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RINGKASAN 

Penelitian ini secara keseluruhan bertujuan untuk membakukan suatu 

probiotik peneema serat kasar untuk meningkatkan kecemaan jerami padi sebelum 

diberikan kepada temak ruminansia. Pada tahap pertaIna penelitian dimaksudkan 

untuk mendapatkan gambaran RNA dari saluran pencemaan keong emas (Pomacea 

canaliculala) serta untuk mengetahui hasil amplifikasi DNA ensim selulase. Pada 

tahap kedua dimaksudkan untuk mengetahui gambaran sekuen nukleotida gen 

selulase, mentransfonnasikan gen tersebut ke Pichia pastoris serta mengetahui 

ekspresi gen tersebut menggunakan SDS-PAGE dan Western Blot. 

Jaringan peneemaan keong emas (Pomacea canaliculata) digerus dan 

dilakukan isolasi RNA total menggunakan reagen Trizol-LS, sintesis eDNA dengan 

menggunakan ready-to-go reverse !ranscriptase polymerase chain reaction (RTG­

RT -PCR) kit dan amplifikasi DNA menggunakan RTG-PCR kit. Hasil PCR 

kemudian di running dengan elektroforesis DNA. Dari penelitian ini didapatkan 

gambaran RNA dari sel-sel pada saluran pencemaan keong emas (Pomacea 

cana!icu!ata) yaitu 28 S dan 18 S. Hasil amplifikasi DNA ensim selulase 

menunjukkan panjang nukleotida 640 bp. 

Pada tahap kedua, produk PCR dimumikan menggunakan gen cleaned kill, 

kemudian dilakukan sekuensing nukleotida menggunakan ready reaction kilt dan Big 

dye terminator leitt (Applied Biosystems). Pada tahap ini didapatkan sekuen 

nukleotida dengan panjang potongan atas 349 - 3S 1 bp, namun setelah dilakukan 

alignment temyata tidak didapatkan kemiripan dengan gen selulase hasil temuan 

Imjongjirak dick. Untuk itu perlu dilakukan desain primer yang baru. 

Kata kunei : ensim selulase, keong emas (Pomacea canaliculata), RNA, DNA, 

sekuensing, nukleotida 
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SUMMARY 

The full aim of this research is to standardize a probiotic for fiber digesting to 

increase the straw digestibility before passed to ruminant. At first phase of research 

intended to get of RNA characteristic from digestion tissue of gold snail (Pomacea 

canalieulata) and also to know the result of cellulase DNA amplification. In the 

second phase intended to get of the cellulase nucleotide sequence, transforming it to 

Pichia pastoris yeast and to know the expression of the gene by SDS-PAGE and 

Western Blot. 

The digestive tissue of golden snail (Pomacea canaliculala) were grinded 

homogenous and done to isolation of total RNA by Trizol-LS reagent, synthesizing 

the eDNA by ready-to-go reverse transcrlptase polymerase chain reaction (RTG-RT­

PCR) kit and DNA amplification by RTG-PCR kit. The PCR results then running by 

DNA electroforeses. The result of this research is got by RNA characteristic from the 

digestive tissue of golden snail (Pomacea canalieulata) that is 2S-S and IS-S. The 

DNA amplification of cellulose show the length of nucleotide is 640 bp. 

At the second phase, PCR product was purified using gene cleaned kitt, then 

sequenced by ready reaction kit and Big dye terminator kit (Applied Bio-systems). 

The result of this phase was half nucleotide sequence is 349 - 351 bp, but after 

alignment was not got same as cellulase gene from bnjongjirak et at. To continuing 

this research, it is required newly primer design. 

Keyword : cellulase enzyme, golden snail (Pomacea canalleulala), RNA, DNA, 

sequencing, nucleotide. 
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PRAKATA 

Alhamdulillah, puji syukur kami panjatkan ke hadirat Allah s.w.t. atas segala 

Rahmat dan KaruniaNya sehingga laporan penelitian Tahap II dengan judul : 

"Kloning Gen Penyandi Selulase Asal Keong Emas Melalui Transfonnan Pichia 

pastoris Guna Produksi Ensim Rekombinan" ini dapat diselesaikan. 

Ensim selulase dibutuhkan oleh semua hewan ruminansia untuk mencema 

selulosa yang merupakan bagian terbesar dari dinding sel tanaman. Ensim selulase 

tidak dapat diproduksi oleh semua hewan tingkat tinggi, sehingga hewan ruminansia 

perlu bersimbiosis dengan mikrobia untuk mendapatkan ensim tersebut. Meskipun 

sudah bersimbiosis dengan mikrobia, namun pemberian foed additive berupa 

pemberian mikrobia ataupun pengolahan pakan ruminansia menggunakan ensim 

temyata dapat meningkatkan kecemaan pakan tersebut sehingga hewan yang 

mengkonsumsinya dapat berproduksi dengan lebih baik. 

8eberapa hewan tingkat rendah misalnya rayap, semut dan keong dapat 

memproduksi ensim selulase komplek yang sangat dibutuhkan untuk mencema 

selulosa. lsolasi gen pembawa selulase serta upaya kioning gen tersebut dirasa perlu 

untuk mendapatkan sumber ensim yang mudah dan tidak membutuhkan waktu lama. 

Kami menyadari bahwa tulisan ini masih belum sempuma, oleh sebab itu 

kami mengharapkan masukan yang sangat herharga dari semua pihak, demi 

kesempumaan laporan ini dan semoga bermanfaat bagi para pembaca. 

Surabaya, Desember 2007 

Penulis, 
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BABI 

PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang Permasalahan 

Kebutuhan bahan pangan asal hewani semakin hari semakin meningkat. Hal 

ini seiring peningkatan jumlah penduduk, tingkat pendapatan, kesadaran gizi dan 

kualitas hidup masyarakat. Jumlah penduduk yang besar tersebut merupakan pangsa 

pasar yang besar karena kebutuhan bahan pangan asal hewan (daging, susu dan telur) 

merupakan kebutuhan primer yang harus dipenuhi. 

Populasi temak sapi di Indonesia pada tahun 2001 berjumlah sekitar 11,9 juta 

ekor, yang terdiri dari sapi asH (sapi Bali, sapi Madu~ sapi Pesisir, sapi Peranakan 

Ongole (PO), sapi Aceh), dan sapi eksotik yang diimpor dari luar negeri (sapi 

Simmental, Brahman). Jumlah sapi tersebut belum mampu memenuhi kebutuhan 

pangan dalam negeri, sehingga harus diimpor sebanyak 450.000 ekor/tabun dari 

Australia (Rusfrida, 2005). Program kecukupan daging tabun 2010 yang dirancang 

Direktorat Jenderal Petemakan, menyebutkan peran produksi daging sapi dalam 

negeri harus memberikan kontribusi sebesar 90·95 persen dari kebutuhan nasional 

(Kompas, 2006). 

Hewan ruminansia, misalnya sapi, kerbau, kambing, domba, antelop dan 

sebagainya termasuk golongan pemakan hijauan (herbivora). Peningkatan jumlah 

temak sapi akan membutuhkan hijauan pakan temak dalam jumlah yang besar. Jika 

jumlah hijauan tidak mencukupi maka dibutuhkan pakan altematif pengganti hijauan. 

Salah satu pilihan yang selama ini banyak digunakan para petemak untuk 
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menggantikan hijauan adalah jerami padi. Jerami padi merupakan salah satu Iimbah 

pertanian yang berlimpah di seluruh wilayah Indonesia, terutama pada saat musim 

panen. 

Menurut Hadjipanayiotou dkk. (1993), jerami padi mempunyai kelemahan 

berupa kandungan protein, mineral, vitamin dan karbohidrat tersedia yang rendah, 

serta kecemaan nutrien yang lambat dan rendah. Jackson (1978) menyatakan bahwa 

kecemaan jerami padi hanya sekitar 22% meskipun mempunyai kandungan TON 

sebesar 35-51%. Preston (1986) menyatakan bahwa jerami padi mempunyai 

kandungan Protein Kasar 3-4% dari Bahan Kering, selulosa 43%, hemiselulosa 25%, 

lignin 12% dan abu 16 - 17%. 

Jerami padi banyak mengandung selulosa. Menurut Wang (2004) selulosa 

merupakan rangkaian glukosa dengan jumlah 1000 sampai lebih dari satu juta unit 

sehingga merupakan sumber energi yang sangat potensial. Murashima dkk. (2002) 

menyebutkan bahwa glukosa pada selulosa terhubung dengan ikatan P-l,4-glikosida 

sehingga sulit didegradasi kecuali oleh ensim selulase. 

Ensim selulase merupakan suatu komplek ensim yang dapat memfennentasi 

selulosa menjadi g1ukosa melalui proses degradasi ensimatik. Terdapat tiga bentuk 

ensim selulase, yaitu komponen Cl (ft-1.4-glucan cellobiohydrolase atau exo-P-I,4-

glucanase) yang dapat memecah unit ~lukosil kutub non-reduksi pada selulosa bistal 

menghasilkan selobiosa, komponen Cc (endo-p·l,4-glucanase) yang dapat 

mendegradasi selulosa terlarut menghasilkan selulo-oligosakarida, serta komponen 

selobiase (ft-glucocidase) yang memecah unit glukosil kutub non-reduksi pada selule­

oligosakarida dan menghidrolisis selobiosa menjadi glukosa (Murashima dkk., 2002). 
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Dalam rumen hewan ruminansia terdapat mikrobia penghasil ensim selulase, 

namun kecemaan terhadap jerami masih tergolong rendah. Varga dan Kolver (1997) 

menyatakan bahwa hewan ruminansia hanya mampu mengubah 10 - 35% serat 

sebagai sumber energi sedangkan 20 - 70% selulosa tidak dapat tercema. 

Penambahan ensim pencema serat, baik yang diaplikasikan pada pakan 

maupun diberikan secara langsung dapat meningkatkan produktivitas temak 

(Adesogan, 2005). Krehbiel dkk. (2003) menyatakan bahwa pemberian mikrobia 

langsung pada hewan ruminansia dapat menurunkan asidosis rumen, meningkatkan 

konsentrasi propionat, jumlah protozoa serta respon kekebalan. Knowlton dkk. (2002) 

menemukan bahwa ensim pencema serat yang diberikan langsung pada sapi perah 

dapat menimbulkan efek yang berbeda tergantung periode laktasi, baik terbadap 

pertambahan berat badan maupun produksi susu. 

Beauchemin dkk. (2003) menyatakan bahwa ensim pencema serat yang 

diaplikasikan pada hijauan, bijian ataupun pakan komplet sebelum dikonsumsi oleh 

sapi periode laktasi dapat meningkatkan k.ecemaan. Kung-Jr. dkk. (2002) juga 

menyatakan bahwa pemberian pakan komplet dengan sumber bijauan telah ditaburi 

ensim selulase dan xylanase dapst memberikan respon yang positif pada sapi laktasi. 

Secara umum ensim selulase hanya diproduksi oleh mikrobia, baik bakteri, 
. 

protozoa maupun jamur. Clostridium cel/ulovoran bisa memproduksi ensim selulase 

komplek, yang disebut sebagai selulosam. Selulosam terdiri dari endoglukanase, 

eksoglukanase dan B-glukosidase (Murashima dick., 2002). 
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Beberapa hewan invertebrata, misalnya nematoda parasit tanaman, arthropoda 

dan moluska diketahui menghasilkan ensim selulase endogen. Sampai sekarang telah 

ditemukan kurang lebih 20 jenis hewan yang dapat memproduksi ensim selulase 

berupa endo-B-glukanase dan B-glukosidase dan telah berhasil dikioning. Hewan­

hewan tersebut antara lain rayap, kecoa, kumbang bertanduk, keong dan lain-lain (Lo 

dkk., 2003; Ji dkk., 2003; Tokuda dkk., 2004). 

Tokuda dkk. (2004) menyebutkan bahwa dari 2600 spesies rayap temyata 

75o/o-nya tidak bersimbiosis dengan flagellata dalam saluran pencemaannya untuk 

mendegradasi serat kasar. Untuk mendegradasi serat kasar, rayap menghasilkan 

enzim pencema serat dari tubuhnya yang disebut sebagai enzim endogen. Rayap yang 

bersimbiosis dengan flagellata temyata juga menghasilkan enzim endogen untuk 

mencema serat bersama-sama dengan enzim yang dihasilkan oleh flagellata. Enzim 

ini dihasilkan di saluran pencemaan rayap, mulai glandula saliva sampai usus bagian 

belakang. 

