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Abstract

ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase) is
one of key enzymes in the starch biosynthesis. In
many plants, the activity of this enzyme was reported
to affect the yield and the composition of produced
starch. This research is a part of an effort to develop
molecular markers for early selection of high starch-
yielding of sago palm. The purpose of the research
was to isolate promoters of AGP gene and to
analyze the differences in their DNA sequences
between sago palm with high starch content (MsHS)
and low starch content (MsLS). DNA was isolated
and purified from the leaves of two sago palms. The
promoter region of AGP was amplified by Genome
Walking technique. The specific primers were
designed by Primer3 program based on the
information of DNA sequence of AGP genes of sago
palm from previous studies. Selected DNA fragments
resulted from Genome Walking were isolated from
the gel, cloned into E. coli, and analyzed its DNA
sequence. DNA sequence analysis showed that one
DNA fragment from MsHS (+ 1500 bp) and one
DNA fragment from MsLS (> 2000 bp) were
confirmed as a 5 upstream of the AGP gene.
Further in silico analysis using MEME program
identified various DNA motifs of cis-acting elements,
which confirmed that those DNA fragments were
promoter region of the gene. Preliminary analysis
showed the differences in DNA sequences and motifs
of cis-acting elements in the promoter region of the
two samples which might influence or indirectly
associated with the character of the starch content
in sago palm.

[Keywords : Metroxylon sagu Rottb, starch
biosynthesis, carbohydrate, ADP-
glucose pyrophosphorylase, cis-

regulatory elements]
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Abstrak

ADP-glucose Pyrophosphorylase (AGPase) me-
rupakan salah satu enzim kunci dalam biosintesis
pati. Pada berbagai tanaman, aktivitas enzim ini
dilaporkan mempengaruhi rendemen dan komposisi
pati yang dihasilkan. Penelitian ini merupakan
bagian dari usaha untuk mengembangkan penanda
molekuler untuk seleksi dini tanaman sagu
rendemen pati tinggi. Tujuan penelitian adalah untuk
mengklon dan menganalisis perbedaan sekuen DNA
daerah promoter gen penyandi AGP dari tanaman
sagu rendemen pati tinggi (MsHS) dan rendemen
pati rendah (MsLS). DNA diisolasi dan dimurnikan
dari daun tanaman sagu rendemen pati tinggi dan
rendemen pati rendah. Amplifikasi DNA daerah
promoter AGP dilakukan dengan teknik Genome
Walking, menggunakan primer spesifik yang
dirancang menggunakan program Primer3 ber-
dasarkan informasi sekuen DNA gen AGP tanaman
sagu Yyang telah diperoleh pada penelitian
sebelumnya. Fragmen DNA produk Genome
Walking terpilih diklon ke dalam E. coli dilanjutkan
dengan analisis sekuen DNA. Hasil analisis sekuen
DNA menunjukkan bahwa satu fragmen DNA
produk Genom Walking MsHS (x 1500 bp) dan satu
fragmen DNA dari MsLS (> 2000 bp) terklon adalah
daerah 5° upstream dari gen AGP. Analisis lebih
lanjut secara in silico menggunakan program MEME
berhasil mengidentifikasi beberapa sekuen dan motif
elemen cis-acting yang mengkonfirmasi bahwa
fragmen DNA tersebut adalah daerah promoter gen
AGP. Terdapat perbedaan sekuen DNA dan motif
cis acting elemen pada daerah promoter kedua
sampel yang diduga berpengaruh atau secara tidak
langsung terkait dengan karakter rendemen pati pada
tanaman sagu.

[Kata kunci : Metroxylon sagu Rotth., biosintesis

pati, karbohidrat, ADP-glucose
pyrophosphorylase  cis-regulatory
elements]
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Pendahuluan

Tanaman sagu (Metroxylon sagu Rottb.)
merupakan salah satu tanaman penghasil karbohidrat
tertinggi. Pati kering yang dihasilkan tanaman ini
dapat mencapai 15-25 ton/ha/tahun (McClatchey
et al., 2006). Oleh karena itu tanaman sagu
merupakan sumber pangan dan energi yang sangat
potensial (Ohmi, 2010; Bintoro, 2011). Di sebagian
wilayah Indonesia, terutama Indonesia bagian timur,
sagu sudah lama dikonsumsi sebagai bahan makanan
pokok. Namun demikian, riset dan publikasi
mengenai tanaman sagu di Indonesia terutama dalam
kaitannya dengan budidaya dan pemuliaan, jauh
tertinggal dibandingkan dengan tanaman pangan
maupun tanaman perkebunan lainnya. Beberapa riset
yang telah dilaporkan di antaranya adalah
pengembangan teknik perbanyakan klonal tanaman
sagu melalui embriogenesis somatik, sebagai upaya
untuk mengatasi keterbatasan benih (Sumaryono et
al., 2009), studi kekerabatan genetik tanaman sagu
di Indonesia dengan teknik RAPD (Abbas et al.,
2009), dan berdasarkan ekspresi gen Wx (Abbas &
Ehara, 2012).  Sementara  dalam upaya
mengembangkan marka untuk rendemen pati tinggi,
Budiani et al., (2014) mengidentifikasi perbedaan
pola RAPD antara sagu rendemen pati tinggi dengan
sagu rendemen pati rendah. Dalam bidang
molekuler, Ibrahim et al., (2014) menguji efisiensi
beberapa metode transformasi pada tanaman ini.
Dari konstruksi pustaka cDNA dan analisis EST
yang dilakukan, Wee & Roslan (2012),
mengidentifikasi transkrip yang terlibat dalam
metabolisme primer dan toleran stres.

