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Abstrak

Tanaman Jarak Pagar atau Jatropha curcas adalah salah satu sumber biodiesel yang
menawarkan keuntungan langsung dan berkelanjutan terhadap efek rumah kaca. Ekspresi
protein lipid droplet-associated protein (LDAP) berkorelasi dengan tingginya akumulasi lemak,
baik di biji maupun buah. Dalam studi yang menggunakan metode penjajaran sekuen jamak ini,
LDAP Jatropha menunjukkan tingkat identitas yang tinggi sebesar 82.92% dengan LDAP
tanaman karet; 67,50% dengan LDAP3 Arabidopsis; 61,21% dengan LDAP2 buah Alpukat, dan
55,65% dengan LDAP1 buah Alpukat. Namun LDAP Jatropha menunjukkan tingkat identitas
yang rendah yaitu sebesar 46,01% dan 37,04% masing-masing dengan LDAP2 dan LDAP1
Arabidopsis. Struktur gen dari LDAP Jatropha terdiri atas 3 ekson dan 2 intron. Asam amino
pada posisi 20-40 menunjukkan indeks hidropobisitas yang tinggi (=2) dan diprediksi
berinteraksi dengan LDAP dalam memfasilitasi proses biogenesis minyak pada tanaman jarak
pagar.

Kata kunci: Biodiesel, jatropha, lipid droplet, LDAP

Abstract

Jatropha curcas is a source of biodiesel that offers direct and sustainable
benefits to the greenhouse effect. LDAP protein expression correlates with high lipid
accumulation in both seeds and fruits. LDAP plays an important role in oil biogenesis.
But its presence in the Jatropha plant has never been characterized. In this study
using multiple sequence alignment analysis, JatrophaLDAP showed a percent identity
of 82.92% with rubber plant LDAP; 67.50% with Arabidopsis LDAP3; 61.21% with
LDAP2 and 55.65% with LDAP1 fromAvocados. JatrophalLDAP Jatropha shows a low
percent identity which is 46.01% and 37.04% respectively with LDAP2 and LDAP1
from Arabidopsis. Gene structure of JatrophalLDAP consists of 3 exons and 2 introns.
Amino acids at position 20 and 40 show a high hydropobicity index (= 2). Thus, this
amino acid segment may play a role in interacting with membrane phospholipid
monolayer oflipid droplets in facilitating oil biogenesis.
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PENDAHULUAN

Kebutuhan yang meningkat untuk
kemandirian energi dan kekhawatiran yang
meningkat tentang dampak kenaikan
tingkat karbon dioksida telah mendorong
pencarian bahan bakar terbarukan yang
dapat mengurangi konsumsi bahan bakar

*Corresponding author.

fosil kita saat ini (Ghosh et al., 2019; Hood,
2016; Mohanty & Swain, 2019). Strategi
penting untuk mengatasi dampak bahan
bakar fosil terhadap lingkungan adalah
dengan menggunakan biofuel dari sumber
alam yang dapat diperbaharui (Meyer et al.,
2012). Salah satu bahan bakar tersebut
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adalah biodiesel yang biasanya berasal dari
minyak nabati dan sumber lain seperti
lemak hewani (Durrett et al., 2008;
POWLSON et al.,, 2005). Sumber energi
yang ditangkap oleh tumbuh-tumbuhan
berasal dari matahari, yang akan menjadi
sumber energi konstan untuk beberapa
miliar tahun mendatang (Greenway &
Gibbs, 2003). Energi ini kemudian
dikonversi dan disimpan dalam bentuk
minyak atau trigliserida (TG) (Felber &
Golay, 1995; Saudale & Boelan, 2018).

