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ISOLASI FUNGI ENDOFIT RIMPANG RUMPUT TEKI (Cyperus rotundus
L.) SEBAGAI PELARUT FOSFAT DAN PENGHASIL FITOHORMON
AUKSIN INDOLE-3-ACETIC ACID

Septian Tri Wicaksono, Nur Kusmiyati, and Ahmad Barizi

ABSTRAK

Kandungan fosfat dalam tanah termasuk rendah dalam bentuk yang mudah diserap oleh
tanaman sekitar 1-5%. Tanaman membutuhkan mikroorganisme untuk memenuhi
kebutuhan fosfat. Fungi endofit mampu menghasilkan fosfat terlarut dan produksi 1AA
(Indole-3-Acetic Acid). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar fosfat terlarut dan
kadar produksi IAA (Indole-3-Acetic Acid) yang mampu dihasilkan oleh fungi endofit
rumput teki (Cyperus rotundus L.). Proses awal dilakukan isolasi fungi endofit rimpang
rumput teki. Fungi hasil isolasi dipurifikasi, sehingga terdapat 5 isolat fungi dengan kode
URT 1, URT 2, URT 3, URT 4, dan URT 5. Fungi diidentifikasi secara makroskopis dan
mikroskopis untuk diketahui tingkat divisi. Kadar kelarutan fosfat dianalisa menggunakan
metode biru molybdenum dan memperhitungkan hasil berdasarkan kurva standar KH2POa.
Analisa kadar fosfat terlarut menggunakan instrumen spektrofotometer uv-vis dengan A
840 nm. Uji produksi IAA menggunakan metode reagen salkowski dan memperhitungkan
hasil berdasarkan kurva standar IAA. Uji Produksi IAA menggunakan instrumen
spektrofotometer uv-vis dengan A 540 nm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat
URT 1, URT2 dan URT 4 termasuk kedalam Divisi Ascomycota. Isolat URT 3 termasuk
kedalam Divisi Basidiomycota dan isolat URT 5 termasuk kedalam Divisi Zygomycota.
Isolat fungi endofit rumput teki mampu menghasilkan fosfat terlarut dengan kadar yang
bervariasi, yaitu 54,03 — 87,83 ppm. Isolat fungi endofit ruput teki dapat memproduksi IAA
dengan kadar yang bervariasi, yaitu 5,58 — 45,50 ppm. Kadar fosfat terlarut tetinggi
dihasilkan URT 4 dan terendah dihasilkan URT 3. Kadar produksi IAA trtinggi dihasilkan
URT 1dan terendah dihasilkan URT 2. Isolat URT 1 memiliki kadar fosfat terlarut dan
produksi IAA yang tergolong tinggi dan berpotensi sebagai biofertilizer.

Kata Kunci: fungi endofit, rumput teki, IAA, fosfat



Isolation of Endophytic Fungi From The Rhizome of Nutsedge (Cyperus
Rotundus L.) as Phosphate Solvent and Indole-3-Acetic Acid Phytohormone
Producer

Septian Tri Wicaksono, Nur Kusmiyati, and Ahmad Barizi

ABSTRACT

The phosphate content in the soil is low in a form that is easily absorbed by plants around
1-5%. So plants need microorganisms to meet phosphate needs. Endophytic fungi are able
to produce dissolved phosphate and IAA (Indole-3-Acetic Acid) production. The aim of
this study is determine the level of phosphate solubility and the level of Indole-3-Acetic
Acid (IAA) that is able to be produced by endophytic fungi from nutsedge (Cyperus
rotundus L.). The initial process is done by isolating endophytic fungi in the rhizome of
nutsedge using sterilization surface method. The isolated fungi were purified, so there were
5 fungi isolate with URT 1, URT 2, URT 3, URT 4, and URT 5 codes. The fungi were
identified macroscopically and microscopically to determine the division level. Phosphate
solubility test uses the blue molybdenum method and calculates the results based on
KH,PO, standard curve. This test uses a UV-Vis spectrophotometer instrument with A 840
nm. The IAA production test uses the salkowski reagent method and calculates the results
based on the IAA standard curve. This test uses a spectrophotometer instrument with A 540
nm. The result of the study showed that URT 1, URT2, and URT 4 isolates were included
in Ascomycota Division. Besides, URT 3 isolate included in Basidiomycota Division and
URT 5 isolate included in Zygomycota Division. All isolates were able to produce soluble
phosphate with varying levels from 54,03-87,83 ppm. All the isolates of endophytic fungi
also can produce IAA with varying level, which is 5,58-45,50 ppm. The highest levels of
dissolved phosphate are produced by URT 4 and the lowest is produced by URT 3. The
highest levels of IAA production are produced by URT 1 and the lowest is produced by
URT 2. URT isolates have high levels of dissolved phosphate and IAA production which
is classified as high potential and is a biofertilizer.

Keywords: Endophytic Fungi, Indole-3-Acetic Acid (IAA), Nutsedge/ Nutgrass, Phosphate
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Gulma adalah tumbuhan yang dapat menimbulkan gangguan untuk tanaman
budidaya, karena gulma memiliki kemampuan untuk menyerap nutrisi lebih baik
daripada tanaman budidaya. Kemampuan penyerapan nutrisi ini sering disebut
sebagai persaingan yang bisa menghambat pertumbuhan komoditas tanaman
disekitarnya (Ebtan et al., 2014). Kemampuan gulma dalam menyerap nutrisi
dianggap merugikan di bidang pertanian karena mampu menurunkan produksi
tanaman pertanian.

Gulma secara umum memiliki banyak jenis, salah satu gulma yang paling
banyak adalah rumput teki (Cyperus rotundus L.). Rumput teki merupakan gulma
dengan tingkatan yang cukup tinggi di dunia. Hal ini didasarkan pada reproduksi
yang cepat, jumlah yang berlimpah, distribusi yang luas dan kesulitan untuk
dikendalikan pertumbuhannya (Morales et al., 2003). Salah satu gulma di bidang
pertanian adalah rumput teki (Cyperus rotundus L.). Rumput teki termasuk kedalam
golongan tumbuhan herba yang mampu tumbuh sepanjang tahun. Tumbuhan ini
sering terdapat pada area pertanian maupun padang rumput yang beriklim tropis,
sub tropis dan sedang (Sivapalan and Jayadevan, 2012).

Ekstrak tumbuhan rumput teki (Cyperus rotundus L.) mengandung senyawa-
senyawa penting seperti polifenol, flavonoid, tannin, dan sterol. Senyawa tersebut
dapat bermanfaat sebagai antimikroba, fungisida, bakterisida, antigenotoksik, dan
antioksidan (Nagulendran et al., 2007; Seo et al., 2011; Nima et al., 2008). Potensi
tumbuhan ini dapat berasal dari fungi endofit yang bersimbiosis didalamnya.
Bagian organ tumbuhan yang terdapat fungi endofit adalah batang, daun, bunga,
rimpang, dan akar (Strobel, 2004).

Rimpang merupakan organ tumbuhan yang sangat penting dalam pertumbuhan
dan penyimpanan hasil metabolisme bagi beberapa tumbuhan. Senyawa yang
dimiliki oleh rimpang merupakan hasil interaksi antara komunitas fungi endofit dan
tumbuhan (Hu et al., 2011; Koo et al., 2013; Shubin et al., 2014). Fungi endofit
dari rimpang tumbuhan dapat menghasilkan senyawa aktif yang berguna untuk



pertumbuhan dan perkembangan tanaman, seperti mengeluarkan fitohormon dan
melarutkan fosfat (Akbari et al., 2007; Sukmadi, 2012). Fitohormon indole-3-
Acetic Acid (IAA) yang dihasilkan oleh fungi endofit disebabkan adanya gen
spesifik yang mensintesis hormon tersebut. Gen Aux merupakan gen penting yang
berhubungan dengan sintesis hormon Indole-3-Acetic Acid (IAA). Gen Aux yang
berasal dari tumbuhan berperan dalam memproduksi IAA endogen (Luo et al.,
2018; Lavy, 2016). Sedangkan, IAA eksogen diproduksi oleh fungi endofit yang
bersimbiosis di dalam jaringan tumbuhan rumput teki. Fungi endofit ini dapat
menghasilkan hormon IAA karena memiliki gen yang sama dengan inangnya yaitu
gen Aux (Nemoto et al., 2009; Mano et al., 2010). Fungi endofit juga memiliki
kemampuan dalam melarutkan fosfat dengan adanya enzim fosfatase dan fitase
(Nannipieri et al., 2011). Kemampuan — kemampuan ini menujukkan manfaat
tumbuhan rumput teki. Manfaat tumbuhan rumput teki dapat dieksplorasi secara
Khusus melalui fungi endofit yang bersimbiosis di dalamnya. Rumput teki
merupakan salah satu bentuk kasih sayang dari Allah dengan menciptakan segala
bentuk kehidupan yang bermanfaat. Allah menciptakan segala jenis tanaman pasti
memiliki kandungan manfaat yang baik. Allah telah berfirman dalam Surat Asy-

Syu’ara ayat 7 yang berbunyi:

VS 235 08 e L 1 2 (3 TT ) T
Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang

baik?” (Q.S Asy- Syu’ara Ayat 7)

Tafsir Al Qurtubi menjelaskan ada tiga kata yang sangat penting dalam Surat
Asy-Syu’ara ayat 7, yaitu 1333 yang berarti memperhatikan, g;’j yang berarti
berpasang-pasangan, dan < yang berarti mulia dan baik. Tafsir tersebut
menjelaskan bahwa setiap tanaman memiliki keistimewaan tersendiri sehingga
dapat bermanfaat bagi makhluk hidup disekitarnya. Tafsir Jalalayn menjelaskan
ayat dalam surat ini bermaksud tidak memikirkan mengenai alangkah banyaknya
jenis tanaman yang ada (Imam, 2000). Ada tiga poin utama dalam ayat ini yang
perlu dicermati yaitun 1) maksud dari memperhatikan bumi adalah tuntunan
manusia untuk melakukan penelitian untuk mengetahui manfaat tumbuhan yang

ada, 2) berapakah banyaknya bermakna bilangan yang tak terhitung untuk
2



mengetahui jumlah tumbuhan yang memiliki manfat, 3) mengenai arti tafsir
berpasangan bermakna setiap tumbuhan diciptakan selalu memiliki manfaat dan
dampak buruk yang selalu beriringan.

Fungi endofit adalah salah satu mikroorganisme yang berpotensi dalam
menghasilkan hormon auksin IAA (Strobel. 2004; Noverita et al, 2009). Isolat fungi
yang didapat dari tanaman lokal memiliki potensi yang dapat diaplikasikan pada
daerah asalnya (Gusnawaty et al., 2014). Berdasarkan penelitian sebelumnya oleh
Zega et al. (2018), mengenai mikroorganisme penghasil IAA (Indole-3-Acetic
Acid) dan fosfat terlarut dari rumput teki hanya berfokus pada bakteri endofit. Hal
tersebut menunjukkan bahwa 15 isolat bakteri dari tanaman rumput teki (Cyperus
rotundus L.) memiliki potensi melarutkan fosfat dan menghasilkan 1AA.

Fosfat terlarut dibutuhkan di dalam tanah untuk memenuhi kebutuhan
tumbuhan. Kebutuhan fosfat terlarut berbanding terbalik dengan ketersediaannya
di dalam tanah. Ketersediaan unsur fosfat di alam dipengaruhi oleh karakteristik
tanah dan kondisi lingkungan. Kandungan fosfat dalam tanah termasuk rendah
dalam bentuk yang mudah diserap oleh tanaman sekitar 1-5% (Pradhan, and
Sukla2005; Syamsia et al., 2016). Unsur fosfat sangat penting bagi tanaman antara
lain untuk pembentukan lemak dan pembelahan sel pada tanaman, pembentukan
akar, pembungaan, pembuahan, peningkatan mutu hasil tanaman, kekuatan batang
tanaman, pelepasan karboksilat (Ryan et al., 2001), inisiasi, dan pertumbuhan akar
(Lambers et al., 2003; Shane and Lambers, 2005). Fosfor juga berguna sebagai
komponen dalam transfer energi bagi tanaman seperti ADP, ATP, NAD, NADH,
dan informasi genetik pada tanaman seperti DNA dan RNA (Liferdi, 2010).

Penerapan pupuk kimia fosfat (P) selama ini dipilih karena memiliki hasil yang
cepat terlihat. Akan tetapi, sebenarnya penggunaan pupuk kimia fosfat memiliki
beberapa dampak yang merugikan. Pupuk kimia fosfat yang diberikan pada kondisi
tanah masam mudah berikatan dengan unsur Fe, Al dan Mn, sedangkan pada
kondisi tanah alkalin mudah berikatan dengan unsur Ca (Podile and Kishore, 2006;
Yasser et al., 2014). Unsur fosfat dalam pupuk kimia yang berikatan dengan kation
dalam tanah (seperti Fe, Al, Mn, dan Ca) akan menyebabkan fosfat tidak dapat
diserap oleh tumbuhan. Selain itu, penggunaan pupuk kimia fosfat yang melebihi
takaran dapat mengakibatkan dampak negatif terhadap lingkungan seperti

penurunan kualitas tanah (Husnain et al., 2014).
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Secara alami siklus fosfat melibatkan mikroorganisme pelarut fosfat
(Rhicardson dan Simpson 2011). Mikroorganisme pelarut fosfat mampu
mensintesis fosfat yang tidak terlarut secara kimiawi dan biologis (Joner et al.,
2000; Hasanudin, 2006). Mikroorganisme pelarut fosfat terbagi atas tiga jenis,
yaitu: bakteri pelarut fosfat, fungi pelarut fosfat, dan khamir (Fatmala et al., 2015).
Fungi pelarut fosfat memiliki aktivitas kelarutan fosfat yang lebih tinggi dari jenis
mikroorganisme lainnya (Pradhan dan Sukla 2005; Ginting et al., 2006; Klaic et al.,
2017).

Fungi endofit pelarut fosfat juga bisa menghasilkan fitohormon Indole-3-
Acetic Acid (IAA). Fungi endofit penghasil fitohormon IAA dapat diisolasi dari
tanaman rumput teki (Cyperus rotundus L.). Tumbuhan juga membutuhkan zat
pengatur tumbuh (ZPT) dalam mengoptimalkan pertumbuan dan perkembangan.
ZPT adalah substansi senyawa yang berguna dalam memulai pertumbuhan tanaman
seperti pertumbuhan akar, pembentukan buah, dan pematangan buah (Dewi et al.,
2015). Hormon tumbuhan termasuk ke dalam golongan ZPT (Spaepen et al., 2009).
Salah satu hormon penting untuk tanaman adalah auksin. IAA mampu dihasilkan
oleh setiap tanaman yang disebut sebagai IAA endogen, namun IAA endogen
memiliki keterbatasan untuk diproduksi secara mandiri oleh tumbuhan (Spaepen et
al, 2007). Simbion mikroorganisme seperti fungi endofit dapat memenuhi
kebutuhan IAA tumbuhan. Simbion mikroorganisme mengoptimalkan kebutuhan
IAA dengan menghasilkan IAA tambahan dari proses metabolisme sekunder
(Bolero et al, 2007).

