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ABSTRACT

Endophytic bacteria are microorganisms that live in plant tissues. Endophytic bacteria are known to have
genetic similarities with their host plants. Amplification of the capsaicin coding gene using endophytic bacterial
DNA is one of the method to study the genetic similarity pattern of endophytic bacterial groups with chili
pepper. The purpose of this study was to amplify DNA of endophytic bacteria from chili pepper using the
capsaicin gene to see the potential endophytic bacteria producing capsaicin. Furthermore is to study the pattern
of genetic similarity with the band on the amplicon. The method of isolation of endophytic bacteria using the
pour plate method then subcultured the pure isolates by using the streak plate method. The DNA was extracted
from pure isolates of endophytic bacteria using the phenol-chloroform method and DNA purification kit. The
DNA of endophytic bacteria was amplified using specific primers. The results showed that four endophytic
bacterial isolates of chili pepper were BE1, BE2, BE3, and BE4. Then performed amplification using a specific
primer. The amplification results did not show any amplicons, so further optimization was carried out using
touchdown PCR. After optimization, there was amplification between the primers and the template DNA which
became the target DNA. From the amplification results, it was found that the target DNA was not attached to a
specific primer for the capsaicin gene.
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ABSTRAK

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang hidup pada jaringan tanaman. Bakteri endofit diketahui
memiliki kemiripan genetik dengan tanaman inangnya. Amplifikasi gen pengkode capsaicin dengan
menggunakan DNA bakteri endofit merupakan salah satu metode untuk melihat pola kemiripan genetik
kelompok bakteri endofit dengan buah cabai rawit. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melakukan
amplifikasi DNA bakteri endofit buah cabai rawit dengan menggunakan gen pengkode capsaicin untuk dilihat
bakteri endofit potensial penghasil capsaicin. Selanjutnya, dilihat pola kemiripan genetiknya dengan adanya pita
pada hasil amplikon. Metode Isolasi bakteri endofit dengan menggunakan metode cawan tuang. Kemudian
disubkultur isolat murni menggunakan metode cawan gores. Isolat murni bakteri endofit diekstraksi DNA
dengan metode fenol-kloroform dan Kit DNA purification. Kemudian DNA bakteri endofit di amplifikasi
dengan menggunakan primer spesifik. Dari hasil penelitian didapatkan empat isolat bakteri endofit buah cabai
rawit yaitu BE1, BE2, BE3, dan BE4. Kemudian dilakukan amplifikasi dengan menggunakan primer spesifik.
Hasil amplifikasi tidak menunjukkan adanya amplikon, untuk itu dilakukan optimasi lanjutan menggunakan
touchdown PCR. Setelah optimasi terjadi amplifikasi antara primer dengan DNA templat yang menjadi DNA
target. Dari hasil amplifikasi diketahui bahwa DNA target tidak menempel dengan primer spesifik gen
pengkode capsaicin.

Kata Kunci: amplifikasi gen, mikroba endofit, polymerase chain reactiom (PCR)
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PENDAHULUAN

Mikroba endofit diketahui berperan dalam kelangsungan hidup tanaman dengan membantu
pertumbuhan dan meningkatkan daya tahan tanaman terhadap penyakit(Amaresan dkk, 2016).
Mikroba endofit diketahui dapat menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang sama dengan
tanaman inangnya(Jasim dkk, 2016). Hal ini merupakan potensi besar dalam bidang teknologi farmasi
menggunakan bahan alam. Dimana endofit yang berhasil di idenifikasi dapat dijadikan sebagai
sumber metabolit sekunder baru, senyawa yang berkhasiat(Irabor dan Mmbaga, 2017).

Identifikasi mikroba endofit merupakan tahap penting untu menentukan identitas masing-
masing isolate(Paul dkk,2013). Metode identifikasi berbasis molekuler diketahui dapat memberikan
hasil yang lebih akurat hingga tahap spesies(Jingwen dkk, 2012). Salah satu metode yang dapat
digunakan adalah dengan mengamplifikasi gen penanda (marker) dari isolat endofit. Amplifikasi gen
pengkode capsaicin dapat digunakan untuk melihat pola kemiripan genetik yang dimiliki oleh
kelompok bakteri endofit dalam cabai rawit. Dengan menggunakan teknik PCR (Polymerase Chain
Reaction) dan primer spesifik, maka akan diperoleh segmen gen penanda yang terlibat dalam jalur
biosintesis capsaicin(Kim dkk, 2009). Metode amplifikasi gen penanda dapat mengidentifikasi
keragaman mikroba endofit dengan lebih spesifik, akurat dan mendetil, jika dibandingkan dengan
metode 16S rRNA(Prasad dkk, 2007). Dalam penelitian ini akan dilakukan amplifikasi gen pengkode
capsaicin Csyl, Punldan pAMT menggunakan primer spesifik dengan teknik PCR. Hasil amplifikasi
akan dianalisa untuk melihat pola kemiripan genetik yang dimilliki oleh bakteri endofit yang terdapat
pada buah cabai rawit.

