Vol. 8 No. 2 pp. 225-230 2023

SERAMBI
BIOLOGI e-ISSN: 2722-2829

Isolation of Endophytic Fungi from Trichoma of the Simpei Fern
(Cibotium barometz (L.) J. Sm) and Phosphate Solubilizing Activity
Test

Isolasi Cendawan Endofit dari Trikoma Tumbuhan Pakis Simpei
(Cibotium barometz (L.) J. Sm) dan Uji Aktivitas Pelarut Fosfat

Nia Ramadhanti', Dezi Handayani'*, Azwir Anhar', Irdawati'

! Department of Biology, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Universitas Negeri Padang, West Sumatera, Indonesia

*Correspondence author: dezihandayani8253@gmail.com

Abstract

The problem that is often faced by farmers in West Sumatra is the decreasing level of soil fertility which has an impact on crop
production due to a lack of phosphate uptake by plants. The problem of phosphate availability can be overcome by utilizing phosphate
solubilizing fungi (CPF) because they can be used as biofertilizers. CPI" is usually isolated from the soil or rhizosphere, but this
fungus is not necessarily compatible with the host plant, so the isolation of endophytic fungi, especially indigenous fungi, is better
because it can provide phosphate. CPF can be isolated from plant tissues such as trichomes. The aim of this study was to isolate
endophytic fungi from simpei fern trichomes and test their phosphate solubilizing activity. Samples were obtained from Nagari Aka
Barayun, Harau District, Fifty Cities District, West Sumatra. Isolation of fungi using Potato Dextrose Agar (PDA) medium, phosphate
solvent activity test using Pikovskaya medium. The results showed that 5 isolates of endophytic fungi were successfully isolated from
simpei fern trichomes with different macroscopic morphologies: spherical shape, various colors, cotton-like texture, smooth surface.
Phosphate solubilizing activity test showed that only ETK 4 isolate had phosphate solubilizing activity with the highest IKF of 0.7.
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Abstrak

Permasalahan yang sering dihadapi petani di Sumatera Barat adalah menurunnya tingkat kesuburan tanah yang berdampak pada
produksi hasil panen karena kurangnya serapan fosfat oleh tumbuhan. Masalah ketersediaan fosfat dapat diatasi dengan
memanfaatkan cendawan pelarut fosfat (CPF) karena dapat dijadikan biofertilizer. CPF biasanya diisolasi dari tanah atau rizosfer,
namun cendawan ini belum tentu kompatibel dengan tanaman inang, sehingga isolasi cendawan endofit terutama cendawan
indigenous lebih baik karena mampu menyediakan fosfat. CPF dapat diisolasi dari jaringan tumbuhan seperti trikoma. Tujuan
penelitian adalah mengisolasi cendawan endofit dari trikoma pakis simpei dan menguji aktivitas pelarut fosfatnya. Sampel diperoleh
dari Nagari Aka Barayun, Kecamatan Harau, Kabupaten Lima Puluh Kota, Sumatera Barat. Isolasi cendawan menggunakan medium
Potato Dextrose Agar (PDA), uji aktivitas pelarut fosfat menggunakan medium Prkovskaya. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 5
isolat cendawan endofit berhasil diisolasi dari trikoma pakis simpei dengan morfologi makroskopis berbeda: bentuk cenderung bulat,
warna beragam, tekstur seperti kapas, permukaan halus. Uji aktivitas pelarut fostat menunjukkan bahwa hanya isolat ETK 4 yang
memiliki aktivitas pelarut fosfat dengan IKF tertinggi 0,7.

Kata kunci : Cendawan endofit pelarut fosfat, tumbuhan pakis simpei
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Pendahuluan

Wilayah di Sumatera Barat yang memiliki potensi yang baik pada sektor pertanian adalah Kabupaten Limapuluh Kota. BPS
Limapuluh Kota (2005) mencatat 50% penduduknya bekerja sebagai petani pada usaha subsektor tanaman pangan dan hortikultura,
perkebunan, dan kehutanan. Permasalahan yang sering dihadapi petani yaitu menurunnya tingkat kesuburan tanah pada lahan
pertanian yang berdampak terhadap penurunan produksi hasil panen (Sondang et al, 2019). Permasalahan tersebut terjadi akibat
ketersediaan fosfat di tanah dalam bentuk terikat sehingga tidak dapat diserap oleh tumbuhan (Rahmawati, 2021). Fungsi utama fosfat
pada tumbuhan yaitu untuk menyimpan dan mentransfer ATP dan ADP, merangsang pembelahan sel, serta meningkatkan kualitas
hasil panen (Damanik et al., 2010: Liferdi, 2010).

