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IDENTIFIKASI BAKTERI  Pseudomonas ISOLAT J DAN R
PENDEGRADASI LINIAR ALKILBENZEN SULFONAT (LAS)
BERDASARKAN SEKUEN 16S rDNA
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ABSTRAK

BakteriPseudomonasolat J dan R indigenus ekosistem sungai di Kota
Malang efektif dalam mendegradasi deterjfseudomonassolat R
diketahui memiliki kekerabatan paling tinggi dengBseudomonas
stutzeriphen 8 dan isolat J deng&seudomonas pseudoalcaligenes
LMG 1225 dan dengafPseudomonas oleovora@SM 1045. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui tingkat kekatan
Pseudomonassolat J terhadap strain-strain acuan anggota &pesi
Pseudomonas pseudoalcaligengsn Pseudomonas oleovorarserta
Pseudomonasisolat R denganPseudomonas stutzetberdasarkan
sekuen 16S rDNA. Penelitian dilakukan dengan kolé&ta dari NCBI,
analisis kekerabatan isolat uji (isolat J dan Ripgyaliperoleh dari
penelitian terdahulu dengan strain-strain acuang ydiperoleh dari
NCBI, analisishaplotypedan penggambararetwork Hasil penelitian
menunjukkan bahwa nilai matriks similaritas antasalat J
dengarPseudomonas oleovoraRS1 98 %, sedangkan isolat J dengan
Pseudomonas pseudoalcaligenegtrain E57 menunjukkan nilai
similaritas yang lebih besar yakni 99 %. Isolat iRethhui berkerabat
dekat denganEnterobacter cowaniistrain 888-76 dqut group
dengan nilai similaritas sebesar 98,3 % dan deRgaadomonas
stutzeri SP1402 dengan nilai similaritas sebesar 82,8 %.
Disimpulkan bahwa isolat J berkerabat dekat demgandomonas
pseudoalcaligenestrain E57 dan kemungkinan merupakan strain baru,
dan untuk isolat R tidak termasuk dalam SpeRs=idomonas stutzeri

Kata kunci: identifikasi, isolat J, isolat FBseudomonasp.,16S rDNA



IDENTIFICATION OF Pseudomonas BACTERIA ISOLATE J
AND RDEGRADING LINIAR ALKYLBENZEN SULFONAT
(LAS) BASED ON16S rDNA SEQUENCES

Elly M. Latifa, Suharjono, Nia Kurniawan
Biology Department, Mathematics and Natural Scidreeulty,
Brawijaya University, Malang

ABSTRACT

Pseudomonassolates J and R indigenous river ecosystems itamda
effective in degrading detergenPseudomonassolate R have the
highest similarity withPseudomponas stutzgrihen 8 and isolate J have
the highest similarity witiPseudomonas pseudoalcaligeh®4G 1225
and Pseudomonas oleovorai3SM1045. The purpose of this study
was to determined the degree of similaRseudomonassolate J with a
member strains oPseudomonas pseudoalcaligersesd Pseudomonas
oleovoransand thenPseudomonassolate R with a member strains of
Pseudomonas stutzebased on 16S rDNA sequences. Method was
carried out with data collection from NCBI, anafy/ssimilarity
experiment isolate (isolate J and R) from previpusisearch with
reference strains from NCBI, haplotype analysis @a@ivork depiction.
The results showed that the matrix of similaritywEen isolates J with
Pseudomonas oleovoran®S1 at 98%, while isolate J with
Pseudomonas pseudoalcaligesémin E57 showed matrix of similarity
more highthat is 99%. Isolate R were closely relatgh Enterobacter
cowanii888-76 (out group) with matrix of similarity at 38% and with
Pseudomonas stutzeBP1402 have matrix of similarity at 82,8 %.
Concluded that isolates J is closely related wRBeudomonas
pseudoalcaligenestrain E57 and possible for a new strain, thafaiso
R is not included in the SpeciBseudomonas stutzeri

Keyword: identification, isolate J, isolate Rseudomonasp.,16S
rDNA
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pseudomonassp. merupakan salah satu genus bakteri yang
mempunyai jumlah spesies sangat banyak.Saat iifi kddxi seratus
spesies anggota Genbseudomonatelah berhasil diidentifikasi.Genus
Pseudomonasnemiliki banyak spesies yang berperanan penting di
lingkungan, baik secara ekonomismaupun untuk keéaseleberapa
spesies atau strain dari GeRasudomondslah diketahui aktivitas
metabolismenya, sehingga menjadikannya sebagaiidendintuk
bioremediasi ekosistem yang tercemar, untuk penmartumbuhan
tanaman, dan sebagainya. Banyak penelitian telafemmekan berbagai
peranan Pseudomonassp. untuk mendegradasi berbagai macam
senyawa(Hasanuddin, 2003; Suhargral, 2009).

Bakteri anggota Genu®seudomonasi terdiri dari banyak spesies.
Menurut penelitian yang dilakukan oleh Suharjon00@& didapatkan
bakteri Pseudomonassolat J dan R yang memiliki peranan sebagai
agen pendegradasi LAS di ekosistem perairan swejaj tercemar
limbah rumah tangga.Hal tersebut ditunjukkan dengamampuan
tumbuhnya yang lebih baik dan pertumbuhan yangnmapti pada
konsentrasi LAS tinggi dibandingkan dengan is@at tan isolat acuan
(Pseudomonas putidBNCC071). BakterPseudomonaisolat J dan R
yang ditumbuhkan dalam medium mineral cair denganbgr karbon
30,01 mg/L LAS tanpa perlakuan adaptasi terhadag® LiAampu
mendegradasi sebanyak 52,67 % dan 48,9% dalam \eakpat hari
(96jam), sedangkan isolat lain dan isolat acuan ifiterkemampuan
mendegradasi LAS lebih rendah(Utomo, 2010). Halseteut
membutuhkan kajian Klasifikasi spesies-spesies @nggGenus
Pseudomonasg/ang pada saat ini didasarkan pada kekerabatan dan
hubungan evolusinya, yaitu berdasarkan sekuen B3 (Galli et al,
1992).

