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ABSTRACT Keyword:

Soil fungi play an essential role in the sustainable agriculture system. Their ability to produce various

metabolite compounds makes them as one of the potential biological control agents against plant pathogens. ~ Diameter;

One of the fungi secondary metabolites that are anti-pathogenic is the extracellular protease enzyme. This E .
. . . xtracellular,

enzyme can degrade the cell wall of pathogenic fungi, nematodes, and nematode eggs. Soil samples were taken

from 5 sampling points on farmers' paddy fields in Mamburungan Village, Tarakan City, North Kalimantan.  Isolate;

Fungi isolation was conducted using potato dextrose agar (PDA) at 37 °C at the Plant Protection Laboratory, .

University of Borneo Tarakan. Their macroscopic shape visually characterizes isolated fungi. The proteolytic Macroscopic;

activity test was carried out using a PDA media supplemented with skim milk. All fungi that grow then  Proteolytic;

characterized by their growth speed for 11 days. The results showed that seven fungi isolates were successfully
isolated, and 3 (48.85%) were able to produce protease enzymes. Isolates that can produce protease enzymes
are isolates C5, C6, and C7. Furthermore, based on its growth character, the seven isolates obtained showed
mixed responses. On the 11th day, the highest growth was shown by isolates CI, C2, C5, and C6 with a
diameter of 8.5 cm. The slowest growth was shown by C7 isolate with a diameter of 2.53 cm. This study
provides information that there are proteolytic fungi from the rice rhizosphere at the study site with diverse
growth characters.

Kata Kunci: ABSTRAK

Diameter;

Ekstraseluler;

Cendawan tanah memegang peran esensial dalam budidaya pertanian berkelanjutan. Kemampuannya dalam
memproduksi berbagai senyawa metabolit menjadikan cendawan sebagai salah satu agens hayati yang
potensial untuk mengendalikan patogen tanaman. Salah satu metabolit sekunder cendawan yang bersifat anti-
patogen adalah enzim ekstraseluler protease. Enzim ini dapat mendegradasi dinding sel cendawan patogen,
nematoda, dan telur nematoda. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi cendawan penghasil enzim protease

Isolat;

) dari rhizosfer padi dan mengkarakterisasi pertumbuhannya. Sampel tanah diambil dari 5 titik pengambilan
Makroskopis; sampel pada lahan padi petani di Kelurahan Mamburungan, Kota Tarakan, Kalimantan Utara. Isolasi
Proteolitik: dilakukan menggunakan media potato dextrose agar (PDA) pada suhu 37°C di Laboratorium Perlindungan

Tanaman, Universitas Borneo Tarakan. Cendawan yang tumbuh dikarakterisasi bentuk makroskopisnya
secara visual. Pengujian aktivitas proteolitik dilakukan menggunakan media PDA yang ditambah dengan skim
milk. Seluruh cendawan yang tumbuh kemudian dikarakterisasi kecepatan tumbuhnya selama 11 hari. Hasil
penelitian menunjukkan terdapat 7 isolat cendawan yang berhasil diisolasi, dan 3 (48,85%) diantaranya
mampu menghasilkan enzim protease. Isolat yang mampu menghasilkan enzim protease adalah isolat C5, C6,
dan C7. Selanjutnya, berdasarkan karakter pertumbuhannya, tujuh isolat yang diperoleh menunjukkan respon
yang beragam. Pada hari ke-11, pertumbuhan tertinggi ditunjukkan oleh isolat C1, C2, C5, dan C6 dengan
diameter 8,5 cm. Pertumbuhan paling lambat ditunjukkan oleh isolat C7 dengan diameter 2,53 cm. Penelitian
ini memberikan informasi bahwa terdapat cendawan proteolitik dari rhizosfer padi pada lokasi penelitian
dengan karakter pertumbuhan yang beragam.
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PENDAHULUAN