Tanaman Jarak Pagar atau Jatropha
curcas adalah salah satu sumber biodiesel
yang menawarkan keuntungan langsung
dan berkelanjutan pada gas rumah kaca
dari sumber biodiesel lainnya (Berchmans
& Hirata, 2008; Gubitz et al., 1999; Lu et al.,
2009; Openshaw, 2000; Pramanik, 2003;
Silitonga et al., 2011; Tiwari et al., 2007).
Jarak pagar merupakan tumbuhan semak
berkayu yang banyak ditemukan didaerah
tropik. Secara global, jarak pagar telah
menarik minat peneliti karena mengandung
minyak yang tidak dapat dimakan, tidak
menciptakan konflik makanan versus bahan
bakar, dan dapat digunakan untuk
menghasilkan  biodiesel dengan hasil
kinerja yang sama atau lebih baik saat diuji
di mesin diesel (Berchmans & Hirata, 2008;
Eboibi et al., 2018; Fuentes et al., 2018; Lu
et al., 2009; Tiwari et al., 2007).

Tetesan  lipid  (Lipid  droplets)
memainkan peran penting dalam siklus
hidup tanaman sebagai tempat
penyimpanan lipid dalam bentuk TG
(Chapman et al.,, 2012; Goodman, 2008;
Horn et al., 2013), Sekarang telah banyak
diketahui bahwa tetesan lipid memiliki
banyak fungsi di luar penyimpanan lipid
dalam biji dan bahwa semuanya terdapat di
hampir semua jenis sel tanaman, yang
banyak di antaranya tidak menumpuk
jumlah lipid yang cukup besar, seperti sel-
sel di daun, batang, dan akar (Cruz et al.,
2019; Olzmann & Carvalho, 2019). Ada
juga bukti yang muncul bahwa tetesan lipid
adalah organel yang sangat dinamis yang
terlibat dalam berbagai proses seluler dan
respons fisiologis, beberapa di antaranya
tampak dilestarikan di antara banyak
eukariota (Martin & Parton, 2006). Dua
protein pada buah Alpukat (Persea
Americana) telah diketahui terletak pada

permukaan tetesan lipid (Lipid droplets)
yang mempunyai kemiripan tinggi dengan
persentase identitas mencapai 86% (Horn
et al., 2013). Dua protein tersebut diberi
nama “lipid droplet-associated protein 1 dan
2” atau disingkat LDAP1 dan LDAP2.
Dilaporkan juga bahwa ekspresi gen
LDAP1 dan LDAP2 selama pengembangan
mesocarp alpukat mengalami peningkatan
yang berkorelasi dengan akumulasi minyak.
Pada tanaman Arabidopsis thaliana juga
telah diketahui mempunyai 3 isoform LDAP
yaitu LDAP1, LDAP2 dan LDAP3 (Gidda et
al., 2016). Analisis proteomik yang paling
signifikan menunjukkan bahwa tingkat
LDAP sesuai dengan tingkat akumulasi
minyak. Secara keseluruhan, pengamatan
ini  mendukung peranan protein LDAP
dalam biogenesis tetesan lipid dan
akumulasi TG dalam jaringan kaya lipid
pada buah alpukat (Persea Americana) dan
Arabidopsis thaliana. Melihat peranan
LDAP dalam pembentukan TG, maka
penelitian ini berusaha untuk menemukan
protein homolog dari LDAP pada tanaman
Jarak Pagar Jatropha curcas, yang sampai
saat ini belum pernah di teliti dan di
karakterisasi. Dengan mengetahui
karakteristik molekuler dari struktur gen dan
protein LDAP, maka kloning dan produksi
protein rekombinan LDAP akan bisa
dilakukan. Protein rekombinan LDAP yang
dihasilkan kemudian bisa digunakan dalam
eksperimen knock down (pendeaktivan)
dan overekspresi atau dalam rekayasa
genetika LDAP dalam menghasilkan TG
yang lebih melimpah pada tanaman
Jatropha curcas.