BakteriPseudomonassolat J dan R berdasarkan sekuen 16S rDNA
dianalisis kekerabatannya dengan beberapa spesggota Genus
Pseudomonagang memiliki potensi sebagai agen pendegradas.LA
Diketahui hasilnya bahwBseudomonassolat J memiliki kekerabatan
yang dekat dengaPseudomonas oleovoraBSM 1045 sebesar 97,62
%dan Pseudomonas pseudoalcaligenddG 1225 sebesar 98,37 %,
dan isolat R memiliki kekerabatan yang dekat dengseudomonas
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stutzerphen8 84,86 % (Suharjono, 2008). Menurut kosepiepsecara
filogenetik, suatu spesies dapat dikatakan sanaanilai similaritasnya
lebih dari 95 % dan dikatakan satu strain jikairslenilaritasnya lebih
dari 99 % (Davis, 1996). Hasil klasifikaBseudomonassolat J dan R
yang dilakukan oleh Suharjono (2008) menunjukkéai similaritas
belum memenuhi persyaratan tersebut, oleh karenRséudomonas
isolat J dan R tersebut perlu diklasifikasi ulamgdasarkan sistimatika
filogenetik khususnya sekuen 16S rDNA dengan rs#aiain anggota
SpesiesPseudomonas oleovoran®seudomonas pseudoalcaligenes
danPseudomonas stutze3elain itu penelitian ini dilakukan mengingat
kemampuan baktefPseudomonasp. sebagai agen biodegradasiuntuk
mengetahui tingkat kekerabatan is¢taeudomonad dan R.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah yangdikaji pada penelitian ini addal
Bagaimanakah tingkat kekerabatan ideémtudomonas] terhadap
strain-strain anggota Spesiddseudomonas pseudoalcaligendan
Pseudomonas oleovorarserta isolat R dengan strain-strain anggota
Spesies’seudomonas stutzdrerdasarkan sekuen 16S rDNA?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalahuntuk mengetahingkat
kekerabatan isolatPseudomonas]) terhadap strain-strain anggota
SpesiePseudomonas pseudoalcaligemias Pseudomonas oleovorans
serta isolat R dengan strain-strain anggota SpeBm=udomonas
stutzeriberdasarkan sekuen 16S rDNA.

1.4 Manfaat

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah:

1) Mendapatkan informasi yang lebih valid mengenai umgan
kekerabatan bakteri GenuBseudomonasberdasarkan nilai
similaritas sekuen 16S rDNA.

2) Meningkatkan peran bakteri untuk aplikasidalam
biodegradasiguna mendukung bioremediasi ekosistemg y
tercemar limbah deterjen.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Deskripsi GenusPseudomonas

Pseudomonassp. merupakan salah satu genus dari Famili
Pseudomonadaceae. Bakteri ini berbentuk batangl)(bpanjang sel
bakteri 1,5-5,0 pm dan diameternya 0.5-1.0 pm,ktideembentuk
spora, Gram negatif, aerobik atau mikroaerofilik,erderak
menggunakan flagel monotrika, tidak memproduksistaka, tidak
dikelilingi selubung, dan tidak mengenal adanya fessirahat. Bakteri
ini menunjukkan hasil positif pada uji katalase d&sidase dan mampu
mengakumulasp-hidroksi butirat sebagai cadangan karbon (Stagtier
al., 1966; Holtet al,, 1981).

Strain-strain anggota Genugseudomonagidak mampu bertahan
hidup pada kondisi lingkungan yang memiliki pH <5.4mumnya
bakteri ini bersifat aerobik namun pada kondisiet®iu genus ini dapat
bersifat anaerobik karena mampu menggunakan sifadgai akseptor
elektronnya. Bakteri anggota genus ini mampu menakan H dan
CO, sebagai sumber energi (Hettal, 1981; Holt and Krieg, 1984).

2.2 Klasifikasi Pseudomonas

Penamaan Gentseudomonasituk pertama kalinya dilakukan oleh
Migula pada tahun 1894 dengdseudomonas aeruginosisebagai
nama spesiesnya. Gen&seudomonasni memiliki anggota spesies
yang cukup melimpah dan termasuk genus yang sdngatAnggota
genus ini berjumlah lebih dari 140 spesies, dam kEsemua anggota
genus tersebut belum terdeskripsi dengan baik daarpselain itu data
klasifikasi spesies anggota genus ini masih belengkap. Bakteri
GenusPseudomonaslalam bukuBergey's Manual of Determinative
Bacteriology ¥ ed digolongkan dalam Kingdom Bacteria, dengan
Fillum Eubacteria, Kelas Proteobacteria, Sub kel&amma
Proteobacteria, Ordo Pseudomonadales, dan Farsilidesmonadaceae
(Rhodes, 1959; Lysenko, 1961; Holt and Krieg, 1984)

Pada awalnya sifat-sifat yang digunakan dalamnsidiasifikasi
adalah struktur koloni, bau, produksi pigmen sjesikemampuan
tumbuh pada suhu 4Z, denitrifikasi, kemampuan untuk mencairkan
gelatin, dan kemampuan tumbuh pada beberapa serkmvan. Pada
perkembangan selanjutnyasistim klasifikasi mengganaekuen 16Sr
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DNA sebagai salah satu parameternya, hal ini dilek@n sekuen 16S
rDNA merupakan daerah yang terkonservasi pada gesaatu

organisme. Hasil analisis menggunakan sekuen 16NArD
mengakibatkanadanya beberapa perubahan dalam dkdtisifikasi

anggota genus tersebut (Holt and Krieg, 1984; Getllial., 1995;

Euzeby, 2003).

2.3Peran GenudPseudomonas

Bakteri Pseudomonasni distribusinya tersebar luas di seluruh
dunia.Genus ini menarik banyak perhatian para ilenukarena peranan
pentingnya sebagai agen pendegradasi xenobiotlgh ssatu yang
termasuk xenobiotik adalah surfaktan anionik.Bepeispesies anggota
Genus Pseudomonasberperanan sebagai agen fitopatogen, dan
penghasil biosurfaktan, mampu memfiksasi nitrogesiekular, dan
dapat berasosiasi dengan mikhormasroom(Barraquioet al, 1983;
Rangelet al, 2002).

Pseudomonassp. merupakan salah satu bakteri yang bersifat
hidrokarbonoklastik, karena bakteri genus ini mampendegradasi
berbagai jenis hidrokarbon. Kemampu&seudomonassp. dalam
mendegradasi hidrokarbon inilah yang menjadi bldghwa bakteri
genus ini mampu berperanan sebagai agen bioreniiedjiasngan yang
tercemar oleh hidrokarbon dan deterjen (Hasanu@8io3).

