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Abstract

Tanaman mangrove, khususnya Sonneratia alba, merupakan ekosistem unik yang menjadi sumber
potensial mikroorganisme untuk pertanian berkelanjutan. Penelitian ini bertujuan untuk
mengeksplorasi keanekaragaman komunitas bakteri endofit dari daun S. alba dan mengidentifikasi
potensinya sebagai agen biokontrol serta Plant Growth-Promoting Bacteria (PGPB). Analisis
metagenomik menggunakan Oxford Nanopore Technologies (ONT) 16S Full Length Metagenomic
Sequencing berhasil mengidentifikasi komunitas bakteri yang sangat beragam. Hasil identifikasi
menunjukkan keberadaan genus yang dikenal luas memiliki potensi agronomis, seperti Bacillus,
Pantoea, Pseudomonas, dan Stenotrophomonas. Berdasarkan studi literatur, banyak anggota dari genus ini
yang terbukti mampu melaksanakan fungsi PGPB melalui mekanisme seperti produksi fitohormon
(auksin), pelarutan fosfat, dan penambatan nitrogen. Selain itu, potensi biokontrol juga sangat kuat,
ditunjukkan dengan kemampuan genus Pantoea yang diketahui mampu menghasilkan senyawa
antimikroba dan enzim litik untuk menekan patogen tanaman. Keanekaragaman fungsional yang
terungkap dari profil metagenomik ini menegaskan bahwa komunitas bakteri endofit pada daun
Sonneratia alba adalah sumber yang potensial untuk penemuan dan pengembangan biofertilizer serta
biopestisida inovatif guna mendukung sistem pertanian yang ramah lingkungan dan produktif.
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Pendahuluan

Mangrove adalah ekosistem yang menempati coastal area, yaitu daerah yang ditandai oleh
adanya interaksi intens antara lingkungan laut, perairan payau, sungai, dan daratan. Mangrove hidup
di daerah tropik dan subtropik, terutama pada garis lintang 25° LU dan 25° LS (Martuti, 2015).
Ekosistem hutan mangrove menjadi tempat hidup bagi berbagai jenis mikroorganisme yang mampu
bertahan pada kondisi lingkungan ekstrem. Beragam biota menempati ekosistem ini, baik yang berasal
dari perairan maupun dari daratan menuju laut. Hal tersebut terjadi karena ekosistem mangrove lebih
dipengaruhi oleh faktor-faktor lingkungan daripada oleh kondisi iklim. Secara global, penyebaran
mangrove dibatasi oleh suhu, namun pada skala regional dan lokal, variasi curah hujan, salinitas,
pasang surut, gelombang, serta arus sungai berperan penting dalam menentukan luas sebaran dan
biomassa mangrove (Matatula dkk, 2019).

Mangrove Sonneratia alba adalah jenis mangrove yang mampu tumbuh di berbagai substrat
mulai dari lumpur, pasir, hingga batuan karang (Astiningseh dkk, 2022). Mangrove Sonneratia alba
menunjukkan toleransi yang tinggi terhadap salinitas. Mangrove Sonneratia alba memiliki sistem
perakaran yang khas yaitu pneumatofor (akar napas) berbentuk kerucut yang berfungsi sebagai sistem
pertahanan dalam sedimen anaerobik. Di dalam sebagian besar jaringan tanaman terdapat mikroba-
mikroba endofit baik bakteri maupun jamur yang hidup berkoloni. Bakteri endofit memiliki jalur
masuk melalui stomata, lentisel, zona kemunculan akar lateral, atau dengan cara mengkolonisasi ruang
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antarsel serta jaringan xylem dan floem. Simbiosis antara bakteri endofit dan tanaman bersifat
menguntungkan dimana tanaman menyediakan lingkungan kaya nutrisi dan terisolasi dari lingkungan
luar sedangkan bakteri endofit akan menghasilkan senyawa organik yang membantu pertumbuhan
tanaman dan memproteksi dari pathogen (Maulidia dkk, 2023).

