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Abstract: Soursop (Annona muricata L.) is a plant with many health benefits. Soursop leaves are widely used as traditional
medicine by Indonesian citizens for wound infection healing. The antibacterial activity of soursop leaves cannot be separated
from the presence of endophytic microbes that live inside. Endophytic bacteria live in plant tissues and have benefits for their
host plants. Endophytic microbes are able to produce the same secondary metabolites as their host such as producing
antibacterial compounds. Thirty-one bacterial endophytes were isolated from soursop leaves from 3 different regions: Garut,
Cianjur, and Sukabumi. Morphologically, endophytic bacterial isolates from the three regions had different diversity.
Bacterial isolates were tested for their activity against 4 test pathogenic bacteria, such as Pseudomonas aeroginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus mutans, and Streptococcus aureus. Antibacterial test using disc diffusion method with
chloramphenicol 500 m/mL as a positive control. Based on the antibacterial activity test, isolate G42 was able to inhibit all
types of test bacteria. G42 isolates form a zone of inhibition up to 17 mm in P. aeroginosa. Based on 16S rRNA, G42 isolates
had similarities with Pantoea wallisii up to 93.24%. This study shows that endophytic bacteria isolated from soursop leaves
have the potential to be developed into antibacterial agents.
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Abstrak: Sirsak (Annona muricata L.) merupakan tanaman buah yang banyak manfaat untuk kesehatan. Daun sirsak banyak
digunakan sebagai obat tradisional oleh masyarakat lokal seperti untuk mempercepat penyembuhan luka infeksi. Aktivitas
antibakteri pada daun sirsak tidak terlepas dari keberadaan mikrob endofit yang hidup didalamnya. Bakteri endofit hidup
pada jaringan tanaman dan menguntungkan untuk kehidupan tanaman inangnya, Mikrob endofit mampu menghasilkan
senyawa metabolit sekunder yang sama dengan inangnya bahkan lebih baik seperti menghasilkan senyawa antibakteri.
Sebanyak 31 isolat bakteri endofit telah berhasil diisolasi dari 3 daerah yang berbeda yaitu Garut, Cianjur, dan Sukabumi.
Secara morfologi isolat bakteri endofit dari ketiga daerah tersebut memiliki keragaman yang berbeda. Isolat bakteri yang
telah berhasil diisolasi diuji aktivitasnya terhadap 4 bakteri patogen uji yaitu, Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus mutans, dan Streptococcus aureus. Uji antibakteri menggunakan metode difusi cakran dengan kontrol positif
adalah kloramfenikol 500 um/mL. Berdasarkan uji aktivitas antibakteri isolat G42 mampu menghambat seluruh jenis bakteri
uji. G42 membentuk zona bening hingga 17 mm pada P. aeroginosa. Berdasarkan identifikasi 16S rRNA, isolat G42
memiliki kemiripan dengan Pantoea wallisii sebesar 93,24%. Studi ini menunjukkan bahwa bakteri endofit yang diisolasi
dari daun sirsak memiliki potensi untuk dikembangkan menjadi agen antibakteri.

Kata Kunci: Annona muricata L, antibakteri , bakteri endofit, daun sirsak, 16S rRNA
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1. PENDAHULUAN untuk tanaman seperti memacu pertumbuhan dan
biokontrol dari patogen tanaman (Tianxing et al.,

Bakteri endofit hidup pada jaringan tanaman selama e . L .
2013). Beberapa jenis bakteri endofit diketahui

siklus hidupnya (Mano dan Morisaki, 2008). Bakteri

) o ] o mampu menghasilkan senyawa aktif yang sama atau
endofit bersimbiosis mutualisme dengan jaringan . ] ) ] ]
) bahkan lebih baik daripada inangnya seperti

tanman dengan memberikan beberapa keuntungan

menghasilkan antifungi (Qiao et al., 2006; Zhang et
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al., 2008), antioksidan, aktivitas sitotoksik, dan
antibiotik (Xiao et al., 2014). Kemampuan bakteri
endofit tersebut didasari oleh manfaat endofit untuk
tanaman secara alami adalah meningkatkan kesehatan
tanaman dengan menghasilkan antibiotik, enzim
hidrolitik, dan pembatasan nutrisi (Afzal et al., 2019).
Bakteri endofit dalam beberapa tahun ini telah
menjadi fokus penelitian untuk menemukan senyawa
aktif baru (Latupeirisa, 2014). Pemanfaatan bakteri
endofit sangatlah tepat mengingat siklus hidup
mikroba yang lebih singkat dibandingkan siklus
hidup tanaman inangnya. Hal tersebut dapat
menghemat waktu produksi senyawa bioaktif pada

skala industri.

