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ABSTRACT

Plant roots host a variety of fungi. The association between fungi and plant roots
categorized to mycorrhizal and non-mycorrhizal. One important group of non-mycorrhizal
symbioses is the dark septate endophytes (DSE) that colonize plant roots and form
characteristic intracellular structures-melanized hyphae and microsclerotia. Compared to
better known mycorrhizal symbioses or the vertically transmitted systemic foliar
endophytes, the DSE have received very little attention. So, the research was conduct to
analize the characteristics of DSE in roots system of maize and rice plant. The roots sample
was taken from maize and rice fields around Kuranji District, Padang. Occurance of DSE
was observe by tryphan blue staining (0.05%) using digital microscope. DSE was found in
65% of the total of maize root segments observed and 30% for roots of rice plant. DSE
occurs in corn roots system as brown hyphae inter-and intracellularly and dark-brown
microsclerotia intracellularly. The smaller microsclerotia found in rice roots system and
absorbed tryphan blue, then appeared as blue color. The melanized hyphae found in rice
roots system was different with those found in maize root.
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PENDAHULUAN

Dark septate endophytes (DSE)
merupakan cendawan non-mikoriza yang
mengkolonisass  akar. Mandyam &
Jumpponen (2015) mendefiniskan DSE
sebagal cendawan yang mengkolonisasi
akar tanaman dengan ciri khas struktur hifa
internal berupa hifa termelanisasi berwarna
gelap dan mikrosklerosia.

Kolonisass DSE dilaporkan terjadi
pada sekitar 600 spesies tanaman meliputi
320 genus dan 114 famili serta tersebar luas
mulai dari daerah tropis sampai kutub dan
juga pegunungan (Jumpponen & Trappe,

1998). DSE juga telah ditemukan pada
tanaman Shorea selanica (meranti) yang
termasuk ke dalam famili Dipterocarpaceae
(Handayani, 2016). DSE sering ditemukan
bersama-sama dengan cendawan mikoriza
(Jumpponen & Trappe, 1998), terutama
pada lingkungan yang mengalami cekaman
abiotik berat (Knapp et.al. 2015), bahkan
pada daerah yang mengalami kekeringan
dan suhu dingin yang ekstrem (Zhang et al.
2011).

DSE telah diketahui mempunyai
berbagai peranan menguntungkan terhadap
tanaman, diantaranya sebagal penyedia
nutriss baik organik maupun anorganik,
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meningkatkan toleransi tanaman inang
terhadap tekanan lingkungan dan serangan
patogen, serta memodulasi pembentukan
CMA pada tanaman inang. Selain itu DSE
juga berpotenss menghasilkan senyawa
metabolit sekunder toksik bagi herbivora
sehingga dapat meningkatkan performa
tanaman inang (Mandyam & Jumpponen,
2005).

Usuki & Narisawa (2007) melaporkan
bahwa Heteroconium chaetospira memiliki
kemampuan yang lebih bak untuk
menyediakan  nitrogen  dibandingkan
dengan kemampuan tanaman  untuk
melakukan mineralisasi  dari  sumber
nitrogen organik yang tersedia dalam tanah.
Hou & Guo (2008) menyatakan bahwa
inokulasi DSE pada sistem perakaran bibit
Dendrobiumnobile mampu meningkatkan
tinggi tanaman, diameter batang serta
jumlah dan biomassa akar. DSE juga
dilaporkan memiliki kemampuan untuk
melarutkan fosfat, menyediakan karbon
serta meningkatkan biomassa akar dan
batang (Barrow & Osuna, 2002).

Jumpponen &  Trappe (1998)
menyatakan bahwa diantara 144 famili
tanaman yang menjadi inang DSE yang
telah dipelgari, Gramineaceae dikolonisasi
oleh 59 jenis DSE yang berbeda dan
menduduki peringkat teratas. Oleh karena
itu, jenisjenis tanaman yang tergolong
dadam famili  Gramineaceae  dapat
digunakan sebagai sumber habitat untuk
mengisolasi dan mempelgari karakteristik
DSE dari alam. Padi dan jagung merupakan
jenis tanaman yang tergolong dalam famili
Gramineaceae dan mudah ditemukan di
berbagal tempat sehingga dapat dijadikan
sebagai sumber inang untuk mengisolasi
DSE.

