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“Everything should be as simple as it possible, but not as a simpler ” 
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 Salah satu penyakit yang menyerang tanaman tebu adalah penyakit mosaik 

yang disebabkan oleh Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) (Koesmihartono,2009). 

Kehadiran virus ini dapat menghambat fotosintesis, merusak tanaman dan 

menekan tingkat produktifitas tanaman tebu hingga 0.2%-50% tergantung dari 

seberapa berat infeksi virus dan ketahanan varietas terhadap Sugarcane Mosaic 

Virus (Duriat,1979). Salah satu upaya dalam mencegah penyebaran virus tersebut 

terutama di lapang adalah dengan cara deteksi dini melalui uji serologi. Untuk 

dapat melakukan uji serologi sebagai upaya uji deteksi dini perlu diproduksi 

protein rekombinan salah satu caranya adalah melalui kloning (perbanyakan 

dalam sel bakteri) cDNA yang menyandikan protein mantel dan melakukan 

konstruksi ke dalam vektor ekspresi. Protein rekombinan yang dapat digunakan 

untuk memproduksi antigen dalam pembuatan antibodi. 

Tahapan yang dilakukan adalah mengisolasi materi genetik yang ada pada 

SCMV beerupa RNA dan mengubahnya menjadi cDNA untuk kemudian 

diamplifikasi menggunakan PCR dan diligasikan ke dalam vektor kloning yang 

akan ditransformasikan dalam E.coli XL10-gold. Hasil transformasi dilakukan 

sequencing dan dikonstruksikan ke dalam vektor ekspresi pET-28 a (+). 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan didapatkan klon cDNA penyandi 

protein kapsid berukuran ±1000 bp yang diinsertkan ke dalam vektor kloning 

pJET1.2 dengan hasil aligment menunjukkan adanya homologi (kesamaan) yang 

tinggi dengan protein kapsid sekuens ARG-345 dan ARG-130 sebesar 92%. 

cDNA protein kapsid SCMV berukuran ±700 pb telah berhasil dikonstruksikan ke 

dalam vektor ekspresi pET 28 a(+) yang memiliki sisi pemotongan enzim restriksi 

XhoI dan BamHI. Hasil konstruksi tersebut telah diekspresikan pada E.coli strain 

BL21 dan dilihat pola protein yang terbentuk menggunakan SDS-PAGE. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang 

Kandungan sukrosa yang tinggi pada tebu menjadikan salah satu alasan 

tanaman tebu biasa dimanfaatkan sebagai bahan baku utama dalam industri gula 

(Indrawanto dkk., 2010). Loganandhan et al. (2012) menyatakan bahwa pada 

prinsipnya, peningkatan produksi gula tebu dapat dilakukan melalui perluasan 

areal tanam, peningkatan bobot tebu per hektar, dan peningkatan rendemen. 

Tetapi, peningkatan produksi gula tebu melalui rendemen lebih diutamakan 

karena dapat meningkatkan hasil gula tanpa meningkatkan kapasitas pabrik gula. 

Rendemen gula tebu yang dihasilkan masih berada dibawah potensi yang 

dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain kurangnya unsur hara dalam tanah 

serta gangguan yang disebabkan oleh hama dan penyakit. Gangguan hama dan 

penyakit pada tanaman tebu merupakan kendala terbesar yang dihadapi karena 

pengendalian secara konvensional belum dapat mengatasi permasalahan tersebut 

(Mirzawan dan Samoedi, 1995). Salah satu penyakit yang menyerang tanaman 

tebu adalah penyakit mosaik yang disebabkan oleh Sugarcane Mosaic Virus 

(SCMV) (Koesmihartono,2009). Kehadiran virus ini dapat menghambat 

fotosintesis, merusak tanaman dan menekan tingkat produktifitas tanaman tebu 

hingga 0.2%-50% tergantung dari seberapa berat infeksi virus dan ketahanan 

varietas terhadap Sugarcane Mosaic Virus (Duriat,1979). 

Penyebaran Sugarcane Mosaic Virus meluas hingga ke beberapa negara 

meliputi Argentina, Pakistan, China, Meksiko serta Indonesia. Penyebaran yang 

meluas ini dipengaruhi oleh beberapa faktor salah satunya adalah daya virulensi 

virus serta faktor transmisi virus ke tanaman inang. Salah satu protein yang 

berperan dalam proses penularan atau infeksi ke sel inang dan umumnya 

digunakan sebagai ciri pembeda antar strain adalah protein kapsid (Ivanov et al., 

2014). Salah satu upaya dalam mengidentifikasi penyebaran virus tersebut 

terutama di lapang adalah dengan cara deteksi dini melalui uji serologi. Uji 

serologi lebih efektif digunakan dalam deteksi Sugarcane Mosaic Virus 

dibandingkan dengan deteksi secara morfologi karena beberapa strain yang juga 
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tergolong dalam anggota potyvirus memiliki gejala yang hampir sama (Akin, 

2006). Analisis molekuler dari gen penyandi protein kapsid perlu dilakukan dalam 

upaya penanggulangan penyakit mosaik pada tanaman tebu karena memegang 

peranan yang penting dalam mekanisme infeksi maupun identifikasi (Gell, 2011). 

Kendala utama dalam uji serologi Sugarcane Mosaic Virus adalah 

kesulitan dalam pengadaan antigen protein virus murni dalam pembuatan 

antibodi. Melalui kloning gen cDNA protein kapsid dapat dilakukan perbanyakan 

dan produksi protein rekombinan dalam E.coli sehingga lebih memudahkan dalam 

isolasi materi genetik. Protein rekombinan diproduksi dalam E.coli dengan 

melakukan konstruksi cDNA terlebih dahulu ke dalam vektor ekspresi. Manfaat 

lain dari produksi protein rekombinan adalah membantu dalam studi biofisik serta 

analisis struktur dan fungsi protein yang berkaitan erat dengan daya virulensi dari 

SCMV (Lyrawati, 2004).  

Beberapa penelitian yang serupa telah berhasil mengklonkan gen penyandi 

protein kapsid dari strain yang berbeda tetapi memiliki kesamaan dengan 

Sugarcane Mosaic Virus yaitu penelitian oleh Gell (2011) yang berhasil 

melakukan kloning gen protein kapsid pada Maize Dwarf Mosaic Virus (MDMV) 

serta penelitian dari Putri (2014) yang berhasil melakukan kloning protein kapsid 

pada Pepper Vein Yellow Virus (PVYV). Klon protein kapsid yang berhasil 

dilakukan umumnya hanya bersifat parsial, untuk itu dalam penelitian ini akan 

dilakukan kloning cDNA dengan ukuran yang lebih panjang yaitu berkisar 1000 

bp dan dikonfirmasi dengan menggunakan metode sequencing serta dilakukan 

konstruksi cDNA ke dalam vektor ekspresi yang dapat digunakan untuk 

memperoleh protein rekombinan, sehingga memudahkan pengadaan antigen 

protein untuk pembuatan antibodi. Metode kloning yang dilakukan yaitu dengan 

cara mengisolasi gen target dari tanaman yang terinfeksi virus dan meligasikannya 

ke dalam vektor kloning. Vektor kloning yang sudah terligasi kemudian di 

transformasikan ke dalam sel kompeten agar dapat diperbanyak di dalam sel 

kompeten tersebut. 
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1.2. Rumusan Masalah 

Protein kapsid rekombinan SCMV merupakan salah satu produk rekayasa 

genetika yang dimanfaatkan untuk beberapa kepentingan antara lain pembuatan 

antigen SCMV yang nantinya dapat digunakan untuk beberapa keperluan salah 

satunya dalam metode deteksi SCMV. Pembuatan antigen tersebut dapat 

dilakukan dengan cara terlebih dahulu dikloningkan ke dalam vektor kloning 

untuk tujuan perbanyakan selanjutnya dikonstruksikan ke dalam vektor ekspresi 

agar dapat diekspresikan menjadi protein rekombinan. Untuk itu dapat 

dirumuskan masalah yaitu bagaimana cara memperoleh klon cDNA yang 

menyandikan protein kapsid dan melakukan konstruksi  ke dalam vektor ekspresi? 

 

1.3. Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melakukan kloning cDNA 

penyandi protein kapsid SCMV yang dapat digunakan dalam pembuatan protein 

rekombinan kapsid SCMV melalui  konstruksi cDNA ke dalam vektor ekspresi. 

 

1.4. Manfaat 

Manfaat yang dapat diperoleh dalam penelitian ini adalah klon cDNA yang 

diperoleh dan hasil dari konstruksi ke dalam vektor ekspresi dapat digunakan 

untuk memproduksi protein kapsid rekombinan SCMV. Protein kapsid 

rekombinan yang telah diperoleh dapat digunakan sebagai antigen SCMV dalam 

pembuatan antibodi Sugarcane Mosaic Virus  maupun untuk penelitian serupa 

(SCMV). 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) 

2.1.1. Karakteristik Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) 

Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) termasuk dalam kelompok Potyvirus 

(famili Potyviridae) dengan genom berupa RNA utas tunggal berorientasi positif 

(+ssRNA) berukuran 9711 nukleotida (Fauquet et al., 2005). Virus ini memiliki 

partikel berbentuk serabut flexuous (dengan panjang 700-760 nm  dan berdiameter 

13-14 nm) seperti yang tampak pada Gambar 2.1. Dalam tubuh virus mengandung 

5,5% - 6,0% asam nukleat dan satu molekul RNA beruntai tunggal. Total panjang 

genomnya mencapai  9-10 kb, termasuk ekor poli (A), dan diduga mengkodekan 

poliprotein. Pada virus penyebab penyakit mosaik ini memiliki kode genetik yang  

dengan beberapa gen penyandi protein maupun gen yang tidak dapat 

menyandikan protein (Zhang et al.,2008). 

 

Gambar 2.1 Struktur morfologi potyvirus (Zhang et al., 2008) 

 

Genom potyvirus memiliki satu Open Reading Frame (ORF) yang 

mengkode beberapa protein. Translasi RNA potyvirus dimulai dari kodon start 

AUG pada posisi nukleotida 145-147 bp dari ujung 5’ dan kodon stop terletak 

pada nukleotida ke 9525-9589 bp dari ujung 3’yang diikuti oleh sekuens 

polyadenilasi (poly A) (Pramarta, 2014). Struktur genom potyvirus dapat dilihat 

pada Gambar 2.2. 
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Gambar 2.2 Organisasi gen potyvirus (Pramarta, 2014) 

 

2.1.2. Struktur dan Fungsi Protein Kapsid  

Protein kapsid merupakan salah satu protein yang berperan penting dalam 

proses infeksi virus ke dalam tanaman inang tetapi ada beberapa protein lain yang 

terintegrasi dalam membantu proses infeksi virus. Berat molekul protein kapsid 

SCMV berkisar antara 34 kDa hingga 39,5 kDa. Basa nukleotida penyandi protein 

kapsid memiliki ukuran berkisar antara 700- 1000 bp (Zhang et al.,2008). 

Data sekuens penyandi protein kapsid telah digunakan untuk membedakan 

antar kelompok virus dan antar strain virus yang tergolong dalam potyvirus. 

Secara umum, protein kapsid pada anggota potyvirus memiliki persentase 

keidentikan mencapai 38% - 71%, tetapi  memiliki panjang dan urutan asam 

amino terminal yang berbeda, sedangkan antar strain dalam anggota yang sama 

memiliki persentase keidentikan sebesar 90% dan memiliki urutan asam amino 

terminal yang identik (Shukla and Ward, 1988). 

Salah satu komponen penting virus yang tergolong dalam potyvirus adalah 

urutan asam amino DAG. Asam amino DAG merupakan kode asam amino yang 

menyandikan Asp-Ala-Gly (D-A-G) yang memiliki daerah konservatif didekat 

ujung N-terminal yang ditemukan dalam isolat virus dengan aphid transmissible 

(AT). Ketiga urutan asam-asam amino tersebut memiliki peranan dalam 

membantu transmisi komponen genetik virus yang dibawa oleh aphid menuju ke 

tanaman inang (Praba et al., 1995). 

Protein kapsid (CP) dan protein inklusi (CI) berguna untuk pergerakan dari 

satu sel inang ke sel inang lainnya melalui plasmodesmata. Protein kapsid juga 

berfungsi sebagai protein yang berperan dalam membantu pergerakan virion 

dalam jaringan vaskuler melalui interaksi dengan HC-Protein pada domain C dan 
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N-terminalnya. HC-protein sendiri berperan dalam menekan mekanisme 

pertahanan tanaman (Pramarta, 2014). 

