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Abstract 

Protease inhibitors (PIs) are small proteins 

that form complexes with proteases and inhibits 

their proteolytic activity. Its potential application 

as an antimicrobial agent has been studied. Most 

of PIs' molecule size is around 8-22 kDa 

depending on their protein families.To date, on 

the basis of sequence homologies of inhibitor 

domains, PIs have been classified into 48 families 

in all organisms. In plant, more than 13 families 

of PIs have been identified but they were not 

widely identified in the rubber tree (Hevea 

brasiliensis Muell.Arg). In the present study, 40 

putative HbPI genes, designated as HbPI01 to 

HbPI36, were identified from whole-genome 

sequence of rubber tree clone Reyan 7-33-97 

using 7453 scaffolds available online in NCBI 

with the accession code: LVXX01000000. 

Multiple sequence alignment using MUSCLE 

algorithm discovered seven conserved motifs 

(Motifs I-VII) among HbPIs. Phylogenetic 

analysis of 50 and 36 PI amino acid residues of 

32 scaffolds containing putative PI genes from 

Arabidopsis thaliana and H. brasiliensis showed 

three clusters (families): LTP-I, SERPIN and 

LTP-II. LTP-I has 23 putative HbPI genes 

(HbPI05 to HbPI27) and 12 AtPI genes. SERPIN, 

a family member of serine protease inhibitor 

group, has 11 putative HbPI genes (HbPI01 to 

HbPI04 and HbPI28 to HbPI34) and 22 AtPI 

genes. LTP-II has 2 putative HbPI genes (HbPI35 

to HbPI36) and 16 AtPI genes. In conclusion, this 

work provides valuable information for further 

functional characterization of HbPI genes in H. 

brasiliensis. 

[Key words: protease inhibitor, genome-wide, 

scaffold, in silico, Hevea 

brasiliensis].  

Abstrak 

Protease inhibitor (PI) merupakan protein 

yang membentuk kompleks dengan protease dan 

menghambat aktivitas proteolitik dari enzim 

tersebut. Potensi penggunaan protease inhibitor 

sebagai agensia antimikroba telah diketahui. 

Kebanyakan PI memiliki ukuran molekul sekitar 

8-22 kDa bergantung pada familinya. Saat ini, PI 

dapat diklasifikasikan menjadi 48 famili di 

seluruh organisme berdasarkan kemiripan sekuen 

dari domain inhibitornya. Pada tanaman, lebih 

dari 13 famili PI telah diketahui tetapi pada 

tanaman karet (Hevea brasiliensis Muell.Arg) 

belum diidentifikasi. Pada penelitian ini, sebanyak 

40 gen putatif penyandi PI (HbPI01 hingga 

HbPI36) telah berhasil diidentifikasi dari 7453 

scaffold genom utuh tanaman karet klon Reyan 7-

33-97 yang tersedia secara daring dengan kode 

aksesi LVXX01000000. Penjajaran sekuen 

menggunakan algoritma MUSCLE memper-

lihatkan tujuh konservasi motif (Motif I-VIII) 

pada famili gen putatif HbPIs. Analisis pohon 

filogenetik dari tanaman Arabidopsis thaliana dan 

H. brasiliensis sebanyak 50 dan 36 sekuen residu 

asam amino dari 32 scaffold yang mengandung 

gen putatif PI menunjukkan adanya tiga klaster 

besar, yaitu famili LTP-I, SERPIN dan LTP-II. 

LTP-I terdiri dari 23 gen putatif HbPI (HbPI05 

hingga HbPI27) dan 12 gen AtPI. SERPIN yang 

merupakan anggota kelas protease inhibitor serin 

terdiri dari 11 gen putatif HbPI (HbPI01hingga 

HbPI04 dan HbPI28 hingga HbPI34) dan 22 gen 

AtPI. LTP-II terdiri dari 2 gen putatif HbPI 

(HbPI35 hingga HbPI36) dan 16 gen AtPIs. 

Penelitian ini menghasilkan informasi penting 

untuk melakukan karakterisasi fungsional lebih 

mendalam pada gen HbPI tanaman karet ke 

depannya. 

[Kata kunci: protease inhibitor, genome-

wide,scaffold, in silico, Hevea 

brasiliensis]. *) Penulis korespondensi: irfan.martiansyah@iribb.org ; rizaputranto@iribb.org 
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Pendahuluan 

Protease inhibitor (PI) merupakan protein 

yang berfungsi untuk menghambat aktivitas 

proteolitik enzim protease. Ukuran molekul PI 

berkisar antara 3-120 kDa, tetapi kebanyakan PI 

berukuran 8-22 kDa (Islamov et al., 2012; Malolo 

et al., 2015; Michaud, 2001). Berdasarkan domain 

inhibitor, lebih dari 13 famili protease inhibitor 

seperti SERPIN, Bowman Birk (BBIs), Squash, 

Kunitz, Cereal tripsin/α-amilase, Mustard 

(Sinapis) tripsin (MSI), Potato tipe I PIs (PI1), 

Potato tipe II PIs (PI2), Cistein PIs (CYS), Stefin 

(Famili-1 cistatin), Cistatin (Famili-2 cistatin), 

Kininogen (Famili-3 cistatin), Fitocistatin 

(Famili-4 cistatin), serta Aspartil dan 

metalokarboksipeptidase telah berhasil diiden-

tifikasi pada tanaman (Habib & Fazili, 2007; 

Malolo et al., 2015; Michaud, 2001; Mosolov & 

Valueva, 2008; Rawlings et al., 2004; Schlüter et 

al., 2010). Berdasarkan situs reaktif aktivitas 

proteolitik, PI terbagi menjadi enam kelas utama 

yaitu serin, sistein, tripsin, aspartat, metalo dan 

treonin (Habib & Fazili, 2007; Ryan, 1990). PI 

dengan aktivitas penghambat serin, sistein dan 

tripsin  merupakan yang paling dominan dan 

melimpah di dalam sel (Mosolov & Valueva, 

2008).  

