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ABSTRAK

OPTIMASI EKSTRAKSI DAN AMPLIFIKASI DNA KHAMIR PADA
SARANG LEBAH MADU Tetragonula sp. MENGGUNAKAN
TEKNIK PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

UNTUK IDENTIFIKASI SPESIES

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan salah satu teknik dalam
analisis molekular yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi suatu spesies.
Identifikasi secara molekular berbasis PCR perlu dilakukan pada spesies khamir
yang berada di sarang lebah madu Tetragonula sp. karena spesies khamir yang
berada di lokasi tersebut belum terindetifikasi secara maksimal. Keberhasilan
proses identifikasi khamir menggunakan teknik ini tergantung pada kuantitas dan
kualitas sampel DNA pada tahapan ekstraksi serta kondisi reaksi pada tahapan
amplifikasi. Oleh karena itu, proses optimasi sangat diperlukan untuk memastikan
parameter penting dalam kedua tahapan tersebut memberikan hasil yang maksimal.
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk menentukan kondisi optimum
proses ekstraksi dan amplifikasi DNA khamir menggunakan teknik PCR. Sebanyak
empat sampel isolat khamir yang berasal dari sarang lebah madu Tetragonula sp.
diekstraksi dan diamplifikasi menggunakan 4 metode dan 4 protokol yang berbeda.
Seluruh hasil yang didapat tersebut dibandingkan berdasarkan beberapa parameter,
meliputi kadar konsentrasi dan kemurnian DNA serta ukuran DNA. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa metode ekstraksi boiling cell dari InaCC LIPI mampu
menghasilkan DNA dengan konsentrasi yang tinggi yaitu berkisar antara 25 hingga
102 pg/ml dengan tingkat kemurnian yang baik yaitu 1.8-2.4, dibandingkan dengan
tiga metode lainnya. Sementara kondisi paling optimum dalam proses amplifikasi
DNA khamir dilakukan berdasarkan protokol dari Maulana (2011) dan InaCC LIPI,
yang mampu mengamplifikasi tiga dari empat sampel khamir dan menghasilkan
pendaran fragmen DNA yang tebal, jelas, dan terang dengan ukuran 436-583 bp.

Kata Kunci: Amplifikasi, Ekstraksi, Khamir, Optimasi, PCR
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF DNA EXTRACTION AND AMPLIFICATION OF
YEAST IN THE HONEYCOMB Tetragonula sp. USING PCR
(POLYMERASE CHAIN REACTION) TECHNIQUE
FOR IDENTIFICATION OF SPESIES

Polymerase Chain Reaction (PCR) is a technique in the molecular analysis
that can be used to identify a species. Molecular identification based on PCR needs
to be done on yeast species that are in the honeycomb of Tetragonula sp. because
the yeast species that are in that location have not been identified optimally. The
success of the yeast identification process using this technique depends on the
quantity and quality of DNA samples at the extraction stage and the reaction
conditions at the amplification stage. Therefore, the optimization process is needed
to ensure important parameters in both stages provide maximum results. The
purpose of this research is to determine the optimum conditions of the process of
extraction and amplification of yeast DNA using PCR techniques. Four samples of
yeast isolates from honeycomb Tetragonula sp. extracted and amplified using 4
different methods and 4 protocols. All results obtained were compared based on
several parameters, including levels of DNA concentration and purity and DNA
size. The results showed that the boiling cell extraction method from InaCC LIPI
was able to produce DNA with high concentrations ranging from 25 to 102 pg / ml
with a good purity level of 1.8-2.4, compared with three other methods. While the
most optimum conditions in the process of yeast DNA amplification were carried
out based on the protocols of Maulana (2011) and InaCC LIPI, which could amplify
three of the four yeast samples and produce thick, clear, and DNA fragment with a
lengths of 436-583 bp.

Keywords: Amplification, Extraction, Yeast, Optimization, PCR
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki biodiversitas
tertinggi di kawasan Asia Tenggara. Tingginya tingkat biodiversitas tersebut
menjadikan Indonesia sebagai lokasi yang sangat potensial untuk dilakukan
kegiatan eksplorasi (Priyambada, 2015). Data Indonesian Biodiversity
Strategy and Action Plan (IBSAP) tahun 2015-2020 yang dipaparkan oleh
Badan Perencanaan dan Pembangunan Daerah menunjukkan bahwa
eksplorasi yang dilakukan di Indonesia masih berkisar antara 45-56% pada
spesies fauna, 37-50% pada flora, dan 2-5% pada mikroorganisme. Hal
tersebut menjadi alasan kuat bagi para ilmuan lokal dan asing untuk mengkaji
lebih lanjut biodiversitas yang masih belum dapat teridentifikasi, terutama
pada jenis mikroorganisme seperti khamir (Darajati et al., 2016).

Khamir merupakan salah satu jenis mikroorganisme eukariotik
uniseluler yang termasuk kedalam kingdom Eumycota. Mikroorganisme ini
dapat berkembangbiak melalui dua cara yaitu secara aseksual dengan tunas
(budding) atau dengan cara membelah (fission) dan secara seksual dengan
cara memproduksi spora. Umumnya khamir memiliki ukuran dan bentuk
yang bervariasi tergantung dari jenis spesiesnya (Kurtzman dan Sugiyama,
2015). Beberapa dari spesies khamir memiliki bentuk sel yang oval atau bulat,
triangular, botol, dan silinder, dengan ukuran sel yang lebih besar jika
dibandingkan sel bakteri atau sekitar 2-3 um atau 20-50 pum dan memiliki

lebar sel sekitar 1-10 um (Dewi et al., 2014).
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Tingkat persebaran ekologi pada khamir tergolong sangat luas. Hal ini
dapat dibuktikan dengan adanya jumlah khamir yang sangat melimpah di
alam, baik habitatnya yang berada di daerah terestrial, akuatik, maupun udara
(Ashliha dan Alami, 2014). Beberapa jenis khamir juga dapat ditemukan pada
lingkungan yang bersifat khusus dengan kondisi ekstrim seperti lingkungan
dengan kadar keasaman yang tinggi, dan lingkungan dengan kadar oksigen
dan temperatur yang rendah (Prihartini dan IImi, 2018). Selain itu, khamir
yang hidup berkoloni akan membentuk suatu komunitas yang dapat
bersimbiosis dengan berbagai macam komponen biotik seperti buah, daun,
nektar bunga, dan lingkungan dari kelompok insekta seperti pada saluran
pencernaan dan produk yang dihasilkan dari aktivitasnya, seperti madu yang
berasal dari lebah madu (Dunham dan Louis, 2011).

Proses pembuatan madu oleh lebah madu tidak lepas dari peranan
khamir. Hubungan antara khamir dan madu pada sarang lebah madu bersifat
mutualistik, dimana lebah berperan sebagai vektor untuk membawa khamir
berpindah dari satu habitat ke habitat lain (Priyambada, 2015), sedangkan
khamir memiliki peranan dalam beberapa proses seperti pembuatan bee bread
dan pembuatan madu. Pembuatan bee bread yang digunakan sebagai
makanan larva berasal dari serbuk sari. Khamir yang membantu proses
pembuatan bee bread akan menghasilkan enzim invertase yang dapat
merubah sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa (Luhur, 2012). Khamir juga
memiliki peranan dalam pembuatan madu melalui proses konversi yang
bersifat enzimatik, dimana fermentasi tersebut akan mengkonversi gula yang

terkandung dalam nektar menjadi alkohol. Alkohol hasil konversi tersebut
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akan mengalami kontak dengan oksigen hingga nantinya akan terbentuk
produk berupa asam asetat dan asam oksalat yang dapat berpengaruh pada
aroma, tingkat keasaman, dan rasa pada madu (Savitri et al., 2017).

Madu merupakan cairan alami, bertekstur kenyal, dan memiliki rasa
manis yang dihasilkan melalui aktivitas lebah dari proses pengumpulan
nektar bunga dan sekresi dari tubuh serangga penghisap nektar bunga yang
nantinya akan disimpan dan dibiarkan matang di dalam sarang (Savitri et al.,
2017). Proses pengumpulan nektar dari berbagai jenis bunga untuk diolah
menjadi madu tersebut dapat dijadikan sebagai faktor utama dalam
keberagaman jenis madu. Keberagaman jenis madu inilah penyebab khamir
yang membantu proses pembuatan madu juga memiliki keberagaman.
Namun, madu hanya dapat diproduksi oleh lebah dari genus Apis (stinging
bee) dan Tetragonula (stingless bee) (Riendriasari dan Krisnawati, 2017).

Lebah dari genus Tretragronula merupakan salah satu jenis lebah yang
dapat memproduksi madu. Umumnya lebah madu Tetragonula digemari para
peternak lebah untuk dibudidayakan karena kemudahan dalam
pemeliharaannya dan tidak berbahaya karena tidak memiliki sengat. Selain
itu, produk yang dihasilkan dari lebah jenis ini juga memiliki nilai jual yang
tinggi dengan manfaatnya yang besar, seperti madu dan propolis. Salah satu
manfaat dari produk lebah jenis ini yaitu dapat digunakan sebagai obat untuk
menyembuhkan berbagai penyakit pada manusia (Lamerkabel, 2011). Hal
tersebut berbanding lurus dengan rentetan petunjuk keterkaitan ilmu sains dan

islam yang telah dijelaskan didalam Al-Qur’an. Sampai saat ini, Al-Qur’an



4
masih menunjukkan eksitensinya dalam menyingkap berbagai rahasia

keilmuan, seperti yang diterangkan dalam surah An-Nahl [16] ayat 69.

Aol B S8 G 1 2 T o 2 SeB o § e § 8
B 55805 A BT B § &) s s
Artinya :“Kemudian makanlah dari segala (macam) buah-buahan lalu tempuhlah jalan
Tuhan-mu yang telah dimudahkan (bagimu). Dari perut lebah itu keluar minuman
(madu) yang bermacam-macam warnanya, di dalamnya terdapat obat yang
menyembuhkan bagi manusia. Sungguh, pada yang demikian itu benar-benar

terdapat tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang berfikir.”(QS. An-Nahl: 69)

Berdasarkan ayat diatas, Al-Qur’an telah menjelaskan secara tersirat
bahwasannya setiap muslim harus mengerti dan memahami konsep makanan
dan minuman yang baik untuknya, dalam hal ini yang dimaksud adalah madu,
yang dapat menjadi obat dari segala penyakit yang menyerang manusia.
Madu tersebut dihasilkan oleh lebah yang di dalam agama Islam memiliki
kedudukan istimewa, dibuktikan dengan adanya satu surah didalam Al-
Qur’an yang khusus membahas tentang lebah yakni surah An-Nahl.

Dalam Tafsir Ibnu Katsir diterangkan setiap madu yang dihasilkan dari
spesies yang berbeda akan memiliki warna dan cita rasa yang berbeda. Faktor
utama yang menyebabkan keragaman warna dan cita rasa tersebut sesuai
dengan pola makan, pola hidup, dan tempat tinggal. Selain itu, dituliskan
dalam karya bukunya yang berjudul “Berguru ke China berobat ke Arab”,
Abdul Karim Amirullah ingin menekankan bahwa madu merupakan obat dari

segala macam penyakit, sedangkan Al Qur’an menjadi obat bagi penyakit

yang terdapat di hati. Sesuai dengan penjelasan tafsir diatas, lebah madu dapat
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dikaji dan dipelajari lebih dalam untuk dapat mengetahui berbagai aspek yang
bermanfaat bagi makhluk hidup lainnya (Al-Mubarakfury, 2015).

Kelimpahan khamir di alam yang tersebar di beberapa habitat
mengindikasikan bahwa dengan luasnya persebaran ekologi dari khamir,
kegiatan eksplorasi yang berlangsung harus semakin intensif dikarenakan
banyak spesies khamir yang belum teridentifikasi. Kegiatan eksplorasi
tersebut dapat dilakukan dengan cara identifikasi, yaitu salah satu metode
yang umum digunakan untuk mempelajari segala hal yang berkaitan dengan
keberadaan khamir pada habitatnya, seperti khamir yang hidup dan
berkembang pada lingkungan lebah (Ashliha dan Alami, 2014). Tujuan
dilakukannya identifikasi pada khamir dari habitat yang berbeda yaitu untuk
menemukan dan membandingkan isolat khamir yang belum teridentifikasi
dengan taksa lain yang telah teridentifikasi, mengingat hingga saat ini
persentase eksplorasi yang dilakukan pada khamir masih berkisar 1% dari
total keseluruhan khamir yang ada di dunia (Priyambada, 2015).

Kementerian Lingkungan Hidup dan Kehutanan pada tahun 2011
melaporkan, setidaknya terdapat 1500 spesies khamir yang telah diketahui
susunan taksonominya. Sedangkan perkiraan seluruh jenis khamir di dunia
berkisar 150.000 spesies atau jika dipersentase sekitar 99% yang dinyatakan
belum memiliki identitas. Data monogram khamir menyatakan diantara 1500
spesies yang telah berhasil diidentifikasi tersebut, dapat digolongkan kedalam
89 genus dan sebanyak 37 genus atau sekitar 42% dari total keseluruhan

ditemukan di Indonesia (Priyambada, 2015). Hal ini membuktikan bahwa
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potensi yang dimiliki oleh Indonesia sebagai tempat eksplorasi dan
identifikasi khamir masih sangat besar (Diana dan Lasmini, 2016).

Identifikasi yang dilakukan pada khamir memiliki banyak manfaat
seperti mengetahui tingkat biodiversitas khamir yang berada di alam,
menganalisis hubungan kekerabatan (polimorfisme), dan dapat mengetahui
peranan khamir pada berbagai bidang, seperti dalam sektor industri sebagai
bahan baku pengembang adonan pada roti (Sumerta dan Kanti, 2017), dalam
sektor energi sebagai bahan baku produksi energi yang bersifat dapat
diperbaharui berupa bioetanol dan biodiesel (Nielsen et al., 2013), dalam
sektor lingkungan sebagai agen bioremediasi hidrokarbon dan dapat
dijadikan indikator biologis dalam mendeteksi pencemaran air (Priadie,
2012), serta dalam sektor farmasi sebagai penghasil antibiotik (Bahi dan
Anizar, 2013).

Pada umumnya, identifikasi pada khamir dapat dilakukan melalui dua
jenis metode yakni secara konvensional dengan teknik mikrobiologi dan
secara modern dengan teknik molekular. Identifikasi yang menggunakan
metode konvensional, umumnya menggunakan beberapa parameter untuk
menetapkan suatu identitas dari khamir seperti karakter fenotip, baik secara
makroskopik maupun mikroskopik, biokimia, dan fisiologi, yang kemudian
data yang di dapat tersebut akan dibandingkan dengan monograf dan
beberapa literatur terdahulu. Kelemahan dari identifikasi menggunakan cara
ini adalah waktu pengerjaan yang lama dan membutuhkan tenaga ahli untuk
mendapatkan hasil yang maksimal pada proses penentuan identitas khamir

(Khaerah, 2016).
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Metode modern yang dilakukan dengan teknik molekular merupakan
langkah baru yang dapat mengatasi permasalahan yang timbul dari metode
konvensional. Pendekatan biologi molekular yang digunakan dalam
mengidentifikasi khamir diyakini mampu mempersingkat waktu pengerjaan
dan hasil yang didapat lebih akurat. Parameter untuk menetapkan suatu
identitas dari khamir menggunakan metode ini adalah dengan cara melihat
kesamaan (polimorfisme) yang terdapat pada sequens tiap gen-nya
menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) (Sha et al., 2016).
Polymerase Chain Reaction atau yang dapat disingkat dengan PCR
merupakan suatu teknik sintesis dan replikasi DNA secara in-vitro
menggunakan mesin thermocycler. Prinsip dasar dari teknik PCR ini adalah
memperbanyak suatu fragmen pada DNA yang bersifat spesifik
menggunakan bantuan sepasang oligonukleotida primer dan enzim DNA
polimerase dengan urutan basa nukleotida yang telah diketahui. Produk akhir
yang dihasilkan pada proses PCR berupa sequens gen spesifik yang nantinya
dapat digunakan sebagai bahan dasar dalam teknik analisis DNA lainnya
seperti penggunaannya dalam proses Sequencing (Muladno, 2010).
Keberhasilan terbentuknya produk PCR tersebut dapat dipengaruhi
oleh beberapa faktor seperti pemilihan metode ekstraksi DNA, pemilihan
primer, suhu pada saat tahapan annealing atau proses penempelan primer,
hingga jumlah siklus dalam satu reaksi pada saat proses amplifikasi
berlangsung (Joshi dan Deshpande, 2011). Menurut  Roux (2009),
penggunaan PCR dalam kondisi yang tidak optimum akan berdampak pada

produk PCR yang tidak sesuai atau bahkan produk PCR tidak akan terbentuk.
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Oleh karena itu, optimasi menjadi hal yang sangat penting untuk dilakukan,
baik optimasi dalam proses ekstraksi maupun pada proses amplifikasi DNA.
Optimasi yang dilakukan pada suatu metode dilakukan untuk memastikan
parameter-parameter penting dalam metode yang digunakan tersebut dapat
memberikan hasil yang optimal. Selain itu, optimasi juga dapat
mempersingkat waktu pengerjaan dan dapat menghemat bahan yang
digunakan sehingga proses yang dilakukan lebih cepat dan tepat (Joko et al.,
2011).

Beberapa penelitian terdahulu yang dilakukan oleh Restu et al. (2012),
Igram (2015), dan Agzayunarsih (2015), membuktikan bahwasannya variasi
nukleotida yang dimiliki oleh tiap organisme akan mempengaruhi tiap proses
identifikasinya sehingga optimasi metode yang dilakukan memiliki
perbedaan. Optimasi dengan kondisi yang sesuai akan menghasilkan produk
PCR yang baik dan hal tersebut dapat dijadikan sebagai parameter penentuan
identitas spesies. Penelitian lainnya yang telah dilakukan oleh (Pertiwi et al.,
2015) menunjukkan tingginya variasi sequence DNA pada famili
Pseudochromidae berpengaruh nyata terhadap perbedaan suhu pada proses
amplifikasi DNA dikarenakan gen yang berada pada tiap organisme belum
tentu sama dengan persentase 100% meskipun dalam satu famili.

Berdasarkan uraian diatas, optimasi metode yang dalam hal ini adalah
optimasi proses ekstraksi dan amplifikasi DNA menggunakan PCR sangat
diperlukan untuk dapat mengidentifikasi keberadaan khamir di sarang lebah
madu Tetragonula sp. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukanl untuk

menetapkan kondisi optimum proses ektraksi dan amplifikasi DNA isolat
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khamir pada sarang lebah madu Tetragonula sp. menggunakan metode
Polymerase Chain Reaction (PCR) sebagai langkah awal identifikasi spesies,
dan diharapkan dapat menjadi dasar penentuan dalam identifikasi khamir
melalui deteksi sequens gen-nya mengingat peranan yang dimiliki oleh

khamir sangat besar dalam berbagai bidang.

Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang penelitian yang telah dipaparkan diatas,
terdapat beberapa rumusan masalah yang dapat ditarik, antara lain :
1. Bagaimana kondisi optimum proses ekstraksi DNA khamir pada sarang

lebah madu Tetragonula sp. untuk identifikasi spesies ?

2. Bagaimana kondisi optimum proses amplifikasi DNA khamir pada sarang
lebah madu Tetragonula sp. menggunakan metode Polymerase Chain

Reaction (PCR) untuk identifikasi spesies ?

Tujuan Penelitian
Tujuan dari pelaksanaan penelitian ini, antara lain :
1. Mengetahui kondisi optimum proses ekstraksi DNA khamir pada sarang

lebah madu Tetragonula sp. untuk identifikasi spesies.

2. Mengetahui kondisi optimum proses amplifikasi DNA khamir pada sarang
lebah madu Tetragonula sp. menggunakan metode Polymerase Chain

Reaction (PCR) untuk identifikasi spesies.

Manfaat Penelitian
Adapun manfaat dilakukannya penelitian ini akan dipaparkan menjadi

dua sisi, yaitu:
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1. Manfaat Teoritis
Menjadi sumber rujukan ilmiah terkait kondisi optimum proses
ekstraksi dan amplifikasi DNA Kkhamir pada sarang lebah madu

Tetragonula sp. menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)

untuk identifikasi spesies.

2. Manfaat Praktis

a. Menambah informasi dan wawasan kepada masyarakat luas terkait
dengan asosiasi khamir yang berasal dari sarang lebah madu
Tetragonula sp. dengan lingkungan sekitarnya.

b. Menjadi topik pada kajian ilmiah terkait dengan kondisi optimum untuk
proses identifikasi khamir menggunakan analisis berbasis molekular,
mengingat identifikasi khamir yang dilakukan menggunakan analisis
ini tidak membutuhkan proses yang lama sehingga apabila ditemukan
spesies baru pada golongan khamir dapat dikaji dan dipublikasikan

dengan lebih cepat.

1.5. Batasan Penelitian
Adapun batasan dari penelitian ini, antara lain :

1. Jenis sarang lebah madu yang digunakan adalah dari spesies lebah madu
Tetragonula sp.

2. Lokasi pengambilan sampel adalah di Dusun Andung Utara Desa Ngembal
Kecamatan Tutur Kabupaten Pasuruan, Jawa Timur.

3. Metode ekstraksi DNA yang digunakan dalam penelitian ini diambil dari
beberapa literatur seperti metode ekstraksi dari modifikasi Ldoke et al.

(2011), Wizard® Genomic DNA Purification KIT [Promega™],
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modifikasi Wizard® Genomic DNA Purification KIT [Promega™]+
Proteinase K, dan InaCC LIPI.

4. Metode identifikasi menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction
(PCR).

5. Protokol amplikasi DNA yang digunakan dalam penelitian ini diambil dari
beberapa literatur seperti protokol dari Maulana (2011), Ediningsari
(2008), Anggraini et al. (2019), dan InaCC LIPI.

6. Primer yang digunakan dalam identifikasi secara molekular yaitu :
Reverse, ITS 4 (5’-TCCTCCGCCTTATTGATATGC-3"),

Forward, ITS 5 (5’- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3).

