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ABSTRAK

Siderefor adalah agen pengkelat (Chelating agent) besi yang dihasilkan oleh tanaman
dan mikoorganisme pada kondisi kekurangan besi. Salah satu mikroorganisme yang
memiliki kemampuan memproduksi siderefor adalah cendawan. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui potensi cendawan endofit dalam memproduksi siderefor. Kemampuan
cendawan dalam memproduksi siderefor terutama tipe Salisilat dan Katekol menggunakan
medium Potato Dextrose Broth (PDB) dan Reagen Hathway. Sebanyak delapan isolat
cendawan endofit asal padi lokal Sulawesi Selatan diuji kemampuan memproduksi siderefor.
Delapan isolat cendawan endofit sebelum diuji diremajakan pada medium Potato Dextrose
Agar (PDA) selama tujuh hari. Setiap isolat ditumbuhkan pada medium PDB sebelum diuji.
Pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 560 nm
dengan Na. Salisilat 700 nm dengan 2.3 DHBA sebagai standar. Hasil penelitian
menunjukkan isolat E4 dan E8 yang memiliki kemampuan memproduksi siderefor terbaik.
Hasil penelitian memberikan informasi terbaru terkait potensi cendawan endofit asal padi
lokal Sulawesi Selatan sebagai penghasil siderefor.

Kata kunci: siderefor; agen pengkelat; katekol; natrium salisilat.
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ABSTRACT

Siderophore is an iron-chelating agent produced by plants and microorganisms
under iron deficiency conditions. One of the microorganisms that ability produce
siderophore is a fungus. This study aimed to determine the potential of endophytic fungi in
creating siderophore. The ability of fungi to produce siderophore, especially Salicylate and
Catechol using Potato Dextrose Broth (PDB) liquid media and Hathway Reagent. Eight
isolates of endophytic fungi from local rice South Sulawesi were tested their ability to
produce siderophore. Eight isolates of endophytic fungi before being tested were
rejuvenated by growing on Potato Dextrose Agar (PDA) medium for seven days. Each
isolate was grown on a PDB medium before being tested. The absorbance is measured using
a spectrophotometer at a wavelength of 560 nm with Na. Salicylate 700 nm with 2.3 DHBA
as standard. The results showed that the isolates of E4 and E8 had the capability to produce
siderophores. The results provide the latest information regarding endophytic fungi'
potential from local rice in South Sulawesi as a siderophore producer.

Keywords:  siderophore; chelating agent; catechol; sodium salicylate.

PENDAHULUAN Ahmed & Holmstrém, 2014). Mikroor-
ganisme juga mampu menghasilkan

Siderefor adalah agen pengkelat siderefor, seperti bakteri dan cendawan.

besi dengan ukuran molekul kecil yang Bakteri berhasil diisolasi dan memiliki
dihasilkan oleh mikroorganisme dan kemampuan  menghasilkan  siderefor
tanaman dalam kondisi kekurangan besi seperti Bacillus subtilis yang diisiolasi
(Schwyn & Neilands, 1987, Ahmed & dari rizosfer kentang (Prihatiningsih dkk.,
Holmstrom, 2014). Siderefor merupakan 2017), Pseudomonad fluoresen (Pratama
senyawa dengan bobot molekul redah et al, 2018), dan isolat bakteri yang
yang mampu mfanglfe.lat k_’es' (Sharma & diisolasi dari rizosfer kentang varietas
Johri, 2003; Prihatiningsih dkk., 2017). Hartapel (Kesaulya et al., 2015). Cenda-
Dengan demikian keberadaan siderefor wan yang telah diisolasi dan mampu
sangat penting bagi pertumbuhan tanaman memproduksi siderefor, seperti
untuk mengatasi kekurangan/kelebihan Trichoderma (Anke et al., 1991), Cenda-
unsur hara besi bagi tanaman. Siderefor wan pelapuk coklat Gloephyllum trabeum
d!bedakan dalam tiga kelompok, yaitu (Ahmed & Holmstrém, 2014), Aspergillus
hidroksamat, katekolat dan karboksilat niger dan Penicillim oxalicum (Aziz et al.,
(Ahmed & Holmstrém, 2014). 2016).