2.1.3. Deteksi Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) 

Deteksi molekuler SCMV dapat dilakukan dengan menggunakan beberapa 

metode seperti Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Dot Immuno 

Binding Assay (DIBA), Immuno Electron Microscopy (IEM), dan melalui metode 

RT-PCR. Tes RT-PCR dikembangkan untuk identifikasi banyak strain dan isolat 

dari SCMV seluruh dunia. Probe untuk diagnosis SCMV juga telah 

dikembangkan berdasarkan konservasi central region dari protein kapsid virus 

(Webster et. al., 2004) 

Analisis hasil ELISA dapat dilakukan secara kuantitatif dengan 

spektrofotometer (ELISA reader), sementara hasil DIBA hanya dapat dianalisis 

secara kualitatif. Keuntungan metode ELISA ialah sensitivitas yang sangat tinggi 

sehingga dapat mendeteksi virus pada konsentrasi rendah (1–10 ng/mL), dapat 

menguji sampel dalam jumlah banyak secara cepat, menggunakan antiserum 

sedikit, memperoleh data secara kualitatif dan kuantitatif, dan tahapan pengujian 

yang mudah. Batas sensitifitas sap DIBA lebih tinggi dibandingkan dengan 

metode ELISA dan hanya memerlukan antiserum yang lebih sedikit dibandingkan 

dengan ELISA untuk pengujian dengan sampel yang sama (Anggraeni dan Sri, 

2014). Dengan metode DIBA, virus dapat terdeteksi sampai pengenceran 500 kali 

ekstrak daun segar, sedangkan dengan Immuno Electron Microscopy (IEM) virus 

terdeteksi hingga 2.000 kali (Manzila dkk., 2005).  

Deteksi Sugarcane Mosaic virus (SCMV) secara serologi dan biologi 

molekuler yang lain adalah dengan cara mendeteksi asam nukleat virus 

menggunakan Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). 

Metode RT-PCR sudah banyak diaplikasikan dalam metode deteksi dan 

identifikasi berbagai macam virus yang menyerang tumbuhan. Pada umumnya, 

virus yang ditemukan pada biji atau batang sulit dibuat antiserum karena 

rendahnya konsentrasi materi genetik dalam organ tersebut. Selain itu, bahan 

propagasi tanaman seperti biji atau batang memiliki konsentrasi virus yang rendah 
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sehingga sulit terdeteksi secara serologi menggunakan antibodi (James, 1999). 

Oleh karena itu, selain menggunakan deteksi ELISA diperlukan metode lain yang 

memiliki akurasi dan sensitifitas yang tinggi seperti RT-PCR. 

Metode deteksi menggunakan RT-PCR memiliki kelamahan yaitu 

komponen yang digunakan relatif mahal, tetapi memiliki sensitivitas tinggi dan 

metode ini sudah banyak diadaptasi untuk diagnosis rutin. Keberhasilan RT-PCR 

terletak pada kualitas RNA total dari template yang digunakan. Pada tanaman 

tertentu, sulitnya proses ekstraksi  RNA dan tahapan pengerjaan yang rumit 

menjadi kendala dalam memperoleh kualitas RNA total yang digunakan (Marinho 

et al., 1998). Kendala yang dialami disebabkan oleh kandungan fisik maupun 

kimia serta distribusi virus dalam jaringan tanaman yang tidak merata. Beberapa 

faktor tersebut berpengaruh terhadap pelepasan RNA virus dari jaringan tanaman 

terinfeksi (Thomson and Dietzgen, 1995; Hema et al,. 2003). 

2.1.4. Cara Penanggulangan 

Langkah-langkah yang tidak terpisahkan seperti penggunaan benih bebas 

virus-tebu, praktek-praktek budaya yang tepat, pengolahan air panas, kultur 

meristem apikal dan  klon resisten (dikembangkan melalui pemuliaan 

konvensional atau transformasi genetik) dapat memberikan kontrol ideal bagi 

penyebaran dan penanggulangan penyakit mosaik yang disebabkan oleh SCMV 

(Zhang et al.,2008). 

 

2.2. Kloning Gen dan Konstruksi 

2.2.1. Vektor kloning 

Plasmid memiliki karakteristik yang sesuai untuk digunakan sebagai 

vektor kloning sehingga seringkali digunakan dalam aplikasi rekayasa genetika. 

Plasmid memiliki daerah spesifik yang digunakan untuk menyisipkan DNA asing 

yang disebut dengan multiple cloning site (MCS). Kelebihan lain dari plasmid 

adalah terdapat gen penanda selektif dari antibiotik tertentu, penanda penapis dan 

jumlahnya banyak dalam suatu sel inang (high copy number) (Paolella, 1998). 
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Pada penelitian kloning dan konstruksi cDNA penyandi protein kapsid ini 

akan digunakan vektor pJET 1.2. Vektor ini akan membentuk ikatan kovalen jika 

ditambahkan dengan produk PCR yang memiliki ujung blunt-end. Pada plasmid 

pJET1.2 terdapat komponen genetik yaitu rep (pMB1), replication start, bla(Ap
R
), 

gen Eco47IR, PlacUV5, T7 promoter dan MCS seperti yang terlihat pada Gambar 

2.3 (Weibel et al., 2013). rep(pMB1) merupakan replikon dari plasmid pMB1 

yang juga responsibel untuk proses replikasi pada plasmid pJET1.2. Replication 

start merupakan area inisiasi dimulainya replikasi pada plasmid pJET1.2. 

bla(Ap
R
) merupakan gen β-lactamase sebagai selectable marker ketahanan 

terhadap antibiotik amphicilin yang berfungsi untuk seleksi koloni transforman 

yang tumbuh pada media seleksi. Gen Eco47IR adalah lethal gene yang berfungsi 

untuk menandai seleksi positif dengan cara apabila gen protein kapsid berhasil 

terinsersikan maka lethal gene tersebut tidak dapat diekspresikan sehingga koloni 

yang tumbuh pada media seleksi diasumsikan sebagai koloni transforman. 

Keberadaan lethal gene tersebut memudahkan untuk proses seleksi sehingga 

koloni yang tumbuh diharapkan merupakan koloni positif transforman. PlacUV5 

merupakan modifikasi dari Plac promoter untuk mengekspresikan gen Eco47IR 

pada level yang sesuai untuk menandai koloni positif. T7 promoter merupakan T7 

RNA polymerase promoter yang berfungsi untuk transkripsi in vitro dari klon 

yang disisipkan. 

 

Gambar 2.3 pJET 1.2 vector map 
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2.2.2. Sel Kompeten Agen Pembawa Klon cDNA Target 

Strain E. coli yang akan digunakan dalam penelitian kali ini adalah strain 

XL10-gold dengan genotip endA1 gyrA96 lac∆(mcrA) 183 ∆ (mcrCB-hsdSMR-

mrr) 173 recA1 thi-1 relA1 supE44 Hte F’[lac I
q
 lac Z∆M15 proAB

+
 Tn10 (Tet

r
) 

Amy Cam
r
] dan strain E.coli BL21 dengan genotip gal hsdSB ompT. Keunggulan 

strain XL10-gold dibandingkan strain lain yang biasa digunkan misalnya DH5α 

adalah pada XL10-gold memiliki genotip dengan mutasi pada gen Hte yang 

berfungsi untuk meningkatkan pengambilan materi genetik asing seperti plasmid 

dalam jumlah yang besar sehingga lebih efektif dalam transformasi. Sedangkan 

pada strain BL21 yang digunakan memiliki keunggulan defisiensi protease yang 

dapat mencegah rusaknya protein yang diekspresikan karena keberadaan dari 

enzim protease yang terdapat di dalam sel. 

 

2.3. Konstruksi dalam Vektor Ekspresi pET-28 a (+) 

Sejumlah plasmid dapat pula digunakan sebagai vektor ekspresi. Vektor 

ekspresi merupakan vektor yang dirancang untuk memaksimalkan ekspresi gen 

asing yang dibawa (Weaver, 1977). Vektor ekspresi hanya memiliki beberapa 

karakteristik vektor kloning yang diperlukan untuk propagasi DNA, yaitu MCS 

dan penanda selektif antibiotik. Vektor ekspresi memiliki fitur tambahan yang 

penting untuk transkripsi gen dan translasi menjadi protein antara lain promoter, 

ribosome binding site, ATG start codon, dan sistem tag yang berfungsi untuk 

purifikasi protein rekombinan (Carson and Robertson, 2006). 

Konstruksi dalam vektor ekspresi merupakan salah satu teknik yang 

digunakan dalam pembuatan antigen untuk pembuatan antibodi. Pada teknik ini, 

potongan DNA penyandi protein yang diinginkan ditransplantasikan ke dalam 

plasmid. Vektor ekspresi memiliki beberapa komponen yaitu ORI (Origin of 

Replication), operator, promoter, selectable marker dan Multiple Cloning Site 

(MCS) seperti yang terlihat pada Gambar 2.4 dibawah ini. ORI merupakan situs 

untuk memulai replikasinya sendiri, sehingga dalam sel mampu 
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bereplikasi/menggandakan diri. Operator (O) berfungsi mengatur gen struktur 

menjadi aktif atau dalam keadaan terbuka dan menjadi tidak aktif atau dalam 

keadaan tertutup. Agar molekul DNA dapat digunakan sebagai cetakan dalam 

sintesis RNA, kedua untainya harus dipisahkan satu sama lain di tempat-tempat 

terjadinya penambahan basa pada RNA. Selanjutnya, begitu penambahan basa 

selesai dilakukan, kedua untai DNA segera menyatu kembali. Pemisahan kedua 

untai DNA pertama kali terjadi di suatu tempat tertentu, yang merupakan tempat 

pengikatan enzim RNA polimerase di sisi 5’ (upstream) dari urutan basa penyandi 

(gen) yang akan ditranskripsi. Daerah ini disebut dengan daerah promoter 

(Santoso dkk., 2011). 

Bagian lain yang juga terdapat dalam vektor ekspresi adalah selectable 

marker yang berguna untuk proses seleksi, yaitu tahap untuk menyeleksi plasmid 

yang membawa DNA sisipan (rekombinan) dari plasmid yang tidak disisipi DNA 

asing. Marker seleksi yang umum adalah gen resistensi terhadap antibiotika, 

misalnya ampisilin atau kanamicin. Sedangkan MCS berfungsi sebagai daerah 

penyisipan gen yang diinginkan (Santoso dkk., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.4 pET 28 a(+) vector map 
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BAB 3 METODE PENELITIAN 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Agustus 2015 hingga bulan 

April 2016 dan dilaksanakan di Laboratorium Divisi Biologi Molekuler dan 

Bioteknologi Tanaman CDAST (Center for Development of Advance Science and 

Technology) serta di Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam Universitas Jember.  

3.2. Alat dan Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi sampel daun 

tebu var PS. 864 yang terindikasi terjangkit virus SCMV dan sampel tebu lapang 

PS. 881 dengan gejala mosaik yang digunakan sebagai bahan isolasi RNA, E.coli 

strain XL10-gold untuk kloning cDNA, E.coli strain BL21 untuk ekspresi protein 

rekombinan, pJET1.2 (Thermo) yang digunakan sebagai vektor kloning cDNA 

penyandi protein kapsid SCMV, dan plasmid pET 28a(+) (Invitrogen) yang 

digunakan sebagai vektor ekspresi dalam konstruksi cDNA dalam pembuatan 

protein rekombinan. Alat yang digunakan dalam penelitian ini sudah disebutkan 

dalam prosedur penelitian. 

 

3.3. Prosedur Penelitian Kloning 

3.3.1. Persiapan Sampel 

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini merupakan sampel daun dari 

tanaman tebu yang sudah terinfeksi SCMV secara artifisial yaitu berasal dari 

tanaman tebu lapang dan tanaman tebu varietas PS. 864 yang sudah dideteksi oleh 

penelitian sebelumnya (Sholeh, 2015). Pengambilan sampel berupa daun, dipilih 

berdasarkan gejala yang terdapat pada daun yaitu menunjukkan adanya bercak 

mosaik (bercak tidak berarturan) disekitar tulang daun mirip dengan gejala 

klorosis pada daun (Tjahjadi, 1989). Daun yang diambil merupakan daun dengan 

gejala mosaik paling dominan. 
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Sampel daun yang telah diambil dari tanaman terinfeksi kemudian 

ditimbang sebanyak 5 gram dan dilakukan proses isolasi RNA total dengan 

menggunakan metode guanidine thiocyanate pada gradien cesium chloride 

menggunakan microultracentrifuge. 

