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Sintesis cDNA dari organ usus ikan betok (Anabas testudineus) Shinta Tiara N. (C14120012)1, Arini Arziani K. (C14120014)1, Nurfitriani Siti Y. (C14120017)1, Eka Aprilia W. (C14120022)1, Savni Retalia S. (C14120023)1, Deni Yunus W. (C14120032)1, Mohammad Sapta J. (C14120034)1, Adi Nur Huda (C14120036)1, Muhammad Alkahfi (C14134006)1 1



Departemen Budidaya Perairan, FPIK, IPB



ABSTRAK Sintesis cDNA adalah teknik untuk mendapatkan DNA komplementer dari hasil isolasi RNA. mRNA ikan betook terlebih dahulu di isolasi dari organ usus. Hasil kuantifikasi mRNA organ usus ikan betok diketahui memiliki tingkat kemurnian 69%, konsentrasi RNA 14,95, dan protein 0,1. cDNA hasil diamplifikasi menggunakan primer Promotor β-Actin Universal lalu dielektroforesi dan divisualisasi pada sinar UV. Visualisasi cDNA organ usus ikan beton didapatkan pada 200-400bp yang menunjukan bahwa proses amplifikasi telah berhasil. Promotor β-Actin Universal terdapat pada 200-400bp, promotor ini berfungsi pengendali transkripsi gen.kecerahan pita paling baik didapatkan pada MHC ikan nila dikarenakan tingkat kemurnian RNA 94% dan tidak terdapat kontaminasi dari protein dibuktikan oleh kontrol negative. Kata kunci: Asam nukleat, cDNA, Isolasi, MHC, Protein, RNA



Pendahuluan Pada saat ini intensitas kegiatan budidaya ikan mulai meningkat, banyak hal yang dilakukan agar semakin berkembangnya dan berkualitasnya hasil budidaya ikan tersebut. Salah satu usaha agar pengembangan dan perbaikan kualitas budidaya yaitu dengan cara rekayasa genetik. Dalam mencapai tujuan tersebut, teknologi transgenesis contohnya sudah di aplikasikan pada beberapa jenis ikan budidaya di mancanegara (Alimuddin et al 2008). Dalam kegiatan rekayasa genetik dibutuhkan kemurnian mRNA maka dari itulah dilakukan sintesis cDNA. cDNA merupakan cetakan sintesis dari mRNA yang dibantu proses sintesisnya dengan menggunakan enzim reverse transcriptase. Menurut Suharsono et al (2008), cDNA dapat digunakan dalam beberapa kegiatan molekular yang lebih aman dibandingkan RNA (mRNA) secara langsung. Hal tersebut dapat terjadi karena kestabilan RNA yang mudah tergedradasi oleh RNAse. Keberhasilan pada saat sintesis cDNA total dan kemurnian cDNA total dari kontaminan DNA dianalisis menggunakan PCR dengan menggunakan primer actF dan actR yang lebih spesifik. cDNA total dapat berhasil disentesis melalui transkripsi balik dengan menggunakan RNA total sebagai cetakan. Dengan menggunakan primer oligo-dT, hanya mRNA yang dapat disintesis menjadi cDNA karena mRNA memiliki poliA pada ujung 3’sedangkan rRNA dan tRNA tidak memiliki poliA sehingga tidak dapat di sintesis menjadi cDNA. Proses teramplikasinya cDNA dengan primer ActF dan ActR dengan ukuran sekitar 450pb akan menunjukan sintesis cDNA total yang dilakukan melalui proses transkripsi balik dapat berlangsung dengan baik. Hal tersebut dapat ditunjukan bahwa RNA total yang telah di isolasi mempunyai kualitas yang sangat bagus, karena dapat



digunakan untuk mensintesis cDNA juga terbebas dari kontaminasi DNA (Suharsono et al 2008).



