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ABSTRAK

ATISA MUSLIMIN (MO011171038) Amplifikasi Primer 16S rRNA untuk
Kepentingan ldentifikasi Bakteri Rhizosfer di Lahan Reklamasi PT. Vale

Kemajuan teknologi memungkinkan untuk untuk menganalisis spesies bakteri
dilaboratorium dengan melakukan isolasi DNA atau dari sampel bakteri yang diambil
dari lingkungan. Perbandingan urutan gen dari spesies bakteri menunjukkan bahwa
gen 16S rRNA kekal dalam suatu spesies dan diantara spesies yang sama genusnya,
dan dapat digunakan sebagai teknik baru untuk identifikasi bakteri pada tingkat
spesies. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui isolat bakteri yang didapatkan
dilahan reklamasi kawasan PT. Vale serta amplifikasi isolat bakteri dengan
menggunakan primer 16S rRNA. Hasil penelitian yang didapatkan bahwa terdapat 5
isolat bakteri rhizosfer dilahan reklamasi PT. Vale dan hanya 1 yang dapat
teramplifikasi dengan menggunakan primer 16S rRNA

Kata Kunci: Bakteri, Amplifikasi, 16S rRNA.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

PT Vale Indonesia dalam penambangannya menggunakan sistem tambang
terbuka atau open cast. Secara umum, tahapan kegiatan penambangan yang
dilakukan meliputi pembukaan lahan, pengupasan lapisan tanah pucuk (top soil)
dimana penambangannya dilakukan dengan cara memotong bagian sisi bukit dari
puncak menuju ke bawah sesuai dengan garis konturnya, sehingga dapat disebut
juga Countour Mining dan tanah penutup (overburden), pemindahan material
tanah dan batuan hingga diperoleh lapisan kaya nikel yang disebut saprolite ore.
Bekas lapisan galian tersebut ditimpuk pada wilayah sekitar areal penambangan
dan akan ditimbun kembali setelah kegiatan penambangan selesai (Sariwahyuni,
2012)

Salah satu kegiatan reklamasi adalah revegetasi. Revegetasi adalah usaha
untuk memperbaiki dan memulihkan vegetasi yang rusak melalui kegiatan
penanaman dan pemeliharaan pada lahan bekas penggunaan kawasan hutan
(Permenhut Rl No P.4/Menhut-11/2011). Revegetasi yang sukses tergantung pada
pemilihan jenis vegetasi yang mudah menyesuakan diri dengan karakteristik
tanah, iklim dan tujuan akhir pascatambang (Cakyayanti & Setiadi, 2014).

Menurut Netty et al., 2011 bahwa salah satu tumbuhan yang tumbuh pada
lahan pascatambang Sorowako, Sulawesi Selatan adalah Sarcotheca celebica.
Sarcotheca celebica adalah tumbuhan yang mempunyai kemampuan Hiperakumu
Nikel (tanaman penyerap kadar Nikel yang tinggi). Berdasarkan hal ini
Sarcotheca celebica dapat digunakan sebagai salah satu jenis tumbuhan dalam
revegetasi lahan pascatambang. Melastoma malabatricum merupakan jenis
tumbuhan yang ditemukan juga pada wilayah PT. Vale Sorowako, jenis tumbuhan
ini menunjukkan mampu adaptif dan masuk dalam kategori tumbuhan
akumulator rendah (low accumulator).

Menurut Muhlis et al, (2015) Scleria lithosperma dan Machaerina glomerata
merupakan jenis rerumputan yang juga daerah PT. Vale. Rerumputan merupakan
jenis yang dominan tumbuh pada lahan pascatambang Nikel hal ini disebabkan

dalam proses suksesi. Biji yang ringan dari bibit rerumputan mudah tertiup angin



atau terbawa oleh hewan yang melintas di lahan pascatambang tersebut dan
tumbuh pada lahan pascatambang. Selain itu kelebihan rerumputan sebagai jenis
yang dominan tumbuh disebabkan oleh akar yang panjang dan halus sehingga
mudah menjangkau unsur hara dalam tanah dan adanya asosiasi dengan mikroba
dalam tanah misalnya rumput Ischaemum barbatum berasosisasi dengan FMA
(Saidy & Mardatin, 2013).

