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ABSTRAK

Liana, H. A. (2016). Isolasi DNA Chlorella sp. dengan Metode CTAB dan
Identifikasi Sikuen 18S rDNA. Pembimbing I: A. Ghanaim
Fasya, M.Si; Pembimbing 1I: Ahmad Abtokhi, M.Pd; Konsultan:
Dewi Yuliani, M.Si.

Chlorella sp. merupakan salah satu jenis mikroalga hijau yang banyak
ditemukan dalam air laut dan air tawar. Spesies Chlorella sp. terdiri dari beberapa
macam diantaranya, Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana, Chlorella kessleri
dan Chlorella zofingiensis. Perbedaan antar spesies Chlorella sp. sulit dibedakan
karena memiliki bentuk morfologi yang mirip. Metode identifikasi spesies
Chlorella sp. dapat melalui pendekatan genotip yang didasarkan pada sikuen 18S
rDNA. Keberhasilan metode genotip bergantung pada kualitas DNA, sehingga
variasi konsentrasi CTAB yang tepat dibutuhkan untuk mengekstrak DNA dengan
baik. Pita DNA pada larutan CTAB 1% memiliki kemurnian dan konsentrasi yang
cukup tinggi masing-masing 2,02 dan 143,57 ng/pL. Amplifikasi sikuen 18S
rDNA menggunakan instrumentasi PCR (Polyerase Chain Reaction). DNA
Chlorella sp. berhasil teramplifikasi oleh primer F dan R. Kedua primer
menghasilkan dua jenis sikuen masing-masing CS15 dengan panjang 715 bp dan
CS11 dengan panjang 873 bp. Kedua sikuen memiliki kemiripan sebesar 99—
100% dengan Parachlorella kessleri.

Kata kunci: Isolasi DNA, Chlorella sp, metode CTAB, sikuen 18S rDNA
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ABSTRACT

Liana, H. A. (2016). Isolation DNA of Chlorella sp. Using CTAB Method and
Identification 18S rDNA Sequence. Supervisor I: A. Ghanaim
Fasya, M.Si; Supervisor Il: Ahmad Abtokhi, M.Pd; Consultant:
Dewi Yuliani, M.Si.

Chlorella sp. is one of green microalgae which observed in various aquatic
water, including fresh and marine water. The type of Chlorella sp. such as
Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana, Chlorella kessleri and Chlorella
zofingiensis have similarity morphology each other. The molecular method based
on 18S rDNA more effective to distinguish species of Chlorella sp. The
successfully molecular method depend on quality of DNA, so variation
concentration of CTAB were needed to get good DNA. Isolation DNA of
Chlorella sp. using CTAB 1% have high purity is 2,02 and concentration is
143.57 ng/uL. Amplification 18S rDNA with primer 18S F and R. The primer 18S
F and R produce sequence each other so, there are two sequence. Sequence CS15
with length 715 from primer F and 873 bp from R. The both of primer have
similarity 99-100% with Parachlorella kessleri.

Keywords : Isolation DNA, Chlorella sp, CTAB method, 18S rDNA sequence
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Mikroalga merupakan salah satu biota eukariotik bersel satu yang terdapat
di perairan Indonesia. Habitat mikroalga dapat ditemukan di air tawar dan air laut.
Kelompok mikroalga terbagi menjadi empat kelompok antara lain, diatom
(Bacillariophyceae), alga hijau (Chlorophyceae), alga emas (Chrysophyceae)
dan alga biru (Cyanophyceae) (Isnansetyo & Kurniastuty, 1995). Chlorella sp.
termasuk golongan mikroalga hijau yang hidup di bumi sejak 2,5 milyar tahun
yang lalu (Wirosaputro, 2002).

Chlorella sp. memiliki kandungan protein sebesar 30-55%, lemak 10—
25%, karbohidrat 10-30%, mineral 10-40% dan serat 0,2% (Pranayogi, 2003).
Berdasarkan kandungan tersebut, Chlorella sp. banyak dimanfaatkan dalam
bidang kesehatan, makanan, kecantikan dan biodiesel. Allah SWT berfirman
dalam Qur’an surat an Nahl ayat 14.

B
B Wl

- zz ¥ o L Pl % D A Bane | g 2. _ee T .1,.4 2
5555 L - 1 Ty 328y U b Lo i Toles U S50 sl il 503

e 22 -7 s T - - - o },_/ L ‘// /’;eT
FC o Z . il : 7 || 4
) Togas pimlaly calad o laidy ad 515 £l

Artinya : “dan Dialah, Allah yang menunundukkan lautan (untukmu), agar kamu
dapat memakan daripadanya daging yang segar (ikan), dan kamu
mengeluarkan dari lautan itu perhiasan yang kamu pakai dan kamu
melihat bahtera yang berlayar padanya, dan supaya kamu mencari
(keuntungan) dari karunia-Nya, dan supaya kamu bersyukur.” (Qs. an
Nahl: 14)



Manfaat Chlorella sp. dalam bidang kesehatan memiliki peran sebagai
agen antibakteri. Chlorella pyrenoidosa merupakan salah satu jenis spesies
Chlorella sp. yang dapat digunakan untuk antibakteri. Senyawa aktif hasil
hidrolisis asam lemak Chlorella pyrenoidosa mampu menghambat aktivitas
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli (Abedin & Taha, 2008;
Fasya, 2013; Kumalasari, 2014)

Keragaman spesies Chlorella sp. memperlihatkan karakter yang hampir
mirip satu sama lain. Meskipun Chlorella sp. telah banyak diidentifikasi secara
konvensional, tetapi seiring perkembangan zaman spesies Chlorella sp.
mengalami perkembangan. Chlorella sp. berkembangbiak bergantung pada
keadaan lingkungan. Berdasarkan keadaan lingkungan memungkinkan munculnya
varietas baru sehingga akan sulit diidentifikasi apabila hanya menggunakan teknik
konvensional. Eksplorasi lebih lanjut mengenai spesies menggunakan teknik
molekuler Chlorella sp. lebih akurat dibanding teknik konvensional (Wu, Hseu, &
Lin, 2001)

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan salah satu teknik molekuler
yang cepat, tepat dan spesifik dapat digunakan untuk mendeteksi keberagaman
spesies Chlorella sp. Keberhasilan teknik PCR membutuhkan primer yang sesuai
dan DNA dengan kualitas serta kuantitas yang baik. Primer yang digunakan harus
memenuhi syarat PCR sehingga DNA dapat teramplifikasi. Oleh karena itu,
proses amplifikasi digunakan variasi primer untuk mencari primer yang sesuai.
Urutan primer tersebut adalah NSF (5°-GTAGTCATATGCTTGGTCTC-3’) (Wu
dkk., 2001) dan Rss3 (5’-GCAGGTTCACCTACGGAAACC-3’) (Matsunaga,

Matsumoto, Maeda, Sugiyama, Sato, & Tanaka, 2009) dan 18S SSF (5°-



CCTGGTTGATCCTGCCAG-3’) dan SSR (5’-TTGATCCTTCTGCAGGTTCA-
3”) (Yang, Lui, Hao, Shi, & Zhang, 2012).

Metode yang biasa digunakan untuk mengisolasi DNA Chlorella sp.
adalah menggunakan metode CTAB (cethyltrimethyl ammonium bromide).
Banyak penelitian yang menggunakan metode CTAB untuk mengisolasi
mikroalga hijau(Alemzadeh, Haddad, Ahmadi, Hosseini, & Moezzi, 2014; Gupta,
Sinha, & Bandopadhyay, 2014; Kusumaningrum & Soedarsono, n.d.; Soylu &
Goniilol, 2012; Varela-Alvarez dkk., 2006; Yang dkk., 2012). Metode ini
memiliki keakuratan yang tinggi karena mampu memisahkan DNA dari
polisakarida dan senyawa polifenol (Varela-Alvarez dkk., 2006).

Keberhasilan metode CTAB bergantung pada komposisi bufer CTAB.
Larutan CTAB merupakan salah satu komponen bufer. Konsentrasi CTAB
memengaruhi kualitas dan kuantitas DNA yang didapat. Variasi konsentrasi
CTAB perlu dilakukan untuk menghasilkan isolat DNA dengan kualitas dan
kuantitas yang tinggi. Shisarmini, Ambarwati, Santoso, Utami, & Herman (2001)
menggunakan konsentrasi CTAB 1% yang menghasilkan pita DNA yang tidak
smear dan kemurniannya mencapai 1,9-29. Varela-Alvarez dkk., (2006)
mengekstraksi DNA mikroalga hijau dan cokelat menggunakan CTAB 2% dan
menghasilkan kemurnian DNA sebesar 1,6-1,7. Konsentrasi CTAB 3% pada hasil
elektoforegram menunjukkan pita DNA yang konsisten (Nurkamila & Made,

2014).



1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana hasil isolasi DNA Chlorella sp. dengan variasi konsentrasi larutan
CTAB dalam bufer lisis ?

2. Bagaimana hasil identifikasi spesies Chlorella sp. menggunakan sikuen 18S

rDNA ?

1.3 Tujuan Peneilitian

1. Mengetahui hasil isolasi DNA Chlorella sp. dengan variasi konsentrasi larutan
CTAB dalam bufer lisis.

2. Mengetahui hasil identifikasi spesies Chlorella sp. menggunakan sikuen 18S

rDNA.

1.4 Manfaat Penelitian

1. Memberikan informasi dalam bidang ilmu molekuler terkait identifikasi
keberagaman Chlorella sp. dengan teknik PCR.

2. Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai spesies Chlorella sp.

yang bermanfaat dalam bidang industri, farmasi dan kosmetik.

1.5 Batasan Penelitian

1. Mikroalga yang digunakan dalam penelitian ini adalah dari genus Chlorella sp.
2. Metode isolasi DNA menggunakan metode CTAB.

3. Variasi konsentrasi larutan CTAB dalam bufer 1%, 2% dan 3% dengan

konsentrasi EDTA 20 mM pH 8.



4. Uji kualitas DNA menggunakan elektroforesis gel agarosa dan kuantitaif DNA
menggunakan spektrofotometer NanoDrop ND-1000.
5. Menggunakan 2 variasi primer 18S rDNA yang terdiri dari NSF-Rss3 dan SSF-

SSR.



BAB Il

KAJIAN TEORI

2.1 Mikroalga

Mikroalga adalah mikroorganisme fotosintetik dengan morfologi sel yang
bervariasi, baik uniseluler maupun multiseluler (membentuk koloni kecil).
Mikroalga menghasilkan beberapa vitamin penting, seperti vitamin A, Bl, B2,
B6, B12, C, E, nikotinamida, biotin, asam folat, dan asam pantotenat. Pigmen
yang dihasilkan meliputi klorofil (0,5 sampai 1% dari berat kering), karotenoid
(0,1 sampai 14% dari berat kering), dan fikobiliprotein (Becker, 1994). Mikroalga
memiliki keunggulan dibandingkan dengan makroalga dan tumbuhan tingkat
tinggi antara lain, hidupnya tidak tergantung musim, tidak memerlukan tempat
yang luas dan tidak memerlukan waktu yang lama untuk memanennya

(Borowitzka & Lesley, 1988).

