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EKSPLORASI ISOLAT ORGANISME PENGHASIL
ASTAXANTHIN DENGAN PENANDA GEN BKT (-
KAROTEN KETOLASE) DI PERAIRAN UTARA SOWAN,

TUBAN
Nama Mahasiswa : Thalita Meidina
NRP : 01311540000018
Departemen : Biologi

Dosen Pembimbing: Dini Ermavitalini, M.Si.

Abstrak.

Mikroalga merupakan mikroorganisme berklorofil, habitat
di air tawar atau air laut. Mikroalga mengakumulasi astaxanthin
sebagai respon terhadap kondisi stres lingkungan. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mendapatkan isolat mikroalga yang
berpotensi sebagai penghasil antioksidan astaxanthin dengan
analisis molekuler gen BKT dan mengetahui kekerabatan gen
BKT pada isolat mikroalga yang didapatkan. Sampling dilakukan
di perairan utara Sowan. Isolasi menggunakan metode dilusi dan
streak plate. Ekstraksi DNA menggunakan Genomic DNA Mini
Kit (Plant) dan dilakukan uji kemurnian serta konsentrasi sampel.
Amplifikasi DNA menggunakan primer gen penanda BKT (P1
dan P2) dan dielektroforesis. Gel agarosa yang mengandung
DNA dipurifikasi dan dilakukan sekuensing serta analisis
filogenetik untuk mengetahui kekerabatan gen BKT antar isolat
mikroalga. Hasil analisis PCR menunjukkan gen BKT
teramplifiaksi, oleh P1 dengan ukuran fragmen 900 bp untuk S1
dan S2, oleh P2 dengan ukuran fragmen 700 bp untuk S1 dan S2.
Isolat diduga termasuk dalam kelompok Sianobakteria
genus Synechococcus yang berpotensi sebagai penghasil
antioksidan  astaxanthin.  Kekerabatan gen  BKT
menunjukkan kedekatan dengan bakteri Halomonas dan
Sphingomonas.

Kata Kunci: Astaxanthin, BKT, filogenetik, mikroalga, molekuler.
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EXPLORATION OF ASTAXANTHIN PRODUCING

ORGANISM ISOLATE WITH BKT (B-CAROTENE

KETOLASE) GENES MARKER IN NORTH SEA OF
SOWAN, TUBAN

Student Name : Thalita Meidina
NRP : 01311540000018
Departement : Biology

Advisor Lecturer : Dini Ermavitalini, M.Si.

Abstract.

Microalgae are microorganisms that have chlorophyll,
habitats in freshwater or seawater. Microalgae accumulate
astaxanthin in response to environmental stress conditions. The
purposes of this study are to look for microalgae isolates which
produce antioxidant astaxanthin by molecular analysis of the
BKT gene and to find out the BKT gene kinship in the microalgae
isolates obtained. The sampling was carried out north of Sowan.
Isolation uses a dilution method and streak plate. DNA extraction
using Genomic DNA Mini Kit (Plant), purity and concentration
are aslo tested. DNA amplification uses the primary BKT gene
marker and electrophoreses on 2% agarose gel with a voltage of
100 volts. Agarose gel containing DNA was purified and
sequenced, phylogenetic analysis was carried out to determine
BKT gene kinship between microalgae isolates. Results of PCR
analysis shown that BKT genes are amplificated with P1 with 900
bp fragments length for S1 and S2, also with P2 with 700 bp
fragments length for S1 and S2. Synechococcus suspected include
in Cyanobacteria and has potention to produce antioxidant
Astaxanthin. Isolates Synechocccus has kinship with Halomonas
and Sphingomonas.

Keyword: Astaxanthin, BKT, filogenetics, microalgae, molecular
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara kepulauan yang memiliki
wilayah perairan yang luas, sehingga dikenal sebagai negara
maritim. Indonesia merupakan salah satu segara yang memiliki
keanekaragaman hayati yang tinggi, termasuk keanekaragaman
lautnya. Perairan laut merupakan salah satu sarana ekosistem bagi
mahkluk hidup seperti mikroalga. Sejak meningkatnya
permintaan terhadap sumber daya alam, pengembangan terhadap
inovasi bioaktif dan substansi berbasis makhluk hidup dengan
aktifitas yang spesifik, seperti antioksidan, menjadi sangat
dibutuhkan. Salah satu solusi yang tepat untuk mengatasi
permasalahan itu adalah dengan melihat dan mengenali potensi
dari mikroalga.

Mikroalga merupakan makhluk hidup berukuran 1
mikrometer hingga ratusan mikrometer yang memiliki klorofil,
habitat di air tawar atau air laut, membutuhkan karbon dioksida,
nutrien dan cahaya untuk melakukan fotosintesis. Sebagian besar
mikroalga menghasilkan  produk-produk tertentu  seperti
karotenoid, enzim-enzim, polimer, peptida, asam lemak, dan
salah satunya adalah antioksidan (Hadiyanto dan Azim, 2012).

Antioksidan adalah senyawa penting yang terdapat pada
peptida bioaktif mikroalga yang secara efektif mencegah atau
menunda efek merugikan yang disebabkan oleh radikal bebas
(Munir et.al., 2013). Senyawa antioksidan diproduksi oleh
mikroalga sebagai mekanisme perlindungan internal untuk
meminimalkan konsentrasi ROS. Oksigen hasil fotosintesis
mudah diaktifkan oleh stres secara umum yang mencakup
kekeringan, kelembaban, salinitas, suhu rendah, UV-B, dan lain-
lain atau disebut dengan spesies oksigen reaktif (ROS) (Yanuhar,
2016). Salah satu antioksidan kuat yang dapat dihasilkan oleh
mikroalga adalah astaxanthin.



Karotenoid adalah kelompok antioksidan dan pigmen alami
yang merupakan molekul isoprenoid dengan struktur rantai 40
atom karbon poliena. Astaxanthin terbentuk dari B-karoten
dengan penambahan gugus keto pada posisi 4 dan 4’ serta gugus
hidroksil pada posisi 3 dan 3’ dari cincin B-ionone (Zhu et.al.,
2008). Gugus hidroksi dan keto memungkinkan astaxanthin
memiliki aktifitas antioksidan yang lebih besar daripada
karotenoid lain. Maka dari itu, astaxanthin memiliki manfaat dan
peran penting sebagai antioksidan alami dalam farmasi.

Pada penelitian ini dilakukan eksplorasi isolat organisme di
wilayah perairan utara Sowan, Tuban dengan isolasi, identifikasi
morfologi dan analisis molekuler menggunakan gen BKT yang
merupakan gen pengkode B-karoten ketolase dalam pembentukan
astaxanthin. ldentifikasi dengan analisis gen tersebut dilakukan
untuk mengetahui mikroalga yang berpotensi menghasilkan
antioksidan astaxanthin.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut
1. Isolat-isolat mikroalga apa saja yang berpotensi sebagai
penghasil antioksidan astaxanthin dengan metode analisis
gen BKT di perairan utara Sowan, Tuban?
2. Bagaimana kekerabatan gen BKT pada isolat mikroalga yang
didapatkan?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut

1. Mendapatkan isolat-isolat mikroalga yang berpotensi sebagai
penghasil antioksidan astaxanthin dengan analisis molekuler
gen BKT di perairan utara Sowan, Tuban.

2. Mengetahui kekerabatan gen BKT pada isolat mikroalga
yang didapatkan.

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut



N

Gen yang digunakan dalam analisis molekuler adalah BKT
(B-karoten ketolase)

Identifikasi menggunakan pendekatan morfologi

Identifikasi dilakukan hingga tingkat genus menggunakan
buku Freshwater algae: Identification and Use as
Bioindicatory oleh Bellinger dan Siege tahun 2010

Mikroalga yang diteliti hanya mikroalga yang berhasil
dikulturmurnikan dan berjumlah 10 isolat

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan isolat

yang dapat dikembangkan sebagai bahan baku sumber produksi
alami berbagai obat-obatan dalam farmasi.






BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kondisi Umum Perairan Laut

Kabupaten Tuban merupakan salah satu kota pesisir Pantai
Utara (Pantura) Jawa Timur yang memiliki panjang pantai £65
km (Joesidawati, 2016). Perairan laut maupun pesisir memiliki
pH relatif lebih stabil dan berada dalam kisaran yang sempit yaitu
7,7-8,4. pH dipengaruhi oleh kapasitas penyangga (buffer) yaitu
adanya garam-garam karbonat dan bikarbonat yang terkandung.
Salinitas di laut bervariasi, rata-rata 35%. Salinitas di perairan
bergantung dengan kedalaman. Suhu alami air laut berkisar antara
suhu di bawah -5°C hingga lebih dari 33°C (Yulianda dan
Zamani, 2014). Wilayah perairan laut memiliki ekosistem padang
lamun yang terapat pada daerah mid-intertidal hingga kedalaman
0,5-10 meter (Tangke, 2010).

