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RINGKASAN

Pembuatan Antibodi Poliklonal untuk Deteksi Protein Weel pada Sel
Tanaman Padi (Oryza Sativa L.) Ardela Alief Maulani. 171510501052: 2022:
Program Studi Agroteknologi. Fakultas Pertanian. Universitas Jember

Weel menjadi salah satu protein kinase yang berperan penting pada proses
pembelahan sel juga berperan sebagai inhibitor dari checkpoint siklus sel. . Weel
berperan memfosforilasi cyclin dependent kinase 1 (CDK1) dan menginaktivasiya
sehingga sel tidak dapat membelah. Regulasi Weel telah dimanfaatkan untuk
meningkatkan pertumbuhan dan produksi tanaman. Overekspresi Weel penelitian
sebelumnya belum sampai pada analisa ekspresi protein sehingga perlu
pembuatan antibodi untuk mendeteksi protein Weel. Konstruksi gen Weel pada
plasmid pET-28(a) dan telah dilakukan transformasi pada bakteri Escherichia coli
strain BL 21. Penelitian sebelumnya mengkonfirmasi ekspresi gen Weel dan telah
didapatkan protein Weel murni hasil purifikasi. Protein Weel murni hasil
purifikasi digunakan sebagai antigen pada hewan uji coba untuk menghasilkan
antibodi poliklonal.

Teknik analisa protein berbasis antibodi salah satunya yaitu western blot.
Metode penelitian yang akan dilakukan yaitu pembuatan antibodi poliklonal
protein Weel pada hewan coba kelinci dengan cara injeksi antigen protein Weel.
Injeksi dilakukan dengan mencampur antigen protein rekombinan Weel sebanyak
1 mg dengan Freund’s Complete Adjuvant (FCA) sebanyak 1 ml perbandingan
1:1. Dua minggu setelahnya dilakukan booster injeksi dengan mencampur antigen
protein rekombinan protein Weel sebanyak 0.25 mg dengan Freund’s Incomplete
Adjuvant (FIA) perbandingan 1:1 sebanyak 1 ml sampai homogen. Injeksi antigen
pada hewan coba dilakukan secara subkutan dari minggu kedua sampai
kesembilan. Pengambilan serum darah dilakukan pada minggu pertama sebagai
pre-imunisasi dan minggu keempat hingga minggu kesepuluh. Serum diuji
ouchterlony untuk menganalisa reaksi antigen-antibodi dengan terbentuknya garis
presipitasi . Uji sensitifitas dilakukan pada serum pre imunisasi dan serum ke I1l.

Karakterisasi bakteri Escherichia coli dilakukan dengan membandingkan



konsentrasi IPTG 0 dan 0.5 mM yang akan diamati setiap dua jam sekali dengan
mengukur Optical Density (OD) menggunakan spektrofotometer (A= 600 nm).
Deteksi protein Weel dilakukan dengan mengekstraksi bakteri Escherichia coli
dan tanaman padi kemudian dilakukan analisa western blot untuk mengetahui
adanya pita protein Weel menggunakan serum antibodi poliklonal.

Hasil penelitian pembuatan antibodi berhasil dilakukan yang menghasilkan
total serum 24.700 uL baik serum pre imun hingga serum minggu kesepuluh.
Serum selanjutnya dilakukan uji ouchterlony yang menunjukkan adanya garis
presipitasi sangat tipis pada serum pre imun dan serum pertama kemudian mulai
menebal pada serum kedua hingga kelima. Garis presipitasi mulai tipis pada
serum keenam hingga serum terakhir. Serum pre imun dilakukan analisa western
blot tetapi tidak ada pita protein yang terlihat. Serum ketiga menunjukkan bahwa
sensitiftas antibodi poliklonal Weel terlihat hingga konsentrasi protein Weel 0.1
ug. Kurva pertumbuhan bakteri menunjukkan peningkatan pertumbuhan bakteri
E.coli BL21 Wee seiring pertambahan waktu. Bakteri E.coli BL21 Wee tanpa
induksi IPTG menunjukkan pertumbuhan lebih tinggi dibandingkan dengan
penambahan IPTG 0.5 mM. Hasil western blot menunjukkan crude extract protein
insoluble pada jam ke-6 dan ke-18 menunjukkan adanya pita protein Weel.
Ekspresi protein Weel lebih tebal dengan penambahan IPTG 0.5 mM pada
perlakuan setelah 6 jam setelah ditumbuhkan. Deteksi protein Weel pada tanaman
padi (Oryza sativa L.) dengan konsentrasi 30 ug menunjukkan pita protein
terdeteksi pada fraksi soluble dan insoluble diseluruh bagian daun, batang, bunga,

dan biji.



SUMMARY

Making Polyclonal Antibodies for Detection of Weel Protein in Rice Plant
Cells (Oryza sativa L.). Ardela Alief Maulani. 171510501052: 2022:
Agrotechnology Study Program. Faculty of Agriculture. Universitas of Jember.

Weel is a protein kinase that plays an important role in the process of cell
division and also acts as an inhibitor of cell cycle checkpoints. Weel plays a role
in phosphorylating cyclin dependent kinase 1 (CDK1) and inactivating it so that
cells cannot divide. Weel regulation has been exploited to increase plant growth
and production. Weel overexpression previous studies have not yet reached the
analysis of protein expression, so it is necessary to manufacture antibodies to
detect Weel protein. The construction of the Weel gene on the pET-28(a)
plasmid and transformation was carried out on Escherichia coli strain BL 21.
Previous studies confirmed the expression of the Weel gene and purified pure
Weel protein was obtained. The purified pure Weel protein was used as an
antigen in experimental animals to produce polyclonal antibodies.

One of the antibody-based protein analysis techniques is western blot. The
research method to be carried out is the manufacture of Weel protein polyclonal
antibodies in rabbit experimental animals by injection of Weel protein antigen.
The injection was performed by mixing 1 mg of Weel recombinant protein
antigen with 1 ml of Freund's Complete Adjuvant (FCA) in a ratio of 1:1. Two
weeks later, a booster injection was performed by mixing 0.25 mg of Weel
protein recombinant protein antigen with Freund's Incomplete Adjuvant (FIA) 1:1
ratio of 1 ml until homogeneous. Injection of antigen in experimental animals was
carried out subcutaneously from the second to the ninth week. Blood serum was
taken in the first week as pre-immunization and the fourth week to the tenth week.
Serum was ouchterlony tested to analyze the antigen-antibody reaction with the
formation of a precipitation line. Sensitivity test was performed on pre-immunized
serum and third serum. Escherichia coli bacteria characterization was carried out
by comparing 0 and 0.5 mM IPTG concentrations which would be observed every

two hours by measuring Optical Density (OD) using a spectrophotometer (A= 600



Xi

nm). Weel protein detection was carried out by extracting Escherichia coli
bacteria and rice plants and then western blot analysis was performed to determine
the presence of Weel protein bands using polyclonal antibody serum.