Sirsak (Annona muricata L.) atau nangka belanda
adalah tanaman asli dari Kepulauan Karibia, daerah
bagian di Amerika Tengah dan Selatan. Secara umum
sirsak dimanfaatkan bagian buahnya. Namun, di
Indonesia penggunaan air rebusan daun sirsak
sebagai obat herbal telah banyak diketahui. Senyawa
bioaktif yang terkandung didalam daun sirsak
memiliki beragam manfaat untuk pengobatan. (Adri
2013).

sebelumnya melaporkan bahwa daun sirsak memiliki

dan  Wikanastri, Beberapa  penelitian
manfaat untuk mengobati penyakit kulit, flu, batuk,
rematik, kanker (Orwa et al., 2009), hipertensi (Lans,
2006), infeksi bakteri (Gajalakshmi et al., 2012).
Indonesia merupakan salah satu negara tropis
penghasil buah sirsak. Menurut Badan Pusat Statistik
(BPS) Jawa Barat adalah salah satu sentra buah sirsak
di Indosenisa dengan angka produksi sebesar 11 188
juta ton pada tahun 2020 (BPS, 2020). Penyebaran
perkebunan buah sirsak tersebar diseluruh Jawa Barat
dengan dengan penghasil terbesar Cianjur (1.811
ton), Sukabumi (706,1 ton), dan Garut (1.784,5 ton)

(BPS Jabar, 2018).

Penyakit infeksi saat ini adalah salah satu masalah

besar untuk bidang kesehatan. Infeksi dapat
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disebabkan oleh berbagai macam jenis mikroba

seperti, bakteri, jamur, protozoa, dan virus.
Pengobatan penyakit infeksi yang disebabkan oleh
bakteri saat ini bergantung pada antibiotik. Namun,
bakteri terus bermutasi yang menyebabkan resistensi
antibiotik kian bertambah sehingga dibutuhkan
penelitian untuk menemukan senyawa antibiotik
baru. Bakteri, Pseudomonas aeroginosa, Escherichia
coli, Staphylococcus mutans, dan Streptococcus
aureus merupakan bakteri penyebab infeksi yang
sangat sering dijumpai pada kehidupan sehari-hari.
Resistensi bakteri-bakteri tersebut terhadap antibiotik
terus meningkat dan sulit dikendalikan (Pachori et al.,

2019; Ng et al., 2018; Guo et al., 2020).

Senyawa bioaktif yang terkandung pada daun sirsak
tidak terlepas dari interaksinya dengan bakteri endofit
yang hidup pada jaringannya. Belum pernah ada
laporan sebelumnya tentang aktivitas antibakteri dari
bakteri endofit daun sirsak menggunakan bakteri E.
coli, S. aureus, P. aeruginosa, S. mutans sebagai
bakteri ujinya. Berdasarkan literatur maka tujuan
penelitian ini adalah mendapatkan bakteri endofit dari
daun sirsak yang memiliki kemampuan menghambat
bakteri yang

dikembangkan menjadi agen antibakteri.

patogen uji selanjutnya  dapat

2. METODE
2.1 Isolasi Bakteri Endofit

Daun sirsak diperoleh dari perkebunan Sirsak di
Garut, Cianjur, dan Sukabumi. Sampel kemudian
dicuci dengan air mengalir selanjutnya dipotong
dengan ukuran 3 x 0,5 cm. Sampel daun sirsak
tersebut kemudian disterilisasi bertahap
menggunakan etanol 96%, NaOCI, dan akuades steril.
Setelah sterilisasi daun sirsak dikering anginkan.
irisan daun sirsak tersebut kemudian diletakkan diatas
media Nutrient Agar (NA) secara horizontal lalu

diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang (£28°C)
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(Desriani et al., 2013).

