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METODE PENELITIAN

A. JenisPendlitian
Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitesaiddengan metode

penelitian deskriptif.

B. Lokas Pendlitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobi@o Jurusan
Pendidikan Biologi, Fakultas Pendidikan Matematitan llmu Pengetahuan

Alam, Universitas Pendidikan Indonesia.

C. Populasi dan Sampel

1. Populasi yang digunakan adalah populasi ikan guré@sphronemus
gouramy Lac.) varietas bluesafir yang berasal dari dagesikmalaya.

2. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini addah yang resisten dan
ikan yang sensitif terhadap baktéeromonas hydrophila hasil penelitian
Kurniadie (2005) dan Meita (2005). Sampel ikan guwamerupakan
sampel ikan hasil infeksi baktefieromonas hydrophila secara oral dan
rendam. Sampel ikan yang resisten dan sensititlhatssudah mati dan
disimpan di dalanfreezer.

3. Primer yang digunakan adalah primer hasil penelikasumawatyet al.,
(2008) yang telah melakukan pengembangan metodegapaan

mikrosatelit pada ikan gurame dengan menggunakatodmeseleksi
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potongan DNA sebelum pustaka DNA tanpa menggunakanadio aktif
berdasarkan metode edwastlal.,(1996). Dari penelitian tersebut berhasil
dirancang sebelas primer mikrosatelit untuk gurgents GE 1,3; GE 1,4,
GEBS3; GE 3.1; GE 3.3; GEBla; GEB1b; GE 1.10; GE GE 1.9 dan
GE 2,4. Tetapi dalam penelitian ini hanya empanprimikrosatelit yang

digunakan yaitu:GEb3; GE 3.3; GE 3.1; dan GEB1b.

D. Alat dan Bahan
1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini abdalaesin PCR Gene
Amplified PCR system 9700” dari PE Amplified Biosystem, mikrosentrifuga
“Hettich Zentrifugen EBA 12", alat elektroforesisiizontal “anvantec PS-520",
alat lektroforesis vertikal “Biorad”, Lemari Esaterbath, botol duran (ukuran 50
ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml dan 1000 ml), mikropiptgds mikropipet (ukuran 10
pl, 200 pl dan 1000 pul), tabung mikrosentrifuga nakul,5 ml dari “oxygen”,
tabung PCR ukuran 0,2 ml dari “Oxygen”, wadah phkastorteks, UV-
Transilluminator “High Performance Ultraviolet Tsalhuminator” 0 = 520 nm),
shaker, hot plate danmagnetic stirrer, Kamera digital Nikon, plastik tahan panas,

alumunium foil, sarung tangan karet dan tissue.

2. Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian iaiafdikan gurame
hasil penelitian Kurniadie & Meita (2005), tris HCM pH 8 pro analytic (pa),

buffer lisis CTAB 2%,proteinase K, etanol 100% (pa), etanol 70% (paffer TE
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(M Tris-HCI pH 8.0 dan 0,5 M EDTA pH 8.0), EDTAuffer PCR dari
Fermentas, dNTPs 10 mM (dATPs, dGTPs, dTTPs, dGTMgClL, primer
mikrosatelit hasil penelitian Kusumawaty,al., (2008), yaitu GEb3, GE 3.3, GE
3.1, GEB1b, enzinTaq Polymerase dari Fermentas, Ultra-puré® agarosa dari
Invitrogen, Buffer TAE (Tris 0,89M, Asam asetat &kl 0,2M dan EDTA 0,5M)
50x, buffer TBE (Tris 0,89M, asam borat 0,89M dan EDTA 0,5MX,1@quades,
ethidium bromide 10 mg/ml, kloroform-isoamil alkdh®4:1 (v/v), akrilamida
30%, bis akrilamida, APS 25%, TEMED ddiorad, perak nitrat, asam asetat,

Na,COs, Formaldehid 30%, N& NaOH 10 N.

E. MetodeKerja
Urutan metode kerja yang dilakukan adalah sebagydiui:

1. Isolas DNA

DNA gurame diekstraksi dengan cara mengambil bagisik dari ikan
gurame, kemudian dimasukkan ke dalam tabung miktogega ukuran 1,5 ml.
Setelah itu secara berturut-turut ditambahkan S0guffer lisis CTAB 2x, 0,2 pl
mercaptanol, 7 ul SDS 20%. Campuran tersebut diakiupada suhu 66
selama 1 jam padaaterbath. Selanjutnya setelah 1 jam ditambahkan 10 pl
proteinase K, kocok sampai homogen kemudian diiakulkembali pada
waterbath dengan suhu yang sama selama 2 jam. Setelah difambahkn
kembali 10 plproteinase K , kemudian proses inkubasi dilanjutkan lagi selat+
24 jam. Penambahan enzipnoteinase K bertujuan agar protein dalam larutan