Protease inhibitor disinyalir sebagai produk 

yang memiliki nilai ekonomi yang tinggi dalam 

sektor pertanian dan kesehatan dikarenakan 

memiliki kemampuan anti-mikroba dan anti-virus 

(Bijina et al., 2011; Islamov et al., 2012; Sack et 

al., 2015). PI bekerja dengan cara menghambat, 

menghidrolisis, mengubah atau menonaktifkan 

protease yang diekskresikan oleh patogen 

sehingga menjadi avirulen (Ryan, 1990). Pada 

tanaman tebu transgenik, PI diketahui dapat 

menekan pertumbuhan larva serangga penggerek 

batang (Scirpophaga excerptalis). Sedangkan 

pada tembakau transgenik yang mengandung gen 

PI dapat menjadi resisten terhadap serangga hama 

dan patogen penyebab penyakit tanaman (Christy 

et al., 2009; Senthilkumar et al., 2010). Putranto 

et al. (2016) telah berhasil mengisolasi enzim PI 

pada lateks tanaman karet dan menunjukkan 

adanya aktivitas penghambatan pertumbuhan 

cendawan patogen tanaman kelapa sawit 

(Ganoderma boninense) dan penyebab penyakit 

jamur akar putih pada tanaman karet (Rigidoporus 

lignosus) skala laboratorium. Selain itu, PI yang 

dipurifikasi dari suspensi sel kalus karet, 

dilaporkan dapat menekan perkembangan 

miselium dan zoospora Phytophthora palmivora 

(Bunyatang et al., 2016; Bunyatang et al., 2013). 

Tanaman karet (Hevea brasiliensis Muell.Arg) 

adalah komoditas perkebunan yang memiliki nilai 

ekonomi tinggi karena merupakan sumber utama 

karet alam dunia yang sudah komersial saat ini. 

Karet alam diproduksi oleh tanaman karet dalam 

bentuk getah yang disebut lateks (D'Auzac & 

Jacob, 1989). Lateks merupakan sitoplasma dari 

jaringan sel kompleks bernama latisifer yang 

didalamnya terkandung tidak hanya partikel karet 

namun juga fraksi lain seperti protein pertahanan 

(Aoki et al., 2014; De Faÿ & Jacob, 1989). Salah 

satu dari protein pertahanan tersebut adalah 

protease inhibitor. Dalam penelitian pendahuluan, 

Putranto et al., (2016) telah mengidentifikasi, 

mengisolasi, dan mengkarakterisasi empat protein 

putatif PI (HbPI01-HbPI04) dari serum B lateks 

yang termasuk ke dalam famili protease inhibitor 

SERPIN. Meskipun demikian, famili-famili gen 

penyandi PI di tanaman karet belum banyak 

diketahui. Di sisi lain, identifikasi famili gen PI di 

tingkat laboratorium (wet lab) memerlukan waktu 

yang lama dan tenaga yang tidak sedikit. Oleh 

karena itu, pendekatan in silico melalui bioinfor-

matika dapat digunakan untuk mempercepat 

analisis dalam prediksi famili gen PI (Penders et 

al., 2008). Selain itu, informasi genom karet dari 

klon RRIM 600 dan Reyan 7-33-97 telah tersedia 

dan dapat diakses secara daring pada basis data 

European Nucleotide Archive (ENA) (Lau et al., 

2016; Rahman et al., 2013; Tang et al., 2016).       

Studi komparatif genom merupakan salah satu 

pendekatan molekuler yang dapat digunakan 

untuk mengidentifikasi domain, motif dan famili 

gen dalam suatu genom organisme. Penjajaran 

sekuen dan analisis filogenetik yang menjadi 

bagian tak terpisahkan dari studi ini mampu 

membandingkan dua atau lebih organisme yang 

belum diketahui informasi genomiknya dengan 

suatu organisme model (Bush & Moore, 2012; 

Edgar, 2004). Identifikasi gen spesifik dan 

fungsinya membantu kita dalam memahami 

perkembangan evolusi molekuler gen dan protein 

serta lebih jauh lagi dapat mengenali perbedaan 

morfologi ataupun fenotipe tanaman (Sharma & 

Suresh, 2015). Analisis in silico komparatif A. 

thaliana dan H. brasiliensis telah berhasil 

mengidentifikasi beberapa famili gen penting 

seperti superfamili APETALA2/ETHYLENE 

RESPONSE FACTORS (AP2/ERF) (Duan et al., 

2010; Putranto & Montoro, 2016; Putranto et al., 

2015a; Putranto et al., 2015b) famili Calcium-

Dependent Protein Kinase (CDPK) (Xiao et al., 

2017), famili reseptor asam absisat (ABA) (Guo 

et al., 2017), famili Glucose-6-Phosphate 

Dehydrogenase (G6PDH) (Long et al., 2016), 

famili Metacaspase (Liu et al., 2016), famili 

Aquaporin (Zou et al., 2015), dan famili ABC 

Transporter (Zhiyi et al., 2015). Di sisi lain, studi 

komparatif sejenis juga telah berhasil dilakukan 

pada spesies lain seperti Oryza vs Shorgum untuk 

identifikasi dan analisis filogenetik gen 

transporter Ca
2+

 (Goel et al., 2011) dan gen siDof 

pada tanaman millet (Setaria italica) ( Zhang et 

al., 2017). Baru-baru ini, penelitian menggunakan 
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studi komparatif juga dilakukan pada tanaman 

kentang (Solanum tuberosum) untuk 

mengidentifikasi gen putatif  yang menyandi 

domain SQUAMOSA promoter-binding protein 

(faktor transkripsi spesifik yang berperan dalam 

pembungaan) dengan A. thaliana sebagai tanaman 

pembandingnya (Kavas et al., 2017). 

