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ABSTRACT
Sixty eight endophytic bacteria were isolated from four different rice varieties (IR64, Cirata, Code and Limboto) obtained from
agroecosystem in Cikembar, Sukabumi, West Java. Those isolates were subjected for analysis the diversity based on genetic
fingerprinting through Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) method. The objective of this research is to
characterize the predominant endophyte bacteria are present within various rice varieties grown on agroecosystem in Cikembar,
Sukabumi by using ARDRA method. The results shows that restriction analysis with both Rsal and HaglH was sufficient to allocate
the endophyte bacteria from four different rice varieties into the 29 types. Moreover, Rsal aone was capable of resolving the 11
types, followed by HaelH 14 types. In genera, the result may explain that there is no collinierity between the cluster and their host
plant. Staphylococcus, Bacillus, Agrobacterium, Serratia, Klebsiella, Acidovorax and Pseudomonas were identified as endophytic
bacteria from rice varieties in this agroecosystem based on their 16S rRNA sequences. Seven types were placed in close proximity
to these genera, but other types were still unknown. Among these isolates, genera Staphylococcus and Bacillus are common to rice

endophytes.

Kata kunci: keragaman, bakteri endofit, 16S ribosomal DNA, ARDRA

PENDAHULUAN

Struktur mikroba dalam suatu ekosistem
membentuk sistem kompleks sebagai hasil adaptasi
terhadap lingkungannya, sehingga kestabilan struktur
populasi mikroba menjadi ukuran kualitas suatu
ekosistem. Perubahan ekosistem akan menyebabkan
perubahan pada keanekaragaman mikrob (McChang
et al., 1999). Untuk itu keberadaan mikroba dalam
ekosistem pertanian perlu diketahui dan dilestarikan
dalam bentuk kultur koleksi yang kemudian dapat
digunakan sebagai sistem peringatan dini untuk
mengantisipas hilangnya diversitas mikroba.

Bakteri endofit merupakan bakteri yang hidup
pada jaringan tumbuhan dan berinteraksi dengan
tumbuhan yang ditumpanginya dengan interaksi yang
bersifat mutualisme (Strobel dan Daisy, 2003).
Sebanyak 155 isolat endofit berhasil diisolasi dari
bagian batang, daun dan akar tanaman padi dari
varietas Cirata, Limboto, Code dan IR64 yang ditanam
secara serentak pada areal pertanaman padi di daerah
Cikembar, Sukabumi, Jawa Barat (Susilowati et al,
2006). Menurut Lesmanaet al. (2003), varietas-varietas
tersebut memiliki sifat tertentu dalam hal ketahanan

‘Diterima: 12 Maret 2010 - Disetujui: 18 April 2010

terhadap mikroba patogen tanaman padi, yaitu Cirata
merupakan varietas lokal yang peka terhadap
Pyricularia grissea penyebab penyakit bias; Limboto
varietas lokal tahan terhadap fungi P. grissea; Code
turunan IR64 tahan bakteri Xanthomonas oryzae pv.
oryzae penyebab penyakit hawar daun bakteri (HDB);
dan IR64 varietas introduksi pekaterhadap X. oryzae
pv. oryzae. Keragaman bakteri endofit yang terdapat
pada keempat jenis varietas padi yang diketahui
memiliki sifat tersebut di atas diharapkan dapat
memperkaya koleksi plasmanutfah mikroba pertanian
dan mengantisipasi hilangnya diversitas mikroba
indigen dari plasma nutfah padi di Indonesia.

Bakteri endofit yang secara umum ditemukan
pada berbagai tumbuhan di antaranya Pseudomonas,
Bacillus, Enterobacter dan Agrobacterium (Bell et al.,
1995; Hallmann et al., 1997; Hallmann, 2001; Bacon et
al., 2002). Pantoea, Enterobacter, Methylobacterium,
Agrobacterium dan Bacillus banyak dilaporkan
sebagai bakteri endofit pada tumbuhan yang
dibudidayakan (Hallmann, 2001; Bacon et al. 2002;
Reiter et al., 2002; Zinniel et al., 2002); sedangkan
Microbacterium, Brevundimonas dan Sphingomonas
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sangat jarang ditemukan sebagai bakteri endofit.
Pantoea banyak ditemukan di dalam jaringan tanaman
padi (Feng et al., 2006) dan Klebsiella sp. juga
dilaporkan mengkolonisasi jaringan tanaman padi
(Elbeltagy et al., 2000).