2.2 Mikroalga

Mikroalga merupakan mikroorganisme akuatik fotosintetik
berukuran mikroskopis, yang dapat ditemukan di dalam air tawar
dan air laut dan termasuk mikroorganisme fotoautotrof (Harmoko
et.al., 2017). Mikroalga berukuran antara 1 mikrometer sampai
ratusan mikrometer, memiliki klorofil, membutuhkan karbon
dioksida, beberapa nutrien dan cahaya untuk berfotosintesis
(Hadiyanto dan Azim, 2012). Serupa dengan tumbuhan,
mikroalga adalah organisme autotrof, memiliki kloroplas dan
organela seluler (Kim, 2015). Mikroalga dapat ditemukan hampir
pada seluruh lingkungan dan habitat di bumi, dari wilayah kutub
hingga ekuator. Mikroalga dapat hidup bebas mengapung
(planktonik) atau tumbuh menempel pada substrat. Mikroalga
memiliki berbagai macam bentuk dan ukuran, berupa uniseluler
atau multiseluler atau berkoloni. Beberapa ada yang non-motil,
dan ada yang memiliki flagella halus atau berambut sebagai alat
gerak (Levine dan Fleurence, 2018).



Mikroalga eukariotik dilapisi dinding sel selulosa yang tebal.
Dinding sel tersusun atas proteoglikan, selulosa dan serat
hemiselulosa, protein dan polisakarida ekstraseluler (EPSS).
Sedangkan pada prokariot tidak mengandung membran selulosa,
namun dilapisi peptidoglikan seperti pada eubacteria gram negatif
(Torgal et.al., 2016). Mikroalga merupakan komponen kunci
jaring-jaring makanan di perairan dengan peran sebagai produsen
primer (Levine dan Fleurence, 2018).

2.3 Faktor-faktor Pertumbuhan Mikroalga

Faktor-faktor yang berpengaruh bagi pertumbuhan mikroalga
menurut Hadiyanto dan Azim (2012) adalah intensitas cahaya,
suhu, nutrien, oksigen, karbon dioksida, pH dan salinitas.

Pertumbuhan mikroalga sangat dipengaruhi oleh cahaya
karena dibutuhkan dalam proses fotosintesis. Aktivitas
fotosintetik naik seiring dengan kenaikan intensitas cahaya.
Sebagian besar mikroalga tidak dapat tumbuh dengan baik dalam
keadaan pencahayaan yang konstan, karena membutuhkan waktu
istirahat untuk menyimpan makanan. Terkadang dilakukan
manipulasi durasi pencahayaan light dark (L/D) antara lain 18:8,
14:10 atau 12:12 waktu pencahayaan.

Salah satu parameter pertumbuhan mikroalga yang penting
adalah suhu, karena didasarkan pada tempat tumbuhnya
mikroalga yang beriklim tropis maupun sub tropis. Sebagian
besar mikroalga dapat tumbuh pada 15°-40°C, dan beberapa
mikroalga dapat tumbuh subur pada kondisi suhu 24°-26°C. Pada
suhu dibawah 16°C, mikroalga masih dapat tumbuh dalam
keadaan lambat. Namun ketika suhu diatas 35°C, beberapa
mikroalga lisis (pecah). Kenaikan suhu pada range tertentu dapat
menaikkan growth rate mikroalga.

Mikroalga membutuhkan makronutrien dan mikronutrien
untuk pertumbuhannya. Makronutrien yang dibutuhkan antara
lain karbon (C), nitrogen (N), hidrogen (H), sulfur (S), kalium
(K), magnesium (Mg) dan fosfor (P), serta unsur mikronutrien
yang meliputi zat besi (Fe), boron (B), mangan (Mn), vanadium



(Va), silikon (Si), selenium (Se), cuprum (Cu), nikel (Ni) dan
molybdinum (Mo). Mikronutrien digunakan untuk meningkatkan
pertumbuhan sel dan metabolisme. Keberadaan mikronutrien
tidak bisa diganti oleh zat lain. Kebutuhan mikronutrien setiap
mikroalga berbeda-beda berdasarkan habitatnya (air laut, payau,
tawar).

Oksigen dihasilkan dari proses fotosintesis mikroalga. Level
oksigen yang tinggi dalam medium akan membahayakan proses
fotosintesis. Karbon dioksida berperan penting dalam proses
fotosintesis mikroalga seperti tumbuhan berklorofil lainnya.
Transfer massa CO. pada medium mempengaruhi laju
pertumbuhan mikroalga. Namun apabila kadar CO, semakin
tinggi dapat mempengaruhi pH medium. Semakin tinggi kadar
CO; diatas 33% dari komposisi udara normal, laju pertumbuhan
mikroalga menjadi lambat. Sebagian besar mikroalga dapat
tumbuh pada kondisi pH normal antara 6-8. Namun beberapa
jenis sianobakteria hanya dapat tumbuh pada kondisi alkali/basa.
Mikroalga air laut umumnya rentan terhadap perubahan salinitas
pada medium.

2.5 Astaxanthin

Karotenoid ialah isoprenoid, yang merupakan senyawa rantai
panjang poliena yang mengandung 40 atom karbon dengan
gugus-gugus siklik. Berdasarkan kandungan unsur kimia,
karotenoid terbagi menjadi dua kelompok vyaitu karoten dan
xantofil. Karoten merupakan senyawa karotenoid yang
mengandung unsur hidrogen dan karbon (hidrokarbon) sedangkan
xantofil merupakan senyawa karotenoid yang mengandung
hidrogen, karbon dan oksigen (Wusqy dan Karwur, 2010).
Astaxanthin termasuk dalam kelompok ketokarotenoid (Zhu
et.al., 2008).
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Gambar 2.1 Struktur kimia astaxanthin

Ketokarotenoid merupakan kelompok karotenoid yang
mengandung paling sedikit satu gugus keto pada rantai linear
atau pada cincin fB-ionone. Astaxanthin atau 3,3’-dihidroksi- B, B-
karotene-4,4’-dione merupakan antioksidan kuat dan berperan
dalam kesehatan mata dan kulit (Zhu et.al., 2008). Astaxanthin
tersusun atas 40 atom karbon terhubung dengan ikatan tunggal
dan rangkap membentuk rantai fitoen (Pratiwi & Limantara,
2008). Rantai fitoen pada astaxanthin diawali dan diakhiri cincin
ionon. Astaxanthin termasuk dalam golongan xantofil karena
memiliki oksigen pada cincin ionone (Wusqy dan Karwur, 2010).
Astaxanthin dihasilkan paling baik oleh Haematococcus pluvialis
(Chlorophyceae), yang mengakumulasi astaxanthin sebagai
respon terhadap kondisi stres lingkungan seperti radiasi, suhu dan
salinitas yang tinggi (Fretes et.al. 2012).

2.6 Potensi Mikroalga Penghasil Astaxanthin sebagai
Antioksidan

Astaxanthin merupakan antioksidan potensial yang dapat
membantu mempertahankan kesehatan tubuh. Astaxanthin
melindungi sel dari oksidasi dengan mekanisme meredam singlet
oksigen kemudian melepaskan energi dalam bentuk panas dan
menetralkan radikal bebas, yang selanjutnya mencegah dan
menghentikan reaksi oksidasi (Pratiwi dan Limantara, 2008).
Astaxanthin merupakan antioksidan yang ditemukan pada H.
pluvialis, yang memiliki kekuatan antioksidan lebih tinggi
daripada vitamin C dan E (Oktarina, 2017).

Beberapa peneliti telah membuktikan bahwa astaxanthin
dapat mencegah penyakit kardiovaskular dengan mekanisme



antioksidan. lwamoto et.al. (2000) membuktikan bahwa konsumsi
mikroorganisme penghasil astaxanthin dapat menghambat
oksidasi LDL dan mencegah arteriosklerosis. Hussein et.al.
(2005) menemukan manfaat astaxanthin dalam perlindungan
terhadap hipertensi dan stroke. Selain itu, astaxanthin bermanfaat
dalam meningkatkan respon imun antitumor dengan menghambat
peroksidasi lipid yang diinduksi oleh stres oksidatif (Wusqy dan
Karwur, 2010). Aktifitas antioksidan astaxanthin merupakan
mekanisme utama dari aktifitas lainnya seperti perlindungan
terhadap fotooksidasi oleh sinar ultraviolet (UV), inflamasi,
kanker, infeksi bakteri, penuaan dan penyakit yang terkait dengan
usia, serta peningkatan respon sistem imun, fungsi hati dan
jantung, kesehatan mata, persendian dan prostat. Selain itu,
Astaxanthin memiliki potensi sebagai senyawa antikanker
(Pratiwi dan Limantara, 2008).