The results of the research on making antibodies were successfully carried
out which resulted in a total serum of 24,700 L both pre-immune serum to serum
at the tenth week. The serum was then subjected to an ouchterlony test which
showed a very thin line of precipitation in the pre-immune serum and the first
serum then began to thicken in the second to fifth serum. The line of precipitation
starts thin in the sixth serum to the last serum. Pre-immune serum was analyzed
by western blot but no protein band was seen. The third serum showed that the
sensitivity of the Weel polyclonal antibody was visible up to the Weel protein
concentration of 0.1 g. The bacterial growth curve showed an increase in the
growth of E.coli BL21 Wee bacteria over time. Bacteria E.coli BL21 Wee without
IPTG induction showed higher growth than the addition of 0.5 mM IPTG. The
results of western blot showed crude extract insoluble protein at the 6th and 18th
hours indicating the presence of Weel protein bands. Weel protein expression
was thicker with the addition of 0.5 mM IPTG in the treatment after 6 hours after
being grown. Detection of Weel protein in rice (Oryza sativa L.) with a
concentration of 30 g showed protein bands were detected in soluble and insoluble

fractions in all parts of leaves, stems, flowers, and seeds.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Weel menjadi salah satu protein kinase yang krusial selama proses
pembelahan sel. Weel berperan sebagai inhibitor dari checkpoint kinase pada
siklus sel, dimana terdapat tiga checkpoint selama proses pembelahan sel yaitu
checkpoint G1 (gap pertama), G2 (gap kedua), dan M (mitosis) (Schmidt et al.,
2017). Pada proses pembelahan sel (G2 menuju M) Weel berperan
memfosforilasi cyclin dependent kinase 1 (CDK1) sehingga mengakibatkan sel
tidak membelah dan ukuran sel semakin besar (Cook et al., 2013).

Beberapa penelitian memanfaatkan regulasi Weel pada proses pembelahan sel
dengan tujuan untuk meningkatkan pertumbuhan dan produksi tanaman.
Overekspresi Weel pada Arabidopsis diketahui menyebabkan peningkatan ukuran
sel meristem apikal pada akar (Siciliano et al., 2019), sedangkan overekspresi
Weel pada tanaman padi menunjukkan peningkatan kuantitas biji padi.
Karakterisasi ekspresi gen Weel pada tanaman padi overekspresi gen Weel yang
dilakukan oleh Prasetyo et al (2018), belum sampai pada analisa ekspresi protein
sehingga perlu pembuatan antibodi untuk mendeteksi protein Weel.

Saat ini, telah dilakukan konstruksi gen Weel pada plasmid pET-28(a) dan
telah dilakukan transformasi pada bakteri Escherichia coli strain BL 21. Penelitian
sebelumnya mengkonfirmasi ekspresi gen Weel dan telah didapatkan protein
Weel murni hasil purifikasi. Protein Weel murni kemudian akan digunakan
sebagai antigen pada hewan coba untuk menghasilkan antibodi (Koolivand et al.,
2016).

Antibodi yaitu suatu immunoglobulin yang disintesis oleh tubuh atau hewan
sebagai respon terhadap substansi asing yang masuk ke dalam tubuh. Molekul
asing yang dapat memicu pembentukan suatu antibodi disebut antigen. Antibodi
terbagi menjadi dua yaitu monoklomal yang spesifik mengikat satu epitop dan
poliklonal mengikat banyak epitop (Pohanka, 2009). Antibodi dimanfaatkan untuk
deteksi protein dengan memanfaatkan reaksi spesifik antigen dan antibodi.

Beberapa teknik analisa protein berbasis antibodi yaitu western blotting (Susianti,



2019), ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) (Soliman et al., 2019, Kohl
and Ascoli, 2017), dan Immunoblotting dot blot (Agustina, 2017).

Berdasarkan uraian di atas dan diketahui bahwa protein Weel berperan
penting pada proses pembelahan sel baik pada sel prokariot (bakteri) dan sel
eukariot (tanaman), maka perlu dilakukan penelitian mengenai pembuatan
antibodi poliklonal untuk mendeteksi protein Weel. Pada penelitian ini akan
dilakukan pembuatan antibodi Weel dan akan dilanjutkan dengan deteksi protein

Weel pada sel bakteri Escherichia coli dan tanaman padi (Oryza sativa).

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang, diketahui protein Weel berpengaruh
terhadap proses pembelahan sel. Belum tersedianya antibodi Weel menjadi
kendala untuk mempelajari regulasi siklus sel terutama pada organisme
overekspresi Weel sehingga perlu dilakukan pembuatan antibodi poliklonal untuk

mendeteksi protein Weel.

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk menghasilkan antibodi protein Weel yang
dapat digunakan untuk mendeteksi protein Weel pada sel bakteri Escherichia coli

dan tanaman padi (Oryza sativa).

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memperoleh antibodi poliklonal Weel dan
digunakan untuk mendeteksi protein Weel. Selain itu, metode pembuatan antibodi

yang digunakan dapat dijadikan acuan untuk penelitian sejenis yang akan datang.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Protein Weel

Protein Weel menjadi protein kinase yang keberadaannya penting selama
siklus sel berlangsung. Weel diketahui dapat mengontrol ukuran sel (pembesaran
ukuran sel) dan mengatur proses pembelahan sel (Gonzales et al., 2007).
Rendahnya ekspresi Weel pada sel mengakibatkan sel berukuran kecil karena
pembelahan sel meningkat, sedangkan ekspresi Weel yang berlebih akan
mengakibatkan sel mengalami pembesaran karena terhambatnya pembelahan sel
(Prasetyo et al., 2018). Penghambatan Weel dapat berpengaruh terhadap proses
siklus sel, hal ini juga berpengaruh terhadap aktivitas ATR (ATM- dan Rad3-
related) dan CHK1 ketika adanya kerusakan DNA atau RNA. Adanya
penghambatan Weel membutuhkan kinase 1 dan 2 yang keberadaannya
tergantung pada cyclin (CDK1/2) dan kinase (PIk1) sehingga aktivitas siklus sel
akan tetap berjalan hingga fase mitosis (Saini et al., 2015).

