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Molecular Detection of Endophytic Bacteriaon Plantlet Tissueof Sugarcane
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Endophytic bacteria livein plant host tissues without causing any symptoms. The aim of this study wasto examine the
indigenous endophytic bacteria on sugarcane plantlets produced from the young leaf cells by using tissue culture tech-
niques. To detect the existence of endophytic bacteria in the plantlet tissue, a series of molecular method based on PCR
wer e applied by using ribosomal intergenic spacer (RIS) primer followed by 16S rDNA partial sequence and single strand
conformation polymor phism (SCCP). The results showed that the molecular method could detect the existence of bacte-
ria in the tissues. Using the same methods, the bacteria were also found in other developmental stages of sugarcane

(explants, differentiated tissues and callus).
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PENDAHULUAN

Akhir-akhir ini banyak metode biomolekular yang
memungkinkan untuk memonitor komunitas bakteri di alam
tanpa diperlukan tahap isolasi dan kultivasi, yaitu dengan
membuat sidik jari komunitas DNA (Ranjard et al. 2000).
Sekuen DNA yang saat ini sering digunakan untuk memantau
komunitas bakteri di alam adalah gen yang berhubungan
dengan operon ribosomal (Ranjard et al. 2000). Sekuen gen
16S rRNA saat ini banyak digunakan untuk mempelgjari
keanekaragaman mikrobadi alam (Griffithset al. 2000). Jumlah
spesies di dalam suatu komunitas (species richness) dan
ukuran populasi spesies di dalam suatu komunitas (species
evenness) merupakan dua parameter penting dalam
menentukan struktur dan keanekaragaman dalam suatu
komunitas (Liu et al. 1997). Penggunaan teknik Amplified
rDNA Restriction Analysis (ARDRA) mempunyai
keterbatasan yaitu tidak dapat menunjukkan kekerabatan dan
jugatidak dapat untuk memperkirakan jumlah spesiesdi dalam
suatu komunitas dan ukuran populasi spesies di dalam suatu
komunitas(Liuetal. 1997).

Penggunaan sekuen 16SrRNA memiliki kelemahan karena
kadang-kadang kurang dapat membedakan dengan jel as suatu
spesies dalam level genus. Beberapa bakteri memiliki sifat
fisiologisyang berbedatetapi memiliki sekuen 16SrRNA yang
sama. Berbeda dengan sekuen 16S rRNA, sekuen di antara
16S-23S rDNA yang dikenal dengan ribosomal intergenic
spacer (RIS) memiliki panjang sekuen yang berbeda untuk
masi ng-masing spesi es, sehingga sekuen RIS dapat digunakan
sebagai penandauntuk membedakan spesies dan strain dalam
suatu spesies (Yu & Mohn 2001). Sekuen RIS juga dapat
digunakan untuk mengungkap struktur komunitas bakteri di
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alam dengan caramembandingkan secarakualitatif polapita
yang dihasilkan dari pemisahan amplikon RIS pada agarose
atau poliakrilamid. Padaakhirnya, analisis sekuen 16SrDNA
yang merupakan bagian sekuen RIS dapat digunakan untuk
mengetahui identitas bakteri dalam komunitastersebut (Yu &
Mohn 2001). Di samping itu, untuk mengetahui jenis bakteri
dapat dilakukan dengan menggunakan metode single strand
conformation polymorphism (SSCP). Prinsip metode ini
adal ah pitatunggal DNA akan memberikan konformasi yang
berbeda, dan perubahan konformasi pitatunggal DNA yang
disebabkan adanya perubahan basa tunggal dapat dideteksi
dengan perubahan laju migrasi pada nondenaturing
polyacrylamid gel (Qian & Germino 1999). Sidik jari DNA
komunitas bakteri dengan metode biomolekular di ataslebih
baik daripadametode menggunakan tahap isolasi dan kultivasi.
Oleh karena itu, metode ini akan dicoba untuk mengetahui
komunitas bakteri endofit dalam tebu.

