KELIMPAHAN BAKTERI DAN ALIR MATERI GENETIK
DI LAHAN UJI TERBATAS (LUT) TEBU PRODUK
REKAYASA GENETIKA (PRG) RENDEMEN TINGGI

SKRIPSI

Oleh

Moch. Rosyadi Adnan
NIM 131810401024

JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS JEMBER
2018


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

KELIMPAHAN BAKTERI DAN ALIR MATERI GENETIK
DI LAHAN UJI TERBATAS (LUT) TEBU PRODUK
REKAYASA GENETIKA (PRG) RENDEMEN TINGGI

SKRIPSI

diajukan guna melengkapi tugas akhir dan memenuhi salah satu syarat untuk
menyelesaikan Program Studi Biologi (S1)
dan mencapai gelar Sarjana Sains

Oleh
Moch. Rosyadi Adnan
NIM 131810401024

JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS JEMBER
2018


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

PERSEMBAHAN

Dengan menyebut nama Allah yang Maha Pengasih dan Maha Penyayang, karya

tulis ilmiah ini saya persembahkan untuk:

1.

Ibunda Rosyidah, Ayahanda Amir Fatah tercinta, Mbak Dina Fitriah dan
Mas Moh. Ubaidillah dan Iklil yang telah memberikan do’a tiada henti,
segala kasih sayang, motivasi, dukungan, dan semangatnya selama ini.
Kakek dan nenek, Alm. Mbah Rukiah, Alm. Mbah Jannah, Alm. Mbah
Suep, Alm. Mbah Sukdi yang telah memberikan kenangan indah dan
nasehat yang berharga.

Seluruh keluarga besar yang telah memberikan do’a, dukungan dan
semangat untuk menuntut ilmu.

Guru-guru TK Dewi Masyithoh 7 Jombang-Jember, M1 Al-Ma’arif 02, Mts.
Mabda’ul Ma’arif Jombang-Jember, dan MAN 3 Jember

Dewan asatidz PP. Mabdaul Maarif Jombang Jember dan PP. Al-Jauhar
Sumbersari Jember

Dosen-dosen dan almamaterku Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan

IImu Pengetahuan Alam Universitas Jember


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

MOTO

“Dan barangsiapa yang tidak dijadikan oleh Allah baginya cahaya maka tiada
(sedikit) pun cahaya baginya”

Q.S. An-Nur ayat 40


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

PERNYATAAN

Saya yang bertanda tangan di bawah ini:

Nama : Moch. Rosyadi Adnan

NIM :131810401024
menyatakan dengan sesungguhnya bahwa karya tulis ilmiah yang berjudul:
“Kelimpahan Bakteri dan Alir Materi Genetik di Lahan Uji Terbatas (LUT) Tebu
Produk Rekayasa Genetika (PRG) Rendemen Tinggi” adalah benar-benar karya
sendiri dan merupakan sub tema dari penelitian Prof. Bambang Sugiharto yang
berjudul “Pengujian Keamanan Lingkungan Tebu Produk Rekayasa Genetika
Rendemen Tinggi”, kecuali jika dalam pengutipan substansi disebutkan sumbernya,
serta belum pernah diajukan pada institusi manapun, serta bukan karya jiplakan.
Saya bertanggung jawab atas keabsahan dan kebenaran isinya sesuai dengan sikap
ilmiah yang harus dijunjung tinggi.

Demikian pernyataan ini saya buat dengan sebenarnya, tanpa ada tekanan
dan paksaan dari pihak manapun serta bersedia mendapat sanksi akademik jika

ternyata di kemudian hari pernyataan ini tidak benar.

Jember, 25 Januari 2018
Yang menyatakan,

Moch. Rosyadi Adnan
NIM 131810401024


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

SKRIPSI

KELIMPAHAN BAKTERI DAN ALIR MATERI GENETIK
DI LAHAN UJI TERBATAS (LUT) TEBU PRODUK REKAYASA
GENETIKA (PRG) RENDEMEN TINGGI

Oleh

Moch. Rosyadi Adnan
NIM 131810401024

Pembimbing:

Dosen Pembimbing Utama : Prof. Dr. Bambang Sugiharto, M.Agr.Sc

Dosen Pembimbing Anggota : Mukhamad Su’udi, Ph.D

Vi


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

PENGESAHAN

Karya tulis ilmiah berjudul “Kelimpahan Bakteri dan Alir Materi Genetik di
Lahan Uji Terbatas (LUT) Tebu Produk Rekayasa Genetika (PRG)
Rendemen Tinggi” telah diuji dan disahkan oleh Jurusan Biologi Fakultas
Matematika dan lImu Pengetahuan Alam Universitas Jember pada:

Hari

Tanggal
Tempat . Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas
Jember
Tim Penguiji:
Ketua, Anggota 1,
Prof. Dr. Bambang Sugiharto, M.Agr.Sc Mukhamad Su’udi, Ph.D
NIP. 195510221982121001 NRP. 760016788
Anggota I, Anggota IlI,
Drs. Rudju Winarsa, M.Kes Tri Ratnasari, S.Si., M.Si
NIP. 196008161989021001 NRP. 760016770
Mengesahkan,
Dekan

