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Abstract

"Peyem" is onc of Indonesian traditional fermented food. The quality of fermented food
depends on the activities of microbial during fermentation process. One of the molecular
techniques that have been widely used to analyze the microbial community is Terminal-
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (T-RFLP). The isolation of genom methods and
types of primers used in the PCR are important in T-RFLP technique to assess microbial
community, Therefore, this study aimed to compare four methods of isolation of the genome,
and to compare the use of two primer sets to assess the bacterial community from "Peyem"
with T-RFLP technique. The genome of a bacterial community was isolated using four
methods: 1) the QLAamp DNA Stool Mini Kit (G1), 2) QlAamp DNA. Stool Mini Kit +
lysozyme (G2), 3) Genomic DNA Purification Kit (G3), and 4) Genomic DNA Purification
Kit + lysozyme (G4). The 168 rDNA was amplified by PCR using two primer sets (forward
primer 27F-FAM and reverse primer 1492R) and (forward primer 63F-FAM and reverse
primer 1492R). The results showed the isolation of geromic using G4 methed produced
higher concentration of genome (330.20 ng / mL) than G1, G2, and G3 methods (163.50 ng /
mL, 183.25 ng / mL, and 260.80 ng / mL). The forward primer 27F-FAM and reverse primer
1492R 27F-FAM produced higher number of TRF peak (264) compared to 63F-FAM primer
(177). The prumber of peak TRF on TRFLP technique illustrates the diversity of microbial
communities. Therefore, using Genomic DNA Purification Kit + Iysozyme and 27F-FAM-
1492R primers is the best to analyze the bacterial community from "Peyem" using T-RFLP
technique,
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Abstrak

"Peyem" merupakan salah satu pangan fermentasi Indonesia. Kualitas pangan fermentasi
bergantung pada aktivitas mikrob yang terdapat selama proses fermentasi berlangsung.
Salah satu teknik molekuler yang telah banyak digunakan untuk menganalisis komunitas
mikrob pada suatu habitat adalah teknik Terminal-Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (T-RFLP). Metode isolasi genom dan jenis primer yang digunakan pada saat
PCR penting pada teknik T- RFLP dalam mengkaji komunitas mikrob. Oleh sebab itu,
penelitian ini bertujuan untuk membandingkan empat metode isolasi genom dam
membandingkan penggunaan dua set primer dalam mengkaji komunitas bakteri dari
"Peyem" dengan teknik T-RFLP. Genom komunitas bakteri diisolasi dengan menggnnakan
empat metode, yaitu: 1) QlAamp DNA Stool Mini Kit (G1), 2) Q1Aamp DNA Stool Mini Kit
+ lisozim (G2), 3) Genomic DNA. Purification Kit (G3), dan 4) Genomic DNA Purification
Kit + lisozim (G4). Untuk mengamplifikasi 16S rDNA digunakan dua set primer, yaitn: 1)
primer 27F-FAM dan 1492R, 2) primer 63F-FAM dan 1387R. Hasil penelitian menunjukkan
isolasi genom dengan metode G4 menghasilkan konsentrasi genom tertinggi (330,20 ng/pl)
dibandingkan metode G1, G2, dan G3 (163,50 ng/pl; 183,25 ng/ul, dan 260,80 ng/pl). Primer
27F-FAM menghasilkan jumlah peak yang lebih tertinggi (264) dibandingkan dengan
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primer 63F-FAM (177). Jumlah peak TRF pada teknik TRFLP menggambarkan keragaman
komunitas mikrob. Dengan demikian isolasi genom dengan Genomic DNA Purification Kit +
Iysozyme dan penggunaan pasangan primer 27F-FAM-1492R adalah yang terbaik untuk
menganalisis komunitas bakteri dari "Peyem" dengan teknik T-RFLP.

Kata kunci: Genom, Primer, T-RFLP, Mikrob, "Peyem"
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Pendahuluan

Mempelajari komunitas mikrob pada
suatu habitat dengan cara mengultur akan
menghasilkan informasi yang terbatas sebab
sebagian besar belum dapat dikultur (Giraffa
dan Neviani, 2001). Oleh sebab i,
karakteristik gen penyandi subunit kecil 16S
ribosomal RNA (168 rRNA) sering digunakan
karena terdapat pada semua jenis mikrob,
memiliki region yang conserved dan variable
dengan tingkat evolusi relatif rendah, dan telah
banyak dikarakterisasi dari berbagai jenis
mikrob (Liu dkk., 1997). Saat ini berbagai
teknik molekuler yang berbasis PCR telah
digunakan untuk mempelajari karakteristik gen
tersebut. Salah satu di antaranya adalah teknik
Terminal-Restriction ~ Fragment  Lenght
Polymorphism (T-RFLP) (Liu dkk., 1997).

