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Abstract

The role of genes in tissue regeneration process of house gecko (Hemidactylus platyurus) tail is very
important to study. However, the PGC-1a gene that plays a role in mitochondrial biogenesis in the
tissue regeneration process of house gecko tail has not been studied before. The phylogenetic method
can be used to track the determinant species closest to kinship. Multiple alignment method is software
that can align the conserved gene sequences from several species that have sequence identities highly.
The phylogenetic analysis is used to track the determinant species closest to kinship. Basic Local
Alignment Software Tools (BLAST) is used to analyze the identity of gene sequences from several
species. Alignment the conserved sequences of gene was using to multiple alignment methods in
MEGA?7 software. Primary DNA predicted of PGC-1o gene was made using Primer3 software that
based on gene sequences conserved from MEGA7 multiple alignment process. The specification of
gene expression was tested by Real Time PCR. The results of phylogenetic analysis the species
closest to H. platyurus are Gecko japonicus. BLAST results and multiple alignments obtained by
sequences as a basis for the design of primary DNA. The primary design of the DNA predicted PGC-
la H.platyurus gene was successfully amplified with Real Time PCR and produced one peak, which
indicates the specific gene expression. Predicted primary DNA PGC-la gene of Hemidactylus
platyurus that has not been previously studied, can be designed using phylogenetic to determinant
species closest to kinship and multiple alignment methods.

Keywords: mitochondrial biogenesis, tissue regeneration, MEGA7, BLAST, qPCR

Abstrak
Peran gen pada proses regenerasi jaringan ekor cecak rumah Hemidastylus platyurus sangat penting
untuk diteliti, Namun, gen PGC-lo yang berperan dalam biogenesis mitokondria pada proses
regenerasi jaringan ekor cecak rumah, belum pernah diteliti sebelumnya. Metoda phylogenetic dapat
digunakan melacak spesies penentu yang paling dekat kekerabatannya. Metoda multiple alignment
merupakan software yang dapat mensejajarkan sekuen gen lestari dari beberapa spesies yang memiliki
identity sekuen tinggi. Analisis phylogenetic digunakan untuk melacak spesies penentu yang paling
dekat kekerabatannya. BLAST software digunakan untuk analisis identity sekuen gen dari beberapa
spesies. Pensejajaran sekuen gen yang bersifat lestari menggunakan multiple alignment metoda pada
software MEGA?Y. Dibuat rancangan prediksi DNA primer gen PGC-la dengan software primer3
berdasarkan sekuen gen lestari hasil multiple alignment MEGAY7. Spesifikasi ekspresi gen diuji
dengan Real Time PCR. Hasil analisis phylogenetic spesies yang terdekat dengan H. platyurus adalah
Gecko japonicus. Hasil BLAST dan multiple alignment diperoleh sekuen lestari sebagai dasar
rancangan DNA primer. Diperoleh desain primer DNA predicted gen PGC-1a H.platyurus yang
berhasil diamplifikasi dengan Reak Time PCR dan menghasilkan satu peak, yang menandakan gen
terekspresikan spesifik. Predicted DNA primer gen PGC-1a Hemidactylus platyurus yang belum
pernah diteliti sebelumnya dapat dirancang dengan metoda multiple alignment dengan spesies penentu
yang paling dekat kekerabatnnya menurut phylogenetic.

Kata Kunci: biogenesis mitokondria, regenerasi jaringan, MEGA7, BLAST, gPCR

39


mailto:sadikinmohamad@gmail.com

Novianti, dkk

Pendahuluan

Gecko adalah hewan reptil yang biasa
merayap di dinding atau pohon. Berdasarkan
habitatnya terdapat dua jenis, yaitu cecak rumah
dan cecak hutan. Cecak rumah memiliki tiga
spesies yang berbeda vyaitu Hemidactylus
frenatus, Hemidactylus platyurus (cecak
tembok) dan Gehyra mutilate, dengan habitat
berupa bangunan, semak, dan pohon [1,2].

