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ABSTRAK

Bakteri endofit banyak mendapat perhatian karena potensinya dalam memacu
pertumbuhan dan kemampuannya dalam meningkatkan ketahanan tanaman terhadap penyakit
dan hama tanaman. Penelitian ini bertujuan mengisolasi bakteri endofit  asal tanaman tebu
dan menguji potensinya sebagai agens hayati untuk pengendalian penyakit dan pertumbuhan
tanaman. Isolasi bakteri endofit dilakukan dengan metode sterilisasi permukaan dengan
alkohol 70% dan 0,1% HgCl₂ pada medium NA. Hasil isolasi kesepuluh bakteri tersebut
adalah B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, dan B10. Tiga isolat yang menghasilkan zona
bening ≥20 mm pada pengujian in vitro adalah B9, B7, dan B2. Hasil pengujian filtrat bakteri
endofit B2 menghasilkan senyawa alkaloid dan terpenoid, B7 mengandung senyawa saponin,
flavonoid, tannin dan terpenoid dan B9 mengandung senyawa alkaloid, tannin dan terpenoid.
Hal ini mengindikasikan bahwa beberapa bakteri endofit asal tebu berpotensi sebagai agens
biokontrol dan pemacu pertumbuhan tanaman.
Kata kunci: agens hayati, bakteri endofit, tebu,

ABSTRACT

Studies on endophytic bacteria has been increasing recently due to its potency to promote
plant growth and induce plant tolerance to pests and diseases. The research was undergone to
isolate endophytic bacteria from sugarcane followed by evaluation of their biocontrol and
plant growth activities. Isolation of endophytic bacteria was based-on surface-sterilized
method using alcohol 70% and 0,1% HgCl₂ on NA media. The result showed: 10 isolate
endophytic bacteria had isolation were: B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, and B10. Three
isolate had clear zone on petridish ≥ 20 mm in vitro testing is B9, B7, and B2. The results
showed of endophytic bacteria filtrate test B2 produces alkaloid and terpenoid compounds,
B7 contains saponin flavonoid, tannin and terpenoid compounds and B9 contains alkaloid,
tannin and terpenoid compounds. This indicated that some of the endophytic bacteria have
the potency as biocontrol agents and inducer of plant growth.
Key words: biocontrol agents, endophytic bacteria, sugarcane,
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PENDAHULUAN

Tebu merupakan bahan baku utama
pembuatan gula di Indonesia. Luas areal
pertanaman tebu di Indonesia saat ini
sesungguhnya hanya berkisar antara 340 –
350 ribu ha/tahun. Sekitar 70% dari areal
pertanaman itu merupakan tebu rakyat
(Malian et al., 2004). Kebutuhan gula
nasional meningkat setiap tahun akibat
pertambahan penduduk, perbaikan
pendapatan masyrakat, serta
perkembangan industri makanan dan
minuman. Laju peningkatan konsumsi gula
diperkirakan sekitar 3.3 % per tahun
(Mardianto et al., 2005).

Penurunan produksi gula nasional
beberapa tahun terakhir ini disebabkan
oleh beberapa hal. Salah satunya karena
penyakit. Rata – rata penurunan produksi
gula karena serangan penyakit
diperkirakan sekitar 10 % (BPPT, 2007).
Di antara penyakit tanaman tersebut,
penyakit yang disebabkan oleh bakteri
Xanthomonas albilineans L. merupakan
penyakit yang sering dijumpai di
pertanaman tebu.

Bakteri endofit merupakan mikroba
yang hidup di dalam jaringan tanaman
pada periode tertentu dan mampu hidup
dengan membentuk koloni dalam jaringan
tanaman tanpa membahayakan inangnya.
Setiap tanaman tingkat tinggi dapat
mengandung beberapa mikroba endofit
yang mampu menghasilkan senyawa
biologi atau metabolit sekunder yang
diduga sebagai akibat koevolusi atau
transfer genetik (genetic recombination)
dari tanaman inangnya ke dalam mikroba
endofit  (Tan & Zou 2001).

