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Abstract

A study has been conducted to determine the profile of proteins synthesised under osmotic and
acid shock in Klebsiella sp. grown in minimal medium. Osmotic shock was mimicked by using
NaCl, while acid ashock was imposed by using aluminium sulphate. Klebsiella sp. was grown in
minimal media supplemented with NaCl, or aluminium sulphate, as a single shock-imposing
substance, or by using both substances to impose a double-shock effect. Total protein extracted
from the cell was electrophoresed on SDS-PAGE 12%. Analysis demonstrated that several
intracellular, membrane, or extracellular proteins were synthesised under specific shock
condition. Under osmotic shock, an intracellular protein of 42.7 kDa, and a membrane protein
of 53.3 kDa were synthesised. Acid shock, on the other hand, resulted in the synthesis of
intracellular proteins of 54.7 kDa, 25.3 kDa, and 14.2 kDa, and a 43.9 kDa membrane protein,
and extracellular proteins of 17-29 kDa. Under double shock condition, a specific intracellular
protein of 26.7 kDa and a membrane protein of 61.1 kDa were detected. The synthesised
proteins indicated a different correlation patern among shock conditions imposed. Under
osmotic shock, it was observed that correlation was positive towards the shock effect, while
under double shock correlation was observed to be negative towards proteins, and under acid
shock correlation did not demonstrate a clear pattern.
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Abstrak

Penelitian dilakukan untuk mengetahui profil protein yang dibuat oleh Klebsiella sp. yang
tumbuh dalam kondisi cekaman osmotik dan keasaman. Cekaman osmotik dilakukan
menggunakan NacCl, sedangkan cekaman keasaman menggunakan aluminium sulfat. Klebsiella
sp. ditumbuhkan dalam medium minimal yang ditambah dengan NaCl, atau aluminium sulfat,
untuk menimbulkan efek cekaman tunggal, atau menggunakan kedua senyawa tersebut untuk
menghasilkan efek cekaman ganda. Protein total yang diekstrak dari sel kemudian
dielektroforesis pada SDS-PAGE 12%. Hasil analisis menunjukkan beberapa protein
intraselular, protein membran, atau protein ekstraselular yang dibuat dalam kondisi cekaman
spesifik. Dalam kondisi cekaman osmotik, dibuat protein intraselular berukuran 42,7 kDa, dan
protein membran berukuran 53,3 kDa. Pada cekaman asam dihasilkan protein intraselular
berukuran 54,7 kDa, 25,3 kDa, 14,2 kDa, dan satu protein membran berukuran 43,9 kDa, serta
protein ekstraselular berukuran 17-29 kDa. Dalam kondisi cekaman ganda, terdeteksi satu
protein intraselular spesifik berukuran 26,7 kDa dan satu protein membran berukuran 61,1
kDa. Dalam cekaman osmotik, diketahui terdapat korelasi positif, sedangkan dalam cekaman
ganda terdapat korelasi negatif terhadap macam protein. Dalam cekaman keasaman, tidak
diperoleh pola korelasi yang spesifik.

Kata kunci: Cekaman osmotik, cekaman keasaman, Klebsiella sp., profil protein
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Profil Protein Klebsiella sp.

Pendahuluan

Klebsiella sp. adalah bakteri yang dapat
hidup di rhizosfer dan mampu mengkolonisasi
akar tanaman serta toleran terhadap cekaman
lingkungan (Metting, 1993). Hasil penelitian
Ikhwan et al., (2001) telah diisolasi dan
diidentifikasi Klebsiella sp. yang toleran
terhadap cekaman osmotik NaCl mencapai 0,75
M dan cekaman keasaman KAI(SO,),
mencapai 3000 UM pada media mineral M63
agar. Bakteri tersebut berasal dari rhizosfer
tanaman karet, lahan kering asam Podzolik
Merah Kuning, Bogor.

