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Pendahuluan

Pencemaran garam-garam dari berbagai senyawa halogen pada

perairan pantal utara Jawa, yang disebabkan oleh limbah industri dan
meningkatnya penggunaan bahan pestisida, herbisida, dan insektisida di
dalam bidang pertanian, menyebabkan tidak berfungsinya dan menurunnya
kualitas lingkungan yang sangat merugikan bagi keseimbangan ekosistem
terumbu karang di perairan pantai Indonesia. Sebagéi negara agraris, para
petani Indonesia tidak dapat lepas dari penggunaan bahan kimia pertanian
dalam menjalankan usaha taninya. Namun, ‘suatu hal yang sangat
mengkhawatirkan pada akhir-akhir ini adalah meningkatnya dan
berkembangnya aktivitas kegiatan industri dan pertanian di sepanjang pantai
utara Jawa. Banyak industri yang menggunakan bahan baku logam, bahan
kimia, hasil pertanian, dan hasil hutan yang belum mengelola limbahnya
berdasarkan persyaratan yang telah ditentukan. Sebagai dampaknya,
pencemaran lingkungan laut semakin meningkat akibat buangan limbah
industri dan residu obat-obatan pertanian ke laut.,

Penelitian mengenai efek pestisida terhadap terumbu karang masih
sangat sedikit dilakukan. Salah satu pehelitian yang dilakukan oleh Glynn et
al.(1984) menunjukkan bahwa herbisida 2,4-Diklorofenoksi asetat (2,4-D)
dan 2,4,5-T mampu membunuh terumbu karang pada konsentrasi yang
rendah (0,02 ppm) dalam waktu yang sangat singkat. Keadaan yang lebih
mengkhawatirkan adalah 8 dari 12 jenis pestisida yang dikategorikan sangat
toksik, baik bagi manusia maupun lingkungan banyak dipasarkan di




Indonesia (Djajanto, 1985). Jenis-jenis pestisida tersebut antara lain
Paraquat, glifosat, diuron, ametryn, 2,4-D. Jjenis-jenis pestisida yang beredar
di pasaran, 30 % di antaranya menggunakan bahan aktif 2,4-D, misalnya,
Lindomin, DMA, Actril DS, Fernimine 720 AS, Hedonal 818 L, Indamin 720
HC, Tordon 101 dan lain-lainnya (Anonim, 1991).

Masih sedikit upaya yang telah dilakukan untuk melestarikan sumber
hayati karang. Kemajuan teknologi dan sain yang semakin pesat telah
berhasil mengembangkan suatu sistem katalis biologi dalam mengelola
limbah berbahaya untuk mendegradasi, mendetoksikasi, atau
mengakumulasikan polutan tersebut, Béberapa penelitian telah menunjukkan
bahwa beberapa genus bakteri yang diisolasi dari tanah dan perairan sungai
(Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes ) mampu mendegradasi 2,4-D
(Sinton et al., 1986; Chaudry and Huang, 1988). Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengisolasi, seleksi dan identifikasi secara molekuler bakteri
karang pendegradasi pestisida.

METODE PENELITIAN
Populasi dan Sampel

Lokasi penelitian yang mewakili daerah industri, intensitas pertanian
yang tinggi dan daerah pemukiman pantai, ditentukan dengan teriebih dahulu
melakukan survei di kota-kota pantai ~utara Jawa. Selanjutnya lokasi
pengambilan sampel ditentukan secara stratified random sampling berdasar
hasil survel. Sampling karang dilakukan pada 2 stasiun yang ditentukan
masing-masing pada kedalaman 3 dan 10 meter dengan penyelaman Scuba.

Isolasi Bakteri Karang
Metode yang akan digunakan dalam mengisolasi bakteri dari karang

adalah metode yang dilakukan oleh Chutiwan (1994).

Screening Bakteri Karang Pendegradasi Pestisida
Isolat murni yang diperoleh diuji kemampuannya mendegradasi 2,4-D,
Paraquat dan MCPA dengan indikator media EMBA (Loos, 1975).
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Studi Molekuler Bakteri Karané
Studi filogenetik molekuler dilaksanakan dengan melakukan ekstraksi dan
amplifikasi 16S rDNA (PCR), DGGE, sequensing analisis sekuen DNA.

