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Abstrak

Bakteri endofit dikategorikan sebagai bakteri non-patogen yang hidup didalam jaringan tanaman. Bakteri endofit
asal tanaman ciplukan (Physalis angulata L.) kode isolat DA 1(4), BA 2(3), BA 3(1), dan BU 3(5) menghasilkan
metabolit sekunder yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri terhadap bakteri patogen Escherichia coli,
Pseudomonas aureginosa dan Staphylococcus aureus. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hasil analisis
filogenetik bakteri endofit potensial antibakteri asal tanaman ciplukan (Physalis angulata L.) berdasarkan gen 16S
rDNA. Penelitian ini diawali dengan melakukan isolasi DNA, DNA selanjutnya diamplifikasi menggunakan PCR,
dilanjutkan sekuensing dengan metode Oxford Nanophore Sequencing kemudian hasil sekuensing dilakukan
reskontruksi pohon filogenetik menggunakan software MEGA11 untuk mengetahui urutan kekerabatannya. Hasil
penelitian yang telah dilakukan, bakteri endofit asal tanaman ciplukan kode DA 1(4) menunjukkan kekerabatan
dengan Kocuria palustris strain HKG358, kode BA 2(3) dengan Staphylococcus edaphicus strain BPs2, kode BA
3(1) dengan Bacillus subtilis strain KBAP005, dan kode BU 3(5) dengan Mikrokokus sp. strain PSH12 yang semua
menunjukkan kemiripan 100%.

Kata kunci: 16s rDNA; analisis filogenetik; bakteri endofit; identifikasi; physalis angulata 1.

Molecular identification of potential antibacterial endophyte bacterial isolate
of ciplukan (Physalis angulata L.) plant based on 16S rDNA gene

Abstract

Endophytic bacteria are categorized as non-pathogenic bacteria that live in plant tissue. Endophytic bacteria
from the ciplukan plant (Physalis angulata L.) isolate codes DA 1(4), BA 2(3), BA 3(1), and BU 3(5) produce
secondary metabolites which have antibacterial activity against the pathogenic bacteria Escherichia coli,
Pseudomonas aureginosa, and Staphylococcus aureus. This study aims to determine the results of phylogenetic
analysis of potential antibacterial endophytic bacteria from the ciplukan plant (Physalis angulata L.) based on
the 16S rDNA gene. This research began by isolating DNA, then amplifying the DNA using PCR, followed by
sequencing using the Oxford Nanophore Sequencing method, then reconstructing the phylogenetic tree using
MEGAII software to determine the relationship sequence. The results of the research that had been carried out
exposed that the endophytic bacteria from the ciplukan plant, code DA 1(4), showed a relationship with Kocuria
palustris strain HKG358, code BA 2(3) with Staphylococcus edaphicus strain BPs2, code BA 3(1) with Bacillus
subtilis strain K6AP00S5, and code BU 3(5) with Micrococcus sp. PSHI2 strains, all showed 100% similarity.

Keywords: 16s rDNA; endophytic bacteria; identification, physalis angulata l; phylogenetic analysis

1. Pendahuluan

Indonesia merupakan negara yang memiliki sumber daya tanaman yang melimpah dan menjadi salah
satu negara yang memiliki tanaman obat terbesar di dunia (Algamari, 2017). Salah satu tanaman yang
diketahui memiliki khasiat sebagai obat adalah tanaman ciplukan (Physalis angulata L). Tanaman
ciplukan memfiliki beberapa kanduang senyawa yang dimanfaatkan sebagai obat. Beberapa senyawa
aktif dari tanaman ciplukan antara lain flavonoid, alkaloid, polifenol, tanin, saponin, dan steroid.
Berdasar beberapa senyawa aktif yang terkandung pada tanaman ciplukan dapat dimanfaatkan sebagai
antibakteri, antioksidan, antiinflamasi, antidiabetes, dan imunostimulan (Rustikawati, 2021).