7. Parameter pengamatan kondisi optimum pada proses ekstraksi dan
amplifikasi DNA khamir pada sarang lebah madu Tetragonula sp. dapat
dilihat dari:

a. Kadar kemurnian DNA hasil proses ekstraksi (A260/A280),
b. Konsentrasi DNA total hasil proses ekstraksi (ug/ml),

c. Band (pita DNA) yang terbentuk dari hasil proses amplifikasi DNA

(bp).

1.6. Hipotesis Penelitian
1. Kondisi yang optimum pada metode ekstraksi DNA dapat mempengaruhi
keberhasilan identifikasi khamir yang diisolasi dari sarang lebah
Tetragonula sp.
2. Kondisi yang optimum pada protokol amplifikasi DNA dapat
mempengaruhi keberhasilan identifikasi khamir yang diisolasi dari sarang

lebah Tetragonula sp.
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2.1. Lebah Madu Tetragonula sp.

Berada di equator zone dan memiliki iklim tropis, menjadikan
Indonesia sebagai salah satu negara dengan tingkat biodiversitas yang tinggi,
baik dari spesies flora, fauna, dan mikroorganisme, termasuk spesies pada
kelas serangga (insekta)(lchwan et al., 2016). Data dari Indonesian
Biodiversity Strategy and Action Plan (IBSAP) pada tahun 2015-2020 yang
dipaparkan oleh Badan Perencanaan dan Pembangunan Daerah, menyatakan
bahwasannya jumlah serangga yang terdapat di Indonesia mencapai 250.000
spesies atau jika dipersentase sebesar 15% dari total keseluruhan biota yang
hidup dan berkembang di Indonesia (Darajati et al., 2016). Siklus
Pertumbuhan dan perkembangan serangga yang terbilang cukup singkat dan
tingkat adaptasi yang mudah dengan lingkungan sekitarnya menjadi faktor
pendukung meningkatnya populasi serangga di Indonesia (Pradhana et al.,

2014).

Gambar 2.1. Lebah Madu Tetragonula sp.
(Sumber : Pauly dan Hora, 2013)

12
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Salah satu serangga yang dapat dimanfaatkan dan menguntungkan jika
dibudidaya oleh manusia adalah berbagai jenis lebah, termasuk lebah tanpa
sengat seperti jenis lebah madu Tetragonula sp. (gambar 2.1) (Pauly dan
Hora, 2013).

Penelitian dari Rasmussen dan Cameron (2010) mengindikasikan
jumlah genus terbesar pada dunia lebah diduduki oleh lebah Tetragonula.
Sekitar 202 spesies dari lebah Tetragonula telah berhasil diidentifikasi masuk
kedalam 186 taksa yang tersebar kedalam 55 genus dan tergolong menjadi 61
sub-genus. Hal ini membuktikan adanya perkembangan pesat yang terjadi
pada spesies lebah Tetragonula. Menurut Maulana (2011), untuk menentukan
jenis spesies dari lebah madu Tetragonula tidak bisa hanya dilihat dari adanya
variasi organ tubuh dan degradasi warna karena tingkat korelasi yang tinggi
antar sub-genusnya. Jika uraikan berdasarkan taksonominya, lebah
Tetragonula memiliki susunan klasifikasi sebagai berikut (Costa et al., 2004).

Kingdom : Animalia

Phylum : Arthropoda

Classis : Insecta

Ordo : Hymenoptera

Familia : Apidae

Genus : Tetragonula

Species : T. laeviceps, T.apicalis, T. terminata, T. Thoracica

Pada umumnya, di negara Indonesia lebah Tetragonula memiliki
beberapa nama lokal seperti pada suku jawa yang letak spesifiknya di wilayah
pulau jawa bagian tengah dan timur, lebah madu Tetragonula dikenal dengan
nama lebah madu ‘klanceng’, namun suku sunda lebih mengenalnya dengan

nama ‘gala-gala’ dan ‘teuweul’. Di wilayah Bali dan sekitarnya, lebah madu



14
Tetragonula akrab disebut dengan nama ‘kele-kele’ (Erniwati,2013).
Berdasarkan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Rasmussen dan
Cameron (2010), terdapat beberapa spesies Tetragonula yang telah berhasil
diidentifikasi di Indonesia yakni Tetragonula laeviceps, Tetragonula
apicalis, Tetragonula terminata, Tetragonula thoracica, Tetragonula
minangkabau, Tetragonula itama, dan Tetragonula apikalis.
2.1.1. Persebaran habitat

Stingless honey bees atau yang lebih dikenal sebagi lebah tak
bersengat dikelompokkan dalam famili Apidae, hidup secara berkoloni
di hutan-hutan diseluruh dunia yang memiliki suhu yang hangat dan
lembab. Jenis spesies lebah ini dapat dijumpai disepanjang daerah yang
memiliki iklim tropis dan subtropis seperti negara-negara di benua
Australia, Afrika, Asia, dan Amerika (Putra et al., 2016).

Persebaran insekta di dunia sangat dipengaruhi oleh beberapa
faktor geologi dan ekologi seperti iklim, perubahan musim, ketinggian
tempat tinggal, dan jenis makanan, hingga dapat meyebabkan
keragaman pada lebah. Berdasarkan hasil riset yang dilakukan ahli
taksonomi diketahui lebah Tetragonula sp. adalah lebah tertua yang
pernah ditemukan di dunia (Roubik dan Patino, 2009). Sejak
ditemukannya lebah Tetragonula, keberadaan lebah ini dianggap
berperan aktif dalam ekosistem. Sebagai contoh spesies Tribus
Meliponini diketahui dapat menjadi polinator alami untuk vegetasi di
daerah Amerika Selatan tepatnya di negara Mexico. Salah satu

penyebab spesies lebah Tetragonula cocok dijadikan sebagai polinator
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adalah karena keberlimpahan jumlah spesies dan tingkah laku yang
kompleks (Sanjaya et al., 2019).

Penelitian dari Pauly et al. (2013) memaparkan bahwa spesies
lebah yang berada di negara French Guiana, yaitu negara yang terletak
di benua Amerika bagian selatan memiliki tingkat keragaman vegetasi
yang tinggi dengan dominasi topografi berupa hutan dataran rendah.
Dengan keadaan topografi tersebut, terdapat sekitar 80 jenis dari lebah
Tetragonula yang dapat hidup dan berkembang di wilayah ini seperti
dari golongan spesies Ptilotetragonula lurida, Tetragonula pallens, dan
Tetragonula cilipes.

Di benua Afrika, beberapa spesies lebah Tetragonula dari genus
Meliponula dibudidayakan masyarakat setempat untuk dimanfaatkan
sebagai obat demam, sesak napas, dan untuk menyembuhkan luka bakar
dan memar. Di benua Asia, spesies lebah Tetragonula yang tersebar di
wilayah ini berasal dari genus Tetragonula dengan lokasi persebaran di
wilayah hutan negara Laos, Thailand, Vietnam, Kambodja,
Semenanjung Malaysia hingga Indonesia, mulai dari dataran rendah
hingga ketinggian 2500 kaki atau 762 m diatas permukaan air laut
(Pauly dan Hora, 2013).

2.1.2. Karakterisasi dan Struktur Tubuh

Pada umumnya, segala jenis insekta khususnya lebah akan hidup
berkerumun membentuk koloni, termasuk lebah dari genus
Tetragonula. Berukuran sekitar 1.8 mm-13.5 mm, lebah Tetragonula

dikelompokkan kedalam jenis lebah yang tidak memiliki sengat.
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Namun Tetragonula dapat melindungi dirinya dari musuh dengan cara
menggigit atau mengeluarkan cairan basah dari tubuhnya sehingga
tubuh lawan akan merasa terbakar. Lebah jenis ini juga memiliki sistem
kekebalan tubuh yang lebih tinggi untuk dapat melawan serangga lain

(Rahman et al., 2015).
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Gambar 2.2. Struktur Morfologi Lebah Takbersengat (Stingless bee)
(Sumber : Erniwati, 2013)

Tubuh lebah dari genus ini memiliki warna hitam kegelapan dan
terdiri dari tiga bagian utama yakni kepala (head), toraks dan abdomen
(Erniwati, 2013). Jika diulas perbagian dari tubuhnya, pada daerah kepala
terdapat sepasang mata majemuk aposisi, yakni posisi mata yang berada
disamping kepala. Mata majemuk aposisi yang dimiliki oleh lebah
Tetragonula terdiri dari ribuan subunit lensa ommatidia yang berperan
dalam pengaturan sensifitas cahaya yang masuk ke mata, dan juga
sepasang antena yang memilki bentuk filiform (Kishan-Tej et al., 2017).

Beralih dari bagian kepala, bagian toraks dari lebah Tetragonula
terdapat tungkai yang berjumlah tiga pasang dengan variasi ukuran dan

warna setiap spesiesnya. Salah satu tungkai dari lebah ini yang lebih
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tepatnya terletak pada bagian belakang (tungkai belakang), merupakan
salah satu parameter penentu yang dapat membedakan antara lebah
pekerja dan lebah jantan. Hal tersebut dapat diamati pada tungkai
belakang bagian tibia, terlihat tibia yang dimiliki oleh lebah pekerja
ukurannya lebih besar daripada lebah jantan. Selain itu lebah pekerja dari
genus Tetragonula mempunyai lebih banyak setae (bulu-bulu yang
melekat pada tungkai dan umumnya digunakan sebagai tempat
mengumpulkan polen sebelum nantinya akan dibawa ke dalam sarang),
jika dibadingkan dengan lebah jantannya (Erniwati, 2013). Bagian yang
ketiga adalah bagian abdomen berbentuk oval, dimana hanya pada jenis
lebah jantan saja yang memiliki genitalia pada ujung abdomen sebagai
alat reproduksi (Lamerkabel, 2011), yang semua penampakannya dapat

dilihat pada gambar 2.3.

. 28
1

Gambar 2.3. Bagian tubuh lebah Tetragonula sp. : A. Sayap (1. Depan, 2. Belakang),
B. Tungkai Belakang (1. Jantan, 2. Betina atau pekerja, 3. Rostellum), C. Sternum
dengan bagian (1. medioapical), D. Genitalia pada Lebah Jantan (1. Volsella,

2. Sagitta), E. Ujung Abdomen yang Terdapat pada lebah betina atau pekerja
(Sumber : Putra et al., 2014)

Negara Filiphina mengenal lebah Tetragonula sp. sebagai agen

polinator terbaik. Hal ini dikarenakan karakteristik yang tampak dari
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lebah madu klanceng (Tetragonula sp.) yakni ukurannya yang kecil
dengan jarak terbang yang pendek dengan radius kurang lebih sekitar 500
meter, sehingga wilayah polinasi lebih fokus dan intens pada daerah
sekitar pohon yang letaknya berdekatan dengan sarang. Selain itu, tubuh
yang tidak memiliki sengat menjadikan lebah madu Kklanceng
(Tetragonula sp.) lebih bersahabat dengan manusia dan mudah untuk
dibudidayakan (Putra et al., 2017).

2.1.3. Strata Koloni
Pada koloni semua jenis lebah termasuk lebah madu klanceng
atau Tetragonula sp. terdapat dua golongan koloni yakni koloni
reproduktif yang didalamnya berisi lebah ratu dan lebah jantan, dan

koloni non-reproduktif yang berisi lebah madu pekerja.

Drone Worker
Queen

(ratu) (yantan) (pekerja)

Gambar 2.4. Karakteristik strata koloni pada lebah madu Tetragonula sp.
(Sumber : Djajasaputra, 2010).

Setiap golongan koloni tersebut dapat dibedakan berdasarkan
paramater morfologinya, seperti bentuk, rupa, sifat, warna tubuh, dan
perilaku. Dalam satu koloni lebah, umumnya hanya terdapat satu ekor
ratu lebah, ratusan ekor lebah jantan, dan sekitar 30.000-60.000 lebah
pekerja, serta ditambahkan dengan penghuni sarang berbentuk telur,

larva, dan pupa (Djajasaputra, 2010).
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Jika dilihat berdasarkan rupa dan warna tubuh, lebah ratu
memiliki karakteristik mencolok dan berukuran dua kali lipat lebih
panjang dengan bobot 2.8 kali lebih berat dibandingkan dengan lebah
pekerja (Kapitanhitu et al., 2018) . Lebah ratu berperan penting sebagai
penghasil telur dan sebagai sumber penghasil feromon, salah satu
senyawa kimia yang digunakan sebagai alat komunikasi pada lebah
madu yang memuat informasi tentang hal yang akan dilakukan oleh
suatu koloni lebah atau perilaku yang harus dilakukan saat menghadapi
keadaan di luar koloni. Sebagai tanda pengenal koloni satu dengan yang
lain, lebah ratu mengeluarkan senyawa kimia yang berbeda-beda
sehingga lebah pekerja dapat mengenali koloninya dan tidak akan
tersesat masuk kedalam koloni yang berbeda (Mujiono et al., 2015).
Jenis spesies yang termasuk kedalam koloni reproduktif selain
lebah ratu adalah lebah jantan. Lebah jantan hanya memiliki satu
peranan penting di dalam koloni yakni mengawini lebah ratu untuk
mendapatkan keturunan. Apabila ditinjau dari segi perilaku dan tingkah
laku dalam satu koloni, lebah jantan dianggap tidak mampu
bertanggungjawab terhadap dirinya sendiri sehingga pada masa
paceklik atau masa saat persediaan bahan makanan semakin sedikit,
lebah jantan dianggap sebagai hama dan akan dikeluarkan dari sarang
atau dibunuh oleh lebah pekerja (Putra et al., 2014). Dalam hal ini lebah
pekerja merupakan lebah betina yang organ reproduksinya tidak
berfungsi secara sempurna, tetapi lebah betina ini memiliki peranan

yang besar dan terstruktur, baik di dalam sarang maupun di luar sarang.
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Peranan utama lebah pekerja di dalam sarang yakni membuat sarang
lengkap dengan elemennya seperti madu, polen, dan telur (Syafrizal et
al., 2012).
2.1.4. Struktur Sarang Lebah

Lebah Tetragonula sp. tergolong kedalam famili Apidae, yakni
jenis lebah yang tidak memiliki sengatan (stingless bee), akan tetapi
terdapat beberapa spesies yang memiliki sengatan mematikan yang
digunakan sebagai alat untuk melindungi diri saat merasa adanya
ancaman yang mendekat. Setiap spesies dari genus Tetragonula hidup
berkoloni yang setiap koloninya terdapat di dalam satu sarang dengan
satu lebah ratu, ratusan ekor lebah jantan, dan sekitar 30.000-60.000
lebah pekerja (Michener, 2013). Koloni lebah tersebut dapat ditemukan
pada sarang yang berada di lubang-lubang pohon seperti pohon bambu,
rongga-rongga kayu, dan celah di dinding pada rumah-rumah warga
(Putra et al., 2014).

Sarang yang dibuat oleh semua jenis lebah termasuk lebah
Tetragonula, pada umumnya berasal dari material resin dari berbagai
jenis tumbuhan dengan bentuk yang berbeda, tergantung dari jenis
koloninya. Sarang lebah tersebut memiliki kegunaan sebagai tempat
berlindung, tempat menyimpan cadangan makanan, dan tempat untuk
bereproduksi (Erniwati, 2013). Berbeda dari struktur sarang yang
dimiliki oleh lebah bergenus Apis, lebah dengan genus Tetragonula

memiliki struktur internal sarang yang terdiri dari lima bagian utama
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yakni sisir induk, involucrum, storage pot, batumen, dan jalur keluar-

masuknya koloni lebah (Guntoro, 2013).
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Gambar 2.5. Struktur sarang pada lebah madu Tetragonula sp.
(Sumber : Djajasaputra, 2010).

Sisir induk yang terdapat pada struktur internal lebah Tetragonula
tersusun oleh sel-sel induk yang dikelilingi oleh selubung cerumen atau
involucrum. Sel induk merupakan tempat yang digunakan untuk
perkembangbiakan calon lebah. Cerumen atau involucrum yang
mengelilingi sisir induk sendiri, terbentuk dari campuran lilin hasil dari
proses sekresi pada kelenjar perut lebah pekerja dan propolis. Bagian
lainnya yakni storage pot yang merupakan tempat untuk mengumpulkan
dan menyimpan cadangan makanan, berupa madu dan polen. Sebagai
pembatas antara bagian dari tempat sarang melekat dan sarangnya
sendiri, diperlukan batumen plate atau lempeng batumen yang terbuat
dari campuran antara cerumen dan bahan umum lainnya. Bagian paling
penting dari sarang lebah adalah lubang entrance yang merupakan
lubang penghubung antara sarang dengan dunia luar, dengan kata lain

sebagai jalur keluar-masuknya koloni lebah (Djajasaputra, 2010).
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Berdasarkan firman Allah didalam Al-Qur’an melalui surat An-

Nahl [16] ayat 68-69, yang berbunyi :
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Artinya :“..Dan Tuhamu telah mengilhamkan kepada lebah, “Buatlah sarang di
gunung-gunung, di pohon-pohon kayu, dan ditempat-tempat yang dibuat

manusia”. Kemudian makanlah dari segala (macam) buah-buahan lalu

tempuhlah jalan Tuhan-mu yang telah dimudahkan (bagimu). Dari perut

lebah itu keluar minuman (madu) yang bermacam-macam warnanya, di

dalamnya terdapat obat yang menyembuhkan bagi manusia. Sungguh,

pada yang demikian itu benar-benar terdapat tanda (kebesaan Allah) bagi
orang yang berfikir.”(QS. An-Nahl: 68-69).

Lebah merupakan salah salah satu jenis hewan yang dibahas
khusus didalam Al-Qur’an. Pembahasan tentang lebah ini bukan hanya
sekedar memberikan manfaat bagi manusia, melainkan juga terdapat
pelajaran penting didalamnya, seperti pembahasan tentang tempat
tinggal, perilaku, serta seluruh kehidupan lebah yang seolah-olah telah
diatur oleh Allah SWT. Hal ini menjadi bukti nyata bahwa Allah SWT
adalah maha agung yang memiliki keluasan ilmu. Tidak banyak buku
tafsir dan sumber ensiklopedia islam yang menjelaskan sebab turunnya
ayat ini, namun salah seorang ahli tafsir yakni Ibnu Katsir memaknai
bahwasannya turunnya ayat ini merupakan pertanda jika lebah memiliki
manfaat yang luar biasa bagi manusia.

Salah satu kalimat pada arti surat An-Nahl yakni “di dalamnya
terdapat obat yang menyembuhkan bagi manusia. Sungguh, pada yang

demikian itu benar-benar terdapat tanda (kebesaran Allah) bagi orang
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yang berfikir”, 1bnu Katsir memaknai jika segala bentuk pemberian
Allah kepada lebah akan menghasilkan obat untuk berbagai penyakit
pada manusia. Namun kekuasaan Allah tersebut hanya ditunjukkan
kepada manusia yang ingin berpikir tentangnya, tentang segala kekuasan
dan keagungan yang telah Allah berikan. Ayat ini kemudian diperkuat
dengan adanya hadist shahih dari Abu Sa’id Al Khudri dan diriwayatkan

oleh Bukhari dan Muslim.
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Artinya :“Salah seorang sahabat menemui Rasullullah dan mengatakan, ‘Yaa
Rasulullah, saudaraku sedang mengalami sakit perut.’ Rasulullah pun
menjawabnya, "berilah dia madu’. Sahabat tersebut pulang dan memberikan
madu pada saudaranya. Beberapa hari kemudian ia pun datang kembali
menemui Rasulullah dan berkata,” Yaa Rasulullah, aku telah memberinya
madu, namun sakit perutnya tak kunjung sembuh’. Rasulullah
menjawab, ‘pulanglah, berilah dia madu’. Kemudian sahabat pulang dan
memberikan madu. Untuk ketiga kalinya sahabat kembali menemui
Rasulullah dan berkata, ‘Yaa Rasulullah, aku telah memberinya madu untuk
yvang kedua kalinya, namun sakit perutnya tak kunjung sembuh’. Kemudian
Rasulullah pun menjawab, Allah maha benar dan perut saudaramu itu
dusta. Pulanglah dan memberikan madu. Sahabat tersebut akhirnya pulang
dan memberikan madu. Dan orang yang sakit perut itu sembuh.

(HR. Bukhari dan Muslim).

2.1.5. Kebutuhan Nutrisi
Sama seperti makhluk hidup pada umumnya, lebah madu
Tetragonula sp. memiliki kebutuhan nutrisi untuk menunjang
kehidupannya. Kebutuhan nutrisi tersebut berupa karbohidrat, protein,
lemak,vitamin, dan mineral yang dapat diperoleh dari alam (Luhur,
2012). Sumber karbohidrat alami yang dibutuhkan oleh lebah madu

Tetragonula sp. didapatkan dari nektar bunga. Nektar merupakan cairan
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manis yang dihasilkan oleh kelenjar nektar yang letaknya di dasar
perianthum. Nektar berperan sebagai sumber energi untuk melakukan
aktivitas gerak pada lebah madu. Kelebihan nektar akan disimpan
menjadi cadangan makanan dan diproses menjadi madu (Guntoro,
2013).

Nutrisi lain yang diperlukan oleh lebah madu Tetragonula sp.
adalah protein. Sumber protein alami yang dibutuhkan oleh lebah madu
Tetragonula sp. hanya dapat diperoleh dari serbuk sari (Luhur, 2012).
Serbuk sari merupakan organ reproduksi jantan pada bunga yang
menyimpan protein sebesar 6-40%. Protein tersebut berperan dalam
pembentukan tubuh lebah madu. Selain itu, protein juga dapat
berpengaruh pada perkembangan kelenjar hipofaringeal lebah pekerja
dan perkembangan ovarium ratu lebah (Black, 2006).

Selain karbohidrat dan protein, seluruh jenis lebah madu
membutuhkan lemak dengan jumlah yang lebih sedikit jika
dibandingkan dengan karbohidrat dan protein. Sumber lemak alami
juga dapat diperoleh dari serbuk sari yang berkisar antara 0,8-18,9
(Luhur, 2012). Menurut Guntoro (2013) lemak memiliki peranan dalam
proses metabolisme tubuh selama masa larva hingga pupa dan sebagai
sumber energi. Selain itu, nutrisi tambahan yang dibutuhkan oleh lebah
madu adalah vitamin dan mineral. Vitamin dan mineral termasuk
kedalam mikronutrient yang dapat diperoleh dari nektar dan serbuk sari.

