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ABSTRACT

Indonesian indigenous bacterial isolates of B. thuringiensis pathogenic to cabbage pest (C. binotalis)
were molecularly characterized and identified using DNA fingerprinting method of ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis). Chromosomal DNA of 10 selected isolates (SLK2.3, SRNG4.2,
TKO1, TK9, YPPAL, UG1A, BLPPN8.2, YWKAL, BAU3.2, LPST1) and 2 reference strains (B.
thuringiensis serovar kurstaki HD1 & B. thuringiensis serovar israelensis H14) were isolated and purified
by standard method. 16S rRNA genes were amplified by PCR method using universal primers of 27f
and 1529r. PCR products were digested by 4 restriction endonucleases (EcoR1, Hindlll, Pstl dan
Haelll), and separated by agarose electrophoresis method to generate ARDRA profiles. Results of
study showed that only ARDRA profiles generated by Hae 1l digestion were found to be meaningful and
therefore used to identify the isolates. The ARDRA profile analysis indicated that the reference strain of
B. thuringiensis serovar kurstaki HD1 could be clearly separated with B. thuringiensis serovar
israelensis H14. In fact, those two strains have been widely recognized to be different in terms of their
pathogenic specifity against insects. B. thuringiensis serovar kurstaki HD1 has been known to be
specifically pathogenic to Lepidopteran whereas B. thuringiensis serovar israelensis H14 has been

known to be specifically pathogenic to Dipteran.
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ABSTRAK

Isolat bakteri Bacillus thuringiensis endogenik Indonesia yang patogenik terhadap hama kubis
(Crocidolomia binotalis Zell.) dikarakterisasi dan diidentifikasi secara molecular dengan menggunakan
metode sidik jari DNA (ARDRA : Anplified Ribosomal DNA Restriction Analysis).DNA kromosomal 10
isolat terpilih (SLK2.3, SRNG4.2, TKO1, TK9, YPPAL, UG1A, BLPPN8.2, YWKA1, BAU3.2, LPST1)
dan 2 strain acuan (B. thuringiensis serovar kurstaki HD1 dan B. thuringiensis serovar israglensis H14)
diisolasi dan dipurifikasi dengan metode standar. Gen 16S rRNA diamplifikasi dengan metode PCR
menggunakan primer universal 27f dan 1529r. Produk PCR yang berupa gen 16S rRNA didigesti
dengan 4 macam enzim restriksi (EcoR1, Hindlll, Pstl dan Haelll). Hasil penelitian menunjukkan bahwa
hanya profii ARDRA yang dihasilkan oleh enzim Haelll yang memberikan makna sehingga profil
tersebutlah yang digunakan untuk melakukan identifikasi isolat yang diteliti. Analisis profii ARDRA
menunjukkan bahwa strain acuan B. thuringiensis serovar kurstaki HD1 dapat dibedakan secara tegas
dan jelas dengan strain acuan B. thuringiensis serovar israelensis H14. Padahal kedua strain ini
memang telah dikenal secara luas merupakan dua strain yang berbeda dalam hal spesifitas
patogenisitas terhadap kelompok serangga. Bakteri B. thuringiensis serovar kurstaki dikenal patogenik
terhadap kelompok serangga anggota ordo Lepidoptera sedangkan B. thuringiensis serovar israelensis

dikenal patogenik terhadap kelompok serangga anggota ordo Diptera.
Kata kunci: identifikasi, ARDRA, B. thuringiensis, endogenik C.binotalis
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PENDAHULUAN

Karakterisasi  molekular ~ merupakan
karakterisasi dengan menggunakan data molekular
yang salah satunya dapat digunakan dalam
identifikasi mikrobia adalah asam nukleat. Analisis
asam nukleat meliputi analisis plasmid DNA,
analisis DNA kromosomal, hibridisasi DNA, DNA
fingerprinting, prosedur amplifikasi dan teknik
sequencin (Towner, K.J. and A. Cockayne., 1995).

Metode fenotipik belum tentu cukup
memberikan informasi  yang jelas  dalam
membedakan strain intra-spesies dan inter-species.
Oleh karena itu, dibutuhkan metode molekular
untuk memperoleh informasi yang lebih akurat
[Singh et. al., 2009]. Analisis phylogenetic-tree
berdasarkan sekuen gen 16S rRNA sering dipakai
sebagai metode untuk mengklasifikasikan bakteri
dan arkahea. Sekuen gen 16S rRNA pada bakteri
merupakan marker molekular universal yang baik
karena (i) mengandung daerah yang sangat stabil
(conserved region) maupun daerah yang variabel
(i) jarang sekali mengalami transfer gen secara
lateral dan (iii) mengalami perubahan evolusioner
yang sangat lambat sehingga dapat digunakan
untuk mengetahui hubungan filogenetik (Atlas and
Bartha, 1997; Joung and Cote, 2001). Klasifikasi
bakteri secara filogenetik sangat dibutuhkan
terutama untuk bakteri patogenik karena bakteri
yang memiliki kedekatan hubungan kekerabatan
dapat dikelompokkan sebagai suatu genus atau
spesies  sehingga dapat  terhindar  dari
pengklasifikasian yang tidak tepat dan kesalahan
dalam identifikasi (Liu et. al., 1991).

