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Abstrak

Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup di dalam jaringan
tanaman seperti akar, batang dan daun tanpa membahayakan
inangnya. Penelitian ini bertujuan mengisolasi bakteri endofit dari
jaringan batang tanaman karet (Hevea brasiliensis) dan mengetahui
kemampuannya dalam menekan pertumbuhan jamur patogen
Rigidoporus microporus dalam medium fermentasi. Hasil isolasi
diperoleh 16 isolat bakteri. Skrining daya hambat isolat bakteri
endofit terhadap R. microporus diperoleh 3 isolat potensial yaitu:

) X ’ Kata Kunci:
isolat B14, isolat B 46 dan isolat B49. Persentase daya hambat batang
masing-masing isolate bakteri endofit adalah isolat B49: 82.47%, bakteri'endoﬁt
isolat B46: 18.56% dan isolat B14: 8.76% terhadap pertumbuhan R. Rigidoporus ’

microporus. Ke tiga bakteri endofit lokal ini dapat dikembangkan

o microporus,
sebagai biokontrol pada tanaman karet.

tanaman karet

PENDAHULUAN

Bakteri endofit dapat ditemui pada bagian tanaman seperti akar, batang, daun, bunga,
buah dan biji. Berbagai penelitian menunjukkan peran penting dari endofit, yaitu mengurangi
kerusakan penyakit (Resti et al. 2013), meningkatkan penyerapan mineral oleh tanaman
(Mallinowski et al. 2000), meningkatkan pertumbuhan tanaman (Hidayati et al. 2014),
toleransi terhadap NaCl (Gayathri 2013) dan mempengaruhi mekanisme pertahanan
tumbuhan karena memiliki senyawa antibakteri dan senyawa metabolit sekunder (Pratiwi
2015).

Salah satu metabolit bakteri endofit yang potensial yaitu produksi antifungal untuk
menghambat pertumbuhan jamur patogen. Beberapa bakteri endofit yang berhasil diiisolasi di
antaranya dari pisang yaitu Micrococcus endophyticus, Bacillus safensis dan Pseudomonas
aeruginosa yang mampu menghambat pertumbuhan Fusarium oxysporum f.sp.cubense
(Sekhar & Tomas 2015). Abla et al. (2015) juga berhasil mengisolasi bakteri endofit dari
Mentha rotundifolia L. yang memiliki kemampuan antagonis terhadap Fusarium oxysporum,
Aspergilus niger dan Botrytis cinerea.

Salah satu penyakit yang menyerang tanaman karet adalah penyakit jamur akar putih
(JAP) yang disebabkan oleh Rigidoporus microporus (Situmorang & Budiman 2003). Serangan
penyakit ini mengakibatkan kematian pada tanaman dan menginfeksi tanaman karet lainnya
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(Siagian 2015). R. microporus menyerang akar karet dengan mengeluarkan enzim ekstraseluler
yang dapat merusak akar tanaman dan masuk melalui luka pada akar tersebut ke jaringan
tanaman karet. Eksplorasi mikroba untuk mengatasi penyakit JAP dilakukan tidak hanya
mikroba di rizosfer, tetapi juga mikroba di dalam tanaman (endofit). Bacillus cereus
merupakan salah satu bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman karet menghasilkan hormon
IAA, giberelin, sitokinin, dan sitokinin (Hidayati et al. 2014). Peneltian ini bertujuan mengisolasi
bakteri endofit dari kulit batang tanaman karet dan mengetahui kemampuannya dalam
menekan pertumbuhan Rigidoporus microporu pada medium fermentasi.

METODE
Isolasi bakteri endofit dari batang karet

Bakteri endofit dari kulit batang karet diisolasi dengan metode penggerusan. Kulit
batang karet yang telah disterilisasi permukaan dikeringkan dengan tisu steril. Sebanyak 1 g
sampel dihaluskan dengan mortar steril dan dilakukan tingkat pengenceran 102 dan 10°
3menggunakan larutan garam fisiologi. Selanjutnya ditumbuhkan dalam medium Nutrient
Agar (NA) pada cawan petri lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang. Masing-masing
koloni bakteri yang tumbuh dipindahkan dalam medium NA yang baru sehingga diperoleh
koloni tunggal (Hidayati et al. 2014).

Karakterisasi Parsial Bakteri Endofit

Isolat bakteri endofit yang telah murni selanjutnya diamati morfologi koloni warna
koloni, bentuk koloni, elevasi dan tepian koloni. Selain itu juga diamati bentuk sel dan
pewarnaan Gram juga dilakukan (Hadioetomo 1993).