Hemydactylus platyurus adalah sejenis
reptil yang termasuk suku cecak
(Geckonidae). Dalam bahasa Inggris
disebut flat-tailed house gecko, seperti tercermin
dari nama ilmiahnya, platyura (dari bahasa
Yunani, platus artinya pipih, ura artinya ekor)
[3]. Hemidactylus platyurus ini bertubuh pipih
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lebar, berekor lebar dengan jumbai-jumbai halus
di tepinya. Pada sisi bawah bagian tubuhnya
terlinat adanya lipatan kulit agak lebar di sisi
perut dan di belakang kaki. Hemidactylus
frenatus memiliki tubuh lebih kurus, bentuk ekor
lebih bulat, dan memiliki tonjolan kulit serupa
duri. H. frenatus lebih menyukai tinggal di
pohon atau di bagian rumah yang berkayu
seperti atap rumah. Terkadang didapati bersama
cecak tembok di dinding luar rumah dekat lampu,
namun umumnya kalah bersaing dalam
memperolen  makanan.  Gehyra  mutilata
bertubuh lebih kecil, kepala membulat, dan
warna kulit lebih cerah. Cecak ini kerap ditemui
di sekitar dapur, kamar mandi, dan lemari makan,
mencari butir-butir nasi atau gula [4,5].

Gambar 1. Jenis-jenis cecak (a) cecak rumah (Hemidactylus platyurus); (b) Cecak kayu

(Hemidactylus frenatus); (c) cecak gula (Gehyra mutilata) (modifikasi dari

Cecak rumah termasuk ke dalam kelas
Reptilia, ordo Squamata, dan famili Gekkonidae.
Cecak H. frenatus ditemukan di seluruh wilayah
Indonesia, sedangkan H. platyurus ditemukan di
pulau Jawa, Nias, Sumatera, Kalimantan,
Sulawesi, Lombok, dan Flores. H. platyurus
tersebar luas, mulai dari Nepal dan Bhutan, India

4,5)

utara (Darjeeling, Sikkim), India timur, termasuk
Andaman dan Nikobar, Sri Lanka, lewat
Myanmar, Vietnam, Thailand, semenanjung
Malaya sampai ke Sumatra, Borneo, dan Jawa,
ke timur sampai Filipina, Tiongkok, dan Florida,
Amerika Serikat [6,7].

Tabel 1. Tabel Klasifikasi llmiah Cecak Rumah (modifikasi dari*°)

Taksa Nama taksa

Kingdom Animalia Linnaeus, 1758 - kerajaan hewan (animals)
Phylum Chordata Bateson, 1885 — filum chordata (chordates)
Class Reptilia Laurenti, 1768 — kelas binatang melata (reptiles)
Order Squamata Oppel, 1811 - ordo kadal dan ular

Family Gekkonidae Gray, 1825 - suku cecak (geckoes)

Genus Hemidactylus Gray, 1825

Species H. platyurus

Binomial nama latin

Hemidactylus platyurus (Schneider, 1797)

Cecak memiliki daya regenerasi tinggi
pada ekor yang terputus (autotomi) dan mampu
membentuk ekor baru. Autotomi adalah perilaku
cecak dalam kemampuannya memutuskan ekor
untuk mengelabui predator. Saat autotomi, cecak
akan menekan ototnya di bagian tataran
autotomi sehingga ekor terputus (gambar 1).

Secara struktur, ekor cecak disokong oleh ruas-
ruas tulang ekor (vertebra kaudalis) yang
tersusun berurutan dari pangkal sampai ke ujung
ekor. Pada ekor terdapat jaringan lemak,
jaringan otot, jaringan saraf (pusat dan tepi),
pembuluh darah, dan kulit. Pada bagian tengah
ruas tulang ekor cecak terdapat bagian yang
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menyempit membentuk suatu celah melintang
disebut tataran autotomi [8,9].

