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ABSTRACT. The potential of Andalas endophytic bacteria isolated from Morus macroura Miq. 
in producing antimicrobial compounds has been explored. Bacteria are stored in the form of 
stock cultures. Rejuvenation of stock cultures needs to be done through the subculture 
process. Stock culture authentication is one way to overcome isolate errors. The purpose of 
this study was to analyze the genetic profile of bacterial stock cultures producing antimicrobial 
compounds by ISSR method. This study used six isolates of Andalas endophytic bacteria from 
root, stem, and leaf tissues. The bacterial genome was isolated using QIAamp DNA Mini Kit. 
Genetic profiles were made by ISSR method using six primers. PCR results were 
electrophoresed and analyzed through PAST 4.17 software to produce a similarity level 
dendrogram and similarity distance matrix from the stock culture of the test isolates. The ISSR 
method was able to group six isolates that divided the isolates into two main clades based on 
plant tissue origin with the closest genetic distance in isolates DT 10-6.1 and DT 10-6 
(Jaccard's Similarity 0.3111), and the farthest genetic distance in isolates DT 10-6 and A1 2.2 
(Jaccard's Similarity 0.0233). 

Keywords: Endophytic Bacteria, Polymorphism, Primer  

ABSTRAK. Potensi bakteri endofit Andalas yang diisolasi dari Morus macroura Miq. dalam 
menghasilkan senyawa antimikroba sudah dieksplorasi. Bakteri tersimpan dalam bentuk 
kultur stok. Peremajaan kultur stok perlu dilakukan melalui proses subkultur. Autentikasi kultur 
stok merupakan salah satu cara untuk mengatasi kesalahan isolat. Tujuan penelitian ini 
adalah menganalisis profil genetik kultur stok bakteri penghasil senyawa antimikroba dengan 
metode ISSR. Peelitian ini menggunakan enam isolat bakteri endofit Andalas dari jaringan 
akar, batang, dan daun. Genom bakteri diisolasi menggunakan QIAamp DNA Mini Kit. Profil 
genetik dibuat dengan metode ISSR menggunakan enam primer. Hasil PCR dielektroforesis 
dan dianalisis melalui software PAST 4.17 untuk menghasilkan dendrogram tingkat similaritas 
dan matriks jarak kesamaan dari kultur stok isolat uji. Metode ISSR mampu mengelompokkan 
enam isolat yang membagi isolat ke dalam dua clade utama berdasarkan asal jaringan 
tanaman dengan jarak genetik terdekat pada isolat DT 10-6.1 dan DT 10-6 (Jaccard’s 
Similarity 0,3111), serta jarak genetik terjauh pada isolat DT 10-6 dan A1 2.2 (Jaccard’s 
Similarity 0,0233). 
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1.  PENDAHULUAN  

Resistensi antimikroba menjadi ancaman serius bagi kesehatan global. Tingginya 

tingkat resistensi bakteri patogen, seperti Escherichia coli yang 42% resisten terhadap 

sefalosporin dan Staphylococcus aureus yang 35% resisten terhadap metisilin (Ajulo & 

Awosile, 2024). Antimikroba alami, khususnya yang berasal dari mikroba endofit pada 

tumbuhan, memiliki potensi besar sebagai sumber struktur antibiotik baru. Bakteri endofit 

adalah bakteri yang hidup di dalam jaringan tanaman tanpa menyebabkan dampak buruk 

pada inangnya. Interaksi antara tanaman dan bakteri endofit dikendalikan oleh sinyal kimia 

yang kompleks, dengan eksudat akar berperan sebagai mediator utama dalam menarik 

komunitas mikroba dari rizosfer (Compant et al., 2019). Mikroba endofit memproduksi 

metabolit sekunder, seperti terpenoid, alkaloid, flavonoid, steroid, dan saponin, yang 

memiliki bioaktivitas termasuk sifat antibakteri (Vernando et al., 2023). Salah satu tanaman 

yang menjadi inang bagi bakteri endofit adalah tanaman Andalas (Morus macroura Miq.). 

