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The parlial genomic librory of teah (Tectono grandis, L)1has designed to isolatqond characterize

microsatellite sequences lrom teak genome. Microsolellite or *imple Sequence Repeat'(1g.) are shirr
tandem array of repeated se{uences in DNA which have monQ- to tetri-nucleofiie repeated motif and
randomly dislrtbukd throughoul eukaryotic genomes. Microsalpllire has odvanlages characters rhan the
other DNA marhen such as codominon ond highest polymorphic information content (pK). In this
resegrch, uskg hybridization of oligos bounded - membran to frogments of odaptered-DNA iechnique
was designed enriched portiul genomic lihrary. The DNA wos ilgested iitn iro r, .ssp t and eiu I
restrlction enrymes befora ligated to Mlu I sdapten and hybriitized to oligos bounded_membrans. The
result was cloned to modiftcated pGEM-T vektorc and transformed to Eschlrtchia coli strain JM 109 by
uskg heot 

.shoStc ryethod. Yertfieation of succesfutly partiol geil.omic libraries were done by seqaenciig
13 recombinan{colonies that randomly choosen. Wefound 11 of 13 colonles were conlain microsatelllte
sequences that con he grouped in perfect and imperfect microsatellite motif,, Mono and dinucleofide
motils were dominaud this result.
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I. PENDAHULUAN
Mikrosatelit atau SSR (Simple Sequence

Repeat) adalah urutan segmen DNA yang
tercusun dari urutan inti berupa pengulangan

,tandem mono-, di-, tri-, dan tetranukleotida yang
berjumlah sangat melimpah dan tersebar dalam
genom eukariot (Saghai Maroof et al., lgg4).
Adanya variasi jumlah pengulangan dari urutan
mikrosatelit menyebabkan mikrosatelit bersifat
sangat polimorfik.

Sebagai salah satujenis penanda molekul
yang relatif baru, mihosatetit menjanjikan
kemampuan yang tebih baik dari pada penanda

" molekul lainnya (mid. RFLP, RAPD, AFLp). Hal
ini disebabkan oleh adanya kelebihan dari
mikrosatelit dibanding dengan penanda molekul
lainnya" seperti polimorfisme yang sangat tinggi
yang teroermin dari Snyaknya jumlatr alel dalam
satu lokus mikrosatelit, berbasis teknik pCR

sehingga: mudah diaplikasikan, dan sifat
kodominan (Powell et a1.,1996).

Fenelitian tentang mikrosatelit telatr
dilakukan pada berbagai bidang penelitian, baik
yang berupa isolasi dan karakterisasi maupun
aplikasi.'Penanda mikrosatelit telah diaplikasikan
untuk berbagai macam tujuan seperti kedokteran
(Lench et al., 1996), pemuliaan tanaman
(Maughan et al., 1996), penelitian genetika dasar
berupa kontrulsi peta genetik (Cregan et al.,
1994) maupun konservasi genaik (Luo et al.,
1999, [sagi et al., 1999, England et al., 1999).
Namun, rneski telatr terbukti bahwa mikrosatellite
memiliki banyak keunggulan, penanda ini juga
memiliki I kelemahan yakni tingkat kesulitan yang
cukup tlnggi dalam usaha mengisolasi dan
mengkarakterisasi urutan yang mengandung
mikrosatelit tersebut. Sebab meskipun jumlah
mikrosatdlit di dalam genom melimpah (powel er
al., 1996), namun proporsinya terhadap genom
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secara keseluruhan relatif kecil. Sehingga untuk
mengkarakterisasl lokus mikrosateliit perlu

dilakukan teknik'enrichment' dengai.t tujuan
mendapatkan urut-urutan yang banyak

mengandung mikrosatelit dalam pustaka genom.

