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ABSTRAK 

 

Dina Vaniana, 2019. “Desain Primer untuk Sekuensing yang akan Mengenali 

Daerah Internal Gen 16S rRNA Bakteri Endofit Penghasil Senyawa 

Antimikroba” 

 

Kemampuan bakteri endofit berinteraksi dengan inang dan dapat 

menghasilkan senyawa aktif membuat bakteri ini bermanfaat bagi lingkungannya. 

Senyawa aktif bakteri endofit memiliki kemampuan sebagai antikanker,  

antimikroba dan antioksidan. Terdapat gen 16S rRNA pada setiap jenis bakteri. 

Proses sekuensing merupakan metode yang baik digunakan untuk 

mengidentifikasi bakteri. Tujuan penelitian ini adalah untuk mendesain primer 

untuk proses sekuensing yang akan mengenali daerah gen 16S rRNA bakteri 

endofit penghasil senyawa antimikroba.  

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif. Penelitian ini dilaksanakan 

dari bulan Oktober sampai bulan Desember 2018 di Laboratorium Penelitian 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Negeri Padang. 

Pengambilan sekuen dilakukan melalui website National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). Uji bioinformatika yang dilakukan 

menggunakan software BioEdit dan Primer Designer. Isolat yang digunakan 

sebagai cetakan DNA adalah B.J.T.A.2.1. Primer yang telah didesain dianalisis di 

Macrogen Singapura dan dilakukan proses sekuensing. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa primer yang didesain mampu 

digunakan untuk proses sekuensing yaitu primer NIF (forward) dan primer NIR 

(reverse). Proses sekuensing mampu menghasilkan sekuen yang utuh meskipun 

hanya ±100 bp yang dapat dibaca dengan baik. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang hidup dalam jaringan 

tumbuhan dan berinteraksi dengan inangnya tanpa menyebabkan infeksi (Kumala, 

2009). Bakteri endofit yang terdapat di dalam jaringan tumbuhan diketahui dapat 

memicu pertumbuhan dan berperan sebagai agen pengendali hayati. Bakteri ini 

mampu melakukan penetrasi ke jaringan internal tumbuhan, karena menghasilkan 

enzim ekstraseluler berupa selulase. Selain digunakan untuk menghidrolisis 

dinding ekstraseluler sel, enzim ini juga digunakan untuk masuk ke ruang antar 

sel melalui korteks akar (Eliza, 2007; Reinhold-Hurek, 2006). Kemampuan 

bakteri endofit berinteraksi dengan inang dan dapat menghasilkan senyawa aktif 

membuat bakteri ini bermanfaat bagi lingkungannya. Senyawa aktif bakteri 

endofit memiliki kemampuan sebagai antikanker, antimikroba dan antioksidan 

(Singh, 2013).  

Beberapa jenis bakteri endofit sudah diisolasi dari berbagai jenis tanaman  

dan mampu menghasilkan senyawa aktif antimikroba. Penelitian yang dilakukan 

oleh Afifah (2018), Putri (2018) dan (Yandila, 2018) berhasil mengisolasi 

beberapa jenis bakteri endofit penghasil senyawa antimikroba dari tumbuhan 

Andalas (Morus macroura Miq.). Hasil penelitian Sagita (2017), mengemukakan 

bahwa isolat bakteri endofit yang diisolasi dari daun sirih (Piper betle) 

memberikan zona hambat terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus 

aureus.  
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Salah satu tahapan yang harus dilakukan dalam penelitian mengenai bakteri 

endofit adalah proses isolasi dan identifikasi bakteri. Identifikasi penting 

dilakukan untuk mengetahui jenis bakteri endofit yang telah diisolasi. Identifikasi 

bakteri yang baik berguna untuk memudahkan dalam komunikasi ilmiah dan 

mempelajari karakter bakteri lebih spesifik, sehingga dapat dikembangkan 

menjadi penelitian yang lebih maju.  Identifikasi bakteri endofit dapat dilakukan 

secara konvensional, yaitu dengan cara pengamatan karakter morfologis, 

fisiologis, dan biokimiawi bakteri uji. Proses identifikasi dengan metode ini 

bersifat terbatas karena waktu yang dibutuhkan lebih lama dan memiliki tingkat 

sensitifitas yang rendah. Bakteri mampu mengubah karakteristik morfologis dan 

biokimia secara tiba-tiba karena perubahan lingkungan atau mutasi genetik (Bakri, 

2015; Sakhno, 2016).  

