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ABSTRAK

Iradiasi gamma merupakan salah satu alternatif untuk memicu mutasi yang dapat menginduksi
peningkatan kemampuan mikroba pelarut fosfat dan kalium. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mempelajari pengaruh iradiasi gamma terhadap mikroba pelarut fosfat dan kalium, mempelajari
perubahan kemampuan mutan mikroba dalam melarutkan fosfat dan kalium, serta perubahan pada
tingkat molekuler yang terjadi akibat mutasi iradiasi gamma Metode penelitian terdiri dari iradiasi
mikroba menggunakan sinar dengan dosis 0; 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 15 kGy, uji kemampuan mikroba dalam
melarutkan fosfat dan kalium setelah iradiasi serta pengujian pada tingkat molekuler. Hasil yang
didapatkan pada penelitian ini adalah iradiasi gamma memberikan pengaruh terhadap jumlah populasi
dan kemampuan mikroba dalam melarutkan fosfat dan kalium. Hal ini menunjukkan bahwa sinar gamma
dengan dosis 1 kGy sampai 15 kGy menurunkan populasi bakteri dan fungi. Semakin tinggi dosis iradiasi
gamma jumlah sel yang mati meningkat. Umumnya iradiasi dengan sinar gamma menghasilkan mutan
dengan kemampuan melarutkan P dan K yang menurun. Akan tetapi beberapa dosis mampu
meningkatkan kemampuan mutan dalam melarutkan fosfat dan kalium. Mutan BPKS5 pada dosis 7,5 kGy
mampu melarutkan fosfat (165,67 ppm) dan kalium (18,89 ppm) yang lebih tinggi dibandingkan kontrol.
Mutan FPF 4 pada dosis 2,5 kGy mampu melarutkan fosfat (418,15 ppm) lebih tinggi dibandingkan
kontrol, sedangkan mutan FPF 4 mampu melarutkan kalium (13,90 ppm) lebih tinggi dibandingkan
kontrol pada dosis 15 kGy. Perubahan pada tingkat molekuler diindikasikan dengan terjadinya perubahan
basa pada sekuen DNA antara isolat induk (tanpa iradiasi) dengan sekuen mutan. Pada bakteri mutasi
tertinggi terjadi pada transisi adenin menjadi guanin dan transversi timin menjadi sitosin dengan
persentase masing-masing terhadap total perubahan sebesar 23,91%. Perubahan basa pada sekuen DNA
isolat mutan fungi ditunjukkan dengan terjadinya insersi adenin dan timin dengan persentase masing-
masing terhadap perubahan total sebesar 50%.

Kata kunci : mikroba pelarut fosfat, mikroba pelarut kalium, mutasi, iradiasi gamma

ABSTRACT

Gamma irradiation is one of the alternative for mutation induction that can improve-the ability of
phosphate and potassium solubilizing microbes. The aimed of this research were to study the effect of
gamma ray irradiation and enhance the mutant of microbes ability in solubilizing phosphate and
potassium. The method consisted of irradiation of microbes using gamma rays with dose 0; 2.5; 5; 7.5;
10; 15 kGy, ability test of irradiated solubilizing phosphate and potassium microbes and its study in
molecular level. The result shows that the irradiation of gamma rays affected the number of microbes
population and their ability in solubilizing phosphate and potassium. It can be shown that the irradiation
dose of gamma rays at the dose of 1 kGy-15 kGy decreased the number of bacteria and fungi. The higher
the irradiation dose, the higher the rate of cell mortality. In general gamma irradiation produces mutants
whose phosphate and potassium solubility decreases. However, several doses can increase the ability of
mutants to dissolve phosphate and potassium. The BPK5 mutants at a dose of 7.5 kGy were able to
dissolve phosphate (165.67 ppm) and potassium (18.89 ppm) which were higher than controls. The FPF 4
mutants at 2.5 kGy dose were able to dissolve phosphate (418.15 ppm) higher than controls, whereas FPF
4 mutants were able to dissolve potassium (13.90 ppm) higher than controls at 15 kGy dose. Changes at
the molecular level are indicated by the occurrence of base changes in the DNA sequence between the
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parent isolate with the mutant sequence. In bacteria, the highest mutation occurred in the transition from
adenine to guanine and the transvertion of thymine to cytosine with a percentage of each total change of
23.91%. Base changes in DNA sequences of fungi mutant isolates are indicated by the occurrence of the
insertion of adenine and thymine with a percentage of each to a total change of 50%.

