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RINGKASAN 

 

 
Karakterisasi Fisiologi Dan Molekuler Bakteri Simbion-Nematoda 

Entomopatogen  Berdasarkan Sekuen Gen Pengkode 16S rRNA Dari Bromo 

Kabupaten Probolinggo; Bagus Setiawan, 121820401009; 2016: 58 halaman; 

Magister Biologi Sains, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Jember. 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi isolat secara fenotip dan 

berdasarkan sekuen gen pengkode 16S rRNA pada bakteri simbion nematoda 

entomopatogen, Heterorhabditis sp.-Photorhabdus sp. dan Steinernema sp.-

Xenorhabdus sp.  isolat dari Bromo, Kabupaten Probolinggo, yaitu isolat 

Wonokerto dan isolat Sukapura. 

Terdapat dua sampel isolat bakteri simbion-nematoda entomopatogen 

Steinernema sp. digunakan sebagai sampel yang merupakan koleksi laboratorium 

Pengendalian Hayati Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan (HPT), Fakultas 

Pertanian, Universitas Jember dari daerah Bromo isolat Wonokerto (WN01) dan 

isolat Sukapura (SP01). Adapun metoda yang digunakan pada penelitian ini 

adalah : isolasi nematode entomopatogen Steinernema sp. dan bakteri simbion, 

karakterisasi isolat bakteri, isolasi DNA genom, PCR 16S rRNA, pemurnian 

DNA, dan analisis sekuen DNA. 

Hasil uji morfologi bakteri simbion nematoda entomopatogen isolat dari 

Bromo, Kabupaten Probolinggo, yaitu isolat WN01 dan SP01, yang telah murni 

dan berumur kurang dari 24 jam secara berurutan diamati bentuk dan 

morfologinya melalui pewarnaan Gram dan hasil yang terlihat secara mikroskopis 

dengan pembesaran 1000X berbentuk batang pendek Gram positif, karakterisasi 

fisiologis dengan menggunakan media NANR yaitu positif ditandai dengan 

penyerapan Neutral Red pada media NANR. Berdasarkan hasil karakterisasi isolat 

bakteri Wonokerto (WN01) dan isolat bakteri Sukapura (SP01) didapatkan hasil 

bahwa isolat WN01 dan SP01 berwarna putih kekuningan, bioluminenscene 

negative, katalase positif, tidak dapat menghidrolisis urea, dan juga tidak dapat 

memproduksi H2S.  

Dari hasil penelitian diperoleh sekuen sekuen isolat WN01 memiliki 

kemiripan dengan bakteri  Bacillus toyonensis strain BCT 7112, sedangkan isolat 

SP01 memiliki kemiripan dengan bakteri  Bacillus cereus ATCC 14579. 

 

Kata kunci : Bakteri simbion–nematoda entomopatogen, Karakterisasi fisiologis, 

Sekuen gen pengkode 16S  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Pengendalian hama dengan memanfaatkan musuh alami merupakan salah 

satu cara yang dapat digunakan, karena selain efektif terhadap hama sasaran, juga 

tidak menimbulkan efek negatif terhadap lingkungan (Chaerani, 2007). Nematoda 

entomopatogen adalah agens pengendali hayati diantara yang telah diidentifikasi 

adalah dari famili Steinernematidae dan Heterorhabditidae (Adam & Nguyen, 

2002). Nematoda ini membunuh serangga dengan bantuan yang diperoleh dari 

simbiotik mutualistik dengan bakteri yang dibawa dalam saluran pencernakannya 

(intestine). (Boemare, 2002). Bakteri ini bersimbiosis secara mutualistik dengan 

nematoda entomopatogen (NEP). NEP berperan sebagai pembawa bakteri untuk 

menginfeksi serangga, sehingga apabila serangga mati maka bakteri secara tidak 

langsung menyediakan nutrisi untuk pertumbuhan dan produksi NEP. Bakteri 

bermultiplikasi dan membunuh serangga dengan cara melepaskan beberapa faktor 

virulensi berupa kompleks toksin insektisidal, protease, lipase, dan 

lipopolisakarida. serta antibiotik jenis baru maupun antifungi (Bowen et al., 1998; 

Daborn et al., 2003).  

 Selama ini 2 spesies bakteri simbion yang berhasil diidentifikasi dari 

Steinernematidae dan Heterorhabditidae adalah Photorhabdus sp. dan 

Xenorhabdus.sp. Bakteri yang bersimbiosis dengan Heterorhabditis sp. adalah 

Photorhabdus sp. (Kaya & Gaugler, 1993). Bakteri ini bertanggung jawab untuk 

membunuh serangga inang secara cepat, dalam 2-3 hari dan menyebabkan 

septicemia (bakteri masuk kedalam haemocoel, multiplikasi, memproduksi racun 

dan diikuti kematian serangga). Kematian serangga inang banyak diakibatkan oleh 

toksin yang dikeluarkan oleh bakteri. Bakteri akan berkembang secara cepat 

dalam tubuh serangga inang yang telah mati dan menggunakannya sebagai nutrien 

(Simoes dan Rosa, 1996).  Bakteri Photorhabdus sp. mempunyai karakteristik 

fisiologis antara lain Gram negatif, tidak mempunyai enzim katalase, 

bioluminenscense negatif, memfragmentasi laktosa, pencairan gelatin positif, dan 

mempunyai aktifitas antibiotik terhadap bakteri lain (Woodring dan Kaya, 1988),
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 anaerob fakultatif dan non fluorescens (Aguillera et.al., 1993).  Bakteri 

Photorhabdus sp. juga menghasilkan enzim lechitinase, protease, entomotoksin 

(eksotoksin dan endotoksin), DNAse, dan phosphatase yang mengakibatkan 

kematian serangga (Boemare et.al., 1996).  

 Sementara itu Xenorhabdus sp. yang merupakan simbion dari Steinernema 

memiliki bentuk bulat mengkilat menyerupai lendir, cembung, tepi agak rata 

dengan struktur dalam meneruskan cahaya. Bentuk sekunder bakteri dapat 

membentuk struktur dalam menyerupai pasir halus dengan meneruskan sinar 

meskipun benda di bawahnya tidak semua terlihat dengan jelas (Woodring dan 

Kaya, 1988). Bakteri Xenorhabdus sp. terdiri dua fase yang disebut dengan fase 

primer (fase I) dan fase sekunder (fase II). Fase primer selalu dapat diisolasi dari 

nematoda Dauer Juveniles (DJs) (Ehlers dan Peters, 1995). Menurut Boemare et 

al., (1996), bahwa bakteri fase primer mempunyai bentuk batang pendek dengan 

ukuran 80-90 % dibanding batang panjang, serta flagel tersebar pada seluruh sisi 

sel (pleomorphic). 

