Jurnal Biologi Tropis

Original Research Paper

DNA Barcoding of Endophytic Bacteria from The Stems of Tissue Piper
crocatum and Activity Anti-Bacterial Properties

Lalu Wira Zain Amrullah'” & Lalu Zulkifli?
Primary School Education Program, University of Mataram, Mataram, Indonesia;
%Biology Education Study Program, University of Mataram, Mataram, Indonesia;

Avrticle History

Received : September 02, 2022
Revised : October 20t 2022
Accepted : November 10, 2022

*Corresponding Author:

Lalu Wira Zain Amrullah,
Universitas Mataram, Mataram,
Indonesia;

Email:
l.wirazainamrullah@unram.ac.id

Pendahuluan

Abstract: Secondary metabolites from herbal are commonly used to treat
disease due to infection from pathogenic bacteria, endophytic bacteria is
shortcut to collect secondary metabolites more effective than extracting direct
from the plant. This research aims to obtain endophytic bacterial isolates from
the stems of the red betel plant which can be used as an inhibitor for the growth
of pathogenic bacteria. The method of this research is exploratory descriptive
experiment based research. The stages of this research consist of few
techniques which are isolation of endophytic, antibacterial examination,
morphological, physiological, and biochemical observation, DNA bacterial
extraction, gel electrophoresis. To analyse DNA Barcoding using 16S rRNA
gen, BLAST and MEGA 10. The results of the antibacterial activity of the
isolates showed by clear zone formation against pathogenic bacteria such as
E. coli, K. pneumoniae and S. aureus. Endophytic bacterial that successfully
isolated are labelled (BSM1, BSM2, BSM3 and BSM4). Based on of the Gel
electrophoresis shows that four endophytic bacterial isolates are positive by
appearance of bands in 1324bp. Based on the results of the phylogenetic tree
it can be concluded that BSM1 is closely related to Bacillus cereus JL with a
genetic distance of 0.007, while the genetic distance of BSM2 was 0.012,
BSM3 0.006 and BSM4 0.003, all three were closely related to Bacillus
pumilus AUEC29.

Keywords: DNA Barcoding, endophytic bacteria, Red Betel Stem.

merah hati sampai keunguan, memiliki aroma
yang khas seperti aroma sirih (Sudewo, 2005).

Pemanfaatan tanaman herbal sebagai bahan
baku obat menjadi sebuah terobosan yang popular
dan telah berlangsung secara turun temurun.
Salah satu jenis tanaman herbal yang cukup
familiar dimanfaatkan sebagai bahan baku obat
herbal adalah tanaman sirih merah (Piper
crocatum Ruiz & Pav). Tanaman sirih merah
banyak dimanfaatkan sebagai obat untuk
mengatasi penyakit terutama yang disebabkan
oleh mikroorganisme patogen. Tanaman sirih
merah termasuk kedalam jenis tanaman menjalar
dengan ciri batang berwarna hijau tua sampai
kemerahan, bersulur dan beruas dengan tiap buku
ditumbuhi  bakal akar, daun bertangkai
membentuk jantung, permukaan daun bagian atas
berwarna hijau gelap dan bagian bawah berwarna
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Sebagai tanaman herbal, tanaman sirih
memiliki kandungan berupa senyawa metabolit

sekunder seperti flavonoid, alkaloid, tanin,
saponin, hidroksikaficol, polifenol, kavicol,
kavibetol, allylprokatekol, karvokrol, minyak

astsiri, eugenol, cineole, coryofelen, kadimen,
ekstragol, terpena, steroid, P-cymene dan fenil
propoda. (Kristiningrum & Meymurti, 2012:14).
Beberapa senyawa metabolit sekunder dapat
berfungsi sebagai antimikroba, hal ini diperkuat
berdasarkan penelitian yang dirangkum oleh Yu
et al., (2010), bahwa kandungan senyawa pada
tanaman seperti komponen Aliphatic, Alkaloid,
Flavonoid, Peptide, Phenol, Quinon, dan
Terpenoid, memiliki fungsi sebagai antimikroba.