Keywords :
irradiation

PENDAHULUAN

Fosfat merupakan unsur hara esensial yang
berperan  penting dalam  fotosintesis dan
perkembangan akar. Ketersediaan fosfat dalam
tanah jarang melebihi 0,01 % dari total fosfat.
Fosfat tidak dapat dimanfaatkan secara maksimal
oleh tanaman karena berada dalam bentuk fosfat
terikat (tidak larut) di dalam tanah. Hal ini
menyebabkan petani tetap melakukan pemupukan
fosfat walaupun tanah mengandung fosfat total
yang tinggi sampai sangat tinggi [1].

Mikroba pelarut fosfat mampu melarutkan
fosfat yang tidak larut menjadi fosfat yang larut
sehingga tanaman dapat memperoleh fosfat untuk
pertumbuhannya. Penelitian terdahulu
menunjukkan bahwa mikroba pelarut fosfat yang
terdiri dari isolat fungi dan bakteri mampu
melarutkan sumber fosfat berupa Caz (PO)a,
AIPQ,, dan FePO, [2].

Selain fosfat unsur kalium juga memegang
peranan penting di dalam metabolisme tanaman.
Kalium (K) adalah makronutrien penting, utama
ketiga untuk pertumbuhan tanaman. Beberapa
bakteri dilaporkan mampu melarutkan kalium,

seperti  bakteri Pseudomonas, Burkholderia,
Acidothiobacillus ferrooxidans, Bacillus
mucilaginosus, Bacillus edaphicus, Bacillus

circulans dan Paenibacillus sp [3].

Berdasarkan  penelitian terdahulu  [4]
diketahui bahwa pengujian isolat mikroba pelarut
kalium pada tanaman sorgum dapat meningkatkan
tinggi tanaman, bobot kering, tajuk dan bobot
kering akar. Dua diantara isolat mikroba pelarut
kaliumyang diidentifikasi adalah Achromobacter
xylosoxidans dan Burkolderia cepacia.

Selama ini formulasi pembuatan pupuk
organik yang diperkaya mikroba (bio-organic
fertilizer-pupuk organik hayati) dilakukan dengan
menggunakan beberapa spesies mikroba unggul
sebagai konsorsium. Penggunaan konsorsium
kurang efisien karena memerlukan berbagai jenis
mikroba unggul [5], [6], [7]. Oleh karena itu
diperlukan mikroba yang bersifat multifungsional
yaitu satu mikroba memiliki dua fungsi atau lebih.
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Penelitian yang telah banyak dilakukan lebih
fokus pada isolasi serta pengujian kemampuan
mikroba pelarut fosfat dan kalium dalam
melarutkan kedua unsur tersebut dan pengaruhnya
terhadap pertumbuhan tanaman. Penelitian terkait
usaha meningkatkan kemampuan mikroba pelarut
fosfat dan kalium dengan teknik mutasi sinar
gamma masih jarang dilakukan. Teknik mutasi
merupakan salah satu cara untuk menginduksi
kemampuan mikroba multifungsional [8]. Iradiasi
gamma merupakan salah satu alternatif untuk
memicu terjadinya mutasi [9]. Beberapa penelitian
yang dilakukan  sebelumnya antara lain
peningkatan ~ kemampuan  antagonis  fungi
Trichoderma harzianum terhadap Rhizozoctonia
solani menggunakan dosis iradiasi gamma sampai
450 Gy [10]. Penelitian peningkatan kemampuan
antagonis Bacillus subtilis terhadap Aspergillus
flavus menggunakan dosis iradiasi gamma 0,1 - 3
kGy [11]. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mempelajari pengaruh iradiasi gamma terhadap
mikroba pelarut fosfat dan kalium, perubahan
kemampuan mikroba dalam melarutkan fosfat dan
kalium, dan perubahan yang terjadi pada tingkat
molekuler akibat iradiasi gamma.

