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f. Semua nama biologi pada makluk hidup yang dipakai, pada Judul, Abstrak dan pemunculan
pertama dalam Badan teks, harus menggunakan nama yang valid disertai author/descriptor.
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Berita Biologi: berita.biologi@mail.lipi.go.id dan di-Cc-kan kepada: ksama_p2biologi@yahoo.com,
herbogor@indo.net.id
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IDENTIFIKASI GEN PENYANDI PIREN DIOKSIGENASE
PADA ISOLAT BAKTERI PENDEGRADASI PIREN1

[Identification of the Piren Dioxygenase Encoding Gene
in Bacteria Isolates Degrading Piren]

FA Febria2H* , Jamsari2, N Nasir2 dan N Nurhidayat3
2Universitas Andalas; 3Bidang Mikrobiologi, Pusat Penelitian Biologi-LIPI Cibinong

"e-mail: febriafa@yahoo.com

ABSTRACT
The pyrene dioxygenase coded by gene is an indicator of bacterial isolates capabilities in pyrene degradation. The encoded gene of pyrene
dioxygenase can be amplified and detected in Pseudomonas sp. PyrA2 and Burkholdoriasp. PyrA4 isolates, using primary specific Diox
which designed based on PhdF gene sequence, the coding gene of pyrene dioxygenase in Mycobacterium vanbalenii PYR-1. The sequence
alignment of pyrene dioxygenase putative gene in both of bacterial isolates with the sequence of pyrene dioxygenase coding gene in
M. vanbalenii PYR-1 shows the similarity percentage of 41 % and 42% with Pseudomonas sp. PyrA2 and Burkholdoria sp.PyRA4.

Key words: Bacteria, piren, degradation, putative genes, piren dioxygenase, specific primers, amplification.

ABSTRAK
Piren dioksigenase yang disandikan oleh suatu gen merupakan indikator kemampuan isolat bakteri dalam mendegradasi piren. Gen penyandi
piren dioksigenase dapat diamplifikasi dan terdeteksi pada isolat Pseudomonas sp. PyrA2 dan Burkholdoria sp. PyrA4 menggunakan primer
spesifik Dioks yang didesain berdasarkan sekuen gen PhdF penyandi piren dioksigenase pada Mycobacterium vanbaalenii PYR-1. Penjaja-
ran sekuen gen putatif piren dioksigenase pada kedua isolat bakteri dengan sekuen gen penyandi Piren dioksigenase pada M.vanbaalenii
PYR-1 menunjukkan persentase kesamaan sebesar 41% dan 42% pada Pseudomonas sp.PyrA2 dan Burkholdoria sp.PyrA4.

Kata kunci: Bakteri, piren, degradasi, gen putatif, piren dioxygenase, primer spesifik, amplifikasi

PENDAHULUA N

Piren merupakan kelompok polisiklik aroma-

tik hidrokarbon (PAH) dengan empat cincin aroma-

tik yang komplek lebih sulit didegradasi atau rekalsi-

tran, persisten di lingkungan, hidrofobik, berasosiasi

dengan tanah dan sedimen, lipofili k dan berpotensi

terakumulasi melalui rantai makanan (Hilyard et al.,

2008; Riccardii et al., 2005; Krivobok et al., 2003).

Kepmen LH No. 128 tahun 2003 menetapkan Piren

sebagai salah satu daftar bahan pencemar. Badan

PerJindungan Lingkungan Amerika (EPA) memasuk-

kan Piren dalam daftar zat berbahaya dan beracun.

Data toksisitas piren pada beberapa penelitian me-

nunjukkan mutagenesis essay pada Salmonella typhi-

murium 300 ng/plat, lethal dosis (LD50) melalui oral

pada tikus 800 mg/kg, lethal dosis (LD50) dan lethal

consentration (LC50) 170mg/m3 melalui inhalasi pa-

da tikus (Sax dan Lewis, 1989).

Terkait uraian diatas, sayangnya bahaya Piren

tidak diketahui banyak orang. Kajian mengenai bio-

transformasi Piren pun belum dipahami dengan baik

dilihat dari sedikit data yang telah dipublikasi

(Boldrin, et al., 1993; Mueller, et al, 1990). Sejauh

ini belum ada pengelolaan Piren secara khusus. Salah

satu upaya yang dapat dilakukan adalah secara biolo-

gis, yaitu menggunakan mikroba potensial yang

mampu mendegradasi piren. Penelitian mengenai

isolat bakteri pendegradasi piren telah dilakukan

antara lain ditemukan; Mycobacterium sp BB1 yang

diisolasi dari bekas lahan bain bara (BoJdrin et al.,

1993), M. vanbaalenii PYR1 dari sedimen terkonta-

minasi minyak (Kim et al., 2007), Mycobacterium

sp, M. montefiorense, dan Pseudomonas putida dari

tanah asam terkontaminasi PAH (Uytebroek et al.,

2007). M. sacrum dan M. gilvum dari sedimen sungai

Elizabeth (Hilyard et al., 2008) dan Alcaligenes sp,

Bacillus megatherium, B. firmus, Paenibacillus lau-

tus dari tanah terkontaminasi PAH dari lahan perta-

'Diterima: 18 April 2011 - Disetujui: 30 Agustus 2011
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Piren dioksigenase