Daya regenerasi jaringan ekor pada
cecak merupakan upaya cecak  untuk
memperbaiki jaringan pada ekor sehingga dapat
memulihkan struktur dan fungsi jaringan seperti
sedia kala [9]. Proses regenerasi jaringan
meliputi  proses proliferasi sel, migrasi,
diferensiasi, dan morfogenesis. Pada dasarnya,
proses regenerasi dimediasi oleh proses regulasi
molekuler, gen, dan protein [10]. Keseluruhan
proses regenerasi jaringan memerlukan energi
dalam jumlah besar, yang dapat diperoleh
melalui proses metabolisme aerob. Peningkatan
metabolisme  aerobik  tercermin  dengan
meningkatnya jumlah  mitokondria, sebab
mitokondria merupakan organel pengguna
oksigen untuk menghasilkan energi dalam
jumlah besar [11]. Pada kondisi tersebut, energi
sangat diperlukan untuk sejumlah proses
regulator dan biosintesis, oleh karena itu
biogenesis mitokondria sangat diperlukan
selama proses regenerasi jaringan [12].
Mitokondria ~ mampu  mengatur  regulasi
biosintesis pada proses miogenesis. Hasil
penelitian Duguez memperlihatkan kemampuan
regenerasi otot rangka tikus tergantung pada
kemampuan fosforilasi oksidatif di mitokondria
[13].

Mitokondria sebagai organel penghasil
energi, memiliki peran dalam proses proliferasi
dan diferensiasi sel serta jaringan. Biogenesis
mitokondria dapat didefinisikan sebagai sintesis
dan pertumbuhan mitokondria dalam hal jumlah,
masa, serta ukuran. Protein mitokondria dikode
oleh genom inti sel dan genom mitokondria itu
sendiri. Biogenesis mitokondria memerlukan
sekitar 1000-1500 protein yang dikode oleh
genom inti sel. Biogenesis mitokondria terjadi
karena adanya tekanan dari lingkungan seperti
aktivitas tubuh yang tinggi, perubahan suhu,
stres oksidatif, pembelahan sel, serta diferensiasi
sel. Biogenesis mitokondria juga memerlukan
membran  mitokondria yang utuh untuk
mendukung sintesis protein dan
mempertahankan gradien proton selama respirasi
[14,15]. Sel pada jaringan ikat dan sel otot dapat
memodulasi ekspresi gen peroxisome
proliferator-activated receptor gamma
coactivator (PGC- 1a), yang berperan dalam
proses biogenesis mitokondria selama regenerasi
otot skeletal [16].

Ekspresi gen pada regenerasi jaringan
ekor cecak belum pernah diteliti sebelumnya.
Oleh karena itu desain DNA primer gen pada
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cecak sangat penting, untuk menelliti peranan
gen tersebut pada proses regenerasi jaringan.
Rancangan desain primer gen yang belum
pernah diteliti sebelumnya dapat dilakukan

dengan metode sekuensing gen secara
keseluruhan atau secara sederhana dengan
metoda  filogenetik yang lebih  dekat
kekerabatannya  dilanjutkan ~ menggunakan

metoda multiple alignment pada sekuense gen
yang bersifat konserv serta uji Real Time PCR.

Real-time PCR atau quantitative PCR
(gPCR) merupakan salah satu metode paling
sensitif untuk mendeteksi spesifikasi dan
kauntitas mRNA. Prinsip kerja qPCR adalah
mendeteksi dan mengkuantifikasi berdasarkan
keberadaan  Reporter  Fluorescens.  Sinyal
Fluorescens akan meningkat seiring dengan
bertambahnya produk PCR (amplikon) dalam
reaksi. Peningkatan jumlah amplikon yang
signifikan pada fase eksponensial berhubungan
dengan jumlah inisiasi gen. Makin tinggi tingkat
ekspresi gen maka deteksi emisi fluoresen makin
cepat terjadi. Tujuan dari penelitian ini adalah
mendesain DNA primer gen PGC-1a cecak yang
belum pernah diteliti sebelumnya. Uji ekspresi
spesifikasi gen PGC-1a dilakukan melalui real
time PCR (gPCR) dengan analisis single peak
melt curve pada amplifikasi gen PGC-la yang
mengindikasikan bahwa amplifikasi target telah
spesifik, yang dapat menentukan keberhasilan
desain primer DNA predicted gen PGC-1a yang
spesifik untuk H. platyurus.

