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PRAKATA

Dalam budi daya tanaman keberadaan penyakit merupakan
ancaman bagi petani. Penyakit tanaman dapat mengakibatkan penurunan
produksi bahkan gagal panen. Penyakit tersebut disebabkan oleh patogen.
Patogen menghancurkan tanaman dengan merusak bagian-bagian
tanaman. Mengganggu proses fisiologinya hingga tanaman merana.
Dengan terganggunya proses fisiologi, maka tanaman akan menjadi sakit
dan tidak dapat membentuk hasil yang diharapkan.

Konsorsium yang didalamnya terdapat konsorsium bakteri
endofit dapat membantu tanaman dalam melawan penyakit. Konsorsium
bakteri endofit merupakan sekumpulan bakteri yang mampu hidup di
dalam jaringan tanaman dan dapat ditumbuhkan kembali pada medium
buatan. Konsorsium bakteri endofit sebagai pengendali hayati dapat
menekan penyakit layu dan berbagai penyakit lain yang disebabkan oleh
patogen dari golongan jamur dan bakteri. Konsorsium bakteri endofit
juga memiliki peran dalam ketahanan tanaman. Memacu pertumbuhan
tanaman dengan menghasilkan fitohormon yang memiliki peran dalam
pembesaran sel dan pertumbuhan.

Monograf dengan judul Bakteri Endofit Penyusun
Konsorsium, Membantu Tanaman Melawan Penyakit diharapkan
dapat menjadi pedoman dalam pengendalian hayati penyakit tanaman,
karena dengan konsorsium maka setiap bakteri endofit yang memiliki
potensi dalam menyerang patogen dan menghasilkan fitohormon dapat
bekerja sama dalam melawan penyakit dan memacu pertumbuhan.
Monograf ini berisi tentang berbagai manfaat konsorsium dan mekanisme
bakteri endofit dalam dunia pertanian serta menambah pengetahuan di
bidang pertanian khususnya perlindungan tanaman.

Purwokerto, November 2022

Penulis
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Pemilihan dan Keunggulan Bakteri
Endofit

Bakteri endofit merupakan bakteri yang hidup dan berasosiasi
dengan tanaman baik di dalam daun, bunga, buah dan akar yang tidak
menimbulkan gejala penyakit pada tanaman inangnya tersebut. Bakteri
ini berperan menguntungkan tanaman karena memiliki fungsi ganda yaitu
sebagai pengendali patogen dan sebagai pemacu pertumbuhan tanaman.
Bakteri endofit dapat diisolasi dari seluruh bagian tanaman mulai dari
daun, bunga, buah, akar, umbi, biji, dan di dalam nodul tanaman
kekacangan (Prihatiningsih et al., 2020)

Bakteri endofit adalah bukan patogen, sehingga mempunyai
fungsi yang dapat berpengaruh positif pada tanaman. Berbagai manfaat
yang dimiliki bakteri endofit, maka perlu untuk dilakukan eksplorasi dan
kajian mendalam guna mendukung pertanian berkelanjutan. Peran yang
dilakukan bakteri endofit untuk tanaman diantaranya sebagai pupuk
hayati. Mikroba mampu mengubah nutrisi yang tidak tersedia menjadi
tersedia untuk tanaman sehingga dapat meningkatkan pertumbuhan dan
produksi tanaman. Selain itu mikroba tersebut juga dapat menjaga
kesuburan tanah secara berkelanjutan dengan memperbaiki N, di
atmosfer, memobilisasi unsur makro dan mikro (Wahane et al., 2020).

Bakteri endofit mampu menghasilkan fitohormon IAA. Fungsi
IAA vyaitu untuk mendorong pemanjangan sel serta menambah
kemampuan dalam menyerap air. Kemampuan IAA dalam proses
pengembangan sel terkait dengan adanya zat lain (Salisbury dan Ross.
1985). Bakteri endofit juga memiliki Siderofor dalam memacu
pertumbuhan tanaman. Siderofor dapat mengikat besi (Fe*") menjadi
ikatan siderofor besi yang tersedia bagi tanaman. Fe** merupakan unsur
penting dalam perkembangan patogen. Patogen yang kekurangan Fe®*



menyebabkan daya infeksi menjadi berkurang sehingga menghambat
perkembangan penyakit. menghasilkan berbagai macam enzim untuk
dapat menekan infeksi patogen.

Bakteri endofit yang memiliki keunggulan sebagai agens
pengendali hayati, memacu pertumbuhan tanaman, menginduksi
ketahanan tanaman terhadap patogen, sehingga dipilih dan dikembangkan
sebagai agens pengendali hayati. Bakteri endofit sangat berguna dalam
upaya mendukung pertanian berkelanjutan. Bakteri endofit tidak
menyebabkan kerusakan lingkungan, justru akan memperbaiki kerusakan
lingkungan. Bakteri endofit tidak menyebabkan resistensi terhadap
patogen maupun organisme lain yang ada di agroekosistem.

Gambar 1. Aplikasi bakteri sebagai agens pengendali hayati. (A) gejala layu
bakteri pada kontrol, (B) perlakuan mutan Bacillus sp B315M16, (C)
tanaman sehat pada perlakuan Bacillus sp. B315 tipe alami. Sumber
(Prihatiningsih et al., 2015).

B. Bakteri Endofit sebagai Bakteri Berguna

Bakteri endofit merupakan bakteri berguna dalam kehidupan
manusia. Beberapa diantaranya pada bidang pertanian, kesehatan,
maupun industri. Di bidang pertanian, mikroba endofit bermanfaat
sebagai penghasil zat pengatur tumbuh seperti auksin dan etilen, serta
senyawa penghantar sinyal pada perkembangan tanaman. Selain itu,
melindungi tanaman pertanian dari serangan hama dan patogen dengan
menghasilkan senyawa kimia tertentu, diantaranya enzim amilase,
protease, pullunase, kitinase, xylanase, dan lipase (Morikawa, 2006);



(Lestari et al., 2017). Interaksi antara bakteri endofit dengan inang dapat
menaikkan imunitas atau kesehatan tanaman. Hal tersebut disebabkan
oleh hormon yang diproduksi oleh bakteri endofit. selain itu, bakteri
endofit juga digunakan sebagai agens biokontrol pada berbagai jenis
patogen atau penyebab penyakit tanaman (Mushtaq et al., 2017). Infeksi
yang disebabkan oleh virus, bakteri, serangga maupun nematoda dapat
dikendalikan dengan inokulasi bakteri endofit. Bakteri endofit memiliki
mekanisme ISR (Induced Systemic Resistance) (Berg & Hallmann, 2007).

Interaksi bakteri endofit dalam meningkatkan pertumbuhan
tanaman dan kesehatan tanaman pagi gogo berhasil diteliti oleh (Herlina
et al., 2017). (Munif et al., 2012) bakteri endofit dapat meningkatkan
pertumbuhan bibit padi. Gusmaini et al. (2013) melaporkan aplikasi
bakteri endofit berpengaruh positif dan nyata dalam meningkatkan
pertumbuhan, produksi herba segar dan kering serta andrografoolid pada
tanaman sambiloto. Peningkatan pertumbuhan, produksi biomas, kadar
dan produksi andrografolid, serta serapan N, P, K. Tanaman juga
memilliki korelasi positif dengan hormon yang dihasilkan oleh bakteri
endofit. Bakteri endofit dapat memroduksi hormon 1AA dan GA; yang
dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman lebih baik dibanding kontrol.
Bakteri endofit juga memiliki potensi dalam menekan perkembangan
patogen. Foeh et al. (2019) melaporkan bakteri endofit dapat menekan
pertumbuhan Phytopthora palmivora in vitro sebesar 95,52%. Bakteri
endofit mampu menghambat perkembangan antraknosa pada cabai besar
dengan menghasilkan berbagai metabolit sekunder dengan daya hambat
99,20% (Wibawa et al., 2019). Pemanfaatan bakteri endofit tanaman
karet dapat digunakan untuk Biofertilizer. Bakteri endofit tersebut
memiliki potensi dalam meningkatkan pertumbuhan bibit tanaman karet
dan mengurangi pemakaian pupuk sintetis sampai dengan 25%, selain itu
juga dapat meningkatkan keberhasilan okulasi sebesar 48% pada saat fase
daun muda/off season.

Berbagai mekanisme yang dimiliki bakteri endofit sehingga dapat
disebut bakteri berguna dalam perlindungan tanaman. Hormon dan enzim
yang dihasilkan dapat melindungi tanaman dari patogen, dapat membantu
meningkatkan pertumbuhan, dapat membantu perakaran tanaman dalam
memfiksasi nitrogen, mengoptimalkan penyerpan unsur makro dan mikro
dalam tanah, sebagai biofertilizer, serta memiliki sifat antagonis terhadap

3



patogen. Karakteristik tersebut dapat dimanfaatkan manusia dalam
meningkatkan pertumbuhan tanaman dan mengurangi gagal panen.

Salah satu kemapuan bakteri yang dapat dieksplorasi
kemampuannya dalam melindungi tanaman dari patogen adalah
dihasilkannya enzim ekstrakselular. Enzim ekstraselluar adalah enzim
yang dihasilkan di dalam sel, akan tetapi bekerja di luar sel. Enzim
tersebut diantaranya enzim Kkitinase, amilase, protease, dan enzim
selulase.

Enzim kitinase merupakan enzim ekstraseluler yang dapat
menghidrolisis dinding sel patogen. Semakin besar aktivitas hidrolisis,
maka akan nampak semakin besar zona bening yang terbentuk di sekitar
koloni. Lestari et al. (2017) menunjukkan waktu Bacillus subtillis B209
memroduksi enzim Kitinase tertinggi pada inkubasi 15 jam dengan nilai
aktivitas 6,537 U/mL. Faktor yang memengaruhi produksi kitinase yaitu
suhu dan pH. Suhu dapat memengaruhi aktivitas hidrolisis substrat.
Aktivitas kitinase menunjukkan peningkatan seiring dengan peningkatan
perlakuan suhu. Pada suhu optimum, aktivitas enzim terekspresi optimum
tanpa mengalami denaturasi. Akan tetapi peningkatan suhu di atas
optimum, menyebabka kerusakan pada gugus fungsi sehingga kehilangan
aktivitas katalitiknya (Baharuddin et al., 2014). Perlakuan pH dalam
aktivitas enzim Kkitinase adalah untuk mengetahui pH optimum dalam
menghidrolisis subtrat. Pengujian pH dilakukan dengan penambahan
bufer sitrat untuk pH 3-5 dan bufer phospat untuk pH 8-9. Hasil
penelitian menunjukan B. subtillis B209 menghasilkan aktivitas kitinase
terbaik pada pH 6 dengan aktivitas sebesar 7,080 U/mL (Lestari et al.,
2017).

Bakteri endofit yang memiliki peran sebagai agens antagonis salah
satunya menghasilkan enzim amilase. Mekanisme sebagai agens antagois
yaitu dengan meningkatkan pertahanan tanaman terhadap OPT yang
menyerang tanaman. OPT tersebut diantaranya jamur, bakteri, nematoda,
bahkan insekta. Keberadaan enzim amilase mampu menghampat
pertumbuhan patogen Ralstonia solanacearum pada kentang
(Prihatiningsih & Djatmiko, 2016b). Lebih lanjut dalam hasil penelitian
tersebut dinyatakan bahwa enzim amilase yang dihasilkan oleh B.
subtillis sebagai mekanisme antibiosis dengan aktivitas 0,802 U/mL



dengan kelompok senyawa alkana, aldehid, keton, asam karboksilat,
ester, amina, dan amida. Fungsi enzim amilase dalam pengendalian
penyakit tanaman yaitu sebagai penghambat dan mematikan patogen
yang disebut bakterisidal dan bakteriostatik.

Protease merupakan enzim proteolitik yang mengkatalisis
pemutusan ikatan peptida pada protein. Bakteri endofit yang
menghasilkan enzim protease dapat melindungi tanaman dari serangan
patogen. Hasil penelitian Prihatiningsih et al. (2021), menyatakan
aktivitas enzim protease yang dihasilkan bakteri B. subtillis B315 dapat
menekan aktivitas patogen R. solanacearum pada tanaman cabai sebesar
60,89%.

C. Pengertian Konsorsium Bakteri Endofit

Konsorsium bakteri endofit adalah sekumpulan bakteri yang
mampu hidup di dalam jaringan tumbuhan dan dapat ditumbuhkan
kembali pada medium buatan dengan memiliki ciri dan struktur yang
sama (Pradana et al., 2016), Konsorsium bakteri endofit dapat berfungsi
sebagai pengendali hayati, sebagai pemacu pertumbuhan tanaman,
sebagai biofertilizer, sebagai agens fitoremediasi, dan sebagai
penginduksi ketahanan tanaman terhadap patogen.

Dalam menentukan konsorsium bakteri endofit, diperlukan uiji
sinergisme atau kompatibilitas untuk dapat mengetahui kompatibilitas
isolat bakteri endofit sebagai konsorsium biofertilizer (Hartanti, 2020).
Uji sinergisme dapat dilakukan dengan uji hipersensitif untuk
mendapatkan bakteri nonpatogen. Kemudian dilanjutkan dengan uji
patogenesitas (Munif et al., 2014). Pengamatan uji patogenesitas
dilakukan dengan mengamati zona hambat pada masing-masing isolat
(Puspita et al., 2020). Lebih lanjut Munif et al. 2014) menyatakan,
konsorsium bakteri endofit asal tanaman meranti merah, lada, alba, jabon
dan sengon mampu menekan perkembangan cendawan Fusarium
oxysporum dan Sclerotium rolfsii.

Uji patogenesitas perlu dilakukan untuk mengetahui interaksi antar
isolat bakteri endofit yang ditumbuhkan bersama-sama. Karakteristik
isolat konsorsium bakteri endofit yang memiliki sifat antagonis yaitu



terbentuknya zona hambat pada medium tumbuh. Zona hambat
menunjukkan bahwa formula konsorsium tidak kompatibel/bersifat
antagonis. Antagonisme antar isolat bakteri endofit dalam konsorsium
dapat terjadi karena adanya pengaruh negatif dengan dihasilkannya
senyawa kimia yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri endofit
lainnya. Faktor lain yang menjadi pengaruh adanya antagonisme yaitu
adanya persaingan/kompetisi. Kompetisi nutrisi dalam medium dapat
menyebabkan reaksi kimia dalam medium tumbuh sehingga menghambat
laju pertumbuhan bagi kelompok bakteri endofit lain sehingga
menyebabkan viabilitasnya berkurang.