Penelitian yang dilakukan oleh Afifah et al. (2018) berhasil mengisolasi 11 isolat 

bakteri endofit dari batang tanaman Andalas (M. macroura Miq). Sebanyak 10 isolat di 

antaranya memiliki kemampuan menghasilkan senyawa antimikroba. Selain itu, penelitian 

yang dilakukan oleh Putri et al. (2018) juga berhasil mengisolasi bakteri endofit dari daun 

tanaman Andalas. Sebanyak 4 isolat bakteri endofit dari daun Andalas tersebut berpotensi 

menghasilkan senyawa antimikroba yang efektif terhadap bakteri Gram positif (S. aureus) 

dan jamur (C. albicans). 

Proses pengembangan senyawa antibiotik aktif dari bakteri memerlukan optimasi 

produksi yang panjang untuk mencapai skala industri, termasuk menjaga viabilitas bakteri 

melalui subkultur, yaitu pemindahan mikroba ke media baru agar tetap tumbuh optimal. 

Frekuensi subkultur atau serial passage dapat memengaruhi kemampuan bakteri 

menghasilkan senyawa antibiotik karena akumulasi mutasi yang mengubah karakteristik 

genetik dan virulensi (Rugbjerg & Olsson, 2020), seperti pada Clostridium yang 

kemampuannya cenderung menurun ketika disubkultur berulang kali atau ketika tumbuh 

terus-menerus (Humphreys et al., 2023). Selain itu, studi pada Cordyceps militaris 

menunjukkan bahwa subkultur dapat menurunkan ekspresi gen, mengubah produksi 

metabolit, dan mengurangi respons patogenik (Wellham et al., 2021). Selain itu, kesalahan 

manusia dalam subkultur, seperti kontaminasi atau pelabelan yang salah, dapat 

menyebabkan kesalahan identifikasi isolat (Weiskirchen et al., 2023). 

Kemajuan biologi molekuler telah menghasilkan berbagai penanda molekuler yang 

andal, efektif dalam menganalisis profil genetik, serta mampu menghasilkan pita polimorfik 

secara cepat, sederhana, dan hemat biaya (Adhikari et al., 2017). Inter-Simple Sequence 

Repeat (ISSR) adalah metode yang melibatkan amplifikasi dua wilayah Simple Sequence 
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Repeat (SSR) yang identik dan menghasilkan polimorfisme melalui PCR (Guler & 

Imamoglu, 2023). ISSR berperan penting dalam autentikasi, membantu mengurangi risiko 

kesalahan isolasi dan meningkatkan akurasi serta kualitas kultur stok (Nadeem et al., 2024) 

. ISSR sering digunakan untuk mengidentifikasi variasi genetik bakteri, seperti pada 

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis dan Xanthomonas citri pv. Malvacearum 

(Baysal et al., 2011; Kumar et al., 2018). 

Memastikan konsistensi aktivitas senyawa antibiotik dan stabilitas genetik bakteri 

endofit Andalas selama subkultur berulang merupakan aspek penting dalam penelitian ini, 

sehingga autentikasi kultur stok diperlukan untuk menjaga kemurnian isolat dan mencegah 

kontaminasi. Penelitian ini bertujuan menganalisis spesifitas metode ISSR dalam 

menghasilkan profil genetik antar dan inter spesies bakteri, sebagai dasar pengembangan 

kit autentifikasi stok kultur bakteri.                                                                   

2. METODE 

2.1 Bahan Penelitian 

Sebanyak enam isolat bakteri endofit koleksi Laboratorium Penelitian Biologi 

Universitas Negeri Padang digunakan dalam penelitian ini. Isolat tersebut berasal jaringan 

akar (isolat A1 2.2), batang (isolat B1 10-4 dan B2 10-4), daun (isolat DT 10-4, DT 10-6, 

dan DT 10-6.1) pohon Andalas (Morus Macroura Miq.) yang tumbuh di Desa Andaleh, 

Kabupaten Tanah Datar, Sumatera Barat. Primer untuk analisis profil genetik digunakan 

sebanyak 6 primer ISSR dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Primer ISSR yang digunakan untuk amplifikasi PCR (Chombe & Bekele, 2018; 
Duta-Cornescu et al., 2017; Singh et al., 2007). 