Protein Weel menjadi protein kinase yang menghambat dan menginaktivasi
CDK1 atau CYCB dengan cara fosforilasi pada checkpoint G2/M selama siklus
sel. Weel juga memiliki keterlibatan dalam kerusakan DNA pada sel dimana
adanya sensor ATM (ataxia-telangiectasia) atau ATR (ATM- dan Rad3-related)
yang memberikan sinyal keberadaan DNA yang rusak. ATR atau ATM kemudian
akan memfosforilasi CHK1 dan CHK1 memfosforilasi Weel sehingga CDK1
atau CYCB menjadi inaktiv dan sel tidak akan membelah (Cabral et al., 2020).
Adanya protein lain yang berperan dalam siklus sel yaitu CDC25 akan
membalikkan penghambatan fosforilasi CDK1 oleh kinase Weel sehingga sel

akan memasuki fase mitosis dan menghasilkan sel anakan (Kellogg, 2003).

2.2 Pembuatan Antibodi Poliklonal

Pembuatan antibodi poliklonal dilakukan dengan menginjeksikan protein
yang akan digunakan sebagai antigen ke dalam tubuh hewan percobaan.
Pemilihan hewan percobaan perlu diperhatikan karena berpengaruh terhadap

produksi antibodi yang dihasilkan. Hewan percobaan yang biasa digunakan dalam



pembuatan antibodi poliklonal adalah kelinci (Darsono et al., 2018). Kelinci
betina lebih banyak dimanfaatkan karena lebih jinak sedangkan kelinci jantan
lebih sulit dikendalikan. Kelinci berina juga sensitif terhadap antigen dengan dosis
rendah serta respon imunisasi lebih lama. Penggunaan kelinci muda memiliki
keuntungan tersendiri dalam memproduksi antibodi poliklonal karena sistem
kekebalan tubuh masih baik dibandingkan dengan kelinci tua (Hutu et al., 2019).

Proses injeksi protein ke dalam tubuh hewan perlu adanya pemberian
adjuvant untuk meningkatkan, mempercepat, dan memperpanjang respon imun
spesifik terhadap antigen. Pemberian adjuvant sangat penting dalam pembuatan
antibodi poliklonal yang dapat menyebabkan antigen dilepas sedikit demi sedikit
(Fatimah et al., 2018). Adjuvant yang digunakan untuk pembuatan antibodi
seperti incomplete adjuvant (Sigma), aluminium hidroksida (AH) (Sigma), dan
immunostimulating complexs (Iscoms) dan Adjuvant  Freund's. Adjuvant
Freund's salah satu adjuvant yang banyak digunakan dalam pembuatan antibodi
poliklonal karena yang sangat kuat dalam merangsang respon antibodi dalam
waktu lama (Suartha et al., 2011). Penggunaan Freund’s complete adjuvant dan
Freund’s incomplete adjuvant digunakan pada tahap injeksi pertama dan kedua
dalam pembuatan antibodi poliklonal (Bunyamin et al., 2017).

Freund’s complete adjuvant (FCA) mengandung Mycobacteria yang dapat
menarik makrofag dan memulai respon imun yang tahan lama dengan diperantara
sel. FCA ini biasa digunakan dalam meningkatkan respon imunisasi primer dalam
membantu retensi antigen untuk waktu yang lama (Barinova et al., 2017).
Freund’s incomplete adjuvant (FIA) digunakan untuk injeksi sekunder dan
booster yang bertujuan dalam menghindari inflamasi dan lesi akibat pembentukan
granuloma. Kedua adjuvant ini mengandung minyak mineral dalam mengangkut
antigen pada sistem limfatik (Delahaut, 2017).

Freund's Adjuvant dihomogenkan dengan protein rekombinan dan
diinjeksikan secara subkutan atau dibawah kulit pada punggung kelinci. Hal ini
bertujuan agar antigen yang diinjeksikan akan dilepas secara perlahan ke dalam
peredaran darah hewan coba (kelinci) (Darsono et al., 2018). Menurut Swacita

(2015). Injeksi pertama kali telah membentuk antibodi dengan merangsang sel B



dan sel memori yang biasa disebut sebagai respon primer tetapi jumlah antibodi
tidak banyak. Respon primer akan membentuk immunoglobulin M (IgM) pada sel
plasma. Injeksi selajutnya (booster) dapat meningkatkan antibodi yang terbentuk
hal ini karena antigen telah dikenali sel B secara spesifik, proses ini merupakan
respon sekunder dari terbentuknya antibodi. Respon sekunder akan membentuk
immunoglobulin G (IgG) dan meningkatkannya dimana sebelumnya produksi
IgM telah menurun (Hardjo et al., 2015).

2.3 Interaksi Antigen-Antibodi
Antigen yaitu zat atau senyawa asing yang memicu pembentukan antibodi
serta dapat bereaksi secara spesifik terhadap antibodi yang telah dipicu
pembentukannya oleh antibodi yang sesuai. Bagian dari antigen dapat mengikat
maupun berikatan dengan antibodi atau reseptor biasa disebut epitop. Sebagian
dari protein dan polisakarida tidak semua dapat dikenal sebagai antigen terhadap
antibodi atau reseptor tertentu (Nguyen, 2018). Kadar optimal protein dalam
antigen sangat diperlukan sehingga pita protein yang baik dapat dihasilkan. Zat
atau molekul asing ini dapat bereaksi spesifik terhadap antibodi yang telah dipicu
pembentukannya. Antibodi diartikan sebagai protein dari hasil respon dari adanya
infeksi atau imunisasi dan akan beraksi dengan epitop dari antigen yang spesifik.
Antibodi terbagi menjadi dua yaitu antibodi monoklonal dan antibodi poliklonal
dimana perbedanya yaitu banyaknya epitop yang diikat (Fanani et al., 2020).
Tingginya afinitas suatu antibodi dapat membentuk sistem imun yang lebih
komplek sedangkan rendahnya afinitas antibodi dapat menyebabkan reaksi silang
antara epitop antigen lain pada antigen yang relatif kecil. Interaksi antigen-
antibodi biasa digunakan untuk diagnostik dan akan dilakukan penentuan interaksi
secara in vitro (Fiddiyamti et al., 2018). Antibodi dapat diukur tingkat spesifitas
dan sensitifitasnya dengan analisa Western blotting. Penentuan spesifitas antibodi
berdasarkan dari kemampuan antibodi tersebut dalam menganali epitop
spesifiknya. Tingginya spesifitas yang dimiliki oleh antibodi juga dapat
mengurangi adanya reaksi silang. Tingkatan spesifitas antibodi diketahui dari ada

atau tidaknya interaksi antibodi dan antigen dalam lingkungan yang jumlahnya



beragam (Fanani et al., 2020). Sensitifitas antibodi dapat ditentukan dari adanya
interaksi antara antibodi dengan variasi jumlah antigennya. Sensitifitas antibodi
memiliki parameter penentuan berdasarkan dari level deteksi antibodi terhadap
antigen. Tingkatan sensitifitas antibodi juga berbeda hal ini tergantung dari jumlah
antibodi primer dan jenis protein yang digunakan sebagai antigen (Hermanto,
2007).

