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VARIASI GENETIK Lactobacillus fermentum Beijerink ASAL SAYUR ASIN
BERDASARKAN ANALISIS RFLP 16S-23S rDNA ISR, RAPD-PCR DAN ERIC-PCR
[Genetic Variation of Lactobacillus fermentum Beijerink Origin Sayur Asin Based on
RFLP 16S-23S rDNA ISR, RAPD-PCR and ERIC-PCR Analysis]
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ABSTRACT

Molecular analysis of Lactobacillus fermentum isolates is essential to understand their genetic variation in relations to their roles in sayur
asin fermentation process. Combination of three molecular techniques which is restriction fragment length polymorphism (RFLP) of 16S-
23S rDNA intergenic spacer region (ISR), random amplified polymorphic DNA (RAPD-PCR) and an enterobacterial repetitive intergenic
consensus (ERIC-PCR) analysis were performed to discriminate 19 representative isolates of L. fermentum isolated from sayur asin. The
result showed that L. fermentum strain D11 is distantly related to other isolates based on RFLP using Hhal restriction enzyme and RAPD-
PCR analyses. In addition, both of RAPD-PCR and ERIC-PCR successfully determined the genetic variation among L. fermentum strains
by exhibiting distinct 4-8 bands (800-2080 bp) and 4-10 bands (280-3050 bp), respectively. A dendogram generated from UPGMA cluster
analysis of both RAPD-PCR and ERIC-PCR data showed two distinct genotypic groups exist among L. fermentum isolated from sayur asin
in Indonesia.

Key words: ERIC-PCR, genetic variation, Lactobacillus fermentum, RAPD-PCR, RFLP 16S-23S rDNA, ISR.

ABSTRAK

Analisis molekuler Lactobacillus fermentum asal sayur asin sangat penting dilakukan untuk mengetahui variasi genetik dari strain-strain L.
fermentum yang terlibat langsung dalam proses fermentasi sayur asin. Kombinasi tiga teknik molekuler yaitu Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) 16S-23S rDNA, Intergenic Spacer Region (ISR), Random Amplified Polymorphic DNA(RAPD-PCR) dan
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-PCR) digunakan untuk mengetahui variasi genetik dari 19 strain L. fermentum asal
sayur asin. Hasil analisis RFLP menggunakan enzim restriksi Hhal dan analisis RAPD-PCR menunjukkan bahwa L. fermentum strain D11
secara genetik berkaitan jauh dengan strain-strain L. fermentum lainnya. Selain itu, variasi genetik diantara strain-strain L. fermentum
ditemukan pada kisaran 4-8 band (800-2080 bp) dengan metoda RAPD-PCR dan 4-10 pita (280-3050 bp) dengan metoda ERIC-PCR.
Dendogram hasil analisis kluster UPGMA dari data RAPD-PCR dan ERIC-PCR mengungkapkan adanya dua kelompok genetik L.
fermentum asal sayur asin yang berbeda.

Kata Kunci: ERIC-PCR, variasi genetik, Lactobacillus fermentum, RAPD-PCR, RFLP 16S-23S rDNA ISR.

PENDAHULUAN dalam proses fermentasi sayur asin.

Di Indonesia, sawi fermentasi dikenal dengan
nama sayur asin atau sawi asin. Sayur asin
dikonsumsi di banyak daerah di Indonesia selama
bertahun-tahun (Puspito dan Fleet, 1985). Sayur asin
merupakan produk fermentasi spontan/alami oleh
bakteri asam laktat epifit (Daeschel et al, 1987).
Kualitas produk sayur asin tergantung pada spesies
dan strain yang digunakan dalam proses fermentasi
(Solieri et al., 2009). Identifikasi bakteri asam laktat
berdasarkan sekuen 16S rDNA telah dilakukan pada
penelitian  sebelumnya  dimana
fermentum merupakan spesies dominan kedua pada
sayur asin setelah L. plantarum (Sulistiani et al,
2014). Sampai saat ini, analisis intraspesies pada
spesies L. fermentum dari sayur asin tersebut belum
pernah dilakukan dan penting untuk dilakukan untuk
mengetahui genetik  strain-strain L.

