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ABSTRAK

Penyakit busuk lunak pada tanaman anggrek menjadi faktor turunnya produksi anggrek. Salah satu cara
pengendalian hayati yang berpotensi memacu pertumbuhan dan biokontrol penyakit ialah dengan memanfaatkan
bakteri endofit. Penelitian ini bertujuan mendeskripsikan keragaman bakteri endofit anggrek yang berpotensi sebagai
pemacu pertumbuhan dan agens biokontrol. Parameter pengamatan meliputi produksi asam indol asetat (IAA),
pelarutan fosfat anorganik, produksi amonia bakteri endofit anggrek, dan antagonisme bakteri endofit terhadap
bakteri patogen penyebab busuk lunak secara in vitro. Keragaman bakteri endofit anggrek dianalisis menggunakan
rep-PCR dengan primer BOX-A1lR. Hasilnya menunjukkan bahwa 10 isolat bakteri endofit anggrek mampu
memproduksi IAA dengan konsentrasi 79-321 pg/mL, mampu melarutkan fosfat, dan memproduksi amonia. Pada
pengujian antagonisme terhadap bakteri penyebab busuk lunak, semua isolat tersebut mampu membentuk zona
hambat dengan diameter 3-7,2 cm. Selanjutnya, analisis keragaman menggunakan rep-PCR memperlihatkan isolat
bakteri endofit DnPh5, BgCt2, BgVt10, DnLp7, DnBI1, dan DnAr4 memiliki pola pita DNA yang seragam sehingga
berkelompok menjadi satu. Sementara itu, isolat TbPh7, IbtPhm1, DnDr2, dan AkOcl menunjukkan pola pita DNA
yang berbeda sehingga mengindikasikan keempat isolat tersebut merupakan spesies atau subspesies bakteri
berbeda. Pada analisis dendrogram, isolat DnPh5, BgCt2, BgVt10, DnLp7, DnBI1, dan DnAr4 mempunyai persentase
kesamaan 100%. Similaritas isolat IbtPhm1, DnDr2, dan AkOc1l masing-masing adalah 90%, 79%, dan 68% terhadap
enam isolat lainnya. Isolat TbPh7 merupakan isolat dengan tingkat similaritas rendah terhadap isolat lainnya, yaitu
sekitar 51%.

Kata kunci: anggrek, bakteri endofit, pemacu pertumbuhan, agen biokontrol, rep-PCR

ABSTRACT

Soft rot disease in orchid plants is a factor in decreasing orchid production. One way of biological control that
has the potential to spur growth is to utilize endophytic bacteria. This study aims to describe the diversity of orchid
endophytic bacteria that have the potential as growth promoters and biocontrol agents. Observation parameters
include indole acetic acid (IAA) production, inorganic phosphate dissolution, ammonia production of orchid
endophytic bacteria, and antagonism of endophytic bacteria to pathogenic bacteria that cause soft rot in vitro. The
diversity of orchid endophytic bacteria was analyzed using rep-PCR with BOX-A1R primer. The results showed that
10 isolates of orchid endophytic bacteria were able to produce IAA with a concentration of 79-321 pg/mL, able to
dissolve phosphate, and produce ammonia. In antagonism testing against soft rot-causing bacteria, all isolates were
able to form an inhibitory zone with a diameter of 3-7.2 cm. Furthermore, diversity analysis using rep-PCR showed
that isolates of endophytic bacteria DnPh5, BgCt2, BgVt10, DnLp7, DnBI1, and DnAr4 had a uniform DNA band pattern
so that they were grouped together. Meanwhile, isolates of TbPh7, IbtPhm1, DnDr2, and AkOc1 showed different DNA
band patterns, indicating that the four isolates were different species or subspecies of bacteria. In dendrogram
analysis, DnPh5, BgCt2, BgVt10, DnLp7, DnBI1, and DnAr4 isolates have a similarity of 100%. The similarity of isolates
IbtPhm1, DnDr2, and AkOc1 was 90%, 79%, and 68%, respectively, against the other six isolates. TbPh7 isolate is an
isolate with a low level of similarity to other isolates, which is about 51%.
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Burkholderia, dan Erwinia. Salah satu agensia hayati
yang mendapat perhatian untuk mendorong per-
tumbuhan dan peningkatan ketahanan tanaman
terhadap penyakit adalah bakteri endofit (Joko et al.
2018). Bakteri endofit dijumpai pada berbagai jaringan
seperti biji, akar, batang, bunga, buah, dan daun (Hung
et al. 2007) dan hidup di dalam jaringan tanaman
selama separuh atau seluruh siklus hidupnya.
Meskipun hidup dan berkolonisasi dalam jaringan
tanaman, bakteri endofit diketahui tidak menimbulkan
efek negatif bagi tanaman (Tanawy 2009; Frank et al.
2017).