Drs. Sujito, Ph.D
NIP. 196102041987111001

vii


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

RINGKASAN

Kelimpahan Bakteri dan Alir Materi Genetik di Lahan Uji Terbatas (LUT)
Tebu Produk Rekayasa Genetika (PRG) Rendemen Tinggi; Moch. Rosyadi
Adnan, 131810401024; 2018; 47 halaman; Jurusan Biologi Fakultas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Tanaman tebu overekspresi gen SoSPS1 (Sucrose Phosphate Synthase),
SoSUT1 (Sucrose Transporter), dan double overekspresi gen SOSPS1-SoSUT1 telah
dirakit dengan metode transformasi genetik yang dimediasi oleh Agrobacterium
tumefaciens. Overekspresi gen tersebut berkorelasi positif dengan kadar sukrosa
yang lebih tinggi dibandingkan wild type-nya (Rafikasari et al., 2015). Berdasarkan
PP No. 21 tahun 2005, sebelum tebu PRG dirilis, perlu dilakukan analisis kestabilan
ekspresi, kesepadanan substansi, serta pengujian keamanan pangan, pakan, dan
lingkungan. Salah satu lingkungan yang terpengaruh dan berinteraksi secara
langsung dengan tanaman adalah lingkungan tanah. Dalam penelitian ini,
komunitas bakteri tanah merupakan representasi dari pengujian keamanan hayati
tebu PRG pada lingkungan. Lokasi penelitian adalah Lahan Uji Terbatas (LUT)
milik Pabrik Gula PT. Perkebunan Nusantara XI yang bertempat di Dawuhan,
Jatiroto, Lumajang, Jawa Timur. Pada LUT, terdapat 4 event tanaman yang diambil
sampel tanahnya yaitu tanaman overekspresi SoOSPS1 (SP3), SoSUT1 (SU3), dobel
overekspresi SOSPS1-SoSUT1 (D12), dan tanaman wild type (WT).

Penelitian dilaksanakan dalam tiga tahap yaitu analisis kesuburan tanah,
kelimpahan, dan alir materi genetik pada bakteri umum (BU), bakteri pelarut fosfat
(BPF), dan bakteri penambat nitrogen (BPN). Analisis kesuburan tanah dilakukan
melalui pengukuran pH, kadar air, dan unsur hara (C, N, P, dan K tanah). Faktor
abiotik tanah secara umum sama selain persen C dan K tanah yang lebih tinggi pada
sampel SU3 yaitu C (1.52 %) dan K (38.15 %). Hal ini sebanding dengan jumlah
total bakteri pada sampel SU3 yang lebih tinggi (158.25 x 10° CFU/qg) dari sampel
lain. Kelimpahan bakteri berbeda pada tiap jenis yaitu BU lebih tinggi pada sampel
SP3 (69.75 x 10° CFU/qg), BPF lebih tinggi pada sampel D12 (7.5 x 10° CFU/g),
dan BPN lebih tinggi pada sampel tanah SU3 (88.5x 10° CFU/g). Komunitas
bakteri tanah berperan penting dalam daur berbagai unsur di alam. Oleh karena itu,
Horizontal Gene Transfer (HGT) yang sering terjadi antar komunitas bakteri
merupakan kajian ekologis yang penting untuk dilakukan (Singh dan Kapoor,
2010). Demikian pula dengan potensi HGT dari tanaman PRG ke bakteri tanah.
Konfirmasi Polymerase Chain Reaction (PCR) pada isolat bakteri tersebut
menunjukkan bahwa tidak ada gen pengkode resistensi antibiotik nptll dan hptll
yang terdeteksi yang mengindikasikan bahwa tidak terjadi alir materi genetik dari
tebu PRG ke mikroorganisme tanah.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman transgenik merupakan tanaman produk pemuliaan berbasis
rekayasa genetika yang diharapkan mampu menghasilkan tanaman dengan kualitas
unggul. Tanaman transgenik diperoleh melalui proses introduksi artifisial gen-gen
tertentu ke dalam genom tanaman sehingga memiliki karakter-karakter baru yang
diinginkan. Saat ini tanaman transgenik lebih dikenal dengan istilah tanaman
produk rekayasa genetika (PRG). Tanaman yang diperoleh melalui genetic
engineering tersebut diharapkan mampu menghasilkan jumlah keturunan banyak
dalam waktu singkat serta dapat memiliki sifat-sifat unggul seperti yang
dikehendaki (Halford, 2006). Karakter unggul yang diharapkan antara lain adalah
produktivitas tinggi, ketahanan terhadap cekaman biotik dan abiotik, serta mampu
memproduksi senyawa aditif yang memiliki nilai penting bagi industri maupun
kesehatan. Proses insersi gen target ke dalam sel tanaman dilakukan melalui
beberapa cara seperti particle bombardment, fusi protoplasma, maupun
transformasi melalui mediasi agen fisik, kimiawi, maupun biologis seperti
Agrobacterium tumefaciens (Hopkins, 2007). Berbagai tanaman yang telah
dihasilkan melalui proses rekayasa genetika antara lain apel rendah protein alergen,
kedelai kaya lemak tak jenuh, tomat toleran cekaman garam, tembakau tahan
herbisida, padi dan jagung tahan hama, maupun tebu tinggi sukrosa (Halford, 2006;
Baskoro, 2012; Rafikasari et al., 2015).

