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Abstrak
Burahol termasuk tanaman yang buahnya dapat dimakan, dan mempunyai zat-zat 
aktif  yang berpotensi sebagai obat dan deodoran alami. Kultur in vitro merupakan 
salah satu cara dalam produksi metabolit sekunder. Tingginya kontaminasi 
merupakan salah satu hal yang menjadi kendala dalam kultur  in vitro. Salah satu 
sumber kontaminan adalah eksplan yang digunakan dalam kultur in vitro. Optimasi 
sterilisasi permukaan merupakan langkah awal yang sangat penting dalam 
pengembangan kultur in vitro. Penelitian ini bertujuan mendapatkan prosedur 
optimasi sterilisasi permukaan eksplan daun burahol dan juga melakukan deteksi 
dan eliminasi edofit pada daun burahol. Optimasi sterilisasi permukaan dilakukan 
dengan perlakuan variasi konsentrasi klorox dan waktu perendaman. Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa daun burahol mengandung jamur endofit. Eliminasi 
jamur endofit dapat dilakukan dengan penyiraman tanaman dengan fungisida. 
Sterilisasi permukaan eksplan yang paling optimal adalah dengan fungisida selama 
24 jam, dilanjutkan dengan perendaman bakterisida dan fungisida selama 30 menit, 
perendaman pada alcohol 70% selama 1 menit, dilanjutkan dengan klorox 15% 10 
menit, dan klorox 10% 10 menit berturut-turut.

Abstract

Burahol has active substances with potential as a drug and natural deodorant. In vitro culture 
is one way to production of  secondary metabolites. High contamination is one of  the things 
that become obstacles in in vitro culture . One of  the contaminant source is explant that used 
in in vitro culture. Optimization of  surface sterilization is a very important first step in the 
development of  in vitro culture. This study aims to get the optimization procedure surface 
sterilization of  burahol leaf  explant and also perform detection and elimination endophyte 
on burahol leaves. Optimization surface sterilization is done by treatment by variations 
clorox concentration and immersion time. The results showed that the burahol leaves contain 
fungal endophytes. Endophytic fungus elimination can be done by sprinkling the plants with 
fungicides. Explant surface sterilization is the most optimal with fungicide for 24 hours, 
followed by immersion bactericide and fungicide for 30 minutes, immersion in 70 % alcohol 
for 1 min, followed by 10 minutes clorox 15 %, and 10 % clorox 10 minutes.
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(Luo et al. 2012), penyerapan nutrisi (Malinowski 
et al. 2000), meningkatkan produksi metabolit 
sekunder (Kusari et al. 2012), toleransi kekerin-
gan (Barrow et al. 2004), melindungi tanaman 
inang dari serangan organisme pengganggu tana-
man seperti hama maupun pathogen (Puspita et 
al. 2013). 

Beragamnya senyawa ekstrinsik yang 
dikeluarkan oleh jamur endofit berimbas kepa-
da ketahanan tanaman baik terhadap berbagai 
organisme pengganggu tanaman maupun juga 
terhadap kondisi lingkungan seperti kekeringan. 
Metabolit sekunder yang dihasilkan oleh endofit 
pada berbagai tanaman telah banyak dilaporkan 
(Kusari et al. 2012, Puspita et al. 2013, Barrow et 
al. 2004). Pada Tinospora cordifolia frekuensi kol-
onisasi bervariasi tergantung tipe jaringan dan 
iklim dibanding lokasi (Mishra et al. 2012).

Meskipun endofit juga bermanfaat dalam 
pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan, 
tetapi pengendalian kehadiran endofit dalam kul-
tur in vitro merupakan hal yang sangat penting 
(Pirttila et al. 2012). Pertumbuhan endofit dalam 
kultur dapat menyebabkan kegagalan pertumbu-
han kultur in vitro karena keberadaan endofit akan 
menyebabkan eksplan menjadi busuk. Eliminasi 
endofit dapat dilakukan dengan pemberian fungi-
sida secara sistemik (Mng’omba et al. 2007).

METODE

Optimasi sterilisasi permukaan eksplan di-
lakukan dengan variasi konsentrasi klorox (men-
gandung 5,25% NaOCl) yaitu 10 dan 15 % dan 
waktu perendaman 5, 10 dan 15 dan kombina-
si perlakuan dengan fungisida dan bakterisida. 
Eksplan dikatakan steril jika tidak mengalami 
kontaminasi selama 6 minggu sejak hari perta-
ma ditanam dalam medium Murashige & Skoog 
(MS). 

