BAB I11

BAHAN DAN METODE

A. JenisPendlitian
Jenis penelitian yang digunakan adalah penelite@sad dengan metode

deskriptif (Nazir 1983).

B. Populas dan Sampel

Populasi dalam penelitian ini adalah populasi baktedofit yang terdapat
dalam tumbuhan akakgeratum conyzoides L. sedangkan untuk sampel populasi
bakteri endofit yang terdapat dalam tumbul#arconyzoides L. yang berada di

Kebun Botani Universitas Pendidikan Indonesia.

C. Objek Pendlitian
Objek penelitian ini adalah materi genetik (DNAhganenyandi gen 16S

rRNA bakteri endofifA. conyzoides L.

D. Tempat Pendlitian
Penelitian ini dimulai pada bulan Maret 2011 sanipdan Agustus 2011
yang dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, daaboratorium Fisiologi

Universitas Pendidikan Indonesia.
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E. CaraKerja
1. Pengambilan sampel

Isolasi mikroba endofit dilakukan menurut metode Tamita. Akar
tanamanA. conyzoides dikoleksi dari Kebun Botani Universitas Pendidikan
Indonesia dan kemudian sampel tanaman dibersihkemn dicuci dengan air
mengalir. Setelah itu, dilakukak sterilisasi peraa menggunakan larutan etanol
75% selama 1 menit, Bayclin 25% selama 5 menit, tdeatkhir dengan etanol
kembali selama 30 detik. Setelah itu sampel dibidi@mngan aquades steril
beberapa kali. Selanjutnya, potongan tadi direnddiam larutan fisiologis
sambil divortex untuk mengeluarkan bakteri enddadlam jaringan tumbuhan

(Modifikasi Lumyonget al., 2001).

2. Isolasi DNA
Isolasi DNA ini dilakukan menggunakan metode isolasi DNA langsung

dari alam yakni bakteri yang akan diisolasi tidakuttur terlebih dahulu,
melainkan langsung diambil dari ak@&rconyzoides. Air rendaman akar diambil,
kemudian dimasukkan ke dalam tabusmpendorf volume 1,5 mL. Selanjutnya
tabungeppendorf yang berisi air rendaman akar tersebut di pusimgiedama 3
menit dengan kecepatan 7.500 rpm. Setelah uipersatant (cairan bagian atas)
dibuang. Pelet yang diperoleh selanjutnya diisolasnggunakan metode yang

tersedia pada katalog-ERMENTAS DNA Purification Kit”
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3. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Isolat DNA sebanyak 3 pL dimasukkan dalam tabundr B@ng berisi
17,875 pL ddHO, 0,5 pL dNTP 10 mM, 0,125 pL enziiaq Polimerase 10U/
uL, 2,5 pL bufferTag Polymerase 10X, 0,5 pL primer 63f 0,4 mmol, 0,5 pL
primer 1387r 0,4 mmol (Marcheset al. 1998). Selanjutnya dilakukan
perbanyakan sampel DNA menggunakan mesin Rfgpendorf tube dengan
kondisi :pre start 95°C 5 menit, denaturasi 8@ 1 menit,annealing primer 56C
1 menit,extention 72°C 1 menit yang dilakukan sebanyak 30 siklymst PCR
72°C 10 menit. Setelah itu suhu diturunkan dan diaktida 4C (Modifikasi

Yusufet al., 2002).

4. Elektroforesishasil PCR
Elektroforesis secara horizontal dilakukan padarasga 0,8%, voltase
sebesar 75 volt dan rdinning selama 45 menit dalam buffer TAE 1X dengan

menggunakan alat elektroforeSKORAD.

5. Purifikasi hasil PCR
Purifikasi. (pemurnian) DNA dilakukan sesuai dengaetunjuk yang

tersedia pada katalog “Promega” USA.

6. Clon Gen 16SrDNA
Gen 16S rDNA hasil purifikasi PCR diklon ke plasnpGEMT Easy

vector (Promega, Wisconsing), dan selanjutnya msfamasi ke dalam
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Escherichia coli DH5a (Sambrook & Russel, 2001) diikuti dengan seleksitds
media Luria Bertani agar (LA) (2 g tripton, 2 g NaC g yeast extract, 3 g agar-
agar, 200 mL aquades) yang telah dibubuhi ampidii@ pg/mL dan X-gal 40

pg/mL.

7. Analisisdata

Koloni bakteri berwarna putih hasil seleksi birutipudihitung dan
dibandingkan jumlah koloni antara hasil kloning ukntbakteri endofit yang
diambil dari akarA. conyzoides yang tumbuh di daerah yang ternaungi dengan
yang tidak ternaungi. Kategorisasi tinggi rendahhgail efisiensi transformasi

berdasarkan pada Chuaigal. (1989).
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8. Alur Pendlitian
Skema alur penelitian “Kloning Gen 16S rDNA BaktEndofit Akar A.

conyzoides L. pada Vektor pGEMEasy” dapat dilihat pada Gambar 3.1.

[ Studi pustak ]
[ Pembuatan propos ]
[ Persianan alat dan bal ]
[ Isolasi DNA bakteri endofit akak. ] [ Isolasi DNA bakteri endofit akak. }
convzoides ternaunc convzoides tidak ternaunc
[ PCR hasil isolasi DNA dengan primer 63f dan 1. ]
|
[ Elektroforesis hasil PCR dengan agarose | ]
|
[ Purifikasi DNA ]
[ Klonina ]
[ Persianan sel kompet ]
[ Transformasi menaagunakan meteat-Shock ]
[ Seleksi |hir|-n||'rih ]
|
[ Analisis dati ]
|
[ Penyusunan lapor ]

Gambar 3.1. Diagram alur penelitian kloning gen 16S rDNA lmkendofit akar
A. conyzoides L. pada vektor pGEMEasy.