2.2 Purifikasi Bakteri Endofit

Koloni bakteri yang tumbuh disekitar sampel daun
sirsak dimurnikan dengan cara digores 4 kuadran
pada media NA lalu diinkubasi selama 24 jam pada
suhu ruang (x28°C). Selanjutnya koloni tunggal yang
terakhir  diambil
disimpan pada agar miring dan disimpan pada suhu
(x4°C).

tumbuh pada kuadran untuk

2.3 Uji Aktivitas Antibakteri
a. Persiapan bakteri uji

Bakteri P. aeruginosa, E. coli, S. mutans, dan S.
aureus yang telah diremajakan ditumbuhkan pada
media Nutrient Broth (NB). Kultur bakteri tersebut
suhu 37°C.
bakteri

kemudian diinkubasi 24 jam pada
Selanjutnya, sebanyak 40 uL  kultur
dicampurkan dengan 20 mL media NA bersuhu
+47°C dan dihomogenkan dengan cara digoyang.
Media NA yang telah diinokulasi bakteri uji tersebut

dituang ke cawan petri dan dibiarkan hingga padat.

b. Uji aktivitas antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan dua
metode. Pertama, pengujian antibakteri menggunakan
kultur bakteri endofit. Selanjutnya bakteri endofit

dengan aktivitas tertinggi diuji supernatannya
terhadap patogen uji. Kertas cakram steril diletakkan
diatas media NA yang berisi bakteri uji lalu ditetesi
100 pL kultur dan supernatant bakteri endofit. Kultur
kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang
+28°C. Kloramfenikol 500 pg/ml dijadikan kontrol
positif dan kontrol negatif adalah media NB tanpa
kultur. Aktivitas antibakteri ditentukan dengan zona
bening yang terbentuk disekitar kertas cakram

(Simarmata et al., 2007).

2.4 Ekstraksi DNA Genom lIsolat Bakteri Endofit
Terpilih

Bakteri endofit yang memiliki aktivitas tertinggi
dipilih untuk dilakukan identifikasi morfologi dan
molekuler. Identifikasi molekuler dimulai dengan
ekstraksi DNA genom bakteri. Sel bakteri dipecah
menggunakan 0.65 mL buffer lisis (Tris HCI, NaCl,
EDTA, PVP, SDS) diinkubasi pada suhu 65°C
selama 30 menit. Suspensi sel bakteri kemudian
ditambahkan 100 pL kalium asetat dan disentrifugasi
(13000 rpm, 5 menit). Supernatan dimurnikan dengan
etanol 95% sebanyak 2x volume supernatan dan
disentrifugasi lagi (10000 rpm, 10 menit). Pelet yang
dihasilkan ditambah dengan 500 puL etanol 70% lalu
disentrifugasi kembali (13000 rpm, 10 menit). Pelet
hasil sentrifugasi
ddH20 dan 1 pL RNAse dan diinkubasi selama 60
menit pada suhu ruang (x28°C) (Zheng et al., 1995).
2.5 Amplifikasi Gen 16S rRNA

selanjutnya ditambah 20 pL

Gen 16S rRNA dari endofit

diamplifikasi menggunakan 1 pL DNA, 125 pL

genom bakteri

enzim taq polymerase (KAPA Taq PCR Kit, Sigma
Aldrich), 0.5 pL MgCly, 1.25 pL UFP, 1.25 pL URP,
dan 85 pL ddH:0. forward 27F
(5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG’3) dan primer
reverse 1492R (5’CGG TTA CCT TGT TAC GAC
TT°3). Proses amplifikasi dilakukan selama 129

Primer

menit dengan 27 siklus. Siklus amplikasi dimulai
dengan predenaturasi (95°C, 10 s), denaturasi (95°C,
30 s), annealing (55°C, 60 s), elongasi (72°C, 60 s),
pasca elongasi (72°C, 10 s) (Marchesi et al., 1998).