Di sisi lain, Indonesia memiliki keragaman
tanaman sagu yang besar, yang sangat potensial
digunakan dalam pemuliaan untuk merakit sagu
unggul. Keragaman tersebut dapat dikelompokkan
berdasarkan beberapa karakter, yaitu rendemen pati,
kualitas (cita rasa) pati, ketebalan empulur, dan

berduri atau tidak berduri. Bintoro (2011)
melaporkan tentang keragaman dan distribusi
tanaman sagu di Indonesia, baik keragaman

morfologi daun, batang dan hasil pati. Yamamoto
(2011) meneliti berbagai faktor yang berhubungan
dengan produktivitas pati pada tanaman sagu. Hasil
pengamatannya menunjukkan bahwa perbedaan
varietas paling menentukan perbedaan produktivitas
pati. Hal ini menunjukkan bahwa faktor genetiklah
yang paling berpengaruh terhadap produktivitas pati.
Rendemen pati merupakan salah satu faktor penting
yang menentukan produksi pati per batang sagu, dan
ke depan akan menjadi salah satu kriteria seleksi
dalam program pemuliaan sagu unggul. Oleh karena
itu ketersediaan marka molekuler untuk seleksi
tanaman sagu yang memiliki rendemen pati tinggi
akan sangat membantu program pemuliaan untuk
menghasilkan bibit sagu unggul.

Riset terkait biosintesis pati serta cara
memodifikasinya telah banyak dilaporkan pada
berbagai tanaman terutama pada padi dan gandum
(Sestili et al., 2009; Jeon et al., 2010; Slade et al.,
2012; Fasahat et al., 2014). Menurut Masouleh et
al., (2012) ada tujuh kelompok enzim yang berperan
langsung maupun tidak langsung pada produksi
granul pati, yaitu AGP, granule bound starch
synthase (GBSS), starch synthases (SS), branching
enzyme (BE), debranching enzyme (DBE), starch
phosphorylase (PHO) dan glucose 6-phosphate
translocator (GPT). Tiga di antaranya merupakan
enzim utama yang berperan dalam biosintesis pati,
yaitu: (1) ADP-glucose pyrophosphorylase (AGP),
yang berperan mengkatalisis reaksi pembentukan
ADP-glucose dari Glucose-1P; (2) starch synthase
(SS) yang mengkatalisis pembentukan pati dari
ADP-Glucose melalui pembentukan ikatan (1-4)
antara ujung nonreduksi dari satu rantai glucan
dengan gugus glucosyl dari ADP-glucose; dan (3)
starch branching enzyme (SBE). SBE berperan
dalam reaksi yang menghasilkan ikatan a-(1,6)-
dengan memutus ikatan 6-(1,4)- internal dan
mentransfer ujung tereduksi yang dilepaskan ke C6
hidroksil untuk menghasilkan struktur bercabang
molekul amilopektin (Tetlow et al., 2004).

Komposisi pati tidak semata-mata dipengaruhi
oleh aktivitas AGP, tetapi merupakan hasil akhir
dari keseluruhan tahapan biosintesis pati. Over
ekspresi AGP pada tanaman gandum, padi dan
jagung dilaporkan meningkatkan jumlah biji dan
produksi, yang membuktikan bahwa AGP
menentukan akumulasi pati secara keseluruhan
(Geigenberger, 2011). Budiani et al., (2015) telah
mempelajari perbedaan ekspresi AGP pada tanaman
sagu rendemen pati tinggi dengan pada tanaman
sagu rendemen pati rendah, dan hasilnya
menunjukkan bahwa tanaman sagu rendemen pati
tinggi  mengekspresikan  AGP  lebih  tinggi
dibandingkan tanaman sagu rendemen pati rendah.
Ekspresi suatu gen dikontrol melalui beberapa
mekanisme, yang pada umumnya melibatkan sekuen
DNA daerah 5° upstream (promoter) dari gen
tersebut. Perbedaan sekuen pada daerah promoter
dapat menentukan kuat tidaknya suatu gen
diekspresikan. Sebagai bagian dari upaya untuk
mendapatkan marka rendemen pati pada tanaman
sagu, penelitian ini bertujuan untuk mengklon dan
menganalisis sekuen DNA daerah promoter gen
AGP dari tanaman sagu rendemen pati tinggi dan
tanaman sagu rendemen pati rendah. Perbedaan
sekuen DNA daerah promoter kedua jenis tanaman
sagu yang berbeda rendemen patinya dapat dijadikan
dasar untuk merancang marka yang terkait dengan
rendemen pati tinggi pada tanaman sagu.
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Bahan dan Metode
Bahan penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah daun yang telah berkembang penuh dari
tanaman sagu yang memiliki rendemen pati tinggi
yang diambil dari daerah Kalimantan Selatan dan
merupakan varietas sagu lokal (MsHS) dan dari
tanaman sagu dengan rendemen pati rendah yang
diambil dari daerah Papua Barat, yang disebut
sebagai ‘sagu air’ (MsLS).