Mendapatkan senyawa metabolit sekunder
dapat melalui proses ekstraksi yang umum
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dilakukan. Proses ekstraksi dapat melibatkan
sebagian atau seluruh bagian dari tanaman dan
membutuhkan waktu yang cukup lama. Seiring
dengan perkembangan teknologi, pengambilan
senyawa metabolit sekunder melalui proses
ekstraksi dapat dipersingkat melalui pemanfaatan
bakteri endofit. Menurut Hallman & Berg (2006);
Bonet et al., (2012) bahwa bakteri endofit dapat
ditemukan hidup endofit di dalam jaringan
tanaman. Bakteri endofit membentuk hubungan
yang erat dengan tanaman induknya berupa
simbiosis mutualisme.

Hubungan ini  memberi keuntungan
tanaman dalam memperkuat perlindungan
terhadap serangan patogen melalui induksi
ketahanan tanaman yang dikenal dengan induced
systemic resistance (ISR), sementara itu bakteri
endofit mendapatkankan nutrisi dari tanaman
inangnya sebagai sumber energi dalam
menjalankan siklus hidupnya. Berbagai jenis
tanaman herbal yang telah teridentifikasi dan
tersebar  dipermukaan bumi diketahui
mengandung satu atau lebih mikroorganisme
endofit (Strobel & Daisy, 2003).

Berdasarkan penelitian  sebelumnya,
mengenai kemampuan tanaman sebagai bahan
obat, sepertihalnya tanaman sirih hijau dikenal
sebagai tanaman obat tradisional yang
mengandung senyawa metabolit sekunder dan
berperan sebagai antibakteri (Sadiah, et al. 2022).
Penelitian senada terkait kemampuan tanaman
dalam menghasilkan senyawa anti bakteri pernah
dilakuakan pada tanaman sirih merah dimana
dapat diketahui bahwa senyawa metabolit
sekunder yang dihasilkan oleh tanaman sirih
merah memiliki aktivitas senyawa antibakteri
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
patogen (Oktaviani et al. 2022).

Untuk mempercepat proses pengambilan
senyawa metabolit sekunder yang dimiliki
tanaman sirih hijau digunakanlah pendekatan
menggunakan bakteri endofit, seperti pada
penelitian Shafira, Pasaribu & Bintang (2014),
fokus meneliti tentang aktifitas daya hambat
bakteri endofit tanaman sirih hijau dan berhasil
mendapatkan 3 isolat yang memiliki kemampuan
sebagai antibakteri dan telah diuji terhadap
pertumbuhan S. aureus. Penelitian terkait
pemanfaatan bakteri endofit dari bagian batang
tanaman sirih merah dalam memperoleh senyawa
metabolit sekunder dan sebagai  solusi
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menghasilkan senyawa antibakteri belumbanyak
dilakukan.

Selain  bertujuan untuk mengetahui
aktifitas antibakteri, penelitian ini juga
menekankan pada tahap identifikasi molekuler
atau DNA Barcoding guna untuk memproleh
informasi kekerabatan berdasarkan phylogenetic
tree dari bakteri endofit yang berhasil diisolasi.
Informasi kekerabatan isolat bakteri endofit
tanaman sirih merah dengan bakteri referensi
dapat dimanfaatkan sebagai penambahan bahan
informasi ilmiah.

Bahan dan Metode

Isolasi dan Pengujian Daya Hambat

Media yang digunakan dalam melakukan
isolasi adalah media TSA. Tahapan yang
dilakukan sebagai berikut: (a) Persiapan bahan.
Batang sirih merah dipotong dengan ukuran +5
cm; (b) Sterelisasi permukaan bahan. Batang
sirih merah disterelisasi dengan direndam pada
larutan natrium hipoklorit 2% selama 3 menit
selanjutnya direndam ke dalam larutan alkohol
70% selama 2 menit dan terakhir dibersihkan
menggunakan aquades steril dengan cara dialiri;
(c) Penanaman sampel pada media TSA. Batang
sirih merah diiris tipis, irisan ditempatkan di atas
media TSA dan diinkubasi pada suhu 32°C
selama 48 jam.