Pada tanaman tebu ditemukan
mikroba endofit antara lain
Gluconacetobacter diazotrophicus,
Azospirillum sp., Klebsiella sp., dan
Pseudomonas sp. Khusus untuk tanaman
tebu G. diazotrophicus sudah banyak
digunakan di perkebunan tebu di Brasil
dan India. Populasi empat jenis bakteri
selain berfungsi menyehatkan tebu, G.
diazotrophicus juga dapat menambat

nitrogen dari udara. Begitu pula dengan
Azospirillum sp. dan Klebsiella sp.
Sedangkan Pseudomonas sp. berfungsi
melarutkan fosfat. Bakteri penambat
nitrogen tersebut juga mampu
menghasilkan fitohormon Indole Acetic
Acid (IAA), yang berfungsi sebagai
hormon pertumbuhan (Widayati 2011).

Penelitian ini bertujuan
mengisolasi bakteri endofit  asal tanaman
tebu dan menguji potensinya sebagai
agens hayati untuk pengendalian penyakit
dan pertumbuhan tanaman jenis-jenis
bakteri endofit yang terdapat pada
tanaman tebu dan mengkarakterisasi jenis
bakteri endofit yang terdapat pada
tanaman tebu baik secara makroskopis
dan mikroskopis.

BAHAN DAN METODA
Penelitian ini dilaksanakan di

Laboratorium Penyakit Tumbuhan,
Departemen Hama dan Penyakit
Tumbuahan, Fakultas Pertanian
Universitas Sumatera Utara, Medan
dengan ketinggian tempat 25 m dpl.
Isolasi bakteri endofit dari tanaman
tebu

Bakteri endofit diisolasi dari akar,
batang, daun tanaman tebu yang sehat di
areal pertanaman tebu asal PTPN II Sei
Semayang. Sampel dimasukkan secara
terpisah dalam kantung plastik dan
dibawa ke laboratorium.
Isolasi Bakteri Endofit pada Media NA

Untuk mengisolasi bakteri endofit
sampel ditimbang 1 gr, lalu dibersihkan
dari kotoran yang melekat di bawah air
mengalir, lalu dipotong dengan ukuran 2-
3 cm. Setelah itu  sampel direndam
dengan alkohol 70% selama 30 detik,
kemudian direndam dengan 0,1% HgCl₂
selama 3 menit dan dibilas dengan air
steril 2-3 kali (Gagne et al. 1987).

Sampel digerus dengan mortal
steril dan diberikan ± 1ml air steril, lalu
tambahkan 9 ml air steril sebagai
pengenceran pertama, selanjutnya
dilakukan pengenceran sampai 10⁻³.
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Diambil 0,1 ml suspensi, kemudian
plating pada media NA

Setiap koloni tunggal yang tumbuh
direisolasi dan dibuat biakan murni,
kemudian dikarakterisasi sesuai dengan
uji standar seperti bentuk, warna serta uji
gram (Schaad et al. 2001).
Uji Hipersensitif

Uji ini dilakukan untuk
menentukan apakah isolat yang digunakan
tergolong patogenik atau non patogenik
terhadap tumbuhan. Uji dilakukan pada
tanaman tembakau asal Balai BPTD
Sampali. Tanaman dari pot tray
dipindahkan dalam pot plastik yang telah
berisi tanah dan disiram setiap hari, setelah
tanaman tembakau berumur 1 minggu
dilakukan pengujian. Pengujian dilakukan
dengan cara gunting dicelup pada suspensi
bakteri endofit (10⁶cfu/ml) kemudian
gunting digunakan untuk menggunting
daun tembakau muda (±0.5-2 cm).
Perlakuan diulang sebanyak 3 kali. Setelah
itu dibungkus dengan plastik transparan
dan diinkubasi pada suhu 24-260C.
Pengamatan dilakukan setiap hari, isolat
yang patogenik akan menunjukkan gejala
nekrotik pada daun yang digunting
(Lelliot dan Stead, 1987).