Beberapa penelitian membuktikan bahwa bakteri
endofit mampu mendukung pertumbuhan dan perkem-
bangan tanaman dengan memproduksi berbagai
fitohormon seperti asam indol-3-asetat (IAA), asam
giberelin, dan asam absisat (Sgroy et al. 2009; Shi et
al. 2009; Pan et al. 2020). Bakteri endofit juga mampu
meningkatkan ketersediaan nutrisi seperti nitrogen dan
fosfat bagi pertumbuhan tanaman.

Untuk menginduksi ketahanan tanaman inangnya
terhadap serangan patogen, bakteri endofit mem-
produksi enzim seperti peroksidase, kitinase, protease,
B-1,3 glukanase, dan senyawa fenol (Harish et al.
2008), serta komponen antimikrob seperti etil iso-
alokolat (Shah et al. 2021). Kuldau dan Bacon (2007)
melaporkan bahwa bakteri endofit mampu mening-
katkan ketahanan tanaman terhadap stres abiotik
kekeringan dengan menghasilkan senyawa-senyawa
alkaloid seperti lolin alkaloid. Hal ini didukung oleh
penelitian Tanawy (2009), bahwa keberadaan bakteri
endofit Enterobacteriaceae  mampu  memfiksasi
nitrogen dan meningkatkan pertumbuhan tanaman
padi serta bertahan hidup pada kondisi lingkungan
dengan kadar salinitas yang tinggi.

Bakteri endofit juga dapat diisolasi dari berbagai
jaringan tanaman anggrek. Djatnika (2012) menun-
jukkan bahwa isolat B23, B26 dan B37 yang diisolasi
dari anggrek Dendrobium dan Phalaenopsis berpo-
tensi sebagai pengendali hayati terhadap penyakit layu
Fusarium. Pada penelitian Nawangsih et al. (2009),
Bacillus substilis B12 dan Pseudomonas fluorescens
Pf10 mampu menekan Erwinia carotovora secara in
vitro. Penggunaan B. substilis dan P. fluorescens
dalam formulasi biopestisida cair efektif dalam
menekan kejadian penyakit busuk lunak hingga 0%.
Senada dengan hal tersebut, Alibandri et al. (2020)
melaporkan berbagai spesies bakteri endofit seperti
Pseudomonas, Pantoea, Rahnella, Staphylococcus,
Sphingomonas, Microbacterium, Streptomyces,
Fictibacillus, dan Bacillus yang diisolasi dari berbagai
organ anggrek Mediterania mampu memproduksi I1AA,
melarutkan berbagai nutrisi, dan dengan aktivitas
enzim ACC deaminase. Dalam penelitiannya, Alibandri
et al. (2020) juga melaporkan beberapa bakteri endofit
Pseudomonas dapat menghambat pertumbuhan jamur
Tulasnella calospora secara in vitro.