Primer ISSR Sequence (5’-3’) 

UBC 840 GAGAGAGAGAGAGAGACTT 

UBC 840A GAGAGAGAGAGAGAGATC 

UBC 841 GAGAGAGAGAGAGAGACTC 

UBC 846 CACACACACACACACART 

UBC 888 CGTAGTCGTCACACACACACACA 

UBC 890 ACGACTACGGTGTGTGTTTGTGT 

2.2 Ekstraksi dan Amplifikasi DNA Bakteri 

DNA diekstraksi menggunakan QIAamp DNA Mini Kit (Fitriyani et al., 2022). Kultur 

murni dari masing-masing isolat bakteri endofit dibiakkan dalam media Nutrient Broth 

selama 24 jam pada suhu ruang. Selanjutnya ekstraksi dilakukan sesuai petunjuk yang 

tertera pada kit. Konsentrasi dan kemurnian DNA diukur menggunakan Nanophotometer 

diukur pada panjang gelombang (ʎ) 260 nm dan 280 nm.  

Amplifikasi DNA bakteri dengan primer ISSR dilakukan melalui reaksi 10 µL per 

sampel yang terdiri dari 1 µL DNA template (15 ng/µL),5 µL 2x GoTaq PCR mastermix, 1 

µL 10 µM primer ISSR, 3 µL nuclease-free water. PCR dilakukan menggunakan thermal 
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cycler (Labcycle SensoQuest) dengan program touchdown (Td-PCR) untuk meningkatkan 

spesifisitas primer. Reaksi TdPCR terdiri dari pre-denaturasi 94°C selama 3 menit, 

denaturasi 94°C selama 1 menit, annealing 42 °C selama 45 detik, elongasi 72°C 1 menit. 

Pada siklus berikutnya, suhu annealing diturunkan sebesar 0,5°C per siklus hingga 

mencapai suhu annealing 36°C. Amplifikasi DNA template yang ditargetkan dilanjutkan 

selama 30 siklus berikutnya pada suhu annealing 36°C. Reaksi Td-RAPD PCR diakhiri 

dengan elongasi akhir pada suhu 72°C selama 10 menit. 

2.3 Visualisasi dengan Gel Elektroforesis  

Produk PCR divisualisasikan dengan elektroforesis gel agarose 1% dan 

menggunakan marker ukuran DNA Ladder 1 kb. Elektroforesis dilakukan dengan tegangan 

50 V selama 35 menit dalam 1X buffer TAE. Hasil elektroforesis kemudian diamati 

menggunakan Gel Documentation (UVITEC Cambridge FireReader) untuk melihat pita 

DNA hasil amplifikasi yang dapat terukur.  

2.4 Analisis ISSR 

Analisis ISSR dilakukan dengan cara skoring pada pita hasil amplifikasi sampel 

DNA yang sudah dielektroforesis. Penghitungan panjang pita DNA dilakukan dengan 

membandingkan pita DNA sampel dengan DNA ladder 1 kb. Data pita kemudian dibedakan 

berdasarkan ukurannya dengan software UVITEC dan aplikasi Gel Analyzer. Skor 1 

diberikan untuk pita DNA yang muncul dan skor 0 untuk pita DNA yang tidak muncul. 

Tingkat variasi genetik bakteri endofit andalas menggunakan analisis similaritas berbasis 

UPGMA dengan menggunakan software PAST 4.17 untuk menghasilkan dendogram. 