Isolasi DNA dari daun tanaman sagu

DNA diisolasi dari daun sagu menggunakan
prosedur Orozco-Castillo et al., (1994) dengan
sedikit modifikasi. Sampel daun dihaluskan dalam
mortar dengan bantuan N, cair serta PVP (BM
30000), kemudian dihomogenkan dengan bufer
ekstraksi (10 mL CTAB 10%, 2 mL EDTA 0,5 M
pH 8,0, 5 mL tris-HCI 1M pH 8,0, 12,6 mL NaCl
5 M, 20,4 mL dH,0) yang telah dipanaskan 65 °C
dan ditambahkan 50 pL B-merkaptoetanol, dengan
perbandingan  1:5 (g/mL). Campuran dikocok
dengan vorteks kemudian dipanaskan kembali pada
suhu 65 °C selama 30 menit. Ke dalam suspensi
ditambahkan larutan kloroform : isoamil alkohol
(1 x wvolume), dikocok dengan vorteks dan
disentrifus dengan kecepatan 12000 x g selama
10 menit. Larutan DNA di lapisan paling atas
dipindahkan ke tabung sentrifus yang baru.
Perlakuan ini diulang kembali, kemudian larutan
DNA dari lapisan paling atas dipindahkan ke tabung
sentrifus baru dan ditambah isopropanol dingin
(1 x volume). Campuran dibolak-balik perlahan
hingga homogen dan disimpan dalam kulkas pada
suhu 4 °C selama 30 menit kemudian disentrifus
kembali (12000 g, 10 menit, 4°C). Pelet yang
diperoleh  dikering-anginkankan, kemudian di-
larutkan dengan 1 mL bufer TE (1 mL Tris-HCI 1 M
pH 8,0; 0,2 mL EDTA 0,5 M pH 8,0 dan 98,8 mL
dH,0), 1/10 volume NaCHsCOO 3 M pH 5,2 dan
2,5 mL etanol absolut. Selanjutnya campuran
disimpan dalam freezer -20 °C selama 30 menit atau
semalam. Homogenat disentrifus dengan kecepatan
13000 x g selama 10 menit pada suhu 4 °C. Endapan
dicuci dengan etanol 70% kemudian DNA
dikeringkan dengan speed vacuum. DNA dilarutkan
dalam 100 pL ddH,O. Kontaminan RNA dihilang-
kan dengan menambahkan RNase 25 pg/mL ke
dalam larutan DNA dilanjutkan dengan inkubasi
pada suhu 37 °C selama 60 menit.

Amplifikasi DNA promoter dengan Genome Walking

Isolasi promoter (DNA daerah 5’upstream)
dilakukan dengan teknik Genome Walking
menggunakan kit Genome Walker TM Universal.
Untuk itu dirancang primer menggunakan template
DNA gen AGP yang telah dihasilkan pada tahapan
penelitian sebelumnya (Budiani et al., 2015).

Perancangan primer dilakukan dengan program
Primer3. Prosedur dan tahapan kerja Genome
Walking  dilakukan  sesuai ~ dengan  yang
direkomendasikan dalam User Manual yang secara
garis besar terdiri dari: (1) Konstruksi Genome
Walker Libraries yang diawali dengan pengecekan
ukuran dan kemurnian DNA dilanjutkan dengan
pemotongan DNA dengan empat enzim restriksi
secara terpisah, yaitu Dral, EcoRV, Pvull dan Stul,
pemurnian DNA, Ligasi DNA dengan adaptor; dan
(2) GenomeWalkerTM DNA Walking, yaitu PCR
untuk amplifikasi daerah 5 upstream menggunakan
primer spesifik dengan cetakan (template) keempat
DNA library yang telah dikonstruksi menggunakan
empat enzim restriksi.

