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Abstract. This study was aimed to determine the species of Lactic Acid Bacteria (LAB) through
by sequence analysis and bioinformatics approach. DNA of LAB isolated by biogas sludge was
sequenced at the location of gene 16S rRNA. Data sequence of LAB isolate processed to Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) feature which can be accessed at National Center
Biotechnology Information (NCBI) cite to compare the similiarity of the query and the
database sequence. BLAST file are used to constructing the phylogenetic tree to observed the
relationship between the query and the database sequence using Molucular Evolutionary
Genetics Analysis Version 6.0 (MEGAG6) software. Based on the research showed that can be
concluded that the LAB isolate identified as Lactobacillus fermentum.
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Abstrak. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan spesies bakteri asam laktat (BAL)
melalui analisis sekuen dan pendekatan bioinformatika. Deoxyribonucleic Acid (DNA) isolat
BAL yang diisolasi dari sludge biogas dilakukan sekuensing pada lokasi gen 16S rRNA. Data
sekuen DNA dari isolat BAL diproses dalam fitur Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
yang dapat diakses melalui situs National Center Biotechnology Information (NCBI) untuk
membandingkan persamaan antara query dengan data sekuen yang ada di database
tersebut. Dokumen BLAST digunakan dalam mengkontruksi pohon filogenetik untuk
melihat hubungan kekerabatan antara query dan sekuen database dengan software
Molucular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0 (MEGA6). Berdasarkan hasil analisis
menggunakan pendekatan bioinformatika dapat disimpulkan bahwa isolat BAL
teridentifikasi sebagai spesies Lactobacillus fermentum.

Kata kunci: sekuen, DNA, BAL, bioinformatika

PENDAHULUAN

Identifikasi bakteri menggunakan teknik konvensional hanya dapat
memberikan informasi mengenai morfologi sel, jenis Gram dan sifat biokimianya.
Akan tetapi, dengan kemajuan ilmu bioteknologi saat ini, peneliti dapat menentukan
spesies bakteri dengan menganalisis sekuen DNA. Analisis sekuen merupakan suatu
teknik yang dianggap paling baik untuk melihat keanekaragaman hayati suatu
kelompok organisme [1] dengan tingkat akurasi mencapai 99.9%. Fragmen DNA
yang paling sering digunakan sebagai marka molekuler universal untuk kelompok
bakteri adalah gen 16S rRNA karena bersifat ubikuitus dan lestari [2]. Gen 16S rRNA
dari bakteri sampel dilakukan proses sekuensing untuk mengetahui urutan
nukleotidanya. Urutan nukleotida bakteri sampel inilah yang disebut sebagai
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sekuen query yang akan dianalisis lebih lanjut menggunakan pendekatan
bioinformatika.

Beberapa metode sekuensing DNA yang ada yakni metode Maxam Gilbert dan
metode Sanger. Metode Sanger merupakan metode yang sering digunakan pada saat
ini karena bersifat jauh lebih praktis dengan menggunakan dideoksi [3]. Pada tahap
sekuensing produk PCR digunakan sebagai cetakan. Primer pada tahap PCR juga
digunakan dalam sekuensing, hanya saja masing-masing primer digunakan secara
terpisah dalam satu siklus sekuensing (forward saja atau reverse saja). Berbeda
dengan PCR, produk yang dihasilkan dari sekuensing memiliki ukuran yang
berbeda-beda. Hal ini disebabkan karena pada sekuensing, ditambahkan ddNTP (di-
deoxyribonuclease Triphosphat) atau disebut dengan dNTP terminator yang dilabel
dengan zat warna. Terminator ini pada satu siklus akan berikatan secara acak dan
menghentikan proses pembacaan. Pada tiap basa terminator (ddATP, ddGTP, ddCTP
atau ddTTP) terdapat zat warna fluoresen yang dapat menyerap panjang gelombang
yang berbeda sehingga basa terminator akan dapat dibaca dengan fluorometri [4].