Koloni bakteri yang tumbuh di sekitar
tepian batang sirih merah selanjutnya disubkultur
dengan metode streak plate di media TSA yang
baru dan diinkubasi pada suhu 32°C selama 24
jam. Untuk mengetahui bentuk sel bakteri yang
tumbuh dilakukan pengecatan Gram (Nazifah,
Rustini, & Darwin, 2013). Proses ini dilakukan
berulang sampai menghasilkan satu koloni
bakteri dalam bentuk isolat murni, selanjutnya
isolat murni bakteri endofit dipindahkan ke
dalam media Nutrien Agar slant tube dan
disimpan pada suhu 4°C sebelum digunakan.
Tahapan selanjutnya, isolat bakteri endofit
diidentifikasi secara morfologi berdasarkan,
elevasi koloni, bentuk tepian koloni, warna
koloni dan ada tidaknya pembentukan spora.

Karakterisasi Fisiologi Biokimia Isolat

Uji yang dilakukan untuk karakterisasi
fisiologi biokimia isolat adalah uji matilitas, uji
katalase, uji indol, uji hidrolisis urea, uji simon
sitrat, uji metil red — voges proskauer (mr-vp),
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(Nazifah et al. 2013). uji hidrolisis pati, uji
fermentasi karbohidrat, Uji TSIA (Sardiani et al.
2015)

Identifikasi Molekuler Isolat

Tahapan identifikasi rnolekuler isolat
bakteri endofit dilakukan dengan cara sebagai
berikut: (a) Ekstrak DNA. Untuk estraksi DNA,
mengikuti  prosedur Kit DNA-Zol. Hasil
sentrifugasi berupa pelet dikeringkan pada suhu
kamar, kemudian ditambah aguades 50ul dan
disimpan pada suhu -20°C sampai saat digunakan.
(b) Amplifikasi gen 16S rRNA dengan PCR.
Primer universal 16S rRNA yang digunakan
adalah primer 63f (5' -CAG GCCTAACACATG
CAA GTC- 3) dan 1387r
(5-GGGCGGCGTGTACAAGGC-3") (Marchesi
et al, 1998). PCR dilakukan dengan cara
memasukkan | pl template DNA, 1 pl primer 63f,
1 pl primerl387r dan 17 pl aquades ke dalam
tabung PCR, selanjutnya amplifikasi DNA
dilakukan dengan menggunakan alat my cycler
(BioRad). Kondisi awal (pre) PCR diatur pada
suhu 94°C selama 5 menit, kemudian diikuti
dengan 35 siklus PCR yang terdiri dari denaturasi
pada suhu 94°C selama 30 detik, annealing
primer pada suhu 55°C selama 30 detik dan
ekstensi pada suhu 72°C selama 45 detik. Setelah
35 siklus dilalui, selanjutnya dilakukan post PCR
pada suhu 72°C selama 5 menit dan disimpan
pada suhu 20°C (Sepriana et al., 2020). (c)
Elektroforesis. Pada tahap elektroforesis,
sebanyak 4 pl produk PCR dielektroforesis pada
2% gel agarose dalam buffer TBE (0,5TBE) yang
telah diisi sebanyak 4ul EtBr. Elektroforesis
dilakukan pada tegangan 100 V dan kuat arus
sebesar 400 A selama 30 menit. Marker yang
dipakai adalah 100 bp DNA ledder. Hasil
elektroforesis  divisualisasi  dibawah  sinar

ultraviolet dan difoto dengan menggunakan
GelDoc. (d) Sekuensing produk PCR. Produk
PCR yang diperoleh selanjutnya disekuensing di
1%t Base Malaysia melalui PT Genetika Science
Jakarta. (f) Phylogenetic Tree. Proses pembuatan
phylogenetic tree dalam bentuk Dendogram
dihasilkan melalui program BLAST dengan
bakteri referensi diproleh dari Genbank.

Teknik Analisis Data

Teknik pengumpulan data penelitian dapat
diperolen  dari  pengamatan  karakteristik
morfologi, fisiologi biokimia isolat. Data sekuen
dianalisis menggunakan software MEGA 10 dan
BLAST selanjutnya data sekuen disesuaikan
berdasarkan referensi sekuens database Genbank
yang diakses pada situs NCBI
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Hasil dan Pembahasan