Pertumbuhan tanaman dipengaruhi
oleh berbagai macam faktor yang ada
disekitarnya, baik itu dari media tanam
maupun kondisi tanahnya. Media tanam
dan  kondisi tanah ini  memiliki
karakteristik yang berbeda-beda sesuai
dengan apa yang terkandung didalamnya
(Wijaya et al., 2020). Keragaman mikroba
merupakan salah satu faktor yang memiliki
peran penting dalam status kesehatan
tanah(El Mujtar et al., 2019). Tanah yang
sehat merupakan suatu kondisi dimana
populasi mikroba di tanah seimbang
sehingga tidak terjadi ledakan populasi
yang berpotensi menyebabkan infeksi pada
tanaman(Karlen et al., 2019).
Keseimbangan mikroba di dalam tanah
dapat terjadi karena beberapa mikroba
saling menekan pertumbuhan satu dengan
yang lainnya. Penekanan pertumbuhan
dapat terjadi melalui beberapa mekanisme
seperti  persaingan  relung  hidup,
persaingan nutrisi, dan sekresi senyawa
anti-mikroba (metabolit sekunder)(Vimal
et al., 2017; Smith et al., 2018).

Cendawan dikenal sebagai salah satu
mikroba yang dapat menghasilkan
berbagai macam metabolit sekunder.
Metabolit sekunder cendawan merupakan
senyawa organik yang tidak terlibat secara
langsung dalam pertumbuhan,
perkembangan, dan reproduksi suatu
cendawan(He et al., 2018). Metabolit
sekunder yang dihasilkan oleh
Trichoderma sp. antara lain pachybasin,
trichodermol, senyawa antibiotik, enzim
ekstraseluler (protease, 1,3-B-
glukanaseselulase, selobiase, dan kitinase),
2,3-dihidroksi-5,6-dimetil  benzokuinon,
asam ferulat, asam harzianat, dan 1,2-
dimetil-3,4-dihidroksi benzene(Pascale et
al., 2017). Selain Trichoderma, cendawan
lain yang dikenal mampu memproduksi
metabolit sekunder adalah Beauveria
bassiana, Gliocladium, dan
Metharizium(Lozano-Tovar et al., 2017).

Salah satu metabolit sekunder
cendawan yang memiliki potensi untuk
dikembangkan sebagai pelindung tanaman
adalah enzim ektraseluler protease. Enzim
protease merupakan enzim yang dapat
menghidrolisis  dan  menghancurkan
protein dan memecah menjadi molekul
yang lebih sederhana. Enzim protease
merupakan salah satu senyawa yang
berperan penting dalam pengendalian
beberapa cendawan patogen tanaman dan
nematoda parasit tanaman(Suarez et al.,
2004).Enzim protease dapat
menghidrolisis dinding sel nematoda
Meloidogyne spp. dan menghancurkan
lapisan terluar telur nematoda
Meloidogyne spp., Pratylenchus sp., dan
Radopholus sp. (Sahebani dan Hadavi,
2008).

Pada studi yang telah dilakukan oleh
beberapa peneliti, diketahui bahwa
cendawan penghasil enzim protease dapat
ditapis dari rhizosfer berbagai
tanaman(Wade dan Beuchat, 2003). Pada
laporan terpisah juga dijelaskan bahwa
kuantitas enzim protease yang dihasilkan
oleh cendawan pada umumnya berkorelasi
positif  dengan  kecepatan  tumbuh
cendawan. Penelitian ini merupakan
penelitian pendahuluan yang bertujuan
untuk  memperoleh  kandidat isolat
cendawan yang berpotensi memproduksi
enzim protease dan mengkarakterisasi
karakter pertumbuhannya.

BAHAN DAN METODE
Penelitian dilakukan di Laboratorium
Perlindungan Tanaman, Fakultas

Pertanian, Universitas Borneo Tarakan
pada bulan November — Desember 2017.
Teknik pengambilan sampel yaitu dengan
titik sampel tersebar menyerupai huruf “X”
di area persawahan. Sebanyak 50 g tanah
yang terletak di kedalaman 5-10 cm
diambil dari 5 titik sampel. Tanah
kemudian dikompositkan menggunakan
200 ml akuades steril lalu didiamkan
selama 30 menit. Isolasi dan Purifikasi
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Isolat Cendawan dengan cara mengambil
sebanyak 100 ul suspensi sampel
dihomogenkan dan diambil, kemudian
dituangkan pada cawan berisi media
Potato Dextrose Agar (PDA) yang telah
disterilisasi ~ menggunakan  autoklaf.
Suspensi kemudian diinkubasi selama 7
hari pada suhu 32 °C. Cendawan yang
tumbuh pada media PDA dan memiliki
karakter fenotip yang berbeda kemudia
dimurnikan menggunakan cork borer.
Pemurnian dilakukan dengan
memindahkan bagian ujung cendawan
pada media PDA yang baru. Seluruh
kegiatan isolasi dan purifikasi dilakukan
secara aseptis pada laminar air flow(Abri,
2015).