Pemanfaatan tanaman Kini tidak terhenti pada bagian tanaman saja, Rustamova et al (2020) dalam
penelitiannya menyatakan terdapat bakteri yang hidup bersimbiosis dengan tanaman yang disebut
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dengan bakteri endofit. Hubungan simbiosis ini memungkinkan dugaan bahwa bakteri endofit
memiliki aktivitas biologis yang sama dengan tumbuhan inangnya. Bakteri endofit dengan tanaman
bersimbiosis mutualisme, dimana bakteri endofit diuntungkan dengan mendapatkan sumber nutrisi dari
hasil metabolisme tanaman sedangkan tanaman menapatkan derivate nutrisi dan senyawa aktif yang
diperlukan untuk proteksi dari bakteri patogen (Desriani et al, 2014).

Eksplorasi potensi bakteri endofit diperlukan studi lanjut seperti identifikasi molekuler. Identifikasi
molekuler dapat dilakukan dengan melakukan skrining bakteri berdasar susunan basa DNA yang
terdapat pada daerah 16S rDNA (Vetrovsky et al, 2013). 16S rDNA merupakan gen yang mengkode
subunit kecil (16S rRNA) 16S dari ribosom prokariotik. Gen 16S rDNA memiliki panjang sekitar 1541
bp (Karst et al, 2018). Metode pengurutan menggunakan 16S secara umum dipercaya sebagai metode
yang akurat dan terkarakterisasi dengan baik sehingga menggambarkan informasi yang cukup mengenai
mikroba (Laudadido et al, 2018). Analisis 16S rDNA digunakan untuk mengetahui hubungan antar
spesies apabila sekuen nukleotida dari gen 16S rDNA antara organisme mirip atau memiliki sedikit
perbedaan, maka dilihat secara evolusinya kemungkinan dua organisme tersebut memiliki hubungan
kedekatan (common ancestor). Kekerabatan tersebut nantinya dapat dikonstruksikan melalui analisis
filogenetik (Darmayanti, 2011).

Analisis filogenetik diintegrasikan dengan data spasial untuk menarik kesimpulan evolusi makhluk
hidup. Analisis filogenetik tidak akan terlepas dari proses evolusi yang menyertai siklus kehidupan
makhluk hidup, hal ini karena keturunan akan memiliki perbedaan dari genetik nenek moyang. Analisis
filogenetik menggunakan data molekuler seperti DNA atau protein yang diurutkan sehingga dapat
diketahui hubungan evolusi antar spesies (Subari, 2021). Analisis filogenetik memiliki tujuan untuk
menyusun hubungan filogenetik yang pada umumnya digambarkan dalam suatu garis bercabang-
cabang seperti pohon sehingga sering disebut pohon filogenetik (Irawan, 2013).

Uji karakterisasi morfologi dan fisiologi pada bakteri untuk menunjukkan keemiripan antar genus
memiliki presentase kebenaran yang rendah. Sehingga penting untuk melakukan pengujian bakteri
endofit secara molekuler berdasarkan sekuen gen 16S rDNA untuk mengetahui kemiripan atau
kekerabatan antar genus berdasarkan informasi basa DNA dari bakteri. Gen 16S menyandi gen yang
konservatif yang memungkinkan menyimpan informasi genetik suatu bakteri yang masih lestari. Oleh
karena itu, dengan penelitian ini diharapkan dapat mengetahui hasil analisis filogenetik dari bakteri
endofit DA 1(4), BA 2(3), BA 3(1), dan BU 3(5) asal tanaman ciplukan.

2. Metode

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Biologi Molekuler Universitas ‘Aisyiyah Yogyakarta
dengan sampel isolat bakteri endofit potensial antibakteri tanaman ciplukan (Physalis angulata L.) dari
penelitian terdahulu yang telah dilakukan oleh Setianah er al (2020). Isolat bakteri endofit yang dipilih
memiliki aktivitas antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen Pseudomonas
aureginosa, Escherichia coli, dan Staphylococcus aureus adalah bakteri endofit kode isolat DA 1(4),
BA 2(3), BA 3(1), dan BU 3(5). Bahan yang digunakan dalam penelitian antara lain, isolat bakteri
endofit tanaman ciplukan, media Nutrient Agar (NA), media Nutrient Broth (NB), Kit isolasi DNA
(Promega), isopropanol, RNAse, DNA rehydration solution, Ethanol 70%, EDTA, Lysozyme, DNA
Ladder, Go Tag Green Master Mix PCR, Primer Universal 16S 27 F 1492 R, Nuclease Free Water, dan
Ethidium Bromida.