Keberadaan antibodi dan antigen akan diuji lanjut untuk mengetahui adanya
interaksi antigen dan antibodi yang terbentuk salah satunya menggunakan uiji
ouchterlony (Maboudi et al., 2017). Interaksi antigen-antibodi dapat terjadi ketika
reaksi imun, dimana antigen akan memicu pembentukan antibodi. Antibodi akan
berikatan secara spesifik dengan antigen yang sesuai sehingga interaksi antigen-
antibodi dapat terjadi. Terjadinya interaksi antigen-antibodi yang diuji
ouchterlony akan menunjukkan adanya garis presipitasi yang artinya ikatan
antigen-antibodi sesuai dan spesifik sehingga akan bermigrasi kearah satu sama
lain pada gel (Hardjo et al., 2015).

2.4 Deteksi Protein Berbasis Antibodi

Analisa deteksi protein yang menggunakan antibodi terdiri dari berbagai
macam seperti DBIA (dot blot immunoassay), ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay), dan Western Blotting. Deteksi protein dengan ketiga
metode tersebut tentu memiliki kegunaan dalam pengujian keberadaan antibodi
yang telah dibuat. Deteksi DBIA menjadi salah satu metode deteksi yang hasilnya
berupa noktah berwarna coklat, warna coklat tersebut muncul ketika substrat DAB
(dimetilaminobenzidin) telah bereaksi (Fusvita dkk., 2016). Metode deteksi DBIA
menjadi salah satu metode yang ekonomis khusunya dalam biaya reagen dengan
antibodi primer spesifik sebagai komponen utama. Metode ini memberi data yang
akurat untuk tujuan titering virus (Cheng et al., 2019).

Metode deteksi lain yaitu ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
menjadi metode yang paling banyak digunakan dimana memiliki tingkat
sensitivitas dan spesifitas (Cheng et al., 2019). ELISA competitive assay salah
satu jenis ELISA yang menggunakan konjugat antigen-enzim atau antibodi-enzim



sedangkan ELISA non-competitive assay menggunakan dua antibodi atau biasa
disebut ELISA sandwich. ELISA dapat dimanfaatkan dalam pemeriksaan sampel
jumlah besar dan waktu yang singkat. Penggunaan protein rekombinan pada
metode ELISA sebagai antigen menunjukkan sensitivitas dan spesifitas
dibandingkan dengan ELISA kit yang tersedia dipasaran (Muflikhah dan Artama,
2017). Reaksi ELISA dapat memperoleh reaksi yang lebih spesifik dengan adanya
konsentrasi antibodi rendah dari cara pengenceran antibodi 100-200 kali
(Dalimunthe et al., 2017). Reaksi positif pada ELISA dapat dilihat dari warna
pada sumuran karena adanya reaksi antar enzim label pada antibodi substrat dan
substrat (Nugroho dkk, 2015).

Western blotting menjadi metode deteksi antibodi spesifik pada protein
berupa antigen dengan berat molekul tertentu yang dapat dilihat dari adanya band.
Tahapan dalam Western blotting terdiri dari persiapan sampel, elektroforesisi gel,
transfer, blocking and binding, deteksi dan analisis protein. Western blotting
memiliki prinsip kerja yaitu pemindahan makromolekul dari gel polyakrilamida
ke atas membran nitroselulosa setelah adanya proses elektroforesis dengan
tegangan listrik tertentu (Bass et al., 2017). Keuntungan Western blotting salah
satunya sangat efektif dalam mendeteksi antigen ukuran kecil yang mengandung
banyak protein pada suatu larutan (Fanani dkk, 2020). Deteksi menggunakan
metode Western blotting terdapat tahapan yang sangat penting yaitu pencucian
yang berfungsi dalam meminimalkan background pada membran nitroselulosa
dan menghilangkan antibodi yang tidak terikat (Mahmood and Yang, 2012).
Tahapan blocking pada Western blotting biasanya mengunakan skim milk karena
mudah didapat dan ekonomis. Penggunaan skim milk berfungsi untuk mengikat
bagian non spesifik juga dapat menghilangkan semua background tanpa
mengubah adanya interaksi protein target yang akan terikat dengan antibodi
(Susianti dkk, 2019).

2.5 Hipotesis
Terbentuknya antibodi protein Weel pada hewan coba setelah diinjeksi dengan

antigen berupa protein Weel yang telah dimurnikan.



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan di Laboratorium Divisi Biologi Molekuler
dan Bioteknologi, Center for Development of Advanced Science and Technology
(CDAST) Universitas Jember mulai bulan April hingga Juni 2021.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan mikropipet, tip, erlenmeyer, microwave, incubator,
sonicator, sentifugator, spin, vortex, perangkat elektroforesis, timer, autoklaf,
timbangan elektrik, tabung ukur, gelas ukur, mortar-stamper, lemari pendingin.
Bahan yang digunakan protein Weel, Freund’s complete adjuvant (FCA) dan
Freund’s incomplete adjuvant (FIA), agarose 1%, buffer solution, pewarna
Commassie Brilliant Blue (CBB) 1%, buffer loading, TBS (Tris Buffered Saline),
skim milk, membran nitrocellulose, antibodi sekunder (Alkaline phosphate Goat-
Anti 1gG Rabbit conjugate), buffer alkali phospat pH 9,5, BCIP (5-bromo-4-
chloro-3’-indolyphosphate  p-toluidine  salt), NBT (nitro-bluetetrazolium
chloride).