Identifikasi berbasis molekuler dapat digunakan untuk mengatasi kelemahan 

identifikasi secara konvensional, karena memiliki tingkat sensitivitas dan 

spesifisitas yang tinggi (Amman, 1995). Hasil penelitian Aabo (1995) 

mengemukakan bahwa identifikasi dengan metode molekuler memiliki 

sensitivitas sebesar 92% sedangkan dengan metode biokimia hanya 50%. Teknik 

identifikasi bakteri secara molekuler dapat berupa hibridisasi Deoxyribo Nucleic 

Acid (DNA), Array Oligonukleotida, dan Polymerase Chain Reaction (PCR). 

Teknik PCR dapat menjadi dasar dalam uji fingerprinting, PCR-mulitipeks, Real-

time PCR dan analisis sekuensing DNA (Dwiyitno, 2010) 

Analisa sekuensing DNA merupakan teknik dalam penentuan urutan basa 

nukleotida suatu molekul DNA. Urutan basa nukleotida DNA memiliki informasi 
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paling mendasar suatu gen karena mengandung instruksi yang dibutuhkan untuk 

pembentukkan makhluk hidup (Lokapirnasari, 2017). Metode sekuensing 

memiliki akurasi dan reliabilitas yang sangat tinggi, sehingga lebih mudah dalam 

mengidentifikasi suatu jenis bakteri. 

Metode sekuensing yang paling banyak digunakan untuk identifikasi bakteri 

adalah analisis sekuensing gen 16S ribosomal Ribonucleic Acid (rRNA). Prokariot 

memiliki 3 jenis rRNA dengan ukuran nukleotida berbeda yaitu 5S, 16S  dan 23S. 

Gen 5S rRNA memiliki ukuran nukleotida 120 base pair (bp), sehingga tidak 

efisien digunakan untuk identifikasi. Sebaliknya gen 23S rRNA memiliki ukuran 

nukleotida sebesar 2900 bp, sehingga sulit untuk disekuensing. Gen 16S rRNA 

adalah yang paling memenuhi syarat dan memiliki nukleotida sebesar 1500 bp, 

yang terdiri dari daerah yang konservatif dan variatif  (Clarridge, 2004; Rinanda, 

2011).  

Proses sekuensing yang umum dilakukan saat ini adalah menggunakan 

metode Sanger. Sekuensing metode Sanger merupakan metode sekuensing DNA 

berdasarkan penggabungan selektif rantai-terminating dideoksi oleh DNA 

polimerase selama replikasi in vitro. Metode sekuensing ini memerlukan beberapa 

komponen reaksi, salah satu yang penting adalah satu buah primer spesifik. Proses 

sekuensing biasanya dilakukan secara dua arah menggunakan primer yang dipakai 

untuk mengamplifikasi cetakan DNA (forward dan reverse), atau disebut juga 

primer eksternal (Lokapirnasari, 2017).  

Secara teori, panjang sekuen yang dapat dibaca satu kali proses sekuensing 

berkisar antara 1000-1500 bp (Tasma, 2016). Namun dalam pelaksanaan, 
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biasanya rata-rata panjang nukleotida yang berhasil dibaca dalam satu kali 

sekuensing hanya sekitar 400-900 bp. Beberapa faktor yang mempengaruhi 

pembacaan hasil sekuensing adalah kemurnian cetakan PCR, kualitas enzim yang 

digunakan, ketepatan reaksi, akurasi primer dan lain-lain. Dengan keterbatasan 

pembacaan hasil sekuensing ini, jika gen 16S rRNA yang memiliki panjang 1500 

bp disekuensing dengan primer eksternal, maka akan terdapat daerah  di bagian 

tengah yang tidak akan terbaca oleh sekuensing yang dilakukan. 