Masalah kekurangan fosfat diatasi petani dengan pemberian pupuk fosfat, namun penggunaanya secara terus menerus dapat merusak
struktur tanah dan menyebabkan terjadinya penumpukan fosfat (Badan Penelitian Tanah, 2005). Seiring perkembangan bioteknologi,
upaya yang dapat dilakukan dengan memanfaatkan mikroba karena dapat dijadikan biofertilizer untuk meningkatkan pertumbuhan
tanaman (Aldo dan Anhar, 2021; Nasution dan Fauzi, 2014; Zani dan Anhar, 2021). Mikroba tersebut adalah cendawan pelarut fosfat
(CPF) karena memiliki enzim fosfatase sehingga fosfat dapat diserap oleh tumbuhan (Raharjo et al., 2007; Simanungkalit ez al., 2019).
CPF memiliki beberapa keunggulan diantaranya: tidak mengandung racun, aman digunakan, ramah lingkungan dan mudah
diperbanyak (Ouahmane et al, 2007). Pemanfaatan CPF terus dilakukan untuk mendapatkan isolat terbaik sebagai sumber pelarut
fosfat (Handayani, 2011). CPF biasanya diisolasi dari tanah atau rizosfer, namun cendawan ini belum tentu kompatibel dengan
tanaman inang, sehingga isolasi cendawan endofit terutama cendawan indigenous lebih baik karena memiliki kemampuan beradaptasi
yang tinggi sehingga mampu menyediakan fosfat yang baik bagi tumbuhan (Gusnawaty et al, 2014). CPF dapat diisolasi dari bagian
tumbuhan seperti akar, batang, daun, dan trikoma. Berdasarkan hal tersebut maka dilakukan penelitian mengenai isolasi cendawan
endofit dari trikoma tumbuhan pakis simpei ( Czbotium barometz (L.) J. Sm) dan uji aktivitas pelarut fosfat.

Bahan dan Metode

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan antara lain cawan petri, rak tabung reaksi, tabung reaksi, gelas ukur, erlenmeyer, pipet tetes, bunsen, ose,
autoklaf, pinset, hot plate stirrer, vortex, timbangan digital, enkas, beaker glass , jangka sorong digital, kamera, cutter, gunting,
sedotan, inkubator, kaca objek, dan kaca penutup. Bahan yang digunakan adalah trikoma tumbuhan pakis simpei yang diambil dari
Nagari Aka Barayun, Kecamatan Harau, Kabupaten Limapuluh Kota, Sumatera Barat. Sampel yang telah didapatkan diproses di
Laboratorium Penelitian Terpadu Departemen Biologi Universitas Negeri Padang, medium Pofato Dextrose Agar (PDA), dexstrose,
Ca3(PO4)2, (NH4)2504, MgSO4H20, KCL, NaCl, MnSO4, FeSO4, yeast extract dan agar, alkohol 70%, NaOCl 0,05 %, spritus, kapas,
lissue, kain kasa, dan wrapping.

Pembuatan Medium PDA dan Pikovskaya

Bubuk medium PDA ditimbang sebanyak 9,75 gram kemudian dilarutkan dengan aquadest hingga volumenya mencapai 250 mL pada
beaker glass ukuran 500 mL yang berbeda, kemudian dihomogenkan dengan cara dipanaskan diatas /ot plate stirrer sampai mendidih
lalu dituang ke dalam erlenmeyer, ditutup dengan sumbat kapas yang dilapisi kain kasa dan alumunium foil. Medium disterilisasi di
dalam autoclave pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi selama 15 menit. Setelah proses sterilisasi selesai, ke dalam medium PDA
ditambahkan ampicillin dengan konsentrasi 10 pg/mL (Pelczar and Chan, 2005) lalu dihomogenkan. Setelah homogen, medium PDA
dituang ke petridish di Laminar Air Flow (LAF), ditunggu hingga padat, diberi wrapping dan diinkubasi selama 24 jam.