BAHAN DAN METODE

Materi genetik

Bahan penelitian yang digunakan adalah
mikroba tanah pelarut fosfat dan kalium koleksi
Laboratorium Bioteknologi Tanah, Fakultas
Pertanian, Institut Pertanian Bogor. Isolat bakteri
diremajakan pada media Nutrient Agar (NA),
sedangkan isolat fungi diremajakan pada media
Potato Dextrose Agar (PDA).

Uji patogenitas yang telah dilakukan
terhadap mikroba meliputi uji hipersensitif dan
hemolisis.  Uji  hipersensitif pada bakteri
menggunakan tanaman tembakau varietas Xanthy,
sedangkan pada fungi menggunakan benih padi
varietas Ciherang. Isolat yang bersifat nonpatogen,
telah diuji kemampuannya dalam melarutkan
fosfat dan kalium. Dari hasil tersebut dipilih satu
isolat bakteri dan fungi paling unggul yaitu isolat
BPK 5 dan isolat FPF 4. Bahan lain yang
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digunakan adalah media Pikovskaya dengan
sumber fosfat CasPO,4, media Alexandrov dengan
feldspar dari Malang, Jawa Timur sebagai sumber
kalium vyang tidak larut, media blood agar,
kloramfenicol.

Rancangan percobaan

Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) faktor tunggal. Faktor yang
dibandingkan adalah pengaruh dosis iradiasi
gamma (0; 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 15 kGy) terhadap
kemampuan mikroba dalam melarutkan fosfat
pada media Pikovskaya dan melarutkan kalium
pada media Alexandrov. Adapun dua isolat
mikroba yang digunakan yaitu isolat bakteri BPK
5 dan isolat fungi FPF 4. Setiap perlakuan pada
penelitian ini diulang 3 kali. Data yang diperoleh
dianalisis menggunakan Anova atau uji ragam
dengan signifikansi 5 %. Perlakuan yang
berpengaruh nyata diuji lanjut dengan uji DMRT
(Duncan Multiple Range Test) pada taraf 5 %.
Data diolah menggunakan software SPSS 16.0.

Iradiasi gamma

Iradiasi gamma dan isolasi mikroba setelah
iradiasi dilakukan dengan metode modifikasi [12].
Mikroba yang akan diiradiasi mendapat perlakuan
kering beku terlebih dahulu. Proses kering beku
(freeze drying) dilakukan dengan penambahan
bahan pelindung skim milk [13]. Mikroba yang
sudah mengalami proses kering beku (freeze
drying) kemudian diiradiasi dengan sinar gamma
dari sumber dengan 7 taraf dosis radiasi, yaitu O;
1; 2,5; 5; 7,5; 10 dan 15 kGy. Pada penelitian ini
digunakan dosis iradiasi dengan Kkisaran yang
lebih tinggi yaitu mendekati dosis sterilisasi,
dengan harapan daya adaptasi dan kemampuan
dari mikroba tersebut juga akan semakin
meningkat. Bakteri dan fungi yang telah diiradiasi
kemudian diencerkan (dilusi) dan diinokulasikan
menggunakan metode spread plate ke dalam
media yang spesifik. Bakteri dikembangbiakan
pada media Alexandrov karena kemampuan
utamanya melarutkan kalium, sedangkan untuk
fungi pada media Pikovskaya karena kemampuan
utamanya melarutkan fosfat. Hasil isolasi bakteri
diinkubasi selama 72 jam, sedangkan untuk fungi
diinkubasi selama 120 jam. Bakteri dan fungi
yang tumbuh diamati, zona beningnya, bentuk,
warna, serta dihitung jumlah koloninya.