Produksi metabolit bakteri endofit
Isolat  bakteri  endofit  yang  telah

murni,  ditumbuhkan  dalam  medium
Nutrient Broth. Proses  fermentasi bakteri
endofit menggunakan medium Mueller-
Hinton  Broth  (MHB).  Media  MHB
biasa  digunakan  untuk  mengetahui  daya
antibakteri dengan kandungan pepton (6
g), kasein (17,5 g), pati (1,5 g) dalam 1
liter  air. Isolat  yang  diambil sebelumnya
dipindahkan  ke  dalam  5 ml medium
MHB. Kemudian dihomogenkan
menggunakan tube  stirrer  hingga
mencapai kekeruhan  0,5 Mc  Farland
(1,5x10⁸cfu/ml).  Suspensi  koloni  bakteri
tersebut  kemudian  diambil sebanyak 1 ml
dan dipindahkan   ke dalam  tabung
Eppendorf yang  telah berisi 9 ml  medium
MHB.  Eppendorf  yang  telah  berisi

suspensi  bakteri  kemudian diinkubasi
selama  2x24  jam  pada  suhu  300C  dan
kecepatan  130  rpm.    Setelah 2x24  jam,
medium  yang  telah  berisi  suspensi
bakteri  kemudian  disentrifugasi dengan
kecepatan  10.000  rpm  selama  10  menit.
Supernatan  yang  terbentuk diambil
dengan menggunakan mikro pipet  steril
dan dimasukkan ke dalam vial steril
(Utami et al., 2008).

Uji kandungan senyawa metabolit
sekunder
Uji alkaloid

Sampel  sebanyak  1  ml
ditambahkan  dengan  5  tetes  kloroform
dan beberapa  tetes  Pereaksi  Mayer
(Pembuatan Pereaksi Mayer yaitu dengan
satu gram KI dilarutkan dalam 20  ml
aquades  hingga  larut kemudian  larutan
tersebut  ditambahkan  dengan HgCl2

hingga larut). Adanya  endapan  putih
menandakan  adanya alkaloid.
Uji saponin

Uji saponin dilakukan dengan cara,
sebanyak 2 ml sampel dimasukkan ke
dalam  tabung  reaksi  dan  ditambahkan
dengan  aquades.  Campuran  tersebut
kemudian  dikocok  dengan  kuat  selama
10 menit.  Terbentuknya  busa  atau  buih
menandakan adanya saponin.
Uji flavonoid

Sampel  sebanyak  1  ml
ditambahkan  dengan  1  gram  bubuk  Mg
dan beberapa  tetes  HCl  pekat.
Timbulnya  warna  kuning  menunjukkan
adanya senyawa flavonoid.
Uji tanin

Uji  tanin dilakukan dengan
memasukkan sebanyak 1 ml sampel ke
dalam tabung  reaksi.  Sampel  kemudian
ditambahkan  dengan  FeCl2 5%.  Adanya
perubahan warna menunjukkan adanya
senyawa tanin (fenolik).
Uji terpenoid

Uji  terpenoid  dan  steroid
dilakukan  dengan  cara,  sebanyak  1 ml
sampel ditambahkan dengan 1 ml
CH3COOH glasial dan 1 ml H2SO4 pekat.
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Timbulnya warna  merah  menunjukkan
adanya  terpenoid  sedangkan  warna  biru
atau  ungu menunjukkan adanya steroid.

Karakterisasi Bakteri Endofit
Bakteri endofit yang didapat

dikarakterisasi dengan melihat ciri
makroskopis dan mikroskopis meliputi uji
morfologi (Gambar1), fisiologi dengan
panduan buku Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology
(Holt et al., 1994).