2.2 Morfologi dan Fisiologi Chlorella sp.

Salah satu jenis mikroalga dari golongan Chlrophyta adalah Chlorella sp.
Chlorella sp. memiliki potensi sebagai pakan alami, pakan ternak, suplemen,
penghasil komponen bioaktif bahan farmasi dan kedokteran. Chlorella jenis
mikroalga yang pertama kali mempunyai bentuk sel yang berinti sebenarnya.
Kelangsungan hidupnya sampai zaman modern merupakan bukti kestabilan sifat

genetik untuk mempertahankan pembawaan sifatnya selama miliaran tahun.



Berikut ini taksonomi Chlorella sp. (Bold & Wynne, 1985).

Filum
Kelas
Ordo
Familia
Genus
Spesies

Chlorophyta
Chlorophyceae
Chlorococeales
Chlorellaceae
Chlorella
Chlorella sp.

Chlorella sp. tergolong tumbuhan renik air berdasarkan UU RI No. 9 tahun

1985 tentang Perikanan & Chlorella sp. termasuk komoditas perikanan. Chlorella

sp. tergolong tumbuhan tingkat rendah berukuran 3-15 mikron, bersel tunggal

(uniseluler), berbentuk bulat seperti bola ataupun bulat telur, berwarna hijau

karena selnya mengandung klorofil dalam jumlah yang besar daripada karoten dan

xantofil. Dinding sel Chlorella sp. terdiri dari selulosa dan pektin, tiap-tiap selnya

terdapat satu buah inti sel dan satu kloroplas (Wirosaputro, 2002; Isnansetya &

Kurniastuty, 1995).

&)
@
e @
s
A

" ’I'.v

B

€

Gambar 2.1 Morfologi Chlorella sp. (A) Chlorella vulgaris, (B) Chlorella
sorokiniana (Selvarajan dkk., 2015) dan (C) Parachlorella

kessleri (www.uniprot.org).

Komposisi struktur dinding sel terbagi menjadi dua bagian yaitu luar dan

tengah (lamela). Bagian luar mengandung ultrastruktur yang terdiri dari trilaminar

dan struktur algaenan, sedangkan bagian tengah mengandung 80% selulosa



(Rodrigues & Bon, 2011). Trilaminar mengandung lemak yang menyusun
membran sel dengan gaya Van der Wals diantara rantai hidrokarbon lemak.
Protein yang berada dibawah permukaan membran sel berikatan elektrostatik
dengan fosfolipid (Korn, 2014). Struktur algaenan terdiri dari biopolimer yang
mengandung rantai karbon yang panjang (Kodner, Robin, Roger, Summons, &

Andrew, 2009).

2.2.1 Manfaat Chlorella sp.

Wenno (2010) menyatakan bahwa kandungan gizi Chlorella sp. yang
terdiri dari 60,5 % protein, 11 % lemak, 20,1 % karbohidrat, 4,6 % mineral dan
serat 0,2 %. Berdasarkan kandungan gizi Chlorella sp. banyak dimanfaatkan
antara lain:

a. Meningkatkan sistem kekebalan tubuh
Chlorella sp. juga dapat membantu tubuh meningkatkan sistem kekebalan
tubuh terhadap gangguan logam berat seperti Hg, Cd dan Pb.

b. Pakan Alami
Chlorella sp. yang mengandung berbagai nutrisi seperti protein, karbohidrat,
asam lemak tak jenuh, vitamin, klorofil, enzim dan serat yang tinggi sehingga
mampu menghasilkan komponen bioaktif yang sering dimanfaatkan dalam
bidang farmasi dan kedokteran (Wirosaputro, 2002; Steenblock, 2000).

c. Pemanfaatan Biodiesel
Menurut Sofyan (2012) komponen asam lemak yang terkandung dalam alga

sebesar 14-22%. Komponen asam lemak ini dapat disintesis menjadi biodiesel.



d. Agen Pengobatan
Klorofil dalam alga dapat dimanfaat sebagai pewarna alami makanan dan terapi
penyakit kanker. Senyawa karoten juga dapat dimanfaatkan sebagai perwana
alami makanan, bahan tambahan kosmetik, obat-obatan, agen antikanker serta
antioksidan (Leema, Kirubagaran, Vinithkumar, Dheenan, & Karthikayulu,
2010; Muthukannan, Jayapriyan, & Rengasamy, 2010).

e. Bahan kecantikan
Chlorella sp. yang dijadikan bahan dasar pembuatan sampo dan body lotion

(Kabinawa, 2011).

2.2.2 Fase Perkembangbiakan Chlorella sp.

Chlorella sp. berkembang biak dengan membelah diri membentuk
autospora. Proses pembelahan diri Chlorella melalui empat fase siklus. Fase lag
(fase istirahat) dimulai setelah penambahan inokulum ke dalam media kultur
hingga beberapa saat sesudahnya. Fase ini, terjadi peningkatan paling signifikan
terlihat pada ukuran sel karena secara fisiologis Chlorella sp. menjadi sangat aktif.
Proses sintesis baru juga terjadi dalam fase ini. Metabolisme berjalan tetapi
pembelahan sel belum terjadi sehingga kepadatan sel belum meningkat karena
Chlorella sp. masih beradaptasi dengan lingkungan barunya (Isnansetyo dan
Kurniastuty, 1995).

Fase logaritmik (fase eksponensial) dimulai dengan pembelahan sel dengan
laju pertumbuhan yang meningkat secara intensif. Bila kondisi kultur optimum

maka laju pertumbuhan pada fase ini dapat mencapai nilai maksimal dan pola laju
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pertumbuhan dapat digambarkan dengan kurva logaritmik. Menurut Isnansetyo &
Kurniastuty (1995), Chlorella sp. dapat mencapai fase ini dalam waktu 5-7 hari.
Fase stasioner merupakan fase laju reproduksi dan laju kematian relatif
sama. Penambahan dan pengurangan jumlah fitoplankton seimbang sehingga
kepadatannya relatif tetap (stasioner) (Isnansetyo & Kurniastuty, 1995). Fase
kematian ditandai dengan laju kematian yang lebih besar daripada laju reproduksi
sehingga jumlah sel mengalami penurunan geometrik. Penurunan kepadatan sel
fitoplankton ditandai dengan perubahan kondisi optimum yang dipengaruhi oleh
suhu, cahaya, pH media, ketersediaan hara dan beberapa faktor lain yang saling
terkait satu sama lain (Isnansetyo & Kurniastuty, 1995). Secara skematis pola

perkembangbiakan dari Chlorella sp., dilihat pada Gambar 2.2.

3]
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Jumlah sel (10° sel/mL)
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Gambar 2.2 Kurva Pertumbuhan Chiorella sp. dalam Media Ekstrak Tauge
(Fasya, 2013).
2.3 18S ribosomal DNA
DNA ribosom (rDNA) adalah daerah penyandi genom untuk komponen

RNA ribosom. Deret rDNA pada eukariotik terletak pada nukleus/inti dan

mitokondria. Daerah rDNA dipisahkan oleh suatu pembatas yang disebut spacer.
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Daerah konservatif rDNA yaitu gen penyandi rRNA berdasarkan nilai koefisien
sedimentasi, yaitu 5,8S, 18S dan 28S rDNA. Sikuen 18S rDNA mengalami
perkembangan relatif lambat sehingga cocok digunakan dalam analisis keragaman
spesies secara molekuler (Mulyatni, Priyatmojo, & Purwantara, 2011).

Sikuen 18S rDNA adalah sikuen yang paling banyak dalam spesies
eukariotik. Saat ini dalam GenBank terdapat 375.786 database 18S dengan
panjang basa yang berbeda-beda. Sikuen 18S rDNA vyang paling pendek
berukuran 1500 bp sedangkan sikuen terpanjang tanpa intron berukuran lebih dari
4500 bp (Xie, Lin, Qin, Zhou, & Bu, 2011). Struktur 18S rDNA dapat dilihat pada

Gambar 2.3.

Gambar 2.3 Struktur tersier 18S rRNA. Domain translasi fungsional (ungu) dan
daerah variabel V1 (biru tua), V2 (merah), V3 (biru muda), V4
(hijau), V5 (biru tua), V6 (biru muda), V7 (kuning), V8 (biru tua),
dan V9 (biru muda) ditunjukkan oleh garis berwarna pada gambar
(Xie dkk., 2011).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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2.4 Metode Cetyltrimetyl ammonium bromide (CTAB)

Metode Cetyl Trimetyl Ammonium Bromide (CTAB) merupakan metode
yang umum digunakan dalam ekstraksi DNA genom tanaman yang banyak
mengandung polisakarida dan senyawa polifenol. Senyawa CTAB termasuk jenis
surfaktan kationik yang digunakan untuk proses lisis dinding sel tanaman. Metode
CTAB tidak membutuhkan biaya yang lebih mahal dibandingkan dengan
menggunakan kit (Kaidah & Suprapto, 2003; Ardiana, 2009).

Prinsip isolasi DNA menggunakan metode CTAB meliputi proses lisis sel,
ekstraksi, presipitasi dan purifikasi. Proses lisis merupakan proses perusakan
dinding sel sehingga seluruh isi sel keluar. Keberhasilan proses lisis ditentukan
oleh komposisi bufer lisis yang digunakan. Komposisi bufer lisis dalam metode
CTAB vyaitu, Tris-HCI, surfaktan CTAB, EDTA, NaCl, dan polivinilpirolidon
(PVP). Setiap komponen bufer lisis masing-maising memiliki fungsi. Fungsi
komponen bufer lisis dapat dilihat pada Tabel 2.1

Dinding sel yang telah terdegradasi mengakibatkan DNA beserta seluruh isi
sel keluar. DNA yang masih bercampur dengan kontaminan dipisahkan melalui
proses ekstraksi. Kontaminan yang bercampur dengan DNA meliputi lemak,
polisakarida, fenolik dan protein. Proses ekstraksi DNA biasanya menggunakan
pelarut organik seperti kloroform dan isoamil alkohol. Kloroform mendenaturasi
protein sedangkan isoamil alkohol untuk menghilangkan busa.

Penambahan larutan organik membuat campuran membentuk 3 lapisan.
Lapisan pertama (atas) mengandung DNA dan RNA karena bersifat polar yang
disebabkan oleh muatan negatif atom O pada gugus fosfat. Menururt Robert,

Switzer, & Garrity (1999), muatan dipol positif air berinteraksi dengan muatan
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dipol negatif pada gugus fosfodiester DNA. Interaksi ini akan meningkatkan
kelarutan DNA dalam air. Protein yang terdenaturasi akan masuk diantara lapisan
organik-air (intermediet) (Clark & Crhistopher, 2000). Lemak dan protein
nonpolar mudah larut dalam kloroform sehingga akan terdistribusi pada lapisan
organik. Isoamil alkohol berfungsi untuk mengurangi busa selama proses
ekstraksi berlangsung (Switzk & Russel, 2001).