Penggunaan bakteri sebagai bioinsektisida telah lama diaplikasikan. Salah 

satu yang banyak digunakan adalah toksin dari Bacillus turingiensis (Bt), Bacillus 

turingiensis merupakan salah satu anggota B. cereus grup bersama dengan B. 

anthraxis, B. thuringiensis yang memiliki karakteristik diantaranya memproduksi 

asam, fakultatis anaerob. Bacillus turingiensis  menghasilkan dua macam toksin, 

toksin utama disebut toksin Cry (Crystal) yang dikodekan oleh gen cry. Tipe 

toksin yang kedua disebut toksin Cyt (Cytolitic) yang berfungsi untuk menambah 

toksin Cry dalam mengontrol insekta (Knowles, BH, 1994). Mekanisme kerja 

toksin Bt adalah setelah masuk ke dalam perut larva, maka toksin Cry akan pecah 

dan komponen insektisida akan aktif yang disebut δ-endotoksin (Swadener, 1994). 

Toksisitas eksotoksin yang dihasilkan Photorhabdus luminescens mempunyai 

spektrum yang lebih luas karena meliputi serangga dari ordo Lepidoptera, 

Coleoptera, Homoptera, dan Dictyoptera (Bowen et al., 1998). Sementara itu 

bakteri simbion Xenorhabdus sp. menghasilkan senyawa antibiotik, lechitinase, 

bioluminescens (Woodring et al., 1988). 
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Menurut Marineide, bakteri simbion yang di isolasi dari Steinernema sp. 

dibagi menjadi tiga kelompok (Marineide, et al., 1993). Menurut Buchanan dan 

Gibbons (1974) dalam Bergeys Manual of Determine Bacteriology, B. cereus 

termasuk genera basillus, organisme bersel tunggal, berbentuk panjang pendek, 

biasanya dalam bentuk rantai panjang. Umumnya mempunyai ukuran lebar 1,0 

µm–1,2 µm dan panjang 1,0 µm–1,2 µm, Gram posisitf, aerob, suhu pertumbuhan 

maksimum 37-48
O
C dan minimum 5-20

O
C dan pH pertumbuhan 5,5–8,5. B. 

cereus bersifat kosmopolit, suhu pertumbuhan optimum 30
O
C. B. cereus 

merupakan saprofit ringan yang tidak berbahaya yang lazim terdapat dalam tanah, 

air, udara, dan tumbuh-tumbuhan serta mampu membentuk endospora yang tahan 

panas (Jawetz, 1996). Beberapa strain  B.cereus yang patogenik telah 

dikembangkan untuk mengendalikan serangga hama diantaranya strain Pr 1017 

yang diisolasi dari larva Pristiphora erichsonii  yang sakit (Heimpel dan Angus, 

1963). B. toyonensis strain BCT-7112 T merupakan Gram positif,  motil,  anaerob 

fakultatif, dan  tipe sel single,  koloni  biasanya lebar,  datar  dengan seluruh tepi 

bergelombang (undulate),  dan sering membentuk cincin disekeliling koloni 

meluas keluar plate.  Biasanya,  koloni granulate,  berwarna putih sampai krim.  

Suhu pertumbuhannya berkisar antara  10 -  45
O
C,  dapat tumbuh optimum pada 

suhu  35
O
C.  Memiliki kedekatan terdekat dengan kelompok bakteri Bacillus 

cereus (Jiménez et al., 2013). 

Identifikasi bakteri dapat dilakukan dengan menggunakan metode 

konvensional dan molekuler. Metode konvensional dapat dilakukan dengan 

berdasarkan pada karakteristik fenotip yaitu pewarnaan Gram, morfologi dan 

reaksi biokimia. Namun, metode identifikasi bakteri secara konvensional ini 

memiliki beberapa kelemahan. Metoda ini tidak dapat digunakan untuk organisme 

yang belum teridentifikasi. Lebih lanjut, kita kadang-kadang dihadapkan dengan 

organisme yang menunjukkan karakteristik biokimia yang tidak cocok dengan 

pola setiap genus dan spesies yang dikenal. Sementara itu, identifikasi organisme 

yang ketika dikultur tumbuhnya lambat menjadi sangat sulit (Woo dkk., 2003). 

Karena karakter fisik dan biokimiawi merupakan karakter yang tidak statis dan 
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berubah karena adanya stress dan evolusi, maka hal ini juga mempengaruhi hasil 

identifikasi (Ochman et al., 2005).  

Sejak penemuan Polymerase Chain Reaction dan sekuensing DNA, 

perbandingan urutan gen dari spesies bakteri menunjukkan bahwa gen 16S rDNA 

sangat kekal dalam suatu spesies dan di antara spesies yang sama genusnya, dan 

dapat digunakan sebagai teknik baru untuk identifikasi bakteri pada tingkat 

spesies (Olsen dan Woese, 1993). 16S subunit kecil ribosom DNA (rDNA) adalah 

molekul yang saat ini menjadi pilihan untuk mengidentifikasi bakteri dan 

mikroorganisme lainnya di tingkat spesies. Identifikasi berbasis rDNA bersifat 

akurat untuk sampai tingkat spesies karena urutan 16S rDNA yang memiliki 

kesamaan ≥ 99% dari sekuen yang ada di GenBank. Identifikasi pada tingkat 

genus dapat dilakukan apabila urutan sekuen 16S rDNA memiliki kesamaan ≥ 

97% dengan sekuen yang ada di GenBank. Kegagalan dalam mengidentifikasi 

dimungkinkan apabila sekuen 16S rDNA memiliki homologi lebih rendah dari 

97% dibandingkan sekuen yang ada di GenBank pada saat analisis (May, 1999). 

Lebih jauh lagi fleksibilitas yang luar biasa membuatnya sangat berarti dalam hal 

skrining dan identifikasi mikroorganisme. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Karakterisasi fisiologi dan molekuler bakteri simbion nematoda 

entomopatogen dari Heterorhabditis sp. dan Steinernema sp. dari Bromo, 

Kabupaten Probolinggo, dari wilayah Wonokerto dan Sukapura.  

 

1.3 Batasan Masalah 

a. Identifikasi secara fisiologis berdasarkan karakterisasi fenotip yaitu 

termasuk pewarnaan Gram, morfologi, uji kultur, reaksi biokimia, dan 

metode pembiakan in vivo pada bakteri simbion, nematoda entomopatogen 

Heterorhabditis sp. dan Steinernema sp. yang diisolasi dari Bromo, 

Kabupaten Probolinggo. 

b. Identifikasi dan pembuatan pohon filogeni isolat bakteri simbion dari 

nematoda entomopatogen Heterorhabditis sp. dan Steinernema sp. dari 
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Bromo, Kabupaten Probolinggo dilakukan berdasarkan sekuen DNA gen 

pengkode 16S rDNA. 

 

1.4 Tujuan Penelitian 

a. Melakukan karakterisasi fisiologis yang ditentukan dengan pewarnaan 

Gram, morfologi, uji kultur, reaksi biokimia, dan metode pembiakan in 

vivo pada bakteri simbion dari nematoda entomopatogen Heterorhabditis 

sp. dan Steinernema sp. isolat dari Bromo, Kabupaten Probolinggo. 

b. Identifikasi spesies berdasarkan sekuen gen pengkode 16S rDNA pada 

bakteri simbion dari nematoda entomopatogen Heterorhabditis sp. dan 

Steinernema sp.  isolat dari Bromo, Kabupaten Probolinggo. 

c. Identifikasi spesies berdasarkan sekuen gen pengkode 16S rDNA pada 

bakteri simbion diluar Photorhabdus sp. dan Xenorhabdus sp.  isolat dari 

Bromo, Kabupaten Probolinggo. 