Beberapa_ tanaman diIaporkarT Bakteri sebagian besar menghasil-
dapat menghasilkan siderefor, seperti kan siderefor tipe katekolat (enterobaktin)
barley dan gandum yang dapat mempe- dan sebagian menghasilkan karboksilat
roleh Fe dari sumber yang tidak larut (rhizoabaktin) dan hidroksamat
(Kraemer, 2004; Ahmed & Holmstrom, (ferrioksamin) (Matzanke, 1991; Ahmed
2014), dengan cara  mengeluarkan & Holmstrém, 2014). Sedangkan cenda-
p_eng_kelat Fe (Il) yang disebut wan menghasilkan siderefor tipe katekolat
fitosiderofor yang membentuk kompleks dan hidroksamat (Fekete et al., 1989;

kuat spesifik dengan Fe (I11) (Ma, 2005;
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Fekete; 1993; Ahmed & Holmstrom,
2014).

Kemampuan tanaman dan mikro-
organisme dalam memproduksi siderefor
menjadi sangat penting karena hal ini
terkait dengan permasalahan yang sering
dihadapi  dalam  pertumbuhan dan
produksi  tanaman terutama terkait
kelebihan dan kekurangan unsur hara besi.
Fungsi utama siderefor adalah untuk
mengkelat besi, membentuk senyawa
kompleks dengan logam berat seperti Cd,
Cu dan Zn (Johnstone & Nolan, 2015;
Hussein & Joo, 2019). Menurut
Kobayashi dan Nsihizawa (2012), dan
Ahmed dan Holmstrom (2014), besi
merupakan unsur esensial untuk pertum-
buhan tanaman. Sharma dan Johri (2003)
yang didukung dengan Prihatiningsih dkk.
(2017), bahwa keberadaan siderefor dapat
menguntungkan tanaman karena dapat
menghambat  pertumbuhan  patogen.
Patogen mengalami kekurangan Fe®*
akibat terikatnya Fe3* oleh siderefor. Hal
ini menjadi peluang pemanfaatan side-
refor sebagai pemacu pertumbuhan dan
pengendali patogen.

Beberapa cendawan asal rhizosfer
tanaman telah diteliti menunjukkan
kemampuan menghasilkan siderefor. Na-
mun penelitian terkait kemampuan isolat
cendawan endofit asal padi lokal Sulawesi
Selatan dalam memproduksi siderefor
belum pernah dilakukan. Berdasarkan
uraian tersebut, penelitian ini dilakukan
dengan tujuan untuk mengetahui potensi
cendawan endofit asal padi lokal dalam
memproduksi siderefor.

METODE PENELITIAN

Peremajaan Isolat Cendawan
Isolat cendawan endofit koleksi

hasil penelitian tahun 2018 merupakan
cendawan yang diisolasi dari bagian akar,
batang, daun padi lokal dari Kabupaten
Enrekang dan Toraja Sulawesi Selatan.
Delapan isolat cendawan diremajakan
pada medium Potato Dextrose Agar
(PDA) sebelum dilakukan pengujian
Siderefor. Setiap isolat diambil satu
lempeng dan diletakkan di atas medium
PDA dan diinkubasi selama 7 hari. Isolat
cendawan endofit yang telah tumbuh dan
murni  selanjutnya diperbanyak pada
media PDA untuk dilakukan pengujian.