Upaya mengeksplorasi mikroorganisme baru dengan potensi agronomis yang tinggi telah
membawa para peneliti menjelajahi lingkungan ekstrem, yang berperan sebagai laboratorium evolusi
alami. Di antara berbagai ekosistem tersebut, hutan mangrove menonjol sebagai salah satu wilayah
bioprospeksi yang paling potensial. Tekanan eksternal dari lingkungan yang kuat di ekosistem
mangrove diduga menjadi pendorong evolusi mikroorganisme dengan kemampuan metabolisme
(Pessoa et al, 2017).

Bakteri yang mampu beradaptasi dan bertahan dalam kondisi ekstrem tersebut umumnya
mengembangkan jalur produksi enzim dan metabolit sekunder yang unggul, sehingga berpotensi besar
dimanfaatkan dalam berbagai aplikasi bioteknologi, termasuk di sektor pertanian. Diantara berbagai
kelompok bakteri terdapat bakteri pemacu pertumbuhan tanaman atau Plant Growth Promoting Bacteria
sebagai agen biokontrol yang memiliki kemampuan dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman
dengan cara yang ramah lingkungan (Yanti dkk, 2017). Beragam mekanisme yang dimiliki oleh PGPB
(Plant Growth Promoting Bacteria) tidak berfungsi secara terpisah, melainkan saling berinteraksi dalam
jaringan sinergis yang memperkuat satu sama lain. Bakteri endofit juga menghasilkan beberapa enzim
ekstraseluler, misalnya enzim kitinase, enzim protease, enzim selulase, dan beta-1,3- glukanase
(Kristianingrum dkk, 2024). Enzim ekstraseluler ini berfungsi sebagai proteksi pada tanaman karena
kemampuan mendegradasi komponen struktural utama dinding sel jamur patogen.

Bakteri endofit seperti Bacillus sp memproduksi hormon pertumbuhan tanaman, terutama
auksin seperti Asam Indol-3-Asetat (IAA). IJAA memainkan peran penting dalam merangsang
pemanjangan dan pertumbuhan sel, pembentukan akar lateral dan adventif serta perkembangan sistem
perakaran secara keseluruhan. Produksi hormon IAA oleh bakteri endofit dapat merangsang
pembentukan sistem perakaran yang lebih luas (Yuniawati dan Akhdiya, 2021). Akar yang lebih
ekstensif ini kemudian menyediakan area penyerapan yang lebih besar, sehingga meningkatkan
efisiensi penyerapan nitrogen dan fosfat yang dihasilkan atau dilarutkan oleh bakteri tersebut. Selain
itu, bakteri endofit seperti Pantoea sp dikenal memiliki efek menguntungkan bagi tanaman dengan
perannya dalam melindungi tanaman dari serangan penyakit. Pantoea sp. memproduksi senyawa
metabolit khusus seperti senyawa organik volatil, antibiotik, dan biosurfaktan. Senyawa volatil yang
dihasilkan oleh Pantoea sp diketahui efektif dalam melawan patogen tanaman (Duchateau et al, 2024).

Genus Pseudomonas memilki potensi agronomis karena mampu melarutkan unsur fosfat
dengan mensekresikan asam organik dan enzim fosfatase dengan mengubahnya menjadi ion fosfat
terlarut sehingga dapat diserap oleh tanaman (Widowati dkk, 2024). Genus Pseudomonas juga
menghasilkan antibiotik alami seperti piolosianin, fenazin, dan pirrolnitrin yang menghambat
pertumbuhan jamur patogen seperti Fusarium, Rhizoctonia, dan Pythium (Mehmood et al, 2023). Tak
hanya Pseudomonas, Stenotrophomonas juga dapat melarutkan fosfat anorganik, memiliki aktivitas enzim
fosfatase, memproduksi hormon IAA, dan memiliki aktivitas antifungi. S. maltophilia dapat dijadikan
biokontrol yang digunakan dalam pengembangan biopestisida.