2.1. Peremajaan Isolat Bakteri

Peremajaan bertujuan agar bakteri stock yang masih dalam keadaan dorman menjadi biakan yang
segar sehingga saat bakteri digunakan dalam keadaan optimal. Media NA ditimbang sebanyak 5,6 gram
kemudian dilarutkan dengan aquadest steril sebanyak 200 ml. Sterilisasi pada autoklaf dengan suhu
121°C selama 15 — 20 menit. Selanjutkan inokulasikan isolate stock pada petri media steril dengan
metode streak plate (goresan) membentuk 4 kuadran untuk mendapatkan koloni tunggal. Selanjutnya
inkubasi pada suhu ruang selama 2 x 24 jam. Koloni tunggal yang telah didapatkan selanjutnya
diinokulasikan pada media cair Nutrient broth (NB) untuk persiapan isolasi DNA bakteri. Inokulasi
dilakukan dengan menyentuhkan permukaan ose bulat pada koloni tunggal yang telah didapatkan
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kemudian pindahkan pada media NB. Inkubasi selama 2x24 jam pada suhu ruang dan letakkan pada
shaker agar bakteri tumbuh merata pada media NB.

2.2. lsolasi DNA

Isolasi DNA sample isolat bakteri endofit asal tanaman ciplukan dilakukan berdasarkan prosedur
Wizard Genomic DNA Purification Kit instructure A1120. Terdapat perbedaan perlakuan pada isolasi
DNA menyesuaikan jenis bakteri gram. Hal ini berkaitan dengan susunan dinding sel bakteri. Pada
sampel bakteri gram positif dilakukan penambahan EDTA dan enzim litik Lysozyme (10 mg/ml).

2.3. Amplifikasi

Pada penelitian ini proses amplifikasi sekuan 16S rDNA dilakukan menggunakan teknik
Polymerase Chain Reaction (PCR). Prosedur PCR dilakukan menggunakan alat MultiGene OptiMax
Thermal Cycler berdasarkan panduan standar aplikasi dengan penggunaan MasterMix Gotaq Green
Promega (M7 122). Menggunakan Primer Universal 16S 27 F 5 — AGA GTT TGA TCC TGG CTC
AG -3’ dan 1492 R 5> — GGT TAC CTT GTT ACG ACCTT - 3’ dengan campuran reaksi (Tabel 1)
dan program PCR (Tabel 2) sebagai berikut :

Tabel 1. Komponen reaksi PCR MasterMix Gotag Green Promega (M7 122)

Komponen Volume (ul)
Gotagq Green MasterMix (M7 122) 12,5
Nuclease Free Water (NFW) 7,5
Forward primer 1
Reverse primer 1
Sampel DNA 3
Total 25

Tabel 2. Program PCR

Tahap Suhu Waktu
Denaturasi Awal 94 °C 3 Menit
Denaturasi 94 °C 1 Menit
Annealing 52°C 1 Menit
Extention 74 °C 2 Menit
Final Extention 74 °C 10 Menit
Siklus 30

Hasil PCR selanjutnya dilakukan visualisasi untuk melihat panjang pita DNA dengan metode
elektroforesis yang didasarkan pada penelitian (Kasi, 2019). Dibuat gel agarose 1,5% dengan
mencampurkan 1,5 g media agarose kedalam 100 mL TAE buffer pada erlenmeyer. Dipanaskan pada
hotplate sampai mendidih lalu ditambahkan 2 pl Ehidium Bromida dan homogenkan. Larutan gel
didiamkan pada suhu kamar hingga suhu relatif hangat. Larutan gel dituangkan dalam cetakan gel
elektroforesis menggunakan sisir gel. Dimasukkan masing-masing 5 pl produk hasil PCR dan DNA
Ladder kedalam sumur gel agarose 1,5% yang direndam dalam tangki yang berisi TAE buffer.
Elektroforesis dilakukan selama 50 menit dengan tegangan konstan sebesar 100 volt. Setelah 50 menit
elektroforesis dihentikan kemudian gel diangkat untuk diamati dibawah sinar UV.