  

1.5 Manfaat Penelitian 

Data yang diperoleh dari karakterisasi fisiologis dan molekuler diharapkan 

memberikan informasi mengenai identitas bakteri simbion nematoda 

entomopatogen, Heterorhabditis sp. dan Steinernema sp. isolat dari Bromo, 

Kabupaten Probolinggo dan hubungan filogenetiknya berdasarkan sekuen DNA 

gen pengkode 16S rDNA. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

        

2.1  Karakteristik biologis nematoda entomopatogen Heterorhabditis sp. 

 Pengendalian hayati di dalam konsep dasar Pengendalian Hama Terpadu 

(PHT) memegang peranan yang sangat penting. Penggunaan agens hayati saat ini 

memperoleh perhatian yang sangat besar karena bahaya pengaruh samping 

penggunaan pestisida kimiawi atau senyawa sintetik terhadap lingkungan, baik 

menimbulkan dampak kekebalan serangga hama tanaman (resistensi), peledakan 

serangga hama sekunder (resurjensi) dan pencemaran air minum serta makin 

tingginya kesadaran masyarakat akan kualitas hidup yang baik. Nematoda 

entomopatogen merupakan salah satu alternatif untuk mengendalikan serangga 

hama tanpa menimbulkan dampak negatif pada lingkungan. Berkaitan dengan hal 

tersebut di atas, maka penerapan bioteknologi dalam identifikasi nematoda 

entomopatogen bakteri simbion, Heterorhabditis sp. Photorhabdus sp. dan 

Steinernema sp. Xenorhabdus sp. isolat dari Bromo, Kabupaten Probolinggo 

sebagai agens pengendali hayati serangga hama sangatlah penting. Sampai 

sekarang telah diidentifikasi 43 spesies NEP dari dua famili dan tiga genera 

(Koppenhofer & Fuzi, 2003). 33 spesies dari genus Steinernema, satu spesies dari 

genus Neosteinernema, sembilan dari genus Heterorhabditidae. NEP ini dapat 

diisolasi menggunakan larva greater wax moth Galleria mellonella. NEP dari 

genus Steinernematidae dan Heterorhabditidae merupakan parasit yang efisien 

bagi serangga-serangga yang hidup di tanah atau pada stadia tertentu hidup dalam 

tanah, memiliki virulensi yang tinggi terhadap inangnya, mematikan (Peters, 

1996) 

 Heterorhabditis adalah genus nematoda dari ordo Rhabditida. Semua 

spesies dari genus ini adalah parasit obligat serangga, dan beberapa digunakan 

sebagai agen pengendali hayati untuk mengendalikan serangga hama. Nematoda 

Heterorhabditis merupakan host untuk bakteri simbion Photorhabdus.  Kompleks 

nematoda-bakteri ini   dalam lingkungan yang sesuai dapat menjadi agen 

pengendali hayati yang efektif terhadap hama sasaran. Spesies Heterorhabditis 

sp., membawa satu spesies bakteri simbion, Photorhabdus sp.. Sel-sel bakteri 



7 
 

 
 

Photorhabdus sp., yang dorman disimpan dalam saluran pencernaan 

Heterorhabditis sp. 

 Klasifikasi Heterorhabditis sp. menurut Poinar (1990) sebagai berikut : 

Kingdom : Animalia 

Filum  : Nematoda 

Kelas  : Secermentae 

Ordo  : Rhabditida  

Famili  : Rhabditidae  

Genus  : Heterorhabditis 

 Heterorhabditis sp. mempunyai bentuk tubuh sebagaimana cacing, 

silindris, panjang tubuh betina 479 – 700 µm, tubuh jantan 479-685 µm, 

sedangkan tubuh juvenil infektif (JI) 479 - 573 µm. Tubuh simentris bilateral, 

tidak bersegmen-segmen, mempunyai kutikula sehingga tubuhnya licin, 

gerakannya fleksibel dan tidak ada gerakan kontraktil memanjang. Terdapat alat 

pencernaan yaitu mulut, esofagus, intestinum, rektum. Betina dewasa 

Heterorhabditis sp. tubuhnya lebih besar dan lebih panjang daripada jantan, pada 

pertengahan tubuhnya terdapat vulva yang berfungsi untuk kopulasi. Pada bagian 

kepala terdapat satu mulut dengan enam bibir yang menyerupai gigi dan terdapat 

satu papilla. Jantan dewasa Heterorhabditis sp. tubuhnya lebih kecil dan lebih 

pendek dari betina, ujung posterior melengkung dan terdapat sepasang spikula 

sebagai alat kopulasi. Kepala spikula pendek, berasal dari penyempitan lamina 

dan gubernaculum, berukuran setengah dari panjang spikula. 

 

2.2 Karakteristik biologis nematoda entomopatogen Steinernema sp. 

 Steinernema sp. adalah jenis nematoda entomopatogen yang banyak 

digunakan sebagai agens pengendali hayati hama. Steinernema jantan mempunyai 

panjang tubuh 1000–1900 μm, lebar 90–200 μm, panjang stoma 4,5–7 μm, lebar 

stoma 4–5 μm, panjang ekor 19–27 μm, panjang spikula 72–89 μm, 

gubernakulum 57–70 μm, panjang mucron 2,8–4,5 μm. Steinernema betina, 

panjang tubuh 3020–3972 μm, lebar 153–192 μm, panjang stoma 7–12 μm, lebar 

stoma 5,0–8,5 μm, panjang ekor 30–47 μm, lebar vulva 49–54 μm. Untuk stadia 
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„Infective juvenile” : panjang tubuh 500–570 μm, lebar 15–25 μm, panjang ekor 

47–54 μm (Stock, 1993) Steinernema sp. Dewasa berukuran besar dan mampu 

menghasilkan 10000 telur (Weiser, 1991). Nematoda ini mempunyai kulit tubuh 

yang halus, bentuk kepala tumpul, enam bibir masing-masing mempunyai 

Guberna dan stoma yang dangkal. Steinernema sp. Betina memiliki ovari bertipe 

amphidelphic yang tumbuh dari arah anterior ke posterior. Vulva terletak pada 

bagian tengah panjang tubuhnya. Steinernema sp. Betina memiliki ovari bertipe 

amphidelphic yang tumbuh dari arah anterior ke posterior. Vulva terletak pada 

bagian tengah panjang tubuhnya. Steinernema sp. Jantan mempunyai testis 

tunggal terefleksi, spikula sepasang dengan bentuk kurva simetris ataupun 

ramping (Gaugler dan Kaya, 1990). 

