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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik molekuler fragmen gen NP dari virus tetelo
isolat Bali-1/07. Fragmen gen NP diamplifikasi dengan RT-PCR, kemudian dikloning. Proses
pengkloningan diawali dengan meligasikan fragmen gen NP kedalam vektor plasmid p77blueT untuk
membentuk plasmid rekombinan. Plasmid rekombinan kemudian ditransfeksikan kedalam sel kompeten
E coli dengan metode heat shock. Tiga klon plasmid rekombinan yang membawa gen sisipan yang tepat
kemudian dipurifikasi dan disekuen. Sikuen nukelotida fragmen gen NP kemudian dijajarkan dengan
perwakilan NDV isolat dunia dengan program Clustal IW dan analisis filogenetik dengan menggunakan
program MEGA 4. Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa gen NP isolat NDV/Bali-1/07
berada satu kelompok dengan isolat dunia dari genotipe VII seperti Guangxii-11/03, KBNP-4152 dan Ast
2755/01 dengan prosentase kemiripan sekuen nukleotida berturut- turut 92%, 91,4% dan 91 %. Isolat ini
berada dalam kelompok yang berbeda dengan virus ND strain avirulen/vaksin seperti B1/47 dan LaSota/
46 dengan prosentase kemiripan sekuen nukleotida sebesar 77%.

Kata kunci: Kloning, vektor, gen nukleokapsid protein, NDV

ABSTRACT

A study was carried out on the molecular characteristics of gene encoding for nucleocapsid protein
(NP) of Newcastle disease virus (NDV) Bali-1/07. A portion of the fragment gene was amplified by reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). The RT-PCR product purified from the gel was treated
with Taq polymerase and cloned into plasmid pT7blueT vector. The recombinant plasmid was tranfected
into Nova blue singles strain of Escherichia coli-competent cells and selected using white and blue color
selection method. Good white colonies were subcultured and tested for presence of expected gene fragment
by polymerase chain reaction (PCR). The correct size PCR product was recloned and sequenced. The PCR
product of 540 base pairs were sequenced and aligned with several cognates genes of world NDV
isolates.using Cluster IW. The phylogenetic analysis was then performed using MEGA 4. Phylogenetic
analysis showed that the NP gene of NDV Bali-1/07 is closely related with virulent NDVs such as
Guangxii-11/03, KBNP-4152 and Ast2755/01 with nucleotide sequence homology of 92%, 91.4% and
91%respectively, whereas the nucleotide sequence homology with avirulent NDVs such as LaSota and B1
were 77%.
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PENDAHULUAN

Virus tetelo/Newcastle disease (ND) adalah
virus RNA (ribonucleic acid) beramplop yang
memiliki polaritas negatif dengan asam inti
berserat tunggal dan tidak bersegmen. Panjang
genomenya 15.186 nukleotida serta menyandi
enam polipeptida yakni nukleokapsid protein
(NP), phospoprotein (P), matrix (M), fusion (F),
hemagglutinin- neuraminidase (HN) dan RNA
polymerase (L) dengan susunan 3'-NP-P-M-F-
HN-L-5' (de Leeuw dan Peeters,1999). Adanya
kemajuan yang pesat pada teknik kloning cDNA
dan analisis sikuen, telah banyak memberikan
informasi pada struktur gen dari paramyxovirus
(Sato et al., 1987). Sikuen dari keenam gen
penyandi genome virus tetelo dari berbagai
negara sudah banyak dilaporkan, namun sangat
terbatas informasi tentang sikuen gen dari isolat
asal Indonesia dan kalaupun ada masih terbatas
pada gen HN dan F. Mengingat gen NP
merupakan gen yang terlibat dalam transkripsi
dan replikasi dari viral genome (Kho et al.,2004)
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
karakteristik molekuler fragmen gen NP virus
tetelo isolat Bali-1/07. Dalam penelitian ini
dilakukan pengkloningan dan sikuensing
fragmen gen NP dari virus tetelo isolat Bali-1/
07. Sikuen nukleotida yang didapat kemudian
dijajarkan dengan sikuen nuklotida berbagai
virus ND isolat dunia dengan program Clustal
w.