2.6 Sekuensing dan Konstruksi Pohon Filogenetik

DNA gen 16S rRNA hasil amplifikasi disekuensing
urutan basa nitrogennya. Hasil sekuensing diolah
dengan Software Seqtrace kemudian dibandingkan
sekuennya dengan sekuen yang ada pada bank genom
BLASTN. Hasil

menggunakan program

perbandingan sekuen dengan bank genom di



78 Pharmaceutical and Biomedical Sciences Journal, 2021, Vol. 3(2)

alignment dan dikonstruksi pohon filogenetiknya
menggunakan software MEGA 7 dengan boostrap
1000x dan pendekatan metode Neighbour Joining
(Janatiningrum et al., 2018).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Bakteri endofit telah berhasil diisolasi dari daun
sirsak (A. muricata L.) Hasil isolasi didapatkan 31
isolat bakteri dengan penyebaran 13 isolat dari Garut,
8 isolat dari Cianjur, dan 10 isolat dari Sukabumi
(Gambar 1). Perbedaan hasil isolasi disebabkan oleh
kondisi lingkungan di sekitar tumbuhnya pohon
yang  berbeda.  Endofit
mikroorganisme yang awalnya merupakan bakteri
yang
tanaman untuk melakukan simbiosis. Tanah yang ada

sirsak merupakan

rhizosfer kemudian menginvasi jaringan
disekitar tanaman mempengaruhi banyaknya mikroba
endofit pada jaringan tanaman (Janatiningrum et al.,
2018). bakteri
keseluruhan memiliki karakter yang bervariasi. Isolat

bakteri dikulturkan

Morfologi isolat endofit secara
endofit yang telah berhasil
menunjukkan karakteristik morfologi yang berbeda
pada warna, bentuk koloni, tepian dan elevasi koloni

(Tabel 1).

Tabel 1. Morfologi isolat bakteri endofit daun sirsak

Kode Warna Koloni Tepian Elevasi
isolat
C2.2 Kuning Berlendir Rata Rata
C2.3  Putihsusu  Berlendir Rata Cembung
C4.1 Kuning Berlendir Rata Cembung
C4.2 Orange Berlendir Rata Cembung
C5.2 Putih Tidak Bergerigi Rata
kekuningan  berlendir
G1.2 Kuning Berlendir Rata Cembung
G2.1  Putihsusu  Berlendir Rata Rata
G2.2  Putihsusu  Berlendir Rata Rata
G24 Kuning Berlendir Rata Cembung
G4.2 Kuning Berlendir Rata Cembung
G5.1 Orange Berlendir Rata Cembung
G5.2 Kuning Berlendir Rata Cembung
G54 Orange Berlendir Rata Cembung
S1.4 Putih susu Tidak Bergelombang  Cembung
berlendir
S4.2 Putih susu Tidak Bergelombang  Cembung
berlendir
S5.1  Putihsusu  Berlendir Rata Rata
S5.5  Putihsusu  Berlendir Rata Rata

Ket: C ( Cianjur), G (Garut), S (Sukabumi), Angka pertama:
nomor isolat, angka kedua: ulangan
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14 -

Jumlah isolat

Asal sampel

Cianjur Garut Sukabumi

Gambar 1. Jumlah isolat bakteri endofit dari tiga daerah
penghasil sirsak di Jawa Barat

Hasil pengujian aktivitas antibakteri ditunjukkan
dengan munculnya zona bening di sekitar kertas
cakram setelah inkubasi. Zona bening tersebut dapat
dikatakan sebagai zona hambat bakteri. Kemampuan
aktivitas antibakteri dihitung berdasarkan ukuran
zona bening yang terbentuk. Seluruh isolat bakteri
endofit telah diuji dengan bakteri S. aureus, E. coli, S.

mutans, dan P. aeruginosa.

Tabel 2. Hasil uji aktivitas antibakteri beberapa isolat
bakteri endofit menggunakan kultur bakteri

kode Diameter zona bening (mm)
isolat E. coli P. S. aureus S.
aeroginosa mutan
S
c22 - 17 - 7
C23 - 10 - -
ca1 8 13 8 -
c42 - 7 - -
C43 8 - - -
C51 - 9 7 13
G22 - - - 9
G33 9 13 - -
G42 14 10 12 7
G45 08 8 6 -
G51 - 8 6 -
G52 - - - -
G53 - 9 - 9
G54 - 7 - -
S41 - 12 - -
S42 - 9 8 14
S43 - 12 - -
S54 - 13 7 11