Walaupun kebutuhan vitamin dan mineral sangat sedikit, kecukupan
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dan keseimbangan nutrisi tersebut akan sangat mempengaruhi proses

pemeliharaan larva hingga menjadi pupa (Black, 2006).

2.1.6. Produktivitas Lebah Madu Tetragonula sp.
Lebah madu Tetragonula sp. umumnya dapat menghasilkan

beberapa produk seperti propolis, madu, dan bee pollen (Guntoro,
2013).
a. Propolis
Propolis merupakan suatu produk alami bersifat antimikroba
yang dikumpulkan dari resin (getah) berbagai tanaman untuk
melindungi lebah madu dan sarangnya dari infeksi bakteri dan
virus.
b. Madu
Madu merupakan cairan alami, bertekstur kenyal, yang
umumnya memiliki rasa manis. Madu dihasilkan dari proses
pengumpulan nektar bunga dan sekresi dari tubuh lebah madu.
Ketersediaan cadangan madu di dalam sarang akan menstimulus
pertumbuhan koloni yang lebih baik karena madu tersebut
digunakan sebagai sumber nutrisi untuk perkembangan koloni
lebah madu. Namun, produksi madu oleh Tetragonula sp. tidak
sebanyak produksi madu dari genus Apis.
c. Bee Pollen/ Bee Bread
Bee pollen atau yang dapat disebut sebagai bee bread
merupakan sumber protein bagi koloni lebah. Ketersediaan bee

bread di dalam sarang yang cukup akan menghasilkan individu
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lebah pekerja yang sehat dan berumur panjang. Selain itu, bee
bread juga memiliki nilai jual yang tinggi karena manfaatnya yang
besar. Salah satu manfaatnya adalah menjaga stamina tubuh bagi
manusia karena mengandung protein, mineral, dan beberapa

vitamin seperti vitamin B1, B2, dan B6.

2.2. Khamir
Khamir merupakan mikroorganisme golongan fungi mikroskopis yang
telah memiliki sistem endomembran (eukariotik) dan bersifat uniseluler. Pada
umumnya khamir memiliki bentuk sel yang oval atau bulat, namun terdapat
beberapa spesies khamir yang bentuknya triangular, botol, silinder, ogival,
apikulat, dan pseudomiselium, dengan ukuran sel yang lebih besar jika
dibandingkan sel bakteri atau sekitar 1-5 um hingga 20 um dengan ukuran

lebar sel sekitar 1-10 um (Dewi et al., 2014).
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Gambar 2.6. Bentuk sel khamir
(Sumber : Fardiaz, 1989)

Khamir dapat diamati menggunakan dua macam cara Yyakni
pengamatan secara makroskopis dan mikroskopis. Jika diamati secara
makroskopis, sel khamir memiliki beberapa sifat yang daat dilihat pada media

pertumbuhan seperti :
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a. Bentuk koloni bulat, titik, menyerupai benang, dan tak beraturan seperti
akar
b. Elevasi dengan keadaan timbul atau datar
c. Tipe koloni yang dapat dibedakan menjadi rata, bergerigi, berombak,
menyerupai filamen, dan menyerupai benang
d. Permukaan koloni dengan beberapa macam keadaan seperti timbul dan
mendatar, timbul dan cembung, timbul dan berbentuk bukit, timbul dan
melengkung, timbul dan berbentuk kawah, serta tidak timbul (datar).
Rini (2017) menerangkan jika sel khamir dilihat secara mikroskopis,
sel tersebut terdiri atas kapsul, dinding sel, nukleus, membran sitoplasma,
mitokondria, vakuola dengan jumlah lebih dari satu, globula lipid, dan
volutin. Pada beberapa jenis khamir, struktur terluar tubuh akan tertutupi oleh
komponen penyusun ekstraseluler yang memiliki tekstur berlendir, umumnya
disebut sebagai kapsul. Kapsul tersebut dapat dijadikan ciri yang nyata untuk
melihat perbedaan dengan sel bakteri.
2.2.1. Persebaran Habitat
Keberadaan khamir yang sangat menyebar luas di alam
disebabkan karena khamir merupakan salah satu mikroorganisme
‘kemoor-ganotrop’, yakni mikroorganisme yang tidak memerlukan
sinar matahari untuk dapat melakukan pertumbuhan dan
perkembangan, serta memanfaatkan senyawa-senyawa organik sebagai
sumber energinya (Manik, 2019). Menurut Yurliasni dan Zakaria
(2013), terdapat sekitar enam faktor yang mempengaruhi pertumbuhan,

perkembangan, serta aktivitas pada khamir yaitu humiditas
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(kelembapan), konsentrasi oksigen, temperatur, nutrisi, pH, dan ada
tidaknya inhibitor (dapat berupa senyawa).

Khamir dapat tumbuh optimal jika berada pada lingkungan yang
memiliki pH sekitar 4.0 hingga 4,5 dengan interval aw 0,89 hingga 0,94
dengan temperatur pertumbuhan sekitar 25°C hingga 30°C dan
temperatur maksimum yang dapat ditoleransi oleh khamir yaitu sekitar
35°C. Namun, terdapat beberapa khamir yang dapat tumbuh pada suhu
yaitu < 0°C. Selain itu beberapa khamir dapat bertahan hidup pada
lingkungan ekstrem seperti lingkungan yang memiliki konsentrasi gula,
garam, dan pH yang tinggi serta lingkungan yang memiliki temperatur,
ketersediaan oksigen, dan air yang rendah. Umumnya, Khamir dapat
dibedakan menjadi dua kelompok berdasarkan sifat metabolismenya
yaitu kelompok yang bersifat oksidatif dan fermentatif. Khamir yang
mampu melakukan metabolisme pada lingkungan aerob disebut
kelompok oksidatif. Sedangkan khamir yang mampu melakukan
metabolisme pada lingkungan anaerob disebut kelompok fermentatif
(Rini, 2017).

Khamir dapat ditemukan di tanah, air, tanaman, hewan, dan
serangga. Khamir termasuk ke dalam kelompok mikroorganisme
dengan penyebaran ekologi yang cukup luas. Keberadaan khamir di
alam sangat melimpah meliputi daratan (tanah), udara, dan perairan
(laut) (Ashliha dan Alami, 2014). Khamir banyak ditemukan pada

komponen biotik seperti daun, buah, nektar bunga, dan saluran



29
pencernaan beberapa hewan khususnya pada kelompok serangga
(Prihartini dan 1lmi, 2018).

2.2.2. Reproduksi Pada Khamir

Khamir memiliki dua sistem reproduksi yakni sistem reproduksi
secara seksual dan sistem reproduksi secara aseksual (Lasmini, 2016).
Reproduksi aseksual pada khamir dapat dilakukan dengan teknik fission
(pembelahan) dan budding (menghasilkan tunas), yang nantinya akan
menghasilkan konidia pada daerah ujung sterigma, balistokonidia,
blastokonidia,  klamidokonidia, dan  arthrokonidia. = Sebagai
mikroorganisme yang memiliki sel tunggal, proses reproduksi aseksual
pada khamir akan mengalami pertumbuhan dan perkembangan lebih
cepat jika dibandingkan dengan kapang yang pertumbuhannya
membentuk filament-filament panjang dan tipis (Hafsari dan Asterina,

2013).

Pada sistem reproduksi secara seksual dapat ditandai dengan
terbentuknya askospora dan basidiospora (Indratmi, 2012). Beberapa
diantara spesies khamir juga dapat bersifat dimorphic, yang berarti pada
siklus hidup spesies tersebut dapat mengalami dua fase sekaligus yakni
dapat membentuk yeast phase atau fase khamir dan mycelium phase
atau fase hifa. Jenis khamir yang tergolong bersifat dimorphic akan
membentuk pseudohypha (hifa semu) hingga berkembang menjadi
pseudomycelium (miselium semu). Pseudomycelium yang dihasilkan
dari perkembangan khamir dapat dideskripsikan berupa sel-sel tunas

yang bentuknya memanjang dan saling berhubungan membentuk
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rantai, seperti struktur morfologi pada Candida sp., Kluyveromyces sp.,
dan Pichia sp. Namun diantara khamir yang tergolong dimorphic
tersebut masih terdapat khamir yang dapat membentuk miselium sejati

seperti pada khamir Trichosporon sp. (Roosheroe, 2014).
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Gambar 2.7. Struktur mikroskopis khamir: (a) Candida sp. (b) Trichosporon sp.
(Sumber: Ryan et al. 2013)

2.2.3. Taksonomi dan Pengelompokan Pada Khamir

Seiring berkembangnya suatu ilmu pengetahuan, khususnya pada
bidang biologi memberikan dampak yang nyata bagi penemuan-
penemuan terkini hinga akhirnya dapat memperbaharui klasifikasi pada
khamir dan dapat menimbulkan revisi pada sistem tatanannya.
Berdasarkan taksonomi sebelumnya, khamir dikelompokkan kedalam
kingdom Fungi. Namun pada tahun 1998 saat Cavelier-Smith
mengenalkan 7 tatanan kingdom baru, kingdom Fungi dipisah menjadi
kingdom Cromista dan Eumycota (Cavalier-Smith, 2018).

Berbeda dari alasan dimasukkannya beberapa jenis class kedalam
kingdom Fungi sebelumnya, kingdom Chromista dibentuk karena
dilandasi dengan perbedaan beberapa ciri khusus seperti adanya klorofil
a dan c dalam struktur tubuhnya, tidak menyimpan kanji sebagai

cadangan makanannya, dan memiliki tipe flagel amfitrik (Sym dan
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Maneveldt, 2011). Beberapa Beberapa filum yang tergolong kedalam
kingdom Chromista antara lain Oomycota, Cryptisa, Haptista, Bygra,
dan Ochrophyta (Cavalier-Smith, 2018). Dikarenakan sebagian besar
anggota dari kingdom Fungi telah beralih menjadi kingdom Chromista
dan sisanyanya memiliki ciri yang dapat dikatakan sama, maka
kingdom ini membentuk kindom baru yang bernama kingdom
Eumycota atau yang dapat disebutkan sebagai kerajaan dari jamur yang
sebenarnya. Khamir secara taksonomi masuk kedalam kindom
Eumycota, yang didalamnya terdiri dari 2 filum vyakni filum
Ascomycota dan Basidiomycota (Mclaughlin et al., 2009).
a. Filum Ascomycota
Bermula dari penciptaan kata yang menggunakan bahasa
yunani, Ascomycota bersumber dari kata ‘Asco’ yang memiliki
makna kantong. Ascomycota merupakan salah satu fungi yang
berkantong, dimana kantong tersebut adalah kantong spora yang
didalamnya terdapat alat perkembangbiakan (Fenina, 2012). Ahli
mikologi dari segala penjuru dunia telah mengemukakan
bahwasannya terdapat sekitar 65.000 spesies dari 3400 genus yang
tergolong dari berbagai macam habitat, baik yang berada di
perairan air asin (laut), perairan air tawar, dan daratan, telah
berhasil di deskripsikan (Jumiati et al., 2012).
Simbolon et al. (2018), mengutarakan bahwa sebagian jenis
dari filum Ascomycota dapat hidup sebagai saprofit di tanah,

seperti spesies Tuber melanosporum dan Morcella esculanta yang



32
membentuk mikoriza dengan cara bergabung dan bersimbiosis
dengan akar tanaman tinggi. Namun sebagian jenis Ascomycota
lainnya juga dapat hidup sebagai parasit pada flora dan fauna.
Selain itu, Ascomycota juga hidup di wilayah lautan dan tergolong
kedalam salah satu mikroba saproba, yakni mikroba yang dapat
berasal dari sisa-sisa makhluk hidup lainnya (bangkai) maupun
sampah organik. Salah satu jenis Ascomycota yang berupa khamir
dapat hidup pada lingkungan yang mengandung glukosa, seperti
buah dan bunga.

Pada umumnya, spesies yang tergolong kedalam filum
Ascomycota memiliki ciri ‘khas’ yang membedakannya dengan
filum lainnya di kingdom Eumycota, yakni memiliki askokarp
yang bentuknya bervariasi, dapat berbentuk botol, bola, hingga
setengah lingkaran. Di dalam askokarp tersebut terdapat askus
yang struktur morfologinya seperti kantong dengan banyak
askospora yang dihasilkan dari proses reproduksi secara seksual
(Houbraken dan Dyer, 2015). Selain itu, Ascomycota juga
mempuyai miselium berseptat dan bercabang dari hifa yang
tumbuh dan berkembang dengan sempurna.

Jika dilihat secara taksonominya yang berdasarkan pada
perbaharuan data identifikasi secara mikrobiologi dan dari hasil
beberapa analisis sequens pada gen rDNA, khamir yang tergolong

kedalam filum Ascomycota dapat dibedakan lagi dalam lima
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kelompok besar (classis) diantaranya yaitu, Archiascomycetes,
Hemiascomycetes, Euascomycetes (Schoch et al., 2009).

Filum Basidiomycota

Filum Basidiomycota merupakan kelompok jamur terbesar
dengan lebih dari 30.000 jenis spesies yang telah berhasil
diidentifikasi. Filum ini sangat mudah dikenali karena ukuran
basidiocarpnya yang besar dan dapat dilihat dengan mata telanjang.
Selain memiliki tubuh buah (basidiocarp) berukuran makroskopis,
basidiomycota tumbuh dengan basidiocarp yang memiliki variasi
pada bentuk dan warnanya (Khaerah, 2016). Pada umumnya,
spesies yang tergolong kedalam filum Basidiomycota memiliki ciri
‘khas’ yang membedakannya dengan filum lainnya di kingdom
Eumycota, yakni Basidiomycota dikenal sebagai jamur
multiseluler yang memiliki hifa bersepta dan terdiri dari dua hifa
yakni hifa vegetatif dan hifa generatif (Sari et al., 2016).

Hifa vegetatif yang dimiliki basidiomycota letaknya melekat
pada tempat hidupnya (substrat), misalnya pada kulit kayu, serasa
daun, dan tanah, sedangkan hifa yang bersifat generatif akan
membentuk suatu jalinan membentuk tubuh buah, yang dikenal
dengan nama ‘basidiocarp’. Basidiocarp yang dimiliki oleh filum
Basidiomycota ini memiliki bentuk tubuh yang bervariasi, dapat
menyerupai bentuk payung, kuping (telinga), hingga dapat
berbentuk setengah lingkaran yang disertai dengan batang maupun

tidak. Jika diamati pada bagian bawah dari tudung basidiocarp,
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ditemukan adanya bilah-bilah (lembaran) yang nantinya akan
membentuk basidium sebagai penghasil spora generatif. Selain itu,
pada filum ini terbentuk tiga miselium yakni miselium primer,
sekunder, dan tersier (Rahma, 2018).

Miselium primer merupakan miselium yang terbentuk dari
sel yang hanya memiliki satu inti dan merupakan hasil dari
pertumbuhan basidiospora. Sedangkan Miselium sekunder
merupakan miselium yang memiliki dua inti pada tiap selnya yang
diakibatkan oleh adanya konjugasi antar dua miselium primer.
Berbeda dari miselium primer dan sekunder, miselium tersier
meruakan miselium yang berasal dari kumpulan miselium
sekunder yang nantinya akan membentuk jaringan teratur pada
proses pembentukan basidiokarp dan basidiofor, sehingga hasil
akhirnya dapat memproduksi basidiospora (Rahma, 2018).

Filum Basidiomycota biasa hidup sebagai saprofit pada sisa-
sisa jasad renik, misalnya pada serasah daun yang berada di tanah,
sekam padi (merang), dan batang pohon yang telah mati. Namun,
beberapa spesies dari filum ini juga hidup sebagai parasit yang
selalu menempel pada sel inang, yang dapat berupa tumbuhan
hingga manusia, dan sebagian lainnya lagi dapat bersimbios
dengan bagian tumbuhan seperti akar dengan membentuk mikoriza
(Sumerta dan Kanti, 2017).

Jika dilihat secara taksonominya yang berdasarkan pada

perbaharuan data identifikasi secara mikrobiologi dan dari hasil
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beberapa analisis sequens pada daerah rDNA, khamir yang
tergolong kedalam filum Basidiomycota membagi dirinya kedalam
empat tingkatan class yakni Hymenomycetes, Urediniomycetes,

dan Ustilaginomycetes (Zhao et al., 2017).

2.3. Asosiasi Lebah Madu Tetragonula sp. dan Khamir

Khamir termasuk kedalam kelompok mikroorganisme dengan
penyebaran ekologi yang cukup luas. Keberadaan khamir di alam sangat
melimpah meliputi daratan/terestrial (tanah), atmosfer (udara), dan
perairan/akuatik (laut) (Ashliha dan Nur, 2014). Khamir banyak ditemukan
pada komponen biotik seperti buah, daun, kotoran hewan, nektar bunga, dan
saluran pencernaan beberapa hewan khususnya pada kelompok serangga
(insecta). Beberapa khamir dapat bertahan hidup pada lingkungan ekstrem
seperti lingkungan yang memiliki konsentrasi gula, garam, dan pH tinggi
serta lingkungan yang memiliki ketersediaan oksigen, temperatur, dan air
yang rendah (Prihartini dan Ilmi, 2018). Selain itu, khamir yang berada di
alam juga dapat berasosiasi dengan banyak jenis insekta, sebagai contoh
khamir Debaryoyces hansenii yang dapat berasosiasi dengan Drosophila sp.,
khamir Aureobasidium pullulans yang berasosiasi dengan Andrena sp., dan
Candida powellii yang berasosiasi dengan Tetragonula sp (Maulana, 2011).

Bentuk asosiasi yang terjadi antara komponen biotik seperti pada lebah,
umumnya dapat dibedakan menjadi dua bentuk yaitu ektosimbiosis dan
endosimbiosis. Asosiasi ektosimbiosis terjadi apabila khamir hidup pada
lingkungan insekta seperti pada permukaan tubuh, sarang, atau bagian lain

yang berhubungan dengan insekta. Sedangkan Asosiasi endosimbiosis terjadi
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pada bagian dalam tubuh insekta, seperti khamir yang terdapat pada saluran
pencernaan (Nowack dan Melkonian, 2010).

Belum banyak penelitian yang dilakukan berkaitan dengan asosiasi
khamir dan lebah Tetragonula. Namun, penelitian yang dikemukakan oleh
Rosa et al. pada tahun 2003 melaporkan dari 93 isolat khamir yang berhasil
diidentifikasi hingga tingkat taksonomi spesies, 18 spesies yang
dikelompokkan kedalam clade Starmerella diketahui berasosiasi dengan
lebah dari golongan Tetragonula sp. secara ektosimbiosis pada sarang lebah.
Aktivitas khamir yang ditemukan pada sarang lebah ini memiliki beberapa
manfaat seperti dapat menghasilkan zat antioksidan, antivirus, antijamur, dan
antibakteri (Amos et al., 2018).

Kemampuan khamir dalam suatu proses yang melibatkan lebah telah
dianggap sebagai simbiosis yang bersifat mutualisme. Lebah memiliki
peranan sebagai vektor bagi khamir untuk dapat memperluas persebarannya,
sedangkan khamir dapat berperan pada beberapa proses seperti pembuatan
bee bread dan pematangan madu. Pembuatan bee bread yang digunakan
sebagai makanan larva berasal dari serbuk sari. Khamir yang membantu
proses pembuatan bee bread akan menghasilkan enzim invertase yang dapat
merubah sukrosa menjadi glukosa dan fruktosa (Luhur, 2012). Khamir juga
memiliki peranan dalam pembuatan madu melalui proses konversi yang
bersifat enzimatik. Fermentasi tersebut akan mengkonversi gula yang
terkandung dalam nektar menjadi alkohol. Alkohol hasil konversi tersebut

akan mengalami kontak dengan oksigen hingga nantinya akan terbentuk
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produk berupa asam asetat dan asam oksalat yang dapat berpengaruh pada
aroma, tingkat keasaman, dan rasa pada madu (Savitri et al., 2017).

Persebaran ekologi dan keberadaan yang melimpah dari khamir
menjadi parameter utama eksplorasi khamir belum maksimal. Selain itu,
metode identifikasi juga dapat menjadi penyebab tidak maksimalnya
eksplorasi khamir ,mengingat khamir adalah mikroorganisme yang dapat
hidup di berbagai lingkungan mulai dari lingkungan yang mencangkup
komponen biotik hingga lingkungan ekstrem seperti pada kawah gunung
yang memiliki suhu yang tinggi (Prihartini dan Ilmi, 2018). Hal ini yang
mendorong perlunya kebaharuan metode identifikasi yang dapat digunakan
dalam segala macam kondisi isolat khamir. Salah satu metode yang dapat
digunakan untuk eksplorasi dan identifikasi adalah dengan bantuan teknologi

molekular.

Eksplorasi dan Identifikasi dengan Teknologi Molekular

Identifikasi merupakan suatu proses yang dilakukan untuk mengetahui
tingkatan taksa pada satu spesies tertentu hingga dapat menetapkan status
identitasnya (Kurtzman dan Sugiyama, 2015). Proses identifikasi sangat
berperan dalam beberapa bidang, seperti pada bidang biologi dapat membantu
penemuan identitas keanekaragaman segala jenis mikroorganisme, flora,
hingga fauna yang terdapat di alam. Pada bidang kesehatan, identifikasi
khamir dapat membantu proses diagnosis medis pada orang yang terdampak,
dan pada bidang perindustrian khususnya industri makanan dan minuman
dapat memberi pengetahuan kontaminan dari jenis khamir pada produk

(Maulana, 2011).
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Identifikasi yang dilakukan pada khamir dapat dilakukan menggunakan

dua metode identifikasi yakni metode identifikasi secara konvensional
menggunakan teknik mikrobiologi dan metode identifikasi yang dilakukan
dengan bantuan teknologi molekular (Maulana, 2011). Pada umumnya
spesies yang tergolong kedalam kingdom fungi (salah satunya adalah
khamir), ditemukan dan identifikasi dengan menggunakan identifikasi
konvensional berdasarkan karakter morfologi. Terdapat dua karakter
morfologi yang dapat digunakan untuk penentuan identifikasi yakni
pengamatan secara makroskopis dan mikroskopis. Kenampakan makroskopis
yang biasanya diamati pada spesies fungi adalah warna, bentuk permukan,
tekstur, tepi, dan elevasi yang terdapat pada koloni. Sedangkan, kenampakan
mikrokopis dapat diamati dari bentuk sel, ukuran yang dapat meliputi panjang
dan lebar dari sel, susunan sel hingga tipe pertunasan (Shofiana et al., 2015).
Sumerta dan Kanti (2017) menyatakan identifikasi menggunakan
karakter morfologi yang dimiliki oleh tiap jenis fungi tidak cukup kuat untuk
dapat digunakan sebagai dasar penentuan identitas karena identifikasi dengan
cara ini tidak dapat mengelompokkan setiap jenis fungi hingga pada taksa
spesies. Selain itu, identifikasi secara konvensional juga dapat dilakukan
dengan menggunakan uji fisiologi dan biokimia. Parameter uji yang dapat
digunakan dalam uji fisiologi dan biokimia dapat berupa pengujian
kemampuan fermentasi dari khamir untuk menghasilkan bebagai jenis gula,
pengujian kemampuan mengasimilasi berbagai jenis unsur kimia seperti
unsur C (Carbon) dan N (Nitrogen), dan ketahanan khamir terhadap

lingkungan tertentu. Namun, identifikasi yang dilakukan secara konvensional
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ini, baik menggunakan karakter morfologi maupun menggunakan uji fisiologi
dan biokimia memiliki beberapa kelemahan seperti lamanya waktu yang
dibutuhkan untuk proses identifikasi dan hanya dapat dilakukan oleh tenaga
ahli guna mengurangi kesalahan pada saat identifikasi (Maulana, 2011).