Ji dkk. (2003) menyatakan bahwa ensim endogen pada keong Ampul/aria 

crossean merupakan enzim multifungsi yang terdiri dari endoglukanase, 

eksoglukanase dan endoxylanase. Adanya ensim tersebut memungkinkan keong 

tersebut mencema selulosa dan hemiselulosa. Menurut Lo dkk. (2003) sekuen gen 

selulase endogen yang dihasilkan ol~h hewan invertebrata mempunyai kemiripan 

yang tinggi, rata-rata lebih dari 50%. 

Keong emas banyak memakan berbagai macam hijauan pertanian meskipun 

bukan termasuk hewan ruminansia. Keong menyukai padi berusia muda, yaitu umur 

I - 3 minggu. Tingkat serangannya sangat sporadis, sehingga dalam waktu semalam 
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ribuan batang padi bisa habis dikonsumsi (Suara Merdeka, 2004). Keong emas 

(Pomacea canaliculata) mampu memakan tumbuhan karena kemungkinan dalam 

saluran pencemaan terdapat mikrobia yang mampu mencema bahan yang banyak 

mengandung serat kasar atau karena keong emas menghasilkan ensim selulase 

endogen. 

Chanier dan Brune (2003) menemukan mikrobia dalam saluran pencemaan 

keong Pulmonata. Castro-Vazquez dick. (2002) menyebutkan bahwa pada usus bagian 

tengah keong emas (Pomacea canaliculata) terdapat korpuskel C dan K yang mampu 

memproduksi ensim pencemaan. Andrews (1965) dalam Jeong dick. (1999) 

menyebutkan bahwa pencemaan keong emas (Pomacea canaliculata) mengandung 

ensim selulase yang kuat. AI-Arif dick. (2004) menemukan bahwa isi saluran 

pencemaan keong emas (Pomacea canaliculata) mempunyai aktivitas selulase lebih 

tinggi dibandingkan dengan isi saluran pencemaan rayap (Macrotermes sp.). 

Ji dick. (2003) menemukan ensim endogen pada keong Ampullaria crossean. 

Ensim tersebut juga berhasil diisolasi dnn diekspresikan pada Pichia pas/oris sebagai 

ensim rekombinan. Imjongjirak dkk. (2006) menyatakan bahwa sekuen asam amino 

ensim selulase pada keong emas (Pomacea canaliculata) mempunyai kemiripan 98% 

dengan ensim selulase pada Ampullaria crossean. 

Pichia pastoris menapakan ~gi metilotropik yang bisa mengekspresikan 

protein dalam jumlah tinggi, baik intrasel maupun ekstrasel, bahkan tidak akan 

terganggu walaupun terdapat endotoxin ataupun kontaminasi vinas, oleh sebab itu 

protein yang tidak bisa diekspresikan pada bakteri bisa diekspresikan pada Pichia 

pastoris (Charoenrat, 2005). 
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Pichia pastoris populer sebagai host dalam pembuatan protein rekombinan, 

namun bagaimana kondisi saat proses tersebut berlangsung belum banyak diungkap 

sebagaimana E. coli dan S. cerevisiae. Sel bakteri cukup sederbana, waktu generasi 

yang cepat, produksi banyak dan murah, namun tidak mempunyai membran tempat 

organel menempel. Ragi merupakan eukaryota sederbana yang menyerupai sel 

mamalia, dapat tumbuh cepat dan murah sebagaimana bakteri, riamun produksinya 

masih dinilai rendah. Pichia pastoris merupakan mikrobia bersel tung gal yang mudah 

dimanipulasi dan dikultivasi. Seperti halnya eukaryota, pada pasca translasi juga bisa 

dimodifikasi misalnya dalam proses proteolitik, formasi ikatan disulfida ataupun 

glikosilasinya (Jahic, 2003). 

1.2. Subyek Penelitian 

Penelitian ini menggunakan keong emas (Pomacea canaliculata) sebagai 

subyek penelitian. Dari keong emas tersebut diambil bagian organ pencemaan, 

meliputi lambung dan usus. Diharapkan dari organ pencemaan tersebut bisa 

didapatkan ensim selulase endogen yang bisa digunakan sebagai probiotik untuk 

meningkatkan kecemaan serat kasar pada hewan ruminansia. 

1.3. Lokasi Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Makanan Temak - Bagian IImu 

Petemakan FKH Unair, Lab. Virologi dan Immunologi - Bagian Mikrobiologi 

Veteriner FKH Unair, Lab. Biomolekuler- FKH Unairdan TDe - Unair. 
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1.4. Basil yang ditargetkan 

HasH yang ditargetkan dalam penelitian ini adalah : 

1. Mendapatkan ensim selulase endogen dari saluran pencernaan keong emas 

(Pomacea cana/icu/a/a) 

2. Mengetahui sekuen gen selulase endogen keong emas. 

3. Mentransformasikan gen tersebut pada Pichi a pas/oris. 

4. Mengetahui ekspresi gen tersebut dengan menggunakan SDS-PAGE dan Western 

Blot. 

5. Pembakuan probiotik pencerna serat kasar untuk meningkatkan kecernaan jerami 

padi sebelum diberikan kepada ternak. 
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BABII 

TUJUAN DAN MANFAA T PENELITIAN TAHAP II 

2.1. Tujuan penelitian 

2.1.1. Tujuan khusus penelitian jangka pendek 

Penelitian ini pada tabun pertama bertujuan untuk : 

1. Untuk mendapatkan gambaran RNA dari saluran pencernaan keong 

emas (Pomacea cana/icu/a/a) 

2. Untuk mengetahui hasil amplifikasi DNA ensim selulase asal saluran 

pencernaan keong emas (Pomacea cana/icu/a/a) 

Pada tabun kedua bertujuan untuk : 

1. Mendapatkan gambaran sekuen DNA penyandi ensim selulase 

2. Melakukan pemetaan gen selulase dengan ensim restriksi endonuklease 

3. Mentransformasikan gen selulase pada P. pas/oris 

4. Mengetabui ekspresi gen selulase dengan teknik SDS-PAGE dan 

Western Blot 

2.1.2. Tujuan khusus jangka panjang 

Penelitian ini selamn tiga (3) ta!lap, secara keseluruhan bertujuan untuk 

membakukan probiotik pencema serat kasar untuk meningkatkan kecemaan jerami 

padi sebelum diberikan kepada ternak ruminansia. 
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2.2. Manfaat Penelitian 

Diharapkan dari penelitian ini dapst memecahkan masalah daya cerna hewan 

ruminansia yang rendah terhadap serat kasar terutama yang berasal dari jerami padi 

dengan menghasilkan probiotik pencema serat kasar. Diharapkan jerami padi yang 

telah difennentasi dengan probiotik tersebut kecemaannya dapat ditingkatkan 

sehingga temak yang mengkonsumsi bisa berproduksi dengan baik. Dengan demikian 

kekurangan bahan pakan temak ruminansia yang selama ini ban yak dialami para 

peternak sapi bisa diatasi. 
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3.1. Pakan Ruminansia 

BAB III 

TINJAUAN PUSTAKA 

Keberhasilan industri petemakan ditentukan oleh beberapa faktor, yaitu 

ketersediaan pakan, faktor bib it, manajemen dan kesehatan hewan, serta inovasi 

teknologi dan faktor ekstemal lain. Profil usaha petemakan di sektor primer 

menunjukkan bahwa usaha petemakan unggas, sapi, kambing dan domba 

memberikan peluang usaha yang baik sepanjang manajemen pemeliharaan mengikuti 

prosedur dan ketetapan yang berlaku (Dwiyanto dkk., 2005). 

Menurut Dirjen Bina Produksi Petemakan, masyarakat Indonesia baru mampu 

mengkonsumsi daging sapi sekitar 1,7 kg/orang/tabun. Jika penduduk Indonesia 

sekitar 220 juta orang, maka dibutuhkan 1,5 juta ekor sapi lokal dan 350.000 ekor 

sapi bakalan serta 30.000 ton daging. Jika terjadi peningkatan jumlah penduduk 2% 

per-tabun dan populasi sapi 14% per-tab un dengan kemampuan mengkonsumsi 

daging naik 1 gramlkapitalhari, maka dibutuhkan 1.265,8 tonlhari yang identik 

dengan 10.548 ekorlhari atau 3,85 juta ekor/tabun (Tawaf, 2004). 

Populasi temak sapi di Indonesia pada tabun 2001 berjumlah sekitar 11,9 juta 

ekor, yang terdiri dari sapi asH (sapi Bali, sapi Madura, sapi Pesisir, sapi PCl'3I1akan 
. 

Ongole (PO), sapi Aceh), dan sapi eksotik yang diimpor dari luar negeri (sapi 

Simmental, Brahman). Jumlah sapi tersebut belum mampu memenuhi kebutuhan 

pangan dalam negeri, sehingga harus diimpor sebanyak 450.000 ekor/tabun dari 

Australia (Rusfrida, 2005). 
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Peningkatan jumlah temak akan membutuhkan hijauan pakan temak dalam 

jumlah yang besar pUla. Jika jumlah hijauan tidak mencukupi maka dibutuhkan pakan 

altematif pengganti hijauan (Rusfrida, 2005). Nitis (1994) menyebutkan bahwa 

komposisi hijauan yang dikonsumsi hewan ruminansia berbeda-beda tergantung 

spesies hewan, tempat pemeliharaan serm musim. Pada musim penghujan hijauan 

yang dikonsumsi sapi terdiri dari 79% rumput, 14% dedaunan serta 7% lain-lain, 

sedangkan pada musim kemarau hijauan yang dikonsumsi bisa terdiri dari 49% 

rumput, 32% dedaunan serta 19% lain-lain. 

Salah satu pilihan yang selama ini banyak digunakan para petemak untuk 

menggantikan hijauan adalah jerami padi. Jerami padi merupakan salah satu limbah 

pertanian yang berlimpah di seluruh wilayah Indonesia, terutama pads saat musim 

panen. Selama ini jerami padi hanya digunakan sebagai bahan industri kertas, bahan 

bakar, media tanam jamur serta sebagian digunakan sebagai pakan temak ruminansia 

pada musim kemarau. Penggunaan jerami padi sebagai pakan ruminansia mempunyai 

keuntungan antara lain berjumlah banyak serm tidak bersaing dengan kebutuhan 

manusia (Orskov, 1998). 

Sebagai golongan Iimbah, jerami padi mempunyai kelemahan berupa 

kandungan protein, mineral, vitamin dan karbohidrat tersedia yang minim, serta 

lambat dan rendahnya kecemaan nu~en. Jerami juga mengandung lignin yang 

melingkupi dinding sel sehingga sulit dicema (Hadjipanayiotou dkk., 1993). Kualitas 

jerami padi sangat bervariasi, kandungan protein kasar berkisar 2-7% serta ADF 

(Acid Detergent Fiber) berkisar 41 - 56% berdasar Bahan Kering (Drake dkk., 2002). 
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Variasi ini dipengaruhi oleh faktor Iingkungan, varitas dan penyimpanan (Soejono, 

1995). 

Doyle dkk. (1986) menyatakan bahwajerami padi tersusun dari 4,1% Protein 

Kasar serta 86% dinding sel, sedangkan Preston (1986) menyatakan bahwa jerami 

padi mempunyai kandungan Protein Kasar 3 - 4% dati Bahan Kering, selulosa 43%, 

hemiselulosa 25%, lignin 12% dan abu 16-17%. Komar (1994) menyatakan bahwa 

dinding sel jerami padi tersusun atas 43,7% selulosa; 27,2% hemiselulosa; 9,8% 

lignin dan 13% silika. 

Hewan ruminansia misalnya sapi, kerb au, kambing, domba, antelop, kijang 

dan sebagainya, berbeda dengan hewan non-ruminansia karena mempunyai 

kemampuan untuk menggunakan serat kasar sebagai sumber energi (Schneider dan 

Flatt, 1975). Semua hewan tingkat tinggi tidak bisa mencema serat kasar, namun 

hewan ruminansia mampu memanfaatkan serat kasar karena dalam saluran cemanya 

terdapat mikrobia pencema serat kasar (Ensminger dkk., 1990). Mikrobia yang ada 

dalam saluran pencemaan hewan ruminansia bisa berupa protozoa, bakteri maupun 

jamur. Ensim yang dihasilkan oleh mikrobia tersebut antara lain bersifat proteolitik, 

selulolitik, hemiselulolitik, lipolitik, amilolitik, metanogenik dan sebagainya 

(Ogimoto dan Imai, 1981). 

