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 4. HASIL DAN PEMBAHASAN
 4.1 Isolasi Bakteri Endofit Mangrove
 Isolasi bakteri penghasil L-asparaginase diperoleh dari sampel
 mangroveSonneratia alba di tiga tempat yang berbeda, yaitu Pantai Aingsareh
 Madura, Pantai Sendang Biru, dan Pantai Bajul Mati Malang Selatan.Alasan
 spesifik mengambil sampel di tiga daerah yang berbeda karena setiap daerah di
 wilayah pantai utara dan pantai selatan pulau Jawa memiliki karakteristik
 ketersediaan bahan organik, salinitas, ketersediaan oksigen, serta temperature
 yang berbeda akibat dari aktivitas manusia.
 Nybakken (1992), menyatakan faktor yang mempengaruhi populasi
 mikroorganisme di dalam suatu perairan yaitu substrat. substrat merupakan
 salah satu faktor ekologis yang sangat berpengaruh terhadap struktur komunitas
 mikroorganisme. Penyebaran mikroorganisme dapat dengan jelas berkolerasi
 dengan tipe substrat. Mikroorganisme memiliki karakteristik sifat penggali
 pemakan deposit yang cenderung melimpah pada sedimen lumpur dan sedimen
 lunak yang merupakan daerah yang mengandung bahan organik yang tinggi.
 Limbah organik dihasilkan dari sisa atau buangan hasil aktivitas manusia
 seperti rumah tangga, industri, permukiman, peternakan, pertanian dan
 perikanan yang berupa bahan organik, yang biasanya tersusun oleh karbon,
 hidrogen, oksigen, nitrogen, fosfor, sulfur dan mineral lainnya. Limbah organik
 yang masuk ke dalam perairan dalam bentuk padatan akan langsung
 mengendap menuju dasar perairan, sedang bentuk lainnya berada di badan air
 (Marganof, 2007).
 Faktor lain yang mempengaruhi ekosistem mangrove memiliki kandungan
 bahan organik tinggi yaitu dalam perairan dasar yang berlumpur memiliki
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 kandungan bahan organik dari vegetasi yang berada diatas daerah tersebut.
 Detritus mangrove akan membentuk partikel-partikel organik yang disebarkan
 keseluruh perairandan menjadi unsur hara yang penting bagi beberapa
 organisme daerah hutan mangrove (Zulkifli, 1988).
 Selain substrat, faktor lain adanya suatu populasi mikroorganisme yatiu
 temperature. Perairan Indonesia umumnya memiliki kisaran suhu air permukaan
 anatara 28oC-31oC dan suhu di dekat pantai biasanya sedikit lebih tinggi
 daripada di lepas pantai. Menurut Setiawan (2008), mikroorganisme yang
 berhabitat di zona pasang surut dan sering mengalami kekeringan mempunyai
 daya tahan yang besar terhadap perubahan suhu. Tumbuhan mangrove sendiri
 merupakan organisme yang hidup di daerah pesisir pantai dimana mampu
 bertahan pada kondisi lingkungan ekstrim seperti terdapatnya kandungan bahan
 pencemar dari aktivitas manusiasehingga perairan disekitar mangrove memiliki
 kandungan bahan organik yang tinggi serta temperature yang berubah-ubah
 karena pasang surut air laut. Oleh sebab itu,tumbuhan mangrove berpotensi
 sebagai sumber bakteri penghasil metabolit sekunder. Bakteri endofit tumbuhan
 memiliki berbagai jenis aktivitas seperti fotosintesis, fiksasi nitrogen,
 metanogenesis, produksi antibiotik dan enzim (arysulphatas, L-glutamine,
 chitinase, L-asparaginase, cellulase, protease, phosphatase) (Sahoo et al.,
 2009).
 Beberapa faktor lainnya yang berpengaruh terhadap penyebaran bakteri
 adalah jarak dari pantai, kedalaman, cahaya matahari, iklim, dan organisme lain.
 Banyaknya jumlah populasi bakteri ditentukan oleh kedekatan jarak terhadap
 pantai dan tidak tergantung kedalaman ataupun suhu perairan. Sedangkan
 berkurangnya kelimpahan bakteri dengan semakin jauhnya jarak dari pantai
 merupakan khas bagi lingkungan laut (Sidaharta, 2000). Adapun bagian sampel
 mangrove Sonneratia alba dapat dilihat pada Gambar 14.
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 Gambar 14. Bagian Endofit Sampel Mangrove Sonneratia alba
 Isolasi bakteri bertujuan untuk mendapatkan kultur murni. Pada tahap awal
 dilakukan preparasi yang meliputi kultivasi bakteri. Kultivasi bakteri dilakukan
 dengan suspensi ataupengenceran. Pengenceran dilakukan dari 10-1 sampai 10-6
 dan penanaman pada serial 4 pengenceran terakhir (10-3,10-4,10-5, dan 10-
 6).Metode Pengenceran bertujuan untuk mengurangi kepadatan bakteri yang
 tumbuh pada media.
 Medium yang digunakan adalah luria bertani agar (LBA) dan dinkubasi
 pada suhu 37oC selama 24 jam. Luria Bertani (LB) merupakan media
 pertumbuhan untuk berbagai jenis bakteri, namun kebanyakan untuk
 menumbuhkan bakteri jenis Eschericia coli, terutama untuk keperluan analisis
 dan rekayasa genetika. Kegunaan masing-masing kandungan medium LB yaitu
 tryptonesebagai sumber karbon sekaligus sumber nitrogen, yeast extract sebagai
 suplai vitamin, bahan organik seperti asam lemak dan lipd serta beberapa
 mineral untuk pertumbuhan bakteri. Sedangkan NaCl digunakan untuk menjaga
 tekanan osmotik sel bakteri agar tidak pecah (Sezonov et al., 2007).
