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Abstrak

Pencarian isolat bakteri yang mampu memperbaiki kualitas tanah yang kurang baik menjadi alternatif
agen pupuk berbasis agen biologi. Ditemukan 3 bakteri yang memiliki kemampuan menghasilkan senyawa
siderofor yang digunakan untuk meningkatkan fertilitas tanah. Analisis filogenetik terhadap ketiga isolat
dilakukan untuk mengetahui indentitas bakteri siderofor tersebut berdasarkan DNA barkoding gen 16s rRNA.
Proses analisis dilakukan dengan membandingkan sekuen DNA pada basic data di lama NCBI menggunakan
program BLAST. Kemudian dilakukan multipel pairwais terhadap semua sekuen sampel dan referensi dan tahap
rekonstruski pohon filogenetik dilakukan menggunakan metode neighnor-joining dengan model kimura 2
parameter pengulanan bootsrap 1000 kali. Hasil Analisis filogenetik menunjukkan bahwa bakteri siderofot yang
berasar dari Tasik memiliki kekerabatan terdekat dengan bakteri Burkholderia sp. strain DBDI dengan nilai
bootsrap 64%. Sekuens yang berasal dari Garut memiliki kekerabatan terdekat dengan Chryseobacterium sp.
strain Ppi2-ST-2 dengan nilai boostrap 81%, sedangkan strain bakteri yang berasal dari Cianjur memiliki
kekerabatan paling dekat dengan Bacillus magaterium strain PHB 06 dengan nilai bootsrap sebesar 88%.

Kata kunci: siderofor, bakteri, filogenetik, 16s rRNA, identifikasi.

Abstract

Exploration for bacterial isolates that capable to improve soil quality is an alternative to biological
agent-based fertilizer agents. Found three bacteria that have the ability to produce siderophore compounds that
are used to increase soil fertility. Phylogenetic analysis of the three isolates was carried out to determine the
identity of the siderophore bacteria based on DNA barcoding the 16s rRNA gene. The analysis process was made
by comparing DNA sequences to data base in NCBI using the BLAST program. Then multiple pairwais were
carried out on all sample sequences and references and the phylogenetic tree reconstruction stage was carried
out using the neighnor-joining method with 2-parameter kimura model of bootsrap 1000 times. The results of
phylogenetic analysis showed that siderofor bacteria originating from Tasik have the closest relationship with
Burkholderia sp. DBD1 strain with a bootsrap value of 64%. Sequences originating from Garut have the closest
relationship with Chryseobacterium sp. Ppi2-ST-2 strain with a boostrap value of 81%, while the bacterial strain
originating from Cianjur has the closest relationship with Bacillus magaterium strain PHB 06 with a bootsrap
value of 88%.

Keywords: siderofor, bacteria, filogenetic, 16s rRNA, identification.

1. PENDAHULUAN

Eksplorasi mikroorganisme yang digunakan untuk meningkatkan kesuburan lahan suboptimal
menjadi salah satu cara memperbaiki kualitas tanah yang kurang baik untuk lahan pertanian.
Pemanfaatan mikroorganisme yang berasal dari lahan yang subur bisa dijadikan agen biologi yang
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potensial sebagai komponen pupuk hayati. Bakteri siderofor mampu menekan perkembangan bakteri
patogen, dan memiliki peran sebagai PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) yang mampu
merangsang pertumbuhan tanaman memalui mineralizasi unsur hara [1]. Indentifikasi suatu spesies
menjadi tahapan penting untuk dilakukan dalam konservasi dan pengelolaan populasi [2].