Saat ini bibit tebu banyak diperbanyak secara in vitro,
karenabibit tebu yang dihasilkan |ebih berkualitas, seragam,
dan sehat. Perbanyakan in vitro dilakukan dengan
menggunakan jaringan meristem apikal tebu. Sementaraitu,
kehadiran bakteri endofit yang bersifat diazotrof dalam
tanaman tebu sudah dibuktikan oleh banyak peneliti
(Boonjawat et al. 1991; Dong et al. 1994; M uthukumarasamy
et al. 2002), dan bahkan bentuk asosiasi ini dikategorikan
sebagai obligate endophyte (Boddey et al. 1991). Sifat
obligate endophyte bakteri diazotrof pada tebu ditunjukkan
oleh persistensi bakteri dalam jaringan tebu, yaitu bakteri
tersebut akan tetap terbawa dalam jaringan tebu walaupun
tebu telah diperbanyak secara vegetatif.

Penelitian ini bertujuan mengetahui persistensi bakteri
endofit pada tebu dengan mengetahui kehadirannya pada
setiap fase pertumbuhan tebu yang diperbanyak dengan kultur
jaringan dengan sidik jari DNA menggunakan sekuen RIS.
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BAHAN DAN METODE

Bahan tanaman diperoleh dari |aboratorium kultur jaringan
Pusat Penelitian Perkebunan Gulalndonesia(P3Gl) Pasuruan.

I solasi DNA Genom Tebu. Tebu yang diperbanyak secara
invitro diambil padaempat tahap pertumbuhan yaitu eksplan,
kalus, diferensiasi, dan planlet. Nitrogen cair ditambahkan ke
bahan tanaman kurang lebih 100-150 mg, kemudian dengan
mortar bahan tanaman tersebut segera dilumatkan menjadi
tepung halus. Selanjutnyaisolasi DNA genom tebu dilakukan
menurut Honeycutt et al. (1992). Pelet DNA yang diperoleh
dilarutkan dalam 300 pl d H,O dan dapat disimpan dalam freezer
sampai digunakan lebih lanjut.

Untuk mengetahui kondisi DNA yang diperoleh dilakukan
dengan metode elektroforesis dengan menggunakan gel
agarose 1%, dan bufer TAE 1x. Marker yang digunakan adal ah
1 kb DNA ladder (Promegano. cat. G 5711).

Amplifikasi Sekuen Ribosome | ntergenic Spacer (RIS)
(Ranjard et al. 2000). Amplifikasi DNA dilakukan dengan
menggunakan Ready To Go (Promega) Kit. Dalam satu reaksi
ready to go ditambahkan DNA cetakan 2.5 pl, 1 pl Primer
S926f 30 pmol, 1 pl primer L 189r 30 pmol dan 20.5 ul dH,0.
Urutan basa Primer S926f adalah (5'-CTYAAAKGAATTG
ACGG-3', posisi 910-926 gen dari 16S5rRNA E. coli), sedang
urutan basaprimer L189r (5'-TACTGAGATGYTTMARTTC-
3, posisi 189-207 gen 23SrRNA E. coli) (Yu & Mohn 2001).
Amplifikasi sekuen RIS dilakukan dengan menggunakan
Mastercycler personal, Eppendorf dengan kondisi: denaturasi
awal DNA cetakan 95 °C selamalimamenit; diikuti dengan 35
siklusyang terdiri atas: denaturasi (1 menit pada suhu 95 °C),
penempelan primer (1 menit pada suhu 50 °C), polimerisasi
(2 menit padasuhu 72 °C); dan padaakhir siklus, polimerisasi
dilanjutkan padasuhu 72 °C selama enam menit, kemudian
suhu diatur pada 4 °C dan siap untuk dilihat hasilnya. DNA
hasil amplifikasi divisualisasi dengan elektroforesis padagel
agarose (Sigma) 1% (b/v) dengan marker 1 kb DNA ladder
(Promegano. cat. G5711).

Amplifikas Sekuen Partial 16Sr DNA.Amplifikasi DNA
dilakukan dengan menggunakan Ready To Go (Promega) Kit.
PitaDNA target yang terdapat padaagarose (hasil amplifikasi
menggunakan primer RIS) dipotong dan diletakkan pada
parafilm, kemudian didinginkan pada suhu -20 °C selama
satu jam. Potongan agarose yang mengandung pita target
yang telah membeku tersebut, ditekan sehingga keluar
cairannya. Cairaninilah yang digunakan sebagai DNA cetakan
pada amplifikasi menggunakan partial primer 16S rDNA
(Widayati 2005). Primer yang digunakan dalam amplifikasi ini
adalah 1yl 30 pmol primer W5f dan 1 il 30 pmol W2r. Primer
W5f (5'-GCAACGAGCGCAACCC-3') (posisi 1114 gen 16S
rRNA E. coli) sedang primer W2r (5-TACCTTGTTACGAC
TTCACCCCAGTC-3') beradapadaposisi 1482-1507 gen 16S
rRNA E. coli (Johnson 1994). Alat dan kondisi amplifikasi
yang digunakan mirip dengan kondisi amplifikasi yang
menggunakan primer RIS, kecuali suhu annealing, yaitu suhu
yang digunakan adalah 57 °C.

Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)
(Qian & Germino 1999). Produk amplifikasi sekuen partial
16SrDNA di loading padagel poliakrilamid 10%. Untuk satu
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gel yang berukuran 15 x 12.5 cm dibutuhkan 20 ml campuran
akrilamid yang terdiri dari 6.6 ml poliakrilamid 30% (b/v)
(campuran akrilamid:bisakrilamid = 49:1), 2ml TBE 10x, 2 ml
gliserol 99%, 180 pl amonium persulfat 10% (b/v), 20 TEMED
dan 9.2 ml dH,0. Formamide dye (95% (v/v) formamida,
20 mM EDTA, 0.05% (b/v) bromophenol blue dan 0.05%
(b/v) xylene cyanol) digunakan sebagai denaturan. Produk
PCR yang menggunakan primer W5f dan W2r dicampur
dengan formamida, kemudian dipanaskan 10 menit. Campuran
tersebut setelah dipanaskan segera dimasukkan ke dalam es.
Sebanyak 5 Wl campuran dimasukkan ke dalam tiap sumur dan
elektroforesis dijalankan padategangan 100 mV selamalima
jam.

Pewarnaan Perak Nitrat (Silver staining). Visualisasi
hasi| elektroforesis dilakukan dengan pewarnaan perak nitrat.
Proses pewarnaan dimulai dengan merendam gel dalam larutan
asam asetat 10% selama+ 40 menit dengan digoyang perlahan.
Pada akhir waktu perendaman, larutan asam asetat 10%
dibuang dan gel dibilastigakali, kemudian gel direndam pada
larutan perak nitrat (0.15% AgNO,; 0.056% (v/v)
formal dehida) selama35 menit. Selanjutnyagel dibilaskembali
dengan akuades dan direndam tiga kali dalam larutan
pengembang (3% Na,CO,; 400 ug/l Na,S,0,; 0.056%
formaldehida), sampai diperoleh visualisasi yang diinginkan.
Reaksi dihentikan dengan penambahan asam asetat 10%
(Sambrook et al. 1989). Hasil pewarnaan difoto dengan
menggunakan kameradigital.

HASL

Beberapa tahapan pertumbuhan tebu pada perbanyakan
in vitro yang digunakan dalam penelitian ini adalah eksplan,
kalus, diferensiasi dan planlet (Gambar 1). Planlet merupakan
bibit tebu hasil perbanyakan secarain vitro.

Visualisasi DNA total tebu pada agarose 1% (v/v)
memperlihatkan bahwa DNA genom tanaman dapat diisol asi
dengan baik menggunakan metode yang digunakan (Gambar
2). Dengan demikian, diharapkan DNA genom bakteri endofit
jugaterisolasi.

DNA total yang berhasil diperoleh selanjutnyadigunakan
sebagai cetakan untuk amplifikasi sekuen DNA dengan
menggunakan primer RIS. Visualisasi hasil elektroforesis
amplikon PCR yang menggunakan primer RIS menghasilkan
pola pita DNA panjang sekuen polimorfisme RIS (RIS-LP,
ribosome intergenic spacer length polymorphism) (Gambar
3a). Pita yang terbentuk berkisar antara 750-1000 bp. Pada
gambar 3a tampak bahwa dari keempat fase pertumbuhan
kultur jaringan polapitaRIS-L P nyasama.

Visualisas hasil amplifikasi sekuen partial 16S rDNA
menunjukkan bahwa sekuen DNA hasil amplifikasi
menunjukkan ukuran yang sama yaitu berkisar + 400 bp
(Gambar 3b). Panjang sekuen DNA ini sesuai dengan panjang
nukleotida yang diamplifikasi dengan menggunakan primer
W2WS5. Adanya pita sekuen 16S rDNA yang tervisualisasi
pada agarose, menunjukkan bahwadalam planlet tebu secara
spesifik terdapat genom bakteri.