HASIL PENELITIAN
Isolasi dan Screening Bakteri Karang

Hasil isolasi bakteri dari berbagai lokasi dapat dijumpai pada Tabel 1.
Tabel dan gambar tersebut menunjukkan jumlah isolat bakteri yang berhasil

(diisolasi dari jaringan karang yang diperoleh dari berbagai lokasi. Wahbeh

dan Mahasneh (1988) berhasil mengisolasi bakteri dari karang Acropora sp
dan Porites sp. di Laut Merah.

Table 1. Hasil isolasi bakteri yang berasosiasi dengan karang dari berbagai
lokasi sampling

Geografi asal Jumilah isolat | Total
Massive Submasive  Folious - Branching

Karimunjawa 22 17 - 25 27 o1
Cilegon 23 24 13 14 74
Jepara 27 22 21 10 80
Situbondo 26 ' 26 21 19 92
Total 98 89 80 70 337

Hasil ljji degradasi bakteri karang terhadap senyawa organokiorin pada
indikator media dapat dilihat pada Tabel 2. Bakteri karang yang mampu
mehdegradasi senyawa-senyawa tersebut ditunjukkan dengan adanya
perubahan warna koloni menjadi merah pada media EMBA yang masing-
masing mengandung 200 mg/i senyawa tersebut.

Warna merah dari koloni disebabkan oleh adanya produksi asam HCI

"selama proses degradasi (Loos, 1975). Penelitian dengan menggunakan

EMBA untuk mendeteksi bakteri yang mampu mendegradasi senyawa
organoklorin telah lama dilakukan untuk beberapa genus bakteri, seperti,
Alcaligenes, Achromobacter, dan Arthrobacter (Loos, 1975), dan

Pseudomonas (Bhat et al., 1994).



Table 2. Hasil uji degradasi bakteri karang terhadap senyawa organokiorin
dari berbagai lokasi sampling

Geografi asal Jumlah isolat bakteri yang mampu mendegradasi
2,4-D Paraquat - MCPA
Karimunjawa 16 14 27
Cilegon 16 10 23
Jepara 14 9 31
Situbondo 13 - 10 26
Total 59 43 - 107
Persentase (%) 17,50 12,75 31,75

Warna merah dari koloni disebabkan oleh adanya produksi asam HCI
selama proses degradasi (Loos, 1975). Penelitian dengan menggunakan
EMBA untuk mendeteksi bakteri yang mampu mendegradasi senyawa
organoklorin tefah lama dilakukan untuk beberapa genus bakteri, seperti,
Alcaligenes, Achromobacter, dan Arthrobacter (Loos, 1975), dan
Pseudomonas (Bhat et al., 1994).

Studi Molekuler Bakteri Pendegradaéi Pestisida
Amplifikasi gen 16S rDNA-PCR

Amplifikasi DNA dari isolat bak_tei'i karang pendegradasi senyawa
herbisida paraquat dan MCPA yang diseleksi berdasarkan daya degradasl
tertinggi dari ke empat jenis lifeform karang dari 4 geographic origin
sampling sites dapat dilihat Gambar 1. Gambar‘tersebut menunjukkan
bahwa semua isolat menghasilkan single band (pita tunggal) dengan ukuran
sekitar 1500 bp sesuai dengan pembandingan menggunakan marker DNA.
Besarnya ukuran ini sesuai dengan ukuran gen-gen 165 rRNA bakteri yaitu
sekitar 1500-1600 bp.