Seiring dengan perkembangan waktu dan tuntutan kebutuhan
identifikasi fungi yang semakin meningkat, maka dikembangkan metode
identifikasi dengan melibatkan teknologi molekular untuk memperkecil
kesalahan dan menutup kelemahan dari metode identifikasi konvensional.
Teknologi molekular merupakan ilmu terapan yang berasal dari beberapa
disiplin ilmu lain dengan cangkupan sains dan teknologi, seperti bidang
biologi molekular, biokimia, dan biofisika. Salah satu bentuk keterkaitan
teknologi molekular dengan biologi molekular adalah terciptanya kajian-
kajian ilmiah yang berhubungan dengan asam amino, protein, dan sistem
regulasinya. Hal ini berbanding lurus dengan orientasi biologi molekular
sebagai disiplin ilmu yang mempelajari tentang molekul penyusun tubuh
beserta dengan sifat fungsional dan strukturalnya (Yuwono, 2009). Hasil dari
kajian antara teknologi molekular dan biologi molekular inilah yang nantinya
dapat digunakan sebagai metode baru dalam dunia taksonomi melalui
identifikasi.

Berbeda dari identifikasi secara konvensional yang menggunakan
karakter morofologi, sifat fisiologi dan biokimia dalam penentuan identitas
suatu mikroorganisme, identifikasi dengan menggunakan teknologi
molekular menggunakan gen target yang terdapat dalam mikroorganisme

tersebut sebagai penentu identitasnya (Sha et al., 2016). Kurtzman dan
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Sugiyama (2015) menyatakan gen yang paling umum digunakan sebagai gen
target untuk identifikasi khamir adalah gen ribosomal DNA (rDNA).
Dipilihnya gen rDNA dikarenakan gen yang berasal dari lokasi ini adalah gen
turunan dari nenek moyang yang tidak akan pernah hilang dengan kecepatan
mutasi yang rendah (gen konservasi). Selain itu, penggunaan gen ini sangat
mudah untuk dilihat polimorfismenya karena dapat menggunakan primer
yang sifatnya universal (Maulana, 2011).

Gen penyandi rDNA (ribosomal DNA) yang terdapat pada genom
eukariotik umumnya terbagi menjadi dua daerah yakni daerah coding yang
terdiri dari gen Small Sub Unit (SSU=18S), 5.8S, 5S, dan Large Sub Unit
(LSU=28S) (S mengacu pada satuan Svedberg), dan daerah non-coding yang
terdiri dari Internal Trancribed Spacer (ITS) dengan dua bagian yaitu ITS1
dan ITS2 dan Intergenic Spacer (IGS) (Deak, 2008). Tiap unit dari gen

penyandi rDNA dapat dilihat pada gambar 2.8.
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NTS : Non-Transcribed Spacer ITS  :Internal Transcribed Spacer
ETS : External Transcribed Spacer LSU :Large Sub-Unit
SSU : Small Sub-Unit D : Domain

Gambar 2.8. Daerah non-coding ribosomal DNA (rDNA)
(Sumber: Deak, 2008)

Berdasarkan hasil penelitian Saksinchai et al. (2012), daerah yang
sering digunakan untuk identifikasi khamir adalah daerah Internal
Transcribed Spacer (ITS) dan daerah Domain 1 dan 2 yang terletak pada gen

Large Sub-Unit (LSU). Daerah Domain 1 dan 2 yang terletak pada gen Large
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Sub-Unit (LSU) ini dapat digunakan sebagai penentu identitas karena
memiliki variasi sequens nukleotida yang tinggi jika dibandingkan dengan
daerah gen coding yang lain. Namun, daerah D1/D2 LSU tidak dapat menjadi
gen target ketika akan digunakan untuk menganalisis jenis khamir yang
memiliki kekerabatan dekat (Rini, 2017).

Penggunaan salah satu daerah non-coding yakni daerah Internal
Transcribed Spacer (ITS) menjadi pilihan gen target yang paling sesuai untuk
identifikasi pada khamir. Sequens yang berada pada daerah ini umumnya
tidak dapat mengkode protein fungsional, namun daerah ini memiliki variasi
sequens nukleotida yang tinggi pada spesies yang sama, bahkan jika
dibandingkan dengan daerah coding seperti gen SSU dan LSU (Saksinchai et
al., 2012). Rini (2017), memaparkan daerah ITS rDNA dapat digunakan
untuk menganalisis dan mengindentifikasi seluruh spesies khamir meskipun
memiliki kekerabatan yang sangat dekat.

Hal ini dapat dibuktikan ketika persentase DNA relatedness yang
dimiliki isolat khamir sebesar 80-100%, homologi sequens pada daerah ITS
isolat khamir tersebut dapat mencapai 99-100%. Tingginya penggunaan gen
target ITS pada proses identifikasi khamir menjadikan sequens nukelotida
daerah ini dapat diakses dengan mudah melalui database gene international
seperti pada NCBI (National Center For Biotechnology Information), DDBJ
(Data Bank of Japan), dan YPG (Yeast Genome Project) (Maulana, 2011).
Selain itu, alasan digunakannya daerah ITS ini adalah ukurannya yang hanya
berjumlah 300-900 pasang basa dan memiliki banyak copy replaced sehingga

dapat dengan mudah dianalisis sequens-nya. Lokasi dari ITS dapat dilihat
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pada gambar 2.8, dimana lokasi ITS1 berada diantara gen 18S dan 5.8S.

Sedangkan lokasi ITS2 berada diantara gen 5.8S dan 28S (Dewi, 2012).

ITSS

Ns1 - 0OM1
= —>
Huglear Small rDNA ITS 5.0 ITS HNuclear Large rDNA
IDHA
- &~
oMz
N3z ITS4

Gambar 2.9. Unit Internal Transcribed Spacer (ITS)
(Sumber: Dewi, 2012)

Salah satu langkah untuk mendapatkan sequens dari gen target adalah
dengan menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) yang
dilanjutkan dengan analisis DNA lanjutan seperti proses sequencing. Analisis
ini dilakukan untuk mencari homologi nukelotida yang nantinya akan
dibandingkan dengan database nukleotida internasional. Hasil dari
perbandingan ini yang nantinya akan digunakan sebagai parameter penentu
identitas dari sequens khamir yang diteliti (Rini, 2017). Terdapat beberapa
tahapan dalam melakukan identifikasi spesies dengan metode PCR yakni
antara lain sebagai berikut.

2.4.1. Ekstraksi DNA
Tahapan awal yang digunakan dalam metode PCR adalah tahap
pemisahan DNA dengan komponen sel yang lain, dimana dinding sel
yang dimiliki oleh khamir akan dihancurkan dengan berbagai macam
teknik, sehingga nantinya hasil dari proses ini berupa DNA murni tanpa

adanya kontaminan dari partikel asing seperti protein (Maulana, 2011).

Secara umum isolasi DNA terdiri dari beberapa proses seperti

pemisahan partikel DNA, presipitasi, dan purifikasi. Pada proses
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pemisahan partikel DNA, DNA dapat diperoleh dengan berbagai
macam metode, baik menggunakan metode mekanik dengan
penggunaan grinding atau boiling, maupun menggunakan metode
kimiawi dengan penambahan KIT (Zein dan Prawiradilaga, 2013).
Selain itu, dalam tahapan isolasi DNA atau ekstraksi DNA terdapat
beberapa teknik utama yang umum digunakan, seperti:

a. Ekstraksi Organik
Pada proses ekstraksi secara organik, DNA yang murni dapat
dihasilkan dengan menambahkan larutan organik seperti fenol dan
Kloroform. Prinsip kerja dari proses ekstraksi ini adalah pelarut
organik yang memiliki sifat mengikat protein akan menarik dan
mengendapkan protein yang masih bergabung dengan DNA
melalui proses sentrifugasi, hingga nantinya fase air hasil akhir dari
proses sentrifugasi akan mengandung DNA murni tanpa adanya
protein. Hal ini dapat terjadi mengingat sifat DNA yang mampu
larut dalam air yang mengandung sedikit senyawa organik (Zein
dan Prawiradilaga, 2013).
b. Ekstraksi chelex
Ekstraksi chelex merupakan salah satu teknik ekstraksi DNA
yang lebih sederhana dan cepat dalam waktu pengerjaannya
dibandingkan dengan ekstraksi organik. Prinsip kerja dari proses
ekstraksi jenis ini adalah penggunaan ikatan ion untuk
menghasilkan DNA yang murni. Reagen chelex yang ditambahkan

dalam proses ekstraksi terdiri dari styrene divinylbenzene
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copolymers yang mengandung sepasang ion iminodiasetat.
Sepasang ion iminodiasetat tersebut nantinya akan berikatan
dengan ion magnesium dan membentuk kofaktor pada DNA
polimerase. Akibatnya DNA akan menghancurkan enzim-enzim
yang melindunginya sehingga DNA akan mengalami lisis (Zein
dan Prawiradilaga, 2013).

c. Ekstraksi FTA

Metode ekstraksi DNA yang menggunakan kertas FTA
pertama kali dikenalkan oleh Lee Burgoyne pada tahun 1980.
Pemisahan DNA yang mengaitkan dengan penggunaan kertas FTA
dapat menjadi metode ekstraksi alternatif untuk menyerap selulosa
pada tumbuhan. Keunggulan penggunaan kertas FTA adalah DNA
yang diekstraksi tidak mudah mengalami kontaminasi dari
mikroorganisme. Namun, hasil ekstrasi dengan menggunakan
metode ini  memiliki konsentrasi yang lebih rendah jika
dibandingkan dengan metode ekstraksi lainnya (Zein dan
Prawiradilaga, 2013).

Seiring berkembangnya teknologi terutama di bidang biologi
molekular, metode yang digunakan untuk ekstraksi DNA juga
mengalami  perkembangan sebagai salah satu upaya untuk
meningkatkan efisiensi bagi para peneliti. Berbagai macam produk kit
telah tersebar dan tersedia di pasaran, baik Kit untuk ekstraksi maupun
pemurnian DNA. Beberapa perusahaan yang bergerak dibidang industri

farmasi dan chemistry ikut andil dalam mempelopori pembuatan Kit
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yang dapat digunakan secara spesifik pada organisme tertentu atau kit
yang bersifat universal. Kit ekstraksi dan permurnian DNA ini banyak
dipilih dan digunakan oleh para peneliti karena prosesnya yang cukup
sederhana dengan waktu pengerjaan yang cepat, dan langsung dapat
digunakan sesuai dengan petunjuk yang telah disediakan di dalam Kit.
Umumnya kit yang dapat ditemukan secara komersial yaitu DNAzol
Reagent (Invitrogen), QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen), Iso Hair Kit
(Nippon GeneCo. Ltd), GenElute Mammalian Genomic DNA Kit
(Sigma-Aldrich), Blood DNA Isolation Kit (Amershan Pharmacia
Biotech), dan Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) (Ip
et al., 2015).

2.4.2. Pengukuran Kualitas dan Kuantitas Pada DNA

Proses penilaian kualitas dan kuantitas pada DNA dapat
dilakukan menggunakan alat spektrofotometer. Prinsip kerja dari alat
spektrofotometer adalah dengan menghitung perbandingan hasil
absorbsi sinar ultra violet (UV) untuk mengetahui konsentrasi DNA
pada sampel, yang nantinya akan diteruskan pada gelombang tertentu.
Nilai absorbansi maksimal pada sampel yang mengandung DNA dan
RNA terdapat pada panjang gelombang 260 nm, Sedangkan nilai
absorbansi maksimal pada sampel yang mengandung protein terdapat
pada panjang gelombang 280 nm (Fatchiyah et al., 2011).

Penentuan kuantitas dari DNA pada sampel dapat diukur
berdasarkan konsentrasi yang muncul pada panjang gelombang yang

telah ditentukan tersebut. Sedangkan penentuan kualitas DNA pada
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sampel dapat diukur dengan membandingkan nilai absorbansi yang
muncul pada panjang gelombang 260 nm dan panjang gelombang 280
nm, yang berarti membandingkan nilai absorbansi yang dimiliki oleh
DNA dan protein. DNA dikatakan murni dan memiliki kualitas yang
baik ketika nilai perbandingan absorbansi 260/280 menunjukkan angka
1,8-2,0 (Sambrook dan Russell, 2001).

2.4.3. Amplifikasi DNA Menggunakan Teknik Polymerase Chain
Reaction (PCR)

Pada tahun 1985, teknik PCR pertama kali diperkenalkan dan
dikembangkan oleh Karry Mullis. PCR merupakan teknik yang
digunakan untuk memperbanyak (amplifikasi) DNA secara in vitro
menggunakan mesin thermocycler. Melalui pembatasan daerah dengan
menggunakan primer yang bersifat komplementer, untaian DNA
tunggal dapat disalin mirip dengan pasangan dari cetakannya (Rini,
2017). Berkat penemuannya tersebut, pada tahun 1993 PCR karya
Mullis mendapatkan hadiah nobel dalam nominasi di bidang kimia
(Zein dan Prawiradilaga, 2013).

Secara garis besar, prinsip dasar dari teknik PCR adalah
memperbanyak suatu fragmen pada DNA yang bersifat spesifik
menggunakan bantuan sepasang oligonukleotida primer dan enzim
DNA polimerase dengan urutan basa nukleotida yang telah diketahui.
Umumnya proses PCR melibatkan banyak siklus, dimana tiap siklusnya
akan melewati tiga tahapan untuk dapat menghasilkan sebuah produk

berupa band (pita) DNA vyaitu tahap denaturasi (pemisahan rantai
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DNA), annealing (penempelan primer pada DNA target), dan elongasi
(pemanjangan primer dan reaksi polimerisasi yang dikatalis oleh DNA
polimerase) (Zein dan Prawiradilaga, 2013).
a. Denaturasi

Pada tahap ini dilakukan pemisahan rantai ganda DNA
menjadi untai tunggal dengan merusak ikatan hidrogen diantara basa
nitrogen yang komplemen. Umumnya suhu optimum pada tahap
denaturasi berkisar antara 95°C hingga 97,5°C yang berlangsung
selama 30-60 detik. Penentuan suhu hingga lamanya proses
denaturasi dapat dipengaruhi oleh sequence pada gen target.
Semakin kaya sequens gen target oleh basa nitrogen Guanin-Cytosin
(G-C) maka suhu yang diperlukan akan semakin tinggi (Yusuf,
2010).

Suhu dan lamanya proses denaturasi yang telah ditetapkan
tersebut bertujuan untuk memastikan molekul DNA yang memiliki
struktur double strain akan memisah dan menjadi DNA single strain
(untai tunggal) tanpa mengurangi aktifitas dari enzim Taq
polymerase. Namun, tahap denaturasi yang menggunakan suhu lebih
rendah dan waktu yang lebih cepat akan mengalami renaturasi atau
proses kembalinya DNA menjadi double strain. Adapun waktu
denaturasi suhu tinggi dan waktu yang lama dapat mengurangi
aktifitas enzim Taq polymerase yang memiliki waktu paruh (half-
time) 2 jam pada suhu 92,5°C atau 40 menit pada suhu 95°C (Roux,

2009).
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b. Annealling
Pada tahap ini akan terjadi proses penempelan primer di daerah
tertentu dari gen target. Ikatan hidrogen yang telah dirusak di tahap
denaturasi akan dibentuk kembali di tahap annealing ini, yakni
dibentuk diantara primer dan pasangan basa yang telah komplemen
pada DNA template. Proses penempelan primer pada tahap
annealing ini dapat dipengaruhi oleh dua faktor utama yaitu tingkat
pemisahan primer dari kompleks primer sebelum awal polimerisasi
atau pada saat pengenceran primer dan kemampuan DNA
polimerase dalam proses pemanjangan primer hingga nantinya dapat
membentuk DNA template yang stabil (Ludyasari, 2014).
Waktu pada proses annealing yang umum digunakan adalah
30 — 45 detik dengan suhu 36°C hingga 72°C. Penentuan suhu
annealing paling optimum dapat ditentukan berdasarkan panjang
dan komposisi basa nitrogen pada primer. Namun, disarankan suhu
pada tahapan ini 5°C lebih rendah dibawah Melting Temperature
(Tm) yang dapat dihitung dengan rumus:
Tm =4(G+C) +2(A+T)°C
Pemilihan primer yang terlalu pendek pada proses amplifikasi akan
berdampak pada produk PCR yang tidak akan terbentuk dikarenakan
primer akan sulit menempel pada DNA template. Sedangkan
pemilihan primer yang terlalu panjang akan berdampak pada produk

PCR yang tidak spesifik (Robertson dan Walsh-weller, 1998).
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c. Ekstensi

Tahap akhir dari proses PCR adalah tahap ekstensi, dimana
pada tahapan ini terjadi proses pemanjangan rantai DNA salinan.
Saat setelah primer menempel pada DNA template di tahap
annealing, DNA polimerase yang dibantu oleh dNTPs akan
mensintesis salinan DNA dengan cara mengikat deoksinukleotida
pada ujung 3°-OH dari primer serta mengisi basa nitrogen yang
berada di DNA template sehingga pemanjangan utas DNA yang baru
akan terjadi dengan lajur pemanjangan menjadi 5°-P ke 3’-OH.
Terjadinya proses pemanjangan atau ekstensi DNA inilah yang
menyebabkan kembalinya struktur DNA yang awalnya single strain
menjadi double strain (Yusuf, 2010).

Pada umumnya suhu yang digunakan pada tahap ekstensi ini
cukup tinggi, yaitu sekitar 72°C. Hal ini dikarenakan suhu tersebut
diyakini merupakan suhu paling optimum untuk melakukan proses
pemanjangan untai DNA salinan. Beberapa penelitian
mengungkapkan waktu yang dibutuhkan untuk satu siklus pada
proses pemanjangan DNA dan penyusunan nukleotida sebanyak 35-
100 basa adalah sekitar satu detik. Namun, lamanya waktu yang
diperlukan pada tahap ini dapat dipicu oleh kondisi pH, larutan
buffer yang digunakan, kandungan garam, serta DNA target yang
digunakan (Zein dan Prawiradilaga, 2013). Pada tahap akhir proses

ekstensi, waktu akan diperpanjang sekitar 5-10 menit untuk



50
memastikan seluruh produk PCR yang berupa DNA telah memiliki

struktur double helix (White, 2005).
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Gambar 2.10. Komponen dan tahapan dalam proses PCR
(Sumber: Yusuf, 2010)

Pada proses PCR, komponen pendukung seperti penambahan
beberapa bahan sangat dibutuhan untuk menunjang keberhasilan proses
amplifikasi DNA, seperti penambahan DNA template, penggunaan
sepasang olinukeotida primer, enzim Tag DNA Polymerase, dNTPs
(deoxynucleotide triphosphate), larutan buffer PCR dan MgCl. (White,
2005).

a. DNA Template
DNA template merupakan salah satu bahan baku di dalam
proses PCR yang digunakan sebagai cetakan untuk membentuk
salinan DNA yang baru. DNA template ini dapat berupa DNA
plasmid, DNA kromosom atau fragmen DNA apapun selama DNA
template tersebut mengandung sequence target. Proses penyiapan
DNA template yang digunakan sebagai bahan baku dalam PCR

dapat dilakukan dengan cara melakukan isolasi DNA menggunakan
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metode standar, tergantung dari tujuan dilakukannya penelitian.
Nantinya DNA hasil isolasi tersebut akan diamplifikasi
menggunakan thermocycler untuk dapat membuat DNA menjadi
untai tunggal (single strain) (Handoyo dan Rudiretna, 2001).

Konsentrasi dan kemurnian pada DNA template sangat
mempengaruhi hasil amplifikasi pada proses PCR. Jika konsentrasi
dan kemurnian DNA template rendah, maka oligonuleotida primer
tidak akan dapat menemukan DNA target sehingga produk akhir
tidak akan terbentuk. Sebaliknya, jika konsentrasi dan kemurnian
DNA template semakin tinggi, kemungkinan terjadinya mispriming
atau penempelan primer diluar DNA target juga akan semakin besar
(Zein dan Prawiradilaga, 2013).

. Primer

Primer adalah oligonukleotida pendek yang tersusun atas 18-
30 basa nukleotida, yang memiliki urutan komplemen dengan urutan
nukleotida pada DNA template. Fungsi utama dari primer pada
proses amplifikasi adalah sebagai pembatas fragmen DNA target
yang akan diamplifikasi. Selain itu, primer juga berfungsi sebagai
penyedia gugus hidroksil (-OH) pada ujung 3’ yang nantinya akan
digunakan saat proses pemanjangan DNA pada tahapan ekstensi.
Umumnya, primer terdiri atas dua macam yaitu primer reverse yang
bertugas membatasi daerah awal dari sequence target atau

membatasi pada ujung 3’ dan forward yang bertugas membatasi
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daerah akhir dari sequence target atau membatasi pada ujung 5’
(Handoyo dan Rudiretna, 2001).