Isolat cendawan murni diambil
menggunakan cork borer steril
berdiameter 0,3 cm dan ditumbuhkan pada
media PDA menggunakan cawan petri
berdiameter 9 cm. Cendawan ditumbuhkan
tepat pada bagian tengah cawan petri dan
diinkubasi pada suhu 32 °C selama 11 hari.
Pengukuran  pertumbuhan  cendawan
dilakukan setiap hari dengan mengukur
diameter cendawan (cm) secara horizontal
dan vertikal (Achmad dan Suryana, 2009).

Aktivitas proteolitik diuji
menggunakan media PDA yang diperkaya
dengan susu skim. Media PDA steril yang
telah disiapkan diencerkan dan didiamkan
sampai suhu 50 °C. Selanjutnya, ketika
media PDA berada pada suhu 50 °C
ditambahkan dengan suspensi susu skim
(9:1, v/v). Susu skim yang digunakan
adalah susu skim komersial yang kemudian
dipasteurisasi sampai dengan suhu 70 °C
(Mardhiana et al.,, 2017). Media uji
kemudian dituangkan pada cawan petri
berdiameter 9 cm. Isolat cendawan yang
diuji kemudian diambil menggunakan cork
borer berdiameter 0,1 cm dan cendawan
yang terambil ditumbuhkan pada bagian
tengah cawan petri. Pengujian dilakukan
selama 48 jam pada suhu 32 °C. Cendawan
yang memiliki aktivitas proteolitik ditandai
dengan terbentuknya zona bening di sekitar

titik tumbuh cendawan (Michel et al,
1993).

Data dianalisis secara deskriptif dan
disajikan dalam bentuk tabel dan gambar.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolat Cendawan

Sebanyak tujuh isolat cendawan
berhasil diisolasi dan dimurnikan. Ketujuh
cendawan tersebut kemudian diberi kode
isolat sebagai C1, C2, C3, C4, C5, C6, dan
C7. Berdasarkan pengamatan
makroskopis, isolat cendawan yang
diperoleh pada penelitian ini memiliki
karakter bentuk, warna, elevasi, dan tepian
yang beragam. Seluruh cendawan yang
diperoleh memiliki elevasi datar. Hanya
ada dua jenis tepian dan bentuk yang
diperlihatkan oleh keseluruhan cendawan
yang diisolasi. Isolat cendawan C2 dan C3
memiliki tepian tipe Ciliate dan hanya C3
yang berbentuk tidak teratur. Lebih lanjut,
karakter isolat cendawan yang berhasil
diisolasi pada penelitian ini disajikan pada
Tabel 1.

Karakter Pertumbuhan

Berdasarkan  hasil ~ pengamatan
diketahui bahwa setiap isolat memiliki
karakter pertumbuhan yang beragam. Pada
hari pertama pengamatan diketahu bahwa
isolat C2 menunjukkan pertumbuhan
paling tinggi dengan diameter cendawan
mencapai 2,5 cm. Isolat C2 menunjukkan
pertumbuhan yang signifikan pada hari ke-
2 dan ke-3 dan mencapai titik pertumbuhan
maksimum di hari ke-3 dengan diameter
8,5 cm. Pada hari ke-4 sampai dengan ke-
11  pengamatan, isolat C2 tidak
menunjukkan perubahan ukuran diameter.
Selanjutnya,  isolat  lainnya  yang
menunjukkan pertumbuhan cukup cepat
adalah isolat CI1. Isolat C1 memiliki
diameter 0,78 cm pada hari pertama
pengamatan, kemudian mencapai diameter
maksimum pada 8,5 cm di hari ke-8
pengamatan. Selain isolat C2 dan C1, isolat
lain yang menunjukkan pertumbuhan yang
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signifikan adalah isolat C5 dan C6 yang adalah isolat C7 dengan diameter 2,53 cm

mencapai diameter maksimum pada hari pada pengamatn hari ke-11. Lebih lanjut,
ke-11 pengamatan. Isolat dengan diameter data pertumbuhan cendawan disajikan
terkecil sampai pada akhir pengamatan pada Gambar 1