Isolasi Bakteri Endofit Batang Sirih Merah
Isolasi bakteri endofit dari batang sirih
merah (Piper crocatum Ruiz & Pav) berhasil
diperoleh 4 isolat yang diberi kode (BSM1,
BSM2, BSM3 dan BSM4) dengan ciri
morfologi koloni berbentuk bulat, tepian rata,
bentuk elevasi dari BSM1, BSM2, BSM3
berbentuk cembung dan untuk elevasi dari
BSM4 berbentuk datar. Pigmentasi dari BSM1
dan BSM4 berwarna krem, permukaan basah,
mengkilat. BSM2 berwarna krem, permukaan
kasar dan untuk BSM3 berwarna krem dengan
permukaan basah. Saat pengamatan morfologi
sel diketahui semua isolat berbentuk basil
membentuk spora dan merupakan bakteri gram
positif (+). Hasil pengamatan ditampilkan pada
Gambar 1 dan dideskripsikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Morfologi koloni dan sel isolat bakteri endofit batang tanaman sirih merah

Morfologi Koloni Morfologi Sel
Kode Gram Pembent
Isolat Pigmentasi Bentuk Tepian Elevasi Bentuk ukan
Spora
Krem, Basah o Bacil
BSM1 Megkilat Bulat Rata Cembung  Positif (Berantai) +
] - Bacil
BSM2  Krem, Kering Bulat Rata Cembung  Positif +
(Tunggal)
. Bacil
BSM3  Krem, Basah Bulat Rata Cembung  Positif +
(Pagar)
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Morfologi Koloni Morfologi Sel
Kode Gram Pembent
Isolat Pigmentasi Bentuk Tepian Elevasi Bentuk ukan
Spora
Krem, Basah, . Bacil
BSM4 Mengkilat Bulat Rata Datar Positif (Tunggal)

Keterangan: BSM (Batang Sirih Merah)

=IO

B. Isolat BSM2

A, Isolat BSM1

-t

§ b e
e »

D. Isolat BSM4

o
4 v

C. TIsolat BSM3

Gambar 1. Isolat bakteri endofit batang tanaman sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav). Keterangan: Ciri
morfologi koloni isolat ditunjukkan pada gambar atas dan ciri morfologi sel ditunjukkan pada gambar bawah.

Pengujian Anti-Bakteri Isolat Bakteri Endofit

Isolat bakteri endofit selanjutnya diuji
daya hambat terhadap bakteri uji untuk
mengetahui potensinya sebagai anti bakteri.
Bakteri uji yang digunakan merupakan bakteri
isolat klinik seperti; (a) Escherichia coli, (b)
Staphylococcus aureu, dan (c) Klebsiella
pneumonia.

Ekstrak isolat bakteri endofit yang
memiliki sebagai antibakteri ditandai dengan
terbentuknya zona bening. Terbentuknya zona
bening mengindikasikan kemungkinan adanya
senyawa metabolit sekunder yang mampu
menghambat  pertanaman  bakteri  patogen
(Shafira et al.,, 2014). Zona bening yang
terbentuk di area sumuran menunjukkan adanya
aktivitas dari senyawa metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh bakteri endofit yang berasal dari
batang sirih merah. Umumnya antibakteri dapat
mempengaruhi pembentukan dinding sel atau
permeabilitas membran sel yang berfungsi
sebagai  bakteriosida,  sedangkan  yang
mempengaruhi sintesis protein dapat berfungsi
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sebagai  bakteriostatik  (Mutschler, 1991).
Mekanisme kerja metabolit sekunder dapat
menghambat pertumbuhan bakteri patogen
dengan cara menganggu permeabilitas membran
sel bakteri, menghambat sintesis protein bakteri
dan merusak sintesis asam nukleat (Brooks et al.,
2005).

Grafik daya hambat yang dihasilkan oleh

aktifitas bakteri endofit batang sirih merah (Piper
crocatum Ruiz & Pav) terhadap isolat bakteri uji
dapat diamati pada Gambar 2. Diameter daya
hambat yang terbentuk oleh aktifitas isolat
bakteri endofit batang sirih merah menunjukkan
zona bening terhadap pertumbuhan bakteri S.
aureus dengan daya hambat terbesar dihasilkan
oleh isolat BSM3.
Untuk diameter zona bening yang ditunjukkan
oleh isolat BSM1 dan BSM2 terhadap
pertumbuhan K. Pneumoniae dengan zona
hambat terbesar dihasilkan oleh isolat BSM2.
Sedangkan untuk diameter zona bening terhadap
pertumbuhan E. coli hanya dapat ditunjukkan
oleh aktifitas isolat BSM1.
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Gambar 2. Grafik hasil pengukuran diameter zona bening ekstrak isolat bakteri endofit batang sirih merah

terhadap bakteri uji.