Keterangan: Cianjur (C ), Garut (G), Sukabumi (S)
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Berdasarkan hasil uji antibakteri didapatkan 18 isolat
yang menunjukkan aktivitas antibakteri (Tabel 2).
Isolat bakteri endofit paling banyak menghambat
bakteri P. aeruginosa dengan adanya 15 isolat yang
membentuk zona bening pada biakan bakteri patogen
tersebut. Kemudian untuk bakteri S. mutans terdapat
8 isolat yang menghambat diikuti bakteri S. aureus
dihambat 7 isolasi dan terakhir bakteri E. coli 5 isolat.
Berdasarkan hasil pengujian dapat disimpulkan
bahwa isolat lebih menghambat bakteri gram positif
dibandingkan gram negatif. Hal ini terkait aktivitas

senyawa antibakterinya dalam melisis sel bakteri.

Isolat G42 menunjukkan aktivitas paling tinggi
diantara isolat bakteri endofit lainnya. Isolat G42
mampu menghambat seluruh bakteri patogen uji
(Gambar 2). Isolat S52 dan S54 yang menunjukkan
aktivitas penghambatan terhadap S. aureus, P.
aeroginosa, dan S. mutans. Hasil uji antibakteri
menunjukkan bahwa isolat bakteri endofit dapat
menghambat pertumbuhan bakteri gram negatif dan
gram positif sehingga dapat dikatakan bahwa isolat
tersebut menghasilkan senyawa antibakteri golongan
berspektrum luas. Menurut Rosidah dan Afizia
(2012), golongan senyawa berspektrum luas adalah
senyawa Yyang efektif untuk menghambat hingga
membunuh seluruh jenis bakteri baik gram negatif
maupun positif. Senyawa antibakteri berspektrum
luas biasanya digunakan untuk mengobati penyakit
infeksi yang belum diketahui bakteri penyebabnya.
Namun, penggunaan golongan senyawa antibakteri
ini dapat menimbulkan resistensi bakteri terhadap
antibiotik.

Isolat G42 sebagai isolat terpilih diuji supernatan
kulturnya. Hal ini dilakukan unutk mengetahui
senyawa antibakteri yang dihasilkan terdapat didalam
tidak.

menunjukkan bahwa supernatan isolat G42 juga

kultur tanpa sel atau Hasil pengujian

mampu menghambat pertumbuhan bakteri  uji

(Gambar  3). aktivitas

antibakteri

Berdasarkan hasil  uji

tersebut dapat disimpulkan bahwa
senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh isolat G42
dikeluarkan secara ekstraseluler dan bertahan didalam
kultur walaupun tanpa adanya sel bakteri yang
tumbuh. Hal ini menjadi informasi awal senyawa
antibakteri  dapat

diekstraksi agar mendapat

konsentrasi senyawa yang lebih tinggi. Namun,
kultur  bakteri

lebih besar dibandingkan dengan

pengujian dengan menghasilkan
penghambatan
menggunakan supernatannya. Hal ini disebabkan oleh
belum dilakukannya optimasi waktu tumbuh bakteri

endofit dalam menghasilkan senyawa bioaktif.

Hasil

sebelumnya yang menyatakan bahwa bakteri endofit

penelitian ini  sesuai dengan laporan
memiliki aktivitas senyawa bioaktif yang sama
dengan inangnya. Pada penelitian Ghadin et al.,
(2008), menemukan bakteri endofit dengan genus
Streptomyces memiliki aktivitas antibakteri dan
antifungi. Bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman
Mentha longifolia, Malva parviflora dan Pulicaria
undulata memiliki aktivitas penghambatan terhadap
beberapa bakteri patogen pada susu sapi yang telah

resisten terhadap antibiotik (Ameen et al., 2019).

r y~ -
n‘ Y

Gambar 2. Aktivitas antibakteri isolat G42 pada S. aureus
(1), E. coli (2) P. aeroginosa (3), S. mutans (4)

Gambar 3 Aktivitas antibakteri supernatan isolat G42 pada
P. aeroginosa (1) S. mutans (2) S. aureus (3) E. coli (4)

Isolat bakteri endofit Piper betle L. yang memiliki

kesamaan genus Pseudomonas  sp.