Jackson (1978) menyatakan bahwa kecemaanjerami padi hanya sekitar 22% . 
meskipun mempunyai kandungan TON sebesar 35 - 51%. Menurut Van Soest (1994) 

selulosa dan hemiselulosa dalam rumen akan mengalami proses fennentasi yang 

menghasilkan volatile fatty acid (VFA) yang dapat memenuhi 50-60% kebutuhan 

energi. 
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Pemrosesan menggunakan bahan ki mia maupun biologis diharapkan mampu 

memperba iki kelemahan jerami pad i. Pemrosesan yang banyak dilakukan sclama in i 

adalah dengan menggunakan hidrolisis basa maupun amonias i. Jcrami pad i yang 

dihidroli sis dengan 3% kapur dan 4% urea menghasilkan pertambahan berat badan 

lebih tinggi serta konversi pakan lebih rendah dibandingkan dengan jerami tanpa 

pcrl akuan (Trach, 2001). 

Hidro lis is basa bisa meningkatkan kecemaan hingga 20% nam un berharga 

mahal serta bisa menimbulkan pencemaran lingkungan, sedangkan amoniasi 

meskipun bisa meningkalkan kandungan protein j erami namun peningkalan 

kecemaannya hanya sebesar 12% (Jackson, 1978). Tmch (200 1) mcnyatakan bahwa 

dosis efekti f amoniasi untuk meningkatkan kecemaan j erami padi adalah dengan 

menggunakan urea sebesar 4%, namun dosis ini tcrlalu besar bagi kebutuhan temak 

ru minansia, kelebihan nitrogen akan dibuang bcrsama urin sehingga dosis tersebut 

dinilai tid.:lk efi sien. Penggunaan urea 2% yang ditambah dengan kapur juga dapat 

mcningkatkan j erami padi meskipun dosis urea terscbut masih terl alu tinggi bagi 

kebutuhan mi krob ia rumen. Menurut Trach (200 I) proses amoni as i juga semakin 

mahal seiring peningkatan harga urea, sedangkan perlakuan seeara biologis dengan 

menggunakan ensim diharapkan marnpu mengatasi kcsulitan kedua cara tersebut. 

Penambahan ensim selu lase dalam ransum hewan ruminansia dapat 

meningkatkan pertumbuhan meskipun dalam saluran pencemaan hewan tersebut 

sudah terdapat mikrobia pcncema serat kasar (Selinger dkk ., \996). Hina dkk., (2000) 

juga menyatakan bahwa pcnambahan ensim selulase dapat mempcrbaiki pencemaan 

serat kasar pada sapi potong terutama pada sapi yang diberi ransum tinggi konsentrat. 
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Nsereko dkk. (2002) menyebutkan bahwa pemberian ensim peneema serat pada sapi 

perah dapat meningkatkan jumlah bakteri rumen pencema hemiselulosa serta jumlah 

produk sekunder dari pencemaan selulosa Beauchemin dkk. (2003) menyatakan 

bahwa pemberian foed additive herupa ensim terutama selulase dan xylanase dapat 

meningkatkan kecemaan serat serta efisiensi pakan dan penampilan temak, baik pada 

sapi perah maupun sapi potong. 

3.2. Selulosa 

Selulosa merupakan salah satu polimer alam yang sangat melimpah di bumi. 

Selulosa merupakan elemen pokok dari dinding sel tanaman. Elemen ini banyak 

terdapat pada kulit kacang-kacangan dan butiran (40-50% BK), hijauan dan bagas 

(l0-3001o BK), biji butiran dan kacang-kacangan (3-15% BK) serta biji sereal (1-5% 

BK) (Perez, 2004). Selulosa dan hemiselulosa merupakan mayoritas struktur 

polisakharida tanaman dengan jumlah sekitar 70% dari biomassa tanaman. Selulosa 

dan hemiselulosa juga merupakan sumber nutrien utama bagi herbivora. Nutrien ini 

bisa dikonversi menjadi gula terlarut oleh enzim selulase dan hemiselulase yang 

terutama dihasilkan oleh mikrobia (Bedford dan Partridge, 2001). 

Komposisi kimia selulosa sangat sederhana, hanya berupa rangkaian glukosa 

yang terhubung dengan ikatan fJ-1,4-glikosida (Murashima dkk., 2002). Setiap 

molekul selulosa terdiri dari 1.000' sampai lebih dari 1 juta unit glukosa yang 

terangkai tanpa cabang. Ada dua tipe ikatan hidrogen pada molekul selulosa yaitu 

antara C30H dengan oksigen pada cine in piranose pada molekul yang sarna, serta 

antara 40H pada molekul yang satu dengan oksigen pada ikatan glikosida molekul 
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lainnya (Wang, 2004). Setiap residu glukosa berputar 1800 terbadap tetangga, 

sehingga struktur sub-unit selulosa berupa selobiosa (Staudenbauer dan Schwarz, 

2004). Berikut adalah perbedaan ikatan antara pati dan selulosa. 

Gambar 3.1. lkatan glikosida pada pati dan selulosa 

Ikatan hidrogen pada selulosa sangat ketat sehingga membentuk kristal. 

Kristal selulosa yang sangat ketat menyebabkan tidak. ada ensim ataupun air yang 

bisa mendegradasi kecuali eksoglukanase (Wang, 2004). Murashima dick. (2002) 

menyatakan meskipun rangkaian kristal selulosa cukup sederhana namun tidak. ada 

satupun ensim tunggal yang bisa mendegradasi. Untuk mendegradasi kristal selulosa 

menjadi glukosa dibutuhkan tiga jenis ensim yang bekerja secara sinergis yaitu 

endoglukanase (CMCase = karboksi metil selulasel Cx! endo-l,4-P-gIukanaseJ 1,4-P­

D-glukan glukanohidrolase), eksoglukanase (selobiohidrolase/ CII avicelaseJ ekso-

1,4-(J-glukanasel I ,4-Jl-D-glukan sel~biohidrolase) dan selobiase (p..glukosidase) 

(Miyamoto, 1997; Bedford and Partridge, 2001). Berikut ini adalah gambaran kristal 

selulosa : 
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Gambar 3.2. Kristal selulosa (Staudenbauer dan Schwarz, 2004). 

Irwin dkk., (2000) menyatakan bahwa di samping endoselulase juga 

dibutuhkan dua tipe eksoselulase untuk menghidrolisis selulosa secara maksimum. 

Satu memutus rangkaian selulosa dari kutub non-reduksi, sedangkan yang lain 

memutus dari kutub reduksi, sedangkan Staudenbauer dan Schwarz (2004) 

menyatakan bahwa ensim endogluklU1ase dapat bekerja sendiri untuk mendegradasi 

selulosa terlarut. 

Ensim endoglukanase menghidrolisis ikatan 1,4-P pada rangkaian selulosa 

secara acsk menghasilkan selulodekstrinlselulo-oligosakarida, selobiohidrolase 

memecah unit glukosil dari kutub non-reduksi pada rangkaian selulosa menghasilkan 

selobiosa (Henrissat dan Bairoch, 1996; Miyamoto, 1997), sedangkan p-glukosidase 

memecah unit glukosil dari kutub non-reduksi dari selulo-oligosakarida (Henrissat 

dan Bairoch, 1996) dan menghidrolisis selobiosa menjadi glukosa (Miyamoto, 1997). 
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Menurut Wang (2004), konversi selulosa menjadi glukosa oleh ensim 

Trichoderma viride melewati dua tahap. Tahap pertaIna 13-1,4-glukanase memecah 

ikatan glukosidik menjadi selobiosa, ikatan P-l,4-glukosida kemudian dipecah oleh 

p-glukosidase (selobiase) menjadi glukosa. Reese dkk. dalam Miyamoto (1997) 

menyebutkan bahwa awalnya eksoglukanase menyebabkan kerusakan pada ikatan 

hidrogen selulosa, kemudian diikuti dengan hidrolisis oleh endoglukanase. Berikut 

adalah proses degradasi selulosa : 

Selulosa tidak larut (DP > 6) 

Selulosa terlarut (DP < 6) 

KebaDyakao Selobiosa (DP == 2) 

Glukosa (DP == 1) 

Gambar 3.3. Mekanisme selulase dalam menghidrolisis selulosa secara sinergis 
(Miyamoto, 1997) 

Polisakarida pada dinding sel tanaman dapat digunakan oleh hewan sebagai . 
sumber energi oleh aktivitas mikrobia rumen. Selulase dan xylanase merupakan 

kumpulan ensim yang dihasilkan oleh mikrobia rumen yang mampu menghidrolisis 

ikatan P-l,4 glikosida pada selulose dan xylan, suatu struktur polisakarida yang 

banyak terdapat pada tanaman (Ekinci dkk., 2001). 
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Banyak spesles hewan yang bersimbiosis dengan mikrobia untuk 

mendegradasi selulosa Bakteri selulolitik juga bisa didapatkan dari saluran 

pencemaan cacing pemakan kayu serta rayap (Ljung dan Eriksson, 1985). Nakashima 

dkk. (2002) menyatakan bahwa pada saluran usus bagian tengah rayap Coptotermes 

formosanus terjadi pencemaan selulosa yang melibatkan ensim endo-l ,4-p-glucanase, 

sedangkan pada usus bagian belakang melibatkan selulase lain karen a bersimbiosis 

dengan mikrobia berflagela. 

Xu dkk. (2000) menyatakan bahwa dalam saluran pencemaan kupang terdapat 

ensim endoglukanase dengan berat molekul 20 dan 70 kOa. Ji dkk. (2003) 

menyatakan bahwa kurang lebih 20 jenis hewan terdapat gen endoglukanase dan p­

glukosidase dalam tubuhnya. Suzuki dkk., (2003) juga menyatakan bahwa ensim 

selulase bisa didapatkan pada herbivora tidak bertulang belakang misalnya artropoda, 

nematoda dan moluska. Tokuda dkk. (2004) menyebutkan bahwa saluran pencemaan 

rayap mengandung ensim selulase endogen yang membantu rayap mencema selulosa, 

sedangkan pada rayap Coplolermes formosanus mengandung selulase dengan 

aktivitas yang tinggi pada seluruh bagian saluran pencemaan. 

18 



3.3. Keong emas 

Menurut Mohan (2002) keong emas dapat diklasifikasikan sebagai berikut : 

Phylum : Mollusca 

Class : Gastropoda 

Subclass : Probobranchia 

Order : Mesogaslropoda 

Superfamily : Cyclophoracea 

Family : Ampullariidae 

flenus : Pomacea 

Species : Pomacea canaliculala 

Keong emas (Pomacea canaliculata) merupakan keong air tawar dengan 

ukuran besar yang berasal dari Amerika Selatan sebagai hiasan akuarium (Baker, 

2000). Sekitar tabun 1980 keong tersebut menyebar ke Jepang dan Taiwan untuk 

dikonsumsi sebagaimana bekicot (Bronson, 2002; dan Kenji, 2003). Lewat campur 

tangan manusia, keong tersebut dengan cepat tersebar ke Indonesia, Thailand, 

Kamboja, Hongkong, Cina, Filipina, Hawai dan kemungkinan juga ke Australia 

(Bronson, 2002). 

Keong emas menjadi hama yang meresahkan banyak petani padi di banyak 

negara di Asia, termasuk Taiwan, Jepang, Filipina dan Indonesia (Bidio, 2002). 

Keong tersebut menyukai padi berusia muda, yaitu umur 1 - 3 minggu. Tingkat 

serangan yang sangat sporadis, bahkan dalam waktu semalam ribuan batang padi bisa 

habis dikonsumsi (Suara Merdeka, 2004). Serangan ini biasa terjadi pada malam hari 

pada persawahan yang berair dengan ketinggian lebih dari 1 sentimeter atau pada air 

yang tergenang. Pengontrolan populasi keong emas sangat sulit dan membutuhkan 
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banyak biaya karena tingkat reproduksi yang tinggi. Setiap ekor keong emas betina 

dapat menghasilkan 2.000-3.000 butir telur setiap tabun (Bidin, 2002). 