Konsorsium bakteri endofit sebagai pengendali hayati dapat
menekan penyebab layu yang disebabkan oleh patogen Ralstonia
solanacearum pada isolat (Bacillus sp SJI + S. marcescens isolat JBIE3)
dan (Bacillus sp SJI + Bacillus sp HI + S. marcescens isolat JBLE3) serta
dapat meningkatkan pertumbuhan dan perkembangan bibit tanaman cabai
pada isolat (Serratia marcescens ULG1E4 dan isolat JB1E3) (Resti et al.,
2018). Selain sebagai pengendali hayati patogen, konsorsium bakteri
endofit juga dapat digunakan sebagai agens nematoda parasit tanaman.
Strategi  dalam pengendali nematoda parasit tumbuhan akan
meningkatkan efektivitas dalam pengembangan nematisida berbasis
bakteri endofit (Kumar & Dara, 2021). Konsorsium bakteri endofit
memiliki mekanisme pengendalian yang berupa kompetisi, penghasil
antibiotik, dapat menginduksi ketahanan secara bersamaan sehingga
dapat lebih efektif dalam menggendalikan patogen tanaman (Rambe et
al., 2020).

Sebagai pemacu pertumbuhan tanaman, konsorsium bakteri endofit
salah satu mekanismenya dapat menghasilkan hormon IAA. Hormon 1AA
(Indol Acetic Acid) adalah fitohormon auksin endogen yang memiliki
peran dalam pembesaran sel, penghambat pertumbuhan tunas sekunder,
merangsang terjadinya absisi, dan perkembangan sel tanaman. Oleh
sebab itu, dalam pertumbuhan dan perkembangan tanaman sangat
membutuhkan IAA. Salah satu yang dapat menghasilkan IAA adalah
bakteri endofit (Herlina et al., 2017; Valentina et al., 2018; Chen et al.,
2017). Lebih lanjut hasil penelitian Valentina et al. (2018) menyatakan
bahwa IAA yang dihasilkan oleh konsorsium bakteri endofit dapat



diperoleh dengan mengukur nilai absorbansi menggunakan alat
spektofotometer.

Pada isolat konsorsium bakteri endofit, IAA yang dihasilkan
didapat dari pertumbuhan kultur konsorsium yang pertumbuhannya baik.
Pertumbuhan yang baik akan diikuti oleh laju pertumbuhan sel dan
metabolisme. Dan hal yang sebaliknya, apabila pertumbuhan sel
berkurang maka produksi IAA akan menurun. Hal ini disebabkan karena
nutrisi yang tersedia pada medium tumbuh telah digunakan sebagai bahan
metabolisme sel.

Prihatiningsih et al. (2017) menyatakan bahwa pada tanah yang
diaplikasikan bakteri endofit Bacillis subtilis terindikasi peningkatan Fe
sebesar 19,81% dan 13,11%. Potensi B. subtilis B298 sebagai pemacu
pertumbuhan tanaman berdasarkan aktivitas siderofor dalam mengkelat
Fe. Hasil dari perlakuan menunjukkan adanya interaksi B. subtilis B298
meningkatkan serapan Fe dan volume akar, tinggi tanaman dan luas daun.
Hal tersebut menunjukkan B. subtilis B298 mampu menghasilkan
senyawa yang dapat memacu pertumbuhan tanaman seperti siderofor,
IAA dan pelarut phospat.

Peningkatan variabel pertumbuhan dipengaruhi oleh tercukupinya
hormon yang diperlukan untuk tumbuh. Senyawa yang dihasilkan B.
subtilis B298 adalah 1AA. Keberadaan siderofor hydroxamat yang
dihasilkan B. subtilis yang terdapat di rizozfer efektif dalam
meningkatkan unsur hara Fe dan P. unsur hara tersebut diserap oleh
tanaman sehingga dapat meningkatkan bobot kering tanaman. Bobot
kering tanaman mencerminkan jumlah unsur hara yang diserap oleh
tanaman (Sivasakthi et al., 2014).

Biofertilizer yang dihasilkan oleh konsorsium bakteri endofit yang
terdiri atas Bacillus dan Pseudomonas dapat bersinergi dalam
meningkatkan pertumbuhan tanaman budidaya dengan menghasilkan zat
pengatur tumbuh yang memilki peran dalam memacu pertumbuhan
tanaman. selain itu, Pseudomonas juga dapat melarutkan unsur P yang
tidak tersedia menjadi tersedia bagi tanaman (Manguntungi et al., 2018).
Hasil penelitian Abdel-Hamid et al. (2022), mengungkapkan pada
konsorsium endofit (T11r+T13r) menghasilkan 23 senyawa yang berbeda
pada minyak thyme dengan konsentrasi tertinggi.



Penggunaan biofertilizer konsorsium bakteri endofit mampu
menghasilkan fitohormon yang memiliki fungsi dalam pertumbuhan
tanaman. Bakteri endofit menghasilkan unsur hara Nitrogen dan dapat
melarutkan kandungan phospat sehingga dapat digunakan sebagai
biofertilizer pengganti pupuk sintetis serta mampu memproduksi fitormon
yang berfungsi memacu pertumbuhan tanaman. Selain itu, bakteri endofit
dapat meningkatkan produksi senyawa bioaktif alami (Andriani &
Oktafiyanto, 2019).

Fungsi biofertilizer dapat dimanfaatkan sebagai pupuk hayati pada
budi daya sistem hidroponik. Hasil penelitian (Komalasari et al., 2019)
menyatakan penggunaan biofertilizer konsorsium bakteri endofit mampu
mengurangi penggunaan pupuk anorganik. Menurut (Wulansari et al.,
2021) penggunaan biofertilizer dalam bentuk cair dapat mengurangi
penggunaan pupuk AB-Mix 25 %. Biofertilizer konsorsium bakteri
endofit pada medium tanam berasosiasi dengan jaringan akar, batang, dan
daun. Melalui jaringan perakaran, bakteri endofit masuk ke jaringan
tanaman batang dan daun melalui xilem.

Konsorsium bakteri endofit sebagai agens fitoreasi. Bakteri yang
memiliki kemampuan dalam fitoremediasi diisolasi dari tanaman yang
terkontaminasi logam berat. Konsorsium bakteri dapat mendetoksifikasi
kontaminan dengan mekanisme yang dimiliki bakteri. Bakteri yang
resisten terhadap logam berat disebabkan biosorpsi yang menyerap logam
secara pasif sehingga logam tidak merusak struktur sel bakteri dan proses
bioakumulasi yang merupakan proses secara aktif sehingga dapat
merusak sel bakteri (Mukherjee et al., 2018).

D. Perumusan Masalah

Permasalahan tentang bakteri endofit meliputi proses isolasi,
pengujian potensinya sebagai pengendali hayati, pemacu pertumbuhan
dan hasil tanaman, penginduksi ketahanan tanaman sampai dengan
penyusunan konsorsium untuk dibuat suatu formula yang siap
diaplikasikan oleh petani. Berdasarkan hal tersebut maka dapat disusun
perumusan masalah sebagai berikut:

1. Bagaimanakah metode yang tepat untuk mendapatkan bakteri
endofit dari tanaman?



Apakah bakteri endofit berpotensi sebagai antagonis yang mampu
sebagai pengendali hayati terhadap patogen dan penyakit tanaman?
Apakah bakteri endofit yang diperoleh mampu menunjukkan
potensinya sebagai pemacu pertumbuhan dan hasil tanaman, yang
ditunjukkan oleh kemampuannya sebagai penghasil 1AA, siderofor,
pelarut phospat, pemfikasasi N, penghasil HCN?

Apakah bakteri endofit berpotensi meningkatkan ketahanan
tanaman terhadap patogen, yang ditunjukkan dengan kemampuan-
nya meningkatkan senayawa fenol total?

Apakah konsorsium bakteri endofit menunjukkan karakter yang
sama dari gabungan karakter yang dimiliki bakteri endofit secara
tunggal?

Apakah bakteri endofit sebagai penyusun konsorsium bersinergi
menunjukkan potensi membantu tanaman melawan penyakit?
Apakah konsorsium bakteri endofit dapat memacu pertumbuhan
tanaman dan menginduksi ketahanan tanaman terhadap patogen?
Apakah komposisi formula cair bakteri endofit dapat memper-
tahankan daya tahan (shelf-life) selama masa simpan?



I1. METODE PEMECAHAN MASALAH

Metode yang digunakan untuk memecahkan permasalahan tersebut
di atas adalah melaksanakan metode yang tepat dalam isolasi bakteri
endofit dari jaringan tanaman baik akar, daun, dan batang. Kunci utama
dalam isolasi bakteri endofit agar yang tumbuh pada medium biakan
adalah benar-benar endofit adalah dengan mengevaluasi atau mengecek
pada bilasan ke tiga (air steril), maka sebagian dari air bilasan tersebut
ditumbuhkan pada medium biakan, seiring dengan itu menumbuhkan
pula potongan bagian tanaman pada medium setelah sterilisasi
permukaan dan dibilas tiga kali. Apabila dari air bilasan ke tiga yang
ditumbuhkan pada medium tidak tumbuh mikroba maka pada cawan Petri
lain yang ditumbuhi bakteri dari tepi potongan bagian tanaman dapat
dipastikan bahwa yang tumbuh tersebut adalah bakteri endofit,
selanjutnya dapat dimurnikan, karena sterilisasi permukaannya berhasil
dan yang tumbuh betul-betul dari dalam jaringan. Hal ini dijelaskan pada
Bab I11.A.

Metode pemecahan masalah potensi bakteri endofit penyusun
konsorsium dilaksanakan dengan menguji potensi bakteri endofit tersebut
sebagai penghasil IAA, siderofor, pelarut phospat, pemfiksasi N serta
penghasil HCN, itu semua menunjukkan potensinya sebagai pemacu
pertumbuhan tanaman. Potensi sebagai pengendali penyakit tanaman
dilaksanakan dengan metode dual culture in vitro terhadap patogen, dan
di lahan dilaksanakan dengan aplikasi perendaman benih, penyiraman
atau pengocoran dan penyemprotan. Potensi konsorsium bakteri endofit
sebagai pengimbas ketahanan tanaman dapat diketahui dengan metode
inokulasi pada tanaman, maka bakteri endofit tersebut mampu mentriger
kandungan senyawa fenol pada tanaman menjadi meningkat. Senyawa
fenol sebagai indikasi pada tanaman yang tahan terhadap patogen. Hal
ini karena senyawa fenol dapat meningkatkan enzim Phenylalanine
Ammonium Lyase (PAL) dan mensintesis enzim Kitinase yang secara
fungsional berperan dalam sifat ketahanan tanaman terhadap patogen.
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Metode evaluasi bakteri endofit sebagai pengimbas ketahanan dijelaskan
pada BAB 111.D.

Metode pemecahan masalah dalam karakterisasi bakteri endofit
dari  konsorsium dilakukan dengan metode seleksi dengan uji
kompatibilitas atau kesesuaian bakteri endofit yang berbeda menunjukkan
keberagaman, akan tetapi tidak semua bakteri endofit kompatibel dengan
bakteri endofit lainnya. Uji kompatibilitas bakteri dilakukan dengan
metode goresan silang (cross streak method). Kompatibilitas tersebut
ditandai dengan tidak adanya aktivitas penghambatan atau zona hambat
antar isolat pada goresan. Mekanisme penghambatan mikroba dengan
produksi antibiotik, toksin dan siderofor. Metode karakterisasi bakteri
endofit dari gabungan karakter dalam konsorsium bakteri endofit
dijelaskan pada BAB IV.A.

Metode dalam memecahkan masalah penyakit tanaman dilakukan
dengan pengujian potensi konsorsium bakteri endofit terhadap patogen
dari golongan bakteri dan golongan jamur. Pengujian tersebut
menggunakan tehnik pengujian mekanisme antibiosis terhadap bakteri
patogen jamur patogen. konsorsium bakteri endofit dapat menghambat
pertumbuhan bakteri patogen Ralstonia solanacearum dengan mengamati
aktivitas penghambatan yang akan terlihat dengan adanya zona bening
pada permukaan pertumbuhan, dan jamur patogen Ralstonia solani,
Cercospora spp. dengan mengamati kerusakan hifa dan penghambatan
pertumbuhan. Pertumbuhan patogen dari golongan bakteri dan jamur
dapat terhambat karena konsorsium bakteri endofit menghasilkan
siderofor, enzim kitinase, protease, selulase, glukonase, siderofor, dan
asam sianida sehingga dapat merusak sel dan menghambat pertumbuhan.
Potensi konsorsium bakteri endofit dalam melawan patogen dijelaskan
pada BAB.V.

Metode pemecahan masalah bakteri endofit dalam memacu
pertumbuhan tanaman dan menginduksi ketahanan tanaman terhadap
patogen dilaksanakan dengan pengujian aktivitas hormon IAA secara
kualitatif dan kuantitatif. Uji kualitatif dilakukan menggunakan medium
cair JNFB (James Nitrogen Free Malat Bromethymol Blue). Medium
JNFB mengandung mikronutrien pepton dengan prekursor triptofan.
Triptofan memiliki fungsi yang sangat penting dalam biosintesis 1AA.
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Triptofan akan disintesis bakteri endofit menjadi senyawa IAA yang
kemudian akan dimanfaatkan tanaman dalam pertumbuhannya. Pengujian
secara kuantitatif diukur menggunakan spetofotometer. Metode
konsorsium bakteri endofit dalam memacu pertumbuhan tanaman
dijelaskan pada BAB.VIA.

Metode dalam pemecahan masalah komposisi formula cair dalam
mempertahankan daya tahan (shelf-life) selama masa simpan dilakukan
dengan menguji beberapa medium pembawa dalam memenuhi nutrisi
selama penyimpanan. Komposisi medium pembawa tersebut diantaranya
yaitu 100g kentang: 5 g gula: 2 g terasi: 2 liter air. Medium perbanyakan
dengan bahan pembawa berbentuk cair harus menyimpan banyak bahan
organik agar viabilitasnya semain baik. Penentuan bahan pembawa
memperhatikan daya simpan produk. Viabilitas bahan pembawa
merupakan cara untuk dapat mengevaluasi masa kadaluarsa. Dengan
viabilitas yang semakin lama, maka kadaluarsa biopestisida dari
konsorsium bakteri endofit akan semakin panjang. Metode komposisi
formula cair pada konsorsium bakteri endofit dijelaskan pada BAB. VII.
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111. BAKTERI ENDOFIT

A. Metode Isolasi Bakteri Endofit

Bakteri endofit merupakan mikroba menguntungkan yang
berinteraksi dengan tanaman tanpa menyebabkan gangguan atau
kerusakan. Bakteri endofit masuk ke dalam jaringan tanaman melalui
akar, namun bagian tanaman yang terpapar udara langsung seperti bunga,
batang dan kotiledon juga menjadi jalur masuk bakteri endofit.