3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1 Pembuatan Antibodi Poliklonal Protein Weel pada Tubuh Kelinci
Pembuatan antibodi poliklonal dilakukan dengan menginjeksi antigen yang
berupa protein rekombinan protein Weel ke dalam tubuh kelinci. Satu minggu
sebelum injeksi dilakukan pengambilan serum darah pre-imunisasi dari pembuluh
vena telinga kelinci. Injeksi dilakukan dengan mencampur antigen protein
rekombinan Weel sebanyak 1 mg dengan Freund’s Complete Adjuvant (FCA)
sebanyak 1 ml perbandingan 1:1 sampai homogen, kemudian diinjeksikan pada
bagian bawah kulit (subkutan) punggung kelinci. Dua minggu setelahnya
dilakukan booster injeksi dengan mencampur antigen protein rekombinan protein
Weel sebanyak 0.25 mg dengan Freund’s Incomplete Adjuvant (FIA)

perbandingan 1:1 sebanyak 1 ml sampai homogen hingga seterusnya setiap satu



minggu sekali sesuai dengan frekuensi injeksi antigen pada tabel 3.1 (Darsono et
al., 2018).
Tabel 3.1 Frekuensi Injeksi antigen dengan adjuvant dan pengambilan serum pada

kelinci

) ) . Dosis Antigen Pengambilan
No. Minggu ke- Jenis Adjuvant (ml)

(mg) serum
1 I - - Pre-imunisasi
2 1| FCA 1ml 1 -
3 i FIA1ml 0.25 -
4 v FIA1ml 0.25 Serum |
5 \Y/ FIA1ml 0.25 Serum 11
6 Vi FIA1ml 0.25 Serum 111
7 VII FIA1ml 0.25 Serum IV
8 VIHI FIA1ml 0.25 Serum V
9 IX FIA1ml 0.25 Serum VI
10 N ] ] Serum VIl &
VIl

3.3.2 Uji Ouchterlony

Analisis ouchterlony dilakukan untuk menganalisa adanya reaksi antigen-
antibodi dengan melarutkan agarose 1% dengan buffer PBS (phosphate-buffered
saline) yang terdiri dari 0.137 M NaCl, 2.7 mM KCI, 1.4 mM KH2POg4, 0.01 M
Na2HPO4 yang mengandung 0.05% NaNs. Larutan dipanaskan dengan microwave
sampai homogen kemudian dituang ke dalam gelas kaca sampai merata keseluruh
permukaan dan larutan dibiarkan hingga dingin dan membeku. Kemudian dibuat
sumuran dengan diameter 2-3 mm dan jarak antar sumuran 0,5 cm. Larutan
antigen dan antibodi dimasukkan ke dalam sumuran secara berdampingan dan
diinkubasi selama 2 hari kemudian diamati. Garis presipitasi yang terbentuk
diantara sumuran antibodi dan antigen diwarnai dengan menggunakan pewarna
Commassie Brilliant Blue (CBB) 1% (Hornbeck, 2017).
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3.3.3 Karakterisasi Weel terhadap Pertumbuhan Bakteri

Koloni tunggal bakteri Escherichia coli BL21 Weel full- pET-28(a)
ditumbuhkan dalam 3 ml media LB cair yang mengandung antibiotik kanamisin
50 ppm sebagai starter dan digojok selama 18 jam pada suhu 37 °C. Bakteri
diambil sebanyak 1 ml starter ke dalam erlenmeyer berisi 50 ml medium LB cair
yang mengandung kanamisin 50 ppm dan digojok dengan kecepatan 120 rpm
pada suhu ruang selama 4 jam. Kemudian diinduksi dengan IPTG konsentrasi 0
mM dan 0.5 mM dan dipindah pada suhu 37 °C, sampling dilakukan setiap 2 jam
sekali pada jam ke-0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, dan 18 untuk dilakukan
pengukuran pertumbuhannya dengan mengukur Optical Density (OD)
menggunakan spektrofotometer (A= 600 nm) serta dibuat kurva pertumbuhan
bakteri E.coli (Wulansari et al., 2019).

3.3.4 Deteksi Protein Weel
a. Ekstraksi protein pada Bakteri Escherichia coli
Ekstraksi protein pada Bakteri Escherichia coli BL21 Weel full- pET-28(a)

dilakukan dengan menggunakan pelet sel bakteri hasil karakterisasi pada jam ke-6
dan jam ke-18. Pelet ditambahkan buffer sonikasi (50 mM Na2HPO4, 300 mM
NaCl) 3x volume lalu dicampur dengan cara pipeting. Kemudian dilakukan
sonikasi selama 30 detik 6 kali dengan jeda selama 30 detik. Sentrifugasi dengan
kecepatan 14.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C, maka akan menghasilkan
pelet dan supernatan. Supernatan dibuang dan pelet ditambahkan buffer NDPI (50
mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 8 M Urea) 2x volume lalu campur dengan cara
pipeting. Disonikasi selama 30 detik 2 kali dengan jeda selama 30 detik.
Kemudian sentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 15 menit pada suhu
ruang. Supernatan dan pelet disimpan untuk selanjutnya di analisa Western blot
(Boynak et al., 2013).
b. Ekstraksi protein pada tanaman padi

Ekstraksi protein dilakukan dengan menghaluskan 1 gram daun, batang,
bunga dan biji tanaman padi dengan mortar-stumpler serta penambahan sedikit

demi sedikit nitrogen cair. Kemudian menambahkan 3 mL buffer ekstraksi yaitu
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50 mM MOPS, 10 mM MgClz, 1 mM EDTA, 2.5 mM DTT, 1 mM PMSF, PVP.
Sampel tersebut disentrifus pada kecepatan 16.000 rpm suhu 4°C selama 10 menit.
Supernatan disimpan untuk analisa atau deteki western blot. Pelet yang diperoleh
disolubelisasi dengan buffer 50 mM Tris, ImM EDTA, 30% Sucrose, DTT dan
SDS 2 % dan disentrifugasi selama 10 menit, 14.000 rpm suhu ruang untuk
mendapatkan supernatan (soluble) dan pelet. Supernatan tersebut disimpan dalam
freezer -80 untuk kemudian dianalisis SDS-PAGE dan western blot (Hardjo et al.,
2015).
c. Western blot

Deteksi antibodi poliklonal protein Weel pada bakteri dilakukan dengan
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) pada
variasi konsentrasi sampel protein Weel murni yaitu 0,001, 0,01, 0,1, dan 1 pg.
Deteksi protein Weel pada bakteri Escherichia coli BL21 Weel full- PET-28(a)
yang diukur Optical Density (OD) selama 2 jam sekali dan pada tanaman padi
dilakukan dengan memasukkan 30 pg sampel crude ekstrak tanaman yang
diekstraksi dari daun, batang, bunga, dan biji. Kemudian ditambahkan buffer
loading dengan perbandingan 1:1, kemudian didenaturasi selama tiga menit.
Sampel yang sudah dipanaskan dimasukkan ke dalam sumuran gel dan di running
pada 80 volt selama 2,5 — 3 jam. Protein yang telah dipisahkan dengan SDS-
PAGE kemudian ditransfer ke membran nitrocellulose pada aliran listrik sebesar
0.1 A, 4W, dan 25 Volt selama 1.5 jam. Membran dicuci dengan TBS (Tris
Buffered Saline) sebanyak 3 kali masing-masing 5 menit. Setelah dicuci, protein
pada membran di blocking dengan cara direndam pada 1% skim milk dalam TBS
selama 30 menit. Deteksi antigen protein Weel dilakukan dengan inkubasi
membran yang diberi antibodi poliklonal protein Weel pada shaker overnight.
Membran dicuci kembali dengan TBS sebanyak 3 kali selama 5 menit, kemudian
diberi antibodi sekunder (Alkaline phosphate Goat-Anti IgG Rabbit conjugate)
dalam TBS skim milk dan diinkubasi selama 1.5 jam. Sebelum pewarnaan,
membrane dicuci lagi dengan TBS dan buffer alkali phospat pH 9,5. Pewarnaan
dilakukan dengan 25 pl BCIP (5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate p-toluidine
salt) dan 50 ul NBT (nitro-bluetetrazolium chloride) yang dilarutkan dalam 10 ml
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buffer alkali phospat. Pita protein yang terbentuk merupakan pita protein Weel
(Darsono et al., 2018).

