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Pemanfaatan bakteri endofit sebagai penghasil senyawa metabolit sekunder
sangat menguntungkan. Kandungan metabolit sekunder yang terdapat di dalam
jaringan tumbuhan serta dalam bakteri merupakan potensi yang memberikan
banyak manfaat dalam bidang pertanian. Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi bakteri endofit dari daun dan kulit batang tanaman Laban (Vitex
pubescens Vahl) dan uji antibakteri. Bakteri diisolasi menggunakan media HVA.
Karakteristik bakteri endofit diamati secara makroskopis, mikroskopis, dan
melakukan uji katalase serta untuk uji antibakteri menggunakan bakteri patogen
Erwinia carotrova. Jumlah isolat endofit yang berhasil diisolasi berjumlah delapan
isolat (empat isolat dari daun laban dan empat isolat dari kulit batang laban).
Karakterisasi dilakukan pada delapan isolat endofit yang dihasilkan bahwa isolat
memiliki ciri-ciri yang berbeda baik secara makroskopis, mikroskopis, dan semua
isolat endofit dari tanaman laban menghasilkan enzim katalase (uji +). Hasil
aktivitas antibakteri menunjukkan tujuh isolat bakteri endofit memiliki aktivitas
antibakteri terhadap erwinia carotrovora. Tanaman laban kaya akan keragaman
bakteri endofit. Isolate bakteri endofit terisolasi 8 spesies yang berbeda (DA45,
DA46,DB15,DB16,KBC1, KBC2, KBC3 dan KBC4). Bakteri endofit yang berasosiasi

Universitas Pendidikan Ganesha. dengan tanaman berperan penting dalam kesehatan tanaman.

ABSTRACT

The objective of this study was to isolate of endophytic bacteria from the leaves and bark of Laban plant (Vitex pubescens
vahl) and antibacteria test. Bacteria were isolated using HVA media. The characteristics of endophytic bacteria were
observed macroscopically, microscopically and carried out the catalase test and for antibacterial tests using the pathogenic
bacterium Erwinia carotrova. Total isolated endophytic was 8 isolates (4 isolates from Laban leaves and 4 isolates from
Laban stem bark). Characterization was carried out on 8 endophytic isolates which resulted that the isolates had different
characteristics both macroscopically, microscopically, and all endophytic isolates from the Laban plant produced the
catalase enzyme (+ test). Test of endophytic bacteria against pathogenic bacteria obtained 7 isolates having inhibitory
power against the Erwinia carotrova bacteria..

1. PENDAHULUAN

Endofit adalah mikroorganisme yang hidup di dalam jaringan tanaman hidup setidaknya selama
sebagian hidupnya tanpa menimbulkan gejala penyakit yang nyata pada inangnya (Santoyo, 2016). Endofit
diperlakukan sebagai endosimbion. Kemampuan untuk masuk dan berkembang dalam jaringan tanaman
membuat endofit unik, menunjukkan interaksi multidimensi di dalam tanaman inang. Beberapa aktivitas
vital tanaman inang diketahui dipengaruhi oleh keberadaan endofit. Endofit masuk ke dalam tanaman
terutama melalui akar dan bagian udara tanaman, seperti daun, bunga, batang dan kotiledon (Kobayashy &
Palumbo, 2000). Endofit terlokalisasi pada titik masuk dan dapat menyebar di seluruh tubuh tanaman inang
(Khare etal., 2018). Setelah memasuki inang, mereka tinggal di dalam sel atau ruang antar sel atau di sistem
vaskular (jaringan) (Kumar et al., 2016; H. Liu et al., 2017). Setelah mendapatkan tempat tinggal di jaringan
tanaman, endofit diketahui menghasilkan beragam produk alami yang bisa menjadi sumber obat yang
konsisten dan sukses. Oleh karena itu, produk alam dari mikroba endofit memang memiliki potensi yang
besar tidak hanya dalam industri farmasi tetapi juga industri agrokimia dan bioteknologi (Astutietal., 2018;
Eljounaidi et al., 2016; Romero-Arguelles et al., 2022).