Menurut Prayudyaningsih & Sari (2015) bahwa, pertumbuhan pohon tidak
lepas dari kondisi tanah tempat pohon tersebut. Salah satu bagian tanah yang
mengandung banyak mikroba yang bermanfaat bagi pertumbuhan tanaman yaitu
rhizosfer. Mikroba rhizosfer berperan penting dalam siklus hara dan proses
pembentukan tanah, pertumbuhan tanaman, mempengaruhi aktivitas mikroba
serta sebagai pengendali hayati terhadap pathogen akar. rhizosfer merupakan
bagian tanah yang berada di sekitar perakaran tanaman.

Populasi mikroorganisme di rhizosfer tanah umumnya lebih banyak dan
beragam dibandingkan pada tanah nonrhizosfer. Aktivitas mikroorganisme
rhizosfer dipengaruhi oleh eksudat yang dihasilkan oleh perakaran tanaman.
Beberapa mikroorganisme rhizosfer berperan dalam siklus hara dan proses
pembentukan  tanah, pertumbuhan tanaman, memengaruhi  aktivitas
mikroorganisme, serta sebagai pengendali hayati terhadap patogen akar
(Simatupang, 2008).

Kelompok utama mikroba tanah meliputi bakteri, cendawan dan protozoa.
Diantara ketiga mikroorganisme tersebut bakteri merupakan mikroba yang
melimpah jumlahnya di dalam tanah. Menurut Ferfinia (2010), pada tanah di
daerah rhizosfer memiliki jumlah bakteri, cendawan dan actinomycetes yang lebih
banyak dibandingkan tanah tanpa sistem perakaran (tanpa rhizosfer), untuk
mengetahui jenis bakteri, cendawan dan actinomycetes yang terdapat pada tanah
perlu dilakukan identifikasi, baik itu secara konvensional dan molekuler.

Identifikasi bakteri dapat dilakukan dengan menggunakan metode
konvensional dan molekuler. Metode konvensional dapat dilakukan dengan
berdasarkan pada karakteristik fenotip yaitu pewarnaan Gram, morfologi dan
reaksi biokimia. Namun, metode identifikasi bakteri secara konvensional ini

memiliki beberapa kelemahan. Metode ini tidak dapat digunakan untuk organisme



yang belum teridentifikasi. Lebih lanjut, kita kadang-kadang dihadapkan dengan
organisme yang menunjukkan karakteristik biokimia yang tidak cocok dengan
pola setiap genus dan spesies yang dikenal. Sementara itu, identifikasi organisme
yang ketika dikultur tumbuhnya lambat menjadi sangat sulit. karakter fisik dan
biokimiawi merupakan karakter yang tidak statis dan berubah karena adanya
stress dan evolusi, maka hal ini jJuga mempengaruhi hasil identifikasi (Setiawan et
al., 2017).

Saat ini dikembangkan metode identifikasi berbasis molekuler yang lebih
cepat dengan tingkat sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi, yaitu dengan analisis
sekuensing gen 16S rRNA (16S ribosomal Ribonucleic acid/Asam ribonukleat
pengkode ribosom 16S, S menyatakan Svedberg, yaitu satuan ukuran ribosom).
Gen 16S rRNA juga sering disebut sebagai 16S rDNA (16S ribosomal
deoxyribose nucleatic acid), namun menurut konsensus dari American Society for
Microbiology (ASM), istilah 16S rRNA dinilai lebih tepat (Rinanda, 2011).

Kemajuan teknologi memungkinkan untuk menganalisis spesies bakteri di
laboratorium dengan melakukan isolasi DNA atau dari sampel bakteri yang
diambil dari lingkungan. Sejak penemuan Polymerase Chain Reaction dan
sekuensing DNA, perbandingan urutan gen dari spesies bakteri menunjukkan
bahwa gen 16S rDNA sangat kekal dalam suatu spesies dan di antara spesies yang
sama genusnya, dan dapat digunakan sebagai teknik baru untuk identifikasi
bakteri pada tingkat spesies Penentuan spesies bakteri telah diperkenalkan gen
16S rRNA yang terdapat pada bakteri (Setiawan et al, 2017)

Gen 16S rRNA adalah gen yang paling lestari pada bakteri. Gen yang paling
lestari ini maksudnya adalah gen yang mudah dicari kemiripannya dengan gen
yang lain dari spesies bakteri berbeda. Oleh sebab itu gen 16S rRNA sangat
membantu dalam menentukan pembeda dan penanda suatu spesies bakteri yang
ada. Molekul gen 16S rRNA memiliki urutan basa yang relatif konservatif dan
beberapa daerah variatif. (Dewata et al, 2016).

