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INTISARI:
mutan-mutan melalui metode persilangan. Kami menentukan tipe mating sel-sel strain hasil persilangan strain A dan

Dalam penelitian genom ragi S. cerevisiae, penentuan tipe mating berguna terutama dalam konstruksi

strain B menggunakan strain tester SH682 yang memiliki tipe mating MATa dan strain tester SH683 yang memiliki
tipe mating MAT . Hasil menunjukan dari 11 aski dengan 4 spora menghasilkan 2 spora MATa dan 2 spora MAT «
untuk setiap aski nya. Hal ini mengindikasikan bahwa penentuan tipe mating merupakan salah satu fenotip yang penting
dalam teknik tetrad analisis sebagai metode konvensional dalam penelitian molekular ragi.
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ABSTRACT: In research of yeast S. cerevisiae genome, determination of mating type is useful especially to construct
mutants by crossing method. We determined a mating type of strain cells generated from strain A and strain B crossing
by using tester strain SH682 which has MATa and tester strain SH683 which has MAT«a . Result showed that each of
11 asci with 4 spores exhibit 2 spores MATa and 2 spores MAT« . This indicated that determination of mating type is

one of essential phenotype in tetrad analysis as a conventional method in molecular work of yeast.
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1 PENDAHULUAN

enom ragi S. cerevisiae sebagai model penelitian

menjadi pilihan banyak peneliti untuk melaku-
kan penelitian genetik molekular dari sistem eukariot.
Sebagai model penelitian, kemudahan dalam manipu-
lasi genom ragi S. cerevisiae merupakan hal yang men-
guntungkan bagi peneliti. Beberapa kelebihan ragi di-
antaranya pertumbuhannya cepat, pola pertumbuhan
‘budding’ sel yang tersebar, mudah untuk dilakukan
replika plating, dan sistem genetik ragi telah diketahui
dengan baik. Sebanyak 16 kromosom ragi S. cerevisiae
yang telah terkarakterisasi, DNA kromosom ini memi-
liki ukuran total 12.052 kb, sedangkan masing-masing
kromosom memiliki ukuran 200 kb hingga 2.200 kb.
S. cerevisiae memiliki 6.183 open reading frame(ORF)
dan hanya 5.773 gen mengkode protein, gen-gen ini
rata-rata berukuran 1,45 kb atau 483 kodon!!.

Ciri lain dari ragi S. cerevisiae adalah mempunyai
sel-sel berbentuk haploid dan diploid yang stabil. Be-
berapa perbedaan antara sel-sel haploid dan diploid
dari S. cerevisiae adalah volume sel haploid 70 um?,
sel diploid 120 pm3, sel haploid memiliki komposisi
DNA 0,017 x 10~*2g, RNA 1,2 x 10~ *2g dan protein
6 x 10~ 12g, sedangkan sel diploid memiliki komposisi
DNA 0,034 x 10~*2g, RNA 1,9 x 10~ '2g dan protein
8 x 10712g. Sebenarnya ukuran sel haploid dan diploid
bervariasi sesuai dengan strain dan fase pertumbuhan-
nya. Sel haploid berbentuk sferoid dengan diameter
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berukuran 4 pym, sedangkan sel diploid berbentuk elips
berukuran 5x 6 ym. Selama fase eksponensial pertum-
buhan, kultur sel haploid cenderung untuk memiliki
jumlah sel yang lebih banyak per cluster nya diban-
dingkan dengan sel diploid. Sel haploid memiliki bud-
ding yang muncul berbatasan sel diploid sebelumya,
sedangkan sel diploid memiliki budding yang muncul
pada kutub yang berlawanan(!].

Perbanyakan atau regenerasi sel ragi S. cerevisiae
dapat berlangsung melalui proses mitosis atau pem-
belahan sel dan miosis melalui perkawinan antara sel-
sel yang memiliki tipe mating yang berbeda. Pada
ragi S. cerevisiae, dua tipe mating disimbolkan dengan
MATa dan MAT«. Sel haploid memiliki salah satu
tipe mating yaitu MATa atau MAT«. Sedangkan
sel diploid memiliki kedua tipemating tersebut, yaitu
MATa/a. Dengan demikian, sel haploid dapat me-
lakukan perkembang biakan dengan kedua proses mi-
tosis dan miosis. Sedangkan sel diploid hanya dapat
melalui proses mitosis untuk perkembangbiakannyal?!.
Dengan miosis, kita dapat menghasilkan transforman
atau rekombinan pada ragi S. cerevisiae melalui proses
persilangan antara strain yang memiliki jenismating

yang berbedal?!.