Lactobacillus

variasi
fermentum yang berperan atau terlibat langsung

Kemajuan dalam bidang biologi molekuler telah
memberikan peluang baru untuk melangkah lebih
cepat dalam analisis variasi genetik mikroba. Pada
umumnya, lebih dari satu metode digunakan untuk
analisis variasi genetik mikroba (Rosseti dan Giraffa,
2005). Intergenic Spacer Region (ISR) dikenal juga
dengan istilah Intergenic/Internal  Transcribed
Spacer (ITS) (Yavuz et al., 2004) atau Intergenic
Spacer (IGS) (Zavaleta et al, 1996), merupakan
daerah yang terletak diantara gen 16S dan 23S
rDNA. Daerah tersebut memiliki sekuen konservatif
dan variabel, seperti gen tRNA (Yavuz et al,, 2004).
Daerah 16S-23S rDNA ISR merupakan daerah
penting dalam genom bakteri yang dapat digunakan
untuk analisis taksonomi bakteri (Moschetti et al.,
1998). Polimorfisme dalam sekuen nukleotida 16S-
23S rDNA ISR dapat digunakan untuk identifikasi
pada tingkat spesies (Yavuz et al, 2004). Panjang

*Diterima: 22 Agustus 2016 - Diperbaiki: 25 Oktober 2016 - Disetujui: 15 Juni 2017
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dan variasi sekuen 16S-23S rDNA ISR telah
digunakan untuk membedakan strain dalam spesies
(Zavaleta et al, 1996). Belgacem et al. (2009)
melaporkan bahwa analisis RFLP 16S-23S rDNA
ISR berhasil digunakan untuk mengetahui variasi
genetik dalam spesies. Teknik molekuler Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR) dan
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
(ERIC-PCR) menghasilkan beberapa pita DNA
(fingerprint) yang dapat digunakan untuk mem-
bedakan bakteri di tingkat spesies dan tingkat
genetik/strain bakteri (Saito et al., 2001; Gillings and
Holley, 1997). Penelitian ini bertujuan untuk menge-
tahui variasi genetik strain-strain L. fermentum asal
sayur asin dengan menggunakan tiga teknik moleku-
ler, yaitu RFLP 16S-23S rDNA ISR, RAPD-PCR
dan ERIC-PCR.

BAHAN DAN CARA KERJA

Sebanyak 19 strain L. fermentum yang diisolasi
dari sayur asin dan cairan/larutan fermentasi
digunakan dalam penelitian ini, yaitu strain S2_20D;
S1 12L; S1 05D; Y2 29D; Y2 04L; S1 03L;
S2 28D; S1 02D; Y2 27D; S1_07D; Y2 16L; F61;
E85; DI11; E25; S2 24D; Y2 18D; Y1 08L; dan
S1 13D. Strain tipe L. plantarum JCM 1149"
(D79210) dan L. fermentum JCM 11737 (AJ575812)
yang diperoleh dari Japan Collection of Microorgan-
isms (RIKEN BioResource Center, Saitama, Jepang)
digunakan sebagai pembanding. Identitas strain-
strain L. fermentum dalam penelitian ini telah
diidentifikasi secara molekuler berdasarkan analisis
sekuen 16S rDNA dan telah dipublikasikan dalam
Sulistiani et al. (2014).

Bakteri asam laktat ditumbuhkan pada medium
de Man, Rogosa, Sharpe Agar (MRSA) selama 4 hari
secara anaerobik pada suhu ruang (28-30 °C). Sel
dikoleksi menggunakan ose selanjutnya digunakan
untuk ekstraksi DNA berdasarkan metode Franco et
al. (2010). Amplifikasi 16S-23S rDNA ISR dil-
akukan berdasarkan metode Rachman et al. (2003).
Masing masing campuran reaksi sebanyak 58 mL
menggunakan  primer 16S/p2  forward  (5’-
CTTGTACACACCGCCCGTC-3") posisi  1390-
1407 padal6S rDNA dan primer 23S/p7 reversed
(5’-GGTACTTAGATGTTTCAGTTC-3") posisi 188
-208 pada 23S rDNA Escherichia coli (Gurtler and
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Stanisich, 1996). Komposisi campuran reaksi PCR
terdiri atas: 30 mL GoTagO Green master mix 2x,
4,8 mL primer 16S/p2 forward 10 mM dan 4,8 mL
primer 23S/p7 reversed 10 mM, 17,4 mL nuclease
free water (NFW) dan 1mL (10-100 ng) cetakan
DNA (Promega, 2012). Reaksi PCR adalah 94 °C 1,5
menit (1 siklus); 95 °C 30 detik, 50 °C 30 detik dan
72 °C 1,5 menit (30 siklus); 72 °C 5 menit (1 siklus);
dan diakhiri dengan 4 °C 20 menit (1 siklus)
(Rachman et al., 2003). Produk PCR selanjutnya
dielektroforesis.

