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Identifikasi Gen Pengkode Protein Antioksidan Pada Daun Tanman Melinjo
(Gnetum gnemon). ARIF CHANDRA IRAWAN. 081510501185. 2013,
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Jember.

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 kerusakan struktur dan fungsi sel. Penelitian
ini bertujuan untuk mengidentifikasi gen pengkode protein antioksidan pada daun
melinjo.

Metode PCR (Polymerase chain Reaction) digunakan untuk mengisolasi
fragmen cDNA Gg-AOP pada daun melinjo. Primer di desain berdasarkan urutan
asam amino dari fraksi protein biji melinjo terisolasi. Desain primer yang
digunakan adalah primer spesifik pada posisi start codon Gg-AMP2F R : 5’-
CTTAGTTTAGGTGCTCATCAGGATG-3’ dan Oligo dT anchor Primer. 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 EcoRIl dan disekuensi untuk mengetahui urutan
nukleotida dari fragmen cDNA Gg-AOP yang diperoleh.

Hasil isolasi PCR menghasilkan 2 fragmen cDNA Gg-AOP yaitu fragmen
cDNA Gg-AOP 1 sebesar 300 bp dan fragmen cDNA Gg-AOP 11 sebesar 170 bp.
Homologi cDNA Gg-AOP | dengan sekuen nukleotida gen pengkode protein
antioksidan terisolasi pada biji melinjo menunjukkan nilai homologi sebesar
47,0%. Homologi fragmen cDNA Gg-AOP Il dengan sekuen nukleotida fragmen
cDNA Gg-AOP pada biji melinjo menunjukkan nilai homologi sebesar 40,4%.
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mendapatkan full length fragmen
cDNA Gg-AOP.

Kata Kunci : cDNA, PCR, Protein Antioksidan (AOP), Melinjo.



Identification of Genes Encoding Antioxidant Protein in Melinjo Leaves
(Gnetum gnemon). ARIF CHANDRA IRAWAN. 081510501185. 2013, Program
Study Agrotechnology, Faculty of Agriculture, University of Jember.

SUMMARY

Isolation and characterization of an antioxidant protein in Melinjo seeds
(Gnetum gnemon) indicate the presence of two protein fractions with molecular
weight for the main protein fractions of 30 kilo Dalton and the second protein
fraction has a molecular weight of 12 kilo Dalton. Antioxidant protein functions
as free radical scavenger, preventer of the occurrence of oxidative stress, and
inhibitor of reactive oxygen species (ROS) that can affect the metabolic system
and can cause the damage of the cell structure and function. This research was
intended to identify the antioxidant protein coding genes in the melinjo leaves.

PCR (Polymerase Chain Reaction) was used to isolate cDNA Gg-AOP
fragments on melinjo leaves. Primer was designed based on the amino acid
sequence of the protein fractions of the isolated melinjo seeds. Primary designs
used were specific primers at position of start codon AMP2F Gg-R: 5'-
CTTAGTTTAGGTGCTCATCAGGATG-3 'and Oligo dT anchor Prime. The
PCR results were cloned into pGEM-T Easy vector plasmid and transformed into
E.coli strain DH5a bacterium and grown on solid LB medium. White bacterial
colonies were grown on liquid LB medium all night long and conducted plasmid
isolation. The obtained target DNA plasmid was then cut using EcoRI restriction
enzymes and sequenced to determine the nucleotide sequence of the obtained
cDNA Gg-AOP fragment.

The results of PCR isolation generated 2 cDNA Gg-AOP fragments, that
is, cDNA Gg-AOP | fragment by 300 bp and cDNA Gg-AOP fragment Il by 170
bp. The homology of cDNA Gg-AOP I with nucleotide sequences of the isolated
antioxidant protein encoding genes on melinjo seeds showed homological value of
47.0%. Homological fragment of cDNA Gg-AOP 11 with nucleotide sequence of
cDNA Gg-AOP fragments on melinjo seeds indicated homological value of
40.4%. It is necessary to conduct further research to gain the full length of cDNA
Gg-AOP fragments.

Keywords: cDNA, PCR, Antioxidant Protein (AOP), Melinjo.
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