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ABSTRACT

Characterization and Identification of Endophytic
Bacterial Isolates Suppressing Rice Fungal Pathogen. Yadi
Suryadi, Tri P. Priyatno, | Made Samudra, Dwi N.
Susilowati, Patricia, and Wahyu Irawati. Disease caused by
fungal pathogens often causing damage on rice crop. This
study was aimed to characterize 10 endohytic bacterial isolates
in suppression of rice pathogenic fungi. Characterization by in
vitro test showed several endophytic isolates effective against
fungal pathogen Rhizoctonia solani (Rs) and Pyricularia
oryzae (Po). The bacterial culture filtrates could inhibit radial
growth of fungal colonies with the Rs ranged percentage
inhibition of 32.9-99.4%, whilst inhibition against Po were
ranged from 3-98.2%, respectively. Based on chitinase assay,
it was indicated that gram negative bacteria of E 76 isolate
produced clear zone and highest chitinolytic index. The
analysis to the base sequence (total 1,322 bp) using 16s rRNA
gene sequencing revealed that E76 isolates had 99% similarity
with Burkholderia sp.

Keywords: Rice, endophytic bacteria, blast, sheath blight,
biocontrol, characterization.

ABSTRAK

Penyakit yang disebabkan oleh jamur patogen sering merusak
tanaman padi. Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi
10 isolat bakteri endofitik terhadap penghambatan jamur
patogen pada tanaman padi. Karakterisasi isolat endofitik
secara in vitro menunjukkan beberapa isolat endofitik efektif
menekan jamur patogen Rhizoctoni solani (Rs) dan Pyricularia
oryzae (Po). Bakteri dalam bentuk kultur filtrat mampu meng-
hambat pertumbuhan koloni jamur, masing-masing dengan
tingkat penghambatan terhadap Rs berkisar 32,9-99,4% dan
penghambatan Po 3-98,2%. Hasil uji kitinase terhadap isolat
Gram negatif E76 menghasilkan zona bening dan indeks
kitinolitik tertinggi. Hasil analisis terhadap urutan basa gen 16s
rDNA (1.322 bp) menunjukkan isolat E76 memiliki kemiripan
basa 99% dengan Burkholderia sp.

Kata kunci: Padi, bakteri endofitik, blas, hawar pelepah daun,
biokontrol, karakterisasi.
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PENDAHULUAN

Patogen utama dari kelompok jamur yang
sering merusak tanaman padi di antaranya adalah
Rhizoctonia solani (Rs) penyebab penyakit hawar
pelepah daun (HPD) dan Pyricularia oryzae (Po)
penyebab penyakit blas. Kedua jamur ini merugikan
petani padi (Van et al., 2001). Penyakit blas me-
nimbulkan dua gejala khas, yaitu blas daun dan blas
leher. Blas daun mempuyai gejala bercak coklat ke-
hitaman, berbentuk belah ketupat dengan pusat ber-
cak berwarna putih. Blas leher mempunyai gejala
bercak coklat kehitaman pada pangkal leher batang
padi yang dapat mengakibatkan leher malai tidak
mampu menopang malai sehingga mudah patah
(Gouramanis, 1999). Penyakit HPD menyebabkan
tanaman mudah rebah dan gabah tidak terisi penuh,
bahkan hampa (Dorrance dan Mills, 2010). Patogen
penyebab penyakit HPD berasal dari tanah dan me-
nyebar secara alami. Sklerotia jamur dapat bertahan
di dalam tanah dan menyebar secara luas dengan
bantuan air irigasi (Kazempour, 2004).

Fungisida yang diaplikasikan secara luas
untuk mengatasi penyakit HPD dan blas berdampak
negatif, di antaranya meningkatnya resistensi pato-
gen, residu kimia yang bersifat toksik, polusi ling-
kungan lahan pertanian, biaya mahal, dan meng-
ganggu kesehatan manusia (Sehajpal et al., 2009).
Pengendalian ramah lingkungan untuk menghasil-
kan tanaman sehat dan memiliki kualitas tinggi per-
lu dikembangkan untuk mengatasi dampak negatif
penggunaan fungisida. Salah satu alternatif pengen-
dalian terbaik adalah penggunaan agen biokontrol
berupa bakteri antagonis (Ardakani et al., 2010).
Penggunaan bakteri sebagai agen biokontrol diha-
rapkan dapat menghambat pertumbuhan jamur
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patogen padi seperti Rs dan Po (Van et al., 2001;
Yan et al., 2005; Yuliar, 2008).