2.7 Biosintesis Astaxanthin pada Mikroalga

Karotenoid terbentuk melalui jalur biosintesis isoprenoid.
Kombinasi dari dua molekul geranylgeranyl pyrophospate
(GGPP) merupakan tahap pertama sintesis kerotenoid yang akan
membentuk phytoene. Kombinasi tersebut dikatalis oleh phytoene
synthase (Psy). Kemudian phytoene dikonversi menjadi [-
karoten, yang mengandung dua struktur cincin beta (B-ring). Beta
karoten dapat dimodifikasi lebih lanjut untuk membentuk
ketokarotenoid. Penambahan gugus keto pada satu atau kedua
cincin mengarah pada pembentukan pigmen echinenone dan
canthaxanthin. Astaxanthin terbentuk dari dua gugus yang
keduanya mengalami ketolasi dan hidroksilasi (Pierce et.al.,
2015). Jalur biosintesis astaxanthin ditunjukkan pada gambar 2.2.
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2.8 Teknik Identifikasi
2.8.1 Marka Molekuler

Alat yang digunakan untuk analisis keanekaragaman genetik
adalah marka molekuler. Marka molekuler merupakan sekuen
DNA yang dapat diidentifikasi dengan suatu metode tertentu yang
terdapat pada lokasi tertentu dalam genom dan dapat diwariskan
dari satu generasi ke generasi berikutnya. Aplikasi genetika
molekuler, dalam hal ini marka/penanda molekuler, untuk
mengestimasi  keanekaragaman genetik terus berkembang.
Analisis keragaman genetik berdasarkan marka molekuler
berbasis polimorfisme sekuens DNA. Marka molekuler juga
dapat diaplikasikan pada kegiatan konservasi plasma nutfah,
program pemuliaan tanaman dan hewan, mengonstruksi peta
keterpautan dan mengidentifikasi gen-gen yang bertanggung
jawab terhadap sifat/karakter tertentu (Irmawati, 2016).

2.8.2 Desain Primer

Pada proses amplifikasi fragmen gen diperlukan suatu
komponen yang disebut primer. Primer berfungsi sebagai
pembatas fragmen DNA target yang akan diamplifikasi (Maitriani
et.al., 2015). Primer adalah oligonukleotida yang memiliki
peranan penting dalam proses PCR yang komplemen terhadap
DNA target berjumlah dua buah atau sepasang (Prayoga dan
Wardani, 2015). Desain primer dapat diperoleh dengan
menggunakan bantuan software bioinformatik. Software akan
secara otomatis menentukan primer yang layak pada suatu
sekuens. Dalam melakukan desain primer terdapat beberapa
kriteria untuk mendapatkan primer yang optimal diantaranya
spesifisitas, panjang primer 18-30 bp, kandungan %GC sekitar
40-60%, suhu leleh (Tm) optimal berkisar 52-58°C, peniadaan
basa timin pada 3’-end primer bukan komplemennya sehingga
mencegah self-annealing/dimmers dan mispriming, suhu disosiasi
primer pada pasangan PCR kira-kira sama. Desain primer yang
spesifik dapat digunakan dalam identifikasi suatu gen (Pahlevi,
2016).
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2.8.3 PCR

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan teknik in
vitro yang digunakan untuk melakukan replikasi atau amplifikasi
bagian spesifik dari berjuta lipatan DNA dalam waktu beberapa
jam. PCR membutuhkan beberapa substansi dalam pengerjaannya
sebagai bahan baku, yaitu primer, DNA target atau DNA sampel,
enzim polimerase, dNTP, kation divalen seperti magnesium
klorida dan buffer. Enzim polimerase merupakan enzim yang
berperan dalam proses sintesis atau pemanjangan untai DNA
baru, umumnya menggunakan enzim Taq Polimerase. dNTP
merupakan molekul bahan baku pembentuk untaian DNA baru,
terdiri atas dATP, dTTP, dGTP dan dCTP. Magnesium klorida
menyediakan molekul Mg# yang berfungsi sebagai kofaktor
enzim polimerase. Buffer yang digunakan dalam PCR umumnya
adalah Tris-HCI (Prayoga dan Wardani, 2015).

Proses PCR secara umum berlangsung dalam tiga tahap,
yaitu tahap denaturasi, tahap penempelan (annealing), dan tahap
pemanjangan (extension). Tahap denaturasi dilakukan dengan
menaikkan suhu hingga suhu 93 — 94°C dan bertujuan untuk
memecah DNA target dari dua untai menjadi untaian DNA
tunggal yang saling terpisah. Tahap annealing dilakukan pada
suhu 50 — 60°C setelah tahap denaturasi dan bertujuan agar primer
menempel pada DNA target. Tahap extension berlangsung pada
suhu 72°C setelah tahap annealing dan bertujuan agar enzim
polimerase dapat melakukan sintesis sehingga berlangsung proses
pemanjangan untaian DNA baru. Setiap tahap PCR tersebut harus
dilakukan secara berurutan dan satu perjalanan dari tahap
denaturasi hingga tahap extension dinamakan satu siklus (cycle).
Umumnya satu proses PCR membutuhkan sekitar 30 — 40 siklus
untuk mendapatkan untaian DNA baru (amplicon) dalam jumlah
cukup banyak sesuai kebutuhan hasil analisis DNA (Prayoga dan
Wardani, 2015).
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2.8.4 Elektroforesis

Elektroforesis adalah suatu teknik pemisahan molekul selular
berdasarkan atas ukurannya, dengan menggunakan medan listrik
yang dialirkan pada suatu medium yang mengandung sampel
yang akan dipisahkan. Teknik ini memanfaatkan muatan listrik
pada makromolekul. DNA yang bermuatan negatif dilewatkan
melalui suatu medium, yaitu gel agarosa, kemudian dialiri arus
listrik dari satu kutub ke kutub yang berlawanan muatannya,
maka DNA tersebut akan bergerak dari kutub negatif ke kutub
positif (Yuwono, 2005).

Gel agarosa merupakan bahan semi padat berupa
polisakarida. Gel agarosa dibuat dengan melarutkannya ke dalam
suatu buffer dibantu dengan pemanasan, sehingga terbentuk
cairan yang mudah dituang ke atas plate. Ujung dibuat lubang-
lubang dengan lembaran perspex atau sisir. Sisir ditancapkan
pada salah satu ujung gel yang masih cair, sehingga akan
terbentuk lubang-lubang kecil setelah gel mengalami pendinginan
dan pemadatan. Lubang tersebut sebagai tempat untuk
memasukkan sampel molekul DNA. Gel yang sudah terbentuk
dimasukkan dalam tangki berisi buffer yang sama dengan yang
digunakan untuk membuat gel. Buffer dapat dibuat dengan tris-
borat-EDTA (TBE). DNA sampel dimasukkan dan dialiri arus
listrik. Molekul DNA bergerak kearah kutub positif. Setelah
beberapa waktu gel agarosa direndam dalam larutan yang
mengandung etidium bromida. Etidium bromida akan
menginterkalasi (menyisip ke dalam) DNA dan membantu dalam
visualisasi. Etidium bromida akan memendarkan sinar UV. Pita-
pita yang terbentuk pada gel terlihat setelah disinari UV dari
bawah (Yuwono, 2005).

2.8.5 Sekuensing dan Analisis Filogenetik

Penentuan pohon filogenetik memerlukan sekuen data-data
hasil sekuensing DNA hasil eksperimen. Sekuensing merupakan
pembacaan urutan basa nukleotida. Salah satu metode sekuensing
DNA yang digunakan adalah metode Sanger (Sanger dideoxy
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sequencing). Mertode tersebut menggunakan DNA templat dan
memerlukan primer spesifik untuk reaksi sekukensing (Tasma,
2015). Basa nukleotida hasil pembacaan sekuensing dapat
diketahui melalui pembacaan grafik kromatogram yang
menampakkan empat warna berbeda. Urutan nukleotida tersebut
dibandingkan dengan data base GenBank dan dianalisis melalui
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Alignment sekuens
menggunakan Clustal W untuk membandingkan ada tidaknya
point mutasi basa nukleotida (Nugroho dan Rahayu, 2017).

Diagram filogenik adalah diagram berbentuk hubungan
pencabangan yang menunjukkan hubungan evolusi antara
berbagai sekuen makhluk hidup berdasarkan kemiripan dan
perbedaan karakteristik fisik serta genetik yang diturunkan dari
induknya sebagai pendekatan logis untuk menunjukkan hubungan
evolusi antara organisme. Program Mega 7 dapat digunakan
untuk mengetahui tingkat kemiripan antar sekuen. Tahapan
dimulai dari installing program, editing data sekuen dan alignmet.
Dari hasil analisis akan diketahui diagram filogenik dan dapat
disimpulkan hubungan evolusi dari sekuen yang homolog
(Yuniarti et.al., 2016).



BAB IlI
METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan pada Desember-Juli 2019. Pengambilan
sampel mikroalga dilakukan di wilayah perairan utara Sowan,
Tuban pada 7 stasiun yang telah ditentukan. Jarak antar stasiun
yaitu £200 meter. Isolasi dan Kultivasi dilakukan di Laboratorium
Biosains dan Teknologi Tumbuhan, Departemen Biologi,
Fakultas llmu Alam, Institut Teknologi Sepuluh Nopember.
Isolasi genom mikroalga dan analisis gen BKT dilaksanakan di
Laboratorium Hepatitis Institut Tropical Disease (ITD) Surabaya.