Proses presipitasi DNA merupakan proses pengendapan DNA. Pengendapan
DNA dibantu oleh etanol absolut dan garam ammonium asetat. Etanol absolut
dingin akan memekatkan DNA dan menghilangkan residu kloroform. DNA yang
bercampur dengan etanol absolut akan menggumpal dan membentuk pelet.
Penambahan etanol absolut dingin akan menurunkan aktivitas molekul air
(Surzycki, 2000). Etanol/isopropanol menghilangkan H,O disekitar fosfat. Oleh
karena itu, molekul DNA yang mempunyai muatan netral terendapkan menjadi
pelet (Kumar & Anandaraj, 2014). Garam ammonium asetat yang ditambahkan
akan menetralkan muatan negatif DNA. Muatan DNA yang telah netral akan
menurunkan kelarutan DNA dalam air. Lapisan air yang masih mengandung
kontaminan RNA dapat dihilangkan oleh enzim RNAse. Enzim RNAse akan
membantu mendenaturasi RNA (Clark & Crhistopher, 2000).

Pemurnian pelet DNA merupakan proses pencucian DNA yang
kemungkinan masih terdapat sisa-sisa kontaminan. Etanol 70% biasanya
digunakan untuk proses pencucian DNA. Etanol membersihakan DNA dari sisa-
sisa garam (Somma, 2006). Pelet DNA yang telah murni dilarutkan dengan bufer

TE bertujuan untuk menjaga sampel DNA agar tetap stabil (Atiken, 2012).
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Tabel 2.1. Fungsi komponen bufer CTAB dalam proses lisis

Bahan

Fungsi

Interaksi

EDTA

CTAB

NaCl

Melemahkan

kekuatan

dinding sel karena dapat

mengkelat ion

magnesium

yang merupakan kofaktor

enzim nuklease

Mendenaturasi lemak

Mendenaturasi protein

Memecah
menjadi

sederhana

Menghilangkan

polisakarida

polisakarida

monomer

senyawa

lon magnesium berfungsi untuk
mempertahankan integritas sel dan
mempertahankan aktivitas enzim
nuklease. EDTA akan mengikat ion
magnesium  agar  aktivitasnya
menurun

Surfaktan memiliki gugus
hidrofobik pada bagian ekor dan
gugus hidrofilik pada bagian kepala.
Denaturasi membran terjadi pada
saat gugus hidrofobik surfaktan
berinteraksi dengan lemak. Reaksi
ini membentuk misel yang stabil
dengan konsentrasi CTAB tertentu
(ThermoFisher, 2015).

Surfaktan dengan protein akan
berinteraksi secara ionik. CTAB
merupakan  surfaktan  kationik,
karena bagian kepala bermuatan
positif sehingga akan berinteraksi

dengan muatan negatif protein
(Nystrom,  Kj@niksen. Beheshti,

Zhu, & Knudsen, 2009).

CTAB berinteraksi dengan
polisakarida  secara  hidrofobik
membentuk  senyawa  kompleks
(Nystrom dkk., 2009)

NaCl dengan konsentrasi lebih dari
0,5 M bersamaan dengan CTAB
diketahui dapat menghilangkan
polisakarida (Sahu, Muthusamy,
Thangaraj, & Kathiresan, 2012).
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Tabel 2.1 (Lanjutan)
PVP e Menghilangkan  senyawa Senyawa fenolik yang banyak
fenolik ditemukan dalam sel Chlorella sp.
akan diikat oleh PVP dan dapat
dipresipitasi dengan etanol (Chan,
Ho, Namasivayam, & Napis, 2007).
Tris HCI e menyeimbangkan pH agar Ketika proses perusakan dinding sel,
dapat mengekstrasi asam seluruh isi sel akan keluar beserta
nukleat dengan DNA. DNA vyang keluar

akan masuk dalam bufer.

2.5 Elektroforesis Gel Agarosa

Elektroforesis gel agarosa merupakan metode standar untuk memisahkan,
mengidentifikasi, mengkarakterisasi, dan purifikasi dari molekul DNA. Prinsip
kerja elektroforesis gel dimulai saat makromolekul yang bermuatan listrik
ditempatkan pada medium berisi tenaga listrik. Molekul-molekul tersebut akan
bermigrasi menuju kutub positif atau kutub negatif berdasarkan muatan yang
terkandung di dalamnya (Magdeldin, 2012).

Kecepatan migrasi selama DNA bergerak menembus gel agarosa
dipengaruhi oleh beberapa faktor utama (Windiastika, 2011). Ukuran molekul
DNA dapat memegaruhi kecepatan migrasi DNA. Fragmen DNA dipengaruhi
oleh konsentrasi gel agarosa. DNA dapat dilihat dengan sinar UV karena
sebelumnya diwarnai dengan pewarna DNA seperti Ethidium bromide (EtBr).

Gel agarosa bisa digunakan untuk mengamati hasil isolasi DNA dan juga
dapat mengamati hasil PCR. Perbandingan antara loading bufer dan sampel
adalah 1:5. Marker yang digunakan memiliki ukuran 1 kb sebanyak 1 pL

(Windiastika, 2011).
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2.6 UV-transluminator

UV-transluminator menggunakan radiasi sinar ultraviolet untuk
memvisualisasi DNA, RNA, dan protein dalam gel elektroforesis (Khanzadeh &
Blourchian, 2005). Prinsip kerja UV-transluminator terjadinya proses flouresensi
akibat pewarna EtBr yang berikatan dengan basa nitrogen. Teknik tersebut
digunakan oleh peneliti untuk memudahkan melihat ukuran, kemurnian,

konsentrasi DNA berdasarkan kualitatif (Ausubel, 1995).

Gambar 2.4 UV Transluminator (BIO-RAD, 2013)

2.7 NanoDrop® ND-1000

NanoDrop® ND-1000 merupakan salah satu alat spektrofotometer yang
biasa digunakan untuk menghitung kuantitas asam nukleat, konsentrasi larutan
dalam sel, kemurnian DNA dan protein. Alat ini berbeda dengan alat lainnya
karena hanya membutuhkan volume sampel yang sedikit. Prinsip pengoperasian
instrumen ini didasarkan pada prinsip umum spektrofotometer berdasarkan hukum

Lambert-Beer. Rentang panjang gelombang antara 220-750 nm, sedangkan
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absorbansi setiap sampel terukur pada dua panjang yang berbeda (0,2 mm dan 1,0
mm). Rentang absorbansi yang dapat dibaca antara 2-3700 ng/uL tanpa

pengenceran (Cheng & Zhang, 2010).

Gambar 2.5 Alat NanoDrop® ND-1000 (ThermoScientific, 2011).

Kemurnian DNA dan RNA diukur pada panjang gelombang 260 dan 280
nm. Absorbansi pada panjang gelombang tersebut telah digunakan mengukur
kemurnian asam nukleat dan protein. Kemurnian ~1,8 adalah kemurnian DNA,
sedangkan ~2,0 adalah kemurnian RNA. Absorbansi juga dapat dilihat pada
panjng 230 nm untuk mengetahui kontaminasi. Oleh karena itu, rasio A260/A230
juga sering dianalisis. Kontaminasi bahan kimia dari ekstraksi asam nukleat,
memungkinkan menghasilkan konsentrasi asam nukleat yang sangat tinggi yang
dapat memengaruhi proses analisis. Panjang gelombang yang biasa digunakan
adalah 260/280 menunjukkan sampel terkontaminasi oleh protein atau reagen

seperti fenol atau ada kesalahan saat pengukuran ((ThermoScientific, 2011).

2.8 Polymerase Chain Reaction (PCR)
PCR adalah suatu teknik sintesis dan amplifikasi DNA secara in vitro.

Perkembangan teknik PCR banyak digunakan dalam bidang forensik dan

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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kedokteran, selain itu juga membantu dalam analisis keanekaragaman hayati.
Proses analisis dengan teknik PCR mampu mengamplifikasi segmen DNA hingga
jutaan kali hanya dalam waktu yang singkat (Handoyo & Rudiretna, 2001).
Teknik PCR melibatkan beberapa tahap yang berulang (siklus) dan setiap
siklus terjadi duplikasi jumlah target DNA untai ganda. Komponen yang
diperlukan pada proses PCR meliputi, DNA; sepasang primer; dNTPs
(deoxynycleotide triphosphates); master mix PCR; MgCl, dan enzim polymerase
DNA. Berikut tahapan-tahapan proses PCR (Fatchiyah, 2011). Proses PCR
ditunjukkan pada Gambar 2.6.
A. Denaturasi
Tahap denaturasi adalah tahap pemisahan untai ganda DNA menjadi untai DNA
tunggal. Untai DNA tunggal inilah yang menjadi cetakan bagi untai DNA baru
yang akan dibuat. Denaturasi biasanya dilakukan antara suhu 90-95°C selama 60
detik.
B. Annealing (Penempelan)
Tahap annealing merupakan tahap penempelan primer pada daerah DNA target.
Enzim Taq polimerase dapat memulai pembentukan suatu untai DNA baru jika
ada seuntai DNA berukuran pendek (DNA yang mempunyai panjang sekitar 10
sampai 30 pasang basa) yang menempel pada untai DNA target yang telah
terpisah. DNA yang pendek ini disebut primer. Agar suatu primer dapat
menempel dengan tepat pada target, diperlukan suhu yang rendah sekitar

55°C selama 30-60 detik.
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C. Ekstensi (Pemanjangan)
Tahap ekstensi umumnya terjadi pada suhu 72°C selama 60 detik. Primer yang
telah menempel tadi akan mengalami perpanjangan pada sisi 3’nya dengan

penambahan dNTP yang komplemen dengan templat oleh DNA polimerase.

— Templat = = Forward } . _ ; _
S om e Rovellse: Primer = El?z]_m DNA Tag =Pemanasan
polimerase
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mix Annealing T — (::
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Gambar 2.6 Proses PCR dimulai dari proses denaturasi kemudian dilanjutkan
proses annealing primer serta terjadinya ektensi untuk membentuk
double strand baru. Proses-proses tersebut terjadi secara berulang
sebanyak siklus yang telah ditentukan (Vierstreate, 1999).
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METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini akan dilaksanakan pada Juni sampai dengan Oktober 2016 di
Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia dan di Laboratorium Genetik Jurusan

Biologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat yang digunakan untuk pemanenan biomassa Chlorella sp. adalah
mesin centrifuga (memmert). Proses isolasi DNA dibutuhkan waterbath
(memmert) untuk inkubasi sampel, tabung mikro 2 mL, vortex (Thermolyne Maxi
Mix I1). Uji kualitatif DNA digunakan elektroforesis (BIO-RAD) dan lampu UV
(BIO-RAD), sedangkan untuk uji kauntitatif DNA menggunakan NanoDrop® ND-
1000. Analisis genotip menggunakan mesin PCR (BIO-RAD) dan mesin

pengurutan sikuen (Big Dye Applied System model 3730).

3.2.2 Bahan

Chlorella sp. yang didapat dari Laboratorium Biologi Fisiologi Tumbuhan
Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. Isolasi DNA
Chlorella sp. dengan metode CTAB diperlukan bufer CTAB (CTAB 1%, 2%,
3%); polivinilpirolidon 2%; Tris HCI 100 mM; NaCl 1,4 M dan EDTA 20mM pH

8); kloroform : isoamilalkohol (24:1), bufer TE 1 M, RNAse, etanol absolut

20
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dingin, etanol 70%, agarosa, dan bufer TBE. Proses PCR mengunakan kit vivantis
(Malaysia), loading buffer, Master mix PCR (ddH,O; enzim polimerase; dNTP;
MgCl,; DNA Tag polymerase; bufer Taq polymerase dan primer forward serta
reverse. Dua variasi primer 18S rDNA vaitu NSF-Rss3 dan SSF-SSR.