Proses transformasi genetik pada tanaman tebu (Saccharum officinarum)
telah banyak dilakukan antara lain untuk meningkatkan sifat ketahanan terhadap
stress kekeringan (Waltz, 2014), serangan hama (Zhou et al., 2016; Gao et al.,
2016), dan infeksi virus (Guo et al., 2015). Selain itu, telah dilakukan transformasi
serta overekspresi gen SoSPS1 (Sucrose Phosphate Synthase 1) dan SoSUT1
(Sucrose Transporter) yang berperan dalam produksi sukrosa (Sugiharto et al.,

2010) sehingga diharapkan dapat dihasilkan tebu transforman dengan rendemen

gula yang tinggi.
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Perkembangan pesat tebu PRG memerlukan analisis kestabilan ekpresi gen,
analisis kesepadanan substansi, serta analisis keamanan tebu PRG baik dari segi
pangan, pakan, maupun lingkungan. Hal ini dilakukan untuk memastikan bahwa
tebu PRG tidak memiliki dampak negatif pada lingkungan maupun organisme lain.
Peraturan Pemerintah (PP) No. 21 tahun 2005 tentang Keamanan Hayati Produk
Rekayasa Genetika menyatakan bahwa keamanan hayati produk rekayasa genetika
meliputi keamanan pangan, pakan, dan lingkungan. Salah satu pengujian keamanan
lingkungan yang penting untuk dilakukan adalah pengujian potensi horizontal gene
transfer (HGT). HGT adalah proses diperolehnya gen dari organisme asing yang
dapat terjadi melalui konjugasi, transduksi, maupun transformasi pada kondisi
lingkungan tertentu (Prakash et al., 2011). HGT berpotensi menimbulkan masalah
bila gen marker ketahanan terhadap antibiotik atau herbisida tertransfer kepada
organisme non target. Hal ini berpeluang memunculkan kekebalan pada organisme
hama/gulma yang pada akhirnya meningkatkan usaha membasmi hama/gulma
karena resistensi meningkat. HGT dapat terjadi antar tanaman maupun dari tanaman
ke mikroorganisme lingkungan sekitar (Kleter et al., 2005). Dengan demikian perlu
dilakukan penelitian untuk melihat apakah ada alir materi genetik tebu PRG pada
bakteri tanah.

Komunitas mikroba tanah terdiri dari fungi, alga, dan bakteri. Salah satu
bakteri tanah adalah bakteri pelarut fosfat (BPF) dan bakteri penambat nitrogen
(BPN). Kedua kelompok bakteri tersebut merupakan penyusun komunitas bakteri
yang berperan penting pada siklus nutrisi di tanah (Singh dan Kapoor, 2010).
Sehingga, adanya pengaruh pada komunitas bakteri yang penting bagi sirkulasi
nutrisi tanah akan berpengaruh pada kesuburan tanah. Oleh karena itu observasi
pada kedua kelompok BPF dan BPN di lahan tanam tebu PRG diharapkan mampu
memberi gambaran profil populasi bakteri tanah serta mengetahui apakah terjadi

gene flow dari tanaman tebu PRG.

1.2 Rumusan Masalah
Pengkajian keamanan lingkungan tanaman PRG perlu dilakukan sebelum

tanaman PRG dirilis, dimanfaatkan, dikomersilkan, dan digunakan secara luas,
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termasuk uji keamanan lingkungan terhadap komunitas bakteri tanah. Oleh karena
itu, perlu dilakukan penelitian untuk melihat bagaimana profil kelimpahan BPF dan
BPN pada tanah yang ditanami tebu PRG dan dibandingkan dengan wild type-nya.
Selain itu perlu dilakukan konfirmasi secara molekuler untuk mengetahui apakah
terjadi gene flow pada populasi bakteri tanah. Perubahan-perubahan yang terjadi
pada populasi bakteri tanah akan berpengaruh terhadap kandungan hara. Oleh
karena itu, dalam penelitian ini akan dilakukan pula pengamatan terhadap
kandungan C, N, P, dan K tanah.

1.3 Tujuan

Penelitian dilakukan untuk mengetahui profil kelimpahan BPF dan BPN
pada tebu PRG rendemen tinggi dan tebu wild type serta menguji apakah telah
terjadi gene flow tebu PRG pada populasi bakteri tanah. Dalam penelitian ini
diamati pula faktor abiotik tanah seperti kadar air, pH, serta kadar C, N, P, dan K

tanah.

1.4 Manfaat

Manfaat yang diharapkan dengan dilakukannya penelitian ini adalah bagi
mahasiswa, mampu mengaplikasikan teori yang berkaitan dengan pengujian
keamanan lingkungan tanaman PRG dalam bentuk riset. Bagi institusi, memberikan
salah satu data keamanan lingkungan yang penting dalam penelitian,
pengembangan, pemanfaatan, dan pelepasan tebu PRG rendemen tinggi. Bagi
kegiatan penelitian, memberi referensi tentang pengujian keamanan lingkungan
tanaman tebu PRG terhadap komunitas bakteri yang berpengaruh pada kesuburan
tanah. Bagi masyarakat, dapat memberikan wawasan dan pengetahuan mengenai
keamanan tebu PRG rendemen tinggi.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Pelarut Fosfat

Fosfor (P) termasuk salah satu jenis unsur penyusun makromolekul yang
penting seperti N dalam tanaman. P bagi tanaman berperan penting dalam proses
pembentukan senyawa penyimpan energi, fotosintesis, pembelahan sel dan
pembentukan sistem perakaran yang bagus. Menurut Taiz dan Zeiger (2002), unsur
P memiliki beberapa fungsi bagi tanaman yaitu pertahanan integritas sel, penyusun
gula fosfat, nukleotida, asam nukleat, koenzim dan beberapa jenis fosfolipid.
Kekurangan unsur P pada tanaman dapat mengakibatkan gejala browning, daun
kecil, batang yang lemah, maupun gangguan pertumbuhan dan perkembangan
(Sharma et. al, 2011).