3.2 CaraKerja

3.2.1 Sampling

Pengambilan sampel mikroalga dilakukan pada jarak £500
meter dari garis pantai melewati vegetasi lamun dan karang,
dengan menggunakan plankton net tipe small net dengan mesh
size 0,08 mm. Sampling dilakukan dengan menyaring secara
horizontal pada bagian permukaan hingga badan air laut yang
terjangkau oleh cahaya matahari (+30 cm). Sampling dilakukan
dengan menggunakan perahu motor dengan kecepatan 10 km/jam
dengan jarak antar stasiun sepanjang 200 meter. Sampel
mikroalga pada tiap stasiun ditampung pada satu botol plakon
(komposit). Posisi dan karakter perairan meliputi salinitas dan pH
dicatat. Koordinat titik sampling pada 7 stasiun diperoleh dengan
GPS dan dicatat.

15
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Gambar 3.1 Lokasi pengambilan sampel di perairan utara
Sowan, Tuban
(Google maps, 2019).

3.2.2 Persiapan Media dan Sterilisasi

Media isolasi yang digunakan adalah medium f/2 Guillard
cair untuk metode dilusi dan media f/2 Guillard padat untuk
metode streak plate. Pembuatan media cair dilakukan dengan
menyaring air laut yang berasal dari tempat pengambilan sampel
di perairan Tuban dan digunakan sebagai pelarut media f/2
Guillard. Pada pembuatan media f/2 padat dilakukan penambahan
10g/L (1%) agarosa ke dalam media cair (Thao, et.al., 2017).
Media menggunakan f/2 Guillard dikarenakan karakter perairan
utara Sowan termasuk dalam peraian yang salin. Komposisi
media f/2 Guillard terdapat pada tabel 3.1.
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Tabel 3.1 Komposisi media isolasi /2 guillard

Komposisi M
F/2 medium
NaNO; (75.0 g/L dH»0) 1.0
NaH,PO4.H, O (5.0 g/L dH.0) 1.0
f/2 Trace Metal Solution 1.0
/2 Vitamin Solution 0.5
Air laut 1000
f/2 Trace Metal Solution
FeCl;.6H,0 3.15¢g
Na,EDTA.2H,0 4.36 ¢
CuS04.H,0 (9.8 g/L dH,0) 1.0
NaMo00,.2H,0 (6.3 g/L dH.0) 1.0
ZnS0,.7H,0 (22.0 g/L dH,0) 1.0
CoCl».6H,0 (10.0 g/L dH,0) 1.0
MnC,.4H,0 (180.0 g/L dH:0) 1.0
Distilled water 1000
f/2 Vitamin Solution
Vitamin B12 (1.0 g/L dH.0) 1.0
Biotin (0.1 g/L dH>0) 10.0
Thiamine HCI 200.0 mg
Distilled water 1000

(Perumal et.al., 2012)

Variasi media yang digunakan selanjutnya yaitu BG11 untuk
media cair, dengan volume stock solution yang dilarutkan dalam
1000 ml air laut. Komposisi media BG11 terdapat pada tabel 3.2.
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Tabel 3.2 Komposisi media isolasi BG11

Volume Stock Bahan Konsentrasi dalam
Solution (ml) Stock Solution
60 NaNO3 2.50 g /100 mL
10 MgS04.7H.0 0.75 9/ 100 mL
20 Na,CO3 1.10g/100 mL
5.3 K>HPO4 0.75 g/ 100 mL
14 CaCl.2H.0 0.25 g/ 100 mL
6 Citric Acid 0.10 g/ 100 mL
10 Ferric ammonium 0.06 g/ 100 mL
citrate
10 Na,EDTA.2H,0 0.01 g/ 100 mL
Micronutrient
1 H3BOs 61mg/1L
MnSQO4.H.0 169mg/1L
ZnS04.7H,0 287 mg/1L
CuS0.4.5H,0 25mg/1L
(NH4)6MO7024.4H20 12.5 mg /1L
(Kuhl dan Lorenzen, 1964; Rippka dan Herdman, 1992; Stanier
et.al., 1974)

Peralatan kultur meliputi cawan petri, erlenmeyer, tabung
reaksi, pipet tetes, pipet ukur, ose, sumbat, tabung eppendorf
disterilisasi beserta tip. Sterilisasi medium isolasi dan alat
menggunakan autoklaf selama 90 menit dengan suhu 121° dan
tekanan 1 atm. Pipet mikro dan pump disterilkan dengan alkohol
70% ketika akan digunakan. Sterilisasi dilakukan agar data yang
dihasilkan valid (Octhreeani et.al., 2014).

3.2.3 Isolasi dan Purifikasi

Isolasi sampel mikroalga menggunakan metode pengenceran
bertingkat dalam medium /2 Guillard cair steril dan streak plate
dalam medium f/2 Guillard padat steril. Pengenceran bertingkat
dilakukan secara aseptis hingga didapatkan pengenceran 102, 107
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dan 10 Pada pengenceran 102, 10 dan 10*, 5 tetes tiap sampel
diletakkan ke permukaan medium padat steril dan diratakan
menggunakan drygalski. Isolat diinkubasi dalam suhu ruang (23-
25°C) dengan penyinaran 24:0 selama 7-14 hari (Azzahidah dan
Ermavitalini, 2015). Koloni isolat yang tumbuh pada medium
tersebut dimurnikan pada medium padat steril yang baru dengan
metode streak plate. Pemilihan isolat didasarkan pada morfologi
koloni, warna koloni dan perbedaan morfologi sel. Proses
dilakukan terus menerus hingga didapatkan isolat murni, dengan
melihat secara visual dan dengan menggunakan mikroskop
hingga didapatkan mikroalga monokultur.

Isolat monokultur dipindahkan ke media padat BG11 secara
bertahap dilanjutkan dengan media cair. Persiapan Kkultur
starter/bibit dibagi menjadi tiga yaitu 1 ml, 10 ml dan 100 ml.
Perbandingan bibit dan media adalah 1:10. Kultur dikocok atau
diaerasi setiap hari (Mahmudah et.al., 2015). Kultur diinkubasi
dalam suhu ruang (23-25°C) dengan penyinaran 24:0 selama 7-14
hari (Azzahidah dan Ermavitalini, 2015).

3.2.5 ldentifikasi Morfologi menggunakan Mikroskop

Isolat mikroalga dipisahkan berdasarkan  kesamaan
morfologi koloni ke medium f/2 steril padat baru. Identifikasi
isolat ke tingkat genus didasarkan pada morfologi tiap individu
sel melalui pengamatan mikroskop. Isolat diambil menggunakan
jarum ose secara aseptis dan diletakkan diatas gelas objek yang
telah ditetesi medium cair. Masing-masing isolat yang
diidentifikasi dibawah mikroskop ditandai dengan label dan
diambil gambarnya dengan perbesaran 1000x menggunakan
mikroskop dengan optilab. Parameter yang diamati adalah bentuk
sel, ukuran sel dan warna. Masing-masing isolat mikroalga
diidentifikasi hingga tingkat genus menggunakan buku
Freshwater algae: ldentification and Use as Bioindicators oleh
Bellinger dan Siege tahun 2010.
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3.2.6 Analisis Gen BKT (p-karoten ketolase) pada lsolat
Mikroalga
3.2.6.1 Desain Primer

Pada penelitian ini dilakukan desain primer forward dan
reverse untuk mendapatkan gen target BKT (B-karoten ketolase).
Primer dirancang dengan mensejajarkan beberapa nukleotida gen
BKT dari spesies mikroalga yang mengandung gen BKT yang
telah diunduh dari database GenBank NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) menggunakan software
online MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) dan
dipilih sekuens yang konservatif sebagai primer forward dan
reverse. Perhitungan melting temperature pada setiap sekuens
menggunakan software online OligoAnalyzer
(https://sg.idtdna.com/calc/analyzer).

Tabel 3.3 Daftar nomor seri sekuens gen BKT

No. Nama Spesies Nomor Seri GenBank
1. | Haematococcus pluvialis GU143689.1

2. | Chlorella zofingiensis AYT772714.1

3. | Chlamydomonas reinhardtii XM_001698647.1
4. | Chlorococcum sp. JF451851.1

5. | Scotiellopsis oocystiformi JF451850.1

6. | Protosiphon botryoides JF451849.1

7. Neochloris wimmeri JF451848.1

Tabel 3.4 Sekuens hasil desain primer forward dan reverse

No | Sekuens primer forward Melting
. temperature
1. | 5-CAT CACCACGCATGATGC-3 54,5°C
2. |5-GCACTGGGAGCACCAC-3» 56,6 °C
No | Sekuens primer reverse Melting
. temperature
1. |5-ACCCTCGTGGTGTCC-3’ 54,1°C
2. |5-GGG ACCACCCTCGACGG -3 60,9 °C
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3.2.6.2 Ekstraksi DNA

Metode ekstraksi menggunakan Genomic DNA Mini Kit
(Plant). Isolat mikroalga murni dimasukkan dalam microtube dan
disentrifuse dengan kecepatan 2000 rpm. Setelah didapatkan
supernatan dan pelet, dibuang bagian supernatan. Pelet yang
mengendap pada bagian bawah merupakan sel yang akan
diekstrak. Pada tahap lisis, 400 pL GP1 buffer ditambahkan dan
dihomogenkan menggunakan vortex. Selanjutnya diinkubasi
menggunakan thermostat dengan suhu 60°C selama 10 menit.
Kemudian 100 pL GP2 buffer ditambahkan ke dalam microtube
sampel, dihomogenkan dengan vortex dan diinkubasi suhu rendah
(-20°C) selama 3 menit. Filter column disiapkan dan ditempatkan
dalam 2 ml collection tube. Campuran ditransfer ke filter column
dan dicentrifuge selama 1 menit dengan kecepatan 1000 rpm,
kemudian filter column dibuang. Supernatan ditransfer dari 2 ml
collection tube ke microtube 1,5 ml steril baru.