Beberapa teknik isolasi dan karakterisasi
lokus mikrosatelit telah dilaporkan (Lerwh et al.,
1996, Edward s et al., I 996, Ostran der et pl., 1992,

Connel et al., 1998) dapat digunakan untuk
mendesain pustaka genom yang telah dlperkaya,
namun dari beberapa penelitian lain (Cordeiro et
al., 1999) terungkap bahwa tidak semtra teknik
'enrichment' tersebut dapat diaplikasikan pada

semua sampel yang berbeda. Sehingga diperlukan
optimasi teknik untuk mendapatkan I pustaka

genomik yang sudah diperkaya untuk jbnis-jenis

sampel yang berbeda.

Untuk itu dalam penelitian lni akan

didesain pustaka genomik yang telah diperkaya
motif mikrosatelit dengan menggunakan metode
Edwards et al. (1996) pada DNA jati.

'

Bahan yang digunakan adalah daun segar
jati (Tectona grandis, L). Ekstrakpi DNA
dilakukan dengan menggunakan metodg CTAB-
Porebsky et al (1996) dengan sedikit mpdifikasi.
DNA hasil ekstralsi difragmentasi dengan

menggunakan enzim restriksi Rsa /, Ssp { dan Alu
/. Kemudian diligasi dengan adapter Mlu I (21 dan
25 mer). Fragmen yang sudah diligasi adapter
diamplifikasi dengan teknik PCR dan dihibridisasi
dengan membran Hybon N+ berukurant0,5 cm2
yang mengandung oligonuklotida,bermotif
mikrosatelit selama 48 jam. Membran lcemudian
dicuci 5X dengan 2X SSC, 0,01o/o SDS dan 3X
dengan 0,5 SSC, 0.01 % SDS. Selanjutnya
rnembran dielusi pada air deionisasi mendidih
selama 8 rhnit. Hasil elusi pnembran

diamplifikasi degsan teknik PCR danr hasilnya

diklon ke dalarh vektor pGEM-T mpdifikasi.
Kemudian ditransformasi dengan menggunakan
teknik kejut panas ('heat shock') pada inang
kompeten ,.isel Escherichia coli strain JM 109

(Promega}.
$el hasil transformasi ditumbuhl4an dalam

medium LB agar padat yang mepgandung
lO0pg/ml ampisilin dan sudah diolesi d(ngan 100

pl l00mM IPTG + 20pl 5Omg/ml X-GAI. Kultur
diinkubasi pada suhu 37oC selama 4oC selama 24
j am. Efi siensi/transformasi di hitung dan veri fi kasi

klon rekombinan dilakukan dengan melakukan
sekuensing sampel yang dipilih secara acak.

:

III. HASIL DAN PEMBAHASAI\

Dalam penelitian ini, ekstraksi DNA yang
dilakukan dengan menggunikan metode CTAB -
Porebsky et al {1996) dengan sedikit modifikasi,
menujukkan hasil DNA yang cukup bagus. Nilai
rasio absorbansi A2601,{280 hasil pengukuran
menunjukkan nilai 1.81, sbdangkan konsentrasi'
DNA yang diperoleh t 38 pg/pl. Nilai rasio
absorbansi yang diperoleh menunjukkan bahwa
DNA yang diperoleh hampir tidak mengandung
kontaminan (protein dan metabolit sekunder
lainnya). Rasio absorbasni A2601A280 ya{rg

menunjukkan nilai < L8 berarti DNA masih
mengandung protein dan metabolit sekunder

lainnya sedangkan nilai > 1.9 berarti DNA
banyak mengandung RNA dan fragmen DNA
banyak sudah terdegradasi.