Medium Pikovskaya dibuat dengan menggunakan bahan-bahan yaitu 10 g dextrose, 0,2 g Ca3(PO4)2, 0,5 g (NH4)2504, 0,1 g
MgS04H20, 0,2 ¢ KCL, 0,5 g NaCl, 0,002 g MnSO4, 0,002 g FeSO4, 0,5 g yeast extract dan 15 g Agar kemudian dimasukkan dalam
erlenmeyer. Semua bahan dilarutkan dengan aquadest hingga volumenya 1000 mL. Medium dihomogenkan dengan cara dipanaskan
diatas hotplate stirrer hingga mendidih. Setelah mendidih medium Pikovskaya disterilisasi menggunakan aufoclave pada suhu 121°C
dan tekanan 15 PSI selama 15 menit. Setelah proses sterilisasi selesai medium dikeluarkan dari autoclave dan dituang kedalam cawan
petri di Laminar Air Flow dan diberi wrapping.
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Isolasi dan Pemurnian Cendawan Endofit dari Trikoma Tumbuhan Pakis Simpei

Cendawan endofit diisolasi dari trikoma tumbuhan pakis simpei beberapa helai kemudian dicuci dengan air mengalir sampai bersih.
Setelah itu dilakukan sterilisasi permukaan bertahap dengan cara trikoma pakis simpei direndam dalam alkohol 70% selama 30 detik,
kemudian dicuci dengan aquadest steril sebanyak 5 kali, direndam dengan larutan NaOCl 0,05% selama 30 detik kemudian sampel
dicuci kembali dengan aquadest steril 5 kali dan dikeringkan di atas Zzssue steril.

Isolasi cendawan endofit dilakukan dengan teknik Direct Planting (tanam langsung) dengan cara trikoma pakis simpei yang telah
disterilisasi permukaan diletakkan pada petridish yang berisi medium PDA. Setiap petridish berisi helaian trikoma pakis simpei dan
diletakkan pada 3 sisi berbeda dan diinkubasi pada suhu ruang selama 3-5 hari. Setiap cendawan yang tumbuh dan memiliki morfologi
yang berbeda dipindahkan ke medium PDA baru untuk dimurnikan. Pemindahan dilakukan secara berulang sampai didapatkan isolat
murni.

Pengamatan Isolat Cendawan Endofit Secara Makroskopis
Pengamatan makroskopis dilakukan dengan mengamati morfologi koloni cendawan endofit dari segi bentuk, warna koloni, tekstur,
dan permukaan koloni (Syahputra dan Anhar, 2017).

Uji Aktivitas Pelarut Fosfat

Uji aktivitas pelarut fosfat cendawan endofit dari trikoma tumbuhan pakis simpei menggunakan medium Pikovskaya. Isolat yang telah
murni diambil menggunakan sedotan steril dengan ukuran 0,5 cm dan diletakkan di tengah medium Prkovskaya kemudian diinkubasi
pada suhu ruang hingga beberapa hari. Aktivitas pelarut fosfat ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening disekitar isolat
cendawan yang diujikan.

Hasil dan Pembahasan

Cendawan endofit yang berhasil diisolasi dari trikoma tumbuhan pakis simpei sebanyak 5 isolat. Setiap isolat yang didapatkan diberi
kode ETK 1, ETK 2, ETK 8, ETK 4, dan ETK 5. Setiap isolat memiliki karakteristik morfologi makroskopis yang berbeda seperti
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Karakteristik morfologi makroskopis cendawan endofit pelarut fosfat dari trikoma tumbuhan pakis simpei

ETK 1 ETKR 2 ETR 3 ETK 4 ETK 5

Cendawan endofit yang berhasil diisolasi dari trikoma tumbuhan pakis simpei memiliki karakteristik morfologi makroskopis berbeda
mulai dari warna, bentuk, tekstur serta permukaan cendawan. Isolat ETK 1 memiliki warna merah muda dengan bentuk tidak teratur,
tekstur seperti kapas (cottony), permukaan halus. Isolat ETK 2 berwarna hijau tua dengan bentuk bulat, tekstur granular dan
permukaan halus. Isolat 3 memiliki ciri berwarna putih, bentuk bulat, tekstur seperti kapas serta permukaan halus. Isolat ETK 4
berwarna hijau-putih, bentuk bulat dengan tekstur kapas dan permukaan kasar. Isolat ETK 5 berwarna putih, bentuk bulat, tekstur
seperti kapas dan permukaan halus.

Informasi mengenai cendawan endofit dari beberapa tumbuhan yang memiliki aktivitas pelarut fosfat telah dilakukan. Zilvi (2019)
berhasil mengisolasi 6 isolat cendawan endofit dari akar tanaman jagung (Zea mays L.), satu diantara 6 isolat cendawan endofit tersebut
memiliki aktivitas pelarut fosfat. Handayani et al, (2018) juga berhasil mengisolasi 7 isolat cendawan endofit dari akar tanaman padi (Oryza sativa
L.) dan 1 diantaranya memiliki kemampuan dalam melarutkan fosfat. Perbedaan jumlah cendawan yang diperoleh dari tumbuhan
tersebut disebabkan karena proses adaptasi terhadap mikroekologi, kondisi fisiologis, dan mikrohabitat tumbuhan inang dan
kecocokan genotip antara tumbuhan inang dengan cendawan endofit tersebut (Petrini e al,, 1993 ; Wahyudi, 2001).
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Gambar 1. Uji aktivitas pelarut fosfat