Bakteri endofit dapat berperan sebagai pemacu
pertumbuhan tumbuhan, yang didukung oleh
serangkaian proses mikroba seperti pelarutan nutrien,
penambatan N, udara, produksi hormon tumbuh dan
mengantisipas serangan OPT (Hallmann 2001; Bottini
et al., 2004; Compant et al., 2005). Kemampuan
mengkolonisas Sistem perakaran secara efektif sebagai
bakteri rhizosfer dan memacu pertumbuhan akar
merupakan dua faktor penentu efikas bakteri endofit
dapat berperan terhadap pertumbuhan tumbuhan,
memacu rendemen tumbuhan serta mengkontrol
serangan penyakit tumbuhan (Compant et al., 2005).

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
keragaman bakteri endofit pada empat varietas padi
yang berbeda (Cirata, Limboto, Code dan IR64) yang
ditanam secara serentak pada areal pertanaman padi di
daerah Cikembar, Sukabumi, Jawa Barat. Analisis
keragaman dilakukan dengan metoda ARDRA, yaitu
dengan pendekatan amplifikas gen 16S rDNA dan
pemotongan secara spesifik oleh enzim restriks tertentu
pada gen penyandi 16S rRNA hasil amplifikas, sehingga
diperoleh pola pita pemotongan yang khas untuk setiap
jenis bakteri. Weidner et al. (1996) menyatakan gen
16S rDNA dapat dipergunakan untuk tujuan
karakterisass molekular. Dari pola pita tersebut akan
dapat'direkonstruksi pohon filogenetik yang akan
mengelompokkan bakteri berdasarkan jarak
kekerabatannya.

BAHANDANMETODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi dan Laboratorium Biologi Molekuler,
Bada Besar Pendlitian dan Pengembangan Bioteknologi
dan Sumber Daya Genetik Pertanian (BB Biogen), Bogor
pada Maret hingga Oktober 2006. Sebanyak 68 isolat
bakteri endofit tanaman padi koleksi BB Biogen
diisolas DNA-nyadan diamplifikas dengan primer63-
F (CAGGCCTAACACATGCAAGTC), 1387-R
(GGGCGGCGTGTACAAGGCC) dari invitrogen,
selanjutnya produk PCR (amplikon) yang diperoleh
direstriksi dengan enzim Rsa)(fermentas) dan Hae\\\
(fermentas).

Koleks bakteri endofit diekstraks DNA-nya
dengan menggunakan metode Lazo et al. (1987). PCR
dilakukan dengan mencampurkan 2,00 ul DNA template
dalam campuran yang terdiri atas 2,0 ul 10xBuferPCR.
150 pl 25 mM MgCl, 0.50 pl 10 mM dNTP, masing-
masing 0,50 pI 10 pig primer F dan R dan 0,20 Tag DNA
polimerase dan ddH20 hinggavolume 25 ul. Amplifikas
DNA dilakukan dengan kondisi: denaturasi awal 94°C
selama 2 menit, diikuti 30 siklus yang terdiri atas
denaturas pada suhu 94°C sdama 30 detik, penempelan
primer selama 30 detik dengan varias suhu 50°C dan
55°C, polimerasi selama 1 menit pada suhu 72°C dan
pada siklus terakhir dilakukan perpanjangan waktu
polimeras selama 7 menit. Penghentian reeks dilakukan
dengan penurunan suhu ke 4°C (Rodiyah, 2003).
Pemurnian produk PCR dilakukan dengan metode
pengendapan etanol (Sambrook dan Russell, 2001).
Digesti enzim Rsal (5'-GT AC) dan Haelll (5-GG CC)
dengan mencampurkan 5 pul DNA hasil presipitasi
dengan 8,0ul air deionisasi dan ditambahkan 1 pl bufer

