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Abstract

ppun-6uppun 1BUNpuIg LI YOH

Micgporganism which colonize plant internal tissue, endophytic microorganism,
fas many advantages for plant. They can improve the growth and resistance of plants,
for exampiles. Colonization of endophytes thus becomes a sign to identify a healthy
plant. Alth&ugh endophytic microorganisms are more often associated to fungi, many
bacteries =also have good potensials for plant development. In case of plant
bengkoang. (Pachyrizus erosus), there is only a few information about its endophytic
microorganisms, especially for bacterial group. In other hand, Bengkoang is well
known has some toxics in their tissue that may belong to the colonization of some
bacteria. Ehe aim of this study is to explore the endophytic bacteria assosiated to
Bengkoang root. We collected 12 non-pathogenic bacteria which some of them have
been chargcterized as trigger of the growth of plant seedling.

Keywords : Endophytic bacteria, bengkoang, plant growth

Pendahuluan

Bengkoang merupakan salah satu tanaman yang banyak dibudidayakan
masyarakat Indonesia dan memiliki banyak manfaat dengan senyawa-senyawa yang
dikandungnya. Walaupun umbinya dapat dimakan, bagian bengkoang yang lain
seperti bijiymengandung senyawa yang beracun. Dari kandungan tersebut diduga
terdapat mikroorganisme di alam yang berkolonisasi di dalam jaringan tanaman yang
ada hubungannya dengan produksi senyawa toksik tersebut.

Mikroorganisme di alam dapat terbagi menjadi mikroorganisme non simbiotik
dan mikroetganisme simbiotik. Mikroorganisme non simbiotik adalah mikroorganisme
yang hidup bebas dan mandiri dalam tanah namun tetap memberikan keuntungan
bagi tanaman seperti fiksasi nitrogen nonsimbiotik seperti Clostridium pasturianum
dan Azotobacter (Pelczar& Chan 2006). Di pihak lain, mikroorganisme simbiotik
adalah mikroorganisme yang berasosiasi dengan tanaman seperti mikroba endofit,
yaitu semua mikroorganisme yang memiliki habitat di dalam tanaman paling tidak
satu periode hidupnya dan memberikan keuntungan bagi tanaman inangnya. Endofit,
epifit dan=fitopatogen, memiliki sifat yang berbeda satu sama lainnya walaupun

288
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sangat sulit menggambarkan batas diskriminasi di antara mikroorganisme tersebut
(Siddqui et al. 2001). Istilah endofit saat ini masih diasosiasikan dengan cendawan,
tetapi endofit juga mencakup bakteri. Bakteri endofit juga dilaporkan mempunyai
pengaruh yang positif terhadap pertumbuhan tanaman (Kobayashi & Palumbo 2000).

Kolonisasi bakteri endofit dalam tanaman dianggap sebagai suatu tanda sistem
tanaman yang sehat, karena pada umumnya endofit dapat memacu pertumbuhan,
perkembangan dan kesehatan tanaman. Keragaman endofit sangat bergantung dari
jenis tanaman, kultivar dan teknik budidaya (Siddqui et a/. 2001).Informasi tentang
jenis, keragaman dan tingkat populasi bakteri endofit pada jaringan tanaman masih
sangat terbatas, khususnya pada tanaman bengkoang. Pemanfaatan bakteri endofit
sebagai agens hayati sangat berpotensi terutama untuk meningkatkan sistem
ketahanan inang dan memacu pertumbuhan inang (Munif 2001). Penelitian ini
bertujuan untuk mengeksplorasi keberagaman bakteri endofit dari akar tanaman
bengkoang.

Bahan dan Metode

Penelitian ini dilaksanakan di Departemen Proteksi Tanaman, Institut Pertanian
Bogor, pada bulan Maret sampai Juni 2013. Adapun tahapan penelitian mencakup:
Eksplorasi dan isolasi bakteri endofit, Karakterisasi Morfologi, Uji reaksi hipersensitif,
daneuji pengaruh perlakuan bakteri endofit terhadap perkecambahan padi.

Ekséplorasi dan Isolasi Bakteri Endofit

Bakteri endofit diisolasi dari akar tanaman bengkoang yang diambil dari daerah
Dramaga, Bogor. Sampel dipilih dan diambil dari tanaman yang paling sehat pada
areal pertanaman bengkoang dengan asumsi tanaman berkolonisasi dengan bakteri
endofit yang berpotensi memicu ketahanan.