Untuk menganalisis keragaman genetik mikro-
organisme secara molekuler telah dikembangkan
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berbagai metode, contohnya RAPD, RFLP, AFLP, dan
rep-PCR. Metode rep-PCR menjadi salah satu metode
penapisan awal untuk menganalisis keragaman
genetik organisme. Target amplifikasi pada teknik rep-
PCR adalah sekuens nukleotida lestari (conserved)
yang mengalami perulangan di sepanjang genom yang
menjadi salah satu keunggulan dibandingkan metode
analisis lainnya. Genersch dan Otten (2003)
mengemukakan bahwa terdapat 3 satuan utama
elemen berulang DNA yang sering digunakan untuk
tujuan pemetaan genome bakteri. Ketiga elemen
repetitif DNA tersebut ialah sekuens REP (repetitive
extragenic palindromic), sekuens ERIC, dan sekuens
BOX.

Berbagai penelitian menunjukkan potensi bakteri
endofit sebagai agensia hayati pemacu peningkatan
pertumbuhan dan ketahanan tanaman terhadap
serangan penyakit. Oleh karena itu, perlu dianalisis
kemampuan bakteri endofit anggrek dalam mening-
katkan pertumbuhan tanaman dengan memproduksi
IAA, amonia, dan pelarutan fosfat, di samping kemam-
puan meningkatkan ketahanan terhadap penyakit
busuk lunak. Selanjutnya, keragaman bakteri endofit
anggrek dianalisis berbasis keragaman bakteri endofit
anggrek menggunakan metode repetitif PCR dengan
primer BOX-AIR. Penelitian ini diharapkan memberi
informasi terkait potensi bakteri endofit tanaman
anggrek sebagai agensia hayati dan keragamannya
secara genetik.

METODE PENELITIAN

Pengujian Produksi IAA pada 10 Bakteri Endofit
Anggrek

Sepuluh isolat bakteri endofit anggrek Phalaenopsis
yang diperoleh dari koleksi Laboratorium limu Penyakit
Tumbuhan, Fakultas Pertanian UGM, dimurnikan
untuk mendapatkan koloni sel tunggal dengan teknik
gores (streak plate method). Kemampuan produksi IAA
kultur murni 10 isolat bakteri endofit diuji secara
kolorimetrik (Gordon & Weber 1951). Kultur murni
isolat bakteri yang berumur 24 jam ditumbuhkan dalam
5 mL media YPB (yeast peptone broth) yang telah
ditambahkan L-triptofan (200 pg/mL). Suspensi bakteri
selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 g
selama 5 menit. Sebanyak 100 pL aliquot supernatan
dicampur dengan 400 pL reagen Salkowski dan
dibiarkan pada suhu ruang selama 20 menit. Produksi
IAA diamati dengan melihat pembentukan warna
merah muda pada campuran alikout supernatan dan
reagen Salkowski. Kultur bakteri endofit yang
menunjukkan reaksi positif diseleksi untuk diuji secara
kuantitatif dengan Elisa Reader. Absorbans pada
panjang gelombang 550 nm digunakan untuk
menentukan kuantitas IAA produksi bakteri endofit.
Konsentrasi yang dihasilkan bakteri endofit ditentukan
lewat perbandingan dengan kurva standar IAA.
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Pengujian Kemampuan Bakteri Endofit dalam
Melarutkan Fosfat

Pelarutan fosfat oleh bakteri endofit anggrek diuiji
dengan menumbuhkan isolat bakteri dalam media
NBRIP padat dan diinkubasi selama 7 hari pada suhu
kamar (Mehta & Nautiyal 2001). Pengujian ini diulang
3 kali untuk setiap isolat bakteri endofit. Terbentuknya
zona jernih di sekitar koloni bakteri dinyatakan sebagai
hasil yang positif.

Pengujian Produksi Amonia oleh Bakteri Endofit
Anggrek

Produksi amonia bakteri endofit anggrek pada
penelitian ini diuji menggunakan media peptone water.
Isolat kultur murni bakteri endofit anggrek
diinkubasikan dalam tabung reaksi berisi 5 mL media
peptone water selama 48 jam pada suhu ruang.
Setelah isolat diinkubasi pada media peptone water,
0,25 mL reagen Nessler ditambahkan ke dalam
suspensi. Hasil positif ditunjukkan dengan perubahan
warna media peptone water dari warna kuning sampai
cokelat.