P yang terkandung dalam tanah ada dalam bentuk organik dan inorganik.
Meskipun kandungan rata-rata P total dalam tanah cukup melimpah berkisar 0.05%
(w/w) namun hanya 0.1% dari P total yang dapat digunakan oleh tanaman karena
kelarutan P yang rendah (Sharma et al., 2013). Oleh karena itu, agar dapat
dimanfaatkan oleh tanaman maka P yang sering terikat pada unsur Al, Fe, Ca, dan
Mg pada tanah harus diubah ke bentuk yang terlarut. Bakteri pelarut fosfat (BPF)
merupakan bakteri yang berperan penting dalam pelarutan unsur P baik dari pupuk
maupun yang dalam bentuk terikat di tanah (Atekan et. al, 2014). Mekanisme
pelarutan P dapat difasilitasi oleh aktivitas enzim seperti nonspecific phosphatase,
phytase, phosphonatase, dan C-P lyase maupun oleh sekresi asam organik seperti
asam glukonat, asam malat, suksinat, fumarat, tartarat, alpha keto butirat, oksalat,
dan 2-ketoglukonat (Rodriguez et al., 2006; Ahmed dan Shahab, 2009). Adanya
asam organik yang dilepaskan oleh bakteri ke lingkungan kemudian bereaksi
dengan fosfat yang tak larut, menurunkan pH, dan melepaskan fosfat dari molekul
yang mengikatnya sehingga menjadi bentuk terlarutnya (Ahmed dan Shahab,
2009).

Beberapa kelompok bakteri yang termasuk dalam BPF adalah Alcaligenes,

Acinetobacter, Arthrobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
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Erwinia, Flavobacterium, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, dan Serratia.
Keberadaan BPF dalam tanah dapat berperan sebagai agen biofertilizer sehingga
mendukung serta memacu pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan. Beberapa
penelitian lain menyebutkan bahwa aplikasi bakteri pelarut fosfat dengan
kombinasi beberapa bakteri lainnya bahkan dapat mengurangi kebutuhan pupuk P
sampai 25% pada tanaman tebu (Sundara et al., 2001).

Beberapa spesies BPF telah berhasil diisolasi oleh Tam dan Diep (2015) di
area rhizosfer tebu seperti Bacillus megaterium, Terriglobus roseus, Burkholderia
acidipaludis, Burkholderia ambifaria, Novosphingobium subterranum dan lain-
lain. Baliah et al. (2016) menjelaskan tentang adanya populasi BPF di sekitar garis
pertumbuhan tebu. Hal ini mengindikasikan bahwa BPF juga merupakan sampel

yang representatif untuk pengujian alir materi genetik pada tanaman PRG.

2.2. Bakteri Penambat Nitrogen

Ketersediaan nitrogen (N) dalam tanah berperan penting dalam pemenuhan
kebutuhan nutrisi tanaman. N merupakan salah satu unsur penyusun makromolekul
yang digunakan tanaman untuk sintesis protein, asam amino, enzim, nukleotida dan
lain-lain (Taiz dan Zeiger, 2002). Keberadaan N dalam tanah merupakan salah satu
siklus kunci dalam regulasi siklus N di tanah. Siklus N dipengaruhi oleh proses
nitrifikasi, denitrifikasi, dan fiksasi N. Unsur N yang menyusun 78% atmosfer ada
dalam bentuk N2 sehingga tidak dapat secara langsung digunakan oleh kebanyakan
organisme termasuk tanaman oleh karena itu diperlukan proses fiksasi yang banyak
dimediasi oleh mikroorganisme baik yang simbiotik maupun yang hidup bebas
(Walworth, 2013). Bakteri Penambat Nitrogen (BPN) merupakan bakteri yang
dapat mengikat N bebas di udara menjadi bentuk NH4* sehingga dapat digunakan
oleh organisme lain seperti tanaman. Organisme prokariotik yang mampu mengikat
N2 atmosfer disebut juga diazotroph (Stella dan Suhaimi, 2010). Proses fiksasi N2
di udara oleh organisme diazotroph dikatalisis oleh enzim nitrogenase yang terdiri
dari dinitrogenase reduktase (protein Fe) dan dinitrogenase (protein MoFe).
Kompleks nitrogenase merupakan enzim yang sensitif terhadap keberadaan oksigen
yang dapat menghambat aktifitas enzim nitrogenase pada BPN (Shridhar, 2012).
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BPN dikelompokkan menjadi 2 yaitu yang simbiotik seperti Rhizobium dan
Frankia dan yang hidup bebas seperti Azotobacter, Azospirillium, Clostridium, dan
Gluconeobacterium (Burdass, 2002). Pada tanaman tebu, adanya BPN diduga kuat
berkorelasi positif terhadap produktivitas tebu. Hal ini dilihat dari akumulasi N
tanaman tebu yang sangat tinggi yaitu mencapai 100 sampai 200 kg N per hektar
per tahun pada aplikasi pupuk N yang relatif rendah 60 kg N per hektar. Bahkan
pada beberapa tempat di Brazil, studi yang dilakukan memperlihatkan adanya
tanaman tebu yang telah lebih dari 100 tahun dikultivasikan tanpa aplikasi pupuk
N (Ohyama et al., 2014). Hal ini mengindikasikan bahwa akumulasi N pada tebu
tidak hanya dipengaruhi oleh aplikasi pupuk, namun juga terdapat proses lain yang
berpengaruh salah satunya adalah aktivitas fiksasi N oleh BPN. Beberapa genus
BPN ditemukan banyak di tanah daerah perakaran tanaman tebu yang diketahui
berasosiasi dengan tebu dalam proses penambatan N seperti genus Beijerinckia
yang banyak ditemukan di rhizosfer dan rhizoplan tanaman tebu (Ohyama et al.,
2014). Selain itu beberapa genus termasuk Bacillus, Derxia, Azotobacter,
Enterobacter, Azospirillum, dan Klebsiella juga telah ditemukan di wilayah
rhizosfer tanaman tebu (Reis et al., 2007). Oleh karena itu adanya BPN yang
berperan penting dalam siklus nutrisi dalam tanah lahan tanam tebu merupakan

sampel yang representatif untuk pengujian alir materi genetik tebu PRG.