Saat ini sedang berkembang usaha pemanfaatan bakteri endofit sebagai agen pengendali hayati (J.
M. Liu et al., 2020; Zulkifli et al., 2018). Selain itu, pemanfaatan bakteri Endofit sebagai penghasil senyawa
metabolit sekunder sangat menguntungkan karena kandungan metabolit sekunder yang terdapat di dalam
jaringan tumbuhan serta dalam bakteri merupakan potensi yang memberikan banyak manfaat dalam
bidang pertanian (G et al., 2018). Tanaman obat telah digunakan sepanjang sejarah karena sifat
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terapeutiknya. Endofit bersifat sinergis dengan inangnya, sehingga dapat menjadi pilihan yang baik untuk
penelitian keberadaan bakteri endofit (Linda et al.,, 2022). Tanaman laban (Vitex pubescens vahl) adalah
salah satu tanaman obat yang dapat dijadikan sebagai sumber bakteri endofit. Tanaman laban memiliki
sejarah dalam bidang etnobotani dan sering digunakan sebagai obat tradisional. Tanaman laban berfungsi
sebagai antimikroba meliputi anticendawan dan antibakteri. Senyawa antimikroba yang berasal dari
tanaman Laban dihasilkan oleh bakteri endofit. Kemampuan suatu tumbuhan menghasilkan senyawa
antimikroba akan menghambat pertumbuhan mikroorganisme lain serta menjadi resisten terhadap
serangan jamur atau mikroorganisme lainnya dan berpotensi sebagai antibakteri, antifungi, antikanker
(Fajri & Agustien, A., 2015; Khan et al., 2020). Kandungan metabolit sekunder pada daun tanaman Laban
mengandung senyawa flavonoid, terpenoid, dan fenolik (Larasati et al, 2013). Kandungan metabolit
sekunder pada kulit batang tanaman Laban yang menunjukkan bahwa kulit batang tanaman laban
mengandung alkaloid, flavonoid, terpenoid, saponin, dan tanin (Hermansah et al, 2015). Dari hasil
penelitian tersebut diperkirakan bahwa kulit batang dan daun tanaman laban dapat menghasilkan bakteri
endofit yang merupakan produsen penghasil metabolit sekunder yang dapat digunakan sebagai antibakteri.

Hasil penelitian terdahulu mendapatkan bahwa bakteri endofit yang diisolasi dari beberapa
tanaman menghasilkan berbagai senyawa metabolit dengan efek antimikroba dan pemicu pertumbuhan
tanaman (Jasim et al., 2014; Q. Liu et al., 2020; Martinez-Klimova et al., 2017; Zulkifli et al., 2018). Isolat
bakteri endofit Bacillus sp terbukti sangat efektif sebagai antimikrob dan pupuk hayati dan agen biokontrol
(Purwaningsih & Wulandari, 2021; Sadikin et al., 2021; Zulkifli et al.,, 2018). Jamur endofit diisolasi dari
cabang dan daun sesbania grandiflora (L.) Pers (Kurniawan etal., 2021). Bioaktivitas terhadap bakteri gram
positif dan gram negatif (Sidauruk et al., 2021). Beberapa strain bacillus telah diisolasi dan dikarakterisasi
untuk pertumbuhan tanaman dan produksi metabolit antijamur (Omomowo & Babalola, 2019; Shurigin et
al, 2021). Karena sifat-sifat ini, beberapa strain bacillus telah digunakan di bidang pertanian sebagai
pemacu pertumbuhan tanaman dan agen kontrol biologis (Sebola et al,, 2019). Penelitian ini bertujuan
untuk mendapatkan isolate bakteri endofit dari tanaman Laban dan menguji isolate bakteri yang diperoleh
terhadap bakteri pathogen tanaman Erwinia carotrovora.

2. METODE

Bakteri endofit diisolasi dari bagian kulit batang dan daun tanaman laban yang diperoleh dari
kebun biologi kampus Universitas Riau. Bakteri pathogen erwinia carotrovora dari koleksi laboratorium
penyakit tanaman Fakultas Pertanian Universitas Riau. Tahapan penelitian yaitu isolasi bakteri endofit,
metode yang digunakan untuk isolasi bakteri endofit adalah berdasarkan sterilisasi permukaan. Sampel
kulit batang dan daun tanaman laban dicuci dengan air mengalir sampai bersih. Sampel dipotong-potong
berukuran sekitar 1 cm x 1 cm, lalu direndam dalam larutan alkohol (70%) selama 1 menit dan dicuci dua
kali dengan aquades. Selanjutnya direndam dalam larutan sodium hipoklorida (4%) selama 5 menit,
kemudian dibilas dengan air steril (Zulkifli et al., 2018). Permukaan sampel jaringan tumbuhan yang telah
steril dimaserasi dengan menggunakan mortal dan pistil steril sampai halus kemudian tambahkan sekital 2
ml aquades steril. Hasil penggerusan, diambil 0,1 mL dan di plating pada cawan petri yang berisi media
HVA. Setiap media dilengkapi dengan asam nalidiksat (25 mg-L-1), nistatin (50 mg-L-1) dan diinkubasi
dalam incubator pada suhu kamar selama 2-4 hari. Koloni yang tumbuh pada media isolasi ini diseleksi dan
dimurnikan dengan penggoresan berulang pada media NA. Kultur murni diawetkan sebagai suspensi
gliserol (20%, v/v) pada -80 °C. Identifikasi morfologi, isolat bakteri yang telah didapatkan dikarakterisasi
berdasarkan pengamatan morfologi koloni, bentuk sel, pola pertumbuhan, uji pewarnaan gram dan uji
katalase.