 

2.3 Karakteristik Morfologi Isolat bakteri simbion NEPs secara umum 

 Keanekaragaman bakteri dapat dieksplorasi dengan menggunakan 

karakterisasi fenotip yang meliputi karakter morfologi, fisiologis, dan reaksi 

biokimia (holt et al., 1994). Pewarnaan gram mempermudah pemeriksaan 

mikroskopik apusan untuk mengamati bentuk sel bakteri sehingga mudah untuk 

diidentifikasi dengan cara mengetahui reaksi dinding sel bakteri melalui 

serangkaian pengecatan. Salah satu tehnik pewarnaan yang dikerjakan di  

Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA Universitas Jember untuk 

kepentingan identifikasi bakteri adalah pewarnaan Gram, pewarnaan ini membagi 

sel-sel bakteri ke dalam dua kelompok utama, yaitu Gram-positif dan Gram-

negatif. Reaksi pewarnaan Gram didasarkan pada perbedaan komposisi kimiawi 

dinding sel bakteri. Sel-sel Gram positip memiliki lapisan peptidoglikan yang 

tebal, sedangkan lapisan peptidoglikan pada sel-sel Gram negatip jauh lebih tipis. 

Pewarnaan Gram menggunakan empat macam pereaksi yang berbeda, yang dibagi 

menjadi pewarna primer biasanya mrnggunakan kristal violet, pereaksi peluntur 

menggunakan lugol-iodine, senyawa pemucat menggunakan etil alkohol 95%, dan 

terakhir pewarna pembanding menggunakan safranin.(James G. Cappucino, et.al, 

2014).  
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 Pertumbuhan bakteri sangat tergantung pada ketersediaan nutrisi dan 

factor lingkungan yang mendukung, media kultur adalah lingkungan yang dibuat 

untuk membiakkan bakteri didalam laboratorium dengan tujuan mengetahui 

identitas bakteri sehingga bisa didapatkan biakan bakteri yang murni. koloni 

bakteri pada media selektif NANR, uji gram, uji bioluminenscene, uji katalase, uji 

hidrolisis urea, uji produksi H2S. Pewarnaan gram dilakukan dengan 

menempatkan 

 Reaksi biokimia aerobik bakteri yang berasal dari karbohidrat dapat 

berupa penggunaan sumber energi dari glukosa, laktosa, galaktosa, maltose, dan 

manitol, selanjutnya reaksi biokimia anaerobik  yang biasa dikenal sebagai proses 

fermentasi menggunakan fermentasi glukosa, enzim δ-galactoside, dan triple 

sugar iron. Bakteri simbion nematoda entomopatogen, Heterorhabditis sp. 

Photorhabdus sp., Steinernema sp. Xenorhabdus sp. dan bertujuan untuk melihat 

morfologi secara mikroskopik dan sifat Gram dari bakteri simbion nematoda 

entomopatogen, Heterorhabditis sp. Photorhabdus sp. Steinernema sp. 

Xenorhabdus sp. Morfologi dan uji kultur pada bakteri simbion nematoda 

entomopatogen, Heterorhabditis sp. Photorhabdus sp., Steinernema sp. 

Xenorhabdus sp. diisolasi dari ulat hongkong (Tenebrio molitor) yang terinfeksi 

oleh nematoda patogen serangga isolat dari Bromo, Kabupaten Probolinggo. 

Isolasi dilakukan dengan media NBTA (Nutrient Bromthymol Blue 

Triphenyltetrazolium Chloride Agar) untuk mendapatkan koloni bakteri 

Photorhabdus sp. dan Steinernema sp. Xenorhabdus sp.  fase primer yang mampu 

menyerap bromthymol blue sehingga koloni berwarna biru. Koloni bakteri fase 

primer tersebut kemudian diperbanyak untuk dijadikan sumber inokulum. 

Inokulum diperbanyak pada media NB (Nutrient Broth) cair yang diinkubasi 

selama 24 jam suhu ruangan (27°C). 

 Perbanyakan nematoda entomopatogen Heterorhabditis sp. dan 

Photorhabdus sp. dan Steinernema sp. Xenorhabdus sp.   menggunakan metode 

kultur in vivo berdasarkan white trap (White, 1927), yang mengambil keuntungan 

dari munculnya keturunan infektif juvenille yang migrasi secara alami dari host 
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yang mati. Pendekatan ini terdiri dari inokulasi, panen, konsentrasi, dan 

dekontaminasi. 

 

2.4 Identifikasi Secara Molekuler menggunakan PCR (Polymerase Chain 

Reaction). 

 PCR adalah suatu teknik amplifikasi fragmen DNA yang diinginkan 

secara in vitro, yang melibatkan beberapa tahap yang berulang (siklus) dan pada 

setiap siklus terjadi duplikasi jumlah target DNA untai ganda. Menurut Bednarski 

2006, tehnik molekuler yang  telah berkembang untuk menganalisis suatu 

mikroorganisme melalui asam nukleatnya adalah menggunakan tehnik PCR 

(Polymerase Chain Reaction). PCR merupakan suatu tehnik amplifikasi potongan 

DNA secara in vitro pada daerah spesifik. Untai ganda DNA templat (unamplified 

DNA) dipisahkan dengan denaturasi termal dan kemudian didinginkan hingga 

mencapai suatu suhu tertentu untuk memberi waktu pada primer menempel 

(anneal primers) pada daerah tertentu dari target DNA. Polimerase DNA 

digunakan untuk memperpanjang primer (extend primers) dengan adanya dNTPs 

(dATP, dCTP, dGTP dan dTTP) dan buffer yang sesuai. Umumnya keadaan ini 

dilakukan antara 20–40 siklus. Target DNA yang diinginkan (short ”target” 

product) akan meningkat secara eksponensial setelah siklus keempat dan DNA 

non-target (long product) akan meningkat secara linier seperti tampak pada bagan 

di atas (Newton dan Graham, 1994). 

Terdapat beberapa tahapan dalam PCR (Polymerase Chain Reaction) : 

1. Tahap denaturasi (pemisahan) 

 Pada tahap ini, temperatur dinaikan pada suhu mendekati titik didih, yaitu 

90
O
–95

O
C. Hal ini dilakukan dengan tujuan double strand DNA akan terpisah 

sebagian, yang nantinya berfungsi untuk menyisipkan primer. Waktu yang 

digunakan biasanya tidak lama, sehingga memungkinkan DNA untuk dapat 

kembali ke bentuk double helix. 

Tambahan DNA kembali lagi ke posisi double helix karena adanya ikatan 

hidrogen pada masing-masing basa DNAnya, sehingga dengan penurunan 

suhu, DNA akan saling berikatan kembali. 
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2. Tahap annealing (penempelan) 

 Ketika suhu diturunkan di sekitar suhu 50
O
 - 65

O
C, DNA mulai berikatan 

kembali. Pada saat inilah kesempatan dari primer untuk menyerang posisinya, 

sehingga akan terbatasi jumlah penempelan dari DNA awal. Suhu annealing 

ini berbeda-beda untuk masing-masing proses PCR, ini bergantung pada Tm 

masing-masing primer yang digunakan. Apabila suhu tidak tepat akan 

menyebabkan tidak terjadinya penempelan pada daerah spesifik atau primer 

akan menempel di sembarang tempat, sehingga DNA polimerase akan 

berikatan sehingga ikatan hidrogen tersebut akan menjadi sangat kuat dan 

tidak bisa putus apabila dilakukan reaksi polimerase pada suhu 72
O
C. 

