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ABSTRACT 
Pseudomonas has the potential ability for production of citrate synthase synthesis. Pseudomonas aeruginosa could synthesize the enzyme of 
citrate synthase which is most likely compatible with microalgae cell. Pseudomonas aerugenosa can be found in the rhizosphere of Kruing 
(Dipterocarpus sp., Dipterocarpaceae). This bacteria is commonly used in agriculture purposes because it is able to synthesize organic acid 
such as citric acid. These organic acids are synthesized from a reaction between oxaloacetate and acetyl CoA, catalyzed by citrate  
synthase (CS) in the tricarboxylic acid cycle (TCA). Rhizosphere as microbial sources was obtained from Kruing (Dipterocarpus sp.), which 
was collected from ‘Carita’ Research Forest, Pandeglang, Banten, West Java. Citrate synthase gene-specific primers were designed based on 
citrate synthase gene sequences as depicted in Genbank. The isolation and amplification showed that citrate synthase can be detected and 
purified from Pseudomonas aeruginosa target and it consists of 1600 bp and encodes 509 amino acids. Based on BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) analysis, CS genes that were successfully isolated had 92 % similarity with Pseudomonas aeruginosa type II citrate 
synthase. This CS gene is expected to be expressed in microalgae metabolism to divert the metabolism of carbohydrate formation into fatty 
acids. 
 
Key words: microalgae, isolation, characterization, Pseudomonas aeruginosa, metabolic engineering, citrate synthase 

 

ABSTRAK 
Pseudomonas memiliki potensi untuk sintesis sitrat sintase. Pseudomonas aeruginosa dapat mensintesis enzim sitrat sintase yang  
kemungkinan besar cocok dengan sel mikroalga. Bakteri P. aerugenosa dapat ditemukan di rhizosphere Kruing (Dipterocarpus sp.,  
Dipterocarpaceae). Bakteri ini umumnya digunakan untuk keperluan pertanian karena dapat mensintesis asam organik seperti asam sitrat. 
Asam organik ini disintesis dari reaksi antara oksaloasetat dan asetil CoA, dikatalisis oleh sitrat sintase (CS) dalam siklus asam  
trikarboksilat (TCA). Rhizosphere sebagai bahan penelitian diperoleh dari Kruing (Dipterocarpus sp.), yang dikumpulkan dari Hutan 
Penelitian Carita, Pandeglang, Banten, Jawa Barat. Primer spesifik gen sitrat sintase dirancang berdasarkan urutan gen sitrat sintase seperti 
yang digambarkan dalam Genbank. Isolasi dan amplifikasi menunjukkan bahwa sitrat sintase dapat dideteksi dan dimurnikan dari target  
P. aeruginosa dan terdiri dari 1600 bp dan mengkode 509 asam amino. Berdasarkan analisis BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), 
gen CS yang berhasil diisolasi memiliki 92 % kesamaan dengan P. aeruginosa tipe II sitrat sintase. Gen CS ini diharapkan diekspresikan 
dalam metabolisme mikroalga untuk mengalihkan metabolisme pembentukan karbohidrat menjadi asam lemak. 
 
Kata kunci: mikroalga, isolasi, karakter isasi, Pseudom onas aeruginosa, r ekayasa metabolisme, sitr at sintase 
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PENDAHULUAN 

Pseudomonas merupakan bakteri gram negatif 

yang dapat ditemukan pada rizosfer. Bakteri ini 

dapat memberikan manfaat dan keuntungan bagi 

tanaman (Atilla et al., 2008). Pseudomonas 

mempunyai kemampuan untuk mensekresikan asam 

organik. Asam sitrat merupakan asam organik yang 

mampu disekresikan oleh genus Pseudomonas 

(Mailloux et al., 2008). Produksi asam sitrat diatur 

oleh sitrat sintase (CIS) yang terletak pada 

mitokondria dan terlibat penting pada jalur fisiologi 

metabolisme serta menjadi enzim pembatas pada 

tahap awal siklus tricarboxylic acid (TCA) (Deng et 

al., 2013). Saat ini penelitian fungsi biologis CIS 

banyak terfokus pada rekayasa tanaman antara lain 

ekspresi gen CIS untuk meningkatkan sekresi asam 

sitrat, sehingga mengaktifkan penyerapan fosfor 

yang sulit terserap dari tanah (Tong et al., 2009); 

meningkatkan resistensi sel tanaman terhadap 

cekaman Al pada lahan asam (Delhaize et al., 2001); 

ekspresi CIS juga terkait dengan akumulasi asam 

organik, dalam proses pematangan buah nanas 

(Zhang et al., 2007). 