Uji kemampuan mikroba pelarut fosfat dan
kalium setelah iradiasi

Jumlah populasi mikroba diseragamkan
terlebih dahulu, untuk bakteri + 10® SPK/mL dan
fungi +10° SPK/mL. Mikroba pelarut fosfat
ditumbuhkan ke dalam media Pikovskaya dengan
sumber fosfat CazPO, sedangkan untuk mikroba
pelarut kalium pada media Alexandrov dengan
sumber kalium yaitu feldspar (KAISi;Og) yang
berasal dari Malang, Jawa Timur. Isolat bakteri
diinkubasi selama 72 jam, sedangkan fungi selama
120 jam [14]. Mikroba yang mampu melarutkan
fosfat dan kalium akan membentuk zona bening
yang muncul di sekitar koloni [15].

Hasil indeks kelarutan fosfat dan kalium
terbaik dari masing-masing dosis iradiasi diuji
lebih lanjut kemampuannya dalam melarutkan
fosfat dan kalium pada media cair. Pengujian
fosfat terlarut dengan menginokulasikan mikroba
ke dalam media Pikovskaya cair. Kontrol negatif
yang digunakan  adalah media  tanpa
diinokulasikan mikroba, sedangkan untuk kontrol
positif digunakan media yang diinokulasikan
mikroba yang tidak diiradiasi. Perlakuan dalam
media Pikovskaya cair yang diinokulasi dengan
bakteri diinkubasi selama 168 jam dalam kondisi
dikocok menggunakan shaker, sedangkan pada
fungi tanpa dikocok. Sampel yang telah diinkubasi
selama 168 jam kemudian disentrifus dengan
kecepatan 2500 rpm selama 25 menit. Supernatan
hasil sentrifus disaring menggunakan Kkertas
saring. Hasil dari saringan tersebut kemudian
dipipet sebanyak 5 ml ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan dengan larutan pereaksi PB (asam
borat 0,5 % ; amonium molibdat 0,38%; HCI
7,5%) kemudian ditambahkan 5 tetes larutan
pereduksi Larutan tersebut kemudian diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer
dengan panjang gelombang 660 nm. Sebelum
pengukuran dibuat larutan standar menggunakan
KH,PO,[16], [17]. Pengujian  kalium terlarut,
dilakukan dengan menginokulasikan mikroba ke
dalam media Alexandrov cair dan diinkubasi
selama 168 jam dalam kondisi dikocok
menggunakan shaker, sedangkan pada fungi tanpa
dikocok. Sampel yang telah diinkubasi kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 2500 rpm selama
25 menit. Supernatan hasil sentrifus disaring
menggunakan Kkertas saring [3]. Hasil saringan
dari supernatan tersebut diukur menggunakan
flame fotometer untuk mengetahui kandungan
kalium yang terlarut serta diukur pula pH akhir
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dari supernatan tersebut. Sebelum melakukan
pengukuran disiapkan larutan standar K [3].

Analisis molekuler pada DNA bakteri dan
fungi

Bakteri dan fungi yang diuji pada tingkat
molekuler adalah mutan bakteri dan fungi yang
memiliki kemampuan paling unggul serta kontrol
dari masing-masing bakteri dan fungi. Isolat
mutan bakteri yang digunakan yaitu isolat 1 dosis
7,5 kGy, sedangkan untuk fungi digunakan isolat
1 dosis 2,5 kGy. Tahapan awal uji molekuler
adalah  ekstraksi DNA, yang selanjutnya
diperbanyak dengan reaksi PCR (Polymerase
Chain Reaction). Larutan reaksi PCR yang
digunakan vyaitu master mix (5 pL), primer
forward 63F (0,4 pL), primer reverse 1387R (0,4
plb), template 1 pL (100 mg) dan NFW (3,2 uL).
DNA hasil PCR selanjutnya mengalami proses
pemurnian  (elektroforesis) dan  kemudian
menjalani tahap sekuensing menggunakan primer
16S rRNA [18], [19], [20].