3.4 Variabel Pengamatan

Variabel pengamatan pada penelitian ini diantaranya:

1. Hasil uji ouchterlony
Hasil uji dilihat dari adanya garis presipitasi pada sampel serum darah yang
telah diinduksi protein rekombinan Weel

2. Karakterisasi pertumbuhan bakteri Escherichia coli
Hasil karakterisasi dilihat dari adanya perbedaan kurva pertumbuhan pada
konsentrasi IPTG 0 mM dan 0.5 mM

3. Analisis Western blot
Hasil analisis Western blot pada sel tanaman padi dan sel bakteri Escherichia
coli menunjukkan adanya band protein Weel menggunakan serum antibodi

poliklonal

3.5 Analisis data
Data yang diperoleh dari hasil penelitian akan dianalisis dengan
menggunakan analisis deskriptif yaitu dengan penyajian setiap variabel

pengamatan secara visual



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 HASIL

4.1.1 Pembuatan Antibodi Poliklonal Protein Weel pada Tubuh Kelinci

Pembuatan antibodi poliklonal protein Weel didapatkan dari hewan uji coba

kelinci yang telah diinjeksi dengan antigen protein Weel. Pengambilan serum

darah dilakukan pada minggu pertama sebagai serum pre-imunisasi dan

pengambilan serum darah dilakukan kembali pada minggu ke empat hingga

minggu ke sepuluh. Hasil serum yang didapatkan berbeda-beda tergantung dari

kondisi hewan uji coba saat proses pengambilan. Total hasil serum yang

didapatkan dari produksi antibodi poliklonal protein Weel pada hewan uji coba

kelinci sebanyak 24.700 ul dengan rincian pada Tabel 4.1

Tabel 4.1 Daftar perolehan pengambilan serum darah kelinci

No Minggu ke- Serum Volume serum
1. I Pre-imun 600 pl
2. I - -
3. " - -
4. \Y | 750
5. \% I 1200 pl
6. VI Il 1400 pl
7. Vi v 2250 pl
8. VI \Y 3000 pl
9. IX VI 4000 pl
10. X Vil 5500 pl
VIII 6000 pl

4.1.2 Uji Ouchterlony

13

Serum ke-
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Gambar 4.1 Uji Ouchterlony dengan 10 pl antigen rekombinan protein
Weel pengambilan serum setiap minggu (Minggu ke-1 sebagai
pre imunisasi dan minggu ke-4 sampai minggu ke-10 setelah

injeksi pertama).

Uji ouchterlony pada gambar 4.1 menunjukkan adanya garis presipitasi pada
semua serum. Serum pertama menunjukkan bahwa garis presipitasi masih sangat
tipis dan pada serum kedua hingga kelima semakin tebal. Garis presipitasi mulai
tipis pada serum keenam hingga serum terakhir. Adanya garis presipitasi yang
sangat tipis pada serum pre imunisasi akan di analisa dengan Western blot untuk
memastikan belum terbentuknya antibodi Weel pada hewan coba. Serum ketiga
sebagai serum dengan presipitasi paling tebal digunakan untuk analisa Western

blot pada bakteri Eschericia coli dan tanaman padi (Oryza sativa L.).

4.1.3 Uji Sensifitas Protein Weel dengan Analisa Western Blotting

kDa

48

Gambar 4.2 Analisa Western blot antigen protein Weel pada serum pre-

imunisasi
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Gambar 4.3 Analisa Western blot antigen protein Weel pada serum ke-I11

15

38.39kDa

Deteksi antibodi poliklonal protein Weel yang dilakukan pada protein

rekombinan Weel murni hasil purifikasi dengan menggunakan serum pre-

imunisasi (Gambar 4.2) tidak menunjukkan adanya pita protein Weel. Konfirmasi

deteksi antibodi poliklonal protein Weel juga dilakukan dengan menggunakan

serum ke-111 (Gambar 4.3) pada antigen yang sama menunjukkan pita protein

pada konsentrasi 0.1 ug, 1 ug, 2 ug, dan 3 ug. Hasil tersebut menunjukkan bahwa

antibodi poliklonal WEE dapat mendeteksi protein WEE dengan konsentrasi

minimal 0.1 ug.

4.1.4 Karakterisasi Weel terhadap Pertumbuhan Bakteri

Absorbansi
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Gambar 4.4 Grafik pertumbuhan Bakteri Escherichia coli BL21 Weel full- pET-

28(a)
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Karakterisasi protein Weel pada bakteri Escherichia coli BL21 Weel full
(gambar 4.4) diamati pertumbuhan bakteri dengan spektrofotometer (A= 600 nm)
selama dua jam sekali hingga 18 jam. Pengamatan dilakukan dengan penambahan
IPTG konsentrasi 0.5 mM sebagai induser ekspresi Wee dan tanpa IPTG. Kurva
pertumbuhan bakteri menunjukkan peningkatan pertumbuhan bakteri E.coli BL21
Wee seiring pertambahan waktu. Bakteri E.coli BL21 Wee tanpa induksi IPTG
menunjukkan pertumbuhan lebih tinggi dibandingkan dengan penambahan IPTG
0.5 mM.