Pemanfaatan gen 16S rRNA untuk metode deteksi molekuler dianggap
memiliki tingkat diskriminasi yang rendah karena sebagian besar hasil runutan

DNA 16S rRNA menunjukkan adanya kesamaan yang tinggi di dalam satu



spesies. Apabila homolgi sekuen 16S rRNA menunjukkan <97.5% dapat
dikatakan sebagai spesies yang berbeda (Janda & Abbott, 2007).

Penelitian yang dilakukan Dewata et al (2016) yaitu identifikasi molekuler
gen 16S rRNA isolat bakteri pendegradasi inulin dari rizosfer umbi dahlia, bahwa
berdasarkan identifikasi molekuler gen 16S rRNA isolat bakteri RZ-01
pendegradasi inulin dari rizosfer umbi Dahlia dapat disimpulkan bahwa isolat
bakteri RZ-01 termasuk kedalam species Enterobactera erogenes. Hal ini
menunjukkan bahwa adanya kecocokan antara gen 16S rRNA dengan isolat
bakteri yang digunakan

Berdasarkan akan hal tersebut, maka dilakukan penelitian ini untuk
mengetahui lebih lanjut tentang bakteri rhizosfer dan mengetahui hasil isolasi
mikroba murni serta amplifikasinya terhadap primer 16S rRNA di lahan reklamasi

pasca tambang dengan pendekatantan molekuler.

1.1 Tujuan dan Kegunaan
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui isolat bakteri rhizosfer di lahan
reklamasi PT. Vale yang dapat teramplifikasi menggunakan primer 16S rRNA.
Kegunaan dari penelitian ini, adalah mampu mengamplifikasikan DNA isolat
bakteri rhizosfer di lahan reklamasi PT. Vale untuk digunakan sebagai
kepentingan pengidentifikasian bakteri di lahan reklamasi PT. Vale pada

umumnya.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Reklamasi Tambang

Reklamasi adalah suatu kegiatan pengelolaan tanah yang mencakup perbaikan
kondisi fisik tanah (overburden) agar tidak terjadi longsor, pembuatan waduk
untuk perbaikan kualitas air asam tambang yang beracun, yang kemudian harus
dilajutkan dengan melakukan revegetasi. Pada dasarnya reklamasi dan revegetasi
merupakan salah satu usaha yang dilakukan untuk memperbaiki kondisi lahan
pasca penambangan (Setyowati et al, 2017).

Salah satu bentuk reklamasi adalah dengan melakukan alih fungsi lahan bekas
tambang menjadi lahan pertanian tanaman pangan dengan melakukan tiga tahapan
reklamasi. Pemulihan fungsi lahan, peningkatan fungsi lahan, dan pemeliharaan
fungsi lahan (Hermawan, 2011).

Penambangan di Indonesia umumnya dilakukan dengan cara terbuka atau
open pit mining. Pengambilan biji tambang dilakukan dengan terlebih dahulu
membersihkan area tambang dari vegetasi (land clearing) diikuti dengan
mengupas lapisan-lapisan tanah hingga sampai pada deposit biji tambang. Lapisan
tanah pucuk disisihkan di tempat khusus untuk digunakan pada saat penimbunan
atau reklamasi. Setelah biji tambang terambil, lubang tambang diisi kembali
dengan tanah bekas galian (overburden) dan tailing (tanah limbah sisa proses
pengambilan biji tambang), dipadatkan dan kemudian ditutup dengan lapisan
tanah pucuk yang sebelumnya telah disisihkan untuk kemudian ditanami. Dengan
kondisi yang seperti itu maka lahan bekas tambang umumnya memiliki ciri
lapisan tanah pucuk dan sub soil yang tipis sehingga sedikit pula bahan organik
tanah beserta mikroba tanah yang sangat diperlukan untuk pertumbuhan tanaman
(Oktorina, 2018).