Gambar  1. Oksidasi 4,5 dihidroksi piren oleh Piren
dioksigenase membentuk Fenantren 4,5 dikarboksilat
dalam rangkaian mekanisme degradasi piren.

nian dan industri (Richardii et al., 2005).

Kemampuan bakteri dalam mendegradasi

piren, berkaitan dengan serangkaian enzim yang

dihasilkan, salah satunya adalah enzim Piren

dioksigenase. (Seo et al, 2009; Kim et al., 2007;

Mrozik et al., 2003). Piren dioksigenase menarik

untuk diperbincangkan karena merupakan enzim

kunci pembuka stuktur cincin aromatik Piren pada

rangkaian mekanisme degradasi (Gambar 1). Piren

dioksigenase mengkatalisis masuknya dua buah atom

oksigen ke dalam substrat membentuk Fenantren -4,5

-dikarboksilat (Kim et al., 2007; Murray et al.,

2003).

Penelitian ini difokuskan untuk

mengidentifikasi gen penyandi piren dioksigenase

pada isolat bakteri pendegradasi piren dapat

dijadikan sebagai indikator kemampuan isolat bakteri

dalam mendegradasi piren.

BAHA N DAN CARA KERJA

DNA isolat bakteri pendegradasi Piren Pseu-

domonas sp.PyrAl, Pseudomonas sp.PyrA2 dan

Burkholdoria sp.PyrA4 diisolasi menggunakan

Wizard®Genomic DNA Purification Kit (Promega).

Identifikasi gen putatif penyandi piren dioksigenase

pada ke tiga isolat bakteri tersebut menggunakan

primer spesifik yang didesain mengacu pada sekuen

gen phdF penyandi Piren dioxygenase pada M

vanbaalenii PYR-1 (AY365117.2). Desain primer

menggunakan program Primer3 versi 0.4.0 (http://

frodo.wi.mit.edu/primer3/).

Amplifikasi gen putatif penyandi piren

dioksigenase menggunakan mesin PCR. Komponen

reaksi yang digunakan adalah: Nova Taq Master kit

(Novagen) 12.5 µl, primer masing-masing 1 µl den

gan konsentrasi 10 uM, templet DNA bakteri 1-3 µl

dan volumenya dicukupkan dengan ddH2O menjadi

25 ul. Protokol PCR untuk amplifikasi gen dipro

gram untuk 35 siklus dengan pengaturan; pre denatu

rasi 95°C 2 menit, denaturasi 95°C 30 detik, annea-

ling 55°C 30 detik, elongasi 72°C dan elongasi tam

bahan 2 menit.

Karakterisasi produk PCR dilakukan dengan

teknik elektroforesis menggunakan agarosa 2% yaitu

2,6 g agarosa dilarutkan dalam 130 ml TAE IX

Running elektroforesis dilakukan selama 60 menit

pada tegangan 100 Volt. Hasil elektroforesis dapat

dilihat pada Printgraph ATTA 8130.

Urutan sekuen fragmen DNA diketahui

melalui teknik sekuensing menggunakan automaied

DNA sequencer ABI 3130 Genetic Analyszer dengan

pembacaan searah dengan menggunakan forward

primer. Urutan sekuen yang diperoleh selanjutnya

dianalisis melalui pensejajaran sekuen dengar

menggunakan program Clustal X-1.8 msw untuk

mengetahui kedekatan urutan sekuen gen putatif

dioksigenase dari isolat bakteri terpilih dengan

sekuen gen penyandi dioksigenase M. vanbaalenii

PYR-1.

HASIL

Primer spesifik yang didesain menggunakan

program Primer3. versi 0.4.0 (http

frodo.wi.mit.edu/primer3/), diberi nama Dioks yang
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Tabel 1. Primer spesifik untuk gen penyandi piren
dioksigenase yang didesain berdasarkan sekuen gen
dioksigenase pada M. vanbaalenii PYR-1

Primer

FDioks

RDioks

Urutan
sekuen

GATGGT
CGAGGT
GCAAAG

TT

ACTGAG
CGACTG
TCCAGG

TT

Jumlah
nukleotid

20

20

Tm

60,12

59,91

% G-C

50

55

Ket: F Dioks = primer forward
R Dioks = primer reverse
Tm = Temperature melting

diperoleh dengan ukuran 203 bp. hasilnya

ditunjukkan pada Tabel 1.