Fungsi auksin dalam pertumbuhan tanaman begitu beragam, antara lain:
sebagai pembentukan lapisan xylem, pembelahan kambium menjadi aktif, sintesa
protein, pembelahan dan diferensisasi sel, pemanjangan batang, pembesaran sel,
meningkatkan perpanjangan, dan pertumbuhan akar (Idris et al., 2007; Bolero et al,
2007). Secara umum, IAA mampu mengoptimalkan pertumbuhan akar lateral,
cabang akar, dan rambut akar (Lestari et al., 2007). Secara khusus, fungsi IAA
adalah meningkatkan pembesaran sel (Widyastuti dan Tjokrokusumo, 2007).

Fungi endofit sendiri memiliki sistem yang berkaitan dengan ekspresi gen
dalam mensintesis hormon auksin (IAA) (Ismail et al., 2016). Precursor (perintis)
berupa L-Tryptophan digunakan untuk menghasilkan IAA. Beberapa jenis fungi

yang mampu menghasilkan IAA, antara lain: Aspergillu niger, Herbaspirillum
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seropedicae, Rhizobium sp., Rhizopus sp., Azospirillum sp. (Ahmad et al., 2008).
Penelitian Mehmood et al. (2018), menunjukkan bahwa jumlah 1AA tertinggi
ditemukan pada eksudat akar yang bersimbiosis dengan fungi endofit jagung
(Fusarium oxysporum) sebesar 10.5 sampai 12.5 pg/mL. Berdasarkan penelitian
Lestari et al. (2015), aplikasi mikroorganisme penghasil IAA mampu menaikkan
vigor padi sehingga terjadi peningkatan perkecambahan padi.

Berdasarkan uraian di atas, maka dapat diambil kesimpulan bahwa mikroba
endofit rumput teki (Cyperus rotundus L.) dalam penelitian Zega et al. (2018),
memiliki kemampuan dalam melarutkan fosfat dan menghasilkan fitohormon
auksin IAA. Penelitian ini fokus pada pengukuran kadar kelarutan fosfat dan
produksi IAA dari fungi endofit. Hal ini didasarkan karena belum banyak eksplorasi
yang dilakukan terhadap fungi endofit pada tanaman rumput teki. Oleh karena itu,
penelitian ini perlu dilakukan untuk melihat potensi kelarutan fosfat dan produksi
IAA yang terdapat pada fungi endofit dari tanaman di lingkungan sekitar. Terutama
eksplorasi fungi endofit yang berasal dari tanaman herba golongan rumput-

rumputan, sedangkan masih banyak potensi yang masih bisa dimanfaatkan.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Apa saja fungi endofit yang berhasil diisolasi dari tumbuhan rumput teki
(Cyperus rotundus L.) berdasarkan karakter makroskopis dan mikroskopis
hingga mengetahui tingkat divisi?

2. Apakah fungi endofit hasil isolasi dari rumput teki (Cyperus rotundus L.) dapat
melarutkan fosfat (P)?

3. Apakah fungi endofit hasil isolasi dari rumput teki (Cyperus rotundus L.)
memiliki potensi dalam menghasilkan Indole-3-Acetic Acid (IAA)?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dalam penelitian ini adalah:

1. Mengetahui jenis fungi endofit yang berhasil diisolasi dari tumbuhan
rumput teki (Cyperus rotundus L.) sampai pada tingkatan divisi
berdasarkan karakter makroskopis dan mikroskopis.

2. Mengetahui kemapuan fungi endofit dari rumput teki (Cyperus
rotundus L.) dalam melarutkan fosfat (P).

3. Mengetahui kemampuan fungi endofit dari rumput teki (Cyperus
5
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rotundus L.) dalam menghasilkan Indole-3-Acetic Acid (IAA).

Hipotesis Penelitian

Hipotesis yang mendasari penelitian ini adalah:

Terdapat beberapa jenis fungi endofit dari tumbuhan rumput teki (Cyperus
rotundus L.) yang berhasil diisolasi serta diamati karakter makroskopis dan
mikroskopis.

Terdapat potensi fungi endofit dari rumput teki (Cyperus rotundus L.) dalam
melarutkan fosfat.

Terdapat potensi fungi endofit dari rumput teki (Cyperus rotundus L.) dalam
menghasilkan Indole-3-Acetic Acid (IAA).

Manfaat Penelitian

Manfaat yang dapat diambil dalam penelitian ini adalah:

Memberikan informasi mengenai fungi endofit yang terdapat pada tanaman
rumput teki (Cyperus rotundus L.).

Menemukan potensi fungi endofit dari tanaman rumput teki (Cyperus rotundus
L.) sebagai pelarut fosfat dan menghasilkan IAA.

Batasan Masalah

Batasan masalah yang digunakan dalam penelitian ini adalah:

Tanaman rumput teki (Cyperus rotundus L.) diambil dari areal perbukitan yang
berada di daerah Oro - oro Ombo, Kota Batu, Jawa Timur.

Jenis fungi endofit tanaman rumput teki (Cyperus rotundus L.) ditentukan
berdasarkan analisa pengamatan makroskopis dan mikroskopis.
Spektrofotometri digunakan untukmembaca hasil uji kelarutan fosfat (kadar

ppm) dan produksi IAA (ppm)
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2.1 Rumput Teki (Cyperus rotundus L.)

Rumput teki merupakan tumbuhan gulma abadi yang sudah dikenal oleh 90
negara di dunia. Rumput teki memiliki nama latin Cyperus rotundus L. yang berarti
bulat. Arti kata bulat ini mengacu pada bentuk dari rimpang atau rhizome (Raza,
2011; Baloch, 2015). Tumbuhan ini termasuk kedalam keluarga monokotil
cyperaceae yang berkembang biak melalui rimpang. Rimpang berwarna putih
berdaging dan tertutupi sisik daun saat usianya masih muda, namun ketika sudah
tua berwarna coklat dan berkayu. Rimpang yang muncul di permukaan tanah (basal
bulb) akan membengkak kemudian menjadi tumbuhan baru (Hall, 2009; Nalini
2014).

Gambar 2.1 Rumput teki (Cyperus rotundus L.) A.1) bunga A.2) batang B) rimpang
(Das, 2015).
Klasifikasi rumput teki (C. rotundus L.) adalah (Pullaiah, 2011; Nalini
2014; ISSG, 2019; FAO, 2019):
Kerajaan : Plantae
Sub kerajaan : Tracheobionta
Superdivisi  : Spermatophyta
Divisi : Magnoliophyta
Kelas . Liliopsida
Subkelas : Commelinidae
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Ordo : Cyperales

Keluarga : Cyperaceae

Genus : Cyperus.L

Spesies : Cyperus rotundus.L

Sinonim : Chlorocyperus rotundus, (L.) Palla

Cyperus purpuro-variegatus, Boeckeler
Cyperus stoloniferum pallidus, Boeckeler
Cyperus tetrastachyos, Desf.
Cyperus tuberosus, Roxb
Cyperus olivaris, Targioni-Tozzetti
Pycreus rotundus, (L.) Hayek

2.1.1 Morfologi Rumput Teki

Rumput teki merupakan tumbuhan tahunan yang tergolong kedalam jenis
herba (Jakelaitis, 2003). Tumbuhan ini memiliki struktur unik berupa rimpang
yang digunakan sebagai organ perkembangbiakan vegetatif. Rimpang tumbuhan
ini memiliki panjang sekitar 1 sampai 3,5 cm dan diameter sekitar 0,8- 1,6 cm
(Das, 2015). Rimpang yang masih muda pada bagian luar berwarna putih pucat
dan berwarna coklat gelap saat berumur dewasa. Bagian dalam rimpang
berwarna kuning pucat (Nidugala, 2013). Tekstur dari rimpang tumbuhan ini
berlekuk atau berkerut. Rimpang rumput teki memiliki bentuk lonjong atau bulat
dan bau rempah yang khas (Susianti, 2015).

Rumput teki memiliki batang yang berbentuk segitiga apabila dilihat dari
atas. Batang rumput teki tegak dan halus dengan warna hijau pucat. Tinggi
batang tumbuhan ini sekitar 30-40 cm (Susianti, 2015; Hall, 2009). Rumput teki
juga memiliki bentuk daun lanset dengan ujung runcing dan tepi yang rata. Daun
tersebut memiliki pelepah yang memeluk batang. Daunnya juga memiliki
panjang 20-50 cm dan lebar sekitar 2-6 mm (Brosnan JT & DeFrank J, 2008;
Sivapalan SR & Jeyadevan P, 2012; Kakarla, 2014). Akar rumput teki berbentuk
ramping dan berserat. Akar tipis rumput teki sangat kuat dan terhubung antar
rumput teki (Baloch et al., 2015; Das et al., 2015). Akar rumput teki memiliki
mekanisme pengeluaran zat berbahaya bagi tumbuhan lain dikenal sebagai
alelopati (EI-Rokiek, 2010).



Bunga juga merupakan organ yang terdapat pada rumput teki. Bunga ini
menghasilkan biji dalam jumlah yang sedikit sehingga perkembang biakan
paling utama melalui rimpang (Brosnan JT and DeFrank J, 2008). Periode
pembungaan terjadi pada bulan April hingga Oktober (Baloch et al., 2015). Jenis
bunga rumput teki adalah bunga majemuk yang berada di ujung batang. Bunga
ini berbentuk bulir dan memiliki panjang 1-3 cm serta lebar 2 mm. Benang sari
berjumlah 3 dengan kepala sari berwarna merah. Putik berwarna coklat dan
memiliki panjang sekitar 1,5 cm (Susianti, 2013).

2.1.2 Habitat dan Distribusi Rumput Teki

Rumput teki merupakan tumbuhan yang mudah ditemukan pada lahan
pertanian, ladang, tanah kosong, tepi sungai, hingga pada tanah berpasir (Gisd,
2019). Tumbuhan ini mampu beradaptasi dengan baik terhadap berbagai jenis
derajat keasaman (pH) tanah, suhu, ketinggian dan tingkat kelembapan. Namun
pertumbuhan terbaik tumbuhan ini pada tanah subur yang lembab (Hall, 2009).

Tanah juga merupakan bagian yang penting bagi semua tumbuhan. Allah

telah berfirman dalam surat Al- A’raf ayat 58 yang berbunyi:

) g0 Y s alis R oy A 0% Lol A
on K% ol T i

Artinya: “Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan

seizin Allah; dan tanah yang tidak subur, tanaman-tanamannya hanya

tumbuh merana. Demikianlah Kami mengulangi tanda-tanda kebesaran

(Kami) bagi orang-orang yang bersyukur.”

Tafsir jalalayn menjelaskan keutamaan tanah yang bisa dijadikan sebagai
pelajaran bagi manusia. 1) (Dan tanah yang baik) yang subur tanahnya (tanaman-
tanamannya tumbuh subur) tumbuh dengan baik (dengan seizin Tuhannya), hal
ini menggambarkan bahwa tanah yang baik akan memberikan manfaat bagi
tanaman yang tumbuh pada tanah tersebut. 2) Kalimat kedua bermakna (dan
tanah yang tidak subur) tanah masam (tidaklah mengeluarkan) tanamannya
(kecuali tumbuh merana) sulit dan susah tumbuhnya. (Demikianlah) seperti apa
yang telah Kami jelaskan (Kami menjelaskan) menerangkan (ayat-ayat Kami
kepada orang-orang yang bersyukur) terhadap Allah, kemudian manusia mau
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beriman kepada-Nya (Imam, 2000). Makna kata bersyukur adalah
memaksimalkan fungsi dari Allah berupa dua kondisi tanah yang berbeda.
Rumput teki dapat tumbuh pada daerah- daerah tropis hingga subtropis
(Puratchikody, 2006). Rumput teki telah ditemukan pada 92 negara di seluruh
belahan dunia. Tumbuhan ini merupakan tumbuhan asli dari daerah Afrika,
Eropa bagian tengah dan selatan, serta Asia (Nalini, et al, 2014). Tumbuhan ini
juga memiliki nama berbeda untuk setiap negara, misalnya di Eropa dikenal
dengan nama Purple Nutsedge, Red Nutsedge, Nutsedge, di Indonesia dikenal

dengan nama Rumput Jawa atau Rumput Teki.

2.1.3 Fitokimia Rumput Teki

Senyawa kimia organik yang terkandung dalam rumput teki (Cyperus
rotundus L.) sangat beragam. Senyawa kimia organik dapat memberikan
keuntungan pada beberapa aspek penting dalam kehidupan makhluk hidup
(Rohyani, 2015). Secara kuantitatif ekstrak dari tumbuhan rumput teki mampu
menghasilkan senyawa fitokimia utama, antara lain: terpenoid, minyak esensial,
flavonoid, kumarin, tanin, monoterpen, sesquiterpenoid, lemak, sitosterol,
alkaloid, dan polifenol (Kilani, 2005; Singh, 2012; Zhou, 2012; Soumaya, 2014).

Jenis fitokimia terbanyak yang ada pada rumput teki yakni pada bagian
rhizoma (Gambar 2.2). Jenis senyawa fitokimia yang terdapat pada rhizoma,
antara lain: o—cyperolone, a—rotunol, f-rotunol, p-cyperone, [-SCelinene, f-
pinene, Calcium, Cyperene, Camphene, Copaene, Cyperenone, Cyperolone,
Cyperotundone  Cyperol, D-copadiene, D-epoxyguaiene, Isocyperol,
Isokobusone, Kobusone, Limonene, Linoleic-acid, Linolenic-acid, Myristic acid,
Mustakone, Oleic acid, Oleanolic acid, P-cymol, Patchoulenone, Rotundene,
Rotundone, Rotundenol, Selinatriene, itosterol, Sugeonol, Sugetriol, Stearic
acid, dan Caryophyllene (Zhou, 2012).
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Gambar 7% Struktur Fitokimia Tumbuhan Rumput Teki (Cyperus rotundus L.)
(Das et al, 2015).

Komposisi minyak esensial pada rumput teki (Cyperus rotundus L.)
dipengaruhi oleh faktor eksternal seperti kondisi lingkungan, iklim, suhu dan
struktur tanah (Lawal, 2009). Senyawa fitokimia utama yang selalu dimiliki oleh
semua tumbuhan rumput teki di berbagai wilayah adalah cyperene dan a-
cyperone (Susianti, 2015).

2.1.4 Manfaat Rumput Teki

Berdasarkan fitokimia yang dimiliki oleh tumbuhan rumput teki, maka
banyak manfaat yang dapat diperoleh. Secara medis eksplorasi terhadap aktivitas
fitokimia sudah diketahui dalam menekan maupun mengurangi beberapa gejala
penyakit, antara lain sebagai anti inflamasi (Chithran, 2012), anti oksidan (Pal,
2006), anti diare (Daswani, 2011), anti hiperlipedimic (Jahan, 2012), anti
diabetes (Raut, 2006), anti obesitas (Athesh, 2014), penyembuh luka
(Puratchikody, 2006), anti mikroorganisme (Surendra, 2011), anti genotoksik
(Kilani, 2011), anti virus hepatitis B (Xu et al., 2015), anti malaria (Al-

Massarani, 2016), serta anti depresi yang signifikan (Zhou et al., 2016).
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Sifat antioksidan pada tumbuhan rumput teki berlaku pada beberapa
oksigen reaktif seperti radikal hidroksida (OH), hidrogen peroksida (H205),
oksigen tunggal (*O2), dan anion superoksida (O2) (Nagulendran, 2007).
Oksigen reaktif ini mampu bereaksi dengan setiap molekul dalam sel hidup.
Reaksi dari oksigen reaktif mampu menyebabkan beberapa dampak medis,
antara lain: hipertensi, kanker, penyakit Parkinson, dan Alzheimer (Kilani,
2008).