Sekuen DNA yang terbentuk dari hasil pensejajaran pembacaan primer reverse
dan forward dan umumnya disebut sebagai sekuen konsensus. Sekuen konsensus
ini kemudian dibandingkan dengan data sekuen yang tersedia di database
menggunakan software. Beberapa database digunakan untuk membandingkan
sekuen 16S rRNA yang diperoleh dalam penelitian dengan sekuen yang telah
terdaftar di database tersebut, salah satunya adalah GenBank. Untuk menemukan
spesies baru, sekuensing keseluruhan gen 16S rRNA sangat diperlukan. Akan tetapi,
pada sebagian besar isolat bakteri, fragmen pendek berkisar 500 bp dibagian awal
gen 16S rRNA dinilai sudah cukup informatif dalam mengidentifikasi spesiesnya [4].
Analisis sekuen DNA untuk menentukan spesies bakteri disajikan dalam bentuk
pohon filogenetik yang menggambarkan hubungan kekerabatan antara isolat
bakteri dengan beberapa bakteri yang data sekuennya tersimpan di dalam GenBank,
disebut juga sebagai sekuen pembanding. Beberapa tahapan umumnya yang perlu
dilakukan yaitu dimulai dari installing program, editing data sekuen dan dilanjutkan
dengan alignment [5].

Filogenetik merupakan ilmu yang mempelajari hubungan evolusi beberapa
kelompok organisme yang berbeda (contohnya spesies atau populasi). Dalam studi
filogenetik, cara yang paling tepat untuk menghubungkan beberapa kelompok
organisme adalah dengan membuat atau mendesain pohon filogenetik. Pohon
filogenetik digunakan untuk membatasi taksa masing-masing kelompok individu
yang saling terhubung. Sebuah pohon filogenetik terdiri dari node dan cabang.
Masing-masing node mewakili unit taksonomi berupa individu, spesies dan
populasi. Masing-masing cabang mendefinisikan hubungan antar unit taksonomi.
Satu cabang pada pohon filogenetik dapat menghubungkan dua node yang
mempunyai kekerabatan. Pola percabangan pohon ini disebut dengan topologi.
Untuk menunjang pembuatan pohon filogenetik digunakan suatu program yang
dikenal dengan nama BLAST yang berfungsi untuk membandingkan urutan
terpenting dari semua urutan yang tersimpan dalam GenBank yang terdapat dalam
website NCBI. Jika nama ilmiah atau hubungan kekerabatan suatu organisme tidak
diketahui, NCBI menyediakan link langsung ke beberapa organisme yang umum
digunakan dalam proyek penelitian molekuler [6].
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METODOLOGI PENELITIAN

Analisis Data Sekuen

Sekuen query dibandingkan dengan sekuen yang telah ada pada database
GenBank melalui NCBI internet site (http//www.ncbi.nlm.nih.gov) tepatnya pada
menu BLAST. Tipe BLAST yang digunakan adalah nucleotide BLAST. Database yang
dipilih adalah other dengan organism bacteria bacteria. Program yang dipilih adalah
Mega Blast. Data yang diperoleh berupa sekuen bakteri yang pernah ditemukan dan
berkerabat dekat dengan sekuen isolat. Sekuen digabungkan dan disimpan dalam
format FASTA. Kemudian, dilakukan penjajaran sekuen (multiple sequence
alignment) menggunakan software BioEdit tepatnya pada menu Clustal W Multiple
alignment dengan memilih opsi Run ClustalW. Simpan hasil alignment dalam format
FASTA untuk analisis selanjutnya [7].
Analisis Filogenetik

Pohon filogenetik sebagai hasil akhir dari sebuah analisis filogenetik
penentuan spesis bakteri dibuat berdasarkan hasil alignment menggunakan
neighbor-joining melalui software MEGA®G [8].