3.3.2. Isolasi RNA 

Isolasi RNA dengan metode Guanidine Thiocyanate pada gradien Cesium 

Chloride menggunakan microultracentrifuge umumnya digunakan untuk isolasi 

RNA total dari sampel berupa tumbuhan. Isolasi RNA total yang dihasilkan 

menggunakan prinsip dasar pelisisan sel dan pemisahan berdasarkan berat 

molekul (Sambrook and Russel, 2001). 

Sampel daun tebu sebanyak 5 gram digerus dengan menggunakan N2 cair 

pada mortar dengan tujuan pelisisan dinding sel dengan perlakuan fisik. Sampel 

yang sudah menjadi bubuk kemudian dimasukkan dalam sentrifuge tube  dan 

ditambahkan buffer ekstraksi guanidine thiocyanate 4M dengan perbandingan 1:2 

dari berat sampel. Pada homogenate ditambahkan Na-Lauryl sarcocinate 4% dari 

total volume buffer serta Sodium acetate 25 mM. Sampel dan campuran kemudian 

divortex hingga homogen. Sampel yang sudah homogen disentrifuge dengan 

kecepatan 12.000 rpm pada suhu 20˚C selama 10 menit. Supernatan yang 

dihasilkan dari proses sentrifugasi ditransfer pada centrifuge tube yang lain dan 

dilakukan sentrifuge kembali tanpa adanya penambahan apapun pada kecepatan 

12.000 rpm selama 10 menit dalam suhu 4˚C. Supernatan yang diperoleh dari 

sentrifugasi kedua ditransfer ke centrifuge tube  dalam kondisi on ice (Sambrook 

and Russell, 2001). 

Alat yang digunakan dalam isolasi RNA total ini adalah 

microultracentrifuge dengan menggunakan rotor S50ST yang sudah dihidupkan 

30 menit sebelum digunakan. Cesium chloride 5,7 M sebanyak 2 mL dimasukkan 

dalam tabung microultracentrifuge dan ditambahkan supernatan secara hati-hati 

agar kedua lapisan tidak tercampur. Tabung microultracentrifuge tersebut 

diletakkan dalam rotor S50ST dan dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 

30.000 rpm pada suhu 20 ˚C selama 16 jam (overnight). Supernatan yang 
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dihasilkan dari proses sentrifugasi kemudian dibuang hingga menyisakan pelet. 

Pelet yang diperoleh dilakukan resuspensi menggunakan 300 µL aquabidest steril. 

Dari hasil resuspensi, ditambahkan phenol 300 µL untuk mendenaturasi protein 

yang terdapat dalam sampel larutan. Sebelum dilakukan sentrifugasi dengan 

kecepatan 12.000 rpm pada suhu 4 ˚C selama 10 menit terlebih dahulu dilakukan 

vortex (Sambrook and Russell, 2001). 

Menurut Sambrook and Russell (2001) tiga lapisan yang terbentuk dari 

proses sentrifugsi diambil lapisan paling atas (lapisan bening) sebanyak 200 µL 

dan ditambahkan chloroform dengan perbandingan 0.1 × volume solution. 

Inverting perlu dilakukan setelah penambahan bahan yang bertujuan untuk smooth 

homogenization  dan ditambahkan ethanol PA 100% sebanyak 2.5 × volume 

solution untuk kemudian dilakukan sentrifugasi.  Sentrifugasi dengan kecepatan 

12.000 rpm pada suhu 4˚C  selama 10 menit menghasilkan dua lapisan, lapisan 

paling atas diambil sebanyak 200  µL dan ditambahkan ammonium acetate 4 M 

kemudian dilakukan inkubasi pada suhu -20˚C selama 1 jam. Penambahan 

ammonium acetate bertujuan untuk presipitasi molekul RNA. Setelah dilakukan 

proses presipitasi, dilakukan penghisapan cairan dengan menggunakan aspirator. 

Ethanol 70% (fresh) kemudian ditambahkan pada pelet yang dihasilkan. 

Penambahan ethanol 70% bertujuan untuk purifikasi molekul RNA  yang telah 

terpresipitasi. Sentrifugasi dilakukan untuk memisahkan antara molekul RNA 

yang telah terpresiptasi dengan ethanol 70%. Molekul RNA yang diperoleh 

dilarutkan dengan menggunakan aquabidest steril dan diukur konsentrasinya 

dengan menggunakan nano drop. 

3.3.3. Sintesis cDNA (complementary DNA) 

RNA yang diperoleh dari hasil isolasi RNA total, selanjutnya ditranskripsi 

terbalik menjadi komplemen DNA atau complementary DNA (cDNA) dengan 

menggunakan Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit by Roche. Sintesis 

cDNA yang dilakukan bertujuan untuk mendapat salinan dari materi genetik 

virus, karena materi genetik yang ada pada anggota potyvirus berupa RNA maka 

perlu diubah terlebih dahulu menjadi DNA dengan cara transkripsi terbalik. 
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 Proses transkripsi terbalik ini dilakukan dengan metode two step atau 

reaksinya dilakukan pada 2 tube yang berbeda. Volume RNA yang digunakan 

adalah 2,5 µL dengan menambahkan 1 µL primer oligo dT dan 9,5 µL sterile 

water untuk total volume reaksi 13 µL. Total volume reaksi 13 µL ini disarankan 

untuk penggunaan template RNA dengan kisaran konsentrasi yang diperoleh 

mencapai 10 ng hingga 5 µg RNA total dan 1 ng hingga 100 ng mRNA. Semua 

komponen reagen yang telah dimasukkan dalam tabung eppendorf kemudian 

diinkubasi selama 10 menit pada dry block suhu 65˚C. Inkubasi ini bertujuan 

untuk proses denaturasi RNA sekunder karena struktur dari RNA sekunder ini 

akan mengganggu proses transkripsi terbalik yaitu pada saat penempelan primer 

pada template RNA. Inkubasi on ice dilakukan selama 3-5 menit sebelum 

penambahan transcriptor buffer sebanyak 4 µL, RNAase inhibitor 0,5 µL, dNTP 

mix 2 µL dan reverse transcriptase sebanyak 0,5 µL ke dalam tabung eppendorf 

yang berisi template dalam reaksi yang pertama. Total reaksi setelah penambahan 

komponen tersebut adalah 20 µL. Inkubasi selama 30 menit pada suhu 55 ˚C 

merupakan tahapan proses transkripsi terbalik oleh enzim reverse transcriptase 

untuk mensintesis cDNA dari template RNA. Setelah inkubasi pada suhu 55 ˚C 

dilakukan inaktivasi pada suhu 85 ˚C selama 5 menit dan cDNA yang telah 

disintesis dapat disimpan untuk penggunaan berikutnya maupun dapat langsung 

digunakan.  

3.3.4. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Konsentrasi cDNA yang telah disintesis diukur kembali dengan 

menggunakan nano drop dan dilanjutkan dengan proses amplifikasi cDNA 

menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Amplifikasi cDNA dari 

hasil reverse bertujuan untuk memperbanyak salinan materi genetik dari virus 

yang sudah diperoleh, selain itu cDNA tersebut masih berupa utas tunggal karena 

template yang digunakan berasal dari RNA virus. 

Volume total yang digunakan dalam satu kali reaksi amplifikasi adalah 50 

µL yang terdiri dari master mix Roche 25 µL, Primer F1 forward 2 µL, Primer R1 

reverse 2 µL, ddH2O 19 µL dan cDNA template sebanyak 2 µL. Primer yang 
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digunakan dalam proses PCR ini sebelumnya telah didesain dengan 

menghomologikan daerah konservatif dari gen penyandi protein kapsid dan 600 

basa nukleotida sebelum daerah konservatif tersebut dengan nomer aksesi 

NC_00398.1 pada Gene Bank dengan keenam sekuens lain yang berasal dari 

isolat SCMV yang berbeda yaitu ARG 1662 (GeneBank: JX237862.1), ARG 915 

(GeneBank: JX237863.1), MEX JAL-1 (GeneBank: GU474635.1), MEX VER-1 

(GeneBank: EU091075.1), PEKING (GeneBank: AY569692.1) dan CHINA BD-8 

(GeneBank: JN021933.1). Homologi sekuens dilakukan dengan menggunakan 

program Genetyx ver 8.0 sehingga diperoleh desain primer F1 forward: 5’- CTC 

CCT GGG TAT TTA GAG G -3’ dan primer R1 reverse: 5’- TTC CAG GAG 

ACT AGT GGT G -3’. Total siklus dalam satu kali reaksi adalah 40 siklus dengan 

program PCR meliputi: predenaturasi 94 ˚C selama 2 menit; denaturasi 94 ˚C 

selama 30 detik; annealing 56 ˚C selama 30 detik; extention 72 ˚C selama 1 menit 

dan final extention pada 72 ˚C selama 5 menit. 

Konfirmasi hasil PCR dilakukan dengan cara elektroforesis cDNA pada 

gel agarose 1% menggunakan buffer TAE (Tris-Acetat-EDTA) 50X yang terlebih 

dahulu telah diencerkan. Elektroforesis ini merupakan salah satu metode untuk 

konfirmasi hasil PCR berdasarkan prinsip migrasi molekul DNA karena 

perbedaan muatan molekul yang dialiri muatan listrik. Elektroforesis dilakukan 

selama 25 menit dengan tegangan 100V pada  buffer TAE (Tris-Acetat-EDTA) 

dan menggunakan marker DNA berukuran 1 Kbp dari Intron. Pita DNA yang 

diperoleh dari hasil elektroforesis kemudian divisualisasi dengan menggunakan 

gel doc. 

Hasil elektroforesis yang diperoleh kemudian dilakukan purifikasi dengan 

cara mengekstraksi pita DNA yang terdapat pada gel agarose 1% dengan 

menggunakan PCR Clean Up Gel Extraction by Roche. Pita DNA yang terletak di 

gel agarose dipotong dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang 

sebelumnya telah ditimbang beratnya. Setiap 100 mg berat gel ditambahkan 200 

µL binding buffer NTI. Berat gel diperoleh dengan cara mengurangkan berat 

tabung eppendorf yang telah berisi gel dengan berat awalnya. Gel yang berbentuk 

padat dilarutkan dengan cara inkubasi pada suhu 50˚C dalam dry block selama 5-
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10 menit hingga gel benar-benar meleleh kemudian ditransfer ke dalam collecting 

tube. Sampel yang sudah diletakkan pada collecting tube disentrifugasi dengan 

kecepatan 12.000 rpm selama 30 detik pada sentrifugator suhu ruang. Cairan atau 

flow through yang dihasilkan dari hasil sentrifugasi dibuang dan ditambahkan 

dengan menggunakan buffer NT3 (washing buffer) yang telah ditambahkan 

dengan ethanol PA dengan perbandingan 1:4. Total volume buffer NT3 yang 

ditambahkan adalah 700 µL dan dilakukan sentrifugasi kembali pada kecepatan 

12.000 rpm selama 30 detik. Flow through yang dihasilkan dibuang dan dilakukan 

sentrifugasi tanpa penambahan apapun selama 1 menit pada kecepatan 12.000 

rpm. Collecting tube ditransfer pada tabung eppendorf yang baru, kemudian 

ditambahkan buffer NE (elution buffer) sebanyak 30 µL dan diinkubasi selama 1 

menit pada suhu ruang. Setelah proses inkubasi, dilakukan sentrifugasi selama 1 

menit pada kecepatan 12.000 rpm. Pengukuran konsentrasi DNA hasil purifikasi 

dilakukan dengan cara elektroforesis  dan membandingkannya dengan marker 

DNA 1 Kbp.   

3.3.5. Pembuatan Sel Kompeten 

Sel kompeten yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari bakteri 

E.coli strain XL10-gold yang memiliki efektifitas yang tinggi dan sering 

digunakan untuk proses transformasi dan juga strain BL21 yang digunakan dalam 

ekspresi protein kapsid rekombinan. Bakteri E.coli strain XL-10 gold dan BL21 

ditumbuhkan dalam media LB plate untuk memperoleh koloni tunggal. Koloni 

tunggal yang ada pada media agar diinokulasikan dalam media LB cair sebanyak 

6 mL dan dilakukan inkubasi shaker selama 16 jam (overnight) pada kecepatan 

150 rpm. Inokulum hasil inkubasi diambil sebanyak 1 mL untuk diinokulasikan 

kembali dalam 100 mL LB cair selama ± 3 jam atau hingga OD mencapai ± 0,5. 