Proses perancangan (design) primer merupakan hal yang
sangat penting dilakukan sebelum proses amplifikasi berlangsung,
karena pemilihan susunan primer yang tepat dapat menjadi salah
satu kunci keberhasilan proses amplifikasi DNA. Perancangan
primer dapat dilakukan berdasarkan urutan sequence DNA atau
protein yang telah diketahui sebelumnya atau dapat diambil dari
database GenBank NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Namun, apabila urutan sequence DNA atau protein
target belum diketahui, maka proses perancangan primer dapat
dilakukan dengan analisis homologi dari sequence DNA atau protein
yang telah diketahui memiliki kekerabatan terdekat (Handoyo dan
Rudiretna, 2001).

Pada proses perancangan tersebut, primer harus memiliki
beberapa parameter tertentu untuk dapat dipilih dan digunakan pada
proses amplifikasi DNA, seperti panjang primer tidak boleh kurang
atau lebih dari ketentuan yang telah ditetapkan karena pemilihan
sequence primer yang tidak sesuai akan menghasilkan produk PCR
non spesifik, perhitungan suhu leleh (Melting temperature) primer
yang tepat untuk menentukan Kinerja yang konsinten pada saat
proses amplifikasi, serta kandungan GC content pada sequence

primer yang berada diantara 40%-60%. Parameter parameter
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tersebut perlu diperhatikan agar tidak terjadi kesalahan dalam
penempelan primer (mispriming) (Roux, 2009).

Konsentrasi optimal dari primer yang dibutuhkan dalam
proses PCR biasanya sekitar 0.5-1 pm. Pemberian primer dalam
jumlah yang terlalu tinggi akan mengakibatkan mispriming atau
penempelan primer diluar DNA target sehingga produk PCR yang
terbentuk tidak sesuai dengan yang diharapakan. Sebaliknya, jika
primer yang diberikan terlalu sedikit, maka produk PCR yang
dihasilkan juga akan sedikit karena proses PCR yang berjalan tidak
efisien. Penetuan konsentrasi yang tepat dapat dilakukan melalui
proses optimasi dengan menggunakan primer pada konsentrasi
rendah hingga konsentrasi paling tinggi (Zein dan Prawiradilaga,
2013).

. Enzim Tag DNA Polymerase

Fungsi utama penggunaan enzim Taq DNA polymerase pada
proses amplifikasi DNA menggunakan metode PCR adalah sebagai
katalis pada tahap ekstensi (pemanjangan untai DNA). Enzim ini
berhasil diisolasi dari bakteri Thermus aquaticus yang bersifat
thermostabil pada suhu yang tinggi. Aktivitas polimerisasi DNA
yang dilakukan oleh enzim ini adalah dari ujung 5’ ke ujung 3’
dengan waktu paruh sekitar 40 menit pada suhu 95°C. Umumnya
kosentrasi yang dibutuhkan untuk menambahkan enzim ini berkisar
antara 1,0-1,5 unit untuk setiap cocktail PCR dengan volume total

sebesar 50 ul. Pemberian konsentrasi enzim yang terlalu tinggi akan
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menyebabkan produk PCR vyang dihasilkan tidak spesifik.
Sedangkan pemberian konsentrasi enzim yang terlalu rendah akan
menyebabkan produk PCR yang terbentuk sedikit (Zein dan
Prawiradilaga, 2013).

. dNTPs (Deoxynucleotide Triphosphate)

Pada saat proses amplifikasi DNA berlangsung, dNTPs
(Deoxynucleotide Triphosphate) berfungsi sebagai building block
yang diperlukan pada tahap ekstensi. Prinsip kerja dNTPs adalah
mensistensis nukleotida dengan menempel pada ujung 3’ gugus
hidroksil (-OH) dari primer sehingga untai baru DNA yang bersifat
komplemen dengan untai DNA template akan terbentuk. Umumnya,
dNTPs terdiri atas dATP (deoksiadenosin trifosfat), dTTP
(deoksitimidin trifosfat) , dCTP (deoksisitidin trifosfat) dan dGTP
(deoksiguanosin trifosfat) (Handoyo dan Rudiretna, 2001).
Konsentrasi dari masing-masing dNTPs yang dibutuhkan dalam
proses PCR biasanya sekitar 20-200 pm. Konsentrasi tersebut
merupakan konsentrasi yang optimal dan seimbang untuk dapat
meningkatkan spesifitas dan ketepatan pada proses amplifikasi
sehingga dapat meminimalisir mispriming pada daerah diluar
sequence target dan kemungkinkan dapat menurunkan tingkat
ektensi pada nukelotida yang salah (Zein dan Prawiradilaga, 2013).
. Larutan buffer PCR
Kebaradaan larutan buffer pada saat proses PCR menjadi hal

yang sangat penting karena larutan buffer tersebut digunakan untuk
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mempertahankan kondisi enzim Taq polymerase sehingga enzim
dapat bekerja secara optimal. Selain itu, larutan buffer juga
digunakan untuk menjamin pH agar tetap dalam kondisi medium.
Umumnya larutan ini memiliki komposisi yang tersusun dari 50 mM
KCI, 10 mM Tris-Cl dengan pH 8.3 dan beberapa kit mencampurkan
sedikit MgCl, didalamnya (Zein dan Prawiradilaga, 2013).

. MgCl

Magnesium klorida atau MgCl, merupakan suatu senyawa
yang digunakan sebagai penyedia ion Mg?* pada saat proses
amplifikasi berlangsung. Keberadaan ion Mg?* sangat dibutuhkan
pada proses PCR karena dapat mempengaruhi spesifitas produk hasil
PCR. lon Mg?* bekerja sebagai kofaktor untuk menstimulus Kkinerja
dari enzim Tag DNA Polymerase, dimana ion ini akan meningkatkan
interaksi antara DNA template dan primer yang membentuk
komplek terlarut dengan dNTPs sehingga nantinya akan membentuk
substrat yang dapat dikenali oleh enzim Tag DNA Polymerase (Zein
dan Prawiradilaga, 2013).

Konsetrasi penambahan ion Mg?* bervariasi, mulai dari 0,5
hingga 10 mM. Namun, konsentrasi ion Mg?* yang ditambahkan
pada cocktail PCR harus melebihi konsentrasi dari ANTPs. Biasanya,
untuk menentukan konsentrasi yang tepat dibutuhkan proses
optimasi menggunakan konsentrasi rendah hingga konsentrasi
tinggi. Penambahan konsentrasi MgCl, yang terlalu tinggi dapat

mengakibatkan proses denaturasi pada siklus selanjutnya menjadi
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lebih sulit, sedangkan penambahan konsentrasi MgCl. yang terlalu
rendah akan menyebabkan aktivitas enzimatik dari Taq DNA
Polymerase tidak efektif (Joshi dan Deshpande, 2011).

2.4.4.Visualisasi Hasil Amplifikasi DNA dengan Elektroforesis

Elektroforesis merupakan suatu teknik analisis hasil PCR yang
berpedoman pada prinsip migrasi molekul bermuatan dalam aliran
medan listrik. Teknik ini memiliki dua komposisi utama yaitu media
yang terbuat dari gel untuk memisahkan molekul (DNA atau protein)
dan aliran listrik yang digunakan untuk membantu perpindahan
molekul tersebut. Melalui perhitungan laju perpindahan pada molekul
DNA, hasil amplifikasi PCR dapat dibaca dalam ukuran basepair (bp)
(Zein dan Prawiradilaga, 2013).

Secara umum, elektroforesis terbagi menjadi dua macam tipe, yaitu
elektroforesis vertikal dan elektroforesis horizontal (Zein dan
Prawiradilaga, 2013). Kedua macam tipe elektroforesis ini memiliki
perbedaan kegunaan dan bahan yang digunakan. Elektroforesis vertikal
biasanya menggunakan medium gel jenis polyacrilamide untuk
memisahkan protein, kemudian proses visualisasinya dibantu oleh zat
kimia berupa silver staining. Sedangkan, elektroforesis horizontal
biasanya menggunakan medium gel agarosa untuk memisahkan DNA
dengan bantuan visualisasi oleh zat kimia berupa ethidium bromide
(Sulandari dan Zein, 2003).

Prinsip kerja dari proses elektroforesis adalah perpindahan

molekul menggunakan bantuan aliran listrik. Molekul-molekul seperti
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protein dan DNA memiliki muatan negatif yang apabila dimasukkan
kedalam chamber (sumur) pada medium gel dan kemudian dialiri
listrik, maka molekul-molekul tersebut akan bermigrasi dari kutub
negatif ke kutub positif. Laju migrasi pada tiap molekul tidak sama
tergantung dari beberapa faktor yang mempengaruhinya seperti
(Muladno, 2010) :

a. Ukuran tiap molekul
Laju migrasi pada molekul berukuran kecil lebih cepat jika
dibandingkan dengan laju migrasi pada molekul berukuran besar
dikarenakan molekul dengan ukuran besar mengalami kesulitan
pada saat melewati pori-pori dari gel.
b. Berat molekul
Molekul yang memiliki berat lebih kecil akan lebih cepat laju
migrasinya dari molekul yang memiliki berat lebih besar. Hal
inilah yang mendasari terbentuknya band (pita) pada gel.
c. Konsentrasi gel
Penentuan dan optimasi konsentrasi gel sangat penting untuk
dapat menentukan laju migrasi, karena konsentrasi gel yang terlalu
tinggi akan menghambat laju migrasi molekul. Sehingga pada saat
proses penentuan konsentrasi harus memperhatikan ukuran dari
molekul yang akan melalui proses elektroforesis.
d. Tegangan arus listrik (volt)
Pada faktor ini, laju migrasi molekul akan berbanding lurus

dengan tegangan arus listrik yang diberikan. Semakin tinggi
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tegangan yang digunakan, maka laju migrasinya juga akan semakin
cepat. Namun, apabila tegangan arus listrik yang diberikan cukup
tinggi, mobilitas dari molekul akan meningkat secara drastis
sehingga mengakibatkan proses pemisahan yang kurang optimal.
Umumnya, tegangan arus listrik ideal untuk dapat menghasilkan
produk berupa band (pita) yang bagus adalah sekitar 5 volt/cm.

. Keberadaan ethidium bromide di dalam gel

Ethidium Bromide (EtBr) merupakan salah satu jenis
pewarna molekul yang berfungsi untuk mengikat sela-sela dari
pasangan basa pada DNA, sehingga keberadaan asam nukleat
dapat diketahui pada saat proses visualisasi hasil amplifikasi PCR
menggunakan transiluminator. Namun, keberadaan EtBr saat
running elektroforesis akan mengurangi tingkat mobilitas dari
molekul DNA sehingga laju migrasinya menjadi lambat.
. Komposisi larutan buffer elektroforesis

Penggunaan buffer TAE (Tris-Acetat EDTA) atau TBE
(Tris-Borate EDTA) pada proses elektroforesis dapat
meningkatkan laju migrasi. Hal itu dikarenakan kekuatan ion yang
berada di larutan buffer tersebut membantu kerja dari aliran listrik.
Apabila tidak ada penambahan larutan buffer pada proses
elektroforesis, aliran listrik akan sangat minimal untuk dapat
membuat molekul bermigrasi sehingga laju migrasinya menjadi
lambat. Sementara, penggunaan larutan buffer dengan kekuatan ion

yang tinggi akan membuat medium gel yang digunakan meleleh
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hingga dapat menyebabkan terjadinya proses denaturasi pada
molekul DNA.

Berdasarkan faktor-faktor yang dapat mempengaruhi laju
migrasi tiap molekul inilah yang mampu memisahkan fragmen tiap
molekul sehingga hasil akhir dari proses ini adalah terbentuknya
amplicon atau pita DNA dengan ukuran panjang yang berbeda.
(Yusuf, 2010). Setelah proses elektroforesis, visualisasi hasil dari
proses amplifikasi DNA dapat dilihat menggunakan bantuan sinar
ultraviolet dalam alat yang bernama Gel Documentation. Band (pita)
DNA yang berpendar pada medium gel menunjukkan hasil positif

(Handoyo dan Rudiretna, 2001).
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3.1. Rancangan Penelitian

3.2.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan pendekatan

kualitatif, dimana pada penelitian ini dilakukan uji coba terhadap beberapa

metode ekstraksi dan protokol amplifikasi DNA menggunakan Polymerase

Chain Reaction (PCR) untuk menemukan kondisi yang sesuai dan optimal

pada sampel khamir yang diisolasi dari sarang lebah madu Tetragonula sp.

sebagai langkah awal untuk proses identifikasi spesies.

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Genetika dan Biologi

Molekular unit dari Laboratorium Terintegrasi yang berlokasi di Universitas

Islam Negeri Sunan Ampel Surabaya, pada bulan januari 2019 hingga April

2020. Rincian seluruh pelaksaanaan kegiatan selama penelitian dapat dilihat

pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1. Jadwal Pelaksanaan Kegiatan Penelitian Skripsi

No

Kegiatan

Tahun 2019-2020

Januari Februari Maret April

1 2 3 451 2 3 41 2 3 412 3 45

© oo ~N O O b w N
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o

Koleksi sampel
Pembutan media
inokulasi

Proses inokulasi
Proses inkubasi
Ekstraksi DNA

Pengukuran
kadar DNA

Amplifikasi DNA
Elektroforesis

Visualisasi hasil
elektroforesis
Analisis data

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2020
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3.3. Alat dan Bahan
3.3.1. Alat

Beberapa macam alat yang digunakan dalam penelitian ini antara
lain yakni glass ware seperti beaker glass, petri disk, gelas ukur,
erlemeyer, tabung reaksi, batang pengaduk, spatula, pipet tetes, jarum
ose, bunsen, corong dan sejenisnya, serta inkubator, elektric stove,
laminar flow cabinet, laboratory freezer, vortex mixer, autoklaf, hot
plate magnetic stirer, mikropipet (ukuran P10, P20, P100, P1000),
waterbath, sentrifuge, spindown, spektrophotometer DNA quantitave
analysis  (BioDrop®), thermocycler, UV  Transilluminator,

electrophoresis horizontal, power supply, dan refrigenerator.
Sedangkan alat habis pakai yang digunakan berupa kapas steril,
mikrotube, tip mikropipet 100-1000 pl, tip mikropipet 0.5-10 pl, tip
mikropipet 20-200 pl, sarung tangan, masker, alumunium foil,

wrapping plastic, plastik tahan panas, karet, pemantik api, dan tisu.

3.3.2. Bahan
Beberapa macam bahan yang digunakan dalam penelitian ini
antara lain sebagai berikut.
a. Khamir
Isolat khamir yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari
sarang lebah madu klanceng (Tetragonula sp.) dengan lokasi
pengambilan sampel di Dusun Andung Utara Desa Ngembal

Kecamatan Tutur Kabupaten Pasuruan, Jawa Timur.
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b. Medium pertumbuhan dan pemeliharaan

Pada proses isolasi dan purifikasi isolat khamir dari sampel
sarang lebah madu klanceng (Tetragonula sp.), menggunakan dua
jenis medium yakni medium Potato Dextrose Agar (PDA) sebagai
media pertumbuhan fungi, dan medium selektif Yeast extract-Malt
extract Agar (YMA) yang digunakan dalam pemeliharaan khamir.

c. Bahan-bahan lainnya

Pada umumnya, bahan-bahan lainnya digunakan sebagali
bahan tambahan atau pendukung dari bahan utama, seperti aquades,
aquabides (ddH20), Nuclease Free Water (NFW), reagen Wizard®
Genomic DNA Purification KIT [Promega™] yang terdiri dari
larutan Nuclei Lysis Solution (NLS), Cell Lysis Solution (CLS),
Protein Precipitation Solution (PPS), DNA Rehydration Solution,
dan RNAse.

Selain itu, digunakan larutan Proteinase-K, isoprophyl
alcohol, etanol 70%, etanol 96%, Go Tag® Green Master Mix,
Loading dye, DNA ladder 100 bp dan 1 kb, gel agarose, buffer TE,
buffer TAE, buffer TBE, EDTA (Ethylene Diamine Tetra-Acetic),
Et-Br (Etidium Bromide), pewarna fluoresence Diamond™ Nucleic
Acid Dye, primer ITS 5 sebagai primer forward (5’-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’), ITS 4 sebagai primer
reverse (5’-TCCTCCGCCTTATTGATATGC-3), serta bahan yang
digunakan dalam setiap proses untuk menjaga keaseptisan seperti

alkohol 70% dan spirtus teknis.
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3.4. Variabel Penelitian
Variabel yang terdapat pada penelitian ini meliputi :
1. Variabel bebas: Penggunaan 4 metode pada proses ekstraksi DNA dan 4
protokol proses amplifikasi DNA.
2. Variabel terikat: Kadar kemurnian DNA (A260/A280), konsentrasi DNA
total (ng/ml), dan terbentuknya band (pita DNA) (bp).
3. Variabel kontrol: Jenis sarang lebah madu yang digunakan yaitu sarang
lebah madu Tetragonula sp., lokasi pengambilan sampel yang berasal dari
Dusun Andung Utara Desa Ngembal Kecamatan Tutur Kabupaten

Pasuruan, Jawa Timur, dan isolat khamir yaitu isolat 11, 12, 13 dan 14.

3.5. Prosedur Penelitian
3.5.1 Koleksi Sampel
Kegiatan pengkoleksian sampel berupa isolat khamir yang
berasal dari sarang lebah madu Tetragonula sp., dilakukan di Dusun
Andung Utara Desa Ngembal Kecamatan Tutur Kabupaten Pasuruan,
Jawa Timur. Sampel yang diperoleh tersebut kemudian akan disimpan
di dalam Cooler Box sebelum akhirnya dilakukan proses isolasi dan
identifikasi isolat khamir di Laboratorium Terintegrasi UIN Sunan
Ampel Surabaya.
3.5.2 Pembuatan Media untuk Tahapan Inokulasi
a. Pembuatan Medium PDA
Medium PDA vyang digunakan dalam penelitian ini
berfungsi sebagai medium pertumbuhan yang bersifat universal

untuk menumbuhkan fungi yang salah satu jenisnya adalah
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khamir. Langkah pertama yang dilakukan untuk membuat
medium PDA adalah dengan cara membuat media stok yang berisi
39 gram bubuk PDA dan 1000 ml aquades. Kedua bahan tersebut
kemudian akan dipanaskan sambil diaduk hingga mendidih dan
homogen. Langkah akhir yakni proses sterilisasi dengan autoklaf
selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 2 atm.

Pembuatan Medium YMA

Medium YMA berfungsi sebagai medium selektif yang
digunakan untuk pemeliharaan jenis khamir saja. Hal pertama
yang dilakukan dalam pembuatan medium YMA adalah membuat
media stok dengan volume 1000 ml. Adapun pembuatan medium
stoknya adalah sebagai berikut, agar sebanyak 20 gr, bubuk
extract malt sebanyak 3 gr, bubuk yeast extract sebanyak 3 gr,
glukosa sebanyak 10 gr, dan pepton sebanyak 5 gr dicampurkan
dan dilarutkan dalam akuades hingga volume akhir mencapai
1000 ml.

Campuran bahan tersebut kemudian dipanaskan sambil
diaduk hingga mendidih dan homogen, disterilisasi dengan
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 2 atm.
Proses selanjutnya adalah memindahkan medium sebanyak 15
hingga 20 ml ke dalam setiap cawan petri steril, dan dibiarkan
pada suhu ruangan hingga medium mengeras dan siap untuk

digunakan.
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Proses Isolasi dan Inokulasi Khamir

Isolasi pada khamir dilakukan pada media YMA sebagai media
selektif yeast dengan menggunakan metode spread plate. Selanjutnya
diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruangan hingga didapatkan
koloni tunggal dan dapat mewakili satu macam koloni (representatif).
Setelah didapatkan biakan koloni, kemudian isolat khamir tersebut
diinokulasikan pada media pertumbuhan yakni media PDA dengan
metode streak platting, dan diikubasi kembali selama 48 jam pada
suhu kamar.

Pengamatan morfologi pada khamir dilakukan saat biakan
kultur telah mencapai umur 72 jam dalam medium PDA vyang
disimpan pada suhu ruang yaitu 20-25°C. Adapun parameter yang
dapat diamati secara makroskopis adalah warna, bentuk, tekstur, tepi,
dan elevasi yang terdapat pada koloni. Sedangkan parameter
pengamatan morfologi khamir secara mikroskopis dapat dilihat dari
bentuk, ukuran, dan susunan sel, serta tipe pertunasan.

Ekstraksi DNA

Pada penelitian ini digunakan empat metode ekstraksi yang
berbeda untuk dapat menemukan dan menentukan metode ektraksi
yang paling optimum sebagai langkah identifikasi khamir secara
molekular, meliputi:

a. Metode 1
Ekstraksi DNA pada khamir dengan menggunakan metode

1 dilakukan berdasarkan prosedur modifikasi dari Ldoke et al.
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(2011). Empat biakan kultur khamir (11, 12, 13, dan 14) yang
digunakan dalam metode ini adalah biakan dengan masa inkubasi
selama 48 jam hingga satu minggu. Langkah pertama yang
dilakukan yaitu mengambil biakan kultur khamir dari cawan petri
dengan jarum ose steril sebanyak 3 oles. Biakan kultur tersebut
kemudian disuspensikan kedalam tube berukuran 1.5 ml yang
telah berisi 100 pl Nuclease Free Water (NFW) dan 100 pl SDS
1%. setelah itu dihomogenkan dengan cara divorteks hingga
biakan kultur khamir larut dalam campuran NFW dan SDS.
Setelah kultur khamir larut secara sempurna di dalam NFW
dan SDS, dilakukan proses inkubasi dengan suhu 70°C selama 5
menit. Selesai proses inkubasi, suspensi khamir ditambahkan
dengan 300 pl etanol 96% dan divorteks selama 5 detik. Proses
selanjutnya adalah memisahkan DNA dengan molekul lain
berdasarkan berat molekulnya melalui sentrifugasi dengan
kecepatan 15.000xg selama 3 menit. Hasil dari proses sentrifugasi
yaitu terbentuk 2 lapisan, pellet DNA dan supernatant.
Supernatant yang terbentuk dibuang hingga menyisakan
pellet DNA yang nantinya akan dicuci menggunakan etanol 70%,
kemudian di sentrifuge kembali dengan kecepatan 15.000xg
selama 1 menit. Setelah proses sentrifugasi, etanol 70% dibuang
hingga menyisakan pellet DNA. Tube yang berisi pellet DNA

tersebut kemudian ditambahkan dengan 100 pl buffer TE dan
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kemudian dilakukan sentrifugasi dengan spindown hingga pellet
DNA homogen dengan buffer TE.