Gambar 1. Mofologi koloni bakteri
Sumber:http://www.sciencebuddies.org/sci
ence-fair-projects/project

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi bakteri endofit dari tanaman
tebu

Dari hasil eksplorasi bakteri
endofit dari tanaman tebu diperoleh 10
isolat bakteri endofit yaitu 4 isolat berasal
dari daun tanaman tebu dengan kode isolat
B1, B2, B3, dan B4, 3 isolat berasal dari
batang tanaman tebu dengan kode B5, B6,
dan B7 dan 3 isolat berasal dari akar
tanaman tebu dengan kode isolat B8, B9
dan B10 (Gambar 2).

Gambar 2. Jumlah bakteri endofit
terisolasi dari daun, batang dan akar
tanaman tebu.

Uji hipersensitif
Hasil uji hipersensitif kesepuluh

isolat bakteri endofit yang dilakukan pada
tanaman tembakau diperoleh hasil yaitu
respon hipersensitif menunjukkan tidak
terdapat gejala penyakit pada tanaman
tembakau (tanaman sehat). Jaringan daun
tembakau yang telah diinokulasi dengan
suspensi bakteri tetap terlihat sehat dan
tidak menunjukkan adanya nekrotik pada
tanaman tembakau setelah diinkubasi 7
hari (Gambar 3 ). Berdasarkan uji tersebut,
diketahui bahwa, bakteri yang berhasil
diisolasi dari akar, batang dan daun
tanaman tebu tidak menimbulkan nekrotik
pada daun tanaman tembakau (bersifat non
patogenik).
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Gambar 3. Uji hipersensitif pada daun
tembakau setelah inkubasi 7 hari B1- B10

Karakterisasi Bakteri Endofit
Selanjutnya ke-10 isolat bakteri

endofit tersebut diidentifikasi hasil
selengkapnya adalah sebagai berikut:

Tabel 1. Karakteristik bentuk morfologi
koloni dan fisiologi bakteri
endofit

Dari hasil penelitian yang
diperoleh bentuk umum mikroba terdiri
dari satu sel (uniselluler), bentuk lain

berupa koloni yaitu gabungan dua sel atau
lebih di dalam satu ruang. Bentuk ini
merupakan ciri khas bagi suatu spesies
tertentu. Variasi bentuk pada sel bakteri
adalah bulat (kokus), batang/ bulat
memanjang (basil) dan lengkung. Variasi
bentuk yang kerap terjadi baik secara
tetap ataupun sebagai bentuk kelainan
karena pengaruh lingkungan. Bentuk
bakteri juga dapat dipengaruhi oleh umur
dan syarat pertumbuhan tertentu. Bahkan
akibat pengaruh lingkungan yang tidak
menguntungkan, faktor makanan, dan
suhu, bakteri dapat mengalami bentuk
involusi yaitu bentuk sementara yang
terjadi karena lingkungan yang
menguntungkan (Ilyas 2001).

Menurut Lay (1994), pewarnaan
gram berguna untuk membedakan gram
positif dan gram negatif. Perbedaan hasil
pewarnaan disebabkan oleh adanya
perbedaan struktur kedua kelompok
bakteri tersebut sehingga menyebabkan
perbedaan reaksi dalam permeabilitas zat
warna dan penambahan larutan pemucat.
Sebagian besar dinding sel bakteri gram
negatif terdiri dari kandungan lipida yang
tinggi dibandingkan gram positif.

Bakteri endofit mencegah
perkembangan penyakit karena
memproduksi siderofor (Kloepper et al.,
1980), menghasilkan senyawa metabolit
yang bersifat racun bagi patogen
(Schnider-Keel et al., 2000), atau
terjadinya kompetisi ruang dan nutrisi
(Kloepper et al., 1999). Bakteri endofit
juga memiliki kemampuan untuk
mereduksi produksi toksin yang
dihasilkan oleh patogen sehingga tidak
patogenik terhadap tanaman atau
menginduksi ketahanan tanaman terhadap
serangan patogen (M'Piga et al., 1997).
Sturz et al. (2000) menyatakan bahwa ada
bakteri endofit yang memiliki potensi
mengurangi efek penyakit yang polisiklik
dengan cara memperlambat laju
perkembangan penyakit.