Ekstraksi DNA pada tanaman
membutuhkan lebih banyak perlakuan
dibandingkan ekstraksi DNA pada sel hewan.
Pada ekstraksi DNA sel tumbuhan dibutuhkan
tahap untuk membebaskan isi sel (khususnya
DNA) dari bungkus dinding sel. Umumnya
dilakukan dengan mifrggunakan teknik
penghancuran secara mekinis/pengerusan dan
penambahan deterjen Sodium Dodecyl Sulfat
(SDS) ataupun Cationik tre*adecyl Trimetil
Bromide (CTAB) (Wilke, 1997). Selain itu pada

tanaman umumnya banyak dijumpai kandungan-
kandungan zat-zal yang berpotensi menjadi
kontaminan terhadap perolehan DNA hasil
ekstraksi, misalnya senyawa-senyawa polifenolik
dan polisakarida (Wilke, 1996), sehingga untuk
mendapatkan DNA kualitas bagus seringkali
masih diperlukan' beberapa modifikasi terhadap
suatu metode ekstraksi DNA. Pada tanaman jati,
ditemukan kandungan senyawa polifenolik dan
polisakarida yang cukup signifikan, sehingga
diperlukan modifi kasi untuk mendapatkan metode
optimum untuk ekstraksi sampelnya. Modifikasi
penambahan Polyvinyl Pirrolidone (PVP)
sebanyak lgr/3gr sampel dauir dan ekstraksi
kloroform:isoamil alcohol (24:l) sebanyak 2X
dengan sentrifugasi bersuhu 4oC, ternyata
memberikan hasil DNA yang bagus.

Kualitas DNA juga teruji dari hasil
fragmentasi dengan menggunakan enzim restriksi
Rsa I, Alu I dan ,Ssp fl y"ng terbukti DNA dapat
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terfragmentasi dengan baik. 'DAI$ hasil
pemotongan didominasi fragmen berukufun 200 -
700 bp. Ukurqgr ',ini sesuAi dengan tujuan
fragmentasi dalam penelitian, yakni mendapatkan
fragmen DNA berukuran 300 - 500 bp. Ukuran
fragmen DNA ini adalah ilkuran DNA yang
umum digunakan dalam metode isolasi
mikosatelit (England et al., 1999\.

Hibridisasi antara hasil amplifikasi
fragmen yang sudah dipasangi adapter Mlu I
diujung 3' dan 5' (21 dan 25 mer) dengan
membran Hybon N+ yang mengandung oligo
bermotif mikrosatelit, dilakukan secara lengkap
selama 48 jam. Teknik pencucian membran
merupakan faktor penting dalam menentukan
akurasi pustaka genomik parsial yang diperoleh
nantinya. Dengan menggunakan 5X pencucian
dengan konsentrasi garam tinggi dan 3X
pencucian garam rendah pada suhu 65oC,
memberikan hasil yang cukup bagus pada pustaka
genomik yang diperoleh. Berdasarkan kajian
pustak4 kondisi teknik pencucian (konsentrasi
garam dan suhu pencucian) diduga bersifat
spesifik untuk jenis DNA tanaman yang berbeda.

Cordeiro et al (1999) yang melakukan
penelitian serupa pgda Saccharum spp dengan
menggunakan teknik 'enrichment' metode
Edwards et al (1996) derlgan teknik pencucian 5X
konsentrasi garam tinggi- dan 3X garam rendah
pada suhu 65oC, tidal( mendapatkan lokus
mikrosatelit pada pustaka yang diperolehnya.
Artinya pustaka genomik parsial Saccharum spp
yang dibuatnya tidak benar-benar dapat
diperkaya. Metode Edwards et al (1996) sendiri
menggunakan teknik pencucian 20X (5 menit
untuk tiap pencucian) dengan menggunakan 0,5
SSC (garam rendah) pada suhu 65'C. Dalam
penelitian ini, pada awalnya sudah dicoba
menggunakan teknik pencucian 20X denggn
konsentrasi gaftrm rendah, namun tidak didapat
pustaka genomik yang benar-benar telah
diperkaya seperti yang diharapkan. Namun
dengan melakukan perubahan teknik pencucian
yakni dengan menggunakan 5X buffer pencuci
konsentrasi gararn tinggi dan dilanjutkan 3X
garam rendah pada suhu 65oC, didapatlah pustaka
gerfomik parsial yang dipdrkaya. i

Amplifikasi hasil elusi didapat fragmen
berukuran antara 100 - 700 bp. Fragmen ini
kemudian diligasikan ke vektor pGEM-T
modifikasi. Modifikasi f berupa penghilangan
kedua ujung timidin dan pemotongan vektor
dengan pada 'site restriction' enzim Mlu I. Agar
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tetap linear, plasmid hasil modiikasi difosforilasi
menggunakan enzim alkalin fosfatase (Calf
intestine ralkaline phosphatase). Hasil
elektroforesi[ gel agarose plasmid menunjukkan
bahwa modifikasi pl asmid berhasil dilaJrukan.