 Setelah dilakukan kultivasi bakteri, isolat yang tumbuh diinokulasi ke media
 LBA dengan metode streak tiga kuadran yang bertujuan untuk mendapatkan
 koloni yang terpisah atau biasa disebut dengan koloni murni. Kemudian dipindah
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 ke media agar miring yang bertujuan untuk menyimpan stok bakteri. Adapun
 hasil kultivasi, inokulasi streak tiga kuadran dan peremajaan di media agar miring
 dapat dilihat pada Gambar 15.
 (A) (B) (C)
 Gambar 15. Hasil Isolasi Bakteri sampel Batang dan Daun Mangrove Sonneratia alba. (A) Hasil kultivasi bakteri, (B) Hasil Streaking isolat, (C) Hasil Isolat Murni.
 Dari hasil isolasi bakteri, didapatkan 18 isolat mikroba endofit mangrove
 yang tumbuh pada medium LBA dengan ciri-ciri bercak berwarna putih (koloni).
 Jumlah total koloni bakteri daun lebih sedikit dibandingkan jumlah total koloni
 bakteri yang ada di batang. Hal ini sesuai dengan pernyataan C. Lodewyckx et
 al. (2002), Batang memiliki koloni bakteri yang banyak dikarenakan batang
 merupakan organ yang berhubungan langsung dengan akar dalam proses
 transpor air. Sedangkan akar merupakan bagian utama yang berhubungan
 langsung dengan air dan tanah untuk mengambil unsur hara. Sehingga batang
 memiliki kandungan mikroba terbanyak dibanding akar. Penelitian yang dilakukan
 Gayathri et al. (2010), menunjukkan bahwa aktivitas endofit bakteri pada
 mangrove 88% isolat menunjukkan aktivitas antimikroba, 58,3% aktivitas
 protease dan 52,7% aktivitas inulinase.

Page 5
                        

51
 4.2 Skirining Bakteri Penghasil L-Asparaginase
 Isolat yang didapatkan dari tahap isolasi, selanjutnya dilakukan skrining.
 Skrining dilakukan dengan cara menumbuhkan bakteri pada medium selektif L-
 asparaginase yang mengandung l-asparagin untuk mengetahui aktivitas
 hidrolisis yang ditunjukkan dengan adanya zona berwarna biru di sekitar koloni.
 Adapun komposisi media selektif yaitu D-glucose, l-asparagin, Na2HPO4,
 KH2HPO4, MgSO4, NaCl, CaCl2, Agar, dan Bromothymol blue. Fungsi masing-
 masing bahan yaitu D-glucose sebagai sumber karbon, l-asparagin sebagai
 sumber nitrogen organik, Sedangkan Na2HPO4,KH2HPO4, MgSO4, NaCl, CaCl2
 sebagai sumber nitrogen anorganik dan Bromothymol blue berfungsi sebagai
 indikator perubahan warna adanya aktivitas hidrolisis. Berdasarkan hasil skrining,
 didapatkan 4 isolat bakteri positif menghasilkan enzim L-asparaginase. Adapun4
 isolat yang didapatkan masing-masing terdiri dari 2 isolat dari Pantai Aingsareh
 Madura, 1 isolat dari Pantai Sendang Biru Malang dan 1 isolat dari Pantai Bajul
 Mati Malang.
 Gambar 16. Hasil Uji semikuantitatif aktivitas hidrolisis bakteri L-asparaginase
 isolat endofit mangrove Sonneratia alba. (A) Isolat MB-3, Madura Batang. (B) Isolat MD-3, Madura Daun. (C) Isolat SD-3, Sendang Biru Daun. (D) BD-6, Bajul Mati Daun.
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 Berdasarkan Gambar 16. dapat dilihat bahwa isolat yang memiliki zona
 berwarna biru tertinggi yaitu isolat MB-3. Aktivitas hidrolisis enzim L-
 asparaginase tertinggi kedua pada isolat SD-3 dan MD-3. Sedangkan paling
 rendah pada isolat BD-6. Perubahan medium pertumbuhan menjadi warna biru
 disebabkan karena adanya aktivitas enzim L-asparaginase yang mengubah L-
 asparagin menjadi asam aspartat dan amonia. Pengeluaran amonia
 menyebabkan kenaikan pH media pertumbuhan bakteri (Gulati et al., 1997).
 Tabel 3. Hasil Uji Aktivitas hidrolisis bakteri penghasil enzim L-asparaginase
 semikuantitatif endofit mangrove Sonneratia alba
 No Isolat Aktivitas hidrolisis
 A MB-3 +++
 B MD-3 ++
 C SD-3 ++
 D BD-6 +
 Berdasarkan Tabel 3diatas, dapat dilihat bahwa aktivitas hidrolisis L-
 Asparaginase tertinggi terdapat pada isolat MB-3. Perbedaan tinggi rendahnya
 zona yang terbentuk menurut Bestari & Suharjono (2015),Aktivitas hidrolisis
 kemungkinan menjadi bagian dari aktivitasmetabolit primer bakteri yang terjadi
 dengan mengikutifase pertumbuhan mikroba, yaitu meningkat optimumpada
 akhir fase logaritmik atau awal fase stasionerkemudian menurun seiring dengan
 aktivitas mikrobadan penurunan nutrisi substrat.Aktivitas L-asparaginase sangat
 dipengaruhi oleh jenismikroba, substrat, konsentrasi, suhu, serta waktuinkubasi
 yang berhubungan dengan fase pertumbuhanmikroba. Aktivitas L-asparaginase
 pada masing-masing bakteridapat berbeda pada setiap fase dan pada setiap
 waktuinkubasi. Monod (1949),menjelaskan bahwa laju pertumbuhan
 tergantungpada energi dan substrat karbon yang besarnyabervariasi sesuai
 Keterangan :
 +++ : Aktivitas hidrolisis tinggi ++ : Aktivitas hidrolisis sedang + : Aktivitas hidrolosis rendah
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 kondisi lingkungan seperti suhu, pHdan ketersediaan nutrien. Sehingga dapat
 disimpulkan bahwa alasan kenapa pada isolat MB-3 memiliki aktivitas hidrolisis
 tertinggi karena isolat tersebut memiliki laju pertumbuhan lebih cepat dibanding
 isolat lainnnya dalam mencapai fase logaritmik dan stationernya sehingga
 mempengaruhi terbentuknya senyawa amonia yang lebih tinggi yang ditandai
 warna biru pada media skrining lebih luas.