2.3. Horizontal Gene Transfer

Horizontal Gene Transfer (HGT) merupakan proses alir materi genetik dari
satu spesies ke spesies lain tanpa melalui proses reproduksi maupun propagasi
vegetatif, sehingga HGT berbeda dari Vertical Gene Transfer (VGT) yang terjadi
pada organisme induk ke keturunannya (ERMA-NZ, 2006). HGT dapat
mengakibatkan munculnya sifat baru sehingga memediasi proses evolusi genomik,
variasi fenotipik, dan perubahan adaptasi (Prakash et al., 2011; Yoshidaetal., 2012;
Yue et al., 2012). HGT menjadi salah satu isu penting dalam pengembangan
tanaman PRG karena berdasarkan Peraturan Pemerintah Republik Indonesia
Nomor 21 tahun 2005 adalah tidak diperkenankannya adanya HGT dari tanaman

ke organisme lingkungan sekitar termasuk bakteri. Adanya HGT dari tanaman PRG
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ke mikroba sekitar dapat berpotensi memunculkan strain bakteri patogen yang
resisten terhadap antibiotik maupun herbisida, serta mengubah populasi, dan
diversitas mikroba (Khan dan Mina, 2008). Mekanisme HGT antar bakteri telah
diketahui dapat terjadi melalui 3 mekanisme, yaitu konjugasi, transduksi dan
transformasi (Nielsen et al., 1998). Sedangkan mekanisme HGT dari tanaman ke
bakteri masih jarang diketahui secara pasti.

Penelitian tebu PRG yang membawa gen CrylAc oleh Zhou et al. (2016)
menunjukkan bahwa tidak ada perubahan genetik dan potensi HGT pada komunitas
mikroba sekitar. Hal ini menunjukkan rendahnya resiko HGT pada tebu PRG.
Selain itu karena lebih banyak bereproduksi secara vegetatif, tebu merupakan
tanaman PRG yang paling rendah potensinya dalam menimbulkan HGT. Proses
HGT melalui mekanisme transformasi merupakan proses yang paling
memungkinkan terjadinya HGT dari tanaman ke mikroba (DHAOGTR, 2005).

Beberapa kondisi yang memungkinkan terjadinya proses HGT melalui
transformasi adalah kontak DNA dengan mikroba, uptake DNA oleh mikroba, dan
integrasi DNA dengan genom mikroba (ERMA-NZ, 2006). Selain itu DNA yang
terdapat bebas di dalam tanah harus lengkap mengkode gen resistensi antibiotik dan
stabil dalam tanah sebelum kontak dengan mikroba. Persistensi DNA secara bebas
dipengaruhi oleh faktor biotik dan abiotik termasuk UV, suhu, aktivitas DNase,
mineral dan sekret dari tanaman maupun kandungan kimiawi tanah. Kompetensi
bakteri tanah, aktivitas degradasi DNase, maupun kondisi fisik dan kimia tempat
transformasi juga harus mendukung untuk proses transformasi secara alami di tanah
(Khan dan Mina, 2008).

2.4. Gen Marker Antibiotik nptll dan hptll

Gen marker penyandi ketahanan terhadap antibiotik maupun herbisida
sering digunakan dalam proses rekayasa genetika tanaman sebagai penanda untuk
seleksi tanaman yang positif transforman. Hal ini dilakukan melalui serangkaian
proses seleksi hingga menghasilkan tanaman transforman yang stabil. Oleh karena
itu, penggunaan gen marker penyandi ketahanan terhadap antibiotik maupun
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herbisida merupakan hal yang penting dan tidak dapat ditinggalkan dalam perakitan
tanaman PRG (Sundar dan Sakthivel, 2008).

Marker gen yang sering digunakan adalah nptll dan hptll. Gen nptll
menyandikan enzim neomycin phosphotransferase 11 yang berperan dalam
resistensi terhadap antibiotik neomycin dan kanamycin. Enzim neomycin
phosphotransferase Il berperan dalam menghambat sintesis protein dengan
mengikat subunit 30S ribosom sehingga mengganggu proses translasi (Sundar dan
Sakthivel, 2008). nptll pertama kali diisolasi dari DNA transposon Tn5 E. coli
strain K12 yang berperan dalam resistensi terhadap antibiotik aminoglikosida
(kanamycin dan neomycin) serta dalam reaksi tranposisi (Ghanem, 2011).
Penggunaan gen nptll telah secara luas diaplikasikan dan dianggap aman
berdasarkan karakter persebaran gen di lingkungan, rendahnya keluhan secara
klinis dari kanamycin, dan rendahnya potensi transfer genetik gen tersebut ke
mikroorganisme lain (Kleter et al., 2005).

Gen hptll atau aphlV merupakan gen penyandi enzim hygromycin B
phospotransferase yang berperan terhadap resistensi terhadap hygromycin.
Antibiotik hygromycin dapat menyebabkan kegagalan translasi dengan cara
menempel pada sisi ribosom elongation factor 2 (EF-2) serta gangguan pengenalan
aminoasil tRNA. Pada tanaman, adanya aktivitas hygromycin dapat berpengaruh
pada mitokondria dan kloroplas sehingga dapat memicu klorosis pada tanaman
(Blochlinger dan Diggelmann, 1984; Sundar dan Sakthivel, 2008). Gen hptll
diketahui dapat berasal dari Streptomyces hygroscopicus maupun E. coli (Htwe et
al., 2014). Hygromycin B merupakan antibiotik kedua setelah kanamycin yang
paling sering digunakan dalam seleksi tanaman transforman (Miki dan McHugh,
2004).