Arabidopsis thaliana merupakan tanaman 

model penting yang digunakan sebagai 

pembanding dalam identifikasi gen dan 

menentukan fungsi suatu gen. Tanaman 

Arabidopsis seringkali digunakan dalam analisis 

genomik karena memiliki berbagai keunggulan 

yaitu siklus hidup yang pendek (6 minggu), 

ukuran kecil, anakannya banyak dan memiliki 

genom inti yang relatif kecil (125 Mb). Seluruh 

genom Arabidopsis telah berhasil disekuensing 

(selama 1996-2000), termasuk anotasi prediksi 

gen fungsional sehingga banyak proses biologi 

seperti pertahanan, fotomorfogenesis, regulasi 

gen, perkembangan, metabolisme, transportasi, 

reparasi DNA berhasil dipelajari dengan relatif 

mudah dan terarah (Initiative, 2000). Genom A. 

thaliana mengandung lebih dari 41 gen yang 

berpotensi menyandi protease inhibitor, 8 

diantaranya telah teridentifikasi mewakili 68 

protease inhibitor yang sudah diketahui pada 

berbagai organisme (MEROPS peptidase 

database; http://merops.sanger.ac.uk/) (Rawlings 

et al., 2004). 

Penelitian ini bertujuan untuk 

mengidentifikasi famili gen putatif penyandi PI 

dengan pendekatan in silico komparatif pada 

genom H. brasiliensis. Genom pembanding yang 

dipilih adalah A. thaliana. Dalam studi komparatif 

ini, scaffold genom karet diunduh pada basis data 

publik. Identifikasi famili dan domain 

terkonservasi (conserved domain) yang terdapat 

pada CDS putatif teranotasi dilakukan secara 

daring melalui basis data NCBI. Analisis 

penjajaran sekuen jamak telah memprediksi tujuh 

motif potensial terkait aktivitas HbPIs. Tiga 

klaster famili gen penyandi PI telah berhasil 

diidentifikasi antara A. thaliana dan H. 

brasiliensis menggunakan analisis filogenetik. 

Bahan dan Metode 

Pengunduhan dan penyimpanan basis data genom 

utuh tanaman karet 

Sekuen genom tanaman karet (Hevea 

brasiliensis Muell. Arg) klon Reyan 7-33-97 

dengan kode aksesi LVXX01000000 dan 

SRP069104 secara berurutan diunduh dari basis 

data European Nucleotide Archive 

(www.ebi.ac.uk/ena) dari EMBL-EBI (Britania 

Raya). Panjang genom yang diunduh adalah 1,46 

GB dengan jumlah scaffold sebanyak 7.453 yang 

meliputi panjang daerah genom 1,37 GB. 

Sejumlah 84.285 contig menghasilkan 43.792 gen 

(Tang et al., 2016). Sekuen genom tersebut 

disimpan dalam sistem basis data Galaxy pada 

platform bioinformatika SouthGreen, Prancis 

(http://galaxy.southgreen.fr/galaxy/). Dalam pene-

litian ini, istilah contig dan scaffold digunakan 

untuk membedakan secara berurutan sekuen 

nukleotida pendek (± 300 kb) dan panjang (± 6,4 

Mb).  

Identifikasi dan sortasi scaffold genom tanaman 

karet  

Keseluruhan 7.453 scaffold genom tanaman 

karet yang telah dianotasi disortir berdasarkan 

tiga kata kunci yaitu “protease”, “inhibitor”, dan 

“proteinase”.  Penelusuran basis data nukleotida 

menggunakan query berupa residu asam amino 

dilakukan pada scaffold terpilih via NCBI 

BLAST+ tblastn) menggunakan platform Galaxy 

(Cock et al., 2015). Lima puluh residu asam 

amino yang menyandi protease inhibitor dari A. 

thaliana diunduh dari basis data TAIR v.10 

(http://www.arabidopsis.org/). Sekuen tersebut 

digunakan sebagai famili PI komparatif terhadap 

H. brasiliensis. Hasil analisis tblastn disusun 

dalam bentuk tabel Excel. 

Anotasi manual sekuen scaffold dan ekstraksi 

sekuen putatif penyandi PI dari tanaman karet 

Sekuen scaffold dari genom tanaman karet 

yang telah teridentifikasi kemudian dipisahkan 

dan disimpan. Anotasi manual sekuen scaffold 

meliputi daerah 5„-UTR, coding sequence (CDS), 

3„-UTR dilakukan menggunakan program 

Genious 5.3.6 (Biomatters  Ltd, USA) (Kearse et 

al., 2012). Daerah CDS putatif penyandi protease 

inhibitor diekstrak. Sebagai konfirmasi hasil 

anotasi, analisis MEGA-BLASTn (https://blast. 

ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastS

earch) dilakukan pada sekuen CDS tersebut 

dengan parameter basis data nucleotide collection 

(nr/nt). Sekuen CDS putatif penyandi PI 

kemudian dianotasi kembali dengan nama gen 

dan spesies yang memiliki persentase kemiripan > 

80 %, lalu sekuen tersebut diterjemahkan menjadi 

residu asam amino. 

Identifikasi famili dan domain terkonservasi 

(conserved domain) 

Identifikasi famili dan domain terkonservasi 

(conserved domain) yang terdapat pada CDS 

putatif teranotasi dilakukan secara daring melalui 

NCBI CDD (www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ 

cdd/cdd.shtml). Sekuen residu asam amino dari 

CDS dimasukkan ke dalam kolom pencarian 

CDD dan hasil yang diperoleh disimpan dalam 

format PDF. Penentuan domain dilakukan dengan 

mencocokkan sekuen asam amino atau protein 

yang telah diperoleh  terhadap sekuen nukleotida 

CDS putatif teranotasi. Domain terkonservasi 

http://merops/
http://www.ebi.ac.uk/ena
http://galaxy.southgreen.fr/galaxy/
http://www.arabidopsis.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/%20cdd/cdd.shtml
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/%20cdd/cdd.shtml
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yang diperoleh kemudian dianotasi sesuai dengan 

nama famili dan nomor aksesinya. Sekuen 

tersebut kemudian diterjemahkan menjadi residu 

asam amino (Putranto et al., 2015a). Data 

rekapitulatif disimpan dalam bentuk tabel. Motif 

terkonservasi dalam residu asam amino putatif PI 

pada tanaman karet diperoleh dengan analisis 

penjajaran sekuen jamak (multiple sequence 

alignment) dengan algoritma MUSCLE (Edgar, 

2004). 