Analisis  filogenetik ~ molekular  yang
didasarkan atas gen 16S rRNA dapat digunakan
untuk tujuan klasifikasi maupun identifikasi mikrobia
dan terbukti mampu menyingkap keanekaragaman
genetik bakteri B. thuringiensis seperti yang
dilaporkan oleh sejumlah peneliti (Carozzi et. al.,
1991; Borque et. al., 1993; Brousseau €t. al., 1993;
Nakamura, 1994; Priest et. al., 1994; Southerm,
1995; Arkhust et. al., 1997; Hansen et. al., 1998;
Joung and Cote, 2001).

Di samping analisis filogenetik molekular,
sidikjari DNA juga terbukti mampu memisahkan dan
mengidentifikasi strain bakteri pada umumnya
(Towner and Cockayne, 1995) maupun strain
anggota spesies B. thuringensis pada khususnya
(Joung and Cote, 2001; Priest et. al., 1994).
Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi isolat
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B. thuringiensis endogenik Indonesia yang
berpotensi sebagai agenesis pengendali hayati bagi
hama kubis (C. binotalis) dengan menggunakan
metode sidikjari DNA berdasarkan profil ARDRA.

METODE PENELITIAN

Isolasi DNA Khromosomal
Mikrobia Uji
Isolat B. thuringiensis endogenik Indonesia

yang berpotensi sebagai agen pengendali hayati
bagi hama kubis (C. hinotalis) diperoleh dari
penelitian sebelumnya (Salaki et. al., 2010). Strain
acuan berupa B. thuringiensis serovar israelensis
H14 dan B. thuringiensis serovar HD1 diperoleh
dari Laboratorium Entomologi Fakultas Biologi
UGM.

Strain bakteri ditumbuhkan dalam media
Luria Bertani (LB) pada suhu 30°C selama
semalam. Sebanyak 2 ml kultur cair dimasukkan ke
dalam tabung ependorf steril. Suspensi tersebut
disentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm selama 5
menit. Supernatan dibuang, pelet dicuci dengan
400 pl (75mM NaCl; 25 mM EDTA; 20 mM TRIS-
HCl pH 7,5) dan Lisozim 50 ul (100 mg/ml)
kemudian dicampur dan diinkubasikan pada
waterbath  37°C  selama satu jam. Sesudah
diinkubasikan lalu ditambahkan 10 ul larutan 20
mg/ml proteinase-K kemudian suspensi tersebut
diinkubasikan pada suhu 37°C selama satu jam.
Selanjutnya ditambahkan 50 pl SDS 10 % dan
diinkubasikan pada suhu 65°C selama 1 jam,
kemudian tambahkan 167 pl NaCl 5 M dan
inkubasikan pada 65°C selama satu jam. Sesudah
inkubasi ditambahkan 400 pl Kkloroform dingin,
diinkubasikan pada suhu ruang selama 30 menit
kemudian disentrifugasi pada 13.000 rpm selama
10 menit. Supernatan dipindahkan ke dalam tabung
ependorf bersih kemudian ditambahkan 200 pl
klorofom dingin, disentrifugasi pada 13.000 rpm
selama lima menit. Supernatan dipindahkan ke
dalam tabung ependorf bersih. Selanjutnya
ditambahkan isopropanol (2D-propanol) kemudian
inkubasikan semalam pada suhu -20°C. Supernatan
tersebut  setelah  diinkubasikan  kemudian
disentrifugasi pada 13.000 rpm selama lima menit.
Supernatan dibuang. Kemudian ditambahkan 100
ml etanol 70 % dingin kemudian disentrifugasikan
sebentar. Etanol dibuang kemudian  pelet
dikeringanginkan dan ditambahkan 20-80 ul TE.
Suspensi DNA ini disimpan pada -20°C untuk
selanjutnya digunakan sebagai template dalam
amplifikasi gen 16S rRNA dengan metode PCR.
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Amplifikasi Gen 16S rRNA dengan metode PCR