Deterjen merupakan senyawa kimia yang banyak digamaalam
rumah tangga maupun industri. Bahan tersebut teddtetahui
merupakan salah satu penyebab tercemarnyaekosestEnap
(Budiawanet al, 2009). Deterjen memiliki sifat basa dan memiliki
kandungan kimia berupa alkil sulfonat liniar dakilabenzena sulfonat
(Cahaya, 2003).Surfaktdiier, aditif, senyawa pembentuk busa, dan
fluorescentmerupakan bahan-bahan penyusun deterjen (Pohad). 20

Saat ini senyawa surfaktan anionik yang palingngedigunakan
pada deterjen adalah Liniar Alkilbenzen Sulfon&Ag) (Lutfi,
2004).Linear alkilbenzen sulfonat (LAS) adalah akwn dalam
deterjen yang bersifat toksik terhadap organismetiiq LAS (Gambar
1) adalah surfaktan anionik yang digunakan secamas |luntuk
menggantikan golongan Alkil Benzena Sulfonat (AB8pagai bahan
pembersih (detergen). Produksi dunia tahunan ustukaktan tidak
termasuk sabun, pada tahun 1990 diperkirakan mancé@pjuta
ton,sedangkan pada tahun 1997 produksi surfaktamgiextt mencapai
18 juta ton. Sejak tahun 1990, LAS menjadi perhagianeliti karena
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terbukti residu LAS terdistribusi predominan dalam (97,5%), tanah
(0,5%) dan sedimen (2%). Adanya LAS dalam tanahadamemiliki

dampak merugikan terhadap pertumbuhan bakteri é&eraotentu.
Salah satu cara yang dapat dilakukan untuk mengurdampak
pencemaran limbah LAS adalah dengan biodegradasiig&@anet al,

2009).

LAS mampu didegradasi dengan sempurna oleh mikeoesme
yang memiliki peranan dalam proses mineralisasi o@mdegradasi
setiap molekul dari molekul tersebut (Garaa al, 1999). Dalam
biodegradasi LAS membutuhkan keberadaan komunitelserapa
spesies bakteri termasuklavobakteriumsp., Pseudomonaspp., dan
Acinetobactesp. (Budiawaret al, 2009).

Telah dilaporkan bahwa GerRseudomonai@pat tumbuh pada
beberapa aromatik sulfond®seudomonasesisten terhadap kelaparan
dan dapat tetap hidup saat periode lama dalam st&osiang
mengandung populasi mikrobial alami (Budiawetral, 2009). Genus
ini mampu menggunakan senyawa alkil, gugus bendan, gugus
sulfonat sebagai sumber karbon, sulfur, dan eneugituk
pertumbuhannya. Kemampuannya dalam mendegradasiniAikode
oleh gen-gen yang berada di DNA plasmid (Utomo0201

2.4 Sistimatika Bakteri: Fenetik dan Filogenetik

Tidak adanya korelasi yang baik antara sistim filkasii fenetik
dengan sistim klasifikasi filogenetik pada Genlseudomonas
menyebabkan dilakukannya peninjauan kembali temhad#stim
klasifikasi yang telah ada. Klasifikasi fenetik (nerik) merupakan
sebuah usaha pengelompokan organisme dengan metaderik
berdasarkan kesamaan sejumlah besar tipe-tipeigen®étiap ciri
fenotip diberi bobot nilai yang sama. Tujuan dastisy klasifikasi ini
untuk mengelompokkan strain-strain bakteri dalaforkpok-kelompok
yang homogen (taksospesies) (Holt and Krieg, 1984).

Sitem klasifikasi fenetik ini tergolong cara yangdisional dan
penggolongannya berdasarkan beberapa sifat feyantig dipilih secara
subjektif. Data yang dapat digunakan sebagai dsisim klasifikasi
fenetik ini antara lain berdasarkan karakter moxobaik sel maupun
koloni, reaksi fisiologis, reaksi dan hasil reak@kimiawi, serta sifat
toleransi dan resistansi terhadap antigenik. Rringama dari sistim
klasifikasi numerik adalah mengandung informasi gyabanyak
berdasarkan banyaknya karakter yang diuji dansktsakter memiliki
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bobot nilai yang sama.Tingkat similaritas yang diknistrain-strai uji
menunjukkan proporsi kesamaan sifat yang dimilédslama, similaritas
tidak bersifat filogenetis melainkan fenetis daksta yang berbeda
dibentuk berdasarkan sifat-sifat yang dimiliki. &ifkasi seperti ini
cenderung menunjukkan hasil yang stabil, objekdif e¢nemudahkan,
selain itu hasilnya juga berisi informasi yang kanyglan cukup teliti.
Hasil dari klasifikasi fenetik biasanya ditampilkealam bentuk pohon
yang disebut fenogram, dinamakan seperti itu kasetiap cabang dari
pohon (fenogram) ini menunjukkan hubungan fenetdedbsarkan
kesamaan sifat yang dimiliki bersama (Holt ancelri1984).

Klasifikasi filogenetik merupakan usaha pengelongrokrganisme
berdasarkan sejarah eolusinya, yang mampu menggeembpertalian
keturunan antar organisme-organisme melalui jaleturkinan dari
leluhurnya. Hasil klasifikasi ini digambarkan dengdadogram yakni
dendogram yang menyatakan hubungan evolusi angmigrge dan
menunjukkan perubahan yang terjadi sepanjang wal@atiap
percabangan meunjukkan perbedaan garis keturunan sddiap
keturunan memiliki satu garis nenek moyang (Dal886).

Asam nukleat telah digunakan untuk menentukan hpbesifat
genotip bakteri, dan terbukti memiliki pengaruhhtefap identifikasi
dan klasifikasi setiap organisme. Teknik baru inuncul untuk
memperbaharui sistim identifikasi dan klasifikaaihg hanya berdasar
pada beberapa sifat-sifat fenetik saja, khususiaga rganisme yang
secara fenotipik sama namun ternyata secara geyatiberbeda.
Sistimatika molekuler yang didasarkan pada teknik mmeliputi
penentuan ukuran, komposisi basa dan homologi sef@alli et al,
1992; Goodfellow and O’Donnel, 1993, Suwanto, 193dyis, 1996).

Parameter yang dapat digunakan dalam sistim Kasififilogenetik
ini salah satunya adalah sekuen 16S rDNA. Sela@nkasudah banyak
digunakan untuk mengklasifikasi prokariot, seku&® YDNA dipilih
juga karena sifat gen-gennya yang sangat terkoasisehingga tidak
mudah mengalami perubahan. Hubungan kekerabataraashia strain
didasarkan pada analisis sekuen 16S rDNAkarenat ddifsedikan
kronometer yang handal, terdapat pada semua makiduk, memiliki
fungsi yang identik, dapat dibandingkan secara kiifyserta parameter
tersebut berubah sesuai jarak evolusinya. Keuntungeng dapat
diperoleh dari sistim ini antara lain mampu menkaerikonsep spesies
mikrobia secara lebih pasti, lebih stabil, setetidakukan klasifikasi
filogenetik dapat dilakukan skema identifikasi yamgndal, dan
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tentunya memberikan informasi mengenai hubunganlusivodan
filogeninya (Holt and Krieg, 1984; Galit al, 1992; Goodfellow and
O’Donnel, 1993; Schleifer and stackenbrandt, 1989@wanto, 1994;
Davis, 1996).

