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Kata Pengantar

Genom editing merupakan metode rekayasa genom organisme.
Bidang ini merupakan bidang yang relative baru pada bidang rekayasa
genetika. Dengan genom editing dimungkinkan dilakukan rekayasa
genetika suatu organisme dengan tepat, melalui proses pemotongan,
penghilangan, dan penambahan suatu DNA dengan DNA organisme
lain.

Metode ini lebih baik dari metode rekayasa genetika
sebelumnya, mengingat pada metode sebelumnya dilakukan dengan
memanfaatkan bantuan Agrobacterium dan atau Bombardment, yang
menginsersi gen target secara acak ke genom suatu organisme.
Akibatnya insersi DNA yang terjadi bersifat acak ini, maka hasilnya
tidak bisa diperkirakan.

Pada monograf Genom Editing Analisa DNA & Protein yang
yang ditulis oleh saudara Sholeh Avivi, saudari Syafira Fatihatul
Husna dan saudari Lailly Nur Uswatul Hasanah ini, diuraikan secara
subtansial pengertian dasar serta cara-cara melakukan genom editing.
Meskipun disajikan secara ringkas dan sistematika yang sederhana,
pembaca diharapkan dapat mengambil manfaat dari buku ini.

Buku ini sangat sesuai bagi mahasiswa yang sedang
mempelajari rekayasa genetika. Juga sangat sesuai bagi peneliti yang
akan melakukan rekayasa genom suatu organisme dengan keakuratan
yang tinggi. Mudah-mudahan buku ini memberikan barokah manfaat
bagi penulis, pembaca dan kita semua.

Prof. Dr. Ir. Bambang Sujanarko, M.M.
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Puji syukur Penulis panjatkan kepada Allah, Rab yang maha
esa. atas rahmat dan ijin-Nya Penulis dapat menyelesaikan Buku
Monograf “Genom Editing Analisa DNA & Protein”.

Tujuan dari penyusunan buku ini adalah menyediakan buku
referensi Genom Editing Analisa DNA & Protein, berbahasa Indonesia
terutama untuk mahasiswa yang berminat terhadap bioteknologi.

Penulis mengucapkan terimakasih kepada:

1. Prof. Dr. Ir. Bambang Sujanarko, M.M. selaku Ketua Lembaga
pengembangan pembelajaran dan penjaminan mutu (LP3M)
UNE], atas kata pengantarnya dan atas bimbingan memperbaiki
kekurangan Buku Monograf ini hingga siap cetak dan sampai ke
tangan pembaca.

2. Semua pihak yang terlibat dalam bedah buku yang tidak bisa
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GENOME EDITING

1.1 Pendahuluan

Sektor pertanian telah mengalami kemajuan pesat dibidang
teknologi. Kemajuan tersebut bertujuan untuk meningkatkan
produksi pertanian sehingga mampu memenuhi kebutuhan nutrisi
dan pangan baik bagi manusia maupun ternak. Seiring
perkembangan zaman, tantangan dibidang pertanian semakin
kompleks, mulai dari ketersediaan lahan pertanian yang semakin
berkurang, organisme pengganggu tanaman yang mengurangi
intensitas produksi, faktor biotik maupun cekaman abiotik seperti
salinitas, kekeringan, genangan, suhu rendah dan suhu tinggi
akibat cuaca yang ekstrim (Kawano, Ito, and Sakagami 2009; Begcy
et al. 2012; Shanker et al. 2014)

Tantangan tersebut menuntut manusia untuk terus belajar,
meneliti dan memperbaiki keadaan di sektor pertanian sehingga
pertanian dapat tetap hidup dan memenuhi tugasnya dalam
memenuhi kebutuhan pangan manusia. Pengembangan teknologi
pertanian marak diberbagai komponen untuk meningkatkan
produksi pertanian seperti teknologi benih, pemupukan berimbang,
pemuliaan tanaman, sarana dan prasarana mesin pertanian, dan
bioteknologi (Driedonks, Rieu, and Vriezen 2016).