Bakteri endofitik telah dikembangkan sebagai
agen biokontrol karena memiliki beberapa kelebih-
an, antara lain mikroorganisme ini banyak terdapat
di tanah/jaringan tanaman sehat, produksi massal
lebih mudah dan lebih cepat daripada mikroorganis-
me lain seperti jamur. Beberapa genus bakteri
sebagai agen biokontrol yang pernah dilaporkan
adalah Agrobacterium, Pseudomonas, Bacillus,
Alcaligenes, dan Streptomyces. Bakteri Pseudomo-
nas dan Bacillus sering dimanfaatkan sebagai agen
biokontrol (Montealegre et al., 2003).

Beberapa isolat bakteri endofitik yang digu-
nakan dalam penelitian ini berasal dari koleksi pe-
nyimpanan jangka panjang Bank Gen Mikroba
Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Biotek-
nologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian (BB
Biogen) yang belum diidentifikasi maupun dikarak-
terisasi potensinya sebagai mikroba yang berman-
faat dibidang pertanian. Penelitian ini bertujuan
untuk mengkarakterisasi 10 isolat bakteri endofitik
yang mampu menghambat jamur patogen pada ta-
naman padi dan identifikasi terhadap isolat terpilih.

BAHAN DAN METODE

Peremajaan Isolat Endofitik dan
Morfologi Bakteri Endofitik

Sepuluh isolat endofitik koleksi Biogen CC
dalam bentuk ampul liofilisasi (Tabel 1) disuspensi
dengan 100 pl air steril, kemudian disebarkan ke
dalam cawan petri yang berisi media nutrient agar

(NA) masing-masing dengan dua ulangan, kemu-
dian diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 28°C.
Koloni tunggal yang tumbuh dalam cawan petri di-
inokulasikan ke dalam media NA miring masing-
masing tiga ulangan, kemudian diinkubasi selama
24-48 jam pada suhu 28°C.

Pengamatan koloni dilakukan dengan melihat
warna koloni, sedangkan pengamatan morfologi sel
dilakukan di bawah mikroskop dengan perbesaran
40-100 x. Untuk uji Gram, sebanyak 1 ose bakteri
diambil dan dicampur secara merata dengan
KOH3% vyang telah diletakkan pada kaca objek.
Pengamatan dilakukan dengan cara melihat ada
tidaknya filamen seperti lendir yang dihasilkan
(Agarwal et al., 1989).

Uji Dual Culture Bakteri Endofitik dengan
Jamur Rs dan Po

Jamur Rs dan Po ditumbuhkan pada media
potato dextrose agar (PDA) dalam cawan petri.
Koloni jamur diinkubasi selama 5-7 hari pada suhu
ruang. PDA pada cawan petri berdiameter 9 cm
dilubangi menggunakan cork borrer pada jarak 3
cm dari tepi cawan. Kepingan bulat Rs atau Po di-
ambil dengan jarum ose dan diletakkan pada media
PDA yang telah dilubangi tersebut. Isolat endofitik
yang disiapkan dari sel utuh bakteri diuji dengan
cara digoreskan pada jarak 3 cm dari jamur Rs atau
Po dan panjang goresan 4 cm mengikuti prosedur
Amal et al. (2005). Inkubasi dilakukan selama 5-7
hari pada suhu kamar dan dilihat efek antagonis
isolat endofitik terhadap pertumbuhan miselia
Rs/Po. Sebagai pembanding digunakan jamur Rs/Po
dengan goresan berupa air steril.

Tabel 1. Sumber isolat bakteri endofitik koleksi Biogen CC yang digunakan.