Analisis filogenetik komparatif antara famili gen 

penyandi protease inhibitor dari A. thaliana dan 

H. brasiliensis 

Workflow analisis filogenetik dilakukan 

melalui dua langkah yaitu (1) penjajaran 

(alignment) sekuen asam amino dan (2) 

konstruksi pohon filogenetik untuk menentukan 

ortologi dan paralogi dari gen. Penjajaran sekuen 

asam amino putatif PI dari tanaman model A. 

thaliana dan H. brasiliensis dieksekusi 

menggunakan algoritma penjajaran sekuen jamak 

MUSCLE dalam program MEGA 6.0. Parameter 

algoritma yang digunakan adalah 32 maksimum 

iterasi dengan pengukuran jarak kmer 4_6, 

metode pengklasteran UPGMB. Sekuen 

disejajarkan berdasarkan tingkat kesamaan 65%. 

Pohon filogenetik dirakit menggunakan algoritma 

statistik Neighbor-Joining pada program MEGA 

6.0 (Senthilkumar et al., 2010). Bootstrap untuk 

pohon konsensus dibuat sebanyak 1000 ulangan. 

Jarak evolusi dihitung menggunakan metode 

berbasis matriks JTT (John-Taylor-Thornton). 

Perlakuan missing data (gap) menggunakan 

pairwise deletion. 

Hasil dan Pembahasan 

Pra-perlakuan sekuen genom utuh dan sortasi 

scaffold pada tanaman karet 

Genom tanaman karet (H. brasiliensis) klon 

Reyan 7-33-97 telah berhasil dipetakan oleh Tang 

et al. (2016). Perakitan genom tanaman karet 

sebesar 1,37 Gb melingkupi 93,8% dari total 

ukuran genom karet (1,46 Gb), diketahui 

memiliki jumlah scaffold sebanyak 7453 scaffold 

(N50 scaffold = 1,28 Mb), jumlah contig 

sebanyak 84.285 contig (N50 contig = 30,6 kb), 

dan jumlah gen sebanyak 43.792 gen.  

Diagram alir kegiatan analisis in silico 

disajikan pada Gambar 1. Scaffold genom 

tanaman karet sebanyak 7.453 scaffold disortir 

berdasarkan tiga kata kunci. Metode sortasi 

dengan kata kunci tersebut dipilih karena relatif 

mudah dan sederhana. Dari hasil sortasi tersebut, 

sebanyak 108, 46, dan 31 scaffold diperoleh 

menggunakan kata kunci “protease, “inhibitor” 

dan “proteinase”, secara berurutan. Empat puluh 

enam scaffold dari kata kunci “inhibitor” 

diekstrak dari basis data genom tanaman karet 

klon Reyan 7-33-97. Analisis tblastn terhadap 50 

residu asam amino penyandi protease inhibitor 

dari A. thaliana dilakukan. Sebagai tanaman 

model dalam biologi molekuler, basis data genom 

A. thaliana dipilih karena telah 100% teranotasi 

serta fungsi famili gennya telah diketahui 

(Putranto et al., 2015a). Hasil tblastn menunjukan 

sebanyak 33 scaffold memiliki kemiripan yang 

tinggi (80-99%) untuk sekuen nukleotida maupun 

asam amino terhadap A. thaliana.  

Anotasi manual sekuen scaffold dan ekstraksi 

sekuen putatif penyandi PI dari tanaman karet 

Sekuen scaffold yang panjang (± 6,4 Mb) 

berpotensi memuat lebih dari 20 gen di dalamnya. 

Secara in silico, pendugaan gen yang dituju dalam 

suatu scaffold membutuhkan ketelitian dan 

pengalaman untuk menganalisis secara tepat 

bagian CDS yang menyandikan gen putatif PI. 

Setelah menemukan CDS yang tepat, dilakukan 

pencarian kodon start (AUG) dan kodon stop 

(UAA,UAG,UGA) lalu sekuen lengkap tersebut 

diekstrak dan dianotasi sementara menggunakan 

program Geneious. Hasil anotasi sementara 

terhadap 33 sekuen nukelotida menunjukkan 

adanya perbedaan sekuen full-length dan parsial 

dari bagian gen putatif PI yaitu 27 sekuen full-

length dan 5 sekuen parsial. Perbedaan tersebut 

dapat dihasilkan karena sekuen scaffold 

berpotensi mengandung intron dan bagian sekuen 

non-coding lainnya (Morello & Breviario, 2008, 

Hong et al., 2006). Lima sekuen parsial yang 

mengandung intron secara in silico yaitu scaffold 

LVXX01000048        (HbPI28), LVXX01000103 

(HbPI18), LVXX01000276 (HbPI34), 

LVXX01000440 (HbPI16) dan LVXX01000574 

(HbPI13).  

Hasil MEGA-BLAST pada 33 sekuen 

nukleotida tersebut menunjukkan 32 diantaranya 

memiliki tingkat kemiripan sekuen yang tinggi, 

bahkan sebanyak 22 sekuen memiliki skor 

kesamaan basa nukelotida lebih dari 200 

nukleotida (garis merah) (Gambar 2). Sekuen 

LVXX01000246 merupakan satu-satunya sekuen 

yang memiliki skor kesamaan basa nukelotida 

kurang dari 80 nukleotida (garis hijau). Hal ini 

menunjukkan bahwa sekuen tersebut memiliki 

tingkat kemiripan yang rendah dibandingkan 

dengan sekuen gen pada organisme lain yang 

terdapat dalam basis data NCBI sehingga tidak 

dilanjutkan untuk proses translasi menjadi asam 

amino. 

Identifikasi domain dan famili  

Domain adalah suatu daerah dari protein yang 

secara struktural umumnya terdiri dari 25-350 

asam amino. Protein sederhana rata-rata hanya 

memiliki  satu  domain.  Pada  protein  yang  lebih 
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Gambar 1. Diagram alir analisis in silico komparatif untuk identifikasi famili gen putatif penyandi protease inhibitor 

pada genom Hevea brasiliensis. Piranti lunak seperti EMBL-EBI, NCBI, DDBJ, Galaxy, Geneious, MEGA 
6.0 dan algoritma MUSCLE untuk penjajaran sekuen digunakan dalam analisis. 