METODE
Gen, Protein LDAP dan spesies tanaman
Tanaman Jarak Pagar Jatropha
Curcas (LDAP, nomor akses
XP_012089011.1) Buah advokat Persea
americana (LDAP1, nomor akses
KF031141.1; LDAP2, nomor akses
KF031142), Tanaman Aradidopsis thaliana
(LDAP1, nomor akses NP_176904; LDAP2,
nomor akses NP_182299; LDAP3, nomor
akses NP_187201), Tanaman Karet Hevea
brasiliensis (LDAP, nomor akses
AGO95096)
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Pengunduhan urutan gen LDAP dari
database Genomik

Informasi urutan DNA dan asam-
asam amino Protein LDAP dari tanaman
Arabidopsis thaliana dan Jarak Pagar
Jatropha curcas diambil dari database
genomik pada NCBI
(https://lwww.ncbi.nim.nih.gov/), dan KEGG
(www.genome.jp/). Sekuens protein LDAP3
(Lipid Droplet-Associated Protein) yang
mengandung 246 asam-asam amino dari
tanaman Arabidopsis thaliana digunakan
sebagai input (query) pada pencarian
protein dan DNA homolog dari spesies
tumbuh-tumbuhan lain termasuk Jarak
pagar melalui pencarian dengan TBLASTN
(https://blast.nchi.nim.nih.gov/) pada
database genomik (McGinnis & Madden,
2004; Ye et al., 2006).

Persejajaran Sekuens Jamak, domain
dan protein homolog

Sekuen-sekuen asam amino yang
lengkap yang mengkode LDAP kemudian
dianalis urut-urutan asam-asam amionya
dengan menggunakan Clustal Omega
(https:/www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
(Sievers et al., 2011; Sievers & Higgins,
2018). Sekuens-sekuens yang dihasilkan
yang mengkode region Rubber Elongation
Factor Protein (REF) pada protein LDAP
dianalisis dengan menggunakan Pfam
(http://pfam.xfam.org) yang didasarkan atas
pencarian dengan menggunakan model
Hidden Markov untuk keseluruhan sekuen
gen LDAP (Bateman et al., 2004). Analisis
hidropati  dilakukan dengan  program
ProtScale
(https://web.expasy.org/protscale/)
(Gasteiger et al., 2005)

Struktur gen, intron dan ekson LDAP
Sekuens-sekuens yang teridentifikasi
dianalisis lebih lanjut kandungan intron,
ekson, dan Open Reading Frame (ORF)
menggunakan program Splign
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign/s
plign.cgi) dengan prediksi struktur gen
yang didasarkan Model Hidden Markov.

Konstruksi pohon filogenetik

Urutan asam-asam amino dari protein
LDAP tanaman Jarak Pagar digunakan
untuk  mengidentifikasi  isoform-isoform
LDAP dari spesies tanaman lain. Pohon
filogenetik dihasilkan menggunakan BLAST
Tree View pada NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/treeview/)
dengan metode neighbor-joining dengan
matriks jarak yang ditentukan oleh model
Jones-Taylor-Thornton (Brinkman et al.,
2001; Jones et al., 1992)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pencarian sekuen-sekuen protein
yang mirip dengan LDAP dari Arabidopsis
menggunakan T BLAST Protein pada NCBI
menampilkan nukleotida dari Tanaman
Jarak pagar (Jatropha curcas) dengan
tingkat indentitas sebesar 65% (nomor
akses XM 012233621). Informasi dalam
database yang muncul di NCBI nukleotida
masih dalam tahap prediksi yang
menyatakan  kemiripan dengan gen
Arabdipsis yang menyandikan LDAP yang
berperan dalam biogenesis lipid (kode
anotasi At3g05500) (Gidda et al., 2013,
2016). Nukelotida dari Jatropha ini
diberikan kode anotasi REF/SRPP-like
At3g05500 atau At3g05500 yang
mempunyai domain yang bernama “Rubber
Elongation Factor (REF)” dan “Small
Rubber Particle Protein (SRPP)” yang
berperan dalam biosintesis karet alam.
Dalam paper ini nukleotida dari Jatropha
tersebut disebut sebagai gen LDAP. Gen
LDAP ini mempunyai 1208 pasangan basa
yang mengkodekan 240 asam amino dari
protein LDAP Jatropha curcas.

Penyejajaran sekuen jamak (Multiple
Sequence Alignments) merupakan
penyejajaran sekuen yang meliputi lebih
dari dari satusekuen DNA atau protein baik
dari spesies yang sama maupun yang
berbeda (Chenna et al, 2003).
Penyejajaran ini bertujuan untuk melihat
homologi atau kemiripan urutan basa-basa
purin, pirimidin maupun residu-residu asam
amino dari suatu protein untuk melihat
kedekatannya secara evolusi dari dari satu
spesies dengan spesies yang lain.
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This is a Neighbour-joining tree without distance corrections.