Gen sitrat sintase berperan penting dalam 

mengatur pembentukan kandungan lipid dan densitas 

sel mikroalga. Peningkatkan ekspresi 

Chlamydomonas citrate synthase (CrCIS) pada alga 

transgenik diduga mampu meningkatkan 

pembentukan triacylglycerols (TAGs) (Deng et al., 

2013). Protein dan lemak umumnya disintesis dari 

sumber utama yaitu piruvat melalui jalur 

metabolisme yang sama yaitu TCA, yang melibatkan 

phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) dan acetyl

–CoA carboxylase (ACCase). Kedua enzim tersebut 

dipengaruhi oleh aliran karbon hasil fotosintesis 

yang masuk ke dalam jalur metabolisme (Sugimoto 

et al., 1989 dan Chen et al., 1999). Aliran karbon ke 

dalam siklus metabolit TCA diatur dan dibawa oleh 

asam sitrat sebagai transportnya. Asam sitrat 

disintesis dengan melibatkan oksaloasetat dan asetil 

KoA yang dikatalisis oleh sitrat sintase (CS). Siklus 

TCA berperan untuk menyediakan energi seluler 

serta berperan sebagai prekusor biosintesis senyawa 

protein, lemak atau senyawa lainnya (Park et al., 

1994).   

Donald et al. (1989) pertama kali berhasil 

mengisolasi dan membuat pustaka genom gen sitrat 

sintase dari bakteri Pseudomonas aeruginosa. Gen ini 

memiliki dua tipe sitrat sintase yaitu CS I dan CS II, 

serta mempunyai homologi yang tinggi dengan CS 

dari P.  stutzeri, P. putida dan P. alcaligenes (Mitcell 

et al., 1995). Selain itu, Bacillus subtilis diketahui 

juga mempunyai dua tipe sitrat sintase yang sama 

seperti P. aeruginosa, tetapi enzim ini dihambat oleh 

ATP (Jin and Sonenshein, 1994). 

Tujuan dari penelitian ini adalah mengisolasi 

dan mengamplifikasi gen sitrat sintase dari bakteri P. 

aeruginosa pada rizosfer pohon kruing 

(Dipterocarpus sp.). Penelitian ini merupakan 

penelitian tahap awal dari serangkaian penelitian 

peningkatan kandungan lipid mikroalga melalui 

ekpresi gen konstitutif sitrat sintase yang berasal dari 

P. aeruginosa. 

 

BAHAN DAN CARA KERJA 

Bahan 

Bakteri Pseudomonas aeruginosa strain PS2 

diisolasi dari rizosfer pohon kruing (Dipterocarpus 

sp.) dari Hutan Penelitian Carita, Pandeglang, Banten 

oleh Hadi Susilo Fakultas Pertanian, Univesitas 

Matlaun Anwar, Banten.  Kami menerima pemberian 

isolat bakteri P. aeruginosa PS2 tersebut untuk 

kepentingan riset semata. Pseudomonas tersebut 

dalam penelitian ini diberi sandi 

pseudomonas_aerugenosa_sintrate_seq. 

 

Disain primer sitrat sintase 

Disain primer dilakukan dengan menggunakan 

Primer 3 plus (online tool). Informasi lokus gen sitrat 

sintase menggunakan pustaka dari NCBI 

(gi|110645304:c1720587-1718915 Pseudomonas 

aeruginosa PAO1 chromosome, complete genome). 

Gen sintrate sintase yang berasal dari Pseudomonas 

aeruginosa berada pada urutan sekuen 724-748 kb. 