Gambar 1. Hadl restriksi gen 16S rRNA bakteri endofit (E): A. dengan enzim Rsal dan B. dengan enzim Hae l11 yang
dielektroforesis dengan gel agrosa menggunakan marker (M) 100 pb
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Tabd 2. Polarestriksi oleh enzim restriksi Rsal-Haelll dan tipe ARDRA dari isolat endofit asal empat varietas

tanaman padi
No Kode | solat Inang Isolat (Varietas Padi) Pola Restriksi® Tipe ARDRA'
1 Endo-2 Cirata HA 21
2 Endo-4 Cirata HA 21
3 Endo-14 Cirata AC 3
4 Endo-18 Cirata CB 7
5 Endo-19 Cirata AE 4
6 Endo-20 (Pseudomonas putidaf Cirata FG 7
7 Endo-21 Cirata CE 10
8 Endo-23 Cirata OA 19
9 Endo-24 Cirata IC 25
10 Endo-25 Cirata CB 7
11 Endo-26 (Serratia marcescens) Cirata HA 21
12 Endo-29 Cirata CE 10
13 Endo-30 Cirata HA 21
14  Endo-33 Cirata AB 2
15 Endo-35 Cirata CB 7
16 Endo-39 Cirata ID 26
17 Endo-40 (Serratia marcescens) Cirata HA 21
18 Endo-41 (Saphylococcus) Cirata ID 26
19 Endo-42 Cirata ID 26
20 Endo-47 Cirata DA n
21  Endo-50 Cirata HA 21
22 Endo-51 (Bacillus cereus) Cirata AB 2
23 Endo-53 Cirata GH 18
24 Endo-56 Cirata CB 7
25  Endo-61 Cirata IC s
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Tabd. 2lanjutan...

No Kode | solat Inang Isolat (Varietas Padi) Pola Restriks" Tipe ARDRA'
26  Endo-62 Cirata AB 2
27 Endo-63 Cirata DA 1
28 Endo-64 Limboto AB 2
29 Endo-65 (Bacillus subtilis) Limboto AB 2
30 Endo-67 Limboto DI 13
31 Endo-68 Limboto EA 14
32 Endo-69 Limboto IC 25
33 Endo-70 Limboto AB 2
34 Endo-73 Limboto AB 2
35 Endo-75 Limboto CcC 8
36 Endo-76 (Staphylococcus) Limboto CE 10
37 Endo-77 Limboto AB 2
38 Endo-79 (Staphylococcus) Limboto ID 26
39 Endo-80 Limboto HJ 23
40 Endo-81 Limboto EM 16
41  Endo-82 Limboto ID 26
42  Endo-85 Limboto AF 5
43  Endo-86 Limboto AF 5
44 Endo-87 Limboto AE 4
45 Endo-89 (Stapylococcus) Limboto CD 9
46  Endo-91 (Pseudomonas syringaee) Limboto DG 12
47  Endo-92 Limboto AB 2
48 Endo-99 Limboto DO 12
49  Endo-103 Limboto AB 2
50 Endo-105 Limboto AA 1
51 Endo-106 Limboto EC 15
52  Endo-107 (Acidovorax) Limboto KJ 29
53 Endo-118 Limboto BK 6
54 Endo-124 Limboto HL 24
55 Endo-125 Limboto AB 2
56 Endo-126 Limboto AB 2
57 Endo-127 Limboto AB
58 Endo-128 Limboto HB 22
59  Endo-129 Limboto HL 24
60 Endo-130 Limboto AB
61 Endo-132 Code CD
62 Endo-135 (Agrobacterium larrymoorei) Code GE 20
63 Endo-136 (Bacillus sp.) Code AB 2
64 Endo-139 (Bacilluspumilus) IR64 KB 28
65 Endo-142 IR64 HA 21
66 Endo-144 IR64 CD 9
67 Endo-147 IR64 JC 27
68 Endo-155 IR64 AA 1
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dan | pl enzim restriksi dan diinkubasi 37°C selama 3
jam. Penyusunan dendogram pohon fllogenetik
dilakukan melalui program statistik Nt-Sysberdasarkan
matriks similaritas simple matching, dengan
menggunakan metode UPGMA (Unweighted Pair
Group Method Arithmatic Mean).