Metode 2

Ekstraksi DNA pada khamir dengan menggunakan metode
2 dilakukan berdasarkan protokol dari Wizard® Genomic DNA
Purification KIT [Promega™]. Empat biakan kultur khamir (11,
12, 13, dan 14) yang digunakan pada metode ini adalah biakan
dengan masa inkubasi selama 20 hingga 72 jam. Langkah pertama
yang dilakukan yaitu, mengambil biakan kultur khamir dari cawan
petri dengan jarum ose steril sebanyak 3 oles lalu dimasukkan
kedalam tube berukuran 1.5 ml yang berisi 100 pl Nuclease Free
Water (NFW), dan kemudian divorteks hingga homogen.
Suspensi khamir yang telah homogen tersebut di sentrifuge
dengan kecepatan 16.000xg selama 2 menit.

Setelah proses sentrifugase pertama selesai, supernatant
yang terbentuk dibuang hingga menyisakan pellet saja, kemudian
ditambahkan 50 mM larutan EDTA sebanyak 293 ul dan
dihomogenkan dengan cara diinversi selama 5 detik. Pada
penelitian ini penggunaan enzim lyticase digantikan dengan
proses inkubasi pada suhu 80°C selama 15 menit (*). Sampel yang
telah melalui inkubasi pertama tersebut kemudian diinkubasi
kembali pada suhu 37°C selama 60 menit. Setelah proses inkubasi
kedua selesai, sampel didinginkan pada suhu ruang selama 5 menit

dan disentrifugasi dengan kecepatan 16.000xg selama 2 menit.
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Supernatant yang terbentuk dibuang dan pellet (endapan) pada
tube ditambahkan dengan 300 pl larutan NLS (Nuclei Lysis
Solution). Untuk menghomogenkan pellet (endapan) dengan
cairan dilakukan proses inversi selama 30 detik. Langkah
selanjutnya adalah menambahkan larutan PPS (Protein
Presipitation Solution) sebanyak 100 pl kedalam tube sampel lalu
dihomogenkan dengan cara divorteks selama 20 detik. Kemudian
sampel didiamkan pada suhu dingin selama 5 menit dan
disentrifugasi dengan kecepatan 16.000xg selama 3 menit.

Pada tahapan ini, supernatant yang terbentuk mengandung
DNA sehingga supernatant dipindahkan ke tube baru yang
sebelumnya telah berisi 300 pl isopropanol, sedangkan pellet
(endapan) dibuang. Sampel dihomogenkan dengan cara diinversi
hingga terlihat benang-benang DNA lalu disentrifugasi kembali
dengan kecepatan 16.000xg selama 2 menit. Supernatan hasil dari
sentrifugasi kali ini dibuang sehingga hanya menyisakan pellet
(endapan) yang merupakan DNA. Kemudian pellet DNA dikering
anginkan dengan cara membalikkan tube diatas tisu selama + 10
menit.

Pellet DNA yang telah melewati tahap pengeringan akan
ditambahkan dengan larutan etanol 70% sebanyak 300 pl dan
kemudian di homogenkan dengan cara diinversi selama 5 detik.
Setelah itu, pellet DNA di sentrifugasi dengan kecepatan

16.000xg selama 2 menit. Supernatant yang terbentuk dibuang
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hingga menyisakan pellet DNA yang kemudian di kering-
anginkan selama + 10 menit. Proses mengering-anginkan pellet
DNA ini dapat dilakukan hanya dengan memberiakan tube
terbuka sehingga sisa etanol 70% akan menguap. Pellet DNA yang
telah kering tersebut ditambahkan dengan DNA Rehydration
Solution sebanyak 50 pl dan RNAse sebanyak 1,5 pl, lalu
dihomogenkan dengan cara disentil pelan-pelan dasar ujung dari
tube kemudian di spindown selama 5 detik, kemudian dilakukan
proses inkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit untuk
mengaktifkan reagen yang sebelumnya telah ditambahkan.

Isolat DNA yang terbentuk dari rangkaian proses ektraksi
pada metode ini akan di rehidrasi sebagai langkah akhir dengan
cara diinkubasi kembali pada suhu 65°C selama 60 menit dan
kemudian dapat disimpan pada 2-8°C.

Metode 3

Ekstraksi DNA pada khamir dengan menggunakan metode
ini dilakukan berdasarkan protokol modifikasi dari Wizard®
Genomic DNA  Purification KIT [Promega™] dengan
penambahan larutan Proteinase K. Pada dasarnya, prosedur
ekstraksi DNA yang digunakan pada metode ini sama dengan
metode 2 yang telah dijelaskan sebelumnya (prosedur dengan
metode Wizard® Genomic DNA Purification KIT [Promega™],

hanya saja pada tahapan inkubasi pada suhu 80°C selama 15 menit
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(*) digantikan dengan penambahan larutan Proteinase-K sebanyak
7.5 ul dan kemudian diinversi hingga homogen.
d. Metode 4

Ekstraksi DNA pada khamir dengan menggunakan metode
ini dilakukan berdasarkan Panduan Pengelolaan Koleksi
Mikroorganisme dari Indonesian Culture Collection (InaCC)
LIPI. Empat biakan kultur khamir (11, 12, 13, dan 14) yang
digunakan dalam isolasi ini adalah biakan dengan masa inkubasi
48 jam hingga satu minggu. Langkah pertama yang dilakukan
yaitu, diambil biakan kultur khamir dari cawan petri dengan jarum
ose steril yang nantinya diletakkan pada mikrotube 1.5 ml berisi
100 pl Nuclease Free Water (NFW), kemudian dihomogenkan
dengan cara divorteks hingga biakan kultur khamir larut dalam
NFW.

Setelah kultur khamir larut secara sempurna di dalam NFW,
dilakukan proses inkubasi dengan suhu 98°C selama 10 menit.
Kemudian selesai proses inkubasi, dilakukan proses sentrifugasi
dengan alat spin down selama 5 detik untuk membentuk dua
lapisan, yakni lapisan atas sebagai DNA Template dan lapisan
bawah sebagai pellet.

3.5.5 Pengukuran Kualitas dan Kuantitas DNA
Pengukuran kemurnian DNA dilakukan dengan bantuan
spektrophotometer DNA quantitave analysis (BioDrop®). Langkah

awal dari proses ini adalah dengan cara mengukur larutan blanko
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untuk proses kalibrasi pada alat yang ingin digunakan. Umumnya
larutan blanko yang digunakan menggunakan larutan yang terakhir
dimasukkan kedalam tube pada saat proses isolasi. Kemudian langkah
selanjutnya adalah mengambil sampel DNA hasil dari proses
ekstraksi sebanyak 2ul dan kemudian diteteskan pada kuvet.
Paremeter yang diamati adalah konsentrasi dan kemurnian DNA.
Amplifikasi DNA menggunakan proses PCR

Amplifikasi DNA dilakukan dengan menggunakan Go Taq®
Green Master Mix [Promega]. Resep pembuatan cocktail dalam reaksi

PCR dengan protokol ini dapat dilihat pada tabel 3.2.

Tabel 3.2. Resep pembuatan cocktail PCR

Bahan Volume (ul)

DNA template 5
Nuclease Free Water 55
Go Tag® Green Master Mix 125
(Taq polymerase, dNTP,MgClz, buffer PCR) i
Primer reverse (ITS 4) 1
Primer forward (ITS 5) 1

Total per sampel 25

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2020

Cocktail reaksi PCR yang telah berisi komposisi diatas,
diletakkan pada tabung eppendorf PCR berukuran 0,2 ml. Setelah
pembuatan cocktail PCR, dilakukan proses PCR menggunakan
thermocycler Thermal Scientific™. Pada penelitian ini digunakan
empat protokol dengan pengaturan suhu, lama durasi, dan jumlah
siklus yang berbeda dalam proses amplifikasi DNA khamir dari
sarang lebah madu Tetragonula sp. Adapun pengaturan suhu dan

waktu selama proses PCR dapat dilihat pada tabel 3.3.
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Tabel 3.3. Protokol Amplifikasi DNA: Pengaturan suhu, durasi, dan jumlah siklus

Protokol Proses Suhu (°C) Waktu Siklus
Pre-denaturasi 95 2
Maulana Denatu_rasi 95 15::
(2011) Annealing 58 30 40x%
Elongation 68 I
Post-elongation 68 10°40”°
Pre-denaturasi 94 2’
P ; Denaturasi 94 15>
Ed(lg(l)r(l)%s)an Annealing 56 30> 40x
Elongation 68 I
Post-elongation 68 10°40”°
Pre-denaturasi 94 I
Anggraini et Denatu.rasi 94 15
al. (2019) Annealing 55 15> 35x%
Elongation 72 10~
Post-elongation 72 5’
Pre-denaturasi 95 1’30
Denaturasi 95 30”
InaCC LIPI Annealing 55 30> 35x%
Elongation 72 I
Post-elongation 72 15°

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2020

Keterangan :
¢ menit
>? . detik

Proses Elektroforesis

a. Elektroforesis

Hasil amplifikasi DNA yang di dapat pada proses PCR akan

divisualisasikan  menggunakan electrophoresis  horizontal
thermoscientific. Running elektroforesis membutuhkan gel
agarosa dengan konsentrasi 2% yang memiliki komposisi 2 ¢
serbuk agarosa dan 100 mL aquades. Campuran dari 2g agarose
dan aquades sebanyak 100 mL tersebut akan dipanaskan dan
diaduk hingga mendidih dan homogen. Kemudian didinginkan
hingga gel agarose terasa hangat, ditambahkan staining gel
Diamond™ Nucleic Acid Dye sebanyak 3 pl. dan dituangkan

kedalam cetakan (tray) yang telah dipasangi sisir (comb).
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Setelah memadat, gel agarose tersebut akan diletakkan pada

alat elektroforesis yang nantinya akan ditambahkan dengan buffer
TBE hingga menutup permukaan dari gel agarose. Selanjutnya
hasil aplifikasi DNA sebanyak 5 pl ditambahkan dengan loading
dye sebanyak 1 pl, kemudian dihomogenkan produk PCR dan
loading dye dengan menggunakan mikropipet. Campuran antara
produk PCR dan loading dye tersebut dimasukkan dalam sumuran
(well) gel agarose 2%. Pada well agarose tersebut juga
dimasukkan DNA ladder atau marker 1 pl yang telah dicampur
dengan loading dye 1 pl sebagai penanda panjang dari basa
nukleotida yang diletakkan pada well pertama. Tahapan akhir
adalah running elektroforesis dengan dialirkan arus listrik 100 V

selama 30 menit.

b. Interpretasi hasil elektroforesis melalui visualiasi pita DNA
dengan bantuan DNA gel documentation

Setelah proses running elektroforesis, gel agarose akan

direndam dalam larutan EtBr selama 20 menit dan dibilas dengan

aquades steril. Gel agarose tersebut divisualisasikan dengan

bantuan sinar UV dari alat DNA gel documentation. Hasil yang

terbentuk adalah band atau pita DNA yang berbentuk garis.

3.6. Analisis Data
Analisis dan pengolahan data yang digunakan pada penelitian ini adalah
analisis secara deskriptif kualitatif dan kuantitatif, dimana data yang diolah

tersebut didapat dengan cara membandingkan hasil akhir pada setiap
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perlakuan dan kemudian diinterpretasikan dalam bentuk tabel dan gambar.
Data-data yang akan didapat meliputi kadar kemurnian dan konsentrasi DNA
tiap metode ekstraksi yang diperoleh dari hasil pengukuran absorbansi
A260/A280 menggunakan spektrofotometer serta pita/band DNA tiap

protokol amplifikasi yang diperoleh dari hasil PCR dan proses elektroforesis.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Salah satu faktor yang dapat mempengaruhi keberhasilan identifikasi spesies
secara molekular adalah proses optimasi. Pada penelitian ini dilakukan uji coba
terhadap beberapa metode ekstraksi dan protokol amplifikasi menggunakan teknik
PCR (Polymerase Chain Reaction) untuk menetapkan kondisi optimum dalam
proses identifikasi spesies khamir. Selain lebih praktis, hemat, dan hasil yang akan
didapat lebih akurat, optimasi yang dilakukan sebelum proses identifikasi
digunakan untuk memastikan parameter penting dalam setiap tahapan memberikan
hasil yang maksimal.

Penelitian ini dilakukan dengan melibatkan prosedur yang terdiri dari
beberapa tahapan, yaitu tahap karakterisasi khamir yang diisolasi dari sarang Lebah
Madu Tetragonula sp., tahap ekstraksi DNA isolat khamir, tahap amplifikasi
fragmen DNA dengan teknik PCR, tahap elektroforesis dan tahap visualisasi

produk PCR dengan bantuan UV Transiluminator (DNA Gel Documentation).

4.1. Karakterisasi Morfologi Isolat Khamir dari Sarang Lebah Madu
Tetragonula sp.
Karakterisasi morfologi isolat khamir yang terdapat pada sarang Lebah
Madu Tetragonula sp. merupakan langkah awal dari rangkaian kegiatan
identifikasi khamir secara molekular. Karakterisasi morfologi tersebut dapat
diketahui melalui proses isolasi dan inokulasi pada khamir (Ashliha dan Alami,
2014). Menurut Jutono et al. (1980), proses isolasi pada mikroba merupakan
suatu proses memisahkan mikroba tersebut dari lingkungan aslinya yang

berada di alam, dan kemudian ditumbuhkan sebagai kultur murni pada media

75
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buatan, sedangkan proses inokulasi merupakan proses memindahkan kultur
mikroba dari medium pertumbuhan yang lama ke medium pertumbuhan baru.
Tujuan dilakukannya kedua proses ini adalah untuk mendapatkan isolat
mikroba murni tanpa adanya kontaminasi dari mikroba lainnya (Sumerta dan
Kanti, 2017), dalam hal ini isolat mikroba yang digunakan yaitu khamir.

Media pertumbuhan yang digunakan dalam proses isolasi khamir di
sarang lebah madu Tetragonula sp. adalah media sintetis YMA (Yeast Extract-
Malt Extract Agar). Umumnya media YMA bersifat selektif, dimana
komposisi dan kondisi yang terkandung pada media yang diformulasikan oleh
Wickerham ini hanya dapat mendukung pertumbuhan dari mikroba yang
berasal dari golongan khamir dan dapat mencegah pertumbuhan dari spesies
mikroba lainnya. Hal tersebut dikarenakan formulasi media ditambahkan
dengan bahan antibakteri seperti sodium propionate dan diphenyl kedalam
media YMA dengan pH yang berkisar antara 3.0-4.0 untuk menghambat
pertumbuhan dari bakteri (Difco dan BBL Team, 2009).

Sedangkan media pertumbuhan yang digunakan dalam proses inokulasi
adalah media PDA (Potato Dextrose Agar). Penggunaan media ini didasari atas
sifatnya sebagai media universal yang dapat digunakan untuk menumbuhkan
segala jenis fungi, yang diantaranya termasuk khamir. pH yang berkisar antara
45 hingga 5.6 yang terkandung pada media ini dapat menghambat
pertumbuhan bakteri yang membutuhkan lingkungan netral dengan pH 7.0.
(Cappuccino dan Sherman, 1987).

Metode penanaman mikroba yang digunakan dalam proses isolasi khamir

adalah metode spread platting atau metode cawan sebar. Prinsip dasar dari
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metode ini adalah menuangkan mikroba yang berada di suatu larutan atau
suspensi ke permukaan media yang telah memadat menggunakan spreader.
Kelebihan dari penggunaan metode ini yaitu mikroba dapat tumbuh dan
tersebar secara merata pada permukaan media sehingga memudahkan
pengamatan makroskopis dari koloni khamir (Cappuccino dan Sherman,
1987). Pada proses inokulasi, metode penanaman mikroba yang digunakan
adalah metode streak platting atau metode gores.

Metode streak platting atau metode gores yang digunakan dalam proses
inokulasi ini bertujuan untuk mendapatkan koloni khamir yang terpisah
sehingga didapatkan biakan murni tanpa adanya kontaminan dari koloni
lainnya (Cappuccino dan Sherman, 1987). Biakan murni yang didapatkan dari
proses inokulasi dapat ditandai dengan keseragaman warna, bentuk, tekstur,
elevasi dan tepian pada koloni (Diana dan Lasmini, 2016).

Berdasarkan parameter pengamatan morfologi tersebut, ditemukan 4
jenis koloni khamir yang berbeda dan di-coding dengan 11, 12, 13, dan 14. Hasil
pengamatan morfologi dijelaskan dalam tabel 4.1 untuk pengamatan morfologi

makroskopis dan tabel 4.2 untuk pengamatan morfologi mikroskopis.

Tabel 4.1. Karakteristik koloni berdasarkan pengamatan makroskopis

Parameter Pengamatan Makroskopis Pada Koloni

Kode
Isolat Bentuk  Tekstur Warna Permukaan  Elevasi Tepian
. . . Rata
11 Circular  Cottony Putih Berbulu Raised (Entire)
. Putih Halus, Rata
12 Circular Waxy kekuningan Berkilau Convex (Entire)
K] Irregular Waxy Putih susu Halus Flat Lobate
Putih tulang
14 Irregular Waxy (krem) Halus Flat Undulate

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2020



78

Tabel 4.2. Karakteristik koloni berdasarkan pengamatan mikroskopis

Parameter Pengamatan Mikroskopis Pada Koloni

Kode Isolat Ukuran

Bentuk Sel Panjang Lebar SusSlJeTan Per;lljir?gsan

(um) (um)
1 PEie 3762 2846 %t Multilatera
12 Bulat-Ogival ~ 4.6-89  2.4-8.4 g::;%gg;ggg Multilateral
13 Bulat-Oval  4.5-62  3.4-5.8 g:%%gg;ggg Multilateral
14 Bulat-Botol 45-6.8 3.8-6.2 g:rgggg:]ggg Multilateral

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2020

Secara garis besar, ke-empat khamir (I1, 12, 13, dan 14) yang telah
berhasil diisolasi dari sampel sarang lebah madu Tetragonula sp. memiliki
karakter morfologi yang berbeda-beda. Data morfologi tersebut ditampilkan

secara visual dalam gambar 4.1.
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Gambar 4.1. Isolat Khamir Pada Sarang Lebah Madu Tetragonula sp.: (A) Isolat 11 (Kiri:
Makroskopis, Kanan: Mikroskopis). (B) Isolat 12 (Kiri: Makroskopis, Kanan: Mikroskopis).
(C) Isolat 13 (Kiri: Makroskopis, Kanan: Mikroskopis). (D) Isolat 14 (Kiri: Makroskopis,
Kanan: Mikroskopis)

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2020

Pengamatan morfologi baik secara maksroskopis maupun mikroskopis
yang telah dilakukan pada koloni khamir 11, 12, 13, dan 14 menunjukkan bahwa
khamir yang telah berhasil diidentifikasi tersebut diduga merupakan khamir
yang berasal dari filum Ascomycetes. Hal ini dikarenakan warna koloni pada
isolat-isolat khamir tersebut didominasi oleh warna putih. Pernyataan tersebut
didukung oleh Fell et al. (2001) yang mengemukakan, khamir dari golongan

Ascomycetes umumnya memiliki pigmen warna yang tidak mencolok dan
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beberapa diantaranya bahkan tidak memiliki pigmen warna sehingga warna
koloni pada golongan khamir Ascomycetes cenderung putih dan krem,
sedangkan khamir dari golongan Basidiomycetes memiliki warna koloni yang
lebih terang dan mencolok seperti merah, merah muda, dan jingga.

Selain itu, sel yang berbentuk bulat, oval, hingga silinder dengan tipe
pertunasan multilateral budding pada pengamatan sel khamir secara
mikroskopis juga dapat membuktikan bahwa isolat-isolat khamir tersebut
benar berasal dari golongan Ascomycetes. Kurtzman dan Fell (1998)
mengungkapkan bahwasannya sel pada golongan Ascomycetes umumnya
memiliki bentuk bulat, bulat telur hingga memanjang dengan reproduksi
vegetatif berupa pembelahan multilateral atau pertumbuhan tunas yang berada
di sekitar sel.

Hasil karakterisasi yang telah dilakukan pada isolat-isolat khamir ini
menunjukkan adanya keanekaragaman yang dapat terlihat walaupun hanya
mengamati satu organisme saja. Hal ini berbanding lurus dengan firman Allah

yang tertuang dialam Al-Qur’an surat Faatir [35] ayat 28.
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Artinya : “...Dan demikian (pula) diantara manusia, makhluk bergerak yang bernyawa, dan
hewan-hewan ternak ada yang bermacam-macam warnanya (dan jenisnya).
Diantara hamba-hamba Allah yang takut kepada-Nya, hanyalah para ulama.
Sungguh, Allah Maha Perkasa, Maha pengampung.”(QS. Fatir: 28).
Kata ‘mukhtalifun’ dalam ayat ini dimaknai oleh kebanyakan ulama

sebagai keragaman yang terdapat pada berbagai makhluk hidup. Pada ayat

tersebut dijelaskan pula secara tersirat tentang macam-macam kondisi yang
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dimiliki oleh setiap makhluk bergerak yang bernyawa seperti manusia,
binatang-binatang ternak, dan tumbuhan, ataupun organisme kecil sekalipun,
yang dapat diamati dari jenis, bentuk, dan warnanya (Shihab, 2002).

Hal tersebut dapat dikaitkan dengan keberagaman isolat-isolat khamir
yang telah berhasil diidentifikasi dari sampel sarang lebah madu Tetragonula
sp. pada penelitian ini, baik keberagaman yang dapat dilihat secara kasat mata
seperti warna, bentuk, tekstur, tepi, dan elevasi dari isolat khamir tersebut,
maupun keberagaman yang dapat dilihat menggunakan bantuan alat berupa
mikroskop seperti bentuk sel, ukuran, susunan sel, hingga tipe pertunasannya.