Restriksi produk PCR 16S-23S rDNA ISR di-
lakukan sesuai instruksi yang tercantum pada produk
Thermo Scientific (2012). Sebanyak 5 ml (2 U/ml)
enzim restriksi Hhal dengan komposisi 2 mL buffer
tango 10x, 1 mL enzim Hhal (10 U/pL) dan 2 mL
NFW dicampur dengan 10 mL produk PCR kemudi-
an dihomogenkan. Campuran tersebut diinkubasi
selama 4 jam pada suhu 37 °C.

Amplifikasi RAPD-PCR menggunakan primer
tunggal M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3") (Huey
and Hall, 1989; Rossetti and Giraffa, 2005). Volume
masing-masing reaksi sebanyak 42 mL terdiri atas:
22,5 mL GoTagO Green master mix 2x, 9 mL pri-
mer M13 10 mM, 9,5 mL NFW dan 1 mL cetakan
DNA (10-100 ng). Reaksi RAPD-PCR menurut Ros-
setti and Giraffa (2005) dengan modifikasi sebagai
berikut 94 °C 2 menit (1 siklus); 94°C 1 menit, 42 °C
20 detik, 72 °C 2 menit (40 siklus); dan 72 °C 10
menit (1 siklus); dan diakhiri 4 °C 20 menit (1 si-
klus).

Amplifikasi ERIC-PCR menggunakan primer
tunggal ERIC2 (5°-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’(Versalonic
et al., 1991). Volume masing-masing reaksi ERIC-
PCR sebanyak 42 mL terdiri atas: 22,5 mL GoTagO
Green master mix 2x, 9 mL primer ERIC2 10 mM,
9,5 mL NFW dan 1 mL cetakan DNA (10-100 ng).
Reaksi ERIC-PCR Gilling & Holley (1997) dengan
dimodifikasi sebagai berikut 94 °C 3 menit (1 si-
klus); 94 °C 30 detik, 46 °C 1,5 menit, 68 °C 8 menit
(35 siklus); dan 68 °C 8 menit (1 siklus) dan diakhiri
dengan pendinginan suhu 4 °C 20 menit (1 siklus).

Sebanyak 15 pL dari masing-masing produk
PCR 16S-23S rDNA ISR yang telah direstriksi,
produk RAPD-PCR dan produk ERIC-PCR diel-
ektroforesis menggunakan gel agarosa 2% (b/v)
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dengan panjang 12 cm pada 100 V selama 1 jam.
Sebanyak 7,5 ml DNA ladder 1Kb plus digunakan
untuk mengetahui ukuran pita DNA hasil restriksi.
Gel direndam dalam larutan etidium bromida 10 mg/
ml selama 30 menit kemudian dicuci dengan TAE
1X dan didokumentasi menggunakan ge/ documenta-
tion system (Rachman et al., 2003).

Ukuran pita DNA dianalisis menggunakan pro-
gram PhotoCaptMw versi 99.03 (Vilber-Lourmat,
Marne-la-Vallée, France). Pita DNA hasil RAPD-
PCR dan ERIC-PCR yang telah diketahui ukurannya,
selanjutnya diterjemahkan menjadi data biner (diberi
nilai 1 bila ada pita dan 0 bila tidak ada pita). Data
digunakan untuk menyusun matriks kesamaan ge-
netik berdasarkan rumus Nei dan Li (1979) dengan
metode Unweighted Pair-Group Method Arithmetic
(UPGMA) pada program Numerical Taxonomy and
Multivariate System (NTSys) versi 2.02 (Rohlf,
1998). Koefisien similaritas yang digunakan untuk
mengukur polimorfisme genetik dalam semua ana-
lisis UPGMA adalah Jaccard’s similarity coefficient.