4.1.5 Deteksi Protein Weel pada Bakteri Transformasi WEE dan Tanaman
Padi (Oryza sativa L.) dengan Analisa Western Blotting

kDa Soluble Insoluble
M 0mM 0.5 mM
6 jam 18jam 6jam 18jam

63 +—
- 49.4kDa
Gambar 4.5 Deteksi protein WEE pada Bakteri Escherichia coli BL21
Weel full- pET-28(a) menggunakan analisa Western blot

Deteksi protein Weel pada bakteri Escherichia coli BL21 Weel full- pET-
28(a) menggunakan antibodi poliklonal. Hasil western blot menunjukkan crude
extract protein insoluble pada jam ke-6 dan ke-18 menunjukkan adanya pita
protein Weel. Ekspresi protein Weel lebih tebal dengan penambahan IPTG 0.5
mM pada perlakuan setelah 6 jam setelah ditumbuhkan.

kDa Soluble Insoluble
- Daun Batang Bunga Biji M  Daun Batang Bunga Biji

- - —» 49.4kDa
48 «

7 )
N

Gambar 4.6 Deteksi protein WEE pada tanaman padi (Oryza sativa L.)
menggunakan antibodi poliklonal serum ke-ll1
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Deteksi protein Weel pada tanaman padi (Oryza sativa L.) dengan
konsentrasi 30 ug menunjukkan pita protein terdeteksi pada fraksi soluble dan

insoluble diseluruh bagian daun, batang, bunga, dan biji.

4.2 PEMBAHASAN
4.2.1 Pembuatan Antibodi Poliklonal Protein Weel pada Tubuh Kelinci

Pembuatan antibodi poliklonal Weel pada hewan uji coba kelinci galur New
Zealand White yang berusia kurang lebih 3 bulan dilakukan dengan menginjeksi
protein murni hasil purifikasi menggunakan resin Ni-NTA. Penelitian pembuatan
antibodi poliklonal dilakukan dengan mencampurkan antigen protein Weel
dengan adjuvant. Adjuvant yang digunakan yaitu Freund’s Complete Adjuvant
(FCA) dan Freund’s Incomplete Adjuvant (FIA) (Park and Choi, 2018). Injeksi
pertama menggunakan Freund’s Complete Adjuvant (FCA) sebanyak 1 mg dan
injeksi kedua atau booster menggunakan Freund’s Incomplete Adjuvant (FIA)
sebanyak 0.25 mg. FCA digunakan sebagai adjuvant untuk injeksi primer karena
mengandung adanya mikobakteria sehingga imunogenitas akan meningkat. FIA
digunakan untuk injeksi sekunder karena hanya mengandung campuran minyak
dan air (Trott et al., 2008).

Adanya adjuvant yang dihomogenkan dengan antigen berupa protein murni
Weel dapat membantu meningkatkan respon imun terhadap antigen protein
Weel. Campuran antigen dan adjuvant kemudian akan diinjeksikan pada hewan
coba kelinci secara subkutan atau di bawah kulit (Greenfield, 2020). Cara
penginjeksian secara subkutan pada punggung hewan coba dengan sedikit dicubit
dan disuntikkan antigen yang telah dihomogenkan dengan Freund’s adjuvant
(Nugroho, 2018). Injeksi secara subkutan memiliki fungsi agar antigen yang telah
diinjeksikan tidak langsung lepas ke dalam peredaran darah (Askar et al., 2020).
Injeksi dilakukan sebanyak delapan kali dimulai pada minggu kedua hingga
minggu kesembilan. Minggu kedua injeksi FCA dan minggu ketiga sampai
kesembilan dilakukan booster berupa injeksi FIA (Kusumaningsih, 2020). Serum
darah akan diambil melalui vena telinga kelinci yang menghasilkan serum pre

imunisasi dan serum pertama hingga kedelapan.
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4.2.2 Uji Ouchterlony

Keseluruhan serum dilakukan uji ouchterlony (Gambar 4.1) hasil
menunjukkan adanya garis presipitasi pada serum ke- 1 hingga ke- 8. Garis
presipitasi tersebut menunjukkan adanya ikatan antara antigen Weel yang
diinjeksikan dengan antibodi spesifik Weel yang dihasilkan pada serum darah
hewan coba (Duong et al., 2021). Serum ke-1 diambil pada minggu keempat
setelah dilakukan booster kedua dan terlihat adanya garis presipitasi yang sangat
tipis, hal ini menunjukkan bahwa serum ke-1 memliki titer antibodi yang masih
rendah. Serum ke-2 hingga ke-5 menunjukkan adanya garis presipitasi yang tebal
dan artinya titer antibodi semakin meningkat. Serum ke-6 hingga serum ke-8
menunjukkan semakin menipisnya garis presipitasi dan cenderung mengalami
penurunan antibodi yang dihasilkan (Hardjo et al., 2015). Semakin tipisnya garis
presipitasi mempengaruhi rendahnya titer antibodi dan sensitifitas yang
dihasilkan. Rendahnya titer antibodi terjadi karena kandungan adjuvant semakin

inaktif sehingga proses pelepasan antigen semakin lambat (Kencana et al., 2017).

4.2.3 Uji Sensifitas Protein Weel dengan Analisa Western Blotting

Gambar 4.2 menunjukkan tidak adanya pita protein yang terbentuk sehingga
dapat diindikasikan bahwa pada serum pre imun tidak ada antibodi poliklonal.
Tidak adanya antibodi poliklonal Weel mengakibatkan antigen protein Weel
tidak mampu diikat sehingga pita protein tidak terbentuk pada membran
nitrocellulose (Kencana et al., 2015). Analisa Western blot pada antigen protein
rekombinan pada serum ke-Il1l (Gambar 4.3) dengan variasi konsentrasi protein
antigen 0.01 ug, 0.1 ug, 1 ug, 2 ug, dan 3 ug dengan diencerkan 3000 Kkali.
Sensitifitas antibodi poliklonal Weel terdeteksi hingga konsentrasi 0.1 ug pada
berat molekul 38.39 kDa. Antibodi poliklonal Weel tidak terdeteksi pada
konsentrasi 0.01 ug karena antibodi tersebut memiliki tingkat sensitifitas minimal
0.1 ug.
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4.2.4 Karakterisasi Weel terhadap Pertumbuhan Bakteri

Gambar 4.4 menunjukkan bahwa pertumbuhan Weel pada bakteri E.coli
BL21 Weel full- pET-28(a) dengan induksi IPTG konsentrasi 0 mM lebih tinggi
dari 0.5 mM. Hal ini karena adanya IPTG pada konsentrasi 0.5 mM yang
diberikan menghasilkan ekspresi protein Weel lebih banyak, sehingga bakteri
E.coli BL21 Weel full- pET-28(a) memiliki kepadatan sel lebih rendah
dibandingkan non IPTG atau konsentrasi 0 mM. Induksi IPTG sebagai induser
bertujuan untuk meningkatkan ekspresi protein pada protein rekombinan. Ketika
bakteri E.coli BL21 Weel full- pET-28(a) diinduksi dengan IPTG maka ekspresi
protein semakin tinggi namun kepadatan sel rendah (Hermana et al., 2015). Kurva
pertumbuhan bakteri E.coli BL21 Weel full- pET-28(a) merepresentasikan siklus
pertumbuhan bakteri dari fase lag, eksponensial hingga stasioner.