Ekstrak rumput teki juga dapat digunakan sebagai pembasmi serangga
yang merugikan, sebagai contoh dalam menekan pertumbuhan dari nyamuk
Aedes aegypti pada fase larva maupun dewasa (Al-Massarani et al., 2016).
Nyamuk Aedes aegypti merupakan vektor untuk beberapa penyebab penyakit,
antara lain demam kuning, demam berdarah, serta virus zika. Ekstrak tumbuhan
rumput teki (Cyperus rotundus L.) mampu mencegah penyakit tersebut (Campos
et al., 2015; Benelli and Mehlhorn, 2016).

Selain bidang medis, tumbuhan rumput teki juga berguna dalam bidang
pertanian. Sifat alelokimia yang terkandung dalam tumbuhan ini berpotensi
sebagai pestisida alami (Macias, 2007; Dayan, 2009). Manfaat sebagai pestisida
alami dapat mengatasi permasalahan gulma, hama serangga dan patogen
penyakit tanaman (Khanh 2005; Jabran, 2007).

2.2 Fungi Endofit

Fungi endofit pertama kali ditemukan pada tahun 1866 pada tumbuhan jenis
rumput- rumputan, yaitu llalang (Lolium temulentum) (de Bary, 1866). Berawal
dari penemuan ini, mulai dilakukan isolasi terhadap mikroorganisme endofit dari
berbagai tanaman. Hingga diketahui bahwa setiap tanaman memiliki minimal 1
mikroorganisme endofit (Kusari, 2012). Penamaan endofit berasal dari dua kata
yang memiliki arti tersendiri, yaitu: endon berarti “di dalam” dan pyton yang
berarti “tanaman”. Berdasarkan makna arti kata tersebut, maka dapat disimpulkan
bahwa pengertian fungi endofit mengacu pada mikroorganisme yang mampu
hidup dalam jaringan tubuh tanaman dan tidak memiliki potensi sebagai parasit
yang dapat merusak atau membahayakan inangnya. Mikroorganisme yang
dimaksud dapat berupa bakteri, fungi, dan yeast (Schulze dan Boyle, 2006).
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Fungi endofit ada dalam tubuh inang dengan cara menginfeksi tanaman
melalui dinding sel, stomata dan luka pada jaringan tanaman (Bayman, 2007).
Fungi endofit menginfeksi tubuh inang melalui 2 macam cara, yaitu: dengan
transmisi secara horizontal dan vertikal. Transmisi secara horizontal dilakukan
oleh bagian tanaman mati yang telah terinfeksi oleh fungi endofit sebelumnya.
Contoh kasus ini dapat berupa serasah daun dari tanaman yang bersimbiosi
dengan fungi endofit menjadi sumber inokulum untuk tanaman lainnya. Hifa atau
konidia yang menempel pada permukaan daun, bisa saja mendapatkan inang baru
dengan bantuan serangga atau angin (Sdnchez Marquez et al., 2007; Tadych et al.,
2007). Tranmisi secara vertical dilakukan dengan menurunkan kepada inang
progeni melalui infeksi biji. Fungi endofit biasanya berada didekat embrio dan di
lapisan aleuron (Gambar 2.3) (Schardl et al., 2004). Fungi endofit biasa ditemukan
pada organ tanaman, yaitu daun, pucuk, akar, dan batang (Hakim et al, 2014).

2008).

Kelompok mikroorganisme endofit yang memiliki keanekaragaman tinggi
dan sering ditemukan adalah kelompok fungi (Strobel et al., 2004; Staniek et al.,
2008). Setiap tanaman memiliki persentase yang tinggi untuk keberadaan fungi
endofit, terutama untuk tanaman yang berhabitat di hutan. Persentase yang
ditunjukkan dapat mencapai 70-100 %. Persentasi yang tergolong tinggi pada 3
jenis tanaman berkayu di Cina, yaitu 8.5-65.6% (Sun et al., 2012).

Mikroorganisme endofit mampu menghasilkan senyawa bioaktif yang sama
dengan tumbuhan inangnya. Senyawa bioaktif ini digunakan dalam
mengoptimalkan sistem metabolisme tumbuhan, proteksi terhadap penyakit

maupun patogen, serta menambah nilai potensi pada tumbuhan inang (Strobel et
13
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al., 2004; Staniek et al., 2008; Aly et al., 2010; Kharwar et al., 2011; Kusari dan
Spiteller, 2012). Sehingga bisa didapatkan senyawa bioaktif melalui fungi endofit
dengan memperhatikan beberapa parameter proses antara lain pH, suhu, tempat
sampling, dan komposisi media (Kusari & Spiteller,2011).

Berdasarkan konsep ekosistem, mikroorganisme endofit dapat berinteraksi
dengan tumbuhan maupun mikroorganisme patogen yang terjabar dalam hipotesis

kimia-ekologi interaksi tumbuhan dan fungi pada Gambar 2.4.
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Gambar 2.4 Skema kimia-ekologis fungi dan tumbuhan (Kusari, 2012).

Interaksi fungi endofit dan tumbuhan diawali dengan adanya kontak fisik.
Selama kontak fisik berlangsung, senyawa kimia antara sistem pertahanan
tumbuhan dan senyawa yang dihasilkan fungi akan terjadi reaksi hingga mencapai
keseimbangan. Terjadi keseimbangan antagonism, sehingga mampu membentuk
asosiasi fungi kepada inang yang tidak menghasilkan kerugian. Hal ini sesuai
dengan Gambar 2.4A (Arnold, 2005, 2007, 2008; Schulz dan Boyle, 2006).

Faktor lingkungan luar menjadi aspek yang sangat penting dalam interaksi
fungi dan tumbubhan. Jika fungi patogen memberikan virulensi terhadap
tumbuhan, maka tumbuhan akan membentuk sistem pertahanan yang setara
dengan daya virulensi tersebut. Fungi patogen akan mati, namun sebaliknya jika
tumbuhan tidak bisa menangkal akan menjadi tumbuhan berpenyakit (Gambar

2.4B). Fungi endofit mampu menjadi patogen saat dipengaruhi faktor ekstrinsik.
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Faktor ekstrinsik tersebut mampu mengekspresikan sifat patogenitas (Gambar
2.4C). Contohnya adalah fungi endofit Epichloe festucae yang mengekspresikan
gen sakA yang berakibat sifat patogen untuk inangnya Lolium perenne (Eaton et
al., 2010, 2011).

Interaksi fungi endofit tidak hanya sebatas antar virulensi dan sistem
pertahanan. Namun, fungi endofit juga bisa menghasilkan metabolit sekunder
yang sama dengan inangnya (Gambar 2.4D). Contohnya tumbuhan Camptotheca
acuminate yang menghasilkan senyawa bioaktif camptothecin sebagai antikanker
yang menghambat topoisomerase |. Fungi endofit tumbuhan Camptotheca
acuminate juga menghasilkan senyawa bioaktif yang sama sebagai antikanker
(Kusari et al., 2011). Fungi endofit memiliki skema kontribusi terhadap tumbuhan

inangnya pada Gambar 2.5.
Fungi Endofit lanaman
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Gambar 2.5 Kontribusi fungi endofit terhadap tumbuhan inang (Schulz, 2006).

Kontribusi fungi endofit terhadap tumbuhan adalah manfaat fungi untuk
keberlangsungan hidup makhluk lainnya. Imam Muslim pernah meriwayatkan dari
Jarir dan Amru bin Ubaid, dari Abdul Malik bin Umair, dari Amru bin Tsabit, dari
Sa’id bin Zaid bin Amru bin Nafail yang ia berkata, “Aku mendengar Rasulullah

saw. Bersabda,”
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Artinya: ‘Jamur cendawan itu termasuk dari manna (anugerah) dan airnya adalah
obat penyembuh bagi mata. (An- Najjar, 2011: 204; lbrahim 2010).”

Berdasarkan hadis ini tentu memperjelas peranan fungi merupakan golongan
makhluk hidup yang mampu memberikan manfaat bagi makhluk hidup lainnya.
Manfaat dari fungi sendiri dapat diketahui setelah dipelajari dan dieksplorasi
potensinya. Fungi merupakan golongan tumbuhan yang dapat tumbuh dengan

sendirinya atas karunia dari Allah SWT.
2.3 Fosfat

2.3.1 Fosfat Bagi Tanaman

Fosfat (P) merupakan nutrisi makro esensial yang sangat dibutuhkan
tumbuhan dalam fase pertumbuhan dan perkembangan. Jumlah rata-rata fosfat
dalam tanah sekitar 50-5000 mg/kg pada 0-30 cm dalam tanah (Saljnikov &
Cakmak, 2012; Amaizah 2013). Sebagian besar bentuk fosfat dialam berupa
bentuk yang tidak dapat diserap oleh tumbuhan. Kandungan fosfat hanya berkisar
0,5% dari berat kering tumbuhan. Fosfat merupakan nutrisi penting yang sangat
dibutuhkan dalam metabolisme tumbuhan, antara lain untuk respirasi, fotosintesis,
pembangkit energi, biosintesis asam nukleat, dan sebagai komponen integral dari
beberapa struktur tanaman seperti fosfolipid (Vance et al., 2003; Balemi, 2012).
Beberapa peneliti telah melaporkan bahwa fosfat adalah elemen kunci yang kuat
mempengaruhi inisiasi dan pertumbuhan akar tandan (Shane dan Lambers, 2005)

Contoh kekurangan fosfat yang dapat menghambat pertumbuhan tanaman
adalah penurunan jumlah dan ukuran daun. Aktivitas pertumbuhan ini dipicu oleh
pembelahan sehingga fosfat berkaitan dengan aktivitas tersebut (Chiera et al.,
2002; Assuero et al., 2004). Kekurangan fosfat akan mengakibatkan tumbuhan
memepertahankan fosfat yang dimiliki dengan transmisi fosfat dari daun tua ke
daun muda. Mekanisme lain yang mungkin dari pemanfaatan fosfat yang efisien
adalah konservasi fosfat dengan mengganti membran phospholipid dengan non-
fosfor galacto dan sulfonyl lipid (Plaxton, 2004; Akhtar et al., 2008).
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Ketersediaan fosfat secara alami sangat terbatas untuk dapat digunakan

secara langsung oleh tumbuhan. Hal ini diakibatkan oleh keadaan fosfat yang

berikatan dengan kation unsur logam. Kation unsur besi dan alumunium pada

kondisi tanah masam, sedangkan pada kondisi tanah alkali berikatan dengan unsur

kalsium dan magnesium (Vance et al., 2003). Ikatan unsur fosfat dengan kation

unsur ini terjadi melalui presipitasi kimia atau adsorpsi fisik (Kochian et al.,

2004). Siklus fosfat dalam lingkungan terserap oleh tanaman pada daerah

rhizosfer. Unsur fosfat yang tinggi dalam keadaan tanah yang masam akan mudah

berikatan dengan kationnya dan menyebabkan penumpukan unsur fosfat yang
tidak terserap (Gambar 2.6) (Shen et al. 2011).
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Gambar 2.6 Siklus fosfat pada Lingkungan (Shen et al. 2011)

Secara umum, fosfat merupakan unsur yang tidak bergerak dalam tanah

mineral. lon fosfat ini hanya dapat mencapai permukaan akar dan memenuhi 1-

5% kebutuhan tumbuhan. Selain itu koefisien difusi ion fosfat dalam tanah sangat

rendah (Lambers et al., 2006). Penggunaan pupuk fosfat digunakan sebagai

17



alternatif dalam menambah ketersediaan fosfat cenderung akan terserap oleh
tanah dan kurang bisa tersedia untuk tumbuhan (Cordell et al., 2011). Pupuk yang
mengalami proses adsorpsi, presipitasi, dan konversi dalam bentuk organik hanya
dapat mengoptimalkan kebutuhan 10-30% dari tumbuhan (Syers et al., 2008).
Penggunaan pupuk fosfat yang tinggi hanya akan mengakibatkan resiko
kehilangan fosfat yang tinggi pula karena drainase air dan run off (Husnain et al.,
2015).

2.3.2 Fungi Pelarut Fosfat

Beberapa organisme mampu melarutkan fosfat dalam tanah sehingga dapat
diserap oleh tanaman dan mampu meningkatkan produktifitas pertanian.
Organisme ini sering disebut dengan Mikroorganisme Pelarut Fosfat (MFP).
Contoh inokulasi mikroorganisme ini adalah bakteri (Zaidi et al., 2003; Zaidi dan
Khan, 2007; Wani et al., 2007a; Naik et al., 2008), fungi (Mittal et al., 2008), dan
aktinomisetes (Hanane et al., 2008; Barreto et al., 2008) dalam tanah terbukti
mampu meningkatkan ketersediaan fosfat terlarut bagi tanaman.

Salah satu jenis mikroorganisme pelarut fosfat yang sering dimanfaatkan,
yaitu fungi. Fungi mudah berinteraksi dalam tanah dan diduga memiliki peranan
kelarutan fosfat yang lebih tinggi daripada bakteri (Sharma et al., 2013). Hal ini
didasarkan oleh hasil dari metabolism sekunder yang lebih banyak, seperti:
glukonat, sitrat, laktat, 2-ketoglukonat, oksalat, asam tartarat, dan asam asetat.
Fungi yang sudah teridentifikasi mampu melarutkan fosfat dengan baik, antara
lain: Achrothcium, Alternaria, Arthrobotrys, Aspergillus, Cephalosporium,
Cladosporium, Curvularia, Cunninghamella, Chaetomium, Fusarium, Glomus,
Helminthosporium, Micromonospora, Mortierella, Myrothecium, Oidiodendron,
Paecilomyces, Penicillium, Phoma, Pichiafermentans, Populospora, Pythium,
Rhizoctonia, Rhizopus, Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Schwanniomyces, Sclerotium, Torula, Trichoderma, dan Yarrowia (Srinivasan et
al., 2012; Sharma et al.,2013).

Penerapan pelarutan fosfat menggunakan agen biologis seperti fungi
tentunya akan menimbulkan beberapa dampak positif, yaitu:
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1. Meningkatkan hasil pertanian dengan pendekatan ramah lingkungan jangka
panjang yang tentu saja memperbaiki kondisi tanah secara alami (Babalola
dan Glick, 2012).

2. Inokulasi organisme pelarut fosfat mampu meningkatkan penyerapan fosfat
secara umum yang dapat diaplikasikan dalam lingkup tanaman pot atau
lapang (Tallapragada & Gudimi, 2011).

3. Organisme ini juga mampu menjadi agen biokontrol dengan menghasilkan
senyawa siderofor, antibiotik, antifungi, hidrogen sianida, dan enzim litik
yang semuanya dapat menghambat pertumbuhan tanaman pathogen (Alori et
al, 2017).

2.3.3 Mekanisme Kelarutan Fosfat

Mekanisme utama dalam melepaskan fosfat adalah dengan produksi asam
organik dengan karboksil dan ion hidroksi kohelat untuk menurunkan pH
(Seshachala & Tallapragada, 2012; Sharma et al., 2013). Asam organik diproduksi
di periplasma oleh jalur oksidasi langsung (Zhao et al., 2014).