 Bromothymol blue (BTB) sebagai indikator perubahan warna apabila
 medium dalam kondisi asam akan berwarna kuning dan apabila kondisi pH basa
 akan berubah warna menjadi biru. Semakin besar zona berwarna biru yang
 dihasilkan maka semakin tinggi aktivitas hidrolisisnya (Mahajan et al., 2013).
 Perubahan warna yang dihasilkan oleh Bromothymol blue menurut Yamaguchi et
 al. (1997), disebabkan oleh gugus hidroksil pada molekul Brromothymol blue
 (Bromothymolsulphonphtalein) yang awalnya berwarna jingga pada ph <7
 terdiasosiasi dan kehilangan ion proton saat terpapar pada pH alkali (>7.7), dan
 menghasilkan molekul BT (Bromothymolsulphonphtalein) yang berwarna hijau
 hingga biru. Oleh karena itu, aktivitas hidrolisis dapat dijadikan sebagai
 gambaran kemampuan isolat dalam mendegradasi asparagin menjadi amonia
 dan asam aspartat. Isolat MB-3 selanjutnya diidentifikasi dengan identifikasi
 molekuler 16S rRNA untuk mengetahui nama spesies bakteri dan dikonfrimasi
 bentuk morfologinya dengan pewarnaan gram.
 4.3 Identifikasi Molekuler Bakteri Penghasil Enzim L-asparaginase
 4.3.1 Hasil Isolasi DNA
 Isolasi DNA kromosom bakteri isolat MB-3 menggunakan metode dari Kit
 Isolasi DNA (Wizard Genomic DNA Purification Kit From Promega). Prinsip dari
 tahap isoalsi DNA yaitu mengeluarkan DNA bakteri di dalam inti sel dengan cara
 merusak dinding sel bakteri menggunakan senyawa kimia. Hasil isolasi DNA diuji
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 dengan elektroforesis gel agarosa 1,5%. Buffer yang digunakan adalah buffer TE
 (Tris- asetat EDTA). Hasil elektroforesis isolasi DNA kromosom isolat MB-3 dapat
 dilihat pada Gambar 17.
 Gambar 17.Hasil Elektroforesis isolasi DNA kromosom
 Berdasarkan hasil pembacaan elektroforesis agarosa pada Gambar 17.
 hasilisolasi DNA kromosom isolat MB-3 didapatkan nilai pita DNA sampel lebih
 besar dari nilai pita marker yaitu lebih dari 10000 bp. Hal ini menunjukkan bahwa
 konsentrasi molekul DNA yang terseparasi pada wilayah tinggi. Tertahannya laju
 migrasi molekul pada daerah 10000 bp mengindikasikan bahwa molekul tersebut
 adalah molekul DNA kromosom bakteri, karena berdasarkan penelitian
 Nuroniyah dan Surya (2012), molekul DNA kromosom bakteri memiliki ukuran
 lebih dari 10000 bp, yakni 21000 bp – 23000 bp. Wang juga melaporkan bahwa
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 pola pita elektroforesis DNA kromosom bakteri dengan menggunakan marka
 DNA 250 bp – 10000 bp terpisah pada daerah diatas 10000 bp.
 Bentuk dari pita DNA sampel masih terdapat bercak warna hitam yang
 kurang segaris, hal ini menunjukkan bahwa didiuga terdapat molekul lain selain
 DNA pada hasil isolasi DNA. Senyawa lainnya seperti polisakarida ataupun
 protein yang ikut terbawa pada saat kurang hati-hati dalam memisahkan antara
 supernatan dan pelet pada tahap menggunakan mikropipet. Sehingga hasil
 isolasiDNAtersebut perlu dilakukan perhitungan kemurnian DNA untuk
 mengetahui tingkat kemurnian DNA dan mengetahui penyebab kontaminasinya
 agar dapat dilanjutkan ke tahap selanjutnya.
 a. Pengukuran Kemurnian DNA
 Sebelum dilakukan amplifikasi, terlebih dahulu dilakukan perhitungan
 kemurnian DNA. Tujuan pengukuran kemurnian DNA adalah untuk memastikan
 DNA yang akan digunakan apakah nilai kemurniannya berkisar 1,8 - 2,0. Hasil
 pengukuran kemurnian DNA ditunjukkan pada Tabel 4.
 Tabel 4. Nilai Kemurnian DNA
 Sampel 260/280 Type Abs 260 Abs 280
 MB-3 1.28 Dsdna 49.33 38,67
 Hasil perhitungan kemurnian DNA menunjukkan bahwa isolat MB-3
 mempunyai perbandingan sebesar 1.28.Menurut Fatchiyah et al. (2011),
 DNA dikatakan memiliki tingkat kemurnian yang tinggi jika rasio absorbansi DNA
 yang diukur (A260/280) menunjukkan nilai 1,8 – 2,0. Hal ini menunjukkan bahwa
 DNA kromosom isolat MB-3 belum murni karena nilai kemurniannya< 1,8
 menandakan adanya kontaminasi RNA.Hasil elektroforesis yang sama juga
 dilaporkan oleh Yuwono (2006) yang melakukan isolasi DNA sel bakteri.
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 Berdasarkan hasil penelitiannya, protein serta molekul kontaminan yang masih
 terkandung dalam larutan DNA dapat dihilangkan dengan penambahan enzim
 proteinase sebesar 5 µl. Sehingga untuk menghilangkan kontaminan RNA, maka
 ditambahkan 5 µl enzim RNAse agar dapat dilanjutkan ke tahap amplifikasi
 dengan PCR.