Material dan Prosedur Alat yang dipakai dalam praktikum adalah vortex, heating block, es, tube, sentrifuge, thermoshake, gene quant mikropipet, dan mikrotip. Bahan yang digunakan adalah organ usus ikan betok (Anabas testudineus), DEPC (diethylpyrocarbonate), primer oligodT, 2 bola putih yang ada didalam tube Ready to go you prime first strand beads, dan SDW ( Steril Destilation Water ). Siapkan sampel RNA yang sudah selesai dikuantifikasi, kemudian ditambahkan DEPC sesuai dengan hasil perhitungan, lalu di vortex menggunakan kecepatan pelan (2-3 speed). Setelah dilakukan vortex, sampel tersebut dimasukan kedalam heating block pada suhu 65 ºC selama 10 menit. Kemudian sampel dimasukkan kedalam on ice selama 2 menit, RNA yang sudah di on ice dikeluarkan dan siapkan tube yang berisi 3 µL primer oligodT. Setelah RNA dan oligodT disiapkan, masukkan kedalam tube Ready to go you prime first strand beads yang berisi 2 bola berwarna putih secara terpisah dimana RNA diletakan di cekungan bagian tutup tube, sedangkan oligodT diletakan di tepi dinding bagian dalam tube. Ketika RNA dan oligoDT dimasukan ke dalam tube, tidak boleh terkena 2 buah bola putih. Setelah itu tube di spin down di dalam sentrifuge dan biarkan selama 1 menit. Setelah 1 menit, sampel di vortex dengan kecepatan pelan (2-3 speed). Setalah itu tube diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 1 jam di dalam thermoshake. Terkahir ditambahkan SDW sebanyak 50 µL.



Hasil Berikut merupakan tabel hasil isolasi dan kuantifikasi RNA, Tabel 1 Hasil isolasi dan kuantifikasi RNA NO RNA PROTEIN RATIO PURI TY (%) 1 46,40 0,1 1,368 76 2 30,62 0,1 1,431 79 3 41,93 0,1 1,368 77 4 14,95 0,1 1,251 69 5 23,67 0,1 1,697 94 6 55,17 0,1 1,488 82 7 46,62 0,1 1,447 80 8 83,84 0,2 1,482 82 9 21,45 0,1 1,321 72 10 145,66 0,4 1,705 94 Berdasarkan tabel diatas dapat diketahui bahwa sampel yang memiliki konsntrasi RNA paling besar adalah pada percobaan menggunakan sampel MHC nila dengan metode gemzole yang mencapai nilai 145,66 dengan kemurnian RNA yang mencapai 94% dan rasio perbandingan protein sebesar 1,705. Sedangkan sampel yang memiliki konsentrasi RNA paling kecil adalah pada percobaan menggunakan sampel usus ikan betook dengan metode isogen sebesar 14,95 dengan kemurnian sebesar 69% dan rasio perbandingan dengan protein sebesar 1,251. Berikut merupakan gambar hasil visualisasi RNA,



Gambar 1 Hasil visualisasi RNA Sumber: Dokumentasi pribadi



Dari visualisasi RNA dapat dilihat hasil dari elektroforesis, pada kelompok 6 yang menggunakan reagen genezol lebih terang dibandingkan dengan kelompok 1 yang menggunakan reagen isogen, artinya dengan menggunakan reagen genezol lebih efektif untuk mendapatkan cDNA murni, karena pada kelompok 6 mempunyai nilai hasil isolasi RNA 55,17 yang lebih besar dari kelompok 1 dengan nilai isolasi RNA 46,40. Dari hasil elektroforesis pada kelompok 2 yang menggunakan organ hati ikan gurame lebih terang dibandingkan dengan kelompok 1 yang menggunakan organ usus ikan gurame yang masing-masing menggunakan reagen isogen, tetapi nilai hasil isolasi RNA kelompok 1 lebih besar dibanding kelompok 2 dengan masing-masing nilainya yaitu 46,40 dan 30,62. Sedangan pada kelompok 6 dan 7 yang masing-masing



menggunakan organ usus dan hati ikan betok mempunyai tingkat terang yang hampir sama. Pada kelompok 5 yang menggunakan MHC ikan nila dengan menggunakan reagen isogen lebih terang di bandingkan MHC ikan nila yang menggunakan reagen genezol pada kelompok 10, dengan masing-masing kelompok mempunyai nilai isolasi RNA 23,67 dan 145,66. Pada kelompok 8 yang menggunakan organ usus ikan betok mempunyai nilai