3. Tahap extension (polimerase/perpanjangan) 

 Tahap ini disebut juga tahap perpanjangan. Dengan bantuan enzim taq 

Polymerase, DNA baru disusun dengan menggunakan dNTP sebagai bahan 

baku. Taq polymerase ini membutuhkan kation bivalen dalam aktifitasnya, 

biasanya menggunaka MgCl2 sebagai kofaktornya. 

 

Gambar 2.4. Bagan Proses Polymerase Chain Reaction 

 

 Dalam suatu proses PCR dibutuhkan asam nukleat sebagai sumber 

informasi genetik, yang secara kimia merupakan suatu rangkaian dari unit 

yang lebih kecil yaitu nukleotida yang dibentuk oleh ribose, deoxyribose, 

phosphate, dan basa (adenin, guanine, cytosine, thymine untuk DNA dan 

urasil sebagai pengganti thymine untuk RNA). Pada umumnya DNA yang 

http://1.bp.blogspot.com/-DiBvTDgWIrI/Tx-kuFZ_l_I/AAAAAAAAAEo/805Om9ukBDc/s1600/PCR.gif
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digunakanpada proses PCR adalah DNA total atau DNA genom yang 

diekstraksi dari sel. 

Beberapa komponen yang digunakan dalam pengerjaan PCR : 

1. Taq DNA polymerase, bersifat termostabil dari bakteri termofilik sampai 

temperatur 95
O
C, sehingga tidak rusak pada tahap denaturasi, dan hanya 

ditambahkan pada awal proses amplifikasi.  

 Penggunaan Taq DNA polymerase akan meningkatkan spesifitas PCR, 

karena sintesis DNA dilakukan pada temperatur 72
O
C. Pada temperatur 

tinggi ini, penempelan non-spesifik antara primer dengan tempalate DNA 

lebih jarang terjadi, sehingga produk PCR dengan menggunakan Taq DNA 

polymerase lebih spesifik. 

2. dNTPs (deoksiribonukleosida trifosfat)), digunakan dalam sinstesis DNA 

meliputi deoksiadenosin trifosfat (dATP), deoksiguadin trifosfat (dGTP), 

deoksisitidin trifosfat (dCTP), dan deoksitimidin trifosfat (dTTP). dNTP 

menempel pada gugus 3‟-hidroksil bebas primer dengan membentuk untai 

baru yang komplemn dengan rantai DNA template. Konsentrasi optimal 

dNTP harus dioptimasi dan tergantung pada konsentrasi MgCl2, kekuatan 

reaksi, konsentrasi primer, panjang produk yang diamplifikasi, dan jumlah 

siklus PCR. 

3. Kation Bivalen (MgCl2) dan buffer PCR, buffer untuk Taq DNA polymerase 

menggunakan kekuatan 10X dan harus diencerkan 1:10 (v/v) sebelum 

digunakan. Untuk mencapai kondisi optimum, konsentrasi MgCl2 dalam 

campuran akhir dapat bervariasi pada kisaran 0,5-5 mM. Sehingga ion Mg 

akan membentuk kompleks yang terlarut dalam dNTP yang berperan 

dalam proses penggabungan. Ion Mg ini bersifat stimulan terhadap 

aktivitas polimerase, meningkatkan Tm untai ganda DNA dan berinterkasi 

dengan template. Konsentrasi MgCl2 yang randah berpengaruh terhadap 

penurunan perolehan produk PCR, dan sebaliknya apabila konsentrasi 

yang tinggi akan mengakibatkan akumulasi produk PCR non-spesifik.  
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4. Template DNA, sampel PCR bisa berupa DNA untai tunggal atau ganda, 

ukuran DNA tidak menjadi masalah, amplifikasi sebaiknya jika DNA 

genom berukuran besar dipotong terlebih dulu dengan enzim restriksi. 

5. Sepasang Primer, pemilihan urutan primer ditentukan oleh panjang 

oligonukleotida, Tm, komposisi nukleotida, karakter fisik, dan interaksi 

primer-primer (pembentukan dimer-primer). Panjang primer ditentukan 

oleh konservasi urutan, ukuran, ddan komposisi urutan target. Pada 

umumnya ukuran primer antara 15-30 pb, panjang primer mempengaruhi 

kemampuan sistem untuk mentoleransi missmatch. 

 

2.5 Sekuensing 

 DNA sekuen digunakan untuk menentukan sekuens nukleotida dalam 

molekul DNA yang dimulai dari basa nitrogen tertentu dalam untaian DNA dan 

diakhiri pada basa nitrogen tertentu pula dalam untaian DNA. Menurut Gaffar 

(2007), DNA menyimpan informasi genetik dalam bentuk urutan nukleotida, 

urutan nukleotida yang telah diketahui dapat ditentukan urutan asam amino 

protein yang dikodenya, sedangkan urutan asam amino protein tidak dapat 

memberikan informasi lengkap mengenai urutan nukleotida gen yang 

mengkodenya. 

 Metode sekuensing yang umum digunakan adalah metode Maxam-Gilbert 

dan metode Sanger. Pada metode Maxam-Gilbert (metode kimia) sejumlah DNA 

yang di digesti oleh enzim restriksi endonuklease, sehingga memisahkan DNA 

untai tunggal melalui beberapa perlakuan kimia yang memisahkan molekul DNA 

dan menyusunnya menjadi fragmen-fragmen berdasarkan perbedaan urutan 

jumlah pasang DNA. Fragmen-fragmen tersebut kemudian dibagi menjadi empat 

bagian yaitu, T, C, G, A, dan dielektrofolisis untuk dideteksi dengan 

menggunakan autoradiography. Keempat kombinasi basa yaitu  A, G+A, C, T+C 

dibandingkan untuk mengetahui basa-basa yang terdapat pada fragmen dan 

menentukan susunan basanya. Zat kimia yang digunakan dalam reaksi ini adalah 

zat dimetilsulfat (DMS) yang berfungsi dalam reaksi untuk memotong basa purin 
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dan mengikat adenin, sedangkan untuk memotong sitosin maupun timin 

digunakan hydrazine (Maxam-Gilbert, 1977). 