2.4. Sekuensing

Sampel hasil produk PCR dilakukan sekuensing melalui pihak ketiga PT. Genetika Science
Indonesia dengan menggunakan metode Oxford Nanophore Technologies (ONT). Nanopori sekuensing
merupakan teknologi yang memumpuni dan cepat untuk melalukan pembacaan panjang secara
langsung (Real-Time) dengan biaya relatif rendah (Rang et al, 2018).

2.5. Analisis Filogenetik
Data hasil sekuensing sekuen 16S rDNA berbentuk AB1 file, data diolah menjadi data Fasta
menggunakan software Bioedit. Selanjutnya lakukan pencarian sekuen referen yang dilakukan
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menggunakan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) yang tersedia pada website NCBI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ . File sekuen dalam format Fasta pilih opsi “blastn” untuk melalukan
pencarian sekuen berdasarkan “nucleotide querry”. Database yang digunakan untuk pencarian adalah
“standar database”. Program seleksi dioptimalkan untuk “high similar sequence” (Chen, 2015). File
FASTA yang didapatkan dari hasil pencarian referen sekuen digunakan sebagai data utama untuk
analisis filogenetik. Data sekuen disejajarkan dengan ClustalW pada Software MEGA 11.

3. Hasil dan Pembahasan
3.1. Peremajaan Isolat Bakteri

Sampel isolat bakteri endofit dipilih berdasarkan potensinya sebagai antibiotik (daya hambat yang
terbentuk) dan laju pertumbuhan yang optimal. Sampel dibiakkan pada media Nutrient agar (NA)
diamati setiap 24 jam. Isolat dengan pertumbuhan optimal pada waktu 3x24 jam dan membentuk koloni
tunggal diambil sebgai sampel. Adapun 4 sampel isolat bakteri endofit asal tanaman ciplukan yang
digunakan pada penelitian ini antara lain:

Tabel 3. Sampel isolat bakteri endofit tanaman ciplukan (Setianah et a/, 2020)

No Kode Pewarnaan Uji Bakteri Patogen yang Dihambat
Bakteri Gram Antibakteri Pertumbuhannya
1 DA1(4) Positif (+) Positif (+) Eschericia coli dan Staphylococcus aureus
2 BA2(3) Positif (+) Positif (+) Pseudomonas aureginosa, Eschericia coli, dan
Staphylococcus aureus
3 BA3(1) Negatif (-) Positif (+) Pseudomonas aureg;gtr)gjsdan Staphylococcus
4 BU3(5) Negatif (-) Positif (+) Pseudomonas aureg;lrjur)esl?sdan Staphylococcus

3.2. Isolasi DNA dan Amplifikasi

Isolasi DNA atau ekstraksi DNA merupakan suatu prosedur pemurnian DNA untuk memisahkan
DNA. DNA dipisahkan dari protein, maupun komponen lainnya menggunakan metode fisik ataupun
kimia. Isolasi DNA melibatkan lisis sel dan pelarutan DNA, kemudian dilanjutkan dengan metode
kimia maupun enzimatik yang ditujukan untuk memisahkan DNA dari makromolekul, lipid, RNA, dan
protein (Gupta, 2019). Hasil isolasi DNA dianjurkan disimpan pada suhu antara 2 — 8 °C, penyimpanan
dibawah suhu 2 — 8 °C dapat menyebabkan kerusakan pada DNA.

