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ABSTRAK

Gen yang mengkode resistansi tembaga pada bakteri sering terdapat
pada plasmid dan diorganisasikan dalam operon. Tujuan penelitian ini adalah
mengisolasi DNA plasmid dan mendeteksi gen yang mengkode resistensi bakteri
terhadap tembaga. Amplifikasi gen resisten menggunakan primer CopA. Gen
CopA berhasil diamplifikasi dalam plasmid Isolat EC38, Isolat FC40, Isolat HC43,
dan Isolat CC53 ini menunjukkan bahwa salah satu penentuan resistensi tembaga
isolat bakteri uji diduga dikodekan dalam plasmid.

Kata knnci: Bakteri resisten tembaga, Gen, Primer CopA, Amplifikasi, Tailing

PENDAHULUAN

Mekanisme resistensi oleh empat
isolat unggul bakteri resisten tembaga
pembentuk biofilm yang diisolasi dari
tailing PT Freeport Indonesia adalah
mekanisme akumulasi tembaga di

dalam sel, dan pengikatan tembaga di

luar sel. Mekanisme akumulasi di
dalam sel yaitu dengan
mengakumulasi tembaga pada

sitoplasma dan mekanisme pengikatan

tembaga di luar sel yaitu dengan

mengikat tembaga pada dinding sel

dan biofilm. Kemampuan isolat
bakteri resisten tembaga pembentuk
bofilm dalam mengakumulasi tembaga
pada sitoplasma, dinding sel dan
biofilm tertinggi pada isolat CC53
adalah 77,47% (Massora et al., 2017a;
Massora et al., 2017D).

Isolasi DNA plasmid dan deteksi
gen yang mengkode resistensi bakteri

terhadap tembaga dilakukan pada
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penelitian ini. Amplifikasi gen resisten
menggunakan primer CopA. Deteksi
Plasmid Bakteri Resisten Tembaga,
pernah dilakukan pada isolat dari
Lumpur Aktif Pengolahan Limbah
Industri Rungkut, Surabaya (Irawaty et
al., 2016). Penelitian tentang isolasi
plasmid, deteksi gen resisten tembaga
akumulasi

dan uji  kemampuan

tembaga oleh isolat bakteri asal
tailing PTFI belum pernah dilakukan.
METODE
Isolasi DNA Plasmid

Isolasi dilakukan
dengan PureLink® Quick Plasmid

Miniprep Kit. Kultur 5 mL dipanen

plasmid

dengan sentrifugasi pada kecepatan
10.000 rpm. Pelet sel yang diperoleh
250uL
Resuspension Buffer (R3) dan RNase

diresuspensi dengan
sampai homogen. Ditambahkan 250uL
Lysis Buffer (L7), dihomogenkan, lalu
ditambahkan

Buffer (N4),

Setelah homogen dilakukan sentrifus

350uL  Precipitation
dihomogenkan lagi.
pada kecepatan 12.000 rpm selama 10
menit. Supernatan yang diperoleh
dipindahkan ke spin column dalam
microtube 2 mL. Dilakukan sentrifus
pada kecepatan 12.000 rpm selama 1

menit. Setelah supernatan dibuang,
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spin  column ditempatkan dalam
microtube 2 mL ditambahkan dengan
700uL. Wash Buffer (W9) dan etanol.
Disentrifuse lagi, Supernatan dibuang
kemudian spin column dipindahkan ke
microtube 1,5 mL. Tambahkan 75uL
Buffer TE, diinkubasi pada suhu ruang
selama 1 menit kemudian sentrifus
dengan kecepatan 12.000 rpm selama
2 menit. Setelah sentrifus spin column
dibuang dan plasmid yang diperoleh
disimpan pada suhu 4°C atau 20°C
untuk penyimpanan dalam waktu yang
lama.
Amplifikasi Gen Resisten Tembaga
Primer yang digunakan dalam
amplifikasi ini adalah daerah gen
resisten tembaga pada Acinetobacter
2016).
forward memiliki urutan basa CopA
(5’-TAG AGC AGA TGG CAA TGA