Karakterisasi Fisiologi dan Biokimia Isolat
Bakteri Endofit
Dari hasil uji fisiologi biokimia didapati
bahwa; (a) isolat BSM1 pada uji motilitas, uji
glukosa, uji sukrosa, uji maltosa, uji hidrolisis
pati, uji metil red (mr) dan uji Kkatalase
menunjukkan hasil positif, (b) isolat BSM2 pada
uji TSIA menunjukkan bagian lereng bersifat
basa dan bagian dasar bersifat asam (L/d), pada
uji glukosa, uji motilitas, uji metil red-poges
proskauer (mr-vp) dan uji katalase menunjukkan
hasil positif, (c) isolat BSM3 pada uji motilitas,
uji glukosa dan uji katalase menunjukkan hasil
positif, dan (d) isolat BSM4 pada uji glukosa, uji
sukrosa, uji maltosa, uji motilitas, uji metil red
(mr) dan uji katalase menunjukkan hasil positif.
Pada tahapan uji biokimia fisiologis yang
ditandai dengan hasil positif menandakan adanya
aktifitas yang terjadi antara ioslat dengan media
uji. Seperti pada uji TSIA isolat bakteri yang
menunjukkan  perubahan  warna  media
berdasarkan sifat asam dan basa pada bagian
lereng dan dasar media (L/d). Media TSIA
digunakan  untuk  membedakan  bakteri
berdasarkan fermentasi laktosa, sukrosa, glukosa
dan produksi hydrogen sulfide (Lehman, 2005).
Uji motilitas pada isolat yang
menunjukkan hasil positif ditandai dengan
terdapatnya penyebaran pertumbuhan koloni
bakteri pada area tusukan, motilitas bakteri yang
terjadi umumnya melibatkan flagella yang
dimiliki oleh bakteri (Shields & Cathcart, 2011).
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Uji fermentasi karbohidrat meliputi uji glukosa,
uji sukrosa, uji maltose dan uji laktosa pada isolat
yang menunjukkan hasil positif menandakan
terjadinya proses fermentasi, proses ini
menyebabkan terbentuknya gas yang dapat
diamati pada media uji (Sardiani et al., 2015). Uji
hidrolisis pati pada isolat yang menunjukkan
hasil  positif menandakan isolat mampu
menghasilkan enzim amilase ditandai dengan
terbentuknya zona bening di sekita area koloni
bakteri setelah ditetesi bebrapa tetes larutan lugol
iodin (Wahyuni, Lianto, & Khaeruni, 2014).

Uji meti red (mr) pada isolat yang
menunjukkan hasil positif ditandai dengan
perubahan warna pada media dimana warna
merah menunjukkan hasil positif dan warna
oranye menunjukkan hasil negatif (Hemraj,
Diksha, & Avneet, 2013), yang artinya isolat
mampu menghasilkan asam-asam campuran dari
fermentasi glukosa melalui jalur fermentasi asam
laktat, asam sukinat dan asam asetat (Cappuccino
& Sherman, 2001).

Uji voges proskauer (vp) merupakan tes
untuk mendeteksi adanya Asetil-metil carbinol
(acetonin) yang merupakan perantara dalam
produksi butilen glikol yang ditandai dengan
adanya perubahan warna media dari kuning
menjadi merah yang menunjukkan hasil positif.
Pada uji katalase yang bertujuan untuk
mengetahui kemampuan isolat  dalam
menghasilkan enzim katalase, isolat yang
menunjukkan hasil positif ditandai dengan
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terbentuknya gelembung udara yang berarti
isolat  mampu  menghidrolisis  hydrogen
peroksida (H.0,) menjadi air dan oksigen
(Toelle & Lenda, 2014).

