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ABSTRAK

Bakteri endofit dilaporkan mampu menghasilkan senyawa metabolit yang berpotensi
memiliki senyawa anticendawan. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan bakteri
endofit asal tanaman jagung yang antagonis terhadap cendawan patogen Fusarium sp. Isolasi
bakteri endofit dilakukan dengan metode sterilisasi permukaan, selanjutnya dilakukan uji
hipersensitif terhadap isolat bakteri yang diperoleh untuk menyeleksi bakteri patogen dan non
patogen. Isolat bakteri endofit diuji kemampuan antagonisnya terhadap cendawan Fusarium sp.
Dengan metode dual culture. Hasil penelitian diperoleh 31 isolat bakteri endofit non patogen. Uji
antagonis menunjukkan tiga bakteri endofit berpotensi menghambat cendawan Fusarium sp.
yaitu isolat EF1411l1 dengan daya hambat sebesar 64.4%, ER1l dengan daya hambat sebesar
58.0%, dan ER10l dengan daya hambat sebesar 56.4%. Berdasarkan karakterisasi secara
morfologi, biokimia, dan fisiologi isolat EF14111 diidentifikasi sebagai Lactobacillus sp., ER1I
diidentifikasi sebagai Pseudomonas sp., dan ER10I diidentifikasi sebagai Aeromonas sp.

Kata kunci: Aeromonas sp., Bakteri endofit, Fusarium sp., Jagung, Lactobacillus sp.,
Pseudomonas sp. Uji Antagonis.

PENDAHULUAN

Latar Belakang

Bakteri endofit adalah bakteri yang terdapat dalam jaringan tanaman sehat yang tidak
menimbulkan gejala penyakit dan tidak merugikan tanaman inang. Bakteri endofit dapat diisolasi
dan diekstraksi pada media tumbuh bakteri dengan teknik sterilisasi permukaan. Bakteri endofit
dapat hidup pada akar, batang, daun, dan buah tanaman, dan umumnya mengkolonisasi bagian
interselluler dari jaringan tanaman inang, sistem pembuluh, serta dapat ditranslokasikan secara
sistemik ke seluruh bagian tanaman. Pada saat ini, mikroba endofit banyak diteliti karena
memiliki manfaat dan efek positif pada tanaman inang seperti antimikroba, hormon
pertumbuhan, fiksasi nitrogen, mobilitas fosfat, produksi siderofor, induksi SAR dan ISR, serta
meningkatkan ketahanan terhadap stres lingkungan (Hallmann et al. 1997).

Pengendalian penyakit dengan aplikasi bahan kimia, paling banyak digunakan karena
paling efektif dan efesien dalam menekan penyakit, tetapi pengendalian tersebut berdampak
negatif bagi lingkungan karena meninggalkan residu bahan kimia pada lingkungan dan
organisme lain. Salah satu pengendalian penyakit tanaman adalah pemanfaatan menggunakan
mikroba endofit yangberasaldari jaringan tanaman baik pada daun,akar, buah,batang, dan juga
benih. Mikroba endofit hidup bersimbiosissaling menguntungkan dengan tanaman inang, dalam
hal ini mikroba endofitmendapatkan nutrisi dari hasil metabolisme tanaman danmemproteksi
tanaman dari serangan mikroorganisme patogen, herbivora, serangga, sedangkan tanaman
mendapatkan nutrisi dan senyawa aktif yang diperlukan selamahidupnya (Tanaka et al. 1999).



Disamping itu, mikroba endofit memiliki banyak peran bagi tanaman, misalnya sebagai
perangsang pertumbuhan tanaman, pemicu inang untuk memproduksi fitoaleksin, bertahan
dalam kondisi stres, sekaligus sebagai agens pengendalian hayati. Mikroba endofit memiliki
kelebihan sebagai agens hayati, yaitu mudah dibiakkan secara in vitro, mudah diaplikasikan,
misalnya melalui perlakuan biji, terhindar dari kompetisi dengan mikroba lain khususnya bakteri
rhizosfer, dan memiliki kemampuan dalam mempengaruhi tanaman merespons serangan parasit,
tidak menghasilkan racun terhadap tanaman, bahkan menghasilkan hormon perangsang tumbuh
(Siddiqui dan Shaukat, 2003). Penggunaan bakteri endofit sebagai agens hayati memiliki
keuntungan dibandingkan dengan mikrob antagonis lainnya karena mikroba endofit sudah ada,
hidup, dan bertahan di dalam jaringan selama perkembangan tanaman dan memberi perlindungan
bagi tanaman. Bakteri endofit yang diisolasi dari akar jagung dilaporkan memiliki aktivitas
anticendawan terhadap Fusarium verticillioides, Colletotrichum graminicola, Bacillus maydis,
dan Cercospora sp. dengan persentase penghambatan hingga 70% (Zecchin et al. 2014).