Penggunaan nptll dan hptll secara luas sebagai agen penyeleksi
menunjukkan kemudahan dan efisiensi gen ini sebagai selectable marker yang telah
diaplikasikan pada berbagai spesies (Miki dan McHugh, 2004). Dalam analisis
keamanan lingkungan tanaman PRG, resiko adanya HGT gen marker penanda

resistensi antibiotik pada organisme lain berpeluang terhadap munculnya sifat
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resistensi yang sama pada organisme patogen, hama, maupun gulma sehingga
menimbulkan masalah baru (Bennett et al., 2004).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan bulan Juni sampai September 2017. Sampel tanah
diambil dari lahan uji terbatas (LUT) tebu PRG rendemen tinggi Pabrik Gula PT.
Perkebunan Nusantara XI Dawuhan, Jatiroto, Lumajang, Jawa Timur. Penelitian
dilanjutkan dengan isolasi bakteri umum (BU), bakteri pelarut fosfat (BPF), dan
bakteri penambat nitrogen (BPN) serta uji alir materi genetik, maupun analisis
kesuburan tanah di laboratorium CDAST (Center for Development of Advanced

Science and Technology) Universitas Jember.

3.2. Rancangan Penelitian

Penelitian dilakukan dengan metode deskriptif melalui tahapan isolasi,
enumerasi, dan uji alir materi genetik pada isolat BU, BPF, dan BPN di sekitar
perakaran tebu pada usia 7 bulan setelah tanam. Selain itu dilakukan pengujian
kadar C, N, P, dan K tanah. Metode pertama merupakan pengambilan sampel tanah
di LUT. Selanjutnya dilakukan analisis data karakter tanah yang meliputi suhu,
kadar air, pH dan hara tanah (C, N, P, dan K). Tahapan ketiga adalah isolasi dan
enumerasi BU, BPF, dan BPN. Berikutnya adalah uji alir materi genetik dari isolat
yang tumbuh di masing-masing medium menggunakan analisis Polymerase Chain
Reaction (PCR) dengan gen target penyandi resistensi antibiotik nptll dan hptll.
Tahapan kelima adalah uji alir materi genetik dengan analisis PCR dari sampel
tanah. Tahapan keenam adalah analisis data hasil keseluruhan penelitian meliputi
analisis kesuburan tanah, profil populasi BU, BPF, BPN, dan profil genetik bakteri
bila positif memiliki marker gen tanaman PRG. Alur penelitian dapat dilihat pada
Gambar 3.1.
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Sampel Tanah

Analisis kesuburan tanah Isolasi BU, BPF, dan BPN

%H,0 dan pH Isolat bakteri
I
Analisis PCR nptll dan hptll

I_I_I
Positif Negatif

Kadar C, N, P, dan K

Analisis PCR 16S rRNA

Sekuensing
dan Analisis Data

Gambar 3.1 Skema Alur Penelitian

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah bor tanah, penggaris,
kantong plastik berukuran 1 kg, tisu, termometer, oven inkubator, aluminium foil,
pH meter, titrator, microdestillation, alat destruksi sampel tanah, beaker glass,
erlenmeyer, atomic absorption spectrophotometer (AAS), spectrophotometer,
microplate reader, tabung reaksi, sendok logam, petri dish, drygalski, bunsen,
mikropipet, colony counter, lup, centrifuge, cutter, UV trans illuminator, moisture

analyzer, eppendorf, tube PCR, dan thermal cycler.

3.3.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel tanah, H2SOg4,
selen, H>O, H3BO3 HCI, Bromocresol green (BCG) 3%,, Metil merah (MM), HCI
37%, ((NH4)6M07024.4H,0-NH4VO3), NaOH, larutan standar glukosa (CsH120s),
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larutan standar fosfat (KH2PQOs), alkohol 96%, phospate buffer saline (PBS) pH 7.4,
medium nutrient agar (NA), Pikovskaya (PVK), dan Jensen.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pengambilan Sampel Tanah

Pengambilan sampel tanah dilakukan secara acak (random purposive
sampling) di lahan. Metode ini dipilih karena memudahkan proses pengambilan
sampel dan kondisi event tanaman yang acak. Setiap petak berisi tanaman tebu PRG
dengan event transformasi yang berbeda. Lahan uji memiliki 4 jenis tanaman yaitu
tanaman tebu overekspresi gen SoSPS1 (SP), SoSUT1 (SU), double overekspresi
SoSPS1-SoSUT1 (D), dan tanaman wild type (WT). Dari setiap jenis tanaman
dipilih satu event yaitu masing-masing SP3, SU2, D12, dan WT. Kemudian dari
tiap event diambil tanah dari 3 tanaman di juring yang berbeda. Pada setiap tanaman
diambil sampel tanah dari 3 titik di sekitar perakaran. Sampel tanah diambil di
kedalaman 0-20 cm sebanyak +30 g kemudian dikompositkan di lapang.
Kedalaman tersebut sesuai untuk diaplikasikan pada lahan tanam yang dipilih dan
representatif digunakan untuk sampling populasi mikroba tanah, meminimalisir
pengaruh faktor abiotik yang dapat berpengaruh pada saat pengambilan sampel, dan
sesuai untuk analisis keamanan tanaman PRG (Bloem et al., 2006; Zhou et al.,