T-RFLP merupakan teknik molekuler
yang efektif untuk menganalisis komunitas
mikrob (Tiedje dkk., 1999). Teknik molekuler
ini bersifat sensitif, cepat (Engebretson dan
Moyer, 2003), reproducible, dan akurat (Egert
dan Friedrich, 2003). Oleh sebab itu, teknik ini
telah banyak digunakan untuk menganalisis
komunitas mikrob. Beberapa di antaranya telah
digunakan mengkaji keragaman Lactococcus
Iactis (Aghajani dkk., 1996) dan Mycobacterium
(Liu dkk., 1997), serta telah digunakan juga
menganalisis komunitas mikrob pada tanah
(Lukow dkk., 2000) dan vagina manusia
(Coolen dkk., 2005). Telah dilaporkan bahwa
T-RFLP lebih sensitif dibandingkan dengan
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE) (Moeseneder dkk., 1999).

Pada teknik T-RFLP, setelah genom
bakteri diisolasi langsung dari alam maka DNA
target diamplifikasi dengan PCR menggunakan
primer yang dilabel dengan senyawa yang
bersifat fluoresen (Moeseneder dkk., 1999).
Selanjutnya, amplikon dipotong secara
enzimatik sehingga dihasilkan peak TRF
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dengan  ukuran  yang  berbeda-beda.
Polimorfisme ukuran peak TRF
menggambarkan polimorfisme populasi mikrob
dalam suatu komunitas (Egert dan Friedrich,
2003). Dengan demikian, isolasi genom dan
pemilihan primer yang tepat merupakan hal
penting pada teknik T-RFLP. Idealnya, metode
isolasi yang digunakan harus dapat mengisolasi
semua genom yang ada di habitat tersebut, dan
primer yang digunakan harus  dapat
mengamplifikasi semua DNA target pada saat
PCR. Oleh sebab itu, tujuan penelitian ini
adalah membandingkan empat metode isolasi
genom, dan membandingkan penggunaan dua
set primer dalam mengkaji komunitas bakteri
dari "Peyem" dengan teknik T-RFLP.

"Peyem" adalah salah satu bahan pangan
fermentasi tradisional Indonesia. Selain
"Peyem" masih ada beberapa jenis bahan
pangan fermentasi lain yang berbasis singkong
seperti tape. Salah satu faktor yang menentukan
kualitas bahan pangan fermentasi adalah
mikrob yang berperan selama proses fermentasi
berlangsung.  Namun, kajian  tentang
karakteristik mikrob dan perannya pada pangan
fermentasi berbasis singkong di Indonesia
masih sangat terbatas. Oleh sebab itu, hasil
penelitian ini akan digunakan sebagai dasar
untuk mengkaji komunitas mikiob dari
"Peyem".

Metode Penelitian

Isolasi DNA genom bzkteri dari "Peyem"

Masing-masing sebanyak 20 gram
"Peyem" dimasukkan ke dalam masing-masing
180 ml 0,85% NaCl. Selanjutnya, satu bagian
dihomogenkan dengan cara di stirrer, dan satu
bagian lainnya di homogenkan dengan cara
diblender. Sebanyak 2,0 m! masing-masing
suspensi diambil dan disentrifugasi selama 10
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menit pada kecepatan 12.000 rpm, Pelet yang
terbentuk diambil dan diresuspensi dengan
menambahkan 1ml 0,85% NaCl dan
disentrifugasi kembali. Tahapan ini diulang
sebanyak tiga kali. Selanjutnya, isolasi genom
dilakukan dari 200 pl tiap-tiap suspensi dengan
metode: 1) QIAamp DNA Stool Mini Kit (G1),
2) QlAamp DNA Stool Mini Kit + lisozim
(G2), 3) Genomic DNA Purification Kit (G3),
dan 4) Genomic DNA Purification Kit +
lisozim (G4).