Metode Penelitian
Metode Filogenetik

Pelacakan gen PGC-lo cecak rumah
(Hemidactylus platyurus), dimulai dengan
pengkajian filogenetik spesies yang paling dekat
kekerabatannya. Spesies yang dipilih adalah
yang paling dekat kekerabatannya dan telah
diidentifikasikan serta dipublikasikan urutan
DNA pada gennya [3,4].

Blast

Selanjutnya gen tersebut dianalisis dengan
perangkat lunak software Basic Local Alignment
Search Tools (BLAST) dengan spesies lainnya
sehingga didapatkan nilai identity dari mulai
yang tertinggi sampai yang terendah. Sekuen gen
yang memiliki nilai identity tinggi digunakan
dalam metoda multiple alignment untuk
mendapatkan sekuen yang conserved.
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Multiple Alignment

Penentuan daerah lestari ditentukan
dengan menggunakan program Mega7. Urutan
basa yang diperoleh disejajarkan dengan
Program ClustalX untuk kemudian dipilih yang
paling memiliki kesamaan dalam basa
penyusunnya dengan kemiripan 80-100 %.

Sebagai dasar pelacakan penempelan primer [17].

Desain Primer

Dilakukan analisis penentuan DNA primer
dengan perangkat lunak Primer3, dan secara
manual dipilih daerah yang paling lestari dengan
mempertimbangkan daerah tersebut adalah
daerah urutan sandi, dengan persyaratan umum,
antara lain jumlah nukleotida, kandungan GC
dan tidak terdapat kemungkinan adanya saling
komplementer antar basa di dalam satu rantai
primer ataupun antara primer yang satu dengan
lainnya.

Real Time PCR

Uji Real Time PCR merupakan
pembuktian bahwa desain DNA primer telah
sesuai dengan melihat hasil annealing DNA
primer dengan DNA sampel. Prosedur Real
Time PCR adalah sebagai berikut; sintesis DNA,
inaktivasi Reverse transcriptase, PCR, annealing
gen PGC-1a, dan melting curve.

Gen 18s rRNA digunakan sebagai house
keeping gene. Desain primer gen 18S rRNA
dirancang dengan menggunakan metoda yang
sama dengan desain gen PGC-la. Sebagai
kontrol negatif digunakan nuklease free water
sebagai pengganti RNA untuk menyingkirkan
hasil positif palsu. Dari hasil Real Time PCR

diperoleh nilai efisiensi dan Cycle Treshold (CT).
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Nilai ambang (treshold) diatur untuk
memperoleh efisiensi ekspresi yang paling
optimum dan diseragamkan agar semua data
dapat dibandingkan. Nilai CT merupakan
perpotongan kurva dengan garis ambang.

HASIL
Metode Filogenetik

Hasil analisis filogenetik ditemukan
spesies Gecko japonicus merupakan spesies
yang digunakan sebagai referensi karena paling
dekat kekerabatannya dengan H. platyurus dan
telah teridentifikasi urutan DNAnya. ldentifikasi
basa DNA diperoleh dari website National
Center for Biotechnology Information (NCBI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. )

O outgroup

Rhacodactylus
:% Delma
Lialis

Coleonyx
Goniurosaurus
Eublepharis
Hemitheconyx
Gonatodes
Phyillodactylus
Tarentola
Dixonius
Heteronotia
Phelsuma
—{2 Paroedura

——@& Christinus
Gehyra
_"ﬁ Cyrtodactylus
Hemidactylus
Lepidodactyius
Gekko gecko
Gekko japonicus
Gekko hokouensis

Gambar 2. Phylogenetic Reptil (Gamble, 2010)
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Gambar 3. Gen PGC-1a Gecko Japonicus sumber NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.)
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Gambar 4. BLAST gen PGC-1a Gecko japonicus dengan spesies reptile lainnya
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.)
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Gambar 5. Analisis Identity gen PGC-1a. Gecko japonicus dengan genPGC-1a dari spesies lainnya

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.)

Multiple alignment

Dari beberapa spesies hasil BLAST
yang memiliki nilai identity sekuen DNA
100-79% dilakukan multiple alignment,
sehingga diperoleh beberapa spesies dengan
sekuen DNA PGC-1a yang memiliki sekuen
DNA sejajar (Gambar 6). Dipilih sekuen
sejajar pada daerah CDS yang sesuai dengan

(=@ EmE »e| 'l

DNA Sequences }Tmn;\ated Brotein Sequences |

P
X
x

+ g Q2

sekuen DNA primer yang telah dirancang
dengan software Primer3.