Tabel 1. Karakteristik Makroskopis Cendawan

Kode Bentuk Warna Elevasi Tepian
Cl Tidak Teratur Hitam Datar Lobate
C2 Tidak Teratur Putih Datar Ciliate
C3 Teratur Oranye Datar Ciliate
C4 Tidak Teratur Putih Datar Lobate
C5 Tidak Teratur Oranye Datar Lobate
Co6 Tidak Teratur Abu-abu Datar Lobate
C7 Tidak Teratur Abu-abu Datar Lobate

Diameter (cm)

—=O0=(C1 =O=C2 c3 H2%ikgs wOm(5 —O=Cp =O=C7

Gambar 1. Grafik pertumbuhan isolat cendawan asal rhizosfer padi
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Tabel 2. Pertambahan Diameter Cendawan
Pertambahan Diameter Per Hari (cm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
ct 0,78 082 070 1,08 0,77 098 237 1,00 0,00 0,00 0,00
c2 250 485 1,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
c3 048 037 043 037 037 040 0,88 067 038 025 0,57
c4 040 023 058 040 045 060 1,38 0,72 043 0,62 0,00
¢s 063 0,73 067 062 058 093 227 088 0,77 042 0,00
c6 073 038 063 047 057 092 228 0,70 0,82 0,60 0,40
c¢7 075 007 0,18 020 0,08 0,08 050 020 0,17 022 0,20

Kode

Berdasarkan data pertmbuhan pada
Gambar 1, dapat diketahui rata-rata
pertamabahan diameter cendawan setiap
harinya. Pertambahan diameter tertinggi
terdapat pada isolat C2 di hari ke-2, yaitu
bertambah 4,85 cm dibandingkan dengan
hari sebelumnya. Selanjutny pada hari ke-
7 pengamatan, isolat C1 juga menunjukkan
perubahan diameter cendawan yang
signifikan, yaitu 2,37 cm. Selain itu, isolat
C5 juga  menunjukkan  perubahan
signifikan pada har ke-5 dengan
pertambahan diamater 2,27 cm. Isolat
lainnya menunjukkan data perubahan
diameter cendawan yang beragam namun
stabil di bawah 1 cm. Lebih lanjut, data
pertambahan diameter cendawan disajikan
pada Tabel 2.

Aktivitas Proteolitik

Hasil uwji  aktivitas  proteolitik
menunjukkan terdapat tiga isolat yang
mampu memproduksi enzim ekstraseluler
protease. Ketiga isolat tersebut adalah
isolat C5, C6, dan C7. Aktivitas proteolitik
ditunjukkan oleh adanya zona bening di
sekitar cendawan. Pada 48 jam inkubasi,
secara kualitatif isolat C7 menunjukkan
aktivitas proteolitik yang lebih tinggi,
ditunjukkan dengan zona bening yang
lebih besar dibandingkan dengan isolat
lainnya. Kemudian, setelah isolat C7,
secara kualitatif produksi enzim protease
lebih baik pada isolat C6 dan CS5. Isolat
lainnya (C1, C2, C3, dan C4) tidak

menunjukkan aktivitas proteolitik. Lebih
lanjut, hasil pengujian aktivitas proteolitik
disajikan pada Gambar 2.

’ c2 3 P

Gambar 2. Hasil uji aktivitas proteolitik
cendawan asal rhizosfer padi

Pembahasan

Cendawan tanah sudah umum
digunakan sebagai agens pengendali hayati
dalam dunia perlindungan tanaman.
Kemampuannya hidup pada berbagai
substrat menjadi salah satu alasan
cendawan sering digunakan sebagai agens
pengendali hayati. Namun demikian,
Cendawan dapat diisolasi dari berbagai
sumber  seperti  tanah, permukaan
tanaman(Zahn dan Amend, 2019), dari
dalam jaringan tanaman (endofit)(Deng
dan Cao, 2017), dan dari benih(Youssef et
al., 2018). Pada penelitian sebelumnya
Batista ef al. (2016)berhasil mengisolasi
cendawan dari rhizosfer padi. Penelitian
tersebut memperkuat hasil dari penelitian
ini yang juga memperoleh cendawan dari
rhizosfer tanaman padi(Pradana, 2016).