Dengan dasar pengetahuan seperti
yang telah diuraikan di atas, maka ada
peluang untuk mempelgari karakteristik
dan mendapatkan cendawan dark sepatate
endophyte dari kedua jenis tanaman yang
telah disebutkan di atas. DSE yang
ditemukan bisa dimanfaatkan sebagai
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cendawan potensia  untuk  berbagai
keperluan, misalnya potenss  untuk
melarutkan fosfat, menghasilkan metabolit
komersia atau senyawa antibakteri.

METODE PENELITIAN

Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan

April  sampai  November 2016 di
Laboratorium  Mikrobiologi,  Jurusan
Biologi, FMIPA, Universitas Negeri
Padang.
Bahan

Bahan utama yang digunakan dalam
penelitian ini adalah sampel akar tanaman
padi dan jagung, pewarna biru tripan
0.05%, dan media Potato Dextrose Agar
(PDA)

Prosedur Penelitian
Penelitian dilakukan dalam beberapa
tahapan sebagai berikut:

a. Pengambilan sampel akar tanaman
padi dan jagung.

Sampel akar tanaman padi dan jagung
yang akan dijadikan sampel diambil secara
purposive. Akar tanaman sampel dipilih
dari tanaman yang sudah tua dengan alasan
untuk memperbesar kemungkinan menemu-
kan cendawan DSE. Sampel akar yang
diambil adalah bagian ujung akar yang
banyak memiliki rambut akar dan dipotong
kurang lebih sepanjang 10 cm dari ujung.
Tempat pengambilan akar tanaman sampel
adalah Kecamatan Kuranji, Padang. Sampel
akar padi dan jagung diambil pada tanggal
23 Juli 2016.

b. Pengamatan DSE pada sampel akar
menggunakan analisis pewarnaan
biru tripan
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Keberadaan cendawan DSE pada akar
tanaman sampel diketahui dengan cara
mewarnai sebagian akar dengan pewarna
biru tripan 0.05%. Metode pewarnaan akar
mengikuti prosedur Kormanick & McGraw
(1982). Akar tanaman dipisahkan dari tanah
dengan hati-hati agar sistem perakaran tidak
rusak. Akar dicuci dengan air mengalir
selama 10 menit untuk menghilangkan sisa
tanah dan kotoran yang menempel pada
akar dan setelah itu dipotong dengan
ukuran 1 cm.

Potongan akar direndam dalam
larutan KOH 10% pada suhu 90°C selama
10-15 menit untuk menghilangkan isi sel.
Apabila selama proses tersebut warna akar
masih gelap, maka perendaman dapat
diperpanjang sampal diperoleh akar yang
transparan. KOH dibuang dan sisanya
dihilangkan dengan membilas akar dengan
akuades sebanyak 3-5 kali. Akar direndam
dalam larutan HCL 1N selama 1 malam,
selanjutnya diwarnai dengan pewarna biru
tripan 0.05% selama 20-30 menit. Akar
yang telah diwarnai disimpan dalam larutan
gliserol 50% dan diamati menggunakan
mikroskop cahaya.

Jumlah potongan akar untuk setiap
jenis tanaman yang diamati adalah 40
segmen (40 x 1 cm). Adanya DSE pada
akar tanaman sampel dicirikan dengan
pertumbuhan hifa berwarna gelap dan
struktur seperti sklerosium di jaringan akar
melalui pengamatan di bawah mikroskop.
Ciri-ciri DSE yang terlihat dicatat dan
dibuat dokumentasi menggunakan kamera
digital dengan resolus memadai. persentase
potongan akar yang membawa DSE
dihitung untuk melihat  persentase
kolonisasi.