Menurut Charrier dan Brune (2003) keong mampu memakan tumbuhan 

karen a dalam saluran pencemaan terdapat mikrobia yang mampu mencema bahan 

yang banyak mengandung serat kasar. Umezurike (1976) menyebutkan bahwa pada 

saluran pencemaan bekicot terdapat ensim ji-glukosidase dengan berat molekul ± 

82.000 (C) dan herat molekul ± 41.000 (D). Andrews (1965) yang disitasi oleh Jeong 

dkk., (1999) menyebutkan bahwa saluran pencemaan keong emas (Pomacea 

canaliculata) terutama pada bagian lambung mengandung ensim selulase yang kuat. 

Andrews (1965) yang disitasi oleh Castro-Vazquez dkk. (2002) menyebutkan bahwa 

dalam saluran pencemaan keong emas (Pomacea canaliculata) terdapat korpuskel C 

dan K yang mengekskresikan enzim pencema serat kasar. AI-Arif dkk. (2004) 

menemukan bahwa isi saluran pencemaan keong emas (Pomacea canaliculata) 

mempunyai aktivitas selulase lebih tinggi dibandingkan dengan isi saluran 

pencemaan raYap (Macrotermes sp.). 

3.4 Pichia pastoris 

Pichia pastoris merupakan ragi metilotropik yang bisa mengekspresikan 

protein daIam jumlah tinggi, baik intrasel maupun ekstrasel, bahkan tidak akan 

terganggu waIaupun ada endotoxin at8upun kontaminasi virus, oleh sebab itu protein 

yang tidak bisa diekspresikan pada bakteri bisa diekspresikan pada P. pastoris. Pichia 

pastoris hisa digunakan untuk memproduksi enzim 8-glucosidase dari Thai 

Rosewood. Enzim B-glucosidase banyak diteliti karena potensial dalam bidang medis, 
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pertanian, bioteknologi dan industri. B-glucosidase diklasifikasikan berdasarkan 

hydrolasenya dan dapat digunakan untuk mendegradasi selulosa dan dan selobiosa 

(Charoenrat, 2005). 

Pichia pastoris populer sebagai host dalam pembuatan protein rekombinan, 

namun bagaimana kondisi saat proses tersebut berlangsung belum banyak diungkap 

sebagaimana E. coli dan S. cerevisiae. Sel bakteri cukup sederhana, waktu generasi 

yang cepat. produksi yang banyak dan murah. Ragi merupakan eukaryota sederhana 

yang menyerupai sel mamalia, dapat tumbuh cepat dan murah sebagaimana bakteri. 

Pichia pastoris merupakan mikroba bersel tunggal yang mudah dimanipulasi dan 

dikultivasi. Sebagaimana eukaryota, pada post translasi juga bisa dimodifikasi 

misalnya dalam proses proteolitik, forrnasi ikatan disulfida ataupun saat glikosilasi. 

Vektor tinier dapat diintegrasikan pada genom P. pastoris dengan rekombinasi 

homolog dan menghasilkan transfonnan yang stabil. Ekspresi gen heterolog juga 

memungkinkan untuk dilakukan dengan mengontrol promoter alcohol oxydase 

promoter (AOX I) (Jahic, 2003). 

Jika tidak ada sumber karbon, P. pastoris dapat menggunakan methanol 

sebagai sumber karbon. Adanya AOXI akan mengontrol ekspresi alkohol oksidase 

sebagai katalis pada step pertama jalur methanol-metabolik. Tanpa adanya methanol 

maka alkohol oksidase tidak terdeteksi. AOXI promoter dapat mengontrol ekpresi . 
protein rekombinan tingkat tinggi dan menghasilkan kadar protein sampai dengan 12 

gil. Pichia pastoris strain GS 115 memiliki genotip hist4 yang merupakan empat 

unsur seleksi vektor yang mengandung gen hist4 (Invitrogen, 2000). 
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Vektor pPIC9K dengan panjang 9,3 kb merupakan vektor sekresi yang 

mengandung multiple copies gene. Vektor pPIC9K membawa promoter AOXI untuk 

induksi ekspresi, gen hist4 untuk seleksi pada mikroba strain hist4, dan 3' AOXI 

untuk target integrasi ke dalam genom P. pastoris, serta a-faktor signal peptide untuk 

mentransport secara langsung protein rekombinan ke dalam medium. Gen selulase 

mempunyai panjang 1185 bp yang menyandi 395 asam amino. Start codon A TG 

dimulai pada 162 bp dari ujung 5' eDNA dan diakhiri dengan signal AATAAA pada 

ujung 3' untranslale region yang berjarak sekitar 24 nukleotida dari ekor poly (A). 

Gen ini dapat dipotong dengan ensim restriksi EcoRI dan NotI. Gen yang telah 

dipotong dapat disisipkan pada pPIC9K yang juga memiliki tempat pemotongan yang 

sarna dengan gen selulase. Dengan mengunakan T4 DNA ligase gen selulase dapat 

diligasi ke dalam vektor pPIC9K (Ji dkk., 2003). 

Imjongjirak dkk. (2006) menyatakan bahwa sekuen asam amino ensim 

selulase pada keong emas (Pomacea canaliculata) mempunyai kemiripan 98% 

dengan ensim selulase pada Ampul/aria crossean (Lampiran I). Panjang total eDNA 

dari EGX-CIOI 1300 bp mengandung Open Reading Frame (ORF) ) 188 nukleotida 

yang mengkode 395 polipeptida asam mine dengan berat molekul 44 kOa. 

Imjongjirak dkk. selanjutnya memaparkan 4 macam sekuen nukleotida gen 

selulase asaI keong emas (Pomacea canaliculata) dengan panjang 1300, 1277,4512 . 
serta 4937 bp (NCBI, 2007). Gambaran selengkapnya bisa dilihat pada Lampiran 2. 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

Pcnelitian ini dibagi menjadi tiga lahap yaitu : 

I. Tahap I (tahun pcrtama) : isolasi RNA total dari jaringan usus keong emas, 

s intcsis eDNA, amplifi kasi DNA dan clcktroforesis DNA. 

2. Tahap II (tahun kedua) : pcmumian DNA, sekuensing nukleotida, pemetaan 

gen selulasc dengan ensim restriksi endonuklease, li gasi dcngan vektor 

pPIC9K, transformasi has il ligasi pada P. pastoris dan pengamatan ckspresi 

se lulase yang dilakukan dengan teknik SDS·PAGE dan Western BIOl 

3. Tahap III (mhun kCliga) : produksi sclulase melalu i biakan P. pastoris 

rekombinan, uji aktifitas selu lase secara in-vitro dengan Filter Paper Assay 

dan in-vivo pada tcmak domba 

4.1. Mctode Penelitian Tahap I (TahuR Pertama) 

Metode penelitian lahap I meliputi isolasi RNA total dari jaringan usus keong 

emas, sintesis cDNA, amplifi kasi DNA dan eld .. 1roforesis DNA. 

4.1.11s01asi RNA total 

RNA total diisolas i dnri jaringan usus keong cmos. Jaringan usus diseksi dan 

dihomoginasi seh ingga terbentuk larutan kental sepeni bubur. Isolasi RNA total dari 

jaringan usus dilakukan dengan menggunakan Trizol-LS reagent (Inv itrogen Life 

Technologies). 
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I. Satu gram jaringan usus keong emas digerus dengan mortar steril kemudian 

ditarnbah dengan 1 ee PBS dan dihomogenisasi. 

2. Sebanyak 250 J1I suspensi jaringan usus ditambah dengan 750 Jil Trizol-LS. 

dieampur dengan pipet dan didiamkan 5 menit pada suhu ruangan. 

3. Campuran kemudian ditambah 200 J.d chloroform, divortex, diinkubasi 5 

menit pada suhu ruang dan disentrifus 12.000 rpm selama 15 menit. 

4. Supematan diambil sebanyak 500 Jil, dipindah ke tabung bam, ditamt.ah 500 

Jil Propanol-2, divortex, diinkubasi suhu ruang 10 men it dan disentrifus 

12.000 rpm 10 menit. 

5. Supematan dibuang dan pelet ditarnbah dengan 1000 Jil etanol 70%, 

selanjutnya RNA total dapat disimpan pada -20oe sampai digunakan. 

4.1.2 Sintesis eDNA 

Sintesis eDNA dilakukan dengan menggunakan ready-Io-go reverse Iranscriplase 

polymerase chain reaction (RTG-RT-PCR) kit (Amersham Biosciences). 

1. RNA total dikeringkan dengan disentrifus, etanol dibuang dan dihisap dengan 

pompa vakum. 

2. RNA total kering kemudian dilarutkan dalam nuclease free water (NFW). 

Pelet (RNA total) ditarnbah dengan 200 III Burer TE (Tris EDTA). 

3. Sebanyak 10 J1I larutan RNA total dipanaskan di atas penangas air dengan 

suhu 95°C selama 2 menit. 
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4. Bead RTG-RT-PCR dilarutkan dalam 43 J.l1 NFW ditambah dengan 5 J.l1 RNA 

yang telah didenaturasi dan 2 )1l primer oligo (dn 12£18, sehingga total 

volume 50 J.ll. 

s. Tabung kemudian dimasukkan ke dalam mesin PCR (Gene cycler, BioRad) 

dan dijalankan dengan program denaturasi 95°C 5 menit dan inkubasi 42°C 90 

menit. 

4.1.3 Amplifikasi DNA 

Untuk amplifikasi gen selulase dengan panjang 1,3 kb diperlukan beberapa 

langkah, yaitu amplifikasi bagian ujung-3' dan ujung-5' serta daerah open reding 

frame (ORF). Pada bagian ujung-5' digunakan primer EGX-F dan EGXOIR, pada 

ujung-3' digunakan primer EGX-03F dan EGX-R. Untuk amplifikasi daerah ORF 

digunakan primer EGX-F dan EGX-OIR. 

NAMA URUT AN 5' - 3' SENSE 

EGXOIF GC(Aff/G/C)GC(Aff/G/C)GG(Aff/G/C)GC(Aff IGI + 
C)GG(Aff/G/C)GT(Aff/G/C)AC 

EGX-IIF ATGCCCTCTGGTGCTGCTG + 

EGX-F CGACGCTTCACAGTCAAGCGCATG + 

EGX03F ATGACAATGGCTACAAC + 

EGX04F ACCAGCATCAACTGAATG + 

EGXIOF CAGGCTGACCAGAATCCACTA + 

EGXOIR GG(AlG)TC(Aff/G/C)GC(Aff/G/C)GC(AlG)TG(AIT -
IG/C)GC(AlG)A T 

EGX-R GCCCTCTGAGTGTCGCTCTA -
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EGXIOR TTCAACTTTATTGCCCTCTG -
EGX-IIR AATGTTGACGGTGTGGGGAC -

Oligo (dT) 18 -

Anchor GGCCTGCAGTCGACTAGTAC-Oligo (dT) 17 -

Amplifikasi DNA menggunakan RTG-PCR kit (Amersham-Biosciences). 

I. Bead RTG-PCR dilarutkan dalam 16 J.11 NFW, ditambah 5 J.11 produk RT, 

ditambah 2 J.11 (100 pmol) primer forward dan 2 J.11 (100 pmol) primer reverse 

atau oligo (dT), sehingga volume menjadi 25 J.11. 

2. Tabung kemudian dimasukkan ke dalam mesin PCR dan dijalankan dengan 

siklus awal berupa denaturasi 95°C - 5 menit, 40 siklus dengan denaturasi 

94°C - 45 detik, annealing 60°C - 45 detik dan extension 72°C - 2 menit serta 

siklus akhir 72°C - 7 menit. 

4.1.4 Elektrofo:'esis DNA 

Hasil PCR kemudian di running dengan elektoforesis DNA. 

1. Agarose I % dilarutkan dalam bufer T AE, ditambah etidium bromid 0,4 

J.1gfJ.1l, kemudian dicetak pada gel plate yang terdapat comb. 
o 

2. Gel selanjutnya diletakkan pada chamber elektroforesis dan dituangi bufer 

T AE. Sampel DNA produk PCR sebanyak 5 J.11 ditambah dengan 2 J.1l blue 

juice, dimasukkan ke dalam sumuran gel. Sebagai aeuan panjang nukleotida 
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digunakan marker EZ load 500 bp rulers (Biorad). Chamber selanjutnya 

dinyalakan dengan kekuatan 100 V selama 30 men it. 

