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ABSTRAK 

Tujuan kajian ini dilakukan adalah untuk mengesan kehadiran komuniti 

mikroorganisma tanab dari kawasan air panas Poring. Pengekstrakan DNA dilakukan 

ke atas dua sampel tanab berjarak 1 m dan 5 m dari kawasan air panas dengan 

menggunakan protokol Saano dan Lindstrom (1995) yang telah diubahsuai dan 

U1traClean™ Soil DNA Isolation Kit (Mo Bio Lab, USA). Didapati basil ekstrak 

DNA menggunakan UltraClean ™ Soil DNA Isolation Kit lebih berkuantiti tinggi 

berbanding kaedah Saano dan Lindstrom. DNA yang diekstrak kemudian digunakan 

sebagai templat-templat untuk Tindakbalas Rantai PoHrner (peR) dengan 

rnenggunakan primer-primer degenerasi kerana keupayaannya menghasilkan fragmen­

fragmen rDNA. Hasil produk peR rnenunjukkan jalur DNA yang lebih banyak pada 

sampel tanah berjarak 5 m berbanding sampel tanah 1 m. Seterusnya jalur-jalur 

produk peR dipotong dan ditulenkan. HasH penulenan produk peR dilekatkan ke 

dalam vektor peR 2.1 TOPO dan transformasi dilakukan ke dalam sel kornpeten E. 

coli. Kemudian, pengekstrakan plasmid dilakukan dan penjujukan DNA dilakukan ke 

atas plasmid yang mempunyai saiz fragmen yang dimasukkan. Walaubagaimanapun, 

penjujukan tidak berjaya dilakukan berikutan kontaminasi yang berlaku pada plasmid 

DNA. Dari keputusan yang diperolehi, mikroorganisma pada sampel tanah tidak dapat 

dikenalpasti. Sekiranya penjujukan DNA berjaya dilakukan, pengenalpastian bilangan 

mikroorganisma yang dapat hidup di kawasan air panas dapat dilakukan. 
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ABSTRACT 

This study was conducted to detect the presence of soil microorganism community 

from Poring Hot Springs. DNA extraction using a modified protocol of Saano and 

Lindstrom (1995) and WtraClean™ Soil DNA Isolation Kit (Mo Bio Lab, USA) was 

performed on two soil samples of 1 m and 5 m from the hot springs area. The 

WtraClean™ Soil DNA Isolation Kit showed higher DNA quantity than the Saano 

and Lindstrom method. The extracted DNA was then used as templates for 

Polymerase Chain Reaction (PCR) with degenerated primers which targeted eDNA 

regions. The PCR products showed that 5 m soil sample had more bands than 1 m soil 

sample. Subsequently, the bands were excised and purified. The purified PCR 

products were then ligated into pCR 2.1 TOPO vector and transformed into E. coli 

competent cells. Next, pJasmid extraction was carried out, and the plasmjds with 

correct insert size were sequenced. However, the sequencing was unsuccesful due to 

contamination in plasmid DNA. As a result, microorganism could not be identified. 

Nevertheless, if sequencing was succesful, we could determine the nwnber of 

microorganisms that can survive in the hot springs area. 
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PENDAHULUAN 

1.1 PENGENALAN 

Teknik Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis, ARDRA merupakan analisa 

yang digunakan dalam mengesan mikroorganisma tanah, seterusnya mengkaji 

struktur, fungsi dan kepentingan mikroorganisma tersebut terhadap persekitaran dan 

manusia. Analisa ini melibatkan pengekstrakan fragmen ribosomal DNA dan kaedah 

ini pernah digunakan oleh Martinez-Murcia et a1. (1995) bagi mengenalpasti 

kepelbagaian prokariot pada tasik hypersaline. 

Dengan menggunakan sampel tanah yang diambil dari kawasan air panas 

Poring Ranau, teknik ARDRA ini digunakan bagi melihat kehadiran mikroorganisma 

tanah yang mungkin memberi kesan penyakit terhadap manusia dan mengkaji 

kemungkinan produk asH (natural product) yang dapat dihasilkan dari 

mikroorganisma tersebut. Kepentingan kepelbagaian mikroorganisma tanah adalah 

pada kebolehan mikroorganisma tertentu menghasilkan sejenis molekul dipanggil 

metabolit sekunder (secondary metabolites) yang berguna bagi menghasilkan produk 
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asH seperti antibiotik dan enzim yang sangat penting dalam industri perubatan, 

perindustrian dan pertanian (Osburne et al., 2000) 

Penggandaan fragmen rDNA dilakukan melalui Tindakbalas Rantai 

Polimerase (Polymerase Chain Reaction-PCR) dengan menggunakan primer 

degenarasi (degenarate primer) kerana keupayaannya. peR sangat berguna di dalam 

bidang sains forensik dan diagnosis perubatan, di mana ia berupaya untuk bertindak: 

bagi menggandakan molekul DNA yang terlalu sedikit diperolehi. 