Isolasi bakteri endofit diawali dengan mencuci sampel daun, akar,
batang dan bagian tanaman lainnya dengan cara sterilisasi permukaan
dengan merendamnya dalam etanol 70% selama 5 menit atau sodium
hipoklorit (NaOCL) 1% selama 1 menit dan dibilas berseri tiga kali
dengan air steril. Kelebihan air dikeringkan dengan laminar airflow.
Permukaan sampel yang sudah steril kemudian dipotong menjadi ukuran
kurang lebih 0,5 cm? pada kondisi aseptik.

Sterilisasi permukaan dimaksudkan untuk memastikan permukaan
bagian tanaman sudah tereliminasi dari mikroba permukaan. Tiap-tiap
bagian diletakkan pada medium NA (nutrient agar). Plate agar diinkubasi
di dalam inkubator pada suhu kamar 30-1°C, bakteri yang tumbuh pada
medium NA diamati 3-5 hari setelah inkubasi. Koloni tunggal yang
tumbuh direinokulasi pada medium NA baru untuk menyeleksi karakter
morfologi dan kemudian kultur murni yang tetap ditumbuhkan secara
slant culture untuk keperluan selanjutnya. Tahapan cara isolasi bakteri
endofit bertarget Bacillus sp. ditunjukkan pada Gambar 2.

Tahap 1. Sterilisasi permukaan

Akar tanaman sehat dibersihkan dari tanah kemudian dipotong-potong
kecil ditimbang 5 g dan disterilisasi permukaannya dengan alkohol 70%
kemudian dibilas dengan air steril 3 kali. Untuk memastikan bahwa yang
tumbuh adalah dari jaringan tanaman, maka pada air cucian/ bilasan
ketiga diambil 0,1 ml ditumbuhkan pada medium yang sudah memadat
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kurang lebih 1 hari. Apabila tidak tumbuh bakteri maka sterilisasi
permukaan berhasil dan nantinya yang akan tumbuh adalah bakteri
endofit. Hal ini merupakan langkah kunci yang penting dalam isolasi
bakteri endofit. Sterilisasi permukaan merupakan cara kerja pertama yang
harus dilakukan secara aseptik pada saat isolasi bakteri endofit.

Bagian tanaman
(akar, batang, daun)

|

Sterilisasi permukaan dengan
NaOCL 1% atau alkohol 70%
direndam selama 1 menit

Dibilas
dengan air
steril 1

Ditumbuhkan Seri Potongan
E?:;amedlum S:ggenceran kecil O 8 cm2
n ; |
pengenceran 10" glmaseram
dioven pada suhu e“i::l[aln
80°C selama 20 mortal _
menit / porselin steril
\ ;}

Dibilas
dengan air
steril 2

Koloni tunggal
disimpan dalam
tabung reaksi
pada medium
miring

Dibilas
dengan air
steril 3

Gambar 2. Tahapan cara isolasi bakteri endofit bertarget Bacillus sp. Sumber:
Prihatiningsih et al. 2020
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Tahap 2. Maserasi

Maserasi dilakukan pada mortal porselen yang steril, hasil maserasi dari 5
g akar tersebut di atas dimasukkan ke dalam air steril 45 ml dalam
erlenmeyer steril dan dishaker 150 rpm selama 20 menit, kemudian
dibiarkan beberapa saat kurang lebih 5 menit.

Tahap 3. Seri pengenceran dan pemanasan pada oven

Setelah maserasi, suspensi dari tahap 2 diambil 1 ml dan diencerkan
dalam 9 ml air steril. Pada pengenceran 10™ ini, suspensi dipanaskan
dalam oven 80°C selama 20 menit untuk mengeliminasi bakteri lain yang
tumbuh karena bakteri lain akan mati pada suhu tersebut, sedangkan
Bacillus sp. masih dapat bertahan hidup karena memiliki endospora.
Setelah 20 menit dalam oven kemudian dilakukan seri pengenceran
sampai 10, kemudian dari 10 sampai dengan 10 diambil 50 pl untuk
ditumbuhkan secara spread plate sebelumnya. Koloni yang tumbuh
kemudian diidentifikasi secara morfologi koloni, sel, endospora, dan
karakter fisiologi, meliputi uji Gram, uji katalase, uji pertumbuham pada
variasi suhu, kandungan NaCL, dan sumber senyawa Kkarbon. Uji
biokimia meliputi kemampuan mereduksi nitrat, penghasil siderofor,
penghasil fitohormon, pelarut phospat, penghasil enzim hidrolisis dan
ketahanan terhadap antibiotik.

B. Bakteri Endofit sebagai Agens Pengendali Hayati

Bakteri Endofit agens pengendali hayati adalah organisme jenis
bakteri yang berasal dari jaringan tanaman yang dapat digunakan sebagai
pengendali organisme penganggu tumbuhan yang ramah lingkungan.
Bakteri endofit dapat diisolasi dari seluruh bagian tanaman, yaitu akar,
batang, daun tanaman. Isolat bakteri endofit yang akan digunakan sebagai
agens pengendali hayati terlebih dahulu diuji kemampuan antagonisnya.
Antagonis adalah kemampuan agens hayati dalam menghambat
perkembangan suatu patogen tanaman.
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Tabel 1.  Macam-macam bakteri endofit dalam mengendalikan patogen
No | Bakteri endofit | Tanaman | Patogen Pengaruh terhadap Referensi
inang patogen
1 | Pseudomonas Kacangan | Uromyces Pertumbuhan patogen Abo-
putida appendiculatus yang tidak normal, lisis, Elyousr et
dan menyusutnya hifa al., (2021)
patogen
2 | Pseudomonas Seledri Meloidogyne spp Menghasilkan enzim (Afriyani
spp. protease yang etal.,
menyebabkan kematian 2020)
pada Meloidogyne spp
3 |Bacillusspdan | Kedelai Sclerotinia Menghasilkan senyawa (Lopes et
Burkholderia sp. sclerotiorum, antimikroba dalam kultur | al., 2018)
Phomopsis sojae dan supernatan, bakteriosin
Rhizoctonia solani. dan metabolit sekunder
4 | Burkholderia, Salicaceae | Rhizoctonia solani Menghasilkan metabolit (Kandel et
Rahnella, AG-8, Fusarium antijamur, occidiofungin | al., 2017)
Pseudomonas, culmorum, dan
dan Gaeumannomyces hidrogen sianida. I1AA,
Curtobacterium graminis var. tritici, dan | trikalsium phosfat terlarut,
Pythium ultimum dan siderofor
5 |Bacillus subtilis | Kentang | Xanthomonas oryzae Menghasilkan antibiotik Djatmiko
pv. oryzae etal,
2022
6 | Bacillus Grapevine | Botrytis cinerea, L-Dihydroxanthurenic Bruisson
Phytophthora infestans | acid, Trimethylpyrazine, |etal.,
L-Dihydroxanthurenic 2019
acid, Dihydrochalcone

carotovorum, Phytophthora infestans, Alternaria solani,

Genus Bacillus spp dan Pseudomonas spp dalam fungsinya sebagai
pengendali hayati yaitu dapat menghambat pertumbuhan Pectobacterium

Fusarium

solani, Rhizoctonia solani in-vitro dengan menghasilkan siderofor. Pada

penelitiannya di

Green house Bacillus yang telah diidentifikasi

sekuensing gen 16S rRNA, B. subtilis 30B-B6 secara signifikan dapat
mengurangi penyakit busuk daun yang disebabkan oleh P. infestans
(Caulier et al., 2018). 5 strain Bp 2(2), Jg3(3), Bgd1(1), Jg 1(3) dan Jg
1(4) Bacillus spp. juga dapat dimanfaatkan sebagai agens pengendali
Xanthomonas axonopodis pv. Glycines (Xag) pada tanaman kedelai
dengan menghidrolisis karbon dan menghasilkan antibiotik (Nurcahyanti
& Ayu, 2020).
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Bakteri endofit B. subtilis asal tanaman jagung memiliki potensi
dalam mengendalikan patogen Botrytis cinerea. Hasil isolasi didapat 5
strain B. subtilis (2S, 5Cs, 5Cm, 6Ss, 6Sm). Identifikasi awal yaitu
dengan uji antagonis pada patogen B. cinerea di medium PDA dengan
mengamati daya hambat pada miselium. Uji lanjut dilakukan dengan
mengamati kandungan IAA, kelarutan phosfat, kelarutan potasium,
pertumbuhan pada medium bebas Nitrogen, aktivitas proteolitik, aktivitas
amilosa, deteksi siderofor, produksi Botryane pada uji antagonis.
Botryane merupakan kelas seskuiterpen yang diturunkan dari metabolit
sekunder yang menampilkan karakteristik sistem non-isoprenoid bisiklik
dan ditemukan pada spektrum aktivitas biologi, seperti fitotoksisitas dan
anti mikrobial (Su et al., 2020).

Gambar 3. Kultur B. subtilis 6Sm dengan patogen B. cinerea B0510 (a). zona
interaksi penghambatan, (b) produksi botryanes pada kontrol, zona
tanpa interaksi, dan zona interaksi, (c) karakteristik hifa B. cinerea
B0510 pada kontrol, B. cinerea B0510 tanpa interaksi dan pada zona
interaksi (Bolivar-Anillo et al., 2021).

Lipopeptida yang dihasilkan bakteri endofit menyebabkan
malformasi morfologi dan kerusakan hifa jamur patogen seperti
pembentukan pori, pengeritingan, plasmolisis maupun kerusakan
disintegrasi dan pembengkakan hifa. Pengamatan di mikroskop elekton
nampak mekanisme yang menyebabkan terjadi perubahan struktur dalam
sel hifa jamur (Hasan et al., 2020).
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Pengaruh bakteri P. putida dalam melawan penyakit karat kacang
yang disebabkan oleh Uromyces appendiculatus. Penekanan patogen
dilakukan P. putida ASU15 dengan aktivitas enzim kitinase, lipase dan
protease. Enzim ini akan membuat pertumbuhan patogen yang tidak
normal, lisis, dan menyusutnya hifa patogen U. appendiculatus serta
menekan pertumbuhan patogen. Aktivitas Kitinase dapat menghidrolisis
kitin pada sel jamur patogen sehingga dapat menekan pertumbuhan
patogen. Aktivitas mikroba endofit juga dapat meningkatkan ketahanan
sistemik pada tanaman, melindungi tanaman dari serangan patogen tanah
dengan memroduksi biofilm di sekitar perakaran tanaman (Abo-Elyousr
etal., 2021).

Penghambatan B. subtilis terhadap patogen tanaman terung
ditunjukkan dengan mekanisme antibiosis dengan menghasilkan
metabolit sekunder yaitu siderofor, enzim dan antibiotik. Hasil penelitian
menunjukkan aktivitas penghambatan terhadap patogen Colletotricum
gloeosporioides dan patogen Ralstonia solanacearum. B. subtilis B298
mampu menghambat C. gloeosporioides sebesar 55,4% dan R.
solanacearum sebesar 22%. Metabolit antifungal ditunjukkan dengan
dihasilkannya siderofor, serta enzim hidrolitik seperti protease, lipase,
kitinase dan amilase (Prihatiningsih et al., 2017).

Pengendalian hayati B. subtilis B298 juga digunakan pada tanaman
cabai dengan metode microenkapsulasi. Formulasi mikroenkapsulasi yaitu
maltodextrin dan gom arab dengan perbandingan 3:2. Maltodextrin
berfungsi sebagai bahan penyalut. Penggunaan gom arab dapat
menstabilkan emulsi (Khasanah et al., 2015). Penggunaan gom arab
sebagai bahan penyalut dapat melindungi senyawa yang ada di dalam
emulsi, melindungi mikroba dan metabolit sekunder yang ada di dalamnya.
Hasil penelitian menunjukkan peningkatan penghambatan fenol dan
flavonoid sebesar 21,56% dan 50,61%. Hal ini dapat menurunkan insidensi
penyakit. Hal ini didukung B. subtilis B298 menghasilkan metaboleit
sekunder enzim kitinase (Prihatiningsih et al., 2019).

Eksplorasi bakteri endofit dari akar terung mampu menghambat
pertumbuhan patogen R. solanacearum (Saridewi et al., 2020). Dari hasil
penelitian ditemukan 4 bakteri endofit yang teridentifikasi dari golongan
B. subtilis. uji laboratorium menunjukkan bahwa semua isolat memiliki
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mekanisme bateriostatik dan dapat menghambat pertumbuhan R.
solanacearum. Dihasilkannya antibotik pada mekanisme bateriostatik
dapat menghambat pertumbuhan R. solanacearum dan berimbas pada
kekebalan inang.

A B C D E

Gambar 4. Daya hambat bakteri hasil isolasi terhadap R. solanacearum secara
in-vitro. (A) kontrol, (B) Aka: bakteri endofit akar koloni a isolat
Purwokerto, (B) AKb: bakteri endofit akar koloni b isolat Kebumen,
(C): AKc: bakteri endofit akar koloni c isolat Kebumen, (E): TK:
bakteri rizozfer (Saridewi et al., 2020).

Dampak bateriostatik pada patogen dapat mengganggu sintesis protein
sehingga dapat mengganggu permeabilitas membran dan berakibat lisis.

A B
Gambar 5. Mekanisme B. subtillis B298 dalam menghambat Colletotrichum sp.
In vitro. (A) penghambatan B. subtillis B298 dengan Colletotrichum
sp. (B) mekanisme penghambatan, pembengkakan dan lisis hifa.
Sumber (Prihatiningsih et al., 2019).

Mekanisme antifungal ditunjukkan dengan adanya aktivitas siderofor
serta enzim hidrolitik lainnya yang dihasilkan oleh B. subtilis AI0O1 dan
AIO03 yaitu amilase, lipase, protease dan kitinase. Siderofor manghambat
pertumbuhan patogen melalui mekanisme antibiosis. B. subtillis mampu
menghambat jamur patogen C. gloeosporioides dengan persentase
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penghambatan 55,4% (Prihatiningsih et al., 2017). Isolat B. subtillis
B315 efektif dalam menghambat perkembangan patogen R.
solanacearum dengan mekanisme bakteriostatik (Prihatiningsih et al.,
2020). B. subtillis B315 dapat menekan pertumbuhan R. solanacearum
dengan zona hambat 14 mm. Aktivitas penghambatan B. subtillis B315
ditunjukkan dengan menghasilkan enzim amilase dengan aktivitas 0,802
unit/ml (Prihatiningsih & Djatmiko, 2016b). B. subtillis B315 dapat
menghambat pertumbuhan Xanthomonas oryzae pv. oryzae dengan
penghambatan terbesar 10 mm. Pada formula nanosuspensi zona hambat
2,1 mm dengan index antibiosis 0,42 (Djatmiko et al., 2022). Isolat
bakteri AKc mampu menekan intensitas penyakit sebesar 53,84%. Isolat
AKc termasuk genus B. subtilis. Isolat AKc menunjukkan konsistensi
penekanan terhadap penyakit kayu bakteri pada tanaman terung baik pada
uji in vitro maupun in planta (Prihatiningsih et al., 2020).