dapat terdegradasi seluruhnya.
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Setelah inkubasi selesai, sampel diangkatwatgrbath dan selanjutnya
ditambahkan potasium asetat 5M sebanyak 1/10 vototaé larutan. Campuran
kemudian diinkubasi dalarfreezer selama 20 menit. Lalu disentrifugasi pada
kecepatan 14000 rpm selama 10 menit pada suhu kéeBugoernatan yang
terbentuk dipindahkan ke dalam tabung yang barmukian ditambahknan
enzim RNAse (bebasDNAse) sebanyak 1/100 dari volume larutan. Larutan
diinkubasi selama 1 jam pada suhd@untuk mengoptimalkan kerja enzim.

Pemurnian DNA dilakukan dengan menggunakan bahamofklkm-
isoamilalkohol (24:1 v/v) yang ditambahkan sebany#k volume larutan.
Campuran tersebut dihomogenkan dengan cara dibaldk-hingga berwarna
seperti susu, lalu disentrifugasi dengan kecepat®®0 rpm selama 10 menit.
Supernatan dipindahkan ke dalam tabung yang balw, titambahkan sodium
asetat 3M sebanyak 1/10 volume larutan. Campureseldat dihomogenkan
kembali dengan cara dibolak-balik sebanyak 50x.ukinpresipitasi DNA,
ditambahkan etanol absolut sebanyak 2 kali voliengtdn lalu disimpan selama
satu malam pada suhu °g0.

Setelah satu malam campuran tersebut disentrifudEsgan kecepatan
14000 rpm selama 10 menit. Selanjutnya etanol dipusecara hati-hati agar
DNA pelet tidak ikut terbuang. Selanjutnya DNA pedé&eringkan di dalam oven
selama 15 menit. DNA pelet yang kering ditambahk&nsebanyak 30-50 pl.
Campuran tersebut diinkubasi pada suhfC33elama 15 menit dan disimpan

pada suhu -2C.
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2. Penomoran Sampel

Untuk memudahkan pengenalan tabung yang berisi BaApel, maka
dilakukan pengkodean dengan membagi dua kelomatky, kelompok ikan yang
resisten yang dilambangkan dengan huruf R dan ykawg sensitif dengan huruf

S.

3. Karakterisasi DNA Hasil | solasi

Sebelum larutan DNA hasil isolasi dijadikan selbagiakan DNA pada
proses PCR, dilakukan karakterisasi secara kuélitahgan cara elektroforesis.
Sampel DNA dielektroforesis pada gel agarosa 1%ndduffer TAE 1x selama
30 menit pada tegangan 100 volt. Setelah seleskireloresis, pewarnaan DNA
dilakukan dengan cara merendam gel agarose padarasthidium bromide (10
pg/ml) selama dua menit kemudian dibilas dengara@eg! selama tiga menit.
Selanjutnya gel diamati pada “UV-TransiluminatorA & 520 nm) dan

didokumentasikan menggunakan kamera digital.

4. Metode BSA (Bulk Segregation Analysis)

Dalam mengamplifikasi sampel DNA yang berasal dean-ikan yang
diinfeksi oleh bakteriAeromonas hydrophila, dilakukan dengan metode BSA
(Bulk segregation analysis). Metode BSA secara luas telah digunakan seb#afai a
untuk menemukan penanda yang terpaut dengan gentteryang mana metode
BSA ini sangat efektif untuk pemetaan resolusi dindalam menemukan gen
pengendali sifat tertentu seperti gen resistenatiah penyakit tertentu. Secara

tidak langsung metode BSA juga digunakan untuk petarpautan dan untuk
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menyaring penanda yang terpaut dengan QUuaftitative trait loci) (Liu,
1998).

Metode bulk yang sukses akan menghasilkan suatu fenotif ataotij
tertentu yang mana akan muncul suatu alel yangfipdalam suatuoulk yang
tidak muncul dalanbulk lainnya. Perbedaan pola frekuensi larik juga dkarat
untuk suatu penanda yang terpaut dalam alel tar§eatu penanda yang
polimorfik akan menunjukkan perbedaan yang bersitara  duabulk yang
sepertinya terpaut dalam gen target (Liu, 1998@aBaentang metode BSA dapat

dilihat pada Gambar 3.1.