Identifikasi Molekuler Isolat
Isolat bakteri endofit diidentifikasi secara
molekuler melalui teknik PCR menggunakan
primer universal 63f dan 1387r. Hasil dari
M 1

1500 bp

1324 bp
1000 bp
500 bp
300 bp

100 bp

amplifikasi selanjutnya dielektroforesis pada gel
agarosa pada tegangan 100 V dan kuat arus 400 A
yang diamati di bawah UV transluminator. Hasil
elektroforesis dideskripsikan pada Gambar 3 yang
memperlihatkan adanya pita DNA penyandi gen
16S rRNA sejajar pada ukuran £1324 bp setelah
dibandingkan dengan DNA marker (100 bp DNA
ladder).

2 3 4

Gambar 3. Hasil elektroforesis dari amplifikasi 16S rRNA isolat bakteri endofit batang sirih merah (BSM)
dengan ukuran pita DNA * 1324 bp. Keterangan: M: DNA marker 100 bp DNA ladder, 1: BSM1, 2 : BSM2,

3:BSM3, 4 : BSMA4.

Setelah melalui tahap elektroforesis.
Selanjutnya isolat diidentifikasi dengan melakukan
sekuensing. Kemudian data hasil sekuen gen 16S
rRNA dari isolat bakteri endofit batang sirih merah
diolah menggunakan program BLAST selanjutnya

dibandingkan dengan data base yang ada pada
GenBank. Hasil perbandingan sekuens kemudian
divisualisasikan dalam bentuk Phylogenetic tree
Gambar 4. Berdasarkan genetic distance Tabel 2
menggunakan program MEGA 10.

Tabel 2. Genetic distance berbasis sekuen gen 16S rRNA isolat bakteri endofit batang sirih merah terhadap

bakteri referensi yang diakses dari GenBank.

No Kode isolat bakteri endofit

Bakteri referensi

Jarak genetik

Bacillus cereus JL 0.007
1 BSM1 Bacillus mycoides c2 0.009
Bacillus cereus TMPSB-M20 0.011
5 BSM2 Bacillus saferjsis stra!n NBRC100820 0.012
Bacillus pumilus strain AUEC29 0.009
3 BSM3 Bac?llus safer_15is strain NBRC100820 0.009
Bacillus pumilus strain AUEC29 0.006
4 BSM4 Bac_illus safepsis stra_in NBRC100820 0.006
Bacillus pumilus strain AUEC29 0.003
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Gambar 4. Pohon filogenetik berdasarkan sekuen gen 16S rRNA dari isolat bakteri batang sirih merah (BSM1, BSM2,
BSM3, BSM4) setelah dibandingkan dengan data yang diakses pada GenBank. (Jukes & Cantor, 1969; Felsenstein,

1985; Saitou & Nei, 1987; Kumar et al., 2016)

Berdasarkan hasil dari pohon filogenetik
pada Gambar 4 bahwa isolat bakteri endofit yang
diisolasi dari batang tanaman sirih merah termasuk
kedalam genus Bacillus yang berada satu kelompok
dengan beberapa strain dari spesies tersebut seperti
Bacillus cereus JL, Bacillus mycoides c2, Bacillus
cereus TMPSB-M20, Bacillus safensis strain
NBRC100820 dan Bacillus pumilus strain
AUEC?29. Berdasarkan jarak genetik pada Tabel 2
diketahui bahwa isolat BSM1 memiliki kekerabatan
terdekat dengan Bacillus cereus JL pada jarak
genetik terdekat 0.007, dan isolat BSM2 memiliki
kekerabatan terdekat dengan Bacillus pumilus strain
AUEC29 pada jarak genetik terdekat 0.009, dan
untuk isolat BSM3 diketahui memiliki kekerabatan
terdekat dengan Bacillus pumilus strain AUEC29
pada jarak genetik terdekat 0.006 dan isolat BSM4
memiliki kekerabatan terdekat dengan Bacillus
pumilus strain AUEC29 pada jarak genetik terdekat
0.003.

Studi filogenetik merupakan salah satu
metode yang digunakan dalam sistematika untuk
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memahami  keanekaragaman makhluk hidup
melalui  rekonstruksi  hubungan  kekerabatan
(phylogenetic  relationship). Pohon filogenetik
dalam bentuk dendogram yang digunakan untuk
menggambarkan hubungan kekerabatan antar taksa
yang terdiri atas sejumlah nodus dan cabang dengan
hanya satu cabang yang menghubungkan dua nodus
paling berdekatan. Setiap nodus yang terbentuk
mewakili unit-unit taksonomi, sedangkan cabang
mewakili ~ hubungan  antar  unit  yang
menggambarkan  keturunan  dengan  leluhur
(Syamsul & Prawiradilaga, 2013).