Pada tahap DNA binding, 750 puL GP3 buffer (yang telah
ditambahkan dengan isopropanol) ditambahkan ke dalam
campuran, kemudian dihomogenkan selama 5 detik dengan
vortex. Selanjutanya disiapkan GD column dan ditempatkan
dalam 2 ml collection tube, campuran ditransfer ke GD column.
Kemudian disentrifuge pada 15000 rpm selama 2 menit. GD
column dipindah ke dalam 2 ml collection tube baru dan
disentrifuge kembali pada 15000 rpm selama 2 menit. GD column
ditempatkan pada collection tube steril baru.

Pada tahap wash, 400 pL W1 buffer ditambahkan ke dalam
GD column dan disentrifuge 15000 rpm selama 1 menit. GD
column ditempatkan pada collection tube steril baru. Selanjutnya
600 pL wash buffer ditambahkan ke GD column dan disentrifuge
kembali dengan kecepatan 15000 rpm selama 1 menit. GD
column ditempatkan kembali pada collection tube steril baru.
Kemudian disentrifuge kembali dengan 15000 rpm selama 3
menit untuk mengeringkan matriks kolom. GD column yang telah
dikeringkan ditempatkan ke microtube 1,5 ml steril. Selanjutnya
50 uL elution buffer pre-heated ditambhakan ke tengah matriks
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kolom dan didiamkan selama 5 menit. Kemudian disentrifuge
dengan kecepatan 15000 rpm selama 1 menit.

Pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA diukur
menggunakan nanodrop. Komputer dihubungkan dengan
nanodrop dan dipilih option: nucleic acid. Tempat sampel
(pedestal) pada nanodrop dibersihkan, diteteskan blanko (TE
buffer) 2 pL pada pedestal kemudian klik measurement pada
software PC. Pedestal dibersihkan dan diteteskan sampel isolat.
Dilakukan pengukuran nilai sampel isolat mikroalga dengan klik
measurement pada software PC. Kemurnian 1,8-2,0 merupakan
nilai layak sampel isolat mikroalga untuk menuju ke tahap PCR
dan elektroforesis (Mustafa dkk., 2016). Nilai kemurnian dapat
dilihat sesuai dengan nilai rasio absorbansi.

A260

R:
A280

A260: panjang gelombang sinar UV yang diserap oleh DNA
A280: panjang gelombang sinar UV yang diserap oleh kontaminan

3.2.6.3 Amplifikasi DNA

Genom vyang didapatkan pada proses ekstraksi tersebut
digunakan sebagai template untuk proses amplifikasi DNA
(PCR). Amplifikasi DNA diawali dengan pencampuran reagen
primer forward, reverse, ddH,O, DNA template dan Kit.

Tabel 3.5 Komponen reagen proses PCR

Komponen Volume
GoTaq Green Master Mix (2x) 25 pL
Primer forward (1uM) 5puL
Primer reverse (1uM) 5puL
Nuclease free water 11 pL
DNA Template 4 uL
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Gen BKT diamplifikasi dengan primer forward dan reverse
yang telah didapatkan dari tahap penetuan primer. Amplifikasi
menggunakan PCR dan dilakukan dengan pengaturan suhu dan
waktu sesuai protokol GoTaq Green Master Mix (2x) sebagai
berikut.

Tabel 3.6 Pengaturan suhu dan waktu PCR

Tahap Suhu Waktu Siklus
Pre-denaturasi 94°C 3 min 1
Denaturasi 94 °C 30 sec
Annealing 50 & 55 °C 30 sec 35-40
Elongasi 72°C 60 sec

3.2.6.3 Elektroforesis

Produk PCR diamati menggunakan elektroforesis.
Elektroforesis menggunakan gel agarose 2% dengan buffer 1x
TBE (Tris-Borat-EDTA). Gel dibuat dengan 2 gr agarose dalam
100 ml TBE, dihomogenkan dan dimasukkan ke dalam cetakan.
Sumur cetakan diletakan ke dalam elektroforesis dengan
mengarahkan sumuran ke kutub negatif. Ditambahkan TBE 1X
hingga gel terendam. Disuntikkan DNA ladder 5 mikrolit dan
DNA sample 7 mikrolit. Tegangan diatur menjadi 100 volt
dengan waktu 40 menit. Fragmen DNA diamati dengan UV
transilluminator.

3.2.6.4 Purifikasi Gel

Gel agarose 2% yang mengandung sekuens DNA dipotong
dan digunakan untuk proses sekuensing. Gel dimasukkan dalam
microtube dan ditambahkan dengan 400 pl DNA binding buffer,
kemudian divortex hingga homogen. Ditambahkan 20 ul etanol
absolut pada sampel, dihomogenkan, dan dipindahkan pada
cleanup spin column di dalam microtube baru. Disentrifuge
selama 5 menit dengan kecepatan 5000 rpm. Dibuang supernatan
yang terdapat pada microtube dan cleanup spin column
ditempatkan kembali pada microtube yang sama, ditambahkan
700 pl DNA wash buffer dan disentrifuge dengan kecepatan 5000
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rpm selama 5 menit. Bagian supernatan dibuang dan tempatkan
kembali cleanup spin column pada microtube yang sama, proses
pemberian DNA wash buffer diulang sebanyak 1 hingga 2 kali.
Pindahkan cleanup spin column pada microtube steril dan
tambahkan 25 pl elution buffer. Didiamkan selama 1 menit pada
suhu ruang, lalu disentrifuge kembali dengan kecepatan 5000 rpm
selama 5 menit. DNA hasil purifikasi gel terlarut bersamaan
dengan cairan yang terkumpul dalam microtube.

3.2.6.5 Sekuensing, Sekuens Alignment dan Analisis
Filogenetik

Sekuensing dilakukan dengan menggunakan metode sanger.
Proses sekuensing menggunakan jasa PT. Genetika Science
Indonesia. Data DNA hasil sekuens gen BKT isolat mikroalga
divisualisasikan menggunakan BioEdit untuk mengetahui kualitas
sekuens dan dianalisis menggunakan MEGA 7.

Sekuens tersebut dibandingkan dengan sekuens serupa dalam
database GenBank menggunakan Blast. Penyelarasan beberapa
sekuens dilakukan dengan program CLUSTAL W, vyang
memungkinkan perhitungan matriks jarak yang dianalisis
menggunakan algoritma neighbourjoining (NJ) dari CLUSTAL
W. Setelah analisis sekuens lengkap, sekuens sejajar digunakan
untuk menghasilkan pohon filogenetik menggunakan metode
neighbor-joining (NJ). Software MEGA 7 dapat digunakan untuk
mengkonstruksi pohon filogenetik.

3.3 Rancangan Penelitian dan Analisis Data

Hasil penelitian terkait isolat-isolat yang ditemukan, data
sekuen DNA BKT, serta hubungan kekerabatan gen tersebut
dengan isolat yang ditemukan masing-masing dianalisis secara
deskriptif kualitatif.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Gambaran umum lokasi penelitian

Parameter yang diamati pada saat pengambilan sampel yaitu
waktu, tempat, salinitas dan pH. Waktu pengambilan sampel
dilakukan pada siang hari pukul 10.00 WIB dengan pertimbangan
kelimpahan mikroalga yang tinggi. Pada saat itu mikroalga akan
terakumulasi di permukaan badan perairan. Hal tersebut
disebabkan karena adanya tingkat intensitas cahaya yang optimal
yang akan dimanfaatkan mikroalga untuk fotosintesis (Siregar
et.al., 2014). Salinitas di perairan Sowan sebesar 32% dengan
nilai pH 8. Menurut Jati et.al. (2012) fitoplankton dapat tumbuh
dengan baik pada kisaran pH optimum 8,0 — 8,5 dan fitoplankton
air laut hidup normal pada salinitas optimum 25-35%.

4.2 lsolasi dan Kultivasi Isolat

Pada penelitian pendahuluan, telah dilakukan isolasi
mikroalga menggunakan media /2 Guillard. Namun, hasil
pengamatan tidak menunjukkan pertumbuhan dari mikroalga,
sehingga diperlukan variasi media kultur. Pada penelitian ini
selanjutnya digunakan variasi media BG11. Setelah dilakukan
inkubasi selama 14 hari pada media padat, didapatkan jenis
mikroalga yang dapat tumbuh dengan baik. Pemindahan isolat
untuk mendapatkan mikroalga monokultur dilakukan sebanyak
empat kali. Selanjutnya isolat yang telah dipurifikasi dipindahkan
ke media cair BG11.