Pengembalian keadaan lahan kepada kondisi awal memerlukan waktu yang
lama, karena rusak komponen-komponen tanah, kandungan bahan organik yang
rendah juga menyebabkan rendahnya aktifitas dan populasi mikroba (Romero et
al., 2005).

Salah satu penentu keberhasilan reklamasi salah satunya adalah dengan

pemilihan tanaman yang sesuai dengan kondisi lahan. Tanaman yang sering



dipilih dalam melakukan revegetasi tanah pada lahan bekas tambang biasanya
dilakukan dengan menanaman tanaman akasia (A. mangium dan A.
auriculiformis), gamal dan sengon (Cakyayanti & Setiadi, 2014). Namun
pemilihan tanaman haruslah sesuai dengan kondisi lahan bekas tambang.

Reklamasi dinilai berhasil apabila telah memenuhi kriteria keberhasilan
reklamasi yang ditetapkan. Dalam hal ini untuk kegiatan revegetasi perlu
memperhatikan antara jenis tanaman yang dipilih dan syarat tumbuh tanaman
dengan kondisi lahan, agar kriteria keberhasilan reklamasi dapat tercapai
(Setyowati et al, 2017).

2.2 Bakteri Rhizosfer

Kelompok utama mikroba tanah meliputi bakteri, cendawan dan protozoa.
Diantara ketiga mikroorganisme tersebut bakteri merupakan mikroba yang
melimpah jumlahnya di dalam tanah. Setiap gram tanah diperkirakan terdapat
60.000 spesies yang berbeda dan jumlahnya mencapai milyaran sel bakteri.
Kekayaan rhizosfer akan nutrisi yang bersumber dari eksudat tanaman,
memungkinkan peningkatan populasi bakteri (Nuraini et al, 2011). Menurut
Ferfinia 2010, pada tanah di daerah rhizosfer memiliki jumlah bakteri, cendawan
dan actinomycetes yang lebih banyak dibandingkan tanah tanpa sistem perakaran
(tanpa rhizosfer).

Menurut Simatupang, 2008, rhizosfer merupakan bagian tanah yang berada di
area sekitar perakaran tanaman. Populasi mikroorganisme di area rhizosfer
umumnya lebih banyak dan beragam dibandingkan pada tanah nonrhizosfer.
Aktivitas mikroorganisme rhizosfer dipengaruhi oleh nutrisi yang dihasilkan oleh
perakaran tanaman budidaya. Beberapa mikroorganisme rhizosfer berperan dalam
siklus hara, kualitas tanah, proses pembentukan tanah, memengaruhi aktivitas
mikroorganisme, pertumbuhan tanaman, serta sebagai pengendali hayati terhadap
penyakit pada akar.

Tanah merupakan habitat bagi organisme dari yang berukuran makro seperti
cacing, predator seperti tikus, maupun hewan lainnya yang hidup di tanah, hingga
yang berukuran mikro seperti jamur, bakteri, dan protozoa. Masing-masing

organisme memiliki peran penting dalam siklus materi-energi yang sangat



diperlukan oleh tanaman. Kolaborasi dan aktivitas organisme tanah ini
memerlukan kondisi lingkungan yang mendukung seperti temperatur, pH, struktur
tanah, kelembaban, dan faktor-faktor yang lain (Juriah & Sari, 2018).

Mikroorganisme di dalam tanah memiliki peran penting dalam menjaga
kesuburan tanah karena mikroorganisme memiliki peran vyaitu sebagai
dekomposer. Kolaborasi fungsi mikroorganisme tanah akan menghasilkan hara
yang dapat digunakan oleh tanaman. Beberapa mikroorganisme yang menyelimuti
perakaran tanaman sehat diketahui sebagai pelindung dari serangan patogen layu.
Pada perakaran tanaman sehat, bakteri antagonis Bacillus subtilis, Pseudomonas
fluorescens dan Streptomyces sp. dilaporkan dapat mengendalikan R.
solanacearum pada kentang (Nurbaya et. al, 2011).