HASDL

Penerapan teknik isolasi DNA dari Lazo et al.
(1987) menghasilkan DNA yang cukup bersih dan dapat
diamplifikasi dengan primer 63-F dan 1387-R
menghasilkan satu pitatunggal berukuran sekitar 1500
pasang basa yang merupakan ukuran gen 16S rRNA.
Primer yang merupakan primer universal untuk prokariot
ini diketahui dapat mengamplifikasi gen 16SrRNA dari
domain bakteri dengan ukuran sekitar 1300-1500 pb,
dan telah menunjukkan dergjat mismatch pada ujung
5' yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan primer
27-Fdanl392-R.

Hasil pemotongan gen 16SrRNA pada 68 isolat
bakteri endofit dengan enzim Rsal menghasilkan 11
pola pita yang berbeda. Pola pita yang dominan
ditunjukkan oleh pola A, yang berukuran 400,450 dan
500 pasang basa (Tabel 1, Gambar 1).

Hasil pemotongan dengan enzim restriksi
Haelll menghasilkan 14 pola pita pemotongan yang
berbeda. Polapitayang dominan terdapat pada polaB
yang berukuran 275,475 dan 600 pb (Tabel 1, Gambar
2).

PEMBAHASAN

Hasl pemotongan gen 16S rRNA pada 68 isolat
bakteri endofit dengan enzim Rsal menghasilkan 11 pola
pitayang berbeda dengan pola pitayang dominen ditunjukkan
oleh polaA, yang berukuran 400,450 dan 500 pasang basa.
Adanya polayang dominan menunjukkan bahwa terdapat
bekteri yang mempunya galuryang sama Terdapat bebergpa
isolat bakteri endofit yang menghasilkan hanya satu pita
pemotongan (EI07 dan EI39), yang dimungkinkan
merupakan penumpukan dari duafragment atau lebih kerena
enzim Rsal memotong DNA pada sis pengenal yang
menghasilkan fragmen DNA dengan ukuran yang sama.

Hasil pemotongan dengan enzim restriksi
Haelll menghasilkan 14 pola pita pemotongan yang
berbeda dengan pola pita yang dominan terdapat pada
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pola B yang berukuran 275, 475 dan 600 pb. Pada
umumnya enzim Haelll dapat memotong semua isolat
dan memberikan hasil fragmen restriksi yang cukup
diskriminatif.

Enzim Rsal dan Haelll merupakan enzim
endonuklease restriksi tetrametrik (memiliki sisi
pengenalan 4 basa), sehingga bila penyebaran
nukleotidaterjadi secara acak pada organisme dengan
G+C sekitar 50%, maka setiap sekitar 256 pasang basa
dapat diharapkan memiliki satu sis pengenalan. Di sini
kedua enzim menghasilkan sgjumlah besar fragmen
yang bervariasi ukurannya, yang bisa digunakan untuk
membandingkan pola fllogenetik antar isolat.

Konstruksi pohon fllogenetik ke-68 isolat
bakteri endofit padi berdasarkan hasil pola pita
pemotongan menggunakan enzim Rsal dan Haelll
menghasilkan 29 kel ompok (Tabel 2, Gambar 2). Tingkat
keragaman yang cukup tinggi ini dimungkinkan oleh
karena isolat diperoleh dari inang tanaman padi yang
tumbuh dalam agroekosistemnya di alam dan bukan
dari tanaman yang dikultur dalam laboratorium atau
ditanam di rumah kaca.

Pada koeflsien similaritas 75% isolat terbagi
menjadi 4 klaster (A, B, C dan D). Tidak ada
kecenderungan yang menunjukkan pengelompokan
yang sesual dengan tanaman inangnya akan tetapi pada
pengelompokan yang lebih kecil terdapat
kecenderungan pengelompokan berdasarkan sifat
fisiologisnya. (Gram+dan Gram -) dan jenisnya. Klaster
A adalah kelompok bakteri Gram (+); sedangkan klaster
B adalah kelompok bakteri Gram (-). Juga terdapat
kecenderungan pengel ompokan berdasarkan jenisnya.
Identiflkasi ini diberikan berdasarkan pada isolat
referens yang merupakan isolat baktrei endofit yang
telah diidentifikasi berdasarkan hasil sekuen DNA-nya.
Kedekatan antara isolat yang diteliti dengan sekuen
yang teridentifikas memberikan gambaran mengenai
identitas isolat tersebut. Berdasarkan isolat yang telah
teridentifikas tersebut terlihat bahwa pada klaster A
yang merupakan kelompok bakteri Gram + terlihat
pengelompokan lagi seperti kelompok bakteri
Saphylococcus dan kelompok Bacillus. Pada klaster
B jugaterbentuk sub-klaster Agrobacterium, Serratia,
Klebsiella dan Acidoforax. Pada klaster C merupakan
kelompok bakteri Pseudomonas.
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Sebagaimana dinyatakan oleh Kobayashi dan
Palumbo (2000), tanaman dapat dikolonisasi secara
simultan oleh banyak jenis bakteri endofit, baik Gram
positif maupun Gram negatif, meliputi genus:
Acidovorax, Acinetobacter, Actinomyces, Aeromonas,