 Adanya kontaminasi protein tersebut disebabkan oleh beberapa faktor,
 salah satunya adalah ketelitian dan ketrampilan peneliti dalam tahap mengambil
 larutan dengan mikropipet. Pada tahap penambahan larutan isopropanol proses
 isolasi DNA kromosom akan terbentuk tiga lapisan, dimana fasa DNA terdapat
 pada lapisan atas dan fasa protein terdapat pada lapisan tengah dan fasa RNA
 dibagian paling bawah. Ketika melakukanpemisahan fasa DNA, ketidak hati-
 hatian akan menyebabkan fasa protein dan fasaRNA ikut terambil bersamaan
 dengan fasa DNA. Fasa protein yang terbawa akan ikut mengalami presipitasi
 bersama dengan DNA pada tahap penambahan natrium asetat dan etanol
 absolut sehingga menyebabkan DNA kromosom tidak murni. Perlakuan yang
 dilakukan untuk menghilangkan kontaminasi RNA biasanya menggunakan
 penambahan enzim RNAse dan penambahan proteinase untuk menghilangkan
 kontaminan dari protein (Yuwono, 2006).
 4.3.2 Amplifikasi Gen dengan Teknik PCR
 Setelah melalui tahap pemurnian DNA dengan penambahan RNAse, maka
 hasil DNA bakteri dapat dilanjutkan pada tahap selanjutnya yaitu amplifikasi DNA
 dengan teknik PCR. PCR (Polymerase Chain Reaction) merupakan metode yang
 digunakan untuk mengamplifikasi sekuen DNA spesifik secara cepat dalam
 kondisi in vitro. Bahan-bahan yang diperlukan dalam proses amplifikasi gen
 penyandi 16S rRNA dengan teknik PCR adalah DNA cetakan, sepasang primer,
 Mg2+, dNTPs, buffer PCR, dan Taq DNA Polymerase. Untuk amplifikasi 16S
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 rRNA bakteri isolat MB-3 digunakan pasangan primer universal bakteria27F dan
 1492R dengan urutan basa nukleotida sebagai berikut :
 Primer forward 27F : 5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’
 Primer reverse 1492R : 5’-TACGGCTACCTTGTTACGA-3’
 DNA cetakan bertindak sebagai sumber gen 16S rRNA yang akan
 diamplifikasi. dNTPs mengandung kelompok-kelompok basa, yaitu dATP, dCTP,
 dGTP dan dTTP yang berfungsi sebagai sumber basa nukleotida ketika DNA
 polimerase mensintesis untai DNA target yang baru. Primer merupakan
 oligonuklotida yang akan mengenali dan menempel pada wilayah DNA yang
 ditargetkan sehingga memungkinkan terjadinya proses amplifikasi. Primer hanya
 akan mengamplifikasi wilayah DNA tertentu yang dibatasi oleh primer forward
 dan reverse (Brown, 2001). Buffer berfungsi menstabilkan DNA polimerase. Mg2+
 berfungsi sebagai kofaktor dari DNA polimerase. DNA polimerase berfungsi
 sebagai enzim yang mensintesis untai baru DNA. Untuk proses PCR, diperlukan
 DNA polimerase yang termostabil seperti taq polimerase yang sudah umum
 digunakan dalam reaksi PCR.
 Tiga tahapan terpenting dalam teknik PCR adalah denaturasi, penempelan
 primer (annealing), dan perpanjangan (extension). Proses denaturasi melibatkan
 pemanasan pada suhu tinggi. Pemanasan ini merusak ikatan hidrogen yang
 mengikat untai-untai DNA sehingga DNA mengalami denaturasi dari rantai ganda
 menjadi rantai tunggal. Proses annealing memberikan kesempatan bagi primer
 untuk menempel pada DNA cetakan yang mempunyai pasangan basa yang
 komplemen dengan primer. Suhu annealing yang optimal untuk suatu primer
 didasarkan pada komposisi basa, sekuen nukelotida, serta panjang dan
 konsentrasi primer. Suhu annealing yang disarankan adalah 5oC dibawah Tm
 primer (Grunenwald, 2003).
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 Annealing harus dilakukan pada suhu yang tepat. Apabila suhu terlalu
 tinggi, primer tidak akan menempel pada sisi DNA target. Bila suhu rendah,
 dapat menyebabkan primer menempel pada daerah yang tidak spesifik dan
 menghasilkan lebih dari satu gen yang diamplifikasi. Proses extension
 merupakan proses perpanjangan rantai DNA oleh DNA polimerase.
 Perpanjangan rantai ini telah dibatasi oleh primer yang menempel pada saat
 annealing. DNA polimerase berfungsi sebagai enzim yang bertugas mensintesis
 untai DNA baru untuk melengkapi untai DNA cetakan dengan menambahkan
 dNTP dalam arah 5’ ke 3’. Umumnya pada proses extension digunakan suhu
 72oC, yaitu suhu optimum dari Taqpolymerase(Brown, 2001).
 Pada proses amplifikasi gen isolat bakteri MB-3 dilakukan suhu annealing,
 yaitu 55oC. Adapun hasil pembacaan Elektroforesis hasil amplifikasi PCR dapat
 dilihat pada Gambar 18.
 Gambar 18.Elektroforesis hasil amplifikasi DNA isolat MB-3
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 Pita-pita penanda pada marker 1 kb memiliki 13 pita dengan ukuran
 terbesar 10000 pasang basa sedangkan yang terkecil yaitu 250 pasang basa.
 Sedangkan pita bakteri isolat MB-3 yang telah melalui proses PCR berhasil
 diamplifikasi (Gambar 18) dengan menghasilkan pita pada elektroforesis sesuai
 dengan ukuran pasang basa untuk mengidentifikasi gen 16S rRNA yaitu dengan
 kisaran 1800 pasang basa. Sehingga dapat disimpulkan bahwa primer serta
 kondisi PCR yang digunakan dapat mengamplifikasi amplikon dengan baik
 sesuai dengan target gen 16S rRNA.