Figure 1.  Scheme of in silico comparative analysis for the identification of putative gene family encoding protease 

inhibitors in Hevea brasiliensis genome. EMBL-EBI, NCBI, DDBJ, Galaxy, Geneious, MEGA 6.0 and 

MUSCLE algorithm were used in this analysis. 

 

 

Gambar 2. Profil pencarian MEGA-BLAST dari sekuen nukleotida (a) LVXX01000048 (HbPI28) tingkat kemiripan 

sekuen tinggi dan (b) LVXX010000246 tingkat kemiripan sekuen rendah. Analisis dilakukan di basis data 

NCBI. Warna merah menunjukkan tingkat kemiripan tinggi berbanding terbalik dengan warna hijau dengan 
tingkat kemiripan rendah. 

Figure 2. Profile of MEGA-BLAST search from nucleotide sequence (a) with high similarity  such as LVXX01000048 

(HbPI28) and (b) with low similarity such as LVXX010000246. The analysis was carried out in NCBI. Red 

strip showed high similarity sequences as opposed to green strip for low similarity sequences. 

kompleks, beberapa domain dapat terkandung 

di dalamnya. Domain bertanggung jawab 

terhadap aktivitas protein dan biasanya memiliki 

fungsi yang spesifik (Levitt, 2009). Pemanfaatan 

basis data dapat digunakan untuk melacak 

keberadaan suatu motif dan domain dari protein. 

Protein yang berbeda dapat memiliki motif dan 

domain yang sama sehingga digolongkan dalam 

satu famili yang sama (Cherukuri, 2007). Famili 

dari suatu protein pada organisme dapat 

mengalami spesiasi (ortolog) maupun 

duplikasi(paralog) selama proses evolusi. Struk-
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tur, sekuen, dan fungsi protein dapat diketahui 

dengan mengklasifikasikan famili gen yang 

mengekspresikannya sehingga dengan mudah 

dipahami hubungan kekerabatan sekaligus 

mekanisme molekuler yang terkait dengan fungsi 

tersebut (Das et al., 2015). Domain dari suatu 

protease inhibitor merupakan segmen dari sekuen 

asam amino yang berisi sebuah situs reaktif 

setelah melepaskan bagian tertentu yang tidak 

terlibat langsung dalam aktivitas inibitor. Hasil 

identifikasi domain dan famili gen menunjukkan 

bahwa satu scaffold dapat memiliki lebih dari satu 

famili dan domain.  

Empat puluh gen putatif penyandi PI yang 

terkandung di dalam 32 scaffold telah berhasil 

diidentifikasi (Tabel 1). Sebagian besar scaffold 

hanya memiliki satu domain, tetapi empat di 

antaranya memiliki lebih dari satu domain, yaitu 

scaffold LVXX01000019 (domain PKc dan 

S_TKc), LVXX01000079 (domain 

Hydrophob_seed dan ROM1), LVXX01000238 

(domain PKc dan S_TKc), LVXX01000249 

(domain S_TKc dan STKc_CAMK). Sebanyak 40 

domain telah berhasil diidentifikasi secara in 

silico. Domain protein kinase (PKc) ditemukan 

sebanyak 24 kali dengan kisaran panjang 60-321 

asam amino. 

Domain PKc berukuran sekitar 30 kDa dan 

memiliki panjang domain residu sebanyak 250-

350 asam amino. Lebih dari 1000 PKc berhasil 

diidentifikasi pada saat memetakan gen-gen dari 

genom lengkap A. thaliana (Initiative, 2000). 

Selama 20 tahun terakhir, perkembangan fungsi 

PKc yang dipelajari berperan dalam proses 

induksi sinyal, seperti adanya cekaman biotik, 

kualitas dan kuantitas cahaya, hormon, dan 

kondisi lingkungan yang berbeda-beda. Selain itu, 

regulasi jam biologis tanaman, regulasi siklus sel, 

perkembangan, aktivitas transportasi dan 

metabolisme selular (Lehti-Shiu & Shiu, 2012) 

Dua domain SERPIN, lima domain serine-

threonine kinase (S_TKc), satu domain non-

spesific lipid transfer protein (nsLTP), satu 

domain hydropob seed, satu domain ROM1 dan 

satu domain Thaumatin juga berhasil 

diidentifikasi (Tabel 1). SERPIN merupakan 

domain terbesar dan terbanyak dari protease 

inhibitor. SERPIN berukuran 39-43 kDa dan 

memiliki bentuk loop fleksibel serta kovalen 

kompleks protease ireversibel. SERPIN memiliki 

panjang 340-440 asam amino relatif lebih banyak 

dari pada KunitzP dan potato inhibitor 1 (30-200 

asam amino) yang memiliki bentuk loop kaku dan 

kompleks non-kovalen dengan protease 

(Christeller & Laing, 2005). SERPIN merupakan 

protease inhibitor spesifik yang berinteraksi dan 

berikatan dengan lambat dengan substrat atau 

protease target serta dapat membentuk loop dalam 

konformasi kanonikal (Fluhr et al., 2012). Secara 

umum, keanekaragaman dari domain yang 

dikandung oleh keempat puluh gen putatif 

penyandi HbPI menunjukkan fungsi potensial 

yang berbeda pada tanaman karet. 

Penjajaran sekuen asam amino putatif HbPIs 

Untuk mencari bentuk motif dari gen putatif 

PI dalam tanaman karet, dilakukan penjajaran 36 

sekuen residu asam amino yang telah 

teridentifikasi sebelumnya menggunakan 

algoritma MUSCLE (Gambar 3). Penjajaran 36 

sekuen residu asam amino dari 32 scaffold yang 

mengandung gen putatif HbPI menghasilkan 

tujuh motif yang memiliki tingkat kemiripan 

homologi yang tinggi. Motif I dan II memiliki 

homologi yang sama untuk 27 gen putatif HbPI 

yang terkonservasi di dalam kedua motif tersebut. 

