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GyrA and gyrB genes encoding subunit A and B of gyrase enzyme have often been used as 

molecular chronometer in phylogenetics analysis including nitrogen fixing microorganisms 

such as genus of Rhizobium, Ensifer dan Mesorhizobium. Nucleotide variation and gene 

copy number usually limit interpretation of phylogenetics analysis using gen sequence as 

molecular chronometer. In this study, gyrA and gyrB sequences from genus of Rhizobium, 

Ensifer and Mesorhizobium were analyzed to determine evolutionary relationship among 

them. Maximum Likelihood  and Kimura 2 parameter methods were used to construct 

phylogenetic tree and measure genetic distance. Phylogenetic tree based on nucleotide 

sequence of gyrA gene was compared to phylogenetic tree based on nucleotide sequence of 

gyrB gene. Comparison of identity percentage among nucleotide sequence of gyrA gene 

from genus Rhizobium, Ensifer and Mesorhizobium show similarity, where each of them 

have narrow range of identity percentage, however nucleotide sequence of gyrB gene from 

genus Rhizobium and Ensifer show wider identity percentage range than genus 

Mesorhizobium.  Several member of genus Rhizobium and Ensifer have double copy of gyrB 

gene with identity percentage less than 50 percent between them. Topology of phylogenetic 

tree based on nucleotide sequence of gyrA gene have similar topology to topology of 

phylogenetic tree based on nucleotide sequence of gyrB gene, except for additional branch 

formed by one of additional copy of gyrB sequences. 
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A. PENDAHULUAN 
 

Nitrogen adalah salah satu komponen yang sangat penting di dalam ekosistem dan  

merupakan komponen penting penyusun protein maupun asam nukleat pada mahluk hidup. 
Kemampuan bakteri yang hidup pada perakaran tanaman untuk menambat nitrogen dan 
digunakan tanaman untuk membentuk protein maupun senyawa organik   yang   lain   sangat   
berpengaruh   terhadap   kesejahteraan   manusia,   seperti ketersediaan pangan khususnya 
pangan sebagai sumber protein. Beberapa spesies prokariot memiliki kemampuan untuk 
melakukan penambatan nitrogen, misalnya beberapa spesies bakteri seperti Rhizobium yang 
hidup bersimbiosis pada bintil akar tanaman legume maupun sejumlah jenis tanaman yang 
lain. Rhizobium merupakan genus anggota subdivisi Alphaproteobacteria dari ordo 
Rhizobiales, bersama dengan beberapa genus yang lain, seperti  Bradyrhizobium,  Ensifer,  
Mesorhizobium (Chen et al., 1988; Jarvis et al., 1997) disebut rhizobia. Anggota ordo 
Rhizobiales hidup bersimbiosis dengan tanaman inang, misalnya Bradyrhizobium japonicum 
yang hidup bersimbiosis dengan Glycine max, Ensifer meliloti dengan Medicago sativa, 
Mesorhizobium amorphae   dengan  Amorpha  fruticosa  dan  Rhizoium  trifolii  dengan  
Trifolium  sp.).  

