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Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Nematoda dari genus Steinernema (Rhabditida: Steinernematidae) dan
Heterorhabditis (Rhabditida: Heterorhabditidae) bersifat patogenik terhadap
serangga sehingga menjadi jasad pengendali hayati yang prospektif. Di Indonesia
NEP lokal telah banyak diisolasi dari tanah dengan cara menggunakan umpan larva
seangga Galleria melonella , dan diketahui efektif terhadap berbagai serangga hama
di rumah kaca ataupun lapangan.

NEP mampu membunuh serangga inang dikarenakan adanya peran penting
bakteri simbion yang ada di dalam saluran pencernaannya. NEP masuk ke dalam
haemocoel inang, dan melepaskan bakteri simbion. Bakteri simbion berkembang
biak di dalam haemolimph (cairan darah dalam haemocoel serangga), mengeluarkan
senyawa entomotoksin yang menyebabkan kematian serangga. Identifikasi bakteri
simbion-NEP isolat lokal berdasarkan molekuler masih belum dilakukan, oleh karena
itu, penelitian ini bertujuan mengidentifikasi jenis bakteri simbion-NEP isolat lokal
berdasarkan sekuen DNA pengkode 16S rRNA.

Sebanyak empat isolat bakteri simbion-NEP koleksi Laboratorium HPT
Fakultas Pertanian Universitas Jember dari daerah Bromo Cemorolawang (CLO01),
Ngadas (NGO1), Sapikerep (SKO01), dan bakteri simbion-NEP Heterorhabditis
bacteriophora (HBO01) digunakan sebagai sampel. Metode yang digunakan antara
lain 1) isolasi bakteri simbion, 2) isolasi DNA genom, 3) BOX PCR, 4) PCR 16S
rRNA, 5) pemurnian DNA dan 6) analisis sekuen DNA.
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat-isolat bakteri simbion-NEP isolat
lokal asal Bromo Jawa Timur terdapat diversitas genetik berdasarkan BOX PCR.
Sedangkan hasil analisis sekuen gen pengkode 16S rRNA menunjukkan bahwa dua
sekuen isolat CLO1 dan SKO1 merupakan bakteri simbion Providencia vermicola
yang bersimbion dengan NEP jenis Steinernema thermophilum dengan presentase

kemiripan 99%.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Hama serangga merupakan masalah besar bagi para petani. Akibat dari
serangan hama serangga, tanaman menjadi rusak, hasil produksi pertanian menurun
dan akhirnya dapat menimbulkan kerugian ekonomis yang tinggi (Safitri et al., 2013).
Untuk mengatasi permasalahan ini, petani menggunakan insektisida sintetik dalam
pengendalian hama serangga. Insektisida sintetik, meskipun efektif tetapi juga
memiliki dampak negatif, khususnya pada lingkungan, seperti timbulnya resistensi,
resurgensi, serta berdampak negatif terhadap organisme bukan sasaran (Arifin, 2011).
Oleh karena itu, saat ini telah banyak dikembangkan pengendalian hama yang ramah
lingkungan menggunakan bioinsektisida berbahan aktif nematoda entomopatogen
(NEP) yang aman bagi manusia, tidak mengganggu kehidupan fauna bukan sasaran
dalam tanah, dan tidak meninggalkan residu bahan kimia sintetik pada lingkungan
maupun pada produk hasil pertanian (Nugrohorini, 2009).

NEP mampu membunuh serangga inang dikarenakan adanya peran penting
bakteri simbion yang ada di dalam saluran pencernaannya. NEP aktif mencari inang,
masuk kedalam tubuh serangga inang melalui lubang alami seperti mulut, anus,
trakea, spirakel atau langsung menembus kutikula (Simoes dan Rossa, 1996). Setelah
masuk ke dalam tubuh, NEP masuk ke dalam haemocoel inang, dan melepaskan
bakteri simbion. Bakteri simbion berkembang biak di dalam haemolimph (cairan
darah dalam haemocoel serangga), mengeluarkan senyawa entomotoksin yang
menyebabkan kematian serangga (Boemare et al., 1996). Di Indonesia NEP lokal
telah banyak diisolasi dari tanah dengan cara menggunakan umpan larva serangga
Galleria melonella (Chaerani et al., 2007).

Dalam pengendalian biologi hama serangga yang menggunakan agen NEP,

hubungan mutualistik antara NEP dan bakteri simbion merupakan hal penting yang
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mendasar untuk diketahui (Liu et al., 2001), sehingga identifikasi jenis bakteri
simbion yang berada dalam NEP juga merupakan hal yang diperlukan sebagai
langkah lanjutan khususnya untuk mengetahui mekanisme kerja entomotoksinnya
sekaligus karakterisasi senyawa tersebut untuk bisa diterapkan sebagai entomotoksin
organik.

Identifikasi bakteri simbion NEP secara biokimia telah dilakukan oleh
Muchlisin dan Ekowati pada tahun 2001. Dari hasil penelitiannya disebutkan bahwa
bakteri simbion-NEP isolat lokal dari Ngadas, Sumberejo, Panti, dan Ijen adalah
Photorhabdus luminenscens. dengan karakteristik fisiologi yaitu Gram (-),
menghasilkan antibiotik, bioluminenscens positif, bersifat oksidatif fermentatif dan
tumbuh pada suhu optimal 25°C (Muchlisin, 2001). Sedangkan bakteri simbion-NEP
isolat lokal Steinernema sp. (dari Jember, Bondowoso, Probolinggo, dan Malang)
merupakan isolat bakteri yang memiliki karakteristik fisiologi Gram (-),
menghasilkan antibiotik, dan bioluminenscens negatif (Ekowati, 2001).

Namun demikian, identifikasi bakteri berdasarkan karakter fenotip maupun
biokimia telah diketahui memiliki kelemahan, yaitu kerap terjadi perbedaan dalam
pembacaan hasil identifikasi. Selain itu karakter fenotip yang sama belum tentu
menunjukkan jenis bakteri yang sama. Begitu juga karakter biokimia yang merupakan
karakter yang dapat berubah oleh adanya stress akibat pengaruh lingkungan (tidak
statis) (Ochman et al.,, 2005). Saat ini identifikasi secara molekuler dengan
membandingkan sekuen gen 16S rRNA telah terbukti sangat berguna dan akurat
dalam menentukan jenis bakteri, begitu juga untuk menentukan hubungan
kekerabatan bakteri dalam pohon filogeni (Liu et al., 1997). Selain lebih akurat,
identifikasi secara molekuler juga dinilai lebih cepat (Suryanto, 2003). Oleh karena
itu, identifikasi jenis bakteri simbion-NEP isolat lokal berdasarkan sekuen DNA
pengkode 16S rRNA merupakan langkah yang penting untuk melakukan karakterisasi
yang lebih akurat terhadap jenis bakteri simbion-NEP isolat lokal.
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1.2. Rumusan Masalah

Serangga yang mati akibat infeksi NEP dikarenakan adanya peran bakteri
simbion. NEP lokal telah berhasil dikoleksi dari tanah pertanian Bromo Jawa Timur
begitu juga bakteri simbion telah dilakukan isolasi, hanya saja bakteri tersebut belum
dikarakterisasi secara molekuler. Pengetahuan molekuler terkait dengan identitas
bakteri merupakan hal penting untuk langkah karakterisasi bioentomotoksin dalam
pengembangan pertanian organik.

1.3 Batasan Masalah

Identifikasi molekuler dilakukan berdasarkan sekuen DNA pengkode 16S
rRNA menggunakan sampel bakteri simbion-NEP lokal asal tanah pertanian Bromo
koleksi laboratorium HPT Fakultas Pertanian Universitas Jember. Bakteri
teridentifikasi kemudian dilihat hubungan filogenetiknya, yaitu dengan mencocokkan
dengan sekuen DNA pengkode 16S rRNA bakteri pada Gene Bank.

1.4 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi isolat bakteri simbion-NEP
isolat lokal asal Bromo Jawa Timur berdasarkan sekuen DNA pengkode 16S rRNA

serta mengetahui hubungan filogenetiknya.

1.5 Manfaat Penelitian

Data yang diperoleh dapat memberikan informasi mengenai identitas bakteri
simbion-NEP isolat lokal asal Bromo Jawa Timur dan hubungan filogenetiknya
berdasarkan sekuen DNA pengkode 16S rRNA.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Asosiasi Bakteri Simbion dengan Nematoda Entomopatogen (NEP)

Nematoda dari genus Steinernema (Rhabditida: Steinernematidae) dan
Heterorhabditis (Rhabditida: Heterorhabditidae) bersifat patogenik terhadap
serangga sehingga menjadi jasad pengendali hayati yang prospektif (Kaya &
Gaugler, 1993). Nematoda entomopatogen (NEP) dari Famili Steinernematidae dan
Heterorhabditidae banyak digunakan dalam pengendalian biologi hama serangga
pertanian (Boemare et al., 1997). Kompleks nematoda-bakteri ini merupakan
pengendali hayati serangga yang aman terhadap organisme bukan sasaran dan telah
digunakan secara komersial untuk mengendalikan serangga-serangga hama di
Eropa dan Amerika Serikat (Ehlers, 1996). Di Indonesia NEP lokal telah banyak
diisolasi dari tanah dengan cara menggunakan umpan larva serangga Galleria
melonella (Chaerani et al., 2007) dan diketahui efektif terhadap berbagai serangga
hama di rumah kaca ataupun lapangan, antara lain terhadap kompleks penggerek
batang padi (Chaerani dan Nurbaeti, 2006, 2007), hama lanas, ubi jalar (Chaerani dan
Waluyo, 2006).