Penelitian ini bertujuan menunjukan tipe mating
dari ragi dengan menggunakan strain tester SH682
dan SH683
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2 METODE PENELITIAN

2.1 Strain dan kondisi kultur yang digunakan

FY833 = ura3-52 his3-A200 Alleu2 Allys2 A202 trpl
A63 digunakan sebagai wild type strain dan parental
strain. Strain A: ura3-52 his3-A 200 leu2 A1 lys2 202
trpl 63 ptcl ::CgHISS. Strain B: ura3-52 his3- A200
leu2 Allys2 A202 trpl A63 ptcl A ::CgHIS3 msg5A
::CgLEU2M.

Media agar YPAD terdiri atas yeast extract 1%,
bakto pepton 2%, dextrosa 2%, bakto agar 2%, adenin
0.4 mg/ml dan air suling (Sigma- Aldrich Co). Me-
dia minimum terdiri atas yeast nitrogen base tanpa
asam amino 0,67%, glukosa 2% dan bakto agar 2%.
Jika tidak dijelaskan lebih lanjut pertumbuhan sel di
lakukan pada temperatur 30°C.

Media SPM (sporulation medium) merupakan me-
dia sporulasi terdiri atas kalium asetat 0,3%, rafinosa
0,02%, suplemen-suplemen adenin, arginin, histidin,
isoleusin, leusin, lisin, metionin, fenilalanin, treonin,
triptopan, urasil dan valin masing-masing 10 pg/ml.

2.2 Pembentukan aski diploid ragi S.
cerevisiae dengan penyilangan

Mating dilakukan antara strain A yang memiliki tipe
MATa disilangkan dengan strain B yang memiliki tipe
MATa. Setelah inkubasi pada 30°C selama semalam,
sel diploid di kumpulkan dan ditransfer pada media
SPM sebagai media penginduksi sporulasi. Inkubasi
selama 4 hari hingga 1 minggu sampai terbentuk
jumlah aski yang memiliki 4 spora cukup banyak.
Pisahkan spora aski dengan mikromanipulator meng-
gunakan media YPDA. Inkubasi pada 30°C selama 2-3
hari. Kemudian koloni-koloni sel yang tumbuh dipin-
dahkan ke media baru YPDA.

2.3 Pengujian tipe mating terhadap
koloni-koloni strain yang tumbuh
menggunakan strain tester SH682 dan
SH683

Sel-sel yang akan diuji tipe mating-nya digoreskan
pada media YPDA. Inkubasi semalam pada suhu
30°C. Masing-masing sel strain tester SH682 untuk
penentuan strain MAT o dan SH683 untuk penentuan
strain MATa diinokulasi dengan menggunakan 5 mL
media YPDA broth yang diiinkubasi pada suhu 30°C
selama semalam. Sebarkan sel-sel tester tersebut ke
dalam media agar YPDA dan inkubasi pada 30°C se-
lama semalam. Dengan cara replika silangkan sel-sel
tester dan sel-sel uji ini menggunakan media YPDA
agar, inkubasi pada 30°C selama semalam. Replika
plating dengan media YPDA baru kemudian inkubasi
pada 30°C selama semalam. Replika dengan menggu-
nakan media minimum dan inkubasi pada 30°C selama
satu hari.
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3 HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Strategi untuk menghasilkan koloni baru
melalui persilangan

Pada studi ini, penentuan tipe mating sel haploid
ragi S. cerevisiae diawali dengan pembentukan diploid
melalui penyilangan antara strain A dengan strain B
kemudian dipisahkan spora-spora dari aski nya untuk
membentuk sel haploid hasil penyilangan strain A X
strainB seperti yang terlihat pada Gambar 1.
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8300
SelHaploid yang akan ditentukan tipe mating nya

GAMBAR 1: Pembentukan diploid dengan penyilangan an-
tara strain A X strain B, dan pembentukan sel haploid
hasil penyilangan strain A x strain B