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolat bakteri sampel (Kode Isolat=B1.2) dikirim ke PT. Genetika Science
Indonesia, Genetika Lab, Indonesia untuk dilakukan sekuensing fragmen DNA
dimana laboratorium tersebut menggunakan metode Sanger. Hasil proses
sekuensing harus melalui proses contig terlebih dahulu menggunakan software
DNAstar yang disimpan dalam format FASTA. Kata contig berasal dari kata
contigious dapat didefinisikan sebagai rekonstrusksi dari serangkaian bagian DNA
yang tumpang tindih. Keterbatasan mesin sekuensing membuat tidak semua bagian
DNA dapat diketahui urutan basanya, mesin sekuensing memiliki kemampuan
mengurut basa nukleotida maksimal dengan ukuran 1000 bp, untuk mengatasi hal
tersebut maka dilakukan sekuensing dua arah yakni forward dan reverse. Kedua
hasil sekuensing tersebut selanjutnya dapat digabungkan dan direkonstruksi
kembali untuk mendapatkan sebuah gen utuh melalui proses contig [9]. Dalam
penelitian ini, proses contig langsung dilakukan oleh pihak laboratorium. Data
sekuen fragmen DNA isolat B1.2 yang sudah melalui proses contig dapat dilihat pada
Gambar 1.

CETITEECCCA AT TIGATTIGATEGETGCTITECACCTEGATTIGAT I TIGE I CECCANRCEAET EECEE
ACGEEETEGAGTALC AR OCGTAGGTALCCTGOCCAGAROLGOEGEEEEACANCATTITEGEAALCOAGATEC
TAELTARCCEGCATALCAGC G T IGTITCGCATGRAARCAACGCTTALAAGATGEGCTICTCGCTATCAC
ITCIGEATGEARCC TGO IGC AT TAGC T TG T TG T GEEETANLC GECCTACCARGECEATEAT
GCATAGCCGEAGT IGAGAGACTGATCGECCACALTEEEACTGAGACACGECCCATACTCCTAC
GEEAGGCAGCAGTAGEGEGALTCTTCCACAATEEEOGCAAGCCTEGATGEAGCALRCRACCECGET GR
GGG CEEET I T ICET AN CGCTCTI G T IGTI T AL G NG RC R CET A TEAERET R OCT
GITCATACGTI ITGACGGTAT I TAACCAGALAGTCACGECTALCTACGT GOCAGCAGOCECOGEET
AL TACGTAGGETGECAARGC G I TATCCGEGAT T TATTIGEEGOCGTARAGAGAGTGCAGGCEGETITTITTIC
TR TC IR T IR AN CTT T COEEC T T AR COEERGR L ETECATCGER AL C T EEAT AL CTT SN
GIGCAGARLGAGEGETAG TG ACTCCATGTIGTAGOGETIGEGALATGOCGTAGATATATGEA GO DT
ACCAGTGECEGALAGECEGEGCTACCTGEICTGCAACTGRACEGCTGAGACTCOCGRALLGCATEEETAGT
ARG T T ARG TR T EE T A TCCATECCETA R T A TERG T GCTAGET GT T EELEEET
ITITCCGCCCTITCAGTGCCAGARGC TALCGCAT T ALRGCACTCCOGCCTEGEAGAGTACGACCECALG
ITITGAARARCTCAARGEGATTIGACEGEGEGEGECCECACAGOCEGETGEAGCTGIGEITTATICAAGCTACGEC
ARG T TR R TC T TG T CT TGO C AN CCT AR TR GECOETTCCTTCOGERRCECAT
DCoy