METODE PENELITIAN

Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR)

RNA virus tetelo diisolasi dari cairan
allantois telur berembryo bertunas yang telah
diinokulasikan dengan isolat Bali-1/07 (Adi et
al., 2010 ), kemudian dilanjutkan dengan reaksi
transkripsi balik yakni RNA virus tetelo diubah
menjadi ¢cDNA (complementary DNA )
menggunakan enzim reverse trancriptase dan
campuran 5 jenis primer depan (Adi et al., 2008).
Reaksi PCR untuk mengamplifikasi gen NP
sepanjang 540 bp digunakan sepasang primer
depan dan belakang yakni: 5'ATGAAGCA-
GCTCATGCGTTT’3 dan 5'AGTCGGTGTCGT-
TATCTTGG’3. Susunan nukelotida sepasang
primer ini dirancang dengan mengacu sikuen
nukleotida virus tetelo Lasota (No acession AF
0077761), kondisi PCR dan siklus pada mesin
thermocycler sepenuhnya seperti yang
dilakukan pada first round PCR oleh Adi et al.,
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(2008). Produk PCR yang didapat kemudian
dicampur dengan 2 pl loading dye 6x kemudian
dielektroforesis pada gel agarose 1% selama 25
menit dengan running buffer TAE (Tris Asetic
EDTA) 1x, kemudian divisualisasikan dengan
larutan ethidium bromide (0.5 mg/ml). Pita
sasaran yang didapat kemudian dipotong dan
ditimbang untuk selanjutnya dimurnikan

Pemurnian DNA dan reaksi PCR A
overhang

Pemurnian DNA. Potongan gel yang
berisi pita sasaran 540 bps dimurnikan dengan
mempergunakan wizard SV gel and PCR clean
up system (Promega KK, Tokyo, Japan), sesuai
dengan prosedur yang direkomendasikan oleh
produsen sebagai berikut: Kedalam tabung
ditambahkan membran binding solution dengan
perbandingan 1ul binding solution untuk
melarutkan 1 mg gel. Setelah gel larut
kemudian campuran ini dituang ke minicolumn
dan disentrifugasi dengan kecepatan 16 000 xg
selama 1 menit. Setelah cairan yang
terpisahkan dibuang minicolumn diset kembali.
Selanjutnya dilakukan pencucian sebanyak dua
kali masing-masing dengan cara: 1) Kedalam
minicolumn ditambahkan 700ul membran
washing solution, dilanjutkan dengan
sentrifugasi dengan kecepatan 16 000 x g selama
1 menit setelah cairan yang lolos dari filter
dibuang kemudian minicolumn diset kembali
2) Kedalam minicolumn ditambahkan 500 pl
membran washing solution, serta disentrifugasi
pada kecepatan 16 000 xg selama 5 menit.
Akhirnya, DNA yang menempel pada filter
dielusi dengan cara memindahkan minicolumn
kedalam tabung 1,5 ml kemudian 50 pl nuclease
free water dimasukkan kedalam minicolumn
diikuti dengan inkubasi selama 1 menit,
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 16
000 xg selama 1 menit. DNA dari hasil
pemurnian yang didapat sebanyak 50 ul dan 5ul
di electrophoresis untuk memastikan pita DNA.

PCR A overhang. Reaksi ini bertujuan
untuk menambahkan ujung adenin dilakukan
pada mesin thermocyler pada suhu 72°C selama
10 menit dengan komposisi reaksinya adalah
sebagai berikut: 2ul 10xPCR Buffer—-MgCl12, 2ul
2mMdNTP, 0,6ul 50mM MgCl2 kemudian
ditambah 0,1ul Taqg DNA Polymerase, dan
ditambahkan distilled water (DW) sampai
volume total menjadi 5ul terakhir ditambahkan
DNA hasil pemurnian sebanyak 1.5ul. Hasil
reaksi ini dinamai dengan DNA A+
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Kloning. Prosedur kloning mengacu pada
prosedur standar dari Sambrook dan Russell
(2001) dengan beberapa modifikasi. Secara
singkat proses pengkloningan terdiri dari dua
tahap yakni proses ligasi (ligation) yaitu
penempelan DNA ke dalam vektor (plasmid)
untuk membuat plasmid rekombinan, dan
proses transformasi yaitu proses transfeksi
vektor ke dalam sel kompeten.

Ligasi. Fragmen DNA A* ditempelkan
kedalam vektor pT7BlueT (Novagen, Madison,
WI). Vektor yang berbentuk sirkuler dilinearkan
terlebih dahulu dengan bantuan enzim DNA
ligase dan pada saat proses inkubasi DNA akan
menempel pada vektor. Proses ini menggunakan
DNA ligatian kit (Takara Bio Inc) yang
komposisinya terdiri dari: 1ul vektor, 4 ul DNA
A*dan 5 pl enzim ligase. Campuran kemudian
diinkubasi pada water cooling dengan suhu
16°C, selama 1 jam.