HASIL
Amplifikasi dan RFLP Daerah 16S-23S rDNA
ISR L. fermentum.

Amplifikasi daerah 16S-23S rDNA ISR pada 19
strain L. fermentum dan satu strain tipe L.

Kb M K

1 2

-
-

0.4-

fermentum JCM 1173" menghasilkan dua pita DNA
dengan panjang 765 dan 570 bp sedangkan strain
tipe L. plantarum JCM 1149”7 menghasilkan dua pita
DNA pada posisi 800 dan 600 bp (Gambar 1).

Hasil RFLP menggunakan enzim Hhal pada
daerah 16S-23S rDNA ISR terhadap 19 strain L.
fermentum secara umum menghasilkan empat frag-
men DNA masing-masing dengan panjang 400, 320,
290 dan 200 bp, kecuali L. fermentum strain D11
yang menunjukkan adanya enam fragmen DNA mas-
ing-masing dengan panjang 660, 570, 400, 320, 290
dan 200 bp. Fragmen DNA pada strain tipe L.
plantarum JCM 1149" (outgroup) masing-masing
berada pada posisi 410, 380, 290 dan 200 bp
(Gambar 2).

Analisis Fragmen DNA Berdasarkan Metode
RAPD-PCR dan ERIC-PCR.

Teknik RAPD-PCR menggunakan primer M13
dan ERIC-PCR menggunakan primer ERIC2 berhasil
diterapkan untuk analisis variasi genetik strain-strain
L. fermentum asal sayur asin. Amplifikasi RAPD-
PCR menghasilkan pita DNA sebanyak 4-8 buah
dengan kisaran panjang 800-2080 bp (Gambar 3A),
sedangkan  amplifikasi  dengan  ERIC-PCR
menghasilkan pita DNA sebanyak 4-10 buah dengan
ukuran 280-3050 bp (Gambar 3B).

3 4 5 6 7 8 91011 1213141516 1718 19 20 21

Gambar 1. Elektroforesis produk PCR 16S-23S rDNA ISR strain-strain L. fermentum dalam agarosa 2%. M,
DNA ladder 1Kb Plus; K, kontrol negatif: no. 1, L. plantarum JCM 1149"; L. fermentum (no. 2:
JCM 1173"; 3:82 20D; 4: S1_12L; 5: S1_05D; 6: Y2 29D; 7: Y2 04L; 8: S1_03L; 9: S2 28D;
10: S1_02D; 11: Y2 27D; 12: S1_07D; 13: Y2 16L; 14: F61; 15: E85; 16: D11; 17: E25; 18:
S2 24D; 19: Y2 18D; 20: Y1 _08L; 21: S1_13D) (Electrophoresis of PCR product from 16S-23S
rDNA ISR of L. fermentum strain on 2% gel agarose. M, DNA ladder 1Kb Plus; K, negative con-
trol; no. 1, L. plantarum JCM 11497 L. fermentum (no. 2: JCM 11737 3:82 20D, 4: S1 _12L; 5:
S1 05D; 6: Y2 29D; 7: Y2 04L; 8: S1_03L; 9: S2 28D; 10: SI 02D; 11: Y2 27D; 12: S1 07Dy
13:Y2 16L; 14: F61; 15: E85; 16: D11; 17: E25; 18: §2 24D; 19: Y2 18D; 20: YI 08L; 21:

S1_13D).
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Kb M 123456 78 91011Kb M 121314 15 161718 19 20 21
570, 660 bofong