Deteksi jamur endofit pada daun dilaksa-
nakan berdasarkan metode yang dideskripsikan 
oleh Maksum et al., (2011) dengan modifikasi. 
Daun disterilisasi menggunakan metode sterilisa-
si yang paling optimal. Setelah dilakukan sterilisa-
si permukaan, selanjutnya daun dipotong menja-
di fragmen kecil dengan luas 2 cm2 dalam kondisi 
aseptis menggunakan  scalpel  steril. Potongan 
daun kemudian diletakkan ke dalam cawan petri 
yang berisi media PDA, diinkubasi pada suhu 25 
˚C selama 15 hari.  Daun yang digunakan adalah 
daun dari tanaman yang belum diberi fungisida, 
dan daun dari tanaman yang telah disiram fun-
gisida secara berkala. Keberadaan jamur endofit 
ditentukan berdasarkan munculnya koloni jamur 
setelah inkubasi selama 15 hari.

PENDAHuluAN

Burahol termasuk tanaman yang buahnya 
dapat dimakan, dan mempunyai zat-zat aktif  
yang berpotensi sebagai obat dan deodoran ala-
mi (Darusman et al. 2012, Purwantiningsih et al. 
2010, Sunardi 2010, Tisnadjaja et al. 2006). Peng-
etahuan yang sangat terbatas pada waktu yang 
lalu berkaitan dengan potensi burahol sebagai 
obat menyebabkan burahol dianggap mempu-
nyai nilai ekonomis yang  rendah sehingga tidak 
banyak orang yang menanam. Saat ini banyak 
orang yang sudah tidak lagi mengenal burahol 
karena sudah termasuk tanaman asli Indoensia 
yang langka. Kesadaran akan pelestarian tana-
man langka kemudian mendasari beberapa pene-
litian untuk menggali informasi mengenai poten-
si burahol sebagai obat (Sunarto 1999, Sunardi 
2010, Tisnadjaja et al. 2006). 

Salah satu upaya untuk melestarikan tana-
man langka adalah melakukan penanaman tana-
man tersebut pada berbagai tempat. Kesediaan 
bibit merupakan suatu hal yang penting untuk 
mendukung pelestarian tanaman ini. Perbanya-
kan secara in vitro merupakan salah satu alterna-
tif  untuk dapat menghasilkan bibit yang baik da-
lam jumlah yang banyak. Tingginya kontaminasi 
merupakan salah satu hal yang menjadi kendala 
dalam kultur  in vitro. Sumber kontaminasi dapat 
berasal dari eksplan, media, alat dan lingkungan 
yang tidak steril. Sehingga perlu dilakukan ster-
ilisasi eksplan, media, alat dan lingkungan kerja 
(Gunawan 1988). Tahap sterilisasi permukaan 
eksplan merupakan tahap awal perkembangan 
kultur in vitro. Sterilisasi dapat dilakukan dengan 
berbagai cara, baik secara fisik maupun kimia. 
Secara fisik melalui suhu, tekanan, radiasi dan 
penyaringan, misalnya sterilisasi, pembakaran 
atau sanitasi. Secara kimia melalui perubahan 
komposisi molekul misalnya dengan senyawa-
senyawa fenolik, alkohol, klor, iodium dan etilen 
oksida. Keefektifan zat antimikrobial tergantung 
konsentrasi, jumlah dan jenis mikroorganisme, 
suhu, bahan organic terlarut dan pH (Pelczar dan 
Chan 1988).   

Kontaminasi pada eksplan tanaman ti-
dak hanya dari lingkungan, tetapi dari tanaman 
itu sendiri. Sebagian besar tanaman merupakan 
inang bagi satu atau lebih mikroorganisme end-
ofit. Biasanya fungi merupakan mikroorganisme 
endofit yang paling umum diisolasi (Taechow-
isan et al. 2006). Saat ini jamur endofit mendapat 
perhatian yang lebih karena ditemukan kegunaan 
dari endofit. Endofit mempunyai banyak fungsi 
di dalam tanaman host, antara lain meningkat-
kan produksi biomasa dan penyerapan metal 
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HASIl DAN PEMBAHASAN

Optimasi sterilisasi eksplan merupakan ta-
hap awal pengembangan kultur in vitro. Jika ste-
rilisasi permukaan eksplan tidak berhasil dengan 
baik maka kultur in vitro tidak dapat diperoleh. 
Eksplan harus dalam keadaan steril untuk dapat 
ditumbuhkan pada medium kultur karena adanya 
mikroorganisme di dalam kultur akan menyebab-
kan pertumbuhan eksplan terhambat. Sterilisasi 
dapat dilakukan dengan berbagai bahan sterilan. 
Salah satu bahan sterilan yang umum digunakan 
adalah NaOCl. Konsentrasi NaOCl yang digu-
nakan bervariasi tergantung pada eksplan yang 
digunakan (Mousavi et al. 2012, Wardani et al. 
2003, Silva et al. 2003). Klorox merupakan laru-
tan yang mengandung NaOCl 5,25%. Hasil opti-
masi sterilisasi permukaan eksplan daun burahol 
dapat dilihat pada Tabel 1.