Transformasi. Vektor plasmid yang telah
diligasi dengan DNA insert (sisipan) kemudian
ditransfeksikan ke dalam sel kompeten E coli
(Nova Blues singles-Novagen) dengan metode
Heat shock (Chunget al., 1989) dengan kondisi
dan komposisis reaksi sbb: 2,5 ul ligation
mixture ditambahkan kedalam tabung yang
sudah berisi 50 ul sel kompeten, kemudian
didinginkan pada es selama 5 menit, serta
dipanaskan pada heater 42°C selama 2 menit,
diikuti dengan pendinginan pada es selama 5
menit. Setelah ditambahkan 500ul media LB
(Luria-Bertani) kemudian diinkubasikan di
dalam waterbath bersuhu 37°C, selama 20
menit. Dilanjutkan dengan sentrifugasi pada
suhu 20°C, dengan kecepatan 3500 rpm selama
5 menit. Dengan cara dipipet 450 ul medium
dibuang dan pelet yang terbentuk dihomo-
genkan kembali dengan sisa medium. Sel
kompeten yang sudah ditransormasikan ini
kemudian dikultur pada cawan petri agar LB
yang mengandung antibiotik ampicilin 100 ug/
ml yang permukaan lempengan agarnya sudah
dilapisi dengan larutan 0,1 M IPTG (isopropyl-
b-D-thiogalactoside) 20% w/v dan 250 pg/ml
substrat Xgal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactoside) 2% w/v, kemudian diinkubasikan
semalam pada inkubator bersuhu 37°C.

PCRE coli dan Pembuatan Replika
Untuk memastikan bahwa proses kloning
telah menghasilkan koloni bakteri yang
mengandung plasmid rekombinan yang berisi
gen sisipan yang tepat maka dipilih delapan
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koloni bakteri yang berwarna putih. Koloni
bakteri berwarna putih ini kemudian masing-
masing disubkultur untuk membuat replika
(duplikat) pada lempengan agar LB. Setiap
selesai mensubkultur satu koloni, ose yang
digunakan untuk mensubkultur dicelupkan
kedalam PCR mixture yang komposisinya sbb:
2 ul 10 xPCR buffer-MgCl2, 2 pul 2mMdNTP,
0,6ul 50mM MgCl2, 0,1 ul Taq DNA polymerase,
masing-masing 1 ul primer depan dan belakang
serta 13,3 ul DW sehingga volume total menjadi
20 ml. Tahapan ini dikerjakan satu persatu
sampai kedelapan koloni yang dipilih selesai
disubkultur dan ose dicelupkan ke PCR mixture.
PCR mixture ini kemudian dihomogenkan dan
reaksi PCR dengan kondisi PCR sama seperti
PCR first round (Adi et al., 2008) dilakukan pada
mesin thermocycler. Setelah itu produk PCR
dielektrophoresis dan diwarnai dengan ethidium
bromide (konsentrasi akhir 500 pg/L) selama
20 menit. Sementara itu lempengan agar
replika kemudian disimpan pada inkubator
dengan suhu 37°C overnight (o/n;semalam; 12-
16 jam)

Perbanyakan dan Purifikasi Plasmid
Rekombinan. Klon plasmid rekombinan yang
mengandung pita DNA dengan ukuran yang
tepat, dipilih dari koloni pada plate agar LB
replika, untuk dikultur pada tabung (falcon tube
50 ml) yang berisi 5 ml media LB dan
diinkubaskan pada shaker incubator o/n.
Kemudian plasmid rekombinan dipurifikasi
menggunakan Wizard Plus SV minipreps DNA
purification system (Promega KK). Plasmid
rekombinan yang didapat diukur konsentrasinya
dengan spektrofotometer kemudian disimpan
pada -20°C.