C. Bakteri Endofit sebagai Pemacu Pertumbuhan dan Hasil
Tanaman

Bakteri endofit sebagai pemacu pertumbuhan tanaman dipengaruhi
adanya enzim, hormon, maupun metabolit sekunder yang berkolerasi
dalam meningkatkan pertumbuhan dan hasil tanaman. Hormon
pertumbuhan tanaman selain diproduksi oleh tanaman itu sendiri, juga
dapat diproduksi oleh bakteri endofit. Bakteri endofit sebagai pemacu
pertumbuhan dan hasil tanaman sejalan dengan produksi hormon yang
dihasilkan oleh bakteri endofit tersebut. Peningkatan pertumbuhan
tanaman, baik pada tinggi tanaman, jumlah daun, diameter batang
berkorelasi dengan hormon yang dihasilkan oleh bakteri endofit.

Bakteri endofit pemacu pertumbuhan tanaman dapat berperan
dalam memfasilitasi pertumbuhan tanaman dengan menyediakan mineral
yang dibutuhkan tanaman bidang pangan, hortikultura dan silvikultur.
Bakteri endofit penghasil ePGPB ( Endopitic Plant Growth Promoting
Bacteria) memfasilitasi tanaman untuk dapat menyerap unsur mineral
seperti nitrogen, fosfor, besi atau memodulasi tanaman dengan
menyediakan hormon pemacu pertumbuhan termasuk auksin, sitokinin
maupun giberelin (Santoyo et al., 2016).
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Tabel 2. Macam-macam bakteri endofit dalam menghasilkan hormon
pertumbuhan
No [Bakteri endofit Tanaman |Hormon yang |Pengaruh terhadap |Referensi
inang dihasilkan tanaman
1 |Burkholderia, Salicaceae |IAA dan Menghasilkan (Kandel et al.,
Rahnella, sintesis metabolit 2017)
Pseudomonas, dan nutrisi antijamur,
Curtobacterium occidiofungin dan
hidrogen sianida
2 |lsolat DM dan K1K1 |Kacang I1AA Pembenyukan dan |(Herlina et
hijau penambahan akar |al., 2017)
lateral
3 |Pseudomonas putida |Tembakau |Siderofor Pengimbas (Wahyuni &
Pf-20 dan 24.7B ketahanan Iwan, 2005)
4 |Azotobacter Jagung Phospat, Meningkatkan (Agustiyani,
siderofor, pertumbuhan benih |2016)
IAA, amonia,
HCN
5 |Enterobacter, Jeruk nipis [AIA Meningkatkan (Aji &
Bacillus, pertumbuhan Lestari, 2020)
Pseudomonas, dan tanaman
Staphylococcus
6 |lsolat aK2, aK8, Pisang AlA Meningkatkan (Rahayu et
aK14, aK111, dK25, |klutuk pertumbuhan al., 2021)
dK?28, dK104,
dK107, aK35, aK37,
dan aK79

Seleksi bakteri endofit dalam potensinya sebagai ePGPB vyaitu

dengan menguji kemampuannya dalam mensistesis 1AA, produksi
siderofor, pelarut phospat, fiksasi Nitrogen (Wozniak et al., 2019). IAA
merupakan hormon yang memiliki peran dalam pembesaran sel,
pembentukan jaringan xilem dan floem, dan dapat berpengaruh pada
pemanjangan akar. Perkembangan sel dan akar tersebut dapat
meningkatkan pertumbuhan tanaman.

IAA yang dihasilkan oleh bakteri endofit Azotobacter isolat
(Az.Ed, Az.Pd.Bd, AzD.2, AzLo0.10B) mampu menunjang
perkecambahan benih jagung karena menghasilkan amonia relatif, HCN,
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IAA. Hormon ini juga berpengaruh terhadap kandungan klorofil pada
tanaman. Meningkatnya kandungan IAA secara langsung dapat
merangsang peningkatan kadar klorofil pada tanaman sehingga akan
berpengaruh pada bobot tanaman (Agustiyani, 2016).

D. Bakteri Endofit sebagai Penginduksi Ketahanan Tanaman
Terhadap Patogen

Penginduksi ketahanan oleh bakteri endofit dilakukan dengan
mekanisme dalam menghasilkan siderofor. Contoh bakteri selain Bacillus
yang dapat menghasilkan sidorofor adalah Pseudomonas spp.
Pseudomonas nonfluorescens menghasilkan sidorofor yaitu piokelin.
Piokelin terdiri dari asam salisilat. Asam salisilat berfungsi sebagai
siderofor endogenus dalam menginduksi ketahanan sistemik tanaman
(Marten et al., 2018).

Kumpulan bakteri endofit memunculkan ISR atau ketahanan
terimbas pada tanaman sehingga dapat mengurangi keparahan penyakit
dan memperbaiki stres pada tanaman. Bakteri endofit juga dapat
meningkatkan ketahanan terhadap serangga hama. Pada sebuah
penelitian, ditemukan bahwa B. pumilus SE34 menginduksi ISR dengan
memroduksi zat beracun fenolat, fitoaleksin dan akumulasi kitinase serta
enzim hidrolitik yang berperan dalam merangsang pertahanan tanaman.
Penginduksi toleransi yang dihasilkan bakteri endofit yaitu melalui
molekul 1-aminocyclopropane-1-karboksilat yaitu sebagai produksi
deaminase (Benhamou et al., 1998).

Bakteri endofit dapat melindungi inangnya baik secara langsung
maupun tidak langsung. Secara langsung dengan memroduksi senyawa
antimikroba termasuk enzim hidrolitik antibiotik dan senyawa organik.
Secara tidak langsung dengan menghasilkan protein yang menghalangi
patogenesitas dari patogen yaitu senyawa PR-1, PR-2, PR-3 dan PR-4.
Enzim tersebut merupakan antioksidan dan stimulan sekunder hasil
metabolisme inang dan bakteri endofit (Oukala et al., 2021). Ketahanan
terimbas tanaman tembakau muncul secara specifik dengan melindungi
inang pada kondisi sesuai. Selanjutnya ketahanan dapat timbul lebih baik
melalui perlakuan dua strain bakteri dibandingkan strain tunggal
(Kloepper et al., 2004).
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Gambar 6. Mekanisme bakteri endofit dalam perlindungan tanaman terhadap
patogen dan hama. Sumber (Benhamou et al., 1998).

E. Prospek Pengembangan Bakteri Endofit sebagai Agens
Pengendali Hayati

Penggunaan bakteri endofit dalam pengendalian hayati mulai
dikembangkan untuk menciptakan pola budidaya pertanian berkelanjutan.
Penggunaan fungisida sintetis pada saat ini telah mengancam ekosistem
pertanian sehingga penggunaannya perlu digantikan dengan fungisida
hayati yang berasal dari bakteri endofit. Fungisida hayati berbasis bakteri
endofit merupakan fungisida yang ramah lingkungan, ramah ekosistem
dan ramah terhadap produk hasil pertanian. Fungisida ini memiliki peran
dalam mengendalikan patogen tanaman dari golongan jamur, bakteri,
nematoda bahkan hama tanaman.

Peran bakteri endofit dalam mengendalikan patogen dari golongan
jamur disampaikan oleh Putri et al. (2016) yang menuliskan penggunaan
bakteri endofit asal tanaman karet dapat menghambat perkembangan
penyakit akar putih yang disebabkan oleh patogen golongan jamur
Rigidoporus micropus. Uji antagonis di Laboratorium, bakteri endofit
dapat menekan pertumbuhan miselium ditunjukkan dengan adanya
kerusakan hifa patogen. Penghambatan tersebut disebabkan oleh
metabolit sekunder yang dihasilkan bakteri endofit. Berdasarkan uiji
kromatografi, metabolit sekunder yang dihasilkan bakteri endofit asal
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tanaman Kkaret yaitu dari golongan amida, asam, quinin, derivat indol,
steroid, azole, alkohol dan hidrokarbon.

Pengembangan secara in planta disampaikan oleh (Rahma et al.,
2014) dalam aplikasi bakteri endofit untuk menekan penyakit layu
Stewart yang disebabkan patogen Pantoea stewarti subsp. Stewartii pada
tanaman jagung. Hasil penelitian menyatakan bahwa perlakuan
menggunakan bakteri endofit dapat menekan periode inkubasi, menekan
keparahan penyakit sampai dengan 48,95-55,60%, dapat menginduksi
ketahanan tanaman jagung terhadap infeksi P. stewarti. Prospek
pengembangan bakteri endofit memiliki peran penting dalam mendukung
pertanian berkelanjutan. Sifat bakteri endofit yang tidak berdampak
negatif pada jaringan tanaman menunjukkan kemungkinan adanya
simbiosis mutualisme bakteri endofit dengan tanaman (Munif, 2003).
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IV. KONSORSIUM BAKTERI ENDOFIT

A. Metode Seleksi bakteri Endofit sebagai Penyusun
Konsorsium

Isolat tunggal bakteri endofit berpotensi sebagai agens biokontrol
dan pemacu petumbuhan tanaman telah banyak diidentifikasi, akan tetapi
konsorsium bakteri endofit perlu dilakukan untuk mengoptimalkan
berbagai peran bakteri endofit. Metode seleksi bakteri endofit sebagai
penyusun konsorsium yaitu dengan isolasi, uji hipersensitif, uji antagonis
dan uji kompatibilitas.

Isolasi bakteri endofit dapat diperoleh dari seluruh bagian tanaman
yaitu akar, batang, daun. Bagian tanaman diambil sampel sebanyak 1 g
kemudian disterilisasi permukaan dengan perendaman alhohol 70% atau
larutan hipoklorit kemudian dibilas dengan air steril 3 kali. Sampel steril
dikeringkan dan ditempelkan pada medium TSA untuk mengetahui
keberhasilan sterilisasi permukaan. Untuk mendapatkan bakteri, sampel
bagian tanaman dihaluskan dengan ditambahkan air steril 1:10.
Selanjutnya suspensi diencerkan pada 10" dan ditumbuhkan pada medium
TSA 20%, diinkubasi pada suhu ruang selama 3 hari (Munif et al., 2012).

Uji hipersensitif dilakukan untuk mengetahui karakter bakteri
endofit bersifat antagonis. Uji hipersensitif dilakukan dengan
menginjeksikan konsorsium bakteri pada tanaman tembakau. Apabila
tanaman tembakau tidak menunjukkan gejala nekrosis maka konsorsium
bakteri termasuk dalam golongan antagonis dan dapat digunakan pada uji
selanjutnya (Wijaya & Advinda, 2021).

Uji antagonis bertujuan untuk mendapatkan konsorsium bakteri
endofit yang berpotensi sebagai agens pengendali hayati. Pengujian
dilakukan dengan cara menumbuhkan konsorsium bakteri endofit
bersamaan dengan patogen dalam medium PDA apabila patogen
tergolong dalam kelas jamur dan NA apabila patogen tergolong kelas

25



bakteri. Jamur patogen ditumbuhkan pada bagian tengah cawan petri dan
bakteri ditumbuhkan pada jarak 2-3 cm ke arah tepi cawan Petri.
Pengamatan dilakukan dengan mengamati zona pertumbuhan patogen
yang mengarah pada bakteri endofit (R2) dan yang berlawanan sebagai
kontrol (R1) (Purnawati et al., 2019). Penghambatan dihitung
berdasarkan rumus (Muthukumar & Venkatesh, 2013)

1= (C - T)/C x 100%

I = Penghambatan (%)

C = Pertumbuhan koloni yang berlawanan dengan kertas saring yang
mengandung konsorsium bakteri endofit

T = Pertumbuhan koloni yang mengarah ke Kkertas saring yang
mengandung konsorsium bakteri endofit

Uji kompatibilitas atau kesesuaian bakteri endofit yang berbeda
menunjukkan keragaman, akan tetapi tidak semua bakteri endofit
kompatibel dengan bakteri endofit lainnya. Uji kompatibilitas bakteri
dilakukan dengan metode goresan silang (cross streak method). Dua atau
lebih bakteri digoreskan secara vertikal dan horizontal pada medium NA,
selanjutnya diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam. Pengamatan
dilakukan pada pertemuan goresan vertikal dan horizontal. Apabila
nampak penghambatan pertumbuhan pada bakteri endofit seperti zona
bening pada persimpangan goresan, maka bakteri endofit tidak
kompatibel satu dengan lainnya (Resti et al., 2018). Berdasarkan
kesesuaian tersebut diperoleh bakteri endofit penyusun konsorsium.

Hasil penelitian Prihatiningsih et al. (2022) menunjukkan adanya
kompatibilitas bakteri endofit yang berasal dari Petanahan, Kabupaten
Kebumen, Karangwangkal, dan Sumbang, Kabupaten Banyumas. Isolat
tersebut diantaranya A5, A6, KR4, KR7, dan SB3. Paten yang telah
didaftarkan tentang Konsorsium bkteri endofit sebagai pengendali
patogen hawar daun bakteri, dengan nomor pendaftaran paten nomor
P00202108038 tanggal 27 September 2021.

Komepatibilitas tersebut ditandai dengan tidak adanya aktivitas
penghambatan pada saat diuji di cawan Petri (Gambar 7.). Gambar A
menunjukkan kompatibilitas dua isolat bakteri endofit dengan tidak
adanya penghambatan lisis atau kerusakan pada goresan isolat. Gambar B
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menunjukkan adanya lisis pada goresan yang saling berkaitan. Hal
tersebut menunjukkan bahwa isolat bakteri endofit tidak kompatibel.

Gambar 7. Uji kompatibilitas dua isolat bakteri endofit pada masing-masing
cawan Petri (A) kompatibel dan (B) kurang kompatibel. Sumber
(Prihatiningsih et al., 2022).

Penyusunan bakteri endofit yang digunakan untuk konsorsium
untuk menganalisis aktivitas enzimatis digunakan metode saling silang
(Fitriasari et al., 2020). Metode saling silang dilakukan dalam satu cawan
Petri pada medium NA. Konsorsium bakteri yang kompatibel tidak
menunjukkan aktivitas antagonisme dengan adanya zona hambat antar
isolat pada goresan. Mekanisme penghambatan mikroba dengan produksi
antibiotik, toksin dan siderofor.
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Gambar 8. Kompatibilitas bakteri dengan uji antagonisme (a) kompatibel dan
(b) tidak kompatibel. Sumber (Fitriasari et al., 2020).
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Uji kompatibilas konsorsium bakteri endofit juga dapat dilakukan
dengan metode paper disk diffusion pada medium cair Nutrient Broth
(NB). Hal yang pertama dilakukan yaitu menumbuhkan koloni tunggal
isolat konsorsium bakteri dan diinkubasi selama 24 jam. Uji
kompatibilitas dilakukan dengan menanam suspensi isolat bakteri endofit
A pada medium NA kemudian diratakan dengan glass L, selanjutnya
diletakkan kertas saring yang telah direndam suspensi isolat bakteri B.
Pengujian dilakukan secara vise versa dengan 3 isolat yang dimiliki.
Indikasi pasangan isolat yang kompatibel dengan isolat yang lain yaitu
terbentuknya zona bening (Pradana et al., 2022).