Pada penelitian ini digunakan tiga primer yang
dirancang secara spesifik dengan program Primer3,
yaitu GW-AGP1 yang digunakan untuk primary
PCR berpasangan dengan primer adaptor AP1
(tersedia dalam Kit), dan GW-AGP2 dan GW AGP3
yang digunakan untuk secondary PCR bersama
dengan AP2 (tersedia dalam Kit). Baik primary
maupun secondary PCR dilakukan dengan program
seperti yang disarankan dalam buku manual, dengan
pengaturan pada suhu annealing sesuai dengan Tm
dari primer yang digunakan. Susunan nukleotida
primer tersebut disajikan pada Tabel 1.

Isolasi, kloning dan analisis DNA produk Genome
Walking (GW)

Fragmen DNA tertentu produk Genome Walking
(GW) diisolasi dan dimurnikan dari  gel
menggunakan QlAquick Gel Extraction dari
QIAGEN, kemudian diklon ke dalam E.coli DH5a
menggunakan vektor kloning pGEM-T Easy. Koloni
berwarna putih yang tumbuh pada media seleksi
kemudian diuji untuk mengetahui ada tidaknya
fragmen DNA produk GW menggunakan PCR
koloni. Koloni yang menghasilkan amplikon dengan
ukuran yang sesuai dengan ukuran produk GW yang
diklon ditumbuhkan kembali pada media cair untuk
isolasi plasmid. Plasmid yang diperoleh kemudian
digunakan untuk sekuensing DNA menggunakan
metode Sanger Dideoxy Sequencing (1% BASE,
Malaysia).

Analisis in silico daerah promoter gen AGP

Analisis in silico daerah promoter gen AGP
dilakukan untuk mengetahui adanya motif DNA
yang menunjukkan bahwa fragmen DNA tersebut
adalah daerah promoter gen AGP, sekaligus untuk
mengetahui  perbedaan sekuen DNA daerah
promoter antara kedua sampel yang digunakan.
Skrining elemen regulasi cis putatif di daerah
upstream start codon (methionin) dilakukan dengan
menggunakan  software  online  PlantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcar
e/html/). Jumlah copy dari tiap elemen cis dihitung.
Lokasi dari tiap elemen cis dianotasi dalam sekuen

3
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daerah promoter gen dengan menggunakan software
Geneious  (Biomatters Ltd, New Zealand).
Penjajaran sekuen daerah promoter gen AGP dari
sampel MsHS dan MsLS dilakukan menggunakan
algoritma MUSCLE (Putranto et al, 2015).

Hasil dan Pembahasan
Kuantitas dan kualitas DNA hasil isolasi

Gambar 1 menyajikan profil elektroforesis dan
hasil pengujian kuantitas serta kualitas DNA hasil

isolasi, baik terhadap kontaminan protein
(A260/A280) maupun terhadap  kontaminan
polisakarida ~ (A260/A230). Hasil  tersebut

menunjukkan bahwa DNA yang diisolasi dari kedua
jenis sampel memiliki kemurnian dan kuantitas yang
tinggi sehingga dapat digunakan untuk tahapan
percobaan berikutnya.

Genome Walking untuk amplifikasi dan isolasi
promoter AGP

Isolasi promoter menggunakan teknik Genome
Walking memerlukan DNA dengan kemurnian
tinggi. Oleh karena itu sebelum tahapan pada
Genome Walking dimulai, terlebih dahulu dilakukan
pengujian kemurnian DNA dengan jalan memotong
DNA menggunakan enzim restriksi Dral. Hasil
pemotongan dicek dengan elektroforesis pada gel
agarosa dan menunjukkan bahwa DNA dapat
dipotong dengan enzim tersebut secara sempurna

Tabel 1.

yang berarti bahwa DNA tersebut mempunyai
kemurnian yang tinggi (Gambar tidak disajikan).

DNA yang telah terbukti tinggi kemurniannya
tersebut selanjutnya digunakan untuk meng-
konstruksi empat GenomeWalker™  Libraries
dengan cara memotong DNA menggunakan enzim
restriksi Dral (DL1), EcoRV (DL2), Pvull (DL3)
dan Stul (DL4) secara terpisah. Analisis pada gel
agarosa untuk keempat GenomeWalker™ Libraries
memperlihatkan bahwa DNA dapat dipotong
dengan keempat enzim tersebut secara sempurna.
Keempat library tersebut pada tahapan kegiatan
berikutnya akan diligasikan dengan adaptor,
kemudian dilanjutkan dengan PCR-based DNA
Walking pada GenomeWalker Libraries

Setelah dipotong dengan enzim restriksi, DNA
dimurnikan kemudian diligasikan dengan Genome
Walker Adaptor yang telah tersedia pada Kit
Genome Walking dan dilanjutkan dengan primary
PCR menggunakan primer AP1 (dari kit) dan
GW_AGP1 (Tabel 1). Program untuk primary PCR
yang digunakan adalah sebagai berikut : (1) tujuh
siklus yang masing-masing terdiri dari 94 °C selama
25 detik dan 72 °C selama 3 menit; 32 siklus
masing-masing terdiri dari 94 °C selama 25 detik
dan 67 °C selama 3 menit; diakhiri dengan satu
siklus 67 °C selama 7 menit. PCR dilakukan dalam
mesin Esco Swift Maxi Thermal Sycler. Hasil
primary PCR disajikan pada Gambar 2.