Konsep spesies secara filogenetik memiliki peranamtuk
menentukan spesies-spesies secara filogenetik damggambarkan
hirarki keturunan. Suatu spesies merupakan stteams yang
menunjukkan hasil reasosiasi DNA-DNA 70 % atau Heldan
perbedaantermalnya kurang dari atau sama dengardinajad celcius.
Tingginya derajad kesamaan sekuen asam nukleatmogkean adanya
kemungkinan hibridisasi dalam suatu spesies telgédi. Menurut hasil
studi komparasi, dapat diketahui bila nilai simtes dari analisis
sekuen 16S rDNA lebih dari 95% menunjukkan adamyagraan strain
dan dapat dikatakan satu strain jika nilai simitesmya lebih dari atau
sama dengan 99% (Goodfellow and O’donal, 1993; Anedral, 1995;
Davis, 1996).

2.5 Deskripsi tentandPseudomonas Isolat J dan R

Pseudomonagsolat J dan R merupakan bakteri yang diperoleh
Suharjono (2008) pada saat melakukan penelitianmg@ngenai
Keanekaragaman dan PotensPseudomonas Strain  Indigenous
Pendegradasi Surfaktan Anionik di EkosistimSungac&mar Deterjen.
Bakteri ini ditemukan pada sampel batu yang teliambuhi biofilm
bakteri di sedimen ekosistim sungai Perumahan Sgavojl Kota
Malang yang telah tercemar deterjen. Hasil penalitmenunjukkan
bahwa dari komunitas bakteri yang membentuk biofthanya isolat J
dan R yang memiliki kemampuan tinggi dalam mendéggia LAS.
Setelah dilakukan analisis kekerabatan berdasar&&nrDNA dengan
beberapa spesies acuan anggota GEBsesdomonadiketahui bahwa
Pseudomonasisolat J memiliki kekerabatan yang dekat dengan
Pseudomonas oleovoransDSM 1045 dan Pseudomonas
pseudoalcaligened MG 1225, sedangkanPseudomonasisolat R
memiliki kekerabatan yang dekat deng@seudomonas stutzgrhen8.
Analisis kekerabatan ini merupakan hasil perbarahngntara isolat
yang diperoleh dengan bakteriPseudomonas pendegradasi
LASmenggunakan sekuen 16S rDNA, dan berdasarkararkeomn
yang dimiliki dalam mendegradasi LAS (Suharjond)&0



P, aureofaciens DSMER98]

P mareinalis ATCC10844T
— P, alcalizenes IAM12411

P, indica IMT37

‘lE  resinovorans ATCC14235T
P. aeruginosa AUAS94
Isolat J

P. oleovorans DSM10451 197,62 Y
P, pseudoalcaligenes IMG1225T 1 98,371 %
P.alcaliphila AIL15-21

iP. mosselii CIP105259 i
—L.stutzeri phen8 184,8¢ %
L Iselat R
Gambar 2.1 Pohon filogdpseudomonasisolat J dan isolat F

(Suharjono, 2008)

Berdasarkan analisis filogenetik dari sekuen 168lA tersebut
diketahui bahwa, isolat J lebih berkerabat derfgapseudoalcaligen
LMG 1225 dengan nilai similaritas 98,37 % sedangkan isolagti#h
berkerabat dengaR. stutzeriphen8 dengan nilai similaritas 84,8€
(Suharjono, 2008)Nilai similaritas yang diperoleh tersebut ma
belum memenuhi persyarat&onsep spesies secara filogent maka
hasil ini digunakan sebagai informasi dasar untekeari strai-strain
lain yang lebih dekat dengan kedua isolat terseiatapan lain da
penelitian ini adalah mengetahui nilai similariseudomon: isolat J
dan R berdasarakan sekuen 16S rDNA dengan straim- lair dari
Pseudomonas oleovorgns Pseudomonas pseudoalcalige,
Pseudomonas stutzesipakahterdapat nilai similaritas ya lebih dari
99 % atau kurang dari 95 %.



BAB Il
METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian "Ildentifikasi BakteriPseudomonaslsolat J dan R
Pendegradasi Liniar Alkilbenzen Sulfonat (LAS) Besdrkan sekuen
16s rDNA” dilaksanakan pada Oktober 2011 — Maret22ertempat
di Laboratorium Biokomputasi, Jurusan Biologi, Héiksi Matematika
dan limu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijayalavig.

3.2 Koleksi Data Sekuen

Data sekuen yang akan diteliti (isolat J dan R)edifeh dari
penelitian terdahulu dan dibandingkan dengan sekugnyang
diperoleh dari NCBI National Center of Biotechnology Informatjon
yakni dengan membukaalamat http://www.ncbi.nimgok. Data yang
ada pada NCBI telah dihubungkan dengdiakke situs yang serupa
dengangene bankNCBI yaitu dengan DDBJONA Data Bank of
Japa) dan EMBL European Molecular Biology Laboratory
Nucleotide Sequence Databas®ata yang dipilih berupa data
nukleotida. Sekuen yang dipilih merupakan sekue® IRINA dengan
panjang basa lebih dari atau sama dengan 1.30fih link FASTA
pada halaman informasi tersebut untuk memperolkbhesenukleotida
dalam bentuk FASTA.Sekuen nukleotida yang sesuajale keinginan
kemudian diunduh dan disimpan dalam format *.FASpa@danote
pad



Tabel 1. StrailPseudomonasoleovorassbagai acuan isolat J

Assecion
Number

Strain

(bp)

Authors

(A.N)
EU047553.1

GUB357740.1

GQ387664.1
NR_043423.1
JIN128264.1

HQ697330.1

JF496274.1

AB680450.1

DQ842018.3

TMPSB5 1500 Shrivastava,M. dan D'§&IE.
PAMD_1 1495 Aranganathan,V. dan
Palvannan,T.
Chen,J.M., Zhou,Y.Y., Chen,D.Z.
‘- A 9 dan Jin,X.J.
IAM 1508 1526  Anzai,Y., Kudo,Y. dagaizu,H.
Su,P., Zhao,J., Wang,X.D.,
hINEED L Jiang,R.Q. dan Zeng,Z.
B21 1423 Javed,C.H.C.Hassan., Tan,Z. dan
Peng,G.
Liu,H.J., Li,L.B., Guo,X.J.,
W el Yang,K., Wu,B. dan Sun,L.
Nakagawa, Y., Muramatsu, Y.,
NBRC 13583 1462 Miyashita,M., Sugimoto,M.,
Yoshino,M. dan Kamakura, Y.
RS1 1460 Saha,R., Sproer,C., Beck,B. dan

Bagley,S. T.