B. Pengujian Eksistensi Bakteri dalam Konsorsium Bakteri
Endofit (shelf-life)

Penyimpanan mikroba sangat penting untuk diperhatikan agar
mikroba bakteri endofit tidak mengalami penurunan viabilitas selama
masa simpan. Umur simpan bakteri endofit (shelf-life) dipengaruhi oleh
tehnik penyimpanan yang dilakukan. Penyimpanan mikroba pada
hakekatnya menghentikan atau mengurangi laju pemakaian energi sel
sehingga dapat memperpanjang umur mikroba bakteri endofit dengan
tetap memelihara viabilitasnya.

Bakteri endofit yang telah lama disimpan memungkinkan
penurunan viabilitas sehingga perlu diuji kembali dengan tujuan untuk
mengetahui perubahan fungsi dan kemampuan bakteri endofit. Viabilitas
bakteri endofit dapat terpelihara dengan metode penyimpanan yang tepat,
yaitu dengan tetap mempertahankan ciri genetik bakteri endofit serta
efisien dalam biaya serta biaya. Penyimpanan bakteri endofit dapat
dilakukan dengan metode beku pada suhu -20°C setelah dibuat bentuk
pelet (Najmiyati & Akhadi, 2012), dan metode Freeze drying (Maciag et
al., 2020), dan liofilisasi (Syafira & Shovitri, 2021).

Selain metode penyimpanan, medium atau nutrisi pembawa pada
saat masa simpan juga sangat mempengaruhi viabilitas bakteri endofit.
Bakteri memiliki empat fase dalam kehidupan. Yaitu, fase lag, fase
exponensial atau fase logaritmik, fase stasioner, dan fase kematian.
Apabila bakteri endofit berperan aktif pada medium pembawa saat masa
simpan, maka setelah melalui masa simpan dan sudah memasuki masa
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kematian, maka apabila diaplikasikan bakteri endofit tersebut tidak
efektif dalam mengendalikan patogen.

Pengujian  eksistensi  bakteri  endofit dilakukan dengan
menumbuhkan kembali bakteri endofit setelah masa simpan pada
menium NA. Eksistensi bakteri endofit ditunjukkan dengan kemampuan
tumbuh pada medium NA tersebut. Pada penelitian (Najmiyati & Akhadi,
2012) pengamatan viabilitas mikroba ditumbuhkan kembali pada medium
NA dengan menggunakan penghitungan koloni setelah ditumbuhkan pada
cawan Petri pada inkubasi 48 jam. Hal lain yang dilakukan yaitu dengan
menghitung Total Petroleum Hidrokarbon (TPH) untuk dapat mengukur
kemampuan konsorsium bakteri dalam menghidrolisis Hidrokarbon.

C. Komposisi Konsorsium Bakteri Endofit

Konsorsium bakteri endofit merupakan gabungan dari beberapa
bakteri endofit yang berbeda, yang dapat saling bekerja sama/bersinergi,
dan dapat menghambat perkembangan patogen bersama-sama (Rambe et
al., 2020). Konsorsium bakteri endofit membutuhkan formula nutrisi
untuk dapat bertahan hidup pada fase penyimpanan dan selanjutnya
diaplikasikan untuk tanaman budidaya. Komposisi biofertilizer berbasis
konsorsium bakteri endofit terdiri atas larutan induk dan medium
pembawa. Pembuatan biofertilizer dibutuhkan carrier atau medium
pembawa yang berfungsi untuk memfasilitasi jumlah sel yang juga akan
meningkatkan daya tahan bakteri endofit ketika diaplikasikan secara luas.
Manguntungi et al. (2018) menuliskan bahwa bahan pembawa tersebut
berbentuk Liquid carriers yang berasal dari limbah kompos. Lebih lanjut,
dalam fungsinya untuk diproduksi masal komposisi yang digunakan yaitu
100 ml Liquid carriers ditambahkan 1% larutan induk konsorsium bakteri
endofit.

Prihatiningsih et al. (2019), mengembangkan mikroenkapsulasi
berbasis B. subtilis B298 dalam manajemen pengelolaan penyakit
antraknosa pada cabai. Komposisi mikroenkapsulan yaitu maltodextrin,
gum arab dan larutan induk B. subtilis B298. Metode pengeringan
formula dapat menggunakan freeze drying maupun pengeringan dengan
oven. Mikroenkapsulan berukuran partikel dengan ukuran 1-5000 pm.
Kelebihan mikroenkapsulasi yaitu dapat melindungi mikroba dari
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lingkungan, dapat mengubah komponen cair menjadi padat sehingga
lebih mudah dalam distribusi dan aplikasi, dapat memisahkan komponen
yang tidak sesuai, serta melindungi dan mengontrol pelepasan agens
hayati. Mikroenkapsulan dapat digunakan sebagai medium pembawa
konsorsium setelah uji kompatibilitas.

Invensi ini mengenai formulasi biopestisida yang terdiri dari
medium tanam organik, talk (CaCO3 ), CMC 1% dan manitol 1% dengan
perbandingan 10:5:1:1: dan dengan penambahan Bacillus sp. B298.
Bahan pembawa medium tanam organik terdiri atas sekam bakar, pupuk
kandang, cocopit dan bokasi, dengan perbandingan 1:3:3:1. Penambahan
Bacillus sp. pada formulasi biopestisida sebanyak ¥ v/b komposisi
formula, dengan kepadatan 10'° cfu/ml. Bacillus sp. B298 yang
digunakan umur 2 hari dalam medium YPGA dipanen dan disuspensikan
dengan 100 ml air steril. Suspensi ini disemprotkan pada formula yang
telah dibuat, diaduk supaya merata, kemudian disimpan pada suhu kamar
26,5°C. Penggunaan atau aplikasi formulasi biopestisida invensi ini
terbaik adalah 2 minggu setelah pencampuran. Aplikasinya adalah
dengan cara penyalutan atau penyelimutan pada benih dan umbi langsung
sebelum tanam atau dengan cara pemberian pada lubang tanam. Formula
ini dibuat oleh (Prihatiningsih & Djatmiko, 2015) dan telah dipatenkan
dengan nomor paten IDP000037663 tahun 2015.

Bahan lain yang dapat digunakan untuk produksi masal yaitu
medium cair dengan pembawa dari ekstrak tauge, air kelapa, air cucian
beras dan ekstrak daging ayam. Bahan lain yang ditambahkan glukosa,
urea, dan terasi. Seluruh bahan pembawa di sterilisasi dan ditambahkan
larutan induk konsorsium bakteri endofit. Sebanyak 450 ml larutan
pembawa kemudian ditambahkan 50 ml larutan induk. Aplikasi pada
tanaman 20 ml per tanaman (Pradana et al.,, 2022). Lebih lanjut,
perkembangan jumlah sel yang ada pada formula biofertilizer sangat
dipengaruhi oleh ketersediaan nutrisi. Bakteri endofit mengolah nutrisi
yang ada pada formula sehingga dimanfaatkan untuk kelangsungan
hidupnya. Semakin tinggi jumlah sel dan keragaman konsorsium bakteri
endofit pada formula mempengaruhi efektivitas formula dalam
meningkatkan daya antagonistik, pertumbuhan, dan hasil tanaman.
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Medium cair dengan komposisi daging keong mas dikembangkan
oleh (Ulfah & Sulyanti, 2021). Komposisi yang dikembangkan yaitu
ekstrak keong mas, air kelapa, sukrosa dan bakteri endofit. Perbandingan
yang digunakan 5% ekstrak keong mas + 85% air kelapa + 10% sukrosa.
Formulasi ini kemudian disterilkan, ditambahkan korsorsium bakteri
endofit dan dishaker selama 2 x 24 jam pada kecepatan 150 rpm.

Formula biobakterisida yang terdiri atas ekstrak kentang, gula pasir
dan terasi dengan perbandingan 100:5:2 berbahan aktif B. subtilis 315
dengan kerapatan 10'° cfu/ml. Berdasarkan karakter B. subtilis B315
yang merupakan antagonis mampu mengandalikan penyakit layu pada
Solanaceae yang disebabkan oleh R. solanacearum. Paten sederhana
nomor IDS000003470 (Prihatiningsih et al., 2015).

Barrera et al. (2020) menggunakan metode enkapsulasi atau
penyelimutan dalam formulasi biofertilizer. Suspensi enkapsulasi
diperoleh dari campuran larutan pektin AKM 4%, CU-L 066/10ha dan air
steril. Larutan tersebut ditambahkan maltodextrin, 1% sorbitol, 1%
monosodium glutamat, = Amiloglukosidase yang digunakan untuk
degradasi maltodextrin, larutan pengikat silang kalsium glukonat.
Suspensi sel atau larutan induk ditambahkan pada formula yang telah
dibuat kemudian diaduk. Selanjutnya ditambahkan kalsium glukonat
yang berfungsi sebagai pengikat formula dan larutan induk. Pada tahap
akhir, formula dioven pada suhu 30°C selama 24 jam.

Formula tepung dikembangkan oleh (Putri et al., 2016) dengan
komposisi formula talk, pepton, CMC, gula merah gula putih, ekstrak
khamir, bentonit, kalsium karbonat, dekstrosa, molase. Pada formula
tepung dengan pembawa talk, bakteri mampu bertahan pada
penyimpanan 6 bulan. Talk merupakan bentuk dari tanah mineral yang
berasosiasi dengan kaolinit dan gibsit. Talk memiliki kelebihan dapat
sebagai penghisap minyak dan lemak. Penambahan bahan lain pada
formula ini sebagai nutrisi yang akan dimanfaatkan bakteri endofit dalam
fase penyimpanan.

Prihatinigsih (2020), mengembangkan formula mikroenkapsulan
yang telah dipatenkan dengan nomor paten 1DS000002704
(Prihatiningsih et al., 2017) Komposisi formula tresebut adalah
maltodextrin dan gum arab dengan perbandingan 3:2 serta air steril.
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Tujuan formula mikroenkapsulan adalah untuk memperlama masa
simpan B. subtilis 298, mudah dalam transportasi dan aplikasi.

Uji daya hambat patogen Bacillus sp. terhadap Colletotrichum sp.
dengan formulasi medium tepung memiliki kemampuan yang berbeda
tergantung komposisi medium (Fakhruddin & Nurcahyanti, 2020).
Formulasi tepung yang digunakan yaitu tepung beras, tepung tapioka,
tepung jagung, tepung talk, dengan pembawa urea, glukosa dan CMC
(Tabel 3).

Tabel 3.  Karakteristik tepung sebelum formulasi dan setelah formulasi.

Formulasi Tekstur Bau
Sebelum  Sesudah (7hsi) Sebelum Sesudah (7hsi)
Tepung Halus Remah Tidak Menyengat
beras+urea+ menyengat
glukosa+ CMC
Tepung Halus Agak remah Tidak Agak
tapioka+urea+ menyengat menyengat
glukosa+ CMC
Tepung Kasar Remah Tidak Menyengat
jagung+urea+ menyengat
glukosa+ CMC
Tepung Halus Menggumpal Tidak Agak
talk+urea+ menyengat menyengat

glukosa+ CMC

Sumber (Fakhruddin & Nurcahyanti, 2020)
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V. PENGUJIAN POTENSI KONSORSIUM
BAKTERI ENDOFIT TERHADAP PATOGEN

A. Teknik Pengujian Konsorsium Bakteri Endofit terhadap
Bakteri Patogen

Tehnik pengujian mekanisme antibiosis terhadap bakteri patogen
dapat dilakukan dengan metode yang dikembangkan oleh Arwiyanto
(1997). Medium King’s B yang telah disiapkan dalam cawan Petri
selanjutnya dinokulasi P.fluoresens dengan tiga strain per cawan Petri.
Pada cawan Petri yang lain dengan medium Tryptic Soy Agar
ditumbuhkan tiga strain Bacillus spp. yang berbeda. Inokulum kemudian
diinkubasi selama 2 hari dengan suhu 30°C. selanjutnya cawan petri
dibalik dan pada tutup cawan Petri dituangkan 1 ml larutan cloroform.
Perlakuan tersebut dilakukan selama 2-4 jam. Tahap selanjutnya adalah
menuangkan suspensi R. solanacearum dan diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 30°C. zona hambat yang terbentuk kemudian diukur. Deteksi
mekanisme penghambatan dilakukan dengan mengambil secara aseptis
kemudian dimasukkan dalam tabung reaksi yang berisi 0,6% air pepton.
Agar selanjutnya dihancurkan dan digojok selama 24 jam pada suhu
30°C. air pepton akan berubah menjadi keruh yang menunjukkan adanya
pertumbuhan bakteri. Air pepton yang mengandung bakteri selanjutnya
ditumbuhkan kembali pada medium agar untuk memastikan bakteri yang
menghambat.

Metode lain dinyatakan oleh Irfanti et al. (2021) yaitu dengan
metode sumuran. Sebelum membuat sumuran, suspensi R. solanacearum
diinokulasikan pada medium NA menggunakan metode spread plate.
Selanjutnya sumur dibuat dengan melubangi medium NA pada posisi di
tengah dengan menggunakan cork borer. Bakteri antagonis Bacillus spp.
dan P. fluorescens kemudian dimasukkan ke dalam lubang sumuran yang
telah dibuat. Pengamatan dilakukan setiap 12 jam. Pengamatan dilakukan
dengan mengukur zona hambat pertumbuhan bakteri patogen R.
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solanacearum. Hasil penelitian menunjukkan bakteri R. solanacearum
mengalami penghambatan dengan ditunjuukan adanya zona bening
(Gambar 9). Zona bening terjadi karena bakteri antagonis Bacillus spp.
dan P. fluorescens menghasilkan metabolit sekunder berupa siderofor,
kitinase dan sianida sehingga mampu menghambat pertumbuhan bakteri
patogen.