Isolasi bakteri endofit dari akar tanaman sampel dilakukan dengan
menggunakan metode sterilisasi permukaan bertingkat dengan ethanol 70% dan
natrium hipoklorit (NaOCl) pada konsentrasi 1,5 dan 3%. Sebelum dilakukan sterilisasi
permukaan, akar tanaman dicuci dengan air mengalir. Akar yang diisolasi ditimbang
sebanyak 2 — 3 gram dan kemudian dicuci dengan cara merendam jaringan ke dalam
ethanol 70% selama 1 menit dan dilanjutkan dengan larutan NaOCl selama 3 menit.

Akar dicuci ulang dengan air steril sebanyak 3 kali dan diletakkan di atas media
Tryptic Soy Agar (TSA) 10% sebagai kontrol. Penghancuran jaringan akar tanaman
dilakukan di dalam /aminar air flow dengan menggunakan mortar. Selanjutnya
jafingan yang sudah digerus diencerkan dengan air steril sebanyak empat kali (107,
107,103, 10). Dari masing-masing pengenceran diambil 0,2 ml dan ditumbuhkan
pada media agar TSA 10% dengan masa inkubasi 48 jam. Isolat murni ditumbuhkan
pada media agar TSA 100%, sedangkan untuk penyimpanan pada media Tryptic Soy
Broth (TSB) yang dicampur dengan glycerin 20% dan disimpan dalam lemari
pendingin suhu -79 °C.
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Bakteri endofit yang telah berhasil diisolasi dari akar tanaman bengkoang
selanjutnya dilakukan identifikasi umum berdasarkan pada morfologinya, metode
pewarnaan gram dan reaksi hipersensitif.

qOH

Karakterisasi Morfologi dan Metode Pewarnaan Gram

Untuk menentukan karakteristik morfologi bakteri endofit hasil isolasi dari akar
fanaman bengkoang, dilakukan pengamatan langsung berdasarkan bentuk, ukuran,
warna, tepian dan elevasi dari koloni.

Pewarnaan Gram dilakukan sesuai dengan prosedur standard yaitu, pada gelas
gbjek diberi 1-2 lup penuh air steril kemudian biakan bakteri dioleskan ke air tersebut
Secara mefata kemudian dikeringanginkan selama beberapa menit. Setelah kering,
@akan bakteri tadi kemudian diwarnai dengan pewarna gram diselingi dengan
éencucian menggunakan aquadest steril. Biakan yang berwana keunguan
aenunjukkan bakteri tersebut adalah Gram negatif, sedangkan biakkan bakteri yang
berwarna merah muda menunjukkan bateri tersebut adalah Gram negatif.

ul p3di

,Su

Uji Reaksi Hipersensitif

Redksi hiper sensitif diperlukan untuk mengetahui potensi sifat patogenik
terhadap tmbuhan yang dimiliki oleh bakteri hasil isolasidari akar bengkoang. Bakteri
endofit yanhg bersifat patogenik akan menunjukkan gejala nekrotik pada tanaman
tembakaussebagai tanaman indikator. Pengujian dilakukan dengan membuat suspensi
bakteri epdofit dengan cara mencampurkannya ke dalam air steril kemudian
dimasukkam ke dalam alat injeksi steril. Suspensi tersebut kemudian diinfiltrasikan ke
dalam jariggan daun melalui bagian permukaan bawah daun.

Uji Pengaruh bakteri endofit terhadap perkecambahan padi

Uji perkecambahan dilakukan dengan merendam benih padi ke dalam masing-
masing suspensi bakteri endofit selama 1 jam. Selanjutnya benih dikecambahkan
pada media kertas saring yang telah dilembabkan menggunakan aquadest steril.
Pengamatan dilakukan dengan menghitung benih yang berkecambah dan mengukur
tinggi serta panjang akar bibit untuk mengetahui potensi bakteri endofit sebagai
pemacu perkecambahan dan pertumbuhan benih.

