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ABSTRACT 

Saccharomyces cerevisiae has a great potential for fermentation industry 
and molecular biology research. Many works have been conducted to 
increase S. cerevisiae growth rate. The objective of this research was to 
obtain a rDNA fragment of chromosome XII of S. cerevisiae with splitting at 
right region of rDNA locus. Chromosome XII was splitted by using a 
chromosome-splitting vector (pDW49) that carried a cloned DNA fragment 
of rDNA locus. An E. coli strain DH5α was used as a host for pDW49 
amplification. The pDW49 plasmid was digested with BamHI to eliminate 
the HIS3 DNA stuffer. The larger BamHI fragment was isolated by agarose 
gel electrophoresis. The BamHI fragment was subsequently self-ligated, 
resulting in the Tr ends being joined head-to-head. The recircularized DNA 
molecule was linearized by cleavage at the homologous sequence (at the 
right region of rDNA locus) using BglII. The linearized DNA molecule was 
introduced into S. cerevisiae strain W303-1A by lithium acetate method. 
Confirmation of chromosome XII splitting was analyzed by PFGE (Pulsed 
Field Gel Electrophoresis) for 24 h with switching interval of 45 sec 
followed by 6 h run with switching interval of 15 sec. The result of PFGE 
showed an additional chromosomal band (611 kbp), suggesting that the 
chromosome XII has been splitted.  

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Chromosome XII and rDNA.  

PENDAHULUAN 

Saccharomyces cerevisiae merupakan khamir 
yang banyak digunakan dalam industri 
fermentasi dan sebagai jasad model dalam 
penelitian-penelitian biologi molekular. Oleh 
karena itu, banyak dilakukan usaha perbaikan 
strain-strain S. cerevisiae untuk meningkatkan 
produktivitas maupun kualitas produk yang 

dihasilkan dengan biaya produksi yang lebih 
rendah. Pendekatan dalam perbaikan strain 
khamir tersebut dapat dicapai melalui metode-
metode genetika, baik yang konvensional seperti: 
mutasi, hibridisasi seksual dan seleksi, maupun 
teknik-teknik yang baru dikembangkan seperti: 
fusi protoplas, transformasi, dan DNA 
rekombinan, atau kombinasi dari kedua kategori 
metode genetika tersebut (Shimizu, 1994). 
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Peningkatan kecepatan pertumbuhan 
merupakan salah satu perbaikan strain khamir 
yang sampai saat ini belum dapat dicapai dengan 
memuaskan karena banyak faktor yang terlibat 
dalam menentukan kecepatan pertumbuhan 
khamir. Widianto et al. (1996) melaporkan bahwa 
pemotongan kromosom XI (666 kbp) dan 
kromosom VIII (563 kbp) pada S. cerevisiae dapat 
meningkatkan kecepatan pertumbuhannya, 
tetapi mekanisme peningkatan kecepatan 
pertumbuhan tersebut belum jelas.  

Woolford dan Warner (1991) menunjukkan 
bahwa transkripsi rRNA dan mRNA untuk 
protein ribosomal pada khamir S. cerevisiae 
meningkat dan mencapai aras tertinggi dalam 
waktu 30 menit setelah pemindahan ke media 
yang mendukung pertumbuhan yang lebih 
cepat. Ditunjukkan pula bahwa kecepatan 
biosintesis ribosom pada khamir merupakan 
pencerminan kecepatan pertumbuhan. Diduga 
karena rDNA terletak berulang-ulang secara 
tandem pada kromosom XII (Kaback dan 
Davidson, 1980; Petes, 1980), menyebabkan 
kecepatan transkripsi rDNA menjadi tinggi 
(Alberts, 1994). Walaupun kecepatan transkripsi 
rDNA berperan dalam mengatur kecepatan 
pertumbuhan khamir, tetapi Woolford dan 
Warner (1991) menyimpulkan bahwa jumlah unit 
rDNA juga berperan dalam mengatur biosintesis 
ribosom. Hal ini terutama terjadi setelah adanya 
periode inkubasi yang diperpanjang seperti yang 
telah ditunjukkan dalam penelitian yang 
dilakukan oleh Rustchenko et al. (1993). 