Identifikasi dengan DNA Barcoding dapat dilakukan dalam mengidentifikasi spesies dengan
tingkat akurasi yang tinggi [3][4][5]. Gen 16s rRNA merupakan bagian lestari (conserve region)
sehingga dapat digunakan sebagai DNA Barcoding untuk metode identifikasi mikroorganisme secara
molekuler. Urutan sekuens pada gen 16s rRNA dapat digunakan sebagai data untuk menentukan
taksonomi, hubungan kekerabatan atau evolusi (filogenetik) dan dapat memperkirakan keragaman jarak
antar spesies [6]. Filogenetik molekuler merupakan teknik yang mengkombinasikan metode molekuler
dan statistik dalam menentukan hubungan kekerabatan secara evolusi antar organisme atau gen
menggunakan struktur dan fungsi molekul beserta informasi perubahannya terhadap waktu. filogenetik
molekuler digunakan sebagai pendekatan untuk membandingkan susunan gen atau genom antar
organisme terutama untuk membandingkan urutan DNA yang belum diketahui identitasnya [7].

2. METODE PENELITIAN

Bahan penelitian berupa sekuens gen 16s rRNA dari 3 isolat bakteri siderofor yang berasal dari
daerah persawahan di daerah Garut, Tasik dan Cianjur.
Pencarian Urutan DNA Referensi.

Fragmen gen 16S rRNA dari isolat bakteri dilakukan contig menggunakan software Bioedit.
Urutan fragmen kemudian diidentifikasi dengan cara membandingkan urutan DNA sampel terhadap
database DNA yang tersedia di lama NCBI (www.NCBILnlm.nih.gov) menggunakan program BLAST
(Basic Local Analysis Sequence Tools). Kemudian dipilih 3 sekuens referensi yang memiliki persentase
identitas yang beragam.

Konstruksi Pohon Filogenetik

Semua urutan DNA sampel dan referensi disejajarkan menggunakan metode multiple sequence
alignment menggunakan clustal W. Dan Pohon filogenetik dirancang menggunakan metode
neighbourjoining dengan boostrap 1000 kali. Konstruksi pohon filogenetik menggunakan perangkat
lunak MEGA XI [8].

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Semua sekuens isolat bakteri siderofor dilakukan penyejajaran. Hasil penyejajaran sekuens sampel
menggunakan program BLAST menunjukkan bahwa sampel yang berasal dari Tasik memiliki
kemiripan urutan DNA dengan kelompok bakteri Burkholderia dengan tingkat homologi diatas 99%.
Kemudian Untuk sampel yang berasal dari Garut diperoleh kesamaan dengan bakteri kelompok
Chryseobacterium dengan persentase homologi dari 96%-97%. Sampel bakteri yang berasal dari Garut
memiliki kesamaan urutan dengan kelompok bakteri Priestia dan Bacillus dengan tingkat homologi
99%. Dari hasil BLAST diambil 3 sekuens referensi yang memiliki kemiripan beragam dari mulai yang
paling tinggi, sedang dan rendah (Tabel 1). Menurut Sanjaya dkk [9] hasil analisis BLAST dengan nilai
homologi sebesar 99-100% menunjukkan spesies yang sama, sementara isolat dengan homologi
dibawah 99% umumnya diduga sebagai spesies yang berbeda.

Tabel 1. Hasil analisis BLAST sekuens gen 16s rRNA bakteri siderofor pada database NCBI

No  Strain Sekuen Referensi % identity =~ Acc Number
1 Burkholderia sp. strain DBD1 99.43%  MK248594.1
2 Tasik  Paraburkholderia caribensis strain DSM 13236 99.36%  0Q568649.1
3 Burkholderia caribensis strain CACua-186 99.01% HQ023274.1
4 Chryseobacterium hagamense strain SCLZ17 97.66% JN999928.1
5  Garut Chryseobacterium sp. strain Ppi2-ST-2 97.83% OP393761.1
6 Chryseobacterium defluvii strain EAPL06 96.81% JX500178.1
10 Priestia aryabhattai strain MMI12B 99.58% OP935896.1
11 Cianjur Bacillus magaterium strain PHB 06 99.58% MZ542333.1
12 Priestia megaterium strain PB3 99.37% OMO033601.1
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Analisis filogenetik dilakukan untuk mengetahui hubungan kekerabatan yang dimiliki masing-
masing strain bakteri terhadap sekuens referensi. Tahapan awal rekonstruksi adalah penyejajaran urutan
DNA. Proses penyejajaran dilakukan dengan menggunakan metode Clustal W Multiple alignment. Hasil
penyejajaran dapat dilihat pada gambar 1.

