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Abstrak

Pertumbuhan penduduk yang terus meningkat secara tidak langsung berdampak
pada meningkatnya jumlah polusi di lingkungan. Polutan yang menjadi perhatian
dewasa ini adalah fenantrena, yaitu suatu senyawa yang termasuk dalam kategori
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) dan bersifat karsinogenik. Banyak
bakteri diketahui mampu mendegradasi fenantrena menjadi senyawa atau bahkan
unsur yang non-toksik, namun hanya sedikit yang mampu dikultivasi dengan
teknik standar. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh RNA total hasil isolasi
langsung sampel tanah pada rhizosfer Setaria palmifolia serta mengetahui
ekspresi gen phnB pada bakteri tanah yang terlibat dalam degradasi polutan
fenantrena. Sampel tanah diambil dari tiga tempat yang berbeda, yaitu dari
bantaran Sungai Gajahwong, Sungai Code dan Sungai Opak. Isolasi RNA total
menggunakan gabungan dua metode isolasi yang berbeda. Pada tahap selanjutnya
metode yang digunakan adalah Reverse Transcription and Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) dengan primer yang didesain berdasarkan gen phnB. Data
dianalisis menggunakan perhitungan konsentrasi serta kemurnian RNA hasil
isolasi dari sampel lingkungan dan melihat kemunculan ada tidaknya amplikon
yang dihasilkan dari amplifikasi gen phnB pada visualisasi gel doc. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa dari ketiga sampel tanah yang diuji (Sungai
Gajahwong, Sungai Code dan Sungai Opak) secara berturut-turut menghasilkan
nilai konsentrasi RNA total sebesar 38,42 pg.mL™, 46,90 pg.mL™, dan 53,25
ug.mL’l, serta nilai kemurnian 00/2,10; 1,78/1,29 dan 1,30/c0. Berdasarkan hasil
pengamatan dan perhitungan panjang pita DNA pada hasil gel doc menunjukkan
besar amplikon yang berbeda dari ketiga sampel yaitu pada sampel Sungai
Gajahwong sebesar 177 bp, serta pada sampel Sungai Code dan Sungai Opak
sebesar 193 bp, yang dimungkinkan berasal dari mayoritas bakteri gram positif.
Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa terdapat sejumlah komunitas bakteri
pendegradasi fenentrena di area rhizosfer Setaria palmifolia.

Kata Kunci: Fenantrena, RT-PCR, Degradasi, Gen phnB, Rhizosfer, Setaria
palmifolia
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BAB |
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Peningkatan pertumbuhan penduduk yang terus meningkat berbanding lurus
dengan peningkatan polusi di lingkungan. Pada daerah perkotaan sebagai destinasi
arus urbanisasi, peningkatan sumber polusi secara signifikan terjadi pada berbagai
sektor, terutama industri dan transportasi. Kota Yogyakarta tidak hanya
merupakan kota pelajar, akan tetapi juga sebagai kota budaya dan pariwisata,
menjadikannya sebagai salah satu kota tujuan para pendatang dari berbagai
daerah, sehingga secara tidak langsung menyumbang tingkat polusi di lingkungan.
Selain itu, padatnya pemukiman penduduk juga memiliki andil cukup besar dalam
sumbangsih pencemaran lingkungan dengan limbah rumah tangga yang
dihasilkan.

Peningkatan polutan di lingkungan dewasa ini tidak sebanding dengan laju
penguraian senyawa polutan toksik kompleks menjadi senyawa sederhana pada
level di bawah ambang batas toleransi ekosistem biotik. Polutan penting dan
sering ditemukan di berbagai media lingkungan seperti udara, tanah, air, dan
sedimen adalah Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH). Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAH) merupakan kelompok senyawa organik yang terdiri dari dua
atau lebih cincin aromatik (Shen, 2014). PAH dan senyawa turunannya secara
luas merupakan produk hasil pembakaran tidak sempurna dari bahan organik,
tetapi sebagian besar dihasilkan oleh aktivitas manusia. Dalam beberapa

dekade terakhir sumber utama polusi PAH adalah limbah industri,



transportasi, residu pembakaran, gasifikasi dan pembakaran sampah plastik
(Mrozik et al., 2003). Keberadaan PAH di lingkungan menjadi perhatian karena
bersifat toksik, mutagenik, dan karsinogenik untuk mikroba serta organisme
tingkat tinggi termasuk manusia (Samanta et al., 2002).