Hampir semua asam amino pada motif III dan IV 

terdapat pada seluruh gen putatif HbPI dan 

menunjukkan kesamaan homologi yang tinggi 

serta asam amino terkonservasi pada kedua motif 

ini. 

Tabel 2 memperlihatkan sekuen konsensus 

dari motif asam amino yang ditemukan dalam 

famili gen penyandi HbPIs. Motif I merupakan 

motif dengan konsensus sekuen terpanjang. Motif 

I dan II memiliki jumlah residu asam amino 

masing-masing 88 dan 62 asam amino. Konsensus 

kedua motif tersebut diawali dengan asam amino 

yang sama sekaligus didominasi oleh asam amino 

prolin. Asam amino prolin termasuk dalam asam 

amino berukuran kecil dan bersifat alifatik serta 

hidrofobik. Sifat tersebut menunjukkan bahwa 

prolin ditemukan di permukaan dari struktur 

protein (Betts & Russell, 2003). Motif III dan IV 

memiliki jumlah residu sebanyak 36 dan 37 asam 

amino. Secara umum, kedua motif tersebut 

dipenuhi oleh asam amino hidrofobik seperti A, 

G, T, F, Y, W, I, V, L, M. Hal tersebut 

memprediksi bentuk dari protease inhibitor serta 

aktivitasnya pada permukaan protein. Motif V dan 

VII memiliki jumlah residu asam amino berturut-

turut 42 dan 87 asam amino, sedangkan motif VI 

memiliki jumlah residu asam amino terpendek 

yaitu 14 asam amino.  

Lipid transfer protein (LTP) merupakan 

kelompok protein yang berukuran sekitar 7-10 

kDa yang dapat ditemukan di jaringan tanaman 

(Edstam et al., 2014). Secara struktural, LTP 

dibagi menjadi dua yaitu LTP-I berukuran 9-10 

kDa dengan jumlah asam amino sebanyak 90-95 

asam amino dan LTP-II berukuran 7 kDa (65-75 

asam amino) (Finkina et al., 2016 ; Kader, 1996). 

LTP menarik untuk dipelajari karena memiliki 

tiga fungsi utama yaitu kemampuan untuk 

mengikat dan mentransfer lipid, 

proteinpertahanan endogen untuk imunitas 

tanaman, dan alergen tanaman (Finkina et al., 

2016). LTP dapat ditemukan secara luas di
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Tabel 1. Hasil identifikasi 40 gen putatif penyandi PI dengan analisis in silico komparatif pada 32 scaffold genom 

tanaman karet (H. brasiliensis). Identifikasi domain protein dilakukan pada NCBI Conserved Domains 

Database (CDD).  

Table 1.  Identification of 40 putative encoding PI genes using in silico comparative analysis of 32 genomic scaffold of H. 
brasiliensis. The identification of protein domain was carried out using NCBI Conserved Domains Database 

(CDD). 

Scaffold 
Nama Putatif 

/Putative name 

Basis data / Database NCBI CDD  

Referensi/References   Nama domain/  
Domain name 

Aksesi/ 
Accession 

Panjang/ 
Length (aa) 

LVXX01000481 HbPI-01 1 PKc cl21453 172 (Putranto et al., 2016) 

LVXX01000481 HbPI-02 1 PKc cl21453 172 (Putranto et al., 2016) 

LVXX01000481 HbPI-03 1 PKc cl21453 172 (Putranto et al., 2016) 

LVXX01000481 HbPI-04 1 PKc cl21453 172 (Putranto et al., 2016) 

LVXX01000004 HbPI-05 1 STKc_IRAK  cd14066 270 (Venturini et al., 2013) 

LVXX01000253 HbPI-06 1 PKc cl21453 272 (Venturini et al., 2013) 

LVXX01000426 HbPI-07 1 PKc cl21453 208 (Pan et al., 2014) 

LVXX01000429 HbPI-08 1 PKc cl21453 178 (Li et al., 2010) 

LVXX01000677 HbPI-09 1 PKc cl21453 269 (Li et al., 2010) 

LVXX01000313 HbPI-10 1 PKc cl21453 204 (Li et al., 2010) 

LVXX01000838 HbPI-11 1 PKc cl21453 321 (Rivarola et al., 2011) 

LVXX01000332 HbPI-12 1 PKc cl21453 286 (Li et al., 2010) 

LVXX01000574 HbPI-13 1 PKc cl21453 127 (Tuskan et al., 2006) 

LVXX01000055  HbPI-14 1 PKc cl21453 182 (Li et al., 2010) 

LVXX01000238 
HbPI-15a 1 PKc cl21453 168 

(Li et al., 2010) 
HbPI-15b 2 S_TKc  smart00220 176 

LVXX01000440 HbPI-16 1 PKc cl21453 66 (Zeng et al., 2014) 

LVXX01000065 HbPI-17 1 PKc cl21453 278 (Li et al., 2010) 

LVXX01000103 HbPI-18 1 PKc cl21453 92 (Li et al., 2010) 

LVXX01000024 HbPI-19 1 PKc cl21453 236 (Li et al., 2010) 

LVXX01000003 HbPI-20 1 PKc cl21453 181 (Li et al., 2010) 

LVXX01000015 HbPI-21 1 PKc cl21453 180 (Li et al., 2010) 

LVXX01000249 
HbPI-22a 1 S_TKc  smart00220 253 

(Li et al., 2010) 
HbPI-22b 2 STKc_CAMK  cd05117 255 

LVXX01000340 HbPI-23 1 PKc cl21453 221 (Zeng et al., 2014) 

LVXX01000019 
HbPI-24a 1 PKc cl21453 219 

(Li et al., 2010) 
HbPI-24b 2 S_TKc  smart00220 219 

LVXX01000515 HbPI-25 1 PKc cl21453 92 (Li et al., 2010) 

LVXX01000665 HbPI-26 1 PKc cl21453 126 (Li et al., 2010) 