Gambar 2. Pola RFLP 16S-23S ISR strain-strain L. fermentum dalam agarosa 2% setelah dipotong dengan
enzim restriksi Hhal. M, DNA ladder 1Kb Plus; no. 1, L. plantarum JCM 1149 L. fermentum (no.
2: JCM 11737;3:S2 20D; 4: S1_12L; 5: S1_05D; 6: Y2 29D; 7: Y2_04L; 8: S1_03L; 9: S2 28D;
10: S1 _02D; 11: Y2 27D; 12: S1_07D; 13: Y2 16L; 14: F61; 15: E85; 16: D11; 17: E25; 18:
S2 24D; 19: Y2 18D; 20: Y1 _08L; 21: S1 _13D), tanda panah menunjuk fragmen DNA spesifik
(RFLP pattern of 16S-23S ISR L. fermentum strains using Hhal on gel agarose 2%. M, DNA lad-
der 1Kb Plus; no. 1, L. plantarum JCM 11497 L. fermentum (no. 2: JCM 11737 3:82 20D; 4:
S1 _12L; 5: S1 _05D; 6: Y2 29D; 7: Y2 04L; 8: S1 _03L; 9: S2 28D; 10: S1 _02D; 11: Y2 27D;
12: 81 07D; 13: Y2 _16L; 14: F61; 15: E85; 16: DI11; 17: E25; 18: S2 24D; 19: Y2 18D, 20:
Y1 08L; 21: S1 _13D), arrow pointing specific DNA fragments).

kb M1 2 3 45 6 78 91011 M 121314 1516171819 2021

kb M1 2 3 45 6 7891011 M 1213141516 1718 19 2021

Gambar 3. Elektroforesis produk RAPD-PCR (A) dan produk ERIC-PCR (B) isolat L. fermentum_dalam aga-
rosa 2%. M, DNA ladder 1Kb Plus; no. 1, L. plantarum JCM 1149"; L. fermentum (no. 2: JCM
1173%; 3:S2 20D; 4: S1 _12L; 5: S1 05D; 6: Y2 29D; 7: Y2 04L; 8: S1_03L; 9: S2 28D; 10:
S1 02D; 11: Y2 27D; 12: S1_07D; 13: Y2 _16L; 14: Fol; 15: E85; 16: D11; 17: E25; 18:
S2 24D; 19: Y2 18D;20: Y1 _08L; 21: S1_13D) (Electrophoresis of RAPD-PCR product (4) and
ERIC-PCR product (B) on gel agarose 2%. M, DNA ladder 1Kb Plus; no. 1, L. plantarum JCM
1149"; L. fermentum (no. 2: JCM 1173"; 3:S2 20D; 4: SI 12L; 5: SI 05D; 6: Y2 29D; 7:
Y2 04L; 8: SI 03L; 9: §2 28D; 10: S1 _02D; 11: Y2 27D; 12: S1 07D; 13: Y2 16L; 14: F61;
15: E85; 16: D11; 17: E25; 18: S2 24D; 19: Y2 18D; 20: Y1 08L; 21: S1_13D).
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Dendogram UPGMA Berdasarkan Fragmen
DNA dari Metode RAPD-PCR dan ERIC-PCR.

Analisis pengelompokan hierarki (hierarchical
cluster analysis) produk RAPD-PCR dengan metode
UPGMA  menggunakan similarity
coefficient dalam bentuk dendogram menunjukkan
bahwa kluster L. fermentum tidak identik secara
genetik dengan L. plantarum JCM 1149", dengan
koefisien similaritas = 76% (Gambar 4). Strain-strain
L. fermentum asal sayur asin terbagi menjadi satu
kluster besar (kluster 1) dan satu kluster kecil
(kluster 2) hanya beranggotakan satu strain yang
berdiri sendiri (independent strain), yaitu strain D11,
dengan nilai koefisien similaritas + 76% (Gambar 4).
Kluster besar yang terdiri dari atas 18 strain asal
sayur asin dan satu strain tipe L. fermentum JCM
11737 memiliki koefisien similaritas + 83,8%.
Kluster besar ini terbagi menjadi dua subkluster
(subkluster 1 dan subkluster 2) dengan nilai koefisien
similaritas £ 86%. Subkluster satu terdiri atas 13
strain L. fermentum asal sayur asin dan satu strain
tipe L. fermentum JCM 1173" dengan nilai koefisien
similaritas + 86%; sedangkan subkluster 2 terdiri atas
lima strain L. fermentum yaitu strain S1 12L,
S1 05D, S1 02D, Y2 29D dan Y1 O8L dengan
nilai koefisien similaritas + 4%.

