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SUMMARY

JANUAR AHLAN SUAHADA. DNA Barcoding Isolates Bacterial Of Potential
As Probiotic From Sediments Of Swamp. (Supervised by MARINI
WIJAYANTI and DADE JUBAEDAH).

Bacteria derived from swamp sediments and aquaculture ponds potential
to be probiotics. The research aims to determine the sequence of 16S rRNA gene
of isolate of probiotics candidate bacteria from sediment of swamp and pangasius
pond, to determine the phylogenetic tree between the bacterial species from
isolates and GeneBank data central for their potentially as probiotic. The samples
of bacteria resulted from pure isolation selected from the sediment of pond
cultivation and swamp waters at Lebung Karangan Reservation, Ogan |Ilir
Regency, Indralaya, South Sumatra. This study was started from cultivating
bacteria, extracting DNA of bacteria, amplificating 16S rRNA genes by PCR,
running electrophoresis, and sequencing the amplicon for determining DNA
barcodes of bacteria from sediment of swamp and rearing pond. Results of 16S
SRNA gene sequencing were obtained nucleotide length 1324bp (KA Isolate),
1328bp (RA Isolate), 1324bp (KE Isolate), and 1342bp (RE Isolate). The result of
BLAST analysis showed that KA isolate has the highest similarity 97% with
Streptomyces sp. Hjorring101 from Denmark and RA isolate had the highest
similarity 98% with Streptomyces sp. BD99 from Pakistan. KE isolate had the
highest similarity 99% with Bacillus subtilis CESI5 from Japanese and RE isolate
had the highest similarity 93% with Bacillus sp.2bFR from Manado. All of
isolates were bacteria potentially as aquaculture probiotics. Water quality in
cultivation medium were temperature 29,3-29,9°C, pH 6,0-8,2, dissolved oxygen
3,3-5,0 mgL. All of isolates were bacteria potentially as aquaculture probiotics.

Key words : Bacteria, isolate, 16S rRNA gene, sequencing, probiotic.



RINGKASAN

JANUAR AHLAN SUAHADA. Barcoding DNA Isolat Bakteri Berpotensi
Sebagai Probiotik Asal Sedimen Rawa. (Dibimbing oleh MARINI WIJAYANTI
dan DADE JUBAEDAH).

Bakteri yang berasal dari sedimen rawa dan kolam budidaya dapat
berpotensi sebagai probiotik. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
sekuen gen 16S rRNA pada isolat bakteri yang berpotensi probiotik asal sedimen
rawa dan kolam budidaya ikan patin, mengetahui pohon filogenetik antar spesies
bakteri isolat dan pusat data GeneBank yang berpotensi sebagai probiotik. Sampel
bakteri berasal dari hasil isolasi murni yang dikultur dari sedimen kolam budidaya
dan perairan rawa di Reservat Lebung Karangan, Kabupaten Ogan llir, Indralaya,
Sumatera Selatan. Penelitian ini akan dimulai dengan menumbuhkan bakteri,
mengekstraksi DNA bakteri, amplifikasi dengan gen 16S rRNA menggunakan
PCR, menjalankan elektroforesis, dan sekuensing amplikon untuk menentukan
barcode DNA bakteri asal sedimen rawa dan kolam pemeliharaan. Hasil
sekuensing gen 16S sRNA didapatkan panjang nukleotida 1324bp (Isolat KA),
1328bp (Isolat RA), 1324bp (Isolat KE), dan 1342bp (Isolat RE). Hasil analisis
jarak genetik menunjukkan aktinomiset isolat KA memiliki tingkat kemiripan
tertinggi yaitu 97% dengan spesies Streptomyces sp. Hjorring101 asal Denmark
dan isolat RA memiliki tingkat kemiripan tertinggi yaitu 98% dengan spesies
Streptomyces sp. BD99 asal Pakistan. Eubakteria isolat KE memiliki tingkat
kemiripan tertinggi yaitu yaitu 99% dengan Bacillus subsp. Subtilis CESI5 asal
Jepang dan isolat RE memiliki tingkat kemiripan tertinggi yaitu 93% dengan
Bacillus sp.2bFR asal Manado. Kualitas air pada media kultivasi yaitu suhu 29,3-
29,9°C °C, pH 6,0-8,2, dan DO 3,3-5,0 mg.L™. Seluruh isolat bakteri tersebut
berpotensi sebagai probiotik akuakultur.

Kata kunci : Bakteri, isolat, gen 16S rRNA, sekuensing, probiotik.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Sedimen mengandung populasi mikroorganisme yang melimpah dengan
keanekaragaman yang tinggi (Bisset et al., 2007). Sedimen rawa mengandung
limbah organik yang mengendap di dasar perairan. Bakteri dapat tumbuh di
sedimen rawa karena adanya limbah organik tersebut. Menurut Kusuma (2016)
bahan organik merupakan sumber energi bagi flora dan fauna tanah baik makro
maupun mikro. Bakteri asal kolam budidaya tumbuh akibat limbah organik yang
beberapa berasal dari ekskresi organisme akuatik, sisa pakan dan bangkai
organisme yang mengendap di dasar kolam. Bakteri yang berasal dari sedimen
rawa dan kolam budidaya dapat digunakan sebagai kandidat probiotik.