Sikuensing dan Analisis Filogenetik

Untuk sikuensing, dipilih tiga klon plasmid
rekombinan, dilabel dengan CEQ™ DTCS-Quick
Start Kit (Beckmann Coulter Inc Fullerton,CA)
sesuai dengan yang direkomendasikan oleh
produsen, dan disikuensing dengan CEQ®-2000
XL DNA Analysis system (Beckmann Coulter
Inc.). Sikuen nukleotida yang diperoleh
kemudian dijajarkan dengan sikuens nukelotida
gen NP representasi NDV strain virulen dan
avirulen yang diakses dari gene Bank dengan
program Clustal IW. Accesion number dari
isolat yang dianalisis yang diakses dari gene
Bank ditampilkan pada Tabel 1. Analisis
filogenetik dilakukan dengan program MEGA 4
(Tamura et al., 2007).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil amplifikasi fragmen gen NP
sepanjang 540 bp (Gambar 1), setelah dipurifikasi
kemudian diligasi (disisipkan) pada vektor
pT7BlueT (Gambar 3). Vektor ini mengandung
plasmid pUC19. Pemilihan vektor yang
digunakan didasarkan pada pertimbangan
panjang gen yang akan diligasi serta host yang
akan digunakan. Dari beberapa laporan
penelitian vektor plasmid puC19 memberikan
hasil yang memuaskan pada pembuatan

500 bps

Gambar 1. Hasil amplifikasi fragmen gen NP
sepanjang 540 bps pada reaksi first round PCR
dielektroforesis pada agarose 1%, divisuali-
sasikan dengan ethidium bromida (baris ke 4).
Keterangan Baris 1 Marker A Hind III ,2 dan 3.
Fragmen gen lain 5. Kontrol negatif.
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pustaka DNA dengan panjang gen < 2000bps
serta menggunakan host E coli (Hanahan, 1983;
Yanisch-Perron et al.,1985; Liu dan Niu, 2008).
Plasmid pUC19, berbentuk sirkuler dan
memiliki panjang 2686 bps dan memiliki
multiple cloning site (MCS), yaitu tempat
menyisipkan DNA, origin of replication (ORI)
dan gen resistensi terhadap antibiotik yakni gen
tahan terhadap ampisilin serta mengandung
gen pengahasil beta-galaktosidase (Sambrook dan
Russel, 2001). Plasmid ini sangat mudah
ditransfeksikan kedalam E coli dengan metode

500 bps

Gambar 3..Hasil PCR E Coli. Tiga klon plasmid
yang berisi sisipan fragmen gen NP, pita DNA
sisipan sepanjang 540 bp.(A) dan pita DNA
plasmid (B). Keterangan : Baris 1 Marker 1 Hind
IIT , 2-4 plasmid yang berisi fragmen DNA
sisipan, 5.Kontrol negatif.

Tabel 1. Isolat virus tetelo yang diakses dari GeneBank yang digunakan untuk analisis filogenetik

Strains Virus Tetelo Asal Pathotype/genotype No akses
LaSota/46 USA /ayam avirulen/IT AF077761
B1/47 USA /ayam avirulen/IT NC002617
Hertz/33 Inggris/ayam virulen/IV AY935491
Mukteswar India/ayam virulen/IV AY935492
CA-211471-02 USA/ayam virulen/V AY562987
rAnhingga/93 USA/ayam virulen/V EF065682
CA-1083/Fontana/72 USA/ ayam virulen/VI AY 562988
1T-227/82 Hungaria/pigeon virulen/VI AJ880277
Italy 2737-00 Italy/dove virulen/VI AY288995
Bali-1/07* Indonesia/ ayam virulen/VII dalam proses
Ast 2755/01 Russia/Sterna albifrons virulen/VII AY865652
Guangxi 11/03 China/ayam virulen/VII DQ482231
KBNP-4152 Korea Selatan/ayam virulen/VII DQ839397
Cockatoo/90 Indonesia/burung virulen/VII AY562989
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2029 (o}

