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RINGKASAN

Isolasi dan karakterisasi protein antioksidan pada biji melinjo Gnetum
gnemon menunjukkan adanya dua fraksi protein antioksidan dengan berat molekul
untuk fraksi protein utamanya sebesar 30 kilo Dalton dan fraksi protein keduanya
memiliki berat molekul sebesar 12 kilo Dalton. Protein antioksidan berperan
sebagai penangkal radikal bebas, pencegah terjadinya stres oksidatif, menghambat
spesies oksigen reaktif (ROS) yang dapat mempengaruhi sistem metabolisme
serta dapat meyebabkan kerukasan struktur dan fungsi sel. Penelitian ini bertujuan
untuk mengisolasi dan mengidentifikasi gen pengkode protein antioksidan pada
biji melinjo.

Metode RLM-RACE (RNA Ligase Mediated Rapid Amplification Of
cDNA Ends) digunakan untuk mengisolasi fragmen cDNA Gg-AOP ujung 5° dan
ujung 3’. Primer di desain berdasarkan urutan asam amino dari fraksi protein
terisolasi. Pada ujung 5° desain primer yang digunakan adalah primer spesifik
(AP1)R 5°-TGN CCR TAY TGN ACY TTY TGY TTN AC-3’, (AP2)R 5° ATN
GCN CAN GTN GCY TTN CCR TTN CC-3’, sedangkan pada ujung 3’ adalah
(SP1)R 5’- GGN AAY GGN AAR GCN ACN GTN GCN AT-3’, (SP2)R 5’-
GTN AAR CAR AAR GTN CAR TAY GGN CA-3’. Hasil PCR di kloning ke
dalam plasmid pGEM-T Easy vector dan ditransformasi ke dalam bakteri E.coli
strain DH5a dan ditumbuhkan pada media LB padat. Koloni bakteri berwarna
putih ditumbuhkan pada media LB cair selama semalam dan dilakukan isolasi
plasmid. Plasmid DNA target yang diperoleh kemudian dipotong menggunakan
enzim retriksi EcoRI dan disekuensi untuk mengetahui urutan nukleotida dari

fragmen cDNA Gg-AOP yang diperoleh.



Hasil isolasi RACE ujung 3’ menghasilkan fragmen cDNA Gg-AOP
sebesar 300 bp. Isolasi RACE ujung 5° menghasilkan fragmen cDNA Gg-AOP
berukuran 178 bp. Homologi cDNA Gg-AOP ujung 5’ dengan sekuen nukleotida
protein antioksidan terisolasi menunjukkan nilai homologi sebesar 34,2%.
Homologi cDNA Gg-AOP ujung 3’ dengan sekuen nukleotida protein antioksidan
terisolasi menunjukkan nilai homologi sebesar 31,4%. Perlu dilakukan penelitian

lebih lanjut untuk mendapatkan full length fragmen cDNA Gg-AOP.

Kata Kunci : cDNA, RLM-RACE, Protein Antioksidan (AOP), Melinjo.
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Isolation of Genes Encoding Antioxidant Proteins in Melinjo Seeds (Gnetum
gnemon). ARYA BAGUS BOEDI ISWANTO. 081510501157. 2012, Program
Study Agrotechnology, Faculty of Agriculture, University of Jember.

SUMMARY

Isolation and characterization antioxidant protein in melinjo seeds
(Gnetum gnemon) showed that there were two fractions of antioxidant protein.
The first fraction was 30 kilo Dalton and the second fraction was 12 kilo Dalton.
The role of antioxidant protein is a free radical blocker, oxidative stress preventer,
pursuing Reactive Oxygen Species (ROS). ROS could influences the metabolism
system and causes cell function and structure damage. This research aimed to
isolate and identify gene encoding antioxidant protein in melinjo seeds.

The method of RLM-RACE (RNA Ligase Mediated Rapid Amplification
Of cDNA Ends) was used to isolate cDNA Gg-AOP fragment terminal 5’ and
cDNA Gg-AOP fragment terminal 3’. Primer was designed based on the amino
acid sequence from the isolated of 12 kilo Dalton protein fraction. (AP1)R 5’-
TGN CCR TAY TGN ACY TTY TGY TTN AC-3’ and (AP2)R 5° ATN GCN
CAN GTN GCY TTN CCR TTN CC-3’, was used to find out the cDNA Gg-AOP
fragment terminal 5°. (SP1)R 5’- GGN AAY GGN AAR GCN ACN GTN GCN
AT-3" and (SP2)R 5’- GTN AAR CAR AAR GTN CAR TAY GGN CA-3’ was
used to find out cDNA Gg-AOP fragment terminal 3’. The RACE terminal 3’ and
terminal 5 was each cloned to pGEM-T Easy vector and transform to E.coli strain
DHS5a on LB plate. The selected of white colony was grown on LB liquid
overnight then the plasmid was isolated. The plasmid of DNA target was cut with
EcoRI retriction enzyme then was sequenced to find out the nucleotide sequence
of cDNA Gg-AOP fragment.

The size of cDNA Gg-AOP fragment terminal 3° was 300 bp and the
cDNA Gg-AOP fragment terminal 5° was 178 bp. Homology cDNA Gg-AOP
terminal 5’ with isolated nucleotide antioxidant protein sequence showed

homology value of 34.2%. Homology cDNA Gg-AOP terminal 3’ with isolated
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nucleotide antioxidant protein sequence showed homology value of 31.4%. It is

needed to conduct a further research to gain full length cDNA Gg-AOP.

Key words : cDNA, RLM-RACE, Antioxidant Protein (AOP), Melinjo.
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= Amphisilin Resistance

= Calf Intestine alkaline Phosphatase
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= Ethylenediaminetetraacetic acid

= Ethidium Bromide
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