGGTTCTCCCTTATCCATAGGGACGCTCAACATACCCGCGTCATCGACAGTTTG
GTTCGTACAGCCCAAAATTTCGGTTACCTTGGTACCAGCATTAAAGCTGACAGCCAAGTC
TATTTTGTACGCTTTACTGGCCGAGCTTTGGCTGGACAATACCATGACAACTTGTCGACC
CTGAACACCTTTTGTGAAAGCAAGCTCACTGCCGCCCTGGTAGATTGTGTGGGTGTCGTC
CTCGAAATAGTCTTCGCCCAGCAAGGCTGCGTGCTTGCGGAGGCGGTTTAGCTTTGCGAT
CATCTTATAGAGCTCCGCGTCGGTGTCATATTTCGTGAGCCAGATGGCTTCTCGGTTCTT
GGGCACTGAGTCGCCGGCCAGATGTTGCTCTTGGCCTTGATATATCATCGGGATTCCATC
AAATAGCATGGTAAATACTAGGATGTTTTTGGCCATCTGCAAAATATTTATGATCAACAA
AAAGTGATCACTCACACGGAAGAGGATATACATACCGCCATGTCCTTGGAATAGCTCGCA
ATCCGCGCCTTGTCGTGATTTTCAGAGAAAGAGACCATAGCATTGACATCTGGGATCGAG
ACTCTCATATTCTCCACTCCTATCGCCAAGGCGGATGTATTGCCCATGGTAAAAGCCTCT
AGGATTTGGAAATAGATCGGATAGTTTGGCAAACTGGCGATGTAGTTGCTCTGGTAATCG
TTCATGATGCTGACTGCGCCTTCAAGGACTTCCCCTGTCATGAAAATGTTGTCGAGGCCG
TCGGCAAAGATTTTTAAAAATTCTGGGTTGACGTGCTTGGCTGCATCAATGCGGAGCCCG
TCAATGGAATATGTCTTTATGGCGTCTTTCGCCCATTTGATCAAGAGCTTTTGGACATCT
TCGTGCTCTGTGAAAAGATCTGGTAGTGGGACCGTCCAATCACCCGTCGAGCACTTCTGC
GCAATCTTCATATCATTCCAGTCTGTCATGTTGCAGTACGTATGGTAATAGTCGGCGTTA
TTGAAGGGTTCCAAGACGGAATAGTCGATATTTGTGGCGGGATTGCTACCATTCGTGATA
TAGGCCATATTGTTGATCACAGTGTCCAGCATCAAGTACATGTCCCTGGAGTGGAGAGCG
GCACTAAGGTCGAGCAAGTCTTGATGCGTCCCAAAATGAGAGTTGAGTTTGTTGAAGTTT
AATGGCCAGTACCCGTGGTAGGCTTCGCCATACTCGACTCGGCCATGGATATTCTCCATG
ATCGGAGAGATCATCACAGCATCAAATCCCATTCCTTGGATGTAGTCGAGTTTGTCGATA
GTTCCTCGCCATGTTCCTCCGCAGTAAAGGCCTTCCTTGGTGTTGCATGGTGATGTTGTC
GATCCGTCTGTGCGAGCAAAACGATCTGTCATAGTCTGGTATACTGATCTACGCTTCCAG
TCGGCTGTAGTTGCGGCTGACGCCGAGGCGATGAGCCCCGTAATCAACAGGCCTACCAAC
GAACGAATGGTGCAGCGTGACAT
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>NPFK01000092.1:73005-74733 Penicillium sp. 'occitanis'
strain CL100 contig 92, whole genome shotgun sequence 1729
bp