Capsaicin merupakan metabolit sekunder kelompok alkaloid yang terdapat pada cabai rawit
(Gerrardo dkk, 2016) . Capsaicin memiliki banyak efek farmakologi seperti antikanker. Menurut
Handoko (2017) menyatakan, umumnya cabai segar mengandung 0,1-1,0 % Capsaicin. Rendahnya
kandungan capsaicin pada cabai rawit membuat pentingnya usaha untuk menemukan sumber
metabolit sekunder baru contohnya salah satunya menggunakan endofit.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui amlifikasi DNA yang dimilliki oleh
bakteri endofit yang terdapat pada buah cabai rawit dengan gen yang mengatur biosintesis capsaicin.
Sehingga dalam penelitian yang medatang dapat digunakan untuk mengidentifikasi bakteri endofit
penghasil metabolit sekunder baru.

METODE PENELITIAN
Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan analitik, alat sentrifuga, autoklaf,
vortex, laminar air flow, bunsen, rak tabung reaksi, kaca preparat, cover preparat, cawan petri, botol
semprot, sarung tangan, keras cokelat, plastik tahan panas, shaker inkubator, pipet, tabung PCR
(Eppendorf™), mikropipet 1-10 mikron dan 100-1000mikron (Eppendorf®), Thermal Cycler (Thermo
Scientific”), tabung reaksi, jarum ose, gel agarose flask, Erlenmeyer (Pyrex*)hotplate, tip pipet steril,
microcentrifuge tube
Bahan

Tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah cabai rawit (Capsicum frutences L
Bahan-bahan yang digunakan antara lain etanol 70%, air, aquadest steril, sodium hipoklorit, Nutrient
Broth (NB), Nutrient Agar (NA), reagen kristal violet, reagen safranin, Wizard(R) Genomic DNA
Purification Kit Promega, nitrogen cair, isopropanol, TBE, dan Nuclei Free Water, Qiagen Master
mix Multiplex PCR
Penyiapan Bahan

Bahan tanaman yang digunakan adalah organ buah cabai dari perkebunan Manoko utama
kabupaten Lembang, Jawa Barat. Kemudian sampel dideterminasi botani untuk pengujian kebenaran
bahan alam.
Desain Primer

Perancangan primer pada penelitian ini menggunakan studi literature terhadap gen marker
capsaicin Csyl(Prasad dkk, 2007), Punl(Ogawa dkk, 2014) dan pAMT(Kim dkk,2009). Desain primer
menggunakan primer3 untuk mengawali pendekatan primer bakteri uji untuk dilihat ada, selanjutnya
menggunakan SnapGene untuk pengujian primer dan menentukan penempelan primer annealing(Kini
dkk, 2018).
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Sterilisasi Buah Cabai dan Isolasi bakteri endofit

Sampel disterilisasi dengan 2% natrium hipoklorit selama 10 menit dan 70% alkohol selama
satu menit dan dibilas lima kali dalam air suling steril. Pemeriksaan sterilitas permukaan dilakukan
untuk masing-masing sampel untuk memantau efisiensi dari prosedur desinfeksi(Arravind dkk, 2009).

Sampel buah cabai rawit steril dipotong- potong kurang lebih 1 cm. Kemudian dihancurkan
dalam laruan NaCl. Suspensi buah cabai rawit diambil 1 mL kemudian ditumbuhkan media NA
(Nutrient Agar) dalam cawan petri dan metode pour plate. Inkubasi dilakukan selama 3 x 24 jam pada
suhu 37°C. Koloni bakteri endofit yang muncul pada media isolasi kemudian dilakukan pemurnian
(Jasim dkk, 2017).
Identifikasi endofit dengan pewarnaan Gram

Identifikasi bakteri endofit secara makroskopis morfologi meliputi koloni (bentuk koloni dan
tepian koloni, serta warna koloni) dan morfologi sel yaitu bentuk sel dan pewarnaan Gram (Patel dkk,
2017).
Isolasi DNA bakteri endofit

Isolasi DNA bakteri endofit dilakukan dengan menggunakan Kit DNA Purification Promega
dan kit Trisure menggunakan metode fenol — kloroform (P&na- Yam dkk, 2016). Kuantifikasi DNA
dilakukan untuk menghiung kadar konsentrasi DNA hasil isolasi dengsan menggunakan NanoQuant
plate dirancang untuk kuantifikasi asam nukleat, mis. dsDNA, ssDNA, cDNA, Oligos dan RNA, dan
menggunakan spetrofotomeri UV-Vis(Yong-hong, 2018).
Amplifikasi DNA bakteri endofit menggunakan gen pengkode capsaicin