Bakteri endofit mempunyai
prospek yang baik sebagai agensia hayati,
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baik untuk serangga hama maupun untuk
patogen penyebab penyakit tanaman
karena mereka tidak harus bersaing dalam
ekosistem yang baru dan kompleks.
Kelebihan lainnya, terkadang endofit juga
mampu sebagai perangsang tumbuh,
pemicu inang untuk memproduksi
fitoaleksin, bertahan dalam kondisi stres.
Perkembangan penyakit dapat dihambat
oleh endofit karena adanya siderofor atau
senyawa metabolit yang beracun bagi
patogen, atau terjadinya kompetisi ruang
dan nutrisi, mereduksi produksi toksin
yang dihasilkan oleh patogen sehingga
tidak patogenik terhadap tanaman atau
menginduksi ketahanan tanaman terhadap
serangan patogen. Pengendalian patogen
oleh bakteri endofit dapat melalui
anticendawan atau antibakteri, siderofor,
kompetisi terhadap nutrisi, menginduksi
ketahanan tanaman secara sistemis atau
meningkatkan ketersediaan hara tanaman
(Sturz et al., 2000; Sessitsch et al., 2004).

Uji kandungan senyawa metabolit
sekunder

Ketiga bakteri endofit (B9, B7, dan
B2) yang telah ditapis dengan uji aktifitas
antagonismenya (zona bening yang
dihasilkan bakteri endofit ≥ 20mm) di
laboratorium kemudian dimasukkan ke
dalam medium kultur filtrat. Filtrat
kemudian diuji kandungan kimianya
dengan metode hidrolisis bahan kimia dan
pemisahan senyawa aktif. Hasil
pemeriksaan antara lain:

Tabel 2. Uji kandungan kimia dengan
metode hidrolisis bahan kimia
dan pemisahan senyawa

Uji B2 B7 B9
Alkaloid + - +
Saponin - + -
Flavonoid - + -
Tannin - + +
Terpenoid + + +

Hasil pengujian filtrat bakteri
endofit B2 menghasilkan senyawa
alkaloid dan terpenoid, B7 mengandung
senyawa saponin, flavonoid, tannin dan
terpenoid dan B9 mengandung senyawa
alkaloid, tannin dan terpenoid.
Berdasarkan hasil dari penelitian diduga
bahwa bakteri endofit B2 termasuk ke
dalam genus Agrobacterium spp, bakteri
endofit B7 termasuk ke dalam genus
Alcaligenes spp, dan bakteri endofit B9
termasuk ke dalam genus Pseudomonas
sp. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Dexa Medica  (2009) yang menyatakan
Agrobacterium spp. menghasilkan
alkaloid dan terpenoid yang berfungsi
untuk menghambat penyebaran patogen
tular tanah dan berfungsi sebagai penolak
pertumbuhan pada sebagian bakteri gram
negatif dan perusak jaringan tubuh,
bakteri Alcaligenes spp. menghasilkan
metabolit sekunder golongan tannin dan
terpenoid yang dapat meningkatkan
induksi dan ketahanan sel terhadap
penetrasi berbagai patogen tular tanah dan
Pseudomonas sp. menghasilkan senyawa
turunan berupa alkaloid, tannin dan
terpenoid.

KESIMPULAN

Tiga isolat yang menghasilkan
zona bening ≥20 mm pada pengujian in
vitro adalah B9, B7, dan B2. Hasil
pengujian filtrat bakteri endofit B2
menghasilkan senyawa alkaloid dan
terpenoid, B7 mengandung senyawa
saponin, flavonoid, tannin dan terpenoid
dan B9 mengandung senyawa alkaloid,
tannin dan terpenoid.
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