PAH vyang sering dijumpai pada areal tanah adalah fenantrena
(phenanthrene), yaitu PAH bercincin tiga, dikenal sebagai fotosensitizer kulit dan
alergen ringan bagi manusia (Arbabi et al., 2009). Fenantrena dapat terserap ke
dalam tanah kaya bahan organik dan sedimen, dapat terakumulasi dalam ikan dan
organisme air lainnya, serta dapat ditransfer ke manusia melalui konsumsi
makanan (Mrozik et al., 2003).

Metabolisme fenantrena melibatkan enzim-enzim yang disandi oleh Kklaster
gen phn. Enzim-enzim yang disandi oleh klaster gen phn merupakan serangkaian
gen penyandi enzim yang berperan dalam proses degradasi fenantrena. Salah satu
gen pada Kklaster gen phn yang terlibat dalam degradasi fenantrena adalah gen
phnB (Laurie dan Lloyd-Jones, 1999). Gen phnB merupakan gen yang menyandi
enzim dihidrodiol dehidrogenase yang berperan mengubah senyawa cis-3,4-
fenantrenadihidrodiol menjadi 3,4-dihidroksi-fenantrena (Mallick et al., 2007;
Singleton et al., 2009). Gen phnB telah digunakan sebagai sarana deteksi
keberadaan klaster gen phn dengan menggunakan primer yang didesain dari
sekuens gen ini. Penelitian yang dilakukan oleh Singleton et al., (2009) berhasil
memperoleh amplikon berukuran 187 bp pada spesies bakteri Acidovorax sp.

strain NA3.



Upaya yang dilakukan untuk mengurai polutan senyawa PAH di lingkungan
dan menjadikan senyawa PAH berada pada tingkat di bawah ambang batas
toleransi biotik, salah satunya adalah dengan bioremediasi. Bioremediasi
merupakan suatu bentuk upaya dalam mendegradasi atau mendetoksifikasi
substansi tertentu yang berbahaya bagi manusia serta lingkungan dengan
penggunaan organisme hidup seperti tumbuhan, fungi, dan bakteri (Chowdhury et
al., 2012). Secara alami PAH dapat mengalami absorpsi, penguapan, fotolisis, dan
degradasi kimia, namun degradasi mikroba adalah proses degradasi utama.
Degradasi PAH tergantung pada kondisi lingkungan, jumlah dan jenis mikroba,
sifat dan struktur kimia dari senyawa kimia yang terdegradasi (Haritash dan
Kaushik, 2009). Sejumlah spesies bakteri yang dikenal mampu mendegradasi
PAH di lingkungan, mayoritas dapat dijumpai di sekitar tanah atau sedimen yang
terkontaminasi. Arthrobacter sp., Acidovorax sp., Brevibacterium sp., dan
Pseudomonas sp. adalah beberapa bakteri yang diketahui memiliki kemampuan
untuk memanfaatkan fenantrena sebagai sumber karbon dan energi (Samanta et
al., 1999).

Potensi yang ditawarkan oleh mikroba sangat tinggi, termasuk mikroba
yang mampu mendegradasi polutan seperti fenantrena, namun hanya sebagian
kecil dari yang ada di alam mampu dikultivasi dengan teknik standar sehingga
informasi genetik serta potensi bioteknologi dari sebagian besar mikroba belum
mampu dimanfaatkan dengan teknik konvensional (Purohit dan Singh, 2009).
Salah satu cara untuk mengungkap informasi genetik tersebut adalah dengan

teknik metatranskriptomik. Metatranskriptomik merupakan suatu teknologi untuk



karakterisasi fungsional mikroba kompleks (mikrobiom) yang berhubungan
dengan transkriptom dari komunitas mikroba sampel langsung dari lingkungan
(Jiang et al., 2016; Pascault et al., 2015). Analisis metatranskriptomik
memberikan informasi tentang bagaimana komunitas mikroba bereaksi terhadap
perubahan lingkungan (Leung et al., 2014).

Kemampuan mikroba dalam mendegradasi senyawa polutan sangat
dipengaruhi oleh keberadaan nutrisi di lingkungan. Dengan adanya nutrisi yang
cukup melimpah, memungkinkan adanya peningkatan jumlah serta aktivitas
metabolisme mikroba. Salah satu penyebab lingkungan menjadi kaya akan nutrisi
untuk merangsang aktivitas mikroba adalah eksudat akar tumbuhan. Komposisi
kandungan eksudat akar tumbuhan adalah berupa asam amino, gula, asam
organik, vitamin, asam lemak dan sterol (Vacura dan Hovadik, 1965; Ahmad et
al., 2011), sehingga dapat dimanfaatkan oleh mikroba sebagai sumber nutrisi dan
merupakan bentuk simbiosis antara akar tumbuhan dengan mikroba.