Fungi pelarut fosfat mampu melarutkan fosfat dengan bantuan mekanisme
secara biologis. Proses biologis yang berperan dalam kelarutan fosfat adalah
enzim. Enzim ini disebut dengan asam fosfatase non-spesifik (NSAPS). Enzim
NSAPs yang banyak dihasilkan oleh mikroorganisme adalah fosfomonoesterase
atau fosfatase (Nannipieri et al., 2011). Enzim ini dapat berupa asam atau alkali
fosfomonoesterase (Jorquera et al., 2011). Enzim lain yang juga berperan dalam
kelarutan fosfat organik adalah phytase. Enzim ini bertanggung jawab untuk
melepaskan fosfor dari bahan organik dalam tanah. Enzim phytase akan merubah
bentuk fitat menjadi fosfor yang mudah terserap oleh tanaman melalui
mikroorganisme pelarut fosfat yang berada pada daerah rhizosfer (Richardson &

Simpson, 2011). Enzim lain yang berpengaruh dalam ketersediaan fosfat adalah

19



firofosfatase dan metafosfatase (Mehrvars et al., 2008). Kinerja enzim pelarut
fosfat ini tergambar dalam skema berikut:

Esterofosfat + H,O » ROH + fosfat
fosfatase (tersedia)
Firofosfat + H.O » 2 ortofosfat
firofosfatase (tersedia)
Heksafosfatinositol + 6Ha0 —— inositol + 6 fosfat (tersedia)
fitase
Metafoefat — o ortofosfat (tersedia)
metafosfatase

Gambar 2.7 Skema enzim dalam fosfat terlarut (Mehrvars et al., 2008)

2.4 Penghasil IAA (Indole-3-Acetic Acid)
2.4.1 Fitohormon Auksin (1IAA)

Hormon tumbuhan merupakan molekul yang berada dalam tumbuhan
secara alami dalam konsentrasi yang rendah. Substansi ini berfungsi terhadap
perkembangan dan pertumbuhan dalam fisiologi tumbuhan. Hormon pada
tumbuhan ada berbagai macam, antara lain: auksin, sitokinin, strigolakton, asam
absisat, etilen, giberelin, asam jasmonat, asam salisilat, dan brassinosteroid (Sauer
et al., 2013). Hormon pertumbuhan pertama yang berhasil diisolasi dari media
fermentasi salkowski. Hormon ini teridentifikasi sebagai indole-3-acetic acid
yang termasuk kedalam auksin (Kogl et al., 1934).

Auksin berasal dari bahasa yunani “auxein” yang berarti besar atau tumbuh.
Hormon auksin pada dasarnya berperan dalam pemanjangan pada koleoptil, batang,
dan juga akar (Sauer et al., 2013). Auksin adalah salah satu prekursor penting dalam
berbagai aspek pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Yuan et al., 2018).
Auksin termasuk kedalam asam organik dengan berat molekul rendah. Secara
struktur kimiawi hormon ini mengandung gugus karboksil dan cincin aromatik
(Gambar 2.9) (Sauer et al., 2013).
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-

Gambar 2.8 Struktur Kimiawi Hormon Auksin Jenis Indole-3-Acetic Acid (IAA)
(Sauer et al., 2013).
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Auksin adalah salah satu hormon tumbuhan yang mempengaruhi hampir
setiap tahap siklus tanaman (Woodward dan Bartel, 2005). Auksin penting bagi
tanaman baik secara endogen dan eksogen untuk mengendalikan berbagai respon
pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Bingsheng, et al., 2019). Auksin
endogen yang paling banyak adalah jenis Indole-3-Acetic Acid (IAA) (Ludwig-
Muiller et al., 2011). Biosintesis auksin paling banyak berasal dari triptofan (Krause
et al., 2015). Auksin dapat mempengaruhi hampir semua aspek pemanjangan dan
pembelahan sel, serta diferensiasi sel (Bieleszova et al., 2019). Auksin memiliki
pengaruh yang besar pada fungsi sel dan jaringan di semua tanaman tingkat tinggi
(Hayashi et al., 2012). Auksin berfungsi pada pengembangan dan berbagai respon
tumbuhan, antara lain kontrol penuaan, respon terhadap pathogen, stres abiotik,
pembentukan bunga, pematangan dan pembentukan buah (Ellis et al., 2005; De
Jong et al., 2009; Manners, 2009; Wang et al., 2010; Fu dan Wang, 2011).

Indole-3-Acetic Acid (IAA) adalah fitohormon yang berperan penting dalam

proses biologis pertumbuhan tanaman (Ghosh et al., 2013; Donati, et al., 2013)
yang diproduksi di bagian meristem apikal tunas dan akar tanaman (Zhao, 2010).
IAA merupakan bentuk auksin yang aktif secara biologis telah diatur dalam
tanaman melalui interaksi beberapa jalur yang melibatkan biosintesis, oksidasi
dan hidrolisis IAA, serta pengikatan IAA ke makromolekul seperti karbohidrat
dan asam amino (Felten et al., 2012). Hormon ini dalam konsentrasi tinggi bersifat
toksik terutama untuk tumbuhan monokotil seperti golongan rumput-rumputan.
Sehingga, potensi ini mampu dikembangkan sebagai herbisida (Grossmann,
2010).
2.4.2 Fungi Penghasil 1AA

Fungi mampu menghasilkan metabolit sekunder sebagai pendukung
pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan. Jenis metabolit sekunder yang
mampu diproduksi oleh fungi adalah ammonia dan hormon tanaman, khususnya
Indole-3-Acetic Acid (IAA) (Sieber et al., 2003; Khan et al., 2012). Fungi
penghasil metabolit sekunder merupakan fungi yang berasosiasi dengan
tumbuhan. Fungi ini sebagian besar tergolong kedalam basidiomycota (Smith,

2008). Asosiasi fungi dilakukan dengan mengkolonisasi dalam jaringan
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tumbuhan, dikenal sebagai fungi endofit. Fungi endofit penghasil fitohormon juga
dapat mengalahkan mikroorganisme patogen dan penyakit dengan meningkatkan
sistem imun tumbuhan (Kumla et al., 2014). Berbagai jenis fungi pada tanaman
memiliki kemampuan dalam memproduksi IAA (Sergeeva et al., 2002), sehingga
dapat memungkinkan mikroorganisme ini dalam mempengaruhi dan mengubah
proses fisiologis tanaman (Donati et al., 2013).

Fungi endofit penghasil fitohormon IAA yang berhasil diisolasi dan
diidentifikasi sejumlah 770 spesies dari berbagai macam tumbuhan. Contoh
spesies fungi tersebut antara lain Aspergillus sp., Alternaria infectoria,
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum musae, Cordana musae,
Nigrospora oryzae, Nigrospora sphaerica, Phomopsis sp., Penicillium sp.,
Rhizoctonia sp., species of Xylaria dan Phialocephala sphaeroides (Wilson et al.,
2004; Ismail et al., 2016).

2.4.3 Mekanisme Biosintesis IAA

Mekanisme fungi dalam menghasilkan hormon Indole-3-Acetic Acid (IAA)
dilakukan melalui proses enzimatis. Enzim spesifik yang berguna dalam
menghasilkan hormon Indole-3-Acetic Acid (IAA) terekspresi oleh adanya gen-
gen tertentu. Proses biosintesis IAA berawal mengubah bahan dasar triptofan.
Triptofan merupakan hasil sintesis dari korionat melalui indole-3-gliserolfosfat di
dalam kloroplas (Mano & Nemoto, 2012). Ada dua jalur yang dapat diterapkan
oleh fungi untuk menghasilkan 1AA, yaitu: melalui Indole-3-pyruvate (IPA) dan
Indole-3-acetamide (IAM) (Reineke et al., 2008; Ljung, 2013).

Biosintesis IAA melalui jalur IPA dimulai dengan mengkonversi tritofan
menjadi IPA dengan bantuan enzim triptofan aminotransferase yang dikodekan
dengan gen Tam 1. Kemudian dari IPA dirubah menjadi Indole-3- acetaldehyde
(IAD) dengan bantuan enzim indole-3-pyruvic acid decarboxylase yang
dikodekan dengan gen Ipd 1. Terakhir dari IAD dikonversi menjadi hasil akhir
IAA dengan bantuan enzim aldehyde dehydrogenase yang dikodekan oleh gen
Aldl (Gambar 2.9) (Krause et al., 2015)
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Gambar 2.9 Mekanisme biosintesis IAA oleh fungi (Krause et al., 2015).
Jalur yang kedua lebih sederhana dengan mengkonversi triptofan menjadi
Indole-3-acetamide (IAM) dengan bantuan enzim tryptophan-2-monooxygenase
yang dikodekan dengan gen aux1, iaaM, atau tms1 (Nemoto et al., 2009; Mano et
al.,2010). IAM kemudian berubah menjadi hasil akhir IAA dengan bantuan enzim
indole-3-acetamide hydrolase yang dikodekan dengan gen lahl (Krause et al.,
2015).
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini termasuk penelitian eksperimental berbasis laboratorium yang
menggunakan rancangan acak lengkap (RAL). Penelitian eksperimental ini untuk
mengetahui kemampuan fungi endofit rumput teki (Cyperus rotundus L.) dalam

menghasilkan fosfat terlarut dan Indole-3-Acetic Acid (IAA).

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Januari hingga Agustus 2018.
Penelitian bertempat di Laboratorium Mikrobiologi, Laboratorium Biologi
Molekuler (Genetika), dan Laboratorium Biokimia Jurusan Biologi Fakultas Sains

dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.3 Alat dan Bahan

3.3.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian adalah vortek (Bornstead
International; M37610-33; serial no. 1861071114916), Laminar Air Flow (LAF)
(Esco; AHC-4A1; 2007-2639), autoklaf (ALP Co., Ltd.; KT-30L; serial no.
802533), oven (Thermo Scientific; UT 6120; 51017254), cawan petri, jarum
enten, tabung reaksi, shaker (Barnstead International; SHKE7000-1CE),
micropipette, hot plate (Thermo Scientific; Cimarex), stirrer, pinset, alumunium
foil, botol flakon, gelas beker, Erlenmeyer, milipore, neraca analitik (Sartorius;
Practum224-1S; 0035505667), sentrifuge (Microcentrifuge; 16 K/ 166-0602), pH
meter (pH 150 Meter Kit with DJ pH Probe and ATC Probe; ECPHWP15002K),

korek api, bunsen, jangka sorong, rak tabung, spektorfotometer (SmartSpec™



Plus Spectrophotometer; 273BR 04049), kuvet, gelas ukur, pipet volume, spatula,
pengaduk kaca, kaca benda, kaca penutup, mikroskop (Nikon Eclipse E 200 LED
MV RS).
3.3.2 Bahan

Bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah Potato Dextrose Agar
(PDA) instan (MERCK; No.Kat: 1.10130.0500), aquades steril, chloramphenicol,
Potato Dextrose Broth (PDB) instant (MERCK; No. Kat : 1.10130.0500),
Pikovskaya Broth (Cas(PO4)3OH, glukosa, (NH4)2SO4, NaCl, FeSO4-7H20,
MgSQO4-7H20, ekstrak yeast, KCI, MnSOs, NaOCI 5,3%, alkohol 75%, sodium
molibdat (NazM004.2H20) 2,5%, asam sulfat (H2SO.) 10 N, hidrazin sulfat 0,3%,
Indole-3-Acetic Acid (IAA), larutan tryptofan, reagen salkowski (FeClz.6H>0 0,5
M, asam sulfat (H.SO4) 96%, aquades steril, KH2PO4, methanol, asam asetat, dan
akuabides.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pembuatan Media
3.4.1.1 Media PDA (Potato Dextrose Agar)

Pembuatan media PDA diawali dengan menimbang serbuk PDA instant
sebanyak 19,5 gram. Serbuk PDA instant dimasukkan ke dalam labu
Erlenmeyer ukuran 1000 ml dan Aquades sebanyak 500 ml dituang ke dalam
labu Erlenmeyer yang berisi serbuk PDA instan. Labu Erlenmeyer yang berisi
serbuk PDA instant dan aquades dipanaskan di atas hot plate dan diaduk
menggunakan magnetic stirrer. Saat melakukan pemanasan PDA instant,
ditambahkan antibakteri yaitu Chloramphenicol sebanyak 250 mg. Setelah
media sudah larut, penutup diletakkan pada mulut labu Erlenmeyer
menggunakan kapas dan kasa. Media disterilkan dengan menggunakan
autoklaf selama 15 menit dalam suhu 121°C dan tekanan 1 atm (Hasyati et al.,
2017).
3.4.1.2 Media PDB (Potato Dextrose Broth)

Pembuatan media PDB diawali dengan menimbang serbuk PDB instant
sebanyak 19,5 gram. Serbuk PDB instant dimasukkan ke dalam labu
Erlenmeyer ukuran 1000 ml. Setelah itu Aquades ditakar sebanyak 500 ml dan
dituang ke dalam labu Erlenmeyer yang berisi serbuk PDB instant. Labu
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Erlenmeyer yang berisi serbuk PDB instant dan aquades dipanaskan di atas hot
plate dan diaduk menggunakan magnetic stirrer. Saat melakukan pemanasan
PDB instant, ditambahkan antibakteri yaitu Chloramphenicol ditambahkan
sebanyak 250 mg. Setelah media sudah larut, penutup diletakkan pada mulut
labu Erlenmeyer menggunakan kapas dan kasa. Media disterilkan dengan
menggunakan autoklaf selama 15 menit dalam suhu 121°C dan tekanan 1 atm
(Hasyati et al., 2017).

3.4.1.3 Media Pikovskaya Broth

Pembuatan media Pikovskaya Broth diawali dengan menimbang bahan
sebagai berikut: Cas(PO4)30H 5 g, glukosa 13 g, (NH4)2S04 0.5 g, NaCl 0.2 g,
, FeS0O4-7H20 0.0002 g MgS0O4-7H20 0.1 g, ekstrak yeast 0.5 g, KCI 0.2 g,
MnSO4 0.0002 g. Semua bahan dilarutkan dalam aquades sebanyak 1000 ml.
Bahan dimasukkan secara bertahap dalam beaker glass berisi aquades 1000 ml.
Campuran bahan dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer. Media diukur
derajat keasaman menggunakan pH meter sampai nilai 7,2 dan dibagi kedalam

setiap tabung reaksi sebanyak 10 ml (Pikovskaya, 1948; Promwee et al., 2014).
3.4.2 lIsolasi Fungi Endofit

Sampel tumbuhan rumput teki (Cyperus rotundus L.) diambil dari area bukit.
Sampel tumbuhan yang diambil kemudian disimpan dalam kotak berisi es.
Penyimpanan sampel kedalam kotak berisi es untuk menjaga kesegaran tumbuhan
yang digunakan sebagai sampel. Sampel tumbuhan kemudian dicuci dengan air
mengalir selama 10 menit setelah itu rimpang rumput teki dipotong menjadi
beberapa bagian dengan panjang 2-3 cm. Potongan bagian rimpang rumput teki
ditaruh dalam suatu cawan petri steril (Hasyati et al., 2017). Potongan rimpang
direndam dalam alkohol 75% selama 1 menit. Setelah itu potongan rimpang
dimasukkan ke dalam larutan natrium hipoklorit (NaOCI) 5,3% selama 3 menit dan
terakhir direndam dalam larutan alkohol 75% selama 30 detik. Potongan rimpang
dikeringkan dengan menggunakan tisu steril. Organ tanaman tersebut dibelah
menggunakan pisau steril dan diletakkan dalam cawan petri yang berisi media PDA
(Widowati et al., 2016).

