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ABSTRACT 

An expriment was conducted to sequence porcine ovary full-length cDNA clone. Ten clones were sequenced and randomly 
selected for DNA homology. It showed high similarity to human Expression Sequence Tag (ESTs). The sequence of cDNA clones 
mactched were known as RABLY, AIlL6IP4, FBLNl, TUBAl, ATPSF1, GNAI2 and RFCS genes. Average full-length of sequence is 
about 700 bp, wheares homology percentage are 735%, 77.ryJ/o, 85.2"/0, 945°/0, 85.5%, 92.4% and 87.6% repectively. 
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PENDAHULUAN 

Isolasi dan karakterisasi gen merupakan salah 
satu upaya yang diharapkan bermanfaat dalam 
menentukan dan mempelajari gen-gen yang mengon­
trol sifat-sifat ekonomis maupun penyakit genetik. 
Analisis DNA dilakukan tidak hanya DNA yang 
terdapat di dalam inti akan tetapi juga yang terdapat 
di sitoplasma yaitu massengerRNA. MassengerRNA 
merupakan produk gen yang memiliki untai tunggal 
(single strand) dan melalui proses bantuan enzim 
RNaseH dapat dibentuk menjadi complementary­
(e)DNA yang memiliki untai ganda (Griffith, et al. 
1991). 

Informasi runutan eDNA sangat penting dilaku­
kan yaitu untuk menentukan dan mengidentifikasi 
gen, juga untuk menganalisis struktur dan fungsi gen 
(Suzuki, et al. 1997). Sebagai tahapawal, maka dilaku­
kan runutan klon eDNA yang berasal dari ovari babi 
yang telah· dikonstruksi oleh Suzuki et al. (2000). 
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi 
gen babi melalui uji kesamaan hasil runutan eDNA 
yang berasal dari babi dengan runutan EST (Expected 
Sequence Tag) manusia. 

MATERI DAN METODE 

Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laborarium Society for 
Techno-innovation of Agriculture, Forestry and Fisheries 
(Sf AFF) Institute, Tsukuba-}apan pada bulan Agustus 
sl d November 2002. 

Kultur Bakteri E.coli 

Bakteri E.coli yang telah disisipkan eDNA yang 
dikonstruksi oleh Suzuki et al. (2000) dibiakkan di 

dalam eawan kultur. Sebanyak 25 ml media Luria 
Bertani (LB) Agar yang telah ditambahkan antibiotik 
dimasukkan ke dalam eawan kultur dan dibiarkan 
sampai mengeras, kemudian 1 ml biakan E.coli 
disebarkan ke dalam eawan yang berisi LB Agar 
tersebut. Cawan biakan diinkubasi pada suhu 370C 
selama 16-20 jam di dalam inkubator. Bakteri E.coli 
yang tumbuh dengan baik akan menyebar rata 
menutupi permukaan biakan dan kemudian klon 
bakteri tersebut satu persatu di ambil dan dimasuk­
kan . ke dalam eawanl plate mikrotiter yang berisi LB 
Gliserol yang ditambah antibiotik. Klon bakteri E.coli 
kemudian disimpan pada suhu -800c untuk analisis 
selanjutnya. 

Purifikasi dan Ekstraksi Plasmid eDNA 

Klon bakteri E.coli yang disimpan pada suhu -
800c diambil dan dibiarkan sampai meneair, 
kemudian di tumbuhkan kembali pada eawan kultur 
yang berisi 1,2 ml media LB Gliserol yang telah 
ditambah antibiotik dengan menggunakan sisir 
biakan dan diinkubasi pada suhu 370C selama 16-20 
jam di dalam inkubator bergoyang (shaker). Selanjut­
nya, bakteri E.coli (plasmid) dipurifikasi dan di ekstrasi 
dengan metode yang disarankan oleh Sambrook et al. 
(1989). Untuk meneek konsentrasi plasmid eDNA 
dilakukan elektroforesis dengan 1 % agarose. 

Perunutan Plasmid eDNA 

1. Templet dan PRC (Polymerase Chain Reantion) 
Templet (sampel eDNA) dan dH20 sebanyak 12 

~l dicampur dengan 8 ~l larutan reaction mix yang 
terdiri atas 800 ~l big dDye terminator, 1200 ~l dH~, 
1200 ~l 5x bufer runutansing dan 14,4 ~l 100 pM 
primer M13 untuk 400 kali larutan reaction mix. 
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