Aktivitas antibakteri, uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode difusi sumur
agar (Holder & Boyce, 1994) terhadap bakteri patogen erwinia carotrovora pada medium NA. Bakteri
endofit yang berasal dari stok agar miring diinokulasikan ke media NA, kemudian diinkubasi selama 24 jam.
Kultur bakteri patogen erwinia carotrovora ditumbuhkan di dalam 50 mL media NB dan diinkubasi di atas
shaker dengan suhu 37°C. Sebanyak 1 mL kultur bakteri pathogen dituangkan kedalam 20 mL media NA
yang bersuhu 35-40°C kemudian dituang ke dalam cawan petri sebanyak * 20 mL lalu didinginkan. Diambil
1 potongan (01lcm) isolat endofit diletakkan diatas media NA yang telah mengandung kultur bakteri
patogen. Pengamatan dilakukan setelah diinkubasi selama 24 jam. Zona bening yang terbentuk yang
menunjukkan aktivitas antibakteri. Pengamatan zona bening dilakukan dengan mengukur zona bening
yang terbentuk menggunakan rumus zona hambat (Lv) = Lav -Ld dengan Lav, diameter zona bening yang
terbentuk dan Ld. diameter koloni/kertas cakram.
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Isolat bakteri endofit dari tanaman laban (Vitex pubescens vahl). Hasil isolasi bakteri endofit dari
kulit batang dan daun laban (Vitex pubescens Vahl) diperoleh delapan isolat yang terdiri dari empat isolat
dari daun dan empatisolat dari kulit batang. Hasil purifikasi isolat bakteri endofit dari kulit batang dan daun
tanaman laban disajikan pada Gambar 1.

(b)

Gambar 1. (a) Isolat Murni Bakteri Endofit Daun B15 dan Daun B16; (b) Isolat Murni Bakteri Endofit
Daun A45 dan Daun A46; (c) Isolat Murni Bakteri Endofit KBC1, KBC2, KBC3, KBC4

Karakterisasi secara makroskopis meliputi bentuk koloni tunggal, tepian koloni tunggal, elevasi
koloni (ketinggian permukaan koloni), serta pigmen koloni tunggal bakteri endofit. Bakteri endofit yang
telah diisolasi dari daun dan kulit batang tanaman laban memiliki keberagaman dari segi morfologi
sehingga diyakini bahwa 8 isolat bakteri endofit tersebut memiliki jenis yang berbeda. Morfologi koloni
bakteri endofit berupa bentuk, tepian, elevasi dan pigmen koloni disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Karakterisasi [solat Bakteri Endofit pada Daun dan Kulit Batang Tanaman Laban (Vitex Pubescens
Vahl) Secara Makroskopis

Kode Morfologi Koloni
Isolat Bentuk Tepian Elevasi Pigmen
Daun A46 Irreguler Bergerigi Naik Putih
Daun A45 Rhizoid Berlekuk Umbonate Putih kekuningan
Daun B15 Sirkuler Rata Datar Kuning
Daun B16 Irregular Bergerigi Datar Putih kekuningan
KB C1 Sirkuler Rata Convex Bening
KB C2 Sirkuler Rata Datar Putih kekuningan
KB C3 Sirkuler Rata Datar Putih kekuningan
KB C4 Irregular Rata Datar Kuning

Karakterisasi bakteri endofit secara mikroskopis dari kulit batang dan daun tanaman laban yang
dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Karakterisasi Secara Mikroskopis Isolat Bakteri Endofit pada Daun dan Kulit Batang
Tanaman Laban (Vitex Pubescen Vahl)