Proses elektroforesis gel agaros pula dilakukan bagi mengesan hasil dari 

proses ekstrak DNA dan PCR. Peratusan gel agaros yang digunakan menerangkan 

luas liang yang terhasil pada gel agaros bagi membenarkan molekul melaluinya. Jalur 

yang terhasil melalui tindakbalas elektroforesis ini, dapat dibandingkan dengan mana-

mana DNA piawai bagi mengetahui bilangan pasangan bes yang terdapat pada 

sampel. 

Dengan memperolehi DNA yang telah digandakan, pengklonan dilakukan 

menggunakan 'pCR@2.1 TOPO Cloning'. Pengklonan dilakukan dengan memasukkan 

fragmen DNA yang diperolehi melalui PCR ke dalam plasmid. Pengekstrakan plasmid 

yang telah ditransformasi pula dijalankan bertujuan mendapatkan plasmid untuk 

dilakukan penjujukan DNA. Penjujukan DNA yang berjaya membolehkan 

pengenalpastian spesis mikroorganisma yang hadir pada sampel tanah diperolehi. 
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1.2 OBJEKTIF KAJIAN 

Objektif kajian ini dilakukan ialah untuk meninjau pencapjarian DNA (DNA 

fingerprinting) bagi mikroorganisma yang hadir dalam komuniti tanah kawasan air 

panas dengan menggunakan kaedah ARDRA. 

1.3 RASIONAL KAJIAN 

Rasional kajian ini dilakukan ialah selain mengetahui teknik sedia ada bagi mengkaji 

mikroorganisma tanah, pengubahsuaian dan aplikasi teknik baru boleh dilakukan. 

Pengenalpastian mikroorganisma pada sampel tanah di kawasan air panas Poring 

adalah penting kerana melalui DNA yang diperolehi, mikroorganisma yang ditemui 

berkemungkinan mempunyai kepentingan pertanian, perubatan dan perindustrian dan 

seterusnya kajian lebih mendalam dapat dijalankan. 
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ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 TANAH 

Tanah merupakan satu daripada sumber penting bumi di mana di dalamnya 

terkandung nutrisi dan air bagi perkembangan tumbuhan, termasuk membekalkan 

keperluan makanan dan tempat berteduh bagi manusia (Glass, 1992). Pada zaman 

dahulu, apabila populasi dunia semakin meningkat, perluasan keperluan tanah untuk 

menghasilkan lebih banyak tanaman juga meningkat, di mana kepelbagaian tanaman 

bam ditemui dan penemuan bahan kimia sebagai baja mempengaruhi pertumbuhan 

tanaman (Gray dan Williams, 1979). 

Tanah juga menjadi tempat tinggal bagi kebanyakan mikroorganisma, yang 

mana ia penting kerana memberi kesan terhadap perubahan yang berlaku di 

persekitaran tanah itu sendiri di samping berpotensi menghasilkan metabolit sekunder 

dan seterusnya menghasilkan produk asli (Osburne et 01., 2000). 
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Tanah terdiri daripada campuran dinamik: pelbagai saiz organik dan partikel 

mineral, organisma hidup, dan bahan mati, dan ia dijelaskan sebagai medium paling 

idea bagi mikrobiologi kompleks (Metting, 1985 ; Stotzky, 1972). Mengikut definisi, 

material partikel inorganik terdiri daripada fasa solid tanah mineral, dengan bahan 

organik kadangkala membekalkan lebih daripada 20-30%, kebiasaannya kurang 

daripada 5-20%, dan secara purata ialah kurang daripada 1% jumlah tanah 

(Brady,1984). 

Penemuan bam kaedah bagi mengkaji kepentingan mikroorganisma tanah 

yang pelbagai, tetapi mungkin tidak boleh dikultur amat dihargai. Juga bagi 

mengenalpasti signifikan mikroorganisma terhadap tanah, keadaan semulajadi air dan 

mikrohabitat yang lain (Metting, 1993). Walaubagaimanapun, kajian mengenai 

mikroorganisma tanah ini agak rumit dijalankan kerana tanab merupakan persekitaran 

heterogeneous yang sukar dikaji di dalam makmal (Colwell et al. 1985), juga 

disebabkan mikroorganisma yang pelbagai yang membawa terlalu banyak 

transformasi kimia. 

