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ABSTRACT

URCC146 and LBKURCC147 are endophytic bacteria that isolated from
pat ferns stem in Pekanbaru, Riau that resistant to acidic pH. The purpose of this
/ was to extract the DNA of endophytic bacteria Enterobacter cloacae
URCC146 and LBKURCC147. DNA of LBKURCC146 and LBKURCC147
xria were isolated after culturing for 24 hours inccubation using Geneaid Kit. The
of bacterial DNA obtained from the isolation results is above 10037 pb. DNA
)e used for further step such as amplification (PCR).

vords : endophytic, Enterobacter cloacae, isolation.

ABSTRAK

URCC146 dan LBKURCC147 merupakan isolat bakteri endofit yang diisolasi
batang tanaman paku harupat Pekanbaru, Riau yang tahan terhadap pH asam.
litian ini  bertujuan untuk mengekstraksi DNA bakteri endofit Enterobacter
ae LBKURCC146 dan LBKURCC147. Molekul DNA bakteri LBKURCC146
LBKURCC147 diisolasi setelah kultur bakteri diinkubasi selama 24 jam
jgunakan Geneaid Kit. Ukuran DNA bakteri yang diperoleh dari hasil isolasi
lebih besar dari 10037 pb. DNA dapat digunakan untuk langkah selanjutnya
ti ampifikasi (PCR).

kunci : endofit, Enterobacter cloacae, isolasi.
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DAHULUAN
Isolat bakteri LBKURCC146 dan
telah berhasil diisolasi oleh Sinaga

6) dari batang tanaman paku
oat (Nephrolepis bisserata) yang
Ja di Jalan Gulama Ujung

nbaru, Riau dengan karakteristik
1 gambut dan disimpan di
yratorium Riset Enzim, Fermentasi

Biomolekuler Jurusan  Kimia
°A Universitas Riau. Isolat Bakteri
fit LBKURCC146 dan 147 telah
ntifikasi secara morfologi oleh
ga (2016) sebagai bakteri endofit
robacter cloacae.

Tidak semua spesies dapat
‘akterisasi atau diidentifikasi
an mudah berdasarkan karakter
ologi terutama bakteri, karena
rapa kelompok bakteri memiliki
<ter morfologi dan fisiologi yang
at mirip sehingga sulit dipisahkan
gai spesies yang berbeda sehingga
I dilakukan identifikasi molekuler
jgunakan urutan DNA pendek dari
m  organisme yang  disebut
oding DNA (Hebert et al., 2003).
oding DNA adalah urutan pendek
\ yang digunakan untuk
jidentifikasi spesies secara cepat
ikurat (Meier et al. 2006).

Selain itu, perlunya dilakukan
ifikasi molekuler karena bakteri E.
cae biasanya ditemukan hidup dan
ambang di dalam sistem pencernaan
Jsia yang merupakan bagian dari

usus normal (Tham, 2012)
ngkan dalam penelitian ini E.
cae  ditemukan sebagai bakteri
fit pada jaringan tanaman batang
harupat (Sinaga, 2016). Identifikasi
kuler dilakukan dengan

jgunakan sekuens gen 16S rDNA
16S rRNA (Clarridge, 2004). Gen
idalah gen yang mengkode RNA

ribosomal pada sub unit kecil ribosom
prokariot dan memiliki urutan yang khas
dan berbeda pada setiap bakteri,
sehingga dapat dijadikan penanda
molekuler untuk proses identifikasi
(Gonzalez et al., 2005).