Hasil dan Pembahasan

Karakteristik Bakteri Uji

Pada studi ini 12 bakteri berhasil diisolasi dari jaringan akar bengkoang. Pada
umumnya-populasi bakteri endofit di dalam jaringan tanaman tergolong rendah.
Kepadatan- koloni bakteri endofit yang diperoleh ditentukan oleh beberapa faktor,
seperti tipe jaringan jenis tanaman, umur tanaman, dan pengaruh oleh faktor
lingkungan (Kobayashi dan Palumbo 2000). Kedua belas bakteri ini kemudian
dilakukan-identifikasi lebih lanjut untuk melihat karakter morfologi dan fisiologi dari
masing-masing isolat bakteri (Tabel 1).
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Sistern

Tabel 1 Hasil Pengamatan karakter morfologi dan disiologi bakteri endofit

No.

Kode
Isolat

Gram

Karakter
Morfologi

1.

(10Bog uejupyiad 3musul) gdi #w exdid yen (D)

102 (3)

103 (4)

107 (5)

103 (6)

103 (7)

10 (5)

10 (7)

Warna putih
susu, agak licin
dan agak
cembung, D = %
0.3 mm

Warna kuning,
permukaan licin,
cembung, D = £
1.5 mm

Warna kuning,
permukaan licin,
dan agak
cembung, D = +
1.2 mm

Warna putih
krem,
permukaan agak
licin, tepian
berlapis 3, D = +
1.1 mm

Warna putih,
permukaan licin,
cembung, D = £
1.8 mm

Warna kuning
cerah,
permukaan licin,
agak cembung,
D=+£11mm

Warna krem
kekuningan,
permukaan agak
licin, datar, tidak
ada koloni
tunggal

Koloni pada
Medeia NA

Mikroskopis

(10x40)

AllsiaAlun [eln)nauby Jobogy
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8. 10 (9) - Warna krem,
permukaan licin,
datar D=% 1.5

mm
9. 10 - Warna krem
(10) kekuningan,

permukaan licin,
datar, D =+ 0.5

6uppun-6uppun 1BUNPUIIQ PICID HOH

mm
1 10* Warna putih tapi
(14) tengahnya

kuning, ceplok
lebar, permukaan
agak licin, D = =

1 mm
1 10* - Warna kuning
(15) muda,

permukaan licin,
agak cembung,
berlapis 1, D = +

(1oBog ueimenad 1nmsu) gdi M exdio yeH (

0.5 mm
12. 10 - Warna putih susu
(19) keruh,

permukaan licin,
datar, D = £ 0.2-
0.5 mm

VY,

O

M680Iogi bakteri memegang peranan penting dalam klasifikasi maupun
identifikasi:bakteri. Pengamatan morfologi ini dilakukan untuk mengetahui bentuk sel
dan koloAt bakteri uji. Pengamatan dilakukan sebagai salah satu cara untuk
identifika"& bakteri, tetapi tidak menjadi kunci utama determinasi karena banyak
diantaranya yang memiliki bentuk yang sama. Morfologi bakteri dapat diketahui
dengan H_Iakukan beberapa macam pengujian, antara lain pengecatan negatif
menggunakan cat nigrosin, disebut juga dengan metode pewarnaan Gram.

Se@ra umum morfologi sel bakteri tumbuhan adalah: bentuk sel bakteri adalah
batang lurus, batang menggembung, batang bercabang, koma, batang yang
terbentulg:lri spora, spiral, dan bulat. Ukuran sel bakteri sangat kecil yaitu berkisar
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dari yang relatif besar (1.0-1.3 ym X 3-10 pm), kecil (0.2 pm X 0.2-0.7 pm), terkecil
(0.1 pm = 0.2 pm). Bakteri ada yang mempunyai dinding sel kaku (Gram negative &
positif) dan tidak berdinding (L-form, mollicute). Bentuk sel bakteri sangat ditentu kan
oleh struktur dinding sel. Berdasarkan struktur dinding sel, bakteri dibedakan atas
tiga kelompok yakni bakteri Gram positif (memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal),
bakteri Gram negatif (memiliki lapisan peptidoglikan yang tipis) dan Mollicute (tidak
memiliki dinding sel).

Sebagian besar bakteri yang ditemukan merupakan bakteri dari kelompok gram
negatif dan diantaranya ada 2 yang merupakan kelompok Gram positif. Beberapa
patogen pada umumnya berasal dari kelompok bakteri Gram negatif, akan tetapi perlu
uji Janjut untuk menetapkan bakteri yang diperoleh merupakan bakteri bersifat
pat@genik .Untuk mengetahui tersebut karakter morfologi yang diamati juga tidak
dap‘ét dijadikan dasar untuk identifikasi hingga tingkatan taksonomis pada level
spesies. Selain karakter morfologi, analisis biokimia dan fisiologi dapat dijadikan dasar
olefy para ahli dalam pengelompokkan bakteri ke dalam taksonomi hingga level
speges.