Dendogram hasil analisis UPGMA dari produk
ERIC-PCR memperlihatkan dua kelompok genetik

Jaccard’s

dari 19 strain L. fermentum asal sayur asin dengan
nilai koefisien similaritas + 72% (Gambar 5). Kluster
pertama terdiri atas 13 strain, berada pada kluster
yang sama dengan strain tipe L. fermentum JCM
11737 (koefisien similaritas + 80,5 %), dan kluster
kedua terdiri atas enam strain yang terpisah dari
strain tipe L. fermentum JCM 11737 (koefisien
similaritas + 80,75%). Kluster pertama menunjukkan
keberagaman genetik, dimana ketigabelas isolat L.
fermentum asal sayur asin membentuk kluster sendiri
terpisah dari strain tipe L. fermentum JCM 1173"
dengan nilai koefisien similaritas + 81,5%, dan
terbagi menjadi tiga subkluster dengan koefisien
similaritas = 83%. Subkluster pertama terdiri atas
strain S2 20D, Y2 27D dan S1 03L; subkluster
kedua terdiri atas strain S1_12L, S1 05D, Y2 29D,
Y2 04L dan S2 28D; sedangkan subkluster ketiga
terdiri atas strain S1 07D, Y2 16L, Y1 O8L dan
Y2 18D. Strain S1 02D berdiri sendiri dalam kluster
1. Kluster kedua terbagi menjadi dua subkluster
utama dengan nilai koefisien similaritas £ 80,75%.
Subkluster pertama terdiri atas strain F61 dan E85
dengan nilai koefisien similaritas + 85%, sedangkan
subkluster kedua terdiri atas strain E25, S1 13D dan
S2 24D dengan nilai koefisien similaritas + 95%.
Strain D11 berdiri sendiri dalam subkluster kedua
dengan nilai koefisien similaritas + 86%.

Kluster 1

Gambar 4. Dendogram RAPD-PCR 19 strain L. fermentum asal sayur asin menggunakan metode UPGMA
(RAPD-PCR dendrogram of 19 L. fermentum strains using UPGMA method).

189



Berita Biologi 162) - Agustus 2017

3
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Gambar 5. Dendogram UPGMA ERIC-PCR 19
fermentum strains using ERIC-PCR ).

PEMBAHASAN

Hasil amplifikasi daerah 16S-23S rDNA ISR
menunjukkan ukuran ISR L. fermentum (765 bp dan
570 bp) lebih pendek dibandingkan ISR L.
plantarum (800bp dan 600 bp) (Gambar 1). Per-
bedaan panjang ISR tersebut dapat digunakan untuk
membedakan spesies L. fermentum dengan L.
plantarum. Variasi panjang dan sekuen ISR dapat
digunakan sebagai pembeda tingkat taksa genus dan
spesies (Rivas et al, 2006; Belgacem et al, 2009;
Yavuz et al., 2004).

Menurut Belgacem et al. (2009) dan Rahman et
al. (2003) ukuran produk amplifikasi 16S-23S rDNA
ISR menggunakan primer 16S/P2 dan 23S/P7 dapat
digunakan untuk pengelompokan bakteri asam laktat
menjadi empat kelompok berdasarkan jumlah dan
ukuran operon ribosomal RNA (rrn) yaitu: 1) ke-
lompok Lactococcus yang mempunyai tipe operon
rrn tunggal  medium (M-ISR); 2) kelompok
Enterococcus mempunyai dua tipe operon rrn small
(S-ISR) dan medium (M-ISR); 3) kelompok Lacto-
bacillus mempunyai 2 tipe operon rrn small (S-ISR)
dan large (L-ISR) dan 4) kelompok Pediococcus spp.
dan Weisella mempunyai tiga tipe operon rrn small
(S-ISR), medium (M-ISR) dan large (L-ISR). Hasil
pengukuran produk 16S-23S rDNA ISR terhadap 19
strain L. fermentum dari sayur asin menunjukkan
bahwa L. fermentum termasuk dalam kelompok
Lactobacillus karena mempunyai tipe dua rrn
operon L-ISR dengan panjang 765 bp dan S-ISR
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strain L. fermentum (UPGMA dendrogram of 19 L.

dengan panjang 570 bp. Daerah S-ISR Lactobacillus
berisi sekuen noncoding dan daerah L-ISR Lactoba-
cillus berisi sekuen mengkode tRNA™- tRNAM? -
sekuen noncoding (Rahman et al., 2003).

