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Abstract. Endophytic bacteria can produce active compounds that function as antitumor, 
antioxidant and antimicrobial. The steps taken can be done for the use of endophytic 
bacteria is identification of bacteria. Endophytic bacteria have a 16S rRNA gene. The 
most widely used technique for identification is DNA sequencing. For the sequencing 
process it takes a primer that can read 1500 bp sequences. The purpose of this study was 
to obtain primers who could read the internal area of the 16S rRNA gene and be able to 
be used in the sequencing process. This research uses BioEdit software and Primer 
Designer. The isolate used as a DNA template in the sequencing process is B.J.T.A.2.1. 
DNA template were amplified using the PCR method. The results of PCR products were 
analyzed using 1% agarose gel electrophoresis. The sequencing process is carried out 
with NIF (forward) and NIR (reverse) primers. The results showed that the primer could 
recognize the 16S rRNA internal region of the antimicrobial compound endophytic 
bacteria. Both primers are able to start the sequencing process and produce a sequence 
of 1130 bp. However, good sequence readings were only ± 100 bp due to contamination 
of DNA template.  
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1. PENDAHULUAN 

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang hidup dalam jaringan tumbuhan 

dan berinteraksi dengan inangnya tanpa menyebabkan infeksi (Kumala, 2008). Bakteri 

endofit mampu menghasilkan senyawa aktif yang berfungsi sebagai antitumor, 

antioksidan dan antimikroba (Beck, 2003; Castillo, 2003; Simanjuntak, 2004).  

Hasil penelitian Azizah (2017), mengemukakan bahwa isolat bakteri endofit yang 

diisolasi dari daun sirih (Piper betle). Afifah (2018), Putri (2018) dan Yandila (2018) juga 

sudah berhasil dalam mengisolasi beberapa jenis bakteri endofit penghasil senyawa 

antimikroba dari tumbuhan Andalas (Morus macroura Miq.). Tahapan yang dilakukan 

dapat dilakukan untuk penggunaan bakteri endofit adalah identifikasi bakteri. Bakteri 
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memiliki daerah yang bersifat universal yang dapat digunakan sebagai identifikasi bakteri 

yaitu daerah gen 16S rRNA.  

Teknik yang paling banyak digunakan untuk identifikasi adalah sekuensing DNA. 

Terdapat beberapa komponen yang dibutuhkan untuk sekuensing DNA, salah satunya 

adalah primer. Primer berfungsi sebagai pembatas sekuen DNA target yang akan 

diamplifikasi (Handoyo, 2000). Primer yang biasa digunakan dalam proses sekuensing 

adalah primer eksternal, namun hanya dapat membaca ±600 bp. Secara teori, panjang 

sekuen yang dapat dibaca satu kali proses sekuensing berkisar antara 1000-1500 bp 

(Tasma, 2016). Dibutuhkannya suatu primer yang dapat mengenali daerah gen 16S rRNA 

bakteri endofit penghasil senyawa antimikroba untuk proses sekuensing DNA. Primer 

yang digunakan harus memiliki kriteria primer yang baik. Kriteria tersebut meliputi: 

panjang primer, %GC, melting temperature (Tm), interaksi primer (dimer dan hairpain), 

stabilitas primer, runs, dan false priming (Henegariu, 1997).  

Primer yang didesain dalam bentuk degenerate primer yang dapat mengenali lebih 

dari satu basa nukleotida. Morales (2005), telah merancang primer internal untuk melihat 

spesifisitas primer bebasis 16S rRNA. Hasil pengujian secara in silico menunjukkan 

bahwa beberapa primer memiliki tingkat spesifikasi yang rendah. Hal ini karena desain 

primer yang dibuat dalam bentuk degenerate primers. Primer dalam bentuk degenerate 

memiliki spesifisitas dan sensitifisitas yang tidak mudah diamplifikasi pada tahapan PCR 

selama sekuensing. Penggunaan degenerate dapat diminimalisir agar mendapatkan 

primer yang bersifat universal dan memiliki spesifisitas yang baik. 