Untuk mengetahui penyusun pita sekuen partial 16S
rDNA ini (sekuen W2W5) terdiri atas satu jenis bakteri atau
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lebih maka dilakukan analisis SSCP yang menunjukkan
beberapa pita yang terbagi pada daerah utas tunggal (single
strand) dan utas ganda (double strand) (Gambar 4). Prinsip
metode SSCP adalah utas tunggal DNA akan memberikan
konformasi yang berbeda dan perubahan konformasi utas
tunggal DNA yang disebabkan adanya perubahan basa

Gambar 1. Tahapan pertumbuhan tebu pada perbanyakan in vitro. 1:
eksplan, 2: kalus, 3: diferensiasi, dan 4: planlet.

10.000 bp

Gambar 2. DNA Genom planlet tebu. 1: DNA eksplan, 2: DNA kalus, 3:
DNA diferensiasi, 4: DNA planlet, dan 5: Marker 1 kb ladder
(Promega).

Gambar 3. Hasil visualisasi amplikon ribosome intergenic spacer length
polimorpishms (RIS-LP) pada agarose 0.8% (a) Empat tahap
pertumbuhan, berturut-turut: lajur 1: Fase eksplan, lajur 2:
Fase kalus, lajur 3: Fase diferensiasi, lajur 4: Fase Planlet,
dan M: adalah penanda 1 kb (Promega). (b) visualisasi hasil
elektroforesis amplikon PCR yang menggunakan primer
W2WS5 (sekuen partial 16S rDNA) pada agarose 0.7%. a, b,
¢, dan d adalah posisi pita yang digunakan sebagai cetakan
untuk amplifikasi dengan primer parsial 16S rDNA.
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DS

Gambar 4. Visualisasi SSCP amplikon PCR dengan primer W2W5 pada
nondenaturing PAGE 10%. SS: adalah daerah pemisahan
untuk utas tunggal, DS: adalah daerah pemisahan untuk utas
ganda. a, b, ¢, dan d menunjukan asal cetakan DNA yang
berdasarkan posisi pita pada RIS-LP.

tunggal dapat dideteksi dengan perubahan lgju migrasi pada
nondenaturing polyacrylamid gel (Qian & Germino 1999).

Padadaerah utastunggal terlihat duapitayang berdekatan.
Hal ini menunjukkan bahwa sekuen partial 16S rDNA yang
dielektroforesis, terpisah menjadi dua utas tunggal. Laju
migrasi utastunggal DNA yang samadari setiap perlakuanini
mengindikasikan bahwa sekuen partial 16S rDNA tersebut
terdiri dari satu jenisbakteri.

PEMBAHASAN

Keanekaragaman komunitas bakteri dalam suatu
lingkungan dapat dideteksi berdasarkan komposisi DNA-nya.
Terdapat perbedaan yang besar antara culture dependent
method dengan culture independent method. Pada culture
dependent method, bakteri diisolasi dari sampel dan DNA
diperoleh dari kultur bakteri, sedangkan pada culture
independent method, DNA diisolasi langsung dari sampel.
Keuntungan ekstraksi DNA langsung dari sampel adalah dapat
diperolehnya komposisi DNA nyata yang terdapat dalam
sampel sedangkan pada culture dependent method, DNA
hanyadiperoleh dari kultur bakteri yang berhasil ditumbuhkan
padamediaselektif (Watanabe et al. 1998). Menurut Miller et
al. (1999) keberhasilan ekstraksi DNA dari sampel sangat
menentukan validitas penggunaan metode molekular untuk
mengetahui komunitas bakteri.

Perbanyakan tebu secara in vitro dilakukan dengan
menggunakan jaringan pucuk tebu sebagai eksplan. Sebanyak
empat tahap perkembangan kultur sel tanaman pada
mikropropagasi (eksplan, kalus, deferensiasi, dan planlet)
digunakan untuk mengetahui persistensi bakteri endofit dalam
jaringan tebu. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa planl et
tebu yang merupakan hasil mikropropagasi tidak bebas 100%
dari bakteri. Bakteri tersebut diyakini berasal dari jaringan
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meristem (pucuk tebu) yang digunakan sebagai eksplan. Hal
ini ditunjukkan dengan teknik analisisRIS.