Isolat bakteri Asal inang Asal isolat Tahum koleksi
E63 Padi, Cirata Sukabumi 2004
E64 Padi, Limboto Sukabumi 2004
E65 Padi, Limboto Sukabumi 2004
E66 Padi, Limboto Sukabumi 2004
E68 Padi, Limboto Sukabumi 2004
E73 Padi, Limboto Sukabumi 2004
E76 Padi, Limboto Sukabumi 2004
E94 Padi, Limboto Sukabumi 2004
E95 Padi, Limboto Sukabumi 2004
E130 Padi, Limboto Sukabumi 2004
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Uji Dual Culture Filtrat Bakteri Endofitik
dengan Jamur Rs dan Po

Isolat bakteri diinokulasikan ke dalam 10 ml
media NB dalam tabung reaksi dan diinkubasi sela-
ma 24 jam pada suhu 28°C. Kultur sebanyak 1,5 ml
dimasukkan ke dalam ependorff steril dan disentri-
fugasi selama 5 menit dengan putaran 10.000 rpm.
Supernatan/filtrat hasil sentrifugasi digunakan un-
tuk uji dual culture mengikuti prosedur Nalisha et
al. (2006). Supernatan sebanyak 100 pl dilarutkan
pada cawan petri sampai merata dengan media PDA
yang belum memadat. Suspensi dibiarkan sampai
mengeras, kemudian jamur yang telah dilubangi
menggunakan cork borrer diambil dan diletakkan
pada bagian atas PDA. Inkubasi dilakukan selama
5-7 hari pada suhu kamar dan diamati pengaruh
antagonis isolat endofitik terhadap pertumbuhan
miselia Rs/Po. Sebagai pembanding adalah jamur
Rs/Po yang diletakkan di atas campuran air steril
dan media PDA. Tingkat penghambatan dihitung
dengan rumus Udomsilp et al. (2009) dengan
formula IP = C-T/C x 100%, di mana IP = indeks
penghambatan, C = pertumbuhan patogen pada
kontrol, T = pertumbuhan patogen pada perlakuan
dual culture.

Uji Kitinase

Uji kitinase dilakukan mengikuti metode
Spindler (1997). Suspensi bakteri dibuat dengan
menginokulasikan satu ose biakan isolat ke dalam
100 pl air steril. Suspensi bakteri sebanyak 5 pl di-
teteskan pada empat kuadran cawan petri yang ber-
isi media Kitin padat (125 ml koloid kitin, 0,65 g
Na,HPO,.2H,0, 1,5 g KH,PO, 0,25 g NaCl, 0,5 g
NH,CI, 0,12 g MgS0,.7H,;0, 0,005 g CaCl, dan 20
g bacto agar). Suspensi dalam cawan petri dibiar-
kan mengering selama 24 jam dalam ruang laminar,
kemudian diinkubasi selama 6-7 hari. Selanjutnya
pewarna congo red 0,1% dituangkan ke dalam ca-
wan petri sampai seluruh permukaan media tertutup
dengan warna merah dan dibiarkan mengering.
Pengamatan zona bening yang dihasilkan dilakukan
setelah perlakuan mencapai masa inkubasi 24 jam.

Isolasi DNA Genom dan Amplifikasi 16s rDNA

Identifikasi dan karakterisasi isolat endofitik
dilakukan dengan mengamplifikasi gen 16s rDNA
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dan mengurutkan basa nukleotida gen 16s rDNA
(Sun et al., 2008). Isolasi DNA mengikuti metode
Drancourt et al. (2000). Sebanyak 5 ml kultur
bakteri disentrifus selama 1 menit dengan putaran
10.000 rpm. Pellet yang dihasilkan diresuspensi
dengan larutan yang mengandung 50 mM glukosa;
25 mM Tris-HCI pH 8 dan 10 mM EDTA pH 8§,
kemudian divortex. Suspensi ditambahkan dengan
larutan 0,2N NaOH dan 1% SDS, kemudian diinku-
basi pada suhu kamar selama 10 menit. Suspensi di-
tambah dengan 350 pl larutan 5M potasium asetat,
kemudian disentrifus selama 10 menit dengan
putaran 10.000 rpm. Supernatan diambil dan ditam-
bah dengan 750 pl isopropanol, kemudian diinku-
basi selama 10 menit. Campuran disentrifus selama
5-10 menit pada putaran 10.000 rpm. Supernatan
dibuang dan ditambahkan 500 pl etanol 70%
kemudian disentrifus kembali selama 5 menit pada
putaran 10.000 rpm. Pellet disuspensikan pada 20
ul bufer TE.