Daerah 16S-23S rDNA ISR mempunyai sekuen
lebih variabel dibandingkan gen 16S dan 23S rDNA.
Daerah antara tRNA*" dan 23S rDNA merupakan
daerah yang mempunyai polimorfisme tinggi
(Belgacem et al, 2009). Analisis RFLP 16S-23S
rDNA ISR dan strain tipe-nya dapat digunakan untuk
mengetahui variasi genetik dalam spesies (Miteva et
al., 2001; Rahman et al., 2003; Belgacem et al.,
2009). Restriksi Hhal pada 16S-23S rDNA ISR
strain tipe L. plantarum JCM 1149" (outgroup)
menghasilkan empat fragmen DNA masing-masing
dengan panjang 410, 380, 290 dan 200 bp; se-
dangkan fragmen DNA pada isolat-isolat L.
fermentum masing-masing berada pada posisi 400,
320, 290 dan 200 bp. Hasil tersebut mengkonfirmasi
bahwa kelompok L. fermentum secara taksonomi
berbeda dari L. plantarum (Gambar 2).

Secara detail hasil RFLP 16S-23S rDNA ISR L.
fermentum dan spesies tipe-nya (20 isolat)
menggunakan enzim restriksi Hhal menghasilkan
dua kelompok genotip L. fermentum. Kelompok
pertama memiliki empat fragmen DNA masing-
masing dengan panjang 400, 320, 290 dan 200 bp.
Kelompok kedua hanya yaitu L.
fermentum strain D11 yang memiliki enam fragmen
DNA masing-masing dengan panjang 660, 570, 400,

satu strain,
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320, 290 dan 200 bp. Data menunjukkan bahwa
polimorfisme genetik diantara isolat-isolat L.
fermentum pada sayur asin berdasarkan data 16S-
23S rDNA ISR adalah rendah. Adanya fragmen tam-
bahan pada L. fermentum strain D11 pada posisi
fragmen 570 dan 660 bp menunjukkan bahwa posisi
kedua fragmen tersebut spesifik pada L. fermentum
strain D11, ditunjuk dengan tanda panah pada
Gambar 2. Posisi fragmen spesifik pada suatu isolat
dan sangat penting karena dapat digunakan sebagai
marka untuk pengembangan metoda deteksi secara
molekuler.

Teknik RAPD-PCR menggunakan primer M13
berhasil diterapkan untuk analisis variasi genetik L.
fermentum asal sayur asin. Polimorfisme profil DNA
isolat-isolat yang analisis, ditunjukkan dalam Gam-
bar 3 dimana pita DNA tampak teramplifikasi, baik
tebal maupun tipis serta jumlah pita DNA bervariasi.
Menurut Zulkifli et al. (2009) polimorfisme pita
DNA kemungkinan disebabkan adanya mutasi pada
sekuen DNA tempat penempelan primer RAPD pada
genom bakteri. Analisis dendogram produk RAPD-
PCR menggunakan metode UPGMA dengan
Jaccard’s  similarity  coefficient — menunjukkan
kelompok L. fermentum berbeda kluster dengan L.
plantarum JCM 1149" (Gambar 4). Hasil tersebut
mengkonfirmasi bahwa teknik RAPD-PCR dapat
memisahkan polimorfisme pada spesies yang ber-
beda, seperti dilaporkan oleh Saito et al (2011).
Secara umum, hasil analisis RAPD yang mendukung
diskriminasi analisis RFLP 16S-23S rDNA ISR,
mengindikasikan bahwa isolat L. fermentum strain
D11 merupakan isolat dengan karakter genetik yang
independen/unik dibandingkan dengan strain-strain
L. fermentum lainnya asal sayur asin.