3. Gel kemudian dibaca pada U.v tranluminator dan hasilnya difoto. 

4.2. Metode Penelitian Tabap II (Tabun Kedua) 

Metode penelitian tahap II meliputi pemurnian DNA, sekuensing nukleotida, 

pemetaan gen selulase dengan ensim restriksi endonuklease, Iigasi dengan vector 

pPIC9K, transformasi hasil Iigasi pada P. pastoris dan pengamatan ekspresi selulase 

yang dilakukan dengan teknik SDS-PAGE dan Western Blot. 

4.2.1 Pemurnian DNA 

Pemumian DNA produk peR atau yang berasal dari T AE agarose gel dilakukan 

dengan Gene Clean Kit (Biogene). 

I. Sebanyak 400 ,.11 spin glass milk ditambahkan ke dalam spin filter dan 

ditambah larutan DNA atau gel yang mengandung pita DNA yang telah 

dipotong. 

2. Tabung kemudian dipanaskan pada 55°C - 5 menit untuk melelehkan gel. 

Selanjutuya disentrifus 1 menit sampai liquid dapat dipindah dari tabung. 

3. Ditambah 500 J.d larutao pencuci ke dalam filter, disentrifus 30 detik dan 

disentrifus lagi 2 menit untuk mengeringkan pelet. 

4. Filter kemudian dipindah ke tabung baru dan ditambah dengan 15 ~l larutan 

elusi ke dalam filter. 
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5. Spin glass milk selanjutnya diresuspensi dengan pipet, sentrifus 30 detik untuk 

memindah DNA eluad ke dalam tabung. Spin filter kemudian dibuang dan 

DNA eluad dapat disimpan sampai digunakan. 

4.2.2 Sekuensing Nukleotida 

Sekuensing nukleotida dilakukan dengan automated sequencer ABI Prism 3 J 0 

dengan menggunakan ready reaction kitt (Applied Biosystems) dan Big dye 

terminator kilt (Applied Biosystem). 

J • DNA kering dengan konsentrasi 200 nglml ditambah 25 ,.11 temp/ate 

suppression reagent, divortex kemudian dipanaskan 95°C - 5 men it dan 

dimasukkan ke dalam es. 

2. Sebanyak 30 - 90 ng DNA ditambah primer EGXJOF (ujung depan) atau 

primer EGXJOR (ujung belakang), 8 Jil ready reaction mix dan deionized 

water sehingga volume mencapai 20 Jil. 

3. Tabung kemudian divortex, spin down, dan ditambah 30 Jil mineral oil. 

4. Tabung kemudian diloading pada mesin seqencer pada program 96°C J 0 

detik, 96°C - 30 detik, 50°C - 5 menit dan 40°C - 4 detik sebanyak 25 siklus. 

5. HasH sekuen kemudian di rulVling pada mesin sequencer dan hasil dibaca 

melalui monitor dalam bentuk grafik alogram. 
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4.2.3 Pemetaan gen selulase 

Pemetaan gen selulase terdiri dari : 

a. Pemotongan DNA menggunakan ensim. Ensim yang digunakan adalah EcoR I 

dan Notl. 

Larutan DNA 10 JIg ditambah 1 J1I ensim endonuklease restriksi 

(10 U/fll), 1 J1I bufer ensim lOx, ditambah aquades sampai volume akhir 

10 JlI. Larutan kemudian diinkubasi 3'rC selama 3 jam. 

b. Pemotongan DNA oleh dua ensim 

Larutan DNA 30 JIg ditambah 3 fll ensim restriksi I (10 UI J1I), 

2 JlI bufer ensim lOx ditambah aquades sampai 30 JlI. Larutan diinkubasi 

37°C selama 3 jam. Sebanyak 3 Jlliarutan tersebut kemudian ditambah I 

J1I ensim restriksi II, I fll bufer ensim lOx dan 5 J1I aquades. Selanjutnya 

larutan diinkubasi 3rC 3 jam.Hasil pemotongan DNA dilihat dengan 

elektroforesis DNA. 

4.2.4 Ligasi eDNA dengan vector pPIC9K 

Hasil pemurnian DNA dari gel agarose elektroforesis diambil sebanyak 6 J1l 

ditambah 3 flilarutan DNA pPIC9K, 2 Jll ensim T4 DNA ligase, 2 J1l bufer ligase 5x 

dan 7 fll aquades. Larutan diinkubasi 15°C selama 4 jam. Hasil Iigasi siap untuk 

ditransformasi. 
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4.2.5 Transformasi hasilligasi 

eDNA yang telah diligasi pada vektor diambil 10 Jil kemudian 

ditambahkan pada 50 J1l sel kompeten P. pastoris. eDNA dan sel kompeten 

tersebut kemudian diinkubasi pada 37°C selama Y2 jam dan dilakukan heat 

shock pada 42°C selama 59 detik, dimasukkan dalam es 2 men it. Ke dalam 

campuran ditambahkan medium yeast agar lunak, disentrifus 5000 rpm 

selama 20 men it. Pelet diresuspensi, kemudian ditanam pada plat agar 

medium yang bebas histidin. 

4.2.6 Pengamatan ekspresi selulase 

Koloni P. pastoris yang tumbuh pada media bebas histidin digoyang 

pada 3'rC. selama 24 jam. Kultur disentrifus 4000 g 10 menit, pelet 

diresuspensi dengan PBS. Suspensi sel disonikasi 5 x 3 menit dan disentrifus 

400 g 10 menit. Supematan diambil dan dilihat ekspresinya pada SOS-PAGE 

dan Western Blot kemudian dibandingkan dengan kontrol positif dan negatif. 

a. Denaturasi partikel selulase 

Sebanyak 20 Jil suspensi selulase ditambahkan 600 Jil bufer lisis I 

kemudian ditambahkan 300 Jil bufar lisis II dan dicampur baik-baik kemudian 

dibagi 50 Jil untuk setiap tube steril. Sampel yang mengandung ensim selulase 

kemudian dipanaskan pada temperatur 65°e selama 15 menit sebelum 

diloading pada gel atau disimpan pada -80oe sampai digunakan penelitian 

lanjutan. 
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b. SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate - Polyacrylamid gel elektrophoresis) 

Setelab larutan gel pemisah 15% dimasukan pada gel plate pada posisi 

vertikal kemudian di atasnya diberi butanol sampai mengeras, butanol 

kemudian dibuang dan dibersihkan dengan PBS dan dikeringkan dengan 

Whatman paper. Selanjutnya ditambahkan stacking gel dan setelah itu 

dimasukkan comb dan ditunggu sampai betul-betul siap. Comb diambil dan 

dicuci dengan aquades kemudian diberi bufer. Sampel yang sudah dicampur 

dengan lysis bufer VII dipanaskan 65°C selama 15 menit kemudian 10 JlI 

sampel dimasukkan ke dalam lubang dengan tip 200 Jll. Setelah itu power 

supply di starter dengan kekuatan 30 rnA selama 5 jam. Jika reaksi gel sudah 

sampai bawah kemudian di matikan dan plate dibuka dan dipisahkan 

selanjutnya dicuci dengan bufer. 

Co Western Blot 

Protein dari gel kemudian ditransfer ke membran nitrocellulose 

(pVDF) dengan cara memotong kertas whatman dan PVDF sesuai dengan 

besar gel. Enam sheets kertas absorben pada anode buffer I dan 3 sheets pada 

anode bufer II dan 6 sheets pada katode bufer. 

Membran PVDF di inkubasikan pada anode bufer II selama 5 menit 

kemudian disusun 6 sheets kertas absorben dari buffer I, 3 sheets dari bufer II, 

PUDF, polyacrylamid dan 6 sheet kertas absorben dari katode bufer. 

Selanjutnya diberi aUran listrik dengan 0,8 mAJcm2 dari gel. Setelah protein 
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ditransfer, PVDF dicuci dengan aquades selama 10 menit dan larutan TBS 

selama 10 menit kemudian dilakukan bloting. PUDF blot diblok dengan BSA 

10 % selama 30 menit pada temperatur ruangan kemudian dicuci dengan 

larutan TBS 2 kali. Selanjutnya direaksikan dengan serum antiselulase dan 

sebagai kontrol direaksikan dengan serum negatip, kemudian diinkubasikan 

pada temperatur ruangan selama 1 jam . Setelah dicuci dengan larutan TBS 3 

kali direaksikan dengan konjugat alkalin phospatase dan substrat p-NPP dan 

diwamai dengan fast-red. Akhimya dikeringkan pada temperatur ruangan. 

Dari hasil ini kemudian ditentukan protein spesifik, berat molekul protein dan 

kemudian dilakukan isolasi protein. 

d. lsolasi protein ensim dari gel SDS-P AGE 

Masing-masing pita pada Gel SDS-PAGE dipotong sesuai dengan 

jenis dan berat molekul ensim selulase yang terdeteksi, kemudian ensim 

diisolasi dengan cara elusi. Masing-masing potongan pita pada gel 80S· 

PAGE kemudian dimasukkan ke dalam kantong nilon yang diikat pada kedua 

ujung, ujung yang satu diikatkan pada magnetic bar dan ujung yang lain pada 

panel pengikat, kemudian dimasukkan ke dalam beker glas yang berisi PBS 

pH 7,2 dan diputar dengan magnetic sti"er se!ama 24 jam pada suhu dingin 

dan setiap 6 jam dilakukan penggantian PBS. Protein ensim kemudian 

dipisahkan dari gel dan siap dilakukan penelitian lanjut. 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1. Hasil Penelitian 

5.1.1. Iso lasi RNA Total 

Hasi l isalasi RNA total dari sa luran pencemaan keong cmas (Pomacea 

conalicu/ala) dan dielektroforesis pada ge l ngarase dapat dilihat pada Gambar berikut 

i 11 i. 

285 

"5 
18 S 
\6 5 

M I 2 3 4 

" 4S 

Gambar 5.1. Elektroforesis RNA total dari jaringan penccroaan (1 dan 2) 
sena isi usus (3 dan 4) kcong emas (Pomacea conaliculala) 

Dari Gambar 5.1 tersebut terlihat beberapa pita (band) baik pada jaringan 

pencemaan keong cmas. Scbagai pcn:'banding, dalam penelitian ini juga digunakan isi 

usus keong emns yang juga menunjukkan adanya pita. Pada jaringan pencemaan 

terlihat pita dengan n ilai 28 S dan 18 S, sedangkan pada is i usus menunjukkan pita 

dengan ni lai 5 S dan 4 S. RNA total mengandung transfer RNA (tRNA), ribosomal 

RNA (rRNA) dan messenger RNA (mRNA). 
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Menurut Irawan (2006) nilai 28 S dan 18 S menunjukkan rRNA, yang umum 

terdapat pada eukariota. Nilai 5 S adalah rRNA dan 4 S adalah tRNA, sedangkan nUai 

mRNA bervariasi. Nilai 5 S (rRNA), 4 S (tRNA) dan mRNA bisa berasal dari 

eukariota maupun prokariota. Menurut Charrier dan Brune (2003) dalam saluran 

pencemaan keong terdapat mikrobia yang mampu mencema bahan pakan yang 

banyak mengandung serat kasar. Dalam penelitian ini isi usus keong emas 

menunjukkan kandungan rRNA, tRNA dan mRNA yang berasal dari mikrobia 

pencema serat. AI-Arif dkk. (2004) juga menemukan bahwa isi saluran pencemaan 

keong emas (Pomacea canaliculata) yang mengandung mikrobia mempunyai 

aktivitas selulase lebih tinggi dibandingkan dengan isi saluran pencemaan rayap 

(Macrotermes sp.). 

Farrel (1993) menyatakan bahwa pita RNA berukuran 28 S dan 18 S 

merupakan rRNA dan mempunyai ukuran panjang 4,6 - 5,2 kb dan 1,8 - 2,0 kb dan 

diketemukan sebanyak 85% dari total RNA. Kedua pita 28 S dan 18 S dapat 

digunakan sebagai indikator jumlah RNA serta kualitas atau keutuhan RNA hasil 

ekstraksi. 