Pada saat terjadi cekaman lingkungan
bakteri akan membuat beberapa protein
spesifik. Pada kondisi cekaman osmotik,
Bifidobacterium  longum NCIMB 8809
membuat 34 protein spesifik yang terlibat
dalam metabolisme asam amino, diantaranya
berupa enzim yang terlibat dalam glikolisis dan
katabolisme piruvat (Sanchez et al., 2005).
Hasil penelitian Dihazi et al., (2004) terdapat
40 protein spesisfik, 25 protein diantaranya
diekspresikan melimpah dan 15 protein
diekspresikan sedikit. Boch et al., (1996)
menyatakan bahwa dalam kondisi cekaman
osmotik Bacillus subtilis membuat protein 42,4
kDa vyaitu protein GbsA yang berperan dalam
sintesis glisinbetain sebagai osmoprotektan.
Menurut Kappes et al., (1996), E. coli dalam
kondisi cekaman osmotik membuat protein
OpuD berat molekul 56,13 kDa (512 asam
amino) yang berperan dalam pengambilan
glisinbetain sebagai osmoprotektan.

Pada kondisi cekaman keasaman terdapat
53 protein spesifik yang mempunyai karakter
ekspresi yang berbeda dalam menanggapi
cekaman asam lemah dan asam kuat
(O’Driscoll et al.,, 1997). Hasil penelitian
Foster (1991) menunjukkan kondisi cekaman
keasaman Salmonella typhimurium LT2 akan
mengubah secara dramatis ekspresi protein
(minimal 52 protein) empat diantaranya
termasuk  dalam  kelompok acidifiction
tolerance response (ATR). Hasil penelitian Lin
dan Ficht, (1995) pada Brucella abortus dalam
cekaman keasaman dibuat protein, berat
molekul 60 kDa yang berperan sebagai acid
shock protein. Pada E. coli diperoleh protein
berat molekul 14,2 kDa yang berperan dalam
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resistensi terhadap pH masam (Seputiene et al.,
2003).

Kondisi cekaman ganda osmotik dan
keasaman Al,(SO,)s, konsentrasi alumunium
berpengaruh pada akumulasi osmolit K* dalam
cekaman  osmotik.  Kondisi  alumunium
konsentrasi tinggi, alumunium akan menutup
saluran K* (K*-chanel) sehingga K* terhalangi
masuk kedalam sel (Liu dan Luan, 2001) dan
toleransi bakteri terhadap cekaman osmotik
menurun, karena ion K* merupakan osmolit
intraselular utama dalam kondisi cekaman
osmotik (Ohwada dan Sagisaka, 1988).
Cekaman osmotik menyebabkan inaktivasi
enzim dan kerusakan komponen sel (Martin et
al., 1999) dan berpengaruh terhadap pola
sintesis  protein  sel  (Freifelder, 1987)
menyebabkan toleransi terhadap alumunium
(A menurun. Menurut Gadd (1990), ada tiga
mekanisme utama dalam imobilisasi cekaman
logam (alumunium) yaitu: membuat protein
spesifik ekstraselular untuk imobilisasi logam
diluar sel, membuat protein spesifik membran
untuk imobilisasi di membran sel dan membuat
protein spesifik intraselular untuk imobilisasi
dalam sel. Dengan demikian ada interaksi
pengaruh cekaman osmotik dan cekaman
alumunium terhadap pola ekspresi genetik dan
sintesis protein.

Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pola sintesis protein dan protein
spesifik yang berperan dalam toleransi
cekaman osmotik dan cekaman keasaman
Al»(SO,); baik secara tunggal maupun ganda
pada aras protein intraselular, protein membran
dan protein ekstraselular pada klebsiella sp.
Data yang diperoleh diharapkan dapat
menambah informasi dan acuan pengembangan
penelitian molekular berikutnya.

Metode Penelitian

Penyiapan Kultur

Klebsiella sp. yang digunakan dalam
penelitian adalah hasil isolasi penelitian
sebelumnya (Ikhwan et al., 2001) dari rhizosfer
tanaman karet. Isolat tersebut ditumbuhkan
dalam media mineral M63 dengan variasi
cekaman osmotik 0,65 M NaCl dan cekaman
keasaman Al,(SO4); 1000 pM pH 4,6.

Biota Vol. 16 (2), Juni 2011



Ikhwan et al.,

Komposisi media M63 adalah KH,PO, 100
mM, KOH 75 mM, (NH,4)2SO, 15 mM, MgSO,
1,0 mM, FeSO, 3,9 uM dan D-glukosa 10 mM
(Perroud dan Le Rudulier, 1985). Pertumbuhan
Klebsiella sp. diamati secara spektrofotometri
pada panjang gelombang A 420 nm.