Keberhasilan proses karakterisasi melalui pengamatan makroskopis dan
mikroskopis yang dilakukan pada isolat-isolat khamir tersebut memberikan
keuntungan dalam penelitian ini, karena menghasilkan suatu analisis bahwa
isolat-isolat khamir tersebut berasal dari filum Ascomycetes. Analisis tersebut
dapat menjadi parameter penentu pemilihan metode ekstraksi DNA yang tepat
untuk mendapat DNA murni dari isolat khamir dengan mempertimbangkan
struktur dinding selnya, sehingga nantinya hasil yang diperoleh pada proses

ekstraksi DNA menjadi lebih maksimal (Kurtzman dan Fell, 1998).

Optimasi Metode Ekstraksi DNA Khamir

Deoxyribonucleic acid (DNA) merupakan komponen penting yang
sangat berpengaruh dalam penelitian berbasis biomolekular. Keberadaan DNA
menjadi parameter utama sebagai instruksi genetik dan barcoding pada setiap
organisme, yang dapat digunakan untuk mengungkapkan identitas hingga

menelusuri tingkat kekerabatan dari organisme itu sendiri (Dewi, 2012). Pada
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umumnya, untuk mendapatkan DNA dari organisme digunakan suatu prosedur
khusus yang dikenal sebagai ekstraksi atau isolasi DNA (Muladno, 2010).
4.2.1. Ekstraksi DNA

Ekstraksi atau isolasi DNA merupakan tahapan yang digunakan
untuk memisahkan komponen sel seperti dinding sel, membran sel dan
membran inti dari DNA sehingga didapatkan DNA yang murni tanpa
adanya kontaminan dari protein, lemak, dan karbohidrat. Prinsip dasar
dari ekstraksi DNA adalah lisis (penghancuran dinding sel), presipitasi
(pemisahan DNA dari partikel lain seperti protein dan selulosa), dan
purifikasi (permurnian DNA) (Langga et al., 2012). Pada penelitian ini,
sampel yang digunakan dalam proses ekstraksi DNA adalah sampel
isolat khamir hasil dari isolasi sarang lebah madu Tetragonula sp.

Ekstrasi DNA isolat-isolat khamir yang dilakukan pada penelitian
ini mengacu pada beberapa prosedur. Penggunaan beberapa prosedur
ekstraksi DNA tersebut sangat memungkinkan untuk menunjukkan
hasil yang berbeda. Hal ini tergantung pada efisiensi waktu pengerjaan,
efektifitas tiap prosedur untuk menghasilkan isolat DNA yang dapat
dikatakan ‘bagus’, baik dari segi kualitas maupun kuantitasnya, serta
tergantung pada ketelitian peneliti saat proses berlangsung (Ardiana,
2009). Prosedur ekstraksi DNA yang digunakan antara lain prosedur
modifikasi L6oke et al. (2011) (metode 1), Wizard® Genomic DNA
Purification KIT [Promega™] (metode 2), modifikasi Wizard®
Genomic DNA Purification KIT [Promega™] dengan penambahan

Proteinase-K (metode 3), dan InaCC LIPI (metode 4).
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A. Ekstraksi DNA Khamir dengan Metode modifikasi Looke et al.
(2011) (Metode 1)

Salah satu metode ekstraksi DNA secara konvensional yang
sering digunakan adalah metode ektraksi organik, dimana pelarut
organik seperti deterjen, kloroform, atau fenol digunakan untuk
melisiskan sel sehingga nantinya didapatkan genom DNA (Zein dan
Prawiradilaga, 2013). Pada penelitian ini metode ekstraksi organik
dilakukan dengan penambahan deterjen jenis SDS (Sodium Dodecyl
Sulphate) dengan kosentrasi 1%. Penambahan SDS disini digunakan
untuk merusak struktur sekunder dan struktur tersier pada protein
yang terdapat pada membran sel sehingga struktur dari membran sel
lisis dan hancur. Selain itu, SDS juga memiliki kemampuan untuk
mengurangi aktivitas enzim pendegrasi DNA dan dapat melarutkan
komponen lipid pada membran inti sehingga kestabilan dari
membran inti akan terganggu (destabilisasi) (Natarajan et al., 2016).

Metode ekstraksi DNA berdasarkan prosedur dari LGoke et al.
(2011) yang digunakan pada penelitian ini mengalami sedikit
modifikasi dengan mengurangi penggunaan salah satu reagen yaitu
LiOAc (Lithium Acetat). Reagen-reagen yang digunakan selain SDS
1% antara lain etanol 96%, etanol 70%, dan buffer TE. Fungsi dari
penggunaan etanol 96% dan etanol 70% secara berturut-turut adalah
untuk tahapan presipitasi atau pemisahan DNA dari partikel lain
seperti protein dan selulosa, serta untuk pemurnian DNA

(purifikasi). Sedangkan fungsi dari buffer TE adalah untuk menjaga
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kondisi dari DNA hasil proses ekstraksi sehingga DNA tidak rusak
dan dapat digunakan dalam proses amplifikasi (Marwayana, 2015).
Menurut Farmawati et al. (2015) penggunaan buffer TE pada proses
ekstraksi DNA juga dapat berfungsi untuk memisahkan RNA dari
DNA sehingga DNA yang dihasilkan tidak terkontaminasi oleh
RNA.

Pada saat proses presipitasi DNA, terbentuk 2 lapisan yaitu
supernatant dan pellet. Lapisan atas atau supernatant merupakan
campuran NFW dan SDS, sedangkan lapisan bawah yang
mengendap atau pellet merupakan DNA. Hal ini dapat terjadi karena
perbedaan massa jenis, dimana massa jenis dari DNA lebih besar
(1,724 g/mL) dibandingkan dengan massa jenis dari NFW dan SDS
(1,01 g/mL), sehingga DNA dapat mengendap didasar tube. Selain
itu, penggunaan etanol 96% pada tahap presipitasi ini akan membuat
DNA menjadi kurang hidrofil (sukar larut) sehingga DNA
mengendap melalui proses sentrifugasi (Hartawan et al., 2015).

Ekstraksi organik menggunakan SDS ini memiliki beberapa
keunggulan seperti prosedur yang sederhana, waktu pengerjaan yang
relatif cepat, reagen yang diperlukan hanya sedikit dan dapat dengan
mudah ditemukan dipasaran, biaya yang terjangkau, serta dapat
digunakan untuk banyak reaksi. Sedangkan kelemahan dari
penggunaan metode ini adalah genom DNA yang dihasilkan

memiliki konsentrasi yang sedikit dan tingkat keamanan yang harus
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lebih diperhatikan karena kontak dengan bahan toksik dan
karsinogenik seperti etanol 96% dan buffer TE (L6oke et al., 2011).

Cara untuk melihat keberhasilan proses ekstraksi DNA khamir
dengan metode ini adalah dengan mengukur kualitas dan kuantitas
dari genom DNA vyang dihasilkan dengan menggunakan
spektrophotometer DNA quantitave analysis [BioDrop®]. Hasil
pengukuran menunjukkan konsentrasi yang diperoleh empat sampel
Khamir berkisar antara 0.796-3.404 ng/ul dengan tingkat kemurnian
DNA 1.0-1.6 (Lampiran 3). Hal tersebut mengindikasikan bahwa
proses ekstraksi yang dilakukan menggunakan metode ini masih
belum mampu menghasilkan nilai konsentrasi yang besar dengan
nilai kemurnian yang baik.

. Ekstraksi DNA Khamir dengan Metode Wizard® Genomic
DNA Purification KIT [Promega™] (Metode 2)

Wizard® Genomic DNA Purification Kit merupakan salah
satu kit komersial yang dikeluarkan oleh perusahaan Promega™
Coorporation. Kit ini terdiri dari lima reagen terpisah yang masing-
masingnya memiliki fungsi dan kegunaan dalam proses ekstraksi
DNA. Reagen-reagen tersebut antara lain Cell Lysis Solution (CLS)
yang berfungsi untuk melisiskan sel, Nuclei Lysis Solution (NLS)
yang berfungsi menghancurkan inti sel, Protein Presipitation
Solution (PPS) yang berfungsi mengendapkan sisa protein dan

garam mineral, DNA Rehydration Solution berfungsi untuk menjaga
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stabilitas dari DNA hasil proses ekstraksi, serta RNAse A Solution
sebagai reagen pendegradasi RNA (Promega Corp., 2020).

Pada beberapa kasus ekstraksi DNA, seperti proses ekstraksi
yang dilakukan pada khamir, prosedur kit ini akan ditambahkan
dengan penggunaan larutan EDTA dan enzim litikase. Penggunaan
larutan EDTA ini bertujuan untuk mengikat kation divalen pada
ikatan fosfodiester DNA sehingga ikatan tersebut putus dan kinerja
dari DNAse terganggu, sedangkan keberadaan enzim litikase
berfungsi dalam proses pemecahan dinding sel dari khamir
(Soteropoulos dan Perlin, 1998). Namun, pada penelitian ini
penggunaan enzim litikase digantikan dengan proses inkubasi pada
suhu 80°C selama 15 menit, yang telah diketahui memili fungsi yang
sama. Promega™ mendesain kit ini untuk dapat digunakan pada
seluruh jenis dan bagian organisme, atau dengan kata lain kit
komersial ini merupakan kit yang bersifat universal, dimana
beberapa contoh sampel yang berasal dari organisme seperti sel
darah, jaringan hewan dan tumbuhan, yeast cell, bakteri gram-positif
dan bakteri gram-negatif dapat melalui tahapan ektraksi DNA hanya
dengan menggunakan reagen-reagen siap pakai pada kit ini
(Promega Corp., 2020).

Keunggulan lain dari penggunaan kit komersial Wizard®
Genomic DNA Purification Kit selain reagen yang siap pakai adalah
prosedur kerja yang sudah terstruktur dengan baik melalui protokol

yang telah disediakan dan lebih aman karena tidak menggunakan
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bahan-bahan yang bersifat toksik seperti kloroform dan deterjen.
Selain itu, genom DNA hasil dari proses ektraksi DNA
menggunakan Kit ini telah terbukti memiliki kuantitas yang tinggi
dengan kualitas (rasio absorbansi A260/A280) antara 1.7-2.0.
Namun, hasil tersebut sangat bergantung pada kondisi sampel yang
akan diekstraksi seperti usia sampel, jumlah sel, dan kandungan lain
yang terdapat pada sampel seperti kandungan flavonoid pada
tumbuhan dan protein pada jaringan hewan. Sedangkan kelemahan
dari penggunaan Kit ini adalah waktu pengerjaan yang relatif lama
dan biaya yang dikeluarkan cukup besar (Hanum et al., 2018).

Cara untuk melihat keberhasilan proses ekstraksi DNA khamir
dengan metode ini adalah dengan mengukur kualitas dan kuantitas
dari genom DNA vyang dihasilkan dengan menggunakan
spektrophotometer DNA quantitave analysis [BioDrop®]. Hasil
pengukuran menunjukkan konsentrasi yang diperoleh empat sampel
kKhamir berkisar antara 21.64-24.36 ng/pl dengan tingkat kemurnian
DNA 2.103-2.133 (Lampiran 3). Hal tersebut mengindikasikan
bahwa proses ekstraksi yang dilakukan menggunakan metode ini
mampu menghasilkan nilai konsentrasi yang cukup besar, namun
nilai kemurniannya belum cukup baik untuk dapat digunakan dalam

tahapan selanjutnya.



88
C. Ekstraksi DNA Khamir dengan Metode Modifikasi Wizard®
Genomic DNA Purification KIT + Proteinase-K (Metode 3)

Ekstraksi DNA menggunakan metode 3 ini tidak jauh berbeda
dengan metode ekstraksi DNA dengan menggunakan metode 2,
hanya mengalami sedikit modifikasi dengan penambahan larutan
Proteinase-K untuk menggantikan proses inkubasi pada suhu 80°C
selama 15 menit. Penggunaan larutan tersebut berdasarkan arahan
dari beberapa protokol kit ekstraksi DNA dan dilakukan ketika
prosedur ekstraksi DNA sebelumnuya tidak mendapatkan hasil yang
optimum.

Pemilihan penggunaan larutan proteinase-K didasari pada
perannya yaitu menstimulus kinerja dari reagen CLS dan NLS untuk
melisiskan membran sel dan nukleus, serta mendegradasi protein
pada proses presipitasi sehingga genom DNA yang dihasilkan
memiliki kadar kemurnian tinggi dengan tingkat kontaminasi protein
yang kecil (Marwayana, 2015).

Cara untuk melihat keberhasilan proses ekstraksi DNA khamir
dengan metode ini adalah dengan mengukur kualitas dan kuantitas
dari genom DNA vyang dihasilkan dengan menggunakan
spektrophotometer DNA quantitave analysis [BioDrop®]. Hasil
pengukuran menunjukkan dari empat sampel yang diekstraksi,
hanya satu sampel yang melalui proses pengukuran yaitu sampel 11
dengan nilai konsentrasi sebesar 1.981 ng/ul dan nilai kemurnian

sebesar 1.384 (Lampiran 3). Hal tersebut mengindikasikan bahwa
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proses ekstraksi yang dilakukan menggunakan metode ini masih
belum mampu menghasilkan nilai konsentrasi yang cukup besar
dengan nilai kemurnian yang baik.

. Ekstraksi DNA Khamir dengan Metode InaCC LIPI (Metode 4)

Ekstraksi DNA isolat khamir dengan menggunakan metode 4,
dilakukan  berdasarkan = Panduan  Pengelolaan  Koleksi
Mikroorganisme dari Indonesian Culture Collection (InaCC) LIPI.
Prinsip dasar dari ekstraksi DNA menggunakan metode ini adalah
dengan melakukan proses pemanasan pada suhu yang tinggi, dimana
pada kondisi tersebut terjadi peningkatan permeabilitas dari dinding
sel sehingga cairan dan materi lain yang berada di sekitar sel akan
masuk kedalam sel, sedangkan materi yang terdapat didalam sel
akan keluar dari sel, termasuk DNA. Selain itu, suhu tinggi yang
digunakan pada saat pemanasan dapat mengakibatkan enzim
pendegradasi DNA atau DNAse menjadi inaktif (Sunarno et al.,
2014). Umumnya, metode ekstraksi dengan prosedur seperti ini
dapat disebut juga dengan metode boilling cell (Barbosa et al.,
2016).

Metode boilling cell merupakan salah satu metode ekstraksi
yang paling efektif untuk mendapatkan DNA secara cepat. Prosedur
kerja sederhana dengan periode waktu yang tergolong singkat
membuat metode boilling cell banyak digunakan untuk ekstraksi
DNA pada mikroba seperti khamir (Silva et al., 2012). Pada

penelitian ini, proses pemanasan dilakukan pada suhu 98°C selama
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10 menit seperti yang tercantum pada manual prosedur InaCC LIPI.
Pemilihan suhu tersebut didasari atas ketebalan dinding sel dari
khamir. Menurut Dashti et al. (2009), pemanasan menggunakan
suhu yang terlalu tinggi dalam waktu lama akan menyebabkan DNA
target rusak sehingga proses ektraksi harus diulang kembali.

Kelemahan dari metode ini adalah tidak menggunakan proses
presipitasi dan purifikasi DNA pada prosesnya, melainkan hanya
proses ekstraksi DNA saja sehingga sangat memungkinkan eliminasi
partikel asing (seperti protein) tidak berjalan sempurna dan genom
DNA yang dihasilkan memiliki kualitas yang rendah (Sunarno et al.,
2014). Namun, hal tersebut dapat diatasi dengan penambahan
prosedur pada bagian sentrifugasi yang awal mulanya hanya satu
kali menjadi beberapa kali sehingga debris sel akan terpisah secara
maksimal dan kualitas genom DNA yang didapatkan relatif lebih
tinggi dari sebelumnya (Barbosa et al., 2016).

Cara untuk melihat keberhasilan proses ekstraksi DNA khamir
dengan metode ini adalah dengan mengukur kualitas dan kuantitas
dari genom DNA vyang dihasilkan dengan menggunakan
spektrophotometer DNA quantitave analysis [BioDrop®]. Hasil
pengukuran menunjukkan konsentrasi yang diperoleh empat sampel
khamir berkisar antara 25.43-102.8 ng/ul dengan tingkat kemurnian
DNA 1.83-2.4 (Lampiran 3). Hal tersebut mengindikasikan bahwa

proses ekstraksi yang dilakukan menggunakan metode ini mampu
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menghasilkan nilai konsnetrasi yang cukup besar dengan nilai

kemurnian yang baik.

Tahapan ektraksi DNA yang dilakukan pada sampel isolat khamir
hasil dari proses isolasi sarang lebah madu Tetragonula sp. merupakan
salah satu tahapan yang cukup sulit untuk dilakukan. Beberapa metode
ekstraksi yang telah terbukti efektif pada penelitian-penelitian
sebelumnya, tidak menjamin keberhasilan untuk mendapatkan genom
DNA yang murni pada penelitian ini. Hal tersebut dapat terjadi karena
beberapa faktor seperti, ketebalan dinding sel yang berbeda-beda pada
setiap jenis khamir, umur dan kepadatan sel koloni khamir yang
digunakan pada saat proses ekstraksi, serta beberapa kesalahan yang
disebabkan oleh peneliti (human error), sehingga DNA tidak dapat
terekstrak dengan optimal (Marwayana, 2015).

Menurut Madigan et al. (2012) setiap jenis khamir umumnya
memiliki dinding sel yang tersusun atas beberapa komponen seperti
glukan khamir (30-35%), mannan (30%), protein (6%), khitin (1-2%),
dan lipid (8.5-13%), yang masing-masing dapat diukur dari berat kering
dinding sel. Namun, persentase kandungan dari komponen yang
berbeda-beda tersebut menyebabkan ketebalan dari tiap golongan
khamir juga berbeda. Selain itu, perbedaan pada jenis protein juga
dapat mempengaruhi ketebalan dari dinding sel seperti keberadaan dua
protein yakni xylanomanno protein dan galactomanno protein pada
golongan khamir basidiomycetes menyebabkan dinding sel dari

golongan ini menjadi lebih tebal jika dibandingkan dengan kelompok
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khamir dari golongan Ascomycetes yang hanya terdapat satu jenis
protein saja yaitu galactomanno protein (Kurtzman dan Fell, 1998).

Selain ketebalan dinding sel, umur dan kepadatan sel dari koloni
khamir juga sangat berpengaruh pada proses ekstraksi DNA. Hal itu
dikarenakan umur sel yang masih muda memiliki struktur dinding sel
yang tipis dan akan semakin tebal saat umurnya semakin tua, sehingga
penggunaan koloni khamir yang memiliki umur muda dapat
meningkatkan presentase keberhasilan untuk mendapatkan genom
DNA dengan kuantitas dan kualitas yang tinggi (Fardiaz, 1989).
Pengukuran Kualitas dan Kuantitas DNA

Pengukuran DNA yang dilakukan dengan spektrophotometer
DNA quantitave analysis (BioDrop®) terhadap hasil dari proses
ekstraksi bertujuan untuk mengetahui tingkat kontaminasi pada sampel
DNA (Amanda dan Cartealy, 2015). Prinsip kerja dari BioDrop® ini
adalah dengan penyerapan sinar ultraviolet (UV) oleh DNA dan protein
yang terdapat didalam suatu larutan. Banyaknya sinar ultraviolet yang
dapat diserap oleh DNA dan protein inilah yang menentukan hasil
pengukuran, karena semakin besar penyerapan sinar ultraviolet oleh
sampel maka hasil yang didapatkan semakin baik (Fatchiyah et al.,
2011).

Pengukuran dilakukan pada panjang gelombang 260 nm dan 280
nm. Pada panjang gelombang 260 nm DNA dapat menyerap sinar
ultraviolet secara maksimal, sedangkan kontaminan seperti protein

dapat menyerap sinar ultraviolet pada panjang gelombang 280 nm,
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sehingga untuk menentukan kemurnian dari DNA digunakan
perhitungan nilai rasio A 260 nm dibagi dengan A 280 nm (A260/A280)
(Fatchiyah et al., 2011).

Berdasarkan hasil pengukuran kualitas dan kuantitas DNA yang
telah dilakukan pada empat sampel isolat khamir (lampiran 3), dapat
diketahui bahwasannya kemurnian (kualitas) dan konsentrasi
(kuantitas) dari empat metode tersebut menunjukkan hasil yang
bervariasi, dimana nilai rata-rata kemurnian DNA yang diperoleh dari
hasil penelitian ini berkisar antara 1.079-2.406, sedangkan rata-rata
konsentrasi DNA yang diperoleh cukup baik yaitu berkisar antara
0.796-102.8.

Analisis yang dilakukan pada data pengukuran kualitas DNA
menunjukkan isolat-isolat khamir yang diekstraksi menggunakan
metode 4 memiliki tingkat kualitas tertinggi jika dibandingkan dengan
tiga metode lainnya yaitu metode 1, 2, dan 3. Hal ini dikarenakan dari
empat isolat khamir yang diekstraksi, tiga isolat (11, 12, dan 13)
menghasilkan DNA yang murni dengan rasio A260/280 berturut-turut
1.835, 1.945, dan 1.937, sedangkan satu isolat khamir lainnya (14)
masih mengandung kontaminan dengan rasio A 260/280 melebihi 2.0
yaitu 2.406.

Penyataan tersebut didukung oleh Sambrook dan Russell (2001)
bahwasannya hasil pengukuran kualitas DNA dapat dikatakan murni
jika nilai rasio A 260/280 berkisar antara 1.8-2.0. Kemurnian DNA yang

berada di kisaran tersebut telah memenuhi persyaratan untuk dilakukan
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analisis molekular lanjutan seperti amplifikasi DNA menggunakan
PCR (Polymerase Chain Reaction). Jika nilai rasio A 260/280 yang
dihasilkan masih berada dibawah 1.8, kemungkinan besar DNA yang
didapatkan tersebut belum murni karena terkontaminasi oleh pelarut.
Sedangkan jika nilai rasio A 260/280 yang dihasilkan melebihi 2.0,
maka sampel tersebut diduga terkontaminasi oleh protein maupun
bahan organik lainnya.