 

Kultur bakteri P. aeruginosa PS2 

 Medium untuk menumbuhkan bakteri  

P. aeruginosa PS2 adalah media Luria Bertani (LB) 

agar dan LB cair. Komposisi medium terdiri dari 1 % 

tripton; 0,5 % ekstrak khamir; 1 % NaCl (Luria and 

Burrous, 1957). Media agar dibuat dengan  

menambahkan dengan 7 g/L bacto agar kemudian 

disterilkan dengan auotoklaf  pada suhu 121 oC  

selama 15 menit. Bakteri diambil dari stok  
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penyimpan dan digoreskan pada LB agar dan  

diinkubasi pada suhu 28 oC selama 24 jam. Koloni 

tunggal diambil dan ditumbuhkan kembali di dalam 

medium 10 ml LB cair. Kultur bakteri dikocok 

dengan kecepatan 175 rpm selama 18 jam pada suhu 

28 oC. 

 

Isolasi DNA Pseudomonas aerugenosa 

Kultur P. aeruginosa dalam 1,5 mL LB cair 

disentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm atau 1008 G 

(Jouan BR4i) selama 10 menit. Isolasi genom 

menggunakan gSYNCtm DNA Extraction Kit dari 

geneaid-Merck gSYNC ™ DNA.  

DNA genom Pseudomonas hasil isolasi DNA, 

dielektroforesis untuk mengetahui ukuran DNA 

genomnya, sedangkan konsentrasi dan kemurniannya 

diukur menggunakan nanodrop dengan range 

perbandingan OD 260/280 sebesar 1,8-2 dan 

konsentrasi minimal DNA sebesar 10 µg/ml.  

 

Amplifikasi fragmen gen sitrate sintase dengan 

Polymerase Chain Reaction  

DNA genom Pseudomonas diamplifikasi 

menggunakan primer sitrat sintase  dengan urutan 

forward (CATCATGGCAGATCTAAAA) dan primer 

reverse (TGCTTAAGCAGCCTTTCT). Ukuran gen 

sitrat sintase hasil amplifikasi sebesar 1600 bp.  

Selanjutnya, DNA hasil amplifikasi dimurnikan 

dengan cara pita hasil elektroforesis sebesar 1600 bp 

dipotong dan dielusi menggunakan kit dan dilakukan 

analisa sekuensing. 

Komposisi sampel PCR adalah Go Taq Master 

Mix 2; Primer F 10 µM; Primer R 10 µM; templet 

DNA dan ddH2O. Kondisi optimal PCR yang 

digunakan adalah pra denarutasi pada suhu 95 oC 

selama 2 menit, denaturasi pada suhu 95 oC selama 

30 detik, penempelan primer pada suhu 52 oC selama 

60 detik dan pemanjangan pada suhu 72 oC selama 1 

menit dengan  siklus 30 kali, diakhiri dengan tahap 

pemanjangan pada suhu 72 oC selama 7 menit dan 15 
oC selama 10 menit. Hasil amplifikasi dikonfirmasi 

dengan elektroforesis menggunakan agarose 1 %.  

Purifikasi gel elektroforesis dilakukan dengan 

menggunakan kit geneaid (DF300)-Merck Gel/PCR 

DNA Fragmen yang terdiri dari Kit Gel Extraction 

dan PCR Cleanup Kit dalam satu sistem proses  

purifikasi.  

 

Penataan DNA hasil sekuensing dan 

interpretasinya 

Urutan nukleotida ditentukan menggunakan 

Cycle Sequencing Kit oleh Applied Biosystem 3130 

Genetic Analyzer first baseI. Sekuensing DNA  

dilakukan oleh pihak lain (first base). Sekuens gen 

sitrat sintase dirakit menggunakan perangkat lunak 

ATGC sequencing analysis versi 4.0 (ABI Prism), 

kemudian nukleotida penyusunnya dikoreksi secara 

langsung. Urutan nukleotida gen sitrat sintase dirujuk 

ke Gene Bank dan untuk mengetahui kesamaannya 

dengan gen dan protein lainnya digunakan analisis 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) yang 

meliputi nucleotide-nucleotide BLAST (BLASTn), 

nucleotide 6-frame translation-protein (BLASTx), 

dan protein-protein BLAST (BLASTp). Urutan 

nukleotida dideduksi menjadi urutan asam amino 

menggunakan program bioedit dengan memilih 

menu bar align ClustalW , sebelum dilakukan  

pencarian  homologi  menggunakan BLASTp.  