Pemuliaan tanaman konvensional untuk merubah susunan gen
sesuai dengan kehendak peneliti membutuhkan waktu yang lama
dalam pelaksanaannya, namun kini telah ditemukan teknologi
yang lebih efisien bernama genome editing. Teknologi genome editing
memungkinkan pemulia dapat merakit individu tanaman baru
yang memiliki sifat-sifat unggul sesuai kehendak pemulia dalam
waktu yang relatif singkat (Borrelli et al. 2018). Teknologi genome
editing merupakan pengembangan dari transformasi genetik yang
dilakukan secara in vitro. Genome editing terus berkembang dari
masa ke masa mulai tahun 1990-an. Tool (alat) genome editing
pertama adalah Meganucleases pada tahun 1990 (Mushtaq et al.
2019), kemudian pada akhir 1990 Oligonucleotide-directed mutagenesis
telah ditemukan, lalu pertengahan tahun 2000 ditemukan Zinc
Finger Nucleases (Mohan 2016). Pada awal tahun 2010 alat genome
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1.17 Glosarium

Aligment
Bakteriofaga
Barcoding

Bioedit

Bioteknologi

Bootstrap

Cas9

Chromatogram
Consensus

CRISPR
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proses pensejajaran sekuen

Virus yang menyerang bakteri

metode untuk mengidentifikasi organisme
berdasrkansekuen pendek yang terkonservasi
sekaligus juga bervariasi

Software yang digunakan untuk analisis dan
editing sekuen DNA.

pemanfaatan prinsip ilmiah dan
kerekayasaan terhadap organisme, sistem
atau proses biologis, untuk menghasilkan
dan atau meningkatkan potensi organisme
maupun menghasilkan produk dan jasa bagi
kepentingan hidup manusia.

nilai pengulangan dalam rekonstruksi pohon
filogenetik

Protein effector complexes. Protein nuclease.
Protein Cas9 dan Cpfl merupakan golongan
protein Cas yang disebut dengan protein
Class2. Protein ini ukurannya besar, protein
tunggal yang memiliki banyak domain yang
dapat digunakan untuk mengikat gRNA dan
kemudian mengawali memotong-motong
DNA double strand menjadi potongan2
pendek. Sedangkan Cas effector complexes
yang lain memiliki banyak protein, bukan
protein tunggal.

Merupakan output hasil sekuensing DNA
atau protein berupa pickpick

sekuen gabungan antara forwardsequence
dan reversesequence (sekuen utuh)

Clustered Regular Interspaced Short Palindromic
Repeats. adalah sekuen DNA palindromic, alat
(tool) yang digunakan untuk meng-edit DNA
dan RNA sehingga dapat merekayasa
organisme hidup. Sekuen CRISPR dalam
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crRNA

DDBJ

Double strand
break repair

EMBL

FASTA
Filogenetik

Fragmen DNA
Genbank

Genom

Genom editing

gRNA (sgRNA)

bentuk sudah jadi yang berasosiasi dengan
protein nuclease seperti Cas9 dan Cpfl
(CRISPR RNA). RNA yang urutannya
merupakan komplemen dengan potongan
DNA virus. crRNAs kemudian terikat pada
sebuah protein besar yang disebut dengan
protein effector complex dan menuntun nya
ke arah sekuen DNA virus bakteriofaga yang
komplemen dengan crRNA.

DNA Data Bank of Japan (DDBJ) adalah
database biologis yang mengumpulkan
urutan DNA bagi asam nukleat.

Perbaikan untai ganda adalah suatu konsep
dalam pengeditan genom. Untai ganda
diperbaiki dengan cara menghapus beberapa
basa nukleotida dengan enzim.

European Molecular Biology Laboratory,
Eropa adalah lembaga penelitian biologi
molekuler untuk asam nukleat.

meruapakan format file untuk data sekuen
DNA maupun protein

merupakan percabangan yang menunjukkan
tingkat kekerabatab organisme

Potongan, sekuen, segmen, sebagian DNA
Genbank (Amerika Serikat) yang memiliki
database sekuens genetik NIH, koleksi
beranotasi dari semua sekuens DNA yang
tersedia untuk umum.

Seluruh untaian DNA satu set yang berada
dalam sel

Proses merekayasa genom dengan cara
memotong, menghilangkan, menyisipkan
untaian DNA pada genom

Single guide RNA. gRNA di buat berdasarkan
urutan DNA organisme yang di rekayasa
pada posisi di mana DNA akan di edit. gRNA
akan mengarahkan protein Cas9 mengenali
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Homologi
Homologous
recombination

Kb

Kloning
Kloning DNA
Knockdown
Knockouts

Meganucleases

MIPS

NCBI

NRL-3D
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daerah spesifik pada genom tanaman.

sekuen yang mempunyai similaritas tinggi
Metode mengedit genom sel hidup paling
pertama yang di gunakan oleh peneliti.
Metode ini merubah (merekombinasikan)
informasi genetic antara 2 sekuan DNA yang
sama (homologous).

kilo base = 1000 bp, ukuran relatif untaian
DNA.

proses perbanyakan yang menghasilkan
turunan sesuai dengan tetuanya, tanpa
melalui proses fertilisasi

Proses merekayasa dan menggandakan DNA
Kondisi ekspresi gen menurun karena proses
rekayasa gen

Kondisi ekspresi gen tidak terjadi karena gen
nya sudah di potong menjadi tidak aktif
Ditemukan pada akhir 1980-an, merupakan
enzim golongan endonuklease yang ditandai
oleh kemampuan nya mengenali dan
memotong sekuens DNA besar (dari 14
hingga 40 pasangan basa).