Prihatiningsih et al. (2020) melakukan uji penghambatan R.
solanacearum dengan Bacillus spp. menggunakan metode dua lapis.
Tahapan yang dilakukan vyaitu, setiap koloni Bacillus spp. diinolulasi
pada medium YPGA kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 24
jam, kemudian cawan petri dibalik pada tutupnya diberi 1 ml chloroform,
diinkubasi 2-4 jam. Pada lapisan kedua, setelah cawan Petri dibalik
kembali, dituangkan 4 mL agar air dengan kandungan 200 pl suspensi R.
Solanacearum. Perlakuan tersebut diinkubasi pada suhu ruang selama 48
jam. Aktivitas penghambatan akan terlihat dengan adanya zona bening
pada permukaan medium.

Gambar 9. Penghambatan pertumbuhan lima isolat Bacillus spp. (A) perlakuan
dengan kloroform (B) tanpa kloroform (C) Bacillus sp. B315
melawan R. solanacearum.

Sumber Prihatiningsih et al. (2020).

B. Teknik Pengujian Konsorsium Bakteri Endofit terhadap
Jamur Patogen

Pengujian aktivitas antibiosis konsorsium terhadap jamur patogen
dilakukan dengan pengujian antibiosis. Pengujian antibiosis dilakukan
dengan menanam Kertas saring mengandung konsorsium bakteri endofit
ditumbuhkan berhadapan dengan isolat patogen jamur. Marsaoli et al.
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(2020) melakukan pengujian antagonis bakteri endofit dengan isolat
patogen Cercospora spp. Kertas saring yang digunakan untuk uji
antibiosis direndam dengan suspensi bakteri endofit. Selanjutnya kertas
saring diletakkan pada cawan Petri yang telah berisi medium PDA
dengan jarak 2 cm, sedangkan jamur Cercospora spp. dipotong dengan
cork borer dan diletakkan pada sisi yang berseberangan dengan jarak
yang sama. Pengamatan dilakukan setelah inkubasi 48-96 jam, dengan
mengamati diameter miselium jamur Cercospora spp. ke arah bakteri dan
yang berlawanan. Dari hasil perlakuan menunjukkan adanya penekanan
bakteri endofit dengan menghambat pertumbuhan jamur patogen.
Penghambatan pertumbuhan melalui senyawa antimikroba.

Pada metode yang sama, Prihatiningsih et al. (2022) melakukan uji
konsorsium bakteri endofit isolat A5, A6, KR4, KR7, dan SB3 dan
dengan patogen Rizoctonia solani. Dari hasil uji in-vitro tersebut nampak
bahwa pertumbuhan misellium R. solani menjadi terhambat.

Gambar 10. Penghambatan konsorsium bakteri endofit terhadap R. solani. (A)
Pertumbuhan koloni R. solani terhadap konsorsium bakteri endofit,
(B) Kerusakan ujung hifa R. solani, (C) R. solani pada
pertumbuhan normal.
Sumber (Prihatiningsih et al., 2022)

Kerusakan miselium pada Gambar 10. menunjukkan bakteri
menempel pada dinding miselium, menghasilkan siderofor, enzim
kitinase, protease, selulase, glukonase, siderofor, dan asam sianida yang
berasal dari koloni bakteri sehingga dapat merusak hifa, adanya
perubahan struksur sel, perubahan fungsi vakuola sehingga menyebabkan
kebocoran protoplas dan keretakan miselium. Kerusakan hifa yang
diakibatkan oleh konsorsium bakteri endofit dilihat dengan mikroskop
tersaji pada Gambar. 11.
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Gambar 11. Mekanisme penghambatan konsorsium bakteri endofit terhadap R.
solani, malformasi ujung hifa bengkak, lisis, dan pecah. (A)
Pertumbuhan hifa normal, (B) Pembengkakan ujung hifa.

Sumber (Prihatiningsih et al., 2022)

Senyawa antifungal yang dimiliki oleh konsorsium bakteri
antagonis dapat mengakibatkan gangguan pertumbuhan jamur patogen.
Gangguan tersebut dapat berupa pembengkakan hifa, lisis, keriting
(Lestari et al., 2021; (Fiko & Widiantini, 2019). Senyawa antifungal yang
dimiliki diantaranya antibiotik. Senyawa antibiotik yang dimiliki
antifungal bersifat toksik dan dapat menghancurkan dinding sel patogen.
Senyawa lain yang dimiliki beberapa bakteri juga yaitu berupa enzim
ekstrasellular diantaranya enzim kitinase, protease yang mampu merusak
dinding sel jamur patogen dengan membuat hifa jamur menjadi lisis.
Karakterisi biokimia bakteri endofit dalam mengendalikan penyakit layu
ditulis oleh Saridewi et al. (2020) bahwa bakteri endofit menghasilkan
enzim protease, amilase, HCN, kitinase. Bakteri endofit golongan B.
subtilis tipe alami dapat menekan penyakit sebesar 64% (Prihatiningsih et
al., 2015).

Identifikasi karakter biokimia dilakukan dengan uji kuantitatif pada
metode yang berbeda. Pengujian penghasil enzim protease dilakukan
dengan menumbuhkan bakteri endofit pada medium buatan yang
mengandung skim milk agar kemudian diinkubasi. Zona bening akan
nampak pada medium apabila bakteri endofit mampu menghasilkan
enzim protease. Zona bening menunjukkan bakteri endofit mampu
mendegradasi protein yang ada pada susu skim. Degradasi protein
menunjukkan adanya perombakan protein menjadi asam amino pada
medium biakan. Produksi enzim protease secara optimal diperoleh pada
saat bakteri berada pada fase akhir eksponensial atau awal stasioner.
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Metode lain dalam pengujian antagonis yaitu metode sumuran
yang diungkapkan oleh Chen & Chen. (2010) dan dikembangkan pada uji
konsorsium B. subtilis dan B. megaterium dengan jamur Cercospora sp.
oleh (Rochmawati & Trimulyono, 2021).

Gambar 12. Aktivitas antijamur terhadap (A) Phyllosticta pirina, (B)
Alternaria alternata (Fries) Keissler dengan metode sumuran.
Sumber (Chen & Chen, 2010).

Metode sumuran yang digunakan yaitu dengan menumbuhkan
jamur Cercospora sp. pada medium PDA dengan jarak 1,5 cm kemudian
diinkubasi pada suhu ruang, dengan jarak sama dibuat sumuran
menggunakan cork borer. Selanjutnya 100 pL kultur konsorsium bakteri
B. subtilis dan B. megaterium dimasukkan ke dalam sumuran
menggunakan mikropipet. Kepadatan konsorsium bakteri yang digunakan
10® CFU/mL. langkah selanjutnya yaitu diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 32°C. Penghambatan pertumbuhan nampak dalam pertumbuhan
jamur Cercospora sp. akan dapat menghambat apabila diameter jamur
pada perlakuan mengalami penghambatan dibanding kontrol.
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V1. PENGUJIAN POTENSI KONSORSIUM
BAKTERI ENDOFIT TERHADAP
TANAMAN

A. Uji  Konsorsium Bakteri Endofit sebagai Pemacu
Pertumbuhan Tanaman (Penghasil ZPT)

Pemacu pertumbuhan tanaman yang dihasilkan oleh isolat
konsorsium bakteri yaitu dengan dihasilkannya hormon IAA (Indole-3-
Acetic-Acid). IAA memiliki peran dalam mengatur pertumbuhan
tanaman. Pengaruh pemberian bakteri endofit terhadap benih jagung
dilaporan oleh Agustiyani. (2016), bahwa tinggi tanaman jagung dan
kandungan klorofil pada perlakuan, menghasilkan panjang akar dan bobot
basah tanaman yang nyata.

Pengamatan produksi IAA dengan spektofotometri yang dilakukan
setiap hari selama masa inkubasi konsorsium bakteri. Hasil tersebut dapat
dilihat dari banyaknya konsentrasi IAA yang dihasilkan oleh masing-
masing bakteri endofit. Perbedaan kemampuan masing-masing bakteri
sangat mempengaruhi jumlah IAA yang dihasilkan. Kemampuan mikroba
dalam memproduksi IAA dipengaruhi oleh jenis atau spesimen mikroba.
Mikroba dengan jenis yang sama tidak akan menghasilkan jumlah
maupun kadar IAA yang sama. Lebih lanjut (Wulandari et al., 2019)
menyatakan dari uji kualitatif yang dilakukan semakin gelap warna yang
dihasilkan maka mengindikasikan semakin tinggi produksi 1AA. Hasil
penelitian tersebut menunjukkan Bacillus sp. yang ditemukan bahwa
Bacillus sp. 1, Bacillus sp. 2, Bacillus sp. 3, Bacillus sp. 5 menunjukkan
perubahan warna merah pada medium. Hal tersebut menunjukkan pada
uji kualitatif bakteri dalam menghasilkan 1AA, bakteri tersebut memiliki
potensi dalam memproduksi IAA. Sedangkan yang tidak memiliki
potensi dalam menghasilkan IAA medium tidak menunjukkan perubahan
warna.
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Tabel 4.

Nilai konsentrasi IAA yang dihasilkan oleh konsorsium

bakteri endofit akar tanaman ubi jalar var. Papua Patippi serta
jumlah bakteri (Valentina et al., 2018)

No Isolat Hari Konsentrasi Rata-rata Jumlah sel
Konsorsium ke- 1AA (ppm) konsentrasi I1AA Bakteri
sd (ppm)

1 Konsorsium a 1 -0,051 0,2809 +0,2123 2,15 x 10°
(A1B1)

2 0,2256 2,95 x 10°

3 0,5167 6,45 x 10°

4 0,3566 4,90 x 10°

5 0,3566 4,50 x 10°

2 Konsorsium b 1 0,0219 0,2751 £ 0,2170 2,75 x 10°
(A1B2)

2 0,2547 3,55 x 10°

3 0,4148 5,00 x 10°

4 0,5604 7,05 x 10°

5 0,1237 4,10 x 10°

3 Konsorsium ¢ 1 0,4294 0,8632 + 0,6524 4,05 x 10°
(B1B2)

2 1,7103 6,30 x 10°

3 1,3901 5,50 x 10°

4 0,5895 4,90 x 10°

5 0,3420 2,60 x 10°

4 Konsorsium d 1 0,7059 0,7483 + 00,4284 5,45 x 10°
(A1B4)

2 1,4628 10,40 x 10°

3 0,6914 10,95 x 10°

4 0,5167 6,85 x 10°

5 0,3420 5,55 x 10°

5 Konsorsium e 1 0,2838 0,7644 + 0,5579 4,15 x 10°

(B1B3)

2 0,8528 5,05 x 10°

3 1,6521 5,20 x 10°

4 0,7351 4,70 x 10°

5 0,2984 3,60 x 10°

6 Konsorsium f 1 0,4291 0,9155 + 0,3733 3,20 x 10°

(B2B3)

2 1,3032 12,40 x 10°

3 1,2736 9,25 x 10°

4 0,8512 7,40 x 10°

5 0,7205 3,45 x 10°

Selain itu, konsentrasi IAA juga dipengaruhi oleh faktor nutrisi
yang tersedia dalam medium. Hal yang sama dipaparkan oleh (Agustian
et al., 2010), bahwa produksi IAA dipengaruhi oleh ketersediaan
prekusor terutama tersedianya unsur L-triptofan yang terdapat pada
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medium. Triptofan merupakan komponen yang sangat penting bagi
bakteri endofit dalam melakukan sintesis IAA. Setiap konsorsium
dibiakkan pada medium buatan baik cair maupun padat. Valentina et al.
(2018) menggunakan medium cair JNFB (James Nitrogen Free Malat
Bromethymol Blue). Medium JNFB mengandung mikronutrien pepton
dengan prekursor triptofan. Triptofan memiliki fungsi yang sangat
penting dalam biosintesis IAA. Triptofan akan disintesis bakteri endofit
menjadi senyawa IAA yang kemudian akan dimanfaatkan tanaman dalam
pertumbuhannya.

Secara umum, konsorsium bakteri endofit menunjukkan
peningkatan produksi IAA pada hari kedua dan ketiga setelah inkubasi.
Hal tersebut disebabkan bakteri endofit dalam konsorsium sedang berada
pada fase exponensial, bakteri mampu memanfaatkan nutrisi dan diubah
menjadi enzim yang akan digunakan untuk sintesis IAA. Oleh sebab itu
ketersediaan nutrisi sangat penting dalam mempengaruhi produksi
metabolit sekunder khususnya IAA.

Produksi IAA oleh bakteri endofit pada perakaran padi dipaparkan
oleh (Prihatiningsih, et al., 2020). IAA merupakan hormon auksin
endogen yang dapat disintesis dari seluruh bagian tanaman dan
berasosiasi pada jaringan ujung akar, meristem, dan kambium. IAA juga
dapat merangsang pembelahan sel, dominasi apikal, serta pembentukan
akar lateral dan adventif. Pada penelitian tersebut, diidentifikasi produksi
IAA secara kualitatif dan kuantitatif (Tabel 5). IAA yang dihasilkan oleh
bakteri endofit dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman padi.

Lebih lanjut Prihatiningsih et al. (2020) menyatakan aplikasi
bakteri endofit sangat berpengaruh pada panjang akar, berat segar
tanaman, berat segar akar, volume akar, dan berat kering akar.
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Tabel 5. Aktivitas produksi IAA secara kualitatif dan kuantitatif

Isolat Kualitatif Kuantitatif (ppm)
BO1 + 67.74
B02 + 75.12
B03 + 57.65
B0O4 + 75.88
BO5 + 66.63
BO6 + 69.91
BO7 + 79.33
B08 + 73.63

Keterangan: BO1: isolat Karangwangkal 7, BO2: isolat Karangwangkal
5, B03: isolat Karangwangkal 8, BO4: isolat Sumbang 1:
BO05: isolat Sumbang 2, BO6: isolat Serayu 5, BO7: isolat
Serayu 7, B08: isolat Somagede 1.

Hal ini disebabkan karena produksi IAA sebagai hormon
pertumbuhan menyebabkan akar lebih cepat berkembang dan merangsang
pembentukan akar serabut sehingga penyerapan nutrisi dapat meningkat
dan diukiti olen pembesaran sel. Peningkatan bobot akar segar
dipengaruhi oleh peningkatan penyerapan air. Produksi 1AA dihasilkan
oleh bakteri yang kemudian dimanfaatkan oleh tanaman.

Aplikasi RREB (Bakteri endofit akar padi) berpengaruh pada
panjang akar, bobot segar akar, volume akar, dan bobot kering akar.
Isolat bakteri BO4 dan BO7 menunjukkan peningkatan panjang akar
sebesar 39,96% dan 36,53%, volume akar 82,72%, bobot segar akar
79,37% dan bobot kering akar dengan kenaikan 52, 13%. Hal tersebut
karena produksi IAA sebagai hormon pertumbuhan menyebabkan
perkembangan akar lebih cepat dan permukaan akar yang lebih luas
sehingga penyerapan nutrisi meningkat dan diikuti oleh pembesaran sel
dan bobot segar akar akan meningkat. Peningkatan bobot segar akar berat
terutama disebabkan oleh peningkatan penyerapan air. 1IAA yang
dihasilkan oleh bakteri akan dimanfaatkan oleh tanaman dan akan
mengikuti proses metabolisme pada tumbuhan sehingga membantu dalam
proses penambahan tinggi, volume akar, akar panjang, dan bobot segar
akar.