C. Isolas DSE dari Sistem Perakaran
Padi dan Jagung

Isolass DSE dari akar tanaman
dilakukan untuk mengamati karakteristik
hifa lebih lanjut menggunakan media PDA.
Akar yang diduga mengandung DSE
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dibersihkan dari sisa tanah dengan cara
dicuci menggunakan air mengalir selama
kurang lebih 10 menit. Selanjutnya akar
dipotong dengan ukuran kurang lebih 1 cm
dan direndam dalam EtOH 70% selama dua
menit. EtOH dibuang dan dilanjutkan
dengan perendaman dalam larutan Chlorine
1% selama 2 menit. Akar dibilas sebanyak
2-3 kali dengan akuades steril, lalu
dikeringkan dengan tissue steril selama 3-4
jam. Akar yang sudah steril dan kering
ditanam di media PDA dan diinkubasi pada
suhu ruang. Penanaman dilakukan secara
duplo untuk masing-masing jenis sampel
tanaman. Koloni cendawan yang lambat
pertumbuhannya diduga sebaga DSE dan
dimurnikan menggunakan media yang

sama. Koloni DSE diamati secara
mikroskopik  menggunakan  mikroskop
cahaya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Persentase akar tanaman jagung yang
membawa DSE adalah sebesar 65% (26
dari 40 potongan akar) lebih besar dari
persentase DSE pada akar tanaman padi
yang hanya sebesar 30% (12 dari 40
potongan akar). Jumlah sd  yang
dikolonisas pada kedua tanaman beragam.
Perbedaan persen kolonisasi ini terjadi
diduga karena pengaruh kadar air tanah
tempat inang tumbuh. DSE lebih umum
ditemukan di tanah yang kering dan
mengalami cekaman abiotik. Hal ini sgjalan
dengan pendapat Zhang et al. (2011).

Ada beberapa struktur DSE yang
teramati pada akar tanaman jagung dan
padi. Struktur umum yang menjadi ciri khas
DSE ditemukan pada kedua tanaman inang,
yaitu mikrosklerosium dan hifa bersekat
termelanisasi.

Ada perbedaan antara  mikro-
sklerosum yang ditemukan pada akar
Jjagung dan padi. Akar jagung umumnya
membawa DSE berukuran besar dan
berwarna coklat (Gambar 14). Sebagian sel
akar terlihat penuh berisi mikrosklerosium
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dan ada pula sel yang baru terisi beberapa
mikrosklerosum dengan hifa yang masih
terlihat dengan jelas (Gambar 1b). Akar
tanaman padi membawa mikrosklerosium
dengan ukuran yang lebih kecil dan tidak
menyerap pewarna biru tripan (Gambar 1c).
Perbedaan ini  mengindikasikan bahwa
mikrosklerosiun pada akar tanaman jagung
sudah mengalami melanisas sementara
DSE akar tanaman padi belum. Dapat
dikatakan bahwa DSE yang mengkolonisasi
akar padi baru sampa pada tahap awa
perkembangan (LukeSova et al. 2015).
Sdlain itu, Yuan e al. (2010) juga
menyatakan bahwa jumlah dan ukuran
mikrosklerosum  berhubungan  dengan
tingkat perkembangan DSE dalam akar
tanaman inang.
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Gambar 1. Mikrosklerosium yang terdapat
pada akar jagung (a, b) dan akar
padi (c). Bar =50 um.

Hifa termelanisas  interselular
ditemukan pada akar jagung. Hifa ini
memiliki sel-sel yang ramping dan panjang
(Gambar 2a). Hifa intraselular berukuran
besar juga ditemukan bersebelahan dengan
dengan hifa termelanisasi. Kemungkinan
hifa ini merupakan hifa cendawan endofit
lan yang tidak tergolong ke daam
kelompok DSE. Hifa ini kemungkinan
besar merupakan hifa dari cendawan
mikroriza karena di dalam akar (baik padi
maupun jagung) juga ditemukan vesikula
yang menjadi ciri dari cendawan mikoriza
Arbuskula (Gambar tidak ditampilkan).

Keberadaan DSE dan CMA sekaligus,
tidak memperlihatkan geaa sakit pada
kedua jenis tanaman vyang diamati.
Tanaman terlihat sehat dengan struktur akar
yang baik. Kemungkinan DSE dan CMA
memiliki sinergisme yang bak daam
mendukung pertumbuhan tanaman.
(Jumpponen et al.,1998; Scervino et al.,
2009; Usuki & Narisawa, 2007).
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Gambar 2. Struktur hifa termelanisasi.
a) pada akar jagung dan b)
pada akar padi. Bar = 50
um

Struktur  hifa termelanisasi  yang
ditemukan pada akar tanaman padi
berukuran lebih besar dengan sel-sd
pendek dan tidak teratur (Gambar 2b). Hifa
termelanisas pada akar tanaman padi ini
tumbuh baik secara ektra, inter maupun
intraselular.