LVXX01000017 HbPI-27 1 PKc cl21453 60 (Zhu et al., 2015) 

LVXX01000048 HbPI-28 1 SERPIN  cl00137 79 (Pan et al., 2014) 

LVXX01000291 HbPI-29 1 PKc cl21453 69 (Li et al., 2010) 

LVXX01001907 HbPI-30 1 SERPIN   cl00137 132 (Li et al., 2010) 

LVXX01000014 HbPI-31 1 PKc cl21453 90 (Li et al., 2010) 

LVXX01000481 HbPI-32 1 PKc cl21453 172 (Zeng et al., 2014) 

LVXX01000817 HbPI-33 1 PKc cl21453 72 (Zhang & Gao, 2016) 

LVXX01000276 HbPI-34 1 Thaumatin  pfam00314  218 (Li et al., 2010) 

LVXX01000040 HbPI-35 1 nsLTP1  cd01960 79 (Rivarola et al., 2011) 

LVXX01000079 
HbPI-36a 1 Hydrophob_seed  pfam14547  78 

(Zeng et al., 2014) 
HbPI-36b 2 ROM1  COG5422 79 

 

berbagai organisme dengan fungsi dan ukuran 

yang bervariasi (Wang et al., 2012). Chen et al., 

(2017) melaporkan bahwa LTP terlibat dalam 

respon cekaman abiotik berupa suhu rendah dan 

kekeringan pada tanaman tebu. LTP juga berperan 

dalam toleransi suhu tinggi pada tanaman gandum 

(Yu et al., 2014). Selain itu, LTP terekspresi lebih 

banyak ketika terjadi infeksi bakteri patogen pada 

tanaman barley (Petti et al., 2010). A. thaliana 

yang terserang penyakit akar dan tercekam 

salinitas tinggi melibatkan protein LTP sebagai 

protein pertahanan yang ditunjukkan dengan 

peningkatan profil ekspresi gen tersebut (Jülke & 

Ludwig-Müller, 2015). Famili gen LTP banyak 

ditemukan di berbagai tanaman seperti A. thaliana 

(110 famili), gandum (150 famili) dan padi (52 

famili) (Boutrot et al., 2008; Lamesch et al., 

2012). 
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Gambar 3. Penjajaran 36 sekuen residu asam amino dari 32 scaffold yang mengandung gen putatif PI pada genom Hevea 

brasiliensis (klon Reyan 7-33-97). Sekuen dikelompokkan berdasarkan tingkat kemiripannya dengan jarak kmer 

4_6. Pembobotan sekuen menggunakan ClustalW. Warna yang berbeda menunjukkan perbedaan motif 

terkonservasi (I-VII). 

Figure 3. Alignment of 36 amino acid residues from 32 scaffolds containing putative PI in Hevea brasiliensis genome 

(clone Reyan 7-33-97). Sequences were grouped according to its similarity using kmer 4_6 distance. Sequence 

weighing was carried out using ClustalW. Different colors showed different conserved motifs (I-VII). 

 

Tabel 2. Konsensus residu asam amino dari tujuh motif hasil penjajaran sekuen residu asam amino dari 32 scaffold. 

Sekuen konsensus diperoleh menggunakan program Geneious.  

Table 2. Consensus amino acid residues from seven motifs resulted from alignment of 36 amino acid residues from 32 
scaffolds. Consensus sequences were obtained using Geneious program. 

Motif/ 

Motifs 

Jumlah residu/ 
Residues 

number (aa) 

Sekuen motif konsensus/ 

Consensus sequence motifs 

Motif I 88 PKPPYVPKPPIVKPPTIPKPPYVPKPPIVKPPTRPKPPHEPKPPITPKPPIVHPPYV 

PKPPIVKPPPFVPKPPVVKPPHFPKPPIIFP 

Motif II 62 PPYYPKPPVTPAPPKPPVSPTPPTLPPKPPVTPTPPKPPVTPTPPILPPKPPVTPT 

PPYFPN 

Motif III 36 QKMKIGVLILLSWAATVSTDVECGTVTGLLSVCSTC 

Motif IV 37 RKKKRDSTLGSYGNPLLKLSYQSLLKATNGFSLEILI 

Motif V 42 EHELEYQTKIPSMRNRQFRLAESTRIGGTIGYLPPESFQKRS 

Motif VI 14 EYTEKSDVYSFGVV 

Motif VII 87 LMELVSGRRNSEQSKDGKMEYFPIRVARLVNKDGLEDDVLSLLDPFLEGNAN 

VEELTRICKVACWCIQDDKTLRPSMSDVVYILEGS 
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Analisis  filogenetik dari sekuen asam amino HbPIs dan AtPIs 

Dari pohon filogenetik, diperoleh tiga klaster 

famili besar yaitu lipid transfer protein (LTP-I 

dan LTP-II) serta SERPIN (Gambar 4). LTP-I 

terdiri dari 23 gen putatif HbPI (HbPI05-HbPI27) 

dan 12 gen AtPI. Tiga gen AtPI diketahui bukan 

kelompok LTP-I, tetapi ikut tersisipkan dalam 

kelompok tersebut yaitu AT1G73330.1 

(DR4=drought resistant), AT1G73325.1 (Kunitz) 

dan AT2G35590. 1 (putative SERPIN) diduga 

karena adanya kemiripan sekuen asam amino 

dengan famili LTP. LVXX01000515 diduga 

merupakan salah satu gen putatif drought 

resistant karena memiliki hubungan kekerabatan 

yang lebih dekat dengan AT1G73330.1 yang 

berada dalam satu cabang yang sama. LTP-II 

terdiri dari 2 gen putatif HbPI (HbPI35-HbPI36) 

dan 16 gen AtPI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Analisis filogenetik 50 dan 36 residu asam amino dari 32 scaffold yang mengandung gen putatif PI dari 

Arabidopsis thaliana dan Hevea brasiliensis dilakukan dengan metode Neighbor-Joining pada program 

MEGA 6.0. Bootstrap untuk pohon konsensus sebanyak 1000 ulangan. Gen putatif PI dibagi menjadi 3 

klaster besar, yaitu LTP-I, SERPIN dan LTP-II. 