Urutan DNA hasil sekuensing (Complementary 

sequences) yang berasal dari berbagai spesies 

Pseudomonas disimpan dalam bentuk file FASTA 

menggunakan perangkat lunak bioedit versi 7.2.5.0. 

Data urutan DNA disejajarkan menggunakan 

ClustalW (Thompson et al., 1997). Pada program 

MEGA 5.02 pohon pengelompokkan dibuat metoda 

Neighbour Joining Tree (Naruya dan Masatoshi, 

1987). 

 

HASIL 

Isolasi DNA Genom Pseudomonas aeruginosa P2S   

Hasil elektroforesis menggunakan marker 1 kb 

dapat dilihat pada Gambar 1   
 

Disain primer sitrat sintase  

Hasil disain gen sitrat sintase menggunakan 

primer 3 plus dengan alat pencampuran secara 

komputerasi dapat dilihat pada Tabel 1.  

 

Amplifikasi fragmen gen sitrat sintase dengan 

Polymerase Chain Reaction 

Hasil analisis Blast  dapat dilihat pada Tabel 2.  

 

PEMBAHASAN 

Amplifikasi gen CIS dari P. aerugenosa target 

https://en.wikipedia.org/wiki/Complementary_sequences
https://en.wikipedia.org/wiki/Complementary_sequences
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M TG 

10,000 

    M: marker, TG: genom total; bp: base pair 
Gambar 1. Elektroforesis gel hasil amplifikasi DNA P.aerugenosa PS2 (Gel electrophoresis of  amplification  
                    result of P. aeruginosa DNA)  

No Keterangan Primer Citrate synthase F Primer Citrate synthase R 

1 Sekuen CATCATGGCAGATCTAAAA TGCTTAAGCAGCCTTTCT 

2 Panjang 19 bp 18bp 

3 GC 36,8% 44,4% 

4 Tm 52,0 0 C 53,9 0 C 

Tabel 1. Hasil disain primer sitrate sintase menggunakan primer 3 plus (online tool) (The  result of citrate 
synthase primer design using 3 plus primer (online tool)) 

b 

1500 bp ± 1600 bp 

M      CIS 

                                                  M: Marker; G: Total genom; CIS: Sitrat sintase 
Gambar 2. Hasil amplifikasi gen sitrat sintase menggunakan marker 1 kb (Result of citrate synthase gene 

amplification using 1 kb marker) 
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dengan teknik PCR menghasilkan fragmen 

berukuran 1600 bp (Gambar 2). Panjang basa ini 

sedikit berbeda dengan gen sitrat yang diisolasi oleh 

Donald et al. (1989) dan Tistama et al. (2013) yang 

berasal dari P. aerugenosa yang berukuran 1278 bp 

dan 1300 bp. Gen CIS yang diperoleh dan terdiri atas 

1529 bp, kemudian dideduksi menyandi 509 asam 

amino yang memiliki kesamaan urutan di delapan 

asam amino pertama dari kodon star diantaranya Met 

Ala Asp Lys Lys Ala Gln Leu dan delapan asam 

amino akhir dari kodon stop diantaranya Phe Thr Ala 

Leu Lys Asp Arg Gly dengan hasil penelitian 

rujukan pustaka Tistama et al. (2013) sehingga 

memudahkan untuk mengisolasi gen tersebut dengan 

desain berdasarkan urutan dari sisi 5' dan di sisi 

3'nya. Gen sintrate sintase pada strain P. aeruginosa 

mempunyai variasi yang berada di urutan DNA di 

urutan 724-748 pb atau di urutan asam amino 242-

248 (Donald et al., 1989).  