Serangga yang mati akibat infeksi NEP dikarenakan adanya peran penting
bakteri simbion yang ada di dalam saluran pencernaannya. NEP masuk ke dalam
tubuh serangga inang melalui lubang alami seperti mulut, anus, trakea, spirakel atau
langsung menembus kutikula (Simoes dan Rossa, 1996). Kemudian nematoda
menembus dinding haemocoel dan melepas bakteri simbion kedalam haemoliph
inang. Bakteri simbion berkembangbiak dengan cepat di dalam haemoliph inang dan
membunuh inang dalam waktu 24-48 jam dengan cara septikemia (meracuni darah),
akibat metabolit sekunder yang dikeluarkan oleh bakteri yang bersifat toksik
(Gaugler, 2002). Selain itu juga terjadi biokonversi bangkai inang menjadi nutrisi

yang ideal untuk pertumbuhan dan reproduksi nematoda. Nematoda bereproduksi
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sampai suplai nutrisi mulai habis, berkembang menjadi stadium infektif juvenil dan
berkoloni kembali dengan bakteri simbion lalu keluar dari bangkai inang untuk
mencari inang baru (Forst dan Nealson, 1996). Dalam satu tubuh inang serangga,
nematoda dapat berkembang biak dua sampai tiga generasi (satu generasi
berlangsung 10-14 hari) (Woording dan Kaya, 1988).

Bakteri simbion yang berasosiasi dengan nematoda famili Heterorhabtidae
berada di midgut dari saluran pencernaan (usus) nematoda, dan bakteri simbion yang
berasosiasi dengan nematoda famili Steinernematidae berada di vesikel khusus
saluran pencernaan nematoda (Blaxter et al., 1998)., seperti pada Gambar 2.1.

NEMATODE-BACTERIUM SYMBIOSES

(a) Symbiont Location (b) Life Cycle

i Terrestrial environment
Steinernem

f} N Infection of
= \msect host

AN AA

SMAAANNNAM

Reproduction msnde

insect cadaver /

An nnnnnn

Heterorhabditis ““5'-Jo~ﬁw:~v Death of insect

Gambar 2.1 (a) Lokasi bakteri simbion pada saluran pencernaan NEP (b) Siklus hidup
Nematoda-Bakteri simbion (Sumber: Murfin et al., 2012)

Xenorhabdus dan Photorhabdus merupakan jenis bakteri yang bersimbion
secara spesifik dengan NEP dari famili Steinernematidae atau Heterorhabtidae,
secara berurutan (Forst dan Nealson, 1996). Bakteri ini termasuk dalam famili
Enterobacteriaceae, motil, Gram negatif, akan tetapi keduanya tidak dapat mereduksi
nitrat, hanya memfermentasi sedikit dari karbohidrat.

Aspek yang menarik dari kedua jenis bakteri ini adalah variasi fenotip sel

yang tumbuh ketika masa inkubasi diperpanjang. Variasi yang dimaksud adalah
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bakteri memiliki fase sel sekunder yakni fase sel yang telah berubah sifatnya dari fase
sel primer (baru diisolasi langsung dari nematoda). Keunikan lain dari siklus hidup
Photorhabdus dan Xenorhabdus adalah bersimbiosis mutualistik dengan satu
nematoda, akan tetapi patogenitasnya menyerang berbagai macam inang larva
serangga. Bakteri mendapatkan keuntungan dari interaksi ini berupa perlindungan
dari kompetitor didalam lingkungan tanah, selain itu bakteri mendapatkan sarana
transportasi menuju haemolimp serangga yang kaya akan nutrisi. Disisi yang lain
bakteri membantu nematoda membunuh serangga dengan potensi patogenik yang
dimlikinya, bakteri juga menyediakan sumber nutrisi untuk pertumbuhan dan
perkembangan nematoda, dan juga menekan kontaminasi bangkai inang dari
mikroorganisme tanah lain (Gaugler, 2001).

Siklus hidup masing-masing komplek antara bakteri-nematoda nampak
sama, namun dengan penyorotan lebih dekat perbedaan antara Heterorhabditis-
Photorhabdus dan Steinernema-Xenorhabdus dapat lebih dibedakan. Photorhabdus
luminencens dan Xenorhabdus nematophila merupakan spesies yang secara ekstensif
banyak dipelajari mewakili genus Photorhabdus dan Xenorhabdus. Perbedaan dari
mayoritas karakter fenotip bakteri tersebut menampakkan perbedaan yang penting. P.
luminencens memiliki aktivitas katalase, bioluminenscent positif, memproduksi
antibiotik hidroksistiloen dan pigmen warna anthraquinon. Kristalin protoplasmik
terdiri dari 11.6 kDa (CipA) atau 11.3 kDa (CipB) (kristal protein). Secara garis
besar, tetapi tidak semua strain P. luminencens memiliki aktivitas urease,
memproduksi indol dan mampu menghidrolase aeskulin. Berbeda dengan X.
nematophila, pada bakteri ini tidak ditemukan aktivitas katalase, bakteri ini
memproduksi bahan antimikroba (xenocoumacins, xenorhabdins, beberapa derivat
indol), tidak memiliki pigmen warna dan memproduksi kristalin protoplasmik dari
komponen 26 kDa atau 22 kDa kristal protein. X. nematophila tidak memiliki
aktivitas urease, produksi indol atau hidrolase aeskulin (Boemare dan Akhurst, 1988).

Sebagian besar bakteri simbion-nematoda memiliki virulensi yang tinggi

ketika diinjeksi secara langsung ke tubuh larva serangga. ini terbukti jelas bakteri
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berhasil berkembangbiak dalam tubuh serangga dengan menekan respon imunnya.
beberapa spesies bakteri simbion tidak toksik ketika diinjeksikan secara langsung
akan tetapi mereka bersifat toksik ketika menginfeksi bersama dengan masing-masing
vektornya (nematoda) (Gaugler, 2001). Disini tampak bahwa masing-masing bakteri
simbion-nematoda memiliki perbedaan strategi dalam menekan respon imun
inangnya.

Serangga memiliki respon pertahanan seluler ketika bakteri menginfeksi
berupa fagositosis. Ketika sejumlah bakteri terdapat pada haemolimp maka
permukaan sel hemosit yang aktif memanjang membentuk filopodia dan merekat
pada sel bakteri, lalu bergabung dengan matriks ekstraseluler membentuk nodul. Pada
akhirnya nodul keluar dari sistem sirkulasi umum serangga menuju jaringan lemak.
Namun bakteri simbion-NEP sangat mampu toleransi atau tahan terhadap respon
pertahanan seluler serangga dikarenakan bakteri simbion-NEP memiliki fase
pertumbuhan yang sangat cepat. Serangga juga memiliki respon imun humoral yakni
menghasilkan enzim haemolimp seperti lisozim yang dapat mendegradasi dinding sel
bakteri, namun bakteri simbion-NEP juga mampu tahan terhadap enzim tersebut
(Dunn, 1986).

Bakteri simbion-NEP menggunakan ketahanannya dalam haemolimp
serangga untuk menghambat aktifasi enzim phenoloxidase, enzim phenoloxidase
berperan dalam mengaktifkan reaksi perubahan senyawa tirosin menjadi
dihydroxyphenylalanin. Modifikasi senyawa phenylalanine dapat mengikat
permukaan bakteri untuk memulai proses melanisasi. Peran melanisasi pada respon
pertahanan serangga yaitu untuk opsonisasi (penandaan) proses perlekatan sel bakteri
pada hemosit. Akan tetapi bakteri simbion Xenorhabdus spp. memiliki senyawa
lipopolisakarida yang dapat mencegah pembentukan prophenoloxidase menjadi
phenoloxidase (forst dan Nealson, 1996).

Haemolimp merupakan sumber protein, dan bakteri dapat tumbuh melimpah
didalam haemolimp inang (Gaugler, 2001). Pada tahap ini, secara normal, larva

serangga mati setelah 24-48 jam bakteri menginfeksi. Selama fase stasioner, bakteri
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memproduksi beberapa molekul, mencakup antimikroba dan eksoenzim yang sangat
penting bagi hubungan timbal balik (simbiosis) dengan nematodanya. Ketika bakteri
dikulturkan pada media artifisial (buatan), bakteri simbion memproduksi berbagai
kombinasi protease, Kitinase, dan lektinase selama fase post-eksponensial dari
pertumbuhannya (Akhurst dan Boemare, 1990). Senyawa-senyawa tersebut dapat

merombak (biokonversi) bangkai inang menjadi sumber makanan bagi nematoda.