ViName C — —
AAA AAA

[¥/1. strain Tasik CTGG6GGAGTACGGTCGCAAGATTA CT1C GGAATTGACGGGGACCCGCA

[¥]2. Strain Garut CTGG6GGAGTACGAACGCAAGTTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA)
[¥13. JX500178.1 Chryseobacterium defluvii strain EAPLOG CTG6G6G6G6AGTACGAACGCAAGTTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA!
[¥/4. OP393761.1 Chryseobacterium sp. strain Ppi2-5T-2 CTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA!
[¥5. JN939928.1 Chryseobacterium hagamensestrain SCLZI7 - C T 6 6 6 G A G TACG T T CGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC A
[¥/6. OMO33601.1 Priestia megaterium strain PB3 SCTGEG6GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA:
[¥7. OP935896.1 Priestia aryabhattai strain MMI12B CTGG6G6GAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA!
[¥8. HQ23277.1 Burkholderia caribensis strain CACua-201 CTGG6G6GAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCA!
[¥9. 0Q3568649.1 Paraburkhelderia caribensis strain AN21 CTGG6G6GAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCA!
[¥/10. MK248594.1 Burkhalderia sp. strain DBD1 CT66G6GAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCA!
[#/11. Strain Cianjur CT66G6GAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA!
[¥12. MZ342333.1 Bacillus magaterium strain PHB 06 CTG6G6G6GAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA!

Gambar 1. Hasil penyejajaran urutan DNA sampel terhadap referensi.

ClustalW merupakan sistem yang digunakan secara luas dalam meyejajarkan sekuens nukleotida.
Proses penyejajaran dilakukan pada urutan DNA yang paling homolog yang memiliki nilai penyejajaran
terbaik diikuti oleh sekuen dengan urutan yang homologi lebih jauh sampai diperoleh penyejajaran
secara global [10].

Data penyejajaran diolah menggunakan program filogeni pada softeware MEGA XI menggunakan
metode neighbor-joining. Hasil konstruksi pohon filogenetik dapat dilihat pada gambar 2. Pohon
filogenetik menunjukkan bahwa sekuens yang berasal dari Tasik memiliki hubungan kekerabatan
paling dekat dengan Burkholderia sp. strain DBD1 dengan nilai bootsrap 64%. Sekuens yang berasal
dari Garut memiliki kekerabatan terdekat dengan Chryseobacterium sp. strain Ppi2-ST-2 dengan nilai
boostrap 81%, sedangkan strain bakteri yang berasal dari Cianjur memiliki kekerabatan paling dekat
dengan Bacillus magaterium strain PHB 06 dengan nilai bootsrap sebesar 88%. Menurut Hillis and Bull
[11] nilai boostrap di atas 70 menunjukkan kemungkinan > 95 % organisme tersebut memiliki
persamaan yang besar dan dapat dipercaya.
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Gambar 2. Pohon filogenetik antara sekuen sampel dari Cianjur, Tasik dan Garut terhadap beberapa sekuen
referensi yang dibuat menggunakan metode neighbor-joining, kimura 2 paramater dan boostrap 1000 kali.
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4. KESIMPULAN

Tiga isolat bakteri siderofor teridentifikasi memiliki tingkat homologi diatas 97% dengan isolate
referensi pada bank data gen NCBI. Setiap isolat dilakukan analisis kekerabatannya menggunakan
pohon filogenetik dan diperoleh bahwa isolate bakteri dari Tasik memiliki hubungan kekerabatan paling
dekat dengan Burkholderia sp. strain DBD1 , sekuens yang berasal dari Garut memiliki kekerabatan
terdekat dengan Chryseobacterium sp. strain Ppi2-ST-2 sedangkan isolate dari Cianjur memiliki
kekerabatan paling dekat dengan Bacillus magaterium strain PHB 06 .
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