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan teknik amplifikasi atau perbanyakan DNA sehingga
didapatkan jutaan salinan urutan target dalam waktu yang singkat (Chang et al, 2017). Program awal
PCR diatur berdasarkan panduan standar aplikasi yang tertera pada MasterMix Gotaq Green Promega
(M7 122) dengan penggunaan primer universal 27F — 5’ dan 1492R — 5°. Sampel hasil PCR selanjutnya
dilakukan visualisasi menggunakan elektroforesis. Prinsipnya cetakan DNA sample DNA Ladder
diletakkan pada sumuran gel agarose yang diberi aliran listrik, sehingga pita DNA akan bergerak
menuju kutub elektroda yang berlawanan. Kecepatan fragmen DNA dipengaruhi oleh muatan dan berat
molekulnya. Hasil visualisasi dengan elektroforesis sampel bakteri endofit tanaman ciplukan (Gambar
1) menunjukkan pita DNA berada pada kisaran 1.500 bp.

DA 1(4) BA2(3) BA3(1) DA 1¥)

1500
1000

500

300

100

Gambar 1. Visualisasi hasil PCR dengan elektroforesis

(Sekar Agustianingrum dkk. — Identifikasi molekuler isolat bakteri endofit potensial....) 1002


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Prosiding Seminar Nasional Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat
LPPM Universitas ‘Aisyiyah Yogyakarta
Vol 3: 22 Februari 2025

3.3. Sekuensing dan Analisis Filogenetik

Sekuensing dengan metode nanopori (gambar 2) memanfaatkan pori protein berskala nano yang
berfungsi sebagai biosensor yang dipasangkan pada film khusus yang diberikan tegangan listrik stabil
sehingga produk asam nukleat (DNA dan RNA) dapat melewati nanopori. Sinyal elektronik yang
didapatkan akan ditransmisikan berdasarkan algoritma untuk menentukan basa yang terkandung (Wang
Yunhao et al (2021). Sekuensing nanopori dikatakan efektif digunakan untuk identifikasi mikrobia
berdasarkan gen 16S (full-lenght). memberikan informasi karena memberikan informasi metagenomik
mikrobia sehingga dapat digunakan untuk mengetahui genom yang berdekatan (Zheng et al, 2021).
Kromatogram (Gambar 2) akan tersaji dalam aplikasi, warna kromatogram menunjukkan urutan
nukleotidanya. Warna merah menunjukkan Timin, warna hijau Adenin, warna hitam Guanin, dan warna
biru Sitosin.

Gambar 2. llustrasi proses sekuensing menggunakan Oxford Nanophore Technology (ONT) (Sumber : Zheng
etal, 2021)

Analisis Filogenetik yang dilakukan pada mikrobia bertujuan untuk memberikan informasi terkait
kekerabatan antar spesies. Secara tidak langsung analisis filogenetik dapat menggambarkan evolusi
yang terjadi (Oktavia et al, 2021). File hasil sekuensing dilakukan pengolahan dari berbentuk AB1 file
menjadi data FASTA menggunakan aplikasi Bioedit. Rekonstruksi pohon filogenetik dilakukan dengan
metode neighbor joining menggunakan bootstrap 1000 dan model Kimura 2-parameter serta
menggunakan Gaps Partial deletion pada software MEGA X. Pada penelitian ini rekonstruksi pohon
filogenetik menggunakan metode neighbor joining. Metode Neighbor joining dinilai mampu
memberikan perkiraan jarak hubungan kekerabatan antar spesies secara nyata (Dharmayanti 2011
dalam Pangestika et al, 2015). Pernyataan Hall (2001) dalam Pangestika et al (2015) pemilihan nilai
bootstrap antara 100 — 1000 ulangan dapat dipilih untuk memperkirakan tingkat keakuratan yang
semakin tinggi dalam pohon filogenetik.

3.3.1.Pohon filogenetik bakteri endofit kode DA 1(4)

Bakteri kode DA 1(4) merupakan bakteri endofit yang diisolasi dari bagian daun tanaman ciplukan.
Sekuen bakteri kode DA 1(4) didapatkan contig sepanjang 1.018 setelah dilakukan alignment dengan
ClustalW pada software MEGA11. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik bakteri DA 1(4) menunjukkan
kekerabatan terdekat dengan bakteri Kocuria palustris strain HKG358 dengan nomor aksesi
MT949648.1 (gambar 3).