2.2 PCR ( Polymerase Chain Reaction )

PCR (Polymerase Chain Reaction ) merupakan suatu reaksi in vitro untuk
menggandakan jumlah molekul DNA pada target tertentu dengan cara mensintesis
molekul DNA baru yang berkomplemen dengan molekul DNA target dengan bantuan
enzim DNA polymerase dan oligonukleotida sebagai primer dalam suatu termocycler.
Primer yang berada sebelum daerah target disebut sebagai primer forward dan yang
berada setelah daerah target disebut primer reverse. Teknik PCR digunakan untuk
memperbanyak sekuen DNA tertentu dengan waktu relatif singkat (beberapa
jam). Dengan PCR, molekul DNA dapat diperbanyak sampai jutaan kopi. oleh
karena itu teknik ini bisa disebut amplifikasi DNA. Dalam teknik PCR,
diperlukan juga dNTP yang mencakup dATP (nukleotida berbasa Adenine), dCTP
(Cytosine), dGTP (Guanine) dan dTTP (Thymine). Beberapa komponen penting yang
dibutuhkan dalam reaksi PCR adalah: DNA target, primer, enzim Tag DNA
polymerase, deoxynucleoside triphosphat (dNTP), dan larutan penyangga (buffer)
(Muladno, 2002).

PCR melibatkan banyak siklus yang masing-masing terdiri dari tiga tahap
berurutan, yaitu pemisahan (denaturasi) rantai DNA templat, penempelan (annealing)
pasangan primer pada DNA target dan pemanjangan primer (extension) atau reaksi
polimerisasi yang dikatalisis oleh DNA polymerase. Tiga tahap pada siklus PCR
adalah sebagai berikut:

1. Denaturasi. Selama proses denaturasi, DNA untai ganda akan membuka menjadi

dua untai tunggal. Hal ini disebabkan karena suhu denaturasi yang tinggi
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menyebabkan putusnya ikatan hidrogen diantara basa-basa yang komplemen. Pada
tahap ini, seluruh reaksi enzim tidak berjalan, misalnya reaksi polimerisasi pada
siklus yang sebelumnya. Denaturasi biasanya dilakukan antara suhu 90°C — 95°C.

2. Penempelan primer (annealing). Primer akan menuju daerah yang spesifik yang
komplemen dengan urutan primer. Pada proses annealing ini, ikatan hidrogen
akan terbentuk antara primer dengan urutan komplemen pada templat. Proses ini
biasanya dilakukan pada suhu 50°C — 60°C. Selanjutnya, DNA polymerase akan
berikatan sehingga ikatan hidrogen tersebut akan menjadi sangat kuat dan tidak
akan putus apabila dilakukan reaksi polimerisasi selanjutnya, misalnya pada 72°C.

3. Reaksi polimerisasi (extension). Umumnya, reaksi polimerisasi atau perpanjangan
rantai ini, terjadi pada suhu 72°C. Primer yang telah menempel tadi akan
mengalami perpanjangan pada sisi 3’nya dengan penambahan dNTP yang
komplemen dengan templat oleh DNA polimerase.

Didalam proses PCR, terjadi siklus yang berulang. 1 copy DNA setelah satu
siklus akan menjadi 2 copy, sesudah 2 siklus akan menjadi 4, sesudah 3 siklus akan
menjadi 8 copy dan seterusnya. Sehingga perubahan ini akan berlangsung secara
eksponensial (Gaffar, 2007). Seperti pada Gambar 2.2, siklus PCR biasanya
berlangsung 35-40 siklus.

4th ﬁe
= target gene _4 =
e
—< ———
w—m —
= 2nd cycle ——
— e
— f—
— o —_
= —
= < _—
e — - 1R CYClE — —p  35th cyde
templatze DNA <
— < —
=
— < —
=<=
5
4 copies GCOples 16 copies 32 copies 2 = 68 billion copies

Gambar 2.2 llustrasi Amplifikasi PCR (Sumber: Vierstraete, 1999)

Produk PCR adalah Amplikon (segmen DNA) yang berada dalam jumlah

jutaan copy, tetapi tidak dapat dilihat dengan mata telanjang. Oleh karena itu perlu
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adanya visualisasi produk PCR vyaitu dengan cara elektroforesis gel agarosa. Selain
untuk mendeteksi, elektroforesis gel agarosa juga bertujuan untuk mengetahui ukuran
Amplikon dan mengetahui kesesuaian amplikon dengan yang diinginkan (Gaffar,
2007). Hasil elektroforesis gel agarosa dapat dilihat pada UV eliminator.

2.3 16S rRNA sebagai Dasar Identifikasi secara Molekuler & Penentuan Pohon
Filogeni

Identifikasi bakteri dapat dilakukan dengan analisis fenotipik dan analisis
genotipik. Analisis fenotipik yaitu cara identifikasi dengan menganalisis karakter
morfologi, sifat fisiologis atau biokimia, sedangkan analisis Genotipik yaitu
identifikasi dengan mengalisis gen secara molekuler (Hadioetomo 1993). Beberapa
tujuan identifikasi dengan menggunakan karakter fenotip sebagian besar dapat
terpenuhi, namun terdapat juga beberapa keterbatasan dalam mengindentifikasi
bakteri secara fenotipik. Seperti adanya bakteri yang pertumbuhannya menyulitkan
(tidak dapat dikulturkan), banyaknya variasi morfologi, reaksi biokimia yang
berubah-ubah, dan belum adanya pengenalan (rekognisi) karakter sebelumnya (Han
et al.,, 2002). Kemajuan teknologi telah mengatasi keterbatasan ini, salah satu
kemajuan yang diwujudkan yaitu identifikasi dengan cara menganalisis urutan
nukleotida 16S ribosomal RNA (16S rRNA), yang muncul sebagai metode
identifikasi yang akurat dalam mengidentifikasi bakteri (Drancourt et al., 2000).

rRNA (ribosomal RNA) merupakan salah satu jenis molekul dari tiga jenis
molekul RNA hasil transkripsi (tRNA, mRNA dan rRNA). rRNA dan protein
ribosomal membentuk suatu kompleks menjadi partikel ribonukleoprotein yang
disebut ribosom. Ribosom inilah yang berperan dalam sintesis protein (Gaffar, 2007).
Ribosom pada prokariot merupakan molekul dengan koefisien sedimentasi 70S dan
memiliki berat sekitar 2,7 x 10° Da. Ribosom ini terdiri dari dua subunit, yaitu
subunit kecil (small subunit) dengan koefisien sedimentasi 30S dan subunit besar
(large subunit) dengan koefisien sedimentasi 50S. Pada subunit 30S mengandung

molekul 16S rRNA dan 21 macam protein, dan pada subunit 50S terdiri atas 31
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protein dan 2 molekul rRNA vyaitu 23 rRNA dan 5S rRNA (Lewin, 1998)., (Gambar
2.3)

6S rRNA
r—’s (120
nucleotides)

23S rRNA

nudicotides)

Gambar 2.3 Struktur ribosom pada prokariot (Sumber: Usmle, 2012)

Di antara ketiganya, 16S rRNA merupakan rRNA yang paling sering
digunakan untuk mengidentifikasi bakteri, karena panjang basanya ideal yaitu 1540
nukleotida, sehingga informasi genetik yang dimilikinya cukup banyak dan lebih
mudah diolah (Madigan et al., 1997). Molekul 5S rRNA memiliki urutan basa terlalu
pendek yaitu sekitar 120 nukleotida, sehingga tidak ideal dari segi analisis statistika,
sementara itu molekul 23S rRNA memiliki struktur sekunder dan tersier yang cukup
panjang Yyaitu sekitar 2900 nukleotida, sehingga sulit untuk dianalisis (Pangastuti,
2006).

Identifikasi menggunakan molekul yang dikode gen 16S rRNA dikarenakan
beberapa alasan yaitu: (1) bersifat universal pada kelompok organisme prokariot
(2) urutan nukleotidanya bersifat konservatif dan variatif; (3) jumlahnya melimpah
dalam sel; (4) memenuhi ukuran untuk perhitungan secara statistika (tidak terlalu
panjang dan terlalu pendek); (5) ketersediaan informasi (data bank/database di
GenBank) (Madigan et al., 1997). Molekul 16S rRNA memiliki beberapa daerah
yang memiliki urutan basa yang relatif konservatif dan beberapa daerah urutan
basanya variatif. Perbandingan urutan basa yang konservatif berguna untuk
mengkonstruksi pohon filogenetik universal karena mengalami perubahan relatif

lambat dan mencerminkan kronologi evolusi bumi. Sebaliknya, urutan basa yang
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bersifat variatif dapat digunakan untuk melacak keragaman dan menempatkan galur-
galur dalam satu spesies (Pangastuti, 2006).