Kontrol diperlukan untuk mengetahui hasil fungi yang diisolasi berasal dari

jaringan dalam tumbuhan (endofit) atau permukaan tumbuhan (epifit). Bilasan
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terakhir yang digunakan untuk perendaman 30 detik adalah larutan alkohol 75%.
Larutan alkohol 75% yang telah dipakai untuk merendam kemudian dituang
sebanyak 100 pl pada media PDA dengan metode spread plate. Perlakuan kontrol
ini untuk membuktikan adanya kontaminasi permukaan atau tidak dengan
membandingkan koloni yang mucul antara hasil isolasi dan kontrol (Hasyati et al.,
2017).
3.4.3 Pemurnian Fungi Endofit
Identifikasi dilakukan pada koloni fungi endofit yang tumbuh di sekitar
potongan sampel tanaman pada media PDA. Koloni yang menunjukkan
perbedaan secara makroskopis dipisahkan dan dikultur kembali pada media PDA
sampai didapatkan kultur yang seragam dalam satu cawan petri (Murdiyah et al.,
2017). Pemurnian dilakukan dengan menggunakan propagasi koloni yaitu
pemindahan sebagian fungi endofit kedalam media baru dengan memotong secara
aseptis. Pemindahan menggunakan jarum ose yang sebelumnya telah dipanaskan
hingga merah di atas api. Fungi endofit diletakkan di atas media PDA yang baru.
Inkubasi dilakukan selama 3-5 hari dalam suhu 27°-29°C (suhu ruang) (Hafsari et
al., 2013). Isolat hasil pemurnian dibuat duplo (2 kali ulangan) pada agar miring,

satu untuk stok kultur dan satu untuk kultur penelitian (Noverita et al., 2009).

3.4.4 ldentifikasi Fungi Endofit secara Makroskopis dan Mikroskopis
Identifikasi karakter dilakukan dengan mengamati ciri-ciri morfologi secara
makroskopis. Pengamatan morfologi menggunakan isolat hasil pemurnian yang
berumur 5 hari. lIdentifikasi tersebut meliputi warna permukaan dan bagian bawah
koloni, permukaan koloni (granular seperti menggunung, tepung, licin), garis
radial yang diambil dari pusat ke bagian tepi dan konsentris (Watanabe, 2002).
Identifikasi secara mikroskopis dilakukan dengan beberapa tahap pembuatan
preparat fungi. Cawan petri diberi alas tisu pada bagian dalam dan dimasukkan
kaca bentuk U, kaca preparat, dan kaca benda. Cawan petri disterilisasi
menggunakan oven kering selama 2 jam dengan suhu 150-180°C. Media PDA
dipotong dengan ukuran 0,5 X 0,5 cm dan ditempatkan pada kaca benda dalam
cawan petri steril. Hasil isolasi fungi diinokulasikan secara aseptis. Preparat

ditutup dengan kaca penutup yang sebelumnya disterilkan pada api bunsen. Alas
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tisu dibasahi dengan aquades steril dan cawan petri ditutup kemudian diinkubasi.

Inkubasi hasil preparat dalam waktu 3 hari pada suhu ruang (sekitar 25- 27°C)
(Gambar 3.1).
/_//‘ﬂ‘\‘ = S
/ Kaca .\\\_ \ \‘nokulum
A i‘p“p\ /l( \V \.

A R

Gambar 3.1 Preparat Slide Culture A) Alat-alat dalam pembuatan preparat, B)
Setelah diinokulasi (Hastuti, 2004).

Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop. Pengamatan secara
mikroskopis meliputi miselium, konidia, konidiofor, dan spora dari setiap isolat
fungi endofit yang berhasil didapatkan (Hastuti, 2004; Campbell et al., 2013;
Valencia dan Meitiniarti, 2017). Analisis karakter mikroskopis dilakukan dengan
menggunakan beberapa literatur acuan, yaitu Pictoral atlas of soil and seed fungi:
morphologies of cultured fungi and key to species (Watanabe, 2002),
Identification of Pathogenic Fungi (Campbell et al., 2013) dan Descriptions of
Medical Fungi (Kidd et al., 2016).

3.4.5 Pengujian Fungi Endofit sebagai Pelarut Fosfat
3.4.5.1 Pengujian secara kualitatif

Media yang digunakan dalam analisis fungi endofit pelarut fosfat (P) secara
kualitatif adalah media Pikovskaya broth. Isolat fungi endofit yang didapat,
selanjutnya dikulturkan dalam 10 mi media Pikovskaya broth dengan bantuan alat
cork borer. Kultur isolat diinkubasi dalam shaker dengan suhu 25°C dan kecepatan
160 rpm selama 7 hari. Isolat disaring menggunakan kertas saring whatmann steril.
Isolat yang mengendap pada kertas saring lalu digerus sampai lembut. Hasil
penggerusan dicampur dengan media hasil saringan sebelumnya. Campuran isolat
yang telah digerus dan hasil saringan dimasukkan kedalam tabung Ependorf.
Tabung Ependorf disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit.
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Supernatan diambil sebanyak 0,4 ml dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi.
Pereaksi warna fosfat molibdat ditambahkan dalam tabung (0,16 ml sodium
molibdat 2.5%, 0,04 ml asam sulfat 10 N dan 0,1 ml hidrazin sulfat 0,5 M, 2,3 ml
akuades steril non fosfat) (Lampiran 2). Supernatan isolat yang ditambah dengan
pereaksi warna fosfat molibdat didiamkan selama 10 - 35 menit. Hasil positif
ditunjukkan dengan larutan berubah warna menjadi biru (Syamsia et al., 2015).

3.4.5.2 Pengujian secara kuantitatif
Supernatan isolat dan pereaksi warna fosfat molibdat akan menghasilkan

reaksi perubahan warna yang terjadi. Perubahan warna antara kedua campuran
tersebut dianalisis lebih lanjut menggunakan spektrofotometer UV-VIS dengan
panjang gelombang (1) 840 nm. Blanko yang digunakan dalam pembacaan adalah
supernatant hasil sentrifugasi media pikovskaya broth. Data hasil pembacaan
spektrofotometer akan diolah dengan menggunakan rumus y = ax +b untuk
menentukan konsentrasi fosfat terlarut. Rumus yang digunakan dalam perhitungan
y =0,0271x + 0,0623. Perhitungan konsentrasi fosfat didasarkan pada pembacaan
kurva standar fosfat dengan satuan ppm. Kurva standar menggunakan KH2POas
dengan konsentrasi 0; 2,5; 5; 10; 20 dan 50 ppm (Lampiran 3) (Lyn et al., 2013).
3.4.6 Pengujian Fungi Endofit sebagai Penghasil IAA
3.4.6.1 Pegujian secara kualitatif

Pengujian IAA yang dihasilkan oleh fungi endofit tanaman rumput teki
(Cyperus rotundus) menggunakan metode spektrofotometri. Media PDB sebanyak
200 ml dibagi kedalam tabung reaksi masing-masing berisi 9 ml. Media PDB
disterilisasi menggunakan autoklaf dengan tekanan 1 atm, suhu 121°C, selama 15
menit. Media PDB kemudian ditambahkan dengan prekursor berupa larutan
triptofan sebanyak 1 ml tiap tabung (10 g glukosa, 1 g L — Triptofan, 0,1 g ekstrak
yeast dilarutkan dalam 100 ml aquades steril). Fungi endofit yang diinokulasi dalam
media PDB dengan menggunakan metode cork borer (Yurnaliza et al., 2008). Hasil
isolasi ditempatkan dalam shaker dengan suhu 25°C dan kecepatan 160 rpm selama
5 hari.

Isolat dalam media PDB yang siap untuk diuji IAA, terlebih dahulu disaring
menggunakan kertas saring . Koloni fungi endofit kemudian digerus sampai hancur.

Setelah sampel hancur dan halus dicampur lagi dengan hasil saringan. Campuran
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koloni fungi endofit dan media PDB dimasukkan kedalam tabung Ependorf ukuran
1,5 ml sebanyak 4 buah dan disentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm selama 15
menit. Supernatan diambil sebanyak 2 ml dan dimasukkan kedalam tabung reaksi.
Hasil supernatan ditambahkan reagen salkowski sebanyak 4 ml dan diinkubasi
dalam ruangan gelap selama 60 menit (lampiran 7). Hasil positif menunjukkan
larutan berubah warna menjadi merah muda (Dewi et al., 2015).

3.4.6.2 Pengujian Secara Kuantitatif
Supernatan isolat dan pereaksi warna fosfat molibdat akan menghasilkan
reaksi perubahan warna yang terjadi. Reaksi perubahan warna yang terjadi pada
larutan hasil dianalisis lebih lanjut menggunakan spektrofotometer UV-VIS dengan
panjang gelombang (A) 540 nm. Larutan blanko yang digunakan adalah media
Potato Dextrose Broth (PDB) yang telah ditambah dengan L-triptofan. Data hasil
pembacaan spektrofotometer akan diolah dengan menggunakan rumus y = ax +b
untuk menentukan konsentrasi produksi IAA. Rumus yang digunakan dalam
perhitungan y = 0,0221x + 0,039. Perhitungan didasarkan dengan menggunakan
IAA murni dalam kurva standar perhitungan konsentrasi IAA sampel. Kurva
standar menggunakan IAA murni dengan konsentrasi 0; 2,5; 5; 10; 20 dan 50 ppm
(Lampiran 8) (Dewi et al., 2015).
3.5 Analisis Data
Kelompok data diuji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk dan diuji
homogenitas menggunakan Levene Test. Apabila data yang diuji normal dan
homogen, maka dilanjutkan dengan menggunakan Analysis of Varian (Anova).

Uji lanjut dilakukan apabila ada pengaruh perbedaan antar isolat.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Fungi Endofit Hasil Isolasi Rimpang Rumput Teki

Fungi endofit yang berhasil diisolasi dan dimurnikan dari rimpang rumput teki
(Cyperus rotundus L.) berjumlah 5 isolat dan memiliki karakter morfologi yang
berbeda-beda. Lima Isolat tersebut diberi kode URT 1, URT 2, URT 3, URT 4 dan
URT 5. Karakter fungi yang berbeda menunjukkan tingkat keragaman fungi endofit
dari tumbuhan inang rumput teki. Keanekaragaman fungi ini disebabkan oleh
beberapa faktor, antara lain: jenis jaringan tempat tinggal fungi endofit dan tempat
hidup dari tumbuhan inang. Menurut Shubin et al. (2014), keanekaragaman fungi
endofit secara umum dapat dipengaruhi oleh faktor biotik dan abiotik. Faktor biotik
seperti spesies tumbuhan inang dan tipe organ menjadi faktor utama yang
mempengaruhi keanekaragaman fungi endofit (Hu et al., 2011; Koo et al., 2013).
Organ tumbuhan yang digunakan berupa rimpang banyak mengandung nutrisi
dalam jaringan kortek. Rimpang tumbuhan rumput teki mengandung substansi
anorganik, organik, dan air dalam jaringan korteks. Kandungan ini dapat berguna
sebagai sumber nutrisi yang dibutuhkan oleh fungi endofit. Fungi endofit dapat
memanfaatkan sumber nutrisi secara efisien tanpa mengakibatkan dampak negatif
pada kelangsungan hidup rumput teki (Setjo et al., 2004; Deacon, 2006).

Fungi endofit rimpang rumput teki memiliki perbedaan secara morfologi
makroskopis (Tabel 4.1). Kelima isolat fungi diduga termasuk ke dalam beberapa
divisi. Isolat fungi endofit rimpang rumput teki dengan kode URT 1, URT 4 dan
URT 2 diduga termasuk kedalam divisi Ascomycota. Isolat URT 3 diduga termasuk
divisi Basidiomycota. Isolat URT 5 termasuk kedalam divisi Zygomycota.
Berdasarkan penelitian Karamchand et al. (2009), keanekaragaman fungi endofit
dari tumbuhan genus Cyperus dengan persentase terbesar keberadaan fungi

didominasi oleh divisi Ascomycota 66,7% dan divisi Deuteromycota 33,3%.



Tabel 4.1 Karakter Morfologi Fungi Endofit dari Rimpang Rumput Teki (Cyperus
rotundus L.)

Kode Isolat
URT 1 URT 2 URT 3 URT 4 URT 5
Karakter
Bentuk Berserabut Berserabut Tidak Tidak Tidak
Beraturan Beraturan Beraturan
Pola Menyebar Menyebar Menyebar Zonasi Zonasi
Garis Radial . . . .
(Ada/Tidak) Tidak Tidak Tidak Tidak Ada
Lingkaran
Konsentris Tidak Tidak Tidak Ada Ada
(Ada/Tidak)
Warna Koloni
Hitam Zonasi
Atas Putih pucat e Putih Susu Hijau dan Putih Pucat
Cokelat
Bawah };ltr;':tg Hitam Gelap Putih Kuning Cokelat Tua
. . ) , Halus Halus
Permukaan M:;Egm Hifa Aerial, Hlsaseap;ertl terdapat Terdapat
* Beludru e Bintik Air. | Bintik Air,
Berbulu Beludru
Tepung berbulu halus
Diameter
(cm) 9 9 7,7 7.4 59
Tepi Tidak Tidak
Halus Menyebar Menyebar beraturan Beraturan
Bersekat Bersekat Tidak
Hifa dan Bg;(e;lggggan Bg:ilggggan dan Bersekat dan
bercabang g g bercabang bercabang
Konidia
Bentuk Bulat - Lonjong Bulat Bulat
Warna Hijau - Hijau Hijau Hijau
Ukuran 10 — 14 pm - 16 — 20 pm 9—-10 um 4 -9 pum
Dugaan Divisi | Ascomycota | Ascomycota | Basidiomycota | Ascomycota | Zygomycota
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4.1.1 Isolat Fungi URT 1

Gambar 4.1 a dan b merupakan hasil pengamatan makroskopis fungi endofit
URT 1 yang berumur 5 hari setelah inokulasi. Isolat URT 1 memiliki bentuk koloni
berserabut, permukaan miselium halus, dan berbulu. Menurut Kidd et al., (2016)
divisi Ascomycota memiliki tekstur koloni floccose (berserabut). Warna koloni
URT 1 bagian depan putih dan bagian belakang kuning pucat. Menurut Kidd et al.,
(2016), isolat fungi divisi Ascomycota memiliki warna yang beragam, antara lain:
putih, kuning, coklat, abu-abu hingga hitam, zonasi antara hijau, dan coklat. Selain
itu, koloni fungi URT 1 memiliki diameter 9 cm. Hal ini menunjukkan pertumbuhan
isolat URT 1 tergolong cepat karena memiliki diameter lebih dari 5 cm dalam waktu
7 hari setelah inokulasi. Menurut Samson et al (2007), divisi Ascomycota tergolong
memiliki pertumbuhan yang cepat dengan panjang diameter lebih dari 5 cm dalam

waktu 14 hari setelah inokulasi.

\ —

Gambar 4.1 Morfologi fungi endofit rimpang rumput teki berdasarkan pengamatan
a) Permukaan koloni isolat URT 1, b) Permukaan koloni belakang
koloni isolat URT 1, c) septum hifa yang ditunjukkan dengan tanda
panah (perbesaran total 1000 X), d) Konidia (perbesaran total 1000
X), e) anamorph (perbesaran total 400 X), f) Konidiofor (Kidd et al.,
2016).