Rhizosfer merupakan bagian tanah yang dipengaruhi perakaran dan substansi
yang dikeluarkan dari akar ke dalam larutan tanah, sehingga tercipta kondisi yang
menyenangkan bagi bakteri tertentu tanaman. Adanya mikroorganisme antagonis
pada daerah Rhizosfer dapat menghambat persebaran dan infeksi akar oleh
patogen, keadaan ini disebut hambatan alamiah mikroba. Mikroba antagonis
sangat potensial dikembangkan sebagai agen pengendalian hayati (Hasanuddin,
2003).

Pentingnya populasi mikroorganisme di sekitar Rhizosfer adalah untuk
memelihara kesehatan akar, pengambilan nutrisi atau unsur hara, dan toleran
terhadap stress/cekaman lingkungan pada saat sekarang telah dikenal.
Mikroorganisme menguntungkan ini dapat menjadi komponen yang signifikan
dalam manajemen pengelolaan untuk dapat mencapai hasil, yang mana ditegaskan
bahwa hasil tanaman budidaya dibatasi hanya oleh lingkungan fisik alamiah

tanaman dan potensial genetik bawaan (Intan, 2007).

2.3 Media Biakan Mikroba

Medium ialah suatu bahan yang terdiri atas campuran nutrisi (zat
makanan) yang dipakai untuk menumbuhkan mikroba termasuk bakteri patogen
tanaman. Selain itu menumbuhkan mikrobia medium dapat digunakan pula untuk
isolasi, memperbanyak, pengujian sifat-sifat fisiologi dan perhitungan jumlah
mikroba (Khaeruni & Satrah, 2014).



Medium harus mengandung nutrien yang merupakan substansi dengan
berat molekul rendah dan mudah larut dalam air. Nutrien ini adalah degradasi dari
nutrien dengan molekul yang kompleks. Nutrien dalam medium harus memenuhi
kebutuhan dasar makhluk hidup, yang meliputi air, karbon, energi, mineral dan
faktor tumbuh (Label, 2008).

Pembiakan mikroba secara buatan sangat memerlukan media pertumbuhan
untuk menjadi tempat tumbuh dan penyedia nutrien bagi mikroba. Media
pertumbuhan yang terdiri dari garam organik, sumber energi (karbon), vitamin
dan zat pengatur tumbuh . Pembuatan media ini dapat pula ditambahkan
komponen lain seperti senyawa organik dan senyawa kompleks lainnya.

Media berfungsi untuk tempat tumbuhnya mikroba, isolasi,
memperbanyak jumlah, menguji sfat-sifat fisiologi dan perhitungan jumlah
mikroba, dimana dalam proses pembuatannya harus disterilisasi dan menerapkan
metode aseptis untuk menghindari kontaminasi pada media itu sendiri (Label,
2008).

Media juga berperan sebagai wadah atau tempat zat hara yang digunakan
oleh mikroorganisme untuk pertumbuhan, sintesis sel, keperluan energi dalam
metabolisme, dan pergerakan. umumnya, media pertumbuhan berisi air, sumber
energi, zat hara sebagai sumber karbon, nitrogen, sulfur, fosfat, oksigen, hidrogen,
serta unsur-unsur lainnya. Variasi dalam tipe nutrisi, diimbangi oleh tersedianya
berbagai macam media yang banyak macamnya untuk kultivasinya (Radji, 2011).

Pembiakan mikrobia dalam laboratorium memerlukan media yang berisi
zat-zat hara atau nutrien serta lingkungan pertumbuhan sesuai dengan
mikroorganisme (Rahayu et. al, 2014). Nutrisi yang diperlukan mikroorganisme
seperti bakteri dan jamur biasanya berupa senyawa sederhana yang tersedia secara
langsung atau berasal dari senyawa kompleks yang kemudian dipecah oleh
mikroorganisme menjadi senyawa yang sederhana melalui proses enzimatik.
Menurut Radji  (2011), nutrisi yang dibutuhkan mikroorganisme untuk
pertumbuhannya meliputi karbon, nitrogen, unsur non logam seperti sulfur dan
fosfor, unsur logam seperti Ca, Zn, Na, K, Cu, Mn, Mg, dan Fe, serta vitamin, air,

dan energi. Media pertumbuhan mikroorganisme seperti bakteri harus memenuhi



syarat nutrisi yang dibutuhkan. Media biakan dapat yang berupa cairan, padatan,

dan setengah padat (semi solid) tergantung bakteri yang akan ditumbuhkan.