Primer dengan jenis degenerate biasanya dibuat untuk primer-primer yang bekerja 

secara universal. Berdasarkan studi literatur terdapat beberapa genus bakteri endofit 

yang umum ditemukan sebagai penghasil senyawa antimikroba. Penelitian ini akan 

mendesain primer yang dapat mengenali daerah internal gen 16S rRNA dan menganalisis 

primer tersebut untuk proses sekuensing DNA. 

 

2. BAHAN DAN METODE 

2.1 Bahan dan Alat 

Seperangkat komputer dengan software untuk analisis gen 16S rRNA bakteri 

endofit yaitu BioEdit version 7.0.9.0., Primer Designer version 2.0. untuk melihat 

karakteristik primer internal, dan koneksi internet ke database National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), http://www.ncbi.nlm.nih.gov menu genome dan 

nucleotide. Proses PCR dilakukan untuk menyiapkan grafik PCR yang akan menjadi 

cetakan dalam proses sekuensing. Alat yang dibutuhkan untuk proses PCR adalah 

alumunium foil, autoklaf, beaker glass, cawan petri, erlenmeyer, lampu bunsen, jarum 

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


56 
 

ose, microwave, tabung reaksi, vortex, timbangan analitik, waterbath, wrapping, tabung 

eppendorf, mikropipet, sentrifuse, mesin PCR, mesin Elektroforesis, dan gel doc 

elektroforesis (UVITEC FIREREADER V10). Bahan yang dibutuhkan adalah isolat 

B.J.T.A.2.1, TAE 1X, EtBr, loading dye, agarose dan mix PCR. 

2.2 Desain Primer 

Pengambilan data sekuen DNA dilakukan melalui website National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), http://www.ncbi.nlm.nih.gov menu genome dan 

nucleotide. Sekuen yang diambil adalah gen 16S rRNA dari bakteri endofit penghasil 

senyawa antimikroba. Bakteri endofit yang diambil adalah perwakilan dari genus-genus 

yang diketahui mampu menghasilkan senyawa antimikroba (berdasarkan studi literatur 

yang dilakukan). Perwakilan setiap genus diambil sebanyak dua spesies. Sekuen gen 

16S rRNA bakteri yang diperoleh disimpan di komputer dalam software BioEdit version 

7.0.9.0. 

Sekuen gen 16S rRNA di alignment menggunakan software BioEdit version 7.0.9.0. 

menu ClustalW Multiple. Setelah proses alignment, ditentukan daerah homogen dari 

semua sekuen untuk dijadikan sekuen target dalam mendesain primer untuk proses 

sekuensing. Primer yang telah didesain (forward dan reverse) dianalisis menggunakan 

software Primer Designer version 2.0. Primer dapat dikatakan baik apabila sesuai dengan 

kriteria yang telah ditentukan. 

2.3 Sekuensing 

Dibutuhkannya cetakan DNA untuk proses sekuensing. PCR bakteri yang 

digunakan untuk cetakan PCR diisolasi dari isolat B.J.T.A.2.1 bakteri endofit penghasil 

senyawa antimikroba yang tersedia di laboratorium Penelitian Biologi FMIPA UNP. Hasil 

analisis yang menunjukkan pita DNA, dapat digunakan sebagai cetakan DNA untuk 

proses sekuensing. Sekuensing dilakukan di Macrogen Singapura dan dianalisis pada 

software BioEdit. 