DNA kromosomal masing-masing strain
bakteri hasil isolasi disentrifugasi pada 3.000 rpm
selama lima menit, kemudian digunakan sebagai
cetakan dalam amplifikasi gen 16S rRNA yang
mengkode 16S rRNA dengan Thermocycler Gene
Cycler (Biorad). Amplifikasi 16S rDNA dilakukan
dengan menggunakan kit MegalVix Blue (Microzone
Ltd). Primer yang digunakan untuk amplifikasi gen
16S rRNA adalah primer 27F
(5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) dan 1529R
(5-CAIAAACGACGTGATCC-3) yang merupakan
primer universal untuk berbagai strain bakteri.
Primer ini komplementer dengan ujung 16S rDNA
dari semua strain dan menghasilkan band tunggal
dengan panjang sekitar 1500 bp. Primer ini
berkesesuaian dengan daerah conserved pada gen
16S rDNA dan dapat mengamplifikasi sequence
16S rDNA pada berbagai jenis bakteri (Al Jassim et
al., 2005; Osborn and Smith, 2005).

DNA kromosomal yang diperoleh dari hasil
isolasi, selanjutnya diamplifikasi dengan PCR
[Brousseau et. al., 1993; Ceron et. al., 1994].
Konsentrasi dan komposisi zat-zat yang dipakai
untuk reaksi PCR dalam Thin Tube (Tabung untuk
PCR) yaitu MMB 22 pul, DNA template 1 ul (0,012 -
0,106 ng/pl) serta ditambahkan Primer 2 pl (20
pmol) untuk total volume 25 pl. Tabung-tabung
PCR yang berisi sampel tersebut ditempatkan
dalam Gen Cycdler. Program untuk amplifikasi gen
16S rRNA disajikan dalam Tabel 1.

Purifikasi Amplikon gen 16S rRNA

Sampel 16S rDNA masing-masing strain
bakteri  hasii PCR  dimurnikan  dengan
menggunakan Kit Mcroclean. Produk PCR
sebanyak 25 pl ditambahkan Mcroclean dengan
perbandingan 1:1, dicampur dengan menggunakan
pipetting. Diinkubasikan pada suhu kamar selama 5
menit. Supernatan dibuang kemudian
disentrifugasikan sebentar. Supernatan yang tersisa
dibuang. Pelet diresuspensikan dengan TE 30-40 pl
lalu disimpan pada -20°C untuk selanjutnya
digunakan dalam analisis ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis).

ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis) 16S rDNA

Analisis fragmen restriksi gen 16S rRNA
dilakukan dengan metode ARDRA (9). Setiap
amplikon gen 16S rRNA murni sebanyak 17 pl
kemudian ditambahkan dua mikroliter buffer enzim
restriksi, 2,5 ul akuabides bebas nuklease, serta 1
pl (10 unit) masing-masing enzim restriksi yaitu
Hindlll, EcoRl, Pstl dan Haelll). Setiap campuran
enzim restriksi tersebut selanjutnya diinkubasikan
selama dua jam pada suhu 37°C dalam penangas
air. Restriksi DNA tersebut dihentikan dengan
penambahan lima mikroliter loading dye (blue juice)
dan dipanaskan pada 65°C selama lima menit
dalam penangas air. Pola fragmen restriksi gen 16S
tDNA sampel tiga mikroliter dianalisis dengan
elektroforesis gel agarosa 2 % (wiv) (dalam tabung
1pg mlt Ethidium bromide pada 40mA dalam TAE
buffer (Tris acetate 0,04 mol |1, EDTA 0,001 I) .
DNA Lambda digunakan sebagai penanda ukuran
fragmen DNA Linier. Pola pita fragmen 16S rDNA
pada gel agarosa diamati dengan WV lluminator
kemudian difoto dengan kamera digital. Foto profil
pita fragmen 16S rDNA kemudian dikonversikan
menjadi diagram representatif dengan program
Paintshop Pro.

Profil fragmen gen 16S rRNA hasil restriksi
digunakan untuk mengidentifikasi strain uji dengan
membandingkannya pada strain acuan. Mengingat
bahwa profil ARDRA cukup sederhana dan dapat
dianalisis secara visual maka tidak dilakukan
analisis kuantitatif dengan bantuan sistematik
numerik.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakterisasi dan Identifikasi dengan ARDRA

Sekuen 16S rDNA hasil PCR dengan
ukuran sekitar 1500 bp (pasangan basa) dari
masing-masing strain bakteri uji yang dipotong
dengan enzim Pstl dan Haelll disajikan pada
Gambar 1.