 Intensitas pita DNA hasil amplifikasi oleh setiap primer sangat dipengaruhi
 oleh kemurnian dan konsentrasi DNA cetakan. DNA cetakan yang mengandung
 senyawa-senyawa seperti polisakarida dan senyawa fenolik, serta konsentrasi
 DNA cetakan yang terlalu kecil sering menghasilkan pita DNA amplifikasi yang
 redup atau tidak jelas. Selain itu juga disebabkan sebaran situs penempelan
 primer pada DNA cetakan. Faktor lainnya adalah adanya kompetisi tempat
 penempelan primer pada DNA cetakan yang menyebabkan satu fragmen
 diamplifikasi dalam jumlah banyak dan fragmen lainnya sedikit. Proses
 amplifikasi mungkin saja diinisiasi pada beberapa tempat, namun hanya
 beberapa set yang dapat dideteksi sebagai pita sesudah diamplifikasi
 (Grattapaglia et al.,1992 ; Langga et al., 2012).
 Kondisi PCR yang tepat akan menyebabkan teramplifikasinya gen 16S
 rRNA dengan baik sehingga diperoleh pita tunggal. Dalam kondisi seperti ini
 suhu annealing sangat berpengaruh. Kondisi suhu annealing yang tidak tepat
 akan menurunkan kepekaan primer dan dapat menyebabkan salah penempelan
 pada DNA template. Akibatnya, proses amplifikasi DNA menjadi tidak tepat
 teramplifikasi dengan baik. Seperti yang dinyatakan oleh Acdoyz (2008), tahap
 annealing primer merupakan tahap terpenting dalam PCR, karena jika ada sedikit
 saja kesalahan pada tahap ini maka akan mempengaruhi kemurnian dan hasil

Page 14
                        

60
 akhir produk DNA yang diinginkan. Faktor yang mempengaruhi tahap ini adalah
 suhu annealing dan primer. Suhu annealing yang terlalu rendah dapat
 mengakibatkan timbulnya pita elektroforesis yang tidak spesifik. Sedangkan suhu
 yang tinggi dapat meningkatkan kespesifikan hasil amplifikasi.
 Amplikon DNA bakteri isolat MB-3 yang diperoleh selanjutnya dimurnikan
 untuk menghilangkan sisa-sisa zat reaksi PCR. Pemurnian dilakukan untuk
 memperoleh DNA cetakan yang ditargetkan dan menghilangkan amplikon yang
 kurang spesifik. Pemurnian DNA menggunakan kit Gene Clean dari QIAGEN.
 Setelah dimurnikan, amplikon diukur konsentrasi dan rasio kemurniannya
 menggunakan alat Nanodrop Spectrophotometer ND-1000. Setelah amplikon
 hasil PCR murni, selanjutnya dilakukan tahap sekuensing atau pengurutan bas-
 basa nukleotida DNA menggunakan primer yang sama saat proses amplifikasi.
 4.3.3 Hasil Sekuensing DNA Amplikon Gen
 Pembacaan hasil sekuensing DNA menggunakan bantuan software
 Bioedit. Adapun hasil sekuen (urutan) DNA isolat MB-3 adalah sebagai berikut :
 >_Forward
 TGCAAGTCGAGCGGATGTGATGGAGTCGCTGCTCCTCCTGATGCTTAGCGG
 CACGACGGGAGAGTACACGTATGTAACCTGCCCTTAACTGCGGGATAACTC
 GCGGAAACGTGCGCTAATACCAGATAGGCGATTTCCTCGCATGAGGGGTCG
 GGAAAGGCGGAGCAATCTGCCGCTTATGGATGGACCTACGGCGCATTATCT
 ATTTGGAGAGGTAACGTCTCACCAGGGCCACGATGCATACCCGACCTGAGG
 GGGAGCTCGCCCACTCTGGCACTGACACAGGGCCCACTCTCCTACGGGGG
 GCAGCAATGGGGAATCCTCCGCAGTGGACGCGTCTCTGACAGAACCACCC
 CGCGTGAGAGATGAACGTTTTCGGATCGTAAATCTCTGGTGCCGGGAAAAA
 ACGCTATGGATAATAACTGTTCCATATGTGACGGTCCCTGACAAAAAAGCCC
 CGGTTAATTACGTGCCACCACCCCGGGAAATACTTAGGGGGCAAGCGTATC
 CCGAAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCTGTAATTCTGGTGT
 TTAAACCCGGGGTTCACCTCCGGGGCGCATCGGAAACTGTGTGACTTGAGT
 GCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATG
 TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGTCTGTAACTGACACTG
 AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACTGG
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 >_Reverse
 GGCGGCTGGCTCTTGCGGTTACCCCACCGACTTCGGGTGTTGTAAACTCTC
 GTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGGC
 ATGCTGATCCGCGATTACTAGCAATTCCGACTTCATGCAGGCGAGTTGCAG
 CCTGCAATCCGAACTGAGACTGGCTTTTTAGGATTCGCTCCGCCTCGCGGC
 TTCGCTTCCCGTTGTACCAGCCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCAGGTCATAA
 GGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGC
 AGTCACTCTAGAGTGCCCAACTCAATGCTGGCAACTAAAGTTAAGGGTTGC
 GCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
 ATGCACCACCTGTCACCTCTGCCCCGAAGGGAAGCCCTATCTCTAGGACGG
 TCAGAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAAC
 CACATACTCCACTGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTC
 TTGCGACCGTACTCCCCAGCGGAATGCTTAATGTGTTAACTTCAGCACTAAA
 GGTATCGAAACCTCTAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCGTGACTACCAG
 GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACA
 GACAGAAAGTCGCCTTCGCACTGGTGTCCTCACATCTCTACCGCATTTCACC
 GCTACACATGGGATTCAACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCACACAGTTCGA
 TGACACTCCGAGGTTGTCCGGGGTTATACACTCAAATTTAATGAACCCCTGG
 CGCGGCCTTACCCCAAAATTTCGGATAAACCTTGCCCCTATCTTTAC
 Hasil sekuen DNA bakteri isolat MB-3 selanjutnya dilakukan penggabungan
 antara sekuen DNAforward (urutan DNA dari depan ke belakang) dan sekuen
 DNAreverse (urutan DNA dari belakang ke depan). Sebelum dilakukan
 penggabungan, hasil sekuen DNA reverse diubah ke dalam bentuk reverse
 complementer (urutan DNA dari belakang ke depan dengan pasangan basa yang
 komplemen dengan urutan DNA forward). Adapun hasil sekuen reverse
 complement dan penggabungan forward dan reverse complement adalah
 sebagai berikut :
 >_Reverse Complement
 GTAAAGATAGGGGCAAGGTTTATCCGAAATTTTGGGGTAAGGCCGCGCCAG
 GGGTTCATTAAATTTGAGTGTATAACCCCGGACAACCTCGGAGTGTCATCGA
 ACTGTGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTTGAATCCCATGTGTAGCGGT
 GAAATGCGGTAGAGATGTGAGGACACCAGTGCGAAGGCGACTTTCTGTCTG
 TAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
 CTGGTAGTCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGAGGTTTCGATAC
 CTTTAGTGCTGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCTGGGGAGTACGGTCGCA
 AGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATG
 TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTCT
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 GACCGTCCTAGAGATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGTGACAGGTGGTG
 CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
 AGCGCAACCCTTAACTTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAGAGTGA
 CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
 CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCTGGTACAACGGGAAG
 CGAAGCCGCGAGGCGGAGCGAATCCTAAAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTG
 CAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCA
 GCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
 CACGAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCGCAAGAGCCAGC
 CGCC
 >_Fasta Format Assembly
 TGCAAGTCGAGCGGATGTGATGGAGTCGCTGCTCCTCCTGATGCTTAGCGG
 CACGACGGGAGAGTACACGTATGTAACCTGCCCTTAACTGCGGGATAACTC
 GCGGAAACGTGCGCTAATACCAGATAGGCGATTTCCTCGCATGAGGGGTCG
 GGAAAGGCGGAGCAATCTGCCGCTTATGGATGGACCTACGGCGCATTATCT
 ATTTGGAGAGGTAACGTCTCACCAGGGCCACGATGCATACCCGACCTGAGG
 GGGAGCTCGCCCACTCTGGCACTGACACAGGGCCCACTCTCCTACGGGGG
 GCAGCAATGGGGAATCCTCCGCAGTGGACGCGTCTCTGACAGAACCACCC
 CGCGTGAGAGATGAACGTTTTCGGATCGTAAATCTCTGGTGCCGGGAAAAA
 ACGCTATGGATAATAACTGTTCCATATGTGACGGTCCCTGACAAAAAAGCCC
 CGGTTAATTACGTGCCACCACCCCGGGAAATACTTAGGGGGCAAGCGTATC
 CCGAAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCTGTAATTCTGGTGT
 TTAAACCCGGGGTTCACCTCCGGGGCGCATCGGAAACTGTGTGACTTGAGT
 GCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATG
 TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGTCTGTAACTGACACTG
 AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCACG
 CCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGAGGTTTCGATACCTTTAGTGCTGAA
 GTTAACACATTAAGCATTCCGCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTC
 AAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCG
 AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTCTGACCGTCCTAGA
 GATAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
 CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
 AACTTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAGAGTGACTGCCGGTGAC
 AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
 GGGCTACACACGTACTACAATGGCTGGTACAACGGGAAGCGAAGCCGCGA
 GGCGGAGCGAATCCTAAAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAAC
 TCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGG
 TGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
 ACAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCGCAAGAGCCAGCCGCC
 Hasil penggabungan sekuen basa forward dan sekuen basa reverse
 complementisolat MB-3 mempunyai panjang sekuen 1418 bp. Kemudian dilacak
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 homologinya milik bakteri lainnya yang ada di dalam GenBank melalui program
 BLAST NCBI dengan alamat situs http://blast.ncbi.gov/Blast.cgi. Hasil
 pembacaan BLAST adalah sebagai berikut :
 Tabel 5. Hasil Pembacaan BLAST Assembly
 Description Quary Cover
 E Value
 Ident Accession
 Paenibacillus dendritiformis
 strainn P411 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
 99% 0.0 94% HM071942.1
 Paenibacillus dendritiformis
 partial 16S rRNA gene, strain Marselle-P568
 99% 0.0 94% LT732643.1
 Paenibacillus dendritiformis strain RRLKE4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
 99% 0.0 94% HQ625389.1
 Paenibacillus dendritiformis
 strain PP 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
 99% 0.0 93% KX082752.1
 Paenibacillus dendritiformis
 strain KP 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
 99% 0.0 93% KX083535.1
 Paenibacillus dendritiformis strain VITSURB 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
 99% 0.0 93% KF850540.1
 Paenibacillus sp. BAB-3421
 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
 99% 0.0 93% KF917151.1
 Paenibacillus sp. BAB-3408
 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
 99% 0.0 93% KF917138.1
 Paenibacillus sp. BAB-3407 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
 99% 0.0 93% KT152690.1
 Paenibacillus dendritiformis
 strain ANSK05 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
 99% 0.0 93% KF917150.1
 Paenibacillus sp. BAB-3420
 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
 99% 0.0 93% KF917150.1
 Paenibacillus dendritiformis
 strain LD-16S ribosomal RNA gene, partial sequence
 99% 0.0 93% JX499920.1
 http://blast.ncbi.gov/Blast.cgi
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 Tingkat similiaritas suatu urutan DNA dapat dilihat melalui beberapa
 parameter hasil BLAST, yaitu bit score, expect value (E), identities, dan gaps.Bit
 score merupakan nilai perhitungan statistik hasil perbandingan antara query
 sequence dan subject sequence. Semakin tinggi nilai bit score, maka semakin
 tinggi pula nilai similiaritas. Nilai E merupakan jumlah urutan pada
 subjectsequenceyang tidak terkait dengan quality sequence. Semakin kecil nilai
 E maka semakin tinggi tingkat kepercayaan terhadap kesamaan urutan tersebut.