Identifikasi molekuler
menggunakan gen 16S rDNA dilakukan
mengacu pada kekerabatan spesies yang
sama pada tempat yang berbeda atau
kekerabatan yang terdekat dengan
menelusuri literatur, menggunakan DNA
sekuenser dan BLASTN, serta basis data
seperti GenBank. Gen 16S rDNA juga
memiliki beberapa kelemahan,
diantaranya kurang dapat membedakan
dengan jelas suatu spesies dalam level
genus karena beberapa bakteri memiliki
sifat fisiologis yang berbeda tetapi
memiliki sekuens 16S rDNA yang sama
(Suarisma,2016). Untuk identifikasi
molekuler, memerlukan tahap ekstraksi
DNA. Ekstrak DNA yang baik akan
mempengaruhi proses selanjutnya yaitu

kesuksesan amplifikasi DNA
menggunakan metode PCR.
METODE PENELITIAN
a. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah Autoclaf (All
America model 1925/KY-23D),
elektroforesis merek Mupid-exu
submarine electrophoresis, uv
transilluminator, PCR machine

(Thermal Cycler Techne TC-312 dan
Multigene Labnet International), serta
peralatan gelas laboratorium lainnya
yang dibutuhkan sesuai prosedur kerja.
Bahan vyang digunakan dalam
penelitian ini adalah bakteri E. cloacae

isolat LBKURCC146 dan
LBKURCC147 koleksi Laboratorium
Riset Enzim, Fermentasi dan

Biomolekuler Jurusan Kimia FMIPA




‘ersitas Riau yang telah diisolasi dan
1pan dalam media Nutrient agar
suhu 4°C. Bahan lainnya adalah
DM (Brataco Chemical), Nutrient
(NA), Nutrient broth (NB), alkohol
, Geneaid Kit. Buffer TBE, agarosa
Iytical grade), HyperLadder 1kb
line) (Cat. No. 33053), Etidium
lida (Bio-Rad) (Cat. No. 161-0433),
Tag Red Mix (Bioline) (Cat. No.
3), Loading buffer (Bioline) (Cat.
33053) dan Gel Red.

Peremajaan isolat

Isolat E. cloacae LBKURCC146
LBKURCC147 hasil isolasi dari
1g tanaman paku harupat yang
1pan pada media NA miring untuk
najakan kembali dalam media NA
. Isolat diambil menggunakan
n ose Yyang telah disterilisasi
Jdian digores ke media NA steril,
diinkubasi pada suhu 37°C selama
jam. Setelah diinkubasi, kultur
2ri diinokulasi ke media NB steril
diinkubasi kembali pada suhu 37°C
na 24 jam. Isolat bakteri yang telah
najakan tersebut kemudian dibuat
kultur pada media NA miring dan
1pan pada suhu 4°C.

Isolasi DNA
Sebanyak 20 mL media NB yang
disterilisasi, disimpan di dalam box
| selama 24 jam. Keesokan harinya,
2ri E. cloacae diinokulasi ke dalam
)a tersebut dan  selanjutnya
(ubasi selama 24 jam. Setelah 24
diambil sebanyak 1,5 mL dari

ng-masing isolat untuk isolasi
\.  Molekul DNA diisolasi
jgunakan Geneaid Kit. Larutan

Ir tersebut kemudian disentrifus
an kecepatan 13.000 rpm selama 1
't. Supernatan dibuang hingga yang

tersisa hanya pelet sel. Pelet sel
ditambahkan 200 pL larutan GT buffer
yang berguna untuk membantu proses
pelisisan sel lalu divorteks. Pelet sel
tersebut ditambahkan 20 pL Proteinase-
K yang beguna untuk mendegradasi
protein serta melisiskan sel lalu
diinkubasi pada suhu 60°C selama 10
menit (dibolak-balik setiap 3 menit).
larutan selanjutnya ditambahkan 200 pL
GT buffer lalu diinkubasi kembali pada
suhu 60°C selama 10 menit (dibolak-
balik setiap 3 menit). Larutan
disentrifugasi dengan kecepatan 13.000
rpm selama 2 menit.