Tabel 2. StrailPseudomonaspseudoalcaligesebagai acuan isolat J

No

10

1

10

11

Accesion
Number
A.N
EU216598.1
EF608169.1

GU447236.1

FJ472854.1
HQ263249.1

HQ455006.1
FJ544382.1

FJ544383.1

JF911373.1
GU593619.1

HQ407234.1

Strain

ZW23
HT16

A2

JM2
RF5
MSSRF
D398

sw04

sw05

ECAe51
2-D-2

E57

(bp)

1408
1450

1568

1475
1350

1432
1390

1388

1403
1472

1519

Authors

Zhu,X.-Y., Zhou,L.-X. dan MJ&5.-M.
Pandey,S.K. dan Das,S.K.
Sybiya Vasantha Packiavathy,l., Veera
Ravi,A., Syed Musthafa,K.
Annapoorani,A. dan Karutha Pandian, 5.
Ma,J., Gao,H., Jia,L., Xddn Xie,J.
Xiao,J.-J. dan Zhu,C.-X.

Jegan,S., Prabavathy,V.R. dan Sudhg,N.

Liu,Z., Duan,S., Guo,G., Feng,X|,
Zheng,K. dan Cheng,L.
Liu,Z.,, Duan,S., Guo,G., Feng,X|,
Zheng,K. dan Cheng,L.

Chang,C.-F. dan Su,J.-J.

Wang,W., Wang,L. dan Shao,
Gupta,A.K., Nayduch,D., Verma,P},
Shah,B., Ghate,H.V., Patole,M.S. dan
Shouche,Y.S.



Tabel 3. StraiflPseudomonasstutzesebagai acuan isolat R

Accesion

Number Strain ((s)9)] Authors
(A.N)

HQ219990.1 ATY71 1407 Trivedi,P., Spann,T. damu/hl.
2 HM481449.1 SD4 1409 Wu,R.J. dan Jia,H.
Shikha,S.K., Alvin Raj,S., Manilal,A.,
Panikkar,M.V.N., Rajagopal,R.,
3 EU481507.1 SWI26 1456 giin'c ghane o ;pﬁy;sl )
Gandhimathi,R.
4 GU339296.1 EH71 1500 Ahmed,E.H. dan Madamwar, D.
Bennasar,A., Rossello-Mora,R.,
g & T s Lalucat,J. dan Moore,E.R.
6 GU339277.1 EH49 1500 Ahmed,E.H. dan Madamwar, D.
7 FJ493028.1 T0S2 1390 Pradhan,S. dan Heerden,E.
Dijk,J.A., Stams,A.J., Schraa,G.,
8 AF411219.1 JJ 1498 Ballerstedt,H., de Bont,J.A. dan
Gerritse,J.
ATCC Sikorski,J., Rossello-Mora,R. dan
& AJO0B107.2 47685 1372 | ienzM.G.
10 GQ480478.1 MR-5 1458 Mohanram,R. dan Kumar,P.
11 FJ223883.1 isolate 3 1389 Parker,J.L. dan Mill&:
12 FJ223881.1 isolate 1 1547 Parker,J.L. dan Millér
13 JF727659.1 H3 1497 Wang,X., Bai,Z. dan Zhuang,G.

Tabel 4. Outgroup untuk isolat J dan R

Accesion Number

No Outgroup Authors
Moore,E.R.B., Mau,M.
Pseudomonas Arnscheidt,A., Boettger,E.C
1 NR_026532.1 cichorii strain PC1 = 1494  Hutson,R.A.,  Collins,M.D.
(isolat J) Van de Peer,Y., D
Wachter,R. dan Timmis,K.N.
Enterobacter
2 NR_025566.1  cowanii strain 888- 1362 D€ Baere,T., Verhelst,R. dan
Vaneechoutte, M.
76 (Isolat R)

3.3Analisis Kekerabatan Isolat Acuan dengan Strairstrain
Pembanding

Analisis kekerabatan antar isolat uji dengan sts&iain acuan
dilakukan dengan mensejajarkan sekuen-sekuen rigde@lignmeny
dan ditambah satu individu diluar strain pembans@figgaoutgroup
Analisis alignmentini menggunakan ClustalX denganmodetltiple
alignment modeHasil penyejajaran yang diperoleh kemudian disisal
menggunakan  Bioedit.Data sekuen yang diperoleh pada
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umumnyamemiliki gap, sehingga untuk hasil analigeng lebih
komparatif perlu dilakukan pemotongan gap (gap
dihilangkan)menggunakan Gblock. Setelah dilakukemgiongan gap
data disimpan lagi dalam format *.FASTA-GB. Datangatelah
disimpan tersebut kemudian dibuat pohon filogemi dariable sekuen-
sekuen tersebut untuk memvisualisasikan hasil pajayan, sehingga
dari pohon tersebut dapat diketahui kekerabatanndan similaritas
dari isolat uji dengan strain-strain acuan yangud#kan. Pohon
filogeni yang digunakan adalamaximum-likelihooddengan model
Kimura 2-parameter. Sedangkan untuk melihat nilatepatan
percabangan digunakan tiga macam pohon yakni neegihoining,
maximum-parsimony maximum-likelihoodengan metode bootstrap
sebesar 1000. Setelah didapatkan pohon filogertuddn nilai matriks
similaritasnya menggunakan perintah compute pairwise
distancedengan menggunakansoftware MEGA5 (Molecular
Evolutionary Genetics Analy3is Detil analisis dapat dilihat pada
lampiran 1.