Selain itu, proses analisis juga dilakukan pada data pengukuran
kuantitas DNA yang dapat dilihat pada kolom konsentrasi (lampiran 3),
dimana pada tabel tersebut menunjukkan metode 4 memiliki
konsentrasi terbaik dengan kisaran 25.43-102.8. Nilai konsentrasi
tersebut sangat besar jika dibandingkan dengan ketiga metode lainnya
yang hanya menghasilkan konsentrasi dengan kisaran 0.796-3.404 pada
metode 1, 21.64-24.36 pada metode 2, dan 1.981 pada metode 3. Dari
data tersebut dapat diketahui bahwasannya hanya isolat-isolat khamir
yang diekstraksi menggunakan metode 2 dan 4, yang dapat dijadikan
sebagai DNA template pada proses amplifikasi DNA menggunakan
PCR, dikarenakan telah memenuhi kadar minimum kosentrasi untuk
proses amplifikasi yaitu 10 pg/ml (Sambrook dan Russell, 2001).

Perbedaan nilai kemurnian (kualitas) dan konsentrasi (kuantitas)
DNA pada tiap metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini
dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor. Beberapa diantaranya
disebabkan oleh aspek teknis pelaksanaan proses ekstraksi DNA seperti

kondisi sampel, modifikasi metode, penggunaan komposisi buffer
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ekstraksi, hingga kecepatan waktu pengerjaan dan ketelitian pada tiap
prosesnya (Fatchiyah et al., 2011).

Ketelitian dalam penelitian merupakan suatu hal yang sangat
penting untuk diperhatikan. Hal tersebut mengingatkan kepada salah
satu firman Allah di dalam Al-Quran surat Al-Hujuraat [49] ayat 6 yang
berbunyi:
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Artinya :”Wahai orang-orang yang beriman! Jika seseorang yang fasik satang

kepadamu membawa suatu berita, maka telitilah kebenarannya, agar kamu

tidak mencelakakan suatu kaum karena kebodohan (kecerbohan), yang
akhirnya kamu menyesali perbuatan itu.”(QS. Al Hujurat: 6).

5.7

Berdasarkan ayat diatas, kata {33555 memiliki arti ketelitian atau
kejelasan. Tidak dapat dipungkiri lagi bahwasannya manusia adalah
ciptaan Allah SWT yang paling sempurna karena dibekali oleh akal dan
pikiran. Maka dengan akal dan pikiran tersebut, seharusnya manusia
memiliki adab dalam berbagai hal salah satunya adalah adab dalam
menerima berita yaitu dengan bersikap tabayyun atau memastikan
keakuratan dan kejelasan dari suatu berita sehingga nantinya tidak ada
perselisihan dan musibah yang tidak diinginkan terjadi, sebab
terkadang berita yang beredar tersebut tidak sejalan dengan fakta yang
ada (Al-Qurthubi, 2009). Oleh karena itu, ketelitian sangat diperlukan
dalam memahami setiap kondisi seperti pada saat penelitian
berlangsung agar tidak menyebabkan kesalahan yang fatal sehingga

hasil yang diperoleh lebih maksimal.



4.2.3. Perbandingan Metode Ekstraksi DNA Khamir

Ekstraksi DNA khamir yang berasal dari sarang lebah madu
Tetragonula sp. dengan menggunakan beberapa metode menunjukkan

hasil yang berbeda. Perbedaan tiap metode ekstraksi tersebut dapat

dilihat pada tabel 4.3.

Tabel 4.3. Perbandingan Efektifitas Metode Ekstraksi DNA

Parameter Penilaian

No. Metode Waktu Kualitas Kuantitas
DNA DNA

Metode 1

1 Modifikasi Looke et 25 menit 1-1.6 0.7-3.4
al. (2011)
Metode 2
Wizard® Genomic DNA 3 Jam

2 Purification KIT 17 menit 2 R1-24
[Promega™]
Metode 3
Wizard® Genomic DNA

3 Purification KIT lg }]r?emnit 1.3 1.9
[Promega™] +
Proteinase K
Metode 4 20 menit

4 |nacC LIPI 5detik 1824 25-102

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2020

Berdasarkan tabel 4.4 diatas, metode ekstraksi yang paling
optimum dalam mendeteksi DNA khamir yang berasal dari sarang
Lebah Madu Tetragonula sp.
berpedoman pada Panduan Pengelolaan Koleksi Mikroorganisme dari
Indonesian Culture Collecion (InaCC) LIPI. Sampel DNA khamir yang

diekstraksi dengan metode ini mampu menghasilkan nilai konsentrasi

adalah metode ekstraksi

yang besar dengan tingkat kemurnian yang tinggi.



97

Selain itu, metode ini juga menunjukkan efisiensi waktu
pengerjaan yang tergolong sangat baik dibandingkan dengan ketiga
metode lainnya. Hal ini dikarenakan prosedur atau langkah kerja dari
metode ini sederhana. Biaya yang dikeluarkan untuk satu kali reaksi
juga relatif murah karena tidak membutuhkan banyak reagen. Oleh
karena itu, isolat-isolat khamir yang diekstraksi menggunakan metode
4 ini akan digunakan sebagai DNA Template pada tahapan berikutnya

yaitu tahap amplifikasi DNA menggunakan teknik PCR.

4.3. Optimasi Protokol Amplifikasi DNA menggunakan teknik PCR

(Polymerase Chain Reaction)

Tahapan amplifikasi DNA isolat khamir yang berasal dari sarang lebah
madu Tetragonula sp. dilakukan dengan teknik PCR menggunakan mesin
thermocycler. Prinsip dasar dari alat ini adalah memperbanyak fragmen DNA
target menggunakan bantuan oligonukleotida primer (Zein dan Prawiradilaga,
2013). Umumnya, beberapa penelitian terdahulu yang mengkaji tentang
deteksi DNA pada golongan fungi seperti penelitian yang telah dilakukan oleh
Maulana (2011), Rahayu et al. (2015),dan Hasyyati et al., (2017) menunjukkan
primer yang sering digunakan untuk mengamplifikasi DNA khamir adalah
Internal Trancribed Spacer (ITS) 4 sebagai primer reverse dan Internal
Trancribed Spacer (ITS) 5 sebagai primer forward. Abliz et al. (2004)
menyatakan bahwasannya primer ITS 4 dan ITS 5 merupakan primer yang
bersifat universal, dimana primer tersebut mampu mengamplifikasi seluruh
fragmen gen dari golongan fungi, termasuk gen-gen yang terdapat pada daerah

non-coding rDNA khamir.
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Pada penelitian ini, metode PCR yang digunakan mengacu pada beberapa
protokol antara lain protokol dari Maulana (2011), Ediningsari (2008),
Anggraini et al. (2019), dan dari Panduan Pengelolaan Koleksi
Mikroorganisme Indonesian Culture Collection (InaCC) LIPI. Penggunaan
beberapa protokol tersebut bertujuan untuk mendapatkan kondisi yang sesuai
dan optimal sehingga mampu menghasilkan produk PCR yang spesifik (Pertiwi
et al., 2015). Komposisi cocktail PCR dibuat dalam volume 25 pl dengan
komposisi 5 pl DNA Template (genom DNA hasil dari proses ekstraksi), 5.5
ul Nuclease Free Water (NFW), 12.5 ul Go Tag® Green Master Mix, serta
primer reverse (ITS 4) dan primer forward (ITS 5) yang masing-masing
sebanyak 1 pl.

Keberhasilan proses amplifikasi DNA menggunakan teknik PCR dapat
ditunjukkan melalui analisis elektroforesis gel agarose 1%, yang kemudian
hasil dari proses analisis tersebut divisuliasikan dibawah sinar UV dengan
bantuan UV Transilluminator (DNA Gel Documentation). Proses analisis
elektroforesis ini bertujuan untuk memisahkan molekul DNA, RNA, dan
protein berdasarkan ukuran dengan menggunakan tegangan arus listrik,
sehingga nantinya pita DNA (amplikon) dapat terbentuk (Yusuf, 2010). Pita
DNA inilah yang digunakan sebagai parameter utama dalam menentukan
protokol amplifikasi DNA yang paling optimal untuk mendeteksi isolat-isolat
khamir yang diisolasi dari sarang lebah madu Tetragonula sp. Profil DNA hasil

dari amplifikasi dengan empat protokol dapat dilihat pada gambar berikut.
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Gambar 4.2. Visualisasi DNA isolat khamir dengan protokol amplifikasi
dari Maulana (2011)
Keteranaan: M=Marker: I1=Isolat 1: 12=Isolat 2: I13=Isolat 3: 14=Isolat 4

Hasil visualisasi dari analisis elektroforesis yang terlihat pada gambar 4.5
diatas menunjukkan bahwasannya, sampel yang berhasil teramplifikasi dengan
baik menggunakan protokol dari Maulana (2011) adalah sampel dengan coding
11, 13 dan 14. Hal ini ditandai dengan terbentuknya pita DNA yang cukup tebal
dan jelas dengan ukuran berurutan 436 bp, 445 bp, 455 bp (Lampiran 6).

Sedangkan satu sampel lainnya yaitu 12 membentuk pita smear yang tipis.

50
400
300

s

Gambar 4.3. Visualisasi DNA isolat khamir dengan protokol amplifikasi
dari Ediningsari (2008)
Keteranaan: M=Marker: 11=Isolat 1: 12=Isolat 2: I3=lIsolat 3: I4=lIsolat 4
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100

Hasil visualisasi dari analisis elektroforesis yang terlihat pada gambar 4.6
diatas menunjukkan bahwasannya, sampel yang berhasil teramplifikasi dengan
baik menggunakan protokol dari Ediningsari (2008) adalah sampel dengan
coding 11 dan 14. Hal ini ditandai dengan terbentuknya pita DNA yang cukup
tebal dan jelas dengan ukuran 513 bp dan 583 bp (Lampiran 6). Sedangkan dua

sampel lainnya yaitu 12 dan I3 membentuk pita smear yang tipis.

Gambar 4.4. Visualisasi DNA isolat khamir dengan protokol amplifikasi
dari Anggraini et al. (2019)
Keterangan: M=Marker; I1=Isolat 1; 12=lIsolat 2; I3=Isolat 3; 14=Isolat 4

Hasil visualisasi dari analisis elektroforesis yang terlihat pada gambar 4.7
diatas menunjukkan bahwasannya, seluruh sampel isolat khamir yang
diamplifikasi menggunakan protokol dari Anggraini et al. (2019) tidak
mendapatkan pita DNA yang sempurna. Sampel dengan coding 11, 12, dan 14
membentuk pita smear tipis sedangkan satu isolat lainnya yaitu I3 tidak

terbentuk pita DNA.
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Gambar 4.5. Visualisasi DNA isolat khamir dengan protokol amplifikasi
dari InaCC LIPI
Keterangan: M=Marker; I1=Isolat 1; 12=lsolat 2; I13=Isolat 3; 14=Isolat 4

Hasil visualisasi dari analisis elektroforesis yang terlihat pada gambar 4.8
diatas menunjukkan bahwa sampel yang berhasil teramplifikasi dengan baik
menggunakan protokol dari Panduan Pengelolaan Koleksi Mikroorganisme
Indonesian Culture Collection (InaCC) LIPI adalah sampel dengan coding 11,
I3 dan 14. Hal ini ditandai dengan terbentuknya pita DNA yang tebal dan jelas
dengan ukuran berurutan 478 bp, 511 bp, 543 bp (Lampiran 6). Sedangkan satu
sampel lainnya yaitu 12 membentuk pita smear yang tebal.

Berdasarkan analisis visualisasi produk PCR dengan bantuan UV
Transilluminator seperti yang telah dideskripisikan diatas, dapat dibandingkan
hasil proses amplikasi DNA menggunakan 4 protokol yang berbeda. Protokol
dari Maulana (2011) dan InaCC LIPI mampu mengamplifikasi 3 sampel isolat
khamir yaitu isolat 11, I3 dan 14, protokol dari Ediningsari (2008) hanya mampu

mengamplifikasi 2 isolat khamir yaitu isolat 11 dan 14, sedangkan satu protokol
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lainnya yaitu dari Anggraini et al. (2019) tidak berhasil mengamplifikasi
seluruh isolat khamir yang digunakan pada penelitian ini.

Hasil dari proses amplifikasi DNA menggunakan protokol dari Maulana
(2011) dan InaCC LIPI tidak jauh berbeda yaitu menunjukkan adanya 3 pita
DNA tunggal pada 3 sampel, hanya saja kondisi pita DNA dari kedua protokol
tersebut sedikit berbeda. Produk PCR yang diamplifikasi menggunakan
protokol dari InaCC LIPI memiliki pita DNA yang lebih tebal, jelas, dan terang
dibandingkan dengan produk PCR yang diamplifikasi menggunakan protokol
dari Maulana (2011). Hal ini dapat terjadi karena suhu annealing yang
digunakan pada protokol Maulana (2011) sedikit lebih tinggi sehingga diduga
primer tidak dapat menempel secara sempurna.

Prakoso et al. (2016) menyatakan penggunaan suhu annealing yang
terlalu tinggi dan tidak sesuai pada saat proses PCR dapat berdampak pada
sensitifitas antara primer dan DNA Template sehingga kemungkinan terjadinya
mispriming sangat besar hingga mampu mempengaruhi produk PCR yang
terbentuk. Menurut Zein dan Prawiradilaga (2013) hal tersebut dapat diatasi
dengan cara menurunkan suhu annealing secara bertahap setiap 1°C hingga
didapat pita band yang sesuai.

Selain itu, hasil dari proses amplifikasi menggunakan kedua protokol ini
juga membentuk produk nonspesifik band pada satu sampel isolat khamir.
Terbentuknya produk nonspesifik band tersebut dapat disebabkan karena
beberapa faktor seperti konsentrasi sampel isolat DNA khamir yang terlalu
tinggi, DNA yang belum terdenaturasi dengan sempurna, hingga suhu

annealing yang tidak sesuai. Hal ini dapat diatas dengan menerapkan beberapa
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strategi seperti mengecerkan DNA Template hingga didapatkan hasil yang
sesuai apabila konsentrasi sampel terlalu tinggi, serta dapat menaik-turunkan
suhu atau durasi pada tahapan denaturasi dan annealing secara bertahap (Zein
dan Prawiradilaga, 2013) .

Hasil dari proses amplifikasi DNA menggunakan protokol dari
Ediningsari (2008) menunjukkan dari empat sampel isolat khamir yang
digunakan pada penelitian ini, dua sampel isolat mampu menghasilkan pita
DNA tunggal yang cukup tebal dan jelas, satu isolat membentuk nonspesifik
band, dan satu isolat lainnya tidak membentuk pita DNA maupun nonspesifik
band. Permasalahan ini diduga disebabkan oleh suhu annealing dan jumlah
siklus yang tidak pas dengan kondisi DNA target sehingga produk PCR yang
dihasilkan tidak sesuai. Penyelesaian dari permasalahan tersebut adalah dengan
menaik-turunkan suhu annealing secara bertahap setiap 1°C atau dapat juga
mengurangi jumlah siklus secara bertahap mulai dari 25%, 30x, hingga 35%
(Zein dan Prawiradilaga, 2013).

Hasil dari proses amplifikasi DNA menggunakan protokol dari
Anggraini et al. (2019) menunjukkan seluruh sampel isolat khamir pada
penelitian ini tidak berhasil membentuk pita DNA, melainkan hanya
membentuk nonspesifik band pada 3 sampel dan 1 sampel lainnya tidak
terbentuk sama sekali. Hal tersebut mengindikasikan bahwa kondisi dari tiap
tahapan PCR yang digunakan pada protokol ini tidak sesuai dengan kondisi
DNA target. Zein dan Prawiradilaga (2013) menyatakan bahwa untuk
mengatasi hasil analisis elektroforesis ggggpada produk PCR yang

menghasilkan nonspesifik band dapat dilakukan dengan mengganti primer
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yang lebih spesifik dan menggunakan DNA Template hasil dari proses
ekstraksi yang baru sehingga akan meningkatkan spesifitas dari produk PCR.

Pita tebal dan terang yang terbentuk melalui tahapan elektroforesis
tersebut menunjukkan bahwa konsentrasi hasil ekstraksi DNA pada suatu
sampel dinilai sangat tinggi, sedangkan pita yang tipis menunjukkan
konsentrasi DNA yang dihasilkan lebih rendah . Sementara smear yang muncul
pada hasil visualisasi menandakan adanya partikel asing selain DNA yang ikut
dalam proses ekstraksi Hidayati et al. (2016). Fatchiyah et al. (2011)
menyatakan DNA smear dapat disebabkan oleh adanya kontaminan pada DNA
template yang menyebabkan tingkat kemurnian dari DNA rendah, komposisi
primer dan DNA Template yang terlalu berlebihan, serta menggunakan suhu
annealing yang tidak sesuai sehingga DNA target tidak teramplifikasi dengan
baik.

Secara umum, sampel isolat khamir yang diamplikasi menggunakan
protokol dari Maulana (2011), Ediningsari (2008), Anggraini et al. (2019), dan
InaCC LIPI menghasilkan pita tunggal dengan panjang fragmen yang berkisar
antara 436-583 bp. Seluruh panjang pendaran fragemen DNA dari tiap sampel

isolat khamir tersebut dapat dilihat pada tabel 4.4.

Tabel 4.4. Perbandingan panjang fragmen DNA

Panjang pita DNA (bp)

No Protokol m ” 3 "
1 Maulana (2011) 436 - 445 455
2  Ediningsari (2008) 513 - - 582
3 Anggraini et al. (2019) - - - -
4 InaCC LIPI 478 - 511 543

Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2020
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Terbentuknya pita DNA dengan panjang fragmen yang berbeda tersebut
dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti variasi kondisi (suhu dan durasi)
yang ditetapkan setiap protokol, dan variasi sequence DNA yang terkandung
pada tiap sampel isolat khamir (Yusuf, 2010). Perbedaan ukuran tersebut
mengindikasikan adanya polimorfisme pada sampel, atau dengan kata lain
isolat-isolat khamir tersebut terdiri dari beberapa spesies yang berbeda. Katsu
et al. (2004) memperkuat hipotesis peneliti dengan pernyataan bahwasannya
variasi antar-spesies di daerah ITS rDNA dari golongan khamir memiliki
ukuran yang berkisar antara 300 hingga 900 bp.
Perbedaan ukuran panjang fragmen DNA pada tiap sampel isolat khamir
merupakan hal yang wajar terjadi dan telah dijelaskan didalam al Qur’an surat
Al-Qomar [54] ayat 49, yang berbunyi:

a3

GPEHECHEEN IY

Artinya : ”Sungguh, kami ciptakan segala sesuatu mnurut ukuran.”(QS. Al Qomar:49).
Secara tersirat ayat diatas menerangkan bahwasannya segala sesuatu
yang terjadi pada seluruh makhluk di dunia ini telah ditetapkan oleh Allah
SWT, termasuk ukuran dan segala sifat yang meliputinya. Ketetapan tersebut
telah tertulis di lauhul mahfuzh jauh sebelum masa penciptaan. Hal ini menjadi
bukti nyata kekuasaan Allah dalam menentukan gadha dan godar dari semua
makhlukNya. Begitu juga dengan keberadaan khamir yang digunakan pada
penelitian ini. Dengan mengetahui ukuran panjang fragmen tiap sampel
khamir, maka hal tersebut dapat menjadi landasan untuk melakukan analisis

lebih lanjut tentang jenisnya.
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Optimasi amplifikasi menggunakan teknik PCR yang telah dilakukan
terhadap empat protokol memperlihatkan bahwa tingkat keberhasilan proses
amplifikasi dengan protokol InaCC LIPI dan Maulana (2011) sangat tinggi jika
dibandingkan dengan dua protokol lainnya yaitu protokol dari Ediningsari
(2008) dan Anggraini et al. (2019), baik dari segi durasi waktu pengerjaan
maupun amplikon yang terbentuk. Sha et al. (2016) menyatakan keberhasilan
proses amplifikasi DNA sangat tergantung pada kondisi dan komposisi dari
setiap protokol. Kondisi tersebut dapat meliputi suhu, lama durasi tiap satu
siklus, dan jumlah siklus dalam satu reaksi. Sedangkan komposisi yang
dimaksud berupa konsentrasi dan kemurnian dari DNA Template serta
pemilihan primer yang sesuai dengan DNA target.

Gen ribosomal DNA (rDNA) daerah non-coding merupakan gen yang
paling umum digunakan dalam proses identifikasi khamir secara molekular
(Kurtzman dan Sugiyama, 2015). Internal Transcribed Spacer (ITS) sebagai
salah satu gen yang berada didaerah non-coding menjadi pilihan gen target
yang paling sesuai untuk mendeteksi keberadaan khamir, dikarenakan gen ITS
bersifat conserved atau gen yang memiliki laju mutasi yang rendah. Selain itu,
variasi sequens nukleotida yang terdapat pada gen ini juga tergolong tinggi
walaupun pada spesies yang sama sehingga sangat mudah untuk dilihat

polimorfismenya (Saksinchai et al., 2012).



BAB V
PENUTUP

5.1. Simpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa :

1. Metode boiling cell yang dilakukan berdasarkan Panduan Pengelolaan
Koleksi Mikroorganisme dari Indonesian Culture Collection (InaCC) LIPI
mampu menghasilkan kondisi yang optimum pada proses ekstraksi DNA
isolat khamir yang berasal dari sarang lebah madu Tetragonula sp.

2. Protokol amplifikasi DNA dari InaCC LIPI dan Maulana (2011)
merupakan protokol amplifikasi yang paling optimum jika dibandingkan
dengan protokol lainnya dikarenakan mampu menghasilkan pita tunggal
DNA yang jelas, tebal, dan terang dengan ukuran yang berkisar antara 436

hingga 583 bp.

5.2. Saran

1. Perlu dilakukan pengamatan dan karakterisasi khamir menggunakan
metode mikrobiologi yang lebih spesifik untuk melengkapi dan
mendukung data hasil identifikasi secara molekular.

2. Meningkatkan kinerja pada proses ekstraksi perlu dilakukan agar
mendapatkan konsetrasi dan kemurnian DNA yang diinginkan.

3. Perlu dilakukan analisis lanjutan seperti analisis sequencing dan BLAST
terhadap produk PCR yang diamplifikasi menggunakan protokol dari
InaCC LIPI dan Maulana (2011) untuk memastikan urutan sequence
DNA, sehingga isolat khamir tersebut dapat terindetifikasi hingga takson
spesies
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