Reaksi PCR sebanyak 20 pl terdiri atas dua
kali KAPA Taq, dan masing-masing primer sekuen
forward (5’-CAG GCC TAA CAC ATG CAA
GTC-3’) dan reverse (5°-GGG CGG WGT GTA
CAA GGC-3’). Kondisi reaksi PCR 29 siklus me-
liputi tahap predenaturasi pada 94°C selama 5 me-
nit, denaturasi pada 94°C selama 1 menit 30 detik,
primer annealing pada 55°C selama 45 detik,
extension pada 72°C selama 1 menit, dan final
extension pada 72°C selama 1 menit. Data urutan
basa nukleotida dianalisis dengan Basic Local

Alignment  Search  Tool (BLAST) (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov). Hasil urutan basa gen 16s
rDNA  selanjutnya dianalisis  menggunakan

ClustalW dengan program PHYLIP dan pohon filo-
genetik dibuat menggunakan MEGAA4. Penyusunan
dianalisis dengan bootstrap sebanyak 100 untuk
mengulang pencarian basa yang sama sebanyak 100
kali (Edwards et al., 2004).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Morfologi Bakteri Endofitik

Hasil pengamatan terhadap warna koloni dan
bentuk sel bakteri endofitik disajikan pada Tabel 2.
Bentuk sel didominasi oleh sel berbentuk batang/
basil. Koloni terdiri dari dua warna utama, yaitu
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kuning dan putih. Bakteri endofitik merupakan bak-
teri yang hidup di jaringan tanaman pada keselu-
ruhan siklus hidupnya tanpa menyebabkan gejala
yang merugikan tanaman. Bakteri mampu merang-
sang pertumbuhan tanaman dan meningkatkan re-
sistensi terhadap beberapa jamur patogen melalui
produksi antibiotik (Bandara et al., 2006; Jimenez
et al., 2001). Bakteri endofitik dapat ditemukan se-
cara luas pada berbagai spesies tanaman dan dapat
diisolasi dari permukaan jaringan tanaman atau
jaringan internal tanaman (Sun et al., 2008). Bakteri
endofitik memasuki jaringan tanaman melalui akar,
batang, dan kotiledon, terlokalisasi pada titik masuk
atau menyebar ke seluruh tanaman dan tinggal di
dalam sel, interselular, atau sistem vaskular (Zinniel
et al. 2002).

Uji reaksi Gram menggunakan KOH 3% me-
nunjukkan adanya bakteri Gram negatif dan positif
melalui ada tidaknya suspensi kental seperti lendir.
Bakteri Gram positif tidak menghasilkan lendir, se-
dangkan sel bakteri Gram negatif berlendir karena
penambahan KOH 3% dapat mendestruksi dinding
sel (Marlina, 2008). Kobayashi dan Palumbo (2000)
mengemukakan bahwa bakteri Gram positif mau-
pun negatif dapat diisolasi dari berbagai tipe jaring-
an tanaman dan jenis tanaman.

Uji Dual Culture Sel Bakteri Endofitik terhadap
Jamur Rs dan Po

Hasil uji dual culture bakteri endofitik ter-
hadap penghambatan pertumbuhan jamur Rs diukur
melalui zona bening yang dihasilkan dari bakteri
antagonis dan jamur Rs (Tabel 3). Uji daya hambat
bakteri terhadap jamur Po tidak menunjukkan
adanya zona bening.

Tabel 3 menunjukkan bahwa isolat E 66 me-
rupakan isolat terbaik karena membentuk zona be-
ning terluas di sekitar koloni sebesar 18,1 mM.
Zona bening yang terbentuk merupakan hasil meta-
bolisme yang dihasilkan oleh bakteri untuk melin-
dungi diri dan menghambat pertumbuhan patogen
jamur (Wu et al., 2009). Mekanisme penghambatan
lainnya yang dapat dilakukan oleh isolat endofitik
terjadi melalui kompetisi makanan, pelepasan en-
zim katalitik berupa kitinase yang dapat mendegra-
dasi dinding sel jamur, protein, selulase, dan lain-
nya (Pliego et al., 2011). Pembanding yang diguna-
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Tabel 2. Warna koloni dan bentuk sel bakteri endofitik.

Isolat endofitik ~ Warna koloni Bentuk Gram
E63 Putih Batang Positif
E64 Putih Batang Negatif
E65 Putih Batang Positif
E66 Putih Batang Positif
E68 Putih Batang Positif
E73 Putih Batang Positif
E76 Putih Batang Negatif
E94 Kuning Batang Positif
E95 Kuning Batang Negatif
E130 Putih Batang Positif

Warna koloni diamati dari masing-masing dua pengulangan
cawan petri dan bentuk morfologi sel diamati dengan meng-

gunakan mikroskop Olympus dengan perbesaran 100 x.