Metal Interaction in Protein Structures adalah
basis data logam dalam struktur
makromolekul tiga dimensi yang tersedia di
Bank Data Protein. Ion logam terikat dalam
protein memiliki fungsi katalitik dan
struktural.

National Center for Biotechnology Information.
Merupakan salah satu bagian dari United
States National Library of Medicine, sebuah
cabang dari National Institutes of Health
(NIH). NCBI memuat data yang relevan
untuk bioteknologi dan biomedik dan
seringkali menjadi sumber data yang banyak
dirujuk oleh peneliti.

Database diadaptasi ke program akses multi-
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ORF

Organisme
transgenik
PAM
(protospacer-
adjacent motif)

PIR

Primer

SWISS-PROT

TALENSs

database dari National Biomedical Research
Foundation Sumber Daya Informasi Protein
(PIR) dan diproduksi dalam format yang
mirip dengan PIR-International Protein
Sequence Database

open reading frame, untaian DNA yang
dapat ditranskripsikan menjadi RNA dan
atau dapat ditranslasikan menjadi protein
organisme yang sudah mengalami
perubahan genetik hasil transformasi DNA
Sekuen pada genom organisme yang akan di
edit. Ukurannya 2-6-bp DNA yang posisinya
terletak dekat dengan sekuen DNA target dari
protein nuclease Cas9 pada CRISPR.

Protein Information Resource, Amerika
Serikat adalah database urutan untuk
menyediakan referensi silang konteks antara
entri database sendiri bagi untaian protein.
Merupakan DNA sekuen pendek
(oligonukleotida)  yang  urutan  basa
nitrogennya reverse complement dengan sekuen
target pada DNA cetakan (femplate). Primer
yang digunakan dalam PCR biasanya tersedia
sepasang yaitu primer forward dan reverse.
Adalah basis data urutan protein yang
dikuratori yang berusaha keras untuk
memberikan anotasi tingkat tinggi (seperti
deskripsi fungsi protein, struktur domainnya,
modifikasi pasca-translasi, varian) juga
database yang terkait penting dalam database
protein.

(Transcription Activator-Like Effector
Nucleases). Pada tahun 2009, satu jenis
protein baru di temukan dan menjadi satu
jenis protein yang berperan lebih baik dalam
dunia genom editing. Protein TALENs di
rekayasa dari protein yang secara alami
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Toleran

tracrRNA

Transformasi

Transgenik

TrEMBL

Vektor plasmid

ZFNs
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memiliki kemampuan untuk terikat dengan
sekuen DNA yang spesifik. @TALENs
mempunyai kelebihan lebih simple dan jauh
lebih mudah di rekayasa dibandingakan ZFN.
(tumbuhan mampu menahan serangan
penyakit tanpa mengalami kematian atau
menderita kerusakan/kehilangan hasil yang
serius.

Pada beberapa sistem CRISPR membutuhkan
RNA kedua yang disebut dengan tracrRNA
yang berfungsi membantu tugas dari crRNA.
tractRNA Dbersifat komplementer terhadap
pre-proses crRNAs.

proses mentransfer/ memindahkan gen
asing ke dalam genom tanaman gen
(organisme) lain.

sel, jaringan, spesies yang genomnya telah
disisipi gen yang berasal dari luar sel,
jaringan atau spesies tersebut

Peningkatan aliran data dari proyek genom ke
database urutan, basis pengetahuan protein
SWISS-PROT menghadapi sejumlah
tantangan dalam timnya dan cara padat karya
anotasi basis data manual.

Untain DNA melingkar yang sering
digunakan untuk membawa DNA target
untuk rekayasa genetika

(Zink Finger Nukleases). Protein untuk
genom editing. Peneliti pada tahun 1990-an
mulai menggunakan zinc-finger nucleases
(ZEN) untuk meningkatkan keakuratan dan
kespesifikan genom editing dan mengurangi
kejadian salah target (off-target edits)..
Struktur ZFNs sendiri di rekayasa dari protein
natural yang di temukan pada organisme
eukariot.
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