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ABSTRAK

Penelitian laboratorium dimaksudkan untuk mengidentifikasi bakteri anaerobik
yang ada di tanah sulfat masam potensial, Kebun Percobaan Belandean, Kalimantan
Selatan menggunakan metode sekuensing terhadap 16S rRNA. Sampel tanah diambil
dari pertanaman padi baik yang dikelola secara intensif dan tidak. Isolasi bakteri
menggunakan medium NA dengan metode cawan sebar, kemudian inkubasi secara
anaerobik. Isolat bakteri yang diperoleh dimurnikan kemudian diidentifikasi secara
molekuler berdasarkan 16S rRNA. Kemudian hasil skuensing disejajarkan dengan
sekuen referense dari perpustakaan bank gen dengan program BLAST. Hasil analisis
sekuensing terhadap 4 isolat bakteri anaerobik menunjukkan isolat 2ZFB dan 6FB
terdeteksi sebagai Bacillus circulans, isolat 4FB terdeteksi sebagai Paenobacillus,
sedangkan isolat 5FB tidak termasuk kelompok manapun.

Kata kunci: tanah sulfat masam potensial, bakteri anaerobik, gen 16S rRNA

PENDAHULUAN

Peningkatan produk pertanian yang berdaya saing tinggi dapat dilakukan
dengan meningkatkan produktivitas pertanian. Salah satu upaya untuk
meningkatkan produktivitas pertanian dengan cara ekstensifikasi pertanian yaitu
meningkatkan produktivitas melalui perluasan lahan pertanian. Perluasan lahan
pertanian terutama diarahkan pada pemanfaatan lahan di luar pulau Jawa seperti
di Kalimantan yang salah satu jenis tanahnya adalah tanah sulfat masam. Tanah
sulfat masam mempunyai reaksi yang tergolong masam akibat oksidasi pirit
(penciri utama tanah sulfat masam). pH tanah sulfat masam berkisar pada pH 4
(Sulfaquents) dan pH <3,5 (Sulfaquepts). Pada kondisi ini tidak banyak mikroba
yang dapat beradaptasi, sehingga populasi dan jenis mikrobanya tergolong rendah
dan bervariasi menurut tipe vegetasi dan pengelolaan tanah. Dalam bidang
pertanian mikroba mempunyai peran yang sangat penting, terutama dalam dalam
siklus hara dan keseimbangan biologi dalam tanah.

Salah satu jenis mikroba yangmempunyai peran penting dalam siklus hara
dan geokimia seperti karbon, nitrogen dan fosfor adalah bakteri. Beberapa bakteri
yang sangat menguntungkan dalam bidang pertanian diantaranya bakteri pelarut
P, penambat N, perombak bahan organik, antagonis penyakit dan pelarut K.
Panhwar et al, (2014) telah berhasil mengisolasi bakteri Burkholderia
thailandensis, Spingomonas pituitosa dan Burkholderia seminal dari tanah sulfat
masam aktual (Typic sulfaquept). Isolat-isolat tersebut mampu memproduksi asam
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indol asetat (AIA) sebagai pemacu tumbuh, asam organik yang dapat menurunkan
ketersediaan Al melalui proses pembentukan Kkhelat, melarutkan fosfat dan
meningkatkan pH karena produksi eksopopolisakarida.

Selain itu pada tanah sulfat masam terdapat bakteri pereduksi sulfat yang
mampu meimobilisasi sulfat dan besi sehingga mampu menurunkan tingkat
kemasaman dan keracunan Fe. Namun demikian pada kondisi tergenang bakteri
metanogen sebagai penghasil metana yang mempunyai efek gas rumah kaca juga
berkembang dengan baik. Oleh karena itu perlu dilakukan identifikasi mikroba
yang berkembang pada tanah sulfat masam untuk mengetahui keragamannya.

Salah satu metode yang bisa digunakan untuk identifikasi adalah
berdasarkan gen 16S rRNA. Gen 16S rRNA memiliki daerah yang conserved
(lestari) sehingga tepat digunakan untuk analisis sekuensing untuk menentukan
taksonomi, filogeni dan keanekaragaman antar spesies. Gen ini juga memiliki
hypervariable region yang merupakan ciri khas tiap mikroorganisme. Analisis
sekuensing gen 16S rRNA sudah banyak digunakan di bidang mikrobiologi.
Keunggulan metode berbasis molekuler ini diantaranya adalah cepat dan akurat
dalam mengidentifikasi bakteri (Rinanda, 2011).