Berdasarkan jarak genetik yang diperoleh
pada penelitian ini menunjukkan isolat BSM2,
BSM3, BSM4 berkerabat dekat dengan Bacillus
pumilus strain AUEC29 dapat disimpulkan bahwa
ketiga isolat tersebut memiliki variasi jarak genetik
terhadap bakteri referensi. Sedangkan untuk isolat
BSML1 hanya ditemukan berkerabat dekat dengan
Bacillus cereus JL.

Beberapa penelitian terkait dengan bakteri
referensi yang memiliki hubungan kekerabatan
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terdekat dengan isolat bakteri endofit yang berhasil
diisolasi dari batang tanaman sirih merah, seperti
penelitian Sunkar & Nachiyar (2012), berhasil
mengisolasi bakteri endofit yang diindikasikan
sebagai Bacilus cereus dari tanaman Garcinia
xanthochymus (asam kandis) dan memiliki
kemampuan mensintesis nanopartikel  perak
(AgNPs). Bakteri endofitik yang diidentifikasi
sebagai Bacillus cereus mampu mensintesis
nanopartikel perak dengan aktivitas antibakteri
potensial terhadap Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhi dan Klebsiella pneumoniae. Begitu juga dalam
penelitian Resti et al., (2013), bakteri endofit yang
mampu meningkatkan hasil bawang merah adalah
dari kelompok B. cereus Se07 (SN2E2), Serratia
mercescens PPM4 (ULG1E?2) dan Bacillus sp SJI
(PU2E2).

Bacillus cereus merupakan bakteri Gram
positif, memiliki ciri warna koloni putih agak krem
dan berbentuk batang (bath). B. cereus mampu
membentuk endospora dengan posisi  sentral
(2ulkifli, Jekti, & Bahri, 2018). Menurut Holt et al.,
(1994); Yulvizar (2013), Bacillus sp. memiliki sifat
Gram positif dan biasanya motil, bentuk endospora
oval, terkadang berbentuk bundar atau silinder dan
warna koloni berwarna putih susu sampai
kekuningan. Ciri utama endospora pada bakteri
Bacillus yakni memiliki dinding yang tebal dan
resisten terhadap kondisi fisik yang kurang
menguntungkan (Bai, Mulec, & Smith, 1993).
Selain itu Bacillus cereus termasuk golongan
mikorganisme mesofilik (Afrizal, Effendi, &
Siregar, 2019). Mikroorganisme jenis ini dapat
tumbuh pada suhu optimal sekitar 30°C - 35°C. Alat
gerak yang dimiliki Bacillus cereus berupa flagel.

Penelitian selanjutnya mengenai Bacillus
yang diisolasi dari jaringan tanaman Ocimum
sanctum (Ruku-ruku), mengkonfirmasi adanya
bakteri berbentuk batang di dalam jaringan
tanaman. Bakteri tersebut diidentifikasi sebagai
Bacillus pumilus dengan analisis biokimia dan
sekuen gen 16S rRNA. Analisis in vitro
menunjukkan bahwa strain Bacillus pumilus yang
diisolasi memberi banyak karakteristik pertahanan
tanaman (PGP) seperti pelarut fospat dan produksi
asam. Bacillus pumilus memberikan keunggulan
sebagai penghambat patogen. Bacillus pumilus
menunjukkan kemungkinan sebagai bioinoculant
untuk meningkatkan pertahanan tanaman dan juga
sebagai probiotik (Murugappan, Begum, & Roobia,
2013).
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Hal yang serupa dijelaskan pada penelitian
Mukherjee et al., (2017) yang berhasil melakukan
isolasi bakteri endofit pada tanaman Ophioglossum
reticulatum L untuk mengetahui potensinya sebagai
produksi senyawa antimikroba. Isolat yang
memiliki antibakteri paling potensial dicirikan
dengan ciri morfologi, fisikokimia dan analisis
urutan 16S rRNA, ditemukan isolat bakteri
endofitik potensial yang diberi kode OPL19 dan
diidentifikasi sebagai Bacillus  safensis
(KY029081). Senyawa antibakteri yang dihasilkan
olen Bacillus OPL19 ditemukan bersifat relatif
termostabil, non-polar, dan lipoidal yang
menunjukkan spektrum aktivitas yang luas
menghambat berbagai bakteri Gram positif dan
Gram negatif termasuk Acinetobacter baumannii,
B. subtilis, Cellulans selulosimikrobium, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus.