Elektoforesis DNA dibutuhkan gel agarosa dan loading dye.

3.3 Tahapan Penelitian

Penelitian dilakukan dengan tahapan- tahapan berikut.

1. Kultivasi mikroalga Chlorella sp.

2. Isolasi DNA Chlorella sp. dengan metode CTAB

3. Analisis kualitatif dan kuantitatif hasil isolasi DNA

4. Amplifikasi DNA dengan Polymerase Chain Reaction (PCR)
5. Penentuan urutan sikuen 18S rDNA

6. Analisis hasil

3.4 Cara Kerja
3.4.1 Kultivasi Chlorella sp. (Prihantini, Putri, & Yuniati, 2005)

Isolat sebanyak 150 mL ditumbuhkkan dalam Media Ekstrak Tauge (MET)
yang berisi ekstrak tauge dan akuades dengan perbandingan 1:5. Pencahayaan
menggunakan lampu TL 36 watt (intensitas cahaya 1000-4000 lux) dan
fotoperiodisitas 14 jam terang dan 10 jam gelap selama 8 hari. Pemanenan kultur
Chlorella sp. disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 10000 rpm. Kultur

Chlorella sp. dipisahkan dari supernatannya.
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3.4.2 Isolasi DNA

Metode isolasi DNA tidak semuanya cocok untuk semua jenis tumbuhan,
sehingga dilakukan variasi konsentrasi larutan CTAB dalam bufer CTAB. Sampel
Chlorella sp. disentrifugasi pada 10.000 rpm selama 1 menit. Pelet Chlorella sp.
dimasukkan ke dalam tiga tabung mikro (A, B, dan C), tiap tabung berisi 0,2 gram
kultur Chlorella sp. Setelah itu, tiap tabung mikro ditambah dengan 600 pL bufer
CTAB dengan variasi konsentrasi larutan CTAB berbeda (1,4 M NaCl; 100 M
Tris-HCI pH 8; 20 mM EDTA pH 8,0; A =1%, B = 2%, C = 3% CTAB dan 2 %
polivinilpirrolidon). Campuran direndam dalam waterbath suhu 65°C selama 1
jam, kemudian ditambahkan 1 volume larutan CI (kloroform : isoamil alkohol =
24:1) dan dibolak-balik selama 10 menit. Campuran disentrifugasi selama 30
menit pada 13000 rpm.

Supernatan dipindahkan ke tabung mikro yang baru untuk dipurifikasi.
Proses purifikasi dilakukan sebanyak 2 kali. Purifikasi tahapan pertama
ditambahkan dengan etanol absolut dingin sebanyak 2 kali volume supernatan
yang didapatkan. Kemudian, DNA dapat diendapkan dengan menambahkan 0,1
volume ammonium asetat 3 M. Penambahan 4 pL RNAse untuk menghilangkan
kontaminan RNA yang bercampur dengan DNA. DNA dipisahkan dengan
disentrifugasi pada 10000 rpm selama 30 menit.

Pelet DNA dipurifikasi kembali dengan 400 pL etanol 70%, kemudian
disentrifugasi selama 5 menit 12000 rpm. Pelet dikeringkan dalam suhu ruang
hingga etanol menguap seluruhnya. Penyimpanan templat DNA dilarutkan dengan

30 pL TE (1x) dan disimpan pada suhu —20°C.
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3.4.3 Elektroforesis Gel Agarosa (Fatchiyah, 2011)

Gel agarosa 1% dibuat dengan 0,4 gram agarosa dan ditambah 40 mL TBE.
Kemudian, dipanaskan dengan microwave selama 3 menit. Setelah itu, dituang
dalam cetakan sampai gel memadat. Gel yang telah padat dimasukan dalam bak
elektroforesis yang telah berisi bufer TBE sampai gel tenggelam. Selanjutnya,
diisi sumur pertama dengan 1 puL 1kb DNA ladder. Sumur yang lain diisi dengan
campuran loading buffer dan templat DNA hasil isolasi dengan perbandingan 1:3.
Gel agarosa di running pada 65 volt selama 70 menit. Setelah itu, gel direndam

dalam EtBr selama 10 menit dan diamati dibawah lampu ke UV-transluminator.

3.4.4 Uji Kuantitas DNA dengan NanoDrop

Kuantifikasi DNA dilakukan menggunakan NanoDrop®
Spectrophotometer ND-1000. Templat DNA diambil 1 pL dibaca pada panjang
gelombang 260 dan 280 nm. Kemurnian DNA didapat dari perbandingan

absorbansi 260/280. Standar kemurnian DNA memasuki range 1,8-2,0.

3.4.5 Amplifikasi Hasil Isolasi DNA dengan PCR

Proses amplifikasi 18S rDNA menggunakan variasi primer 18S. Kompoisi
PCR 10 pL PCR mix, 5 uL DNA templat, 1 pL primer forward, 1 pL primer
reverse dan 3 pL nuclease free water. Hasil PCR diuji kualitatif dengan
menggunakan elektroforesis agarosa 1%. Penentuan kondisi optimum PCR

ditunjukkan pada Tabel 3.1.
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Tabel 3.1. Optimasi suhu annealing primer

Primer Urutan Anr(lsg)l ihg Referensi
18S NSI1 (F): 5- 46
GTAGTCATATGCTTGGTCTC-3’ 48 E';’(')aot;‘)m\‘j‘gj gtt
ss3 (R) : 5>-TTCACCTACGGAAACC-3’ 50 y '
55 (2001)
18S F:5-CCTGGTTGATCCTGCCAG-3’ 50 Yang dkk.,
R:5-TTGATCCTTCTGCAGGTTCA-3’ 55 (2012)

Keterangan: pre denaturasi 4 menit pada 94°C, denaturasi 1 menit pada 94°C, Annealing
1 menit, ekstensi 2 menit pada 72°C, pra ekstensi 3 menit pada 72°C dan
didiamkan pada 4°C selama «o (tak hingga). Siklus PCR dilakukan sebanyak
35 siklus.

3.4.6 Penentuan Urutan Sikuen 18S rDNA

Penentuan urutan nukleotida dilakukan menggunakan mesin sequencer Big

Dye Applied System model 3730, Singapura. Pengiriman sampel dilakukan oleh

Lembaga Biologi Molekular Eijkman, Jakarta. Metode yang digunakan metode

adalah metode Sanger.

3.4.7 Analisis Bioinformatika

Proses sequencing DNA menggunakan 2 primer F (forward) dan R
(reverse). Primer F menghasilkan sikuen CS15 dan R menghasilkan sikuen CS11.
Identifikasi sikuen dianalisis menggunakan beberapa program online dan offline.
Sikuen CS15 dan CS11 akan disejajarkan dengan program online BLASTn (Basic
Local Alignment Search Tools Nucleotide). Program tersebut dapat diakses
melalui NCBI (National Center for Biotechnology Information) dengan alamat

website http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. Hal utama yang harus diperhatikan untuk

proses pensejajaran adalah pembacaan sikuen. Sikuen CS15 dibaca dari 5° ke
3’dan sikuen CS11 perlu diketahui komplemennya sehingga pembacaan dimulai

dari 3=——>5’. Komplemen sikuen CS11 ditentukan menggunakan program offline


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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BioLign versi 4.0.6.2 dengan cara klik Sequence > Nucleic acid > Reverse

complement. Arah pembacaan sikuen CS15 dan CS pada Gambar 3.1.

>CS15 (F)

>
5’ -CCATGCATGTCTAAGTATAAACTGCTTTATACTGTGAAACTGCG...-3"

>CS11(R)
5’—CCTCTAGGTGGGAGGGTTTAATGAACTTCTCGGCéGCCCAGGGm—3’

lReverse complement
3’ -CCCTGGGCTGCCGTGAAGTTCATTAAACCCTCCCACCTAGAGG...=5"
Gambar 3.1 Sikuen CS15 dibaca dari 5’ ke 3’ sedangkan sikuen CS11 dibaca

dari 3> ke 5°. Penjajaran sikuen CS11 merupakan sikuen
komplemennya.

Sikuen CS15 dan CS11 disejajarkan dengan sikuen dalam perpustakaan gen
NCBI vyang saling memiliki kemiripan. Konstruksi pohon filogenetik
menggunakan dua program sebagai pembanding. Program offline umum yang
biasa digunakan MEGAG, sedangkan program online ClustaW Omega melalui
www.ebi.ac.uk. Metode konstruksi filogenetik menggunakan neighbor-joining

untuk menganalisis hubungan kekerabatan.
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BAB IV

PEMBAHASAN

4.1 Kultivasi mikroalga Chlorella sp.

Chlorella sp. merupakan salah satu jenis mikroalga hijau yang banyak
ditemukan di perairan tawar, payau, tempat lembab dan tanah. Mikroalga ini
memiliki tingkat reproduksi yang tinggi sehingga mudah dikembangbiakkan.
Media kultivasi yang sering digunakan adalah Medium Ekstrak Tauge (MET)
dengan konsentrasi 4% dibuat dengan cara konvensional. Menurut penelitian
Prihantini, Damayanti, & Yuniati (2007) MET sangat cocok untuk kultivasi
mikroalga. Media ini banyak mengandung unsur-unsur yang dibutuhkan oleh
Chlorella sp. seperti nitrogen dan fosfor.

Derajat keasaman (pH) MET memengaruhi perkembangbiakkan sel
Chlorella sp. Prihantini dkk. (2005) menyatakan rerata kerapatan sel tertinggi
pada kondisi pH 7, karena sangat baik untuk pertumbuhan Chlorella sp. Kondisi
pH 7 menyebabkan CO, dalam bentuk bebas dapat berdifusi dengan mudah ke
dalam sel mikroalga. Proses kultivasi Chlorella sp. dilakukan selama 8 hari.
Selama proses kultivasi terjadi perubahan warna yang semula berwarna hijau
muda menjadi hijau tua. Perubahan warna yang terjadi menunjukkan kerapatan sel
Chlorella sp. meningkat. Proses kultivasi Chlorella sp. ditunjukkan pada Gambar

4.1.
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a. Kultivasi hari ke-1 b. Kultivasi hari ke-3 c. Kultivasi hari ke-8

Gambar 4.1 Proses kultivasi Chlorella sp. Perubahan terjadi pada warna media,

hari pertama bewarna hijau muda. Hari ketiga warna larutan menjadi

warna hijau. Kemudian pengamatan pada fasa stasioner hari ke 8
menunjukkan warna hijau pada seluruh larutan.

Pemanenan sel Chlorella sp. menggunakan teknik sentrifugasi pada

kecepatan 10000 rpm selama 1 menit. Proses sentrifugasi bertujuan untuk

memisahkan Chlorella sp. dengan media. Sel yang digunakan untuk proses isolasi

DNA sebanyak 0,2 g.