41



Gambar 13. Uji produksi IAA. (A) Kontrol (B) Perlakuan bakteri endofit BO1-
B08. Sumber (Prihatiningsih et al., 2020).

Peningkatan pertumbuhan terjadi karena aplikasi bakteri endofit,
sehingga kebutuhan fotosintesis pada fase vegetatif nutrisi terpenuhi pada
umur 4 dan 6 minggu setelah tanam sehingga dapat membentuk lebih
banyak anakan. Jumlah anakan sangat dipengaruhi oleh ketersediaan
nitrogen dan fosfor dalam tanah. Apabila di dalam tanah tersedia nitrogen
dalam jumlah cukup maka tanaman dapat menghasilkan jumlah anakan
yang banyak meskipun tidak semua anakan menghasilkan malai.
Berdasarkan hasil penelitian, perlakuan B04 pada umur 2 minggu
menghasilkan jumlah peningkatan anakan tertinggi dibanding kontrol.
Perlakuan BO7 merupakan perlakuan terbaik dalam meningkatkan tinggi
tanaman. Hal ini menunjukkan bahwa hubungan antara isolat bakteri
endofit dan inang tidak hanya mampu merangsang pembentukan akar
tetapi juga dapat merangsang tinggi tanaman padi. Pertumbuhan tanaman
dapat ditingkatkan oleh penggunaan bakteri endofit pada fase vegetatif
selama pembelahan sel karena dapat merangsang pertumbuhan tanaman
dengan memperbesar ukuran daun. Isolat yang efektif dalam
memperbesar ukuran daun yaitu isolat BO4 dengan peningkatan ukuran
total daun sebesar 1069,31 c¢cm? atau 122,92% (Prihatiningsih et al.,
2020).

IAA vyang dihasilkan oleh konsorsium bakteri endofit dapat
meningkatkan variabel pertumbuhan tanaman pada beberapa dosis
perlakuan. Variabel tersebut diantaranya tinggi tanaman, panjang akar
dan bobot tanaman (Ramadhan et al., 2017). Pemberian IAA akan
memmengaruhi proses fisiologi tanaman. IAA akan merangsang
pembentukan perakaran terutama akar lateral dan akar adventif sehingga
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akan mepengaruhi volume dan bobot akar. IAA menyebabkan
bertambahnya kesediaan hara. Kesediaan hara akan berpengaruh terhadap
proses fotosintesis, merangsang pemanjangan sel, pembelahan sel,
sehingga pertumbuhan tanaman menjadi lebih baik.

B. Uji Konsorsium Bakteri Endofit sebagai Penginduksi
Ketahanan Tanaman terhadap Patogen (Penghasil Metsek:
Enzim, Antibiotik)

Penggunaan pestisida sintetis merupakan salah satu upaya
pengendalian untuk menekan resistensi patogen. Penggunaan pestisida
sintetis dapat digantikan dengan menginduksi ketahanan tanaman
terhadap patogen. Induksi ketahanan tanaman dilakukan dengan aplikasi
konsorsium bakteri endofit. Bakteri endofit memiliki mekanisme dalam
menghasilkan metabolit sekunder yang dapat memberikan dampak positif
bagi pertumbuhan tanaman.

Kemampuan konsorsium bakteri endofit dalam menghasilkan
metabolit sekunder mampu meningkatkan resistensi terhadap penyakit
yang timbul akibat patogen. Senyawa sebagai penginduksi ketahanan
tersebut diantaranya, antibiotik, alkanoid, terpen, glikosida, [-1-3
glukanase, lektin, arselin, visilin, systein, dan enzim penghambat (Swain
& Ray, 2009).

Induksi ketahanan diartikan sebagai kemampuan tanaman dalam
meningkatkan respon dan rangsangan pertahanan terhadap faktor biotik
dan abiotik (Ryals et al., 1996). Tanaman berusaha mengekspresikan
ketahanan alami dalam menghadapi terhadap lingkungan yang tidak
mendukung untuk perkembangan tanaman maupun dari serangan
patogen. Ketahanan alami tanaman dapat muncul oleh agens pengimbas
atau yang disebut elisitor. (Inayati, 2016). Elisitor dibedakan menjadi
dua, yaitu elisitor yang bersifat khusus atau disebut race specific elicitor,
dan elisitor yang memiliki sifat umum atau general elicitors.

Elisitor salah satunya dapat berasal dari konsorsium bakteri
endofit. Bahan-bahan yang dihasilkan elisitor disebut dengan metabolit
sekunder. Konsorsium yang mengandung beberapa bakteri endofit akan
menghasilkan metabolit sekunder yang sama maupun berbeda namun
dapat memberikan dampak yang berbeda untuk tanaman.
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Elisitor golongan bakteri yang dapat mengimbas ketahanan
tanaman salah satunya B. subtilis. Agrios (2005), menyatakan infeksi
patogen dan induksi ketahanan dari bakteri endofit mengakibatkan
peningkatan metabolisme sehingga memicu peningkatan aktivitas
Phenylanine Ammonia-Lyase (PAL). Peningkatan aktivitas PAL memicu
reaksi ketahanan tanaman sehingga terjadi akumulasi fenol. Hasil
penelitian (Ngadze et al., 2012) menyatakan bahwa peningkatan PAL
optimum pada perlakuan 8 jam pada semua varietas kentang. Ketahanan
varietas tersebut terjadi akibat korelasi PPO, PAL, enzim dan fenol yang
dihasilkan. Korelasi ini akan berdampak pada ketahanan terhadap infeksi
busuk lunak.

Ketahanan tanaman terhadap patogen dapat berubah karena
patogen mengalami perubahan fungsi genetik. Perubahan genetik patogen
disebabkan karena mutasi, rekombinasi, cara budidaya yang tidak tepat,
penggunaan bahan kimia berlebih. Selain itu perubahan iklim global juga
memengaruhi  perubahan keseimbangan dan berdampak pada
epidemiologi penyakit.

Aplikasi konsorsium bakteri endofit yang terdiri dari atas
P.aeruginosa dan B. cereus (P7) dapat menekan infeksi virus kuning
melalui mekanisme ISR (Induced Systemic Resistence). Mekanisme
ketahanan tersebut pada saat infeksi patogen menyerang tanaman akan
meningkatkan ketahanan terhadap patogen melalui ISR atau disebut
ketahanan terimbas. Bakteri endofit P. aeruginosa dan B. cereus (P7)
dapat merangsang terbentuknya ketahanan terimbas dengan
menghasilkan siderofor. Siderofor terbentuk pada kondisi ketersediaan Fe
terbatas. Aplikasi konsorsium bakteri endofit mampu merangsang
terbentuknya ketahanan tanaman sehingga dapat menekan kejadian
penyakit virus kuning yang sifatnya sistemik (D. Lestari & Aini, 2021).

Ketahanan terimbas yang berintegrasi dengan pengelolaan dan
pengendalian penyakit tanaman merupakan salah satu upaya yang dapat
dilakukan untuk meningkatkan keberhasilan pengendalian penyakit yang
ramah lingkungan. Sebagai contoh B. subtilis B315 menghasilkan enzim
amilase. Kemampuan B. subtilis (B46, B209, B211, B209, dan B315)
dalam mengkhelat Fe menunjukkan ketersediaan Fe dan P yang tinggi
bagi tanaman sehingga dapat meningkatkan pertumbuhan dan ketahanan
tanaman (Prihatiningsih et al., 2017).
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Gambar 14. Spektrum FTIR dari ekstrak B. subtilis B315. Sumber
(Prihatiningsih & Djatmiko, 2016b).

Analisis  ekstrak B. subtilis B315 menggunakan FTIR
menunjukkan nilai gelombang dan nilai transmisi yang dapat dilihat pada
Gambar 14. Hasil tersebut menunjukkan nilai daerah bilangan dengan
gugus fungsi yang terdapat dalam kelompok senyawa. Senyawa tersebut
teridentifikasi enzim amilase pada kelompok amida, amina, ester, asam
karboksilat, keton, aldehid, dan alkana.

Fungsi enzim amilase selain sebagai inhibitor juga dapat
meningkatkan  ketahanan tanaman terhadap patogen. Tanaman
selanjutnya menghasilkan senyawa pertahanan antara lain antibiotik,
alkaloid, terpen, glikosida, 3-1-3 glukanase, lektin, arseli, visilin, systein,
dan enzim penghambat.

Tabel 6. Nilai aktivitas enzim Amilase B. subtilis B315

Sampel Nilai X (Nilai aktifitas X (Nilai aktivitas X (Nilai
absorbans amilase) amilase) dari rumus aktivitas
A 660 nm Dari persamaan (unit/ml): 0,18 amilase) 9 :
regresi ¥ 30x2
(unit/ml) (unit/ml)
1 0,703 2,8278 11,717 0,781
2 0,720 2,8875 12,048 0,803
3 0,734 2,9367 12,327 0,822
Rata-rata 0,802
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dNilai X diperoleh dari persamaan regresi Y = -0,1015 + 0,2845 X; Dibagi 0,18
karena satu unit aktivitas enzim ® amilase didefinisikan sebanyak 0,18 mg gula
pereduksi (1 pmol) yang dibebaskan per ml enzim pada kondisi percobaan;
9Nilai aktivitas amilase: 30 karena diinkubasi selama 30 menit, dikalikan 2
karena enzim yang dipakai 0,5 ml.

Sumber (Prihatiningsih & Djatmiko, 2016b).
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VIl. FORMULA CAIR KONSORSIUM
BAKTERI ENDOFIT

A. Komposisi Formula Cair Konsorsium Bakteri Endofit

Formulasi memiliki peranan dalam meningkatkan Kinerja
konsorsium bakteri endofit, disimpan dalam jangka waktu lama, tidak
menurunkan populasi mikroba konsorsium bakteri, serta tidak
memengaruhi senyawa aktif yang diproduksi konsorsium bakteri endofit
serta mempermudah saat diaplikasikan secara luas.

Aplikasi dan efektivitas pengendalian penyakit tanaman
menggunakan Nanobiopestisida sebagai pengendali patogen X. oryzae pv.
oryzae (Prihatiningsih et al., 2021). Nanobiopestisida adalah formulasi
biopestisida dengan teknologi nano atau sangat kecil. Nanobiopestisida
memiliki kelebihan sebagai biofungisida yang dapat memperbaiki daya
simpan (shelf-life), dan dapat mengurangi toksisitas.

Tahapan yang dilakukan dalam  pembuatan  formulasi
nanobiopestisida yaitu menyiapkan bahan penyusun nanobiopestisida
(supernatan B. subtilis B315), larutan TPP 0,1%, larutan kitosan, medium
NB, medium YPGA, dan medium pepton cair. Pembuatan nanosuspensi
dengan memasukkan 0,5 mL supernatan B.subtilis B315 ke dalam tabung
mikrosentrifuse yang sebelumnya telah diisi kitosan sebanyak 490 L.
pH dalam nanosuspensi 4,0-5,0 selanjutnya digojog dengan vortex
selama 20 detik. Nanosuspensi yang telah homogen selanjutnya ditambah
dengan 10 pL larutan TPP 0,1% dan digojog kembali. Perlakuan
nanosuspensi dibandingkan dengan perlakuan formula cair suspensi yaitu
dengan menumbuhkan B.subtilis B315 pada medium NB dan diinkubasi
selama 48 jam.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa perlakuan nanosuspensi
menunjukkan indeks 0,41 (+) tergolong menghambat akan tetapi lemah
sedangkan formula cair suspensi B.subtilis B315 menunjukkan
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kemampuan menghambat lebih baik yang nampak pada indeks antibiosis
sebesar 1,44 (++) tergolong kuat. Zona hambat nanosuspensi dan formula
cair suspensi nampak pada Tabel 7.

Tabel 7. Penghambatan Xoo oleh B.subtilis B315 in vitro

Perlakuan B. subtilis B315  Zona hambat Indeks Mekanisme
(mm) antibiosis hambatan
(%)
Nanosuspensi 21b 0,42 (+) bakteriostatik
Formula cair suspensi 72a 1,44 (+4) bakteriostatik

Keterangan: Angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama
menunjukkan tidak berbeda nyata menurut LDS 5%. Sumber
(Prihatiningsih et al., 2021)

Mekanisme penghambatan B.subtilis B315 pada perlakuan
nanosuspensi dan formula cair suspensi adalah bakteriostatik. Dari hasil
pengamatan pada mekanisme penghambatan, perlakuan nanosuspensi
menunjukkan lebih jernih akan tetapi penghambatannya lebih rendah.
Kejernihan tersebut disebabkan karena jenis metabolit sekunder yang
dihasilkan berbeda (Gambar 15).

Gambar 15. Mekanisme penghambatan bakteriostatik (A) Nanosuspensi (B)
Formula cair suspensi. Sumber (Prihatiningsih et al., 2021)

Formula cair biobakterisida Bacillus spp. B46 dan Streptomyces
spp S4 dengan medium pembawa kentang, gula dan terasi. Perbandingan
komposisi medium pembawa yaitu 100g kentang: 5 g gula: 2 g terasi: 2
liter air. Dalam larutan tersebut kemudian ditambahkan 10 ml suspensi
Bacillus spp B46 dan Streptomyces spp S4 dengan kerapatan 10 cfu/ml.
Formula cair biobakterisida berbasis Bacillus spp B46 dan Streptomyces
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spp S4 disimpan dalam wadah tertutup dan dapat digunakan minimum 1
minggu sebelum. formula cair biobakterisida berbasis Bacillus spp B46
dan Streptomyces spp S4 telah dipatenkan dengan nomor paten
IDP000041724 oleh Prihatiningsih dan Djatmiko.

Formula biobakterisida berbahan aktif B. subtilis B315 yang
diekstrak menggunakan ethyl acetate paten telah didaftarkan oleh
Prihatiningsih dan Djatmiko dengan nomor sertifikat paten
IDS000003470 (Prihatiningsih, 2020). Senyawa yang dihasilkan
merupakan mekanisme dari B. subtilis B315 sebagai pengendali R.
solanacearum penyebab penyakit layu bakteri. Formula ini membantu
petani dalam mengatasi penyakit layu bakteri yang disebabkan oleh R.
solanacearum. Analisis ekstrak B. subtilis B315 sebagai faktor antagonis
dilakukan menggunakan spektroskopi infra merah (FTIR) untuk
mendapatkan gugus fungsi berdasarkan bilangan gelombang. Senyawa
aktif dari B. subtilis B315 adalah alifatik alkena dengan gugus fungsi (C-
H) pada bilangan gelombang 2983,22 cm™, senyawa karbonil dengan
gugus fungsi (C=0) pada bilangan gelombang 1737,46 cm™, dan
senyawa nitro simetris (NO2) pada bilangan gelombang 1373,38 cm’
'serta senyawa ester dengan gugus fungsi (C-O) pada bilangan
gelombang 1232,22 cm™.