Susunan nukleotida primer untuk primary PCR (AP1 dengan GW_AGP1) dan secondary PCR (AP2 dengan

GW_AGP2 atau dengan GW_AGP3) untuk amplifikasi promoter gen AGP.

Table 1.

Nucleotide sequence of primers used for primary PCR (AP1 and GW_AGP1) and secondary PCR (AP2 and

GW_AGP2 or GW_AGP3) for amplification of promoter of AGP gene.

Primer/ Primer

Susunan nukleotida/Nucleotide sequences

Adaptor Primer (AP1)
Nested Adaptor Primer (AP2)
GW_AGP1

GW_AGP2

GW_AGP3

5-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3'
5-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3'
5’-CATTCTTGTATCCACCCATGTTACTTC-3’
5’-AGTATAATTCCCAAAACACTGCGACTG-3’

5’-CGGAGAAGTGAAAAGAGGAGGAGAGG-3’

[ ng/ul | 260/280 260/230
MsHS 3716,3 1,99 2,23
MsLS 29745 1,03 2,19

Gambar 1. Profil elektroforesis, konsentrasi dan kemurnian DNA hasil isolasi dari daun tanaman sagu. (kiri = MsHS dan

kanan = MsLS).

Figure 1.
right = MsLS)

Electrophoretic profile, concentration and purity of DNA isolated from leaf of sago palm (left = MsHS and
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Gambar 2. Profil elektroforesis hasil primary PCR AP1/GW_AGPL1. lajur 1&5= DL1, lajur 2&6= DL2, lajur 3&7=
DL 3, lajur 4&8 = DL 4, . lajur 1-4 = MsHS, lajur 5-8 MsLS. lajur 9 = kontrol negatif GSP, lajur 10 =
control human genome , lajur 11 = kontrol negatif PCP, lajur 12= kontrol positif Library. M=Marker
DNA 1 kb plus DNA ladder.

Figure 2. Electrophoretic profile of primary PCR product using AP1/GW_AGP1 primers. Lanes 1&5= DL1, lanes

2&6= DL2, lanes 3&7= DL 3, lanes 4&8 = DL 4. lanes 1-4 = MsHS, lanes 5-8 = MsLS, lane 9 =
negative control GSP, lane 10 = human genome control, lane 11 = negative control PCP, lane 12=
Library positive control. M = 1 kb plus DNA ladder.
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1000 bp—

~—

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

A B

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Gambar 3. Profil elektroforesis hasil secondary PCR menggunakan pasangan primer AP2/GW_AGP2 (A) dan
pasangan primer AP2/GW_AGP3 (B). lajur 1&5 = DL1, lajur 2&6 = DL2, lajur 3&7= DL 3, lajur 4&8 =
DL 4, lajur 9 = Kontrol negatif 1 (primer AP2/GW_AGP2 tanpa templat DNA), lajur 10 = kontrol positif 1
untuk konstruksi Library (dengan human genome DNA), lajur 11 = kontrol negatif 2 (Primer AP1/PCP tanpa
template DNA), lajur 12= kontrol positif 2 menggunakan template DNA Library dari Kit. lajur 1-4 = Sampel

MsHS, lajur 5-8 = sampel MsLS. M = Marker DNA 1 kb plus DNA ladder.

Figure 3. Electrophoretic profile of secondary PCR product using AP2/GW_AGP2 primers (A) and using
AP2/GW_AGP3 primers (B). Lanes 1&5= DL1, lanes 2&6= DL2, lanes 3&7= DL 3, lanes 4&8 = DL 4,
lane 9 = negative control 1 (primer AP2/GW_AGP2 without DNA template), lane 10 = positive control 1
for library construction (using human genome DNA), lane 11 = negative control 2 (Primer AP1/PCP
without DNA template), lane 12= positive control 2 (using library available from Kit). lanes 1-4 = MsHS,

lanes 5-8 = MsLS. M = 1 kb plus DNA ladder.