 

Gambar 2.5. Contoh PAGE sekuensing dengan metode Maxam-Gilbert 

 

 Pada metode terminasi rantai atau dideoksi pada metode Sanger, 

mengacuh pada terminasi prematur dari sintesis DNA yang menghasilkan chain-

terminating dideoxynucleotides, yaitu tidak ada 3‟-hidroksil deoksiribosa dalam 

reaksi DNA polimerase. Sintesis DNA yang terinisiasi oleh primer menghasilkan 

empat reaksi yang terpisah yang berjalan serempak. Tiap reaksi mengandung satu 

dideoksinukleotida (A, C, G, T), pada tahap selanjutnya akan menghentikan 

sintesis DNA. Hal ini terjadi karena tidak ditemukannya grup 3‟-hidroksil untuk 

penambahan nukleotida berikutnya, sehingga dihasilkan seri dari molekul DNA 

berlabel yang tiap serinya mengalami terminasi pada basa yang dipresentasikan 

oleh dideoksinukleotida. Faktor-faktor tersebut dipengaruhi oleh penggunaan 

enzim restriksi untuk memotong DNA menjadi fragmen-fragmen, pensintesisan 

untai DNA yang berkomplemen dengan fragmen yang direstriksikan, 

penggabungan modifikasi nukleotida yang berfungsi menghalangi sintesis DNA, 

dari hasil proses tersebut kemudian dielektroforesis untuk memisahkan fragmen 

berdasarkan panjangnya, kemudian dibandingkan satu sama lainnya (Sanger et al., 

1977). 
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Gambar 2.5.a. Skema sekuensing DNA reaksi polimerisasi dan terminasi 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.5.b. Skema sekuensing DNA, PAGE untuk melihat ukuran fragmen 

 

 Tehnik elektroforesis digunakan untuk mengetahui ukuran dan jumlah 

pasangan basa yang terdapat pada suatu sekuens DNA tertentu. Dalam prosesnya 

menggunakan label pada fragmen-fragmen DNA untuk meningkatkan daya 

fluoresensi dari DNA sehingga bisa terlihat jelas, dan menggunakan pewarna 

untuk fragmen-fragmen DNA pada gel, sedangkan marker digunakan untuk 

penanda posisi pasangan basa dari molekul DNA yang bermigrasi. 

 Metode Maxam-Gilbert dan metode Sanger memiliki perbedaan, yaitu 

pada metode Maxam-Gilbert melibatkan degradasi kimia dari DNA asli, 

sedangkan pada metode Sanger melibatkan sintesis untai tunggal DNA template 

menjadi untai ganda dengan bantuan DNA polimersae. Metode sekuens Sanger ini 

sering digunakan pada saat ini karena memiliki kelebihan antara lain memiliki 

susunan basa yang lebih lengkap dari DNA template dan menggunakan bahan 

yang relatif mudah didapatkan walaupun proses pengerjaannya lama dan kurang 

ekonomis.  



16 
 

 
 

2.6 Identifikasi Bakteri Berdasarkan 16S rRNA 

 Identifikasi dapat dilakukan melalui penentuan 16S rDNA (gen 16S 

rRNA) dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) sekuensing. Segmen 

16S rDNA bakteri diamplifikasi melalui PCR, lalu urutannya ditentukan melalui 

sekuensing. Urutan basa dari 16S rDNA tersebut dibandingkan dengan berbagai 

urutan 16S rDNA dari berbagai organisme prokariot pada gene bank. 

Perbandingan urutan 16S rDNA juga merupakan cara untuk mengetahui 

filogenetik dan evolusi diantara berbagai organisme prokariot, karena gen ini 

mengandung sekuen urutan DNA yang sangat terkonservasi (highly conserved 

sequence patterns) (Innis et al., 1990). 

 Analisis produk PCR sangat penting dalam mengoptimalkan kondisi PCR 

untuk menghasilkan produk yang dapat diandalkan dan akurat, dan dalam 

menafsirkan tingkat produk yang dihasilkan, misalnya, dalam konteks diagnostik. 

Kondisi PCR, terutama jika mereka menjadi bagian dari rutinitas high throughput 

prosedur penyaringan. Primer dirancang untuk mengikat daerah sekuen yang 

terkonservasi dan memperkuat daerah variabel. Urutan DNA pada gen 16S rDNA 

telah ditentukan untuk sejumlah besar spesies. Bahkan, tidak ada gen lain yang 

telah juga ditandai sebagai spesies lain.  

Skrining bakteri menggunakan teknik sekuens 16S rDNA merupakan 

suatu teknik dalam mengidentifikasi suatu spesies organisme. Teknik ini 

dilakukan dengan menganalisa struktur atau susunan basa DNA yang terdapat di 

daerah 16S DNA. Identifikasi ke tingkat spesies dimungkinkan apabila urutan 16S 

rDNA memiliki kesamaan ≥ 99% dari sekuen yang ada di GenBank. Identifikasi 

pada tingkat genus dapat dilakukan apabila urutan sekuen 16S rDNA memiliki 

kesamaan ≥ 97% dengan sekuen yang ada di GenBank. Kegagalan dalam 

mengidentifikasi dimungkinkan apabila sekuen 16S rDNA memiliki homologi 

lebih rendah dari 97% dibandingkan sekuen yang ada di GenBank pada saat 

analisis (May, 1999). 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Desember 2013 di Laboratorium 

Pengendalian Hayati Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan (HPT) FAPERTA 

dan Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA Universitas Jember. 

Sekuensing DNA dilakukan di lembaga sekuensing 1
st 

Base Singapura. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat-alat utama dalam melaksanakan penelitian ini diantaranya Thermal 

block PCR, mesin elektroforesis, UV iluminator, inkubator, neraca, pH meter, 

sentrifuse, vortex-mixer, autoclave, laminar air flow, hot plate stirer, waterbath 

shaker, freezer, petridish, ose, beaker glass, erlenmeyer, tabung reaksi, bunzen, 

gelas ukur, mikrotube  1,5 ml dan 2 ml, mikropipet, tip, kain kassa untuk 

membuat kantong serangga, bak untuk tempat mencampur  tanah, stoples kaca, 

botol spesimen. 

3.2.2 Bahan 

Bahan-bahan yang dipergunakan antara lain adalah media NB (Nutrient Broth), 

media NBTA (Nutrient Brom Thymol Agar), media yeast salt, ringer‟s, air, karet 

gelang, kertas saring, PBS (Phosphat Buffer Saline), EtBr (Ethidium Bromide), 

buffer TBE (Tris Boric EDTA) 10X, 1% agarose, aquabides steril, loading dye, 

2X PCR Master mix, 2,5 µl primer BOX PCR, 1,25 µl forward primer 27F dan 

533F (5pmol/µl, konsentrasi akhir 0,25 pmol/µl), 1,25 µl reverse primer 907R 

dan 1492R (5 pmol/µl, konsentrasi akhir 0,25 pmol/µl) dan 2 µl ekstrak DNA, 

DNA ladder 100bp dan DNA ladder 1 kb, sebagai marker, 200 µl buffer NT, 700 

µl buffer NT3, 15-50 µl buffer NE (5 mM Tris/HCl, pH 8.5), bakteri simbion, 

Heterorhabditis sp. dan Steinernema sp. 
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3.3 Prosedur Penelitian  

Isolat yang digunakan dalam penelitian ini ada 2 isolat koleksi dari 

Laboratorium Pengendalian Hayati Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan 

FAPERTA, Universitas Jember yang merupakan bakteri simbion-nematoda 

entomopatogen Steinernema sp. dari Bromo, Kabupaten Probolinggo daerah 

Wonokerto (WN01) dan Sukapura (SP01). 

3.3.1 Isolasi nematoda entomopatogen bakteri simbion, Heterorhabditis sp. dan 

Steinernema sp. 