2016). Skema pengambilan sampel tanah ditampilkan pada Gambar 3.2

U SP2 D2 D3 D4 D5 SuUS || D10 || D11

+

sP3 || D12 || su2 || su3 || spa | SU SU || wr

Gambar 3.2 Denah pengambilan sampel
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3.4.2 Analisis kesuburan tanah

Karakter kesuburan tanah yang diukur antara lain suhu, pH, kadar air,
kandungan C, N, P, dan K. Pengukuran pH tanah dilakukan dua kali dengan
menimbang 1 g tanah sebanyak 2 kali ulangan. Selanjutnya pada masing-masing
sampel ditambahkan 5 mL H.O dan dikocok selama 30 menit kemudian diukur pH-
nya. Penetapan kadar air tanah dilakukan dengan cara membandingkan berat
sampel tanah sebelum dan sesudah diletakkan dalam Moisture Analyzer pada suhu
105°C selama 15 menit.

Pengukuran kandungan C, N, P, dan K dilakukan dengan metode
spektrofotometri dan titrimetri berdasarkan Sulaeman et al. (2005) dan Usman
(2012) yang dimodifikasi. Pengukuran kandungan N dilakukan meode Kjeldahl
dengan destruksi 0.5 g sampel tanah dalam 3 mL H>SO4 p.a. dengan katalis £ 0.2 g
campuran selen dan dipanaskan pada suhu 350°C selama 4 jam. Selanjutnya pada
hasil destruksi ditambahkan +10 mL NaOH 30%. Selanjutnya dilakukan destilasi
selama £3 menit. Destilat ditampung dalam +20 mL H3BO3 4% yang mengandung
3 tetes indikator BCG-MM 3%. Destilasi dilakukan selama 3.3 menit dengan
menggunakan alat KjelFlex. Kemudian dilakukan titrasi dengan HCI 0.001 N
sampai larutan berwarna merah muda, kemudian dilakukan perhitungan %N.

Kandungan P dan K tanah diekstraksi menggunakan larutan HCI 25%
sebanyak 3 mL untuk sampel tanah 0.5 g. Selanjutnya dilakukan pengocokan
menggunakan shaker dengan kecepatan 150 rpm selama 5 jam. Kemudian
didiamkan selama +30 menit dan dilakukan sentrifugasi 10.000 rpm selama 1
menit. Supernatan selanjutnya diencerkan dengan H2O sampai 10 mL. Setelah itu
dilakukan pengukuran kadar P dan K secara kolorimetri dengan menggunakan
microplate reader dan AAS. Pengukuran P dilakukan dengan terlebih dahulu
mereaksikan 0.5 mL supernatan yang telah diencerkan dengan 2 mL pereaksi
amonium molibdovanadat ((NH4)sM07024.4H20-NH4VO3 dalam  HCI 37%)
selanjutnya diencerkan dengan H.O sampai 10 mL. Kadar P dideteksi pada panjang
gelombang 400 nm. Kadar K dalam supernatan yang telah diencerkan kemudian

diukur pada panjang gelombang 693 nm (Sulaeman et al., 2005).
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3.4.3 Isolasi BU, BPF, dan BPN

Sampel tanah sebanyak 1 g dari tiap plot dilarutkan dalam 10 mL Phosphate
Buffer Saline (PBS) kemudian dihomogenkan dengan cara dishaker selama %1
menit. Selanjutnya dilakukan seri pengenceran dengan melarutkan 1 mL suspensi
pada 9 mL PBS sampai pengenceran 10°. Kemudian dilakukan inokulasi seri
pengenceran 103, 104, dan 10 sebanyak 10 pL dengan masing-masing dua Kali
pengulangan pada tiga jenis media yaitu medium NA untuk isolasi BU dengan
komposisi (gr/L) yeast extract 3, pepton 5, dan agar 15, medium Pikovskaya (PVK)
menurut Sagervanshi (2012) yang dimodifikasi dengan CasPO4 37,5% untuk isolasi
BPF dengan komposisi (gr/L) glukosa 10, (NH4)2S04 0.5, MgSQO4.7H20 0.1, yeast
extract 0.5, KCI 0.2, NaCl 0.2, FeS0O4.7H>0 0.002, MnS0O4.7H20 0.002, CasPO4
1.25, dan agar 15. Adapun medium Jensen (Himedia, 2015) dengan komposisi
(gr/L) sukrosa 20, K;HPO4 1, MgSO4.7H.0O 0.5, NaCl 0.5, FeS04.7H.O 0.1,
NaMo004.2H>0 0.005, CaCO3 2, dan agar 15 untuk isolasi BPN. Untuk isolasi BU,
dilakukan inkubasi 24 jam pada suhu 28°C. Sedangkan BPF dan BPN diinkubasi
pada suhu 28°C selama 72 jam.

Koloni bakteri yang tumbuh dihitung dan dibedakan berdasarkan perbedaan
morfologi koloni isolat (warna, bentuk, dan tepi koloni). Pada medium NA, bakteri
yang tumbuh dihitung sebagai BU. Pada medium Pikovskaya, koloni yang dihitung
sebagai BPF dicirikan dengan adanya zona bening yang menunjukkan aktivitas
pelarutan fosfat (Saragih, 2013). Pada medium Jensen, koloni yang tumbuh diduga
merupakan BPN. Jumlah koloni kemudian dihitung dengan menggunakan metode
total plate count (TPC) dan dinyatakan dalam colony forming unit (CFU)/gram
sampel. Selanjutnya dipilih 3 isolat yang berbeda dari tiap media untuk digunakan
sebagai template dalam PCR. Analisis PCR dilakukan untuk mengonfirmasi
keberadaan gen marker resistensi antibiotik yang digunakan pada tebu PRG
rendemen tinggi vyaitu gen nptll (neomycin phosphotransferase) dan hptll