Resisten (R] Gabungan RaS Sensitf (5]
1 23 45617818 123 45 6788
=l
== |
=

Gambar 3.1.Bulk Segregation Analysis (BSA)
(Kusumawatyet al., 2008)

Pada metoddulk ini akan digabungkan stok DNA dari setiap individu
kelompok gurame yang tahan terhadap baléetiydrophila menjadi satubulk
dan kelompok gurame yang tidak tahan terhadap thaktdydrophila menjadi

satubulk. Amplifikasi dilakukan dengan menggunakan primekrosatelit pada



35

kedua stok DNA gabungan tersebut. Sampel DNA keamudiiamplifikasi
melalui proses PCR dengan komposisi reaksi berkiasanetode Prasetiyored
al., (2003) yang dimodifikasi. Apabila DNAulk hasil amplifikasi PCR dengan
menggunakan primer mikrosatelit dari kedua kelompglrame tersebut
dielektroforesis dan menghasilkan pola larik yargoeda dan terdapat larik yang
spesifik yang membedakan keduanya, maka akan ##akamplifikasi ulang
dengan primer yang sama untuk seluruh sampel DB itidividu baik DNA
gurame resisten maupun DNA gurame sensitif terhadaperiA. hydrophila. Hal

ini bertujuan untuk memastikan apakah larik yangs#fk tersebut merupakan
larik DNA spesifik yang dominan terdapat pada saatu kelompok DNA ikan

gurame hasil pengujian.

5. Amplifikass DNA dengan Metode PCR

Pada penelitian ini empat macam primer mikrosat€lEB3, GE 3.3, GE
3.1, dan GEB1b) digunakan untuk analisis variasiegjie pada ikan gurame.
Campuran reaksi PCR ini dibuat berdasarkan Prasetigt al. (2003) yang
dimodifikasi. Campuran reaksi untuk setiap tabumgmyengandung 200M
untuk masing-masing dATP, dGTP, dCTP, dan dTTPn82rimer, 1 UTaq
DNA polymerase; 2 mM MgGj 1x buffer PCR; il (DNA stok diencerkan 20x,
kemudian diambil {il) dan air deion steril dingin yang ditambahkan dga
volumenya 20ul. Komposisi reaksi PCR untuk primer mikrosatelisajikan

dalam Tabel 3.1

Tabel 3.1 Komposisi Reaksi PCR untuk Mikrosatelit
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L arutan Stok Konsentras Akhir Volume 1x Reaks (ul)
DNA 1l
Buffer PCR 10x Buffer PCR 1x 1,28
25 mM MgCb 2 mM 2ul
5U/ul Taq DNA polymerase | 1 U 0,1ul
100 mM dNTPs 20@M (untuk masing- 0,1ul

masing dATP, dGTP,
dCTP, dan dTTP)

32 ng/u primer forward 32 ng dl
32 ngl primer reverse 32 ng ul
Air deion Volume Total 2@l

Setiap tabung PCR berisi g0larutan reaksi PCR. Pembuatan reaksi PCR
tersebut dilakukan secara hati-hati dan cepat tindavadah berisi es untuk
menjaga keefektifan kerja beberapa zat yang digamaleperti dNTPs dafaq
polymerase yang mudah rusak.

Selanjutnya tabung yang berisi komponen reaksi RiERasukkan ke
dalam alat DNAthermal cycler yang sebelumnya telah dinyalakan selama 30
menit. Karena alat telah diprogram sebelumnya, mad&kt dapat langsung
digunakan. Alatthermal cycler melakukan proses amplifikasi yaitu pada suhu
94°C selama 5 menit untuk tahap denaturasi awal taph&@NA ikan gurame,
kemudian dilanjutkan dengan 35 siklus yang diawlaingan proses denaturasi
pada suhu € selama 1 menifinnealing (penempelan primer) dilakukan pada
suhu 37-48C selama 1 menit, dilanjutkan dengan proses pgmpgan primer
pada suhu 7Z selama 2 menit. Perpanjangan primer terakhir sada 72C
selama 7 menit. Sampel DNA yang telah diperbanyataln proses PCR

selanjutnya dielektroforesis pada gel poliakrilaaid

6. Elektroforesis DNA Hasil PCR dengan Menggunakan Gel Poliakrilamida
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DNA vyang telah diperbanyak melalui proses PCR ngaelaya
dielektroforesis pada gel poliakrilamid. Elektrageis dilakukan pada gel
poliakrilamid dengan konsentrasi 6% dalam 1x.buflE. Sebelum DNA
sampel dimasukkan ke dalam sumur gel, DNA sampzintpurkan dengan “
loading dye” dengan perbandingan 5:2 (v/v). Sel@indigunakan marker (DNA
lamda Hind Ill/EcoR1 dabNA Ladder 100 pb) yang merupakan larutan DNA
yang sudah diketahui ukuran-ukurannya dielektraligrdbersama-sama dengan
DNA sampel sehingga larik DNA sampel dapat dipa#an ukurannya dengan
cara membandingkan dengan ukuran larik DNA mark&ktroforesis pada gel
poliakrilamid dilakukan selama 3,5 jam pada tegarifz0 Volt.