Pengujian Antagonisme Bakteri Endofit terhadap
Bakteri Busuk Lunak secara In Vitro

Bakteri busuk lunak yang digunakan pada uji ini
adalah Pectobacterium brasiliense, koleksi
Laboratorium llmu Penyakit Tumbuhan, Departemen
Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian
UGM (Joko et al. 2019). Antagonisme bakteri endofit
anggrek terhadap P. brasiliense diujikan terhadap 10
isolat bakteri endofit terseleksi. Pengujian dikerjakan
dengan metode lapis ganda, yaitu 50 pL suspensi
bakteri busuk lunak dimasukkan ke dalam 0,5% agar-
agar (suhu 45°C) dan dituang di atas permukaan media
YPA padat. Isolat bakteri endofit diinokulasi titik pada
permukaan agar yang telah padat dan diinkubasikan
selama 7 hari pada suhu ruang. Zona hambat yang
terbentuk diamati dan diukur untuk memperoleh isolat
bakteri yang terbaik dalam menghambat bakteri busuk
lunak.

Ekstraksi DNA Bakteri Endofit
Keragaman bakteri endofit terpilih dengan metode

PCR repetitif (rep-PCR) dianalisis menggunakan
primer BOX-AIR di Laboratorium Ilimu Penyakit
Tumbuhan, Departemen Hama dan Penyakit

Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Gadjah
Mada. Sebanyak 10 isolat bakteri endofit terseleksi
diekstraksi total genom DNA-nya untuk analisis
keragaman berdasarkan metode rep-PCR. Bahan
yang digunakan untuk isolasi total genom DNA antara
lain: bufer natrium tris EDTA (STE), lisozim, bufer lisis,
kloroform isoamil alkohol (Cl), fenol, Na-asetat, etanol
absolut, etanol 70%, bufer TE, dan akuades. Isolat
bakteri endofit ditumbuhkan pada media YPB (yeast
pepton buffer) selama + 24 jam dan disentrifugasi pada
12.000 rpm selama 5 menit hingga diperoleh pelet
(endapan sel). Total genom DNA bakteri diisolasi
berdasarkan metode CTAB (William et al, 2012). Pelet
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DNA diresuspensi dengan bufer TE sebanyak 20-40
pL dan disimpan pada —20°C.

Analisis Keragaman Genetik 10 Bakteri Endofit
Berdasarkan rep-PCR

Bahan yang digunakan dalam proses amplifikasi
rep-PCR antara lain: 1 yL DNA templat, 0.5 pL primer
BOX-A1R 10 pmol(5’-
CTACGGCAAGGCGACGCTGcg-3’) (Chung Hong et
al. 2010), 12.5 pL GoTaq Green Master Mix 2x
(Promega, USA), dan 11 pL ddH20. Siklus PCR
selama 35 siklus mengikuti prosedur penelitian
Genersch dan Otten (2003). Selanjutnya, campuran
PCR yang telah homogen dimasukkan ke dalam mesin
thermocycler dengan formula waktu sebagai berikut:
predenaturasi 95°C selama 15 menit diikuti denaturasi
94°C selama 1 menit, annealing pada 53°C selama 1
menit, elongasi pada 72°C selama 2,5 menit, serta
pasca-elongasi pada 72°C selama 10 menit. Reaksi
PCR dikerjakan dalam 30 siklus.

Dari hasil produk rep-PCR, diambil 5 pL dan
dijalankan pada gel agarosa (1%) elektroforesis dalam
TBE 1x selama 70 menit pada 70 V. Setelah prosedur
elektroforesis, pita DNA diwarnai dengan ETBR
(etidium bromida) dan divisualkan dengan kamera
digital. Berdasarkan pita hasil elektroforesis, data biner
(0-1) ditentukan dan dianalisis menggunakan peranti
lunak NTSYS 2.0 untuk mendeskripsikan matriks
similaritas serta analisis kluster. Kluster dari matriks
similaritas digambarkan menggunakan program
UPGMA yang terdapat di dalam NTSYS 2.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Produksi IAA oleh Bakteri Endofit