Amplifikasi gen putatif penyandi piren

dioksigenase pada ketiga isolat bakteri pendegradasi

Piren ditunjukkan pada Gambar 2.

Pengurutan basa nukleotida gen putatif penyandi

piren dioksigenase dilakukan menggunakan teknik

sekuensing dengan pembacaan searah menggunakan

primer Fdioks. Pengurutan basa nukleotida hanya

dilakukan pada Pseudomonas sp.PyrA2 dan Burkhol-

doria sp.PyrA4. Analisis penjajaran sekuen gen

putatif Piren dioksigenase kedua isolat bakteri

menunjukkan persentase kesamaan masing-masing

sebesar 41% dan 42% pada Pseudomonas sp.PyrA2

dan Burkholdoria sp.PyrA4 dengan sekuen gen pen-

yandi Piren dioksigenase M.vanbaalenii PYR-1

PEMBAHASAN

Identifikasi gen putatif penyandi piren

dioksigenase dilakukan untuk mengetahui apakah

isolat bakteri membawa gen tersebut atau tidak. Kim

et al. (2007) menyatakan bahwa piren dioksigenase

mengkatalisis masuknya dua buah atom oksigen ke

dalam substrat mengakibatkan terbukanya struktur

cincin piren dan membentuk fenantren -4,5-

dikarboksilat. Keberadaan piren dioksigenase

800 bp

500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

lOObp

2 3

Gambar 2. Fragmen DNA hasil amplifikasi dengan
mesin PCR menggunakan primer spesifik dioks un-
tuk identifikasi gen putatif penyandi Piren dioksige-
nase pada isolat bakteri ; M) marker 1 OObp, 1) isolat
Pseudomonas sp.PyrAl, 2) Pseudomonas sp.PyrA2,
3) Burkholdoria sp.PyrA4

kemudian dapat dijadikan sebagai indikator dalam

proses degradasi piren.

Identifikasi gen putatif penyandi dioksigenase

selain memerlukan untai DNA masing-masing

bakteri, juga memerlukan sepasang primer spesifik

untuk gen target. Baik sekuen DNA maupun primer

untuk Piren dioksigenase pada Pseudomonas dan

Burkholderia belum ada informasinya di referensi,

sehingga primer spesifik didesain mengacu pada

sekuen gen phdF penyandi piren dioksigenase pada

M. vanbaalenii PYR-1 (AY365117.2). M.

vanbaalenii PYR-1 merupakan isolat potensial

pendegradasi piren telah dipelajari baik jalur maupun

enzim yang terlibat dalam rangkaian degradasi piren

(Kim et al, 2007).

Primer spesifik yang telah didesain diberi

nama Dioks (Tabel 1). Primer ini memenuhi kriteria

umum untuk persyaratan sebuah primer, diantaranya:

terdiri dari 18-25 nukleotid, persentase G-C 50%

atau lebih, Tm tidak melebihi 70°C (Sambrook and
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Russel, 2001). Posisi primer spesifik untuk

identifikasi gen dioksigenase ini tidak berada di awal

dan akhir sekuen gen. Hasil perancangan primer

tidak ditemukan peluang terdapatnya primer spesifik

di awal dan akhir sekuen juga. Kedua hal ini tidak

memungkinkan untuk mendapatkan semua atau

sebagian besar DNA sekuen dalam gen dioksigenase

secara spesifik dalam total DNA yang diekstraksi

dari isolat yang diteliti. Upaya untuk mendapatkan

seluruh sekuen DNA gen dioksigenase dapat

dilakukan dengan teknik kloning random dari

pustaka cDNA dengan menggunakan media yang

sangat selektif dan differensial untuk mendapatkan

klon yang resisten dan menunjukan karakter

degradasi piren. Analisis sekuensing dari cDNA klon

tersebut dapat memberikan peluang terungkapnya

seluruh sekuen DNA dari gen dioksigenase.

Amplifikasi gen putatif penyandi Piren

dioksigenase dapat dilakukan menggunakan Primer

spesifik Dioks ditandai dengan munculnya produk

gen berupa fragmen DNA pada gel agarose 2%

(Gambar 1). Fragmen DNA hasil amplifikasi pada

isolat Pseudomonas sp.PyrA2 dan Burkholdoria

sp.PyrA4 berukuran sekitar 500 dan 800 bp (Gambar

2). Perbedaan ukuran fragmen DNA kedua isolat

dengan produk gen M.vanbaalenii PYR-1 dapat

dijelaskan bahwa sumber gen yang digunakan untuk

deteksi gen putatif penyandi dioksigenase berasal

dari isolat yang berbeda. Tentunya dengan sumber

gen yang berbeda produk gen yang diperoleh tidak

akan persis sama. Namun demikian baik isolat

M.vanbaalenii PYR-1, Pseudomonas sp.PyrA2 mau

pun Burkholdoria sp.PyrA4 merupakan isolat pende-

gradasi piren.