Tahapan analisis DNA fungi adalah
menumbuhkan pada membran selofan dan
diinkubasi selama 5 hari. Setelah inkubasi
dilakukan penggerusan sampai halus dan
ditambahkan dengan 500 pL SDS buffer lisis.
Suspensi tersebut dikocok bolak balik dan
diinkubasi selama 30 menit. Suspensi tersebut
kemudian diinkubasi dalam es selama 5 menit.
Tahapan selanjutnya suspensi ditambahkan
dengan 500 pL cloram isoprofanol. Suspensi
disentrifus dengan kecepatan 12000 rpm selama
15 menit, kemudian diambil lapisan atasnya.
Lapisan atas tersebut ditambahkan dengan 500 pL
phenol cloroform isopropanol dan dikocok.
Suspensi disentrifugasi dengan kecepatan 12000
rpm selama 15 menit. Lapisan atas ditambahkan 2
pL sodium acetat dan diinkubasi selama 12 jam.

Setelah ekstraksi DNA dilanjutkan dengan
tahap PCR (Polymerase chain reaction). Larutan
reaksi PCR yang digunakan yaitu template (6 pL),
mix PCR (30 pL), primer ITS 4 (1,5 pL), primer
ITS 5 (1,5 pL), dH,O 21 (uL) [21], [22], [23].
Tahapan yang dilakukan setelah PCR adalah
elektroforesis dan kemudian disekuensing. Sekuen
DNA vyang didapatkan dari hasil sekuensing
mutan bakteri dan fungi dikoreksi menggunakan
software Mega 7.0 dan disambung (consensus)
mengunakan BioEdit. Sekuen kontrol dan sekuen
mutan disejajarkan (aligment) menggunakan
program Mega 7.0 dan dilihat perubahan basa
nitrogennya.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh iradiasi gamma terhadap mikroba
pelarut fosfat dan kalium

Berdasarkan hasil isolasi isolat BPK 5
setelah diiradiasi didapatkan beberapa jenis isolat
dengan bentuk warna dan ukuran yang bervariasi
bila dibandingkan dengan kontrol. Kecepatan
pertumbuhan antar perlakuan pun berbeda
dibandingkan dengan kontrol (0 kGy). Perlakuan
dengan dosis 2,5 kGy; 5 kGy dan 7,5 kGy
menunjukkan pertumbuhan yang lebih cepat
dibandingkan dengan dosis yang lain.

Tabel 1. Pengaruh iradiasi gamma terhadap populasi
bakteri BPK 5 dan fungi FPF 4

Dosis iradiasi Papulasi

(kGy) g;|1<05CFU/mL) FPF 4
0,0 975,000 13,100
1,0 500,000 2,030
2,5 5,750 0,500
5,0 2,550 0,100
75 0,825 0,500

10,0 0,617 0,100

15,0 0,525 0,055
Berdasarkan Tabel 1 terlihat bahwa

semakin tinggi radiasi yang diberikan semakin
menurun populasi bakteri BPK 5. Populasi bakteri
tertinggi didapatkan pada dosis 0 kGy (kontrol)
(975 x 10* CFU/mL), sedangkan populasi
terendah didapatkan pada dosis 15 kGy (0,525 x
10* CFU/mL). Berdasarkan Tabel 1 menunjukkan
bahwa populasi fungi cenderung turun setelah
diiradiasi dibandingkan kontrol. Populasi fungi
tertinggi didapatkan pada dosis 0 kGy (kontrol)
(13,1 x 10* CFU/mL), sedangkan populasi
terendah didapatkan pada dosis 15 kGy (0,055 x
10 CFU/mL. Iradiasi pada mikroba dapat
menyebabkan perubahan dalam bentuk fisik dan
metabolisme pada organisme. Perubahan tersebut
terjadi secara acak dan stabilitasnya tergantung
kepada kerusakan sel setelah mengalami iradiasi
pada level molekuler [11].