Informasi genetik pada molekul rRNA secara fungsional bersifat seragam
pada setiap organisme, yaitu terlibat dalam sintesis protein. Meski demikian, molekul
ini juga dapat berubah pada level struktur primer sambil tetap mempertahankan
struktur sekunder dan tersier yang homologus sesuai jarak evolusinya (Schluenzen
et al., 2000), sehingga hubungan filogeni (kekerabatan) dari taksa yang berdekatan
dapat dianalisis, dapat juga digunakan sebagai kronometer evolusi (Pangastuti, 2006).

Data urutan basa gen penyandi 16S rRNA memungkinkan digunakan untuk
mengkonstruksi pohon filogenetik yang dapat menunjukkan nenek moyang dan
hubungan kekerabatan organisme, tetapi organisme yang sekerabat atau identik
berdasarkan parameter ini belum tentu memiliki kesamaan secara fisiologi (Ward,
1998). Hal ini disebabkan gen penyandi 16S rRNA bukan merupakan suatu gen yang

fungsional untuk kelangsungan hidup dan adaptasi prokaryota pada lingkungan
tertentu.
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Gambar 2.4 Perbandingan Struktur sekunder 16 rRNA beberapa eubakteria pada posisi basa
179 sampai 220 (Sumber: Yamamoto et al., 1998)
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Gambar 2.4 menunjukkan adanya kekerabatan struktur sekunder 16S rRNA
antara spesies bakteri Sulfur-Turf NAK 9&14 dan spesies bakteri Sulfur-Turf GANI
3&4 (Yamamoto et al., 1998). Analisis gen penyandi 16S rRNA merupakan metode
yang praktis untuk identifikasi spesies, karena molekul ini bersifat ubikuitus (terdapat
pada semua mahluk), sehingga dapat dirancang suatu primer yang universal untuk
seluruh kelompok bakteri (Pangastuti, 2006). gen 16S-rRNA hasil amplifikasi PCR
disekuensing dengan mesin sequencer, pita yang terbentuk dideteksi oleh detektor
dan dianalisis dengan computer (Madigan et al., 2000).

2.4 Sekuensing (Penentuan Urutan Basa Nukleotida)

DNA menyimpan informasi genetik dalam bentuk urutan nukleotida.
Sekuensing DNA merupakan suatu metode yang digunakan untuk mengetahui urutan
nukleotida atau basa dalam suatu fragmen DNA (Gaffar, 2007). Metode sekuensing
merupakan salah satu terobosan utama dalam genetika molekuler yang dapat
mensekuensing potongan DNA secara cepat (Muladno, 2002). DNA target yang telah
diamplifikasi dengan bantuan PCR akan disekuensing sehingga urutan basa
nukleotida yang dikode akan diketahui, yang nantinya dapat dijadikan bahan untuk
identifikasi suatu bakteri.

Pada dasarnya ada dua macam metode sekuensing yang telah dikembangkan,
yaitu metode Maxam-Gilbert dan metode Sanger yang keduanya diperkenalkan pada
tahun 1977. Metode sekuensing yang paling banyak digunakan adalah metode
Sanger. Selain lebih mudah, praktis dan efisien, metode sanger juga sudah banyak
digunakan dan jutaan nukleotida dari berbagai spesies telah berhasil disekuensing
dengan metode Sanger ini (Muladno, 2002).

Pada metode Sanger dikenal dengan metode terminasi rantai, dan metode
Maxam-Gilbert dikenal dengan metode degradasi kimia (Brown, 2002). Metode
Maxam-Gilbert melibatkan degradasi kimiawi terhadap fragmen DNA yang akan
disekuensing. Mula-mula molekul DNA rantai ganda yang akan disekuensing dilabel

salah satu ujungnya menggunakan fosfat radioaktif, fragmen DNA yang sudah dilabel
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pada salah satu ujungnya dipotong tak sempurna (partial digest) dalam empat reaksi
kimia terpisah. Tiap reaksi membuat fragmen DNA tersebut terpotong pada basa
tertentu. Ini menghasilkan empat macam populasi fragmen DNA yang semua
ujungnya berlabel. Tiap populasi terdiri atas campuran fragmen DNA yang
panjangnya ditentukan oleh lokasi basa tertentu disepanjang fragmen DNA yang
disekuensing tersebut. Populasi fragmen DNA tersebut dipisahkan dengan cara
elektroforesis melalui gel polyacrilamida dan fragmen DNA yang berlabel pada
ujungnya tersebut akan terdeteksi melalui cara autoradiografi (Muladno, 2002).
Metode degradasi kimia (Maxam-Gilbert) memiliki kelemahan yaitu menggunakan
bahan kimia yang beracun dan berbahaya bagi kesehatan peneliti, sehingga hal ini
merupakan alasan mengapa saat ini penentuan urutan basa nukleotida (sekuensing)
lebih banyak yang menggunakan metode Sanger.

Pada metode terminasi rantai (Sanger) reaksi sekuensing dimulai dengan
reaksi PCR untuk memperbanyak fragmen DNA. Pada Prinsipnya metode Sanger
menggunakan pendekatan sintesis molekul DNA baru dan pemberhentian sintesis
tersebut pada basa tertentu. Untuk mensintesis molekul DNA, diperlukan dNTP
(Deoxynucleoside Triphospates) sebagai bahan utamanya, sedangkan untuk
menghentikan proses sintesis diperlukan ddNTP (Dideoxynucleoside Triphospates)
(Muladno, 2002). Metode Sanger memanfaatkan dua sifat enzim DNA polymerase
yaitu kemampuan untuk mensyintesis DNA dengan adanya dNTP dan
ketidakmampuan membedakan antara dNTP dan ddNTP (Sanger et al., 1977).

ddNTP tidak mempunyai gugus 3°-OH (hidroksil). ddNTP dapat
digabungkan oleh enzim taq polymerase pada untai DNA yang sedang disintesis
melalui gugus 5’ triphosphat. Namun, tidak adanya gugus 3’-OH mencegah
terbentuknya ikatan phosphodiester dengan dNTP berikutnya. Sintesis DNA tidak
mungkin dilanjutkan dan berhenti pada posisi ddNTP. Dengan demikian, jika satu
jenis ddNTP (misalnya ddATP) dicampur dengan dNTP dalam satu larutan reaksi,
terjadi kompetisi antara ANTP yang memperpanjang molekul DNA dan ddNTP yang

memberhentikan proses pemanjangan tersebut (Muladno, 2002). Hasil akhir dari
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reaksi tersebut adalah sejumlah potongan DNA yang panjangnya bervariasi
(bervariasi satu basa saja) dan basa terakhirnya sama bergantung dari ddNTP yang
digunakan.

Fragmen-fragmen hasil sekuensing dipisahkan dengan elektroforesis gel
polikakrilamid. setelah itu dilakukan pembacaan hasil elektroforesis (Gaffar, 2007).
Pembacaan hasil elektroforesis dapat dilakukan bila fragmen-fragmen DNA yang
terbentuk terlabeli. Pada awal perkembangan teknik DNA sekuensing, pelabelan
fragmen DNA dilakukan dengan menggunakan radioisotop (Gaffar, 2007). Label juga
dapat berbentuk fluoresen. Pelabelan dapat dilakukan terhadap primer maupun pada
ddNTP. Pelabelan yang dilakukan pada ddNTP (dye terminator labeling)
memberikan kemudahan karena reaksi sekuensing dilakukan hanya dalam satu
tabung. Lain halnya Jika pewarnaan fluoresen dilakukan pada primer, reaksi
pembentukan fragmen DNA harus dilakukan dalam empat tabung terpisah (Gaffar,
2007). Fragmen-Fragmen yang berfluoresen terbentuk karena inkorporasi ddNTP
yang terlabel oleh pewarna. Masing-masing ddNTP yang berbeda (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) akan membawa sebuah warna yang berbeda. Dengan demikian semua
fragmen yang diterminasi oleh metode Sanger (yang berujung pada ddNTP)
mengandung sebuah dye pada ujung 3’nya.

Saat ini dengan bantuan teknologi semua dapat dilakukan dengan otomatis
dan cepat dengan bantuan mesin sequencer, dengan divariasi menggunakan pewarna
berfluoresensi pada ddNTP dan dideteksi menggunakan detektor yang terhubung
dengan komputer sehingga langsung dapat diolah (Brown, 2010). Dengan
ditemukannya mesin Automated Capillary Sequencer, proses pemisahan fragmen dan
pembacaan urutan basa DNA dapat dilakukan dengan lebih mudah, cepat dan
otomatis. Hasil pembacaan mesin sequencer disebut elektroferogram, yaitu peak-peak

berwarna yang menunjukkan urutan basa DNA-nya seperti terlihat pada Gambar 2.5.
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Gambar 2.5 Prinsip sekuensing (Sanger) dengan pewarnaan flouresen pada ddNTP (Sumber:
Brown, 2010).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Mei sampai Oktober 2014 di
Laboratorium Hama dan Penyakit Tanaman (HPT) Fakultas Pertanian dan
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam Universitas Jember. Sekuensing DNA dilakukan di lembaga

sekuensing 1% Base Singapura.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah LAF (Laminar
Air Flow), tabung ulir (scrucap), inkubator, shaker, sentrifuge, mikropipet, tip,
eppendorf 1,5 ml dan 2 ml, Freezer, vortex, UV gel eluminator, mesin PCR,

elektroforesis, nanodrop, Sekuenser, kolom nukleospin Extract II.