5.1.2. Amplifikasi DNA 

Hasil amplifikasi DNA pada beberapa kali pengamatan menunjukkan hasil . 
sebagai berikut. 
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1353 bp 
1078 bp 
872 bp 
60lbp 

310 bp 
271,281 bp 

2)4 bp 
194 bp 

M 123 

GlllUbar 5.2. Elcktroforesis DNA hasil amplifikasi dcngan PCR-J 
(M : Marker, J : jar. pcnccrn8an, 2 & 3: lsi usus) 

Gambar 5.2 merupaknn hasil amplifikasi menggunakan primer EGX-J OF 

(CAGGCTGACCAGAATCCACTA) dan EGX-IOR (lTCAACTTTATTGCCCTC-

TG) dengan suhu annealing 62°C. Pada Gambar tersebut terlihat bentukan smear, 

baik yang berasal dari jaringan maupun pads isi usus. Hal ini menunjukkan bahwa 

suhu annealing masih belum sesuai. 

Amplifikasi DNA memerlukan primer yang spesifik. Efekt ifitas sustu primer 

tergantung dari hasi! percobaan dan keberhasilan reaksi amplifikasi sangat ditentukan 

oleh pemilihan primer yang benar. Perbedaan sekucn nukleotida pada daerah primer 

dipilih (posisi primer) bisa menyebabkan tidak tcrjadi annealing, sehingga 

menghasilkan PCR yang negatif. 

Hasil ampl ifikas i DNA pada pengamatan lain dapat dilihat pada Gambar 5.3 

berikut ini . 
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IJSJ bp 
1078 bp 
872 bp 
601bp 

310 bp 
27 1,281 bp 
234 bp 
' 94bp 

640 bp 

M 12 3 

Gambar 5.3. Elcktroforesis DNA has il amplifikasi dcngan PCR-2 
(M: Marker) 

Gamhar 5.3 merupakan hasil ampli fikasi menggunakan primer schagai berikut : 

I) EGX-03F (ATGACAATGGCTACAAC) dan EGX-OI R (GG(NG)TC(AfTlG/C) 

GC(AJf/G/C)GC(NG)TG(NT/G/C)GC(NG)A T); 2) EGX- II F (TAAGAA TIC­

CCCTCTGGTGCTGCTGGT) dan EGX-O 1 R (GG(NG)TC(AJf/G/C)GC(AfTlG/C) 

GC(NG)TG(AfTlG/C)GC(A/G)A T); 3) EGX-03F (A TGACAA TGGCTACAAC) 

dan EGX-I I R (AA TGTIGACGGTGTGGGGAC) dengan suhu annealing 50'C. 

Pads Gambar tersebut pada pasangan primer nomor tiga (3) terlihat bcntukan pita 

kccil. sedangkan pasangan primer lainnya teriinat smear. Berdasarkan posisi primer 

EGX-03F dcngan nomor nukleotida 536 - 552 bp dan EGX-II R dengan nomer 

nukelotida 11 57 - 1176 bp maka dapa! diketahui hahwa pita DNA tersebut 

mempunyai panjang 640 bp. 
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Berdasarkan sekuen nukleotida yang dikemukakan oleh Imjongj irak dkk. 

(NCB I, 2007) maka digunakan pasangan primer yang baru. Hasil amplifikasi DNA 

menggunakan primer tersebut dapat di lihat pada Gambar 5.4 bcrikut ini. 

± 250 bp 

SI-5 M SA 5B 

Gambar 5.4. Elektroforesis DNA basil amplifikasi deogao PCR·3 

Kolom pertama (St·5) menggunakan pasangan pnmer EGX~F 

(CGACGClTCACAGTCAAGCGCATG) dan EGX-R (TAGAGCGACACTCAGA 

GGGC) dengan panjang nukleotida 1300 bp, namun tidak terlihat sewaktu 

dielektroforesis. Selanjutnya dilakukan NESTED dengan menggunakan potongan 

depan (SA) EGX-F (CGACGClTCACAGTCAAGCGCATG) dan EGX-O 1 R 

(GG(AfG)TC(AITIG/C)GC(AITIG/C)GC(AfG)TG(AITIG/C)UC(AfG)A T) serta 

potongan belakang (5B) EGX-03F (ATGACAATGGCTACAAC) dan EGX-R 

(TAGAGCGACACTCAGA GGGC) deng.n panjang nuklcotida masing-masing 

sokitar 650 bp. 
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Pada Gambar 5.4 terlihat bentukan pita dengan berat molekul masing-masing 

sekitar 250 bp. Namun pita yang terlihat bukanlah pita tunggal , pada bagian bawah 

masih terlihat pita lainnya. Oleh scbab itu pada percobaan selanjUlnya dil akukan 

am plifikasi menggunakan pasangan primer yang sarna namun konsentrasinya 

dikurangi. 

Hasil amplifikasi DNA menggunakan metodc tcrscbut dapat di lihat pada 

Gambar 5.5 berikut in i. 

-------- - - ± 250 bp 

--
••• 

SA SB M 6A 6B 

Gambar 5.5. E lcktroforesis DNA hasil a mplifikasi dengan PCR-4 

Kolom 6A menggunakan p'asangan primer scpcrti 5A, sedangkan 68 

menggunakan pasangan primer seperti 58, namun konsntrasinya berbeda. 5A dan 58 

menggunakan primer dengan konsentrasi 60 pmol , sedangkan 6A dan 68 

menggunakan primer dengan konsentrasi 20 pmol. 
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Pada Gambar 5.5 terlihat ko lom 6A menunjukkan pita yang sarna dengan 5A, 

dengan berat molekul sekitar 250 bp meskipun tidak begitu nyata, sedangkan kolom 

68 tidak terl ihat adanya pita. 

Untuk memastikan hasil , maka pasangan primer pada kolom 6A dan 68 

diulangi lagi. Hasi l amplifikasi DNA tersebut dapat dilihat pada Gambar 5.6 berikut 

:250 bp 

7A M 7B 

Gambar 5.6. Elcktrororesis DNA bas il amplifikasi dcngan PCR-5 

Pada Garnbar 5.6 terlihat pita yang sarna seperti pada Gambar 6 (kolom 6A 

dan 68). Pada Gambar tersebut pita yang terlihat hanya pada kolom 7 A dengan berat 

molekul sekitar 250 bp. sedangkan kolom 7B tidal< terlihat adanya pita. 

Selanjulnya pada pcrcobaan berikutnya pasangan seperti kolom 7 A 

diperbanyak untuk pcrcobaan se lanjutnya (sekuensing nukleotida). Hasil amplifikasi 

DNA selanjutnya dapat dilihat pada Gambar 5.7 bcrikut ini . 
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±2S0 bp 

AI A2 A3 M A4 AS 

Gambar 5.7. Elcktrororesis DNA hasH ampliJikasi dcngao PCR-6 

Pada Gambar S.7 terlihat adanya pita pada kolom A I, A2, A3 dan AS dengan 

berat molekul sekitar 250 bp, sedangkan kolom A4 lidak lerlihal adanya pita. Untuk 

pcrcobaan se lanjulnya pasangan A4 tidak digunakun, sedangkan A I, Al. A3 dan AS 

di lakukan sekuensing. 

Hasi l sekuensing menggunakan primer £GX-F dihasilkan sekuen nukleotida 

dengan panjang nukleotida 35 1, sebagai berikut : 

TAGAACATCTAGTCCCACACACACAGTTTCTGCCCCCCTTGTCCCAGACCGCATTG 
AACTGTTGCTTCACGTGACCCGCCTCGGGCTAGTGACTCGTCCGACAAAGAGATT 
AGTGCCTACCAACTTGTCTCTCAAGACAAACATGAACGGGTGGTTCACTCAGAAGT 
TCTCCGTGTACTGGCGCGTGGGAATCCGCTTGGCTGAGGCCGCAGCCACTGTTCC 
GTTCTCGTTGACCTCAATGAGCGCGAGGTGGGTTATGTCCCTCACGTGGGCCGTG 
TGGTCTTTGCCCACAAGACACGAGAAGCTGGCTTCTCCCTACAGAAACATGCGCTT 
GACTGGAACCCTCGG - 351 

Gambar 5.S. Sckuensing nukJeotida dengan menggunakan primer EGX-F 
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Hasil sekuen tersebut selanjutnya di-alignment dengan sekuen nukleotida 

yang ditemukan oleh Imjongjirak dkk., namun temyata tidak ada yang sesuai. 

Demikian juga ketika di-alignment dengan primer EGX-F (CGACGCTICACAGTC 

AAGCGCATG) maupun EGX-OIR (GG(AlG)TC(Aff/G/C)GC(Aff/G/C)GC 

(AlG)TG(Aff/G/C)GC(AlG)A 1') temyata tidak ada yang sesuai. 

Selanjutnya dilakukan sekuen dengan menggunakan primer EGX-OIR. Hasil 

percobaan tersebut menghasilkan sekuen dengan panjang nukleotida 349, sebagai 

berikut: 

GACGTTTCATTCAAGGGGCAGGGTTTCTGTCGGGAGAAACCCAGTTCTTGTGTCAC 
TGGTCAAAGACCACGCGGCCCAGTTGAGGGACATGACCCACCTAGGGTTAGTGGA 
GGTCAACGAGAACGGAACCGTGGCAATGGGGCCTCAGCCTAGCGGATTCCCACGC 
GGCAGTACACGGAGAAGTACTCAGTCAACCACCCGTGGATGTTTGTCTAGAGAGAC 
AAGGCAGCAGGCATTGTTCTCTTTGTCGTTGACAGTCAATTAGCCCGAGGCAGGTC 
ACGTGAATAACAGGTCAATGCGGTCTTTGCCCCAAGTGGGACAGAAACTGTGTGTG 
TGTGTTTTAAAAAAA -349 

Gambar 5.9. Sekuensing nukleotida dengan menggunakan primer EGX-OIR 

HasH sekuen tersebut selanjutnya di-alignment dengan sekuen nukleotida 

yang ditemukan oleh Imjongjirak dkk., namun ternyata tidak ada yang sesuai. 

Demikian juga ketika di-alignment dengan primer EGX-F (CGACGC 

TICACAGTCAAGCGCATG) maupun EGX-OIR (GG(AlG)TC(Aff/G/C)GC 

(Aff/G/C)GC(AlG)TG(Aff/G/C)GC(AlG)A 1') temyata juga tidak ada yang sesuai. 

Alignment selanjutnya menggunakan BLAST ditemukan kesesuaian yang 

sangat rendah pada beberapa organisme, sebagai berikut : 
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Sequences producing significant a1ignments: 
(Click headers to sort columns) 

Accession Description Max Total Query E ~ax Links 
~ ~ coverage value Ident 

Homo sapiens chromosome I 
NW 001838589.2 genomic contig, alternate 

assembly (based on HuRef 
46.4 46.4 90,1, 0.020 90% 

SCAJr_1103279188310) 
Homo sapiens chromosome 1 

NT OJ297Z.8 genomic contig, reference 46.4 46.4 90,1, 0.020 90% 
assembly 
Homo sapiens chromosome 8 

NW 001839140.) genomic contig, alternate 
assembly (based on HuRef m 39.2 6% 3.0 100% 

SCAJr_II03279186723) 
Homo sapiens chromosome 8 

NT 008046.) 5 genomic contig. reference ~ 39.2 6% 3.0 100% 
assembly 

Dari data alignment tersebut terlihat bahwa kemiripan sekuen nukleotida 

keong emas yang diperoleh hanya mencapai 6-9010 pada Homo sapiens, dan tidak ada 

kemiripan sarna sekali dengan selulase asal keong emas yang ditemukan oleh 

Imjongjirak dkk. Oleh sebab itu perlu dilakukan desain ulang terbadap primer yang 

akan digunakan. Dengan demikian penelitian tahap selanjutnya yang meliputi 

pemetaan gen selulase dengan ensim restriksi endonuklease, Jigasi dengan vektor 

pPIC9K, transfonnasi hasil Iigasi pada P. pas/oris dan pengamatan ekspresi selulase 

yang dilakukan dengan teknik SDS·PAGE dan Western Blot belurn bisa dilakukan 

sebelum gambaran sekuen DNA selulase yang tepat dapat ditemukan. 



6.1. Kesimpulan 

BABVI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Dari penelitian ini dapat disimpulkan, bahwa : 

1. Gambaran RNA dari sel-sel pada saluran pencemaan keong emas 

(Pomacea canaliculata) adalah 28 S dan 18 S. 

2. HasH amplifikasi DNA ensim selulase assl saluran pencemaan keong 

emas (Pomacea canaliculata) pada potongan atas menunjukkan panjang 

nukleotida 349 - 351 bp. 