Inokulum yang diperoleh ditransfer kedalam 2 tabung sentrifuge dan dilanjutkan 

dengan sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Supernatan yang 

diperoleh dari hasil sentrifugasi dibuang, peletnya diresuspensi menggunakan 

CaCl2 0.1 mM (cold) sebanyak 25 mL dan dilakukan inkubasi on ice selama 10 

menit (Sambrook and Russell, 2001). 
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Inkubasi on ice yang dilakukan selama 10 menit dilanjutkan dengan 

sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Supernatan yang 

dihasilkan dibuang, peletnya diresuspensi dengan menggunakan CaCl2 0.1 mM 

sebanyak 15 mL. Setelah penambahan CaCl2 dilakukan inkubasi on ice selama 10 

menit, sentrifugasi kembali pada kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. 

Supernatan yang dihasilkan dibuang dan pelet diresuspensi dengan menggunakan 

4 mL CaCl2 0.1 mM yang ditambahkan dengan gliserol 15% kemudian dilakukan 

inverting. Sel kompeten tersebut dimasukkan ke dalam tabung eppendorf dan 

dimasukkan dalam termos yang berisi N2 cair hingga beku kemudian disimpan 

pada suhu -80 ˚C atau siap untuk digunakan (Sambrook and Russell, 2001). 

3.3.6. Ligasi pada vektor Kloning dan Transformasi pada XL10-gold 

Ligasi merupakan proses penempelan sekuens DNA target ke dalam 

vektor kloning yang berupa plasmid rekombinan. Ligasi yang dilakukan dengan 

menggunakan vektor berupa plasmid pJET1.2 dan menggunakan enzim ligase 

dari TAKARA. Total volume yang digunakan dalam satu kali reaksi adalah 1 µL 

yang terdiri dari: solution I by TAKARA sebanyak 5 µL; sterile water sebanyak 1 

µL; pJET1.2 vector sebanyak 1 µL; dan PCR product sebanyak 3 µL. setalah 

semua komponen dicampur secara perlahan, dilakukan inkubasi pada suhu 16 ˚C. 

Hasil ligasi ditransformasikan ke dalam sel kompeten E.coli strain XL10-

gold yang telah dibuat sebelumnya. Tabung eppendorf yang terdapat hasil ligasi 

ditambahkan 100 µL sel kompeten kemudian diinkubasi on ice selama 30 menit. 

Setelah dilakukan inkubasi, dilanjutkan dengan heat shock pada dry block dengan 

suhu 42 ˚C selama 60 detik dan segera diinkubasi on ice setelah proses heat shock 

berakhir. Media SOB sebanyak 250 µL ditambahkan pada tabung eppendorf 

kemudian dilakukan inkubasi selama 1 jam pada suhu 37 ˚C. Dari hasil 

transformasi yang diperoleh, diambil volume sebanyak 150 µL kemudian di 

tumbuhkan dalam media LB plate yang telah ditambahkan dengan antibiotik 

amphicilin 50 ppm. Waktu inkubasi yang dibutuhkan dalam menumbuhkan hasil 

transformasi adalah 16 jam (overnight). 
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Koloni yang tumbuh pada media LB plate dengan penambahan 50 ppm 

amphicilin tersebut dikonfirmasi menggunakan PCR colony by Kappa dengan 

menggunakan primer yang sama pada saat amplifikasi cDNA. Volume yang 

digunakan dalam satu kali reaksi adalah 10 µL dengan komposisi master mix 

Kappa sebanyak 5 µL, primer forward 1 µL, primer reverse 1 µL dan ddH2O 

sebanyak 3 µL. Template yang digunakan dalam PCR colony adalah koloni 

tunggal yang tumbuh pada media LB plate dengan penambahan 50 ppm 

amphicilin. Total siklus dalam satu kali reaksi adalah 40 siklus dengan program 

PCR meliputi: predenaturasi 94 ˚C selama 2 menit; denaturasi 94 ˚C selama 30 

detik; annealing 56 ˚C selama 30 detik; extention 72 ˚C selama 1 menit dan final 

extention pada 72 ˚C selama 5 menit. Hasil PCR colony kemudian dielektroforesis 

pada gel agarose 1% menggunakan TAE buffer dan divisualisasikan dengan 

menggunakan gel doc. Sebelum dimasukkan dalam mixture komponen PCR 

colony, koloni tunggal yang akan dikonfirmasi terlebih dahulu ditumbuhkan pada 

media LB plate dengan penambahan amphicilin 50 ppm yang lain dengan tujuan 

untuk memperoleh copy colony jika ternyata koloni tersebut diduga sebagai koloni 

positif (mengandung insert gen target pada plasmidnya) setelah proses visualisasi 

dilakukan. 

3.3.7. Isolasi Plasmid (Mini Preparation) 

Koloni yang sudah terkonfirmasi diduga positif kemudian diisolasi 

plasmidnya menggunakan metode mini preparation. Koloni tunggal tersebut 

diinokulasikan dalam media LB cair 2 mL dengan penambahan antibiotik 

amphicilin 50 ppm dan digojog selama 16 jam (overnight) dengan kecepatan 150 

rpm. Setelah inkubasi, inokulum yang diperoleh ditransfer dalam tabung 

eppendorf dan dilakukan sentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 12.000 

rpm. Supernatan yang dihasilkan dibuang sedangkan peletnya dikeringanginkan. 

Pelet pada tabung eppendorf ditambahkan dengan solution I sebanyak 100 µL 

kemudian dilakukan pippeting untuk meresuspensi pelet yang ada di dasar tabung. 

Solution II sebanyak 200 µL ditambahkan pada suspensi pelet dan dilakukan 

inverting 4-6 kali kemudian diinkubasi selama 10 menit. Setelah inkubasi 10 
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menit, ditambahkan solution III sebanyak 150 µL dan inkubasi on ice kembali 

selama 10 menit (Sambrook and Russell, 2001). 

Ketiga solution yang digunakan dalam metode mini preparation 

merupakan buffer lisis sel. Pemisahan debris sel dengan komponen sel yang sudah 

lisis dilakukan dengan cara sentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 5 

menit. Pelet yang dihasilkan dari proses sentifugasi merupakan debris sel, 

sedangkan komponen selnya berada pada fase supernatan. Supernatan ditransfer 

pada tabung eppendorf baru dan ditambahkan dengan PCI (Phenol-Chloroform-

Isoamylalkohol) equal volume. Setelah penambahan PCI dilakukan vortex untuk 

homogenisasi dan disentrifugasi pada 12.000 rpm selama 5 menit. Sentrifugasi 

yang dilakukan akan membentuk 3 lapisan, lapisan paling atas diambil sebanyak 

350 µL dan dilakukan presipitasi dengan menggunakan ethanol PA (cold) 

sebanyak 2,5 × volume supernatan. Presipitasi dilakukan 1 jam pada suhu -20 ˚C. 

Setelah dilakukan presipitasi kemudian disentrifugasi 12.000 rpm selama 5 menit 

dan dilakukan pembilasan dengan menggunakan ethanol 70% sebanyak 1 mL. 

Untuk memisahkan ethanol dengan plasmid yang diperoleh, dilakukan 

sentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit. Sisa ethanol yang ada 

pada sampel dihilangkan dengan cara penguapan menggunakan evaporator dalam 

program HPLC pada suhu 45 ˚C selama 10 menit. Plasmid yang diperoleh 

dilarutkan menggunakan buffer TE 30 µL. Kontaminan berupa RNA dihilangkan 

dengan cara penambahan RNAse 10 µL dan diinkubasikan selama 1 jam pada 

suhu  37˚C dan kembali dilakukan presipitasi menggunakan ethanol absolute dan 

juga ammonium asetat 4M. 

3.3.8. Sequencing Hasil Ligasi ke dalam Vektor Kloning pJET1.2 

Hasil isolasi plasmid pJET1.2 yang sudah terinsersi gen target kemudian 

dikirimkan untuk proses sequencing. Penentuan sekuensi kode genetik fragmen 

cDNA protein kapsid SCMV hasil isolasi dilakukan di PT. Genetika Science 

Indonesia yang bertempat di Jakarta yang dikirim secara reguler kepada 1
st
 BASE 

Malaysia. Data Sekuensi yang diperoleh kemudian diperiksa menggunakan 

aplikasi BioEdit dan dibandingkan dengan data yang ada di database NCBI 
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(National Center for Biotechnology Information) dengan menggunakan program 

BLASTn (Basic Local Alignment Search Tools nucleotide). Hasil sekuensi dari 

NCBI tersebut dihomologikan dengan beberapa sekuens lain menggunakan 

program Genetyx versi 8.0. 

 

3.4. Prosedur Penelitian Konstruksi 

3.4.1. Desain Primer untuk Konstruksi ke dalam Vektor Ekspresi 

Desain primer yang akan digunakan dalam proses konstruksi dilakukan 

dengan cara sekuens yang telah diperoleh dari proses sequencing diblastkan dan 

disejajarkan dengan beberapa sekuens lain dalam gene bank yaitu sekuens dari 

ARG-130, ARG-345 dan Brisbane. Setelah diblastkan, sekuens tersebut 

disesuaikan antara sisi pemotongan enzim restriksi dalam vektor pET-28 a(+) dan 

daerah konservatif dari gen penyandi protein kapsid sehingga tidak merubah 

urutan basa nukleotida penyandi protein-protein tertentu dan tetap 

mempertahankan urutan nukleotida vektor ekspresinya. Pasangan primer forward 

dan reverse yang digunakan dalam Konstruksi adalah primer F2 forward 5’- TGG 

TGG ATC CGG TGC ACA AAC AGG AGC T -3’ sedangkan sekuens untuk 

primer R2 reverse 5’- CTG CTC GAG TCC CAA CAG AGA GTG CAT -3’. 

Primer yang didesain untuk konstruksi ini kemudian digunakan untuk 

proses amplifikasi cDNA yang sudah diklonkan pada vektor kloning. Proses 

amplifikasi dan komponen serta kondisi PCR dilakukan sama halnya dengan yang 

telah disebutkan pada prosedur PCR dalam kegiatan kloning. Hasil PCR yang 

diperoleh dilakukan elektroforesis dan visualisasi dengan prosedur yang sama. 

3.4.2. Analisis Enzim Restriksi 

Enzim restriksi yang digunakan dalam pemotongan gen target yang 

terdapat dalam plasmid adalah Xho1 dan BamH1. Enzim Xho1 dan BamH1 

memiliki sisi pemotongan yang spesifik dengan hasil pemotongan ujungnya 

berupa sticky end (Watson et al., 1988). Penggunaan enzim Xho1 dan BamH1 ini 

dikarenakan enzim tersebut memiliki daerah pemotongan yang terletak sebelum 
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dan sesudah daerah konservatif penyandi gen protein kapsid dan juga merupakan 

sisi pemotongan yang terdapat pada plasmid pET 28 a(+). Volume total yang 

digunakan dalam reaksi pemotongan adalah 10 µL yang terdiri dari buffer Xho1 

dan BamH1 1 µL, enzim Xho1 dan BamH1 0,5 µL, RNAase 1 µL, ddH2O 2,5 µL 

dan template berupa plasmid sebanyak 5 µL. setelah semua komponen dicampur 

secara perlahan, dilakukan inkubasi pada suhu 37˚C selama overnight. 

Fragmen gen protein kapsid diperoleh dari pemotongan klon pJET 1.2-CP 

dengan enzim restriksi BamH1 dan Xho1 yang disisipkan ke vektor ekspresi pET-

28 a (+) yang dipotong dengan enzim yang sama. Hasil ligasi ditransformasikan 

ke bakteri E. coli strain XL10-gold dan diseleksi dengan antibiotik kanamisin (50 

ppm). Koloni yang terbentuk ditumbuhkan kembali pada media LB cair dan 

diisolasi DNA plasmidnya serta diverifikasi dengan enzim restriksi yang sesuai. 

Proses pemotongan dan ligasi dilakukan sesuai dengan prosedur sebelumnya. 

3.4.3. Ekspresi Protein Kapsid Hasil Konstruksi 

Konstruksi insert ke dalam vektor ekspresi kemudian ditransformasi ke 

dalam sel kompeten BL21 untuk dilakukan produksi protein rekombinan. 