1-metil-2,4-

Mampu

menghasilkan  senyawa antibkateri
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imidazolidindion yang menghambat pertumbuhan
Bacillus cereus, E. coli, dan S. aureus (Purwanto,
2014). Bakteri endofit dari daun binahong (Anredera
cordifolia) memiliki aktivitas penghambatan terhadap
E. coli dan S. aureus. Setelah diidentifikasi secara
molekuler bakteri endofit tersebut mirip dengan
genus Pseudomonas, Staphylococcus, dan Bacillus
(Nursulistyarini, 2014).

Tabel 3. Hasil BLAST sekuen isolat bakteri endofit daun
sirsak G42 yang dibandingkan dengan sekuen pada
genbank menggunakan gen 16S rRNA

No Spesies Similarity Accession
(%) number

1 Pantoea 93.24 NR_118122.1
wallisii

2 Pantotea 93.24 NR_116755.1
dispersa

3 Pantotea 92.63 NR_116246.1
eucrina

4 Flavobacterium 92.08 NR_104962.1
acidificum

5 Cronobater 92.01 NR_118449.1
sakazakii

Pantoea wallisii strain LMG 26277

G42

Pantoea dispersa strain LMG 2603

Pantoea eucrina strain LMG 2781

Flavobacterium acidificum strain LMG 8364

Cronobacter sakazakii strain ATCC 2954

Raoultella planticola ATCC 33531 strain JCM 7251

Citrobacter koseri strain CDC-8132-86

Streptomyces tendae ATCC 19812

Gambar 4 Pohon filogenetik isolat bakteri endofit
daun sirsak G42 dengan sekuen 16S [rRNA
pembanding (analisis bootstrap 1000 kali)

Berdasarkan identifikasi gen 16S rRNA isolat bakteri
endofit daun sirsak G42 memiliki kemiripan 93,24%
dengan Pantoea wallisii. P. wallisii adalah bakteri
berbentuk batang, Gram-negatif, tidak berkapsul, dan

tidak membentuk spora. Genus Pantoea adalah
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bakteri yang berasosiasi dengan tanaman (Alyssa et
al., 2015).

Pantoea juga dikenal membentuk asosiasi dengan

Selain berasosiasi dengan tanaman
berbagai inang seperti serangga, dan manusia (Gavini
et al. 1989; Walterson et al. 2015).

Pantoea telah banyak diisolasi dari berbagai jenis
lingkungan dan memiliki banyak spesies yang
bermanfaat (Volksch et al. 2009; Nadarasah dan
Stavrinides 2014). Genus ini telah dimanfaatkan
untuk keperluan industri termasuk bioremediasi,
degradasi herbisida fiksasi nitrogen, agen biokontrol
dan kemampuan lain yang mendorong pertumbuhan
tanaman (Pileggi et al. 2012). Selain itu, Pantoea
sedang banyak dieksplorasi kemampuannya dalam
(2019)

melaporkan bahwa genus ini umumnya menghasilkan

menghasilkan antibiotik. Smiths et al.

satu atau lebih senyawa antimikroba dan beberapa
spesies Pantotea menghasilkan antibiotik histidin-

reversibel.

4. KESIMPULAN

Daun sirsak (A. muricata L.) yang diambil dari daerah

penghasil sirsak di Indonesia (Garut, Cianjur,

Sukabumi) memiliki bakteri endofit yang telah
berhasil dikulturkan. Sebanyak 31 isolat yang terdiri
13 isolat dari Garut, 8 isolat dari Cianjur, dan 10
isolat dari Sukabumi. Hasil uji aktivitas antibakteri
menunjukkan bahwa 17 isolat bakteri endofit dapat
menghambat bakteri patogen uji dengan aktivitas
yang beragam. Isolat G42 memiliki aktivitas paling
tinggi diantara isolat lainnya. Hal ini ditunjukkan
dengan kemampuannya yang dapat menghambat
semua bakteri uji (S. aureus, E. coli, dan S. mutans,
P. aeroginosa. Berdasarkan identifikasi morfologi
G42 memiliki warna koloni kuning dan berlendir.
Identifikasi lebih lanjut menggunakan gen 16S rRNA
bakteri endofit ini memiliki kesamaan dengan P.

wallisi hingga 93,24%.
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