Figure 4. Phylogenetic analysis of 50 and 36 amino acid residues from 32 scaffolds containing putative PI genes in 

Arabidopsis thaliana and Hevea brasiliensis using Neighbor-Joining method in MEGA 6.0 program. Bootstrap 

for consensus tree was fixed at 1000 replicates. Putative PI genes were classified in three large clusters (LTP-I, 

SERPIN and LTP-II.)    
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Analisis pohon filogenetik dilakukan untuk 

mengetahui hubungan kekerabatan dan fungsi dari 

gen putatif yang diperoleh. Pohon filogenetik 

dibuat dari residu sekuen asam amino dari gen 

putatif HbPIs yang dihasilkan dibandingkan 

dengan gen PI yang berasal dari A. thaliana 

(AtPIs). A. thaliana merupakan spesies tanaman 

yang gen-gennya telah diketahui dan 

dikarakterisasi secara lengkap sehingga 

digunakan sebagai pembanding untuk analisis 

filogenetik. Analisis genom pada A. thaliana 

berhasil menemukan 29 gen SERPIN (Silverman 

et al., 2001). SERPIN 1 dari A. thaliana berperan 

dalam menghambat protease metacaspase dan 

mengatur respon kekebalan tanaman sehingga 

dapat mengontrol jumlah hama dan patogen. 

SERPIN tidak langsung berinteraksi dengan 

patogen tetapi melalui jalur kompleks yang 

terlibat dalam up-regulating respon imun 

inangnya (Alvarez-Alfageme et al., 2011). 

Kebanyakan famili dalam kelas serin PI berperan 

dalam menghambat protease serine, tetapi 

SERPIN dapat menghambat caspase dan protease 

cistein papain. Pada tanaman barley (Hordeum 

vulgare) dan gandum (Triticum aestivum), 

SERPIN berpotensi untuk menghambat tripsin, 

kimotripsin, cathepsin G asam glutamik, lisin atau 

arginin pada situs reaktif yang tumpang tindih 

(Roberts et al., 2011).  

Klaster SERPIN terdiri dari 11 gen putatif 

HbPI (HbPI01-HbPI04;HbPI28-HbPI34) dan 22 

gen AtPI. Dari 22 AtPI terdapat empat gen yang 

diduga bukan famili SERPIN yaitu 

AT3G04320.1, AT3G04330.1, AT1G17680.1 

(Kunitz) dan AT1G76965.1 (LTP). 

LVXX01000817 diduga lebih dekat ke famili 

kunitz karena memiliki cabang yang sama dengan 

AT1G17680.1. HbPI01-HbPI04 merupakan gen 

putatif PI yang diperoleh pada penelitian 

sebelumnya (Putranto et al., 2016). HbPI01-

HbPI04 berada dekat dengan LVXX01000481 

dan AT5G43580.1 yang diketahui merupakan 

famili SERPIN (unusual). SERPIN merupakan 

protein kecil atau domain protein dengan banyak 

ujung inhibitor yang tersusun dari 29-190 residu 

asam amino yang berperan dalam menghambat 

protease serin. SERPIN memiliki paling sedikit 

16 famili yang dikelompokkan berdasarkan 

kesamaan sekuen, topologi dan mekanisme ikatan 

(Bode & Huber, 1993). PI ini telah berhasil 

diidentifikasi pada beberapa tanaman, baik aspek 

molekular maupun fungsionalnya. Ekspresinya 

diinduksi oleh respon pelukaan atau serangan 

hama dan patogen. Pada tanaman, inhibitor ini 

efektif dalam menekan proses metabolisme dalam 

percernaan hama serangga pertanian serta ramah 

lingkungan dan berkelanjutan (Jamal et al., 2013). 

Penelitian ini memberikan gambaran identi-

fikasi famili gen potensial penyandi protease 

inhibitor pada genom H. brasiliensis dengan 

menggunakan analisis komparatif terhadap famili 

protease inihibitor pada A. thaliana. Sayangnya, 

lokalisasi gen-gen tersebut dalam peta fisik 

genom tanaman karet belum dapat dilakukan 

karena pemetaan scaffold dalam kromosom belum 

tersedia. Meskipun demikian, analisis komparatif 

ini dapat dilanjutkan dengan teknik laboratorium 

basah untuk validasi ekspresi dari tiap-tiap gen 

penyandi protease inhibitor pada tanaman karet. 

Kesimpulan 

Studi komparatif secara in silico merupakan 

pendekatan bioinformatika molekuler yang dapat 

digunakan untuk mengidentifikasi domain, motif 

dan famili suatu gen dalam suatu genom melalui 

informasi yang terdapat di dalam suatu basis data 

gen. Sebanyak 40 gen putatif penyandi protease 

inhibitor  (HbPI01-HbPI36) telah berhasil 

diidentifikasi dari 7.453 scaffold  genom utuh 

tanaman karet klon Reyan 7-33-97. Analisis 

penjajaran sekuen membagi gen putatif PI 

menjadi tujuh konservasi motif (Motif I-VIII). 

Analisis filogenetik yang membandingkan residu 

asam amino dari 32 scaffold pada H. brasiliensis 

dan A. thaliana menunjukkan adanya tiga klaster 

yang terkait pada suatu famili yang diduga gen 

penyandi PI, yaitu famili LTP-I sebanyak 23 

scaffold yang mengandung gen putatif HbPI 

(HbPI05-HbPI27), famili SERPIN sebanyak 11 

scaffold yang mengandung gen putatif HbPI 

(HbPI01-HbPI04;HbPI28-HbPI34) serta famili 

LTP-II sebanyak 2 scaffold yang mengandung 

gen putatif HbPI (HbPI35-HbPI36). Hasil ini 

memperlihatkan gambaran studi komprehensif 

dari famili gen penyandi protease inhibitor yang 

dapat dijadikan sebagai acuan untuk melakukan 

karakterisasi gen lebih jauh pada tanaman karet. 
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