METODE
Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Agustus 2014 sampai dengan Januari 2015 di
Laboratorium Mikologi Tumbuhan Departemen Proteksi Tanaman Fakultas Pertanian, Institut
Pertanian Bogor.

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan adalah blackdisk paper ukuran 0,6 cm (Oxoid), media Potato
Dextrose Agar (PDA), media Tripton Soya Agar/Broth (TSA/TSB), tanaman jagung varietas
Scada asal kecamatan Medan Selayang Sumatera Utara, dan cendawan Fusarium sp., alcohol,
NaOCI 3%, aquades, tembakau, blancdisk paper.

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah laminar air flow, autoclave, shaker,
incubator, mortar, tabung reaksi, cawan petri, mikro pipet, batang penyebar, jarum ose, syringe
(suntikan)

Isolasi Bakteri Endofit dari Tanaman Jagung dan Uji Hipersensitif

Bakteri endofit diisolasi dari tanaman jagung yang sehat berumur 2 bulan dari bagian
akar, batang, daun, dan benih yang diambil dari lapangan. Masing-masing bagian tanaman
ditimbang sebanyak 1 g, kemudian dicuci bersih dengan air mengalir dan dikeringanginkan.
Sterilisasi permukaan jaringan tanaman dengan perendaman alkohol 70% selama 1 menit,
dilanjutkan dengan perendaman dalam NaOCI 3% selama 3 menit, kemudian dibilas dengan
akuades steril sebanyak 3 kali. Jaringan tanaman yang telah disterilisasi dioles pada media TSA
20% dan diinkubasi selama dua hari, untuk menguji keberhasilan sterilisasi permukaan. Akar,
batang, daun, dan benih jagung yang telah disterilisasi dihaluskan dengan menggunakan mortar
steril hingga terbentuk suspensi tanaman 10°. Suspensi tanaman sebanyak 1 mL dicampurkan
dalam 9 mL akuades steril dalam tabung reaksi, kemudian dihomogenkan menggunakan vortex.



Pengenceran berseri dilakukan hingga tingkat pengenceran 103. Masing-masing suspensi
pengenceran diambil sebanyak 0.1 mL, dan disebar pada media TSA 20% lalu diinkubasi selama
1 hingga 2 hari pada suhu ruang. Koloni bakteri yang tumbuh diamati jumlah dan dikarakterisasi
koloni berdasarkan bentuk, pinggiran, permukaan, elevasi, dan warna koloni. Masing-masing
bakteri yang didapat lalu dimurnikan pada media TSA 100% (Munif et al. 2012).

Uji hipersensitif adalah uji yang dilakukan untuk mengetahui patogenisitas patogen
(kemampuan patogen dalam menyebabkan penyakit). Teknik pengujian ini dilakukan dengan
cara menginokulasi suspensi bakteri pada tanaman tembakau kemudian diinkubasi. Suspensi
bakteri dibuat dengan mencampurkan 1 lup bakteri ke dalam 100 mL TSB kemudian digoyang
dengan shaker selama 24 jam pada kecepatan 150 rpm hingga suspensi bakteri dengan kerapatan
108 sel/mL. Sebanyak 0.1 mL suspensi bakteri diambil dengan alat penyuntik kemudian
disuntikkan pada daun tembakau dan diinkubasi selama 24 hingga 48 jam, pengamatan
dilakukan dengan mengamati munculnya gejala nekrotik pada daun tembakau setelah masa
inkubasi 24 jam (Schaad et al. 2000).

Uji Antagonis Bakteri Endofit terhadap Cendawan Patogen secara In vitro

Isolat baktei endofit yang tidak menimbulkan gejala nekrotik pada uji hipersensitif
selanjutnya diuji kemampuannya sebagai antagonis terhadap Fusarium sp. Sebanyak 1 ose dari
isolat biakan murni bakteri endofit ditumbuhkan pada media TSB dalam tabung reaksi kemudian
dishaker selama 24 jam. Fusarium yang digunakan merupakan biakan muni pada medium PDA
yang berumur 24 jam. Biakan Fusarium sp. berdiameter 5 mm diletakkan di tengah cawan yang
berisi media PDA. Blankdisk paper berdiameter 6 mm direndam dalam suspensi bakteri endofit
(108 sel mL') pada media TSB selama 30 menit dan diletakkan pada dua bagian tepi media
PDA. Biakan ini diinkubasi selama 7 hari pada suhu 25 °C. Blankdisc paper steril digunakan
sebagai kontrol. Aktivitas penghambatan ditentukan berdasarkan zona hambat yang terbentuk di
sekitar koloni (Gambar 1). Pengamatan aktivitas penghambatan dimulai dari hari ke-2 sampai
hari ke-7 (Suryanto et al. 2011). Daya hambat bakteri endofit terhadap Fusarium sp. dihitung
menggunakan rumus:

Daya hambat = =X x 100%

Gambar 1 Metode pengukuran daya hambat bakteri terhadap koloni cendawan, (A) koloni cendawan,
(B) zona hambat bakteri endofit terhadap koloni cendawan, (C) titik tengah cendawan diletakkan, (D)
koloni bakteri endofit, (X) diameter koloni cendawan yang terhambat pertumbuhannya, (Y) diameter
koloni cendawan norma



HASIL
Isolasi Bakteri Endofit dari Tanaman Jagung dan Uji Hipersensitif
Sebanyak 67 isolat bakteri endofit asal tanaman jagung berhasil diisolasi, 20 isolat
bakteri berasal dari akar, 11 isolat bakteri berasal dari batang, 24 isolat bakteri berasal dari daun,
dan 12 isolat bakteri dari benih. Sebanyak 31 isolat bakteri tidak menunjukkan reaksi
hipersensitif pada daun tembakau (Tabel 1).

Tabel 1 Jumlah isolat bakteri asal tanaman jagung dan uji hipersensitif

Bagian tanaman Jumlah isolat bakteri Uji hipersensitif

Jagung Bakteri patogen Bakterinon patogen
Akar 20 8 12

Batang 11 7 4

Daun 24 16 8

Benih 12 5 7

Total 67 (100%) 36 (53%) 31 (46%)

Uji Antagonis Bakteri Endofit terhadap Fusarium sp. secara In vitro

Hasil uji antagonis secara in vitro 31 isolat bakteri endofit non patogen terhadap
Fusarium sp., diperoleh 3 isolat bakteri endofit yang menunjukkan daya hambat tertinggi
terhadap Fusarium sp., (Gambar 2), yaitu isolat EF1411l, isolat ER1I, dan isolat ER10l, masing-
masing sebesar 64.4%, 58.0%, dan 56.4% (Tabel 2).

Tabel 2 Daya hambat isolat bakteri endofit terhadap Fusarium sp. pada media PDA

Isolat Bakteri Daya hambat (%) hari ke-
2 3 4 5 6 7
ER3 25.0 334 37.5 44.8 49.9 48.6
ER4 15.1 23.6 36.4 404 42.3 424
ER1I 16.76 34.5 45.2 51.4 54.7 58.0
ER4I -1.3 12.8 28.3 40.6 17.8 16.7
ER9I 1.4 20.5 344 43.0 47.5 49.9
ER10I 12.3 31.7 39.6 48.9 52.8 56.4
ER1II 15 11.9 24.4 34.4 40.7 45.6
ER3II 1.7 135 25.8 334 22.7 22.8
ERA4II 9.6 19.6 28.9 37.5 46.3 52.4
ERS8II 19.4 33.7 414 46.0 50.2 52.6
ER1III 1.4 13.8 29.3 39.8 46.5 50.9
ER2I1I 2.8 3.7 2.1 2.8 7.2 7.5
EC16 8.1 8.3 20.3 24.7 35.0 37.0
EC2I 4.0 7.1 14.7 13.3 85 7.8

EC5I 3.2 8.7 214 29.6 31.0 20.6




EC131 10.6 23.8 32.0 39.8 44.6 52.0

EF1I 11 6.9 20.7 26.2 19.3 185
EF6I 0.8 11.9 28.2 344 321 222
EF6II 4.0 10.2 9.0 3.1 13.1 19.0
EF7II 3.9 12.6 19.6 28.8 30.6 26.4
EF4111 21.9 28.1 32.5 38.5 42.6 46.0
EF5IHI 44 10.0 20.8 23.2 14.0 115
EF1011 1.2 12.6 26.4 37.0 42.9 46.9
EF14111 19.2 32.9 47.3 54.0 61.2 64.4
ES3 1.9 7.6 20.0 30.1 28.1 26.0
ESS 1.4 4.8 19.2 27.9 22.4 145
ES7 -1.5 8.1 22.6 29.0 14.6 11.0
ES6 2.2 3.8 15.5 255 19.1 21.2
ES13 2.1 13.6 32.5 40.8 45.0 47.3
ES14 1.4 12.7 28.2 35.9 38.5 20.4
ES18 0.7 9.6 25.9 29.4 30 26.6

Gambar 2 Daya hambat bakteri endofit; (A) ER10I, (B) EF14l1l, (C) ER1I, terhadap Fusarium
sp. pada hari ke 7 setelah inokulasi pada media PDA.