Produksi ini dilakukan dalam skala kecil yaitu dalam volume inokulum 50 mL 

dengan menggunakan IPTG dengan konsentrasi 0,1 mM. Ekstraksi protein 

dilakukan secara kimiawi dan protein yang dihasilkan terlebih dahulu diukur 

konsentrasinya dengan menggunakan reagen Bradford dan diukur absorbansinya 

untuk menentukan perbandingan buffer load dan sample sesuai dengan nilai 

absorbansinya. Pola protein rekombinan SCMV dilihat dengan menggunakan 

SDS-PAGE. Komponen SDS-PAGE yang digunakan adalah upper gel 4% dan 

lower gel 12,5% dan dielektroforesis menggunakan tegangan 50 V. 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan yaitu 

didapatkan klon cDNA penyandi protein kapsid berukuran ±1000 bp yang 

diinsertkan ke dalam vektor kloning pJET1.2 dengan hasil aligment menunjukkan 

adanya homologi (kesamaan) yang tinggi dengan protein kapsid sekuens ARG-

345 dan ARG-130 sebesar 92%. cDNA protein kapsid SCMV berukuran ±700 pb 

telah berhasil dikonstruksikan ke dalam vektor ekspresi pET 28 a(+) yang 

memiliki sisi pemotongan enzim restriksi XhoI dan BamHI. Hasil konstruksi 

tersebut telah diekspresikan pada E.coli strain BL21 dan dilihat pola protein yang 

terbentuk menggunakan SDS-PAGE, dari hasil SDS-PAGE dapat terlihat 

pembentukan protein rekombinan kapsid SCMV dalam bentuk insoluble protein 

yang nantinya siap digunakan untuk produksi antigen dalam pembuatan antibodi 

protein kapsid SCMV. 

 

5.2. Saran 

Proses pemotongan menggunakan enzim restriksi sebaiknya dilakukan 

secara bertahap jika pemotongan yang dilakukan menggunakan dua enzim yang 

berbeda dan terlebih dahulu dilakukan inaktivasi sebelum pemotongan 

menggunakan enzim kedua. Optimasi pemotongan perlu dilakukan dikarenakan 

terdapat beberapa enzim seperti XhoI yang memerlukaan waktu inkubasi hingga 

overnight untuk pemotongan yang optimal. Waktu dan komponen pemotongan 

tersebut memiliki pengaruh terhadap proses ligasi sehingga perlu diperhatikan. 

Kendala yang dialami saat terjadi kemungkinannya adalah proses pemotongan 

yang tidak sempurna sehingga vektor dan insert tidak mudah untuk terligasi. 

Optimalisasi suhu ligasi juga perlu diperhatikan agar proses ligasi berjalan dengan 

baik. 
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LAMPIRAN A 

NC_003398_cp. 1 AGTTTGCCAAAGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 60

Sequence_arg1662 1 --TTTGCAAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAG 58

Sequence_arg915 1 --TTTGCAAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAG 58

Sequence_mex-jal1 1 ---------AAGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 51

isolate BD8_Chinaa 1 -GTTTGTCAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 59

isolate_Mex-Ver1 1 AGTTTGCAAAAGACCTCCCTGGCTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 60

NC_003398_cp. 61 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 120

Sequence_arg1662 59 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 118

Sequence_arg915 59 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 118

Sequence_mex-jal1 52 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 111

isolate BD8_Chinaa 60 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 119

isolate_Mex-Ver1 61 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 120

NC_003398_cp. 121 CCGCAGG-----TAG-TGGAACAGGAACAAGAACACCATCTACTGGAACTCCAGC----G 170

Sequence_arg1662 119 CCGCTGGAGCAGCAGCTCAAGGAGGAGCTCAACCACCAGCAACTGGAGCAGCCGC----G 174

Sequence_arg915 119 CCGCTGGAGCAGCAGCTCAAGGAGGAGCTCAACCACCAGCAACTGGAGCAGCCGC----G 174

Sequence_mex-jal1 112 GGGCAGGATCTGGTAGTGGCACAGGAACTGGAACTGGTGTAACTGGAGGTCAAGCAGGGG 171

isolate BD8_Chinaa 120 CAGGAAG---TGGAG---GCACTGGATCTGGCACTCAAGGCAATGGGGGTCAGAC----G 169

isolate_Mex-Ver1 121 CAGCGGG-----TAG-TGGAACAGGAACTAGACCACCTTCAACTGGATCAGCAAC----A 170

NC_003398_cp. 171 CAA-CCACCCGACCTCCA--GCATCAGGTGGATCATCAGGAAACAATGGAGGTGGCCAAT 227

Sequence_arg1662 175 CAACCACCCGCGGCTCAA--GGTTCACAACCGCCCACAGGGGGAGCTACTGGTGG-TGGT 231

Sequence_arg915 175 CAACCACCCGCGGCTCAA--GGTTCACAACCGCCCACAGGGGGAGCTACTGGTGG-TGGT 231

Sequence_mex-jal1 172 CAACCACCCGCGGCTCAACGGGATCTGGAGCAACCGGAGGCCAATCAGGATCTGGAAGTG 231

isolate BD8_Chinaa 170 CAACCACAAGGAAGTGGC--GGTCAACAAGGGTCCGGTGGGGGCACTGGTCAAGGAGCAG 227

isolate_Mex-Ver1 171 CAAGGAAACACACCTCCA--GCATCAGGTGGCTCATCGGGAAATAATGGAGGTAACCAAT 228

NC_003398_cp. 228 CAGGTTCAAACGGCACTGGAGGCCAAGCAGGCTCAAGCGGAGCAGGGGGTCAAAGAGACA 287

Sequence_arg1662 232 GGCGCGCAAACAGGA--GCTGGCGGAACTGGCTCAGTC---ACAGGGGGTCAAAGAGACA 286

Sequence_arg915 232 GGCGCGCAAACAGGA--GCTGGCGGAACTGGCTCAGTC---ACAGGAGGTCAAAGAGATA 286

Sequence_mex-jal1 232 GTACTGGGCAAAATGGCACGGGTTCAGCAGGTACTAGTGCAACAGGAAGCCAAAGAGATA 291

isolate BD8_Chinaa 228 CTGGAAACAACGGCGGAGGTCAGACAGGAGGCTCTAGTGGGACAGCTGGTCAGAGAGATA 287

isolate_Mex-Ver1 229 CAGGTTCGAACGGCACTGGAAATCAAGCAGGTTCCAACGGAACAGGGGGCCAAAGAGACA 288

NC_003398_cp. 288 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGGAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 347

Sequence_arg1662 287 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGCAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 346

Sequence_arg915 287 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGCAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 346

Sequence_mex-jal1 292 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGAAAAATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 351

isolate BD8_Chinaa 288 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGAAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 347

isolate_Mex-Ver1 289 AAGACGTTGACGCTGGTTCAACAGGAAAAATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 348

NC_003398_cp. 348 AGAAAATGCGCCTGCCAAAGGCGAAAGGAAAAGACGTTTTACACTTAGATTTCCTGTTAA 407

Sequence_arg1662 347 AGAAAATGCGCCTGCCAAAGGCGAAAGGAAAAGACGTTTTACATTCGGACTTCCTGTTAA 406

Sequence_arg915 347 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGATGTTTTGCATCTGGACTTTCTGTTAA 406

Sequence_mex-jal1 352 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAA---------TACATTTGGACTTCCTGTTAA 402

isolate BD8_Chinaa 348 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGACGTCTTGCATTTGGACTTTTTGTTGA 407

isolate_Mex-Ver1 349 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGATGTTCTACATTTGGACTTCCTGTTAA 408

NC_003398_cp. 408 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACTAGAGCAACTAAGGAAGAGTTTGATA 467

Sequence_arg1662 407 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACAAGAGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 466

Sequence_arg915 407 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACAAGAGCAACCAGAGAGGAGTTTGATA 466

Sequence_mex-jal1 403 CATACAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACTAGGGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 462

isolate BD8_Chinaa 408 CATACAAACCACAACAGCAGGACATATCGAACACAAGAGCAACTAAGGAAGAGTTCGATA 467

isolate_Mex-Ver1 409 CATACAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACTAGAGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 468

NC_003398_cp. 468 GATGGTATGATGCCATAAAGAAGGAGTACGAAATTGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 527

Sequence_arg1662 467 GATGGTATGAAGCCATAAAGAATGAATATGAAATAGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 526

Sequence_arg915 467 GATGGTATGAAGCCATAAAGAATGAATATGAAATAGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 526

Sequence_mex-jal1 463 GATGGTATGATGCCATAAAGAAGGAATACGAAATTGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 522

isolate BD8_Chinaa 468 GATGGTATGACGCCATAAAGAAGGAGTACGAGATCGATGATACACAAATGACAGTTGTCA 527

isolate_Mex-Ver1 469 GATGGTATGACGCCATAAAGAAGGAGTATGAAATTGATGATACACAAATGACAGTTGTCA 528

NC_003398_cp. 528 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 587

Sequence_arg1662 527 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 586

Sequence_arg915 527 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 586

Sequence_mex-jal1 523 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 582

isolate BD8_Chinaa 528 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 587

isolate_Mex-Ver1 529 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 588

NC_003398_cp. 588 GGACGATGATGGACGGAGACGAACAAAGGGTTTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 647

Sequence_arg1662 587 GGACGATGATGGACGGAGATGAACAAAGAGTTTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 646

Sequence_arg915 587 GGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGAGCCTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 646

Sequence_mex-jal1 583 GGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGGGTTTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 642

isolate BD8_Chinaa 588 GGACGATGATGGATGGGGATGAACAAAGAGTTTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 647

isolate_Mex-Ver1 589 GGACGATGATGGACGGAGATGAACAAAGAGTGTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 648

NC_003398_cp. 648 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 707

Sequence_arg1662 647 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 706

Sequence_arg915 647 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 706

Sequence_mex-jal1 643 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 702

isolate BD8_Chinaa 648 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 707

isolate_Mex-Ver1 649 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 708

NC_003398_cp. 708 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 767

Sequence_arg1662 707 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 766

Sequence_arg915 707 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 766

Sequence_mex-jal1 703 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 762

isolate BD8_Chinaa 708 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 767

isolate_Mex-Ver1 709 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 768

NC_003398_cp. 768 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 827

Sequence_arg1662 767 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 826

Sequence_arg915 767 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 826

Sequence_mex-jal1 763 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 822

isolate BD8_Chinaa 768 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 827

isolate_Mex-Ver1 769 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 828

NC_003398_cp. 828 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 887

Sequence_arg1662 827 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 886

Sequence_arg915 827 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 886

Sequence_mex-jal1 823 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 882

isolate BD8_Chinaa 828 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 887

isolate_Mex-Ver1 829 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 888

NC_003398_cp. 888 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 947

Sequence_arg1662 887 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 946

Sequence_arg915 887 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 946

Sequence_mex-jal1 883 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 942

isolate BD8_Chinaa 888 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 947

isolate_Mex-Ver1 889 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 948

NC_003398_cp. 948 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1007

Sequence_arg1662 947 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1006

Sequence_arg915 947 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1006

Sequence_mex-jal1 943 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1002

isolate BD8_Chinaa 948 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1007

isolate_Mex-Ver1 949 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1008

NC_003398_cp. 1008 GAAACCCTGTT-- 1018

Sequence_arg1662 1007 GAAACCCTGTTCG 1019

Sequence_arg915 1007 GAAACCCTGTTCG 1019

Sequence_mex-jal1 1003 GAAACCCT----- 1010

isolate BD8_Chinaa 1008 GAAACCCTGTTT- 1019

isolate_Mex-Ver1 1009 GAAACCCTGTT-- 1019

NC_003398_cp. 1 AGTTTGCCAAAGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 60

Sequence_arg1662 1 --TTTGCAAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAG 58

Sequence_arg915 1 --TTTGCAAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAG 58

Sequence_mex-jal1 1 ---------AAGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 51

isolate BD8_Chinaa 1 -GTTTGTCAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 59

isolate_Mex-Ver1 1 AGTTTGCAAAAGACCTCCCTGGCTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 60