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan yaitu media NB (Nutrien Broth), media NANR
(Nutrien Agar Neutral Red), media YS (Yeast Salt), PBS (Phosphat Buffer Saline),
EtBr (Ethidium Bromide), Buffer TBE (Tris Boric EDTA) 10x, 1% gel agarose,
Aquades steril, loading dye, 2x Master Mix (Qiagen Kkit), 2,5 pl primer BOX AIR,
1,25 pl forward primer 27F dan 533F (5 pmol/ul, konsentrasi akhir 0,25 pmol/ul),
1,25 ul reverse primer 907R dan 1492R (5 pmol/ul, konsentrasi akhir 0,25 pmol/ul)
dan 2 ul ekstrak DNA, DNA ladder 100bp dan DNA ladder 1kb sebagai marker, 200
ul buffer NT, 700 ul buffer NT3, 15-50 ul buffer NE (5 mM Tris/HCL, pH 8.5)

(komposisi bahan terlampir pada lampiran A).
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3.3 Prosedur Penelitian

Isolat bakteri yang digunakan dalam penelitian ini yaitu 4 isolat bakteri
simbion-NEP isolat lokal dan Heterorhabditis sp. koleksi Laboratorium Hama dan
Penyakit Tanaman (HPT) Fakultas Pertanian Universitas Jember dari daerah Bromo
Cemorolawang (CLO1), Ngadas (NGO1), Sapikerep (SKO1), dan bakteri simbion-
NEP Heterorhabditis bacteriophora (HBO01).

3.3.1 Isolasi Baktei Simbion

Haemolimp larva serangga yang terinfeksi NEP digoreskan pada media
NANR, kemudian diinkubasi suhu ruang selama 24 jam. Koloni bakteri simbion-NEP
mampu merombak senyawa NR (Neutral Red) yang ada pada media NANR sehingga

akan terlihat perubahan warna media disekitar munculnya koloni.

3.3.2 Isolasi DNA Genom

Metode yang digunakan untuk isolasi DNA Genom Bakteri adalah metode
Freeze and Thaw (modifikasi dari Tsai & Olson, 1991). Prinsipnya yaitu bakteri
dibekukan dalam freezer kemudian langsung dilakukan pemanasan (boiling) sehingga
sel bakteri akan pecah dan diharapkan DNA Genom keluar. Metode lisis secara fisik
relatif lebih efektif dibandingkan dengan metode yang lain karena lebih cepat, simpel
dan DNA yang dihasilkan cukup baik (Hurt et al., 2001). Koloni tunggal dari media
NANR ditumbuhkan pada media NB dan diinkubasi pada shaker + 16 jam pada suhu
ruang (+ 30°C). kultur cair yang tumbuh diambil 1000 pl dan dimasukkan dalam
eppendorf dan disentrifus selama 5 menit, 4°C, 13000 rpm, supernatan dibuang.
Perlakuan ini dilakukan sebanyak 3 kali atau beberapa kali sampai pelet yang
didapatkan cukup banyak. Pelet yang diperoleh dicuci dengan PBS 1000 pl kemudian
disentrifus selama 5 menit, 4°C, 13000 rpm. Perlakuan ini juga dlakukan sebanyak 3
kali. Pelet yang diperoleh disimpan pada suhu -20°C selama 24 jam untuk ekstraksi
DNA genom.
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Pelet beku diekstraksi dengan cara dididihkan selama 4 menit, kemudian
dilarutkan dengan 50 pl aquabides (ddH,O) steril dan diresuspensi dengan cara
mikropipeting dan vortex. Suspensi tersebut disentrifus selama selama 5 menit, 4°C,
13000 rpm. Supernatan yang diperoleh mengandung materi genetik dipisahkan
kemudian dilakukan running DNA genom, atau jika tidak langsung digunakan maka
dapat disimpan pada suhu -20°C.

Kualitas DNA genom dapat dilihat melalui elektroforesis yaitu dengan
menambahkan 1 pl loading dye pada 5 pl supernatan, kemudian dimasukkan dalam
sumuran gel yang mengandung EtBr. DNA ladder 1kb digunakan sebagai marker.
Elektroforesis dilakukan selama 60 menit pada 100 V dengan buffer TBE sebagai
running buffer. Gel dapat divisualisasi dengan meletakkan gel diatas UV gel
eluminator untuk melihat ada tidaknya pita DNA genom.

3.3.3 BOX PCR Untuk Menjaga Kemurnian dan Stabilitas Profil Genom lIsolat.

Kemurnian dan stabilitas profil genom isolat dapat ditentukan dengan BOX
PCR. Berbeda dengan PCR biasanya, metode BOX PCR hanya menggunakan satu
primer tunggal, yang disebut primer BOX-AIR (5°CTA CGG CAA GGC GAC GCT
GAC G3°). Primer tunggal ini akan berikatan dengan sekuen repetitif pada genom
bakteri yang selanjutnya akan dipolimerasi beberapa kali. Sekuen repetitif dari genom
bakteri terkonservasi dan bersifat spesifik untuk masing-masing spesies sehingga
perbedaan pada profil sekuen repetitif tersebut dapat digunakan untuk menentukan
polimorfisme genotip bakteri (Oda et al., 2002).

PCR dilakukan dalam 25 pl reaksi mengandung 8 ul aquabides steril, 12,5 pl
PCR Master Mix (Qiagen Kit), 2,5 pl primer (10 pmol/ul, konsentrasi akhir 10
pmol/ul) dan 2 ul DNA template. Gradien temperatur yang digunakan adalah : initial
denaturation 95°C selama 6 menit, 35 Cycles pada 94°C selama 1 menit, 54°C selama
1 menit, 65°C selama 8 menit, dan final extension pada 65°C selama 16 menit. Produk
PCR dapat dilihat melalui elektroforesis yaitu dengan menambahkan 5 pl produk

PCR pada 1 % gel agarose yang mengandung EtBr. DNA ladder 1kb digunakan
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sebagai marker. Elektroforesis dilakukan selama 60 menit pada 80 V dengan buffer
TBE sebagai running buffer. Visualisasi gel dapat dilakukan dengan meletakkannya
pada UV gel eluminator.

3.3.4 PCR DNA pengkode 16S rRNA

Isolat bakteri yang terlihat pita DNA genomnya diamplifikasi dengan
menggunakan primer DNA pengkode 16S rRNA yaitu 27F (5 AGA GTT TGA TCM
TGG CTG AG 3°), 533F (5 GTG CCA GCM GCC GCG GTA A 3’) dan 907R (5’
CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT 3°), 1492R (5 GGT TAC CTT GTT ACG ACT
T 3”) (Lane, 1991). PCR dilakukan dengan mereaksikan 15 pl aquabides steril, 25 pl
2x PCR Master Mix (Qiagen Kit), 1,25 ul forward primer (5 pmol/pl, konsentrasi
akhir 0,25 pmol/ul), 1,25 pl reverse primer (5 pmol/ul, konsentrasi akhir 0,25
pmol/ul) dan 2 pl ekstrak DNA. Gradien temperatur yang digunakan adalah initial
denaturation 95°C selama 5 menit, 9 siklus pada 94°C selama 1 menit, 56°C selama 1
menit, 72°C selama 1 menit, 24 siklus pada 94°C selama 1 menit, 53°C selama 1
menit, 72°C selama 1 menitserta final extension pada 72°C selama 10 menit.

Sebelum sekuensing, kualitas DNA dari produk PCR dilihat melalui
elektroforesis menggunakan marker DNA ladder 100 bp. Jika hasil elektroforesis
tersebut memuaskan yaitu pita DNA terihat jelas dan tidak ada mixing bands (pita

yang tercampur), maka dilakukan pemurnian produk hasil PCR.

3.3.5 Purifikasi DNA Hasil PCR

Produk PCR dmurnikan pada 1 % gel agarose mengikuti prosedur PCR clean-
up Gel Extraction NucleoSpin® Extract Il. Purifikasi hasil PCR dilakukan melalui
pemotongan gel agarose yang mengandung pita DNA hasil PCR. Potongan gel
ditimbang sebanyak 100 mg kemudian dimasukkan dalam eppendorf 1,5 ml dan
ditambahkan 200 pl buffer NT. Sampel diinkubasi selama 5-10 menit pada 50°C
kemudian divortex dengan kuat sampai potongan gel terebut sampai bisa bercampur.