Isolat Mikroskopis Pewarnaan "
(Makroskopis) (4x100) Gram Bentuk Uji Katalase
DA45 ~ DA45
+ Streptococcus +
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Isolat Mikroskopis Pewarnaan "
(Makroskopis) (4x100) Gram Bentuk Uji Katalase
DA46
+ Streptococcus +
+ Streptococcus +
+ Streptococcus +
KB C1 KB C1
+ Streptobacillus +
- . +
. Streptobacillus
KB C3 KB C3
. + Streptobacillus +
- Streptobacillus +
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Berdasarkan Tabel 2 dapat dilihat bahwa 4 isolat bakteri endofit dari daun tanaman laban
umumnya merupakan bakteri gram positif yang berbentuk streptococcus, sedangkan isolat bakteri endofit
dari kulit batang tanaman lebih beranekaragam karena dari 4 isolat bakteri endofit yang berhasil diisolasi,
terdiri atas 2 isolat bakteri endofit gram positif, dan 2 isolat bakteri gram negatif. Pada umumnya ,semua
isolat endofit dari kulit batang tanaman laban berbentuk streptobacillus. Isolat bakteri endofit dengan kode
DA45, DA46, DB15, DB16, KBC1 dan KBC3 merupakan bakteri gram positif karena berwarna ungu
disebabkan oleh zat warna kristal violet, dan isolat bakteri endofit dengan kode KBC2 dan KBC4 merupakan
bakteri gram negatif karena berwarna merah yang disebabkan oleh zat warna safranin. Mekanisme
pewarnaan gram pada bakteri ini didasarkan pada struktur dan komposisi dinding sel bakteri. bakteri gram
positif memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal pada dinding selnya yang mampu mengikat zat warna,
sedangkan bakteri gram negatif umumnya memiliki lapisan peptidoglikan yang tipis pada dinding selnya.
Selain itu, bakteri gram negatif mengandung lipid lebih banyak dibandingkan bakteri gram positif, sehingga
pada proses pewarnaan saat perlakuan dengan pemberian alkohol apabila bakteri tersebut merupakan
bakteri gram negatif maka akan menyebabkan terjadinya reaksi antara lipid dan alkohol, sehingga
memperbesar daya rembes atau permeabilitas dinding sel bakteri gram negatif. Jadi, zat warna kristal violet
yang terlebih dahulu diteteskan pada bakteri daripada alkohol dalam proses pewarnaan dapat diekstraksi
dan kehilangan warna tersebut.

Uji antibakteri bakteri endofit, penapisan isolat bakteri endofit tersebut dilakukan untuk
memperoleh isolat yang mampu menghasilkan produk metabolit yang bersifat antibakteri patogen.
Pengujian secara in vitro menunjukkan bahwa produk metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri
endofit menghasilkan zona hambat Tabel 3. Penapisan aktivitas antibakteri isolat bakteri endofit kode
DA46, DA45, DB15, DB16, KBC1, KBC2, KBC3 dan KBC4 dilakukan terhadap bakteri uji yaitu Erwinia
carotrovora. Hasil pengujian aktivitas antibakteri isolat bakteri endofite erwinia carotrovora dapat dilihat
pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil Pengukuran Aktivitas Antimikrob Isolat Endofit terhadap Bakteri Patogen Erwinia

Carotrovora
Kode Isolat Erwinia Carotrovora Zona Hambat
DA 46 + 1 mm
DA 45 + 3 mm
DB 15 + 2 mm
DB 16 + 1 mm
KB C1 + 2 mm
KB C2 - -
KB C3 + 6 mm
KB C4 + 1 mm

Hasil penapisan menunjukkan bahwa isolat bakteri endofit yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri patogen yaitu sebanyak 7 isolat bakteri endofit mampu menghambat pertumbuhan
E. carotrovora. Menurut Ambarwati (2007) daerah hambatan ditentukan tingkat hambatannya sesuai
dengan Kkriteria aktivitas penghambatan berdasarkan ukuran, yaitu zona hambat dengan ukuran < 5mm
termasuk golongan aktivitas lemah, 5-9 mm memiliki kemampuan sedang, 10-20 mm memiliki kemampuan
kuat dan 220 mm memiliki kemampuan yang sangat kuat dalam menghambat pertumbuhan bakteri target.
Berdasarkan tabel 3 pada isolat endofit terhadap E.carotrovora isolat KB C3 termasuk kategori sedang dan
6 isolat lainnya termasuk kategori lemah.