Tabel 3. Zona bening yang dihasilkan di sekitar bakteri endofitik.

Perlakuan Rata-rata zona bening (mm)
Kontrol + Rs 0d
E63 + Rs od
E64 + Rs 13 abc
E65 + Rs 13,5 abc
E66 + Rs 18,1a
E68 + Rs 7,5bc
E73 +Rs 9,2 bc
E76 + Rs 6,5 cd
E94 + Rs 14,5ab
E95 + Rs 13,5 abc
E130 + Rs 8,1 bc

Angka dalam satu lajur yang diikuti dengan huruf yang sama
tidak berbeda nyata pada taraf 5% menurut uji Duncan. Peng-
amatan dilakukan dari tiga ulangan.

kan berupa goresan air tidak menunjukkan adanya
zona bening.

Penghambatan pertumbuhan jamur Po diukur
melalui luas koloni jamur yang terbentuk. Koloni
jamur yang semakin kecil berarti isolat endofitik
berhasil menghambat pertumbuhan patogen jamur
tersebut (Tabel 4).

Isolat E65 merupakan isolat terbaik yang
dapat menghambat jamur Po dengan rata-rata luas
koloni jamur paling kecil dibandingkan dengan
isolat lainnya, yaitu 15,8 cm? Kontrol dan isolat
E63 berbeda nyata (P<0,05) dengan bakteri yang
diuji, kecuali E 63. Hal ini menunjukkan bahwa
bakteri yang diuji lebih unggul dibandingkan de-
ngan kontrol dalam menghambat pertumbuhan
jamur. Beberapa isolat endofitik dapat menghambat
pertumbuhan miselia dari Po. Tingkat penghambat-
an pertumbuhan jamur Po dapat dilihat pada Tabel
4. Makin besar tingkat penghambatan makin baik
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Tabel 4. Rata-rata luas koloni pertumbuhan dan pengahambatan jamur Po hasil dual culture

dengan bakteri endofitik.

Perlakuan Rata-rata luas koloni jamur Po (cm?) Penghambatan Po (%)
Kontrol + Po 30,2a

E63 + Po 30,2a -
E64 + Po 16,2 b 46,2
E65 + Po 158 b 47,7
E66 + Po 16,3 b 46,0
E68 + Po 19,2b 36,3
E73 + Po 16,2 b 46,2
E76 + Po 174b 42,5
E94 + Po 16,4 b 46,1
E95 + Po 159b 474
E130 + Po 16,4 b 45,6

Angka dalam satu lajur yang diikuti dengan huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf

5% menurut uji Duncan. Pengamatan dilakukan dari tiga ulangan.

bakteri tersebut dalam menghambat pertumbuhan
jamur Po. Tingkat penghambatan pertumbuhan
jamur Po terbesar terlihat pada isolat E65, yaitu
47,7%.

Uji Dual Culture Filtrat Bakteri Endofitik
terhadap Jamur Rs dan Po

Hasil pengujian dual culture filtrat bakteri
endofitik terhadap penghambatan pertumbuhan
jamur Rs dan Po diukur melalui luas koloni jamur
yang terbentuk. Semua isolat dapat menghambat
pertumbuhan jamur Rs dan Po. Isolat E95 merupa-
kan isolat terbaik dalam menghambat pertumbuhan
koloni Rs dengan rata-rata luas koloni jamur 0,4
cm? (Tabel 5).

Penghambatan yang terjadi merupakan Kiner-
ja metabolisme yang dihasilkan oleh bakteri. Laju
penghambatan terus meningkat jika komponen
bioaktif yang ada pada supernatan semakin banyak.
Hal ini dapat disebabkan oleh zat yang digunakan
untuk menghambat pertumbuhan jamur yang berada
di luar sel, sehingga setelah sel disentrifugasi, zat
tersebut keluar dari dalam sel dan berada pada
bagian filtrat suspensi bakteri (Nalisha et al., 2006).
Isolat E95 dan E130 merupakan isolat terbaik da-
lam menghambat pertumbuhan jamur Rs maupun
Po yang ditunjukkan oleh tingkat penghambatan
yang lebih tinggi dibandingkan dengan isolat lain,
masing-masing 99,4 dan 98,1% (Tabel 5).