Sampel kemudian dimasukkan dalam kolom NucleoSpin Extract 11 yang sebelumnya
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telah ditempatkan pada tabung koleksi (2 ml). Sentrifugasi dilakukan pada 11.000 x g
selama 1 menit sehingga cairan pada kolom akan pindah ke tabung koleksi. Cairan
pada tabung koleksi dibuang dan kolom NucleoSpin Extract Il ditempatkan kembali
pada tabung koleksi. Kemudian 700 pl buffer NT3 (buffer pencuci) ditambahkan ke
dalam kolom NucleoSpin Extract Il dan disentrifugasi pada 11.000 x g selama 1
menit sampai semua buffer pindah ke tabung koleksi. Cairan pada tabung koleksi
dibuang dan kolom NucleoSpin Extract Il ditempatkan kembali pada tabung koleksi.
Sentrifugasi dilakukan kembalipada 11.000 x g selama 2 menit untuk memindahkan
sisa-sisa buffer, karena sisa ethanol dari buffer NT3 dapat menghambat reaksi
subsekuen. Penghilangan sisa-sisa buffer secara total dapat dilakukan dengan
inkubasi kolom NucleoSpin Extract Il selama 2-5 menit pada 70°C. selanjutnya
kolom NucleoSpin Extract Il dipindahkan kedalam tabung 1,5 ml steril. DNA pada
kolom dielusi dengan 15-50 pl buffer NE dan diinkubasi pada suhu ruang selama 1
menit untuk meningkatkan hasil elusi DNA. Sentrifugasi dilakukan pada 11.000 x g

selama 1 menit sehingga diperoleh DNA murni.

3.3.6  Analisis Sekuen DNA Pengkode 16S rRNA

Penentuan urutan DNA murni (sekuensing) dilakukan dengan mengirimkan
DNA hasil purifikasi dari produk PCR ke 1% Base Singapura. Data kasar hasil
sekuensing selanjutnya dilakukan editing dan analisis menggunakan Bioedit software
(Tom Hall, Ibis Therapeutics). Setelah diketahui alignment sekuen DNA pengkode
16S rRNA dari masing-masing isolat maka sekuennya dibandingkan dengan database
gen 16S rRNA di Gene Bank menggunakan BLAST online software di (NCBI,

http://blast.ncbi.nIm.gov/Blast.cgi). untuk menentukan spesies dari isolat bakteri dan

hubungan kekerabatannya.
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Bakteri simbion diperoleh dengan cara menginfeksikan NEP terlebih dahulu
ke larva serangga umpan Galleria mellonella (Chaerani et al., 2007). Gejala larva
serangga terinfeksi NEP Steinernema sp. berwarna hitam, tidak ada perubahan
tekstur tubuh sebelum maupun setelah terinfeksi dan bangkainya tidak berbau
menyengat (busuk). Berbeda dengan gejala larva serangga terinfeksi NEP
Heterorhabditis sp. yang berwarna coklat kemerahan (oranye), tidak ada perubahan
tekstur tubuh sebelum maupun setelah terinfeksi, bangkainya tidak berbau menyengat
(busuk), bila dibedah jaringan tubuhnya agak lengket, berwarna coklat kekuningan
(Kaya dan Gaugler 1993)., jika demikian, dapat dipastikan bakteri simbion ada di
dalam cairan haemolimp umpan yang terinfeksi, seperti yang ditunjukkan pada
Gambar 4.1.

A B

S

Gambar 4.1 (A) Larva terinfeksi NEP Steinernema sp. (B) Larva terinfeksi NEP
Heterorhabditis sp. (Kamera CASIO EX-ZS5, edit dengan PICASA 39)

Media NANR (Nutrien Agar Neutral Red) digunakan sebagai media selektif
untuk membedakan antara koloni bakteri simbion-NEP dengan koloni bakteri lain,
koloni bakteri simbion-NEP mampu merombak senyawa NR (Neutral Red) pada
media NANR sehingga akan terlihat perubahan warna media disekitar tumbuhnya
koloni bakteri (Gambar 4.2).
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Gambar 4.2 (A) Media NANR eriI (B) Isolat bakteri simbion-NEP pada media NANR
(Kamera LG-E435, edit dengan PICASA 39)

Untuk memastikan lagi bahwa bakteri yang tumbuh pada media NANR
merupakan simbion-NEP, maka isolat bakteri ditumbuhkan dalam media cair YS
(Yeast Salt). Hasil pengamatan menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri pada
media Y'S setelah masa inkubasi. Hal ini ditandai dengan kekeruhan pada media YS.

Muchlisin dan Ekowati (2001) telah mengkarakterisasi bakteri simbion-NEP
berdasarkan karakter biokimia. Untuk karakterisasi lanjutan berdasarkan karakter
genotip menggunakan sekuen DNA pengkode 16S rRNA sebagai kunci identifikasi,
maka dilakukan isolasi DNA genom bakteri simbion-NEP sebagai templat PCR,
untuk BOX PCR yang mengamplifikasi sekuen repetitif, dan PCR 16S rRNA yang
mengamplifikasi sekuen DNA pengkode 16S rRNA.

Hasil isolasi DNA genom bakteri simbion-NEP ditunjukkan pada Gambar 4.1,
dari empat lokasi asal bakteri simbion, semuanya nampak adanya pita DNA yang
berada diatas pita marker teratas, dapat dipastikan bahwa pita DNA yang muncul
merupakan pita DNA genom bakteri simbion-NEP, bukan DNA plasmid maupun
DNA organel (mitokondria atau kloroplas). DNA genom bakteri memiliki ukuran
diatas 1 Mbp, misalkan DNA genom E. coli yaitu berukuran 4.6-Mbp (Binnewies et
al, 2006)., DNA plasmid memiliki ukuran relative kecil sekitar 1-300 Kb, sedangkan
DNA organel (mitokondria atau Kkloroplas) tidak terdapat pada sel bakteri,

dikarenakan sel bakteri tidak memiliki organel tersebut.
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Gambar 4.3 Visualisasi Hasil Isolasi DNA Genom Bakteri Simbion-NEP Isolat Lokal Asal
Bromo. Marker 1Kb, 1. Bakteri Simbion-NEP CLO01, 2. NGO01, 3. SKO01, 4.
HBO1 (Kamera SONY D5322, edit dengan PICASA 39)

4.1 Kekerabatan Isolat Lokal Bakteri Simbion-NEP berdasarkan Sekuen DNA
Pengkode BOX A1R

Pada genom bakteri terdapat sekuen DNA berulang (repetitive DNA),
conserved DNA (DNA yang dilestarikan). BOX PCR merupakan metode penyalinan
DNA berbasis PCR dengan menggandakan salinan DNA target yaitu repetitif DNA
menggunakan primer BOX A1R (5°CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G3’).
BOX PCR dilakukan untuk mengamati profil sidik jari genom dengan melihat
perbedaan atau kesamaan pola migrasi pita DNA. Jumlah pita DNA akan terlihat
lebih jelas dan lebih banyak, sehingga terlihat jelas perbedaan pada profil genom
masing-masing isolat bakteri (Savas et al., 2009). Data hasil analisis dari BOX PCR
dapat digunakan sebagai data tambahan untuk perbandingan dengan hasil data PCR
16S rRNA.
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Gambar 4.4 Profil Genom Bakteri Simbion-NEP Isolat Lokal Asal Bromo berdasarkan BOX
PCR. Marker 1Kb, 1-5. Bakteri Simbion HB01, HB02, HB03, HB04, HBO5 6-

7.SK01, SK02 8-9. CL01, CL02 10. NG01 (Kamera SONY D5322, edit dengan
PICASA 39)

Hasil BOX PCR pada Gambar 4.4 menunjukkan bahwa masing-masing
isolat bakteri simbion HB, SK, CL, dan NG terdapat diversitas genetik. Data hasil
BOX PCR digunakan pembuatan kontruksi pohon filogeni untuk analisis kekerabatan
antar isolat-isolat bakteri simbion-NEP isolat lokal Bromo (Gambar 4.5). dan

selanjutnya dilakukan identifikasi dengan mengamplifikasi gen pengkode 16S rRNA.
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Gambar 4.5 Pohon filogeni bakteri simbion berdasarkan pola migrasi hasil BOX PCR
mengunakan Clad97
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4.2 Providencia vermicola, Bakteri Simbion-NEP Isolat Lokal Cemorolawang
dan Sapikerep

DNA pengkode 16S rRNA bakteri simbion-NEP diamplifikasi menggunakan
dua pasang primer universal 16S rRNA, vyaitu 27F (5 AGA GTT TGA TCM TGG
CTG AG 3’), 533F (5° GTG CCA GCM GCC GCG GTA A 3’) dan 907R (5’ CCG
TCA ATT CMT TTG AGT TT 3°), 1492R (5> GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3°)
(Lane, 1991). Masing-masing pasangan primer akan mengamplifikasi daerah
variabelnya, sehingga dengan dua pasang primer, diharapkan semua gen pengkode
16S rRNA dapat teramplifikasi (Gambar 4.6).