Meskipun endofit memiliki potensi biologis yang sangat besar, tantangan utama terletak pada
upaya untuk mengidentifikasi mereka secara tepat dan menyeluruh. Pendekatan konvensional berbasis
kultur, yang bergantung pada penumbuhan mikroorganisme di media buatan laboratorium, memiliki
keterbatasan mendasar (Kristianti & Amalia, 2023). Diketahui bahwa lebih dari 99% bakteri di
lingkungan tidak dapat dikultur dengan metode standar. Fenomena ini, yang dikenal sebagai great plate
count anomaly (anomali hitungan cawan besar), menunjukkan bahwa studi berbasis kultur hanya 1-5 %
keanekaragaman bakteri yang mampu digambarkan dan sangat bias dari keragaman mikroba yang
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sesungguhnya (Ekkers et al, 2015). Revolusi dalam mikrobiologi datang dengan munculnya metode
molekuler, khususnya sekuensing gen 16S ribosom RNA (rRNA). Gen ini dianggap sebagai penanda
filogenetik standar emas untuk bakteri karena memiliki daerah yang sangat lestari (konservasi) dengan
panjang urutan gen 16S rRNA sekitar 1.500 bp (Noer, 2021).

Teknologi sekuensing generasi kedua (Next-Generation Sequencing - NGS), seperti platform
Oxford Nanopore Technology (ONT), telah merevolusi ekologi mikroba dengan memungkinkan analisis
komunitas secara keseluruhan. Penggunaan sekuensing 16S panjang penuh dengan ONT lebih dari
sekadar memberikan nama yang lebih akurat pada bakteri. Hasilnya memungkinkan karakterisasi
struktur komunitas yang lebih tepat, termasuk kelimpahan dan keseragaman spesies, terutama untuk
taksa langka yang mungkin terlewatkan atau salah diidentifikasi oleh metode bacaan pendek. Primer
PCR yang dirancang untuk daerah variabel pendek (misalnya, V4) dapat memiliki bias, gagal
mengamplifikasi kelompok bakteri tertentu secara efisien, yang dapat menyebabkan perkiraan
keanekaragaman yang lebih rendah dari kenyataannya (Heikema et al, 2020). Untuk mengatasi
keterbatasan teknologi sekuensing bacaan pendek, teknologi generasi ketiga seperti Oxford Nanopore
Technologies (ONT) menawarkan solusi yang transformatif. Keunggulan utama ONT terletak pada
kemampuannya menghasilkan bacaan sekuens yang sangat panjang, yang dapat dengan mudah
mencakup seluruh panjang gen 16S rRNA (~1.5 kb), dari daerah V1 hingga V9, dalam satu kali
pembacaan.

Potensi besar yang ditawarkan ekosistem mangrove mendorong eksplorasi bakteri endofit yang
hidup pada mangrove khususnya jenis Sonneratia alba. Teknologi NGS juga menjadi trend baru yang
patut dilirik dalam mengeksplorasi konsorsium bakteri yang ada pada jaringan tanaman mangrove
Sonneratia alba. Tujuan utama dari penelitian ini adalah penemuan spesies bakteri baru yang memiliki
potensi sebagai biofertilizer dan biopeptisida untuk mendukung bidang pertanian yang berkelanjutan
dan produktif.

Metode Penelitian
Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun mangrove Sonneratia alba,
ethanol 70%, Sodium Hipoklorit NaClO (12,5%), aquades steril, media NA, Zymobiomics DNA miniprep
KIT, ZR BashingBead™ Lysis Tubes, DNA/RNA shield, ZymoBIOMICS™ DNA Binding Buffer, DNA Wash
Buffer, ZymoBIOMICS™ HRC Prep Solution, primer 165 (27F-1492R), ice gel.

Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah mikropipet 200ul, microtube, microtip,
microsentrifuge 1.5 ml, timbangan analitik, Laminar Air Flow, autoklaf, gelas beaker, Oxford Nanopore
Technologies (ONT), coolbox, sentrifuge, filter Zymo-Spin™ III-F, collection tube, column tube, spuit 1 ml,
aluminium foil, plastik wrap, mortal dan alu, gunting, sarung tangan, masker, plastik ziplock, alat tulis,
kertas label dan kamera.