Selain  mikrosklerosium dan hifa
bersekat termelanisasi, struktur mirip
klamidospora juga ditemukan baik pada
akar tanaman jagung, maupun akar tanaman
padi. Struktur ini berbentuk bulat dengan
banyak granul di bagian dalam (Gambar 3a)
sedangkan pada akar padi tidak memiliki
granul (Gambar 3b).

Hifa DSE dapat dengan mudah
dibedakan dari hifa cendawan endofit akar
yang lain karena tidak menyerap pewarna
yang diberikan (Mandyam & Jumpponen
2005; Silvani et al., 2008). Hifa DSE
berwarna gelap sebagai tanda bahwa
dinding hifa mengaami melanisasi dan
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dapat tumbuh secara inter atau intraselular
di epidermis atau korteks akar.

Ukuran dan bentuk mikrosklerosium
DSE beragam (Zhang et al. 2011) Dalam
penelitian ini  mikrosklerosum yang
ditemukan ada yang berukuran cukup besar
dan berwarna gelap dan ada pula kecil dan
hialin. Perkembangan yang seperti ini
menunjukkan bahwa formasi dan deposisi
melanin dalam dinding sel DSE terjadi
secara bertahap dan kemungkinan hal ini
berhubungan dengan mekanisme
perlindungan cendawan dari  kondis
lingkungan yang tidak menguntungkan
seperti kekeringan, temperatur tinggi dan
radias (Butler and Day, 1998; Robinson,
2001; Vrélstad et al., 2002; Suryanarayanan
et al., 2004; Addy et al., 2005; Zhang et al.,
2011; Seerangan & Thangavelu, 2014).

Hifa hiain (tidak menyerap pewarna
biru tripan) diasumsikan berguna sebagai
tempat terjadinya pertukaran nutrisi dan
bahan-bahan lain antara inang dan DSE
(Barrow and Aaltonen, 2001)

Mikrosklerosium  bergumpal  mirip
otak juga ditemukan dalam penelitian ini
(Gambar 3c). Struktur ini sedikit berbeda
dengan mikrosklerosum yang lainnya.
Beberapa pendliti juga menemukan struktur
seperti ini, diantaranya adalah Horton et
al., (1998); Barrow and Aadtonen, (2001);
Girlanda et al., (2002) dan Rains et al.,
(2003). Sgauh ini belum ada laporan
mengenai fungsi hifa yang mengalami
dismorfosis ini. Namun, Zhang et al.,
(2011) berpendapat  bahwa  adanya
polimorfisme struktur DSE berkaitan
dengan perbaikan adaptas DSE terhadap
stress lingkungan.
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Gambar 3. Varias struktur DSE yang
ditemukan. Stuktur mirip
klamidospora (a dan b), ¢
mikrosklerosium mirip

otak

Cendawan endofit berhasil diisolas
dari akar tanaman padi dan jagung. Jumlah
cendawan endofit yang berhasil diisolasi
dari akar jagung dan padi secara berturut-
turut adalah 8 dan 9 isolat. Namun dari ke
17 isolat tersebut hanya 1 jenis DSE yang
berhasil diisolasi. Ha ini  mungkin
disebabkan media yang dipakai tidak terlalu
mampu menunjang pertumbuhan DSE.
Hasi| isolasi DSE disgjikan pada Gambar 4.
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Gambar 4. Hasil isolasi DSE pada media PDA
dan foto mikroskopis. Perbesaran
400x.

Pengamatan DSE langsung pada akar
tanaman inang menggunakan pewarna biru
tripan menunjukkan adanya varias struktur
DSE. Namun, setelah dilakukan isolasi
menggunakan media PDA hanya ada satu isolat
DSE yang ditemukan. Kesulitan melakukan
isolasi ini kemungkinan besar disebabkan oleh
penggunaan media yang kurang cocok untuk
pertumbuhan DSE.

KESIMPULAN DAN SARAN

Karakteristik DSE yang ditemukan pada
akar tanaman jagung dan padi beragam. Dua
struktur umum yang ditemukan adalah hifa
bersekat termelanisasi dan mikrosklerosium.
Sdlain itu juga ditemukan struktur mirip
klamidospora dan satu struktur  mikro-
sklerosium unik yang mirip dengan otak (brain-
like microsklerotium).
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