16S tRNA gene

SER 10

JONSERVED YNS: unspecific applications C |
VARIABLE REGIONS: group or species-specific applications

Gambar 4.6 Posisi dua Pasang Primer Mengamplifikasi Gene 16S rRNA untuk Memperoleh
Sekuen Utuh.

Pasangan primer 27F-907R akan menghasilkan pita DNA berukuran sekitar
873 bp, akan tampak sejajar dengan pita DNA marker yang berukuran 900 bp.
Sedangkan pasangan primer 533F-1492R akan menghasilkan pita DNA berukuran
sekitar 959 bp, akan tampak sejajar dengan pita DNA marker yang berukuran 1000
bp. Hal serupa juga diperoleh Fitiyah dan Dwitanto (2011) yang menggunakan dua
pasang primer yang sama diatas untuk mengamplifikasi sekuen DNA pengkode 16S
rRNA.
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marker

Gambar 4.7 Visualisasi Hasil Amplifikasi DNA Pengkode 16S rRNA Bakteri Simbion-NEP.
Marker 1Kb; 1,2. Bakteri Simbion CLO1 533F-1492R, 27F-907R; 3,4. Bakteri
Simbion NGO01 533F-1492R, 27F-907R; 5,6. Bakteri Simbion SK01 533F-
1492R, 27F-907R; 7,8. Bakteri Simbion HB01 27F-907R,533F-1492R (Kamera
SONY D5322, edit dengan PICASA 39)

Pada Gambar 4.5 terlihat pita tunggal hasil produk PCR 16S rRNA pada
hasil visualisasi elekroforesis gel agarosa 1%, hal ini mengindikasikan bahwa kedua
pasang primer dapat mengamplifikasi secara spesifik fragmen DNA yang diharapkan.
Dari hasil visualisasi PCR 16S rRNA, maka semua sampel selanjutnya dilakukan
proses sekuensing.

Untuk keperluan sekuensing DNA Pengkode 16S rRNA agar mendapatkan
hasil sekuensing dengan kualitas yang baik, maka DNA yang disekuensing harus
DNA 16S rRNA murni, tidak terkontaminasi pengotor ataupun sisa-sisa reaksi PCR.
Kualitas kemurnian DNA sampel yang baik yaitu memiliki nilai rasio absorbansi
AzsolAzgo antara 1,8-2,0. Nilai rasio absorbansi yang kurang dari 1,8 diindikasikan
DNA sampel terkontaminasi protein, sedangkan jika nilai rasio absorbansi lebih dari
2,0 diindikasikan DNA terkontaminasi RNA (Sambrook and Russell, 2001).

Hasil purifikasi DNA hasil PCR 16S rRNA sampel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dan 8
pada Gambar 4.6 memiliki konsentrasi DNA secara berutan: 60 ng/ul, 56 ng/ul, 27
ng/ul, 37 ng/ul, 32 ng/ul, 45 ng/ul, 49 ng/ul dan 47 ng/ul menurut hasil pengukuran

konsentrasi dan kemurnian menggunakan nanodrop. Sedangkan nilai rasio absorbansi
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Ausol Azgo kemurnian masing-masing DNA sampel secara berurutan: 1.59, 1.49, 1.73,
1.68, 1.80, 1.68, 1.35, 1.80.
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Gambar 4.8 Visualisasi hasil Purifikasi DNA Pengkode 16S rRNA Bakteri Simbion-NEP.
Marker 1Kb; 1,2. Bakteri Simbion CLO1 27F-907R,533F-1492R; 3,4. Bakteri
Simbion NGO1 27F-907R ,533F-1492R; 5,6. Bakteri Simbion SK01 27F-
907R,533F-1492R; 7,8. Bakteri Simbion HBO0l1 27F-907R,533F-1492R
(Kamera SONY D5322, edit dengan PICASA 39)

Pengukuran konsentrasi DNA dapat juga dihitung dengan membandingkan
intensitas pita DNA sampel hasil purifikasi dengan intensitas konsentrasi pita DNA
marker, pada kertas manual nilai konsentrasi DNA marker. Adapun kekurangannya
adalah tidak dapat diketahui nilai kuantitatif konsentrasi DNAnya, karena dilakukan
pengamatan visual, selain itu pengamatan secara visual bersifat subyektif.

Berdasarkan hasil pembacaan urutan basa nukleotida (sekuensing) hasil PCR
16S rRNA, diperoleh sekuen dengan jumlah nukleotida yang bervariasi. Hasil editing
dan analisis gabungan pensejajaran sekuen (Pairwise Sequence Alignment)
(Lampiran C), didapatkan 3 isolat yang memungkinkan untuk dianalisis lebih lanjut
terkait DNA pengkode 16S rRNA-nya. Isolat tersebut adalah CL01 (1450 pb), SKO1
(1425 pb), dan NGO1 (1203 pb) (Lampiran B). Analisis homologi sekuen DNA
pengkode 16S rRNA digunakan BLAST software pada GeneBank (NCBI,
http://blast.ncbi.nlm.gov/Blast.cgi). Isolat bakteri simbion NG01 memiliki kemiripan

dengan sekuen bakteri Pseudomonas aeruginosa Strain SNP0614 dengan persentase
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kemiripan 98%. Sementara itu isolat CLO1 dan SKO1 memiliki kemiripan dengan
sekuen bakteri Providencia vermicola Strain OP1 dengan persentase kemiripan 99%
seperti terlinat pada tabel 4.1. Bakteri Pseudomonas aeruginosa Strain SNP0614
merupakan bakteri yang dapat diisolasi dari tumbuhan, hewan, dan manusia.
Kelompok bakteri ini dapat ditemukan di kolam renang, bak mandi, pelembab
ruangan, tanah dan sayuran. bakteri Pseudomonas aeruginosa dapat bersifat patogen
terhadap manusia (Pollack, 1995). Bakteri Pseudomonas aeruginosa Strain SNP0614
bukan tergolong dalam bakteri yang bersimbiosis dengan nematoda entomopatogen.
Bakteri ini kemungkinan berasal dari kontaminan dari tanah ataupun dari hewan
umpan larva Galleria mellonella pada saat dilakukan isolasi bakteri, kemungkinan
kontaminasi terjadi karena serangga umpan mati bukan karena infeksi nematoda

entomopatogen.

Tabel 4.1 Beberapa Nama Spesies Bakteri yang Memiliki Kemiripan Terdekat
dengan |Isolat Bakteri Simbion CLO01 Berdasarkan Urutan Basa
Nukleotida DNA Pengkode 16S rRNA pada Gene Bank.

Max  Total Query| E

Description Ident  Accession
score score cover value

I™ Providencia vermicola strain OP1 168 ribosomal RNA gene, complete sequence 2654 2654 99% 0.0 99% NR 0424151
" Providencia rettoer strain NCTC 11801 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2638 2638 99% 0.0 9%% NR 1158801
™ Providencia retiaeri strain DSM 4542 188 ribosomal RNA gene, complete sequence 2638 2638 99% 00 99% NR 0424131
[ Providencia burhodoaranariea strain B 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 290 2590 99% 0.0 99% NR 1049141
I" Providencia snesbia strain A 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2680 2580 99% 0.0 99% NR 1043131
[7 Providencia stuartii MRSN 2154 strain MRSN 2154 168 ribosomal RNA complete sequence 2579 2579 99% 0.0 99% NR 1020781
I" Providencia rustigiani strain DSH 4541 188 ribosomal RNA gene, complete sequence 273 573 99% 00 99% NR 0424111
" Providencia alcalifaciens strain NCTC 10288 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 511 511 9% 00 99% NR 115879.1
I" Providencia stuarii strain ATCC 20914 168 ribosomal RNA gene, parial sequence 2571 2571 9% 0.0 99% NR 0248481
I" Providencia rustiaianii strain NCTC 11802 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 2062 2562 99% 00 99% NR 1158811
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Dari Tabel 4.1 menunjukkan nilai homologi isolat bakteri simbion CLO1
dengan sekuen 16S rRNA bakteri Providencia vermicola Strain OP1, tercover nilai
total pasangan basa (total score) 2654, nilai kesamaan pasangan basa (max score)
2654, presentase analisi keseluruhan (query coverage) 99%, presentase kesalahan (E
value) 0.0, dan presentase tingkat kemiripan (max identity) 99% dari sekuen utuh.
Menurut taksonomi, Providencia vermicola termasuk dalam Kingdom Bacteria,
Filum Proteobacteria, Kelas Gammaproteobacteria, Ordo Enterobacteriales, Famili
Enterobacteriaceae, Genus Providencia.