Primary PCR hanya menghasilkan fragmen dari
library 1 (DL 1) dengan ukuran sekitar = 700 bp
(lajur 1 dan 5) dan library 2 (DL 2) berukuran +
2000 bp (lajur 2 dan 6) dengan intensitas yang
kurang tajam. Oleh karena itu, percobaan kemudian
dilanjutkan dengan secondary PCR menggunakan
pasangan primer AP2 (dari kit) dengan GW_AGP2
dan GW_AGP3 dengan template hasil primary
PCR. Program PCR yang digunakan untuk
secondary PCR adalah 5 siklus, masing-masing
terdiri dari 94 °C selama 25 detik dan 72 °C selama
3 menit; 20 siklus masing-masing terdiri dari 94 °C
selama 25 detik dan 67 °C selama 3 menit; diakhiri

dengan satu siklus pada 67 °C selama 7 menit. Profil
elektroforesis hasil secondary PCR disajikan pada
Gambar 3. Dari Gambar tersebut dapat dilihat
adanya perbedaan pola pita DNA kedua sampel
untuk masing-masing library, baik yang diperoleh
dari hasil amplifikasi menggunakan pasangan
primer AP2/ GW_AGP2 maupun AP2/ GW_AGP3.
Perbedaan tersebut diduga kuat disebabkan oleh
perbedaan sekuen DNA vyang mengakibatkan
perbedaan situs restriksi, sehingga library yang
dihasilkan pada pemotongan dengan keempat enzim
restriksi juga berbeda.
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Isolasi, kloning dan analisis sekuen DNA hasil PCR

Dua fragmen DNA produk secondary PCR
berukuran sekitar 1500 bp dan >2000 bp (Gambar
3B lajur 4 dan lajur 7) dipilih untuk diisolasi dari gel
dan diklon. Fragmen berukuran sekitar 1500 bp
(Gambar 3B, lajur 4 dengan lingkaran berwarna
merah) berasal dari DL4 sampel MsHS, sedangkan
fragmen berukuran >2000 bp (Gambar 3B, lajur 7
dengan lingkaran berwarna merah) berasal dari DL3
sampel MsLS. Pemilihan kedua fragmen tersebut
didasarkan pada pertimbangan bahwa efektivitas
analisis in silico lazim dilakukan menggunakan
daerah putatif promoter 1500-2000 bp. Analisis
promoter tersebut dilakukan untuk memperoleh
prediksi situs-situs cis utama yang dekat dengan
ATG (start codon).

Hasil analisis PCR koloni produk transformasi
menggunakan kedua fragmen DNA tersebut
menunjukkan keragaman ukuran fragmen DNA
antar koloni yang diuji (Gambar 4A dan 4B). Oleh
karena itu untuk sekuensing DNA hanya dipilih
koloni yang mengandung fragmen DNA berukuran
sekitar 1500 bp atau 2000 bp (a sampai g). Profil
elektroforesis hasil PCR dari plasmid rekombinan
yang diisolasi dari koloni tersebut disajikan pada
Gambar 4C, sedangkan Gambar 4D menyajikan
hasil digesti ketujuh plasmid rekombinan dengan
enzim restriksi EcoRI.

Lajur 1 dan 2 dari Gambar 4D adalah plasmid
rekombinan dari  koloni  hasil transformasi
menggunakan fragmen produk PCR Genome
Walking DL3 sampel MsLS, sedangkan lajur 3 — 7

6 7 8
A

9 10 11 12 13 14 15

Gambar 4.

adalah plasmid rekombinan dari koloni hasil
transformasi menggunakan fragmen produk PCR
Genome Walking DL4 sampel MsHS. Berdasarkan
ukuran fragmen hasil digesti, maka untuk analisis
sekuen DNA  sampel MsLS dipilih plasmid
rekombinan dari lajur 2 (2000 pb), sedangkan untuk
sampel MsHS digunakan plasmid rekombinan dari
lajur 3 (1500 pb). Hasil analisis menggunakan
BlastN sekuen DNA fragmen DL4 (sampel MsHS)
dan DL3 (sampel MsLS) kedua fragmen DNA
tersebut menunjukkan adanya sekuen DNA (16 dan
17 %) di ujung 3’ yang merupakan bagian dari gen
AGP (Gambar 5A dan 5B), sehingga dapat
diprediksi bahwa bagian sekuen lainnya adalah
daerah promoter gen tersebut.