Secara tradisional, hubungan kekerabatan antar organisme direpresentasikan sebagai 
pohon filogenetik, diagram yang merunut hubungan evolusioner. Sekuens asam amino 
pada protein disintesis berdasarkan sekuens nukleotida RNA yang ditranskripsi dengan 
menggunakan DNA sebagai cetakan, sehingga kemiripan nukleotida dapat digunakan  untuk 
memperkirakan  kedekatan hubungan secara filogenetik  antara satu spesies dengan spesies 
yang lain. Sekuens gen, seperti gen 16S rRNA dapat digunakan untuk mempelajari 
hubungan filogenetik   dan identifikasi  suatu organisme (Woese, 1987; Zuckerkandl & 
Pauling, 1965). Analisis sekuens gen penanda evolusi yang stabil, seperti gen 16S rRNA 
digunakan  untuk  identifikasi,  klasifikasi  prokariot  secara  genotip  (Weisburg et al., 
1991). Diferensiasi bakteri pada tingkat genus dan klasifikasi pada tingkat spesies dan 
subspesies  dapat dilakukan dengan membandingkan sekuens gen 16SrRNA, meskipun 
demikian terdapat kelemahan dalam penggunaan sekuen gen tersebut, seperti lebih dari 
satu salinan gen pada kebanyakan bakteri (Conville & Witebsky, 2005). Beberapa alternatif 
penggunaan sekuens molekul lain, seperti hsp70 (Hu et al., 2018), subunit B dari RNA 
polymerase (Klenk & Zillig, 1994), Elongation factor Tu or EF-Tu (Creti et al., 1994), gen 
recA dan glnA (Gutacker et al., 2002). Gen gyrA dan gyrB merupakan gen- gen yang juga 
digunakan  sebagai  kronometer molekuler  (Liu et al., 2022; Ménard et al., 2016; Peeters & 
Willems, 2011). Gen  gyrA  dan  gyrB  merupakan  gen  yang  menyandikan  komponen 
penyusun enzim DNA gyrase atau topoisomerase II, suatu enzim yang berperan dalam 
mengkatalisis proses pembentukan DNA supercoiling,   yang dibutuhkan dalam proses 
replikasi, transkripsi dan rekombinasi DNA pada bakteri (Gellert et al., 1976; Wang, 1985). 
Enzim  DNA gyrase pada E.coli terdiri dari dua subunit A (97-kDa)  dan dua subunit B 
(90-kDa) yang merupakan produk dari gen gyrA dan gyrB. Kedua subunit tersebut memiliki 
fungsi yang berbeda dalam mekanisme kerja enzim DNA gyrase mengkatalisis perubahan 
topologi pada DNA. Subunit GyrA memutuskan dan menyambungkan DNA, sedangkan 
GyrB memiliki aktivitas ATPase. Gen gyrA dan gyrB telah digunakan dalam mempelajari 
hubungan kekerabatan pada rhizobia (Mauchline et al., 2014). Penelitian ini bertujuan 
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untuk menganalisis sekuen dan filogeni gen gyrA dan gyrB,  dari  beberapa  strain  bakteri  
dari  genus  Rhizobium, Ensifer dan Mesorhizobium.  Rhizobium dan Ensifer merupakan 
anggota famili dari Rhizobiaceae, sedangkan Mesorhizobium merupakan anggota famili 
Phyllobacteriaceae (Ferraz Helene et al., 2022). Ketiga genus tersebut sebelumnya 
dikelompokan sebagai fast-growing rhizobia (Peter et al., 1996). 
 
B. METODE PENELITIAN 

  

Waktu dan Tempat  

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus hingga Oktober 2022 di Laboratorium 
pada Jurusan Biologi, Fakultas MIPA Universitas Pattimura, Ambon. 

 
Alat dan Bahan  

Alat   yang   digunakan   dalam   penelitian   ini  adalah   perangkat   komputer   
yang dilengkapi  dengan  program  yang dibutuhkan  untuk  melakukan  analisis.  Bahan  
yang digunakan adalah data sekuens nukleotida gen gyrA dan gyrB yang diperoleh dari 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) Data Bank, United States (Sayers et 
al., 2021). Sekuens nukleotida gen gyrA dan gyrB berasal dari 33 spesies bakteri, yaitu; 
Rhizobium leguminosarum bw. trifolii WSM2304, Rhizobium leguminosarum bw. trifolii 

WSM1689, Rhizobium anhuiense bv. trifolii strain T24, Rhizobium leguminosarum  bv.  
viciae  3841, Rhizobium gallicum bv. gallicum R602, Rhizobium leguminosarum  bv.  trifolii 
CB782, Rhizobium tropici CIAT 899, Rhizobium etli CFN42, Rhizobium grahamii 
s t rain BG7, Rhizobium phaseoli strain N261, Rhizobium zullae strain WSM 1592, 
Rhizobium rosettiformans strain MAE2-X, Rhizobium sp. 007, Ensifer fredii NGR234, 
Shinorhizobium americanum  CCGM7,   Shinorhizobium   medicae WSM419, Ensifer 

kummerowiae strain CCBAU 71714, Ensifer meliloti strain BIM B-442D, Ensifer meliloti 

strain USDA1157, Ensifer mexicanum strain ITTG R7, Ensifer terangae strain CB3126, 

Mesorhizobium amorphae CCNWGS0123, Mesorhizobium australicum WSM2073, 

Mesorhizobium ciceri biovar biserrulae strain WSM1284, Mesorhizobium ciceri biovar 
biserrulae WSM1271, Mesorhizobium erdmanii strain NZP2014, Mesorhizobium huakuii 
strain 583, Mesorhizobium japonicum R7A, Mesorhizobium jarvisii strain ATCC 33669, 
Mesorhizobium loti NZP2037, Mesorhizobium loti strain SU343, Mesorhizobium 

mediterraneum strain R31, Mesorhizobium opportunistum WSM2075. Spesies – spesies 
tersebut dipilih berdasarkan keterwakilan spesies anggota untuk tiap genus, dan berdasarkan 
ketersediaan data sekuens gen gyrA dan gyrB dari tiap spesies. 