Hasil pengamatan mikroskopis pada perbesaran total 1000X (Gambar 4.1 c)
menunjukkan bahwa terdapat hifa bersekat dengan diameter 25-30 um. Hifa isolat
URT 1 memiliki cabang dan berwarna hijau. Divisi Ascomycota memiliki salah
satu ciri utama, yaitu: memiliki septum (sekat) pada hifa (Watanabe, 2002;
Campbell et al., 2013; Kidd et al., 2016). Perbesaran total 400X (Gambar 4.1 d)
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menunjukkan konidiofor sebagai alat reproduksi aseksual (anamorf). Kidd et al.
(2016) fungi divisi Ascomycota memiliki bentuk kepala konidia yang padat dan
batang dari konidiofor tipis. Gambar 4.1e menunjukkan adanya konidia berbentuk
bulat dengan warna hijau dengan ukuran diameter 10-14 um. Menurut Kidd et al.
(2016), konidia pada divisi Ascomycota memiliki bentuk globose (bundar).
4.1.2 lIsolat Fungi URT 2

Pengamatan makroskopis fungi endofit URT 2 yang berumur 5 hari setelah
inokulasi. Isolat URT 2 memiliki bentuk koloni berserabut, permukaan miselium
seperti beludru, dan terdapat juga hifa aerial. Hasil menurut Kidd et al., (2016)
divisi Ascomycota memiliki tekstur koloni floccose (berserabut). Warna isolat URT
2 bagian atas hitam keabuan dan bagian belakang hitam gelap. Menurut Kidd et al.,
(2016), isolat fungi divisi Ascomycota memiliki warna yang beragam antara lain
putih, kuning, coklat, abu-abu hingga hitam, zonasi antara hijau, dan coklat. Koloni
fungi isolat URT 2 memiliki diameter 9 cm. Pertumbuhan isolat URT 2 tergolong
cepat karena memiliki panjang diameter lebih dari 5 cm dalam waktu 7 hari setelah
inokulasi. Menurut Samson et al (2007), divisi Ascomycota tergolong memiliki
pertumbuhan yang cepat dengan panjang diameter lebih dari 5 cm dalam waktu 14
hari setelah inokulasi.

Gambar 4.2 Morfologi fungi endofit rimpang rumput teki berdasarkan pengamatan
a) Permukaan koloni isolat URT 2, b) Permukaan koloni belakang
koloni isolat URT 2, c¢) septum hifa yang ditunjukkn dengan tanda
panah (perbesaran total 1000 X), d) Teleomorf (perbesaran total 400

X), e) Teleomorf (Watanabe, 2002).
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Hasil pengamatan mikroskopis pada perbesaran total 1000X (Gambar 4.2c)
menunjukkan terdapat hifa bersekat (ditunjukkan tanda panah) dengan diameter 18-
20 um. Hifaisolat ini juga memiliki cabang dan berwarna hijau. Divisi Ascomycota
memiliki salah satu ciri utama, yaitu: memiliki septum (sekat) pada hifa (Watanabe,
2002; Campbell et al., 2013; Kidd et al., 2016). Bentukan teleomorf yang memiliki
ukuran diameter 203-325 um (Gambar 4.1d). Organ teleomorf yang terlihat dapat
diindikasikan bahwa isolat termasuk kedalam divisi Ascomycota (Gandjar et al.,
2006; Sedlar et al., 2009; Pitt and Hocking, 2009).

4.1.3 Isolat Fungi URT 3

Pengamatan makroskopis fungi endofit URT 3 yang berumur 5 hari setelah
inokulasi. Bentuk koloni tidak beraturan, permukaan miselium beludru. Hasil
Divisi Basidiomycota memiliki tekstur koloni velvety (beludru) (de Beer et al.,
2006; de Hoog et al., 2015). Warna Isolat URT 3 bagian atas putih susu dan bagian
belakang putih. Menurut Kidd et al. (2016), divisi Basidiomycota memiliki warna
yang beragam salah satunya adalah warna putih salju. Isolat URT 3 memiliki
diameter koloni 7,7 cm. Menurut Campbell et al., (2013), pertumbuhan fungi divisi
Basidiomycota dapat ditunjukkan dengan tingkat pertumbuhan cepat dengan
diameter lebih dari 20 mm dalam 1 minggu. Selain itu, warna koloni kelompok ini

putih dan memiliki permukaan miselium seperti kapas.

Gambar 4.3 Morfologi fungi endofit rimpang rumput teki berdasarkan pengamatan
a) Permukaan koloni isolat URT 3 bagian atas, b) Permukaan koloni
belakang koloni isolat URT 3, ¢) septum pada hifa ditunjukkan dengan
tanda panah (perbesaran total 1000X), d) konidia (perbesaran total
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1000X), e) Hifa dengan apitan penghubung (perbesaran total 400X),
f) hifa dengan apitan penghubung (Watanabe, 2002).

Hasil pengamatan mikroskopis pada perbesaran total 1000X (Gambar 4.3c)
menunjukkan terdapat hifa bersekat (ditunjukkan tanda panah) dengan diameter 25-
30 pm. Hifa isolat ini memiliki cabang dan berwarna hijau. Gambar 4.3e
menunjukkan apitan penghubung yang ada pada hifa (ditunjukkan tanda panah).
Umumnya kelas Basidiomycetes memiliki hifa yang bersekat dan ciri khusus
berupa apitan penghubung (Watanabe, 2002; Kidd et al., 2016). Gambar 4.3d
menunjukkan adanya bentukan konidia yang memiliki ukuran panjang 16-20 pm
(ditunjukkan tanda panah). konidia ini berbentuk bulat dan berwarna hijau. Menurut
Kidd (2016), fungi divisi basidiomycota memiliki konidia berbentuk bulat
(globose).

4.1.4 1solat Fungi URT 4

Pengamatan makroskopis fungi endofit URT 4 yang berumur 5 hari setelah
inokulasi. Bentuk koloni tidak beraturan, permukaan miselium seperti tepung, dan
terdapat juga bintik air pada permukaan atas. Hasil menurut Kidd et al. (2016),
divisi Ascomycota memiliki tekstur koloni floccose hingga powdery. Warna koloni
isolat fungi URT 4 bagian atas hijau dan coklat secara zonasi, bagian belakang
koloni berwarna kuning. Menurut Kidd et al. (2016), isolat fungi divisi Ascomycota
memiliki warna yang beragam, antara lain: putih, kuning, kuning dan coklat, abu-
abu hingga hitam, zonasi hijau, dan coklat. Pertumbuhan isolat ini tergolong cepat
karena memiliki diameter koloni fungi 7,4 cm. Divisi Ascomycota tergolong
memiliki pertumbuhan yang cepat dengan panjang diameter lebih dari 5 cm dalam
waktu 14 hari setelah inokulasi (Samson et al., 2007; Kidd et al., 2016).

Hasil pengamatan mikroskopis pada perbesaran total 1000X (Gambar 4.4c)
menunjukkan terdapat hifa bersekat (ditunjukkan tanda panah) dengan diameter 5-
10 um. Hifa isolat URT 4 memiliki cabang dan berwarna hijau. Hifa isolat URT 4
berdiameter 5-10 pum. Divisi Ascomycota memiliki salah satu ciri utama, yaitu
memiliki septum (sekat) pada hifa (Watanabe, 2002; Campbell et al., 2013; Kidd et
al., 2016). Isolat URT 4 memiliki konidia yang berbentuk bulat dengan diameter 9-
10 um (Gambar 4.4d). Menurut Kidd et al. (2016), konidia pada divisi Ascomycota

memiliki bentuk bundar (globose). URT 4 menujukkan adanya anamorph atau
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organ reproduksi aseksual berupa Konidiofor (Gambar 4.4e). Isolat URT 4
memiliki bentuk kepala konidia yang padat, selain itu batang dari konidiofor
memiliki tekstur yang tipis (Kidd et al., 2016).

v
Gambar 4.4 Morfologi fungi endofit rimpang rumput teki berdasarkan pengamatan
a) Permukaan bagian depan koloni isolat URT 4, b) Permukaan koloni
belakang koloni isolat URT 4, c) septum hifa yang ditunjukkan
dengan tanda panah (perbesaran total 1000 X) d) konidia (perbesaran
total 1000 X), d) konidiofor (perbesaran total 400 X), f) Konidiofor
(Kidd et al., 2016).

4.1.5 lIsolat Fungi URT 5

Hasil gambar 4.5 a dan 4.5 b merupakan pengamatan makroskopis fungi
endofit URT 5 yang berumur 5 hari setelah inokulasi. Bentuk koloni tidak
beraturan, permukaan miselium halus, dan terdapat juga bintik air pada permukaan
atas. Warna koloni bagian atas putih pucat dan bagian belakang koloni berwarna
coklat. Menurut Kidd et al. (2016), fungi golongan divisi Zygomycota memiliki
ciri-ciri koloni berwarna putih dengan tekstur koloni berbulu halus (downy). Isolat
fungi URT 5 memiliki ukuran diameter 5,9 cm. Ukuran diameter yang dimiliki oleh
isolat fungi URT 5 lebih kecil daripada isolat lainnya. Hal ini menunjukkan tingkat
pertumbuhan fungi golongan ini lebih lambat daripada isolat fungi endofit rumput
teki yang lainnya. Menurut Benny (2008), pertumbuhan fungi golongan
Zygomycota cenderung lebih lambat daripada kelompok divisi lainnya.
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Gambar 4.5 Morfologi fungi endofit rimpang rumput teki berdasarkan
pengamatan a) Permukaan koloni isolat URT 5, b) Permukaan
koloni belakang koloni isolat URT 5, ¢) hifa tidak memiliki
septa (perbesaran 400X), d) Sporangia (Anamorph)
(perbesaran 1000X), e) spora (perbesaran 1000X), f)
Sporangia (Kidd et al., 2016).

Hasil pengamatan mikroskopis pada perbesaran total 400 X (Gambar 4.5c)
menunjukkan terdapat hifa tidak bersekat dengan diameter + 4-10 um. Hifa isolat
ini juga memiliki cabang dan berwarna hijau. Divisi fungi yang tidak memiliki sekat
pada hifa adalah golongan divisi Zygomycota (Watanabe 2002; Campbell et al.,
2013; Kidd et al., 2016). Gambar 4.2d menunjukkan anamorph atau organ
reproduksi aseksual berupa sporangia. Fungi URT 5 memiliki sporangia berbentuk
bulat dengan diameter 222-226 um. sporangia ini menghasilkan spora yang
berbentuk bulat dengan dimeter 4-10 um. spora divisi Zygomycota berbentuk bulat

dengan diameter 3-5 um (Watanabe, 2002; Kidd et al., 2016).

4.2 Kadar Fosfat terlarut yang dihasilkan Fungi Endofit

Uji fosfat terlarut pada fungi endofit yang berasal dari tumbuhan rumput teki
(Cyperus rotundus L.) menunjukkan hasil yang positif. Keberadaan fosfat terlarut
secara kualitatif dapat ditunjukkan melalui perubahan warna dari reagen yang
dicampur kedalam isolat fungi endofit rumput teki (Tabel 4.2). Secara kualitatif

dapat terlihat bahwa warna biru yang dihasilkan dari setiap isolat memiliki
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kepekatan yang beragam. Isolat yang menghasilkan warna paling pekat adalah URT
4. Isolat URT 1 dan 2 menunjukkan warna biru tua. Sedangkan, pada URT 3 dan
URT 5 menujukkan warna biru muda (lampiran 4). Hal ini mengindikasikan tingkat
konsentrasi fosfat yang dapat dilarutkan oleh fungi endofit. Menurut Pradhan
(2013), hasil kepekatan warna biru dari reaksi biru molybdenum dapat
menunjukkan tingkat konsentrasi fosfat terlarut yang dihasilkan sampel.

Tabel 4.2 Reaksi biru molibdenum dengan isolat fungi endofit rumput teki
Kontrol
negatif

Nama Isolat | Isolat1 | Isolat 2 | Isolat 3 | Isolat 4 | Isolat 5

Kepekatan
Warna

++ ++ + ++ + + -

Hasil reaksi
warna biru
molibdenum

Keterangan : (-)  kuning cerah
(+)  biru muda
(++) birutua
(+ + +) biru pekat

Warna biru yang menunjukkan hasil positif dalam uji fosfat terlarut
merupakan hasil reduksi asam heteropoli 12 molibdofosfat. Menurut Pradhan
(2013), Asam fosfat (fosfat terlarut) akan berikatan dengan ammonium molibdat
dan membentuk asam heteropoli. Kemudian asam heteropoli direduksi oleh
hidrazin sulfat dan membentuk fosfomolibdenum dengan memberikan warna biru
pada larutan. Indikator warna biru ini tidak berlaku untuk perlakuan kontrol negatif.
Perlakuan kontrol negatif tidak mengandung fosfat terlarut sehingga reduksi asam
heteropoli 12 molibdofosfat tidak terjadi. Kontrol negatif ditunjukkan dengan
perubahan warna larutan menjadi kuning cerah.

Komposisi reagen yang digunakan menjadi parameter eksperimen yang
beragam seperti konsentrasi ammonium molibdat, asam sulfat, hidrazin untuk
stabilitas penentuan fosfat yang efektif (Pradhan and Pokhrel, 2013). Selain
komposisi reagen. Waktu perubahan warna yang dibutuhkan setiap isolat saat
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bereaksi dengan reagen biru molibdenum juga berbeda. Isolat URT 1, URT 2, dan
URT 4 menunjukkan perubahan warna dalam waktu yang lebih cepat saat diberi
reagen biru molibdenum. Isolat URT 3 dan URT 5 menunjukkan waktu yang relatif
lebih lama untuk perubahan warna saat bereaksi dengan reagen biru molybdenum.
Kecepatan reaksi biru molibenum yang terjadi menunjukkan kemampuan setiap
isolat fungi endofit berbeda dalam melarutkan fosfat. Hal ini diperkuat oleh
pernyataan Syamsia et al., (2016), isolat fungi endofit menghasilkan jumlah serta
jenis asam organik yang berbeda dalam menghasilkan fosfat terlarut, sehigga fosfat
terlarut yang dihasilkan bervariasi.

Fungi endofit hasil isolasi dari rumput teki (Cyperus rotundus L.) memiliki
kemampuan dalam melarutkan fosfat. Kadar fosfat terlarut yang dihasilkan
bervariasi antara 54,03 - 87,83 ppm (Gambar 4.6). Kadar fosfat terlarut yang
tertinggi dihasilkan oleh isolat URT 4, sedangkan kadar yang paling rendah
dihasilkan oleh isolat URT 3 (lampiran 5). Hasil ini lebih tinggi dari penelitian
Syamsia (2016), isolat fungi endofit padi aromatik enrekang yang memiliki
kemmpuan melarutkan fosfat antara 8,92-10,86 ppm. Namun, hasil ini tidak lebih
tinggi dari penelitian Verma and Ekka (2015), Isolat fungi dari tanah sawah yang
menanam padi mampu melarutkan fosfat 78,33- 218,33 ppm. Kadar optimal fosfat
terlarut yang mampu diserap oleh tanaman adalaha sekitar 0,3 — 0,5 % dari berat

kering tanaman tersebut (Rosmarkam dan Yuwono, 2002).
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Gambar 4.6 Kadar fosfat terlarut fugi endofit rumput teki
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Hasil analisa statitik menunjukkan bahwa setiap isolat dan kontrol negatif
berbeda nyata (P < 0.05) (Lampiran 6). Jenis isolat yang menghasilkan kadar fosfat
terlarut yang paling tinggi dibandingkan isolat lainnya adalah URT 4. Berdasarkan
analisa karakter URT 4 termasuk kedalam divisi Ascomycota. Hal ini sesuai dengan
hasil penelitian sebelumnya yang menjelaskan bahwa kelompok fungi divisi
Ascomycota memiliki kemampuan dalam menghasilkan fosfat terlarut yang lebih
tinggi daripada jenis fungi lainnya (Mendes et al., 2014).