Probiotik adalah agen mikroba hidup yang mampu memberikan
keuntungan bagi inang dengan memperbaiki nilai nutrisi dan pemanfaatan pakan,
meningkatkan respon inang terhadap penyakit dan memperbaiki kualitas
lingkungan (Verschuere et al., 2000). Menurut Yulvizar et al. (2014) probiotik
akan lebih efektif apabila menggunakan jenis mikroorganisme indigenous (asli)
yaitu yang diperoleh berasal dari saluran pencernaan dan lingkungan yang sama
atau mirip dengan hewan inang. Isolasi bakteri probiotik sudah dilakukan oleh
Firdaus (2012) yang berasal dari air kolam pemeliharaan ikan nila. Hasil isolasi
yang diperoleh vyaitu bakteri dari genus Staphylococcus. Bakteri tersebut
merupakan jenis bakteri proteolitik yang menjadi kandidat probiotik terpilih
dengan kemampuan menghambat pertumbuhan patogen S. agalactiae. Pada
penelitian Kurniasih et al. (2013) isolasi bakteri probiotik yang berasal dari
saluran pencernaan ikan lele didapatkan bakteri Bacillus cereus dan
Staphylococcus epidermidis. Bacillus cereus merupakan spesies yang sebagian
besar anggotanya merupakan probiotik bagi hewan darat dan ikan.

Identifikasi bakteri biasa dilakukan berdasarkan pengamatan morfologis,
fisisologis, dan uji biokimia (Wulandari et al., 2014). Karakterisasi bakteri yang
didasarkan pada penampakan morfologi, fisiologi, dan uji biokimia hasilnya

kurang stabil, kurang seragam dan sangat dipengaruhi penilaian subyektif. Hal ini
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mengakibatkan jumlah strain bakteri yang diperoleh biasanya sangat kecil sekali
dibandingkan dengan keragaman bakteri yang sebenarnya (Sarjito, 2010)

Untuk memastikan spesies bakteri yang diduga potensial sebagai kandidat
probiotik, perlu adanya identifikasi secara genetik yang menunjukkan hasil
identifikasi secara spesifik (Feliatra et al., 2012). Untuk itu perlu diketahui
karakteristik molekuler bakteri probiotik menggunakan sekuensing gen 16S
rRNA. Menurut Feliatra et al. (2012) dari isolasi strain bakteri yang berpotensi
sebagai probiotik, dilanjutkan ke uji molekuler dengan menggunakan 16S rRNA
untuk memastikan spesiesnya. Barcoding DNA menggunakan gen 16S rRNA
telah banyak digunakan dalam mengetahui karakterisasi DNA molekuler bakteri.
Menurut hasil penelitian Yosmaniar (2017) hasil barcoding menggunakan 16s
rRNA diperoleh bakteri kandidat probiotik pada sampel air dan sedimen dikoleksi
dari kolam budidaya ikan patin, hasil sekuen bakteri kelompok nitrifikasi antara
lain: Pandoraea pnomenusa strain 1318, Pseudomonas aeruginosa strain PSE12,
Pseudomonas aeruginosa strain PSE12, Burkholderia vietnamiensis strain NE 7
dan kelompok denitrifikasi yaitu: Achromobacter xylosoxidans strain TPL14,
Stenotrophomonas acidaminiphila strain BTY, Stenotrophomonas maltophilia
strain BHWSL2, Ochrobactrum intermedium strain: SQ 20. Pada pengembangan
budidaya ikan di lahan rawa identifikasi bakteri rawa menggunakan gen 16S
rRNA perlu dilakukan untuk didapatkannya karakterisasi bakteri rawa yang
nantinya diharapkan bakteri tersebut dapat berpotensi sebagai probiotik dan

menentukan struktur pohon filogenetik yang sudah terdata di GenBank.

1.2. Kerangka Pemikiran

Salah satu alternatif dalam upaya penanggulangan penyakit pada
komoditas perikanan adalah pemanfaatan bakteri probiotik yang bersifat non
patogen dan memiliki kemampuan mengurangi koloni bakteri patogen,
menghambat pertumbuhan bakteri patogen, dapat berfungsi sebagai bakteri
pengurai dan menetralisir kualitas air, serta memungkinkan sebagai makanan di
dalam perairan (Muliani, 2012). Probiotik memiliki keunggulan dibandingkan
cara—cara pengendalian yang lainnya, diantaranya adalah: (1) menekan

pertumbuhan bakteri patogen dan (2) mampu memperbaiki kualitas air

Universitas Sriwijaya



(Moriarty,1998). Seiring perkembangan teknologi dalam analisis molekular,
metode praktis serta efisien seperti bercoding DNA dapat digunakan untuk
mengidentifikasi spesies bakteri dalam suatu lingkungan yang nantinya dapat
digunakan untuk kandidat probiotik. Hal ini menjadikan pentingnya mengetahui
karakterisasi bakteri asal sedimen rawa dan kolam budidaya ikan patin yang di
dekati dengan melakukan barcoding DNA menggunakan gen 16S rRNA untuk

kelanjutannya sebagai kandidat probiotik.

1.3. Tujuan dan Kegunaan
Tujuan dan kegunaan dari penelitian ini adalah untuk:

1. Mengetahui sekuen gen 16S rRNA pada isolat bakteri yang berpotensi sebagai
probiotik asal sedimen rawa dan kolam budidaya ikan patin.

2. Mengetahui pohon filogenetik antar spesies bakteri dari hasil penelitian dan
pusat data GeneBank.

3. Mengetahui identitas kelayakan isolat bakteri yang berpotensi sebagai
probiotik asal sedimen rawa dan kolam budidaya ikan patin berdasarkan

kedekatannya dengan genus probiotik.

1.4. Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi mengenai
karakterisasi DNA molekuler dan identitas isolat bakteri yang berpotensi sebagai
probiotik asal sedimen rawa dan kolam budidaya ikan patin berdasarkan gen 16S
rRNA.
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