Download Phylogenetic Tree Data

Branch length: ® Cladogram

Real

—

e

Ath_LDAP1 0.39678
Ath_LDAP2 0.2781
Ath_LDAP3 0.18141

—

Jth_LDAP 0.07969
Hbr_SRPP 0.09115
Pam_LDAP10.18588
Pam_LDAP2 0.16391

Gambar 1. Analisis Sekuens Multiple (ASM) protein LDAP dari Jarak Pagar dengan tanaman

(A) Analisis dilakukan menggunakan
program T Coffee yang tersedia di
http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular
Asam-asam amino yang mempunyai skor
identitas yang tinggi ditera dengan kotak
berwarna merah muda (skor 91-93).Kotak
yang berwarna kuning menunjukkan skor
identitas yang sedang, sedangkan kotak
diwarnai hijau dan ungu mempunyai skor
identitas yang sangat rendah, (B). Analisis
pohon filogenetik (Phylogenetic Tree)
(Ath_LDAP1, Arabidopsis thaliana LDAP1;
Ath_LDAP2, Arabidopsis thaliana LDAPZ2;
Ath_LDAP3, Arabidopsis thaliana LDAPS3;
Jth_LDAP, Jatropha curcas LDAP;
Hbr_SRPP, Hevea brasiliensisSRPP:;
Pam_LDAP1; Persea Americana LDAP1

dan Pam_LDAP2; Persea Americana
LDAP2).
Kedekatan ini bisa berimplikasi

terhadap fungsi dan peranan yang mungkin
sama bahkan berbeda dari suatu protein
yang sama dari sejumlah spesies yang

lain.

berbeda. Penyejajaran sekuen jamak ini
sangat penting sebagai kajian pendahuluan
dari eksperimen molekuler dari protein yang
sedang di kaji.

Seperti ditunjukkan pada Gambar 1A,
penyejajaran antara sekuens protein LDAP
dari tanaman Jarak pagar dengan spesies
yang lain menunjukkan tingkat identitas
kekerabatan dan konservasi yang tinggi
pada sekuen di area pertengahan yang
ditunjukkan dengan kotak berwarna merah
muda. Pada Gambar 1B ditunjukkan
hubungan kedekatan antara sekuen protein
LDAP Jatropha dengan spesies yang lain.
Terlihat pada pohon filogenetik bagaimana
sekuen protein LDAP Jatropha mempunyai
hubungan yang dekat dengan SRPP/LDAP
dari tanaman karet Hevea dan LDAP3 dari
tanaman Arabidopsis thaliana.

Hubungan kedekatan secara evolusi
ini kemudian diperkuat dengan tingginya
persentase dari asam-asam amino yang
identik berdasarkan penyejajaran sekuen
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jamak dari Jatropha, Arabidopsis dan
Hevea. Seperti ditunjukkan pada tabel 1,
LDAP Jatropha menunjukkan tingkat
identitas yang tinggi sebesar 82.92%
dengan LDAP tanaman karet; 67,50%
dengan LDAP3 Arabidopsis; 61,21%
dengan LDAP2 buah Alpukat dan 55,65%
dengan LDAP1 buah Alpukat. Namun
LDAP Jatropha menunjukkan tingkat
identitas yang rendah yaitu sebesar 46,01%
dan 37,04% masing-masing dengan LDAP2
dan LDAP1 Arabidopsis.