Gambar 1. Sekuen Gen 16S rRNA Isolat B1.2
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Berdasarkan Gambar 1 dapat dilihat urutan basa gen 16S rRNA dari isolat
B1.2. Gen 16S rRNA bersifat lestari dan selalu dijumpai pada setiap prokariota
sehingga paling tepat digunakan dalam analisis filogenetik yang didasarkan pada
DNA sebagai unit dasar yang mengkode informasi suatu organisme, relatif mudah
untuk diekstrak maupun dianalisis, mudah untuk dibuat sebagai model yang
komparatif dan menghasilkan informasi yang banyak dan beragam meskipun
analisis sekuensing membutuhkan biaya yang lebih mahal namun ketepatan
identifikasi yang dihasilkan sangat baik [4]. Selain itu, sekuen dari fragmen DNA ini
menghasilkan data yang akurat melalui pengujian homologi yang lebih baik dan
menghasilkan neighbor-joining yang lebih alami. Ada tiga tahap yang harus
dilakukan dalam analisis filogenetik yakni sequence alignment, rekonstruksi pohon
filogenetik, evaluasi pohon filogenetik [10]. Langkah awal analisis sekuen dengan
pendekatan bioinformatika adalah pengujian homologi suatu isolat bakteri
menggunakan program BLAST sehingga dapat melihat besaran nilai persentase
similiarity antara query dengan beberapa sekuen bakteri yang telah terdaftar pada
database NCBI. Hasil BLAST isolat B1.2 dapat dilihat pada Gambar 2.

Max Total Query E

Description el s Ident Accession
¢! Lactobacillus fermentum strain AdF7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1680 1680 100% 0.0 98% HQB77597.1
¥ Lactobacillus fermentum strain SM38 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1674 1674 100% 0.0 98% KJ690753.1
¥ Lactobacillus fermentum strain SFCB2-3 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1671 1671 100% 0.0 98% DQ399352.1
@ Lactobacillus fermentum DNA, complete genome, strain: MTCC 25067 1669 8312 100% 0.0 98% AP017973.1
@ Lactobacillus delbrueckii strain L38 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1669 1669 100% 0.0 98% KP317707.1
#| Lactobacillus fermentum strain L37 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1669 1669 100% 0.0 98% KP317708.1
#| Lactobacillus fermentum strain L18 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1669 1669 100% 0.0 98% KP317688.1
¢! Lactobacillus fermentum strain 47-7 genome 1669 8294 100% 0.0 98% CP017712.1
¥ Lactobacillus fermentum strain CSL55 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1669 1669 100% 0.0 98% KT800405.1
@ Lactobacillus fermentum strain NCC2970. complete genome 1669 8330 100% 0.0 98% CP017151.1

Gambar 2. Hasil BLAST Gen 16S rRNA Isolat B1.2

Pada Gambar 2 dapat dilihat beberapa parameter BLAST yakni QC, EV dan ID.
Query coverage (QC) menunjukkan persentase nukleotida yang serasi dengan
sekuen yang ada di database sedangkan expectation value (EV) menunjukkan jumlah
perbedaan antara sekuen isolat yang di entry dengan sekuen yang terdapat pada
database yang dinyatakan dengan skor. Semakin tinggi nilai EV. maka semakin tinggi
perbedaan sekuennya sedangkan nilai EV yang mendekati nilai 0 menunjukkan
tingkat homologi sekuen yang tinggi. Identify (ID) menunjukkan persentase
kesamaan tertinggi dari suatu fragmen sekuen DNA dengan subyek sekuen yang
sama [11]. Berdasarkan Gambar 2 menunjukkan bahwa isolat B1.2 memiliki tingkat
homologi yang signifikan dengan beberapa spesies bakteri yang terdapat pada
database GenBank di situs NCBI dimana isolat B1.2 memiliki persentase tingkat
similiarity sebesar 98%. Persentase homologi sekuen dengan kisaran 91% atau
lebih kecil dari 91% dikatakan tidak signifikan, kisaran 92% hingga 96%
menunjukkan cukup signifikan dan kisaran 97% hingga 100% menunjukkan
signifikan [12].