TTACAACATAAACAGACTTGATAAAATCAAGATCGATAGTCCTAGCCATGTAGAGGCTTT
GACAGTTGGACCAGCTCCTTGTGGTAAGGATGAGCTAGCAGCTGGTGTACCCGAAGAAGT
GGTATTCGAAGAACCAGACGACCCCTTCGACGACGGCGAGAAAGAAGACGATGACGAGAA
ACCGCACAACCCAGACCCATTCAAATTAAAAGTCGGGTAATAGACTCGCGGCTGCCCCTG
ACCCATGGGAACTGTAATTGTGCCATTCTCCCCAGCGACAACGGTACTATTGCACAAGGT
CACTTCCGTCAAATTCATCCCCGGATCTGCAACACCAGGAACTTGCAGCGTATAATCGCC
GCCTTGTAAGCCCTGATTTGATAAGACAGCAACAATCTGTGCGCCATTGGGACCCTTGCG
AGTGGCATATGTGGATCCATCCGTGTATAGGATTGAGCTCCAGTTTGTCACGTAATGGTC
GTTGATAGAGATGGCGTGGTTGCGGAGTTTGTTCAATGTTGCTGTAAGATTGTATAGATC
GGTGGATGTATTGTACTGTGTAGGCCATAGAGCTTGTCGGTTGTATGGAGAGTAGTTGCC
AGGTAGATGTTGCTCTTGGCCGTAGTACATCTTGGGTATCCCATCACTCAGGATGGTGAA
GGCGAGTGCATTTTTTGCCAGCTAACCATGTCAGTATACAGTAACGGAGAGCGAGTTGTA
TGGTATAGGTACTCACAGCAATATCTTGGGTCAACGTCGCAAATCGAGGATTATCTTGAT
TTTCAATGAAATTTGCAAGATACTGAGGTGATTGGCAAGCCTGACGCATCGCTCCTACCA
TCGAAACAAGATCCGCCATCTTGCCAGCCGTAAAAGCATCAATAATCTTCCCATATAAGG
CATAATTCTCCAGTCCGGAGGTAAGATTCTGATAGCCGCACAAAAACTCGGCGTCACCAT
CATACACCTCGCCCATAGCATAAACGCTGGCACTGTTGGTGAAATTGGGAAAGAAATTTG
GCTCGATCTGCTTTGCTCCATCTATCCTGATACCATCAATATTATACGTGCTAACCAGAT
CAGCAATCCATTGATTAAGTGTCGCAGCAATGGTTGGTTCGGTAGTCTTGATCCGCGGTG
TAGCAACACCCTGATATCCAAGCCAGCAGTTTGTGTATTCTGTCTGATTCGACCAGTCGA
CAATAGGACAGTAAGGAGTAAAGTCGGAAGACTGGTTGAACGGAACAAAGACCGAATAGT
CGATAAGTGTGGAATTGGCAGCGGTCATGTTGGTTCCGCCAACGCTGTAAGCAAACTCAT
TCGCCACCACATCCACCATCAGATACATGTCACGTTTGTGTAGTTCCGAAACCAAATGGT
TCAGATCATTGGCTGTACCGAAATGAGCATTCAGTTCGTAAAGGTTCTGTGGCCAGTACC
CATGAAACGCTTCCCCGTAGATGGTATCTTCAGGCAAGTTCTCCTGAATCGGCGAGATTT
GTACAGCCGTGAATCCCATTTCTTGGATATAGTCAAGCCGGTTGACGAGTCCGGACCAGG
TGCCGCCGCAATATTTGGTGACGTTGCAGTTATCAGTAGAGTCTACTGGCCGCGCATAAC
GGTCCGTGATGACTTGATAGATGGACCTTTTGGCCCAGTCATCCGCTGATGAAGCATTGG
CACTGGCAGCAAATGCCAATGCAGTTGCAACTATGGCCAACGGCTTCAT
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>NPFK01000226.1:2812-5130 Penicillium sp. 'occitanis' strain
CL100 contig 226, whole genome shotgun sequence 2319 bp