 Engberg dan Pearlman (1972) dan 
Rustchenko et al. (1993) melaporkan bahwa suatu 
jasad yang sedang mengalami pertumbuhan 
akan mengakumulasi rRNA dalam jumlah 
banyak. Demikian pula yang terjadi pada 
Candida albicans dan Tetrahymena pyriformis, yang 
mengakumulasi rRNA pada saat pertumbuhan 
logaritmik.  

Dari uraian di atas kemudian dilakukan suatu 
pendekatan molekular untuk meningkatkan 
kecepatan pertumbuhan khamir, yaitu dengan 
memotong kromosom XII S. cerevisiae yang 
membawa rDNA kemudian bagian tersebut 
diisolasi dan dimasukkan ke sel-sel khamir yang 
akan ditingkatkan kecepatan pertumbuhannya. 
Pada penelitian ini dilakukan pemotongan 
kromosom XII tepat pada sisi kanan lokus rDNA 
menggunakan metode pemotongan secara in vivo 
(Widianto, 1997). 

 

BAHAN DAN METODE 

Mikroorganisme 
Khamir S. cerevisiae W303-1A (MATa ade2-1 

trp1-1 ura3-1 his3-11,15 leu2-3,112), sebagai inang 
khamir untuk pemotongan kromosom XII. 
Medium pertumbuhan khamir adalah YPAD 
(mengandung adenin 40 mg/l) dan SD-LEU2. 
Bakteri Escherichia coli DH5α (supE44 ΔlacU169 
(∅80 lacZ M15) hsdR17 recA1 endA1, gyrA96 thi-1 
relA1), sebagai inang untuk amplifikasi DNA 
plasmid. Medium pertumbuhan bakteri E. coli 
adalah medium LB (Luria Bertani) cair dan 
padat.  

Vektor Plasmid  
Plasmid pemotong kromosom XII, yakni: 

pDW49, merupakan plasmid koleksi Ir. Donny 
Widianto, Ph.D. Struktur plasmid tersebut tersaji 
pada Gambar 1.  

 

 
 
Gambar 1. Struktur plasmid pDW49. 

Persiapan plasmid pDW49 sebagai vektor 
pemotong kromosom XII pada sisi kanan lokus 
rDNA secara in vitro 

Plasmid pDW49 diamplifikasi dalam E. coli 
DH5α yang ditumbuhkan dalam medium LB cair 
yang mengandung ampisilin 50 μg/ml. Isolasi 
DNA plasmid dilakukan dengan metide mini-
prep (Sambrook et al., 1989) dengan sedikit 
modifikasi. Setelah DNA plasmid diperoleh, 
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dipotong menggunakan enzim BamHI untuk 
menghilangkan stuffer di antara dua telomer. 
Isolasi fragmen besar dari gel dilakukan dengan 
ekstraksi fenol dan presipitasi etanol (Sambrook 
et al., 1989). DNA disirkularkan dengan bantuan 
T4 DNA ligase. DNA yang sudah sirkular, 
dilinearkan kembali dengan enzim BglII pada 
sekuen homolog dengan sisi kanan lokus rDNA 
kromosom XII S. cerevisiae. 

Pemotongan kromosom XII dengan plasmid 
pDW49 

DNA plasmid yang sudah disiapkan secara in 
vitro digunakan untuk transformasi sel khamir 
W303-1A dengan metode litium asetat (Ito et al., 
1983). Konfirmasi pemotongan kromosom XII 
dilakukan dengan Contour Clamped Homogeneous 
Field (CHEF) Electrophoresis menggunakan sistem 
CHEF-DRII (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) di 
bawah kondisi seperti tertera pada gambar 3. 
Sampel DNA dimasukkan dalam bentuk agarose 
plug seperti diuraikan Carle dan Olson, 1985, 
dengan sedikit modifikasi. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pemotongan kromosom XII pada sisi kanan lokus 
rDNA 

Orr-Weaver et al. (1983) mengatakan bahwa 
untuk meningkatkan frekuensi integrasi dari 
plasmid yang ditransformasi ke dalam sel 
khamir perlu dilakukan pemotongan pada 
sekuen homolog. Dalam hal ini pemotongan 
dilakukan pada sisi kanan lokus rDNA yang 
telah diklon ke dalam plasmid pDW49 
(Widianto, 1997) dengan enzim restriksi BglII. Di 
tempat itulah diharapkan terjadi integrasi antara 
plasmid pemotong kromosom dengan 
kromosom XII S. cerevisiae melalui mekanisme 
rekombinasi (Widianto et al., 1996; Widianto, 
1997). Oleh karena hubungan antara dua ujung 
telomer sangat rapuh, maka kromosom akan 
terpisah menjadi dua kromosom yang 
monosentrik (Widianto et al., 1996; Widianto, 
1997). Proses pemotongan kromosom XII S. 
cerevisiae pada sisi kanan lokus rDNA dapat 
dilihat pada Gambar 2.  