Sampling dan Sterilisasi Permukaan Daun Mangove Sonneratia alba

Sampel daun mangrove Sonneratia alba yang digunakan berjumlah sepuluh helai daun muda
pada posisi ketiga hingga kelima dari pucuk. Daun disimpan dalam coolbox dan dibawa ke laboratorium
untuk tahap isolasi DNA. Sebelum proses isolasi, daun dicuci dengan air mengalir, kemudian
disterilisasi menggunakan etanol 70% selama dua menit dan larutan natrium hipoklorit selama satu
menit, dilanjutkan pencucian lima kali dengan akuades steril. Sterilitas sampel diuji dengan

Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam 531
Universitas Negeri Medan



Seminar Nasional Biologi-IPA dan Pembelajarannya
Volume 8-10 Nomor 1. 2025

menginokulasikan akuades ke media NA; daun dinyatakan steril jika tidak ada pertumbuhan koloni.
Setelah steril, daun dihaluskan dan ditimbang hingga mencapai berat 100 mg.

Isolasi dan Ekstrasi DNA Total

Proses isolasi dan ekstraksi DNA dilakukan menggunakan ZR BashingBead™ Lysis Tubes dan
ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit. Sampel dicampur dengan larutan lisis, disentrifugasi beberapa kali
untuk memisahkan supernatan, dan difiltrasi melalui berbagai kolom Zymo-Spin™. DNA kemudian
dicuci bertahap menggunakan DNA Wash Buffer dan dielusi dengan air bebas DNase/RNase. Hasil elusi
DNA dimurnikan kembali menggunakan Zymo-Spin™ III-HRC Filter untuk memperoleh DNA
berkualitas tinggi yang siap digunakan pada tahap analisis berikutnya.

Analisis Bakteri Endofit Menggunakan NGS (Next Generation Sequencing)

Analisis metagenomik terhadap DNA bakteri endofit dilakukan oleh PT Genetika Science,
Jakarta, menggunakan instrumen Oxford Nanopore Technology. Tahapan pengurutan menargetkan
gen 165 rRNA, dengan primer spesifik 27F dan 1492R. Data hasil amplifikasi gen 16S rRNA region V1-
V9 dianalisis menggunakan Phusion Plus PCR Master Mix dan Oxford Nanopore Technologies 16S Full
Length Metagenomic Sequencing Bioinformatics Analysis. Selanjutnya, prediksi keberadaan bakteri
gelatinolitik pada daun Sonneratia alba diperdalam melalui studi literatur.

Hasil dan Pembahasan
Hasil Ekstraksi dan Purifikasi DNA Bakteri Endofit Mangrove Sonneratia alba

Hasil ekstraksi DNA bakteri endofit daun mangrove diamplifikasi menggunakan metode PCR
dengan pasangan primer universal yaitu 27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") dan 1492R (5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3"). Reaksi PCR dilakukan menggunakan Phusion Plus PCR Master
Mix (Thermo Scientific™, F631S). Visualisasi panjang pita DNA berkisar pada 1.500 bp yang
menunjukkan bahwa sampel DNA memenuhi kualifikasi dan dapat dilanjutkan ke tahap sekuensing.
Tingkat kemurnian DNA bakteri endofit daun mangrove Sonmneratia alba juga diuji menggunakan
Nanodrop. Parameter kemurnian Nanodrop menggunakan rasio panjang gelombang 260/280 yang
berfungsi sebagai parameter validasi sekunder yang digunakan untuk menilai kualitas DNA hasil
isolasi (Sophian & Yustina, 2022). Prinsip kerja nanodrop spektrofotometri ialah kemampuan DNA
dalam menyerap cahaya ultraviolet karena adanya basa purin dan pirimidin. DNA berkualitas baik
berdasarkan uji nano drop memiliki kemurnian 1,8-2,0 (Mollah dkk, 2022). Hasil purifikasi Nanodrop
menunjukkan konsentrasi DNA pada absorbansi A260/280 berada pada angka 1,72. Angka ini
menunjukkan kemungkinan masih terdapatnya kontaminan berupa protein. DNA bakteri endofit
selanjutnya disekuensing menggunakan Oxford Nanopore Technologies (ONT) untuk membaca serta
mengurutkan keseluruhan DNA bakteri yang ada pada daun mangrove Sonneratia alba. DNA total
bakteri yang telah diurutkan kemudian dianalisis secara bioinformatika untuk mendapatkan spesies-
spesies bakteri endofit tersebut.

