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Abstract

Cacao (Theobroma cacao L.) has potential to symbiosis with endophytic microbes.
These microorganisms have a symbiotic mutualism with host plants. The group of
endophytic bacteria are produce antibiotics, anti-cancer, anti-fungal, anti-viral,
volatile compounds, even insecticides, while endophytic fungi is a biological control
agents. This study were aimed to isolate and characterize bacteria and fungi that
have the potential as endophytic microbes from Sulawesi's superior cacao (T.
cacao L.). The method used in this study was descriptive method to determine the
characterization of bacteria and fungi that have the potential as endophytic
microbes, the results showed that there were 2 bacterial isolates who has a different
morphology and 1 fungal isolate suspected genus Aspergilus.

Abstrak

Kakao (Theobroma cacao L.) mempunyai potensi bersimbiosis dengan mikroba
endofit. Mikroorganisme ini memiliki hubungan simbiosis mutualisme dengan
tanaman inang. Kelompok bakteri endofit menghasilkan antibiotik, anti kanker, anti
jamur, anti virus, senyawa volatil, bahkan insektisida, sedangkan jamur endofit
dapat berperan sebagai agen pengendali hayati. Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi dan mengkarakterisasi bakteri dan jamur yang berpotensi sebagai
mikroba endofit dari kakao (T. cacao L.) unggul Sulawesi. Metode yang digunakan
dalam penelitian ini adalah metode deskriptif untuk mengetahui karakterisasi dari
bakteri dan jamur yang berpotensi sebagai mikroba endofit, hasil penelitian
menunjukkan bahwa terdapat 2 isolat bakteri yang memiliki morfologi berbeda dan
1 isolat jamur yang diduga genus Aspergilus.

dari tumbuhan inang, begitu juga dengan tumbuhan

Mikroba endofit merupakan mikroorganisme yang inang memperoleh  proteksi terhadap patogen
berasosiasi dengan jaringan tanaman. tumbuhan dari senyawa yang dihasilkan adalah
Mikroorganisme ini mempunyai hubungan simbiosis mikroba endofit. Mikroba endofit yang berperan
mutualisme vyaitu sebuah bentuk hubungan yang sebagai agen pengendali hayati terdiri atas
saling menguntungkan. Mikroba endofit dapat golongan bakteri, jamur dan aktinomisetes (Ariyono
memperoleh nutrisi untuk melengkapi siklus hidup dkk., 2014).
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Kelompok bakteri endofit antara lain dari genus
Burkholderia, genus Bacillus, dan genus Pseudomonas.
Bakteri-bakteri tersebut dikenal dapat menghasilkan
antibiotik, anti kanker, anti jamur, anti virus, senyawa
volatil, bahkan insektisida (Lodewyckx et al., 2002).
Kelompok jamur endofit yang berperan sebagai agen
pengendali hayati antara lain adalah Fusarium solani,
Acromonium zeae, Verticillium sp., Phomopis cassiae,
Muscodor albus, Periconia sp., Ampelomyces sp.,
Neotyphodium lolii dan lain-lain (Geo et al., 2010).
Menurut (Radji, 2005), tumbuhan kakao (Theobroma
cacao L.) mempunyai potensi bersimbiosis dengan
mikroba endofit. Mikroba endofit bersifat kompetisi
langsung dengan patogen di dalam jaringan tanaman
dan dapat bersifat mikroparasit secara langsung pada
tumbuhan kakao. Mikroba endofit juga memproduksi
metabolit yang dapat menghambat perkembangan
patogen penyebab penyakit. Menurut (Rifka dkk, 2014),
kakao jenis klon Sulawesi 2 ketika matang akan
berwarna merah dan bentuk buahnya runcing.
Banyaknya laporan mengenai mikroba endofit (antara
lain Nursanty dan Suhartono, 2012) melaporkan tentang
isolasi, karakterisasi bakteri endofit asal tumbuhan johar
(Cassia siamea Lamk.), (Simarmata dkk, 2014) tentang
Isolasi mikroba endofitik dari tanaman obat sambung
nyawa (Gynura procumbens) dan analisis potensinya
sebagai antimikroba, (Kumala dkk, 2006) tentang
aktivitas antimikroba metabolit bioaktif mikroba endofitik
tanaman trengguli (Cassia fistula L.). Dari laporan
tersebut belum pernah dilaporkan mengenai isolasi dan
karakterisasi mikroba endofit asal kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.) unggul Kklon Sulawesi 2.
Berdasarkan hal tersebut sehingga dilakukan penelitian
tentang mikroba endofit pada cacao unggul Sulawesi 2.

Bahan dan Metode

Bagian tumbuhan yang diambil yaitu buah kakao (T.
cacao L.) unggul Sulawesi 2 yang berada di Desa
Sidondo, Kecamatan Sigi Biromaru, Sulawesi Tengah.
Buah yang diambil yaitu buah masak yang telah
berwarna merah. Selanjutnya, dimasukkan kedalam
plastik steril dan disimpan dalam ice box.