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui keragaman bakteri
anaerobik di tanah sulfat masam.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Pertanian,
Universitas Gadjah Mada pada bulan Januari hingga April 2012.
Isolasi Bakteri Anaerobik

Bakteri anaerobik diisolasi dari lahan persawahan yang dikelola secara
intensif dan tidak dengan jenis tanah sulfat masam Typic Sulfaquent. dari Kebun
Percobaan (KP) Belandean, Kecamatan Alalak, Kabupaten Barito Kuala, Kalimantan
Selatan. Isolasi dimulai dengan menimbang 1 gram tanah kemudian dimasukkan
pada 9 ml larutan fisiologis NaCl (0,85%) dan dilakukan pengenceran serial
menggunakan aquades. Kemudian sebanyak 0,1 ml suspensi diinokulasikan pada
media Nutrien Agar dengan metode cawan sebar. Setelah diinkubasi secara
anaerobik selama 7 hari, isolat bakteri yang tumbuh dimurnikan menggunakan
media yang sama dengan metode cawan gores. Isolat bakteri yang menunjukkan
koloni tunggal dipindahkan ke agar miring untuk pengujian selanjutnya.
Identifikasi Molekuler Isolat Bakteri Anaerobik

Identifikasi Molekuler isolat bakteri terdiri dari 4 tahap, yaitu Isolasi DNA
genom bakteri, purifkasi DNA genom, amplifikasi gen 16S rRNA dan analisis
sekuen gen 16SrRNA. Isolasi DNA genom bakteri anaerobik dilakukan sesuai
dengan protokol Ausubel et al., (2002). Purifikasi DNA genom dilakukan dengan
menambahkan RNAse dengan konsentrasi 10pu.g1 pada DNA genom kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit (Sambrook, et al. 1989). Sedangkan
amplifikasi gen 16S rRNA dilakukan pada mesin PCR menurut protokol Halim
(2012).
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Analisis sekuen gen 16S rRNA dilakukan dengan cara melakukan sekuen
hasil amplifikasi pengkode 16S rRNA menggunakan metode Sanger BigDye®@
Terminator v31. Proses sekuensing dilakukan oleh 1st BASE Sequencing,
Singapura. Hasil sequensing berupa file yang terdiri dari ellectropherogram dan
tex file urutan nukleotida DNA. Hasil skuensing kemudian diolah menggunakan
program MEGAS, dengan pilihan menu aligment by Clustal Wm dan disejajarkan
dengan data dari Gen Bank menggunakan program BLAST (Basic Local Alignment
Search) untuk mengetahui kemiripan spesies isolat yang diuji. Selanjutnya hasil
sekuen gen 16S rRNA dari isolat uji dibuat pohon filogenetik dengan gen 16S rRNA
dari Gen Bank yang mempunyai kemiripan antara 100% dan 99 untuk mengetahui
hubungan kekerabatan menggunakan metode Neighbour-joining.

HASIL DAN PEMBAHASAN

I[solasi bakteri anaerobik dari 5 contoh tanah sulfat masam yang diambil
dari Belandean, Kalimantan Selatan diperoleh 12 isolat dan setelah dimurnikan
tinggal 5 isolat. Diduga 5 isolat yang berhasi dimurnikan tersebut merupakan
bakteri anaerobik fakultatif, sedangkan sisanya merupakan bakteri anaerobik
obligat. Bakteri anaerobik fakultatif dapat hidup dengan baik pada kondisi adanya
oksigen maupun tidak ada oksigen, sedangkan bakteri anarobik obligat hanya
dapat hidup dan berkembang pada kondisi tanpa oksigen. Pada penelitian ini
terlihat bahwa pada saat pemurnian dengan metode cawan gores hanya 5 isolat
yang berhasil dimurnikan. Sedangkan isolat lain yang tidak berhasil dimurnikan
dengan metode cawan gores tergolong bakteri anaerobik obligat karena begitu
terpapar ke oksigen tidak bisa tumbuh dan berkembang. Dalam bidang pertanian
pemanfaatan bakteri anaerobik fakultatif ini sangat penting terutama untuk
tanaman yang perlu kondisi aerobik dan anaerobik untuk pertumbuhannya.
Seperti tanaman padi sawah untuk pertumbuhannya memerlukan kondisi
tergenang, namun untuk mengefisienkan pemupukan seperti pupuk urea perlu
kondisi yang tidak tergenang (macak-macak). Seperti halnya bakteri Azospirillum
yang merupakan bakteri penambat N bersifat mikroaerofilik, yaitu perlu kondisi
oksigen yang rendah dalam menambat N namun dapat hidup dan berkembang
dengan baik pada kondisi aerobik.