Proses PCR dilakukan dengan volume total 50 pL. dengan DNA hasil isolasi dari masing —
masing bakteri endofit digunakan sebagai template dalam proses PCR mengandung 50 ng DNA, 20
pico mol dari setiap primer (foward & reverse primer), 1X Buffer PCR (Promega), 2.5mM MgCl,, 0.5
U/uL Tagpolymerase. Reaksi PCR didalam Thermal cycler untuk 35 siklus dengan denaturasi awal
94°C selama 15 menit, masuk ke siklus denaturasi pada 94°C selama 30 detik, Annealing 57°C selama
90 detik, Elongasi 72°C selama 90 detik dan final elongasi selama 10 menit pada suhu 72°C(Kini dkk,
2014).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Determinasi tanaman dilakukan untuk mengetahui suku dan jenis dari buah cabai rawit
(Capsicum frutences L). Hasil determinasi menunjukkan bahwa sampel yang digunakan benar
merupakan tanaman bcabai rawit (Capsicum frutences L).

Tabel 1. Hasil Desain primer

. Spesifikasi
Gen Primer %G Cp Tm
Csyl F (5’- CGG TGA AAT ACC CGG AGA GG -3) 52.9 59.1
Prasad dkk, 2007 R (5’-TTG CCG CTG GAA TAA CA CCT -3") 52.9 59.2
Punl F (5- GTGGTTTTACAACGTGACTGGG-3" ) 50.0 56.7
Ogawa dkk, 2015 R (5 - CGGGATCCCGAAATAAATATATGCTGCTG-3" ) 44.8 60
PAMT F(5’- TTT CTG CTG GTC TCT CTG GG -3°) 64.7 60.2
Kim dkk, 2009 R (5’- TCG GCA ATG AAA GCA GCT A-3) 43.8 53.6
Universall6S rDNA  F (5 - GAG TTT GAT CCT GGC TCA G-13’) 50.0 56.0
Galkiewicz dkk, 2008 R (5 — GAT ATT ACC GCG GCG CCT G-3") 44.4 58.3
Keterangan:
D) : forward

(1) : reverse

Sebelumnya dilakukan studi literatur tentang bakteri endofit yang terdapat dalam buah cabai
rawit dan gen pengkode capsaicin pada tumbuhan. Dari literatur yang ditemukan dari bakteri endofit
dalam buah cabai rawit maka dilakukan blasting menggunakan untuk mengetahui seberapa jauh
hubungan antara keduanya. Beberapa penelitian menyebutkan bahwa isolat bakteri endofit tertentu
dari tumbuhan dapat memiliki gen yang identik dengan tanamannya. Dari hasil penelusuran tersebut
diketahui adanya hubungan antara bakteri pseudomonas, Bacillus terhadap capsaicin. Seperti gen
Csyl, pAMT, Punl.
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Tabel 2. Hasil Sterilisasi

Metode C2H50H C2H50H,

Sterilisasi 70% NaOCl 5 % 70% Ref.

I 1” 1” 30” Irawati dkk, 2017

11 3” 3” 1’ Amaresan dkk, 2014
11T 10” 10” 1” Aravind dkk, 2009

Sterilisasi permukaan sampel merupakan tahap awal isolasi bakteri endofit. Jika sterilisasi
permukaan buah cabai tidak berhasil dengan baik maka bakeri endofit yang menjadi target tidak dapat
diperoleh. Buah cabai rawit harus dalam keadaan steril untuk dapat ditumbuhkan pada medium kultur
karena adanya mikroorganisme di dalam buah cabai akan menyebabkan mikroba lain selain endofit
mengalami pertumbuhan. Sterilisasi dapat dilakukan dengan berbagai bahan kimia. Bahan kimia yang
umum digunakan adalah Etanol dan NaOCI dimana keduanya memiliki sifat bakterisida. Pengujian
sterilisasi dilakukan setelah air bilasan terakhir dari proses sterilisasi cabai rawit. Buah cabaii ini
dikatakan steril ketika tidak ada bakteri yang tumbuh setelah inkubasi air bilasan cabai.

Isolasi bakteri dilakukan dengan menumbuhkan suspensi sel buah cabai rawit steril. Dilakukan
pengeceran bertingkat dalam proses isolasinya. Kemudian isolat di subkultur dan didapatkan 4 isolat
murni bakteri endofit dari buah cabai rawit.