ATGAAGTTGCCCAACGTTTCTCTTGTCTGGAGTGCTCTTGCCAGCGTAGCACTAGGATTG
ACTGCGGATGAATGGCGTAGTCAATCAATCTATTTCTTGCTTACAGATCGTTTTGGGTTG
ACCAGCAATTCTACTACGGCTTCATGTGATGTTGCTGATGGGGTGAGTTGAGGCAACCCC
CACTCCATTGACTACCAATAGCCCTAATACTGACGCGATTAATAGTTATACTGCGGTGGT
AGCTGGCAGGGAGTGATCAACCATGTACGCTGTTCACAGTCATACCATATATCAATCCAG
GGTTAGTGATTGACTTGCTTTCCACAGTTGGATTACATCCAAGGCATGGGGTTCACAGCA
ATATGGATAACACCCGTAACCGAAAACTTCGAAGGCTCCACCTCCGATGGCGAAGCTTAT
CATGGCTACTGGCAGCAGAATGCGTAAATACGATCCGATAATGCCGCATGTTGAACTATG
ACCAAAGTATCTGACTTTGACTCCCGTTACAGTTACTCGACGAACTCTCACTATGGTGGA
TCTTCAGACTTGCTCAAACTTTCTGAAGCGTTGCACGCGAGAGGAATGTACCTCATGGTC
GATATCGTAGTAAACAACATGGTACGCAATACCCCCATCAGGACCCTAGACAAACCGTCT
AACTAAAAGGATACAGGCATACGATGGAGCGGGTACCAGCGTCGACTACAGCATTTTCAA
TCCTTTCCCATCGCAAAGTTACTACCATTCTTACTGTCTGATAAACTATAACACCTACAA
CGCGACTAATTGGAATGATTGCTGGGAAGGAGACACCATTGTCTCTTTGCCAGATCTCGA
CACTACTCAGACCTACGTGAAGGATACCTGGAATGCGTGGGTCAAGTCATTTGTAGCCAA
TTATTCCAGTATGTGTCTCCCGAATCCCTGCCGAGTATCTCTAGGTATCTGTACTGACTG
CTTGATAGTTGACGGACTTCGAATCGACTCCGCAATGCATATCCAGCAGGACTTCTTCAC
TGCTTTCGAAGAAGCAGCTGGCGTTTACTGTATTGGAGAACTGGATTATGGCGACCCAGC
AGTCGTATGCCCGTATCAGAACGTTCTGAGTGGTGTTCTGAATTATCCGATGTAAGCTGC
ATCCACACTCTCGATCACTGTTATTGGGGTTACTAACGGTGCGGTATAGTTACTGGCAAT
TGCTCTACGCCTTTGAGTCCTCTAGCGGCAGTATCAGCAATCTGTACAACATGATCAACA
CTGTCAAATCCGACTGCGCCGACACGTCTCTTCTCGGAAACTTTATTGAGAACCACGACA
ATCCGCGATTTGCATAGTAAGCCACCCATCTTCCTCAACCCAGATATTTCTGACACCGGT
CTTAACAATCAACAACAAACAGCTACACAAGCGACTACTCCGAAGCCAAGAATGTCATCT
CCTTCATCTTCTTGACTGACGGTATCCCGATCTTGTACTATGGACAAGAGCAGCACTACA
GCGGAGGAAACATTCCTCTCAACCGTGAAGCTCTCTGGACATCATCTTACTCGACCACTG
CACAGTTGTATACTCATACAAAGACTTCAAACGCCATCCGTTCGTTGGCTATAGCCAAGG
ACTCGGCTTACTTGACGTATCAGGTGAGATTCACCCTCCCCTACAAACACGCTTGCAGTA
TTGACTAACAGAAAATAGAATTACCCCATCTACCAAGACTCCAACACCATTGCCATGCGC
AAGGGTACAACAGGCCTGCAATTAGTCACTGTGCTCTCCAACCTCGGCGCAAGCGGTAGC
TCTTACACACTCACCCTCAGCGGCAGCGGGTACACATCCGGTACTGTAGTCACAGAGCTC
TACACCTGCACAAACGTGACTGTCAGTTCCAGCGGCACAATCGCCGTGCCCATGGCTTCC
GGCTCACCGAGAGCATTCCTGCCCTGGTCTTCCGTCTCTGGTAGCTCGTTATGCAACGGC
GCTGGTTCAGGCTGCACAGCCGCATCAACAGTTGCAGTCACATTCGAAGAAGTAGTCACC
ACCACCTACGGCCAGGAAGTCTATCTCACCGGATCGATCAGTCAACTCGGCTCCTGGAGT
ACATCTAGCGCAGTCCTGTTGTCGGCGGCTCAATATACCTCTTCTGATCCGTTGTGGACT
GTTACGGTGAATCTTCCTGCTGGCGAGTCGTTTCAGTATAAGTTTATTATTGTGAATAGC
GATGGCACTGTTGAGTGGGAGAGTGATCCGAACAGGAGTTATACGGTGCCGACGGGTTGT
CAGGGTTTAACTGCAACTGTTGATGATACTTGGAGGTGA
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>NPFK01000433.1:10004-11843 Penicillium sp. 'occitanis'
strain CL100 contig 433, whole genome shotgun sequence 1840
bp