Pada pengujian produksi I1AA, 10 bakteri endofit
membentuk warna merah muda pada supernatan
setelah ditambahkan reagen. Hasilnya dibaca dengan
ELISA Reader dan kesepuluh bakteri endofit tersebut
memproduksi IAA dengan konsentrasi yang berbeda,
pada rentang 79-321 pg/mL (Tabel 1). Konsentrasi
IAA tertinggi diproduksi oleh bakteri AkOc1 321 pg/mL,
diikuti oleh bakteri DnLp7 267 pg/mL, dan terendah
pada bakteri TbPh7 79 pg/mL.

Warna merah supernatan terbentuk setelah diberi
reagen Salkowski, mengindikasikan keberadaan
senyawa indol pada supernatan. Hal ini karena reagen
Salkowski merupakan pereaksi untuk mendeteksi
keberadaan indol. Ini membuktikan bahwa mikro-
organisme yang berasosiasi dengan tanaman,
termasuk bakteri endofit, juga mampu menghasilkan
IAA (Tsavkelova et al. 2007; Jha & Kumar, 2007
Tanawy, 2009). Beberapa jalur produksi IAA pada
bakteri, yaitu jalur indol-3-asetamida (IAM), indol-3-
piruvat (IPyA), triptamin (TAM), triptofan-independent,
tryptophan side-chain oxidase (TSO), dan indol-3-
asetonitrie (IAN) sudah dikemukakan oleh Spaepen et
al. (2007).



680

Kemampuan isolat bakteri endofit anggrek untuk
memproduksi IAA pada penelitian ini dipacu dengan
pemberian substrat triptofan pada media pembiakan
sebagai prekursor. Spaepen et al. (2007) menyatakan
bahwa triptofan merupakan prekursor pada pem-
bentukan IAA baik untuk tanaman maupun
mikroorganisme. Beberapa gen spesies bakteri yang
telah disekuens dan berperan dalam konversi triptofan
menjadi IAA adalah triptofan monooksigenase, indol-3-
asetamida hidrolase, indol-3-piruvat dekarboksilase,
dan tiramina oksidase. Triptofan merupakan salah satu
eksudat yang dikeluarkan tanaman dan dibutuhkan
mikroorganisme sebagai sumber N. Dengan demikian,
hasil penelitian ini menunjukkan bakteri endofit
anggrek mampu memproduksi IAA dengan prekursor
triptofan sehingga dapat memacu pertumbuhan
tanaman.

Pelarutan Fosfat oleh Bakteri Endofit

Hasil pengujian pelarutan fosat oleh bakteri endofit
anggrek pada Tabel 1 menunjukkan bahwa bakteri
endofit mampu melarutkan fosfat dan berkemampuan
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tertinggi pada isolat TbPh7. Kemampuan melarutkan
fosfat oleh isolat bakteri endofit pada penelitian ini
ditandai dengan keberadaan zona bening di sekitar
koloni bakteri di atas permukaan media (Gambar 1).
Zona bening yang terbentuk dapat disebabkan oleh sel
bakteri endofit yang mampu melarutkan senyawa
fosfat anorganik menjadi senyawa fosfat organik.
Menurut Ngamau et al. (2012), pembentukan halo
(zona bening) di sekitar koloni bakteri endofit pada
media NBRIP (National Botanical Research Institute’s
Phosphate) mengindikasikan keberadaan produksi
asam organik dan asam karboksilat oleh bakteri endofit
tersebut. Asam organik dan karboksilat yang disintesis
bakteri tersebut dapat mengganti ion PO.s* dan
berikatan dengan Ca*, Fe®, dan AI**, sehingga fosfat
dapat diserap oleh tanaman (Gyaneshwar et al. 2002;
Henri et al. 2008; Vitorino et al. 2012). Pembentukan
zona bening pada media NBRIP dapat
mengindikasikan isolat bakteri endofit anggrek pada
penelitian ini mampu menghasilkan enzim fitase, yaitu
enzim yang mampu menghidrolisis fitat (Gyaneshwar
et al. 2002). Pi (fitat) merupakan bentuk P yang paling