Basa nukleotida gen putatif penyandi piren

dioksigenase pada kedua bakteri hanya dapat diurut

hingga 156 bp pada Pseudomonas sp.PyrA2 dan 161

bp pada Burkholdoria sp.PyrA4. Hal ini dapat dise-

babkan karena kualitas sampel DNA, degradasi

reaksi preparasi yang kurang optimum dan kehilan-

gan basa nukleotida secara teknis pada saat sekuen-

sing serta efisiensi kerja mesin sekuenser. Untuk

mengetahui kesamaan sekuen gen putatif penyandi

piren dioksigenase pada Pseudomonas sp.PyrA2 dan

Gambar 3. Penjajaran basa nukleotida gen putatif Piren dioksigenase Pseudomonas sp.PyrA2
dengan sekuen gen Piren dioksigenase M.vanbaalenii PYR-1.

Tanda bintang (*)melambangkan kesamaan sekuen yang disejajarkan
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Gambar 4. Penjajaran basa nukleotida gen putatif Piren dioksigenase Burkholdoria sp.PyrA4
dengan sekuen gen Piren dioksigenase M.vanbaalenii PYR-1.

Tanda bintang (*)melambangkan kesamaan sekuen yang disejajarkan

Burkholdoria sp.PyrA4 dengan gen penyandi piren

dioksigenase pada M.vanbaalenii PYR-1 dilakukan

analisis penjajaran sekuen (alignment). Hasil analisis

ditunjukkan pada Gambar 3 dan Gambar 4.

Gambar 3 dan Gambar 4 menunjukkan bahwa

persentase kesamaan sekuen gen putatif penyandi

piren dioksigenase pada Pseudomonas sp.PyrA2 dan

Burkholdoria sp.PyrA4 dengan sekuen gen penyandi

piren dioksigenase M.vanbaalenii PYR-1 masing-

masing sebesar 41% dan 42%. Ditinjau dari hasil

analisis penjajaran basa nukleotida menunjukkan

adanya perbedaan yang cukup besar antara gen

putatif penyandi Piren dioksigenase dari isolat Pseu-

domonas sp.PyrA2 dan Burkholdoria sp.PyrA4

dengan Piren dioksigenase M vanbaalenii. Hal ini

dapat dijelaskan bahwa gen dioksigenase sangat

beragam. Gen dioksigenase untuk katabolisma awal

hidrokarbon aromatik sangat beragam secara genetis,

terutama pada srruktur sub-unit motif besi-belerang

yang menentukan spesifisitas enzimnya (Kim et al,

2006). Walaupun secara struktur susunan gen putatif

penyandi piren dioksigenase beragam, tapi kesamaan

urutan sekuen penyusun gen tersebutlah yang

melaksanakan fungsi yang sama dengan piren

dioksigenase pada M.vanbaalenii PYR-1 sebagai

gen yang bertanggung jawab dalam rangkaian

degradasi piren.

Sejauh ini studi genetik mengenai gen pen-

yandi piren dioksigenase yang berperan dalam

degradasi piren belum banyak dikaji. Kim, et al.

(2007) melaporkan bahwa mekanisme degradasi

piren, baik jalur maupun enzim yang terlibat dalam

proses degradasi baru dipelajari pada M .vanbaalenii

PYR-1.

KESIMPULAN

Gen penyandi Piren dioksigenase dapat

diamplifikasi dan teridentifikasi pada isolat Pseudo-

monas sp.PyrA2 dan Burkholdoria sp.PyrA4. Ampli-

fikasi gen menggunakan primer spesifik Dioks yang

didesain berdasarkan sekuen gen target. Penjajaran

urutan basa nukleotida gen putatif Piren dioksigenase
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pada kedua isolat bakteri dengan gen penyandi Piren

dioksigenase pada M.vanbaalenii PYR-1

menunjukkan persentase kesamaan sebesar 41% dan

42% pada Pseudomonas sp.PyrA2 dan Burkholdoria

sp.PyrA4. Baik M.vanbaalenii PYR-1, Pseudomonas

sp.PyrA2 maupun Burkholdoria sp.PyrA4 meru-

pakan isolat bakteri yang memiliki kemampuan men-

degradasi piren.
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