Isolasi Protein
Isolasi Protein Intraselular

Sel dicuci 3 kali dengan PBS pH 7.0 dan
diresuspensi dalam 1 ml PBS 7.0, disonikasi
dengan amplitudo repeating duty cycle 0.7
selama 30 detik dan diulang 6 kali, kemudian
di sentrifugasi 3000 rpm pada suhu 4°C selama
20 menit dan supernatan (protein) diambil
seperti dideskripsikan oleh Scopes (1987).

Isolasi Protein Membran

Sel dicuci 3 kali dengan 10 mM Trsi-
HClI pH 8,0 kemudian disonikasi dengan
amplitudo repeating duty cycle 0,7 selama 5
detik dan diulang 3 kali, disentrifugasi 7000
rom pada suhu 4°C selama 5 menit, dan
supernatan diambil dan disentrifugasi lagi pada
13.000 rpm, 10 menit. Pelet yang diperoleh
diresuspensi dalam 1 ml 10mM Tris-HCI pH
8,0 yang mengandung 2% Triton X-100,
kemudian diinkubasi pada suhu ruang 20
menit, disentrifugasi 13.000 rpm selama 10
menit dan pelet protein membran diresuspensi
dalam 200 ul 10 mM Trsi-HCI pH 8,0 dan
disimpan pada suhu -20°C (Sato et al., 2000).

Isolasi Protein Esktrasellular

Kultur sel 500 ml disentrifugasi pada
suhu 4°C, 3000 rpm selama 20 menit.
Supernatan  dipresipitasi secara  bertahap
dengan (NH,),SO, 40-70% pada suhu 4°C dan
didiamkan semalam pada suhu 4°C, kemudian
disentrifugasi 10.000 rpm, suhu 4°C selama 20
menit. Pelet protein diresuspensi dengan PBS
10 mM pH 7,4 (Scopes, 1987).

Pemurnian dan Pengukuran Konsentrasi
Protein

Pemurnian Protein

Pemurnian protein dilakukan
menggunakan tubing dialisis. Sampel protein
dimasukkan dalam tubing kemudian didialisis
dengan PBS pH 7,0 10mM sambil digoyang
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pada suhu 4°C semalam dan dipresipitasi
dengan aseton dingin seperti dideskripsikan
oleh Haris dan Angal (1989).

Pengukuran Konsentrasi Protein

Konsentrasi protein ditentukan dengan
kurva standar Biorad Protein  Assay
menggunakan standar BSA dan dibaca dengan
spektrofotometer 595 nm seperti dideskripsikan
oleh Scopes (1987). Data dianalisis regresi
sehingga didapatkan persamaan regresi yang
digunakan untuk menentukan konsentrasi
protein sampel.

Visualisasi dan Analisis Data Protein
Visualisasi Elektroforesis Protein

Isolat protein yang diperoleh dari setiap
perlakuan 15 pg, kemudian dielektroforesis
menggunakan SDS — PAGE linier slab gel
dengan resolving gel 12% dan stacking gel 5%
dan dijalankan pada tegangan listrik 80 V,
selama + 3 jam, pengecatan gel menggunakan
Coomassie blue seperti dideskripsikan oleh
Hames dan Rickwood (1990).

Analisis Pita Protein

Pita-pita yang terbentuk pada profil
ptotein dianalisis berat molekulnya (BM)
secara Kkuantitatif dengan persamaan regresi
kurva standar protein marker (broad range)
produk Bio-Rad (USA) yang sudah diketahui
berat molekulnya. Data berat molekul protein
masing-masing perlakuan dianalisis dengan
pendekatan Principle Component Analysis
(PCA) (Steel dan Torrie, 1980), sehingga dapat
diketahui distribusi dan korelasi protein
spesifik dengan macam perlakuan cekaman.