CTAACAAGGATGTCCGTTCTCAAGTAGCTTGGCAGCAGGGTACAACACGCTGGGCCATCC
ACTAGCCATTGGCACGGAGACATCACCAGTGTCGCTAACAGTGATGTTTGTGCAGGTGAT
CAACTCGGTAATGACCTGTCCGGCGGTAAAGCCCGTTCCGGAGATTGTCAAGCTGTAAGA
GCTGGCGTCTGCACCGGAGTTTGAGAGTACGGTGACGACCTGGCTGTCGTTGCTGCCTTT
GCGGATGGCGAGGTTGTTGCTATCTTGGTAGATTGGGGAAGACTGAAATCGCTGTTAGGC
ACTGGCTCTCCCAATGTAGGGAGATACGATGCATACCTTGTAAGTAGTGTATCCTGTGTC
CAATTGAAGAGCATAGTTTCGGATCTTGTTGAGCTTCGAAATCCATTGGTAAAGCTCAGC
GGAAGTATCAAACCCATTCAACCAAACGGCTTCACGGTTATTAGGAACGCTGCCACCACT
ATAATGTTGTTCCTGACCGGCATAGATAATCGGGATACCGTCCGACAAGATCGTGAAAGC
AATGACGTTCTTGGCGAGCGAAAAGTCCGAGGTGTAGTTGGCGAATCGCGGGTTGTCGTG
GTTCTCGGAAAAGGAGCCTAGCAAGGTTGAGTCATTGCAGTCGGACTTGACGGTGTTGAC
CATGTTGTATAGATCAGAGATACTACCGCTGGTGCTTTCAAAGGCGCGAACGAGTGGGTA
ATATACTGGGTAGTTCAGGACCCCGTCGAGGTAGTTCTGGTAAGGGCATGCAATGGTTGC
GTCGCCATTGTCGACTTCGCCAACGCAGTAGACGCCAGCTGCGCTGACCCAGGAAGGCCA
AAAGTCTTTTTGCACTTCTAGAGCGGAGTCAAGACGGAGACCGTCGACTTTACAATTCAT
TAGCATCGGGGGTCTTCCGATGGTAAGTTCAAGGAAATGAGCAGCACTTACTGGAGTAGT
TTGAGACCAATTCCGGAATCCAGCTGTACCACATGTTCTGCACATCAGTACTCTCGGTAT
CGAGATCTGGAAGTGAGACAATAGTGTCGCCTTCCCAGCACTCTTCAACCATGGTCAAGT
TGGAGTAATCAGTGATTTCGCAGTAAGCATGGAAATAGTCTTGGCTGTTGAAAGGAGTGA
AAACTGAGTAGTCTACGTCTGGACCGGCACCGGCGTAACCCTTTTGACAAAAGATAAGTT
TGATTGACTACCGACAAAAAATTTGGAGGTAGACTTACCATGTGGTTTGCCACGACGTCA
ACCATGAGGTACATATCACGAGCATGGAGAGCTGTAGCCAAAGCTTTCAAGTCTTCGGCG
GCACCGTAGTTCGAATTGATAGAGTAACTGTTTTCGACGTCAGTCCCAGTTTGAAGAGCA
GTCAAATGTCAGACGTGCATGTCCTGTTGCCAGTAGCCGTGATAAGCCTCTCCATCTGCA
GTAGATTGATTCAACTGCTCAGTAACAGGAGTAATCCAGATGGCCGTGAATCCCATGTTC
TGGATATAATCCAACTGTACAGATCGTTTTAGTTTTGTCAATACTTTAAGAGCCCGACCG
TTGTACTCGACGTACCTGGTTGATGATTCCCTGCCATGATCCTCCGCAGTATTGCTATGA
AGAGTTAGTTTACATAAGTGGACTTCCAAGTCACACAACATTCAAAACTTACGCCTAACG
CAGAATCGCACTCTGCAGTGGTCGAATTGTCCGTTCGAGAGAATCGATCCGTGAGAAGAA
AGTAAATAGATCGTGAGCGCCATTCATCCGGAGTAGCAGCTTCAGCAACCTGTGCTAGAA
GACCTGCAACTGCAGCGCTTGCGATGAGCGACAGCTTCAT
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Lampiran 2. Penjajaran tiga urutan a-amilase untuk menetukan templat.