“Proteus hauseri strain DSM 14437 16S nbosomal RNA gene, partial sequence

;ancu‘ mirabiles HI4320 strain HI4320 168 nbosomal RNA. complete sequence

9 Proteus mirabiles strain NCTC 11938 168 ribosomal RNA pene, partial sequence

ghmm arabilis strain ATCC 29906 16S ribosomal RNA gene. partial sequence

9 © % Proteus nsrabilis strain JCM 1669 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
< Proteus valgars strain ATCC 20903 165 nbosomal RNA gene. panial sequence
S Cos nuaca myxofaciens strain NCIMB 13273 168 ribosomal RNA gene, partial seque e
< Xenorhabdus innexi strain DSM 16336 168 nbosomal RNA gene, partial sequence

e « Xenodhabxdus poinarii steain DSM 4768 168 ribosomal RNA genie, complete sequence
< 5 " Xenorhabdus szentirman Moain DSM 16338 165 nbosomal RNA gene, partial sequene
) + Xeoochabdus maukeonii strain VOO 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
# Xenorhabdus miraniensis strain Q1 168 rnibosomal RNA gene, partial sequence
s Y o Xenorhabdus bedlimgii srain DSM 3764 168 ribosonul RNA gene, pantial sequen
9 » Xenorhabdus beddingsi drain DSM 4764 168 ribosomal RNA gene, complete sov

5 Xevorhabxdus pematophila steain DSM 3370 165 nbosoemal RNA genc, complety
# Xenorhabdus nematopbila drain DSM 3370 168 ribosomal RNA gene, partial
+ Xenochabxlus boviensi 5S-2004 strain S5-2004 165 nbosomal RNA. complete sequence
9 & Xenorhabdus hominickii strain KEOL 168 ribosopad RNA gene, partial sequence
S Morganctla morganii steain ML 165 ribosomal RNA geae, partial sequence
S Morganella morganii subsp. morgani KT 168 nibosomal RNA, complete sequence
“ Morgancila morganii strain ATOC 25830 168 nibosomal RNA pene, partal sequence
S Morganetls morganit strain JOM1672 168 ribosomal RNA gene, pantial sequence
s “Morganells morganii strain NBRC 3848 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Motpull psychrotolerans train U3 168 sibosomal RNA gene, partial sequence
psychrotolerans strain U273 168 ribosomal RNA gene, partial sequenioe
9 o Moellerella wisconsensis strain 2896-78 165 ribosonsal RNA gene, complete sequee
 Providencia stuartii strain DSM 4539 16S nbosomal RNA gene, compiéle sequence
¥ Providencla tuanii strain ATCC 29914 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
2 "0 Providencia stuartii MRSN 2154 strain MRSN 2154 168 ribosomal RNA, complete sequence
“ Providencia thailandensis strain CL2 165 ribosomal RNA gone. partial sequence
< Providencia barhodogranariea strain B 168 ribosomal RNA pene, pantial sequence
9 ® 3l'm~idmda rustigianii stram DSM 4531 168 ribosoaal RNA pene. complele sequeonce
‘Mnmmﬂgnmmnm 11802 168 ribosonal RNA gene, partial sequence
9 - Providencaa alcalifacions stram NCTC 10286 168 ribosomal RNA gene. pantial sequence
? Providencia akealifaciens strain C1 PR2.90 165 ribosommal RNA gene, complete equence
,-'nmudam heimbachae strain MUA 2.110 168 ribosomal RNA gene, complete sequence
4 “ Providencia heimbachae strain NCTC 12003 16S ribosomal RNA gene, partial soquence
7 Providencia snechia strain A 165 nbosomal RNA gene, partial sequence
001 o QJMdmchnlpenmhmllml lﬁMRMg«n pantial sequence
'_'._.l + * Providencia rettgeri strain DSM 4542 168 ribosonal RNA pene, complete sequence
2RI41931
% Providdencia venmicols strain OP1 168 riboscaial RNA gene, complele sequence

Gambar 4.9 Pohon Filogeni kedekatan antara isolat bakteri simbion CLO1 dengan isolat
bakteri yang terdapat di Gene Bank BLAST NCBI (PrintScreen AXIOO
CENTAUR)
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Gambar 4.9 menunjukkan rekontruksi pohon filogeni bakteri simbion CL01
yang berkerabat dekat dengan bakteri Providencia vermicola Strain OP1 membentuk
satu cluster (cabang). Providencia vermicola Strain OP1 merupakan bakteri Gram
negatif, koloni sirkular, diameter koloni 1.8 — 2.2 mm, menggilap, berlendir,
cembung, buram dengan bagian tengah kecoklatan, pada media MacConkey agar
koloni berwarna merah muda, dan pada media NBTA koloni berwarna krim.
Oksidase negatif, katalase positif, mereduksi urease dan nitrat, mampu
memfermentasi glukosa, dapat tumbuh sampai suhu 41°C dan diisolasi dari nematoda
stadium infektif juvenile jenis Steinernema thermophilum, yang diambil dari pertanian
New Delhi, India (Somvanshi et al., 2006).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil BOX PCR, terdapat diversitas genetik pada isolat-isolat
bakteri simbion-NEP isolat lokal asal Bromo Jawa Timur. Hasil analisis sekuen gen
pengkode 16S rRNA menunjukkan bahwa dua sekuen isolat CLO1 dan SKO1
merupakan bakteri simbion Providencia vermicola yang bersimbion dengan NEP

jenis Steinernema thermophilum dengan presentase kemiripan 99%.

5.2 Saran

Penelitian ini dapat dilanjutkan mengenai identifikasi sekaligus isolasi gen penyandi
toksin insektisidal bakteri simbion-NEP isolat lokal. Dapat juga dikembangkan ke
arah produksi bioentomotoksin bakteri simbion secara masal untuk pengembangan

pertanian organik di Indonesia.
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Lampiran A. Komposisi Media dan Larutan

No Nama Media/Larutan

Bahan Komposisi Ket
(per1lL)
1 Media NANR Nutrien Broth 13 gr
Bacto Agar 14 gr
Neutral Red 3mg
Akuades 1000 ml
2 Media NB Nutrien Broth 13 gr
Akuades 1000 ml
3 Media YS NH4H,PO, 0.5 ar
Kz HPO, 0.5¢gr
MgSO,47H,0 0.2gr
Yeast Ekstrak 59r
Akuades 1000 ml
4 Larutan PBS NaCl 8gr pH=8.0
KCI 0.2 gr
Na;HPO,4 1.44 gr
KH; PO4 0.24 gr
Akuades 1000 ml
5 Larutan TBE 10x Tris Base 108 gr
Boric Acid 55 gr
EDTA 7.44 gr
Aquades Steril 1000 mi
6 Gel Agarose 1% Agarose 10 gr
TBE 1x 1000 ml
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Lampiran B. Sekuen 16S rRNA Utuh Isolat Bakteri Simbion-NEP Lokal Asal
Bromo Jawa Timur dengan Primer 27F, 907R, 533F dan 1492R

Sampel

Sekuen

Jumlah pb

1.

Isolat CLO1

CTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGT
CGAGCGGTAACAGGGGAAGCTTGCTTCTCGCTGACGAGCG
GCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGA
GGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAAT
CTCTTAGGAGCAAAGCAGGGGAACTTCGGTCCTTGCGCTA
TCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGAGGTAA
TGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCA
AGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCCTA
GGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGGGAGGAAGGCGTTGATG
CTAATATCATCAACGATTGACGTTACCGACAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGG
TGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC
AGGCGGTTGATTAAGTTAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAA
CCTGGGAATGGCATCTAAGACTGGTCAGCTAGAGTCTTGT
AGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCT
GGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGA
TGTCGATTTGAAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTTCGGA
GCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAGATGCTT
TAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTG
TCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTCGGTCGG
GAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGG
CTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGAC
CTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTACGTCGTAGTC
CGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGG
GTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGC
TTACCACTGTCG

1450 pb

2.

Isolat CLO1

CCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGGGGAAGCTTGC
TTCTCGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGG

1425 pb
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GGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGT
AGCTAATACCGCATAATCTCTTAGGAGCAAAGCAGGGGAA
CTTCGGTCCTTGCGCTATCGGATGAACCCATATGGGATTAG
CTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT
GTATGAAGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCG
GGAGGAAGGCGTTGATGCTAATATCATCAACGATTGACGT
TACCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTTAGATGT
GAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAATGGCATCTAAGACTG
GTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTG
GCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGAAGGTTGTTCCCTT
GAGGAGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCC
TGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGA
ACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGA
CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGT
TGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
TGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCG
TATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACT
CATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCG
ACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAA
TGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGC
TTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTGT

3.

Isolat NGO1

AGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAAGTGGTCT
GAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
AGAATCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
TGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCCCCTGTGTGAAGA
AGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCTGTTGGGAGGAAGG
GCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTATTGACGTTACCAACAGA
AGAAGCCCCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCC

1203 pb
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GGGCTCACCCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAG
AGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCCGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAG
TGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAG
AGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCAC
CTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGG
GTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGA
TCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAG
TCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTAACCGCAAGG
GGACGT
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Pensejajaran sekuen 16S rRNA Isolat CL01 dan SKO01 dengan

Lampiran C.

la Pada Gene Bank

la vermico

sekuen 16S rRNA Utuh Providenc
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