Setelah proses elektroforesis selesai, selargutggl poliakrilamida
diwarnai dengan menggunakan pewarnaan perak mehegetstrom (1988) yang
telah dimodifikasi Aryani (2001). Pewarnaan geligkiilamida dilakukan di atas
shaker. Pewarnaan diawali dengan gel direndam dalamaariityang terdiri atas
100 ml ddHO + 0,1 gram CTAB selama 20 menit. Kemudian gelggalamida
dicuci dengan 100 ml ddi@ selama 20 menit. Selanjutnya gel direndam dalam
larutan 2 yang terdiri atas 100 ml ddH+ 1,2 ml NH selama 15 menit.
Selanjutnya gel direndam dalam larutan 3 yangtieddri 100 ml ddHO + 40 pl
NaOH 10N + 0,16 gram AgNO+ 0,4 ml NH selama 15 menit. Kemudian gel
dicuci dengan 100 ml dd® selama satu menit. Selanjutnya gel direndam dalam
larutan 4 yang terdiri dari 100 ml dg®l + 50 ml FA 37% + 2 gram NGO
sampai muncul pita-pita DNA. Langkah terakhir abalgel direndam dalam

larutan 5 yang terdiri dari 100 ml deé@® + 0,1 ml CHCOOH selama satu menit.
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Selanjutnya gel dikeringkan dengan posisi vertikalu diamati dan
didokumentasikan menggunakan kamera digital.

Foto larik DNA yang diperoleh kemudian dianalisistuk menetukan
polimorfisme berdasarkan pola larik yang terdokutagin Setiap hasil amplifikasi
diidentifikasi berdasarkan ukuran larik dalam pgsembasa untuk setiap primer

yang digunakan.

7. AnalissData

Analisis data dilakukan berdasarkan pola larik- DNgada gel
poliakrilmida. Proporsi larik monomorfik dan polimii dihitung untuk masing-
masing primer. Selanjutnya larik DNA hasil elektdsis diinterpretasikan
menjadi angka satu (1) untuk kehadiran larik dargkannol (0) untuk
ketidakhadiran larik. Data matriks tersebut diasigali untuk mencari nilai
heterozigositas, PICPflimorfic Information Content) dan koefisien kesamaan
genetik. Nilai frekuensi alel dan heterozigosit#stdng berdasarkan Lynch dan
miligan (dalam Lia, 2006). Heterozigositas padaibk(H) adalah:

H(i) = 2q (i) [(1-q())] + 2 var [q(i)]

Dimana var [g(i)] =[1-x(i)]/AN dan (q) adalah fredwusi alel resesif "null” pada
lokus i:

q(i) ¥ (i) {V_ag[g(q
X I

X(i) = Frekuensi homozigot resesif "null” pada lski

var [x(i)] = x(i) [1- x())}/N dimana N adalah jumtasampel
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Polimorfic Information Content (PIC) digunakan untuk memperkirakan
rendahnya tingkat informasi suatu penanda gendlikai PIC memberikan
perkiraan kekuatan pembeda dari penanda genetilf geyunakan dengan cara
menghitung frekuensi alel dari suatu populasi yaitejiti. Analisis PIC tiap lokus

menggunakan rumus:

PIC=Y npi2
pi adalah frekuensi dari alel ke-i dari lokus miatelit yang diteliti. Proporsi (Pi)
merupakan jumlah alel ke-i yang hadir pada indivedmpel dibagi jumlah alel
total dalam lokus (Nagaragi al., 2002).
Koefisisen kesamaan yang digunakan untuk mengsamgan objek yang
dibandingkan adalah koefisien Nei dan Lie.

Rumus kesamaan Nei dan Lie :

Sy = 2ny/nytny

Keterangan :

Sy = Koefisien kesamaan genetik (Nei dan Lie)

Ny = Jumlah larik yang dihasilkan oleh individu x dan
Ny = Jumlah larik yang dihasilkan oleh individu x

Ny = Jumlah larik yang dihasilkan oleh individu y

Data hasil perhitungan koefisien kesamaan terseldlitpnstruksi
dendogram dengan menggunakan metode Kklasteinweéighted Pair Group
Method with Arithmetic averages’ (UPGMA) dari MVSP 3.1software. Pada
penelitian ini, larik yang dianalisis adalah layi&ng hadir dan jelas terlihat oleh

mata, tanpa memperhitungkan intensitasnya.



