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Isolat bakteri Endosimbion dari 

Cacing Tanah Lumbricus 

rubellus  

Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Peremajaan Isolat Bakteri 

Endosimbion dari Cacing Tanah 

Lumbricus rubellus 

Pembuatan Stock Bakteri Uji Biokomia : 

 TSIA 

 SIM 

 Katalase 

Pengamatan 

Morfologi Koloni 

Bakteri 

Pengecatan Gram 

Ekstraksi DNA 

Amplifikasi Gen 16S rRNA 

Elektroforesis 

Sekuensing DNA 

Analisis Data Fragmen Gen 16S 

rRNA dengan Metode BLAST 
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Media MRSB   

Bakteri endosimbion isolat F3  

Kultur Bakteri Endosimbion  

Pembuatan Stock Isolat Bakteri 
Endosimbion   

Lampiran 2. Peremajaan Isolat Bakteri Endosimbion 

 

 

 

 

 

- Diinokulasikan Sebanyak 1 ose 

 

 

 

 

 

 

 

- Diinkubasi Selama 1x24 jam 



53 

 

Lampiran 3. Sekema Kerja Pengamatan Morfologi Koloni Bakteri 

Endosimbion 

Isolat Bakteri Endosimbion 

Media MRSA 

Pengamatan Morfologi Koloni 

Menggunakan Mikroskop Stereo  

- Diinokulasi Selama 
1x24 jam  

- Di inokulasi Dengan 

Metode Gores  
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Lampiran 4. Skema Kerja Pengecatan Gram Bakteri Endosimbion  

Isolat Bakteri Endosimbion  

Fiksasi 

Gram A (Cat Utama ) 

Gram B (Larutan JKJ) 

Gram C (Alkohol) 

Gram D (Cat Lawan) 

Diamati Hasil Pengecatan Pada 

Mikroskop Cahaya (M: 1000x) 

- Diinokulasikan pada gelas objek  

- Diteteskan akuades lalu 

dilidahapikan olesan bakteri 

sampai kaca preparat kering   

-Diteteskan larutan cat kristal violet, 

diamkan selama 60 detik dan di 

bilas menggunakan akuades  

-Ditetskan larutan JKJ, 

diamkan selama 60 detik dan 

dibilas menggunakan akuades  

-Diteteskan larutan alkohol, 

didiamkan selama 30 detik dan 

dibilas menggunakan aquades  

-Diteteskan larutan cat safranin, 

diamkan selama 30 detik dan 

dibilas menggunakan akuades  
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Lampiran 5. Skema Kerja Uji Biokima Bakteri Endosimbion

Preparasi Bakteri Endosimbion Isolat F3  

Uji TSIA 

-Diinokulasikan isolat bakteri kedalam media agar miring TSIA 

dengan metode tusuk pada bagian butt dan metode gores pada bagian 

slant 

- Diinokulasikan selama 2x24 jam, kemudian diamati perubahan 

kondisi media  

Uji SIM 

-Diinokulasi isolat bakteri kedalam media SIM dengan metode 
tusuk  

-Diinkubasi selama 1x24 jam, kemudian diamati perubahan 

kondisi media  

Uji MR (Methyl-red) 

-Diinokulasi isolat baktei kedalam media MR cair  

-Diinkubasi selama 5x24 jam  

-Ditetesi sebnyak 5 tetes Methyl-red  

Uji VP (Voges Proskauer) 

-Diinokulasi isolat bakteri kedalam media VP cair  

-Diinkubasi selama 3x24 jam  

-Ditetesi 0,2mL KOH dan 0,6 mL Alfanaftol  

Uji Sitrat 

-Diinokulasikan isolat bakteri kedalam simmon sitrat agar 

-Diinkubasi selama 1-2x24 jam, diamati perubahan warna 

media    

Uji Katalase  

-Diletakan isolat bakteri diatas preparat  

-Ditambahkan 2-3 tetes ragen H2O2, diamati hasil yang terjadi  
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Lampiran 6. Ekstraksi DNA Bakteri gram positif 

 

 

 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 14000 rpm selama 

1menit 

- Dibuang supernatan 

 

 

 

- Divortex sesekali 

- Diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 30 menit 

 

 

 

- Divortex hingga tercampur  

 

 

 

-  Divortex sesekali 

-  Diinkubasi pada suhu 70
o
C selama 10 menit 

 

 

 

- Divortex 15 detik 

- Dimasukkan ke dalam CB3 colomn 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm selama 30 

detik    

 

 

 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm selama 2 

menit (termasuk ulangan)  

- CB3 spin column dipindahkan ke eppendorf  

 

 

 

-  Disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm selama 2 

menit  

- Supernatan pada tabung eppendorf 

 

 

 

 

 

 

1x10
9
 Sel BAL Gram Positif 

200 𝜇l gram (+) buffer + lysozyme 200 𝜇l   

20 𝜇l proteinase K 

200 𝜇l GB buffer 

200 𝜇l ethanol absolut 

400 𝜇l Buffer PW (1x ulangan)  