Hasil amplifikasi menggunakan PCR terhadap gen pengkode 16S rRNA dari
isolat bakteri anaerobik yang diuji menunjukkan teramplifikasi pada 1500 bp
(Gambar 1). Setelah didapatkan amplifikasi gen pengkode 16S rRNA, selanjutnya
dilakukan pembacaan pada amplifikasi gen yang didapat tersebut untuk
dibandingkan dengan urutan gen 16S rRNA dari gene bank NCBI (National Center
for Biotechnology Informasi).
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Gambar 1. Visualisasi Hasil Amplifikasi DNA Pengkode 16S rRNA dari Isolat Uji

Hasil deteksi sekuen rRNA yang berupa urutan basa nukleotida dari 4 isolat
bakteri anaerobik dari tanah sulfat masam potensial tersaji pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Identifikasi Bakteri Anaerobik Asal Tanah Sulfat Masam Potensial
Berdasarkan Penyejajaran Sekuen 16S rRNA dengan Program BLAST.

Kode Isolat Panjang basa nukleotida  Spesies referen terdekat
(bp)

2FB 119 Bacillus circulans

4FB 866 Paenibacillus

5FB 786 -

6FB 136 Bacillus circulans

Keterangan: -tidak memiliki kemiripan

Tabel 1 menunjukkan, 2 isolat bakteri anaerobik asal tanah sulfat masam potensial
teridentifikasi sebagai Bacillus circulans yaitu isolat 2FB dan 6FB yang masing-
masing masing-masing mempunyai panjang basa nukleotida 119 dan 136 bp.
Isolat 4FB teridentifikasi sebagai Paenibacillus dengan panjang basa nukleotida
866 bp, sedangkan isolat 5FB yang mempunyai panjang basa nukleotida 786 bp
tidak memiliki kemiripan dengan kelompok bakteri manapun.

Menurut Wolf dan Barker (1968), bakteri yang tergolong genus Bacillus
pada umumnya berbentuk batang, membentuk endospora berbentukk oval dan
sporangia yang membedakan dengan swollen, membentuk spora dengan adanya
oksigen, dan bersifat anaerobik fakultatif. Kandungan G+C pada DNA genus Bacillus
bekisar 33 mol% dan 65 mol% (Priest, 1981).
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Secara kemotaksonomi, Bacillus circulans dicirikan oleh kandungan G+C
DNA 43,2 mol%, bersifat anaerobik fakultatif, yang mampu memfermentasi
berbagai macam gulaBakteri ini juga mampu mensekresikan sejumlah karbohidrat
ekstraseluler, seperti amillase dan -glukanase termasuk selulase, pektinase dan
pullulanases (Dragutinovic, 2012). Genus  Paenibacillus  pertama kali di
kemukakan oleh Ash et al. (1993) dan selanjutnya diamended oleh Shida et al,
(1997). Paenibacillus sebelumnya merupakan bagian dari genus Bacillus, namun
memiliki ketidakmiripan berdasarkan konsesus region 16S rRNA. Ciri-ciri yang
membedakan genus Paenibacillus dengan Bacillus diantaranya adalah sel bakteri
berbentuk batang dengan flagelum, menghasilkan spora berbentuk elip dengan
swollen sporangia, menunjukkan reaksi katalase positif, tidak menghasilkan H>S,
reaksi oksidase bervariasi, kandungan G+C pada DNA berkisar 45 mol% dan 54
mol% dengan anteiso-C15:0 sebagai asam lemak seluler, asam meso-
diaminopimelic teridentifikasi sebagai asam diamino dan lebih 89,6% intra-genus
similarity in 16S rRNA gene sequence (Ash et al, 1993).