Kemampuan fungi endofit menghasilkan fosfat terlarut disebabkan oleh
proses secara kimiawi dan biologis. Menurut Ginting (2006) dalam Prastyowati
(2008), Mekanisme pelarutan fosfat secara kimia, fungi endofit menghasilkan
sejumlah asam organik dengan berat molekul rendah seperti oksalat, suksinat, tartat,
laktat, sitrat, asetat, propionat dan formintat. Meningkatnya asam-asam organik
akan diikuti dengan penurunan pH, perubahan pH berperan penting dalam
peningkatan fosfat terlarut. Kadar fosfat terlarut yang berbeda pada setiap isolat
dipengaruhi oleh adanya asam organik yang dihasilkan oleh fungi endofit. Asam
organik yang dihasilkan oleh fungi endofit mampu mengikat kation-kation dari
senyawa fosfat yang tidak terlarut seperti Ca?*, Fe?*, Mg**, dan AI**. Sehingga
fosfat terlarut dapat lepas dari kation logam dan menjadi bentuk yang mudah
diserap oleh tanaman.

Asam organik merupakan mekanisme utama fungi endofit pelarut fosfat
dalam melarutkan fosfat (Withelaw, 2000; Chen et al., 2006; Sharma et al., 2013).
Setiap fungi menghasilkan jumlah asam organik yang berbeda dalam melepaskan
fosfat terlarut (Ginting, 2006; Prasetyowati, 2008; Jumadi et al, 2015; Syamsia et
al., 2016). Isolat fungi URT 1, URT2 dan URT 4 yang tergolong divisi Ascomycota
menghasilkan kadar fosfat tinggi. Berdasarkan penelitian Li et al. (2015), fungi
pada golongan divisi Ascomycota menghasilkan asam organik oksalat dalam media
pikovskaya. Hal tersebut menunjukkan bahwa divisi Ascomycota mampu
menghasilkan fosfat terlarut lebih tinggi dari divisi lainnya karena menghasilkan
asam oksalat yang merupakan asam organik yang efektif melarutkan fosfat.

Asam organik juga memiliki kualitas yang berbeda dalam melarutkan fosfat.
Asam organik memiliki kemampuan kuat sampai lemah dalam melarutkan fosfat.

Asam suksinat dan asetat termasuk golongan yang kurang efektif dalam melarutkan
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fosfat. Asam malat, tartarat, dan malonat termasuk keefektifan sedang dalam
melarutkan fosfat. Asam sitrat dan oksalat termasuk sangat efektif dalam
melarutkan fosfat (Khan et al., 2009; Mahidi et al., 2011; Walpola dan Yoon, 2012;
Flatian et al., 2018). Menurut Scervino et al. (2010), kualitas asam organik lebih
utama dalam menghasilkan fosfat terlarut daripada jumlah asam organik yang
dihasilkan dalam melarutkan fosfat.

Mekanisme secara biologi, fungi menghasilkan enzim fosfatase yang
berperan dalam melarutkan fosfat. Menurut Lestari et al. (2015), pelarutan fosfat
dapat pula dilakukan oleh fungi yang tidak menghasilkan asam organik atau enzim
melalui mekanisme (i) pelepasan proton (ion H*) pada proses respirasi; (ii) asimilasi
amonium (NH4%); dan (iii) adanya kompetisi antara anion organik dengan
ortofosfat pada permukaan koloid.

Kemampuan fungi endofit rumput teki dalam melarutkan fosfat pada media
pikovskaya cair juga dipengaruhi oleh faktor kecepatan pertumbuhan dari setiap
isolat yang berbeda — beda. Isolat fungi endofit URT 1, URT 2 dan URT 4 memiliki
kadar produksi fosfat terlarut yang lebih tinggi dibandingkan dengan isolat fungi
URT 5. Hal ini sebanding dengan diameter koloni fungi URT 1 (9 cm), URT 2 (9
cm), URT4 (7,4 cm), sedangkan isolat fungi URT 5 memiliki diameter yang lebih
kecil yaitu 5,9 cm. Menurut Dewanti (2016), salah satu faktor yang mempengaruhi
produksi fosfat terlarut pada fungi adalah kecepatan pertumbuhan fungi pelarut

fosfat.

4.3 Kadar Indole - 3 - Acetic Acid yang dihasilkan Fungi Endofit

Lima isolat fungi endofit dari tumbuhan rumput teki (Cyperus rotundus L.)
menunjukkan hasil yang positif dalam uji penghasil Indole-3-Acetic Acid (IAA).
Hasil positif ditunjukkan dengan adanya perubahan warna larutan supernatan yang
direaksikan dengan reagen salkowski menjadi kuning pekat hingga merah muda
(lampiran 9). Menurut Lestari et al., (2015), konsentrasi IAA yang terbentuk
ditandai dengan perubahan warna larutan supernatan yang direaksikan dengan
reagen salkowski menjadi kuning higga merah muda sebagai indikasi reaksi indol
oleh larutan Salkowski. Berdasarkan warna yang terlihat karena reaksi antara Fe dan
IAA adalah merah muda (Glickmann dan Dessaux 1995; Dewi et al., 2015).
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Sedangkan hasil pada kontrol negatif menunjukkan hasil yang negatif saat
campuran antara larutan supernatan media dan reagen salkowski tidak menunjukkan
perubahan yaitu tetap berwarna kuning cerah seperti warna media PDB sebelum
diinokulasi fungi (Tabel 4.4). Hal ini dikarenakan L-triptofan dalam media PDB
tidak diubah menjadi IAA sehingga tidak tercapai reaksi indol oleh reagen
salkowski (Lestari et al., 2015).

Tabel 4.3 Reaksi reagen salkowski dengan isolat fungi endofit rumput teki

K I

Nama Isolat | Isolat1 | Isolat 2 | Isolat 3 | Isolat 4 | Isolat 5 ontr_o
negatif

Kepekatan

AL o+ T i+ Tt -

Warna

Hasil reaksi

reagen . -

salkowski b[ s | .

Keterangan : (-)  kuning cerah
(+)  kuning pekat

(++) merah muda
(+ + +) merah pekat

Semakin tinggi kepekatan warna yang ditunjukkan, maka semakin tinggi
produksi IAA yang dihasilkan (Kamnev et al., 2001; Rahman et al., 2010; A’ini,
2013; Dewi et al., 2015). Berdasarkan warna larutan yang terbentuk menujukkan
kadar IAA secara kualitatif yang tertinggi ada pada isolat URT 1 (Tabel 4.4). Isolat
URT 3, URT 4, dan URT 5 menunjukkan perubahan warna merah muda yang
berarti kadar produksi IAA sedang dan pada URT 2 warna hasil reaksi adalah
kuning yang menunjukkan kadar produksi IAA rendah. Konsentrasi L — triptofan
bisa menjadi salah satu faktor penentu kadar optimal IAA yang dihasilkan. Kadar
optimal dapat ditentukan dengan kepekatan warna yang dihasilkan tiap isolat.
Konsentrasi L- triptofan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 10 ppm. Isolat
URT 1 diperkirakan memiliki konsentrasi L-triptofan yang optimal dalam
menghasilkan 1AA yang tinggi dibandingkan dengan isolat fungi endofit rumput
teki lainnya. Menurut Numponsak (2018), fungi mampu menghasilkan IAA yang
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tinggi pada saat konsentrasi L-triptofan yang diberkan optimal. Sedangkan kadar L
- triptofan yang terlalu tinggi akan menyebabkan penurunan kadar dari produksi
IAA.

Kepekatan warna yang dihasilkan melalui reaksi antara sampel dan reagen
salkowski juga dapat dipengaruhi oleh titik stationer pertumbuhan dari isolat fungi.
Menurut Isil et al. (2008), fungi menghasilkan metabolit sekunder berupa IAA
(Indole-3-Acetic Acid). Senyawa IAA yang dihasilkan oleh fungi mencapai kadar
maksimal pada fase stationer pertumbuhan.

Fungi endofit hasil isolasi dari rumput teki (Cyperus rotundus L.) memiliki
kemampuan dalam menghasilkan IAA. Kadar IAA yang dihasilkan bervariasi
antara 5,58- 45,50 ppm (lampiran 10). Kadar 1AA tertinggi dihasilkan oleh isolat
URT 1, sedangkan kadar yang paling rendah dihasilkan oleh isolat URT 2 (Gambar
4.7). Fungi rimpang rumput teki ini memiliki kadar penghasil IAA yang lebih tinggi
dibandingkan penelitian Abri (2015), IAA yang dihasilkan dari isolasi cendawan
tanaman padi aromatik Tanatoraja sebesar 0,556 - 2.190 mg/L. Hasil ini juga lebih
tinggi daripada penelitian Mehmood (2018), yang menyatakan hasil produksi IAA
spesies Fusarium oxysporum, yaitu sebesar 10.5 + 1.6 to 12.5 + 1.8 mg/L.

Kandungan-kandungan enzim yang berguna dalam konversi triptofan
menjadi IAA. Enzim tersebut, seperti: triptofan monooksigenase, IAM hydrolase,
serta indol- piruvat dekarboksilasi (Kresnawaty et al., 2008). Fungi endofit rumput
teki mampu menghasilkan 1AA karena ada prekursor berupa Triptofan. Sebagian
besar spesies menggunakan triptofan untuk menghasilkan IAA, terutama melalui
jalur asam indole-3-piruvat dan jalur tryptamine (Tudzynski dan Sharon, 2002;
Abri etal., 2015). Enzim untuk mengkonversi IAA yang dimiliki oleh fungi endofit
dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti: pH, suhu dan fase stationer pertumbuhan
fungi. Suhu yang digunakan dalam penelitian ini adalah suhu ruangan sekitar 25°C
- 30°C. Isolat fungi URT 1 menunjukkan kadar produksi IAA yang lebih tinggi
pada suhu ruangan dibandingkan dengan isolat fungi lainnya. Menurut Bilkay
(2010), kadar produksi IAA dapat dihasilkan secara optimal pada suhu antara 25° -
30°C. Menurut Numponsank et al. (2018), setiap fungi memiliki suhu optimal

dalam memproduksi IAA misalnya fungi golongan genus Colletotrichum memiliki
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suhu optimal 30°C. Suhu tersebut merupakan suhu optimal untuk enzim dalam

fungi bekerja secara maksimal.
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Gambar 4.7 Kadar produksi IAA fungi endofit rumput teki

Kadar produksi IAA dari fungi endofit rimpang rumput teki (Cyperus
rotundus L.) perlu diketahui perbedaan antar isolat dengan analisis statistika. Hasil
analisa statitik menunjukkan bahwa setiap isolat dan kontrol negatif kecuali URT 4
dan URT 5 berbeda nyata (P < 0.05). Sedangkan isolat fungi URT 4 dan URT 5
menunjukkan tidak berbeda nyata (P > 0.05) dan diberi notasi yang sama (lampiran
11). Isolat fungi endofit rumput teki yang menghasilkan IAA dengan kadar tertinggi
adalah URT 1. Isolat fungi URT 1 menunujukkan produksi IAA yang tinggi karena
pertumbuhan yang optimal. Menurut Kumla et al. (2014), produksi IAA oleh fungi
berkaitan dengan fase pertumbuhan fungi. fungi mampu menghasilkan kadar IAA
tertinggi ketika fungi diinokulasi pada fase stationer.

Fungi endofit dari rimpang rumput teki (Cyperus rotundus L.) mampu
menghasilkan 1AA secara alami melalui proses metabolisme. Berdasarkan hasil
kedua uji yaitu terkait penghasil fosfat terlarut dan 1AA, fungi URT 1 memiliki
kadar yang tinggi pada kedua uji. Isolat URT 1 menghasilkan kadar fosfat terlarut
sebesar 80,37 ppm dan menghasikan kadar IAA sebesar 45,50 ppm. Hal ini sesuai
dengan penelitian Zega et al. (2018), yang mengisolasi bakteri endofit rumput teki

(Cyperus rotundus L.). Isolat bakteri tersebut mampu menghasilkan kadar pelarut
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fosfat yang tinggi (6,27 PSI) dan juga akan memproduksi IAA dengan kadar yang
tinggi (49,91 ppm). Isolat bakteri yang menghasilkan kadar produksi IAA dan fosfat
terlarut tinggi dapat dijadikan sebagai kandidat biofertilizer.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian ini dapat diambil beberapa kesimpulan antara lain:

1.

Hasil identifikasi fungi endofit dari rumput teki (Cyperus rotundus L.)
berdasarkan karakter secara makroskopis dan mikroskopis bahwa URT 1,
URT 2 dan URT 4 termasuk ke dalam divisi Ascomycota. Sedangkan URT
3 termasuk kedalam divisi Basidiomycota dan URT 5 termasuk kedalam

divisi Zygomycota.

. Fungi endofit dari rimpang rumput teki (Cyperus rotundus L.) memiliki

kemampuan melarutkan fosfat. Kadar fosfat tertinggi dihasilkan oleh isolat
URT 4 (87,83 ppm). Sedangkan terendah dihasilkan oleh isolat URT 3
(54,30 ppm).

. Fungi endofit dari rimpang rumput teki (Cyperus rotundus L.) memiliki

kemampuan menghasilkan IAA. Kadar 1AA tertinggi dihasilkan oleh isolat
URT 1 (45,50 ppm), sedangkan terendah dihasilkan oleh isolat URT 2 (5,58

ppm).

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dapat dikemukakan beberapa saran yang

dapat digunakan sebagai acuan untuk penelitian berikutnya, antara lain:

b

2.

Analisa karakter secara molekuler diperlukan untuk mengetahui tingkat
spesies dari fungi endofit rumput teki yang berpotensi sebagai pelarut
fosfat dan penghasil 1AA.

Eksplorasi fungi endofit dari rumput teki juga perlu dilakukan dengan
mengisolasi organ lainnya untuk mengetahui kemampuan dalam pelarut
fosfat dan produksi 1AA.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Kunci Determinasi Fungi

Isolat URT1 (Watanabe, 2002)

Hyphaeseptate...........................
6. Hyphae without clamp connection............

7. Spores formed . ........ ... i

Isolat URT 2 (Watanabe, 2002)

Hyphaeseptate .. .........................
6. Hyphae without clamp connection............

L SPRrtss faMuetdnmmnie U BN SR

Isolat URT 3 (Watanabe, 2002)

EIVDIEESERTEI). .ol WA . e 4PN BY A

6. Hyphae with clamp connection. . .............

Isolat URT 4 (Watanabe, 2002)

Hyphaeseptate.................. ... 0.t
6. Hyphae without clamp connection............