2.3.1 Nutrient Broth (NB)

Media merupakan sarana pertumbuhan yang mengandung nutrisi yang
sangat dibutuhkan oleh mikroorganisme sebagai makanannya. Mikroorganisme
dalam pertumbuhannya membutuhkan unsur logam seperti natrium, kalium,
kalsium, magnesium, mangan, besi, seng, tembaga, fosfor, cobalt, hidrogen,
oksigen dan sulfur.

(Basu et al. 2015) memberikan info bahwa terdapat enam komponen
pertama yang digunakan dalam sintesis adalah karbohidrat, lipid, protein dan
asam nukleat dan dua sisanya ada di dalam sel sebagai kation dan memainkan
berbagai peran. Pada organisme heterotrof, kebutuhan akan faktor tumbuh sudah
dapat terpenuhi oleh ekstrak daging (Purwaning,2017).

Media NB (Nutrient Broth) merupakan media yang berbentuk serbuk
berwarna putih kekuningan dan apabila setelah digunakan akan berbentuk padat
karena terdapat kandungan agar sebagai pemadatnya. Komposisi yang terpenting
dalam media ini adalah karbohidrat dan protein yang terdapat pada ekstrak daging
dan pepton sesuai dengan kebutuhan sebagian besar bakteri. Mahalnya harga
media serta melimpahnya sumber alam dan pemanfaatan limbah yang dapat
digunakan sebagai media pertumbuhan mikroorganisme mendorong para peneliti
untuk menemukan media alternatif dari bahan-bahan yang mudah didapat dan

tidak memerlukan biaya yang mahal (Juriah & Sari, 2018).

2.4 ldentifikasi Mikroba dengan Pendekatan Molekuler 16S rRNA

Proses identifikasi bakteri secara konvensional berdasarkan karakter fenotip
bakteri seperti pewarnaan Gram, morfologi koloni, dan aktivitas enzim seringkali
tidak bersifat statis dan dapat berubah seiring dengan adanya evolusi. Kesalahan
identifikasi seringkali terjadi dikarenakan hadirnya karakteristik fenotip bakteri
yang tidak biasa ataupun kurangnya pengalaman dalam menginterpretasikan data

karakter fenotip, hal ini menimbulkan hadirnya metode identifikasi secara



molekuler menggunakan gen 16S rRNA. Mengurangi prasangka penafsiran dan
menyingkirkan kebutuhan untuk kemungkinan "pretest” mengenai Kklasifikasi
mikroorganisme untuk pemeriksaan langsung dan pemilihan database (Petti et al.,
2005).

Gen 16S rRNA adalah gen yang digunakan dalam menentukan filogenetik
dan taksonomi dari bakteri secara molekuler. Penggunaan 16S rRNA sekuensing
gen di laboratorium klinis menjadi umum untuk mengidentifikasi bakteri biokimia
tak dikenal atau menyediakan referensi identifikasi untuk strain yang tidak biasa.
(Janda & Abbott, 2007). Penggunaan gen 16S rRNA dengan teknik Polymerase
Chain Reaction (PCR) memungkinkan untuk mengidentifikasi bakteri amilolitik
dengan cepat dan spesifik. PCR merupakan suatu metode enzimatis untuk melipat
gandakan secara eksponensial suatu sekuens nukleotida tertentu dengan cara in
vitro (Yuwono, 2006).

Gen 16S rRNA memiliki daerah-daerah yang secara universal bersifat
lestari. Pada beberapa bagian lain terdapat daerah yang bersifat semi-lestari, dan
variabel. Pada gen 16S rRNA terdapat 9 daerah variabel yang ditandai dengan V1
sampai V9 (Baker et. al, 2003).

Molekul 16S rRNA merupakan salah satu molekul rRNA penyusun ribosom
sub unit kecil pada prokariot. Molekul 16S rRNA mempunyai fungsi yang identik
pada seluruh organisme, terdistribusi secara universal dan bersifat sangat lestari
(Madigan & Martinko, 2006).
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