ATC GCC CAT-3’) dan untuk Primer

sp (lrawati et al., Primer

Reverse memiliki urutan basa CopA
(5°- AGT TGG AAG AGG GGG
ATG AAG CTG TTA TTC- 3°).
Campuran reaksi PCR (25uL) terdiri
dari Ready To Go Mixture, DNA
cetakan (1uL) primer Forward (1pL),
Primer Reverse (1uL), dan ddH20
(22pL).
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tersebut
PCR

dengan kondisi pre-denaturasi PCR

Campuran reaksi

diamplifikasi dengan mesin
suhu 95°C selama 10 menit, denaturasi
suhu 95°C selama 1 menit, annealing
suhu 64°C selama 1,5 menit, extention
suhu 72°C selama 1 menit. Post
extention selama 2 menit suhu 72°C
dan cooling suhu 4°C, dengan total 35
PCR selesai

dilakukan, gen CopA dielektroforesis

siklus. Setelah reaksi
pada agarose 1% dan menggunakan
marker A DNA/HindIII.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi DNA Plasmid
Plasmid adalah DNA ekstrakro
mosomal yang dijumpai pada mikroba
2000).

umumnya, mengkode gen-gen yang

(Madigan et al., Plasmid
diperlukan agar dapat bertahan pada

kondisi lingkungan yang kurang
juga

membantu bakteri untuk mendapatkan

menguntungkan. Plasmid

mekanisme toleransi dan ketahanan
terhadap logam berat atau zat beracun
Penelitian

lainnya di lingkungan.

tentang plasmid memberikan

informasi tentang ekologi plasmid dan
kontribusinya

terhadap  adaptasi

genetik mikroba dalam lingkungan
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(Zolgharnein, et al., 2007). Pada
penelitian ini diduga gen penyandi
resistensi terhadap Cu pada isolat
terpilih terdapat dalam palsmid bakteri
terkait.

Bakteri yang diisolasi dari
tailing PTFI vyang telah di uji
kemampuan resistensinya terhadap

tembaga, dan mempunyai kemampuan
membentuk biofilm sedang dan kuat,
selanjutnya dilakukan isolasi plasmid.
Hasil elektroforesis profil
terhadap 4 isolat: Isolat EC38, FC40,
HC43, dan CC53 (Gambar 1).

plasmid

Gambar 1. Hasil isolasi DNA plasmid.

Keterangan: TPita DNA plasmid

Hasil visualisasi plasmid pada
agarose (Gambar 1), menunjukkan
bahwa ukuran molekul DNA plasmid
isolat EC38 yang berhasil diisolasi
ada 2 pita yang berukuran sekitar 4
dan 9 kb. Isolat FC40 dan HCA43

memiliki 1 pita dengan ukuran yang
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sama sekitar 4 kb, sedang isolat CC53
juga memiliki 2 pita dengan ukuran
sekitar 5 dan 10 kb. Hasil tersebut
ditunjukkan oleh pendaran pita DNA
pada gel agarose. Menurut
Zholgharnein et al. (2007), dalam satu
sel, dapat ditemukan lebih dari satu

plasmid dengan ukuran yang sangat

bervariasi.
Kehadiran  plasmid  diduga
terkait dengan kemampuan Isolat

EC38, FC40, HC43 dan CC53 yag
mampu tumbuh pada medium yang
mengandung CuSOs 400-500 mg/L .
Menurut Orell et al. (2010), nilai
konsentrasi penghambatan minimum
untuk logam bergantung pada media
pertumbuhan dan metodologi yang

digunakan, selain itu juga tergantung

pada sumber isolat. Isolat yang
diisolasi dari lingkungan
pertambangan memiliki nilai yang
tinggi. Sulfobacillus

thermosulfidooxidans DSM 9293 yang
diisolasi dari lingkungan
pertambangan mampu hidup pada 300
mM Cu (Watkin et al., 2008).
Tingginya

tingkat ketahanan

terhadap logam mencerminkan
respons adaptif terhadap kehadiran

unsur beracun di lingkungan. Gen
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resistensi tembaga sering ditemukan
pada plasmid dan transposon (Li et al.,
2015). Ini bisa dijadikan indikator
untuk mengetahui aktivitas bakteri
dalam menghilangkan kontaminasi
tembaga dari lingkungan (Roosa et al,.
2014).
Bakteri  mampu  menyerap
tembaga dan mendetoksifikasi ion
limbah

bakteri

tembaga yang ada dalam
industri, oleh Kkarena itu
berpotensi sebagai agen bioremediasi
lingkungan. Spesies bakteri seperti
Pseudomonas, telah terbukti relatif
efisien dalam bioakumulasi uranium,
timbal, dan ion
limbah

(Zolgharnein et al., 2007). Satu jenis

tembaga, logam

lainnya  dari tercemar
bakteri bisa memiliki lebih dari satu
mekanisme  resistensi.  Hal ini
memungkinkan bakteri untuk bertahan
hidup dalam lingkungan pertambangan
yang memiliki kandungan logam berat
yang tinggi (Orell et al., 2010).
Amplifikasi gen CopA

Gen yang mengkode resistansi
tembaga pada bakteri sering terdapat
pada plasmid dan diorganisasikan
dalam operon. Gen CopA berhasil
diamplifikasi Isolat
EC38, Isolat FC40, Isolat HC43, dan

dalam plasmid



Jurnal Natural, Oktober 2019 Vol 15. No 2

Isolat CC53 (Gambar 2), ini
menunjukkan bahwa pita tunggal pada
isolat FC40, HC43 dan CC53 dengan
ukuran molekul kira-kira 3 kb, sedang
pada isolat EC38 ada 2 pita dengan
ukuran molekul berbeda yaitu sekitar 3

dan 4 kb (Gambar 2).