Beberapa strain Paenobacillus mempunyai kemampuan menambat nitrogen
seperti P. polymixa, P. macerans, P. durus, P. peoriae, P. borealis, P. Brasiliensis. P.
graminis, P. adarifer, P. wynnii, P. massilensis dan P. abinae (Beneduzi et al, 2010,
Xie et al., 2014). Selain berperan dalam penambatan nitrogen genus Paenobacillus
juga diketahui memproduksi siderofor dan mampu melarutkan mineral tanah
(Timmusk, 2003). Akhir-akhir ini juga dilaporkan, bahwa beberpa spesies
Paenibacillus juga menghasilkan zat pemacu tumbuh tanaman seperti P. polymixa (
Timmusk dan Wagner, 1999), P. brasilense (von der Weid et al.2002), P. borealis
(Elo et al, 2001), P. illionoisensis (Jung et al, 2005), P. elgii (Das et al. 2010), P.
ehinensis (Naing et al, 2013) dan P. yonginensis (Sukweenadhi et al, 2015).
Menurut Ahmad et al., (2008) dan Yang et al., (2009) bahwa secara tidak langsung
bakteri pemacu tumbuh tanaman juga berkaitan dengan kemampuan untuk
menginduce resistensi tanaman terhadap lingkungan biotik (sebagai agents
biocontrol) dan stress abiotik (sebagai strengthener). Selain itu bakkteri pemacu
pertumbuhan tanaman juga dapat digunakan sebagai pupuk hayati (biofertilizer).
(Nia et al, 2012 dan Ramados et al, 2013). Oleh karena itu bakteri Paenibacillus
mempunyai potensi sebagai pupuk hayati yang dapat menurunkan keperluan
pemupukan.

Studi filogenetik isolat bakteri anaerobik asal tanah sulfat masam
menggunakan metode neigbour-joining dengan membandingkan sekuen gen16S
rRNA dengan isolat lain dari bank gen, menunjukkan bahwa urutan basa DNA
pengkode 16S rRNA dari isolat 2FB memiliki kemiripan dengan urutan basa
pengkode 16S rRNA spesies Bacilliae bacteriumdengan nilai bootstrap 51%.
Urutan basa DNA pengkode 16S rRNA dari isolat 4FB dan 6FB masing-masing
memiliki kemiripan dengan Bacillus circulans dan Paenobacillus, dengan dan nilai
bootstrap masing-masing 16 dan 30%. Berdasarkan pohon filogenetik yang
disusun menggunakan metode neigbour-joining menunjukkan bahwa urutan basa
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DNA pengkode 16S rRNA dari isolat 5FB memiliki sangat banyak perbedaan
dengan Paenibacillus dan Bacillus circulans (Gambar 2).
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Gambar 2. Diagram Kekerabatan Bakteri Anaerobik Tanah Sulfat Masam Potensial

Diagram kekerabatan memberikan hasil yang kurang mendukung analisis BLAST,
karena nilai bootstrapnya tergolong rendah, terutama untuk isolat 2FB, isolat 4FB
dan isolat 6FB, sedangkan isolat 5FB tidak terdeteksi pada analisis BLAST maupun
diagram kekerabatan. Hal ini berarti sekuen harus dikeluarkan dari analisis dan
mencari pohon filogenetik lain yang dapat dipercaya.

KESIMPULAN

Isolasi bakteri anaerobik dari 5 contoh tanah sulfat masam potensial
Belandean, diperoleh 12 isolat. Dari 4 isolat yang diidentifikasi secara molekuler
berdasarkan 16S rRNA yang kemudian disejajarkan dengan spesies yang ada di
Gen Bank menggunakan program BLAST menunjukkan1 isolat tidak teridentifikasi
dengan spesies manapun sedangkan yang lain tergolong Paenibacillus dan Bacillus
sirculans. Pada penelitian ini penggunaan metode Neighbour-joining kurang sesuai
untuk analisis kekerabatan terhadap isolat bakteri anaerobik yang diuji.
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