Salah satu cara untuk
mengidentifikasi gen adalah dengan cara
menyejajarkan sekuen transkrip

(MRNA/cDNA) dengan sekuen genomik.
Seperti diketahui pada eukariota, DNA
tersusun atas bagian-bagian yang dikenal
dengan exon dan intron. Exon adalah
daerah pada sekuen DNA genomik yang
akan diterjemahkan dan dimasukkan dalam
sekuens mRNA. Sementara intron adalah
daerah pada sekuens DNA genomik yang
tidak akan diterjemahkan atau ditranskripsi
menjadi mMRNA. Untuk mengetahui dengan
tepat identitas gen LDAP vyang akan
diterjemahkan, maka analisis terhadap
struktur gen LDAP dari Jatropha dilakukan
dengan menggunakan struktur LDAP dari
Arabidopsis sebagai referensi. Program
Bioinformatika Splign dari NCBI digunakan
untuk menandai bagian mana dari DNA
genomic dari LDAP Jatropha yang
diterjemahkan (exon) dan bagian mana
yang tidak (intron).

Seperti terlihat pada Gambar 2,
penyejajaran transkrip LDAP dengan DNA
genomic menunjukkan bahwa LDAP
Jatropha terdiri atas 3 ekson dan 2 intron.
Sebagai pembanding, LDAP Arabdiposis
juga mempunyai 3 ekson dan 2 intron.
Analisis dengan spesies yang lain juga
menunjukkan pola yang sama yaitu
mempunyai 3 ekson dan 2 intron pada
struktur gen yang menyandikan LDAP
(Data tidak ditampilkan). Analisis ini
walaupun masih bersifat tentatif tapi
bermanfaat di dalam perancangan protein

rekombinan LDAP yang dihasilkan melalui
kloning. Informasi ini memberikan data area
mana yang bisa menjadi target dari primer
maju (forward primer) dan primer balik
(reverse primer) dalam pelaksanaan kloning
LDAP dari Jatropha.

Untuk mengetahui tingkat
hidrofobisitas dari asam-asam amino pada
protein LDAP maka dilakukan analisis
Hidropati (D’Onofrio, Jabbari, Musto,
&Bernardi, 1999). Ini digunakan untuk
mengkarakterisasi atau mengidentifikasi
bentuk struktur atau domain protein.
Analisis  hidropati  ditunjukkan dengan
gambar grafik dengan urutan residu asam
amino protein pada sumbu x-nya, dan
tingkat hidrofobisitas dan hidrofilisitas pada
sumbu y-nya. Ada sejumlah metode untuk
mengukur tingkat interaksi pelarut polar
seperti air dengan asam amino spesifik.
Misalnya, skala Kyte-Doolittle menunjukkan
asam amino hidrofobik, sedangkan skala
Hopp-Woods mengukur residu hidrofilik.
Menganalisis  bentuk  plot  hidropati
memberikan informasi tentang struktur
parsial protein (Damodharan & Pattabhi,
2004).

Seperti ditunjukkan pada Gambar 3
pada LDAP Jatropha asam-asam amino
pada residu 20-40 indeks hidropobisitas
sebesar =<2 yang mengimplikasikan bahwa
kemungkinan di area ini asam-asam amino
yang cenderung bersifat kurang hidrofilik
lebih tersembunyi dari kontak dengan
bagian permukaan dan lebih berinteraksi
dengan bagian dalam dari membrane lipid
dua lapis pada lipid droplet. Perbandingan
dengan LDAP dari buah  Alpukat
menunjukkan indeks spektrum yang hampir
mirip dengan LDAP dari Jatropha. Namun
demikian, terlihat perbedaan plot hidropati
yang kontras dengan tanaman Arabidopsis
thaliana. Semua isoform LDAP dari
Arabidopsis mempunyai kemiripan vyaitu
mempunyai kecenderungan hidrofobisitas
yang tinggi pada hampir semua asam-asam
aminonya.
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Tabel 1. Persentase Identitas Asam Amino Penyusun Protein LDAP Berdasarkan Analisis
Penjajaran Jamak.