Cendawan memiliki peran penting
dalam menjaga keseimbangan ekosistem
dan menjaga kesuburan tanah (Vezzani et
al., 2018). Produk metabolit yang

G

Managed by : Jurusan Produksi Pertanian, Politeknik Negeri Jember 96


http://www.polije.ac.id/
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Author(s): Muh Adiwena, Mardhiana, Aditya Murtilaksono, Dwi Santoso, Rizza Wijaya, Ankardiansyah

Pandu Pradana

dihasilkan oleh cendawan memiliki peran
esensial dalam dunia  pertanian.
Keberadaan cendawan yang memproduksi
enzim selulase dapat membantu proses
pelapukan bahan organik di dalam tanah
dan mempercepat proses dekomposisi
bahan organik (Vétrovsky et al, 2016).
Cendawan yang memproduksi enzim
kitinase dapat berperan secara langsung
dalam menjaga kesehatan tanaman melalui
penekanan mikroba patogen menggunakan
enzim kitinase (Langner dan Gohre, 2016).
Demikian pula dengan cendawan yang
memproduksi enzim protease, golongan
cendawan proteolitik berperan dalam
menjaga kesehatan tanaman secara
langsung (Elad dan Kapat, 1999).

Enzim protease dikenal sebagai salah
satu enzim yang efektif dalam menekan
berbagai jenis patogen. Mikroba penghasil
enzim protease saat ini  banyak
dimanfaatkan sebagai agens pelindung
benih, agens biokontrol, dan agens
penginduksi ketahanan tanaman
(Lawrence dan Koundal, 2002). Patogen
yang dapat dikendalikan menggunakan
enzim protease adalah patogen yang
memiliki dinding sel yang terdiri dari
protein. Siddiqui ef al. (2005) melaporkan
nmatoda Meloidogyne incognita dapat
dikendalikan ~ menggunakan  mikroba
penghasil enzim protease. Selanjutnya,
pada laporan terpisah Lian et al. (2007)
juga melaporkan bahwa nematoda
Radopholus  similis dan Pratylenchus
coffeae  dapat dikendalikan dengan
mikroba penghasil enzim protease.
Pemanfaatan metabolit sekunder seperti
crude extract yang mengandung enzim
protease dari mikroba akan menjadi salah
satu teknik pengendalian alternatif yang
efektif di masa depan. Metabolit sekunder
dapat diproduksi dalam waktu yang relatif
singkat, mudah, dan murah. Selain itu,
pemanfaatan metabolit sekunder juga lebih
efektif karena tidak terlalu terpengaruh
pada kondisi lingkungan (Reino et al,
2008). Ekstraksi metabolit sekunder dan

pemisahan senyawa metabolit dengan sel
mikroba pada umumnya lebih mudah
dilakukan pada cendawan dibandingkan
dengan bakteri. Hal tersebut karena ukuran
sel cendawan yang lebih  besar
dibandingkan dengan bakteri, sehingga
proses filter menjadi lebih mudah (Bogner
et al., 2017). Penelitian ini memberikan
informasi baru bahwa pada rhizosfer padi
di Tarakan, Kalimantan Utara terdapat
cendawan proteolitik. Meskipun demikian,
perlu dilakukan wuji lanjut berupa uji
patogenesitas untuk memastikan keamanan
hayati setiap cendawan.

KESIMPULAN

Terdapat 7 isolat cendawan asal
rhizosfer padi di Kota Tarakan, Kalimantan
Utara, dengan karakter pertumbuhan yang
beragam. Isolat yang menunjukkan
pertumbuhan baik ditunjukkan oleh isolat
C2 dan Cl1. Isolat yang mampu
memproduksi enzim protease adalah isolat
C5, C6, dan C7.
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