Mekanisme biokontrol yang dilakukan oleh
bakteri untuk memberikan perlindungan pada ta-
naman adalah melalui produksi siderophores (peng-
kelat besi), metabolit sekunder dengan aktivitas
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antijamur, produk bioaktif antimikroba, antibiotik,
dan kompetisi untuk mendapatkan nutrisi (Jimenez
et al., 2001; Jalgaonwala et al., 2010). Contoh anti-
biotik yang dapat menghambat pertumbuhan jamur
misalnya iturin dan surfaktin. Iturin terdiri atas tu-
juh buah residu asam amino yang bersifat hidrofilik
dan ekor hidrokarbon dengan panjang 10-13 karbon
yang bersifat hidrofobik. Surfaktin adalah antibiotik
yang memiliki kerja sebagai suatu biosurfaktan
yang dapat merusak permeabilitas membran sel de-
ngan cara menurunkan tegangan permukaan. Sur-
faktin merupakan antibiotik yang dapat mengham-
bat pertumbuhan jamur patogen (Yuliar, 2008).
Pseudomonas sp. memproduksi metabolit sekunder
berupa antibiotik atau siderophores (pengkelat besi)
yang merupakan mekanisme antijamur paling pen-
ting bagi Pseudomonas. Antibiotik yang disintesis
oleh Pseudomonas, adalah 2,4-diasetilphloroglucinol
(Phl), pyoluteorin (PIt), pyrrolnitrin (Prn), dan
phenazine-1-carbocylic acid (PCA) (Wu et al.,
2009; Hassanein et al., 2009).

Uji Kitinase

Uji kitinase pada bakteri endofitik bertujuan
untuk mengetahui keberadaan enzim kitinase yang
dihasilkan bakteri endofitik. Enzim tersebut ber-
peran mendegradasi dinding sel jamur yang me-
ngandung zat kitin. Setelah penambahan congo red
0,1%, koloni menghasilkan zona bening yang ter-
lihat jelas di antara media yang berwarna merah.
Zona bening diukur untuk mengetahui keberadaan

enzim kitinase yang dihasilkan bakteri tersebut. Di
antara isolat yang diuji, E76 merupakan satu-satu-
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nya isolat yang menghasilkan zona bening. Rata-
rata zona bening yang dibentuk oleh isolat E76
adalah 0,9+0,1 cm. Adanya zona bening mengindi-
kasikan bahwa mekanisme penghambatan oleh
isolat E76 diduga melalui degradasi Kitin pada din-
ding sel jamur dengan enzim penghidrolisis Kitin,
yaitu kitinase. Beberapa bakteri endofitik dapat
memproduksi dan melepas enzim litik untuk me-
lawan patogen berupa kitinase, protease, selulase,
hemiselulase, dan DNA yang dapat menekan aktivi-
tas patogen secara langsung. Mekanisme yang di-
lakukan dapat melalui kitinase dengan mendegra-
dasi dinding sel patogen jamur yang banyak me-
ngandung kitin atau protease (Huang et al., 2005).
Beberapa produk enzim litik dapat menekan penya-
kit secara tidak langsung, seperti oligosakarida yang
dihasilkan dari dinding sel jamur yang dapat ber-

peran sebagai penginduksi ketahanan tanaman

(Pliego et al., 2011).

Amplifikasi 16s rDNA

Identifikasi bakteri berdasarkan 16s rDNA
potensial digunakan sebagai alternatif jika karak-
terisasi secara fenotipik sulit dilakukan (Drancourt,
2000; Macrae, 2000). Penggunaan 16s rDNA dapat
menyediakan identifikasi genus dan spesies bakteri
yang tidak dapat dikenali secara biokimia (Janda
dan Abbott, 2007). Amplifikasi gen 16s rDNA ha-
nya dilakukan pada beberapa isolat yang terbukti
lebih unggul dibandingkan dengan isolat lainnya
melalui pengujian dual culture yang telah dilakukan
sebelumnya, yaitu isolat E64, E66, E76, E94, dan
E95 (Gambar 1). Sepasang primer spesifik untuk

Tabel 5. Rata-rata luas koloni dan tingkat penghambatan pertumbuhan jamur Rs dan Po oleh filtrat bakteri endofitik.