Ujiijlipersensitif Bakteri Endofit Akar Bengkoang ke Tanaman Tembakau

g Beberapa pengujian lain dilakukan untuk melihat sifat dari bakteri yang
ditefhukan. Untuk menguji kemampuan virulensinya atau dengan kata lain untuk
me@getahui bakteri yang diperoleh bersifat patogenik atau tidak, maka dilanjutkan
pengujian hipersensitif pada masing-masing isolat bakteri. Hal ini dilakukan
berdasarkan mekanisme dari metode penguijian hipersensitif ini, yaitu akan tidak akan
terI@ntuk gejala nekrotik apabila bakteri yang diinokulasikan ke tanaman pembakau
memiliki potensi sebagai bakteri endofit namun tidak patogenik terhadap tanaman
(Gambar 1).

Gambar 1 Hasil dari uji hiperensitif pada tanaman tembakau

Terbentuknya nekrotik pada daun tembakau apabila bakteri bersifat patogenik
merupakan respon dari ketahanan yang dibentuk oleh tanaman karena tanaman
tembakau bukan merupakan inang dari bakteri tersebut. Sehingga apabila bakteri
bersifat virulen (patogenik), tanaman akan mematikan jaringannya secara cepat
seliihgga bakteri tidak dapat dan menginfeksi sel-sel tanaman yang lainnya.

Pada hasil pengamatan 24-48 jam setelah inokulasi, tanaman tembakau yang
diuji_tidak menunjukkan gejala nekrotik di sekitar tempat inokulasi bakteri endofit
yang ditemukan. Hasil pengujian reaksi hipersensitif diketahui bahwa semua isolat
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bakteri endofit tidak patogenik terhadap tanaman uji (tembakau), hal ini
mengindikasikan bahwa semua isolat bakteri endofit tersebut relatif aman bagi
tanaman. Namun masih diperlukan penguijian lebih lanjut.

I

Q

i:jji Potensi Pemacu Perkecambahan Benih yang Diinokulasi Bakteri Endofit
% Bakteri endofit memiliki berbagai potensi bagi tanaman salah satunya dapat
Eerperan dalam pertumbuhan tanaman inangnya. Untuk mengetahui peran tersebut
@jlakukan pengujian terhadap perkecambahan pada benih indikator yang dalam
genguijian_ini dipilih benih padi sebagai benih uji. Hasil pengujian ditampilkan pada
Fabel 2.

Q
Q
=]
“f: Tabel 2 Hasil penguijian pengaruh isolat endofit terhadap perkecambahan
§- No Perlakuan/ Persentase Tinggi Bibit Panjang Akar
3 Isolat Perkecambahan (%) (cm) (cm)
1. Kantrol 10 5.6 5.0
2. 102 (3) 20 - -
3. 1€ (5) 10 6.5 9.6
4. 162 (6) 0 - -
5. 164 (5) 0 - -
6. 167 (7) 10 2.8 5.9
7. 167 (9) 0 - -
8. 16* (10) 10 6.8 9.3
9. 10% (12) 10 - -
10. 187 (14) 0 - -
11. 10 (15) 10 6.8 8.6
12. 10 (19) 20 6.8 7.5

Dari hasil pengujian perkecambahan terhadap benih padi, diketahui bahwa
terdapat bakteri endofit yang mampu merangsang perkecambahan benih lebih baik
dibandingkan kontrol. Selain itu tinggi bibit dan panjang akar padi yang diberi
perlakuan bakteri endofit rata-rata lebih baik dibandingkan dengan kontrol.