Formula cair dibuat dengan komposisi air steril, CMC 1% dan
manitol 1% dengan perbandingan 100:1:1 dengan penambahan Bacillus
sp. hasil isolasi dari daun kentang sehat. Penambahan Bacillus sp. pada
formula cair biopestisida sebanyak 1/4 v/iv komposisi formula, dengan
kepadatan 10" cfu/ml. Bacillus sp. hasil isolasi dari daun kentang sehat
yang digunakan umur 2 hari dalam medium YPGA dipanen dan
disuspensikan dengan 100 ml air steril. Suspensi ini sebagai larutan induk
atau starter. Selanjutnya ditambahkan pada formula yang dibuat, diaduk
supaya merata, kemudian disimpan pada suhu kamar 27°C. Aplikasi
formula biopestisida terbaik adalah 2 minggu setelah pencampuran.
Aplikasinya dengan cara melarutkan satu sachet berisi 100 ml formula
cair biopestisida ke dalam satu liter larutan semprot. Formula paten telah
bersertifikat nomor IDP000043181oleh (Prihatiningsin & Djatmiko,
2016).

49



Berbagai komposisi formula cair konsorsium bakteri endofit telah
banyak diteliti, Harni & Samsudin. (2015) membuat formulasi dalam
bentuk cair menggunakan bahan pembawa molase (tebu) yang
ditambahkan dengan pepton yang memiliki fungsi sebagai protein.
Molase yang berasal dari tebu dengan konsentrasi 5% disterilkan sebelum
digunakan sebgai medium cair. Medium cair dari molase dibuat
menggunakan metode fermentasi. Fermentasi dibuat perbandingan
1000ml larutan molase steril : 10 ml suspensi konsorsium bakteri endofit.
Campuran larutan digojog dengan kecepatan 150rpm dan diinkubasi pada
suhu kamar. Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa formulasi cair
dengan bahan pembawa molase memiliki hasil terbaik dalam
mengendalikan populasi nematoda dibanding formulasi kompos dan talc.
Hal tersebut dipengaruhi oleh kandungan bahan organik yang ada dalam
molase. Bahan organik tersebut digunakan oleh bakteri endofit dalam
pertumbuhannya. Bahan organik yang terkandung dalam medium
pembawa molase diantaranya colin, asam nikotinat, tiamin, ribovlafin,
piridoksin, inositol, asam folat, biotin. Selain sebagai medium
pertumbuhan, molase juga berperan sebagai pengawet atau
memperpanjang masa simpan, pengental, serta pelindung dari sinar
matahari.

Medium perbanyakan dengan bahan pembawa berbentuk cair harus
menyimpan banyak bahan organik, Hanudin et al. (2010) menyatakan
medium cair sebagai bahan pembawa konsorsium bakteri endofit dapat
menggunakan bahan campuran kascing 10%, kentang rebus 30%. Bahan
tersebut selanjutnya direbus dan disaring untuk diambil airnya.
Selanjutnya air saringan ditambahkan 1,5% gula pasir atau molase 10%.
Campuran medium difermentasi selama 3 minggu, dengan pH 7,4,
Penentuan bahan pembawa memperhatikan daya simpan produk.
Viabilitas bahan pembawa merupakan cara untuk dapat mengevaluasi
masa kadaluarsa. Dengan viabilitas yang semakin lama, maka kadaluarsa
biopestisida dari konsorsium bakteri endofit akan semakin panjang. Dari
hasil penelitian, viabilitas dengan campuran medium kascing, kentang
rebus, gula pasir atau molase setelah perlakuan fermentasi dapat
meningkatkan populasi konsorsium bakteri endofit. Kascing merupakan
kotoran bekas cacing yang memiliki berbagai nutrisi yang dapat
dimanfaatkan oleh bakteri endofit. Ekstrak kentang merupakan bahan
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pembawa sebagai sumber karbohidrat. Sedangkan molase memiliki
peranan dalam menyediakan nutrisi bagi bakteri endofit. Kandungan
utama molase adalah sukrosa yang dibutuhkan dalam pertumbuhan
bakteri endofit.

Pembentukan formulasi dalam meningkatkan viabilitas dan kinerja
bakteri endofit. Bahan pembawa yang digunakan Nawangsih & Kartika.
(2013) vyaitu medium NB (Nutrient Broth) 50%, xanthan gum, medium
formulasi (MF). Dalam pembuatannya, medium NB 50%-+ xanthan gum.
Selanjutnya suspensi konsorsium bakteri endofit ditambahkan ke dalam
100 ml MF. Larutan selanjutnya digojog di suhu kamar. Hasil penelitian
tersebut menyatakan, populasi bakteri endofit setelah 8 minggu masih
tinggi yaitu 10® cfu/ml. formulasi agens biokontrol ini dapat menekan
penyakit layu bakteri samoai dengan minggu ke-4 di rumah kaca.

Formulasi cair dengan bahan pembawa air kelapa dengan
komposisi pada formula cair tersebut adalah 98 mL air kelapa + 1%
minyak sawit+ 5% sukrosa. Bahan-bahan tersebut disterilisasi dan
diinokulasi dengan konsorsium bakteri endofit pada kepadatan 10°
sel/mL. selanjutnya larutan diinkubasi pada suhu ruang. Hasil penelitian
tersebut menyatakan bahwa formula cair memiliki viabilitas yang lebih
baik dibandingkan dengan formula padat yang dengan pembawa gambut.
Salah satu yang mempengaruhi viabilitas sel bakteri yaitu medium
pembawa dan medium alternatif. Dalam uji penekanan terhadap penyakit
pustul tanaman kedelai, formula cair dapat menghambat perkembangan
penyakit dengan efektifitas penghambatan sampai dengan 69,49%
(Habazar et al., 2015).

Konsorsium bakteri endofit dalam formula cair dengan medium
pembawa kaldu keong mas dan air kelapa dapat menekan masa inkubasi
patogen X. oryzae, keparahan penyakit, dan perkembangan penyakit.
Bakteri dalam konsorsium dapat berkembang dengan baik pada formula
cair dan bakteri konsorsium yang memiliki kemampuan yang berbeda
dalam menekan perkembangan penyakit dapat bekerja sama sehingga
dapat memiliki kemampuan ganda dalam menekan perkembangan
penyakit dan keparahan penyakit (Ulfah & Sulyanti, 2021).

Aplikasi bakteri endofit yang memiliki peran penting dalam
pengendalian hayati pada umumnya dalam bentuk suspensi sel. Bentuk
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suspensi sel ini dapat menurunkan populasi konsorsium bakteri endofit
dengan sangat cepat sehingga pada wkatu diaplikasikan di lapang kurang
efektif dalam mengendalikan patogen penyebab penyakit dan OPT
lainnya. Oleh karena itu, bakteri endofit perlu dibuat formulasi untuk
menjaaga kepadatan dan viabilitasnya. Bahan pembawa yang
dikembangkan oleh (Yulensri et al., 2020) dalam menjaga viabilitas
konsorsium bakteri endofit adalah formula cair organik yang berasal dari
air rendaman kedelai, air rebusan kedelai dan air kelapa. Hasil dari
penelitian ini yaitu bahan pembawa memiliki hasil yang sama dalam
efektivitas penekanan serangan OPT dibanding dengan perlakuan
Nutrient Broth yang memiliki nilai ekonomi yang tinggi.

Beberapa komposisi formula cair bakteri endofit menurut (Pradana
et al., 2022), diantaranya dengan medium pembawa ekstrak tauge, air
kelapa, air beras, dan ekstrak ayam. Masing-masing medium pembawa
tersebut diberi perlakuan dengan bakteri endofit tunggal maupun
konsorsium bakteri endofit. Formula bakteri endofit dengan bahan
pembawa ekstrak ayam memiliki viabilitas paling baik dengan masa
penyimpanan 10 minggu. Medium tambahan dalam formula cair dengan
pembawa ekstrak ayam yaitu, daging ayam 250 g, 5 g glukosa, 1 g urea,
dan 10 g terasi. Seluruh bahan pembawa disterilkan dan selanjutnya
diinokulasi dengan bakteri endofit tunggal maupun konsorsium bakteri
endofit. Berdasarkan viabilitas yang tinggi maka konsorsium dengan
formula cair dengan bahan pembawa ekstrak ayam dapat meningkatkan
variabel pertumbuhan tanaman jagung.

B. Shelf-life Bakteri dalam Konsorsium

Daya tahan (shelf-life) merupakan kemampuan hidup mikroba
setelah masa simpan. Deteksi Shelf-life dibuat nanosuspensi dengan
menggunakan metode tetes atau drop plate (Herigstad et al., 2001).
Sampel berlapis dihasilkan dari pengenceran yang dihasilkan. Setiap
lapisan agar-agar dibagi menjadi 4 kuadran setiap kuadran disediakan
untuk satu pengenceran dalam seri. Perlakuan ini dibuat rangkap. Larutan
diambil 10 ml selanjutnya divortex kemudian dilakukan pengenceran
dalam 100 ml larutan. 50 mikroliter dituangkan dalam lima tetes 10 ml
yang ditempatkan secara merata ke kuadran yang ditunjuk dari cawan
Petri. Sisa 50 ml sampel dibuang, proses ini diulang untuk setiap tabung
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di seri pengenceran. Setelah tetes atau drop pada agar kering, cawan Petri
dibalik dan diinkubasi pada suhu 35°C selama 17-20 jam.

Koloni dihitung menggunakan Leica Darkfield Penghitung Koloni
Quebec. Perbesaran yang tepat dari tetes digunakan untuk memudahkan
dalam penghitungan koloni. Pengenceran yang dapat dihitung adalah
pengenceran yang memberikan 3 sampai 30 koloni per 10 ml tetes sampel
yang ditinokulasi pada medium. Metode ini konsisten dengan metode SP
yang satu hitungan pada pengenceran sampel yang mengandung 30
sampai 300 CFU. Jumlah total CFU sebanyak 10 tetes dicatat pada
pengenceran yang dapat dihitung. Akhirnya, jumlah totalnya ditingkatkan
dan jumlah sel yang layak dinyatakan sebagai CFU per volume.
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VIil. PENUTUP

Bakteri endofit merupakan bakteri tersembunyi di dalam jaringan
tanaman yang dapat diisolasi dan dimanfaatkan sebagai agens pengendali
penyakit tanaman. Bakteri endofit ini tidak menimbulkan gejala pada
tanaman meskipun hidupnya berasosiasi dengan tanaman. Potensi bakteri
endofit dibuktikan dengan kemampuannya menghasilkan beberapa
senyawa berguna sebagai antijamur dan antibakteri tanaman, sebagai
pemacu pertumbuhan tanaman dan dapat pula mentriger atau memacu
ketahanan tanaman terhadap patogen.

Bakteri endofit secara tunggal menunjukkan potensinya sebagai
agens biocontrol maupun biofertilizer. Apabila bakteri tersebut disusun
dalam satu konsorsium dapat meningkatkan potensinya karena adanya
kesesuaian metabolit yang dihasilkan. Oleh karena itu disusun buku ini
yang berjudul “Bakteri Endofit Penyusun Konsorsium, Membantu
Tanaman Melawan Penyakit”. Harapan penulis, dengan tersusunnya
buku ini dapat membantu memecahkan masalah penyakit tanaman yang
merupakan faktor pembatas produksi tanaman. Penyakit tanaman dapat
menurunkan hasil baik secara kuantitatif maupun kualitatif.

Konsorsium bakteri endofit dapat dibuat dalam suatu bioformula
biopestisida baik cair maupun padat dalam bentuk mikroenkapsulan
ataupun nanopartikel. Formula ini akan membantu petani mengelola
tanaman untuk melawan penyakit.
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uku Monograf Bakteri endofit penyusun konsorsium, membantu tanaman

melawan penyakit merupakan buku sederhana yang membahas tentang

kumpulan hasil penelitian yang telah dilakukan meliputi bakteri endofit.
Bakteri endofit merupakan bakteri berguna yang tidak menimbulkan gejala pada
tanaman jadi bukan patogen tanaman. Bakteri endofit dapat berpotensi bekerja secara
tunggal maupun tersusun sebagai kosorsium yang terdiri atas gabungan beberapa
bakteri endofit yang kompatibel dengan harapan potensinya bersinergi sehingga dapat
mengendalikan patogen dan penyakit pada tanaman lebih optimal. Bakteri endofit
diisolasi dari dalam jaringan tanaman, diuji kemampuan antagonisnya dan
menguntungkan tanaman dengan memacu pertumbuhan tanaman, dan meningkatkan
ketahanan tanaman terhadap patogen. Buku ini menggunakan model logika dan
analisis hasil penelitian untuk mengevaluasi potensi bakteri endofit dalam
konsorsium sampai dengan aplikasi dan formulasinya. Contoh studi kasus yang ada
dalam monograf ini diharapkan dapat memberikan gambaran proses eksplorasi dan
evaluasi serta analisis potensi konsorsium bakteri endofit yang dapat dimanfaatkan
sebagai bakteri antagonis, pemacu pertumbuhan dan menginduksi ketahanan tanaman
terhadap penyakit.

Pembahasan di dalam buku ini dilakukan secara sistematis, aplikatif, dan berdasarkan
sudut pandang peneliti tentang bakteri endofit sebagai penyusun konsorsium yang
membantu tanaman melawan penyakit. Buku ini diharapkan mampu membantu para
mahasiswa, praktisi, dan seluruh masyarakat pada umumnya yang berkepentingan
terhadap proses eksplorasi bakteri endofit, pengujian potensinya dan penyusunan
dalam suatu formula sebagai konsorsium yang membantu tanaman melawan
penyakit, dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman dan meningkatkan ketahanan
tanaman terhadap penyakit. Susunan materi yang dibahas dalam buku ini meliputi:
Bab 1. Pendahuluan, Bab 2. Metode Pemecahan Masalah, Bab 3. Bakteri Endofit, Bab
4. Konsorsium Bakteri Endofit, Bab 5. Pengujian Potensi Konsorsium Bakteri Endofit
terhadap Patogen, Bab 6. Pengujian Potensi Konsorsium Bakteri Endofit terhadap
Tanaman, Bab 7. Formulasi Cair Konsorsium bakteri Endofit dan Bab 8. Penutup.
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