  

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

3.1 Profil Genetik ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) 

Data dianalisis berdasarkan kemampuan reproduksibilitas setiap amplikon sesuai 

dengan metode yang dijelaskan oleh Venkatesan et al. (2021). Primer ISSR menghasilkan 

jumlah fragmen DNA yang berbeda, tergantung pada motif pengulangan sekuen 

sederhana. Pita ISSR diberi skor untuk keberadaan (1) atau ketiadaan (0) di antara 

genotipe dan digunakan untuk analisis UPGMA (Jaipreet et al., 2015). Dari enam primer 

ISSR, keseluruhan menunjukkan adanya polimorfisme (Gambar 1). Dari enam primer 

tersebut menghasilkan produk PCR yang dapat dinilai ukuran pita DNA-nya mulai dari 800 

bp hingga 11.000 bp. 
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UBC 840   UBC 840A 

 

UBC 841   UBC 846 

                   

       UBC 888          UBC 890 

Gambar 1. Hasil Elektroforesis Primer ISSR, Agarose 1%, Voltase 50 volt, Waktu 35 
Menit, Ladder 1kb. Keterangan: a: DT 10-4, b: DT 10-6, c: DT 10-6.1, d: A1 2.2,               

e: B2 10-4, f: B1 10-4 

Berdasarkan Gambar 1. dapat dilihat adanya polimorfisme pita DNA pada primer 

yang digunakan. Dari enam primer yang digunakan terdapat hanya dua primer yang mampu 

mengamplifikasikan semua isolat yaitu primer UBC 888 dan UBC 890. Namun, empat 

primer lainnya hanya dapat mengamplifikasi beberapa isolat tertentu. Hal tersebut 

kemungkinanan disebabkan oleh tidak adanya sekuen pada DNA template yang 

komplemen dengan primer UBC 840, UBC 840A, UBC 841 dan UBC 846. Selain itu, hal ini 

bisa juga disebabkan oleh posisi penempelan primer yang terlalu jauh dan durasi elongasi 

yang terbatas sehingga tidak diperoleh amplikon pada primer tersebut. Hasil visualisasi 

elektroforesis amplikon PCR menunjukkan sebanyak 135 pita DNA diperoleh dari total 

enam primer dan enam sampel yang digunakan. Jumlah total pita per primer bervariasi, 

dengan jumlah tertinggi sebanyak 55 pita yang dihasilkan oleh primer UBC-888 dan UBC-

Ladder   a       b        c       d         e       f  Ladder   a       b        c       d         e       f  
10000 bp 10000 bp 
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890, sedangkan jumlah terendahnya hanya satu pita yang dihasilkan oleh primer UBC-840. 

Penelitian sebelumnya menunjukkkan bahwa primer-primer tersebut berhasil 

mengampliikasi sampel-sampel lain seperti sampel tanaman Mimosa caesalpiniaefolia 

Benth. (Araújo et al., 2016) dan tanaman Musa balbisiana Colla (Munir et al., 2012), serta 

isolat Corynespora cassicola (Poerba & Ahmad, 2013).   

Pita dengan ukuran terbesar yaitu 11.000 bp dihasilkan oleh primer UBC 840A, 

sedangkan pita dengan ukuran terkecil yaitu 800 bp dihasilkan oleh primer UBC 888. 

Pemilihan primer pada analisis keragaman genetik berpengaruh terhadap polimorfisme pita 

yang dihasilkan, karena setiap primer memiliki situs penempelan tersendiri. Akibatnya pita 

DNA polimorfik yang dihasilkan setiap primer menjadi berbeda, baik dalam ukuran amplikon 

yang diperoleh maupun jumlah pita DNA (Poerba & Ahmad, 2013).   

3.2 Analisis Profil Genetik ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) 

Polimorfisme pita DNA yang dihasilkan yaitu sebanyak 81 pita polimorfik, serta tidak 

ditemukan adanya pita monomorfik dengan rincian banyak pita terdapat pada Tabel 2. Pita 

polimorfik terbanyak yang dihasilkan oleh primer UBC 890 adalah 32 pita. Persentase 

polimorfisme yang dihasilkan adalah 100%, yang menunjukkan tingkat keragaman genetik 

yang tinggi diantara isolat-isolat bakteri endofit andalas yang diuji. Jarak genetik juga 

menunjukkan kedekatan antar sampel yang sedang diuji. Nilai Jaccard’s Similarity dan 

Distance indeces antar sampel dapat dilihat pada Tabel 2. 