 
Analisis Data  

Analisis  filogenetik  data penelitian ini dilakukan  dengan  menggunakan  
perangkat  lunak  MEGA  X (Kumar et al., 2018) dengan menggunakan metode Maximum 
Likelihood (Felsenstein, 1981) untuk konstruksi pohon filogenetik, dan model Kimura-2 
Parameter (Kimura, 1980) untuk memperkirakan jarak genetik.   Penjajaran   multisekuens   
dilakukan   dengan   menggunakan   perangkat lunak Clustal-W (Thompson et al., 1994).   
Analisis   bootstrap   dilakukan   dengan   1000   uji   untuk mengevaluasi topologi pohon 
filogenetik. Persentase keidentikan antar sekuen dihitung sebagai persentase jumlah 
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nukleotida atau asam amino yang identik pada suatu sekuen relatif terhadap jumlah total 
nukleotida atau asam amino. 

 
C. HASIL DAN PEMBAHASAN  

 

Tiga belas strain dari genus Rhizobium, delapan strain dari genus Ensifer dan dua 
belas strain dari genus Mesorhizobium telah dianalisis pada penelitian ini. Semua strain 
dalam penelitian ini adalah strain yang memiliki gen gyrA yang menyandikan subunit A dan 
gen gyrB yang menyandikan subunit B dari enzim gyrase  atau topoisomerase II, dan 
sekens-sekuens tersebut dapat diakses pada basis data NCBI. 

Beberapa strain anggota dari genus Rhizobium dan Ensifer, yaitu Ensifer fredii 
NGR234, Ensifer americanum  CCGM7,  Rhizobium phaseoli strain N261, dan Rhizobium 

leguminosarum  bv.  viciae  3841  memiliki lebih dari satu sekuen gen gyrB (Gambar 5). 
Rentang  persentase   kemiripan   sekuens   yang berasal dari  strain   bakteri genus 
Rhizobium dalam penelitian ini adalah 78,9 hingga 96 persen dengan rata-rata 85,65 persen 
untuk gen gyrA,  dan 43,6 hingga 98,3 persen untuk gen gyrB dengan rata-rata 75,21 
persen. Persentase kemiripan sekuen diantara strain bakteri dari genus Ensifer dalam 
penelitian ini memiliki rentang dari 86,2 hingga 99,9  persen  dengan rata-rata 89,63 
persen untuk  gen  gyrA,  dan  44,9  hingga  100  persen  untuk  gen  gyrB dengan rata-rata 
73,98 persen. Strain bakteri  dari genus Mesorhizobium memiliki rentang persentase  
kemiripan gen  gyrA  89,3 hingga 100 persen, dengan rata-rata 92 persen, dan 88.7 hingga 
100 persen untuk persentase kemiripan di antara gen gyrB dengan rata-rata 73,98 persen. 
Rentang presentase keidentikan sekuens gen gyrA dan gyrB pada Rhisobium, Ensifer, dan 

Mesorhizobium dapat dilihat pada Gambar 1 dan Gambar 2. Ensifer fredii NGR234, Ensifer 

americanum  CCGM7,  Rhizobium phaseoli strain N261, dan Rhizobium leguminosarum  
bv.  viciae  3841, memiliki 2 salinan gen gyrB dengan persentase keidentikan antar 2 gen 
gyrB yang terdapat pada spesies yang sama kurang dari 50, atau berada pada rentang 44,6 
hingga 46,3 persen (Gambar 3). Kisaran persentase keidentikan gen gyrA untuk genus 
Rhizobium relatif lebih luas dibandingkan pada genus Ensifer dan Mesorhizobium. Kisaran 
persentase keidentikan menunjukkan kedekatan hubungan diantara sekuen-sekuen gen 
tersebut. 
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Gambar 1. Rentang presentase keidentikan sekuens gen gyrA pada Rhisobium, Ensifer dan Mesorhizobium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Gambar 2. Rentang presentase keidentikan sekuens gen gyrB pada Rhisobium, Ensifer dan  Mesorhizobium. 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 3. Persentase keidentikan antar 2 gen gyrB yang terdapat pada spesies yang sama 
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Rentang persentase keidentikan sekuen gen gyrA dan gyrB yang berasal dari genus 
Mesorhizobium relatif tidak lebar, dan tidak banyak berbeda antara gen gyrA dan gyr B. 
Rentang persentase keidentikan pada gen gyrB dari genus Mesorhizobium lebih sempit 
dibandingkan gen gyrA pada genus Rhizobium dan Ensifer, yang dipengaruhi keberadaan 
jumlah salinan rangkap gen gyrB dengan persentase keidentikan yang rendah pada beberapa 
anggota genus Rhizobium dan Ensifer, gen-gen tersebut mungkin diperoleh melalui 
meknisme transfer gen secara horizontal. Transfer gen secara horizontal pada bakteri, dapat 
terjadi melalui penyebaran elemen genetik yang mobil, plasmid dan elemen konjugasi 
integratif (Iranzo et al., 2016; Koonin, 2016), dan diketahui elemen-elemen ini dimobilisasi 
didalam populasi bakteri rhizobial (Wardell et al., 2022). Hasil analisis pohon filogenetik 
berdasarkan sekuens gen gyrA (menunjukkan bahwa kedua pohon memiliki kemiripan 
topologi dengan jarak genetik pada  pohon  filogenetik  berdasarkan  sekuens  gen  gyrA  
adalah  0.05  dan  jarak genetik pada pohon filogenetik berdasarkan sekuens gen gyrB 
adalah sebesar 0.1 (Gambar 4 dan Gambar 5). 
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Gambar 4. Pohon filogenetik berdasarkan analisis sekuens gen gyrA yang berasal dari strain bakteri genus 