Pembahasan

Tanaman laban kaya akan keragaman bakteri endofit, isolate bakteri endofit terisolasi 8 spesies
yang berbeda (DA45, DA46, DB15, DB16, KBC1, KBC2, KBC3 dan KBC4). Bakteri endofit yang berasosiasi
dengan tanaman berperan penting dalam kesehatan tanaman. Bakteri ini menghasilkan berbagai metabolit
yang bermanfaat dan dengan demikian telah dianggap sebagai sumber senyawa biologis aktif (Castronovo
etal, 2021; Erjaee etal,, 2019). Beberapa bakteri endofit menunjukkan aktivitas antagonis terhadap bakteri
patogen tanaman erwinia carotrovora.. Ratusan spesies bakteri endofit dapat diisolasi dari satu jenis
tanaman, dan kondisi lingkungan tempat tumbuh tanaman inang, jenis tanaman dan umur tanaman akan
berpengaruh terhadap populasi dan profil dari mikrob endofit di dalamnya (Rosenblueth & Martinez-
Romero, 2006). Tanaman dengan jenis atau spesies yang sama memiliki bakteri endofit yang tidak selalu
sama (Salo & Novero, 2020). Bakteri endofit dapat menunjukkan aktivitas antibakteri yang sama dan
menghasilkan metabolit seperti inangnya. Senyawa biologis aktif tanaman obat dapat memengaruhi
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mikroba endofit yang hidup di dalam jaringan tanaman dan fungsi fisiologisnya (Salam et al., 2017; Shurigin
et al, 2021). Endofit yang berasosiasi dengan laban, yang menunjukkan aktivitas antagonis terhadap
erwinia carotrovora membuktikan potensi biokontrol. Beberapa mekanisme dasar yang mendasari efek
menguntungkan tanaman dilaporkan dalam literatur, termasuk produksi fitohormon, enzim perusak
dinding sel mikroba, produksi hidrogen sianida (HCN) dan ACC-deaminase (Eljounaidi et al., 2016; Kandel
etal, 2017). Selain itu, bakteri endofit mempunyai peranan menigkatkan pertumbuhan tanaman inangnya
(Santoyo et al., 2016).

Pada umumnya, bakteri dapat menghasilkan berbagai macam komponen salah satunya adalah
hidrogen peroksida (H202). Hidrogen peroksida dapat bersifat racun atau merusak sistem metabolisme
bakteri apabila bakteri tidak dapat memecah hidrogen peroksida menjadi senyawa lain yang tidak
berbahaya, pemecahan tersebut dapat dilakukan apabila terdapat enzim katalase pada bakteri. Enzim
katalase dapat mengubah hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen sehingga bakteri dapat bertahan
hidup. Hal tersebut dapat dilihat pada koloni bakteri yang ditetesi hirogen peroksida (H202) akan
mengasilkan gelembung, dan hal ini menunjukkan bahwa bakteri endofit tergolong bakteri aerob yaitu
bakteri yang membutuhkan oksigen untuk hidupnya karena pada umumnya semua organisme yang hidup
secara aerob menghasilkan enzim katalase(H. Liu et al.,, 2017). Mekanisme enzim katalase memecah H20:
adalah saat bakteri melakukan respirasi, enzim katalase yang merupakan bagian dari enzim peroksidase
akan membentuk suatu pertahanan dengan mengkatalisis hidrogen peroksida (H202) menjadi H20 dan gas
02,sehingga sifat toksik dari hidrogen peroksida pun menghilang (Santoyo etal., 2016).

Terbentuknya zona bening menandakan bahwa bakteri endofit tersebut memiliki kemampuan
untuk memproduksi senyawa ekstraseluler yang bersifat antibakteri. Perbedaan diameter zona bening
yang terbentuk kemungkinan disebabkan perbedaan jenis senyawa antibakteri yang dihasilkan tiap isolat
bakteri endofit. Hasil tersebut juga menandakan bahwa kemungkinan besar senyawa antibakteri yang
dihasilkan oleh bakteri endofit tersebut memiliki spektrum yang luas. Strain terisolasi dinilai untuk potensi
aktivitas antibakteri patogen erwinia carotrovora dan itu menunjukkan aktivitas antimikroba. Dalam
penelitian ini isolate KBC3 telah menunjukkan zona penghambatan dan menunjukkan sifat antibakteri yang
kuat di antara semua isolate. Temuan kami menunjukkan bahwa semua isolat bakteri memiliki
karakteristik antibakteri terhadap patogen di atas kecuali strain KBC2 yang tidak menunjukkan aktivitas
bakteriastatik terhadap Erwinia carotrovora.

4. SIMPULAN

Bakteri endofit yang diisolasi dari kulit batang dan daun tanaman laban (Vitex pubescens vahl)
sebanyak delapan isolat. Bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman laban memiliki karakteristik yang
beragam, baik secara makroskopis maupun mikroskopis. Hasil aktivitas antibakteri menunjukkan tujuh
Isolat bakteri endofit memiliki aktivitas antibakteri terhadap erwinia carotrovora
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