DNA Primer gen PGC-1a

Rancangan DNA Primer gen PGC-
lo dan 18S RNA Hemidactylus platyurus
menggunakan software primer3 yang telah
melewati proses phylogenetik, BLAST, dan
multiple alignment (Tabel 2).

% %

sssss
1. XM_015412996.1 PREDICTED: Gekko |
2. XM_003215766.3 PREDICTED: Anoll
3. NM_001317049.1 Pelodiscus sinel
4. XM_006115005.2 PREDICTED: Pelodis
5. XM_006115005.2 PREDICTED: Pelodis

-

000000

000000
.

000000

6. XM_005291544.1 PREDICTED: Chrysemys picta
7. Sequence 5

00

000000
00000
000400
000000

Site # [7e3 = & with " w/o gaps

Gambar 6. Proses multiple alignment gen PGC-1a Gecko japonicus dengan spesies lainnya yang
memiliki nilai identity sekuen DNA 100-79 % menggunakan software MEGA7

Tabel 2. Primer PGC-1a cecak rumah (Hemidactylus platyurus)

Gen Forward Primer Reverse Primer Produ
K (pb)

18 S ACACGCTCCACCTCATCTTC ATCCC GAGAAGTTCCAGCA 188

rRNA

PGC-1oo TCTCGATCGGGAATATGG AG GATCTGTCGCCTTCTTGCTC 159
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Real Time PCR

Proses Real Time PCR predicted gen
PGC-la emidactylus platyurus yang meliputi
sintesis DNA selama 5 menit, suhu 42°C:
inaktivasi Reverse transcriptase 2-5 menit, suhu
95°C; siklus PCR dilakukan 40 siklus selama 10
detik pada suhuh 95°C; 30 detik 55°C suhu
annealing untuk gen PGC-la; 30 detik pada
suhu 72°C. Selanjutnya tahap melting curve

Melting Curve

Derivative Fluorescence
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selama satu menit pada suhu 95°C, satu menit
pada suhu 55°C, 10 detik pada suhu 55°C.

Diperoleh hasil Real Time PCR gen PGC-
la pada gambar 7, dengan menghasilkan grafik
melting curve satu peak yang menunjukkan
DNA vyang diamplifikasi spesifik untuk gen
PGC-la. Hasil amplifikasi yang menunjukkan
kuantitas RNA yang dihasilkan berbeda-beda
untuk setiap perlakuan yang berbeda.

Amplification Plot

Ampilification Plot

AR

Gambar 8. Hasil Real Time PCR gen PGC-1a Hemidactylus platyurus (A) Grafik melting
curve satu peak (B) Grafik amplifikasi gen

Pembahasan

Analisis gen yang memiliki peran penting
pada suatu proses dalam tubuh organisma, perlu
dilakukan uji ekspresi gen tersebut. Gen PGC-1a
yang memiliki peran dalam proses biogenesis
mitokondria pada proses regenerasi jaringan
[14,15]. perlu dianalisis peranannya dalam
regenerasi jaringan ekor cecak (Hemidactylus
platyurus).  Namun, cecak sangat terbatas
datanya dalam hal penelitian biologi molekuler
sehingga  sekuen DNA  cecak  belum
terdokumentasikan dalam website NCBI. Oleh
karena itu untuk analisis lebih lanjut secara
biologi molekuler peranan gen dalam proses
regenerasi jaringan ekor cecak memerlukan
desain primer DNA PGC-la cecak terlebih
dahulu.