 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN  

3.1 Hasil 

3.1.1 Primer Internal 

Hasil analisis menunjukkan bahwa primer forward dan reverse yang sesuai dengan 

kriteria adalah primer NIF dan NIR. Primer yang telah didesain memiliki beberapa daerah 

yang bervariasi setelah dilakukan proses alignment dengan sekuen gen 16S rRNA bakteri 

endofit penghasil senyawa antimikroba. Variasi dari sekuen gen 16S rRNA menyebabkan 

primer didesain dalam bentuk degenerate. 
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Gambar 1. Variasi Basa Nukleotida Sekuen Gen 16S rRNA Bakteri Endofit Penghasil 

Senyawa Antimikroba dengan Primer Forward 

Berdasarkan Gambar 2 dapat dilihat bahwa terdapat 5 variasi basa nukleotida pada 

sekuen. Penggunaan degenerate ditetapkan pada sekuen primer forward basa ke-10 dan 

ke-15. Simbol yang digunakan untuk variasi basa ke-10 adalah S yang dapat membaca 

basa nukleotida C dan G. Selanjutnya pada basa ke-15 simbol yang digunakan adalah R 

yang dapat membaca basa nukleotida G dan A.  

 

Gambar 2. Variasi Basa Nukleotida Sekuen Gen 16S rRNA Bakteri Endofit Penghasil 

Senyawa Antimikroba dengan Primer Reverse 
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Variasi basa nukloetida pada sekuen primer reverse (NIR) lebih sedikit 

dibandingkan primer forward (NIF). Variasi berada pada posisi basa nukleotida ke-11 dan 

ke-12. Simbol yang digunakan untuk variasi basa ke-11 adalah D yang dapat membaca 

basa nukleotida G dan T. Pada basa ke-12 digunakan simbol S yang dapat membaca 

basa nukleotida G dan C. 

 

3.1.2 Sekuensing  

Untuk sekuensing dibutuhkan cetakan DNA yang disintesis melalui reaksi PCR 

menggunakan pasangan primer eksternal universal untuk gen 16S rRNA yaitu 27F 

(forward) dan 1492R (reverse). Hasil PCR dianalisis menggunakan metode elektroforesis 

pada agarose 1%. Hasil elektoforesis dapat dilihat pada Gambar 3. 

   

Gambar 3. Hasil elektroforesis produk PCR. 1: Marker λ HindIII. 2: Kontrol negatif. 3: 

Kontrol positif. 4: Isolat B.J.T.A.2.1 

 

Berdasarkan Gambar 3 dapat dilihat bahwa terbentuknya pita DNA dari isolat yang 

digunakan. Pita DNA berada di antara panjang marker 564 bp dan 2027 bp, sehigga 

dapat diperkirakan bahwa panjang pita DNA ±1500 bp. DNA dari isolat B.J.T.A.2.1 ini 

dapat dijadikan sebagai cetakan untuk proses sekuensing. Hasil analisis pada Gambar 4 

menunjukkan bahwa proses sekuensing dapat berjalan dengan baik menggunakan primer 

NIF dan NIR yang telah didesain. Hasil bacaan sekuensing yang didapatkan sepanjang 

1130 bp.  
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Gambar 6. Kromatogen Hasil Sekuensing; a) Produk primer forward. b) Produk primer reverse

a 

b 
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3.2 PEMBAHASAN 

Kemampuan bakteri endofit dalam menghasilkan senyawa aktif sebagai antimikroba 

membuat bekteri ini baik untuk dilakukan identifikasi secara molekuler. Sekuensing 

merupakan metode yang paling tepat untuk mengidentifikasi sekuen daerah gen 16S 

rRNA pada bakteri endofit penghasil senyawa antimikroba. Pada metode sekuensing 

diperlukannya beberapa komponen penting yang dapat membantu keberhasilan metode 

ini, diantaranya yaitu primer yang dapat mengenali daerah gen 16S rRNA bakteri endofit 

penghasil senyawa antimikroba. 

Penelitian ini telah berhasil mendesain 2 buah primer internal yaitu primer forward 

(NIF) dan primer reverse (NIR). Masing-masing panjangnya 20 bp 

(5’ACTGACGCTCATGCACGAAA3’) untuk primer NIF dan 18 bp 

(5’AAGCGGTGGATGATGTGG3’) untuk primer NIR. Kedua primer ini telah dilakukan 

alignment menggunakan program BioEdit dengan sekuen gen 16S rRNA bakteri 

penghasil senyawa antimikroba. Hasil alignment menunjukkan bahwa terdapatnya variasi 

pada basa nukleotida sehingga primer harus didesain dalam bentuk degenerate untuk 

masing-masing primer (Gambar 1 dan Gambar 2).  