Tahap selanjutnya adalah melakukan penjajaran sekuen yang bertujuan untuk
menyelaraskan data karakter yang pada dasarnya tidak hanya diperuntukkan bagi
data molekuler tetapi juga non molekular dimana pada data non molekuler dapat
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dilakukan dengan mengurutkan karakter state berdasarkan pada hipotesis evolusi.
Penjajaran sekuen (sequence alignment) dilakukan dengan menggunakan software
BioEdit yang sebagian dari hasil penjajaran sekuennya dapat dilihat pada Gambar 3.

e ekt /e v Seeclnul St Motk Nore St 1

Pagtion: 118 Nombering Mask:None uer et
- " TR T = <. e ; S CIT 21
gIDLD @iw ‘I'E@‘ZI'A’T%"?Hi!*wigﬂmfii @NHE? speed sow 4 fas
” '!““l"""“‘I""l""[“"l""““‘|""|""t“"l""‘““|“"|""‘““|""‘"“|""|""““'l"""“‘l""]
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Lactobacillus fermentum st TGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGECGGACGRGTGAGTARCACGTAGRTAACCTGCCCAGRAGCGGGEEGACAACATTTGGAAACAGRTGCTAATACCGCATAACAG]
Lactobacillus fermentum st TGETGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGRAGTGACGEACGEETGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGRAGCARGEEACAACATTTGGARACAGATGCTARTACCGCATAACAG
Lactobacillus fermentum st TGGTGCTTGCACCTGATTGATITTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGEGTGAGTARCACGTAGGTAACCTGCCCAGRAGCGGGEGACAACATTTGGAAACAGATGCTARTACCGCATAACRG]
Lactobacillus fermentum st/TGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGETCGCCAACGAGTGGCGGACGGRTGAGTARCACGTAGGTARCCTGCCCAGRAGCGGREGACEACATTTGGARACRGATGCTARTACCGCATAACAG)
Lactobacillus fermentum st/TGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGRCGRACGEETGAGTARCACGTAGRTAACCTGCCCAGRAGCGREGGACRACATTTGGARACAGATGCTAATACCGCATARCAG
Lactobacillus fermentum st TGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGEGTGAGTARCACGTAGRTAACCTGCCCAGRAGCGGGEEGACRACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAG]
Lactobacillus fermentum st TGGTARGGTTCTTCGCGTAGCTTCGARTTARACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGECCCCCGTCARTTCCTTTGAGTTTCARCCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCEG-AGTGCTTAAT -G
Lactobacillus fermentum st TGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGRGTGAGTARCACGTAGGTAACCTGCCCAGRAGCGGGEGACRACATTTGGAAACAGATGCTARTACCGCATAACAG]
Lactobacillus fermentum st/TGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGETCGCCAACGAGTGGCEGACGGRTGAGTARCACGTAGGTARCCTGCCCAGEAGCGGREGACRACATTTGEARACRGATGCTARTACCGCATAACAG]
Lactobacillus fermentum st/TGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGETCGCCAACGAGTGGCGGACGGRTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGRAGCGGREGACEACATTTGGARACAGATGCTARTACCGCATAACAG
Isolat B1.2 TGETGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGRGTEGCEEECGEETGAGTAACACATAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGRGGACAACATTTGGAARCAGATGCTARTACCGCATARCAG

Gambar 3. Hasil Penjajaran Sekuen dengan Software BioEdit

Berdasarkan Gambar 3 dapat dilihat bahwa penjajaran sekuen akan
menunjukkan dimana posisi sekuen yang tidak berubah atau disebut dengan
conserved dan dimana posisi sekuen yang berbeda atau berkembang menjadi
berbeda dari common ancestor, yang disebut dengan divergent. Metode multiple
sequence alignment menggunakan program ClustalW paling banyak digunakan
untuk penjajaran sekuen dikarenakan dapat menjajarkan beberapa sekuen
sekaligus. Dalam hasil penjajaran sekuen juga sering dijumpai gap yang diandai
dengan tanda dash (-). Gap menunjukkan adanya mutasi dalam bentuk insersi
(penyisipan) ataupun delesi (pegurangan) suatu nukleotida [13]. Selanjutnya,
dilakukan rekonstruksi sebuah pohon filogenetik menggunakan software MEGA6
dengan metode berdasarkan jarak yang disebut neighbor joining, metode ini
memanfaatkan banyaknya perbedaan antar sekuen untuk membuat sebuah pohon
filogenetik. Topologi pohon filogonetik isolat B1.2 dapat dilihat pada Gambar 4.