Tabel 1 Daftar isolat bakteri endofit yang digunakan untuk analisis keragaman genetik dengan teknik rep-PCR

Isolat Gram Produksi IAA  Diameter zona bening pada uiji Produksi Zona hambat (cm) pada uiji
(ng/mL) pelarutan fosfat (mm) amonia antagonis
DnPh5 - 153 2,0 + 3,8
TbPh7 + 79 4,5 +++ 7,2
IbtPhm1 - 130 3,0 ++ 5,0
BgCt2 - 132 1,5 +++ 4,5
BgVvt10 - 157 15 ++ 52
DnDr2 - 249 2,0 + 7,0
DnLp7 - 267 15 ++ 3,8
DnBI1 - 201 1,0 + 4,4
AkOc1 - 321 2,0 + 3,0
DnAr4 - 188 1,5 + 4,4

Keterangan: + = positif memproduksi amonia; pengujian Gram dilakukan dengan uji KOH.

Gambar 1 Pengujian yang dilakukan pada isolat bakteri endofit : A. Produksi IAA: SR (Salkowski Reagent), 1 — 10 isolat
bakteri endofit sesuai Tabel 1; B. Produksi amonia : 1. Peptone water, 2. Inkubasi bakteri, 3. Peptone water +
Nessler reagent, 4. Isolat TbPh7, 5. Isolat IbtPhm1; C. Pelarutan fosfat; D — E. Antagonisme terhadap bakteri busuk

lunak secara in vitro.
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mudah diakses oleh tanaman. Oleh karena itu,
kehadiran mikroorganisme pelarut fosfat sangat
penting guna mendukung penyerapan fosfat dalam
bentuk Pi oleh tanaman.

Produksi Amonia oleh Bakteri Endofit

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa semua
isolat bakteri endofit yang diinkubasikan dalam media
pepton cair bereaksi positif (terbentuknya warna
kuning) setelah ditambahkan reagen Nessler. Pada
penelitian ini, kandungan asam amino dalam media
pepton memungkinkan bakteri endofit mengonversi N
menjadi amonia sehingga dapat dideteksi setelah
reagen Nessler ditambahkan. Keberadaan amonia
dideteksi dengan terbentuknya warna kuning pada
larutan pepton; pada konsentrasi amonia yang tinggi
akan terbentuk warna cokelat.

Nitrogen merupakan unsur makronutrien esensial
yang sangat dibutuhkan oleh tanaman tetapi tanaman
hanya dapat menggunakan unsur N dalam bentuk
amonia (NHa4)* dan nitrat (NO3)~. Unsur nitrogen yang
dibutuhkan tanaman diperoleh berkat bantuan
mikroorganisme termasuk bakteri endofit. Bakteri
endofit diketahui mampu memfiksasi N bebas dari
udara dan mengubahnya ke dalam bentuk yang
tersedia bagi tanaman (Khan et al. 2012; Gayathri et
al. 2010; Stajkovic et al. 2009). Produksi amonia oleh
bakteri endofit dimungkinkan karena keberadaan
enzim nitrogenase yang berfungsi dalam konversi N2
menjadi NH4*" (Jha & Kumar 2007). Secara garis besar,
tanaman lebih membutuhkan nitrat dibandingkan
amonia. Akan tetapi, menurut Ramyasmruthi et al.
(2012), amonia yang diproduksi oleh bakteri secara
tidak langsung mampu memengaruhi peningkatan
pertumbuhan tanaman.