Dalam penelitian ini digunakan enzim
restriksi Pstl, Hindlll, EcoRl dan Haelll. Hanya
enzim Haelll yang dapat menghasilkan fragmen-
fragmen 16S rDNA untuk membedakan beberapa
kelompok strain bakteri, sedangkan enzim EcoRl
hanya menghasilkan satu kelompok strain.
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Tabel 1. Kondisi Reaksi PCR untuk amplifikasi gen 16S rRNA.
(Table 1. Condition of PCR Reaction for 16S rRNA gene amplification)

No Komponen Suhu (°C) Waktu (menit)
1. Denaturasi Awal 94 5
2. 30 siklus : Denaturasi 94 1
Annealing 55 1
Ekstensi 72 1
3. Ekstensi Akhir 72 10
4, Ekstensi akhir 72 5

()
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Gambar 1. (A) Profil ARDRA gen 16S rRNA isolat B. thuringiensis dan strain acuan yang didigesti dengan
enzim Hae lIl. (B). Diagram representatif Profil ARDRA gen 16S rRNA strain B. thuringiensis dan
strain acuan yang didigesti dengan enzim Hae Ill. Lajur 1. (B. thuringiensis serovar israglensis
H14); Lajur 2. (SLK2.3); Lajur 3. (SRNG4.2); Lajur 4. (TKO1); Lajur 5. (TK9); Lajur 6. (YPPA.1);
Lajur 7. (UG1A); Lajur 8. (BLPPN8.2); Lajur 9. (YWKA.1); Lajur 10. (BAU3.2); Lajur 11. (LPST.1);
Lajur 12. (B. thuringiensis serovar kurstaki HD1); M (Marker Berat Molekul)

Figure 1. (A) ARDRA profile of 16S rRNA gene of B. thuringiensis isolates and reference strains digested with
Hae Il (B) Representative diagram of ARDRA profile of B. thuringiensis isolates and reference
strains digested with Hae Ill. Lane 1. (B. thuringiensis serovar israelensis H14); Lane 2. (SLK2.3);
Lane 3. (SRNG4.2); Lane 4. (TKO1); Lane 5. (TK9); Lane 6. (YPPA.1); Lane 7. (UG1A); Lane 8.
(BLPPN8.2); Lane 9. (YWKA.1); Lane 10. (BAU3.2); Lane 11. (LPST.1); Lane 12. (B. thuringiensis
serovar kurstaki HD1); M (Molecular Weight Marker )

Profil sidikjari DNA yang dihasilkan dari
analisis restriksi gen 16S rRNA dengan enzim
Haelll menunjukkan bahwa strain acuan dapat
dibedakan secara jelas dan tegas berdasarkan
perbedaan dua pita DNA spesifik yang dimiliki oleh
strain acuan B. thuringiensis serovar israelensis
H14 tetapi tidak dimiliki oleh strain acuan B.
thuringiensis serovar kurstaki HD1 maupun semua
isolat uji. Namun demikian, profil tersebut tidak
mampu membedakan antara sesama isolat uji

maupun dengan strain acuan B. thuringiensis
serovar kurstaki HD1. Artinya, analisis ini
menunjukkan bahwa berdasarkan profil sidikjari
DNA vyang didasarkan atas data ARDRA dengan
digesti menggunakan enzim Haelll maka semua
isolat uji jelas berbeda dengan strain acuan B.
thuringiensis serovar israelensis H14 tetapi sangat
mirip dengan strain acuan B. thuringiensis serovar
kurstaki HD1.
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Gambar 2. Profil ARDRA gen 16S rRNA isolat B. thuringiensis dan strain acuan yang didigesti dengan enzim
EcoRI. Lajur 1. (SLK2.3); Lajur 2. (SRNG4.2); Lajur 3. (TKO1); Lajur 4. (TK9); Lajur 5. (YPPA.1);
Lajur 6. (UG1A); Lajur 7. (BLPPN8.2); Lajur 8. (YWKA.1); Lajur 9. (BAU3.2); Lajur 10. (LPST.1)

Figure 2. (A) ARDRA profile of 16S rRNA gene of B. thuringiensis isolates and reference strains digested with
Eco RI. Lane 1 (SLK2.3); Lane 2. (SRNG4.2); Lane 3. (TKO1); Lane 4. (TK9); Lane 5. (YPPA.1);
Lane 6. (UG1A); Lane 7. (BLPPN8.2); Lane 8. (YWKA.1); Lane 9. (BAU3.2); Lane 10. (LPST.1)

Artinya, berdasarkan hasil penelitian ini dapat
dinyatakan bahwa semua isolat bakteri uji
diidentifikasi  sebagai anggota  spesies B.
thuringiensis serovar kurstaki.

KESIMPULAN

Analisis  ini  menunjukkan  bahwa
berdasarkan profil sidikjari DNA yang dihasilkan
dari metode ARDRA dengan menggunakan enzim
Haelll maka semua isolat uji berbeda dengan strain
acuan B. thuringiensis serovar israglensis H14
tetapi sangat mirip dengan strain acuan B.
thuringiensis serovar kurstaki HD1.
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