 Identitites merupakan presentase similiaritas antara query sequence dan subject
 sequence. Gaps menunjukkan jumlah kekosongan basa yang muncul dari
 keseluruhan yang dibandingkan (Costa dan Lifschitz, 2003).
 Berdasarkan hasil BLAST pada NCBI didapatkan informasi bahwa sekuen
 DNA isolat MB-3 memiliki nilai E value sebesar 0.0 artinya tingkat homologi antar
 sekuen identik. Menurut Claverie & Notredame(2003), Nilai E-value merupakan
 nilai dugaan yangmemberikan ukuran statistik yang signifikan terhadapkedua
 sekuen. Nilai E-value yang semakin tinggimenunjukkan tingkat homologi antar
 sekuens semakinrendah, sedangkan nilai E-value yang semakin
 rendahmenunjukkan tingkat homologi antar sekuens semakintinggi. Nilai E-value
 bernilai 0 (nol) menunjukkan bahwakedua sekuens tersebut identik. Sedangkan
 nilai Quary Cover menunjukkan apakah panjang nukleotida bakteri yang diujikan
 selaras dengan panjang nukleotida yang ada di Gen BLAST NCBI.
 Pada kolom identity/Tingkat kemiripan/similaritas isolat MB-3 memiliki nilai
 indetity94% dengan bakteri Paenibacillus dendritiformis. Hal ini mempunyai arti
 bahwa bakteri tersebut masih dalam satu genus dengan bakteri Paenibacillus,
 namun berbeda spesies.Menurut Hagstrom Pinhasi dan Zweifel (2000),
 menyatakan bahwa bakteri yang mempunyaipersamaan sekuen 16S-rRNA lebih
 besar dari 97%adalah spesies yang sama, sedangkan persamaansekuen antara
 93-97% dapat mewakili identitas padatingkat genus tetapi berbeda pada tingkat
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 spesies.Perbedaan sekuen DNA yang dihasilkan dalam satu spesies hanya
 berkisar 0,2-1% (Shenoy et al., 2007). Sehingga diduga bahwa isolat MB-3
 merupakan bakteri dengan spesies baru.
 Belum ada rekomendasi cara yang pasti untuk menentukan pembatasan
 homologi genus bakteri maupun untuk menentukan level tertinggi kemiripan
 suatu genus bakteri. Menurut Stackebrandt dan Goebel (1994), suatu isolat
 bakteri yang baru ditemukan, dapat dikatakan berada dalam satu kelompok
 genus dengan bakteri yang telah ada didata GenBank apabila memiliki homologi
 sekuen gen 16S rRNA dengan nilai antara 97-99%. Jika nilai homologi sekuen
 16S rRNA kurang dari 97% maka bakteri tersebut belum dapat disebut sebagai
 bakteri baru maupun digolongkan sebagai bakteri yang berbeda genus. Untuk
 mengetahui posisi taksonomi yang pasti dari bakteri baru tersebut, perlu
 dilakukan beberapa pengevaluasian. Evaluasi tersebut meliputi posisi filogenetik
 bakteri dengan keseluruhan grub filogenetik pada GenBank, evaluasi
 kemotaksonomi, dan evaluasi fenotip dari bakteri-bakteri yang mempunyai
 hubungan kekerabatan filogeni terdekat. Apabila hasil evaluasi fenotip dan
 kemotaksonomi mendukung hasil evaluasi filogenetik, maka bakteri tersebut
 sudah dapat ditentukan kelompok taksanya dan diberi nama sesuai genus yang
 telah dievaluasi.
 4.4 Analisa Kekerabatan dan Pohon Filogenetik
 Analisis filogenetik dilakukan dengan menggunakan softwareonline
 Phylogeni.fr. Hasil BLAST sekuen 16S rRNA dari isolat MB-3 teridentikasi diduga
 merupakan bakteri genus Paenibacillus dengan spesies baru. Sehingga
 penamaan bakteri isolat MB-3 berubah menjadi bakteri Paenibacillus brawijaya
 untuk dianalisa lebih lanjut dengan pohon kekerabatan. Sekuen DNA milik
 bakteri lainnya diperoleh dari Gen Bank NCBI disimpan dalam bentuk format
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 FASTA dan diolah kembali menggunakan program Phylogeny.fr pada situs
 http://www.phylogeny.fr/index. cgi. Adapun beberapa bakteri yang digunakan
 dalam merancang pohon filogenetik dapat dilihat pada Tabel 6.