4.2 Isolasi DNA mikroalga Chlorella sp. dengan metode CTAB

Isolasi DNA bertujuan memisahkan DNA dengan komponen lain seperti
protein, lemak, dan karbohidrat. Metode CTAB menggunakan surfaktan kationik
untuk melisis dinding sel. Isolasi DNA dengan metode CTAB menggunakan
variasi konsentrasi larutan CTAB 1%, 2% dan 3%. Proses lisis dilakukan dengan
penambahan senyawa kimia dan pemanasan. Dinding sel ditambah dengan bufer
lisis yang berfungsi untuk mendenaturasi lemak, protein, polisakarida, senyawa
fenolik dan senyawa-senyawa lain yang menyusun dinding sel. Pemanasan suhu
65°C akan mengakibatkan terpecahnya dinding sel sehingga seluruh isi sel

bercampur dengan bufer lisis.
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DNA yang masih tercampur dengan kontaminan diekstraksi menggunakan
pelarut organik. DNA akan terpisah dari senyawa kontaminan setelah proses
sentrifugasi. DNA terdistribusi pada lapisan air dan senyawa fenol serta protein
polar terdistribusi pada lapisan intermediet. Senyawa lemak, protein non polar dan
polisakarida terdistribusi pada lapisan organik. Hasil sentrifugasi dapat dilihat

pada Gambar 4.2.

4 &
-

| |

. . .
Lapisan air

intermediet

Lapisan
organik

Gambar 4.2 Campuran sampel dan kloroform-isoamil alkohol. Lapisan air
mengandung DNA, lapisan intermediet mengandung protein dan
fenol serta lapisan organik mengandung lemak, protein non polar
dan polisakarida.

DNA dalam lapisan air akan dipresipitasi menggunakan etanol absolut
dingin dan garam ammonium asetat. Etanol absolut dingin berfungsi untuk
menghilangkan residu kloroform. Penambahan garam ammonium asetat yang
ditambahkan akan menetralkan muatan negatif DNA. Muatan DNA yang telah
netral akan menurunkan kelarutan DNA dalam air. Kontaminan RNA yang masih
berada pada lapisan air dapat dihilangkan oleh enzim RNAse.

Pemurnian pelet DNA menggunakan etanol 70% untuk memastikan DNA
terpisah dari kontaminan. Pelet yang telah dipurifikasi dikeringanginkan dalam

suhu ruang untuk menghilangkan residu etanol. Pelet DNA dilarutkan dalam bufer

TE dan disimpan pada suhu —20°C.
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4.3 Analisis kualitatif dan kuantitatif hasil isolasi DNA

Uji kualitas DNA menggunakan elektroforesis gel agarosa. Prinsip
elektroforesis gel agarosa adalah memisahkan molekul berdasarkan muatannya.
Visualisasi DNA dilakukan dengan UV-transluminator dengan pewarna EtBr.
Elektroferogram DNA hasil isolasi dengan variasi konsentrasi CTAB
menunjukkan bahwa konsentrasi CTAB 1% menghasilkan pita yang lebih tebal
dibandingkan CTAB 2% dan 3%. Pita DNA pada CTAB 1% memiliki konsentrasi
yang lebih tinggi. Elektroferogram DNA Chlorella sp. ditunjukkan pada Gambar

4.3.

i

Gambar 4.3 Elektroferogram DNA C‘hlorella sp. hasil isolasi. (A) larutan CTAB
1%; (B) larutan CTAB 2% dan (C) larutan CTAB 3%.

DNA templat dikuantifikasi menggunakan NanoDrop® Sphectrophotometer
ND-1000. Panjang gelombang DNA diukur pada 260 dan 280 nm untuk
mengetahui kemurnian dan konsentrasi. Pengukuran hanya dilakukan pada sampel
CTAB 1% yang menghasilkan konsentrasi sebesar 143,57 ng/uL dan kemurnian
sebesar 2,02. Kemurnian sebesar 2,02 memenuhi range kemurnian DNA sehingga

templat DNA dapat digunakan untuk proses amplifikasi DNA Chlorella sp.
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4.4 Amplifikasi DNA Chlorella sp. dengan PCR
Proses PCR dilakukan untuk mencari sikuen 18S rDNA. Keberhasilan
proses amplifikasi sikuen 18S rDNA bergantung pada urutan primer yang
digunakan. Dua urutan primer 18S rDNA akan dibandingkan untuk mencari
primer yang dapat mengamplifikasi DNA Chlorella sp. Kondisi kedua primer
berdasarkan syarat untuk proses PCR sesuai untuk amplifikasi DNA Chlorella sp.
Primer memiliki kondisi optimal yang berbeda sehingga perlu dilakukan
optimasi suhu annealing. Optimasi suhu annealing dilakukan untuk mencari
spesifitas dan sensitifitas produk PCR. Berdasarkan hasil elektroforesis, keempat
variasi suhu annealing tidak menghasilkan pita. Hal tersebut menandakan DNA
target tidak teramplifikasi. Kemungkinan ketidakmunculan pita dapat disebabkan
oleh primer yang tidak sesuai dengan DNA target. Hasil amplifikasi PCR dengan

primer 18S rRNA NS1 dan ss3 ditunjukkan pada Gambar 4.4.

A B

Gambar 4.4 Elektroferogram PCR dengan Primer 18S rDNA NSF dan Rss3.
Amplifikasi DNA Chlorella sp. dengan Primer 18S NSF dan Rss3.
Denaturasi 94°C selama 1 menit, annealing (A) 46°C; (B) 48°C; (C)
50°C; (D) 55°C masing-masing selama 1 menit dan ekstensi 72°C
selama 2 menit. (M) marker DNA 1 kb ladder dan (S) sampel DNA
Chlorella sp.
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Hasil amplifikasi PCR sikuen 18S rDNA menggunakan primer SSF dan SSR
ditunjukkan pada Gambar 4.5. Berdasarkan nilai Tm primer suhu 50°C tepat
digunakan untuk proses amplifikasi sehingga DNA dapat teramplifikasi. Pita
DNA muncul pada daerah 1600 bp dan 2500 bp. Pita yang dipilih untuk proses
sequencing adalah daerah 1600 bp karena sesuai dengan dugaan awal penempelan
primer yang dapat dilihat pada Lampiran 3 pada Gambar 6. Pita pada daerah

1600 bp lebih tebal sehingga dapat diasumsikan bahwa konsentrasi DNA lebih

tinggi.

2500 bp
1600 bp

A B
Gambar 4.5 Elektroferogram PCR dengan primer 18S Rdna SSF dan SSR.
Denaturasi 94°C selama 1 menit, annealing (A) 50°C; (B) 55°C
masing-masing selama 1 menit dan ekstensi 72°C selama 2 menit.

(M) marker DNA 1 kb ladder dan (S) sampel DNA Chlorella sp.

4.5 Penentuan urutan sikuen DNA Chlorella sp.
Penentuan urutan sikuen DNA menggunakan metode Sanger. Metode
Sanger hanya dapat digunakan untuk DNA rantai tunggal. Primer F dan R
menghasilkan 2 panjang sikuen yang berbeda, berturut-turut 715 bp dan 873 bp.

Primer F ditunjukkan dengan sikuen CS15, sedangkan primer R ditunjukkan oleh

sikuen CS11. Panjang kedua sikuen yang dihasilkan kurang dari 1600 bp
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dimungkinkan karena adanya sensitivitas puncak basa DNA terlalu kecil sehingga
tidak terbaca. Sikuen yang didapat dibandingan dengan seluruh sikuen Chlorella
sp. yang terkumpul dalam GenBank. Berikut urutan sikuen Chlorella sp.

ditunjukkan pada Gambar 4.6.

>CS15 (F)
CCATGCATGTCTAAGTATAAACTGCTTTATACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGATGGTA
CCTTACTACCGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTCTGGAAGGGACGTATTTATTAGAT
TTAAGGCCGACCCGGCTCTGCCGGTCTCGCGGTGAATCATGATAACTTCACGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCGATGTTTC
ATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGGCCTACCATGGTGGTAACGGGTGACGGAGGATTAGGGTTC
GATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGG
GAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCCTTTTCAGGTCTGGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAACCCCTTAACGAGG
ATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGCTGCAGTTAAAA
AGCTCGTAGTTGGATTTCGGGCGGGGCCTGCCGGTCCGCCGTTTCGGTGTGCACTGGCAGGGCCCGCCTTGTTGCCGGGGAC
GGGCTCCTGGGCTTCACTGTCCGGGACTCGGAGTCGGCGCTGTTACTTTGAGTAAATTA

>CS11 (R)
CCTCTAGGTGGGAGGGTTTAATGAACTTCTCGGCAGCCCAGGGCGGAAACCGCCCCGGGTTGCCAATCCGAACACTTCACCA
GCACACCCAATCGGTAGGAGCGACGGGCGGTGTGTACAAAGGGCAGGGACGTAATCAACGCAAGCTGATGACTTGCGCTTAC
TAGGCATTCCTCGTTGAAGATTAATAATTGCAATAATCTATCCCCATCACGATGCAGTTTCAAAGATTACCCGGGCCTCTCG
GCCAAGGCTAGGCTCGTTGATTGCATCAGTGTAGCGCGCGTGCGGCCCAGAACATCTAAGGGCATCACAGACCTGTTATTGC
CTCATGCTTCCATTGGCTAGTCGCCAATAGTCCCTCTAAGAAGTCTGCCGGCCCCCGAGGAGGCCGTGACTATTTAGCAGGC
TGAGGTCTCGTTCGTTACCGGAATCAACCTGACAAGGCAACCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCATAGAATC
AAGAAAGAGCTCTCAATCTGTCAATCCTCACTATGTCTGGACCTGGTAAGTTTTCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGG
CTCCACGCCTGGTGGTGCCCTTCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCAGCCTTGCGACCATACTCCCCCCGGAACCCAAAAACTTT
GATTTCTCATAAGGTGCCGGCGGAGTCATCGAAGAAACATCCGCCGATCCCTAGTCGGCATCGTTTATGGTTGAGACTAGGA
CGGTATCTAATCGTCTTCGAGCCCCCAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCATTAGTTCG
TCTTTCGAAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACATCCAAATACGAATGCCCCCGA

Gambar 4.6 Sikuen CS15 dan CS11. Berdasarkan primer F dan R masing-masing
menghasilkan sikuen CS15 dan CS11

4.6 Analisis Bioinformatika

Kedua urutan sikuen CS15 dan CS11 dibandingkan dengan sikuen Chlorella
sp. yang berada dalam GenBank menggunakan BLAST. Hasil pembandingan dan
analisis kekerabatan menggunakan pohon filogenetik. Pohon filogenetik dibentuk
dengan algoritma neighbour-joining (tetangga terdekat). Hasil BLAST sikuen 18S
rDNA Chlorella sp. sikuen CS15 dan CS11 dapat dilihat dalam Tabel 4.1 dan
Tabel 4.2.