100 𝜇l Buffer TE 

Produk DNA 
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Lampiran 7. Amplifikasi DNA 

 

 

 

 

-  Dibuat campuran reaksi PCR yaitu 8  l 1x Mytaq 

HS Red Mix, 2  l H2O dan masing-masing 1  l 

DNA gen 16s rRNA Primer Forward 63F dan 

Primer reserve 1387R 

 

 

 

 

 

-  Dimasukkan kedalam tabung eppendorf 

 

 

 

 

-  Dimasukkan kedalam tabung eppendorf yang telah 

berisi campuran reaksi PCR  

 

 

 

 

 

- Diamplifikasi sebanyak 30 siklus 

- Setiap siklus  

Predenaturasi denaturasi pada suhu 95
o
C selama 5 menit 

Denaturasi pada suhu 94
o
C selama 30 detik 

Annealing pada suhu 58
o
C selama 30 detik 

Extending pada suhu 72
o
C selama 2 menit  

         Post Extending pada suhu 72
o
C selama 10 menit  

Sampel DNA 

25 𝜇l campuran 

reaksi PCR 

5 𝜇l ekstraksi DNA 

Amplifikasi dengan mesin 

PCR 

Produk PCR 
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Lampiran 8. Sekema kerja Visualisasi Produk PCR Dengan Elektroforesis 

 

 Preparasi Elektoforesis 

-Komposisi Gel Agarosa 1,5% 1,5 gr serbuk 

agarosa dan 100 ml TEA Buffer dan 8 𝜇l 

Ethidium Bromida  

- Dihitung kecekatan gel elektroforesis  

5 𝜇l Produk PCR dan 5 𝜇l 1 

kb DNA Ladder 

Elektroforesis 

Pita DNA 

- Dimasukan kedalam sumur gel agarosa 1,5% 

yang terendam dalam tangki yang berisi buffer  

- Dijalan kan selama 50 menit dengan tegangan 

konstan 100 Volt  

- Gel diletakan dibawah sinar UV  
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Lampiran 9. Dokumentasi Peremajaan dan Pembuatan Stok Isolat Bakteri 

Endosimbion 

 

 
Gambar 1. Hasil Peremajaan Bakteri Isolat F3  

 

 
Gambar 2. Stock Bakteri Endosimbion Isolat F3  
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Lampiran 10. Dokumentasi Pengamatan Morfologi Koloni dan Morfologi Sel 

Bakteri Endosimbion Isolat F3 

 

 
Gambar 1. Pengamatan Morfologi Koloni Isolat F3  

 

 
Gambar 2. Pengamatan Morfologi Sel Isolat F3 Dengan Teknik Pewarnaan Gram   

 



61 

 

Lampiran 11. Dokumentasi Uji Biokimia Bakreti Endosimbion Isolat F3  

 

 
Gambar 1. Hasil Uji TSIA Bakteri Endosimbion Isolat F3  

 

 
Gambar 2. Hasil Uji SIM Bakteri Endosimbion Isolat F3   
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Gambar 3. Hasil Uji MR Bakteri Endosimbion Isolat F3 

 

 
Gambar 4. Hasil Uji VP Bakteri Endosimbion Isolat F3  
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Gambar 5.  Hasil Uji Sitrat Bakteri Endosimbion Isolat F3  

 

 

 
Gambar 6. Hasil Uji Katalase Bakteri Endosimbion Isolat F3  
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Lampiran 12. Dokumentasi Ekstraksi DNA Bakteri Endosimbion Isolat F3 

 

 
Gambar 1. Preparasi Kultur Bakteri Endosimbion Isolat F3  

 

 
Gambar 2. Sentrifugasi awal untuk memisahkan Sel Bakteri dan maedium kultur   

 

 
Gambar 3. Tahap Preparasi dan Lisis Sel  
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Gambar 4. Tahapan Pencucian dan Elusi 
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Lampiran 13. Dokumentasi Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

 
Gambar 1. Optimasi dan Proses Amplifikasi Sampel DNA Dengan Primer 

Universal 16S rRNA 

 

 
Gambar 2. Produk PCR 
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Lampiran 14. Dokumentasi Visualisasi Produk PCR Dengan Elektroforesis 

 

  
Gambar 1. Preparasi Bahan dan Mesin Elektroforesis  

 

 
Gambar 2. Visualisasi Produk PCR Hasil Elektroforesis 
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Lampiran 15. Hasil Analisis Sekuens DNA Isolat F3 

 

 
Gambar 1. Kromatogram Sekuens DNA Sampel Isolat F3
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Gambar 2. Graphic Summery sekuens DNA F3 dan Database Genebank 

 

 
Gambar 3. Hasil Analisis Pensejajaran (Alignmen)sekuens DNA Isolat F3 

dengan Database Genebank (Accession CP041192.1) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP041192.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8W1NB57E013