Sterilisasi sampel

Organ buah kakao (T. cacao L.) unggul Sulawesi 2
dicuci dengan air mengalir selama 10 menit, kemudian
disterilisasi dengan etanol 75% selama lebih kurang 3
menit serta Na hipoklorit selama lebih kurang 20 menit
dan kembali disterilkan dengan etanol 75% kemudian
dibilas dengan air mengalir (Nursanty dan Suhartono,
2012).

Penanaman Bakteri dan Jamur yang Berpotensi
Sebagai Mikroba Endofit

Penanaman bakteri dan jamur dilakukan dengan metode
tanam langsung dengan memotong buah cacao yang
sudah disterilisasi sepanjang 1 cm. Pada proses
pertumbuhan bakteri, sampel buah yang sudah
disterilisasi diletakkan dalam media LBA (Luria Bertani
Agar), cawan petri yang sudah mengandung sampel
tanaman kemudian diinkubasi dalam inkubator dengan
suhu 37°C selama 24 jam. Pada pertumbuhan jamur,
sampel buah yang sudah disterilisasi diletakkan dalam
media PDA (Potato Dextrose Agar), cawan petri yang
sudah mengandung sampel tanaman kemudian
diinkubasi dalam inkubator, pada suhu 37°C selama 7
hari. (Simarmata dkk., 2014).

Purifikasi Bakteri dan Jamur yang Berpotensi
Sebagai Mikroba Endofit

Isolat bakteri dan jamur yang didapatkan pada tahap
isolasi selanjutnya dipurifikasi. Koloni isolat yang
menandakan adanya morfologi berbeda dari isolat satu
dengan isolat lainnya, dipurifikasi dengan menggunakan
metode goresan pada cawan petri yang berisi media
LBA untuk purifikasi bakteri inkubasi selama 24 jam dan
menggunakan media PDA untuk pertumbuhan jamur
pada proses purifikasi, inkubasi selama 7 hari. Purifikasi
ini dilakukan untuk mendapatkan isolat murni (Rosana,
2001).

Pemurnian  dilakukan  berdasarkan  kenampakan
morfologi secara makroskopik yang meliputi warna dan
bentuk koloni jamur (Kumala dkk, 2007).

Karakterisasi Bakteri dan Jamur yang Berpotensi
Sebagai Mikroba Endofit

Pengamatan morfologi bakteri secara makroskopik
dilakukan  setelah  tahap  pemurnian  meliputi
pertumbuhan koloni pada cawan petri yaitu bentuk
koloni, elevasi, dan bentuk tepian koloni, pertumbuhan
koloni bakteri pada medium agar tegak yaitu bentuk
pertumbuhan pada bekas tusukan dan pertumbuhan
koloni bakteri pada medium agar lempeng yaitu bentuk
pertumbuhan pada bekas goresan (Kumala dkk., 2006).
Pengamatan morfologi bakteri secara mikroskopik
dilakukan dengan pewarnaan Gram untuk mengetahui
jenis gram dan bentuk sel bakteri (Kumala dkk., 2006).
Karakterisasi isolat jamur endofit dilakukan dengan cara
pengamatan makroskopik berupa warna, permukaan,
pinggiran koloni, tepian, reserve dari koloni isolat
jamur endofit (Kumala dkk., 2014). Karakterisasi isolat
jamur endofit secara mikroskopik menggunakan metode
slide chultur (Kumala dkk., 2014). Pengamatan
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mikroskopik meliputi hifa dan konidia. Pengamatan
dilakukan pada hari ke 7 dengan menggunakan
mikroskop perbesaran 1000 x.

Hasil dan Pembahasan

Sampel kulit buah cacao (T. cacao L.) yang digunakan
dalam penelitian ini merupakan sampel kulit buah yang
diambil dari wilayah Desa Sidondo, Kabupaten Sigi,
Sulawesi Tengah. Sampel buah cacao yang digunakan
yaitu cacao unggul Sulawesi 2. Menurut (Rifka dkKk,
2014), cacao jenis ini ketika matang akan berwarna
merah dan bentuk buahnya runcing (Nursanty dan
Suhartono, 2012). Dari hasil Isolasi bakteri diperoleh 2
Isolat bakteri yang berpotensi sebagai mikroba endofit.
Pengamatan morfologi bakteri yang berpotensi sebagai
mikroba endofit adanya morfologi berbeda (Gambar 1).

Tabel 1. Hasil pengamatan makroskopik bakteri yang
berpotensi sebagai mikroba endofit pada cawan petri.