2.2 POPULASITANAH 

Manusia secara keseluruhannya bergantung kepada tanaman sebagai sumber makanan 

utama. Begitu juga haiwan. Kebanyakan tanaman bergantung kepada tanah, di mana 

dari tanah ia mendapat nutrisi mineral yang diperlukan yang mana ianya hadir dari 

tanaman yang mati, haiwan dan mineral batu (Clothier, 1997). Tanah dipopulasi oleh 

banyak organisma, terrnasuk haiwan dan mikroorganisma. Akan tetapi secara 

umumnya mikroorganisma memainkan peranan yang lebih penting dalam 
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menghasilkan mineral dan membekalkan karbon dioksida kepada perkembangan 

tumbuh-tumbuhan. 

Antara perkara yang menjadi perhatian pada mikroorganisma tanah ialah 

kepelbagaiannya, di mana fungi, bakteria, aktinomiset, alga dan virus yang tergolong 

dalam genera dan spesis yang pelbagai, boleh didapati dari dalam sampel tanah. Bagi 

fungi, ia biasanya mendominasi tanah hutan berasid (Alexander, 1997 ; Stotzky, 1972) 

manakala bakteria biasanya di kawasan tanah berlumpur yang berpanjangan. 

Mikroorganisma perlu hidup dan berkeupayaan menyesuaikan diri dalam keadaan 

kuantiti makanan yang sedikit, dan tersebar di pennukaan partikel tanah. 

Selain itu, Gause mencadangkan bahawa apabila mikroorganisma berlainan 

spesis bersaing sesama mereka Wltuk satu kawasan tanah maka salah satu spesis 

mikroorganisma akan ditewaskan. Akan tetapi ini tidak bermaksud bahawa sesuatu 

kawasan tanah itu hanya mempWlyai satu atau beberapa jenis organisma tertentu 

sahaja. 

2.3 KEPELBAGAIAN MIKROBIAL T ANAH 

Dengan menerangkan konsep mengenai mikropersekitaran (microenvironments) dan 

mikrohabitat dalam tanah, ini dapat membantu memperbaiki dan menjalankan 

praktikal biologi dengan lebih selamat. Mikroorganisma boleh dikelaskan mengikut 

fungsinya atau hubungan secara sistematik. Secara fungsi, mikrobial dikategorikan 

mengikut prinsip dari mana ia mendapatkan karbon (C) sebagai tenaga untuk 

meneruskan metabolisma, pertumbuhan dan pembiakan (Gunapala dan Scow, 1998). 
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Organisma mendapatkan tenaga samada dari cahaya matahari atau dari oksidasi 

(oxidation) molekul organik dan bukan organik yang berlaku. 

Mineral tanah mengandungi eubakteria, archeaobakteria, fungi dan yeast, 

mikroalga, protozoa, nematode, dan haiwan invertebrata (Gunapala dan Scow, 1998). 

Terdapat kehadiran organisma dalam bentuk yang hersaiz lebih besar berbanding 

mikroorganisma di mana ia dapat dilihat tanpa memerlukan bantuan mikroskop. 

Haiwan makroskopik, termasuk cacing tanah, arthrQpod, dan vetebrata lain 

sememangnya penting bagi biologi tanah, tetapi dalam skala signifikan yang besar 

berbanding mikrohabitat (Curl dan Harper, 1990) bilangan organisma dan 

pengumpulan biojisim adalah berbeza di dalam tanah lebih banyak herbanding 

tumbuhan makroskopik dan haiwan di sekitar makrohabitat. 

Bakteria adalah minuskul organisma sel tunggal yang hanya dapat dilihat 

dengan menggunakan mikroskop cahaya berkuasa tinggi (lOOOx) atau mikroskop 

elektron. Bakteria boleh berada dalam keadaan terlalu banyak di mana satu cubit tanah 

boleh mempunyai hermition mikroorganisma (Tate, 1991). Bakteria dianggarkan 

berada di mana-mana sahaja di atas muka bumi ini dan juga boleh ditemw dalam 

jarak lebih satu batu (mile) ke dalam teras bumi. 