Diploid sel hasil penyilangan A xB dikumpulkan dan
dipindahkan ke media SPM yang miskin nutrisi se-
hingga diharapkan sel akan berspora dengan baik[5].
Dengan mikromanupulator, kita dapat melakukan
pemisahan askospora, zigot dan sel vegetatif. Didalam
media agar SPM, dapat kita temukan aski yang terdiri
4 spora, 3 spora, 2 spora,l spora dan juga sel vegetatif
yang tidak berspora. Kami hanya mengambil sampel
aski yang mengandung 4 spora dan dilakukan pemisa-
han spora-sporanya menggunakan media kaya YPDA.
Aski yang memiliki 4 spora memiliki ciri berbentuk
tetrahedral. Pemisahan spora dilakukan pada me-
dia. YPDA sehingga memudahkan pertumbuhan sel.
Untuk memudahkan pemisahan spora-spora ini, se-
belumnya menggunakan mikromanipulator, dilakukan
pengrusakan dinding spora dengan penambahan en-
zim lisozym dan inkubasi pada suhu 30°C selama 5
menit. Spora-spora yang sudah terpisah diinkubasi
pada 30°C selama 2-3 hari. Apabila hasil pemisa-
han setiap aski menghasilkan 4 independent koloni sel
mengindikasikan bahwa pekerjaan pemisahan spora-
spora aski dilakukan dengan baik. Kemudian koloni-
koloni sel yang telah tumbuh ini di refresh ke media
YPDA baru.

3.2 Menentukan tipe mating ragi
S. cerevisiae

Strain tester yang digunakan untuk menentukan tipe
mating ragi S. cerevisiae adalah SH682 yaitu strain
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dengan tipe MATa karena sel MATa menghasilkan
polipeptida feromon faktor a yang berinteraksi dengan
reseptor yang ada pada permukaan sel a. Begitu
juga sebaliknya SH683 merupakan strain dengan tipe
MAT« karena sel MATa menghasilkan polipeptida
pheromon faktor « yang berinteraksi dengan reseptor
yang ada pada permukaan sel a.

Strain induk
(FParental Strain)

GAMBAR 2: Koloni-koloni sel yang didapat dari pesilan-
gan strain A X strain B. Nomor 1-11 adalah nomor sam-
pel aski, sedangkan A B, C dan D adalah sel haploid dari
spora-spora yang dipisahkan dari aski

Hasil persilangan antara strain A dan strain B
menghasilkan diplod banyak aski Sebelas aski yang
memiliki 4 spora kami pisahkan dan menghasilkan
koloni-koloni sel seperti yang terlihat pada Gambar
2.

GAMBAR 3: Koloni diperiksa tipe mating-nya dengan a)
disilangkan dengan strain tester SH683; b) disilangkan
dengan strain tester SH682

Selanjutnya koloni-koloni tersebut ditentukan tipe
mating-nya menggunakan strain tester SH682 dan
strain tester SH683. Dengan ditumbuhkan pada me-
dia minimum dapat koloni-koloni sel tersebut dapat
dibedakan seperti terlihat pada Gambar 3. Koloni
yang bertipe MATa dapat melakukan persilangan
dengan strain tester SH683 dan dapat tumbuh dengan
baik pada media minimum. Sedangkan koloni yang
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bertipe MAT«a dapat melakukan persilangan dengan
strain tester SH682 sehingga dapat tumbuh dengan
baik pada media minimum. Pada bagian kanan atas
terlihat bahwa tipe mating dariparental strain yaitu
MATa dan MAT .

Strain induk
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GAMBAR 4: Kesimpulan hasil tipe mating koloni-koloni
hasil pesilangan strain A X strain B. Simbol a artinya sel
memiliki tipe mating a (MATa) dan simbol « artinya sel
memiliki tipe mating o (MAT o)

Hasil pengujian mating tersebut dapat disimpulkan
seperti pada Gambar 4.

Dari kesimpulan hasil terlihat bahwa setiap aski
dengan 4 spora akan menghasilkan 2 spora bertipe
mating a dan 2 spora bertipe mating a. Pengujian
jenis mating pada hasil persilangan juga akan mem-
bantu teknik tetrad analysis yang merupakan teknik
konvensional dalam genetik molekular ragi. Dalam
teknik tetrad analisis kita bandingkan pola pertum-
buhan koloni tersebut dengan uji fenotip lainnya, mis-
alnya uji auksotrop terhadap media tanpa suplemen
tertentu, media mengandung kation tertentu, atau me-
dia yang mengandung zat kimia (obat) tertentu(6-8).

4 SIMPULAN

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:

1. Penentuan tipe mating ragi S. cerevisiae dapat
dilakukan dengan strain tester SH682 yang memi-
liki MATa dan strain tester SH683 yang memiliki
MAT .

2. Setiap aski sel diploid hasil persilangan antara
strain A dan strain B yang mengandung 4 spora,
akan menghasilkan 2 sel haploid bertipe mat-
ing a (MATa) dan 2 sel haploid bertipe mating
a(MAT« ).
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