3.4 AnalisisHaplotype dan Penggambaran Network

Data hasil penyejajaran yang telah dihilangkan gapnadi
dilakukan analisiyaplotypeuntuk melihat banyaknyhaplotypeyang
terbentuk dalam satu perlakuan (pembandingan igpldengan strain-
strain acuan)Haplotype yang terbentuk dapat dilihat menggunakan
software DNAsp5, dengan menggunakan perintaplotype data file
pada menugeneral hasilnya disimpan dalam format *.rdf. Hasil
pembacaarhaplotypemenggunakan DNAsp kemudian divisualisasikan
menggunakasoftwareNetwork (detail langkah kerja dapat dilihat pada
lampiran 2). Dari data ini dapat diketahui jumla@isé yang berbeda
antara haplotype satu denganhaplotype yang lain, yang dapat
membantu menjelaskan hasil dari pohon filogeni,atlapendeteksi
adanya titik-titik mutasi antar strain, dan dapagudakan untuk
mendeteksi phylogeografi.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kekerabatan lIsolat J denganPseudomonas oleovorans dan
Pseudumonas pseudoal caligenes

Pseudomonassolat J yang diperoleh dari penelitian sebelumnya
(Suharjono, 2008) dianalisis kembali kekerabatandgagan strain-
strain anggot&. oleovoransdan P. pseudoalcaligeneBohon filogeni
hasil analisis isolat J dengan beberapa str&®n oleovorans
menunjukkan bahwa isolat J memiliki kekerabatangydekat dengan
strain RS1 dengan nilai similaritas sebesar 98 @mtiran 3). Pada
pohon filogeni dapat dilihat pula adanya nil@ootstrap yang
menunjukkan ketepatan letak percabangan. Ketepp&anabangan
antara isolat J dengdh oleovoransRS1 tergolong masih rendahdan
berkemungkinan besar mengalami perubahan saap&trganambahan
sekuen yang disejajarkaalignmen}.Hal tersebut ditunjukkan dengan
nilai bootstrap sebesar 61/54/63 (ML/MP/NJ).Menufaimuraet al
(2007) jika nilaibootsrapsebesar 95 % atau lebih menunjukkan bahwa
topologi dari percabangan pohon filogeni dapat tdikan benar atau
tepat.

ML/MP/NJ
354740 bT4

G4/662 NBRC 13533

HNS030

Y
PPN I

Tsolat J

—RS1

— [AM 1508

100/29/100 TMPSBA

XAd_2

PAMD I

Pseud, cichorii strain PC1 (out group)

0003

Gambar 1. Pohon filogenimaximum-likelihood untuk isolat J
dengaiseudomonas oleovorans
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Selain pembentukan pohon filogeni, dilakukan pulaaliais
haplotypeuntuk pembentukanetwork Networkhasil analisidaplotype
menunjukkan bahwa isolat J lokasinya berdekatagateé® oleovorans
RS1 dengan perbedaan basa sebesar 27 bp (LampirBaga-basa
yang berbeda antaRseudomonasisolat J dengan strain RS1 terletak
pada basa nomer 14, 388, 395,399,762,763,773, 478/ 880, 883,
887, 889, 892, 1060, 1062, 1063, 1064, 1354, 18357, 1359, 1361,
1362, 1363, 1364. Gambaetworkini sesuai dan mendukung pohon
filogeni. Gambarnetwork juga menunjukkan adanya pola persebaran
daerah (filogeografi), diketahui bahwa strain TMBS#ngan PAMD-1
berkerabat dekat dengan perbedaan basa sebesad&nbperasal dari
wilayah yang sama yakni India. Selain itu diketapula strain DT4
berkerabat dekat dengan HNS030 dengan jumlah basag erbeda
sebesar 14 bp dan berasal dari wilayah China.nSKA#-2 diketahui
juga berasal dari daerah China namun tidak berkérdbkat dengan
HNSO030 maupun DT4, strain XA4-2 justru diketahurkeeabat dekat
dengan strain-strain yang berasal dari daerah ,Indial ini
dimungkinkan karena adanya evolusi pada strain XA4mang
menyebabkan susunan basanya menjadi berbeda dkedaa strain
yang berasal dari China.

i 50 bp

Pseudomonas cichorii PC1

(ouigroup) RS1
25 bp
10 t \x -
Isolat J
/ @D NBRC13583
{ :*N
/ \ DT4 B21
>~ IAM 1508
HNS030
XA4-2 PAMD-1

Keterangan:
TIPS @ Tidak diketahui
Malang

‘ India
@ China

Gambar Networksolat J dengaPR. oleovorans
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Pohon filogeni hasil analisis isolat J dengan beber strainP.
pseudoalcaligenesenunjukkan bahwa isolat J memiliki kekerabatan
yang dekat dengan strain E57 dengan nilai simalsrgebesar 99 %
(Lampiran 4). Pada pohon filogeni dapat dilihatgpudanya nilai
bootstrap sebesar 55/46/58 (ML/MP/NJ). Hal tersebut menurgnkk
bahwa ketepatan percabangan antara isolat J dengan
P.pseudoalcaligenegE57 tergolong masih rendah dan berkemungkinan
besar mengalami perubahan saat terdapat penamizakaen yang
disejajarkanglignmeni.

ECAe51

ML/MP/NJ 85/79/84
79/69/78 2-D-2

66/66/78

HT16

Isolat J

55/46/58 | 97/93/92 swis
swid

JM2
67/70/64
K57
81/66/85
MSSRFD398

96/96/98 W23
A2

RF5

Psendomonas cichorii

strain PC1 (outgroup)

0.005

Gambar 3. Pohon filogenimaximum-likelihood untuk isolat J
denga®seudomonas pseudoalcaligenes

Network hasilanalisis haplotype untuk isolat J denganP.
pseudoalcaligenesenunjukkan posisi isolat Jberdekatan dengan
Pseudomonas pseudoalcalige#s, dengan jumlah basa yang berbeda
sebanyak 13 bp (Lampiran 7).Basa-basa yang berbmaara
Pseudomonasisolat J dengan strain E57 terletak pada basa mb&)e
826, 827, 831, 834, 838, 840, 843, 1011, 1013, 10Bo7, 1308.
Gambarnetwork ini sesuai dan mendukung pohon filogeni. Gambar
network juga menunjukkan adanya pola persebaran daerah
(filogeografi), diketahui bahwa isolat J yang betatari daerah Malang
berkerabat dekat dengan strain E57 yang berasalndiga. Strain A2
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yang berasal dadindian oceanberkerabat dekat dengan ZW23 yang
tidak diketahui asalnya, selain itu diketahui psteain 2-D-2 berasal
dari daerah China berkerabat dekat dengan ECAe$ gsalnya tidak
diketahui.