 Primer NIF menggunakan simbol S dan R, sedangkan primer NIR menggunakan 

Simbol S dan D sebagai simbol degenerate. Degenerated primer pada primer NIF 

ditetapkan berada pada basa nukleotida ke-10 pada sekuen primer, dimana pada daerah 

ini terdapat 2 jenis basa nukleotida yaitu C dan G. Berdasarkan variasi tersebut, maka 

basa nukleotida primer forward pada basa ke-10 diubah menjadi simbol S. Variasi 

selanjutnya berada pada basa nukleotida ke-15 pada sekuen primer, dimana pada daerah 

ini terdapat 2 jenis basa nukleotida yaitu A dan G.  

Variasi basa nukleotida pada daerah target primer reverse lebih sedikit 

dibandingkan primer forward yaitu hanya 2 basa nukleotida (Gambar 4). Degenerated 

primer ditetapkan berada pada basa nukleotida ke-11 pada sekuen primer, dimana pada 

daerah ini terdapat 2 jenis basa nukleotida yaitu T dan G. Berdasarkan variasi tersebut, 

maka basa nukleotida primer reverse pada basa ke-11 diubah menjadi simbol D. Variasi 

selanjutnya berada pada basa nukleotida ke-12 pada sekuen primer, dimana pada daerah 

ini terdapat 2 jenis basa nukleotida yaitu C dan G. Berdasarkan variasi tersebut, maka 

basa nukleotida primer reverse pada basa ke-12 diubah menjadi simbol S. Berdasarkan 

variasi tersebut, maka basa nukleotida primer forward pada basa ke-15 diubah menjadi 

simbol R. Menurut Omar (2014) degenerate primer dapat berupa S (G, C), N (A, G, C, T), 

V (A, G, C), D (A, G, T), R (A, G), B (G, C, T), M (A, T), dan W (A, T).  

Proses sekuensing merupakan menentukan susunan basa (A, T, G, dan C) yang 

membentuk DNA. Sekuensing DNA dimodifikasi dari amplifikasi DNA pada PCR. Untuk 



61 
 

sekuensing dibutuhkan cetakan DNA yang disintesis melalui reaksi PCR menggunakan 

pasangan primer eksternal universal untuk gen 16S rRNA yaitu 27F (forward) dan 1492R 

(reverse). Hasil PCR dianalisis menggunakan metode elektroforesis pada agarose 1%. 

Penggunaan agarose 1% ini disesuaikan dengan panjang sekuen cetakan DNA yang 

digunakan. Terbentuknya pita DNA menunjukkan bahwa DNA dapat dilanjutkan untuk 

proses sekuensing. 

Hasil dari sekuensing menunjukkan bahwa primer yang telah didesain mampu 

menghasilkan sekuen sampai 1130 bp. Proses sekuensing menghasilkan panjang sekuen 

lebih dari 1000 bp menandakan bahwa primer NIF dan primer NIR dapat bekerja dengan 

baik. Namun, sekuen hanya dapat dibaca hanya ±100 bp saja untuk masing-masing 

primer. Hal ini kemungkinan diakibatkan oleh tercemarnya DNA cetakan saat proses 

isolasi DNA. Kemungkinan lainnya karena isolat yang memang sulit untuk dilakukan 

proses sekuensing sehingga grafik tidak terbaca dengan baik. 

  

4. KESIMPULAN  

Primer yang telah didesain mampu mengenali daerah internal gen 16S rRNA bakteri 

endofit penghasil senyawa antimikroba. Primer NIF dan NIR dapat juga digunakan dalam 

proses sekuensing meskipun hanya ±100 bp dari sekuen yang dapat dibaca dengan baik. 
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