Uiji Skrining Isolat Bakteri Endofit terhadap Rigidoporus microporus

Bakteri endofit hasil isolasi dari kulit karet selanjutnya di skrining kemampuan daya
hambat terhadap jamur Rigidoporus microporus dengan teknik dual kultur. Potongan disk
jamur R. microporus (umur 5 hari) diinokulasikan pada tengah cawan petri yang berisi medium
NA. Selanjutnya masing-masing potongan disk isolat bakteri endofit berumur 24 jam
diinokulasikan pada empat sisi bagian tepi cawan petri dengan jarak 2,5 cm dari jamur.
Rigidoporus microporus yang diinokulasi pada medium NA tanpa perlakuan digunakan sebagai
kontrol (Zhang et al. 2016). Cawan petri selanjutnya diinkubasi selama lima hari pada suhu
ruang dan daya hambat diamati yaitu berkurangnya miselium Rigidoporus microporus
berbanding kontrol.

Uji Bakteri Endofit dalam Menekan Pertumbuhan Rigodoporus microporus dalam
Media Fermentasi

Kemampuan isolat bakteri endofit dalam menekan pertumbuhan R.microporus
dalam media fermentasi diuji dengan menambahkan R. microporus (10® cfu/ml) dan
bakteri endofit (10® cfu/ml) masing-masing sebanyak 1 mL ke dalam 100 mL Potato
Dextrosa Broth (PDB) secara aseptis. Selanjutnya mdium diinkubasi selama lima hari
pada suhu +28 oC di atas shaker dengan kecepatan 150 rpm. Pada akhir inkubasi,
massa jamur dipisahkan dari medium PDB dengan kertas Whatmann No. 42 (yang
telah dikeringkan dan ditimbang berat awal W1). Massa jamur saat penyaringan berada
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pada bagian atas kertas saring lalu dikeringkan pada suhu 80 °C di dalam oven.
Selanjutnya ditimbang berat kering biomassa jamur (W3 (Nasrun et al. 2005).
Rumus untuk menghitung berat kering jamur yaitu:

Wr=W;-W;

Keterangan:

W+ = Total berat kering jamur setelah diberi perlakuan bakteri endofit (gr)
W, = Berat kering jamur setelah diberi perlakuan bakteri endofit (gr)

W, = Berat kering awal dari kertas Whatmann No. 42 (gr)

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Isolasi Bakteri Endofit dari Batang Karet dengan Metode Langsung dan Gerusan
Sebaran isolat bakteri endofit yang diisolasi kulit batang tanaman karet dari dua teknik
isolasi yang berbeda memiliki jumlah yang berbeda. Pada teknik penggerusan diperoleh isolat
bakteri endofit yaitu 11 isolat (68,75%) (Gambar 1A) lebih banyak dibandingkan dengan teknik
isolasi langsung yang 5 isolat (31,25%). Hal ini dikarenakan menggunakan metode
penggerusan jaringan tanaman rusak sehingga bakteri endofit dalam jaringan tanaman akan
keluar untuk memperoleh nutrisi dan tumbuh dalam media dalam bentuk koloni, sedangkan
penggunaan teknik isolasi langsung menyebabkan tidak semua bakteri endofit yang dapat
diisolasi atau dikulturkan dan isolat yang tumbuh hanya disekitar sampel (Gambar 1B).
Menurut Hallmann et al. (1997) bakteri endofit hidup dalam jaringan vaskular tanaman.
Penelitian Hidayati et al. (2014) mengisolasi 117 isolat bakteri endofit dari tanaman karet
menggunakan metode penggerusan yang ditumbuhkan pada medium NA dan Tryptic Soya
Agar (TSA). Dipihak lain, Abraham et al. (2013) mendapatkan 252 isolat bakteri endofit dari
tanaman karet yang diisolasi dari berbagai lokasi di India menggunakan metode penggerusan
dan ditumbuhkan pada medium TSA. Hal ini menunjukkan bahwa teknik isolasi dan media
yang digunakan mempengaruhi jumlah isolat bakteri endofit yang diperoleh.

A D@Penggerusan Olangsung

B

Gambar. A. Sebaran jumlah isolat bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman
karet berdasarkan teknik isolasi. B Isolasi bakteri endofit dari kulit
batang karet menggunakan metode langsung

Karakterisasi Parsial Isolat Bakteri Endofit dari Tanaman kulit Batang Karet

Hasil karakterisasi parsial umumnya isolat yang diperoleh memiliki warna putih,
bentuk koloni bundar, elevasi datar dan tepian datar dengan bentuk sel batang. Hasil
pewarnaan Gram 10 isolat Gram positi dan 6 isolat Gram negatif seperti pada Tabel 1.
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Hasil karakterisasi parsial ini sejalan dengan penelitian Hidayati et al. (2014) yang
mengisolasi bakteri endofit dari tanaman karet di Sumatera Selatan dan memperoleh
bakteri endofit umumnya berbentuk batang dan Gram negatif. Penelitian pada
tanaman berbeda seperti tanaman kelapa sawit telah dilakukan oleh Ramli et al.
(2016) yang melaporkan bahwa 78% dari total isolat bakteri endofit merupakan bakteri
Gram negatif.