Hasil BLAST menunjukkan sikuen CS15 dan CS11 memiliki kesamaan

dengan sikuen 18S Chlorella  sp. dari GenBank melalui
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Kesamaan tersebut diukur dengan melihat nilai

kemiripan yang mencapai 99-100%. Kemiripan yang mencapai nilai homologi

99-100% mengindikasikan bahwa spesies Chlorella sp. masih dalam klade

dengan subspesies Chlorella sp. Hasil sikuen DNA Chlorella sp. dibandingkan

dan dianalisis hubungan kekerabatan menggunakan pohon filogenetik.

Tabel 4.1 Hasil BLAST Sikuen CS15 Chlorella sp.

ol Sk-or Kemiripan

Maksimum (%)
Parachlorella kessleri strain SAG 211-11c 1321 100
Parachlorella kessleri strain SAG 27-87 1321 100
Dictyosphaerium sp. CCAP 222/39 1321 100
Parachlorella kessleri strain HY-6 1321 100
Chlorella kessleri 1321 100
Kalenjinia gelatinosa strain CCAP 222/8 1310 99
Masaia oloida strain 222/32 1310 99
Compactochlorella dohrmannii strain CCAP 222/5 1310 99
Dictyosphaerium ehrenbergianium strain CCAP 222/27 1310 99
Dictyosphaerium sp. SAG 70.80 1310 99

Tabel 4.2 Hasil BLAST Sikuen CS11 Chlorella sp.
Spesies Skor Kemiripan

Maksimum (%)
Parachlorella kessleri strain TY02 1604 99
Parachlorella kessleri strain CBS 152069 1604 99
Parachlorella kessleri strain SAG 211-11c 1604 99
Chlorella kessleri strain 211-11g 1600 99
Dictyosphaerium sp. strain CB 2008/80 1598 99
Dictyosphaerium sp. CCAP 222/5 1592 99
Masaia oloida strain CB 2008/72 1592 99
Masaia oloida strain CCAP 222/32 1592 99
Compactochlorella kochii strain CB 2008/104 1587 99
Mucidosphaerium palustre strain CB 2008/6 1587 99
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Analisis filogenetik menggunakan dua program offline MEGAG6 dan online
ClustaW Omega. Hasil analisis kedua sikuen berdasarkan program MEGAG6 dapat
dilihat pada Gambar 4.7 dan Gambar 4.8. Hasil analisis menggunakan program
ClustaW Omega dapat dilihat pada Gambar 4.9 dan Gambar 4.10. Berdasarkan
kedua program sikuen CS15 dan CS11 memiliki kedekatan dengan spesies

Parachlorella kessleri.

CS15

KMO020114.1 Parachlorella kessleri strain SAG 211-11c
KM020113.1 Parachlorella kessleri strain SAG 27.87
GQ487252.1 Dictyosphaerium sp. CCAP 222/39

JQ797561.1 Parachlorella kessleri strain HY-6

X56105.1 Chlorella kessleri 18S rRNA gene strain SAG 211-11g
68 | GQ477058.1 Compactochlorella dohrmannii strain CCAP 222/5
| GQ477062.1 Dictyosphaerium ehrenbergianum strain CCAP 222/27
GQ477061.1 Kalenjinia gelatinosa strain CCAP 222/8

| GQ477060.1 Masaia oloidia strain CCAP 222/32

GQ176860.1 Dictyosphaerium sp. SAG 70.80

66

e4|

0.0002
Gambar 4.7 Filogram Chlorella sp. sikuen CS15 menggunakan program MEGAG6
dengan pengulangan bootstrap 1000x. Sikuen CS15 menunjukkan
kedekatan dengan Parachlorella kessleri strain SAG 211-11.

HQ322128.1 Masaia oloidia strain CB 2008/72
444{ GQ477060.1 Masaia oloidia strain CCAP 222/32
95 GQ487241.1 Dictyosphaerium sp. CCAP 222/5
,7 HQ322126.1 Compactochlorella kochii strain CB 2008/104
55 GQ487216.1 Mucidosphaerium palustre strain CB 2008/6

(GQ487212.1 Dictyosphaerium sp. CB 2008/80
X56105.1 Chlorella kessleri 18S rRNA gene strain SAG 211-11g
KM020114.1 Parachlorella kessleri strain SAG 211-11c

KR904906.1 Parachlorella kessleri strain CBS 152069
CS11

68

KX021356.1 Parachlorella kessleri strain TY02

H
0.0002
Gambar 4.8 Filogram Chlorella sp. sikuen CS11 menggunakan program MEGAG6
dengan pengulangan bootstrap 1000x. Sikuen CS11 menunjukkan
kedekatan dengan Parachlorella kessleri strain CBS 152069.
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Berdasarkan hasil analisis menggunakan program MEGAG6 kedua sikuen

memperlihatkan kedekatan dengan spesies Parachlorella kessleri. Sikuen CS15

memiliki kedekatan dengan Parachlorella kessleri strain SAG 211-11g. Tingkat

kemiripan sikuen CS15 dengan Parachlorella kessleri strain SAG 211-11g

mencapai 100%. Sikuen CS11 memiliki kedekatan dengan Parachlorella kessleri

strain CBS 152069 dan memiliki tingkat kemiripan 99%. Tingginya angka

kemiripan berarti memiliki hubungan kekerabatan yang dekat. Hal tersebut

dikuatkan dengan hasil analisis pohon filogenetik menggunakan program ClustaW

Omega.

{ GQ176860
GQ477060
‘ GQ477061

| — GQ477062
GQ477058

Ii JQ797561
| CS15

KM020114

———  X56105

S GQ487252
KM020113

Gambar 4.9 Filogram Chlorella sp. sikuen CS15 menggunakan program

CLUSTAW Omega. Dictyosphaerium sp. strain SAG 70.80
(GQ176860), Masaia oloidia (GQ477060), Kalenjenia gelatinosa
(GQA477061), Dictyosphaerium ehrenbergianum (GQ477062),
Compactochlorella dohmannii (GQ477058), Parachlorella kessleri
strain HY-6 (JQ797561), Parachlorella kessleri strain SAG 211-
11c (KMO020114), Chlorella kessleri strain SAG 211-11g
(X56105), Dictyosphaerium sp. (GQ487252), Parachlorella
kessleri strain SAG 27.87 (KMO020113). Sikuen CS15
menunjukkan kedekatan dengan Parachlorella kessleri strain HY -
6.
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————  GQ487216
| HQ322126

l: GQ487241
GQ477060
HQ322128

GQ487212
KX021356

KR904906
—: CS11
KM020114
X56105

Gambar 4.10 Filogram Chlorella sp. sikuen CS11 menggunakan program
ClustaW Omega. Parachlorella kessleri strain TY02 (KX021356),
Parachlorella kessleri strain CBS 152069 (KR904906), Parachlorella
kessleri strain SAG 211-11c (KM020114), Chlorella kessleri strain
211-11g (X56105), Dictyosphaerium sp. strain CB 2008/80
(GQ48712), Dictyosphaerium sp. CCAP 222/5 (GQ487241), Masaia
oloida strain CB 2008/72 (HQ322128), Masaia oloida strain CCAP
222/32 (GQA477060), Compactochlorella kochii strain CB 2008/104
(HQ322126), Mucidosphaerium palustre strain  CB 2008/6
(GQ487216). Sikuen CS11 menunjukkan kedekatan dengan
Parachlorella kessleri strain CBS 152069.

Berdasarkan program ClustaW Omega sikuen CS15 dan CS11 juga
memiliki kedekatan dengan Parachlorella kessleri. Sikuen CS15 memiliki
kedekatan dengan Parachlorella kessleri strain HY-6 dan tingkat kemiripan
100%. Sikuen CS 11 memiliki kedekatan dengan Parachlorella kessleri strain

CBS 152069 dan tingkat kemiripan 99%.

4.7 Integrasi Islam dengan Sains

Allah SWT telah mengajarkan nabi Adam a.s nama-nama benda, hewan

dan segala sesuatu. Allah SWT berfirman dalam surat al Bagarah ayat 31.
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Artinya: “dan Dia mengajarkan Adam nama-nama (benda-benda) seluruhnya,
kemudian mengemukakannya kepada para Malaikat lalu berkata:
Sebutkanlah kepada-Ku nama benda-benda itu jika kamu memang
orang-orang yang benar!”

Menurut Mujahid, makna ayat ini ialah Allah SWT mengajarkan kepada Adam

nama segala sesuatu. Riwayat Sa’id Ibnu Jubair, Qatadah dan kalangan ulama

salaf lainnya, juga membenarkan hal tersebut. Menurut pendapat shahih bahwa

Allah SWT mengajarkan nama-nama segala sesuatu, yakni semua zat, sifat dan

karakternya.

Al’Qur’an surat al Baqarah ayat 31 disebut juga “Transfer of Knowledge”.
Ayat tersebut menginformasikan bahwa manusia dianugerahi Allah SWT untuk
mengetahui nama atau fungsi dan karakteristik benda-benda. Manusia juga
dianugerahi potensi untuk berbahasa. Namun hal utama yang diajarkan manusia
bukanlah kata kerja melainkan nama-nama. Bukti hubungan antara Al-Bagarah
ayat 31 dengan sains, dapat dilihat dari hasil pohon filogenetik pada Gambar 4.7.
Nama benda yang juga diajarkan oleh Allah SWT kepada Adam a.s, salah satunya
adalah nama-nama benda.

Nama yang diberikan pada suatu benda disesuaikan dengan karakter
morfologinya. Karakter morfologi akan memberikan nama yang berbeda-beda
untuk setiap benda. Jika telah mengetahui karakter morfologinya manusia dapat
menyebutkan nama benda tersebut. Suatu benda yang telah memiliki nama juga
akan memiliki fungsi tertentu misalnya, pena untuk menulis, mata untuk melihat,
kaki untuk berjalan dan sebagainya. Manusia dapat memanfaatkan benda-benda
tersebut sesuai dengan fungsinya. Allah SWT menciptakan benda serta

mengajarkan pula nama benda tersebut merupakan bukti rahmat dan kasih sayang

kepada manusia. Oleh karena itu, manusia ditunjukka sebagai khalifah dunia.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Isolasi DNA Chlorella sp. dengan konsentrasi larutan CTAB 1% menghasilkan
kemurnian dan kualitas DNA yang tinggi.

2. Berdasarkan sikuen 18S rDNA Chlorella sp. menunjukkan kemiripan dengan

spesies Parachlorella kessleri.

5.2 Saran

Metode yang lebih akurat untuk mengidentifikasi spesies Chlorella sp. dapat
menggunakan marka mikrosatelit. Marka mikrosatelit Chlorella sp. diketahui
bahwa adanya pengulangan basa nitrogen (ATT),, sehingga dapat membentuk
pola tertentu yang dapat membedakan dengan spesies lain. Primer yang digunakan

meliputi, mChl-001, mChl-002, mChl-005, mChl-011 dan mChl-012.
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Lampiran 1: Diagram alir

1. Pembuatan Media MET 4 %

Tauge

- ditimbang tauge 50 g

- dipanaskan akuades 250 mL sampai mendidih
- dimasukkan tauge setelah air mendidih

- direbus tauge sampai bening

- diambil ekstrak tauge

Ekstrak tauge

2. Kultivasi Chlorella sp.

Erlenmeyer 1000 mL

- dimasukkan 864 mL aquades

- ditambahkan MET 36 mL

- dimasukkan 150 mL kultivat Chlorella sp.
- dibiarkan selama 8 hari

Kultur Chlorella sp.