Ath_LDAP Ath LDAP Ath LDAP Jth LDA Hbr SRP Pam LDAP Pam_LDAP

1 2 3 P P 1 2

Ath_LDAP1 100.00 32.51 34.68 37.04 36.99 31.86 32.60
Ath_LDAP2 32.51 100.00 43.52 46.01 46.30 46.51 47.44
Ath_LDAP3 34.68 43.52 100.00 67.50 65.02 54.51 55.27
Jth_LDAP 37.04 46.01 67.50 100.00 82.92 55.65 61.21
Hbr_SRPP 36.99 46.30 65.02 82.92 100.00 53.11 60.26
Pam_LDAP 31.86 46.51 54.51 55.65 53.11 100.00 65.02
1

Pam_LDAP 32.60 47.44 55.27 61.21 60.26 65.02 100.00
2

Keterangan:Ath = Arabidopsis thaliana, Jth = Jatropha curcas, Hbr = Heveabrasilensis, Pam = Perseaamericana

A. PREDIKSI STRUKTUR GEN LDAP Jatropha curcas

Coverage 100.00% CDS 100.00% Mismatches and indels 0
Model 1 Overall  100.00% In-frame 100.00% Exons (min/max/ave), bp 219/ 666/ 402
Exon 100.00% Primary transcript 1208 bp Introns (min/max/ave), bp 368 / 591 / 479

¥M_012233621.2 (+) PREDICTED: Jatropha curcas REF/SRPP-like protein At3g05500 (LOC105647503), mR...

NW_012125068.1 (-) Jatropha curcas cultivar GZQX0401 unplaced genomic scaffold, JatCur_1.0 scaff...

1398792 14008958
B. STRUKTUR GEN LDAP3 Arabidopsis thaliana
Coverage 100.00% CcDs 100.00% Mismatches and indels 0
Model 1 Overall  100.00% In-frame 100.00% Exons (min/max/ave), bp 225/ 771/ 465
Exon 100.00% Primary transcript 1396 bp Introns (min/max/ave), bp 250 / 274 [ 262

MM_111423.3 (+) Arabidopsis thaliana Rubber elongation factor protein (REF) mRNA

NC_003074.8 (+) Arabidopsis thaliana chromosome 3 sequence

1593182 1595099

Gambar 2. Analsis struktur gen terhadap genomic dari LDAP.

(A) Prediksi struktur gen LDAP dari pembanding. Analisis dilakukan dengan
tanaman Jarak Pagar (XM_012233621.2) program  Splign pada database NCBI
dengan struktur genomiknya. (B) struktur dari (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign/spli
gen LDAP3 dari tanaman Aradbidopsis gn.cgi).

thaliana yang telah diketahui sebagai
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Gambar 3. Analisis Hidropati dari protein LDAP

(A) Tanaman Jarak Pagar Jatropha
Curcas (B), (D), (F) Arabidopsis thaliana, dan
(C), (E) tanaman Karet Persea Americana.
Analisis, kurva, dan indeks hidropati didapat
melalui progam ProtScale
(https://web.expasy.org/protscale/).

SIMPULAN

Protein LDAP yang telah diketahui
berperan dalam biogenesis minyak pada
tanaman Arabidopsis dan buah Alpukat
menunjukkan tingkat kedekatan dan
konservasi yang besar dengan homolog
LDAP yang ada pada tanaman Jarak
pagar (Jatropha curcas). Analisis
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penjajaran sekuen asam amino jamak
menunjukkan  bahwa protein LDAP
Jatropha mempunyai idetitas sebesar
67,50% dengan LDAP3 Arabidopsis;
61,21% dengan LDAP2 buah Alpukat dan
55,65% dengan LDAP1 buah Alpukat.
Analisis struktur gen menunjukkan bahwa
transkrip (mMRNA/cDNA) yang
menyandikan protein LDAP pada Jatropha
memiliki 3 ekson dan 2 intron yang juga
dimiliki oleh Arabdiposis. Berbeda dengan
LDAP pada Arabidopsis, LDAP Jatropha
mempunyai kemiripan indeks
hidropfobisitas dengan LDAP  buah
Alpukat. Asam-asam amino pada area 20-
40 menunjukkan karakteristik
hidropfobisitas yang tinggi yang
memberikan implikasi posisi mereka lebih
berada pada bagian dalam membrane
lemak lapis ganda (bilayer). LDAP pada
Jatropha berpotensi menjadi target dalam
studi bioteknologi molekuler dengan
rekayasa genetika dalam upaya
meningkatkan kadar minyak yang bisa
dimanfaatkan dalam  pengembangan
biofuel atau bahan bakar terbarukan
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