NC_003398_cp. 61 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 120

Sequence_arg1662 59 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 118

Sequence_arg915 59 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 118

Sequence_mex-jal1 52 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 111

isolate BD8_Chinaa 60 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 119

isolate_Mex-Ver1 61 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 120

NC_003398_cp. 121 CCGCAGG-----TAG-TGGAACAGGAACAAGAACACCATCTACTGGAACTCCAGC----G 170

Sequence_arg1662 119 CCGCTGGAGCAGCAGCTCAAGGAGGAGCTCAACCACCAGCAACTGGAGCAGCCGC----G 174

Sequence_arg915 119 CCGCTGGAGCAGCAGCTCAAGGAGGAGCTCAACCACCAGCAACTGGAGCAGCCGC----G 174

Sequence_mex-jal1 112 GGGCAGGATCTGGTAGTGGCACAGGAACTGGAACTGGTGTAACTGGAGGTCAAGCAGGGG 171

isolate BD8_Chinaa 120 CAGGAAG---TGGAG---GCACTGGATCTGGCACTCAAGGCAATGGGGGTCAGAC----G 169

isolate_Mex-Ver1 121 CAGCGGG-----TAG-TGGAACAGGAACTAGACCACCTTCAACTGGATCAGCAAC----A 170

NC_003398_cp. 171 CAA-CCACCCGACCTCCA--GCATCAGGTGGATCATCAGGAAACAATGGAGGTGGCCAAT 227

Sequence_arg1662 175 CAACCACCCGCGGCTCAA--GGTTCACAACCGCCCACAGGGGGAGCTACTGGTGG-TGGT 231

Sequence_arg915 175 CAACCACCCGCGGCTCAA--GGTTCACAACCGCCCACAGGGGGAGCTACTGGTGG-TGGT 231

Sequence_mex-jal1 172 CAACCACCCGCGGCTCAACGGGATCTGGAGCAACCGGAGGCCAATCAGGATCTGGAAGTG 231

isolate BD8_Chinaa 170 CAACCACAAGGAAGTGGC--GGTCAACAAGGGTCCGGTGGGGGCACTGGTCAAGGAGCAG 227

isolate_Mex-Ver1 171 CAAGGAAACACACCTCCA--GCATCAGGTGGCTCATCGGGAAATAATGGAGGTAACCAAT 228

NC_003398_cp. 228 CAGGTTCAAACGGCACTGGAGGCCAAGCAGGCTCAAGCGGAGCAGGGGGTCAAAGAGACA 287

Sequence_arg1662 232 GGCGCGCAAACAGGA--GCTGGCGGAACTGGCTCAGTC---ACAGGGGGTCAAAGAGACA 286

Sequence_arg915 232 GGCGCGCAAACAGGA--GCTGGCGGAACTGGCTCAGTC---ACAGGAGGTCAAAGAGATA 286

Sequence_mex-jal1 232 GTACTGGGCAAAATGGCACGGGTTCAGCAGGTACTAGTGCAACAGGAAGCCAAAGAGATA 291

isolate BD8_Chinaa 228 CTGGAAACAACGGCGGAGGTCAGACAGGAGGCTCTAGTGGGACAGCTGGTCAGAGAGATA 287

isolate_Mex-Ver1 229 CAGGTTCGAACGGCACTGGAAATCAAGCAGGTTCCAACGGAACAGGGGGCCAAAGAGACA 288

NC_003398_cp. 288 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGGAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 347

Sequence_arg1662 287 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGCAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 346

Sequence_arg915 287 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGCAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 346

Sequence_mex-jal1 292 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGAAAAATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 351

isolate BD8_Chinaa 288 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGAAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 347

isolate_Mex-Ver1 289 AAGACGTTGACGCTGGTTCAACAGGAAAAATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 348

NC_003398_cp. 348 AGAAAATGCGCCTGCCAAAGGCGAAAGGAAAAGACGTTTTACACTTAGATTTCCTGTTAA 407

Sequence_arg1662 347 AGAAAATGCGCCTGCCAAAGGCGAAAGGAAAAGACGTTTTACATTCGGACTTCCTGTTAA 406

Sequence_arg915 347 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGATGTTTTGCATCTGGACTTTCTGTTAA 406

Sequence_mex-jal1 352 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAA---------TACATTTGGACTTCCTGTTAA 402

isolate BD8_Chinaa 348 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGACGTCTTGCATTTGGACTTTTTGTTGA 407

isolate_Mex-Ver1 349 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGATGTTCTACATTTGGACTTCCTGTTAA 408

NC_003398_cp. 408 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACTAGAGCAACTAAGGAAGAGTTTGATA 467

Sequence_arg1662 407 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACAAGAGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 466

Sequence_arg915 407 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACAAGAGCAACCAGAGAGGAGTTTGATA 466

Sequence_mex-jal1 403 CATACAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACTAGGGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 462

isolate BD8_Chinaa 408 CATACAAACCACAACAGCAGGACATATCGAACACAAGAGCAACTAAGGAAGAGTTCGATA 467

isolate_Mex-Ver1 409 CATACAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACTAGAGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 468

NC_003398_cp. 468 GATGGTATGATGCCATAAAGAAGGAGTACGAAATTGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 527

Sequence_arg1662 467 GATGGTATGAAGCCATAAAGAATGAATATGAAATAGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 526

Sequence_arg915 467 GATGGTATGAAGCCATAAAGAATGAATATGAAATAGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 526

Sequence_mex-jal1 463 GATGGTATGATGCCATAAAGAAGGAATACGAAATTGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 522

isolate BD8_Chinaa 468 GATGGTATGACGCCATAAAGAAGGAGTACGAGATCGATGATACACAAATGACAGTTGTCA 527

isolate_Mex-Ver1 469 GATGGTATGACGCCATAAAGAAGGAGTATGAAATTGATGATACACAAATGACAGTTGTCA 528

NC_003398_cp. 528 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 587

Sequence_arg1662 527 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 586

Sequence_arg915 527 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 586

Sequence_mex-jal1 523 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 582

isolate BD8_Chinaa 528 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 587

isolate_Mex-Ver1 529 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 588

NC_003398_cp. 588 GGACGATGATGGACGGAGACGAACAAAGGGTTTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 647

Sequence_arg1662 587 GGACGATGATGGACGGAGATGAACAAAGAGTTTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 646

Sequence_arg915 587 GGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGAGCCTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 646

Sequence_mex-jal1 583 GGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGGGTTTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 642

isolate BD8_Chinaa 588 GGACGATGATGGATGGGGATGAACAAAGAGTTTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 647

isolate_Mex-Ver1 589 GGACGATGATGGACGGAGATGAACAAAGAGTGTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 648

NC_003398_cp. 648 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 707

Sequence_arg1662 647 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 706

Sequence_arg915 647 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 706

Sequence_mex-jal1 643 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 702

isolate BD8_Chinaa 648 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 707

isolate_Mex-Ver1 649 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 708

NC_003398_cp. 708 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 767

Sequence_arg1662 707 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 766

Sequence_arg915 707 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 766

Sequence_mex-jal1 703 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 762

isolate BD8_Chinaa 708 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 767

isolate_Mex-Ver1 709 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 768

NC_003398_cp. 768 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 827

Sequence_arg1662 767 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 826

Sequence_arg915 767 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 826

Sequence_mex-jal1 763 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 822

isolate BD8_Chinaa 768 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 827

isolate_Mex-Ver1 769 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 828

NC_003398_cp. 828 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 887

Sequence_arg1662 827 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 886

Sequence_arg915 827 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 886

Sequence_mex-jal1 823 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 882

isolate BD8_Chinaa 828 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 887

isolate_Mex-Ver1 829 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 888

NC_003398_cp. 888 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 947

Sequence_arg1662 887 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 946

Sequence_arg915 887 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 946

Sequence_mex-jal1 883 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 942

isolate BD8_Chinaa 888 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 947

isolate_Mex-Ver1 889 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 948

NC_003398_cp. 948 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1007

Sequence_arg1662 947 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1006

Sequence_arg915 947 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1006

Sequence_mex-jal1 943 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1002

isolate BD8_Chinaa 948 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1007

isolate_Mex-Ver1 949 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1008

NC_003398_cp. 1008 GAAACCCTGTT-- 1018

Sequence_arg1662 1007 GAAACCCTGTTCG 1019

Sequence_arg915 1007 GAAACCCTGTTCG 1019

Sequence_mex-jal1 1003 GAAACCCT----- 1010

isolate BD8_Chinaa 1008 GAAACCCTGTTT- 1019

isolate_Mex-Ver1 1009 GAAACCCTGTT-- 1019

NC_003398_cp. 1 AGTTTGCCAAAGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 60

Sequence_arg1662 1 --TTTGCAAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAG 58

Sequence_arg915 1 --TTTGCAAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAG 58

Sequence_mex-jal1 1 ---------AAGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 51

isolate BD8_Chinaa 1 -GTTTGTCAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 59

isolate_Mex-Ver1 1 AGTTTGCAAAAGACCTCCCTGGCTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 60

NC_003398_cp. 61 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 120

Sequence_arg1662 59 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 118

Sequence_arg915 59 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 118

Sequence_mex-jal1 52 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 111

isolate BD8_Chinaa 60 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 119

isolate_Mex-Ver1 61 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 120

NC_003398_cp. 121 CCGCAGG-----TAG-TGGAACAGGAACAAGAACACCATCTACTGGAACTCCAGC----G 170

Sequence_arg1662 119 CCGCTGGAGCAGCAGCTCAAGGAGGAGCTCAACCACCAGCAACTGGAGCAGCCGC----G 174

Sequence_arg915 119 CCGCTGGAGCAGCAGCTCAAGGAGGAGCTCAACCACCAGCAACTGGAGCAGCCGC----G 174

Sequence_mex-jal1 112 GGGCAGGATCTGGTAGTGGCACAGGAACTGGAACTGGTGTAACTGGAGGTCAAGCAGGGG 171

isolate BD8_Chinaa 120 CAGGAAG---TGGAG---GCACTGGATCTGGCACTCAAGGCAATGGGGGTCAGAC----G 169

isolate_Mex-Ver1 121 CAGCGGG-----TAG-TGGAACAGGAACTAGACCACCTTCAACTGGATCAGCAAC----A 170

NC_003398_cp. 171 CAA-CCACCCGACCTCCA--GCATCAGGTGGATCATCAGGAAACAATGGAGGTGGCCAAT 227

Sequence_arg1662 175 CAACCACCCGCGGCTCAA--GGTTCACAACCGCCCACAGGGGGAGCTACTGGTGG-TGGT 231

Sequence_arg915 175 CAACCACCCGCGGCTCAA--GGTTCACAACCGCCCACAGGGGGAGCTACTGGTGG-TGGT 231

Sequence_mex-jal1 172 CAACCACCCGCGGCTCAACGGGATCTGGAGCAACCGGAGGCCAATCAGGATCTGGAAGTG 231

isolate BD8_Chinaa 170 CAACCACAAGGAAGTGGC--GGTCAACAAGGGTCCGGTGGGGGCACTGGTCAAGGAGCAG 227

isolate_Mex-Ver1 171 CAAGGAAACACACCTCCA--GCATCAGGTGGCTCATCGGGAAATAATGGAGGTAACCAAT 228

NC_003398_cp. 228 CAGGTTCAAACGGCACTGGAGGCCAAGCAGGCTCAAGCGGAGCAGGGGGTCAAAGAGACA 287

Sequence_arg1662 232 GGCGCGCAAACAGGA--GCTGGCGGAACTGGCTCAGTC---ACAGGGGGTCAAAGAGACA 286

Sequence_arg915 232 GGCGCGCAAACAGGA--GCTGGCGGAACTGGCTCAGTC---ACAGGAGGTCAAAGAGATA 286

Sequence_mex-jal1 232 GTACTGGGCAAAATGGCACGGGTTCAGCAGGTACTAGTGCAACAGGAAGCCAAAGAGATA 291

isolate BD8_Chinaa 228 CTGGAAACAACGGCGGAGGTCAGACAGGAGGCTCTAGTGGGACAGCTGGTCAGAGAGATA 287

isolate_Mex-Ver1 229 CAGGTTCGAACGGCACTGGAAATCAAGCAGGTTCCAACGGAACAGGGGGCCAAAGAGACA 288

NC_003398_cp. 288 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGGAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 347

Sequence_arg1662 287 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGCAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 346

Sequence_arg915 287 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGCAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 346

Sequence_mex-jal1 292 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGAAAAATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 351

isolate BD8_Chinaa 288 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGAAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 347

isolate_Mex-Ver1 289 AAGACGTTGACGCTGGTTCAACAGGAAAAATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 348

NC_003398_cp. 348 AGAAAATGCGCCTGCCAAAGGCGAAAGGAAAAGACGTTTTACACTTAGATTTCCTGTTAA 407

Sequence_arg1662 347 AGAAAATGCGCCTGCCAAAGGCGAAAGGAAAAGACGTTTTACATTCGGACTTCCTGTTAA 406

Sequence_arg915 347 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGATGTTTTGCATCTGGACTTTCTGTTAA 406

Sequence_mex-jal1 352 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAA---------TACATTTGGACTTCCTGTTAA 402

isolate BD8_Chinaa 348 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGACGTCTTGCATTTGGACTTTTTGTTGA 407

isolate_Mex-Ver1 349 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGATGTTCTACATTTGGACTTCCTGTTAA 408

NC_003398_cp. 408 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACTAGAGCAACTAAGGAAGAGTTTGATA 467

Sequence_arg1662 407 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACAAGAGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 466