Gambar 2. White and blue color selection.
Fragmen gen NP diligasi kedalam vektor
plasmid kemudian ditransfeksikan kedalam sel
kompeten bakteri E coli. (Novablue single-
Novagen). Koloni bakteri yang mengandung
plasmid rekombinan dengan DNA sisipan
berwarna putih (a) yang mengandung plasmid
yang tidak berisi DNA sisipan berwana biru (b).
Keterangan lempengan agar LB mengandung
antibiotik ampicilin 100 mg/ml serta
permukaannya dilapisi dengan substrat X gal
dan 0.1 M IPTG
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yang sederhana dan relatif murah seperti heat
shock serta dapat dengan cepat bereplikasi dan
amat mudah diseleksi dengan metode white/
blue color selection (Yanisch-Perron, 1985;
Chung, et al., 1989). Plasmid rekombinan yang
memiliki gen tahan antibiotik, mengakibatkan
E coli yang awalnya peka terhadap antibiotik
akan menjadi tahan antibiotik, sehingga mudah
diseleksi dengan media yang mengandung
antibiotika ampicilin. Adanya ensim
galaktosidase dapat mengubah substrat X-gal
menjadi biru, sehingga koloni bakteri yang
berisi plasmid yang tidak membawa DNA
sisipan akan berwarna biru sementara yang ada
DNA sisipannya akan berwarna putih
(Gambar.2) bakteri yang tidak berisi plasmid
tidak tumbuh pada lempengan agar LB yang
mengandung antibiotik serta dilapisi 0,1 M
IPTG and X gal (Yanisch-Perron et al., 1985).
Adanya 3 klon plasmid yang disikuen akan
memperbaiki validitas dari sikuen nukelotida
mengingat hasil sikuen yang didapat sering
tidak sempurna karena adanya beberapa
nukeotida yang meragukan sehingga diperlukan
pembanding dari sikuen 2 klon yang lain.
Adanya stok plasmid berupa pustaka DNA
(cDNA library) juga memudahkan dalam
sikuensing ulang mengingat plasmid sangat
mudah disubkultur dan memerlukan waktu
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Gambar 4. Pohon filogenetik dari virus ND Bali-1/07 berdasarkan sekuen parsial dari gen NP
pada posisi nukleotida 1021-1560. Posisi nukleotida mengacu pada sekuen nukleotida dari virus
ND LaSota/46. Pohon filogenetik dibuat dengan unweighed pair group method with arithmetic
mean (UPGMA) pada program molecular evolutionary genetic analysis 4 (MEGA.4) selanjutnya
dievaluasi dengan menggunakan test bootstrap 1000 replikasi.
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relatiflebih singkat jika dibandingkan dengan
pelaksanakan ulang PCR.

Berdasarkan analisis filogenetik tampak
bahwa gen NP isolat Bali-1/07, berada dalam
satu cluster dengan isolat virulen dari genotip
VII seperti: Guangxii, KBNP dan Sterna dengan
prosentase kemiripan sikuen nukleotida
berturut-turut sbb; 92%,91,4% dan 91 %. Gen
NP isolat bali berada dalam cluster yang berbeda
dengan isolat vaksin seperti LaSota dan B1, yang
mana persentase kemiripan sikuen nukleotida
dengan kedua isolat vaksin ini adalah 77%. Hal
yang menarik dalam penelitian ini adalah
persentase kemiripan sikuen nukleotida gen NP
isolat Bali-1/07 dengan isolat Cocckatoo/90 adalah
81,2%, walaupun berdasarkan phylogenetic
analysis dari gen F kedua isolat ini berada dalam
satu kelompok genotipe VII (Adi et al., 2010)
namun pohon filogenetik yang disusun dengan
sikuen nukleotida gen NP menunjukan bahwa
isolat ini tidak dalam satu kelompok
percabangan dengan Cockatoo/90, melainkan
dalam analisis gen NP isolat Cocckato/90 satu
kelompok dengan isolat vaksin. Choet al., (2010)
melaporkan bahwa dari hasil analisis full
genome ternyata isolat Cocckato/90, memiliki
rekombinasi dengan genotipa II pada gen NP.

Walaupun kelompok genotipe dari virus
tetelo ditentukan berdasarkan analisis
filogenetik gen F namun seharusnya hasil
analisis filogenetik gen selain gen F pun
semestinya tetap menempatkan isolat tersebut
dalam kelompok genotipe yang sama (Ujvari,
2006). Berdasarkan hasil analisis gen NP, isolat
Bali-1/07 tetap berada dalam satu kelompok
genotipe VII, hal ini memperkuat bahwa isolat
Bali-1/07 merupakan isolat virulen yang bukan
merupakan revertan dari isolat vaksin.

SIMPULAN

Proses pengkloningan gen NP dengan
panjang 540 bps dapat dilakukan dengan metode
standar dengan menggunakan vekto plasmid
pT7BlueT dan plasmid rekombinan
ditransfeksikan ke dalam E coli dengan metode
heat shock.2. Analisis filogenetik dari gen NP
isolat Bali-1/07 menunjukkan bahwa isolat ini
berada dalam satu kelompok dengan isolat
virulen dari genotipe VII seperti: Guangxii-11/
03, KBNP-4152 dan Sterna/01 dengan
prosentase kemiripan sikuen nukleotida
berturut-turut sbb; 92%, 91,4% dan 91 %. Dan
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isolat ini berada dalam kelompok yang berbeda
dengan virus ND strain avirulen/vaksin seperti
B1/47 dan LaSota/46.
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