Iradiasi dengan sinar gamma memiliki sifat
yang sangat acak, berbeda dengan iradiasi yang
disebabkan oleh ion beam yang langsung
mengenai target. Studi terbaru mengidentifikasi
ion beam sebagai agen potensial untuk
mutagenesis pada  mikroorganisme  karena
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memiliki frekuensi mutasi yang tinggi, spektrum
yang luas, kerusakan lebih rendah [9], [26].
Perubahan kemampuan mikroba dalam
melarutkan fosfat dan kalium

Hasil pengukuran P dan K terlarut isolat
BPK 5 (Tabel 2) P tersedia tertinggi pada dosis
iradiasi 7,5 kGy (165,67 ppm) begitu pula untuk
kalium tersedia tertinggi pada dosis 7,5 kGy
(18,89 ppm) yang berbeda secara nyata (p < 0,05)
dibandingkan  dosis lainnya. Pada hasil
pengukuran P terlarut dosis 1; 2,5; 5; 10; 15 kGy
menyebabkan penurunan P terlarut, sehingga P
yang tersedia menjadi menurun.

Tabel 2. Pengaruh dosis iradiasi tehadap kemampuan
isolat BPK 5 dalam melarutkan fosfat dan
kalium pada media cair

Dosis iradiasi P tersedia K tersedia
(kGy) (ppm) (ppm)
0 123,20e 7,14a
1 87,74d 10,50ab
2,5 92,74d 11,55abc
5 65,48¢c 15,04abc
75 165,67f 18,89c
10 22,70b 16,50bc
15 5,48a 15,99bc

 Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama
menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata berdasarkan
uji DMRT pada taraf nyata 5%. Hasil di atas sudah
dikurangi hasil dari P dan K tersedia pada masing-masing
kontrol negatif.

b populasi bakteri yang digunakan 108 CFU/m

Pada hasil pengukuran kalium terlarut semua dosis
1 kGy - 15 kGy menunjukkan peningkatan kalium
tersedia yang lebih tinggi dibandingkan dengan
kontrol, walaupun tidak semuanya berbeda secara
nyata.

Sinar gamma termasuk mutagen Yyang
menghasilkan ion dan radikal bebas dalam bentuk
hidroksil (OH") [28], [29]. Interaksi sinar gamma
dengan suatu sel akan menghasilkan radikal bebas,
hal ini akan memicu stress oksidatif. Sel
mengembangkan  mekanisme  proteksi  dan
perbaikan  sel yang terinduksi  dengan
menghasilkan berbagai jenis enzim yang spesifik
[30]. Perbaikan sel ini diduga menyebabkan daya
adaptasi mikroba termasuk kemampuannya dalam
melarutkan fosfat dan kalium menjadi meningkat.

Penelitian iradiasi pada bakteri lebih banyak
dilakukan dalam bidang agen biokontrol pada
berbagai studi bidang pertanian. Penelitian
terdahulu diantaranya adalah mutagenesis yang
terjadi secara acak pada Bacillus subtilis UTB1
yang dilakukan dengan menggunakan berbagai
dosis iradiasi gamma yang berbeda dapat
meningkatakan  aktivitas antagonisnya dalam
melawan Aspergillus flavus. Kisaran dosis untuk
meningkatkan kemampuan antagonisnya berkisar
antara 2 - 3 kGy [11].