Solusi yang dapat dilakukan untuk mendapatkan sekuen nukleotida gen 16S 

rRNA yang utuh adalah dengan merancang primer internal. Primer internal 

forward dan reverse akan memulai proses sekuensing dari bagian tengah gen 16S 

rRNA ke arah upstream dan downstream, sehingga diharapkan tidak ada bagian 

yang luput dari pembacaan sekuensing. Morales (2009) telah merancang primer 

internal untuk melihat spesivisitas primer berbasis 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 sensitivisitas 

yang tidak mudah diamplifikasi pada tahapan PCR selama sekuensing. 

Degenerate primers merupakan campuran urutan oligonukleotida dimana 

pada beberapa posisi mengandung sejumlah kode yang dapat mengenali lebih dari 

satu jenis basa nitrogen. Primer dengan jenis degenerate biasanya dibuat untuk 

primer-primer yang bekerja secara universal, yang akan mengenali 

semua/sekelompok besar jenis bakteri. Jumlah degenerate dapat dikurangi dengan 

membatasi jenis bakteri yang akan diidentifikasi. Berdasarkan studi literatur yang 
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dilakukan, hanya 12 genus bakteri yang umum ditemukan sebagai bakteri endofit 

penghasil senyawa antimikroba (Amman, 1995; Castillo, 2002; Kandel, 2017; 

Murthi, 2015; Sagita, 2017; Setiawan, 2018; Sukiman & Nuriyanah, 2016). 

Penelitian yang dilakukan oleh (Walters et al., 2016) menyebutkan bahwa sering 

diperbaharuinya database gen 16S rRNA bakteri mempengaruhi efisiensi primer 

PCR yang sudah ada. Pengoptimalan database gen 16S rRNA juga merupakan 

alasan lain untuk perancangan primer secara berkala.  

Mendesain suatu primer untuk proses PCR/sekuensing perlu memperhatikan 

beberapa parameter, seperti kandungan GC dalam kisaran 40-60%, harus terbebas 

dari pembentukan struktur sekunder yang terjadi akibat tumpang tindih dengan 

primer lainnya dan lain-lain (Borah, 2011). Untuk membantu dalam perancangan 

primer yang baik, dapat digunakan sotfware bioinformatik (Judelson, 2006). 

Berdasarkan penjelasan yang telah disampaikan, maka peneliti akan 

mendesain primer internal yang spesifik yang dapat mengenali daerah 16S rRNA 

pada bakteri untuk mendapatkan hasil yang optimal selama sekuensing. Penelitian 

yang akan dilakukan mengakat judul “Desain primer untuk sekuensing yang akan 

mengenali daerah internal gen 16S rRNA bakteri endofit penghasil senyawa 

antimikroba”. 

B. Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang masalah, rumusan masalah pada penelitian ini 

adalah:  

1. Bagaimana analisis bioinformatik daerah gen 16S rRNA bakteri endofit 

penghasil senyawa antimikroba? 
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2. Bagaimana desain primer yang tepat untuk sekuensing yang akan mengenali 

daerah internal gen 16S rRNA pada bakteri endofit penghasil senyawa 

antimikroba? 

3. Apakah primer yang didesain dapat digunakan untuk sekuensing daerah gen 

16S rRNA bakteri endofit penghasil senyawa antimikroba secara utuh? 

C. Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah: 

1. Menganalisis secara bioinformatik daerah gen 16S rRNA bakteri endofit 

penghasil senyawa antimikroba. 

2. Mengetahui desain primer yang tepat untuk sekuensing yang akan mengenali 

daerah internal gen 16S rRNA bakteri endofit penghasil senyawa antimikroba. 

3. Mengetahui kemampuan primer yang didesain dalam mensekuensing daerah 

gen 16S rRNA bakteri endofit penghasil senyawa antimikroba secara utuh. 

D. Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini: 

1. Dari hasil penelitian ini diharapkan dapat mempermudah dalam mengenali gen 

16S rRNA bakteri endofit penghasil senyawa antimikroba. 

2. Menambah ilmu dalam bidang bioinformatika dan sebagai acuan untuk 

penelitian selanjutnya. 


