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Karakterisasi Keragaman Bakteri Termofilik Sumber Air Panas
Gedong Songo Melalui Penentuan SSCP
dari Gen-Gen Pengkode 16S rRNA

N.S, Mulyani', A.L.N. Aminin'; S. Purwantisari?
Jurusan Kimia' dan Biologi®, Universitas Diponegoro, Semarang

RINGKASAN

Studt keragaman bakteri pada salah satu sumber air panas di lapangan vulkanik
Gedongsongo {GS1), Ungaran, Jawa Tengah; ielah dilakukan mengpunakan metode
yang didasarkan atas analisis urutan gen 16S tRNA. Analisis keragaman dilakukan
dengan mengisolasi bakteri termofilik melalui dua pendekatan yaitu filtrasi
menggunakan membran filter dengan pori-pori  0.2-um dan kultivasi menggunakan
dua macam minimal media yaitu GYa dan GTa yang ditumbuhkan secara anaerob.
Seluruh isolat bakferi, diekstraksi DNA kromosomnya dan digunakan sebagai templat
untuk proses amplifikasi fragmen gen 168 rRNA dengan teknik PCR. Sasaran dari
penggunaan pasangan primer Com1F dan Com2R adalah daerah variabel tinggi V4
dan V5 dari gen 16S rRNA untuk kelompok eubakteria. Pasangan primer ini telah
berhasil mengamplifikasi fragmen DNA sepanjang 400 pb. Analisis komunitas
dilakukan menggunakan teknik SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)
~ atas dasar pemisahan fragmen DNA dengan urutan nukleotida berbeda. Profil SSCP
vang diperoleh menunjukkan adanya dua pita tajam dari kultur GYa dan GTa yang
sejajar satu sama lain mewakili masing-masing dua strain yang tumbub baik pada
masing-masing kultur. Sedangkan pita dalam jumlah cukup banyak tampak pada
profil SSCP isolat hasil filtrasi (GS-F), namun hanya tiga pita yang tampak cukup
tajam dan mewakili strain dominan pada habitat ini.
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Thermephilic Diversity Characterization of Gedong Songo Hot
Spring through SSCP Analysis of 16S rRNA Gene Sequence

N.S. Muiyani’, A.L.N, Aminin’, S, Purwantisari’
Department of Chemistry’ and Biology’, Diponegoro University, Semarang

SUMMARY

Identification of the bacterial communities from one of hot stream at Gedongsongo
(GS1), Ungaran, Central Java; was carried out using molecular analysis based on the
168 rRNA gene. Two minimal media, GYa and GTa were used for growth of
anaerobic microbial communities. Cultures media were combined by filtration
through 0.2-um-pore-size filter for total genomic DNA extraction. PCR amplifications
of partial 16S rRNA gene sequences were performed with chromosomal DNA
extracted from cells of filtration and cultures using Com!F and ComZR primers
targeting the V4-VS5 region of eubacterial 16S rRNA genes. These primers amplified
about 400-bp section of the 16S rRNA genes. The Single Strand Conformation
Polymorphism (SSCP) was used to analyze the community based on difference in
fragment DNA sequence. The SSCP profiles showed that there are a lot of bands but
only three of them are distinct bands that represent the bacteria from filtration,
Another two bands from GTaand two bands from GYa represent the bacteria that can
growth well in these mediums.

Chemistry Department, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Diponegoro
Untversity, Contract Number: 031/SPPP/PP/DP3IM/IV/2005
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BAB1

PENDAHULUAN

Kemajuan. bidang biokatalis dalam dekade terakhir ditandai dengan meningkamya
pencarian bakteri ekstremofil. Biokatalis dari mikroorganisme ekstrim (ekstremozim)
makin diminati karena memiliki beberapa sifat terapan lebih menguntungkan terutama
bagi industri, Ekstremozim merupakan enzim yang bisa digunakan secara efektif pada
temperatur, pH, atau pelarut organik ekstrim dalam proses industri. Selain perannya di
dalam bidang industri, penelitian terhadap bakteri ekstemofil juga memiliki peran
penting dalam perkembangan ilmu pengetahuan terutama dalam studi filogeni {Adams,
1995).

Salah satu sumber yang cukup potensial adalah bakteri termofilik yang tumbuh pada
sumber air panas. Indonesia merupakan negara yang kaya akan sumber air panas,
namun hingga saat ini belum banyak peneliti dari Indonesia yang berupaya melakukan
identifikasi terhadap komunitas mikroorganisme ekstremofilik dari sumber alam
Indonesia serta masih sangat sedikit upaya dalam eksplorasi enzim-enzim yang berasal
dari bakteri termofilik.

Salah satu kendala dalam eksplorasi bakteri termofilik adalah sangat sulit untuk
mengkulturkan bakteri termofilik pada skala laboratorium. Torsvik er al. (1990)
melaporkan bahwa hingga saat ini baru 1 % mikroorganisme di alam yang bisa
dikulturkan, Metode yang dapat diandalkan bagi penentuan keragaman mikroba pada
suatu lingkungan telah lama dicari oleh para ahli mikrobiologi. Metode mikroskopi
dan kultivasi sangat terbatas penggunaannya, dimana keragaman mikroorganisme
dapat berbagi kesamaan dalam ciri morfologi sederhana dan keterbatasan pendeteksian
pada metode kultivasi yang tumbuh berdasarkan media yang disediakan.
Perkembangan teknik analisis urutan nukleotida gen 168 ribosomai RNA (rRNA)
dalam sampel alamiahnya telah meningkatkan kemampuan kita untuk mendeteksi dan
mengidentifikasi bakteri di alam. Hal ini menjadi solusi bagi studi biodiversitas
dimana hanya sebagian kecil spesies bakteri yang bisa diisolasi dalam kultur (Ferris ef
al., 1596),