2322 —

2,027 -

Gambar 2 DNA plasmid setelah
diamplifikasi  dengan
primer Cop A

Keterangan: TPita Gen CopA

Sebagian besar bakteri yang
menunjukkan kemampuan resistensi
terhadap Hg, Pb, Cu, Cd memiliki
plasmid dengan ukuran molekul
berbeda ( Zolgharnein et al., 2007 ;
2010).

penentuan resistensi tembaga isolat

Zaman et al., Salah satu
bakteri uji diduga dikodekan dalam
plasmid.

Zolgharnein et al. (2007)
berhasil mengisolasi 35 isolat bakteri

resiten logam berat daerah industri.
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Plasmid yang terisolasi dari 35 isolat
tersebut dibagi menjadi tiga ukuran
yaitu plasmid ukuran kecil (2-4 kb),
sedang (10-16 kb) dan besar (38-62
kb). Dengan demikian plasmid bakteri
resisten tembaga yang diisolasi dari
tailing termasuk dalam Kkategori
plasmid berukuran kecil.

Kehadiran Gen CopA dalam
plasmid memungkinkan Isolat EC38,
Isolat FC40, HC43 dan CC53 mampu
tumbuh pada konsentrasi CuSO4 400 -
500 mg/L (Tabel 4.5). Sebelumnya
dilaporkan bahwa mekanisme
resistansi tembaga pada plasmid isolat

Acinetobacter sp. IrC  berhasil

diamplifikasi dengan menggunakan
gen CopA (lrawati et al., 2016). Gen
CopA hasil amplifikasi ini  mirip

dengan gen CopA pada P. syringae pv.
Tomato (Cha dan Cooksey, 1992).
Gen CopA mengkodekan protein
yang
mampu mengikat hingga 11 atom

periplasma kaya metionin
tembaga di P. syringae pv. Tomato
(Cha dan Cooksey, 1991). Menurut
Solioz et al. (2010) CopA pada P.
aeruginosa berfungsi mencegah
akumulasi tembaga pada sitoplasma
dengan memanfaatkan energi yang

berasal dari hidrolisis ATP untuk
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memompa Cu (1) melintasi sel
membran. Pada bakteri Gram-positif,
tembaga diekspor ke seluruh plasma
membran sedangkan pada bakteri
Gram-negatif, tembaga diekspor ke
bagian dalam membran ke ruang
periplasmik (Arguello, 2011).
Sebagain bakteri yang hidup

dalam  lingkungan terkontaminasi
logam berat baik itu pada limbah
industri, tanah

perairan  ataupun

menunjukkan sifat resistensi.
Mekanisme resistensi tersebut terkait
dengan gen yang ada pada kromosom,
plasmid dan transposon. Gen itu
diantaranya Gen Cop-operon untuk
resistensi terhadap Cu, CadA-operon
untuk logam Cd dan Gen mer-operon
untuk resisistensi terhadap Hg (Silver,
1996; Bruins et al., 2000).

Desain primer merupakan salah
satu faktor penentu keberhasilan gen
dalam PCR. yang

pendek memberikan spesifitas yang

target Primer
tinggi pada amplifikasi menggunakan
template pendek seperti DNA plasmid
(Howe, 2007). Tetapi primer yang
terlalu pendek juga menyebabkan
hibridisasi ke bagian yang bukan

target sehingga menghasilkan produk
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amplifikasi yang tidak diinginkan
(Brown, 2010).

SIMPULAN
Amplifikasi gen CopA pada

plasmid menunjukkan adanya DNA
pita tunggal pada isolat FC40, HC43
dan CC53 dengan ukuran molekul
kira-kira 3 kb, sedang pada isolat
EC38 ada 2 pita dengan ukuran
molekul berbeda yaitu sekitar 3 dan 4
kb. Kehadiran Gen CopA dalam
plasmid memungkinkan Isolat EC38,
Isolat FC40, HC43 dan CC53 mampu
tumbuh pada konsentrasi CuSO4 400 -
500 mg/L
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