Agrobacterium, Alcaligenes, Atcanivorax, Azoarcus,
Azorhizobium, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus,
Beijerinckia, Bradyrhizobium, Burkholderia,
Chromobacterium, Corynebacterium, Derxia,
Enterobacter, Flavobacterium, Flexibacter, Frankia,
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Gambar 2. Pohon filogenetik bakteri endofit padi dengan kelompok kekerabatannya berdasarkan pola

pita pemotongan enzim Rsal dan Haelll
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Herbaspirillum, Mesor hizobium, Moraxella,
Nocardia, Ochrobactrum, Pantoea, Phyllobacterium,
Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Psychrobacter,
Ralstonia, Rhizobium, Rhodococcus, Shewanella,
Snorhizobium, Sphingobacterium, Sphingomonas,
Soirillum, Senotrophomonas, Sreptomyces,
Thauera, Variovorax, Vibrio, Xanthomonas, Xylella,
Zoogloea, Zymobacter, Zymomonas dan
Methylobacterium. Sedangkan menurut Mano dan
Morisaki (2008), bakteri endofit yang umum ditemukan
dari jaringan berbagai jenistumbuhan adal ah kel ompok
Pseudomonas {Pseudomonas, Bulkholderia,
Phyllobacterium) dan Enterobacteriaceae
(Enterobacter, Erwinia, Klebsiella).

Keberadaan bakteri endofit sebagaimana
dinyatakan oleh Mano et al. (2007) bisa berasal dari
lingkungan sekitarnya, seperti daerah rhizosfer dan
filosfer tumbuhan yang mampu menerobos ke dalam
jaringan dalam tumbuhan melalui stomata, lentikula,
luka (trachoma yang rusak), ataupun area munculnya
akar lateral. Bakteri dari dalam dan luar jaringan batang
dan daun tanaman padi dapat bermigrasi dari
permukaan ke bagian interior tanaman ataupun
sebaliknya. Oleh karenaitu, adanyakeragaman bakteri
endofit pada varietas padi yang ditanam di daerah
Cikembar Sukabumi ini menunjukkan bahwa bakteri
endofit yang ada tersebut kemungkinan besar juga
merupakan bakteri rhizosfer dari 1ahan pertanaman padi
yang merupakan inang bagi berbagai jenis bakteri
rhizosfer.

KESDVIPULAN

Enzim Rsal dan Hae |1l mampu menghasilkan
segjumlah besar karakter pembedaantar isolat dan dapat
digunakan untuk analisis keragaman dan kekerabatan
bakteri endofitik. Enzim Rsa | menghasilkan 11 pola
pita; sedangkan enzim Haelll menghasilkan 14 pola
pita. Secara keseluruhan isolat terbagi menjadi 29
kelompok. Banyaknya kelompok yang terbentuk
memperlihatkan bahwa bakteri endofit memiliki
keragaman yang cukup tinggi. Pada koefisien
similaritas 75% isolat yang diteliti terbagi menjadi 4
kelompok kekerabatan. Tidak ada kecenderungan
pengelompokan berdasarkan pada tanaman inangnya
akan tetapi terdapat kecenderungan pengelompokan

Berita Biologi 10(2) - Agustus 2010

berdasarkan jenisnya yang terbagi ke dalam jenis
Saphylococcus, Bacillus, Agrobacterium, Serratia,
Klebsiella, Acidoforax dan Pseudomonas.
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