Analisis in silico sekuen daerah promoter gen
AGP menunjukkan bahwa kedua fragmen tersebut
memiliki berbagai motif cis acting element yang
sekaligus mengkonfirmasi bahwa fragmen tersebut
adalah daerah promoter (Pro). Gambar 6 dan
Gambar 7 berturut-turut menyajikan jenis dan posisi
cis acting element pada fragmen DNA DL4 sampel
MsHS dan sekuen DNA DL3 sampel MsLS. Dari
kedua peta cis acting element tersebut, perbedaan
jenis dan jumlah masing-masing element pada kedua
sampel telah teridentifikasi (Tabel 2). Dari 18 jenis
motif cis acting element yang teridentifikasi, 14
motif ditemukan dalam jumlah yang berbeda antara
ProMsHS dan ProMsLS. Masing-masing dari
keempat belas promoter tersebut memiliki fungsi
spesifik seperti (sinyalisasi stitokinin, sinyalisasi
giberelin, respons terhadap stres).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
B

Profil elektroforesis hasil PCR koloni produk transformasi dengan fragmen produk secondary PCR DL3

sampel MsLS (A) dan DL 4 dari sampel MsHS (B), serta hasil isolasi plasmid rekombinan (lajur 1 — 7
berturut-turut dari koloni yang membawa fragmen a-g) (C), dan hasil digesti ketujuh plasmid rekombinan
menggunakan EcoRI (D). M= Marker DNA 1 kb plus DNA ladder.

Figure 4.

Electrophoretic profile of colony PCR of transformation product using secondary PCR of DL3 from MsLS

sample (A) and DL4 from MsHS sample (B), and isolated recombinant plasmids (lanes 1-7 from colonies
containing DNA fragments of a — g respectively)(C), and digested recombinant plasmids using Eco RI (D).

M= 1 kb plus DNA ladder.
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Gambar 5. Hasil analisis Blas-N sekuen DNA produk secondary PCR Genome Walking. (A) DL4 sample MsHS yang
menunjukkan bahwa 17% dari sekuen DNA tersebut merupakan bagian dari gen penyandi AGP subunit kecil
tanaman sagu. (B) DL3 sampel MsLS, yang menunjukkan bahwa 16% dari sekuen DNA tersebut adalah
bagian dari gen penyandi AGP subunit kecil tanaman sagu.

Figure 5. Result of BlastN analysis of DNA sequence of the secondary PCR Genome Walking product. (A) DL4 from
MsHS sample, which show that 17% of the sequence is part of gene encoding small subunit of AGP. (B) DL3
from MsLS sample, which show that 16% of the sequence is part of gene encoding small subunit of AGP
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Gambar 6. Peta cis acting elemen pada sekuen DNA dari produk Genome Walking DL4 sampel MsHS.
Figure 6. Map of cis acting element on the DNA sequence of Genome Walking product DL4 MsHS sample
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Gambar 7. Peta cis acting elemen pada sekuen DNA dari produk Genome Walking DL3 sampel MsLS.
Figure 7. Map of cis acting element on the DNA sequence of Genome Walking product DL3 MsLS samp

Hasil penjajaran sekuen DNA kedua fragmen
daerah promoter menunjukkan adanya empat (4)
perbedaan nukleotida tunggal (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) pada 479 pb upstream start
codon (ATG) dari kedua promoter ProMsLS dan
ProMsHS vyaitu pada posisi ke-16 (C/T), posisi ke-
74 (G/C), posisi ke-160 (A/G) dan posisi ke-175
(C/T) (Gambar 8).

Dari Gambar 8 dapat dilihat bahwa beberapa
posisi SNP bersinggungan langsung dengan motif
regulasi cis, yaitu pada posisi basa ke-74 (G/C):
WRKY-binding element (W-box) dengan motif inti
TGAC dan Mesophyll expression module 1 (Mem1)
dengan motif inti YACT, pada posisi basa ke-160
(AJG): Arabidopsis Response Regulator 1 (ARR1)
dengan motif inti NGATT, dan pada posisi ke-175
(C/T): MYB-binding element (MYB) dengan motif
inti CNGTTR.

Perbedaan nukleotida tunggal dapat me-
nyebabkan perbedaan aktivitas promoter (ekspresi
gen), terlebih jika SNP tersebut terletak pada daerah
motif elemen cis. Faktor transkripsi WRKY
diketahui memiliki peran dalam merespon cekaman
biotik dan abiotik pada tanaman (Chen et al., 2012).
Faktor transkripsi ini diperkirakan mengatur banyak
gen downstream yang merespon cekaman terkait.
Promoter gen MsAGP secara in silico terdeteksi
memiliki motif cis W-box sehingga besar ke-
mungkinan faktor transkripsi WRKY
mengendalikan ekspresi dari gen MsAGP. Motif

Mesophyll expression module 1 (Mem1) merupakan
daerah dimana protein Mem1 dapat mengenali dan
menempel pada DNA target untuk kemudian
menginduksi atau menghambat ekspresi spesifik di
mesofil daun (Akyildiz et al., 2007). Keberadaan
motif ini dalam promoter MSAGP mengindikasikan
potensi ekspresi spesifik gen MSAGP pada jaringan
daun tanaman sagu, mengingat protein MSAGP
merupakan salah satu dari tiga aktor penting dalam
sintesis pati.