Antagonisme Bakteri Endofit terhadap Bakteri
Penyebab Busuk Lunak Sscara In Vitro

Pada penelitian ini, pengendalian bakteri endofit
terhadap bakteri penyebab penyakit busuk lunak pada
anggrek diuji secara in vitro. Hasil uji antagonisme
bakteri endofit terhadap bakteri Pectobacterium
brasiliense disajikan pada Tabel 1. Hasil positif ditandai

M 1 2 3 4

1000

500

100
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dengan terbentuknya zona hambat pada lapisan agar-
agar yang dicampur dengan suspensi bakteri busuk
lunak P. brasiliense. Pada penelitian ini terlihat bahwa
kesepuluh isolat bakteri mampu membentuk zona
hambat terhadap isolat bakteri P. brasiliense dengan
kisaran diameter 3-7,2 cm. Zona hambat terkecil
diperlihatkan oleh isolat AkOcl, yaitu 3 cm. Zona
hambat yang terbesar dicapai oleh isolat bakteri endofit
TbPh7, diikuti isolat DnDr2.

Pembentukan zona hambat diindikasikan sebagai
kemampuan isolat bakteri endofit tersebut untuk
berkompetisi dan menghambat pertumbuhan bakteri
patogen (Gambar 1). Kemampuan bakteri endofit
menghasilkan berbagai enzim dan metabolit sekunder
mendukung penghambatan pertumbuhan bakteri
patogen sehingga dapt meningkatkan ketahanan
tanaman. Shin et al. (2007) menemukan beberapa
bakteri endofit yang diisolasi dari akar tanaman pantai
mampu menghasilkan enzim hidrolisis protease,
pektinase, kitinase, serta metabolit sekunder siderofor.
Lebih lanjut, pada pengujian aktivitas antagonis
terhadap 4 isolat jamur fitopatogen (Rhizoctonia solani,
Phytium ultium, Fusarium oxysporum, dan Botrytis
cinerea) secara in vitro, sebagian besar bakteri endofit
tersebut mampu menunjukkan hasil positif. Hasil uji
antagonisme pada penelitian ini sebanding dengan
penelitian He et al. (2009) bahwa bakteri endofit
EBBLQ1 Phyllobacterium sp. mampu menghambat 14
galur jamur fitopatogen (di antaranya Alternaria
alternata, Sclerotina sclerotium, dan Verticillium dahlia)
serta satu galur bakteri fitopatogen. Temuan Djatnika
(2012) menunjukkan isolat B23, B26, dan B37 mampu
menekan pertumbuhan F. oxysporum dalam media
PDA. Bahkan ketiga isolat tersebut mampu menekan
intensitas penyakit layu Fusarium.dan jumlah tanaman
anggrek yang terserang.
Keragaman Genetik 10 Bakteri Endofit
Berdasarkan rep-PCR