 

Tabel 2. Polimorfisme pita DNA hasil amplifikasi 

No. Primer Pita Total Persentase 
Polimorfisme 

Kisaran Ukuran 
Pita DNA (bp) Monomorfik Polimorfik 

1 UBC-840 0 1 1 100% 1.500 

2 UBC-840A 0 4 4 100% 1.300-10.000 
3 UBC-841 0 5 5 100% 800-11.000 
4 UBC-846 0 8 8 100% 1.600-11.000 
5 UBC-888 0 31 31 100% 800-2.700 

6 UBC-890 0 32 32 100% 1.000-3.600 

Total 0 81 81 100% 800-11.000 

 

Berdasarkan Tabel 2, matriks kemiripan (koefisien kemiripan Jaccard) menunjukkan 

bahwa masing-masing sampel memiliki kemiripan yang jauh dengan nilai similarity 

mendekati 1. Kemiripan tertinggi dimiliki oleh sampel DT 10-6.1 dan DT 10-6 dengan nilai 

Jaccard’s Similarity 0,3181 dan kemiripan terjauh dimiliki oleh sampel DT 10-6 dan A1 2.2 

dengan nilai Jaccard’s Similarity 0,0232 (Tabel 3).  
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Tabel 3. Nilai Jaccard’s Similarity dan Distance indeces Primer ISSR Bakteri Endoffit 

Andalas. 

  DT 10-4 DT 10-6 DT 10-6.1 A1 2.2 B2 10-4 B110-4 

DT 10-4 1,0000      

DT 10-6 0.0870 1,0000         

DT 10-6.1 0.0613 0,3181 1,0000       

A1 2.2 0,1515 0,0232 0,0454 1,0000     

B2 10-4 0,1112 0,0454 0,0667 0,2143 1,0000   

B1 10-4 0,1351 0,0667 0,0870 0,1613 0,2667 1,0000 

Dendogram berdasarkan matriks kemiripan dengan metode Unweighted Pair Group 

Method with Arithmetic Mea (UPGMA) secara jelas dapat membedakan genotip dari sampel 

bakteri yang digunakan. Analisis clade dilakukan dengan menggunakan koefisien 

kemiripan Jaccard untuk mempelajari hubungan genetik diantara genotipe-genotipe bakteri 

tersebut (Ahmed et al., 2019). Dendogram yang dihasilkan membagi isolat bakteri tersebut 

ke dalam dua kelompok clade utama (Gambar 2). 

 

Gambar 2. Dendogram sampel bakteri endofit Andalas hasil amplifikasi enam 

primer ISSR. 

Hubungan kekerabatan terdekat dimiliki oleh sampel DT 10-6 1 dan DT 10-6 pada 

clade 2 serta B2 10-4 dan B1 10-4 pada clade 1. Primer ISSR efektif mengelompokkan 

isolat bakteri endofit andalas yang diambil berdasarkan asal bagian tanaman, yaitu dari 

bagian batang dan akar pada clade 1 dan isolat dari bagian daun dalam clade 2. 

Berdasarkan hal tersebut, analisis DNA menggunakan ISSR-PCR ini terbukti menjadi 

penanda yang sangat baik dalam menyediakan data molekuler untuk mengevaluasi variasi 

genetik bakteri endofit andalas penghasil senyawa antimikroba dan telah berhasil 

digunakan untuk menentukan hubungan genetik antara sesama isolat. 
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4. KESIMPULAN 

Profil genetik bakteri endofit andalas (Morus macroura Miq.) penghasil senyawa 

antimikroba menggunakan enam primer ISSR menghasilkan total 81 pita DNA polimorfik, 

yang seluruhnya menunjukkan sifat 100% polimorfik. Analisis kemiripan genetik 

menunjukkan bahwa isolat DT 10-6.1 dan DT 10-6 memiliki nilai Jaccard’s Similarity 

tertinggi sebesar 0,3111, menandakan hubungan kekerabatan yang paling dekat di antara 

semua isolat. Sebaliknya, tingkat kemiripan terendah ditemukan antara isolat DT 10-6 dan 

A1 2.2 dengan nilai Jaccard’s Similarity sebesar 0,0233, menunjukkan jarak genetik yang 

paling jauh. 
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