Bakteri Endofit Potensial Sebagai Biokontrol dan PGPB

Dari hasil analisis, didapatkan 4 genus yang memiliki potensi sebagai agen biokontrol dan
PGPB, yaitu genus Bacillus, Pantoea, Pseudomonas, dan Stenotrophomonas. Keempat genus ini masing-
masing memiliki persentase kelimpahan relatif pada daun mangrove Sonneratia alba, yaitu genus
Bacillus (3,66%), Pantoea (11,26%), Pseudomonas (3,14%), dan Stenotrophomonas (0,26%).
Tabel 1. Genus Bakteri Endofit PGPB (Plant Growth-Promoting Bacteria)
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Nama Genus Jumlah Bacaan Kelimpahan Relatif (%)
Pantoea 43 11,26
Bacillus 14 3,66
Pseudomonas 12 3,14
Stenotrophomonas 1 0,26

Genus Pantoea, Bacillus, dan Pseudomonas menempati 10 genus bakteri endofit dengan jumlah
kelimpahan relatif terbanyak pada daun mangrove Sonneratia alba. Genus Pantoea merupakan genus
dengan persentase terbanyak, bakteri ini hidup di tumbuhan, tanah, dan air dan termasuk kelompok
bakteri Enterobacteriaceae dengan gram-negatif yang dapat menjadi patogen pada manusia namun
menjadi agen biokontrol yang efektif melawan penyakit busuk hitam pada ubi jalar (Jiang et al, 2019).
Bakteri Pantoea memiliki kemampuan untuk menghambat pertumbuhan mikroorganisme lain,
termasuk jamur. Sifat antibiosis yang dimilikinya memungkinkan Pantoea menghasilkan senyawa
herbicolin yang berfungsi menekan infeksi patogen, serta memproduksi enzim kitinase yang berperan
penting dalam proses mikoparasitisme terhadap jamur. Beberapa strain dari Pantoea dapat
memproteksi tanaman anggur dari beberapa patogen, selain itu Pantoea juga dijadikan biopeptisida
dengan mensekresi senyawa pantosin untuk melawan penyakit “Fire Blight” yang disebabkan oleh
bakteri patogen Erwinia amylovora (Duchateau et al, 2024). Kemampuan Pantoea dalam melindungi
tanaman didasarkan pada beberapa mekanisme potensial termasuk kompetisi, antagonisme langsung,
dan stimulasi kekebalan tanaman yang dapat bekerja secara independent.

Genus Bacillus telah populer dalam bidang bioteknologi pertanian sebagai bakteri yang
memiliki potensi sebagai PGPB. Salah satu kemampuannya adalah memfiksasi nitrogen, meskipun
proses fiksasi nitrogen umumnya dikaitkan dengan bakteri simbiotik seperti Rhizobium, sejumlah
spesies dari genus Bacillus juga diketahui mampu menambat nitrogen dari atmosfer. Proses ini
dikatalisis oleh kompleks enzim nitrogenase yang mengubah gas nitrogen menjadi amonia, bentuk
nitrogen yang dapat langsung digunakan tanaman dalam sintesis asam amino dan nukleotida.
Kemampuan tersebut memiliki nilai penting karena dapat menekan ketergantungan terhadap pupuk
nitrogen sintetis yang biayanya tinggi dan berpotensi menimbulkan pencemaran lingkungan (Beneduzi
& Passaglia, 2015). Selain sebagai bakteri fiksasi nitrogen, Genus Bacillus juga merupakan salah satu
jenis mikroorganisme yang mampu menyediakan unsur fosfor () melalui produksi asam organik, yang
berperan dalam melepaskan ikatan ion-ion pengikat fosfat, sehingga fosfor dapat tersedia dalam bentuk
bebas di tanah (Anggita dkk, 2024). Penelitan oleh Khotimah (2019) mendeskripsikan bahwa spesies
Bacillus yaitu B. cereus, mampu melarutkan fosfat secara berurutan sebesar 115,4 mg/L-118 mg/L. Salah
satu mekanisme PGPB yang paling signifikan dari genus Bacillus adalah kemampuan dalam
mensintesis fitohormon, terutama auksin dalam bentuk asam indol-3-asetat (IAA). Hormon [AA ini
akan meningkatkan penyerapan nutrisi dan perkembangan akar pada tanaman serta mengendalikan
pertumbuhan tanaman. Asam amino triptofan adalah molekul utama untuk mensintesis IAA pada
bakteri dan banyak ditemukan pada akar (Vishakha et al, 2023).