Teknik yang akan digunakan adalah metode perangkap White (White 

trap). Nematoda entomopatogen (NEP) seperti nematoda yang lain mempunyai 

habitat di tanah, oleh sebab itu NEP ini dapat diisolasi dari tanah dengan metoda 

white trap. Serangga yang digunakan sebagai umpan adalah Greater wax moth 

larva Galleria mellonella. Perbanyakan nematoda juga dilakukan secara in vivo 

dalam tubuh larva instar akhir ulat lilin (wax moth) Galleria mellonella (Poinar, 

1979; Woodring & Kaya, 1988). Juvenil infektif (ji) sebanyak 1 ml dengan 

konsentrasi 200 ji/ml dimasukkan ke dalam cawan petri (diameter 20 cm) yang 

telah dilapisi dengan dua lapis kertas saring Whatman No. 1. sebanyak 40 larva 

instar akhir G. mellonella dimasukkan ke dalam cawan petri tersebut dan 

diinkubasi di tempat gelap selama 48 jam. Larva-larva yang mati diletakkan pada 

cawan petri yang telah berisi kertas tisue lembab, kemudian dimasukkan pada 

sebuah kotak plastik berukuran lebih besar dari diameter cawan petri. Kotak 

plastik ini diisi dengan air/larutan formalin 0.1% setinggi setengah tinggi cawan 

petri. Setelah 5-6 hari maka juvenil infektif akan terperangkap dalam air dan siap 

untuk dipanen. 

Metode isolasi nematoda entomopatogen bakteri simbion, Heterorhabditis 

sp. dan Steinernema sp. dilakukan dengan metode Akhurst (1980), yaitu nematoda 

entomopatogen bakteri simbion, Heterorhabditis sp. dan Steinernema sp. dari 

Bromo, Kabupaten Probolinggo, diinokulasikan pada larva Galleria mellonella. 

Diinkubasikan selama 48 jam atau sampai serangga mati dan pada jenis  

Heterorhabditis menunjukkan larva yang mati akan berwarna kemerahan. Isolasi 

bakteri simbion dilakukan langsung dari larva Galeria melonella yang telah 
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terinfeksi nematoda entomopatogen. Sterilisasi permukaan larva yang terinfeksi 

nematoda dilakukan dengan menggunakan alkohol 95% selama 15 menit, dibilas 

tiga kali dengan aquadest steril, kemudian dikeringkan dengan kertas saring steril. 

Bagian tungkai larva Galeria melonella yang telah mati dipotong dengan pisau 

bedah steril dan cairan haemolympha yang keluar dari tubuh larva digoreskan 

pada media Nutrien Brom Thymol Agar. Media diinkubasi pada suhu 25
O
C selama 

24-48 jam. Koloni bakteri yang tumbuh di media NBTA dibiakkan pada media 

YS cair, diinkubasikan selama 24 – 48 jam dalam ruang gelap pada suhu kamar, 

dan dikocok secara terus-menerus menggunakan shaker. Bakteri simbion yang 

diperoleh, dimasukkan dalam mikrotube volume 2 ml yang sebelumnya telah diisi 

dengan gliserin steril, selanjutnya disimpan dalam freezer suhu –25
O
C (Kaya dan 

Stock, 1997). 

3.3.2 Karakterisasi isolat bakteri 

Karakterisasi fisiologi yang dilakukan yaitu melihat warna satu ose isolat 

bakteri dari stok kultur pada gelas obyek dan ditambahkan 1 tetes kristal violet, 1 

tetes Gram‟s iodine mordant (Emerck), etil alkohol 95% sampai kristal violet 

tidak larut lagi dan safranin kemudian dikeringkan dan diperiksa dengan 

mikroskop. Bioluminescence ditentukan dengan mengamati kultur bakteri pada 

media NA berusia 48 jam selama 10 menit dalam kegelapan total. Pengujian 

katalase, diambil sedikit biakan bakteri dengan menggunakan jarum ose. 

Disuspensikan biakan tersebut pada setetes larutan H2O2 3% pada gelas objek. 

Diamati segera apakah timbul gelembung-gelembung gas sampai jangka waktu 5 

menit setelah pencampuran dengan H2O2 3%. Tes urease dilakukan dengan 

menginokulasi bakteri resisten ke media padat urea Christensen, tes positif 

ditandai dengan terbentuknya warna merah. Tes produksi H2S dilakukan dengan 

menginokulasi bakteri resisten ke media SIM (pepton 30 g/L, ekstrak daging 3 

g/L, feroamonium sulfat 0,2 g/L dan natrium tiosulfat 0,025 g/L, agar 3 g/L). Tes 

positif ditandai dengan terbentuknya endapan hitam. 

3.3.3 Isolasi DNA genom menggunakan metode Freeze and Thaw 

Koloni tunggal dari media NBTA ditumbuhkan pada media YS cair dan 

diinkubasi pada inkubator shaker selama 16 jam pada suhu ruang (30
O
C). Kultur 
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cair yang tumbuh diambil 1.000 µl dan masukkan ke dalam mikrotube dan 

sentrifuse selama 5 menit, 4
O
C, 13.000 rpm, kemudian ambil peletnya. Ulangi 3 

kali. Pelet yang telah diperoleh cuci dengan PBS 3X1000µl, kemudian sentrifuse 

selama 5 menit, 4
O
C, 13.000 rpm. Pelet yang diperoleh disimpan didalam suhu -

20
O
C, selama 24 jam untuk diekstraksi DNA genom. 

DNA genom diekstraksi dengan mendidihkan pelet yang beku selama 4 

menit, kemudian larutkan dengan 50 µl aquabidest steril dan diresuspensi. 

Suspensi tersebut disentrifuse selama 5 menit, 4
O
C, 13.000 rpm. Supernatan yang 

diperoleh adalah materi genetik dan jika tidak segera digunakan untuk PCR 

genom simpan pada suhu -20
O
C. 

Uji kwalitas DNA genom dengan menggunakan elektroforesis selama 60 

menit pada 80 volt, dengan kondisi running tambahkan 1µl loading dye untuk 5µl 

supernatan DNA genom, masukkan ke dalam sumuran gel agarose 1% yang 

mengandung EtBr dan sebagai running buffer adalah buffer TBE. Sebagai marker 

digunakan DNA ladder 1 kb, setelah 60 menit gel bisa divisualisasikan pada UV 

iluminator untuk melihat fragmen-fragmen DNA genom. 

3.3.4 PCR DNA pengkode 16S rRNA  

Isolat bakteri yang terlihat pita DNA genomnya diamplifikasi dengan 

menggunakan primer DNA pengkode 16S rRNA yaitu 27F (5‟ AGA GTT TGA 

TCM TGG CTC AG 3‟), 533F (5‟ GTG CCA GCM GCC GCG GTA A 3‟), dan 

907R (5‟ CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT 3‟), 1492R (5‟ GGT TAC CTT 

GTT ACG ACT T 3‟) (Lane, 1991). PCR dilakukan dengan mereaksikan 15 μl 

aquabidest steril, 25 μl 2x PCR Master Mix (Qiagen Kit), 1,25 μl forward primer 

(10 pmol/μl, konsentrasi akhir 0,25 pmol/μl), 1,25 μl reverse primer (10 pmol/μl, 

konsentrasi akhir 0,25pmol/μl) dan 2 μl ekstrak DNA. Gradien temperatur yang 

digunakan yaitu initial denaturation 94
0
C selama 5 menit; 9 siklus 94

0
C selama 1 

menit, 56
0
C selama 1 menit, dan 72

0
C selama 1 menit; 24 siklus 94

0
C selama 1 

menit, 53
0
C selama 1 menit, dan 72

0
C selama 1 menit serta final extension pada 

72
0
C selama 10 menit. Sebelum sekuensing kualitas DNA dari produk PCR 

dilihat melalui elektroforesis. DNA ladder 100 bp digunakan sebagai marker. Jika 

hasil elektroforesis tersebut memuaskan yaitu pita DNA terlihat jelas dan tidak 
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ada mixing bands (pita yang tercampur), maka dilakukan pemurnian produk hasil 

PCR.  