Menurut Gillings dan Holley (1997) teknik ER-
IC-PCR merupakan teknik yang sensitif dan dapat
direproduksi untuk mengetahui variasi genetik me-
lalui profil pita DNA pada target enterobakteri dan
non-enterobakteri.  Analisis ERIC-PCR telah
digunakan untuk mengenali polimorfisme intra- dan
interspesies L. paraplantarum, L. curvatus, L. sakei,
L. pentosus dan L. plantarum (Saito et al., 2011).
Aplikasi teknik ERIC-PCR menggunakan primer
ERIC2 berhasil diterapkan untuk analisis intraspesies
L. fermentum pada penelitian ini (Gambar 3B).
Amplifikasi dengan ERIC-PCR menghasilkan pita

DNA sebanyak 4-10 buah dengan ukuran 280-3050
bp.

Analisis pengelompokan hierarki atas produk
ERIC-PCR memperlihatkan dua kelompok genetik
dari strain-strain L. fermentum asal sayur asin yang
berada pada kluster terpisah. Pengelompokan ini juga
dengan jelas memisahkan strain-strain anggota
kelompok spesies L. fermentum dari spesies L.
plantarum. Berdasarkan data tersebut, teknik ERIC-
PCR dapat memperlihatkan polimorfisme pada spe-
sies berbeda (Saito et al., 2011). Hasil analisis ERIC
-PCR menunjukkan isolat-isolat L. fermentum asal
sayur asin terbagi menjadi dua kelompok besar
(kluster 1 dan kluster 2) dimana 6 strain L.
Sfermentum asal sayur asin memiliki perbedaan geno-
tipe dibandingkan strain tipe L. fermentum JCM
1173". Oleh karena itu, perlu dilakukan analisis fisi-
ologi lanjutan untuk memastikan identitas keenam
strain tersebut dan karakteristik aktivitasnya dalam
proses fermentasi sayur asin. Hasil analisis DNA
polimorfisme menunjukkan bahwa posisi pita DNA
2200, 2000, 1820, 1710, 1650, 1280, 720, 390 dan
280 bp spesifik pada kluster pertama dan posisi pita
DNA 3050, 2980, 2920, 1350, 1230, 1110 dan 940
bp spesifik pada kluster kedua (Gambar 3B). Posisi
pita DNA 2700, 2400, 530, 640, 370 dan 340 bp
umum ditemukan pada kedua kluster L. fermentum.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa primer ERIC2
cukup informatif dalam membedakan variasi genetik
isolat-isolat L. fermentum hingga tingkat strain.

Hasil analisis molekuler menunjukkan terdapat
dua kelompok genetik L. fermentum asal sayur asin.
Variasi genetik strain-strain L. fermentum diduga
berperan dalam proses fermentasi sawi (sayur asin)
dan kualitas hasil fermentasinya. Oleh karena itu,
perlu dibuktikan dalam studi berikutnya bahwa vari-
asi genetik strain-strain L. fermentum sangat
mempengaruhi kualitas fermentasi sayur asin. Data
penelitian  dapat  dipergunakan untuk meng-
embangkan berbagai jenis starter dalam usaha
pengembangan industri sayur asin/fermentasi sayur-
an dan buah-buahan.

KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan
genotipe diantara strain-strain L. fermentum asal
sayur asin. Hasil amplifikasi daerah 16S-23S rDNA
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ISR pada 19 strain L. fermentum dan satu strain tipe
L. fermentum menunjukkan dua pita DNA dengan
ukuran 765 bp dan 570 bp. Kedua amplikon tersebut
merupakan large (L-ISR) dan small (S-ISR) spesifik
yang pada Lactobacillus. Hasil analisis RFLP 16S-
23S rDNA ISR menggunakan enzim restriksi Hhal
menunjukkan L. fermentum strain D11 merupakan
isolat yang unik dan independen dari 18 isolat L.
Sfermentum lainnya. Analisis RAPD-PCR
menghasilkan pita DNA sebanyak 4-8 buah dengan
ukuran 800-2080 bp. ERIC-PCR menghasilkan pita
DNA sebanyak 4-10 buah dengan ukuran 280-3050
bp. Dendogram hasil analisis kluster dengan metoda
UPGMA pada produk RAPD-PCR dan ERIC-PCR
menunjukkan bahwa L. fermentum asal sayur asin
dapat dibedakan menjadi dua kelompok genetik.
Hasil ketiga metode analisis molekuler menunjukkan
adanya dua kelompok genetik L. fermentum asal
sayur asin.
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