Amplifikasi gen 16S rRNA

Untuk mengamplifikasi gen 16S rRNA
bakteri dari "Peyem" digunakan dua set primer,
yaitu primer 27F-FAM (59-AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG-39) dan 1492R (59-GGT
TAC CTT GTT ACG ACT T-39) (Moeseneder
dkk., 1999) dan primer 63F-FAM (5’-
CAGGCCTAACACATGCAA GTC) dan
1387R (5'- GGGCGGWGTGTACAAGGC -3")
(Marchesi dkk., 1998). Komposisi master mix
dan kondisi PCR dilakukan dengan mengikuti
metode Barus (2008). Komposisi master mix
terdiri atas 36 pl ddH,O, 5 ul 10 x bufer
polimerase, 1 pl dNTPs, 1 pl DNA polimerase,
masing-masing 2 pl primer (5 pmol/pl), dan 3
ul DNA sampel. Campuran tersebut diinkubasi
pada mesin PCR (GeneAmp PCR sistem 2400,
Perkin Elmer, USA). Protokol PCR yang
digunakan adalah denaturasi awal 94°C selama
5 menit, denaturasi 92°C selama 30 detik,
annealing primer 62°C selama 30 detik,
elongasi atau pemanjangan 72°C seclama 30
detik, post PCR 72°C selama 7 menit, dan suhu
penyimpanan 4°C. Amplifikasi gen 16S tRNA
dengan PCR ini dilakukan sebanyak 30 siklus.
Hasil PCR kemudian diamati dengan
elekiroforesis gel agarose 0,8%. Pita DNA
yang berukuran sekitar 1300 bp dipotong untuk
selanjutnya dipurifikasi menggunakan Wizard®
SV Gel and Clean-Up System. DNA yang
diperoleh dari hasil purifikasi ini ditambah
nuclease free-water 35 pl.

Pemotongan amplikon dengan enzim
restriksi

Untuk  mendapatkan  polimorfisme
ukuran peak TRF, amplikon hasil PCR yang
telah dipurifikasi dari gel selanjutnya dipotong
menggunakan Enzim restriksi Bs/UI yang
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bersifat memotong sering, yaitu yang
mengenali situs empat basa (New England
Biolab, Beverly, MA). Proses pemotongan
amplikon dilakukan mengikuti metode Barus
(2008) dengan komposisi sebagai berikut: 1,0
pl enzim, 1.0 pl 10X bufer restriksi, dan 8 pl
DNA, Selanjutnya, campuran tersebut
diinkubasi pada subu 60°C selama + 16 jam.
Hasil pemotongan selanjutnya dipurifikasi
dengan metode Ethanol Precipitation (Barus
(2008). DNA  hasil purifikasi ditambah
nuclease free- water 5 pl untuk selanjutnya
dianalisis menggunakan ABI 310 genetic
analyzer (Perkin-Elmer, US) di PT Wilmar
Benih Indonesia.

Hasil dan Pembahasan

Isolasi genom

Isolasi genom bakteri "Peyem" telah
berhasil dilakukan menggunakan empat metode
(G1-G4) dengan tingkat kemurnian 1,89 nm
sampai 1,97 nm (Tabel 1). Konsentrasi dan
tingkat kemurnian DNA ditentukan dengan
menggunakan NanoDrop ND-1000
Specirophotometer. Di antara empat metode
isolasi (G1-G4), metode G4 menghasilkan
konsentarsi DNA tertinggi (330,2 ng/ul)
dibandingkan dengan tiga metode lainnya (G1,
G2, dan G3). Metode G4 juga menghasilkan
jumiah peak TRF tertinggi dibandingkan
dengan metode Gl, G2, dan G3 (data tidak
ditunjukkan). Penambahan lisozim (G2 dan
G4) tampak dapat menghasilkan konsentarsi
genom bakteri yang lebih tinggi, yaitn masing-
masing 183,25 ng/ul dan 330,20 ng/ul
dibandingkan dengan tanpa lisozim (G! dan
G2) masing-masing 163,50 ng/pl dan 260,80
ng/ul.

Isolasi genom wuntuk mendapatkan
kualitas DNA yang baik untuk proses PCR
merupakan tahapan penting dalam analisis
komunitas mikrob dengan menggunakan teknik
molekuler seperti T-RFLP., Isolasi dan
purifikasi genom menggunakan kit yang telah
siap pakai mempermudah proses isolasi yang
dilakukan, Namun, tetap diperlukan adanya
kajian untuk mendapatkan jenis kit yang tepat
sehingga diperoleh kualitas DNA. yang baik.
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Pada penelitian ini tampak semua
metode yang digunakan berhasil untuk
mengisolasi genom, tetapi ada perbedaan
konsentasi genom yang dihasilkan (Tabel 1).
Metode G4 (Genomic DNA Purification Kit
yang dimodifikasi dengan penambahan
lisozim) memberikan hasil terbaik
dibandingkan Gl, G2, dan G3. Dengan
demikian tampak perlu dilakukan proses
optimasi isolasi genom dilakukan terlebih
dahuln sebelum analisis komunitas mikrob
lebih lanjut dilakukan. Hal ini sejalan dengan
hasil-hasil penelitian yang telah dilaporkan
oleh Gupta dan Preet (2012), Miller dkk,
(1999), Schmerer dkk, (1999) dan Li dkk.,
(2007).