@Ll=BL2

‘ < Lactobacilhn: SME1 165 ribosomal FNA gana, partial saquanca
I I Lactobacills NCC2970, complate Zenome
‘ g ILactobacillns in CEL33 165 riboaomal RNA gena partisl saquance
A Lactobacilhns L18 165 sibosomal RNA zamz, partial saquanca
“Lactobarilln: inL37 165 sibosoms] RYA gana, partial saquance

' Lactobacilhes dalbruackiistrain L3 185 ribosomal RNA gana partial saquance

1 actobarilins in47-7 gamoms
Lactobazilhs AdF 7185 tibosomal ENA zana, partil saquanca
Lactobacillns in $FCED-3 168 ibosomal RNA gana, partial saquanca

4 Lactobarilhs famantum DNA, complets ganome, strain: MTCC 23067
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Berdasarkan Gambar 4 dapat dilihat pohon filogenetik membentuk dua klad
besar dimana pada klad pertama dapat dilihat bahwa isolat B1.2 berada dalam satu
klaster besar dengan L. fermentum strain SM38, L. fermentum strain NCC2970, L.
fermentum strain CSL55, L. fermentum strain L18, L. fermentum strain L37, L.
fermentum strain L38, L. fermentum strain 47-7, L. fermentum strain AdF7, L.
fermentum strain SFCB2-3 dan L. fermentum strain MTCC 25067. Berdasarkan hasil
analisis filogenetik keseluruhan dapat diketahui bahwa isolat B1.2 teridentifikasi
sebagai Lactobacillus fermentum yang merupakan salah satu spesies bakteri asam
laktat.

1 W& M6: Analysis Preferences el -
Options Summary [
Option Selection | 1
Analysis Phylogeny Reconstruction
Scops All Selected Taxa
— | | Statistical Method Neighbor-joining
s \ = = 2
Sl Phylogeny Test
FilgH| | Test of Phylogeny Bootstrap method 5
Fj" No. of Bootstrap Replications | 1000 SR - (O S S
e M | Substitetion Model § [Ection Rates Clocks Diagnose
T || | substtutions Typ= Nucleotide ‘
_E Model/Method p-distance ‘
Substitutions to Include d: Transitions + Transversions
Rates and Patterns ‘
Rates among Sites Uniform rates ‘
|
Pattern among Linesges Same (Homogeneous)
Data Subset to Use ‘
Gaps/Missing Data Treatment Complete deletion ‘
P Help l J Compute | [ x Cancel ] ‘
e = ) e = (< o™ . s . &
First Time User? Tutorial Examples Citation Report 2 Bug Updates? MEGA Links Toolbar Preferences
MEGA release #6140226 - B ) - - - -  hasi al'vg’ﬁrvrue:nt seqdum - Copy.meg

Gambar 5. Pengaturan Option Summary pada Software MEGA6

Evaluasi pohon filogenetik diuji secara statistik meggunakan metode
bootstrap yang dapat dilihat pada Gambar 5 dengan model pendekatan statistik
yang familiar digunakan dalam analisis preferensi p-distance dengan pengulangan
sebanyak 1000 kali dengan tujuan untuk memperkirakan tingkat kepercayaan dari
sebuah pohon filogenetik.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil analisis sekuen dan analisis filogenetik melalui pendekatan
bioinformatika, bakteri sampel teridentifikasi sebagai bakteri asam laktat spesies
Lactobacillus fermentum dengan tingkat similiarity sebesar 98%.
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