No Kode Bentuk Bentuk Elevasi Warna
isolat  koloni tepian koloni koloni
1. BEC1 Circular Erose Flat Putih

2. BEC2 Irregular Lobate Raised Putih

Gambar 1. Morfologi koloni bakteri yang berpotensi
sebagai mikroba endofit pada medium LBA
menggunakan metode gores kuadran pada tahap
purifikasi. Keterangan : BEC 1 : Bentuk koloni circular
(Bulat, bertepi), BEC 2 : Bentuk koloni irregular (Tidak
beraturan, bertepi).

Morfologi bakteri yang berpotensi sebagai mikroba
endofit diamati dengan mengacu pada (Cappucino and
Sherman, 1996).

Morfologi bakteri yang berpotensi sebagai mikroba
endofit pada medium agar miring.

(BEC 1) (BEC 1)
Gambar 2. Morfologi Koloni bakteri pada agak miring.
Keterangan: BEC 1 :bentuk filiform (pertumbuhan
sepanjang inokulasi rata) berwarna putih, BEC 2 :bentuk
filiform (pertumbuhan sepanjang inokulasi rata)
berwarna putih

Morfologi bakteri yang berpotensi sebagai mikroba
endofit pada agar tegak.

(BEC 1) (BEC 2)
Gambar 3. Morfologi Koloni bakteri pada agak tegak.

Keterangan BEC 1 :Bentuk filiform (pertumbuhan
sepanjang inokulasi rata), berwarna putih, BEC 2:
Bentuk echinulate (pertumbuhan sepanjang inokulasi
bergerigi, berwarna putih.
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Karakterisasi bakteri secara mikroskopik menggunakan
pewarnaan Gram untuk melihat jenis Gram dan bentuk
selnya.

Tabel 2. Hasil pengamatan mikroskopik bakteri yang
berpotensi sebagai mikroba endofit.

No Kodeisolat Sifat gram Bentuk sel
1. BEC 1 - Bacil
2. BEC 2 + Bacil

Keterangan: kode isolate BEC 1 memiliki sifat gram negatif (-), dan
kode isolate BEC 2 memiliki sifat gram positif (+).

Hasil pengamatan mikroskopik dengan menggunakan
metode pewarnaan Gram didapatkan ada sebagian
bakteri bersifat Gram negatif dengan kode isolat BEC 1.
Hal ini dikarenakan bakteri yang bersifat Gram negatif
akan kehilangan ungu kristal ketika dicuci dengan

TN

alkohol dan ketika diberi safranin tampak berwarna
merah. Sedangkan bakteri yang bersifat Gram positif
yaitu bakteri dengan kode isolat BEC 2. Hal ini
dikarenakan bakteri Gram positif akan mempertahankan
zat pewarna ungu kristal. Menurut Kumala dkk (2006),
Bakteri yang bersifat Gram negatif ditandai dengan
adanya warna merah sedangkan bakteri yang bersifat
Gram positif ditandai dengan adanya warna ungu.
Terdapat 2 isolat bakteri dengan kode isolat BEC 1,
BEC 2 yang dapat diperoleh. Isolat bakteri dengan kode
isolat BEC menunjukkan Gram negatif, kode isolat BEC
2 menunjukkan Gram positif.

Jamur Yang Berpotensi Sebagai Mikroba Endofit
Dari hasil isolasi jamur didapatkan 1 isolat jamur yang
berpotensi sebagai mikroba endofit asal kulit buah
cacao (T. cacao L.) unggul Sulawesi 2, kemudian diberi
simbol isolat JEC (Jamur Endofit Cacao).

Gambar 4. Mikroba endofit pada medium PDA yang telah melalui tahap purifikasi. (a) Morfologi pada media PDA. (b)
pengamatan mikroskopik jamur perbesaran 10 x. (c) pengamatan mikroskopik jamur perbesaran 100 x.

Jamur yang berpotensi sebagai mikroba endofit dengan
kode isolat JEC bentuknya tidak beraturan dan tepinya
tidak rata pada cawan yang berisi media PDA. Pada
awal pengamatan, miselium jamur ini berwarna putih
tetapi pada hari ke-3 warna miseliumnya berubah
menjadi warna kehitaman. Ciri mikroskopis jamur JEC 1
adalah hifa bersekat. Konidiofor tegak, panjang, dan
tidak berwarna. Menurut Barnet and Hunter (1998),
jamur dengan ciri tersebut adalah genus Aspergilus.
Barnet and Hunter (1998) menyatakan genus Aspergilus
memiliki konidia yang tegak ke atas, membentuk globus.
Fardiaz (1989) menyatakan konidia dari jamur genus
Aspergilus memiliki warna hitam, hitam kecoklatan, dan
coklat violet, bagian atas konidia membesar dan
membentuk globus, konidiofor tidak berwarna.

Terdapat 1 jamur dengan kode isolat JEC vyang
diperoleh berdasarkan hasil identifikasi diduga genus
Aspergilus.
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