Bakteria dapat diklasifikasikan kepada lima kumpulan berfungsi. Bakteria 

autotrophik, secara umumnya, berkeupayaan menghasilkan makanan sendiri, adalah 

bakteria fotosintetik. Bakteria ini adalah bakteria penghasil utama (primary 

producers). Bakteria pengurai (decomposers) menggunakan bahan organik, hasil 

buangan tumbuhan, dan kompaun ringkas, membebaskan nutrien ke dalam substan-
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substan untuk digunakan oleh tumbuhan hidup. Bakteria mutualis (mutualists) seperti 

contoh bakteria nitrogen-jixing, akan bersama tumbuhan untuk membantu turnbuhan 

menyerap nutrien. Bakteria patogen adalah kumpulan bakteria yang memberi kesan 

negatif di mana ia boleh mengakibatkan penyakit kepada tumbuhan, haiwan dan 

manusla. Kwnpulan terakhir merupakan kumpulan bakteria kemolitotrof 

(chemolithotrophs), yang mana bakteria ini secara umumnya adalah kumpulan 

bakteria pemakan bahan kimia dan batu. Bakteria kemolitotrof mendapatkan tenaga 

lebih daripada mineral berbanding daripada kompaun karbon. 

Bakteria adalah penting pada kitaran karbon. Bakteria membekalkan karbon 

kepada sistem dengan melakukan fotosintesis secara berterusan dan melalui proses 

penguraian. Bakteria adalah pengurai terpenting di dalam persekitaran padang 

berumput. Bakteria kebiasaannya terdapat pada tanah, tetapi lebih mudah didapati dan 

berkumpul berhampiran akar pokok, sebagai punca makanan. 

Aktinomiset adalah kumpulan yang lebih luas selain bakteria di mana ia 

membentuk filamen seakan gentian (thread-like filament) di dalam tanah (Tate, 1991). 

Aktinomiset juga berfungsi bagi membezakan tanah yang barn didedahkan dengan 

tanah yang masih lembap. Aktinomiset, meskipun pada keadaan yang kurang sesuai 

seperti pada keadaan pH tanah yang tinggi, memberi kesan terhadap penguraian 

penurunan (breaking down) bahan seperti selulosa yang mana selulosa membentuk 

dinding sel bagi tumbuhan dan juga kitin yang membentuk dinding sel bagi fungi 

(Metting, 1993). Aktinomiset membentuk perlekatan bersama sesetengah tumbuhan 

bukan legwninous (spesis penting seperti bitterbrush, mountain mahogany, c1iffrose, 

dan ceanothus). 
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Sesetengah aktiviti pengurusan, terutamanya yang mengakibatkan perubahan 

tahap nutrien di dalam tanah, berupaya menukar kedominan pengurai bakteria kepada 

fungi. Apabila sesuatu kumpulan dominan ill mana ia tidak sepatutnya wujud, maka di 

situ juga sebenarnya berlaku penukaran (shift) pada sistem tersebut. Penukaran dari 

bakteria kepada pendominan fungi boleh menggalakkan keadaan pertumbuhan rumput 

liar (weed) dalam sesuatu kawasan. 

Bakteria juga penting bagi kitaran nitrogen. Bakteria bebas hidup, dan 

berupaya menyesuaikan diri pada atmosfera bemitrogen, membuatkan pengumpulan 

nitrogen pada tanah meningkat (parsons et al., 1991). Sesetengah bakteria nitrogen-

fixing didapati melekat kepada akar tumbuhan leguminous seperti lupine, clover, 

alfalfa, dan milkvetches. 

Sesetengah tanah bernitrogen adalah tidak sesuai bagi tumbuhan sehinggalah 

terdapat bakteria yang menukarkannya kepada keadaan tanah yang mudah diadaptasi 

tumbuhan. Sesetengah bakteria membebaskan bahan melekit yang membantu partikel-

partikel tanah keeil membentuk agregat keeil. Selain daripada bersaiz kecil, ia juga 

membantu memperbaiki daya ketembusan (alter infiltration) terhadap air, kapasiti 

ketahanan air, stabiliti tanah dan kegelineiran (Clothier et al., 1997). 

Terdapat juga bakteria tanah yang memberi kesan negatif iaitu sebagai 

organisma patogen (Dommergues, 1978). Hasil daripada ini ialah usaha pengekalan 

sistem yang baik supaya bakteria yang berguna dapat menjalankan fungsinya dengan 

baik. Bakteria menjadi Iebih penting dalam pengubahsuaian biologi (bioremediation). 

yang mana membolehkan manusia menggunakan bakteria untuk menguraikan bahan 
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