Pseudomonas cichorii PC1
SW04 _SWO05 (ouigroup)
I e o Y

M2 ' o RF5

1-/\\ 9 bp

[solat J
Keterangan:
MSSRFD398 - —
b e ) Tidak diketahui
» HT16 -
) Malang
® 1ndia

9 bp @
o Indian ocean
Zw23 . ECAe5

) China

13 bp

@ 2-D-2

Gambar 4\etworkisolat J dengd? pseudoalcaligenes

Pohon filogeni dannetworkmenunjukkan hasil bahwa isolat J
cenderung lebih berkerabat dekat dengBn pseudoalcaligenes
dibandingkan dengaPR. oleovorans Hal tersebut ditunjukkan dengan
nilai similaritas antara isolat J deng&n pseudoalcaligene&57yang
lebih besar daripada isolat J den@almleovoransRS1 yakni sebesar 98
% dan jumlah basa yang berbeda lebih sedikit yaghanyak 13
bp.Menurut Cheret al (2000) 16S rDNA paling banyak digunakan
untuk memperoleh informasi mengenai klasifikasi teak pada
tingkatan famili, genus, spesies, dan strain. Meinkmsep spesiessecara
filogenetik yang dinyatakan Davis (1996) bahwa suspesies dapat
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dikatakan sama jika nilai similaritasnya lebih d@si % dan dikatakan
satu strain jika nilai similaritasnya lebih dari 98. Melihat nilai
similaritas isolat J dengdh pseudoalcaligeneB57 sebesar 99 % dapat
dinyatakan dengan pasti bahwa keduanya merupalksiesp/ang sama
namun memiliki kemungkinan isolat J merupakan sakth strain baru
dariP. pseudoalcaligenes

4.2 Kekerabatan Isolat R dengarPseudomonas stutzeri

Pseudomonassolat R yang diperoleh dari penelitian sebelumnya
(Suharjono, 2008) dianalisis kembali kekerabatandgagan strain-
strain anggotd.stutzeri Pohon filogeni hasil analisis isolat R dengan
beberapa strainP.stutzeri menunjukkan bahwa isolat R memiliki
kekerabatan yang dekat dengaaotgroupyakniEnterobacter cowanii
strain 888-76 dengan nilai similaritas sebesar 98,3Lampiran 5).
Diketahui pula nilai bootstrap pada pohon filogeabesar 100/99/100
(ML/MP/NJ) yang menunjukkan bahwa lokasi percabangada pohon
filogeni sudah benar atau tepat.

ML/MP/NJ 100/99/100 - Isolat 3
98/99/100

Isolat 1
H3

TOS2

MR-5

ATCC17682
82/70/85
JJ

100/99/100
EHT1

EH49

SP1402

SWI26

100/99/100 I ATYT71

L SD4

100/99/100 ——— Isolat R

| Enterobacter cowanii strain 888-76 (outgroup)

0.05

Gambar 5. Pohon filogenimaximum-likelihood untuk isolat R
denga®seudomonas stutzeri

Hasil analisis haplotype pada network untuk isolat R dengan
beberapa strainP. stutzermenunjukkan bahwa posisi isolat R
berdekatan dengaBnterobacter cowanistrain 888-76, dengan jumlah
basa yang berbeda sebesar 14 bp (Lampiran8).Halesuai dengan
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yang tergambar di pohon filogeni dan memperkuatéduogika isolat R
tidak termasuk dalam spesi@sstutzeri Basa-basa yang berbeda antara
Pseudomonas isolat R dengarEnterobacter cowaniistrain 888-76
terletak pada basa nomer 23, 65, 108, 326, 336,747 718, 743, 744,
759, 761, 780, 781. Gambaetwork juga menunjukkan adanya pola
persebaran daerah (filogeografi), diketahui bahttairs SD4 dan H3
berasal dari daerah China, namun keduanya merkéierabatan yang
cukup jauh dengan jumlah basa yang berbeda 20Stkgn SD4 lebih
berkerabat dekat dengan strain ATY71 yang beragaHbrida dengan
basa yang berbeda sebanyak 5 bp. Perbedaan basaukaup banyak
ini dapat disebabkan beberapa hal, salah satumgakadanya mutasi.
Strain EH49 dan SW126 berasal dari daerah India whemiliki
kekerabatan yang dekat dengan strain SP1402 yaalgyastidak
diketahui. Strain TOS2 diketahui berasal daouth Africaberkerabat
dekat dengan MR-5 dengan jumlah basa yang beradaakt 32 bp.

Isolat R Enterobacter cowarnii 888-

':&._._H_._ 9 bp : 7 (outgroup) — 31?4
&
ATY71
bp
32 bp Y EH49
= t S
e, SW126
TOS2 5Pl402*
20 B
Isolat 1

Keterangan: -
@ Florida e ‘ - CATCC17682
@ Tidak diketahui
@) Malang @ )

' Isolat 3 H3
. India

. South Africa

China

Gambar &Networkisolat R denga® stutzeri
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Pohon filogeni dannetwork menunjukkan hasil bahwa isolat R
cenderung lebih berkerabat dekat dengaterobacter cowanistrain
888-76 putgroup dibandingkan dengan beberapa strain Bastutzeri
Hal tersebut ditunjukkan dengan nilai similaritaasa isolat R dengan
Enterobacter cowanistrain 888-76 yang lebih besar daripada isolat R
denganP. stutzriyakni sebesar 98,3 % dan diperkuat dengan jumlah
basa yang berbeda lebih sedikit yaitu sebanyak (4 $etelah
berkerabat dekat dengantgroup isolat R berkerabat dekat dendgan
stutzeri SP1402yang ditunjukkan dengan nilai similaritasesar 82,8
% dan jumlah basa yang berbeda sebanyak 130 bmng8ehdapat
dikatakan bahwa isolat R tidak termasuk dalam spéxistutzeriHal
ini sesuai dengan pernyataan Davis (1996) bahwa symesies dapat
dikatakan sama jika nilai similaritasnya lebih d@6 %. Isolat R
kemungkinan merupakan spesies lain dari G&sasidomonas
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Isolat J merupakariPseudomonas pseudoalcaligergesngan nilai
similaritas sebesar 99 % dan kemungkinan merupakeain baru.
Sedangkan isolat R merupakan anggota GdPesudomonaselain
Pseudomonas stutzeHlal tersebut ditunjukkan dengan nilai similaritas
antara isolat R denga® stutzeriSP1402 sebesar 82,8 % dan jumlah
basa yang berbeda sebanyak 130 bp, serta nildastas yang lebih
tinggi yakni 98,3 % dengarEnterobacter cowanii888-7 yang
merupakaroutgroup

5.2 Saran

Saran bagi peneliti yang selanjutnya adalah untekgklarifikasi
hasil analisis kekerabatan secara filogenetik yatah diperoleh ini
dengan meninjau kembali hasil identifikasi secéygénetik dengan
menggunakan sekuen cytB yang lebih spesifik untakentukan strain,
sehingga pembahasan yang mendalam bisa didapatkan.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Alur Penelitian