Sequence_arg915 407 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACAAGAGCAACCAGAGAGGAGTTTGATA 466

Sequence_mex-jal1 403 CATACAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACTAGGGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 462

isolate BD8_Chinaa 408 CATACAAACCACAACAGCAGGACATATCGAACACAAGAGCAACTAAGGAAGAGTTCGATA 467

isolate_Mex-Ver1 409 CATACAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACTAGAGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 468

NC_003398_cp. 468 GATGGTATGATGCCATAAAGAAGGAGTACGAAATTGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 527

Sequence_arg1662 467 GATGGTATGAAGCCATAAAGAATGAATATGAAATAGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 526

Sequence_arg915 467 GATGGTATGAAGCCATAAAGAATGAATATGAAATAGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 526

Sequence_mex-jal1 463 GATGGTATGATGCCATAAAGAAGGAATACGAAATTGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 522

isolate BD8_Chinaa 468 GATGGTATGACGCCATAAAGAAGGAGTACGAGATCGATGATACACAAATGACAGTTGTCA 527

isolate_Mex-Ver1 469 GATGGTATGACGCCATAAAGAAGGAGTATGAAATTGATGATACACAAATGACAGTTGTCA 528

NC_003398_cp. 528 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 587

Sequence_arg1662 527 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 586

Sequence_arg915 527 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 586

Sequence_mex-jal1 523 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 582

isolate BD8_Chinaa 528 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 587

isolate_Mex-Ver1 529 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 588

NC_003398_cp. 588 GGACGATGATGGACGGAGACGAACAAAGGGTTTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 647

Sequence_arg1662 587 GGACGATGATGGACGGAGATGAACAAAGAGTTTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 646

Sequence_arg915 587 GGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGAGCCTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 646

Sequence_mex-jal1 583 GGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGGGTTTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 642

isolate BD8_Chinaa 588 GGACGATGATGGATGGGGATGAACAAAGAGTTTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 647

isolate_Mex-Ver1 589 GGACGATGATGGACGGAGATGAACAAAGAGTGTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 648

NC_003398_cp. 648 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 707

Sequence_arg1662 647 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 706

Sequence_arg915 647 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 706

Sequence_mex-jal1 643 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 702

isolate BD8_Chinaa 648 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 707

isolate_Mex-Ver1 649 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 708

NC_003398_cp. 708 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 767

Sequence_arg1662 707 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 766

Sequence_arg915 707 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 766

Sequence_mex-jal1 703 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 762

isolate BD8_Chinaa 708 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 767

isolate_Mex-Ver1 709 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 768

NC_003398_cp. 768 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 827

Sequence_arg1662 767 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 826

Sequence_arg915 767 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 826

Sequence_mex-jal1 763 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 822

isolate BD8_Chinaa 768 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 827

isolate_Mex-Ver1 769 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 828

NC_003398_cp. 828 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 887

Sequence_arg1662 827 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 886

Sequence_arg915 827 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 886

Sequence_mex-jal1 823 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 882

isolate BD8_Chinaa 828 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 887

isolate_Mex-Ver1 829 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 888

NC_003398_cp. 888 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 947

Sequence_arg1662 887 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 946

Sequence_arg915 887 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 946

Sequence_mex-jal1 883 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 942

isolate BD8_Chinaa 888 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 947

isolate_Mex-Ver1 889 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 948

NC_003398_cp. 948 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1007

Sequence_arg1662 947 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1006

Sequence_arg915 947 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1006

Sequence_mex-jal1 943 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1002

isolate BD8_Chinaa 948 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1007

isolate_Mex-Ver1 949 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1008

NC_003398_cp. 1008 GAAACCCTGTT-- 1018

Sequence_arg1662 1007 GAAACCCTGTTCG 1019

Sequence_arg915 1007 GAAACCCTGTTCG 1019

Sequence_mex-jal1 1003 GAAACCCT----- 1010

isolate BD8_Chinaa 1008 GAAACCCTGTTT- 1019

isolate_Mex-Ver1 1009 GAAACCCTGTT-- 1019
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NC_003398_cp. 1 AGTTTGCCAAAGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 60

Sequence_arg1662 1 --TTTGCAAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAG 58

Sequence_arg915 1 --TTTGCAAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAG 58

Sequence_mex-jal1 1 ---------AAGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 51

isolate BD8_Chinaa 1 -GTTTGTCAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 59

isolate_Mex-Ver1 1 AGTTTGCAAAAGACCTCCCTGGCTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAT 60

NC_003398_cp. 61 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 120

Sequence_arg1662 59 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 118

Sequence_arg915 59 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 118

Sequence_mex-jal1 52 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 111

isolate BD8_Chinaa 60 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 119

isolate_Mex-Ver1 61 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGTGGCGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 120

NC_003398_cp. 121 CCGCAGG-----TAG-TGGAACAGGAACAAGAACACCATCTACTGGAACTCCAGC----G 170

Sequence_arg1662 119 CCGCTGGAGCAGCAGCTCAAGGAGGAGCTCAACCACCAGCAACTGGAGCAGCCGC----G 174

Sequence_arg915 119 CCGCTGGAGCAGCAGCTCAAGGAGGAGCTCAACCACCAGCAACTGGAGCAGCCGC----G 174

Sequence_mex-jal1 112 GGGCAGGATCTGGTAGTGGCACAGGAACTGGAACTGGTGTAACTGGAGGTCAAGCAGGGG 171

isolate BD8_Chinaa 120 CAGGAAG---TGGAG---GCACTGGATCTGGCACTCAAGGCAATGGGGGTCAGAC----G 169

isolate_Mex-Ver1 121 CAGCGGG-----TAG-TGGAACAGGAACTAGACCACCTTCAACTGGATCAGCAAC----A 170

NC_003398_cp. 171 CAA-CCACCCGACCTCCA--GCATCAGGTGGATCATCAGGAAACAATGGAGGTGGCCAAT 227

Sequence_arg1662 175 CAACCACCCGCGGCTCAA--GGTTCACAACCGCCCACAGGGGGAGCTACTGGTGG-TGGT 231

Sequence_arg915 175 CAACCACCCGCGGCTCAA--GGTTCACAACCGCCCACAGGGGGAGCTACTGGTGG-TGGT 231

Sequence_mex-jal1 172 CAACCACCCGCGGCTCAACGGGATCTGGAGCAACCGGAGGCCAATCAGGATCTGGAAGTG 231

isolate BD8_Chinaa 170 CAACCACAAGGAAGTGGC--GGTCAACAAGGGTCCGGTGGGGGCACTGGTCAAGGAGCAG 227

isolate_Mex-Ver1 171 CAAGGAAACACACCTCCA--GCATCAGGTGGCTCATCGGGAAATAATGGAGGTAACCAAT 228

NC_003398_cp. 228 CAGGTTCAAACGGCACTGGAGGCCAAGCAGGCTCAAGCGGAGCAGGGGGTCAAAGAGACA 287

Sequence_arg1662 232 GGCGCGCAAACAGGA--GCTGGCGGAACTGGCTCAGTC---ACAGGGGGTCAAAGAGACA 286

Sequence_arg915 232 GGCGCGCAAACAGGA--GCTGGCGGAACTGGCTCAGTC---ACAGGAGGTCAAAGAGATA 286

Sequence_mex-jal1 232 GTACTGGGCAAAATGGCACGGGTTCAGCAGGTACTAGTGCAACAGGAAGCCAAAGAGATA 291

isolate BD8_Chinaa 228 CTGGAAACAACGGCGGAGGTCAGACAGGAGGCTCTAGTGGGACAGCTGGTCAGAGAGATA 287

isolate_Mex-Ver1 229 CAGGTTCGAACGGCACTGGAAATCAAGCAGGTTCCAACGGAACAGGGGGCCAAAGAGACA 288

NC_003398_cp. 288 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGGAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 347

Sequence_arg1662 287 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGCAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 346

Sequence_arg915 287 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGCAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 346

Sequence_mex-jal1 292 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGAAAAATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 351

isolate BD8_Chinaa 288 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGAAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 347

isolate_Mex-Ver1 289 AAGACGTTGACGCTGGTTCAACAGGAAAAATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 348

NC_003398_cp. 348 AGAAAATGCGCCTGCCAAAGGCGAAAGGAAAAGACGTTTTACACTTAGATTTCCTGTTAA 407

Sequence_arg1662 347 AGAAAATGCGCCTGCCAAAGGCGAAAGGAAAAGACGTTTTACATTCGGACTTCCTGTTAA 406

Sequence_arg915 347 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGATGTTTTGCATCTGGACTTTCTGTTAA 406

Sequence_mex-jal1 352 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAA---------TACATTTGGACTTCCTGTTAA 402

isolate BD8_Chinaa 348 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGACGTCTTGCATTTGGACTTTTTGTTGA 407

isolate_Mex-Ver1 349 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGATGTTCTACATTTGGACTTCCTGTTAA 408

NC_003398_cp. 408 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACTAGAGCAACTAAGGAAGAGTTTGATA 467

Sequence_arg1662 407 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACAAGAGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 466

Sequence_arg915 407 CATACAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACAAGAGCAACCAGAGAGGAGTTTGATA 466

Sequence_mex-jal1 403 CATACAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACTAGGGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 462

isolate BD8_Chinaa 408 CATACAAACCACAACAGCAGGACATATCGAACACAAGAGCAACTAAGGAAGAGTTCGATA 467

isolate_Mex-Ver1 409 CATACAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACTAGAGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 468

NC_003398_cp. 468 GATGGTATGATGCCATAAAGAAGGAGTACGAAATTGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 527

Sequence_arg1662 467 GATGGTATGAAGCCATAAAGAATGAATATGAAATAGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 526

Sequence_arg915 467 GATGGTATGAAGCCATAAAGAATGAATATGAAATAGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 526

Sequence_mex-jal1 463 GATGGTATGATGCCATAAAGAAGGAATACGAAATTGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 522

isolate BD8_Chinaa 468 GATGGTATGACGCCATAAAGAAGGAGTACGAGATCGATGATACACAAATGACAGTTGTCA 527

isolate_Mex-Ver1 469 GATGGTATGACGCCATAAAGAAGGAGTATGAAATTGATGATACACAAATGACAGTTGTCA 528

NC_003398_cp. 528 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 587

Sequence_arg1662 527 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 586

Sequence_arg915 527 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 586

Sequence_mex-jal1 523 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 582

isolate BD8_Chinaa 528 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 587

isolate_Mex-Ver1 529 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 588

NC_003398_cp. 588 GGACGATGATGGACGGAGACGAACAAAGGGTTTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 647

Sequence_arg1662 587 GGACGATGATGGACGGAGATGAACAAAGAGTTTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 646

Sequence_arg915 587 GGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGAGCCTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 646

Sequence_mex-jal1 583 GGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGGGTTTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 642

isolate BD8_Chinaa 588 GGACGATGATGGATGGGGATGAACAAAGAGTTTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 647

isolate_Mex-Ver1 589 GGACGATGATGGACGGAGATGAACAAAGAGTGTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 648

NC_003398_cp. 648 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 707

Sequence_arg1662 647 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 706

Sequence_arg915 647 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 706

Sequence_mex-jal1 643 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 702

isolate BD8_Chinaa 648 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 707

isolate_Mex-Ver1 649 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 708

NC_003398_cp. 708 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 767

Sequence_arg1662 707 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 766

Sequence_arg915 707 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 766

Sequence_mex-jal1 703 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 762

isolate BD8_Chinaa 708 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 767

isolate_Mex-Ver1 709 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 768

NC_003398_cp. 768 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 827

Sequence_arg1662 767 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 826

Sequence_arg915 767 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 826

Sequence_mex-jal1 763 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 822

isolate BD8_Chinaa 768 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 827

isolate_Mex-Ver1 769 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 828

NC_003398_cp. 828 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 887

Sequence_arg1662 827 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 886

Sequence_arg915 827 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 886

Sequence_mex-jal1 823 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 882

isolate BD8_Chinaa 828 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 887

isolate_Mex-Ver1 829 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 888

NC_003398_cp. 888 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 947

Sequence_arg1662 887 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 946

Sequence_arg915 887 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 946

Sequence_mex-jal1 883 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 942

isolate BD8_Chinaa 888 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 947

isolate_Mex-Ver1 889 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 948

NC_003398_cp. 948 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1007

Sequence_arg1662 947 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1006

Sequence_arg915 947 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1006

Sequence_mex-jal1 943 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1002

isolate BD8_Chinaa 948 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1007

isolate_Mex-Ver1 949 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1008

NC_003398_cp. 1008 GAAACCCTGTT-- 1018

Sequence_arg1662 1007 GAAACCCTGTTCG 1019

Sequence_arg915 1007 GAAACCCTGTTCG 1019

Sequence_mex-jal1 1003 GAAACCCT----- 1010

isolate BD8_Chinaa 1008 GAAACCCTGTTT- 1019

isolate_Mex-Ver1 1009 GAAACCCTGTT-- 1019

NC_003398_cp. 1 AGTTTGCCAAAGATCTCCCTGGTTATATAGAAGATTACAACGAAGATGTTTTCCATCAAT 60

Sequence_arg1662 1 --TTTGCAAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAG 58