Pada penelitian ini, keragaman genetik bakteri
endofit anggrek dianalisis menggunakan metode PCR
repetitif. Keragaman genetik bakteri endofit terdeteksi
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Gambar 2 Keragaman genotipe 10 isolat bakteri endofit berdasarkan rep-PCR menggunakan primer BOX-A1R. M = penanda
DNA 1kb; 1 = isolat DnPh5; 2 = isolat TbPh7; 3 = isolat IbtPhm1; 4 = isolat BgCt10; 5 = isolat DnDr2; 6 = isolat
Bgvtl10; 7 = isolat DnLp7; 8 = isolat DnBI1; 9 = isolat Akoc1; 10 = isolat DnAr4
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dalam 10 isolat bakteri endofit anggrek. Pada Gambar
2 divisualkan amplikon 10 isolat bakteri endofit dengan
menggunakan metode rep-PCR berkisar pada 200
hingga 1200 bp. Visualisasi hasil elektroforesis
amplikon rep-PCR 10 isolat bakteri endofit
menunjukkan 5 pola pita DNA yang berbeda.
Keragaman jumlah pita DNA setiap isolat yang
terbentuk menggunakan primer BOX-A1R pada rep-
PCR berkisar antara 5 dan 9 pita DNA. Isolat bakteri
endofit DnPh5, BgCt2, BgVt10, DnLp7, DnBI1, dan
DnAr4 menunjukkan pola pita DNA yang seragam
sehingga dikelompokkan ke dalam satu kelompok.
Sebalknya, isolat TbPh7, IbtPhm1, DnDr2, dan AkOcl
menunjukkan pola pita DNA yang berbeda-beda
sehingga mengindikasikan keempat isolat tersebut
merupakan spesies ataupun subspesies bakteri yang
berbeda. Dengan demikian, metode rep-PCR
merupakan salah satu metode analisis keragaman
genetik spesies sampai tingkat subspesies dengan
akurasi tinggi (Yang et al. 2004; Torres et al. 2008).
Menurut Tobes dan Pareja (2006), sekuens repetitif
(REP sequences) meliputi sekuens-sekuens yang
bersifat palindromik dan berulang pada daerah genom
ekstragenik bakteri dengan panjang basa sekitar 21—
65 basa. Dengan metode rep-PCR, penentuan spesies
bakteri hingga ke tingkat strain sangat dimungkinkan
berdasarkan hasil amplifikasi elemen DNA yang
berulang (Genersch & Otten 2003). Lebih lanjut,
dikemukakan terdapat 3 satuan utama elemen repetitif
DNA yang sering digunakan untuk pemetaan genome
bakteri. Teknik rep-PCR menggunakan primer BOX-
A1R dengan target sekuens DNA repetitif yang lestari
pada subunit BOXA genom bakteri. Sekuens subunit
boxA-like merupakan sekuens dengan tingkat lestari
yang tinggi bila dibandingkan subunit boxB dan boxC
pada elemen BOX genom bakteri.
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Berdasarkan hasil visualisasi elektroforesis, pita-
pita setiap isolat tesebut dianalisis menggunakan
peranti lunak NTSYS dengan metode pengelompokan
UPGMA. Gambar 3 memperlihatkan dendrogram
menggunakan peranti tersebut yang menunjukkan
persentase tingkat keseragaman antar-isolat. Pada
dendrogram terlihat bahwa isolat DnPh5, BgCit2,
BgVvtl0, DnLp7, DnBI1, dan DnAr4 mempunyai
similaritas 100%. Selanjutnya, isolat IbtPhm1, DnDr2,
dan AkOcl masing-masing mempunyai similaritas
90%, 79%, 68% terhadap keenam isolat lainnya. Isolat
TbPh7 merupakan isolat dengan tingkat similaritas
paling rendah terhadap isolat lainnya, yaitu sekitar
51%.

KESIMPULAN

Pada penelitian ini, sepuluh bakteri endofit mampu
memproduksi IAA dengan konsentrasi yang berbeda.
Konsentrasi 1AA tertinggi diproduksi oleh bakteri
AkOcl 321 pg/mL diikuti oleh bakteri DnLp7 267
pg/mL, dan terendah pada bakteri TbPh7 79 pg/mL.
Isolat bakteri TbPh7 dan bakteri IbtPhm1 berpotensi
sebagai agens hayati karena menunjukkan respons
yang paling positif dibandingkan dengan isolat bakteri
lainnya dalam pengujian produksi ammonia, pelarutan
fosfat, dan antagonisme terhadap bakteri busuk lunak.
Hasil analisis keragaman dengan metode rep-PCR
menunjukkan isolat bakteri TbPh7, bakteri AkOc1,
bakteri DnDr2, dan bakteri IbtPhm1 memiliki pola pita
DNA yang berbeda-beda dengan tingkat similaritas
51%, 68%, 79% dan 90% terhadap isolat bakteri
lainnya.

Coalllmil

Gambar 3 Dendrogram hasil analisis pengelompokan berdasarkan UPGMA yang menunjukkan keragaman genetik 10 isolat
bakteri endofit. EA 4 = isolat DnPh5, EA 29 = isolat BgCt2, EA 42 = isolat BgVt10, EA 105 = isolat DnAr4, EA 59
=DnLp7, EA 86 = isolat DnBI1, EA 16 =isolat IbtPhm1, EA 53 = isolat DnDr2, EA 97 = isolat AkOc1, EA 9 = isolat

TbPh7
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