4.2.5 Deteksi Protein Weel pada Bakteri Transformasi WEE dan Tanaman
Padi

Analisa Western blot dilakukan pada protein rekombinan Weel. Bakteri
E.coli BL21 Weel full- pET-28(a) dan pada tanaman padi (Oryza sativa L.).
Analisa Western blot dilakukan untuk menguji antibodi poliklonal yang dihasilkan
terhadap antigen (Seenichamy et al., 2014). Serum pre imun dan serum ke- Il
digunakan pada analisa Western blot. Serum pre imun diuji untuk memastikan
belum terbentuknya antibodi poliklonal Weel pada hewan uji coba sebelum
injeksi. Serum ke- 111 dipilih karena pada hasil uji ouctherlony (Gambar 4.1) garis
presipitasi yang paling tebal terdapat pada serum ke- Ill. Antibodi poliklonal
Weel juga digunakan untuk analisa pada bakteri E.coli BL21 Weel full- pET-
28(a) yang diukur pertumbuhannya selama 2 jam sekali. Gambar 4.5
menunjukkan bahwa antibodi poliklonal Weel terdeteksi pada fraksi insoluble
dengan berat molekul 49.4 kDa. Penambahan IPTG pada konsentrasi 0.5 mM
menunjukkan pita protein yang lebih tebal dibandingkan tanpa penambahan IPTG.
Protein Weel lebih banyak terekspresi karena adanya penambahan IPTG dan

ekspresi protein Weel lebih sedikit terekspresi pada bakteri tanpa IPTG (Choi and
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Geletu, 2018). Variasi ekstraksi bakteri pada 6 jam dan 18 jam waktu
pertumbuhan juga berpengaruh pada pita protein hasil analisa Western blot. Pita
protein 6 jam pertumbuhan lebih tebal dibandingkan 18 jam pertumbuhan. Hal ini
berkaitan dengan waktu inkubasi yang berbanding lurus dengan kepadatan sel
yang dihasilkan (Hermana et al., 2015). Waktu inkubasi 6 jam menunjukkan
bakteri berada pada fase log atau eksponensial dimana bakteri sudah beradaptasi
dengan baik sehingga pertumbuhannya mulai lebih cepat. Sama halnya dengan
bakteri yang diinduksi IPTG pada 6 jam setelah induksi terekspresi lebih tebal
dari pada non IPTG dilihat dari protein hasil Western blot (Gambar 4.5),
sedangkan pada 18 jam IPTG dan non IPTG setelah induksi terekspresi lebih
rendah atau pita protein terlihat lebih tipis hal ini memungkinkan bakteri telah
berada pada fase stasioner dimana aktivitas metabolismenya melambat (Tyas et
al., 2021). Menipisnya pita protein tersebut didukung oleh penelitian Choi dan
Geletu (2018), bahwa pertumbuhan sel mulai melambat pada 16 jam pasca
induksi yaitu 20 dan 24 jam yang ditunjukkan pada hasil SDS-PAGE. Hal ini juga
sesuai dengan penelitian Fazaell et al (2019), yang menunjukkan hasil protein
yang terdeteksi lebih rendah setelah diinduksi selama lebih dari 16 jam.

Antibodi poliklonal Weel digunakan untuk deteksi WEE pada bagian bagian
daun, batang, bunga dan biji tanaman padi (Oryza sativa L.). Protein Weel
dirunning sebanyak 30 ug pada gel akrilamide dan ditransfer pada membran
nitrocellulose pada analisa Western blot. Hasil menunjukkan bahwa antibodi
poliklonal yang dihasilkan dapat mengenali dan mengikat protein Weel pada
tanaman padi (Oryza sativa L.) pita protein Weel terlihat pada fraksi soluble dan
insoluble dengan berat molekul 49.4 kDa. Adanya protein Weel pada tanaman
padi (Oryza sativa L.) menunjukkan bahwa antibodi poliklonal WEE dapat
mendeteksi WEE pada tanaman. Peran Weel sebagai protein kinase yang
berpengaruh terhadap siklus sel tepatnya pada kontrol checkpoint (Cabral et al.,
2020). Gambar 4.6 menunjukkan bahwa ekspresi Weel pada daun lebih tipis
dibandingkan bagian lainnya. Penggunaan bagian daun, batang dan bunga untuk
konfirmasi sensitifitas antibodi poliklonal Weel sesuai dengan penelitian yang
dilakukan Sorrel et al (2002) dan Ermawati dan Wibisono (2017) analisa RT-PCR
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terekspresi jelas pada bunga tetapi tipis pada bagian batang dan tidak terekspresi
pada bagian daun. Analisa selanjutnya dapat dikonfirmasi dengan analisa Western
blot untuk melihat adanya protein Weel dan mampu mendeteksi protein secara
akurat dan memiliki sensitifitas tinggi. Bagian biji digunakan untuk konfirmasi
sensitifitas antibodi poliklonal Weel karena pada penelitian Sun et al (1999)
ZmWeel tanaman jagung dan penelitian LeWeel tanaman tomat Gonzales et al
(2007) terekspresi pada bagian biji atau buah. Beberapa penelitian sebelumnya
menjelaskan bahwa terekspreksinya Weel pada bagian tanaman tersebut erat
kaitannya dengan pembelahan sel dan endoreduplikasi, sehingga keberadaan

Weel dapat bermanfaat dalam proses pertumbuhan dan perkembangan tanaman.



BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan antibodi poliklonal Weel telah
terbentuk dengan adanya garis presipitasi pada uji ouchterlony. Sensitifitas
antibodi poliklonal Weel dapat mendeteksi antigen protein rekombinan Weel
hingga konsentrasi minimal 0.1 ug. Hasil karakterisasi Bakteri Escherichia coli
BL21 Weel full- pET-28(a) yang diukur selama 2 jam sekali menunjukkan bahwa
antibodi dapat mendeteksi pada bakteri tanpa IPTG maupun dengan IPTG juga
dibagian daun, batang, bunga, dan biji fraksi solubel dan insolubel tanaman padi
dengan berat molekul 49.4 kDa.

5.2 Saran
Hasil penelitian dapat dilakukan untuk deteksi protein Weel pada tanaman
padi dan lainnya. Proses ekstraksi pada tanaman padi memiliki kendala sehingga

perlu dilakukan pemilihan metode ekstraksi yang tepat dan efektif.
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