Trarlsformasi hasil ligasi fragmen-plasmid
ke sel inartq Escherichia coli strain JM 109
menggunakan metode kejut panas menunjukkan
hasil yang crlkup bagus yang ditandai dengan nilai
efisiensi trartsformasi yang cukup tinggi yak4i 1,3
X l0t. Dalarin penelitian ini dilakukaniwhitrd-Ulue
screening' I untuk membedakan ikoloni

rekombinantkoloni putih (yang mengandung
mikrosatelit) dan dan koloni yarig non-
rekombinan/koloni biru. Adapun efisiensi ligasi
fragmen ddngan vektor dapat I dilihat dad
perbandingan jumlah koloni puti\ dan koloni
biru, yakni isekitar t 3500 koloni iutih : 175
koloni biru (20 : l).

Unttlk membuktikan ada tidaknya urutan
mikrosatelit ipada koloni rekombinan, dilakukan
sekuensing pada beberapa koloni putih yang
dipilih secara acak dari pustaka genomik yang
sudah diperoleh. Hasil sekuensing dari 13 sampel
koloni, monunjukkan bahwa l2 koloni
mengandungi mikrosatelit dengan tipe sempuma
dan tidak serhpurna. Sedangkan motif mikrosatelit
yang diperoleh umumnya bertipe pengulangan
mononukleolida dan dinukleotida. Namun dari ke-
12 sampeli y"ng mengandung mikrosatelit
tersebut, 7 diantaranya memiliki fragmen sisipan
yang sama. iSehingga meskipun ditemukan 12
plasmid yang mengandung mikrosatelit, hanya 6
motif mikroshtelit saja yang dapat dikarakterisasi.
Hal ini meskipun dianggap sebagai kondisi yang
umum dan isering dialami dalarn penelitian-
penelitian sbrupa, namun dalam penelitian ini
penyebabnyar diduga adalah kondisi pada teknik
pencucian mdmbran hasil hibridisasi.

Dari: hasil sekuensing tersebut dapat
disimpulkan lbahwa dalam penelitian ini telah
berhasil didesain pustaka genomik parsial pada
jati yang srudah diperkaya motif mikrosatelit
berdasar rnetode 'enrichment' Edwards et al
(1996) yanglsudah dimodifikasi. Namun untuk
meningkatkah efisiensi perolehan milaosatelit
atau denganrkata lain untuk meningkatkan mutu
pustaka gertomik parsial, masih diperlukan
optimasi teknik 'enrichment' khusunya pada tahap
pencucian membran hasil hibridisasi.
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kode
koloni

ukuran
fragmen

(bn)

Motif
pengulangan

kategori

Ts-l 232 (cr)15 Perfect
To-? 274 (GA)r3 Perfect
Tp-4 238 (GA)6TA(GA)IO Perfect

Tg-71
Tg-72

334 (r)3AAA(r)ec
(T)10

Imperfect

(GA)l I Perfect
Ts-8 r9l (T)n Imperfect
Ts-a t62 (GA)13 Perfect
Ts-f 197 (GA)19 Perfect
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Tabel: Mikrosatelit Hasil Sekuensing') Characrterization of mic
algae Gracillaria gracilis.
6:700-702.

8. Maughan P.J., M.A.
1996, Molecular marker

i.

:-

*)koloni yang mengandung fragmen sisipan yang
sama tidak dimasukan dalam table.
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