(Sekar Agustianingrum dkk. — Identifikasi molekuler isolat bakteri endofit potensial....) 1003



Prosiding Seminar Nasional Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat
LPPM Universitas ‘Aisyiyah Yogyakarta
Vol 3: 22 Februari 2025

Consensus A DAI 4
MTO49648. 1 Kocuria palustris strain HKG338 165 genn RNA ribosom wrutan parsial
MKSI8797. ] Kocuria assamensis strain ADL041 165 geni RNA ribosom wrutan parsial
MGE07502. 1 Actinomyceetes strain bakteri 625-16.2 gen RNA ribosom 16S wrutan parsial
MT386201.1 Kocuria palustris strain gen RNA ribosom Atecer@L 16S wrutan parsial

45 LC556325.1 Kocuria sp. Gen T35-5 wntuk RNA ribosom 165 wrutan parsial

MZ203713.1 Kocuria assamensis strain 229Arev 165 gent RNA ribosom wrutan parsial

MHI51248. 1 Bakteri sivain MTL5-91 165 genn RNA ribosom wrutan parsial

Gambar 3. Pohon filogenetik bakteri endofit kode DA 1(4)

Kocuria palustris merupakan bakteri endofit yang diisolasi dari akar dan batang tanaman
sphaeral cea angustifolia dan merupakan bakteri gram positif yang memiliki sifat antioksidan.
Mohsen et al, (2018) juga menyebutkan bahwa Kocuria sp dapat diisolasi dari tanaman, hewan,
tanah, udara, dan produk fermentasi. Merupakan jenis bakteri gram positif berbentuk kokus,
dan tidak membentuk endospora. Catatan Penelitian Verghese et al (2023) menyebutkan bahwa
Kocuria sp normal ditemukan pada kulit manusia dan dianggap non-patogen.

3.3.2.Pohon filogenetik bakteri endofit kode BA 2(3)

Bakteri endofit kode BA 2(3) merupakan bakteri endofit yang diisolasi dari bagian daun tanaman
ciplukan. Sekuen bakteri kode BA 2(3) didapatkan contig sepanjang 1.120 setelah dilakukan alignment
dengan Clustal W pada software MEGA11. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik bakteri endofit BA 2(3)

menunjukkan kekerabatan dekat dengan bakteri Staphylococcus edaphicus Strain BPs2, dengan nomor
aksesi MT269536.1 (gambar 4).

MT604700.1 Staphylococcus edaphicus strain 2202 165 gen RNA ribosom wrutan parsial
14 MT386206.1 Stafilokokus sp. strain gen RNA ribosom Atelim2I 165 wruran parsial
MT585436.1 Staphvlococcus edaphicus straim 674 165 gen RNA ribosom wrutan parsial
MT386222.1 Stafilokokus sp. strain gen RNA ribosom Atecer10U 16S wrutan parsial
MT400025.1 Staphvlecoccus saprophyticus strain L5330 10S gen RNA ribosom wrutan parvsial
23 Consensus B BA2 3

MT269536.1 Staphviococcus edaphicus strain BPs2 165 gen RNA ribosom uruten parsial

MT409927.1 Staphylococcus xylosus strain LS350 165 gen RNA ribosom wrutan parsial

Gambar 4. Pohon filogenetik bakteri endofit kode BA 2(3)

Staphylococcus edaphicus memiliki sifat potensial merangsang pertumbuhan tanaman, berpotensi
dimanfaatkan sebagai pupuk hayati (menghasilkan IAA). Memiliki kemampuan untuk bertahan dalam
tekanan ekstrem, dan dapat ditemukan dari hasil isolasi tanah, tanah berpasir, dan bebatuan (Homthong
et al, 2022). Araujo et al (2020) dalam penelitiannya menyoroti potensi Staphylococcus edaphicus
secara umum terhadap perannya sebagai pemacu pertumbuhan tanaman (PGPB) yang dinilai efisien
dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman pada kondisi kekurangan air.
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3.3.3.Pohon filogenetik bakteri endofit kode BA 3(1)