Rhizobium, Ensifer dan Mesorhizobium. Jarak genetik diindikasikan dengan skala. 
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Gambar 5. Pohon filogenetik berdasarkan analisis sekuens gen gyrB yang berasal dari strain bakteri genus 

Rhizobium, Ensifer dan Mesorhizobium. Angka di dalam tanda kurung menunujukkan nomor 
salinan dari gen gyrB. Jarak genetik diindikasikan dengan skala.  
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Pohon filogenetik berdasarkan analisis sekuens gen gyrA yang berasal dari strain 
bakteri genus Ensifer dan Mesorhizobium menunjukkan bahwa sekuens gyrA dari spesies-
spesies anggota  p a d a  tiap genus membentuk kelompok percabangan yang terpisah pada 
pohon filogenetik (Gambar 4). Gen gyrA dari Rhizobium tropicii CIAT 899 membentuk 
percabangan terpisah dari kelompok sekuens gyrA genus Rhizobium pada pohon filogenetik 
.Pohon filogenetik berdasarkan analisis sekuens gen gyrB yang berasal dari bakteri genus 
Rhizobium, Ensifer dan Mesorhizobium juga menunjukkan bahwa masing-masing genus 
membentuk percabangan tersendiri pada pohon filogenetik (Gambar 5), meskipun demikian 
terdapat percabangan terpisah yang dibentuk oleh  salinan kedua dari sekuen gen gyrB yang 
berasal dari Ensifer fredii NGR234, Ensifer americanum  CCGM7,  Rhizobium phaseoli 
strain N261, dan Rhizobium leguminosarum  bv.  viciae  3841. Gen gyrA merupakan gen 
housekeeping yang diketahui memberikan hasil resolusi filogenetik yang lebih tinggi 
dibandingkan  gen 16S rRNA untuk beberapa isolat dari bakteri genus Bacillus (Chun & 
Bae, 2000), dan pohon filogenetik  yang  stabil  pada  resampling  dengan  metode  bootsrap  
dengan  pemisahan yang baik pada taxa Helicobacter (Ménard et al., 2016). Sekuens 
nukleotida gen gyrB memiliki laju evolusi yang lebih tinggi dibandingkan sekuen gen 16S 
rRNA (Yamamoto & Harayama, 1995) dan digunakan sebagai penanda filogenetik pada 
berbagai penelitian hubungan filogenetik dan taksonomi, seperti pada kelompok Bacillus 
(Wang et.al.,  2007), kelompok Pseudomonas (Yamamoto & Harayama, 1995), Salmonella, 
Shigella dan Escherichia coli (Fukushima et al., 2002), dan Flavobacterium (Peeters & 
Willems, 2011). 

 

D. KESIMPULAN 

 

Jarak genetik pada pohon filogenetik berdasarkan  gen gyrB lebih besar 
dibandingkan   jarak genetik pada pohon  filogenetik   berdasarkan   gen  gyrA.  Rentang  
persentase kemiripan sekuens nukleotida gen  gyrB pada genus Rhizobium and Ensifer 
lebih lebar dibandingkan Mesorhizobium, dipengaruhi oleh adanya sejumlah anggota genus 
Rhizobium dan Ensifer yang memiliki dua salinan gen gyrB dengan persentase kemiripan 
antar salinan gen yang rendah, salinan kedua dari masing-masing tersebut membentuk 
percabangan tersendiri pada pohon filogenetik, sehingga duplikasi gen gyrB dapat membatasi 
penggunaanya sebagai kronometer molekuler pada genus Rhizobium dan Ensifer. 
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