Berdasarkan pada karakter morfologi, fisiologi, dan biokimianya yang dilakukan di........
, maka isolat EF14111, ER1I dan ER10I diidentifikasi berturut-turut sebagai Lactobacillus sp.,
Pseudomonas sp., dan Acromonas sp. (Tabel 3).

Tabel 3 Karakterisasi Morfologi, Fisologis dan Biokimia Bakteri Endofit

Pengamatan Isolat Bakteri

EF14111 ER1I ER10I
Ujuran koloni 0.1-Imm 0.5mm 1mm
Bentuk koloni Circular Circular Circular
Elevasi koloni Datar Raised Datar
Tepi koloni Entire Entire Entire
Warna koloni Cream Yellowish translucent Kuning
Morfologi sel Bacill Bacill Bacill

Uji gram + - -




Ukuran sel 0.5; 1um 0.25; 0.75um 0.5; 0.75um
(o)) + + +

Glukosa +
Endospora
Hidrolisis casein
Katalase

Salt resistance
Hidrolisis starch
Haemolisis
Anaerobik

KOH

Oxidase
Motility

Nitrate

Lysine
Ornithine

H,S -
Glucose - -
Mannitol - - -
Xylose - - -
ONPG - +
Indole - - -
Urease - -
V-P - -
Citrate - -
TDA - -
Gelatin + +
Malonate - +
Inositol - - -
Sorbitol - -
Rhamnose - -
Sucrose - -
Lactose - -
Arabinose - -
Adonitol - - -
Raffinose - -
Salicin - - -
Arginine - + +

+
+

+ + +
II++I
II++I

T T
+ + '+ o
+ + '+ o+ o+

+

' + o+ o+ 4 +

+ + + !

Lactobacillus sp. Pseudomonas sp. Aeromonas sp.

PEMBAHASAN

Penelitian untuk memperoleh bakteri endofit dari tanaman jagung telah banyak
dilakukan. Fisher et al. (1992), melaporkan bakteri endofit yang diisolasi dari batang jagung
ialah Pseudomonas corrugata, P. fluorescens, P. marginalis, Enterobacter agglomerans, Vibrio
sp., Klebsiella terrigena. Demikian juga bakteri endofit Bacillus sp., Cellulomonas sp., Kurtia
sp., Microbacterium sp., Pediococcus sp., dan Pseudomonas sp. (Orole dan Adejumo 2011). Liu
et al. (2012) melaporkan isolat bakteri endofit berasal dari benih jagung ialah bakteri genus
Burkholderia, Limnobacter, Pantoea, dan Undibacterium.



Mekanisme antibiosis bakteri endofit terhadap cendawan patogen berkaitan dengan
kemampuan isolat bakteri endofit menghasilkan enzim degradasi seperti kitinase, protease, dan
selulase serta senyawa lainnya yang berkaitan dengan induksi ketahanan tanaman inang
(Hallmann et al.1997). Soesanto et al. (2010) melaporkan aplikasi bakteri P. fluorescens mampu
menekan tingkat infeksi F. oxysporum sebesar 73.1-79.0%. P. fluorescens mengendalikan
penyakit dengan induksi resistensi dan antibiosis. Selain itu bakteri endofit juga menghasilkan
senyawa iturin, surfactin, dan kitinase yang menghambat pertumbuhan cendawan Fusarium sp.
(Yuliar et al. 2013). Bakteri P. fluorescens dilaporkan mampu menekan pertumbuhan F.
oxysporum secara in vitro sebesar 3.2-66.6% (Rahayuniati dan Mugiastuti 2012). Hasanuddin
(2011), melaporkan P. fluorescens juga mampu menghambat pertumbuhan cendawan patogen
Rigidoporus lignosus. Halder et al. (2013), melaporkan bakteri Aeromonas hydrophila
memproduksi enzim kitinase yang bersifat anti cendawan terhadap cendawan patogen A. Flavus
dan F. Oxysporum dengan penghancuran dinding sel patogen. Sedangkan Lactobacillus
plantarum menghasilkan senyawa anti cendawan yang mampu menghambat pertumbuhan
cendawan patogen F. Sporotrichioides dan Aspergillus Fumigatus pada uji antagonis dual
culture (Strom K et al. 2002).
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