Supernatan dipindahkan ke tabung
baru sebanyak 1 mL dan ditambahkan
200 pL etanol absolut. Larutan tersebut
kemudian dipindahkan ke GD kolom
dan disentrifugasi kembali dengan
kecepatan 13.000 rpm selama 2 menit.
Debris cell dibuang dan DNA vyang
sudah tersangkut pada filter
ditambahkan 400 pL W1 buffer dan
disentrifugasi kembali dengan kecepatan
13.000 rpm selama 30 detik. Air yang
terdapat pada CT kolom dibuang dan
selanjutnya ditambahkan sebanyak 600
pL  larutan  wash  buffer  dan
disentrifugasi dengan kecepatan 13.000
rpm selama 30 detik. Air yang terdapat
di CT kolom dibuang sama halnya
dengan perlakuan sebelumnya dan
disentrifugasi selama 3 menit dengan
kecepatan 13.000 rpm untuk
mengeringkan ~ matriks.  Selanjutnya
tambahkan 50 pL elution buffer yang
sudah diinkubasi pada suhu 70°C dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 5
menit. Larutan disentrifugasi dengan
kecepatan 13.000 rpm selama 1 menit
sebanyak 2 kali pengulangan. Molekul
DNA dielektroforesis untuk menentukan
keberhasilan isolasi DNA dan berat

molekul DNA kedua isolat tersebut.




Elektroforesis
Sebanyak 0,50 g gel agarosa
utkan dalam 50 mL buffer TBE lalu
isak sampai mendidih. Setelah £ 30-
ienit, ditambah 1 pL larutan etidium
lide dan homogenkan kemudian
an tersebut dituang ke dalam tray
roforesis. Setelah gel memadat,
1 gel dapat digunakan. Molekul
\ dielektroforesis dengan volume
4 pL yaitu 2 L DNA ditambah 2
loading dye. Larutan 1 kb DNA
ler sebanyak 2 pL dicampurkan
an 2 uL loading dye untuk DNA
Jar. Campuran isolat DNA dan
\ standar dimasukkan ke dalam
Jr yang telah dicetak menggunakan
pada gel agarosa. Proses
roforesis dijalankan selama lebih
ng 30 menit dengan arus listrik 75
Setelah migrasi DNA selesai, pita-
DNA pada gel diamati
jgunakan sinar uv pada
iluminator.

»IL DAN PEMBAHASAN

DNA kromosomal bakteri E.
cae LBKURCC146 dan
URCC147 yang diisolasi
jgunakan Geneaid Kit telah berhasil
ukan. Hal ini dibuktikan melalui
35 elektroforesis menggunakan gel
)sa. Hasil elektroforesis DNA E.
cae LBKURCC146 dan 147 dapat
at pada Gambar 1. dengan ukuran
\ lebih besar dari 10037 pasang

Isolasi DNA bakteri
URCC146 dan LBKURCC147
‘ukan menggunakan metode

raid Kit. Enzim proteinase-K dan
an garam yang terkandung di dalam

membantu  melisis sel dan
Jegradasi protein (Roslim
2017). Sebelum isolasi DNA

dilakukan, bakteri diinkubasi terlebih
dahulu selama 24 jam yang merupakan
waktu optimal pertumbuhan bakteri.
Proses isolasi DNA menggunakan
teknik sentrifugasi yaitu teknik untuk
memisahkan campuran berdasarkan
berat molekul komponennya (Roslim
dkk, 2017).

Gambar 1. Hasil elektroforesis DNA E.
cloacae LBKURCC146 dan
LBKURCC147. Keterangan: Jalur 1:
HyperLadder 1 kb (Bioline), Jalur 2: E.
cloacae LBKURCC146, Jalur 3: E.
cloacae LBKURCC147.

Hasil isolasi DNA E. cloacae
LBKURCC146 dan LBKURCC147
yang dilihat menggunakan bantuan sinar
uv transiluminator pada gel
elektroforesis memiliki tingkat
kemurnian yang tinggi dapat dilihat
dengan adanya pita seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 1. Pita yang
dihasilkan memiliki ketebalan yang
cukup untuk proses sekuensing. Pita
tebal dan tunggal dari produk PCR akan

menghasilkan ~ urutan  yang  baik
(Nugraha dkk., 2014; Roslim dkk.,
2016; Roslim, 2016). Ukuran DNA

bakteri E. cloacae yang didapat dari
hasil isolasi yaitu lebih besar dari 10037




ng basa. Hal ini diperoleh dari letak

yang berada diatas 10037pb.
urut Gong dkk (2015), bakteri
robacter cloacae memiliki ukuran
\ sebesar 4,8 Mb.
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