CLUSTAL 0(1.2.4)
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GTACTTGCTGG. TAC GGTGGAACCEEECAABEAA—————— TC. G
TACCCGC CGACAG-TITGG TCGGTTAC] CC
CCTGGCT, GITGC--—-- C GTTGCTAT) GA

* Kk * * ok * ok * ok kK

Glic2BrAaccETCT C-—--- TTCATATATCHCACA caaTCETTAGCTGEA

AGCATTAAAG CAAGTCTABTTEGTACGCTTT CGAGCTTTGGCTGGA

TliccBcaaca: G-—---- CHEGTEAGGCH----- TCTCCEAATGTAGEG
* * E * * * ok kK *

* % * * %

——————————————— CATGACAACTTG--TCGACCCTGAACACCTTTTGTGAAA

CTACATCCAAGGAATGGGCTTCACGGCAATTTGGATCACCCCTGTAACCGGTCAATTAAC
CAAT;
AGAT,

* x

GAGGACACCCCATACGGGGEEC TCATGGGTACTGGCAGCA CATGTGAGTATCG

G-————- CAAGCTCAC CGC GETA--—————————————— GAETGTGTGGGTGTCG
______________ G T ——— e = ——
* * Kk k
CAAAGCAG- GACAACCCTTCAACTCT GC T) CI TGC
TCCTCG. GTCITCGEC GCAAGGCT E GCITG! GGC-G T TGC
————— AGTGTATCCIGTET TTGAAGA AGTTT TIT— G, CGA
* * * * Kk x *k ok Kk * Kk kok ok ok *

CCECGHACTCAAACTACGGACTGCAGACGATCTTAAGGCCCTCGCTGCGGCTTTGCACHAA

Gi ATCTT

CBTIGGE-—— -~~~
*

* K

GAGATGTATCECATGGTEGATGTAGHGCR CATEETAAGTEAACECATCC
cBcBTcGBTGTCATATTT-----—- CGEGAGCCAGAT T cETCEGC!

G ccl------- Hric AAC A
* ok K * * * ok Kk Kk

* Kk kKk

*kK Kk KK

ATETATG] AAAGGGCT Glcce
TTG. i )
Glc cac
* * * Kk Kk * ok * *
GTGCT@ACGTAGAC—-—-—-- cACcAAATTCAACC@BTTC---ABCGAT GT
GCRTG TABTAGEATEEHT catBrec TATTT TCAAC GT
lo GEAATGACGEIC GAGEG cr@8caccEeTlcTTcEBcAATC
* * Kk * * * K * ok * K
aATTTCCACHBCHAClcCCcCA--—frcaccerfiTaBAcc caCcaFEcclcarAHEH
TCAC A TATACATACCGCCATEECC cT--
ceeeTmcl@clcclireT (elole: [Xe| [:V:Xeleu CABTCCCEEH
*  x * * * * *

cercBciTeccBlcABTAACETCHcACTGC TCTGGATACABAGAGCAC

-CGCAATC-CGCGCETIEHCGTGATT -~ THCACAGR -—---- GAGABCA--

TGACHGTG-TT T G--ABCAGAGA------ TABTACCGCEGET
* * * * ok kK

* * * *

AGGATATTTGGTHETEAC TGGATCTETEREC TCcCcABC TRETE@AG-T TETTT
-GHcHTCTBGGET CTCEC T@zccacTcciaTcBccaacBccBaTeTATIGC
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276
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336
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345