Tabel 3. Hasil. Isolasi bakteri endofit dan pewarnaan Gram

karakteristik
Endofit Koloni ewarnaan Sel
Bentuk koloni tepian P Bentuk Sel
Gram

BE 1 Circular Berlekuk - Basil
BE 2 Circular Rata + Basil
BE 3 irregular Tak beraturan + Kokus bulat
BE 4 Circular Berombak - Basil

Pada pengujian identifikasi bakteri endofit dengan menggunakan metode tepian koloni dan
bentuk koloni. Didapatkan hasil bahwa sebagian besar koloni yang didapat berbentuk sirkular atau
lingkaran dan 25% berbentuk tidak beraturan. Sedangkan bentuk tepiannya BE 1, BE2 , BE3, dan
BE4 .

Pewarnaan Gram dilakukan untuk melihat Gram isolat dan bentuk sel nya. Sebagian bentuk sel
dari bakteri yang didapat berbentuk batang. Berarti bakteri endofit yang didapat dalam cabai rawit
berbentuk basil.

Gambar 1. Hasil Isolasi bakteri endofit.
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Hasil kuantifikasi DNA bakteri endofit

Endofit Konsentrasi DNA (ng/pul)

Promega reagent TriSure Reagent
BE 1 12,9 1076,8
BE 2 9,6 483,2
BE 3 16,6 199,7
BE 4 8,6 312,4

Isolasi DNA dari isolat bakteri endofit dilakukan dengan menggunakan protokol dari Wizard
genomic purification DNA promega. Didalamnya terdapat proses pemanasan dengan suhu tinggi
untuk melisiskan sel bakteri. Kemudian proses presipitasi RNA dalam bakteri, dan menghidrasi DNA
murni.

Metode isolasi kedua dengan menggunakan isolasi fenol-kloroform dengan reagent Trisure dari
Bioine Metode isolasi ini merupakan metode isolasi dingin karena tidak menggunakan pemanasan
sama sekali. Dengan proses lisis sel menggunakan reagent berisi fenol-kloroform, dilanjutkan dengan
proses presipitasi DNA dengan isopropanol, proses purifikasi DNA dengan menggunakan alkohol .

Perbedaan dari kedua metode ini adalah rasio kemurnian DNA dan Jumlah DNA yang
didapatkan. Pada kit Promega didapatkan tingkat kemurnian yang lebih tinggi dengan jumlah DNA
yang sedikit. Sedangkan pada isolasi menggunakan Trisure didapatkan rasio yang tinggi namun
sedikit lebih rendah dari kit Promega dengan jumlah DNA yang lebih banyak.

Marker

(A) (B)

Gambar 3. Hasil elektroforesis DNA hasil amplifikasi dilakukan duplo. Terdapat pita smear dari hasil
amplifikasi menggunakan suspensi sel bakteri pengenceran 10™' dengan primer csyl (A); Terdapat pita dari hasil
amplifikasi menggunakan primer universal 16S rDNA (B)

Dari hasil amplifikasi DNA isolat bakteri endofit dari buah cabai terlihat bahwa ada jejak pita
pada agarose elektroforesis namun sangat samar pada csy/(A) namun hasil ini didapatkan dari
suspensi sel bakteri endofit di tahap awal sebelum dilakukan pemurnian isolat. Sedangkan pada
primer lain tidak menunjukkan adanya amplikon. Pada primer universal memiliki pita yang jelas
dengan besar 1500bp. Lalu kemudian dilakukun optimasi seperti optimasi suhu, primer, MgCl,,
dNTPs. Kemudian dioptimasi kembali menggunakan touchdown PCR. Tetapi hasilnya tetap
menunjukkan tidak ada amplifikasi pada primer spesifik lain.

Hasil amplifikasi didapatkan pita dari primer universal, untuk primer spesifik karena
menggunakan suspensi bakteri dan menghasilkan pita smear. Hal ini memiliki banyak kemungkinan,
salah satunya adalah bahwa isolat endofit yang teramplifiikasi dapat berupa kapang ataupun bakteri
endofit.

KESIMPULAN

Isolat endofit yang didapat sebanyak 4 isolat murni bakteri endofit yaitu BE1, BE2, BE3 dan
BE4. Karakteristik isolat murni yang didapat mayoritas berbentuk basil dan sebagiannya merupakan
bakteri Gram positif.

Hasil amplifikasi yang dilakukan pada primer universal 16S rDNA mendapatkan pita yang jelas
pada 1500 bp. Namun, pada amplifikasi menggunakan primer Csyl, Punl dan pAMT tidak
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menghasilkan amplifikon. Untuk itu dilakukan amplifikasi menggunakan suspensi sel pada
pengenceran 10-1 dan didapatkan hasil pita smear.

Pita smear yang didapatkan pada amplifikasi menggunakan suspensi sel pengenceran 10’
dengan primer Csy/menghadirkan banyak kemungkinan. Seperti endofit yang merupakan kapang atau
bakteri dengan spesies lain. Untuk penelitian lebih jauh dapat dilakukan penambahan isolat yang
digunakan.
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