3.3.5 Purifikasi DNA Hasil PCR  

Produk PCR dimurnikan pada 1% gel agarose mengikuti prosedur PCR 

clean-up GelExtraction NucleoSpin® Extract II. Purifikasi hasil PCR dilakukan 

melalui pemotongan gel agarose yang mengandung pita DNA hasil PCR. 

Potongan gel ditimbang sebanyak 100 mg kemudian dimasukkan dalam mikro 

tube 1,5 ml dan ditambahkan 200 μl buffer NT. Sampel diinkubasi selama 5-10 

menit pada 50
0
C kemudian divortex dengan kuat sampai potongan gel tersebut 

bisa bercampur. Sampel dimasukkan dalam kolom NucleoSpin Extract II yang 

sebelumnya telah ditempatkan pada tabung koleksi (2 ml). Sentrifugasi dilakukan 

pada 11.000x g selama 1 menit sehingga cairan pada kolom akan pindah ke 

tabung koleksi. Cairan pada tabung koleksi di buang dan kolom NucleoSpin 

Extract II ditempatkan kembali pada tabung koleksi. Kemudian 700 μl buffer NT3 

(buffer pencuci) ditambahkan ke dalam kolom NucleoSpin Extract II dan 

disentrifugasi pada 11.000x g selama 1 menit sampai semua buffer pindah ke 

tabung koleksi. Cairan pada tabung koleksi di buang dan kolom NucleoSpin 

Extract II ditempatkan kembali pada tabung koleksi. Sentrifugasi dilakukan 

kembali pada 11.000 x g selama 2 menit untuk memindahkan sisa-sisa buffer, 

karena sisa ethanol dari buffer NT3 dapat menghambat reaksi subsekuen. 

Penghilangan sisa-sisa buffer secara total dapat dilakukan dengan inkubasi kolom 

NucleoSpin Extract II selama 2-5 menit pada 70
0
C. Selanjutnya kolom 

NucleoSpin Extract II dipindahkan kedalam tabung 1,5 ml steril. DNA pada 

kolom dielusi dengan 15-50 μl buffer NE dan diinkubasi pada suhu ruang selama 

1 menit untuk meningkatkan hasil elusi DNA. Sentrifugasi dilakukan pada 11.000 

x g selama 1 menit sehingga diperoleh DNA murni. 

3.3.6 Analisis Sekuen DNA pengkode 16S rDNA  

Penentuan urutan DNA murni (sekuensing) dilakukan dengan 

mengirimkan DNA hasil purifikasi dari produk PCR dilakukan di lembaga 

sekuensing 1
st 

Base Singapura. Bioedit software (Tom Hall, Ibis Therapeutics) 

digunakan untuk analisis data kasar hasil sekuensing. Setelah diketahui alignment 
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sekuen DNA pengkode 16S rRNA dari masing-masing isolat maka sekuennya 

dibandingkan dengan database gen 16S rDNA menggunakan BLAST online 

software (www.ncbi.nlm.nih.gov.) untuk menentukan spesies dari isolat dan 

hubungan kekerabatan dengan spesies bakteri lainnya. 
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BAB 5. PENUTUP 

 

 

5.1 Kesimpulan 

 

Hasil identififikasi morfologi dan biokimiawi menunjukkan bahwa isolat 

WN01 dan SP01 memiliki bentuk sel basil, berwarna putih kekuningan, keduanya 

Gram positif, Bioluminenscene negatif, katalase positif, tidak dapat 

menghidrolisis urea, dan juga tidak dapat memproduksi H2S. Hasil karakterisasi 

secara fisiologi yang dilanjutkan dengan hasil  analisis DNA pengkode  16S 

rRNA, menunjukkan bahwa isolat bakteri  WN01 merupakan bakteri jenis 

Bacillus toyonensis strain BCT 7112, sedangkan isolat bakteri SP01 merupakan 

bakteri Bacillus cereus ATCC 14579 dengan presentase kemiripan 98%. 

 

5.2 Saran 

 

Berdasarkan hasil penelitian perlu dipertimbangkan dalam perolehan data 

sequencing disarankan dilakukan pengulangan tiga kali, untuk menghindari 

kesalahan interpretasi hasil. 
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DAFTAR LAMPIRAN 

 

Lampiran A. Komposisi Media dan Larutan 

 

No. 

Nama 

Media/Larutan 

(per 1 L) 

Bahan Komposisi Ket 

1 Media NANR 

Nutrien Broth 

Bacto Agar 

Neutral Red 

Akuades 

13 gr 

14 gr 

3 mg 

1000 ml 

 

2 Media NB 
Nutrien Broth 

Akuades 

13 gr 

1000 ml 

 

3 Media YS 

NH4H2PO4 

K2 HPO4 

MgSO47H2O 

Yeast Ekstrak 
Akuades 

0.5 gr 
0.5 gr 

0.2 gr 

5 gr 
1000 ml 

 

4 Larutan PBS 

NaCl 

KCl 
Na2HPO4 

KH2 PO4 

Akuades 

8 gr 

0.2 gr 
1.44 gr 

0.24 gr 

1000 ml 

pH = 8.0 

5 
Larutan TBE 

10x 

Tris Base 
Boric Acid 

EDTA 

Aquades Steril 

108 gr  
55 gr 

7.44 gr 

1000 ml 

 

6 
Gel Agarose 

1% 

Agarose 10 gr  

TBE 1x 1000 ml  
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Lampiran B. Sekuen sampel isolat WN01 dan SP01 

 

No Sekuen Sampel 

1 

 
AGACTGCATACAGGAGAGCAAGGCAGTAGGGAATCTTCACTGCAAACAGGACGAAAGTCTGACGGAGCAGCGCCGCGT

GAGTGATGAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACG
GTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTA
TTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAA
CTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT

GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCG
GGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGA
GGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACAC
CCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTGAGCCAGCCGCTAA 

 

WN01 

dengan 

1140 

pasang 

basa 

2 

 
GCTAAATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGT
AACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATTCCGGATAACATTTTGAACCTGCATGGTTCGAAA
ATTGAAAGGCGGCCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAACC
AAGGGCAAACGATGTGTAGCCCGACCTGAGAAGGGTGATCGGGCCACACTGGGAACTGAGACACGGNCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTT

CGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
CTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTCCGCCCTTAGTGCTGAAGTAACGCATAAGCACTCC 
 

SP01 

dengan 

849  

pasang 

basa 
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