Satu isolat cendawan endofit dari trikoma tumbuhan pakis simpei memiliki kemampuan dalam melarutkan fosfat yang ditunjukkan
dengan terbentuknya zona bening disekitar koloni cendawan yang diujikan pada medium Pikovskaya. Zona bening yang terbentuk di
sekitar isolat cendawan dapat dilihat pada Gambar 1.

Tabel 2. Indeks Kelarutan Fosfat Cendawan Endofit dari Trikoma Tumbuhan Pakis Simpei

Rata-Rata Diameter (mm) IKF Kategori
Isolat Hari Ke- Zona Bening (A) Koloni (B) (A-B/B) IKF
1 7,8 4,8 0,5 Lemah
ETK 4 2 9,6 5,7 0,7 Lemah
3 - 6,3 - -

Kemampuan cendawan endofit dari trikoma tumbuhan pakis simpei dalam melarutkan fosfat terlihat dari zona bening yang dihasilkan
oleh cendawan endofit isolat ETK 4 dengan Indeks Kelarutan Fosfat (IKF) berkisar antara 0,5-0,7 dengan IKF paling tinggi pada hari
ke- 2 yaitu 0,7. Kemampuan isolat cendawan dalam melarutkan fosfat menurut Marra et al, (2011) terdiri atas 8 kategori yaitu
kategori lemah (IKF <2,00), kategori sedang (2, 00 = IKF > 4,00), dan kategori kuat (IKF >4,00). Isolat cendawan endofit dari
trikoma tumbuhan pakis simpei yang memiliki aktivitas pelarut fosfat tergolong kedalam kategori lemah. Kemampuan isolat tersebut
lebih baik dalam melarutkan fosfat bila dibandingkan dengan cendawan endofit pelarut fosfat dari rizosfer tanaman temulawak
(Curcuma xanthorrhiza Roxb.) yang memiliki IKF sebesar 0,5 dan lebih baik bila dibandingkan dengan cendawan endofit pelarut fosfat
dari akar tanaman padi yang memiliki IKF tertinggi sebesar 0,2 dan termasuk kategori lemah (Handayani et al, 2018 ; Pelawi dan
Handayani, 2021)

Indeks Kelarutan Fosfat isolat ETK 4 tidak stabil selama uji aktivitas pelarut fosfat. Hal ini dibuktikan dengan perbedaan IKF yang
dihasilkan cenderung naik dari hari ke-1 hingga hari ke-2 namun tidak menghasilkan aktivitas pelarut fosfat di hari ke-3. Hal ini juga
didukung oleh penelitian Handayani (2011) yang menyatakan bahwa IKF kelarutan fosfat dari isolat Penicillium sp. IPBCC.09.620
tidak stabil selama pengamatan uji aktivitas pelarut fosfat. Hal ini disebabkan karena adanya perbedaan jumlah asam organik yang
dihasilkan oleh cendawan pada medium kultur tertentu dalam membebaskan fosfat (Syamsia ez al., 2016 ; Prasetyowati, 2008 ).
Mekanisme cendawan dalam melarutkan fosfat terjadi secara biologis dan kimia. Mekanisme pelarutan fosfat secara biologis terjadi
karena cendawan tersebut memiliki enzim fosfatase yang mampu memutus fosfat tidak tersedia menjadi fosfat tersedia sedangkan
mekanisme secara kimia terjadi karena cendawan tersebut menghasilkan asam organik berupa asam sitrat, suksinat glutamat dan
oksalat. Selama mekanisme tersebut berjalan maka asam organik yang dihasilkan akan terus meningkat sehingga pH tanah menurun
dan asam tersebut akan bereaksi dengan bahan pengikat fosfat seperti Al3+, Mg2+, Ca2+,dan Fe3+membentuk khelat organik
sehingga dapat membebaskan fosfat tidak tersedia menjadi fosfat tersedia dan dapat dimanfaatkan oleh tumbuhan (Hanafiah et al,
2009). Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa cendawan endofit yang berhasil diisolasi dari trikoma
tumbuhan pakis simpei sebanyak 5 isolat, namun hanya 1 isolat yaitu ETK 4 yang memiliki kemampuan dalam melarutkan fosfat
dengan IKF tertinggi pada hari ke-2 yaitu 0,7.
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