Dari hasil pengukuran P dan K terlarut
isolat FPF 4 didapatkan hasil (Tabel 3) P tersedia
tertinggi pada dosis iradiasi 2,5 kGy (418,15 ppm)
yang berbeda nyata (p<0,05) dengan perlakuan
lainnya, sedangkan kalium tersedia tertinggi pada
dosis 15 kGy (13,90 ppm) namun tidak berbeda
nyata (p<0,05) dengan perlakuan yang lainnya.
Pada pengukuran P terlarut menunjukkan untuk
kisaran dosis 1-2,5 kGy mampu meningkat jumlah
P tersedia, sedangkan dosis 5; 7,5; 10; 15 kGy
menurunkan jumlah P tersedia. Pada pengukuran
kalium terlarut dosis 0-10 kGy, terjadi penurunan
jumlah kalium tersedia. Penelitian lain yang
terkait peningkatan kemampuan fungi dengan
iradiasi gamma diantaranya adalah peningkatan
kemampuan produksi carboxymethyl cellulase dan
filter paper cellulase pada dosis iradiasi 2 kGy
[31]. Penelitian pada cendawan Trichoderma
reesei yang diiradiasi dengan sinar gamma dosis
250 Gy dapat menghasilkan selulosa dengan
jumlah maksimum dibandingkan dengan mutan
yang diiradiasi sinar UV dan kontrol [32]. Iradiasi
memicu terjadinya mutasi, hasil mutasi umumnya
perubahan dalam produk akhir yang ditentukan
oleh gen. Gen ini dapat memiliki pengaruh yang
baik atau buruk pada sifat atau karakteristik suatu
organisme [8], [33]. Dosis iradiasi yang optimum
sulit ditentukan, dosis yang tinggi umumnya
mengakibatkan kematian, sedangkan pada dosis
yang rendah umumnya hanya menyebabkan
perubahan abnormal pada fenotipe dan bersifat
dapat balik [34], [11].
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Tabel 3. Pengaruh dosis radiasi terhadap kemampuan
isolat FPF 4 dalam melarutkan fosfat dan
kalium pada media cair

Dosis

iradiasi P tersedia K tersedia (ppm)
(kGy) (ppm)
0 317,44d 12,93b
1 379,57de 11,54b
2,5 418,15e 1,28a
5 20,49b 11,34b
7,5 13,41b 1,86a
10 4,47a 1,38a
15 120,29c 13,90b

# Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom yang
sama menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata
berdasarkan uji DMRT pada taraf nyata 5%. Hasil di
atas sudah dikurangi hasil dari P dan K tersedia pada
masing-masing kontrol negatif.

®Populasi fungi yang digunakan 10° CFU/mL

Identifikasi molekuler isolat mutan bakteri dan
jamur

Berdasarkan hasil uji pada tingkat molekuler
menunjukkan bahwa terjadi mutasi pada sekuen
DNA isolat mutan bakteri dan fungi. Hal ini
diindikasi dengan terjadinya perubahan antara
isolat induk dengan sekuen mutan. Perubahan ini
disebabkan oleh substitusi basa, yang dapat dibagi
menjadi dua jenis yaitu transisi dan transversi.
Transisi merupakan perubahan nukleotida menjadi
nukleotida lain yang jenis basanya sama, seperti
purin  menjadi purin dan pirimidin - menjadi
purimidin.  Transversi merupakan perubahan
nukleotida menjadi nukloetida lain yang jenis
basanya berbeda, seperti purin menjadi purimidin
atau sebaliknya [35]. Selain terjadi substitusi basa
juga terjadi insersi dan delesi. Insersi merupakan
penyisipan atau penambahan satu atau lebih
nukleotida ke dalam rantai polinukleotida,
sedangkan delesi merupakan pengurangan satu
atau lebih pasangan nukelotida pada satu gen saat
replikasi DNA [35].

Mutasi tertinggi terjadi pada substitusi basa
yaitu transisi adenin menjadi guanin dan transversi
timin menjadi sitosin dengan persentase masing-
masing terhadap total perubahan sebesar 23,91%
(Tabel 4). Mutasi terendah terjadi pada delesi
timin dan adenin, insersi adenin dan timin serta
transversi sitosin menjadi guanin dan adenin
menjadin sitosin dengan persentase masing-
masing terhadap perubahan total 1,09% (Tabel 4)
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Tabel 4. Perubahan basa pada sekuen DNA isolat
mutan bakteri (Isolat 1 dosis 7,5 kGy)
Tipe Perubahan Jumlah % Total
Mutasi Induk Mutan pergbahan perubahan
asa
Transisi A G 22 23,91
Transisi C T 10 10,87
Transisi G A 9 9,78
Transversi T C 22 23,91
Transversi A T 4 4,35
Transversi T A 4 435
Transversi G T 4 4,35
Transversi T G 5 543
Transversi C A 3 3,26
Transversi C G 1 1,09
Transversi A C 1 1,09
Delesi T - 1 1,09
Delesi A - 1 1,09
Insersi - G 3 3,26
Insersi - A 1 1,09
Insersi - T 1 1,09
Jumlah 92