3. HasH sekuen nukleotida tidak menunjukkan kemiripan dengan sekuen 

nukleotida asal keong emas temuan Imjongjirak dkk. 

6.2. Saran 

Dari hasil peneIitian tersebut, maka perlu dilakukan penelitian lanjutan 

menggunakan desain primer yang baru untuk mendapatkan pemetaan gen selulase 

yang mempunyai kemiripan dengan salah satu gen selulase temuan Imjongjirak dkk., 

serta kemungkinan untuk dikloning dan dijadikan sebagai bahan probiotik. 
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Lampiran I. Kemiripan asam amino selulase Pomacea canaliculata dengan Ampullaria crossean 

tr Q721\l6 
Q7Z1V6_9CAEN 

Cellulase EGX [Ampullaria crossean] 395 AA 
align 

Score = 827 bits (2136), Expect = 0.0 
Identities = 390/395 (98%), Positives = 395/395 (100%) 

Query: 1 

Sbjct: 1 

Query: 61 

Sbjct: 61 

Query: 121 

Sbjct: 121 

Query: 181 

Sbjct: 181 

Que,ry: 241 

Sbjct: 241 

MPAGAAGAGVTSDI DRLRRSDITVHVNVGGNINHGQVS I RVLQKKKAFPFGTCVAAWA YN 60 
;'11?+GA.Z\GAGVTS+ I DP.L?,?'s C-'ITVHVNVGGH INH\~,:;'},-:;' ::~::_,~,!.~ +~:[\'FPFC;TCVl\AWAYi~ 

MPSGAAGAGVTSEIDRLRRSDITVHVNVGGNINHGQVSIRVLQKRKAFPFGTCVAAWAYN 60 

DGSKGAYRDFIHQHYNWAVPENSLKWASIEPNRGQKNYQPGLNMLHGLRNHGIKVRGHNL 120 
n(::SKG7:.YRDFI HQHY"'J-]~' -r-j;' h lSLKWAS T ~ DNr"lr- ,- "'," 'r)-)('- '.",'"T "GI R"THGI ttVRGU,,!T ....... ...:;... l' V' .... ~j r _1' __ 1: ....... [',,--=I..,!~:- ~'. : 'r-I. _~' __ '" .:·l .... Jr-. J \l~.. ,I.\. 4 .. "'1d\ L 

DGSKGAYRDFIHQHYNWAVPENSLKWASIEPNRGQKNYQPGLNMLHGLRNHGIKVRGHNL 120 

VWSVDNTVQNWVKALHGDELRKVVHDH IVET INTFKGLVEHWDVNNENLHGQWYQHQLN D 180 
'.i~·:S VCNTVQN~JV!·:l>.LHC~: :\;:. ?~ViJH DE I "IE.':' I;,;':." :::' -~ "-: ::': ".II: i; S1< r,~ GQ~'r:{C~HCLi'C 

VWSVDNTVQNWVKALHGDELRKVVHDH IVET INTFKGLVEHWDVNNENLHGQWYQHQL ND 180 

NGYNLELFRIAHAADPNVKLFLNDYNVVSNSYSTNDYLRQGQQFKAANVGLYGLGAQCHF 240 
;: (~.: "{i\l:-.:E IJ t'P T ? .. :'~ P'o.? .. ::' ?I,:': -. ~ :.- ~~r ~ ~I·;· >r:~/il~, I'] :=' .~. ~---~ --:-'. .. .. ...' ) " ::. ~' .. : .~ .. I'.!\l:~ 1]!7 C~ LC;i\QC: 1"i i:' 

NGYNLELFRIAHAADPNVKLFLNDYNVVSNSYSTNDYLRQGQQFKAANVGLYGLGAQCHF 240 

GDEADPEPGTKQRLDTLAQVGVPIWATELDVVASDENRRADFYEHALTVLYGHHAVEGIL 300 
(;:: E+ r PE [)f:;'r F(C· ;:. ~-" = .:- =,!\ :'.~. ~~,/ p = ~\T A::: ~[~,:.r-/ )\::" ~- , .- .. . .: .... _ .. -:'~/ ~ ·~'·C;:::: .. ::".\lE,:_4; . 

GDESDPEPGTKQRLDTLAQVGVPIWATELDVVASDENRRADFYEHALTVLYGHHAVEGIL 300 



Query: 301 MWGFWDKAHWRGARAALVVGDNLQLTAAGRRVLELFEHRWMTDETHNLAAGTQFTVRGFH 360 
W/JGFWDKAHWRGAR.2.\F.LVVGDNLQLTAAGRRVLEL?EHPl·Jtv;':'DETHNLAAGTQFTVRGFJ-i 

Sbjct: 301 MWGFWDKAHWRGARAALVVGDNLQLTAAGRRVLELFEHRWMTDETHNLAAGTQFTVRGFH 360 

Query: 361 GDYEVQVIVQGQEHTNLRQTFSLGNGPHTVNINIS 395 
GDYEVQVIVQGQEHTNLRQTFSLGNGPHTV~IN+S 

Sbjct: 361 GDYEVQVIVQGQEHTNLRQTFSLGNGPHTVNINVS 395 



iran 2. Sekuen nukleotida selulase endogen keonq &mas 

a gaccagaggagggcatcagttttgttgtcgacqacqcttcaqtcaaqcqcatgoccqc 
qtqctgctggtgctggggtgaccagcgacatcgacagactgagaagaagcgacataac 
ttcacgtgaatgttggtggtaacatcaaccacggtcaagtgagcattcgtgtgttaca 
gaaaaaggcattccegttegggacatgtgtggccgcctgggcetaeaacgatgggtc 
aggagcataccgggatttcatccaecagcactacaactgggccgtgccagaaaactc 
caagtgggctagcategaaectaacaggggacaaaagaattateagcctggeetaaa 
gcttcacggactgagaaateaegggattaaggtgagaggtcacaaeetggtgtggte 
cgacaataeggtgcagaactgggtgaaggctctgcatggggatgagctgcgaaaggt 
ccatgaeeaeategtggaaaecatcaaeaeatttaagggcctagtggagcactggga 
gaacaacgagaaectgcatggccagtggtaccagcatcaactqaatqacaatqqcta 
cctggaactgttccgtatcqcacacqccgccqaccccaacgtcaaactet~cctcaa 

ctaeaacgttgtgtecaacagttattcaacaaacgactatcttcgacaagg~eaaca 

taaggccgctaatgtgggtetttacggtttgggtgctcaatgccactttggcgacga 
cgaceeagaaeecggtactaagcaacgtctggatactttagctcaagtgggegtgce 
ctgggccactgagttggatgtggtagcttcggatgagaacagacgagcggatttcta 
gcacgcgetgacagteetgtacggccatcatgccgtggagggcatcctgatgtgggg 
ctgggacaaggcecactggegtggtgeeagagetgetettgttgteggagacaaect 
gctgacggcggeeggaegtcgegtgctggagctctttgagcacaggtggacgacaga 
gaegeacaacetggcagcgggcaeccagtteacagtacgcggtttccatggegaeta 
ggtgeaagteatcgtecagggteaagagcacaccaacctgaggeagacgttctegtt 
caacggtccccacaccgtcaacattaacattagctaqagcqacac~caat 

a 

tt aatgatgacacaacaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 

tcgacgacqcttcagtcaagcqcatgcccqcqggtgctgctgctgctgatgtgagca 
agatcgacagactgagaagaagcaaeatagtggttcacgtgacagctggtggtaaea 
gccacggtgaagtaaaeatacgggtggtacaaaagaagaagtcgtteccgt~eggaa 

ctgtggeegeetgggcctaeaacaatgattccaagacaaaataecgggattteatee 
ageaetaeaaetgggcggtgeeagaaaaegaaetcaagtggegeaccategaaeeta 
ggggaeataagaaetateagcetgccctgaecatgattcacggactgaaaagteaeg 
ttaaggtgagaggteaeaaeetggtgtggtetgteaattcaacggtgeagagetggg 
aagctetgeatggggatgagetgegaaaggttgteeatgaceaeattgtggaaaeeg 
acacatttaagggettagtggageactgggacgtgaaeaacgagaacctgcatggee 
gtaccagcaacaaetgaatgaeecgaactacaaeatagaactgttccgtatcgcac 
tgocgaccocaacgteaaactcttcctcaacgactacaaegtggtggcttacggtg 
aaeeaatgcctatcttcageaaggteaacagtttaaggeegctaatgtgagtettt 
tttgggtgcceagtgccaetttggcgatgaagctaacccaaaegtcgetgggatga 
acatctggatattttagctcaagtggg~ttgcceatctgggeeactgagttggatg 

agctaeggaegagaaeaaaegageggaettetaegageacgegetgaeagccetgt 
ecateatgcegtggagggeateetgatgtggggettctgggacaaggcccaetgge 
tgaaegagetgctettettgteggagaeaaectgeagctgaeggcggceggaegtc 
gctggagctctatgageacaggtggatgaeagaegagacgcacaacctggcagegg 
ccagtteacagtaegeggttteeatggcgactaegaggtgeacgtgatctaeeaag 
ggagcgcaeeaacctgaageagacgtteacgttgggcaacgcagcccaeaccgtca 
caaeattagetaqagcqacactcagagpgcaataaagttgaatgatgacacaacaa 
aaaaaaaaaaaa 

EGX-F 
IlF 

04F,03F 
OIR 

llR,EGXR 
lOR 

EGX-F 
IlF 

04r 
01R 

E~R 

lOR 



cgcttcagtcaagcgcatgcccgcgggtqctgctgctgctgatgtgagcagcgagat 
cagactgagaagaagcaacatagtggttcagtgcgtgctgctttcaatatataacaa 
cacttagttctgcattgataaaatatctcgtcagtagtgtaccaattctgtgtgtat 
taaagtaacactgttgttataccatttttaaattaaagcgaatttaatctgactatt 
atattgtatgtaatcatatataattcattattttttattaataatatttataatttt 

aa ataaatggatagtatattaataacaatcttatttcacggcttatttcaagtttgcac 
gttctttaatcaagaacttaaatatttttcaaatcagaatgttgctgcgtataaaag 
tttcagcctgtcattggatgttactactagacaaacacaataacatcttcatccttc 
aaatgtgtaaaatctgacctgaaatccattcacgaccttgctgattttgttttcagc 
acagctggtggtaacatcagccacggtgaagtaaacatacgggtaagtcatagttga 

cac 
tcg 
taa 
tcg 
tag 
att 
tat 
ctg 
ctg 
gtt 
ttg 
tta 

ta catcatccgcctgaggacagagtacaacaaactaaagagctactttaccgcaagctc 
tggtgtcacccccgatttgccttcgttatggctttagtagttatttgaatattctt 
actttgtcactagagacatctgtagcgacaagaccaaaattcagcatactcttatg 
aacataatcatttcaattctaatacatgtgtaaactgtgttgtgaggcacatttga 
gtgaacagttagtagagaagagatacacaaaataaaagatacagtagaagatttgg 
aatattaattttaatacttattttatatttttaatattaatgtataaaaatcaccc 
taagtctttgttcttcaagctaactgtcgttgattacaggtggtacaaaagaagaa 
ttcccgttcggaaccgctgtggccgcctgggcctacaacaatgattccaagacaaa 
cgggatttcatccaccagcactacaactgggcggtgccagaaaacgaactcaagtg 
accatcgaacctaccagggtacactttttattaatatgatttataattttaacata 
gatagcataatgataacaatcttatttaacgttttacttccagtttgcatgatagt 
aatcaagaacttaaatatttttcaatgctgaatgttgctgcgcataaaatcgtgtg 
cgtctttgtatgttactactaaagaaatacattaacatacattgaaatgatgttta 
gtcttgtgatttgcatttgttcaggtaatatagtttaaaaggtacagattaatttt 
agactatactaaaaactgggtagtttctgctagccaaagaaatggggttttggggg 
tgataatcgcacgtgtgtcttccttgtgaataaaataaacaagtaaaaattctgga 
aatacttttgatgcactcgacattgaggcttccgttatgatcgccatttaatgctt 
ctcctcttggtcacatcactccacaaatagaggaggaaaatataacagttgattgt 
ttcagggacataagaactatcagcctgccctgaccatgattcacggactgaaaagt 
ggttagtaaacattaagatttagcaaccaccatcaccgacattataatcatcctct 
cttcattattgtatgataatgaaagaattggtgaattttagttataaaacatttat 
tgaaagagagtttagcgtttcagagattgctcctcccccatgtattttactatttt 
acttcgttaaaagcaagtcgcagactcagttctgactttttgataattccttaaag 
cctacaaatgaaatagtaactgcaaatgtctcacactgatacgaaatgaagaaaat 
gcttacactaagagtcagcacatgtcgtgtacagaggtgtttgtagagatgtttgt 
gttttcttgcattcactcgagatgtttaaaataggattaaggtgagaggtcacaac 
tgtggtctgtcaattcaacggtgcagagctgggtcaaagctctgcatggggatgag 
gaaaggttgtccatgaccacattgtggaaaccgtcaacacatttaagggcttgtaa 
atttcatttatttctttctaaaatgtcagtagtttatttgtttatgttttgtattg 

ca 

ttatgtggagaaacaaaatttactattctacatacaccaaaccagatgatacca9 
atactgaattttatgttgtaaaaatatgtttgaaccttttagcaatagactgcca 
gaaagaagtcacgttgtgaagtgttagtttttaactcattcatcaacacatcaag 
gtgttttctgttttgaccagagtggagcactgggacgtgaacaacgagaacctgc 
cagtggtaccagaaacaactgaatqacccgaactacaacatagaactgttccgta 
cacgctgccgaccccaacgtcaaactcttcctcaacgactacaacgtggtggctt 
gccgcaaccaatgtcagtggatgagaaaacttgcttctatatcacctgagaacaa 
tccaagcatagtatgcttcatttctgcataaaatatactcttgttgtctttagca 
gtcttctgtgccttgctatgttcccgaacaatgcaacttgtactgctccatacta 