Bakteri endofit kode DA 1(4) merupakan bakteri endofit yang diisolasi dari bagian daun tanaman
ciplukan. Sekuen bakteri kode BA 2(3) didapatkan contig sepanjang 903 setelah dilakukan alignment
dengan ClustalW pada software MEGAILL. Hasil pohon filogenetik bakteri endofit BA 3(1)
menunjukkan kekerabatan paling dekat dengan Bacillus subtilis strain K6BAP005 dengan nomor aksesi
MK106292.1 (Gambar 5).

Consensus C BA3 1

4 MK 06292, 1 Bacillus subrtilis strain K6BAP00S gen RNA ribosom 105 wrutan parsial
KT720323.1 Bacillus inaguosorum strain V44.Ifb 165 gen RNA ribosom wrutan parsial
MT220334.1 Bacillus velezensis strain SKC/TLP-2 105 gen RNA ribosom urutan parsial
ON385146.1 Bacillus sp. {(dalam: Bakteri) strain gen RNA ribosom HOTI 165 wrutan parsial
OR432084.1 Bacillus stercoris strain 23167 165 gen RNA ribosom wrutan parsial

&4 OR437177.1 Bacillus stercoris strain 24177 105 gen RNA ribosom wrutan parsial

OR437101.1 Bacillus safeensis strain 23439 gen RNA ribosom 16S wrutan parsial

Gambar 5. Pohon filogenetik bakteri endofit kode BA 3(1)

Secara umum bakteri Bacillus subtilis dimanfaatkan sebagai agen pengendali penyakit tanaman.
Penelitian Suriani dan Amran (2016), dimanfaatkan sebagai agen pengendali untuk penyakit tular tanah
pada tanaman jagung. Bacillus subtilis mampu bersifat patogen terhadap mikroorganisme penyebab
penyakit tular tanah pada tanaman, sehingga tidak menyebabkan penyakit pada tanaman. Hashem e? a/
(2019) dalam penelitiannya menyebutkan spesies Bacillus merupakan jenis utama rhizobacteriae yang
dapat membentuk spora dan dapat bertahan hidup dalam tanah untuk waktu yang lama. Mekanisme
Bacillus subtilis dalam pengendalian hayati terjadi secara langsung dan tidak langsung.

3.3.4.Pohon filogenetik bakteri endofit kode BU 3(5)

Bakteri kode DA 1(4) merupakan bakteri endofit yang diisolasi dari bagian daun tanaman ciplukan.
Sekuen bakteri kode BA 2(3) didapatkan contig sepanjang 897 setelah dilakukan alignment dengan
ClustalW pada software MEGAL1. Rekonstruksi pohon filogenetik bakteri endofit kode BU 3(5)
menunjukkan kekerabatan paling dekat dengan Mikrokokkus so. Strain PSH12 dengan nomor aksesi
MT374917 (gambar 6).

Consensus D BU3 5
20

17 MT374917.1 Mikrokokus sp. strain gen RNA ribosom PSHI2 165 wutan parsial
13 MEKA14940.] Mikrokokus sp. strain gen RNA vibosom IAE235 165 urutan parsial
MNI79708.1 Mikrokokus sp. strain gen RNA ribosom S2-AOM-3 165 wrutan parsial
MH773185.]1 Mikrokokus sp. strain gen RNA vibosom M-157 165 wrutan parsial

36 MT367834.1 Micrococeus luteus strain OsEp AN 1541 gen RNA ribosom 165 wrutan parsial

64
MT225648.1 Micrococeus yirmanensis strain 1910ICU231 165 gen RNA ribosom urutan parsial

MN733104.1 Micrococcus aloeverae strain SR4 165 gen RNA ribosom wrutan pavsial

Gambar 6. Pohon filogenetik bakteri endofit kode BU 3(5)