Bakteri endofit mampu mempercepat perkecambahan, menjaga laju
pertumbufan pada berbagai kondisi yang tidak menguntungkan, dan memacu laju
pertumbuban. Bakteri endofit memacu laju pertumbuhan tanaman melalui dua cara,
pertama secara langsung membantu tanaman mendapatkan nutrient, melalui fiksasi
nitrogen, —pelarutan fosfat, atau chelation zat besi, mencegah infeksi patogen
denganmegnghasilkan agen antibakteri dan anticendawan, berkompetisi dengan
patogen “=memperoleh nutrisi dengan menghasilkan siderophore, atau dengan
menjaga cresistensi tanaman (Long et al/. 2008). Kedua secara tidak langsung
menghasitkan fitohormon seperti auksin atau sitokinin, menghasilkan enzim 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase, sehingga menurunkan level
senyawa ethylene tanaman. Beberapa bakteri kemungkinan memberikan pengaruh
bagi pertumbuhan tanaman dan perkembangannya menggunakan satu atau lebih
mekanisme:
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Tanaman yang diberi fitohormon mendorong ukuran tanaman menjadi lebih
tinggi karena terjadi pembelahan sel yang lebih banyak dan pengembangan jaringan
meristem pada ujung batang dan pada interkalar yang lebih baik (Krishnawati 2003).
Semakin besar tinggi dan diameter tanaman maka kuantitas (volume) yang didapat
juga semakin besar (Muslimin et al. 2006). Selain menyebabkan tinggi tanaman,
aplikasi dengan bakteri endofit juga mengakibatkan batang tanaman menjadi lebih
besar dibandingkan dengan kontrol.

Lakitan (1996) dalam Kusumaningrum et al/ (2007), mengatakan bahwa
pertumbuhan tidaK berlangsung secara seragam pada seluruh bagian tanaman.
Pertumbuhan dimungkinkan terfokus pada jaringan meristem batang sehingga
perdbesaran sel yang dihasilkan dari pembelahan sel tersebut yang menyebabkan
pertambahan ukuran tanaman. Beberapa bakteri endofit dapat menghasilkan hormon
yang dapat merangsang pertumbuhan tanaman salah satunya adalah IAA (Indole
Acefic Acid) atau yang lebih dikenal dengan sebutan auksin yang biasanya ditemukan
pada jaringan meristem (Spaepen et al. 2007).

Umur tanaman yang sangat lama memungkinkan bakteri endofit masuk ke
dalam jaringan tanaman padi tersebut dan menetap serta menghasilkan senyawa
biolggi atau metabolit sekunder yang diduga sebagai akibat koevolusi atau transfer
gengtik (genetic recombination) dari tanaman inangnya ke dalam mikroba endofit
(Tap' & Zhou 2001). IAA yang dihasilkan oleh bakteri dalam tanaman meningkatkan
jumiah rambut akar dan akar lateral tanaman. Hormon yang dihasilkan oleh bakteri
akam diserap oleh tanaman sehingga tanaman akan tumbuh lebih cepat atau lebih
besar. Hormon IAA ini mampu mensintesis substansi yang secara biologis dapat
meftingkatkan perkecambahan biji, tinggi dan pertumbuhan tanaman.

Peningkatan panjang akar menunjukkan bahwa bakteri endofit tersebut
mampu menginduksi ketahanan akar, dengan menghasilkan senyawa-senyawa kimia
tertentu. Selain menghasilkan beberapa senyawa kimia, bakteri endofit dapat
menginduksi mekanisme ketahanan tanaman, karena dengan mengkolonisasi
jaringan dalam tanaman, maka endofit dapat berhubungan dengan baik sampai
periode yang sangat lama dengan tanaman inang. Respon induksi ketahanan
tanaman terjadi melalui peningkatan kekutana secara fisik dan mekanis pada dinding
sel tanaman, seperti halnya juga perubahan reaksi biokimia dalam tanaman inang,
yang, mengarah pada proses sintesis bahan-bahan kimia yang berkaitan dengan
pertahanan (Athman 2006).

Kesimpulan

Di dalam jaringan tanaman terdapat bakteri yang mampu mengkolonisasi dan
berkembang tanpa menyebabkan kerusakan signifikan pada inangnya. Bakteri
tersebut dikenal sebagai bakteri endofit. Bakteri ini memiliki potensi yang berbeda-
beda yang bermanfaat bagi tanaman, akan tetapi juga dapat bersifat merugikan bagi
tanaman. Pada bengkoang ditemukan 12 bakteri endofit yang bersifat non patogenik
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—

berdasarkan uji HR akan tetapi diperlukan pengujian lanjutan untuk mengetahui
potensi lain dari masing-masing isolat tersebut.
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