Persiapan Kultur Isolat Cendawan
Endofit

Setiap isolat cendawan endofit
yang telah tumbuh pada medium PDA
ditumbuhkan kembali pada medium
Potato Dextrose Broth (PDB). Sebanyak 3
lempeng isolat cendawan  endofit
dimasukkan dalam erlenmeyer yang berisi
medium PDB cair dan diinkubasi pada
suhu 27°C. Kemudian dishaker dengan
150 rpm/menit selama 7 hari. Medium
PDB vyang telah ditumbuhi isolat
cendawan endofit disaring menggunakan
kertas saring dan disentrifius 10.000 g
selama 20 menit. Ini digunakan sebagai
larutan uji (supernata) pada pengujian
siderefor.

Uji  Produksi  Siderefor  Secara
Kualitatif

Uji kemampuan produksi
Siderefor tipe Salisilat dan Katekol
189solate cendawan endofit

menggunakan metode yang dijelaskan
oleh Sivasakthivelan dan Stella (2012),
dan Kesaulya et al. (2015) vyang
dimodifikasi. Sebanyak 20 ml kultur
supernata diambil dan pH diatur hingga
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2,0 dengan menambahkan larutan HCI.
Kedalam 20 ml supernata ditambahkan 20
ml etil asetat dan dilakukan ektraksi
sebanyak dua Kkali. Selanjutnya diambil 5
ml supernata dan dimasukkan dalam
tabung reaksi kemudian ditambahkan 5 ml
reagen Hathway (1 ml 0,1 M besi klorida
dan 1 ml 0,1 N HCL ditambahkan ke
dalam 100 ml air suling dan ditambahkan
1 ml 01 M Kkalium ferricyanide),
selanjutnya diamati perubahan warna pada
larutan supernata dan dibandingkan
dengan kontrol.

Uji  Produksi  Siderofer  Secara
Kuantitatif
Pengukuran  siderefor  secara

kuantitatif dilakukan dengan mengukur
absorbansi supernata dari setiap isolat
cendawan endofit menggunakan
spektrofometer pada panjang gelombang
560 nm, menggunakan Natrium Salisilat
sebagai standar. Standar dibuat dari
pengenceran dengan konsentrasi Natrium
Salisilat berkisar dari 0 hingga 2 mg I,
dengan menggunakan persamaan regresi
Y = 0.179x + 0.027. dimana R? =0.902
untuk pengujian Na. Salisisat sedangkan
untuk Katekol menggunakan absorbansi
ditentukan pada 700 nm dengan 2.3
DHBA sebagai standar. Konsentrasi

dalam filtrat kultur ditentukan dan
dinyatakan sebagai mg I! dengan
persamaan regresi Y = 0.209x +0.038
dimana R? = 0.955 (Kesauliya, 2015).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Peremajaan Isolat Cendawan Endofit

Peremajaan  isolat  cendawan
endofit dilakukan sebelum pengujian
siderefor, karena isolat yang telah lama
disimpan dengan media dimana isolat
cendawannya sudah kering. Peremajaan
isolat cendawaan bertujuan  untuk
mendapatkan isolat yang masih baru dan
segar (Gambar 1).

Kultur Isolat Cendawan Endofit

Penyiapan kultur isolat cendawan
endofit diawali dengan penyiapan media
PDB (Gambar 2a). Isolat cendawan
endofit yang telah diremajakan ditum-
buhkan pada media PDB untuk
mendapatkan  kultur isolat cendwan
endofit yang akan digunakan pada
pengujian Siderefor (Gambar 2b).