Hasil pola DGGE iasolat bakteri pendegradasi senyawa herbisida
paraquat dan MCPA dapat dilihat pada Gambar 2. Hasjl denaturasi gradien
dari pita-pita yang ;:erbentuk menunjukkan adanya diversitas genetlk



bakteri karang pendegradasi senyawa organoklorin. Hasil fragmen-fragmen
DNA dengan posisi yang berbeda didasarkan pada teori tentang melelehnya
struktur domain dan komposisi nukleotida (Teske et al., 1996). Gambar 3
menunjukkan adanya 13 pola DGGE yang berbeda dari ekstraksi- DNA pada
komunitas bakteri karang pendegradasi pestisida Selanjutnya dilakukan
sekuensing pada setiap pola-pola tersebut. Berdasarkan hasil sekuen,
identifikasi bakteri dilakukan dengan analisis sekuen dengan BLASTNZ2.2.4.
Hasit identifikasi molekular bakteri karang dapat dilihat pada Tabel 3.

Gambar 1, Hasil elektroforesis dari amplifikasi gen 16S rRNA bakteri
karang pendegradasi senyawa herbisida paraquat (M: DNA
marker;

M1 2 3 435 6 7 8 910 1112131141516 M

Gambar 2. Hasil analisis DGGE amplifikasi gen 165 rRNA bakteri karang
pendegradasi senyawa herbisida paraquat (M: DNA marker;
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Tabel 3. Hasil identifikasi bakteri karang pendegradasi herbisida paraquat

No. Isolat Panjang Kerabat terdekat Nomor Homologi
basa Akses (%)
1. SF2310 836 Bacillus epidermidis X76565.1 92
2. KS5124 707 Vibrio carchiariae X74693.1 99
3. KB290 737 Bacillus firmus D16268 97
4, CF1140 718 Kocuria erythromyxa Y¥11330.1 97
S. SM1260 775 Kocuria palustris Y16263.1 99
6. 551280 873 Oceanobacilius iheyensis AP004593.1 99
7. KF251 863 Oceanobacillus iheyensis ~ AP004593.1 98
8. CM2106 811 Oceanobacillus iheyensis  AP004595.1 99
. 9. 182242 737 Bacillus firmus D16268 97
10, CSi12e 792 Oceanobacillus iheyensis APB04600.1 99
11, CB21B4 742 Salinicoccus roseus AF237976.1 g5
12. S$B2332 840 Salinicoccus roseus AF237976.1 99
13. Js1198 Bi0 Bacillus iodinum X83813.1 98
14. KM221 825 Bacillus fodinum X83813.1 98
15, IM11ise6 756 Bacillus iodinum X76567.1 97
16. JF1222 779 Bacillus iodinum X83813.1 97

Gambar 2 dan Tabel 3 menunjukkan bahwa DGGE mampu
menunjukkan atau mengungkap berbagai macam genotip bakteri. Teske et
al. (1996°) mengatakan bahwa pola DGGE yang berasal dari amplifikasi gen
ribosom menggambarkan kondisi‘ keberadaan populasi bakteri. Amplifikasi
PCR dari fragrhent 16S rDNA dari bakteri pendegradasi organoklorin dan
dianalisis dengan DGGE menghasilkan berﬁagai jarak pita DNA, menunjukkan
adanya komponen bakteri yang berbeda. Sekuen dari pita DNA-DNA yang
samia dari band isolat garis 13, 14, 15, 16 dari bakteri pendegradasi paraquat
menunjukkan species Bacillus fodinum yang sama. Demikian pula dengan
isolat bakteri garis 6, 7, 8 dan 10 dari Gambar 2 menghasilkan strain
Oceanobacillus iheyensis. Teske et al. (1996°) melaporkan bahwa migrasi pita
DNA vyang berbeda menunjukkan spesies yang berbeda dari strain
Desulvovibrio dan Acrobacter. Jackson et al. (1998) menyatakan bahwa
perubahan  kondisi lingkungan akan mempengaruhi komposisi spesies

§

bakteri,



Kesimpulan
Hasil penelitian tersebut diatas menunjukkan bahwa bakteri yang

berasosiasi dengan karang memiliki potensi sebagal strategi alternatif untuk
konservasi ekosistem terumbu karang Indonesia. Penerapan pendekatan
berbasis molekuler sangat bermanfaat di dalam meningkatkan efisiensi
screening indigeneous bakteri karang pendegradasi senyawa pestisida,
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