AnalisisRISdigunakan untuk mengetahui keanekaragaman
komunitas bakteri endofit dalam planlet. Hasil amplifikasi
sekuen RIS menunjukkan bahwapolaRIS-L P padasetiap fase
perbanyakan tebu dengan mikropopagasi adalah sama. Hal
ini menunjukkan bahwa jenis bakteri yang ada pada setiap
fase pertumbuhan tebu adalah sama. Diduga bakteri endofit
tersebut berasal dari jaringan tebu yang digunakan untuk
explant, artinyadistribusi bakteri endofit jugamencapai pada
jaringan tebu yang embriogenik.

Adanyabakteri endofit dalam jaringan tebu didukung oleh
penelitian Boddey et al. (1991) bahwa pada tanaman tebu
terjadi asosiasi spesifik yang dikategorikan sebagai endofitik
obligat dengan bakteri diazotrof. Bentuk asosiasi endofitik
obligat ini menunjuk padakemampuan bakteri diazotrof yang
hidup dalam jaringan tanaman tebu yang menyebar baik pada
akar, batang dan daun, sertatidak membentuk struktur khusus
atau serupa bintil (Boonjawat et al. 1991; Dong et al. 1994;
Muthukumarasamy et al. 2002). Hasil penelitian ini
menunjukkan adanya bakteri endofit dalam tebu tetapi tidak
mengungkap sifat diazotrof dari bakteri endofit tersebut.

Sekuen di antara 16S-23S rDNA yang dikenal dengan
ribosomal intergenic spacer (RIS) memiliki panjang sekuen
yang berbeda untuk masing-masing spesi es, sehingga sekuen
RIS dapat digunakan sebagai penanda untuk membedakan
spesies dan strain dalam suatu spesies (Yu & Mohn 2001).
Padahasil penelitianini terlihat adanyakonsistensi hasil pada
polaRIS dengan hasil SSCP dari masing masing DNA genom
tebu yang diisolasi dari empat tahap pertumbuhan tebu secara
mikropopagasi. Pola RIS yang sama, didukung dengan pola
SSCP yang sama menunjukkan bahwa bakteri yang berada
pada keempat contoh DNA genom tebu diduga kuat
merupakan jenisyang sama.

Fenomenalainyang muncul dari hasil penelitianini adalah
perbanyakan tebu dengan mikropopagasi tidak selalu
menghasilkan bibit tebu yang steril atau benar-benar terbebas
dari mikroba seperti yang telah disebutkan oleh beberapa
peneliti bahwa teknik mikrop opagasi tebu mampu
menghasilkan tanaman yang secara genetis seragam, dan
terbebas hama penyakit (Sugiyarta 1993; Gosal et al. 1998;
Cheema & Hussain 2004). Pada perbanyakan in vitro, selain
mampu mengurangi/membebaskan planlet dari patogen, juga
dapat menghilangkan mikrofloraendofit yang menguntungkan
tebu (Oliveiraet al. 2002). Padahal telah diketahui beberapa
bakteri diazotrof endofit merupakan komunitas yang
menguntungkan bagi pertumbuhan tebu (Rennie et al. 1982;
Boddey et al. 1995; Olivares et al. 1996; Boddey et al. 2003;
Muthukumarasamy et al. 2002; Dong et al. 2003). Fakta ini
membuka peluang untuk meningkatkan kualitas bibit tebu
yang dihasilkan melalui teknik mikropopagasi dengan
pengkayaan dengan bakteri diazotrof endofit.

Dari kajian deteksi molekular bakteri endofit dapat
disimpulkan bahwakehadiran bakteri endofit di ddlamjaringan
planlet dapat dideteksi dengan teknik analisi RIS. Berdasarkan
polaRIS dan polaSSCPyang samadari keempat contoh DNA
genom tebu dapat diduga kuat bakteri endofitnya adalah
berjenissama. Kenyataan ini membuktikan adanya persistensi
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bakteri endofit dalam jaringan tebu. Rangkaian metode
molekular ini memiliki peluang pulauntuk digunakan sebagai
metode deteksi dini bagi kehadiran suatu mikroba misalnya
bakteri penyebab penyakit.
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