Hallmann et al., (2001) menyatakan bahwa
strain  bakteri endofit dari awal dapat
mengkolonisasi  jaringan korteks akar dan
merangsang pertahanan tanaman. Sifat terpenting
bagi bakteri endofit adalah memiliki kemampuan
sebagai agen pengendali hayati. Selain itu bakteri
endofit dapat meningkatkan pertanaman melalui
banyak cara, termasuk aktivitas memproduksi
fitohormon IAA (Herlina, Pukan, & Mustikaning,
2016). Schulz, Boyle, & Siebar, (2006) menyatakan
bahwa bakteri endofit salah satunya Pseudomonas
spp. mampu menghambat bakteri patogen dengan
menghasilkan zat diantaranya adalah phenazine,
phloroglucinols, pyoluteorin, pyrrolnitrin, dan
derivative. Selain itu, bakteri endofit yang telah
diidentifikasi yaitu bakteri Bacillus sp. Yang
berperan  menghasilkan  antibiotik,  seperti;
gramisidin,  polipeptida-subtilin,  polimiksin,
bacitracin, fitoaktin dan bulbiformin (Nasrun &
Nurmansyah, 2015).

Yu et al, (2010), dalam penelitiannya
berhasil merangkum kemampuan bakteri endofit
dalam  menghasilkan  beberapa  senyawa
antimikroba seperti; quinones, aliphatic, alkaloid,
flavonoids, phenols, steroids, peptides, terpenoids.

Beberapa mikroorganisme menghasilkan  zat
beracun  yang  dikenal  sebagai  toksin.
Mikroorganisme  menghasilkan  toksin  yang

disekresikan ke medium disekitanya (eksotoksin)
atau disimpan di dalam selnya (endotoksin) sebagai
bagian dari sel tersebut. Banyak mikroorganisme
terutama  bakteri ~ Gram  negatif  tidak
mengekskresikan toksin terlarut dari sel utuh tetapi



Amrullah et al., (2022). Jurnal Biologi Tropis, 22 (3): 1080 — 1091

DOI: http://dx.doi.org/10.29303/jbt.v22i4.4299

menghasilkan endotoksin yang dilepas hanya bila
selnya hancur (Dwidjosaputro, 2005).

Kesimpulan

Tanaman sirih merah merupakan tanaman
herbal yang banyak dimanfaatkan dalam bentuk
ekstrak langsung untuk memperoleh senyawa
metabolit sekunder. Dengan adanya bakteri
endofit yang memiliki hubungan simbiosis
mutualisme dengan tanaman sirih  merah
terutama bakteri endofit pada bagian batang
tanaman, berkontribusi besar sebagai penghasil
senyawa bioaktif. Pengujian potensi bakteri
endofit sebagai penghasil senyawa bioaktif yang
berfungsi menghambat pertumbuhan bakteri
patogen dibuktikan oleh isolat BSM1, BSM2,
dan BSM3 yang menunjukkan pembentukan
zona bening terhadap S. aureus dengan kategori
Intermediate, dan BSM4 dengan kategori
Resisten. Sedangkan pada pengujian daya
hambat terhadap pertumbuhan E.coli dan K.
pneumonia, dimana keempat isolat hanya
menunjukkan kategori Resisten. Berdasarkan
indentifikasi molekuler terhadap keempat isolat
dan dianalisis jarak genetiknya berdasarkan
bakteri referensi pada database Genbank dengan
menggunakan program BLAST dan MEGA 10
untuk mendapatkan hasil Phylogenetic tree
dalam bentuk dendogram diperoleh bahwa isolat
BSM2, BSM3, BSM4, berkerabat dekat dengan
Baicillus pumilus, dan untuk isolat BSM1
berkerabat dekat dengan Baicillus cereus JL.
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