isolasi RNA lebih besar yaitu 83,84 dibanding dengan kelompok 9 dengan nilai 21,45 dengan masing-masing kelompok menggunakan reagen genezol. Pembahasan DNA komplementer (cDNA) merupakan DNA yang disintesis dari RNA (mRNA) Template dalam reaksi dikatalisis oleh enzim reverse transcriptase. cDNA sering digunakan untuk mengkloning gen eukariotik pada prokariota. DNA komplementer juga diproduksi secara alami oleh retrovirus (seperti HIV-1, HIV-2, Simian Immunodeficiency Virus, dll) dan kemudian diintegrasikan ke dalam genom inang di mana ia menciptakan sebuah provirus. ‘The cDNA’ istilah ini juga biasanya digunakan dalam konteks bioinformatika, untuk merujuk ke urutan mRNA transkrip yang dinyatakan sebagai basa DNA (GCAT) dari pada basis RNA (GCAU). ( Cheng et al 1997). Meskipun ada beberapa metode untuk melakukannya, cDNA yang paling sering disintesis dari dewasa (penuh disambung) mRNA menggunakan enzim reverse transcriptase. Enzim ini, yang secara alami terjadi pada retrovirus, beroperasi pada untai tunggal mRNA, menghasilkan DNA komplementer yang didasarkan pada pasangan pasangan basa RNA (A, U, G dan C) untuk melengkapi DNA mereka (T, A, C dan G masingmasing). (Cheng et al 1997). Langkah-langkah mendapatkan cDNA eukariotik yang intron telah dihapus diantaranya adalah pertama, sebuah sel eukariotik mentranskripsi DNA (dari gen) menjadi RNA (pre-mRNA). Kedua Sel yang sama proses alur pra-mRNA dengan menghapus intron, dan menambahkan ekor poli-A dan 5 'Methyl-Guanin cap (ini dikenal sebagai modifikasi pasca-transkripsi). Ini campuran helai mRNA matang diekstrak dari sel. The Poly-A ekor mRNA pasca transkripsi dapat dimanfaatkan dengan oligo (dT) manik-manik dalam uji kromatografi afinitas. Ketiga sebuah poli-T oligonukleotida primer yang hibridisasi ke ekor poli-A dari template mRNA matang, atau primer heksamer acak dapat ditambahkan yang berisi setiap 6 basis kemungkinan untai tunggal DNA dan karena itu dapat berhibridisasi di mana saja di RNA (Terbalik transcriptase membutuhkan ini segmen untai ganda sebagai primer untuk memulai operasinya). keempat Reverse transcriptase ditambahkan, bersama dengan trifosfat Deoksinukleotida (A, T, G, C). Ini mensintesis satu untai komplementer DNA hibridisasi dengan mRNA untai asli. Untuk mensintesis sebuah untai DNA tambahan, tradisional orang akan mencerna RNA untai hybrid, menggunakan enzim seperti RNase H, atau melalui metode pencernaan alkali. Kelima setelah pencernaan RNA, DNA beruntai tunggal (ssDNA) yang tersisa dan karena asam nukleat tunggal terdampar adalah



hidrofobik, cenderung lingkaran di sekitar itu sendiri. Sangat mungkin bahwa ssDNA membentuk lingkaran hairpin pada ujung 3 '. Keenam dari lingkaran jepit rambut, DNA polimerase kemudian dapat menggunakannya sebagai primer untuk menuliskan urutan komplementer untuk ss cDNA. Sekarang, DNA harus dibiarkan dengan terdampar cDNA ganda dengan urutan identik sebagai mRNA bunga. Terakhir the reverse transcriptase scan mRNA matang dan mensintesis urutan DNA yang melengkapi template mRNA. Ini untai DNA adalah DNA komplementer. (Ono et al 1990). Berikut merupakan gambar dari prose sintesis cDNA,