Sequence_arg915 1 --TTTGCAAAGGACCTCCCTGGGTATTTAGAGGATTATAACGAAGAAGTTTTCCATCAAG 58

Sequence_mex-jal1 1 ---------AAGATGTTTTCCATCAATCCGGTTCTGTTGATGCGGGTGTACAAGGCGGCA 51

isolate BD8_Chinaa 1 -GTTTGTCAAGGATCTTCCTGGATACGTAGAAGATTACAATGAAGAAGTTATTCATCAAT 59

isolate_Mex-Ver1 1 AGTTTGCAAAAGATCTCCCTGGCTATATAGAAGATTATAATGAAGATGTTTTCCATCAAT 60

NC_003398_cp. 61 CCGGAACTGTGGATGCAGGAGCCCAAGGAGGGGGAAGTGGATCTGGAACAACGCCACCAG 120

Sequence_arg1662 59 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 118

Sequence_arg915 59 CTGGAACAGTCGATGCAGGCGCTCAAGGAGGAGGTGGAAACGCCGGAGCTCAGCCGCCAG 118

Sequence_mex-jal1 52 GTGGAAACCAAGGAACGACACCACCAGCAACAGGTAGTGGAGCAAAACCAGCCACCTCAG 111

isolate BD8_Chinaa 60 CTGGTCAAGTTGACGCAGGGAGACAGGGCGGTAGCGGCGCTCAAGGAGGCACACCGCCAG 119

isolate_Mex-Ver1 61 CCGGTTCTGTGGATGCAGGAGCTCAAGGAGGAACCAGTGGCTCAGGAACACCCACACCTG 120

NC_003398_cp. 121 CAACAGG-----TAG-TGGAACAGGAACAAGAACACCATCTACTGGAACTCCAGC----A 170

Sequence_arg1662 119 CCGCTGGAGCAGCAGCTCAAGGAGGAGCTCAACCACCAGCAACTGGAGCAGCCGC----G 174

Sequence_arg915 119 CCGCTGGAGCAGCAGCTCAAGGAGGAGCTCAACCACCAGCAACTGGAGCAGCCGC----G 174

Sequence_mex-jal1 112 GGGCAGGATCTGGTAGTGGCACAGGAACTGGAACTGGTGTAACTGGAGGTCAAGCAGGGG 171

isolate BD8_Chinaa 120 CAGGAAG---TGGAG---GCACTGGATCTGGCACTCAAGGCAATGGGGGTCAGAC----G 169

isolate_Mex-Ver1 121 CAGCGGG-----TAG-TGGAACAGGAACTAGACCACCTTCAACTGGATCAGCAAC----A 170

NC_003398_cp. 171 CAAGGCAACACACCTCCA--GCATCAGGTGGATCATCAGGAAACAATGGAGGTGGCCAAT 228

Sequence_arg1662 175 CAACCACCCGCGGCTCAA--GGTTCACAACCGCCCACAGGGGGAGCTACTGGTGG-TGGT 231

Sequence_arg915 175 CAACCACCCGCGGCTCAA--GGTTCACAACCGCCCACAGGGGGAGCTACTGGTGG-TGGT 231

Sequence_mex-jal1 172 CTAGCAGTGGCGCTGGGACGGGATCTGGAGCAACCGGAGGCCAATCAGGATCTGGAAGTG 231

isolate BD8_Chinaa 170 GGATCCCAAGGAAGTGGC--GGTCAACAAGGGTCCGGTGGGGGCACTGGTCAAGGAGCAG 227

isolate_Mex-Ver1 171 CAAGGAAACACACCTCCA--GCATCAGGTGGCTCATCGGGAAATAATGGAGGTAACCAAT 228

NC_003398_cp. 229 CAGGTTCAAACGGCACTGGAGGCCAAGCAGGCTCAAGCGGAGCAGGGGGTCAAAGAGACA 288

Sequence_arg1662 232 GGCGCGCAAACAGGA--GCTGGCGGAACTGGCTCAGTC---ACAGGGGGTCAAAGAGACA 286

Sequence_arg915 232 GGCGCGCAAACAGGA--GCTGGCGGAACTGGCTCAGTC---ACAGGAGGTCAAAGAGATA 286

Sequence_mex-jal1 232 GTACTGGGCAAAATGGCACGGGTTCAGCAGGTACTAGTGCAACAGGAAGCCAAAGAGATA 291

isolate BD8_Chinaa 228 CTGGAAACAACGGCGGAGGTCAGACAGGAGGCTCTAGTGGGACAGCTGGTCAGAGAGATA 287

isolate_Mex-Ver1 229 CAGGTTCGAACGGCACTGGAAATCAAGCAGGTTCCAACGGAACAGGGGGCCAAAGAGACA 288

NC_003398_cp. 289 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGGAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 348

Sequence_arg1662 287 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGCAAGATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCGA 346

Sequence_arg915 287 AGGATGTAGATGCTGGCACGACAGGCAAAATCACAGTGCCAAAACTTAAAGCCATGTCGA 346

Sequence_mex-jal1 292 AAGACGTTGACGCTGGCTCAACAGGAAAAATTTCTGTACCAAAACTCAAGGCTATGTCAA 351

isolate BD8_Chinaa 288 AGGACGTTGACGCAGGCTCGGCTGGAAAGATATCCGTACCAAAGCTTAAAGCCATGTCAA 347

isolate_Mex-Ver1 289 AAGATGTTGATGCTGGTTCAACAGGAAAAATATCAGTGCCAAAGCTTAAGGCAATGTCAA 348

NC_003398_cp. 349 AGAAAATGCGCCTGCCAAAGGCGAAAGGAAAAGACGTTTTACACTTAGATTTCCTGTTAA 408

Sequence_arg1662 347 AGAAAATGCGCCTGCCAAAGGCGAAAGGAAAAGACGTTTTACATTCGGACTTCCTGTTAA 406

Sequence_arg915 347 AGAAGATGCGCTTGCCAAAAGCAAAAGGAAAAGATGTTTTGCATCTGGACTTTCTGTTAA 406

Sequence_mex-jal1 352 AGAAAATGCGCTTACCTAAAGCAAAAGGAA---------TACATTTGGATTTCCTATTGA 402

isolate BD8_Chinaa 348 AGAAAATGCGCTTGCCAAAGGCAAAAGGAAAAGACGTCTTGCATTTGGACTTTTTGTTGA 407

isolate_Mex-Ver1 349 AGAAAATGCGCCTGCCAAAAGCAAAAGGAAAAGATGTTCTACACTTAGATTTCCTTTTAA 408

NC_003398_cp. 409 CATATAAACCACAACAGCAAGATATATCAAACACTAGAGCAACTAAGGAAGAGTTTGATA 468

Sequence_arg1662 407 CATATAAACCACAACAGCAAGACATATCAAACACAAGAGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 466

Sequence_arg915 407 CATACAAACCGCAACAACAAGACATATCAAACACAAGAGCAACCAGAGAGGAGTTTGATA 466

Sequence_mex-jal1 403 CATACAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACTAGGGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 462

isolate BD8_Chinaa 408 CATACAAGCCACAACAGCAGGACATATCGAACACAAGAGCAACTAAGGAAGAGTTCGATA 467

isolate_Mex-Ver1 409 CATATAAACCACAACAACAAGACATATCAAACACTAGAGCAACCAAGGAAGAGTTTGATA 468

NC_003398_cp. 469 GATGGTATGATGCCATAAAGAAGGAGTACGAAATTGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 528

Sequence_arg1662 467 GATGGTATGAAGCCATAAAGAATGAATATGAAATAGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 526

Sequence_arg915 467 GATGGTATGAAGCCATAAAGAATGAATATGAAATAGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 526

Sequence_mex-jal1 463 GATGGTATGATGCCATAAAGAAGGAATACGAAATTGATGACACACAAATGACAGTTGTCA 522

isolate BD8_Chinaa 468 GATGGTATGACGCCATAAAGAAGGAGTACGAGATCGATGATACACAAATGACAGTTGTCA 527

isolate_Mex-Ver1 469 GATGGTATGACGCCATAAAGAAGGAGTATGAAATTGATGATACACAAATGACAGTTGTCA 528

NC_003398_cp. 529 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 588

Sequence_arg1662 527 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 586

Sequence_arg915 527 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 586

Sequence_mex-jal1 523 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 582

isolate BD8_Chinaa 528 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 587

isolate_Mex-Ver1 529 TGAGTGGTCTCATGGTATGGTGCATTGAAAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAATT 588

NC_003398_cp. 589 GGACGATGATGGACGGAGACGAACAAAGGGTTTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 648

Sequence_arg1662 587 GGACGATGATGGACGGAGATGAACAAAGAGTTTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 646

Sequence_arg915 587 GGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGAGCCTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 646

Sequence_mex-jal1 583 GGACGATGATGGATGGAGATGAACAAAGGGTTTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 642

isolate BD8_Chinaa 588 GGACGATGATGGATGGGGATGAACAAAGAGTTTTCCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 647

isolate_Mex-Ver1 589 GGACGATGATGGACGGAGATGAACAAAGAGTGTTTCCATTAAAACCAGTCATTGAAAACG 648

NC_003398_cp. 649 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 708

Sequence_arg1662 647 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 706

Sequence_arg915 647 CATCTCCAACTTTCCGACAAATAATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 706

Sequence_mex-jal1 643 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 702

isolate BD8_Chinaa 648 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 707

isolate_Mex-Ver1 649 CATCTCCAACTTTCCGACAAATTATGCATCATTTCAGTGATGCAGCTGAAGCGTATATAG 708

NC_003398_cp. 709 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 768

Sequence_arg1662 707 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 766

Sequence_arg915 707 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 766

Sequence_mex-jal1 703 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 762

isolate BD8_Chinaa 708 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 767

isolate_Mex-Ver1 709 AGTACCGAAACTCTACAGAGCGATACATGCCAAGATACGGACTTCAGCGAAATCTCACCG 768

NC_003398_cp. 769 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 828

Sequence_arg1662 767 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 826

Sequence_arg915 767 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 826

Sequence_mex-jal1 763 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 822

isolate BD8_Chinaa 768 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 827

isolate_Mex-Ver1 769 ACTATAGCTTAGCGCGGTATGCTTTTGATTTCTATGAAATGACTTCACGCACACCAGCTA 828

NC_003398_cp. 829 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 888

Sequence_arg1662 827 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 886

Sequence_arg915 827 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 886

Sequence_mex-jal1 823 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 882

isolate BD8_Chinaa 828 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 887

isolate_Mex-Ver1 829 GAGCTAAGGAAGCCCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAGTTCGTGGTTCAAACACACGAC 888

NC_003398_cp. 889 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 948

Sequence_arg1662 887 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 946

Sequence_arg915 887 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 946

Sequence_mex-jal1 883 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 942

isolate BD8_Chinaa 888 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 947

isolate_Mex-Ver1 889 TGTTCGGTCTGGACGGAAATGTCGGCGAGACTCAGGAGAATACAGAGAGACACACAGCTG 948

NC_003398_cp. 949 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1008

Sequence_arg1662 947 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1006

Sequence_arg915 947 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1006

Sequence_mex-jal1 943 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1002

isolate BD8_Chinaa 948 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1007

isolate_Mex-Ver1 949 GCGACGTTAGTCGCAACATGCACTCTCTGTTGGGAGTGCAGCAGCACCACTAGTCTCCTG 1008

NC_003398_cp. 1009 GAAACCCTGTT-- 1019

Sequence_arg1662 1007 GAAACCCTGTTCG 1019

Sequence_arg915 1007 GAAACCCTGTTCG 1019

Sequence_mex-jal1 1003 GAAACCCT----- 1010

isolate BD8_Chinaa 1008 GAAACCCTGTTT- 1019

isolate_Mex-Ver1 1009 GAAACCCTGTT-- 1019

Keterangan :  Hasil multialigment sequence gen penyandi protein kapsid dengan 

          beberapa isolat yang diambil dari GeneBank. 
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