Tabel 1. Hasil isolasi bakteri endofit dari tanaman karet (Hevea brasiliensis) dan karakterisasi

parsial
Karakterisasi
K
|SZ(|jai Warna Warna . Bentuk
permukaan atas permukaan Tepian sel Gram
bawah
1 B13 putih putih undulate bulat positif
2 B14 putih putih undulate bulat positif
3 B15 putih putih entire batang negatif
4 B16 putih putih undulate bulat negatif
5 B17 putih putih entire bulat positif
6 B18 putih putih entire bulat negatif
7 B30 kuning kuning undulate  batang positif
8 B31 putih putih entire batang positif
9 B32 putih putih lobate bulat negatif
10 B33 putih putih entire batang positif
11 B45 putih susu putih susu entire batang positif
12 B46 putih susu putih susu entire bulat negatif
13 B47 putih susu putih susu undulate  batang positif
14 B48 putih susu putih susu entire batang negatif
15 B49 putih susu putih susu undulate  batang positif
16 .B50 putih susu putih susu entire batang positif

Hasil Skrinning Isolat Bakteri Endofit terhadap Rigidoporus microporus

Isolat bakteri endofit diuji kemampuan aktivitas antifungal terhadap R.
microporus. Uji ini dilakukan untuk menyeleksi isolat-isolat bakteri endofit yang
memiliki sifat antifungal terhadap R. microporus. Hasil penelitian ini diperoleh tiga
isolate yaitu B14, B46 dan B49 Ketiga isolat ini merupakan hasil isolasi menggunakan
teknik penggerusan. Daya hambat dengan metode ini ditunjukkan dengan R.
microporus dengan perlakuan bakteri endofit mengalami penurunan pertumbuhan
miseliumnya yakni sebesar 1,25 cm sedangkan pertumbuhan R. microporus kontrol
lebih besar yaitu 2,14 cm. Menurut Kusdiana (2011) daya hambat yang dihasilkan isolat
bakteri endofit diduga terjadi mekanisme lisis atau antibiosis terhadap patogen. Tiga
belas isolat endofit lainnya diduga memiliki kkmampuan daya hambat terhadap jamur
patogen lainnya.
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Kemampuan Bakteri Endofit dalam menekan Pertumbuhan Rigodoporus microporus
dalam Media Fermentasi

Hasil penelitian ini menunjukkan pengaruh bakteri endofit dari batang karet B49 paling
potensial menekan pertumbuhan R. microporus ditandai dengan biomassa R. microporus
paling sedikit (113.33 mg) berbanding kontrol (646.67 mg) seperti pada Tabel 2. Berbeda
biomassa R. microporus dari masing-masing isolate uji diduga masing-masing isolate
menghasilkan metabolit sekunder dengan kandungan dan konsetrasi yang dihasilkan berbeda.
Menurut Nakeaw et al. 2015 isolat bakteri endofit menghasilkan senyawa metabolit sekunder
seperti enzim kitinase dan siderofor.

Tabel 2. Biomasa R. microporus yang diinokulasikan bakteri endofit dalam Media
Fermentasi setelah inkubasi 5 hari

Isolat uji Biomassa R. microporus (mg) Daya hambat (%)
Kontrol 646.67 -

B49 113.33 82.47

B46 526.67 18.56

B14 590.00 8.76

Persentase daya hambat dari ketiga bakteri endofit ini adalah isolate B49 sebesar
82.47%, isolate B46 sebesar 18.56% dan B14 sebesar 8.76%. Isolat yang memiliki daya hambat
tertinggi yaitu B49. Persentase daya hambat hasil penelitian Nasrun dan Nurmansyah (2015)
menggunakan strain Bacillus dan Pseudomonas hasil isolasi dari rizosfer karet mampu
menghambat R.microporus sebesar 72.69-90.94% dengan menggunakan lebih sedikit
inokulum R.microporus berbanding penelitian ini. Oleh karena itu persentase daya hambat
dapat dipengaruhi oleh jenis isolat, konsentrasi inokulum dan waktu inkubasi. Kemampuan
bakteri menekan pertumbuhan. Menurut Li et al. (2012) kemampuan bakteri endofit dalam
menekan patogen melibatkan satu atau beberapa mekanisme penghambatan diantaranya
pertumbuhan bakteri yang cepat dan menghasilkan senyawa metabolit sekunder seperti
kitinase, proteinase, glukanase dan lipase.

SIMPULAN
Berhasil diisolasi 16 isolat bakteri endofit dari kulit batang tanaman karet, tiga isolate (B49, B46
dan B14) diantaranya yang dapat menekan pertumbuhan R.microporus. Isolat B49
memberikan persen daya hambat tertinggi vyaitu 82.47% terhadap pertumbuhan
R.microporus.
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