Hasil dan Pembahasan

Pertumbuhan Kilebsiella sp. dalam Kondisi
Cekaman

Hasil pengamatan pola pertumbuhan
Klebsiella sp. dalam media minimal M63
dengan cekaman osmotik dan keasaman
menunjukkan bahwa dalam kondisi cekaman
pertumbuhan Klebsiella sp. lebih rendah
daripada tanpa cekaman (Gambar 1).
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Cekaman osmotik pertumbuhan
Klebsiella sp cenderung lebih baik daripada
cekaman keasaman Aly(SO,)s; dan pada
cekaman ganda (osmotik dan keasaman
Al5(S0,)3) menunjukkan pertumbuhan paling
rendah. Hal tersebut mengindikasikan bahwa
Klebsiella sp. cenderung lebih toleran terhadap
cekaman osmotik daripada cekaman keasaman
Al (SO,)3). Menurut Yaganza et al., (2004)
aluminium (Al) logam sangat toksik yang dapat
menghambat pertumbuhan beberapa jamur dan
bakteri.  Konsentrasi  alumunium  tinggi,
menyebabkan hilangnya dinding sel, agregasi
sitoplasma dan hilangnya vesikel ekstraselular.

Profil Protein Klebsiella sp. dalam Kondisi
Cekaman

Analisis  profil  protein  dilakukan
terhadap komponen protein intraselular,
membran sel, dan protein ekstraselular. Hasil
SDS-PAGE dimensi tunggal profil protein
disajikan pada Gambar 2. Profil protein
tersebut mengindikasikan bahwa dalam kondisi
cekaman ada perubahan pola sintesis protein
tertentu terkait dengan toleransi terhadap
cekaman. Menurut Moat dan Foster (1988),
kondisi cekaman lingkungan, mikrob akan
membuat dan mengurangi beberapa protein
spesifik untuk efisiensi metabolisme sel dalam
menghadapi cekaman.

Kondisi Cekaman Osmotik

Cekaman osmotik dibuat 3 protein
spesifik intraselular dan 2 protein spesifik pada
membran sel (Tabel 1). Salah satu protein
spesifik intraselular adalah protein dengan

perkiraan berat molekul 42,7 kDa yang
berperan dalam toleransi terhadap cekaman
osmotik (Gambar 24,). Hasil penelitian Boch
et al, (1996) menunjukkan bahwa dalam
kondisi cekaman osmotik Bacillus subtilis
membuat protein 42,4 kDa yaitu protein GbsA
yang berperan dalam sintesis glisinbetain
sebagai osmoprotektan. Hasil penelitian lain
Kappes et al., (1996), kondisi cekaman osmotik
E. coli membuat protein OpuD berat molekul
56,13 kDa yang berperan dalam pengambilan
glisin betain sebagai osmoprotektan. Pada E.
coli juga terjadi peningkatan sintesis protein ¢°
berat molekul 49,5 kDa yang berperan dalam
sistem regulasi dalam kondisi cekaman osmotik
300 mM NaCl (Mufller et al., 1996).

Pada protein membran terdapat protein
spesifik 53,3 kDa yang berperan dalam
toleransi cekaman osmotik (Gambar 2z.,). Hasil
penelitian Obis et al., (1999) dalam kondisi
cekaman osmotik B. subtilis membuat protein
membran OpuAC 55 kDa yang berperan dalam
pengikatan osmolit betain sebagai
osmoprotektan. Menurut Schmid et al., (1991)
pada Klebsiella pneumonia protein 55,651 kDa
berperan dalam pengambilan sukrosa atau
glukosa untuk  menjaga  keseimbangan
konsentrasi sitoplasma dan tekanan turgor sel.
Nicolaus et al., (1989) menyatakan bahwa
dalam kondisi cekaman osmotik ada beberapa
senyawa osmoprotektan yang diakumulasi sel
yaitu gula (sukrosa, glukosa dan trehalosa),
poliol (gliserol, manitol dan glikosil-gliserol)
dan asam amino (glisin betain dan glutamine
betain).

Tabel 1. Protein spesifik intraselular, membran sel dan esktraseluar masing-masing perlakuan dalam media M63.

Macam Protein

Protein Spesifik (kDa), Masing-masing Perlakuan Cekaman

Osmotik
Intraselular 52,8
42,7
16,7

Membran 53,3
27,6
Esktraselular -
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A|2(804)3 Osm + AI2(SO4)3
100,9 46,6
66,7 26,7
54,7 13,7
31,6
28,9
25,3
18,3
14,2

8,1
126,7 61,1
43,9 18,7
57,9 -
16,5 _ .
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Gambar 1. Kurva pertumbuhan Klebsiella sp. dalam media minimal M63 dengan
cekaman osmotik 0,65 M NaCl dan keasaman Al,(SO,); 1000 uM, pH

4.6.