497
4717
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492
414

617
545
467

677
605
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727
665
587

784
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647

844
764
698

903
823
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-CEaBcGCECEANGEAGHEEET » AFAT 6T CEEN~ c il cGNC HlE rCBACCTART -
* * k * * * * * * kK *

T CTC TTCACCCTTAGCAAGATAT AfC GACT! CAATGTATA

ccC --—-CTCTAGGAT GAAATAGAT-CGGATAGTTITGG A--CTGG

- GGEC---ATGCAATG CG| - CBACETCGC C---GCA
* * ok * * * * kK

* * %

c GeeTCC@@AT EXINIISIY. - (efNiehilel - |NeT . [ Niiitel [ele - [efcleleli’ . &
CGATGTAGTTECHC TBGTAAT--BGTTCATEATGCTGACTGCECETTCAA cce
cca c --ccaccalG----cic TerTTlT G

* * K * * * *

* %

AACAAGGCCGCGEECETCTACTGCETAGCEHAGET GATGGAGHECGTCGHEMT-----

TGTCATG TETTGTICGABGBCETCGGCAAA T TTCH----- GB----

————————— (el GGacacc@rc AcBATTCHETEACCEECEGGCG
* * * Kk k

* * kK K *

-ATAGE----——-————- GTCCATACCAGGAGET GGAC GCElTAACT. C

- GAC CETGGCTGCATCAATGCGGAGCLECGTC TGTCTTTATGGCG!

TC! G G TICARAGG; TGAGC CTTAC GEBTTGAG, T|
* * * * *kk K * *

* *

cTlag TaTABATGGAATGTABCAG-------- cacllcg ACTAR
TTTCGC ATEAAGHGCETT TTCGTGETETEHGAAA
cBocz TACEBACATGEIC AGTACTETCGETHTC

* k * * * *

*kk kK *

rcABCEG----------- ARRTAGETACTACCEHCCC GCCTTCC GA
CGECCAA ccTlc TCIGCG cTECATABCATTCC T
GTGEEGEETTCEC CTECAA GG GETGGAGT A
* * * * * * kK E

*

* *

ACAACATGARCAACACGET
GBETTCCAAGACG
Acllc T

*Kk kK K * *

CEGCAAAGATTC crrcT@cBcaccT TBCHACABRACCHTERERE ccacclll

TATTEG------- TGGCEEGATTGCTACCATTCCHG------—-——————————————
TABcTcEG-—----- e CACBcBccT2AC TrEEcAABAEEEEECT T TcARH
*  x * * *

*

TT)

BiccrarcrccaraTTcBATEEERCCAACCEBCAT
T
R A B o A

*

2AfACTCE--------- CATCHCECCETTEGGAACCCAGAGTCACEARCG Geee
AGTETECHCERTC GECCCTGGAG GBCACTAAGGTEGAG
GHc CCATGAG GAGC T@rAGECcAAAGET
* * *  kk K * * * * * * * K
Gcfirnc cacEeacATECACTRECATGGCEBACGGHAMlccTA TS TACGBAGER
G---ATGCETC [e): GTT-——===—=————————————
-G CACCGTAGEITC TAGEETAACHGHEET TCcABEEBACTCBCcABT
* ok * ok *
caciliccEESHCHTHCEE ccaclacccacTAATcETGRGGCTETETEGCTGTET
———————————————————————— T TTAATG c G i
T-TEEACEEEHCclcABABE B2 8~ CCTBc- CTGET G c
*  x * ok * ok k ok *
GG CcGGACHBcGABCTGTACAA iilelele!. [elclelole. [-ifelely - ¢
- ACTBGACTCGGCCATGCATA CATGATC GATEATCAC TC
- TcEAGTEEATTEATTCAAC cTARC] ] o elelolelel |
* % * * * K K * * * * *
CAGGECATTE----cadacacTASERRGH T8~ TlrACcAceTARGHEGCHElcHCE@TC
TCCT GFAG---—--—-—-—-—-———- -
G TTC ceTlitlAcEiTECEEA~
* * * *