EGX-F 
llF 

04F 
01R 



ctgtagtctttgttttaatctgtaaaaacgaatatcatcttcacacagtctttatggt 
gtgacaggcctatcttcagcaaggtcaacagtttaaggccgctaatgtgagtctttac 
tttgggtgcccagtgccactttggcgatgaagctaacccaaacgtcgctgggatgaag 
agaaaaataatatcataaacatccttcgcctttctcattttccttctcctattatta 
ttctaaaaaatgaaacaaatgtacgcacaacaatgaagtagttctacaatacagtaa 
aaaagattttagattttgtctgtatcattttttctttttagttatctgcatttttta 
ttttactttacatggaataacatatctttatgttgagaaatcagaaagtcttcattt 
agctgtggatttaaaaaatattcttctcacttcttctatactccataagctgtttta 
acatctgggttttttctaatctcagcaacatctggatattttagctcaagtggggtt 
catctgggccactgagttggatgtgttagctacggacgagaacaaacgagcggactt 
cgagcacgcgctgacagccctgtacagccatcatgccgtggagggcatcctgatgtg 
cttctgggacaaggcccactggcggcatgaacgagctgctcttcttgtcggagacaa 
gcaggtgtgttgggttacaattaaccaaatagggatcttacaggcattatagcacag 
gtatccagacagacgttttgtaatcactgtcatgatgagaacacattggattcttct 
attagaatttctacccagaactatccttgacttcaacatttttttttctataagaga 
ccgacaaatgcttactgagtgtacctatggttaytccaaattatgcgggcatgcttt 
ccattctagaattactttagcacaaatacgaccaaaatgattaccatctaagtctca 
ttagtttttacatttttcatcaacgcttaaacactttaaagacttttaaattgtaag 
caagcttttcacagcgataaggattcttttagatgtaaccagctggtaaagtaaaac 
ttaaattactattggtagaggcaaaggagttatgatgttgtaaaggacattgtctta 
aaggaatgcttcattcaaagtacttctgatagtgaatgcgaaacacatttcattaat 
aaaaaaataagatatgagaattgttactaaaatatgtctgtttagtctccatgatta 
aaatgtttgcttcgttaaagttcatgaaacaccgggtgtttgtggtagacataaaat 
cgtttgattgtatagctgacggcggccggacgtcgcgtgctggagctctatgagcac 
tggatgacagacgagacgcacaacctggcagcgggcacccagttcacagtacgcggt 
catggcgactacgaggtgcacgtgatctaccaaggtcaggagcgcaccaacctgaag 
acgttcacgttgggcaacgcagcccacaccgtcaacatcaacattagctagagcgac 
cagag99ca EGXR 

caa 4937 

cgcttcagtcaagcgcatgcccgc~ctgctggtgctggggtgaccagcgacat EGX-F 
cagactgagaagaagcgacataacggttcagtgcgtgctgctttcaatatataacaa llF 
cacttagttctgcattgataaaatatctcgtcagtagtgtaccaattctgtgtgtat 
gaaagtaacaccgttgttataccatttttaaagtaaagcgaatttaatctggaatag 
aatacttgtatgtaatgcatatataattcatgattttggtagtaataataagtataa 
taacataaacggatagaatattaataacaatcttatgtcacgggtcatttcaagttt 
cgatatcctggaatcaagaaccgaaatagtaattaaggccgaacgttgcggcgtaga 
tcgtgtgcagcccgtcatgggatgttaatactaaagaaacacaataacatccggcag 
tcgtcaagtgtgtaaaatctgacctgaaatccattcacgaagttgatgatttcttat 
agcgtgaatgttggtggtaacatcaaccacggtcaagtgagcattcgtgtaagtcat 
tgagagcatcatccgcctgaggacagggggcaataaaaagagcaagctcatcaaagg 
caacctcgagaatgtgccttaagtaaacttgattgcgaggtacagttgaccacgtga 
gataggagagaagagagacaaaaaatgaaggatacaatagaagatgtaggaataata 
attttaatacttattttatattttaatgttaatgtataaaagccacccagactaaat 
tgttcttcaaggtaactgtcgttgattacaggtgttacaaaagaaaaaggcattccc 
cgggacatgtgtggccgcctgggcctacaacgatgggtccaaaggagcataccggga 
catccaccagcactacaactgggccgtgccagaaaactcactcaagtgggctagc~t 
acctaacagggtacattttttattaatgagatttataaatttaacataaattgatag 



t tattaataaaaatcttctttaacgttttacttccagtttgcacgatagtctttaatca 
a aactgaaatatttttcaatactgaatgttgctgcgcataaaatcgtttgcagcctgtc 
a ttgatgttactactaaagaaatacaataacatatattgaaatgatgtttaaggggtct 
t tgatttatatctgttcagggagagaatagtttaaaaggtactccattcacagcaagga 

gacaaagttacccgttgtcatattcatagttttactttctaaatcgtgtgtgtgtgtg 
tatatatttatgtctgagcgcgcttgaatgcttaagtcgacaacttaatgtaacagat 

t gttttattaagagtatactaaaaactgggttgttcctgctagccaaagaaatggggtt 
t gggggtatttgataatcgcacgtgtgtcttccttgtgaataaaataaacaagtaaaaa 
t ctggagggaacatacttttgaggcactcgacattgaggcttccgttatgatcgccatt 
t atgcttgcctctcctcttggacatatagaaggggaaaatataatgactgttgattgtg 
t tttcagggacaaaagaattatcagcctggcctaaacatgcttcacggactgagaaatc 
a gggttagtaaacattaggatactgcaacccccatcaccgacattataatcatcatcgt 
c acttcattatcgtataataatgaaagaattggcgaattttaattatttaagaattatt 
a cataaatttaattaacatttaataaatcaaagaaagtttagcgtttcagagattgctc 
c ccccatgtattttactatttctatcacttcgttaaaagcaagtctcagactcagttc 
t ctttttgataattccttaaaatagtcctacaaatgaaatagtaactgaaatgtctca 
c tgatacgaaattaagaaaatattcacttacactaagagttaacacatgtcgtgtaca 

gtgtttgtagaaatgtttgttatagttttcttgcatccactcgagatgtttaaaaca 
ttaaggtgagaggtcacaacctggtgtggtctgtcgacaatacggtgcagaactggg 
aggctctgcatggggatgagctgcgaaaggttgtccatgaccacatcgtggaaacca 
acacatttaagggcctgtaagtttatatcatttgttactttctttctaaaatgtcag 
tttattttttattttttatcttgttatttggagaaacaaaatttactgttctacata 
caaaccagatgataccagttacaatactgaattttatgttgtaaaaatatgtttgaa 
tatagcaatagactgccactaatttaagaagtcacgttgtcaagtgttagtttttaa 
actcatcaacagatcaagcaagaggttttttctgttttgaccagagtggagcactgg 
gtgaacaacgagaacctgcatggccagtggta~gcatcaactgaatgacaatggc 04F,03R 

cctggaactgttccgtatcgcacacgoogccgacacaaacgtcaaactcttcctc OlR 
gactacaacgttgtgtccaacagttattcaacaaacgtgagtgaatgagaaaacttg 
ctacatcacctgagaacaaatgtttgcaagcatcgtatgctttatttctgcctaaaa 
actcttgttgtctttagcattatagtcttctgtgccttgctatgttgccgaacaatg 
cttgtactgctccatactagtctgtagtgtctattttttttatctgtaaaaacgaat 
atcttcacaagtctttgcggtgtgtgacaggactatcttcgacaaggtcaacagttt 

aa gccgctaatgtgggtctttacggtttgggtgctcaatgccactttggcgacgaagcc 
ga ccagaacccggtactaaggtaagaaaaataatataaacatccttcgcctttctcatt 
cc cattttattattattctaaaaaataaaacaaaggtacgcacaacaatgaattagttc 
ta aatgcagtaagatacaagatttcagcttctgtccgtatccttttttctatttagtta 
tt gcatttttttactattatttgttaatttacgttaaatggaataacatatctttatgt 
tg gaaatcaaaaagtcttcattttatagctgtggatgtaaaaaatactcatctaacgtc 
tt tatactccaaaagctgttttagctacatgtgggtttttttctaatctcagcaacgtc 
tg atactttagctcaagtgggcgtgcccatctgggccactgagttggatgtggtagctt 
cg atgagaacagacgagcggatttctacgagcacgcgctgacagtcctgtacggccatc 
at ccgtggagggcatcctgatgtggggcttctgggacaaggcccactggcgtggtgcca 
ga ctgctcttgttgtcggagacaacctgcaggtgtgttgggttacaattaacctaatgg 
ga tcttacaggtattatagcacagccagcatccagacagacatttaggaatcactgtca 
tg tgagaacacattggattcttcttttattagaatttctacccagaactacccttgact 
tc actttttcttttccttataagagacatctgacaaatgcttactcagtgtacctatgg 
tt gtccagattatgcgtgtatgtttttccattttagaattactttagcacaaacacgac 
ca aacgattaccatctatgtgaggacaaagatacgtgttctgcttgtttataatgaata 
at ttgttatgataaaactgcaaaatactcagtttgaagtagacattttttccatgaaaa 



t cgcaaaaaaaagaaagaccggaaatgaacccatttgaacgagtttaaaaaattgttta 
c gcaaagtcctttatctctgctataaatgtgttgaaggtaaatgtatattcacatcagt 
a tatttgactgagaatgttttcggctgttttcttcatatataatcaaaagtatcacaat 

tcattgaagaaacgaggacacctggttgtagccaacgacattgtttgacattaatgca 
a taataacgtgttacaacaatctaagcggtactttgacagaagtgtaaaaattaatatt 
9 gacttcatcaacgcttaaacaattccaagactttaaaattgcaagaatcaagcttgcg 
c ctttttttcacatcgataaggatgatgttataatgtaaccagctggtaaagtgaaaca 
c tttaaattactattggttgcggcagaagagttatgacgttgtaaaggacattgtctt 
a taaggattgcttcattcgaaatacttctgatagtgaatgcgaaacgcacattccatc 

aataaaagtataagatatgagaattgttactgaaatatgtctgttttagtctccatg 
agccaaatgattgctttcgttaaagttcatgaaacaccgggtgtttgtggtagacat 
ataaatgtttgattctatagctgacggcggccggacgtcgcgtgctggagctctttg 
acaggtggatgacagacgagacgcacaacctggcagcgggcacccagttcacagtac 
gtttccatggcgactacgaggtgcaagtcatcgtccagggtcaagagcacaccaacc 
ggcagacgttctcgttgggcaacggtccccacaccgtcaacattaacattagctaga llR 
acactcagagggca EGX-R 
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