Selain pemilihan metode yang tepat
untuk isolasi genom, proses persiapan sampel

"Peyem" perlu juga dikaji. Tujuannya adalah
agar semua komunitas bakteri dari "Peyem"
ikut dalam proses isolasi genom. Pada
penelitian ini persiapan sampel "Peyem"
dilakukan dengan dua metode, yaitu dengan
cara distirrer (S-27F dan S-63F) dan dengan
cara diblender (B-27F dan B-63F) (Gambar 1
dan Gambar 2). Di antara dua metode, dengan
cara distirer tampak lebih baik karena dapat
menghasilkan jumlah peak TRF yang lebih
banyak (Gambar 1). Dengan cara distitres
diperoleh 289 (5-27F) dan 206 (S-63F) peak
TRF, sedangkan metode dengan cara diblender
hanya 238 (B-27F) dan 148 (B-63) peak TRF
saja  (Gambar 2). Peak TRF yang
diperhitungkan pada penelitian ini berukuran
dari 50 bp hingga 500 bp sesuai dengan standar
internal yang digunakan (ROX 500).

Tabel 1. Kualitas genom bakteri dari "Peyem" yang diisolasi dengan empat metode

Metode isolasi genom Konsentrasi DNA (ng/pl)  260/230 (nm) _ 260/280 (nm)

QlAamp DNA Stool Mini Kit (G1) 163,50 %2330 1,97+0,13 1,90+ 0,36

QlAamp DNA Stool Mini Kit + lisozim (G2) 183,25 +33,30 1,90 £ 0,33 1,80+ 0,26

Genomic DNA Purification Kit (G3) 260,80 + 27,50 1,93 £ 0,81 1,93£0,27

Genomic DNA Purification Kit+ lisozim (G4) 330,20 58,30 1,92 £0,28 1,97+ 0,29
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Gambar 1. Elekiroferogram dari T-RFLP menggunakan BsfUI yang memotong sekuen 168 rDNA komunitas
bakteri dari "Peyem". "Peyem" distirer (S-27F) dan "Peyem" diblender (B-27F) dengan menggunakan
primer 27F, "Peyem" distirer (S-63F) dan "Peyem" diblender (B-63F) dengan menggunakan primer

63F.
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Penggunaan dua set primer

Dari Gambar 1 dapat dilihat keragaman
peak TRF yang diperoleh dengan menggunakan
dua set primer universal yang telah dilabel
dengan senyawa yang berfluoresen (primer 27F
dan primer 63F). Di antara dua primer tersebut
tampak bahwa primer 27F (S-27F dan B-27F)
lebih baik dibandingkan dengan primer 63F (S-
63F dan B-63F) karena menghasilkan peak
TRF yang lebih beragam (Gambar 1). Rata-rata
jumlah peak TRF dengan primer 27F adalah
264, sedangkan dengan primer 63F hanya 177
saja (Gambar 2). Telah dilaporkan tentang
perlu adanya optimasi penggunaan primer
dalam analisis komunitas pada suatu habitat
dengan teknik molekuler yang berbasis PCR.
Beberapa di antaranya adalah Euringer dan
Lueders (2008) dalam mengkaji komunitas
protista dan Jones dkk., (2007) dalam mengkaji
komunitas bakteri air,

Teknik T-RFLP membedakan genetik
mikrob berdasarkan polimorfisme terminal
peak TRF dari produk PCR hasil pemotongan
enzim yang digunakan. Menurut Tiedje dkk.,
(1999) dan Engebretson dan Moyer (2003),
enzim restriksi yang dapat menghasilkan
polimorfisme terminal peak TRF untuk
komunitas bakteri adalah Hhal (isoschizomer
dengan HinP1), Rsal, BsiUl, Ddel dan Mspl.
Oleh sebab itu, dalam penelitian ini dipilih
salah satu, yaitu jenis BsfUL

Simpulan

Informasi tentang keberadaan komunitas
mikrob pada suatu habitat yang berbasis PCR,
ditentukan oleh metode isolasi genom dan jenis
primer  yang  digunakan.  Kombinasi
penggunaan Genomic DNA Purification Kit
dengan penambahan lisozim dan pasangan
primer 27F FAM-1492R memberikan hasil
keragamankomunitasmikrobdari "Peyem" yang
bersifat komprehensif.
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