Perlakuan Rata-rata luas koloni Penghambatan Rata-rata luas koloni Penghambatan
jamur Rs (cm?) Rs (%) jamur Po (cm?) Po (%)

Kontrol + Rs/Po 63,6 a 36,9a -
E63 + Rs/Po 63,6 a - 358a 3,0
E64 + Rs/Po 10c 98,3 09b 97,4
E65 + Rs/Po 05¢c 99,2 0,8b 97,7
E66 + Rs/Po 13c 98,0 0,7b 98,1
E68 + Rs/Po 12c 98,1 41b 88,8
E73 + Rs/Po 126 ¢ 80,2 16b 95,5
E76 + Rs/Po 426 b 32,9 3244 12,2
E94 + Rs/Po l4c 97,8 0,7b 97,9
E95 + Rs/Po 04c 99,4 0,7b 98,1
E130 + Rs/Po 35¢c 94,4 0,7b 98,1

Angka dalam satu lajur yang diikuti dengan huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf 5% menurut uji Duncan.

Pengamatan dilakukan dari tiga ulangan.

1.500 bp

1.000 bp

Gambar 1. Hasil amplifikasi 16s rDNA terhadap beberapa isolat endofitik. A = E76 koloni, b =
E64 DNA, c = E66 DNA, d = E76 DNA, e = E94 DNA, f = E95 DNA, M = marker.
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r Bacillus cereus (HQ843838)
- B. thuringiensis (HQ317160)
B. thuringiensis (HQ917121)
‘I!: B. subtilis (JF343198)
B. thuringiensis (HQ917120)

— B. cereus (JN038553)

- B. anthracis (JF506008)
L B. cereus (AB592531)
L B. cereus (AB592531)

|: P. fluorescens (HM224401)
Pseudomonas sp. (GQ169784)

P. plecoglossicida (HM439959)
P. taiwanensis (HM209784)
Pseudomonas sp. (JF772539)

P. monteilii (GU191925)

P. putida (AB680362)

B. pyrrocivinia (GQ169784)
B. stabilis (AF148554)

B. cepacia (AY741362)

B. cepacia (AB362772)

Isolat E76
Burkholderia sp. (JF772524)

B. cepacia (EF114394)

Corynebacterium sp. (AF170755)
4’} C. efficiens (AB055965)
C. cyclohexanicum (AB210282)
B. thermoleovorans (AJ315594)

Gambar 2. Pohon filogenetik isolat E76 dengan kelompok kerabatnya.

gen 16s rRNA digunakan untuk mengamplifikasi
pada daerah di sekitar 1.000-1.500 bp.

Gen 16s rDNA pada isolat E76, E64, E66,
dan E94 berhasil teramplifikasi pada daerah sekitar
1.300 bp. Hasil amplifikasi gen 16s rDNA pada
isolat E76 (koloni) dan isolat E64 menunjukkan
adanya pita DNA non target yang ikut teramplifi-
kasi, diduga karena ada bagian basa di tempat non
target yang memiliki kemiripan dengan primer. Ha-
sil pengurutan basa genl6s rDNA pada isolat E76
(koloni) dengan panjang nukleotida 1.322 bp me-
nunjukkan isolat tersebut memiliki kesamaan basa
99% dengan Burkholderia sp. Analisis fenetik se-
kuen gen 16s rDNA berdasarkan pustaka gen 16s
rDNA menunjukkan isolat E76 satu kelompok
monofiletik dengan genus Burkholderia. Hasil
alignment menunjukkan isolat E76 dapat diidenti-
fikasi sebagai Burkholderia sp. (Gambar 2).

KESIMPULAN
Seleksi dan karakterisasi isolat endofitik

secara in vitro dalam goresan sel bakteri utuh secara
langsung maupun bentuk filtrat bakteri mampu

Buletin Plasma Nutfah Vol.19 No.1 Th.2013

menghambat pertumbuhan koloni jamur patogen Rs
dan Po.

Isolat E76 menghasilkan zona bening dan
indeks Kitinolitik tertinggi. Secara morfologi, isolat
E76 termasuk bakteri Gram negatif dengan morfo-
logi sel berbentuk batang dan memiliki kemiripan
basa sebesar 99% dengan Burkholderia sp.
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