crcl -TlAAT.AGAAAGlAAIG.AGAIAAAITAAC CCGECTTCACAGAACEA
-- TBTCERATAG -
IG TEATGA---——----
* *

TCGAGT

BacTlrERS 8cccBc----cBrrBrE8rcclccralc

*

* % *

755

963
877
807

1023
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1225
1152

1336
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ABRR THACERT - - - ccirBccBrlcTBECEcCHcBAGETHA - - -AcAGTAR------- TC
-—- -TCBTTGETCHTEEATGCTEATERT
cEMAcHcArBlcAACATHCEAABCHT2B8CEr2HcEC C@CACTC G

* *

*

cofirEccamliccTécTAcCHcEATTEECAGCTGGTGC TGAC] GrfiTcTc---
tccBTeTBTG CAARA TGHCHTA---GTCTGGTATACT TACGCTT
AT C AG GAGA---AG T ¢ I\elele

* * * K * * Kk *

*

* % * * %

ceTEAGHGTCEGEAGGTGTCTGTTCEMATGGCTGGTGGAGC

GACGE---BcAcE------------ T-——————- c

TC cCT@rg---—-------- R A
* ok * ok

* *

TEcEAcERTlTTcETCECcACETCTTHEC TTEAGGERTCCACTCTCTGCTCGTCGTAG

cGTAATEAACHGGCCHACCAR--C TGGIGEAG--——---- CGTGACAT

TGC- ccAcceemTcech--ficAc AGBTTEAT------————-————-
* X * * * * * * K *  x *

0 ungu 337

hijau :409 ungu [0
hijau 1409 ungu :337



Lampiran 3. Karakteristik primer hasil desain
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Self Self 3°
No Pasang Primer Awal  Akhir Tm GC% Compl_em compl_eme
entarity ntarity

1. F CTGCACCGGAGTTTGAGAGT 189 208 59.97 550  4.00 1.00
R TCCGTCTTGACTCCGCTCTA 878 859 60.04 55.0 4.00 2.00
P 690

2. F TGAGAGTACGGTGACGACCT 202 221 59.96 55.0 4.00 1.00
R ACCATTGCATGCCCTTACCA 7 758 59.96 50.0 6.00 0.00
P 576

3. F CGACGTCAGTCCCAGTTTGA 1355 1374 59.97 55.0 6.00 1.00
R ATGAATGGCGCTCACGATCT 1767 1748 59.89 50.0 4.00 2.00
P 413

4, F GTAAAGCCCGTTCCGGAGAT 146 165 59.82 550 6.00 2.00
R AGGTCGTCACCGTACTCTCA 221 202 59.96 55.0 4.00 2.00
P 76

5. F ACTACCGCTGGTGCTTTCAA 682 701 59.89 50.0  4.00 3.00
R GCTGGGAAGGCGACACTATT 1059 1040 60.11 55.0 2.00 2.00
P 378

6. F CTGTTAGGCACTGGCTCTCC 292 31 60.11 600  5.00 1.00
R ATTCGCCAACTACACCTCGG 586 567 60.11 550  4.00 2.00
P 295

7. F CCGTCCGACAAGATCGTGAA 518 537 60.11 550  6.00 2.00
R GTTGGCGAAGTCGACAATGG 804 785 59.83 55.0  8.00 2.00
P 287

8. F GCATGGAGAGCTGTAGCCAA 1282 1301 60.11 55.0 4.00 1.00
R GCTTATCACGGCTACTGGCA 1427 1408 60.18 55.0 3.00 3.00
P 146

9. F ACCAAACGGCTTCACGGTTA 441 460 60.18 50.0 3.00 3.00
R TTCACGATCTTGTCGGACGG 357 518 60.11 55.0 6.00 1.00
P 97

10. F GGACTTGACGGTGTTGACCA 643 662 60.18 55.0 3.00 3.00
R GACGGTCTCCGTCTTGACTC 885 866 59.83 60.0 7.00 3.00

P 243