# Panjang sekuen DNA bakteri 1253 bp

® A: Adenin, C: Sitosin, G: Guanin, T: Timin

Isolat yang diuji adalah mutan bakteri BPK 5

(Isolat 1, dosis 7,5 kGy) dan mutan fungi FPF 4 (Isolat
1, dosis 2,5 kGy)

Tabel 5. Perubahan basa pada sekuen DNA isolat

mutan fungi (Isolat 2 dosis 2,5 kGy)

Tipe Perubahan Jumlah %
. ——————— perubahan  perubahan

Mutasi |nguk  Mutan basa
Insersi - A 1 50
Insersi - C 1 50
Jumlah 2

& Panjang sekuen DNA fungi 594 bp
® A: Adenin, C: Sltosin, G: Guanin, T: Timin

Perubahan basa pada sekuen DNA isolat
mutan fungi ditunjukkan dengan terjadinya
insersi adenin dan timin dengan persentase
masing-masing terhadap perubahan total sebesar
50% (Tabel 5). Berdasarkan literatur menyebutkan
bahwa delesi sangat signifikan terjadi berkisar
12% dari mutasi spontan. Oleh Kkarena itu,
diasumsikan bahwa proses delesi ini memiliki
peran yang sangat penting dalam membuat variasi
genetik pada populasi mikroba di alam [35].

Penelitian terdahulu menunjukkan bahwa,
iradiasi dengan sinar gamma dapat menyebabkan
mutasi pada gen, seperti terjadi delesi, insersi
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ataupun  transversi pasangan basa.  Hasil
penelitiannya menunjukkan adanya transversi AT
menjadi CG [36]. Secara molekuler mutasi dapat
dibagi menjadi dua kelas yang luas, vyaitu
microlesions dan macrolesions. Microlesions
terjadi perubahan pasangan basa tunggal,
sedangkan macrolesions terjadi perubahan yang
lebih ekstensif. Macrolesions meliputi delesi,
duplikasi, inversi, translokasi dan insersi,
sedangkan  microlesions  meliputi  transisi,
transversi dan frameshifts [35].

Mutasi merupakan raw material  dari
evolusi, mutasi yang terjadi secara besar,
merupakan peluang yang baik untuk terjadinya
evolusi. Hal ini menyebabkan bakteri yang
merupakan prokariot dan memiliki ukuran sel
yang kecil dan secara genetik haploid
memungkinkan terjadinya mutasi dengan sangat
cepat. Secara umum prokariot memilik kapasitas
untuk tumbuh dengan cepat dan mengalami
mutasi lebih cepat dibandingkan dengan yang
memiliki sel diploid. Hal ini merupakan
perbedaan secara fundamental pada ukuran dan
genetik prokariot. Hal ini pula yang merupakan
alasan utama prokariot dapat beradaptasi dengan
cepat terhadap perubahan lingkungan dan lebih
mudah mudah mengekploitasi suatu habitat
dibandingkan dengan eukariot [37].

KESIMPULAN

Berdasarkan  hasil  penelitian  dapat
disimpulkan bahwa iradiasi gamma pada semua
dosis yang digunakan (1; 2,5; 5; 7,5; 10; 15 kGy)
menurunkan populasi mikroba pelarut fosfat dan
kalium. Iradiasi gamma memperlambat kecepatan
tumbuh mikroba serta mempengaruhi morfologi
dari mutan yang dihasilkan. Mikroba yang
diiradiasi gamma mengalami peningkatan dalam
melarutkan fosfat dan kalium yang lebih tinggi
dibandingkan dengan kontrol. Identifikasi pada
level  molekular  menunjukkan  terjadinya
perubahan basa pada sekuen DNA antara isolat
induk mikroba dengan mikroba mutan. Pada
bakteri mutan terjadi substitusi basa transisi,
transversi, insersi dan delesi, sedangkan pada
fungi mutan terjadi insersi.
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