Genus Pseudomonas dikenal sebagai salah satu bakteri tanah yang paling efektif dalam berperan
sebagai agen biokontrol sekaligus Plant Growth-Promoting Bacteria (PGPB). Bakteri ini mampu
berkolonisasi secara agresif di daerah rizosfer dan memiliki kemampuan metabolik yang sangat
beragam, sehingga dapat bertahan dan tumbuh pada berbagai kondisi lingkungan. Keberadaannya
sebagai endofit pada daun S. alba mencerminkan kemampuan adaptasi yang tinggi terhadap kondisi
lingkungan yang ekstrem, yang sekaligus dapat memperkuat potensi sifat-sifat menguntungkan yang
dimilikinya (Alattas et al, 2024). Pseudomonas berperan langsung sebagai biofertilizer, khususnya pada
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tanah dengan pH netral hingga basa, di mana ketersediaan unsur besi sangat rendah, seperti kondisi
yang sering dijumpai pada sedimen mangrove yang mengandung banyak karbonat (Almahasheer et al,
2016).

Genus Stenotrophomonas dimanfaatkan sebagai agen biokontrol potensial yang efektif melawan
berbagai patogen tanaman penyebab hambatan pada pertumbuhan tanaman komersial. Kemampuan
biokontrol Stenotrophomonas meliputi aktivitas kitinolitik dan proteolitik. Enzim kitinase yang
dihasilkannya mampu menguraikan dinding sel jamur sehingga melindungi tanaman dari serangan
fitopatogen, serta berpotensi mengaktifkan mekanisme pertahanan tanaman yang terinduksi. Tak
hanya itu Stenotrophomonas juga mampu menghasilkan hormon IAA dan bertindak sebagai bakteri
pelarut fosfat (Kumar et al, 2023).

Rangkuman dari genus-genus yang memiliki kemampuan sebagai PGPB (Plant Growth-Promoting
Bacteria) pada tumbuhan mangrove Sonneratia alba disajikan pada tabel 2 dibawah ini.
Tabel 2. Genus Bakteri Endofit PGPB (Plant Growth-Promoting Bacteria)

Nama Genus Mekanisme PGPB Mekanisme Biokontrol
Pantoea Produksi hormon IAA Mensek'res1 senyawa herblc?lln sebagai
proteksi terhadap tanaman dari patogen
Bacillus - Fiksasi Nitrogen Mensekresi enzim litik (kitinase dan
- Pelarutan P protease)
- Produksi hormon IAA
Mensekresi senyawa antibakteri dan
Pseudomonas -Biofertilizer antifungal
Stenotrophomonas -Produksi hormon IAA Mensekresi enzim kitinase

Keunggulan utama bakteri endofit yang diperoleh dari daun mangrove Sonneratia alba terletak
pada kemampuannya yang tinggi dalam menoleransi stres abiotik, khususnya terhadap kadar garam
serta perubahan suhu dan kelembapan. Kemampuan ini terbentuk sebagai hasil dari tekanan seleksi di
habitat alaminya, sehingga menjadikan bakteri endofit tersebut kandidat yang sangat potensial untuk
diterapkan pada lahan pertanian berkelanjutan maupun dalam industri pertanian lainnya.

Kesimpulan

Penelitian ini menunjukkan bahwa daun mangrove Sonneratia alba mengandung komunitas
bakteri endofit yang beragam dengan potensi tinggi sebagai agen biokontrol dan pemacu pertumbuhan
tanaman (Plant Growth-Promoting Bacteria). Berdasarkan analisis metagenomik menggunakan teknologi
Oxford Nanopore Technologies (ONT), ditemukan empat genus utama yang berpotensi agronomis,
yaitu Bacillus, Pantoea, Pseudomonas, dan Stenotrophomonas. Keempat genus tersebut memiliki
mekanisme berbeda dalam mendukung pertumbuhan tanaman, seperti fiksasi nitrogen, pelarutan
fosfat, produksi hormon auksin (IAA), serta sekresi senyawa antimikroba dan enzim litik yang mampu

menekan patogen tanaman.
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