Gambar 2. Profil Protein Klebsiella sp dalam media M63, A: intraselular, B:
membran, C: ekstraselular, M: Marker, (1) kontrol, (2): cekaman
osmotik NaCl 0,65 M (3): cekaman Al,(SO,4); 1000 uM, pH 4,6; (4):
cekaman osmotik NaCl 0,65 M dan Aly(SO,); 1000 uM, pH 4,6,
dijalankan pada SDS PAGE 12%, 80 Volt, anak panah: protein yang
diduga berperan dalam toleransi cekaman.
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Kondisi Cekaman Keasaman (Al,(SOy)s)

Dalam kondisi cekaman keasaman
(Alx(SO,)s) diperolen 9 protein  spesifik
intraselular, 2 protein spesifik pada membran
sel dan 2 protein spesifik ekstraselular (Tabel
1). Pada protein intraselular terdapat protein
dengan berat molekul 54,7 kDa, 25,3 kDa dan
14,2 kDa, (Gambar 24.3) yang berperan dalam
toleransi terhadap cekaman kemasaman. Hasil
penelitian Wu et al., (2009) pada Klebsiella
pneumonia NTUH-K2044 diperoleh protein
dengan berat molekul 25,7 kDa yang berperan
dalam resistensi sel terhadap alumunium.
Penelitian lain, E. coli diperoleh protein dengan
berat molekul 14,2 kDa yang berperan dalam
resistensi terhadap pH masam dan protein 54,7
kDa yang berperan dalam sintesis asam sitrat
(Seputiene et al., 2003). Menurut Appanna dan
Pierre  (1996) dalam kondisi cekaman
alumunium, sel akan mengumpulkan asam
sitrat sebagai agensia pengkhelat kation AI**.

Pada protein membran terdapat protein
spesifik 43,9 kDa yang berperan dalam kondisi
cekaman keasaman Al,(SOg4); (Gambar 2g.).
Menurut Pugsley dan Reyss (1990), protein
44,199 kDa pada Klebsiella pneumonia terlibat
dalam alur sekresi untuk ekspor protein ke luar
sel. Protein tersebut kemungkinan berperan
untuk imobilisasi logam (alumunium) di luar
sel sehingga tidak terserap dan meracuni sel.
Delhaize et al., (2007), menyatakan bahwa
dalam kondisi cekaman alumunium, ion AI**
memacu efflux anion organik (OA’) oleh
protein suku ALMT (AI** activated malate
transporter) dan protein MATE (multi-drug
and toxin extrusion). Anion organik (OA)
tersebut berinteraksi secara langsung dengan
protein membran untuk inaktivasi Al*".

Selain itu, terdapat protein ekstraselular
spesifik dengan kisaran berat molekul 17-29
kDa (Gambar 2c3) Yyang berperan dalam
toleransi keasaman Aly(SO,);. Hasil penelitian
Gordon et al., (1993), protein ektraselular 19—
21 kDa pada Vibrio alginolyticus berperan
sebagai protein pengikat logam tembaga
(copper-binding proteins, (CuBPs)). Hasil
penelitian tersebut mengindikasikan bahwa
protein ekstraselular berperan untuk fiksasi ion
logam (AI*) di luar sel untuk mengurangi
keracunan alumunium (Gadd, 1990).
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Kondisi Cekaman Ganda (osmotik dan
keasaman Al,(SO,);)

Dalam kondisi cekaman ganda diperoleh
3 protein spesifik intraselular dan 2 protein
spesifik membran sel (Tabel 1). Pada protein
intraselular terdapat protein yang berukuran
26,7 kDa dan 46,7 kDa (Gambar 244) yang
berperan dalam toleransi cekaman. Hasil
penelitian Bruske et al., (1993) menunjukkan
protein 26,6 kDa pada Klebsiella pneumonia
berinteraksi dengan protein reseptor membran
luar yang berperan dalam pengambilan substrat
spesifik masuk ke dalam ruang periplasma.
Substrat tersebut berperan dalam pengaturan
mekanisme pori membran dalam sistem
transpor membran dalam menghadapi cekaman
lingkungan. Menurut Moat dan Foster (1988),
dalam menghadapi cekaman lingkungan, sel
akan menanggapi dengan pengaturan sistem
transpor membran berupa uniport, simport dan
antiport. Hasil penelitian lain (Altermann et al.,
2005) dalam kondisi cekaman Al,(SOy)s
Klebsiella pneumonia membuat protein 46,051
kDa yang berperan dalam resistensi sel
terhadap cekaman alumunium.