Kultivasi dilakukan pada kondisi pH 8, salinitas 32% dengan
kisaran suhu 25-30°C dan penyinaran 24:0. Menurut Kurniawan
dkk. (2017) lama waktu adaptasi bergantung pada kemampuan
individu sel mikroalga. Pada fase tersebut pertumbuhan sel akan
melambat, dikarenakan alokasi energi dipusatkan untuk
penyesuaian terhadap media kultur dan untuk pemeliharaan
sehingga hanya sebagian kecil bahkan tidak ada energi yang
digunakan untuk pertumbuhan.
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4.3. ldentifikasi Isolat

Berdasarkan hasil isolasi dan identifikasi secara morfologi,
isolat mikroalga diduga masuk dalam genus Synechococcus.
Berikut adalah gambar kultur dalam media BG11 padat dan sel
Synechococcus.

Gambar 4.1 Kultur Synechococcus; (a) Isolat monokultur
Synechococcus yang tumbuh setelah 14 hari; (b) Koloni
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Synechococcus yang tumbuh setelah 14 hari pada pengamatan
mikroskop stereo dengan perbesaran 4.5x; (¢) Sel Synechococcus
sp. (Bellinger dan Siege, 2010); (d) bentuk sel Synechococcus
yang berkoloni; (d1) rantai pendek; (d2) dua sel; (d3 dan d4)
empat hingga delapan sel; (e) sel dengan perbesaran 400X; (f) sel
dengan perbesaran 1000X.

Hasil pengamatan makroskopis isolat Synechococcus
menujukkan pertumbuhan yang sangat jelas. Pengamatan
dilakukan pada koloni isolat yang tumbuh pada media BG-11
padat. Koloni isolat tumbuh berwarna putih transparan setelah
hari ke-3, dengan bentuk membulat/lingkaran seperti titik. Setelah
hari ke-5, terjadi perubahan warna koloni menjadi kuning
kecoklatan seperti pada gambar 4.1a.

Hasil pengamatan mikroskopis menunjukkan bahwa sel
Synechococcus uniseluler, berbentuk bulat telur hingga oval
silindris. Sel berukuran sangat kecil (£0,9-1,9 um) dan tidak
didapati adanya flagela dan lendir/mucilage. Pada penampang
mikroskop, teramati sel-sel yang soliter maupun yang membentuk
koloni seperti yang ditunjukkan pada gambar 4.1d. Koloni
tersebut dapat tersusun atas dua (gambar 4.1.d2), empat, hingga
delapan sel (gambar 4.1.d3 dan d4), dan terkadang membentuk
rantai pendek (gambar 4.1.d1). Karakter tersebut sesuai dengan
karakteristik Synechococcus menurut Bellinger dan Siege (2010),
bahwa sel mikroalga hidup soliter atau terkadang membentuk dua
hingga empat koloni-koloni kecil. Koloni tersebut tidak selalu
diselubungi oleh lendir/mucilage serta ukuran diameter sel
berkisar antara 1-12 pm. Berdasarkan kandungan pigmen,
Synechococcus terbagi menjadi dua, yaitu pigmen dominan
fikoeritrin berwarna kecoklatan dan pigmen dominan fikosianin
berwarna hijau kebiruan (Wilczewska et.al.,, 2018). Pada
penampang mikroskop, protoplas sel yang teramati secara
mikroskopis memiliki warna hijau kebiruan, diduga isolat
tersebut mengandung pigmen fikosianin.

Sehingga dari karakteristik yang telah dijelaskan diatas,
isolat mikroalga tersebut diduga termasuk dalam genus
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Synechococcus. Genus ini merupakan mikroorganisme yang
termasuk ke dalam kelas Cyanophyceae atau alga hijau-biru.
Synechococcus terdistribusi luas diseluruh perairan laut maupun
tawar yang memiliki temperatur, cahaya dan nutrisi yang
berbeda-beda. Hal itu disebabkan karena Synechoccocus
memiliki mekanisme beradaptasi yang efisien terhadap perubahan
kondisi lingkungan (Kim et.al., 2018).

4.4, Analisis Gen BKT (p-karoten ketolase) pada
Synechococcus

Pada penelitian ini, dilakukan analisis gen beta karoten
ketolase pada isolat Synechococcus yang didapatkan, yang
selanjutnya disebut S1 untuk Synechococcus pengulangan 1 dan
S2 untuk Synechococcus pengulangan 2.

4.4.1. Amplifikasi DNA

Salah satu faktor keberhasilan dalam proses amplifikasi
DNA pada PCR adalah nilai konsentrasi dan kemurnian DNA.
Pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA dilakukan dengan
menggunakan nanodrop spectrophotometer ND-1000 dengan
panjang gelombang 260 nm dan 280 nm.

Tabel 4.1 Hasil pengukuran konsentrasi dan kemurnian DNA S1

dan S2
Sampel ng/uL A260 A280 260/280
S1 31,38 0,628 0,301 2,08
S2 21,18 0,424 0,206 2,06

Tabel 4.1  menunjukkan  masing-masing  sampel
menghasilkan DNA dengan konsentrasi yang baik. Konsentrasi
DNA pada S1 dan S2 memenuhi untuk digunakan sebagai
template PCR, konsentrasi yang dibutuhkan yaitu 20 ng/pL.
Sedangkan untuk nilai kemurnian dari kedua sampel adalah
sangat murni yang dapat diketahui dari nilai rasio yang masih
berada pada rentang ukuran 1,8-2,0 (Mustafa dkk., 2016). Dilihat
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dari nilai konsentrasi dan kemurnian DNA, S1 dan S2 layak
digunakan sebagai template pada tahap PCR.

Hasil ekstraksi DNA yang telah diketahui konsentrasi dan
kemurniannya, diamplifikasi menggunakan PCR BIO-RAD T100
Thermal cycler. Pada tahap tersebut, digunakan dua pasangan
primer yang telah ditentukan. Primer tersebut dirancang
berdasarkan daerah konservatif dari sekuens nukleotida pengkode
BKT beberapa spesies mikroalga seperti tertera dalam tabel 3.3
pada bab metodologi. Runtutan masing-masing daerah
konservatif dapat dilihat pada Lampiran 5 dan 6. Proses
amplifikasi dilakukan dengan suhu annealing 50°C untuk
pasangan primer 1 (P1) dan 55°C untuk pasangan primer 2 (P2)
dengan 35x-40x siklus.

4.4.2 Elektroforesis Produk Amplifikasi

Berdasarkan hasil siklus PCR yang telah dilakukan, hasil
pembacaan amplifikasi gen BKT pada elektroforesis
menggunakan P1 dan P2 memiliki kualitas pita produk yang
terlihat terang dan tebal pada gambar 4.2.

Gambar 4.2 Hasil elektroforesis produk PCR; (a) hasil dari
pasangan primer 1 (P1) pada fragmen 900 bp; (b) hasil dari
pasangan primer 2 (P2) pada fragmen 700 bp.



30

Hasil amplifikasi yang baik ditunjukkan dengan pita DNA
yang tebal dan tampak sedikit atau tidak ada sama sekali smear
pada gel jika divisualisasikan pada sinar ultraviolet (Safitri dkk.,
2018). Hasil elektroforesis pada gambar 4.2 menunjukkan bahwa
sampel S1 dan S2 dapat diamplifikasi dengan dua pasangan
primer yang ditentukan (P1 dan P2). Amplifikasi pada kedua
sampel menghasilkan satu fragmen oleh masing-masing pasangan
primer. Ukuran hasil amplifikasi oleh P1 berada pada ukuran
fragmen 900 bp untuk S1 dan S2, dan hasil amplifikasi oleh P2
berada pada ukuran fragmen 700 bp pada kedua sampel. Dari
hasil tersebut menunjukkan bahwa primer dapat bekerja pada
sampel S1 dan S2 serta diduga primer yang digunakan adalah
primer yang spesifik. Sehingga fragmen DNA tersebut
berpeluang menjadi salah satu penanda (marker) bagi gen BKT
Synechococcus.

Pada tahap desain primer PCR, perkiraan panjang amplikon
yang dihasilkan dalam proses amplifikasi adalah 514 bp untuk P1
dan 416 bp untuk P2, namun didapatkan ketidaksamaan panjang
amplikon hasil amplifikasi (ukuran fragmen) dengan perkiraan.
Hal tersebut diduga pada dasar dari desain primer yang digunakan
yaitu urutan nukleotida pengkode gen BKT dari spesies
Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingiensis,
Chlamydomonas reinhardtii, Chlorococcum sp., Scotiellopsis
oocystiformi, Protosiphon botryoides dan Neochloris wimmeri.
Ukuran fragmen 514 bp untuk P1 dan 416 bp untuk P2 akan
didapatkan dengan menggunakan pasangan primer P1 dan P2
pada hasil amplifikasi apabila yang digunakan sebagai cetakan
DNA adalah DNA milik ketujuh spesies tersebut. Hal ini diduga
urutan basa nukleotida gen BKT antar mikroorganisme berbeda-
beda, dan sekuen nukleotida S1 dan S2 yang terletak diantara
primer tidak sama dengan ketujuh spesies dasar tersebut,
melainkan terdapat tambahan basa nukleotida sehingga
menyebabkan panjang amplikon tidak berukuran 514 bp dan 416
bp.
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Sekuens gen beta karoten ketolase yang telah diketahui
berukuran antara 700-1900 bp pada mikroorganisme yang
terdapat pada data GenBank dan ukuran fragmen 700-1000 bp
terdapat pada bakteri dengan nomor aksesi AY166610.2
(Brevundimonas aurantiaca), EF031049.1 (Brevundimonas
bacteroides), DQ400932.1 (Sphingomonas melonis) dan
EF031051.1 (Erythrobacter gaetbuli). Synechococcus merupakan
mikroorganisme yang termasuk ke dalam Cyanobacteria atau
mikroalga hijau biru, dimana genus tersebut termasuk dalam
domain bakteri (Herrero et.al., 2001). Berdasarkan hal tersebut
diduga S1 dan S2 yang memiliki pita tunggal DNA dengan
ukuran fragmen 900 bp oleh P1 dan 700 bp oleh P2 memiliki
sekuen gen BKT. Oleh karena itu, perlu dilakukan tahap
sekuensing untuk mengetahui urutan nukleotida yang
teramplifikasi.