Langkah awal adalah mencari spesies
hewan yang paling dekat kekerabatannya dengan
cecak (Hemidactylus platyurus) dengan metode
analisis filogenetik. Spesies hewan yang dicari
paling dekat kekerabatannya adalah hewan yang

telah diteliti  sebelumnya secara biologi
molekuler, sehingga memiliki banyak data
molekuler dalam NCBI. Hasil analisis

filogenetik Hemidactylus platyurus
menunjukkan adanya kekerabatan yang lebih
dekat dengan Gecko japonicus yang memiliki
data sekuen DNA teridentifikasikan di laman
website NCBI [16]. Oleh karena itu spesies
Gecko japonicus dapat digunakan sebagai
spesies penentu dalam perancangan gen PGC-1a
Hemidactylus platyurus. Melalui uji Basic Local
Alignment Search Tools dengan menggunakan
gen PGC-la Gecko japonicus sebagai spesies
yang menghasilkan similaritas tinggi sebesar 78-
80% dengan spesies lainnya [16,17]. Tingkat
kemiripan medium identic sebesar 40-50%;
identitifikasi rendah jika nilai similaritinya 20—
35% Hasil BLAST gen PGC-lo Gecko
japponicus dengan spesies lainnya tergolong
hasil uji similaritinya relative tinggi. Beberapa
spesies yang memiliki nilai similarty tinggi
dilakukan uji pensejajaran sekuen (Multiple
alignment) untuk mencari sekuen conserved
pada sekuen gen PGC-la yang diduga dimiliki
juga oleh Hemidactylus platyurus, yang secara
filogenetika cukup dekat [18].

Analisis membandingkan sekuen DNA
dan protein memiliki peran penting peranannya
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dalam evolusi, rekonstruksi, dan seleksi alami
secara evolusi. Metoda yang digunakan dengan
program computer yang mudah digunakan untuk
pensejajaran sekuen (multiple alignment) adalah
Molecular Evolutionary Genetics  Analysis
(MEGA) software. Pada penelitian ini digunakan
pensejajaran sekuen DNA dari beberapa spesies
hasil BLAST dengan tingkat similaritas tinggi.
Spesies Gecko japonicus yang digunakan
sebagai spesies patokan pada proses multiple
alignment, ditentukan terlebih dahulu sekuen
Coding domain Sequence (CDS) nya dari data
NCBI.* Sekeun ini merupakan sekuen koding
yang akan ditranslasi menjadi protein, yang
diduga memiliki daerah conserved. Hasil
alignment gen PGC-1a Gecko japonicus dengan
gen PGC-la dari spesies lainnya menunjukkan
adanya kesamaan sequence yang cukup tinggi
pada daerah Coding Domain Sekuense (CDS).
Kesamaan sekuens tersebut menunjukkan
adanya sekuens yang terkonservasi sehingga
dapat dijadikan acuan untuk dibuat desain

primer DNA bagi spesies Hemidactylus
platyurus.
Hasil desain primer dengan software

primer3 pada daerah terkonservasi dan pada
daerah CDS menghasilkan DNA primer yang
memenuhi  syarat sebagai DNA  primer.
Rancangan DNA primer predicted gen PGC-1la
Hemodactylus platyurus memiliki panjang DNA
reverse dan forward sepanjang 20 bp, panjang
produk PCR 159 bp, dan suhu Tm sebesar 55°C.
Rancangan DNA primer gen PGC-la ini telah
memenuhi parameter dalam rancangan DNA
primer, vyaitu jumlah nukleotida 15-22 mers,
kandungan GC 50% atau lebih. Tidak terdapat
kemungkinan adanya saling komplemen antara
basa di dalam satu rantai primer ataupun antara
primer yang satu dengan lainnya.

Hasil Real Time PCR menunjukkan
adanya grafik melting curve satu peak. Hal ini
menunjukkan bahwa DNA yang diamplifikasi
spesifik untuk gen tertentu, dalam hal ini yang
diamplifikasi adalah gen PGC-1a Hemidactylus
platyurus yang telah berhasil diamplifikasi.
Keberhasilan  amplifikasi DNA  tersebut
menunjukkan keberhasilan dalam rancangan
predicted DNA primer gen PGC-1a yang belum
pernah diteliti sebelumnya.

Kesimpulan

Predicted DNA primer gen PGC-la
Hemidactylus platyurus yang belum pernah
diteliti sebelumnya dapat dirancang dengan
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metoda multiple alignment dengan spesies
penentu yang paling dekat kekerabatnnya secara
filogenetik.
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