Simbiosis antara akar tumbuhan dan mikroba merupakan suatu bentuk
kombinasi antara dua pendekatan yaitu fitoremediasi dan bioaugmentasi yang
disebut sebagai rhizoremediasi. Selama proses rhizoremediasi, eksudat yang
berasal dari tumbuhan dapat membantu merangsang kelangsungan hidup dan
aktivitas mikroba, yang selanjutnya menghasilkan degradasi polutan yang lebih
efisien. Sistem akar tumbuhan dapat membantu untuk menyebarkan mikroba
melalui tanah dan membantu untuk menembus lapisan tanah yang impermeable
(Kuiper et al.,, 2004). Salah satu spesies tumbuhan yang cocok untuk

rhizoremediasi polutan PAH adalah dari varietas rumput (Aprill dan Sims, 1990).



Liu et al. (2014), melaporkan bahwa isolat bakteri yang diambil dari kolonisasi
pada permukaan akar ryegrass (Lolium multiflorum Lam) yang menginvasi
jaringan akar internal dan tertranslokasi ke tunas, mampu mendegradasi
fenantrena. Laporan lain juga mengungkapkan bahwa Setaria sp. mampu
menurunkan kadar total petroleum hydrocarbon (TPH) sebesar 36,34% pada
tanah yang tercemar minyak bumi (Salim dan Suryati, 2014).

Berdasarkan hasil pengamatan yang telah dilakukan oleh penulis sebelum
pengambilan sampel, Setaria palmifolia atau palmgrass mampu bertahan hidup
dan mendominasi di lingkungan tercemar limbah organik yang ditandai dengan
tercium bau menyengat dari perairan Sungai Gajahwong bagian hilir. Hal tersebut
dimungkinkan adanya suatu hubungan antara mikroba indigenous dengan Setaria
palmifolia untuk terus dapat bertahan hidup di lingkungan tercemar. Perlu adanya
suatu kajian analisis fungsi gen penyandi enzim pendegradasi PAH (senyawa
organik) khususnya fenantrena yang dimiliki oleh bakteri di sekitar rhizosfer
Setaria palmifolia, yang selanjutnya dapat dimanfaatkan untuk bioremediasi,
khususnya degradasi PAH jenis fenantrena pada lingkungan yang tercemar
dengan tingkat degradasi yang lebih tinggi.

B. Rumusan Masalah
1. Seberapa besar RNA total yang didapat dari hasil isolasi sampel tanah
pada rhizosfer Setaria palmifolia?
2. Bagaimana ekspresi gen phnB pada bakteri tanah yang terlibat dalam

degradasi polutan PAH (fenantrena)?



C. Tujuan Penelitian
1. Memperoleh RNA total hasil isolasi secara langsung dari sampel tanah
pada rhizosfer Setaria palmifolia.
2. Mengetahui ekspresi gen phnB pada bakteri tanah yang terlibat dalam
degradasi polutan PAH (fenantrena).
D. Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini dapat dimanfaatkan sebagai pustaka acuan terkait
wawasan degradasi PAH dan bioremediasi serta potensi aplikasinya untuk

bioremediasi lingkungan yang tercemar PAH.



BAB V
PENUTUP
A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan

bahwa:

1. Diperoleh RNA total dari sampel tanah rhizosfer Setaria palmifolia
dengan nilai kemurnian pada rentang 1,2 hingga 2,1 dan nilai
konsentrasi 23,45 pug/mL hingga 70,36 pg/mL.

2. Kemunculan amplikon DNA target (177 dan 193 bp) dari semua sampel
menandakan adanya ekspresi gen target, sehingga dapat menunjukkan
adanya sejumlah komunitas bakteri pendegradasi fenantrena di area
rhizosfer Setaria palmifolia.

B. Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini maka penulis mengajukan beberapa saran

berikut:

1. Perlu dilakukan optimasi metode isolasi RNA agar diperoleh tingkat
kemurnian dan konsentrasi yang lebih baik.

2. Perlu dilakukan optimasi pada tahap amplifikasi terutama pada variasi

volume komposisi reagen.
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