Analisis lanjutan mengenai amplifikasi fragmen 

Tabel 2. Hasil analisis Blast urutan nukelotida hasil amplifikasi gen sitrat sintase (Result of  Blast analysis of      
nucleotide sequence from citrate synthase gene amplification) 

No 
(number) 

Kode 
(code) 

Deskripsi 
(description) 

Skor 
(score) 

Query 
coverage 

E-value Kemiripan 
(similarity) 

1 WP_033974474.1 citrate(Si)-synthase        
[Pseudomonas aeruginosa] 

950 99 % 0.0 82 % 

2 WP_023117467.1 type II citrate synthase 
[Pseudomonas aeruginosa] 

950 99 % 0.0 92 % 

3 WP_061194329. 2-methylcitrate synthase 
[Pseudomonas aeruginosa] 

567 97 % 0.0 89 % 

4 AAAA25769.1 MULTISPECIES: citrate 
synthase/methylcitrate  
synthase [Pseudomonas] 

550 93 % 0.0 85 % 

Gambar 3. Pohon Neighbor Joining Pseudomonas sp berdasarkan urutan gen sitrat sintase (Neighbor Joining 
tree of Pseudomonas sp. based on the sequence of citrate synthase gene). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/730293597?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=T9HM21P0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_896272724
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_896272724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/553786086?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=T9HM21P0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_489211654
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_489211654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1001054170?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=32&RID=R6P4P7ME014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_1001054170
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_1001054170
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_510933566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_510933566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_510933566
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DNA target menunjukkan bahwa untaian 

nukleotida terisolasi adalah gen sintrat sintase yang 

ditunjukkan adanya kesamaan citrate(Si)-synthase 

P. aeruginosa sebesar 82 %, dan type II sitrat 

sintase P. aeruginosa sebesar 92 % (Tabel 2),  

adanya variasi tingkat kemiripan yang berbeda 

diduga dikarenakan urutan basa dalam disain  

primer yang berbeda sehingga mempengaruhi  

spesifikasi gen yang teramplifikasi. Amplikasi 

urutan gen sitrat sintase yang dihasilkan merupakan 

urutan gen utuh yang dimulai dengan star kodon 

ATG dan diakhiri dengan stop kodon TGA. P. 

aeruginosa mempunyai dua jenis sitrat sintase 

yaitu sitrat sintase I dan II yang mempunyai 

peranan yang bervariasi tergantung pada fase 

pertumbuhan. Sitrat sintase I berperan dominan 

pada fase logaritmik dan sintrat sintase II berperan 

pada fase stasioner. Sitrat sitase II merupakan jenis 

enzim yang sensitif terhadap NADH (Donald  et 

al., 1989 dan Mitchell, 1996).  

Hasil analisis kemiripan atau filogenetik sitrat 

sintase dari Pseudomonas aeruginosa target 

(pseudomonas_aerugenosa_sintrate_seq) 

berdasarkan urutan gen sintrate sintase 

menggunakan informasi berbasis Neighbour 

Joining Tree menunjukkan bahwa urutan gen  

sintrate sintase dapat digunakan untuk menganalisis 

pengelompokkan seperti halnya 16S rRNA (gambar 

3), dan Pseudomonas target dapat dikelompokan 

dengan strain P. aeruginosa x78812, P. aeruginosa 

ATCC_22653, dan P. aeruginosa Carb01_63 

dengan kisaran kemiripan 99 %. Diketahui bahwa 

P. aerugenosa x78812, ATCC_22653 dan 

Carb01_63 merupakan produser enzim sitrat sintase 

(Mitchell et al., 1995). 

 

KESIMPULAN  

Gen sitrat sintase telah berhasil diisolasi dari 

Pseudomonas aeruginosa dengan ukuran 1600 bp 

dan dideduksi menyandi 509 asam amino, dengan 

kodon star diantaranya Met Ala Asp Lys Lys Ala 

Gln Leu dan dari kodon stop diantaranya Phe Thr 

Ala Leu Lys Asp Arg Gly. Gen sitrat sintase target 

mempunyai kemiripan dengan strain Pseudomonas 

aeruginosa x78812, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC_22653 dan Pseudomonas aeruginosa 

Carb01_63. Selanjutnya insersi gen sitrat sintase 

Pseudomonas target (pseudomonas_aerugenosa 
_sintrate _seq) pada mikroalga diharapkan dapat 

dilakukan.  
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