(higromycin phosphotransferase).
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3.4.4 Uji Alir Materi Genetik

Uji alir materi genetik dilakukan melalui analisis PCR dengan target gen
marker pengkode resistensi antibiotik kanamycin (nptll) untuk isolat dari tanah tebu
PRG overekspresi SoSPS1, dobel overekspresi SoSPS1-SoSUT1, dan tebu WT.
Kemudian isolat dari tebu PRG overekspresi SoSUT1, dobel overekspresi SOSPS1-
SoSUT1, dan tebu WT diambil pula sebagai template untuk konfirmasi PCR gen
hptll.  PCR gen nptll dilakukan dengan  primer nptll-F  (5"-
GTCATCTCACCTTGCTCCTGCC-3"), dan primer nptll-R (5-GTCGCT
TGGTCGGTCATTTCG -3') dengan produk amplifikasi berukuran £550 basepair
(bp). PCR gen hptll dilakukan dengan menggunakan primer hpt-F (5°-
TCCTGCAAGCTCCGGATGCCTC-3’) dan hpt-R (5’-CGTGCACAGGGTGT
CACGTTGC-3") dengan produk amplifikasi berukuran 470 bp. PCR dalam
penelitian ini dilakukan dengan menggunakan KAPA2G Fast ReadyMix PCR Kit
dari KAPABIOSYSTEMS, dan GoTaq®Green Master MIX 2x dari PROMEGA
sebanyak 5 uL, primer (forward dan reverse) 10 uM masing-masing sebanyak 0.5
pL, dan ddH.O ditambahkan sampai 10 pl. PCR dilakukan dalam 35 siklus dengan
program sebagai berikut : pre-denaturation 95°C 5 menit, denaturation 95°C 30
detik, annealing 55°C 30 detik, extension 72°C 1 menit, dan final extension 5 menit.

Hasil PCR kemudian dielektroforesis pada gel agarose 1,5% selama 1 jam
pada voltage 100 V dan diwarnai dengan ethidium bromide (EtBr). Marker yang
digunakan 1 Kb Ladder (Geneaid). Hasil elektroforesis divisualisasi dengan Gel
Imagine System dari Major Science.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dipaparkan, dapat ditarik
kesimpulan bahwa faktor abiotik tanah pada LUT Dawuhan Jatiroto meliputi pH,
kadar air, dan unsur hara tanah relatif tidak berbeda. Namun, pada event SU3
diperoleh kadar C dan K tanah yang lebih tinggi dibandingkan dengan event
lainnya. Hal ini juga diikuti oleh jumlah isolat bakteri terbanyak yang diperoleh dari
sampel SU3. Biodiversitas bakteri pada tanah yang ditanami tebu PRG dan WT
bervariasi, namun tidak terdeteksi adanya alir materi genetik dari tanaman ke
komunitas bakteri. Sehingga perbedaan biodiversitas bakteri disebabkan oleh faktor
selain HGT (horizontal gene transfer). Variasi biodiversitas ini diduga berasal dari
perbedaan biomassa maupun sekresi senyawa organik yang berbeda antar event
tanaman. Perbedaan aktifitas fisiologi ini dapat terjadi karena karakter pertumbuhan
alami tanaman yang berbeda-beda maupun sebagai akibat dari proses transformasi
genetik. Hasil uji alir materi genetik menggunakan analisis PCR pada bakteri
umum, bakteri pelarut fosfat, dan bakteri penambat nitrogen menunjukkan bahwa
tebu PRG rendemen tinggi di LUT Dawuhan Jatiroto tidak berpotensi menularkan

materi genetiknya pada komunitas bakteri tanah.

5.2 Saran

Uji alir materi genetik maupun kelimpahan bakteri sebaiknya dilakukan
pada waktu yang berbeda setiap jenisnya sehingga proses isolasi dapat dilakukan
secara bersamaan dan keragaman data tidak besar. Selain itu perlu disertakan
kontrol positif internal dalam uji alir materi genetik dengan PCR sehingga data yang

diperoleh lebih lengkap.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil PCR isolat bakteri dengan gen marker nptll

M BU BPF BPN K- K+

1000 bp
750 bp

500 bp + 550 bp

M BU BPF BPN K- Ke

1000 bp
750 bp

500 bp

M BU BPF BPN K- K+

1000 bp
750 bp

500 bp + 550 bp

(c)

(a) Sampel SP3, (b) Sampel D12, (c) Sampel WT, M: marker DNA, BU:
bakteri umum, BPF: bakteri pelarut fosfat, BPN: bakteri penambat nitrogen,
K-: Kontrol negatif (PCR reagent mixture tanpa sampel), K+: Kontrol positif
(A. tumefaciens transforman GV 3101-pAct SoSUT1)
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Lampiran 2. Hasil PCR isolat bakteri dengan gen marker hptll

M BU BPF BPN K- K+

1000 bp
750 bp

500 bp

M BU BPF BPN K- K+

1000 bp
750 bp

500 bp + 470 bp

1000 bp
750 bp

500 bp +470 bp

(©)

(a) Sampel SU3, (b) Sampel D12, (c) Sampel WT, M: marker DNA, BU:
bakteri umum, BPF: bakteri pelarut fosfat, BPN: bakteri penambat nitrogen,
K-: Kontrol negatif (PCR reagent mixture tanpa sampel), K+: Kontrol positif
(A. tumefaciens transforman GV 3101-pAct SoSUT1)
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