Deteksi Kemampuan Produksi

Siderefor Secara Kualitatif

Delapan isolat cendawan endofit
yang diuji kemampuan memproduksi

B

Gambar 1. Isolat cendawan endofit sebelum peremajaan (a), setelah peremajaan (b).
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Gambar 2. Media PDB (a). dan kultur 1solat cendawan pada media PDB (b).

siderefor secara kualitatif menunjukkan
adanya  kemampuan memproduksi
sidrefor yang bervariasi berdasarkan peru-
bahan warna supernata dan dibandingkan
dengan kontrol (kuning). Perubahan
warna supernata setiap isolat bervariasi
sesuai dengan kemampuan isolat dalam
menghasilkan siderefor (Gambar 3).
Berdasarkan perubahan warna, isolat E1,

BEEE R E A ER

E4, E5 dan E8 secara kualitatif
memperlihatkan kemampuan mempro-
duksi siderefor terbaik. Ini ditunjukkan
dengan indikator warna yang lebih hijau
dibandingkan isolat lain. Hasil penelitian
Milagres et al. (1999), terhadap 11
cendawan berhasil mendeteksi 8 cen-
dawan memiliki kemampuan produksi
siderefor secara kualitatif dengan meng-

Gambar 3. Kontrol (a) dan E1 - E8 perubahan warna menjadi hijau indikator produksi

siderefor 1solat cendawan.
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Gambar 4. Kadar siderefor yang diproduksi isolat cendawan endofit dari padi lokal

Sulawesi Selatan.

gunakan media padat. Menurut Aziz et al.
(2016), Aspergillus niger dan Penicillim
oxalicum merupakan dua cendawan
terbaik dalam memproduksi siderefor dari
16 cendawan yang diuiji.

Deteksi Kemampuan Produksi

Siderefor Secara Kuantitatif

Uji kemampuan produksi siderefor
secara kuantitatif terhadap delapan isolat
cendawan endofit dengan melakukan
pengukuran absorbansi supernata. Setiap
isolat cendawan endofit diukur absor-
bansinya menggunakan spektrofotometer
pada panjang gelombang 560 nm dan 700
nm. Hasil pengukuran secara kuantitatif
menunjukkan bahwa produksi siderefor
isolat cendawan endofit dalam bervariasi
yaitu 0.18 — 2.53 mg I". Isolat cendawan
endofit E4 menunjukkan kemampuan
produksi siderefor terbaik untuk tipe
Salisilat, yaitu 1.34 mgl? dan Katekol
sebesar 2.53 mgl? (Gambar 4). Secara
umum siderefor mikroba diklasifikasikan
dalam tiga kelompok utama yaitu katekol,

hidroksamat, dan karboksilat
(Winkelmann, 2002; Ghosh et al., 2017).

Terdapat 3 isolat cendawan endofit
yang memiliki kemampuan memproduksi
siderefor tipe Katekol yang tinggi yaitu
isolat E1, E4 dan E8, sedangkan untuk tipe
Salisilat hanya isolate E4. Isolat E4
memiliki kemampuan produksi siderefor
tipe Katekol dan Salisilat yang lebih tinggi
dibandingkan dengan isolat lain. Kemam-
puan isolat E4 dalam memproduksi
siderefor tipe Katekol lebih tinggi
dibandingkan tipe Salisilat. Hal ini sesuai
dengan apa yang dikemukakan oleh
Fekete et al. (1989), dan Fekete (1993).
Ahmed dan Holmstrém (2014), bahwa
siderefor yang dihasilkan oleh cendawan
umumnya katekolat dan hidroksamat. Hal
serupa dikemukakan oleh Plattner dan
Diekmann (1994), serta Hussein dan Joo
(2019), berpendapat bahawa struktur
siderefor cendawan sebagian besar adalah
hidroksamat yang mirip dengan siderefor
bakteri.
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KESIMPULAN DAN SARAN

Kedelapan  isolat  cendawan
endofit memiliki kemampuan produksi
siderefor tipe Salisilat dan Katekol yang
berbeda, yaitu 0,17 — 1,34 mgl™ dan 0, 53-
2,53 mgl™ mgl. Isolat cendawan endofit
E4 dan E8 merupakan isolat yang
memiliki kemampuan produksi siderefor
tipe Katekol terbaik. Perlu dilakukan
penelitian  lanjutan  untuk  menguiji
kemampuan konsorsium isolate cendawan
endofit dalam memproduksi siderefor.
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