4.4.3 Hasil Sekuensing

Hasil amplifikasi DNA kemudian disekuensing dengan
menggunakan jasa Genetika Sains Indonesia, Jakarta. Hasil yang
didapatkan dari proses sekuensing untuk masing masing pasangan
primer (forward dan reverse) tertera pada Lampiran 7 dengan
jumlah basa nukleotida berkisar antara 968-992 bp untuk
pasangan primer 1 (P1).

444 Kekerabatan Gen BKT

Data sekuensing selanjutnya dilakukan BLAST untuk
mendapatkan spesies-spesies yang memiliki kesamaan urutan
basa nukleotida yang ada pada GenBank dengan sekuens
Synechococcus. Hasil sekuens dibuat dalam format FASTA untuk
konstruksi pohon filogenetik menggunakan perangkat lunak
MEGA 7. Sekuens Sphingomonas panacis CP014168.1
digunakan sebagai outgroup, dan sekuens Halomonas
campaniensis CP007757.1, H. Venusta CP034367 dan H.
Olivaria AP019416 digunakan untuk memperjelas hubungan
dengan isolat Synechococcus karena memiliki similaritas gen
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yang cukup tinggi. Berikut adalah hasil visualisasi pohon
filogenetik gen BKT.
Halomonas campaniensis CP007757.1:774661-775518
99

73 Halomonas venusta CP034367.1:3754218-3755032

Halomonas olivaria AP019416.1:4053742-4054837

S21F1

Sphingomonas panacis CP014168.1:2084680-2085098

—
010

Gambar 4.3 Pohon filogenetik analisis Neighbour Joining antara
Synechocccus (S2 F1), H. campaniensis CP007757.1, H. venusta
CP034367.1, H. olivaria AP019416 dan Sphingomonas panacis
CP014168.1.

Pada gambar 4.4 ditunjukkan posisi Synechococcus
dengan kerabatnya. Posisi Synechococcus dengan Halomonas
terletak dalam satu Klaster sehingga menunjukkan bahwa
keempatnya berkerabat dekat. Akan tetapi posisi Synechococcus
dengan S. panacis berada pada klaster yang berbeda sehingga
diduga memiliki kekerabatan yang jauh. Pohon filogenetik pada
gambar 4.4 mengindikasikan adanya kedekatan antara Isolat
Synechococcus dengan genus Halomonas. Berdasarkan pohon
filogeni diatas, isolat Synechococcus memiliki kesamaan gen
dengan Halomonas dan Sphingomonas, dimana menurut database
NCBI keduanya termasuk dalam domain bakteri. Bakteri
Halomonas menurut Saiz et.al., 2007, dapat memproduksi beta
karoten melalui konstruksi gen, dan Sphingomonas sp. menurut
Tao et.al. pada tahun 2006, memiliki sekuens nukleotida beta
karotene ketolase (crtw).



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Isolat yang didapatkan pada penelitian ini diduga termasuk
dalam kelompok Sianobakteria genus Synechococcus. Isolat
Synechococcus  berpotensi  sebagai  penghasil — antioksidan
astaxanthin berdasarkan amplifikasi gen BKT. Kekerabatan gen
BKT pada isolat Synechococcus yang didapatkan menunjukkan
kedekatan dengan bakteri Halomonas dan Sphingomonas.

5.2 Saran
Berdasarkan penelitian yang dilakukan, disarankan

1. Pada tahap isolasi mikroalga, sebaiknya digunakan variasi
media kultur dengan tujuan mendapatkan isolat-isolat
mikroalga yang beragam.

2. Strain spesies yang mengandung gen BKT pada tahap
penentuan dan perancangan primer lebih diperkaya.

3. Pasangan primer yang digunakan dalam amplifikasi DNA
lebih diperbanyak.

4. Pada penelitian selanjutnya, diperlukan perlakuan induksi
ekspresi astaxanthin pada isolat yang didapatkan untuk
mengetahui kandungan astaxanthin.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Skema Kerja

[ Sterilisasi Alat dan ] [ Pembuatan Media ]

Sampling
|
4 N\
Isolasi, Identifikasi dan Perbanyakan
L Biomassa )

Ekstraksi DNA

Uji Kualitas dan Kuantitas DNA

Amplifikasi DNA

Elektroforesis

Sekuensing dan Sekuens Alignment

Analisis
Filogenetik
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Lampiran 2 Isolasi, identifikasi dan perbanyakan biomassa

No.

Keterangan

Dilakukan serial
dilusi/pengenceran sampel
hingga 102, 10 dan 10*

Dilakukan metode pour plate
dengan meneteskan hasil
serial dilusi masing-masing
ke media padat

Diinkubasi 2-4 minggu

Dilakukan purifikasi hingga
monokultur dengan metode
streak plate

Diinkubasi 2-4 minggu
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Dikultivasi dalam media cair

Diamati dibawah mikroskop
untuk identifikasi

Lampiran 3 Ekstraksi

Elektroforesis

DNA, Amplifikasi DNA dan

No.

1

Foto

Keterangan

Sampel disiapkan dan
disentrifuge dalam microtube
1.5ml

Ditambahkan 400 pL GP1
buffer

Dihomogenkan dengan
vortex
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Diinkubasi dengan
thermostat 60°C selama 10
menit

Ditambahkan 100 uL GP2
buffer dan dihomogenkan
dengan vortex

Diinkubasi -20°C selama 3
menit

Campuran ditransfer ke filter
column + collection tube dan
disentrifuge 1 menit 1000
rpm

Supernatan ditransfer ke
microtube steril baru

Ditambahkan 750 uL GP3
buffer
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10

11

Campuran ditransfer ke GD
column + collection tube dan
disentrifuge 15000 rpm 2
menit

12

Dimasukkan GD column ke
collection tube baru dan
disentrifuge kembali

13

Ditambahkan 400 uL W1
buffer dan disentrifuge 15000
rpm 1 menit

14

Ditambahkan 600 pL wash
buffer dan disentrifuge 15000
rpm 1 menit

Disentrifuge kembali dengan
collection tube baru

15

Ditambahkan elution buffer
50 pL dan didiamkan 5
menit




48

16

17

Disentifuge 15000 rpm 1
menit

18

Diukur konsentrasi dan
kemurnian DNA

19

Primer forward dan reverse
diencerkan menjadi 10 uM
dan 1 uM dari 100 uM

20

DNA stock diencerkan
menjadi 20 ng dari hasil
pengukuran konsentrasi
DNA

21

Dicampurkan komponen
reagen PCR dengan total
volume 25 pL

Running PCR
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22 Disiapkan gel dan
dimasukkan di ruang
elektroforesis hingga

terendam dengan TBE

23 Dimasukkan sampel dan
DNA ladder ke dalam

sumuran

24 Running Elektroforesis

Gel diletakkan dalam UV-
transilluminator

25

Lampiran 4. Perhitungan pengenceran primer dan pengenceran
DNA

Pengenceran primer dari 100 pM menjadi 10 pM
M1.V1=M2.V2
100.v1 =10.100

V1=10pL
*TEb =90 pL

V1: volume primer yang diambil dari konsentrasi 100 uM
TEDb: TE buffer sebagai pelarut
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Pengenceran primer dari 10 UM menjadi 1 pM untuk volume 25
uL Reaksi PCR
M1.V1=M2\V2
10.V1=125
V1=25puL
*TEb=22,5 L

V1: volume primer yang diambil dari konsentrasi 10 pM
TEb: TE buffer sebagai pelarut

Pengenceran DNA stok menjadi 20 ng/pL dari sampel
S1: 31,38 ng/uL
M1.V1=M2.V2
31,38.V1=20.50
V1=31,86 uL
*dH,0 = 18,14 pL

S2: 21,18 ng L
M1.V1=M2V2
21,18.V1 =20.50
V1=4721puL
*dH.0 = 2,79 pL

V1: volume DNA stok yang diambil dari masing-masing
konsentrasi awal S1 dan S2
dH.0: dH,0 sebagai pelarut
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Lampiran 5. Primer Forward 1 dan Forward 2
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Lampiran 6. Primer Reverse 1 dan Reverse 2
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Lampiran 7. Hasil Sekuensing