7. Spores formed . .......... ... ... ... ...

Isolat URT 5 (Watanabe, 2002)

1. Hyphaeaseptate..........................

2. SporangiosporesS . ...........cuvuueinenn.n.
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Lampiran 2. Perhitungan Uji Kadar Fosfat

A. Pembuatan Stock KH2PO4 1000 ppm
Mr KH2POs=ArK+2 X ArH+ArP+4 X ArO
= 39,102 + (2 X 1.008) + 30,97 + (4 X 16)

=39,102 + 2,016 + 30,97 + 64
= 136,088

m 1gr Y Total Berat Molekul Bahan
1000 ppm = 100072 x —2
L 1000 mg Y Total Berat Molekul Ion

m 1gr 136.088
= 1H000EE o 3—+
IL 1000 mg 94.97

= 1,4329“2”" = 1,433“2”"

~ 0,717 gram/500 ml (Pelarut Air Steril non Fosfat)

B. Pembuatan Sodium Molibdat (Na2M00O4.2H-0) 2,5% sebanyak 100 ml

Massa Zat
Persen Massa = 100
Massa Total Senyawa
Massa Zat
2,5 % = ==—=—s@00
100 gr
Massa Zat =2,5gr

~ 2,5 gram Sodium Molibdat (Na2M004.2H20) + 97,5 ml Air Steril
(non Fosfat)

C. Pembuatan Asam Sulfat (H2SO4) 10 N sebanyak 100 ml

(10 x Persentase Larutan X Berat Jenis ) XValensi

N =
Berat Molekul
N = (10 X 96 % x 1,84 g/ml) x2
- 98,08 g/mol
N=36N
N1V1 =N2V2

36 xV1=10x100

V1= 10:61"0 = 27,78 ml

~ 27,78 ml Asam Sulfat (H2SO4 96%) + 72,22 ml Air Steril (non Fosfat)
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D. Pembuatan Hidrazin Sulfat (N2HsSO4) 0,5 M sebanyak 100 ml

n mol
M=—=—
14 L

05M = —
0,1L

n=05Mx0,1L = 0,05 mol

m

T Mr

0,05 mol =

_ ue
130,11 gr/mol
m = 0,05 mol X % = 6,5055gram

~ 6,5055 gram Hidrazin Sulfat (N2HsSO4) + 100 ml Air Steril (non
Fosfat)
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Lampiran 3. Kurva Kalibrasi Fosfat

A. Pembuatan Konsentrasi Kurva Kalibrasi Fosfat (2,5, 5, 10, 20, 50 ppm)

1. 2,5ppm dalam 5 ml
M1V1 = M2V?2
5x%x2,5=1000xV2

5%2,5
1000

~0,0125 ml (Stok Fosfat 1000
ppm) + 4,987 ml (Aquabides Steril
non Fosfat)

V2=

=0,0125ml

2. 5 ppm dalam 5 ml
M1V1 = M2V2
5x5=1000xV2

5X5
1000

~ 0,025 ml (Stok Fosfat 1000 ppm)
+ 4,975 ml (Aquabides Steril non
Fosfat)

V2=

= 0,025 ml

3. 10 ppm dalam 5 ml
M1V1 = M2V2
10 x5 =1000 x V2

__5x10
~ 1000

V2 = 0,05 ml

~ 0,05 ml (Stok Fosfat 1000 ppm)
+ 4,950 ml (Aquabides Steril non
Fosfat)

4. 20 ppm dalam 5 ml
M1V1 = M2V2
20x5=1000 x V2

5x20
V2 =
1000

~ 0,1 ml (Stok Fosfat 1000 ppm) +
4,900 ml (Aquabides Steril non
Fosfat)

=0,1ml

5. 50 ppm dalam 5 ml
M1V1 = M2V2
50 x5 =1000xV2

5 = 2X50 s
S 0 &

0,25 ml (Stok Fosfat 1000 ppm) + 4,750
ml (Aquabides Steril non Fosfat)
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B. Hasil Pengukuran Kurva Kalibrasi dengan A = 840 n

1,6

y =0.0271x + 0.0623
R?=0.99

1,4

Absorbansi

0 10 20 30 40 50
Konsentrasi

Gambar 3.2 Kurva standar fosfat

60

—@— Abs

Linear (Abs)
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Lampiran 4. Data Kualitatif Kelarutan Fosfat

No. | Nama | Ulangan | Hasil Gambar Isolat Gambar Isolat sebelum
Isolat bereaksi dengan direaksikan dengan
molibdenum biru molibdenum biru

1. | URT 1 Biru

1 Muda

2 Biru

Tua

3 Biru

Tua

2 URT 1 Biru

2 Muda

2 Biru

Tua

3 Biru

Tua

3. URT 1 Biru

3 Tua

2 Biru

Muda

3 Biru

Muda

4. | URT 1 Biru

4 Tua

2 Biru

Tua

3 Biru

Tua

73

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



ONVIVIN 40 ALISHIAINN DIAVISI 31VLS NIHVAEAI MITTVIN VNVTINVIN 40

Biru
Muda
Biru
Muda
Biru
Muda

1
2
3

URT
5

5.
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Lampiran 5. Data Kuantitatif Kelarutan Fosfat

Tabel 5.1 Data hasil pembacaan spektrofotometer pada sampel

No Isolat | Absorbansi | ppm
1 1U1 2.214 79.4
2 1U2 2.244 80.5
3 1U3 2.264 81.2
4 2U1 1.845 65.8
5 2U2 1.862 66.4
6 2U3 1.889 67.4
7 3Ul 1.554 55

8 3U2 1.526 54

9 3U3 17523 53.9
10 4U1 2.444 87.9
11 4U2 2.434 87.5
12 4U3 2.45 88.1
13 5U1 1.758 62.6
14 5U2 1.729 61.51
s 5U3 il e 61.2

Tabel 5.2 Data konsentrasi fosfat terlarut

Ulangan - )

NGy ::(())Idai 1 zg 3 Rr::: De?/ti.asi Notasi
1 Kontrol 0.002 0.004 0.003 0.00 0.001 a
2 URT 1 79.4 80.5 81.2 80.37 0.907 e
3 URT 2 65.8 66.4 67.4 66.53 0.808 d
4 URT 3 55 54 53.9 54.30 0.608 b
5 URT 4 87.9 87.5 88.1 87.83 0.306 f
6 URT 5 61.2 61.51 62.6 61.77 0.735 I
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Lampiran 6. Uji Statistika Kelarutan Fosfat

Uji Normalitas Data (Shapiro -Wilk)

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Sampel | Statistic df Sig. | Statistic df Sig.
Kadarfosfat Kontrol 175 3 1.000 3 1.000

URT1 225 3 984 3 .756

URT2 232 3 .980 3 726

URT3 .356 3 .818 3 157

URT4 253 3 .964 3 637

URT5 .308 3 902 3 391

a. Lilliefors Significance Correction

Nilai signifikasi semua sampel termasuk kontrol > 0.05 : menunjukkan bahwa

data terdistribusi secara normal.

Uji Homogenitas

Oneway
Descriptives
Kadarfosfat
95% Confidence Interval for
Std. Mean

N Mean |Deviation|Std. Error| Lower Bound | Upper Bound | Minimum [Maximum
Kontrol 3 .0030( .00100{ .00058 .0005 .0055 .00 .00
URT1 3| 80.3667 .90738| .52387 78.1126 82.6207 79.40 81.20
URT2 3| 66.5333 .80829| .46667 64.5254 68.5412 65.80 67.40
URT3 3| 54.3000 .60828| .35119 52.7890 55.8110 53.90 55.00
URT4 3| 87.8333 .30551| .17638 87.0744 88.5922 87.50 88.10
URTS 3| 61.7667 73711 .42557 59.9356 63.5978 61.20 62.60
Total 18| 58.4672|29.27051| 6.89913 43.9113 73.0230 .00 88.10
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Test of Homogeneity of Variances

Kadarfosfat

Levene Statistic dfl df2 Sig.

2.253 5 12 116

Nilai signifikasi data > 0.05 : menunjukkan bahwa data bersifat homogen

ANOVA
Kadarfosfat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 14560.001 5 2912.000 7.036E3 .000
Within Groups 4.967 12 414
Total 14564.968 L7/

Nilai signifikasi data < 0.05 : menunjukkan bahwa data terdapat perbedaan

dengan taraf 5%

Uji Lanjut Duncan

Kadarfosfat

Duncan
Subset for alpha = 0.05

Sampel N 1 2 3 4 5 6
Kontrol 3| .0030
URT3 3 54.3000
URTS 3 61.7667
URT2 3 66.5333
URT1 3 80.3667
URT4 3 87.8333
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Nilai pada tabel Duncan menunjukkan adanya perbedaan nyata dengan taraf 5%
untuk setiap kelompok sampel.



Lampiran 7. Perhitungan Uji Produksi IAA

A. Perhitungan FeCls.6H.0 (0,5M)

M_n_mol
VL

0,5 = —

0,05

n =0,5x%0,05= 0,025 mol
m

n=— ->m=nxmr
mr

m = 0,025 mol x 270,2957 2=
mol

m = 6,757 gr = 6,8 gr
~ 6,8 gr dalam 50 mL Aquades Steril

B. Pembuatan Reagen Salkowski 100 mL
Komposisi reagen

Asam Kuat H2SO4 (96%) + Aquades Steril + FeClz.6H-0 (0,5M) = 36,8
mL+61,4mL +1,8mL

(reagen disimpan dalam ruang gelap)
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Lampiran 8. Kurva Kalibrasi IAA

A. Pembuatan Konsentrasi Kurva Kalibrasi Fosfat (2,5, 5, 10, 20, 50

ppm)

1) 2,5 ppm dalam 5 ml
M1V1 = M2V2
5x25=100x V2

5%2,5
100

V2= =0,125ml

~ 0,125 ml (Stok 1AA 100
ppm) + 4,875 ml (Aquades
Steril)

2) 5 ppm dalam 5 ml
M1V1 = M2V2
5x5=100xV2

V2 =25 _ 025ml
100

~ 0,25 ml (Stok IAA 100
ppm) + 4,75 ml (Aquades
Steril)

3) 10 ppm dalam 5 ml
M1V1 = M2V?2
10x5=100x%xV2

_ 5x10
~ 100

V2 =0,5ml

~ 0,5 ml (Stok IAA 100 ppm)
+ 4,50 ml (Aquades Steril)
4) 20 ppm dalam 5 ml
M1V1 = M2V2
20 x5=100xV2

v2 =22 _ 1mi

100

~ 1 ml (Stok IAA 100 ppm) +
4 ml (Aquabides Steril)

5) 50 ppm dalam 5 ml
M1V1 = M2V2
50 x5=100xV2

_ 5x50
~ 100

V2 =2,5ml

~ 2,5 ml (Stok IAA 100 ppm)
+ 2,5 ml (Aquabides Steril)
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. Hasil Pengukuran Kurva Kalibrasi dengan A = 540

1,4
1,2
y = 0.0221x + 0.039
. R? = 0.9949

Absorbansi

0 10 20 30 40

Konsentrasi

—@— Absorbansi

Linear (Absorbansi)

Gambar 8.2 Kurva standar IAA

50

80

60

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Lampiran 9. Data Kualitatif Produksi IAA

No | Nam | Ulanga Hasil Gambar hasil | Gambar sebelum bereaksi
a n reaksi dengan | dengan reagen salkowski
Isola reagen
t salkowwski

1. | URT 1 Merah
1 Muda

2 Merah
Muda
3 Merah
Muda

2. | URT 1 Kuning

2 :
2 Kuning
3 Kuning

3. | URT 1 Merah

3 Muda
2 Merah
Muda
3 Kuning
kemeraha
n

4. | URT 1 Merah

4 Muda
2 Kuning
3 Kuning

5. | URT 1 Merah

5 Muda
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Merah
Muda
Merah
Muda

2
3
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Lampiran 10. Data Kuantitatif Produksi IAA

Tabel 10.1 Data hasil pembacaan spektrofotometer pada sampel

No. ::g:ja‘i Absorbansi | ppm

1 1U1 1.069 46.61

2 1U2 1.036 45.13

3 1U3 1.028 44.77

4 2U1 0.157 5.35

5 2U2 0.180 6.36

6 2U3 0.150 5.04

7 3U1 0.452 18.67

8 3U2 0.422 131

9 3U3 0.417 17.09

10 4U1 0.302 11.90

11 4U2 0.262 10.11

12 4U3 0.277 10.79

13 UL 0.260 9.99

14 5U2 0.266 10.28

15 5U3 0.291 11.40

Tabel 10.2 Data konsentrasi fosfat terlarut
Kode Ulangan Kadar Std. .
W Isolat 1 Zg 3 ppm Deviasi Notasi

1 Kontrol 0.001 0 0.002 0.00 0.00100 a
2 URT 1 46.61 45.13 44.77 45.50 0.97516 e
3 URT 2 5.35 6.36 5.04 5.58 0.69024 b
4 URT 3 18.67 157431 17.09 17.69 0.85580 d
5 URT 4 11.9 10.11 10.79 10.93 0.90357 c
6 URT5 9.99 10.28 114 10.56 0.74460 c
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Lampiran 11. Uji Statistik I1AA

Uji Normalitas Data (Shapiro -Wilk)

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Sampel | Statistic | df Sig. Statistic df Sig.
KadarlAA  Kontrol 175 3 1.000 3[ 1.000

URT1 .316 3 .890 8 .355

URT2 .299 3 914 3 433

URT3 .338 8 .852 3 .246

URT4 .230 3 .981 3 737

URTS5 B2 3 .896 3 374

a. Lilliefors Significance Correction

Nilai signifikasi semua sampel termasuk kontrol > 0.05 : menunjukkan bahwa

data terdistribusi secara normal.

Descriptives

KadarlAA
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean [Deviation|Std. Error| Bound Bound Minimum  [Maximum
Kontrol 3 .0010 .00100 .00058 -.0015 .0035 .00 .00
URT1 3| 45.5033 .97516 .56301 43.0809 47.9258 44.77 46.61
URT2 3| 5.5833 .69024( .39851 3.8687 7.2980 5.04 6.36
URT3 3| 17.6900| .85580| .49410| 15.5641 19.8159 17.09 18.67
URT4 3| 10.9333| .90357| .52167 8.6887 13.1779 10.11 11.90
URT5 3| 10.5567| .74460[ .42990 8.7070 12.4064 9.99 11.40
Total 18| 15.0446]15.08772| 3.55621 7.5417 22.5476 .00 46.61
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Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

KadarlAA

Levene Statistic

dfl df2

Sig.

2.206

5

12

121

Nilai signifikasi data > 0.05 : menunjukkan bahwa data bersifat homogen

ANOVA
KadarlAA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3862.806 5 772.561 1.313E3 .000
Within Groups 7.061 12 .588
Total 3869.868 17

Nilai signifikasi data < 0.05 : menunjukkan bahwa data terdapat perbedaan

dengan taraf 5%

Uji Duncan

KadarlAA

Duncan
Subset for alpha = 0.05

Sampel N 1 2 3 4 5
Kontrol 3 .0010
URT2 3 5.5833
URTS 3 10.5567
URT4 3 10.9333
URT3 3 17.6900
URT1 3 45.5033
Sig. 1.000 1.000 .559 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Nilai pada tabel Duncan menunjukkan adanya perbedaan nyata dengan taraf 5%

untuk setiap kelompok sampel, kecuali untuk URT 4 dan 5.
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