Gambar 2 Proses sintesis cDNA Sumber: www.nature.com



Isogen adalah reagen untuk ekstraksi RNA dari manusia, hewan, tumbuhan dan bakteri. Isogen digunakan untuk sampel jaringan, yang berfungsi untuk melisiskan suatu jaringan. Komponen dari isogen yaitu cairan homogen yang mengandung fenol dan guanidin tiosianat (Toyama 1997). Genezol adalah reagen yang tersusun dari berbagai komponen seperti fenol, kloroform dan guanidin isothiocyanate berbasis pada ekstraksi RNA serta ekstraksi simultan RNA, DNA, dan protein pada berbagai sampel , seperti darah, sel-sel, dan jaringan. Berdasarkan hasil elektroforesis, perlakuan sampel yang menggunakan reagen genezol memiliki hasil yang lebih baik dibandingkan dengan sampel yang menggunakan reagen isogen, dapat dibuktikan dengan lebih terangnya pita yang dihasilkan pada sampel dengan genezol dibandingkan dengan isogen. Hal tersebut dikarenakan pada reagen genezol, sampel yang dapat teramatinya lebih banyak dibandingkan dengan isogen, genezol (50-100 mg) sedangkan isogen (25-50 mg) (Craig 2013). Hal tersebut yang dapat menyebabkan pita genezol hasil elektroforesis lebih terang dibandingkan dengan pita elektroforesis sampel isogen. Promotor β-Actin Universal Merupakan promotor yang didapatkan pada ikan medaka dan berfungsi sebagai urutan DNA spesifik yang berperan dalam mengendalaikan transkripsi gen struktural dan terletak di daerah upstream (hulu) dari bagian struktural gen. Promotor ini terbukti efektif dalam mengekspresikan gen



yang akan disisipkan pada ikan seperti GFP (Green flourescent Protein) dan gen penyandi Δ6 Desaturase dari ikan salmon masu. Kemunculan pita pada 200-400bp dikarenakan pada saat proses amplifikasi pada PCR menggunakan primer Promotor β-Actin Universal. Promotor ini dapat teramplifikasi oleh PCR dan memiliki aktivitas yang tinggi pada organ hati serta memiliki panjang basa sekitar 200bp, 300bp, 400bp sehingga terlihat seperti tiga pita (Xiao et al 2011) β-actyn merupakan promoter sebagai salah satu komponen dari kontruksi gen yang fungsinya adalah mengontrol ekspresi gen asing pada ikan transgenik(Alimuddin et al 2008). β-actyn berasal dari komponen sitoskeleton yang fungsinya untuk proses seluler, yang termasuk migrasi sel, pembelahan sel daan regulasi ekspresi gen (Bunnell et al 2011). Promtor βactyn ini sudah di isolasi dari beberapa jenis ikan dan memiliki regulator dengan aktivitas tinggi dalam mengatur ekspresi transgten pada ikan transgenik. Promoter dapat di uji dengan dilakukannya penginjeksian kontruksi gen ke embrio dan kemudian mengamati ekspresi sementara dari gen penanda yang digunakan (Alimuddin et al 2008). Data kuantifikasi RNA dengan kecerahan pita setiap masing-masing kelompok berbeda. Pita yang muncul hasil isolasi RNA adalah semua dari kelompok 1- 10, dan tidak terkontaminasi. Kecerahan pita hasil isolasi RNA terdapat pada kelompok 5, 6, dan 7, kecerahan pita yang dihasilkan lebih terlihat daripada kelompok lain. Pita muncul pada semua kelompok karena menggunakan Beta aktin Universal jadi pita muncul semua dan tidak adanya kontaminasi. Pola pita yang dihasilkan pada isolasi RNA sudah murni tidak ada kontaminasi. Menurut Warr (2003) makin besar keragaman suatu karakter individu atau populasi maka hal tersebut semakin baik (menguntungkan).



Kesimpulan Berdasarkan percobaan yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa sintesis cDNA dari RNA organ usus ikan betok (Anabas testudineus) berhasil dilakukan, dibuktikan oleh adanya promotor β-actyn pada pita 200400 bp.
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