Pada protein membran terdapat protein
spesifik berkisar 61,1 kDa (Gambar 2g.,) yang
berperan dalam cekaman ganda. Hasil
penelitian Fouts et al., (2008) menyatakan
bahwa Klebsiella pneumonia terdapat protein
61,464 kDa yang berperan untuk penyisipan
(insersi) protein membran dan menjaga
integritas membran sel menghadapi cekaman
lingkungan (osmotik dan kemasaman).

Analisis Komponen Utama (PCA) Protein

Hasil analisis komponen utama protein
spesifik pada perlakuan cekaman osmotik dan
keasaman Al,(SO,4); menunjukkan bahwa ada
pola distribusi spesifik pada cekaman osmotik
dan cekaman ganda (osmotik dan keasaman
Aly(SOy)3), sedangkan dalam  cekaman
keasaman Al,(SO,); bersifat menyebar merata
(Gambar 3). Dalam cekaman ganda protein
spesifik  intraselular ~ maupun  membran
mengelompok pada kuadran | yang berkorelasi
positif terhadap pengaruh cekaman (PC1)
sedangkan dalam cekaman osmotik
mengelompok pada kuadran IV  yang
berkorelasi negatif terhadap macam protein

Biota Vol. 16 (2), Juni 2011


http://www.uniprot.org/uniprot/?query=author:

Ikhwan et al.,

(PC2). Dalam cekaman keasaman Al,(SOg)3
sebaran protein tidak mempunyai pola spesifik.
Hal tersebut mengindikasikan bahwa protein
tersebut mempunyai karakter yang berbeda dan

berkorelasi spesifik baik terhadap komponen
pengaruh cekaman (PC1l) maupun macam
protein (PC2) dalam masing-masing cekaman.
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Gambar 3. Analisis komponen utama sebaran protein spesifik berdasarkan data perkiraan
berat molekul dalam menanggapi cekaman pada media minimal M63, hitam:
protein intraselular, abu-abu: protein membran sel, putih: protein ekstraselular,
kotak: cekaman osmotik 0,65 M NaCl, segitiga: cekaman Al(SO,4); 1000 pM pH
4,6. dan lingkaran: cekaman ganda (osmotik 0,65 M NaCl + Al(SO,4)3 1000 uM

pH 4,6).

Simpulan dan Saran

Simpulan

Hasil analisis profil protein menunjukkan
beberapa protein spesifik yang berperan dalam
toleransi terhadap cekaman osmotik maupun
keasaman Al,(SO,); baik pada aras protein
intraselular, membran maupun ekstraselular.
Dalam cekaman osmotik dihasilkan protein
intraselular berukuran 42,7 kDa dan protein
membran sel berukuran 53,3 kDa. Dalam
cekaman keasaman Al,(SO4); dihasilkan
protein intraselular berukuran 54,7 kDa; 25,3
kDa dan 14,2 kDa; protein membran sel
berukuran 43,9 kDa serta protein ekstraselular
berukuran 17-29 kDa. Dalam cekaman ganda
(osmotik dan keasaman Al,(SO,)3) dihasilkan
protein intraselular berukuran 26,7 kDa dan
protein membrane sel berukuran 61,1 kDa.
Protein yang dibuat tersebut menunjukkan pola
korelasi yang berbeda antar cekaman. Cekaman
osmotik korelasinya cenderung positif terhadap
pengaruh cekaman, sedangkan dalam cekaman
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ganda berkorelasi negatif terhadap macam
protein (PC2) dan dalam cekaman keasaman
Al,(SO,); tidak menunjukkan pola yang
spesifik.

Saran

Arah penelitian selanjutnya adalah
isolasi dan sequencing protein spesifik yang
berperan dalam toleransi cekaman osmotik dan
keasaman. Hal tersebut perlu dilakukan sebagai
acuan analisis regulasi molekular sel terhadap
cekaman osmotik dan keasaman Al,(SO,)s.
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