Arabidopsis Response Regulator 1 (ARR1)
merupakan elemen regulasi cis terkait respons
terhadap sitokinin. Motif tersebut merupakan lokasi
pelekatan protein-protein sebagai respons terhadap
sitokinin (Cytokinin-responsive genes) (Ross et al.,
2004). Diketahui pula bahwa ARR1 merupakan
aktivator dari transkripsi gen (Sakai et al., 2000).
Keberadaan motif ini di daerah promoter MsSAGP
menunjukkan bahwa ekspresi tinggi gen MsSAGP
berpotensi dikendalikan oleh sinyalisasi respon
terhadap sitokinin. Sementara MYB-binding element
(MYB) diketahui merupakan elemen regulasi cis
yang dikendalikan oleh respon terhadap cekaman
abiotik, seperti kekeringan (Urao et al., 1993) yang
kemudian termasuk ke dalam elemen cis untuk
binding domain gen-gen dependen ABA (Du et al.,
2012). Keberadaan motif MYB di daerah promoter
MsAGP menunjukkan adanya potensi bahwa
ekspresi MsAGP dapat diinduksi oleh cekaman
abiotik.
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Tabel 2. Nama dan motif elemen cis acting element beserta fungsi dan jumlahnya pada sekuen DNA promoter gen AGP sampel MsLS (ProMsLS) dan sampel MsHS (ProMsHS)
Table 2. Name and motife of cis acting element and its function, and number at the DNA sequence of AGP promoter of the MsLS sample (ProMsLS) and MsHS sample (ProMsHS)

L Jumlah kopi
No Nama/ Name é\:/(l) ()rgfr;r(;ttliﬁc Fungsi potensial/ Expected function Database 1D /Number of copy
ProMsLS ProMsHS
1 ANAERO AGCAGC Fermentative pathways S000477, S000478, S000479 2 2
2 ARR1 NGATT Cytokinin signalling S000454 4 5
3 CAAT-box CAAT Enhancer element S000028 5 3
4 Mem1 YACT Secondary metabolism S000449 5 9
5 SOC1 CCWWWWWWGG Flowering development S000404, S000431 0 2
6 HSE CCAAT Heat-shock element S000030 1 0
7 CuRE GTAC Secondary metabolism S000493 2 2
8 DOF AAAG Multiple responses in stress and S000265 7 7
development

9 GATA GATA Light response S000039 3 2
10 GT-1 GRWAAW Light response S000198, S000453, S000051, 4

11 1-box GATAA Light response S000124, S000199, S000424 1
12 MYB CNGTTR Multiple responses in stress and S000176, S000180, S000502, S000408, SO000181, 5 4

development S000167,

13 POLLEN1 AGAAA Pollen specific expression S000245 3 3
14 Pyrimidine box CCTTTT Gibberellin signalling S000259 2 2
15 rolD ATATT Root -specific expression S000098 5 4
16 SORLIPs GCCAC Light response S000482, S000483 2 2
17 TATA-box TATA Transcription regulation S000109, S000110, S000203 4 4
18 W-box TGAC Multiple stress responses S000310, S000390, S000442, S000447 0 3



http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000477
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000454
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000028
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000449
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000404
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000030
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000493
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000265
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000039
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000198
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000199
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http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000098
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000482
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(Budiani et al.)
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Gambar 8.

Penjajaran sekuen nukleotida bagian promoter proMsLS dan ProMsHS dengan menggunakan algoritma

MUSCLE. Panjang daerah yang dijajarkan adalah 470 pb di depan start codon (ATG). Open reading frame
(ORF) gen AGP ditandai dengan batang berwarna oranye. Batang panah pendek menandakan elemen regulasi
cis. Perbedaan basa tunggal ditandai dengan perbedaan warna basa nukleotida dalam sekuen.

Figure 8.

Nucleotide sequence alignment of promoter region of proMsLS and ProMsHS using MUSCLE algorithm. The

length of region aligned is 470 bp in front of start codon (ATG). Open reading frame of the AGP gene is

marked by orange bar. Short arrowed bars in
showed by color mark on the sequence.

Kesimpulan

Fragmen DNA daerah promoter dari gen
penyandi ADP glucose phyrophosphorylase (AGP)
dari tanaman sagu rendemen pati tinggi dan
rendemen pati rendah telah diisolasi dan diklon.
Hasil analisis in silico cis-acting element dari sekuen
DNA parsial hasil sekuensing fragmen DNA produk

dicate cis acting elements. Differences in single nucleotide are

Genome Walking kedua sampel menunjukkan bahwa
kedua fragmen DNA tersebut memiliki berbagai
motif spesifik yang mengkonfirmasi bahwa fragmen
tersebut adalah daerah promoter gen AGP. Terdapat
perbedaan pada jenis dan jumlah cis element serta
SNP antara kedua promoter yang diduga ikut secara
tidak langsung mempengaruhi ekspresi gen AGP.
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