 Tabel 6.Nama-nama bakteri dalam perancangan pohon filogenetik
 Kode NCBI Nama Spesies Panjang
 Sekuen (bp) Presentase homologi
 - Paenibacillus brawijaya 1418 -
 HM071942.1 Paenibacillus dendritiformis
 P411 1465 94%
 HQ625389.1 Paenibacillus dendritiformis
 RRLKE4 1484 94%
 KX082752.1 Paenibacillus dendritiformis PP 1488 93%
 KY316391.1 Paenibacillus popilliae Zlynn800-18
 1425 93%
 KY316390.1 Paenibacillus popilliae
 Zlynn800-18 1441 93%
 JN215506.1 Paenibacillus dendritiformis NB12
 1420 93%
 EF190505.1 Paenibacillus lentimorbus Cb2 1473 92%
 EF190501.1 Paenibacillus lentimorbus
 DNG 14 1470 92%
 FJ696635.1 Bacillus cereus BE4-1 1393 -
 Pohon filogenetik membuat percabangan yang menghubungkan titik
 (nodes), yang merupakan unit taksonomi, seperti spesies atau gen. Sedangkan
 akar pohonnya merupakan tiitk yang bertindak sebagai nenek moyang untuk
 seluruh organisme yang sedang dianalisis (Pramana, 2007). Nilai bootsrap pada
 percabangan menunjukkan nilai keakuratan percabangan pada pohon
 filogenetik, dengan perhitungan sebanyak 1000 kali pengacakan (Tamura et al.,
 2007). Adapun hasil pohon filogenetik isolat Paenibacillus brawijaya dengan
 bakteri lainnya dapat dilihat pada Gambar 19.
 http://www.phylogeny.fr/index.%20cgi
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 Gambar 19. Pohon Filogenetik dari Identifikasi Paenibacillus brawijaya
 Berdasarkan gambar 19. bakteri Paenibacillus brawijaya berada pada satu
 cabang yang sama dengan bakteri Paenibacillus dendritiformis
 RRLKE4,Paenibacillus dendritiformis P411 dalam pohon filogenetik. Nilai
 bootstrap yang dimiliki pada cabang pertama yaitu sebesar 0,89. Halini
 menandakan bakteri Paenibacillus brawijaya memiliki tingkat kekerabatan tinggi
 dalam satu genus. Namun nilai bootsrap pada clade selanjutnya sebesar 0. Hal
 ini mempunyai arti bahwa bakteri Paenibacillus brawijayatidak memiliki nilai
 kekerabatan spesies, Menurut Nei (1987), nilai bootsrap berkisar dari 0,1– 0.4
 masuk dalam kategori rendah, sementara nilai 0.5 – 0.7 tergolong dalam kategori
 sedang, dan 0.8 – 1.0 merupakan kategori tinggi. Jika Nilai bootsrap 0,95 atau
 lebih mempunyai arti bahwa topologi percabangan tersebut sangat akurat,
 konsisten atau tidak akan berubah walaupun dilakukan dengan metode
 penyusunan pohon filogeneik lainnya (Horiike et al., 2009).
 4.5 Konfirmasi Gram dan Morfologi
 Pewarnaan Gram banyak dilakukan untuk identifikasi bakteri.Dari hasil
 pewarnaan gram menunjukkan bahwa isolat bakteri Paenibacillus brawijaya
 merupakan bakteri gram positif dan berbentuk basil atau batang dengan
 terlihatnya warna ungu pada pengamatan mikroskop. Hal ini sesuai dengan
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 pernyataan Ash et al. (1993), yang menyatakan bahwa bakteri Paenibacillus
 merupakan bakteri gram positif dengan ciri terlihat di mikroskop berwarna ungu
 serta morfologinya berbentuk basil (batang). Adapun hasil pengamatan
 mikroskop isolat bakteri Paenibacilllus brawijaya dapat dilihat pada Gambar
 dibawah.
 Gambar 20. Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Paenibacillus brawijaya
 Warna ungu yang terbentuk pada sel bakteri gram posititfmenurut Volk dan
 Wheeler (1993), disebabkan oleh perbedaan struktur dinding sel dan komposisi
 dinding sel bakteri. Dinding sel bakteri Gram positif memiliki peptidoglikan yang
 tebal sehingga mampu mempertahankan warna kompleks tersebut. Sedangkan
 dinding sel bakteri Gram negatif memiliki kandungan lipid yang banyak sehingga
 ketika diberi larutan etanol 95% akan larut karena warna ungu dari kristal violet
 menjadi luntur sehingga safranin dapat mewarnai bakteri tersebut. Menurut
 Austin (1998), menyatakan bahwa sebagian besar bakteri pada perairan laut
 terdiri dari bakteri gram negatif, sedangkan bakteri gram positif sebagian besar
 terdapat pada sedimen dan endofit tumbuhan.
 Beberapa tahun terakhir banyak penelitian mengenai bakteri Paenibacillus
 spp.Sejak banyak diketahuinyaaplikasienzim untuk bidang industri, pertanian dan
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 medis. Bakteri ini menghasilkan berbagai enzim ekstraseluler, seperti enzim
 polisakarida dan protease, yang dapat mengkatalisis berbagai reaksi sintesis
 mulai dari produk kosmetik hingga produksi biogas. Paenibacillus spp. juga
 menghasilkan zat antimikroba yang mampu menghambat pertumbuhan
 mikroorganisme seperti fungi, bakteri tanah, bakteri patogen tanaman, dan
 bahkan terlebih patogen anerob seperti Clostridium botulinum (Konishi, 2003).
 Berdasarkan pencarian data di websiteGRAS (Generally recognized as
 safe) pada FDA (American Food and Drug Administration), bakteri dari genus
 Paenibacillus secara umum bersifat nonpatogen. Umumnya bakteri Paenibacillus
 memiliki sifat yang dapat menghasilkan enzim ekstraseluler untuk dimanfaatkan
 dalam dunia industri. Selain itu bakteri Paenibacillus memiliki sifat antimkrobial
 yang menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Kandungan antimikrobial
 Paenibacillus alvei menurut Sulistiyani et al. (2016), yaitu paenibacillin P dan
 paenibacillin N, peptide AN5-1, cyclic lipopeptides, dan depsipeptide. Kandungan
 antimikrobial ini dapat menghambat pertumbuhan bakteri S.aureus dan S.
 albicans. Bakteri Paenibacillus dendritiformis memiliki kekerabatan yang sangat
 dekat dengan Paenibacillus alvei. Dari data GRAS FDA, ada satu jenis
 Paenibacillus yang memiliki sifat patogen yaitu Paenibacillus larvae yang
 menyebabkan gagal panen madu (foul brood).
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