Genus Mikrococcuss termasuk didalamnya Mikrococcus sp, Mikrococcus luteus, Mikrococcus
aloe verae, secara umum sangat memiliki kesamaan genetik yang sangat dekat. Hasil blast pada website
NCBI menunjukkan kecocokan diatas 98%. Mikrococcus sp merupakan jenis bakteri gram positif
dengan uji koagulase negatif (Environtment and Climate Change Canada, 2018). Didukung dari
penelitiang Huang et al (2019) menyebutkan bahwa Mikrococcus sp termasuk didalamnya Mikrococcus
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aloeverae, Mikrococcus luteus, Micrococcus yunnanesis secara genetik berkerabat dekat sehingga
sering dikategorikan sebagai Mikrococcus luteus. Prakash et al (2014) dalam penelitiannya
menyebutkan Micrococcus aloeverae merupakan bakteri gram posistif yang diisolasi dari tanaman
aloevera.

MT386222.1 Stafilokokus sp. strain gen RNA ribosom Atecerl10U 165 wrutan parsial
MT409927.1 Staphylococcus xylosus strain L5350 168 gen RNA ribosom wrutan parsial
MT269336.1 Staphylococcus edaphicus strain BPs2 165 gen RNA ribosom urutan parsial
Consensus Bakteri endafit BA2(3)

MT409925.1 Staphylococcus saprophyticus strain L5330 165 gen RNA ribasom wrutan parsial
MT229334.1 Bacillus velezensis strain SKC/TLP-2 168 gen RNA ribosom wrutan parsial
MEK106292.1 Bacillus subtilis strain K6BAPO05 gen RNA ribosom 165 wrutan parsial
KT720323.1 Bacillus inaguosorum strain V44, 1fb 165 gen RNA ribosom wruten parsial
Consensus Bakteri endofit BA3(I)

ON383140.1 Bacillus sp. (dalam: Bakteri) straim gen RNA ribosom HOTI 105 wrutan parsial
MG807502.1 Actinomyeetes strain bakteri 625-16.2 gen RNA ribosom 16S urutan parsial

8 MEK818797.1 Kacuria assamensis strain ADLO4] 165 gen RNA ribasom wrutan parsial
MT049648.1 Kocuria palustris strain HRG338 165 gen RNA ribosom wrutan parsial

20 43 | - Consensus Bakteri endofit DAI(4)

42 - MT386201.1 Kocuria palustris strain gen RNA ribasom AtecerOL 168 urutan parsial
Consensus Bakteri endofit BU3(3)
MN733104.1 Micrococcus aloeverae strain SR4 168 gen RNA ribosom wutan parsial
MT374917.1 Mikrokokus sp. strain gen RNA ribosom PSHI2 165 uruten parsial

49 L MNI79708.1 Mikrokokus sp. strain gen RNA ribosom S2-AOM-3 165 wrutan parsial

MK414940.1 Mikrokokus sp. strain gen RNA ribosom IAE235 168 wrutan parsial

Gambar 7. Pohon filogenetik bakteri endofit DA 1(4), BA 2(3), BA 3(1), dan BU 3(5) dengan bakteri
pembanding hasil blast NCBI

4. Kesimpulan

Identifikasi molekuler berdasarkan gen 16S rDNA menunjukkan bakteri endofit potensial antibakteri
asal tanaman ciplukan (Physalis angulata L.) memiliki kekerabatan dekat dengan beberapa genus
bakteri. Bakteri endofit kode DA 1(4) memiliki kekerabatan dekat dengan Kocuria palustris dengan
kemiripan 100%. Bakteri endofit kode BA 2(3) memiliki kekerabatan dekat dengan Staphylococcus
edapicus dengan kemiripan 100%. Bakteri endofit kode BA 3(1) memiliki kekerabatan dekat dengan
Bacillus subtilis dengan kemiripan 100%. Serta bakteri endofit kode BU 3(5) memiliki kekerabatan
dekat dengan Mikrokokus sp dengan kemiripan 100%.
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