- dipanen Chlorella sp.

- diambil kultur pada hari ke- 8

- disentrifugasi pada 10000 rpm selama 1 menit
- diambil kultur Chlorella sp.

- disimpan dalam suhu —70°C

Hasil
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3. Isolasi DNA Chlorella sp.

Chlorella sp.
(A)

Chlorella sp.
(B)
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Chlorella sp.
©

disentrifugsai pada 10000 rpm selama 1 menit
pelet Chlorella sp. diambil 0,2 g masing-masing kultur
diletakkan dalam 3 tabung mikro yang telah diberi label (A,B, dan C)
ditambahkan 600 pL bufer CTAB di mana tiap tabung berisi konsentrasi larutan CTAB yang
berbeda (A =1%; B =2 %; C = 1 %)
diinkubasi pada suhu 65 °C selama 1 jam
ditambahkan 1 volume larutan CI (24:1)
dibolak-balik selama 10 menit
- disentrifugasi selama 30 menit pada 13000 rpm

Pelet Supernatan (A) Supernatan (B) Supernatan (C)
[ |
- supernatan dipindahkan dalam tiga tabung mikro baru dengan
dipipet 100 uL dan dihitung berapa kali pengambilan
Dibuang - ditambahkan etanol absolut dingin sebanyak 2 kali volume
supernatan
- ditambah 0,1 volume ammonium asetat
- ditambahkan 4 uL RNAse
- disentrifugasi selama 30 menit pada 13000 rpm
| [ I
Supernatan Pelet (A) Pelet (B) Pelet (C)
- ditambah 400 pL etanol 70 %
- disentrifugasi pada 12000 rpm selama 5 menit
Dibuang - pelet dikeringanginkan

dilarutkan dengan 30 pL bufer TE
disimpan pada suhu — 20°C

Templat DNA
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4. Uji kualitatif DNA dengan elektroforesis gel agarosa
a. Pembuatan Agarosa 1 %
Agarosa
- ditimbang agarosa 0,4 g
- ditambah bufer TE 40 mL
- dipanaskan dalam microwave selama 3 menit
- dituang dalam cetakan dalam keadaan panas
- didiamkan hingga membentuk gel padat
Hasil
b. Tahap Elektroforesis
DNA Chlorella sp. DNA Chlorella sp. DNA Chlorella sp.

(A) (B) (©)
| | |

- gel direndam dalam bak elektroforesis yang telah berisi bufer TBE

- diambil 3 pL masing-masing

- ditambah 1 L bufer loading

- diinjekkan pada masing-masing sumur dan sumur pertama diisi dengan
1 kb DNA ladder

- dielektroforesis selama 70 menit 65 volt

- gel direndam dalam EtBr selama 15 menit
- gel divisualisasi dengan lampu UV-transluminator

Gel document
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Lampiran 2: Perhitungan

a. Pembuatan larutan CTAB 1% dalam 100 mL

Padatan CTAB ditimbang sebanyak 1 g dalam gelas kimia. Hasil padatan yang
telah ditimbang dilarutkan dengan 50 mL akuades. Larutan CTAB dituang dalam
labu ukur 100 mL dan ditandabataskan hingga volume 100 mL.

b. Pembuatan larutan CTAB 2% dalam 100 mL

Padatan CTAB ditimbang sebanyak 2 g dalam gelas kimia. Hasil padatan yang
telah ditimbang dilarutkan dengan 50 mL akuades. Larutan CTAB dituang dalam
labu ukur 100 mL dan ditanda bataskan hingga volume 100 mL.

¢. Pembuatan larutan CTAB 3% dalam 100 mL

Padatan CTAB ditimbang sebanyak 3 g dalam gelas kimia. Hasil padatan yang
telah ditimbang dilarutkan dengan 50 mL akuades. Larutan CTAB dituang dalam
labu ukur 100 mL dan ditanda bataskan hingga volume 100 mL.

d. Tris HCI 1M pH 8 dalam 100 mL
Padatan Tris HCI ditimbang sebanyak 12,114 g dalam gelas kimia. Hasil padatan

yang telah ditimbang, dilarutkan dengan 50 mL akuades. Larutan diaduk
menggunakan stirrer di atas hotplate. Larutan ditambahkan HCI hingga pH 8.
Larutan ditambah dengan akuades hingga volume larutan menjadi 100 mL.
Campuran disterilkan dengan autoklaf.

e. EDTA 0,5M pH 8 (100 mL)
Padatan NaEDTA ditimbang sebanyak 18,612 g dalam gelas kimia. Hasil padatan

yang telah ditimbang, dilarutkan dengan 50 mL akuades. Larutan ditambah
dengan NaOH sampai pH 8 dan EDTA larut sempurna. Larutan ditambah dengan
akuades hingga volume larutan menjadi 100 mL. Campuran disterilkan dengan

autoklaf.
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f. NaCl 2 M (100 mL)

Padatan NaCl ditimbang sebanyak 11,688 g dalam gelas kimia. Hasil padatan
yang telah ditimbang, dilarutkan dengan 50 mL akuades. Larutan ditambah
dengan akuades hingga volume larutan menjadi 100 mL. Campuran disterilkan
dengan autoklaf.

g. Polivinilpirolidon (PVP) 2%

Padatan CTAB ditimbang sebanyak 2 g dalam gelas kimia. Hasil padatan yang
telah ditimbang dilarutkan dengan 50 mL akuades. Larutan CTAB dituang dalam
labu ukur 100 mL dan ditanda bataskan hingga volume 100 mL.

h. Polivinilpirolidon (PVP) 2%

Padatan CTAB ditimbang sebanyak 2 g dalam gelas kimia. Hasil padatan yang
telah ditimbang dilarutkan dengan 50 mL akuades. Larutan CTAB dituang dalam
labu ukur 100 mL dan ditanda bataskan hingga volume 100 mL.

i. Komposisi Buffer CTAB dalam 2 mL

- CTAB 1%, 2% dan 3% 40 pL

- NaCl : 1400 pL
- EDTA05MpH8 : 40 uL

- TrisHCIpH81M : 200 pL
- PVP : 40 pL

j. Pembuatan Bufer TAE 1X

Pembuatan stok bufer TAE 50X dengan mencampurkan 24,2 mL Tris, 5,7 mL
Asam Asetat Glasial, 10 mL EDTA 5 M, dan 61,1 mL akuades. Semua bahan
dilarutkan dalam akuades hingga volume mencapai 100 mL diukur menggunakan
labu ukur 100 mL. Pembuatan bufer TAE 1X dengan campuran 10 mL Bufer

TAE 50X, dan 490 mL akuades kemudian ditandabataskan hingga 500 mL.
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k. Pembuatan Bufer TBE 10X

Bahan yang dibutuhkan dengan mencampurkan 10,8 gam Tris, 5,5 g Asam borat,
4 mL EDTA 05 M, dan dilarutkan dalam 900 mL akuades. Untuk 1X
ditambahkan 900 mL akuades dengan diambil 100 mL dari larutan stok.

I. Pembuatan Bufer TE (Tris-EDTA)

Pembuatan bufer TE merupakan campuran antara 1 M Tris-Cl pH 7,5 dan 0,5 mM
EDTA pH 8,0. Ditimbang Tris HCI dengan ditimbang 60,57 g, diatur keasaman
sampai pH 7,5 dengan penambahan HCI kemudian dilarutkan dengan ddH,O
sampai volume 500 mL. Larutan 0,5 M EDTA dibuat dengan menimbang EDTA
sebanyak 18,6 g dan diatur keasaman sampai pH 8,0 dengan cara menambahkan
NaOH, kemudian dilarutkan dengan ddH,O sampai volume 100 mL. Dibuat
larutan stok 1M Tris-Cl dan EDTA dalam 1 L ddH-0.

m. Komposisi Master Mix PCR

Bahan yang dibutuhkan:

Master mix PCR = dNTP, Taq Polymerase, Mg?*, loading dye (10pL)
Primer = primer foward 1 pL dan primer reverse 1 uL
Nuclease free water =6 pL

DNA template =2 uL

Total keseluruhan 20 pL untuk 1 reaksi.
Untuk penggunaan %2 reaksi Master mix yang dibutuhkan adalah 5 pL, primer

masing-masing 1 pL, DNA template 2 pL, dan nuclease free water 1 pL sehingga

total keseluruhan 10 L.



Lampiran 3 : Dokumentasi

Gambar 1:

- Chlorella sp. A ditambah dengan bufer CTAB 1%
- Chlorella sp. B ditambah dengan bufer CTAB 2%
- Chlorella sp. C ditambah dengan bufer CTAB 3%

Gambar 3:

Pelarutan DNA dengan bufer TE sampel
A, B, dan C larut sempurna dalam bufer
TE

4

Gambar 5:
Proses pencampuran master mix PCR
dengan template DNA
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Gambar 2:

Proses ekstraksi DNA dengan penambahan
Kloroform dan isomilalkohol terbentuk 3
lapisan setelah proses sentrifugasi

Gambar 4:
Uji kualitas DNA dengan elektroforesis
agarosa 1%

Gambar 6:
Pengecekan hasil PCR DNA target muncul
pada daerah sekitar 2000 bp
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File: 1st BASE 2445854 C_F.abl GeosplzaZ

Www, geosplza com

Sample Name: 2445854 C F Signal Strengths: A =526, C =468, G=483,T =552 2'
Mobility: KB 3730 POP7 BDTv3.mob Lane/Cap#: 11 E
Spacing: 15.2694 Matrix: n/a
Comment: n/a Direction: Native LL
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File: 1st BASE_2445855_C_R.abl GeosplzaZ

www.geospiza. com“L.
Sample Name: 2445855 C R Signal Strengths: A =457, C=556,G=417, T =404
Mobility: KB 3730 POP7 BDTv3.mob Lane/Cap#: 9
Spacing: 15.3832 Matrix: n/a
Comment: n/a Direction: Native
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Lampiran 7. Daerah Konservatif Sikuen CS15 dan CS11

a. Hasil penjajaran sikuen CS15 berdasarkan Parachlorella kessleri starin SAG
211-11c (KM020114.1)

10 20 30 40 50

KM020114.1  GTAGTCATAT GCTTGTCTCA AAGATTAAGC CATGCATGTC TAAGTATAAA
CS15 (F) ————————== e ——ee o C CATGCATGTC TAAGTATAAA
o e L | NPT - | L S [
60 70 80 90 100

KM020114.1  CTGCTTTATA CIGTGAAACT GCGAATGGCT CATTAAATCA GTTATAGTTT
cs15 (F) CTGCTTTATA CTGTGAAACT GCGAATGGCT CATTAAATCA GTITATAGITT
B 4B | ccaoll cocollcocall cacallocanl coac e |
110 120 130 140 150

KM020114.1  ATTTGATGGT ACCTTACTAC CGGATAACCG TAGTAATTCT AGAGCTAATA
cs15 (F) ATTTGATGGT ACCTTACTAC CGGATAACCG TAGTAATTCT AGAGCTAATA
dllooosll 5060 llaoaalitosocdicocall wosolonoal so6clloooall
160 170 180 190 200