Studi Literatur

v

Pengambilan Data Sekuen@én Bank
(National Center of Biology Informatirs

Data Sekuen
Disalin padanotepad
Disimpan dalam format FASTA

Disejajarkan Aligmen) Sekuen 16S rDNA
SoftwareCLUSTALX

v

Dianalisis HasilAligment
SoftwareBIOEDIT

v

Dihilangkan (pemotongan) Gap yang afa

SoftwareGBLOCK
A
' \
Dibuat pohon filogeni DinalisisHaplotype
SoftwareMEGAS SoftwareDNAsp5
Dihitung nilai matriks similaritas Divisualisasinetwork
SoftwareMEGAS SoftwareNETWORK
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Lampiran 2. Langkah Kerja Menggunakan Software DNAsp dan
Network

Sekuen yang telah dihilangkan
gapnya (*.FASTA-GB)
|
v
DibukadengarsoftwareDNA sp
|
v
Diklik menugeneraldan dipilih
perintahhaplotype data file
]

v
Disimpan dalam format *.rdf
|
v
Dibuka dengarsoftwareNetwork
|

v

Diklik menu calculate networtan
dipilih perintahnetwork
calculationpilih median joining
disimpan (*.out

Diklik menu draw networkdan
dibuka file (*.out) yang telah
disimpan sebelumnya
|

v

Network
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Lampiran 3. Matrik similaritas isolat J dan Pseudomonas oleovorans

Isolat J
RS1
DT4

NBRC13583
B21
HNS030
PAMD1
IAM1508
XA4-2
TMPSB5
Pseudomona
cichorii
(outgroup)

B
RBoo~v~ouprwNER

98.0
97.8
97.7
97.4
97.2
95.0
94.9
94.9
94.7

95.1

99.0

99.3 995

98.7 99.4 99.0

98.3 99.0 989 0991

964 959 96.0 96.2 96.1

96.5 959 96.0 96.2 96.1 99.5

96.4 959 96.0 96.1 96.0 99.5 993

96.3 95.8 958 96.1 96.0 99.6 99.3 99.3

96.1 96.1 95.8 95.8 95.7 93.8 93.8 93.8 93.6




Lampiran 4. Matrik similaritas isolat J dan Pseudomonas pseudoalcaligenes

X 8 9 10 11 12 13

1 Isolat J

2 E57 99.0

3 IM2 98.9 99.9

4 MSSRFD398 98.8 99.8 99.7

5 SWo04 98.8 99.6 995 994

6 SWO05 98.7 995 995 99.3 99.6

7 HT16 985 988 988 986 98.6 985

8 RF5 98.2 991 990 988 988 988 98.1

9 ZW23 98.1 992 991 989 98.8 98.7 98.8 98.7

10 A2 98.1 99.0 991 988 996 987 986 98.7 99.7
97.7.8 997.7

11 ECAe51 978 984 983 981 98.0 979 985

12 2-D-2 97.8 982 983 980 983 982 981 974 97/7.8 98.3

13 Pseudomonas
cichorii 959 96.7 966 965 966 96.6 96.1 96.7 964 96.6.89 95.6
(outgroup

LZ
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Lampiran 5. Matrik similaritas isolat R dan Pseudomonas stutzeri

©CoOo~NOOhWNE

10
11
12
13
14

15

Isolat R
SP1402
EH49
EH71
ATCC17682
JJ
H3
SW126
MR-5
Isolat 3
Isolat 1
TOS2
ATY71
SD4
Enterobacter
cowanii
(outgroup)

1

82.8
82.6
82.3
82.2
81.9
81.8
81.8
81.7
81.7
80.5
79.6
68.4
68.4

98.3

2

99.9
99.0
99.5
99.3
97.7
99.2
98.4
96.5
95.2
97.2
72.2
72.6

83.5

3

98.9
99.4
99.2
97.6
99.0
98.3
96.4
95.1
97.1
72.1
72.5

83.4

4

98.6
98.3
96.7

98.2
97.5

95.5
94.2
96.2
72.2

72.6

83.1

5 6 7

99.3

975 97.2
98.7 9896.9
98.2 98.96.4
96.0 9598.3
94.7 94%7.1
97.0 9695.6
719 71.61.1
723 71915

82.9 82.682.6

97.8
95.9
94.6
96.4
71.1
71.5

82.6

95.4
93.8
95.9
71.2
71.6

82.5

10 11

98.3

94.1 92.8
69.7 67.9
70.1 68.3

68.0 68.0

12 13 14
70.0
70.4 99.4
80.4 68.0 68.0
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Lampiran 6. Jumlah basa yang berbeda isolat J dafseudomonas oleovorans

6¢

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 Isolat J
2 RS1 27
3 NBRC13583 35 10
4 DT4 38 13 7
5 B21 44 19 13 8
6 HNSO030 50 25 19 14 12
7 XA4-2 73 47 55 58 64 70
8 IAM1508 73 47 55 58 64 70 10
9 PAMD-1 73 47 55 58 64 70 7 7
10 TMPSD5 75 49 57 60 66 72 9 9 6
11 Pseudomonas
cichorii 76 52 61 64 70 76 98 98 98 100
(outgroup)
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Lampiran 7. Jumlah basa yang berbeda isolat J dadPseudomonas pseudoal caligenes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 Isolat J
2 E57 13
3 RF5 23 12
4 JM2 14 1 13
5 MSSRFD398 16 3 15 4
6 ZW23 24 11 23 12 14
7 A2 26 13 25 14 16 4
8 SW04 16 5 15 6 8 16 18
9 SWO05 17 6 16 7 9 17 19 3
10 HT16 20 15 25 16 18 26 28 18 29
11 ACAe5 28 23 33 24 26 34 36 26 27 20
12 2-D-2 32 27 37 28 30 38 40 30 31 24 22
13 Pseudomonas

cichorii 53 42 52 43 45 53 55 43 44 55 63 67

(outgroup)
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Lampiran 8. Jumlah basa yang berbeda isolat R daRPseudomonas stutzeri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 Isolat R

2 SD4 224

3 ATY71 226 5

4 EH71 133 195 197

5 SP1402 130 192 194 8

6 EH49 131 194 196 9 1

7 SW126 137 199 201 15 7 8

8 JJ 136 198 200 14 6 7 13

9 ATCC17682 134 196 298 12 4 5 11 6

10 MR-5 144 206 208 22 14 15 21 16 14

11 TOS2 154 216 218 32 24 25 31 26 24 34

12 H3 150 212 214 28 20 21 27 22 20 30 36

13 Isolat 3 162 224 226 40 32 33 39 34 32 42 48 14

14 Isolat 1 172 234 236 50 42 43 49 44 42 52 58 245
Enterobacter

15 cowanii 14 219 221 128 125 126 133 131 129 139 149 145 157 167
(outgroup

T€
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