 

 
 

PDW49 

Kromosom XII 
(2,1 Mbp) 

Integrasi 

Pemisahan 

1489 kbp 

611 kbp

Lokus rDNA CEN 
LEU2

CEN4 

Tr 

CEN Lokus rDNA LEU2 CENTr 

CEN Lokus rDNA LEU2

 
 
Gambar 2. Proses pemotongan kromosom XII S. cerevisiae secara in vivo pada sisi kanan lokus rDNA dengan 
plasmid pDW49. Integrasi pDW49 ke dalam kromosom XII pada sekuen sisi kanan lokus rDNA melalui proses 
rekombinasi diikuti pemisahan kromosom menjadi dua buah kromosom monosentrik. Keterangan: 

: Klon fragmen DNA sisi kanan lokus :Telomer 

p

: Lokus rDNA, : LEU2, : Telomer alami

: Sentromer kromosom : Sentromer pDW49  
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Gambar 3. Hasil penapisan transforman khamir dengan PFGE. Lajur ke-15 merupakan khamir yang membawa 
kromosom XII yang sudah terpotong pada sisi kanan lokus rDNA dengan ukuran 611 kbp. Kondisi elektroforesis: 
switching interval 45 detik selama 24 jam dilanjutkan 15 detik selama 6 jam; suhu 14oC, tegangan 200 Volt, dalam 
0,5 X bufer TBE. Keterangan: Lajur 1) Strain khamir kontrol (W303-1A), lajur 2-20) strain khamir transforman 
pDW49, lajur 15) strain khamir transforman yang terpotong pada sisi kanan lokus rDNA seperti yang 
dikehendaki. -->: potongan kecil kromosom XII (611 kbp). 

 
 
Penapisan transforman dilakukan dari 165 

transforman dan didapatkan satu transforman 
yang membawa kromosom XII yang sudah 
terpotong pada sisi kanan lokus rDNA (gambar 3 
lajur 15). Fragmen DNA yang terlihat hanya satu 
pita berukuran 611 kbp. Ukuran total kromosom 
XII ∼2,1 Mbp, sehingga masih ada fragmen sisa 
sebesar ± 1489 kbp. Hasil PFGE tidak dapat 
menunjukkan secara jelas posisi fragmen 
tersebut. 

Potongan kromosom XII yang membawa 
lokus rDNA (1489 kbp) sulit untuk dipisahkan, 
karena kromosom XII mempunyai anomali saat 
bermigrasi dengan PFGE. Johnston (1988) 
mengatakan bahwa kromosom XII (± 2,1 Mbp) 
bermigrasi lebih cepat daripada kromosom IV 
yang mempunyai ukuran lebih kecil (± 1,6 Mbp), 
karena kromosom XII membawa unit-unit rDNA 
yang berulang-ulang dan tersusun secara tandem. 
Dengan adanya anomali ini potongan kromosom 
yang besar sulit dijadikan petunjuk untuk 
mengetahui apakah kromosom XII sudah 
terpotong atau belum. Dari hasil visualisasi 
PFGE yang menampakkan adanya tambahan 
pita baru berukuran 611 kbp dapat diasumsikan 

bahwa kromosom XII memang sudah terpotong 
menjadi dua buah kromosom monosentrik 
dengan ukuran 1489 kbp dan 611 kbp, seperti 
yang dikehendaki. 

 
 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Penelitian ini menghasilkan strain haploid 
khamir pembawa kromosom XII yang sudah 
terpotong pada sisi kanan lokus rDNA, dengan 
menggunakan plasmid pDW49 sebagai plasmid 
pemotong kromosom. Perlu dilakukan penelitian 
lanjutan yaitu dengan memotong sisi kiri lokus 
rDNA untuk mendapatkan potongan kromosom 
yang sebagian besar membawa unit-unit rDNA. 
Vektor pemotong kromosom XII pada sisi kiri 
lokus rDNA sudah dikonstruksi,yaitu pDW46. 
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