KM020114.1  CGTGCGTAAA TCCCGACTTC TGGAAGGGAC GTATTTATTA GATTTAAGGC
cs15 (F) CGTGCGTAAA TCCCGACTTC TGGAAGGGAC GTATTTATTA GATTTAAGGC
5/l 0ol oo0s 6650 ko osollcoosll Gaonllocoall vosolloocsl
210 220 230 240 250

KM020114.1 CGACCCGGCT CTGCCGGICT CGCGGTGAAT CATGATAACT TCACGAATCG
cs15 (F) CGACCCGGCT CTGCCGGTCT CGCGGTGAAT CATGATAACT TCACGAATCG
ollooooll cooolloooglias: - 88l - M| M clocoocl cooollocoal
260 270 280 290 300

KM020114.1 CATGGCCTTG CGCCGGCGAT GTTTCATTCA AATTTCTGCC CTATCAACTT
cs15 (F) CATGGCCTTG CGCCGGCGAT GTTTCATTCA AATTTCTGCC CTATCAACTT
ollocnol coctllN oo 5. Moo Bl MMMl Follooool
310 320 330 340 350

KM020114.1  TCGATGGTAG GATAGAGGCC TACCATGGTG GTAACGGGTG ACGGAGGATT
cs15 (F) TCGATGGTAG GATAGAGGCC TACCATGGTG GTAACGGGTG ACGGAGGATT
ollcoool Mo & M- B-c-8 -8l Pl SR ool Mool
360 370 380 390 400

KM020114.1  AGGGTTCGAT TCCGGAGAGG GAGCCTGAGA AACGGCTACC ACATCCAAGG
cs15 (F) AGGGTTCGAT TCCGGAGAGG GAGCCTGAGA AACGGCTACC ACATCCAAGG
o [l o o SR A (o MR F | g e M oo 8o
410 420 430 440 450

KM020114.1 AAGGCAGCAG GCGCGCAAAT TACCCAATCC TGACACAGGG AGGTAGTGAC
cs15 (F) AAGGCAGCAG GCGCGCAAAT TACCCAATCC TGACACAGGG AGGTAGTGAC
olloooall TR | SEE . o N B B | TR F |
460 470 480 490 500

KM020114.1  AATAAATAAC AATACCGGGC CTTTTCAGGT CTGGTAATTG GAATGAGTAC
cs15 (F) AATAAATAAC AATACCGGGC CTTTTCAGGT CTGGTAATTG GAATGAGTAC
ollcocall cooollfugh ol flococlooco Moo MM ccollooool
510 520 530 540 550

KM020114.1  AATCTAAACC CCTTAACGAG GATCAATTGG AGGGCAAGIC TGGTGCCAGC
cs15 (F) AATCTAAACC CCTTAACGAG GATCAATTGG AGGGCAAGTIC TGGTGCCAGC
olloocal cosnllocaoll cooollococoall cocollocooll coooloosdl
560 570 580 590 600

KM020114.1  AGCCGCGGTA ATTCCAGCTC CAATAGCGTA TATTTAAGTT GCTGCAGTTA
cs15 (F) AGCCGCGGTA ATTCCAGCTC CAATAGCGTA TATTTAAGTT GCTGCAGTTA
556 8s (Naasaaaaa(l 58 [ 36 sl a5t [k oo e as | saaa
610 620 630 640 650

KM020114.1  AAAAGCTCGT AGTTGGATTT CGGGCGGGGC CTGCCGGTCC GCCGTTTCGG
cs15 (F) AAAAGCTCGT AGTTGGATTT CGGGCGGGGC CTGCCGGTCC GCCGTTTCGG
TR . .. R [ e e | o]
660 670 680 690 700

KM020114.1  TGTGCACTGG CAGGGCCCGC CTTGTTGCCG GGGACGGGCT CCTGGGCTTC
cs15 (F) TGTGCACTGG CAGGGCCCGC CTTGTTGCCG GGGACGGGCT CCTGGGCTTC
O I R e e
710 720 730 740 750

KM020114.1  ACTGTCCGGG ACTCGGAGTIC GGCGCTGTTA CTTTGAGTAA ATTAGAGTGT
cs15 (F) ACTGTCCGGG ACTCGGAGTC GGCGCTGTTA CTTTGAGTAA ATTA------
O e e e I
760 770 780 790 800

KM020114.1  TCAAAGCAGG CCTACGCTCT GAATACATTA GCATGGAATA ACACGATAGG

cs15 (F)

O e e e L
810 820 830 840 850

KM020114.1  ACTCTGGCCT ATCCTGTTGG TCTGTAGGAC CGGAGTAATG ATTAAGAGGG
CS15 (F) =  ————==——== —-—mmmmmmm mmmmm— oo —mmm— oo oo
B I e L L Y I
860 870 880 890 900

KM020114.1  ACAGTCGGGG GCATTCGTAT TTCGATGTCA GAGGTGAAAT TCTTGGATTT
CS15 (F) ——————mmmmm mmmmmmmmmm o
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910 920 930 940 950

KM020114.1 TCGAAAGACG AACTACTGCG AAAGCATTTG CCAAGGATGT TTTCATTAAT
CS15 (F) === == === mmmmmmmmmm mmeeeee e o
B P [P A I B I I IR
960 970 980 990 1000
KM020114.1  CAAGAACGAA AGTTGGGGGC TCGAAGACGA TTAGATACCG TCCTAGTCTC
CS15 (F) === == === mmmmmmmmmm mmeeeee e o
B T I A I R I
1010 1020 1030 1040 1050
KM020114.1  AACCATARAC GATGCCGACT AGGGATCGGC GGATGTTTCT TCGATGACTC
CS15 (F) =—=m=mmmmm mmmmmmmmm e e e
O T N [t (RPN IR B
1060 1070 1080 1090 1100
KM020114.1 CGCCGGCACC TTATGAGAAA TCAAAGTTTT TGGGTTCCGG GGGGAGTATG
CS15 (F) —==—mmmmmm mmmmmmm e e e
O P (| ccoclloncoll cocollocse W s
1110 1120 1130 1140 1150
KM020114.1 GTCGCAAGGC TGAAACTTAA AGGAATTGAC GGAAGGGCAC CACCAGGCGT
CS15 (F) —=m=mmmmmm mmmmmmmm e e
WP il cocallocacll ocselionss | wosall acosll acosllcassl
1160 1170 1180 1190 1200
KM020114.1 GGAGCCTGCG GCTTAATTTG ACTCAACACG GGAAAACTTA CCAGGTCCAG
CS15 (F) =~ —===m—m=== mmmmmmmmm mmmeee o
SR oy PR (RN S . W O 1 SO (17 O IR 4| |
1210 1220 1230 1240 1250
KM020114.1 ACATAGTGAG GATTGACAGA TTGAGAGCTC TTTCTTGATT CTATGGGTGG
CS15 (F) —====—=m== mmmmmmmmmm me e o o
8l saoall leenl loagh | cpoallocacl s0slcssal
1260 1270 1280 1290 1300
KM020114.1 TGGTGCATGG CCGTTCTTAG TTGGTGGGTT GCCTTGTCAG GTTGATTCCG
CS15 (F) === ===m== mmmmmmmmmm mmmeeee e o
ollcocall sacplosasc! oodMlicod 0 AMM| ocoolcocol
1310 1320 1330 1340 1350
KM020114.1  GTAACGAACG AGACCTCAGC CTGCTARATA GTCACGGCCT CCTCGGGGGC
CS15 (F) =—=mmmmmmm mmmmmmmme e e e
cllcocePlocalo Sl ocofll A Al 3.0 K MalF.Loei B |
1360 1370 1380 1390 1400
KM020114.1 CGGCAGACTT CTTAGAGGGA CTATTGGCGA CTAGCCAATG GAAGCATGAG
€815 (F) —=m=mmmmmm e o e
ol o dfioll localocoolamMullcc- Bl o8 L4 M4
1410 1420 1430 1440 1450
KM020114.1 GCAATAACAG GTCTGTGATG CCCTTAGATG TTCTGGGCCG CACGCGCGCT
CS15 (F) =mmmmmmmmm mmmmmm e e e o
cllcocal B col®cooidheoodl- R oo PR (-
1460 1470 1480 1490 1500
KM020114.1 ACACTGATGC AATCAACGAG CCTAGCCTTG GCCGAGAGGC CCGGGTAATC
CS15 (F) —====—=m== mmmmmmmmmm mm e e
clloocoll ohooloossol pooNEEE( ool ool ol (cocol
1510 1520 1530 1540 1550
KM020114.1 TTTGAAACTG CATCGTGATG GGGATAGATT ATTGCAATTA TTAATCTTCA
CS15 (F) —===m—=m == mmmmmmmmmm mm e e
ol o0 56l cocollocac] RIS, (| coocallocosll acoolloosol
1560 1570 1580 1590 1600
KM020114.1 ACGAGGAATG CCTAGTAAGC GCAAGTCATC AGCTTGCGTT GATTACGTCC
CS15 (F) —==mmmmm=m mmmmmmmme mee o
NN SF AN ) e (TR O il | T i
1610 1620 1630 1640 1650
KM020114.1  CTGCCCTTTG TACACACCGC CCGTCGCTCC TACCGATTGG GTGTGCTGGT
€815 (F) mmmmmmmmmm e o e o
M | cocallocas] osasllessall cosallacosll acosllons o]
1660 1670 1680 1690 1700
KM020114.1 GAAGTGTTCG GATTGGCAAC CCGGGGCGGT TTCCGCCCTG GGCTGCCGAG
CS15 (F) —mmmmmmmmm e ___ =TT
B T I T I
1710 1720 1730 1740 1750
KM020114.1 AAGTTCATTA AACCCTCCCA CCTAGAGGAA GGAGAAGTCG TAACAAGGTT
CS15 (F) = —mmmmmmmmm e e e e
B [ |
1760 1770
KM020114.1 TCCGTAGGTG AACCTGCAGA AGGATCA
CS15 (F) —mmmmmmmmm mmmmmmmmee oo

Kesamaan sikuen antara CS15 dan Parachlorella kessleri strain SAG 211-11c
dimulai pada basa ke 30 hingga basa ke 744. Kedua sikuen tidak terdapat basa
nitrogen yang berbeda sehingga nilai kemiripan mencapai 100%.
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b. Hasil penjajaran sikuen CS11 berdasarkan sikuen Prachlorella kessleri strain
CBS 152069 (KR904906)
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O e T L L |
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KR904906.1
Csll

KR904906.1
Csll

KR904906.1
Csll

KR904906.1
Csll

KR904906.1
Csll

KR904906.1
Csl1l

KR904906.1
Ccsl1l

KR904906.1
Ccsl1

KR904906.1
csl1

Sikuen CS11 memiliki nilai kemiripan dengan Parachlorella kessleri strain CBS
1502069 sebesar 99%. Kemiripan sikuen dimulai pada basa ke-494 sampai
dengan basa ke- 1367 namun terdapat 2 pasang basa yang berbeda yaitu pada basa
ke-512 dan 555. Perbedaan terdapat pada sikuen CS11 yaitu G dan A yang
bertanda merah.
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