>S21_F1 (968 bp)

TNCGGTGGGCCACTCCAGGAATATGGAGGAGTTAGCCGAGCATGTTCGCCAAGGCTGGCC
GATGCCCTGGGGCTTTTTGGTCGCGGGCCACGGTATTTACGCCGTGGGCGACAGCATTGCC
AGCTGCCGCCGCCACCTGGAAGCAATCGAATTCTTACTTGCCTGTGTACTGGAAGAGAGCC
GGTGGTCCCAATGAGTAACCCAACCGTTCGCGCCATCGTGACCGATATCGAAGGTACCAC
CACCGATATCCACTTCGTTCACAAAGTGCTGTTCCCTTATGCCTACGCCAAGCTGCCTGACT
TTCTGCGTGAGAATGCAGAAGCACCGGCGGTGGCCGAGCAGATTGACGCCGTGCGCCATG
AGATGCAGGACGCCGACGCCACACTGGAAGCGGTGATTGCCACCCTGCTGCACTGGATCG
ACACCGACCAGAAAGTGACGCCACTCAAAGCCCTGCAGGGCATGGTGTGGGCCGACGGCT
ACCAGCGCGGCGACTTCACCGGCCATTTATACGCGGATGTTGCTCCGGTGCTACGCCAGTG
GCAGGCCGCAGGCGTGGCGCTGTATGTGTACTCGTCAGGCTCGGTGCAGGCGCAGAAGCT
GCTGTTTGGCTACAGCGACGAGGGTGATTTGACCCCGCTGTTCAGCGGCTACTTCGACACG
CACATTGGCCATAAGCGCGAGGCCATGGCCTATCAGCGCATTATCGAGGCGCTCGATCTAC
CTGCAGAGTCGATACTGTTCCTGTCAGATGTGGTCGAAGAGCTGGATGCGGCCAAGCAGG
CGGGTATGCAAACCCTGCAGCTCGTGCGCGAAGGTACCCAGGCGGGCACTGTACACGCCT
GTGTCGAAAGCTTTGCTGACATTGCCCTTTAACGGCTATGTTCACCCCTTACCTCTTAGGAG
CGTCTTTATGTCCCAACTGAAAGTCTTTGCCGATCAACATCCTAATGATGCGCTGCTGA

>S11_F1 (992 bp)
GGGCATNCGGTGGGCCACTCCAGGATATGGAGGAGTTAGCCGAGCATGTTCGCCAAGGCT
GGCCGATGCCCTGGGGCTTTTTGGTCGCGGGCCACGGTATTTACGCCGTGGGCGACAGCAT
TGCCAGCTGCCGCCGCCACCTGGAAGCAATCGAATTCTTACTTGCCTGTGTACTGGAAGAG
AGCCGGTGGTCCCAATGAGTAACCCAACCGTTCGCGCCATCGTGACCGATATCGAAGGTA
CCACCACCGATATCCACTTCGTTCACAAAGTGCTGTTCCCTTATGCCTACGCCAAGCTGCCT
GACTTTCTGCGTGAGAATGCAGAAGCACCGGCGGTGGCCGAGCAGATTGACGCCGTGCGC
CATGAGATGCAGGACGCCGACGCCACACTGGAAGCGGTGATTGCCACCCTGCTGCACTGG
ATCGACACCGACCAGAAAGTGACGCCACTCAAAGCCCTGCAGGGCATGGTGTGGGCCGAC
GGCTACCAGCGCGGCGACTTCACCGGCCATTTATACGCGGATGTTGCTCCGGTGCTACGCC
AGTGGCAGGCCGCAGGCGTGGCGCTGTATGTGTACTCGTCAGGCTCGGTGCAGGCGCAGA
AGCTGCTGTTTGGCTACAGCGACGAGGGTGATTTGACCCCGCTGTTCAGCGGCTACTTCGA
CACGCACATTGGCCATAAGCGCGAGGCCATGGCCTATCAGCGCATTATCGAGGCGCTCGA
TCTACCTGCAGAGTCGATACTGTTCCTGTCAGATGTGGTCGAAGAGCTGGATGCGGCCAAG
CAGGCGGGTATGCAAACCCTGCAGCTCGTGCGCGAAGGTACCCAGGCGGGCACTGTACAC
GCCTGTGTCGAAAGCTTTGCTGACATTGCCCTTTAACGGCTATGTTCACCCCTTACCTCTTA
GGAGCGTCTTTATGTCCCAACTGAAAGTCTTTGCCGATCAACATCCTAATGATGCGCTGCT
GGACCACNAACAAGGTAAANNG

>S21_R1 (986 bp)

ATNTGATCGGCAAGACTTTCAGTTGGGGACATAAAGACGCTCCTAAGAGGTAAGGGGTGA
ACATAGCCGTTAAAGGGCAATGTCAGCAAAGCTTTCGACACAGGCGTGTACAGTGCCCGC
CTGGGTACCTTCGCGCACGAGCTGCAGGGTTTGCATACCCGCCTGCTTGGCCGCATCCAGC
TCTTCGACCACATCTGACAGGAACAGTATCGACTCTGCAGGTAGATCGAGCGCCTCGATAA
TGCGCTGATAGGCCATGGCCTCGCGCTTATGGCCAATGTGCGTGTCGAAGTAGCCGCTGAA
CAGCGGGGTCAAATCACCCTCGTCGCTGTAGCCAAACAGCAGCTTCTGCGCCTGCACCGA
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GCCTGACGAGTACACATACAGCGCCACGCCTGCGGCCTGCCACTGGCGTAGCACCGGAGC
AACATCCGCGTATAAATGGCCGGTGAAGTCGCCGCGCTGGTAGCCGTCGGCCCACACCAT
GCCCTGCAGGGCTTTGAGTGGCGTCACTTTCTGGTCGGTGTCGATCCAGTGCAGCAGGGTG
GCAATCACCGCTTCCAGTGTGGCGTCGGCGTCCTGCATCTCATGGCGCACGGCGTCAATCT
GCTCGGCCACCGCCGGTGCTTCTGCATTCTCACGCAGAAAGTCAGGCAGCTTGGCGTAGGC
ATAAGGGAACAGCACTTTGTGAACGAAGTGGATATCGGTGGTGGTACCTTCGATATCGGT
CACGATGGCGCGAACGGTTGGGTTACTCATTGGGACCACCGGCTCTCTTCCAGTACACAGG
CAAGTAAGAATTCGATTGCTTCCAGGTGGCGGCGGCAGCTGGCAATGCTGTCGCCCACGG
CGTAAATACCGTGGCCCGCGACCAAAAAGCCCCAGGGCATCGGCCAGCCTTGGCGAACAT
GCTCGGCTAACTCCTCCATATCCTGGGAGTTGGGCACCACCGGCAAAGAATCGTCGCATCG
CGTGGGTGGNNGGGGAAG

>S11_R1 (985 bp)

NNAGTGACGGCAAGACTTTCAGTTGGGACATAAAGACGCTCCTAAGAGGTAAGGGGTGAA
CATAGCCGTTAAAGGGCAATGTCAGCAAAGCTTTCGACACAGGCGTGTACAGTGCCCGCC
TGGGTACCTTCGCGCACGAGCTGCAGGGTTTGCATACCCGCCTGCTTGGCCGCATCCAGCT
CTTCGACCACATCTGACAGGAACAGTATCGACTCTGCAGGTAGATCGAGCGCCTCGATAAT
GCGCTGATAGGCCATGGCCTCGCGCTTATGGCCAATGTGCGTGTCGAAGTAGCCGCTGAAC
AGCGGGGTCAAATCACCCTCGTCGCTGTAGCCAAACAGCAGCTTCTGCGCCTGCACCGAG
CCTGACGAGTACACATACAGCGCCACGCCTGCGGCCTGCCACTGGCGTAGCACCGGAGCA
ACATCCGCGTATAAATGGCCGGTGAAGTCGCCGCGCTGGTAGCCGTCGGCCCACACCATG
CCCTGCAGGGCTTTGAGTGGCGTCACTTTCTGGTCGGTGTCGATCCAGTGCAGCAGGGTGG
CAATCACCGCTTCCAGTGTGGCGTCGGCGTCCTGCATCTCATGGCGCACGGCGTCAATCTG
CTCGGCCACCGCCGGTGCTTCTGCATTCTCACGCAGAAAGTCAGGCAGCTTGGCGTAGGCA
TAAGGGAACAGCACTTTGTGAACGAAGTGGATATCGGTGGTGGTACCTTCGATATCGGTC
ACGATGGCGCGAACGGTTGGGTTACTCATTGGGACCACCGGCTCTCTTCCAGTACACAGGC
AAGTAAGAATTCGATTGCTTCCAGGTGGCGGCGGCAGCTGGCAATGCTGTCGCCCACGGC
GTAAATACCGTGGCCCGCGACCAAAAAGCCCCAGGGCATCGGCCAGCCTTGGCGAACATG
CTCGGCTAACTCCTCCATATCCTGGGAGTTGGGCACCACCGGCAAAAGAATCGTCGCACGC
GNGGGTGGNNGGGGAAG
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