Dengan berbagai macam variasi sterilisasi 
ternyata belum bisa mendapatkan eksplan ste-
ril dalam persentase yang besar. Kontaminasi 
eksplan berupa jamur pada perlakuan optimasi 

sterilisasi umumnya muncul pada minggu keem-
pat bahkan ke enam setelah hari pertama pena-
naman. Dugaan adanya endofit muncul karena 
menurut Kusari et al. (2012), koloni jamur endo-
fit tumbuh sangat lambat, diawali dengan bentuk 
kapas putih. Hal ini juga terjadi pada kultur bura-
hol, dimana jamur yang muncul setelah minggu 
keempat juga berbentuk kapas putih yang dimulai 
dari bagian tengah eksplan yang dilukai. Oleh ka-
rena itu dilakukan deteksi adanya jamur endofit. 

 Deteksi adanya jamur endofit dilakukan 
dengan menanam daun dengan berbagai variasi 
perlakuan. Deteksi dilakukan dengan melihat 
munculnya koloni jamur pada daun yang dita-
nam pada medium PDA.  Hasil deteksi dapat di-
lihat pada Tabel 2.

Tumbuhnya 2 macam jamur pada daun 
yang berasal dari tanaman tanpa penyiraman 
fungsisida dan tidak disterilisasi menandakan 
adanya jamur ekstrinsik dan intrinsik, hal ini di-
konfirmasi dengan hanya tumbuhnya 1 macam 
jamur saja ketika daun dari tanaman yang sama 
disterilisasi permukaan. Ketika sterilisasi permu-
kaan dilakukan maka jamur ekstrinsik akan hi-

Tabel 1. Optimasi sterilisasi permukaan eksplan daun burahol pada berbagai perlakuan klorox

Cara Sterilisasi
Hasil

% Kontaminasi % steril
klorox 15% + twen 3 tetes selama 10 menit, 
klorox 10% + twen 3 tetes selama 10 menit, 
klorox 10% + twen 3 tetes selama 5 menit, 100 0

fungisida+bakterisida selama 30 menit.
klorox 15% + twen 3 tetes selama 10 menit, klorox 
15% + twen 3 tetes selama 5 menit, klorox 10% + 
twen 3 tetes selama 10 menit

100 0

alcohol 70% selama 1 menit
klorox 10% + twen 3 tetes selama 10 menit, 
klorox 5% + twen 3 tetes selama 10 menit, 

100 0

bakterisida + fungisida selama 24 jam.
fungisida+bakterisida selama 30 menit.
klorox 10% + twen 3 tetes selama 15 menit,
 

85 15

bakterisida + fungisida selama 24 jam.
fungisida+bakterisida selama 30 menit
larutan detol 30 menit
alcohol 70% selama 1 menit
klorox 10% + twen 3 tetes selama 20 menit, 

93 7

bakterisida + fungisida selama 24 jam.
fungisida+bakterisida selama 30 menit.
alcohol 70% selama 1 menit 
klorox 10% + twen 3 tetes selama 10 menit, 
klorox 10% + twen 3 tetes selama 10 menit

89 11
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secara sistemik dan teratur. Meskipun endofit 
juga bermanfaat dalam pertumbuhan dan per-
kembangan, antara lain meningkatkan toleran-
si kekeringan (Barrow et al. 2004), melindungi 
tanaman inang dari serangan organisme peng-
ganggu tanaman seperti hama maupun pathogen 
(Puspita et al. 2013), tetapi pengendalian kehadi-
ran endofit dalam kultur in vitro merupakan hal 
yang sangat penting (Thomas 2004, Pirttila et al. 
2012). Pertumbuhan endofit dalam kultur dapat 
menyebabkan kegagalan pertumbuhan kultur in 
vitro karena pertumbuhan jamur lebih cepat dari 
pada pertumbuhan eksplan sehingga akan meng-
hambat pertumbuhan eksplan. Pertumbuhan en-
dofit yang lebih cepat pada akhirnya akan menye-
babkan eksplan busuk dan mati. 

 Tidak munculnya jamur pada perlakuan 
tanaman disiram fungsida dan disterilisasi juga 
menunjukkan bahwa prosedur sterilisasi dengan 
fungisida selama 24 jam, dilanjutkan dengan pe-
rendaman bakterisida dan fungisida selama 30 
menit, perendaman pada alkohol 70% selama 1 
menit, dilanjutkan dengan klorox 15% 10 menit, 
dan klorox 10% 10 menit berturut-turut merupa-
kan metode sterilisasi permukaan eksplan daun 
burahol yang paling optimal.

SIMPulAN 

 Jamur endofit ditemukan pada daun 
burahol. Perlakuan berupa penyiraman dengan 
fungsisida secara teratur menghilangkan jamur 
endofit. Sterilisasi permukaan eksplan yang pa-
ling optimal adalah dengan fungisida selama 24 
jam, dilanjutkan dengan perendaman bakterisi-
da dan fungisida selama 30 menit, perendaman 
pada alkohol 70% selama 1 menit, dilanjutkan 
dengan klorox 15% 10 menit, dan klorox 10% 10 
menit berturut-turut.
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lang karena sterilisasi permukaan menghilangkan 
kontaminan yang ada di permukaan eksplan. Ste-
rilisasi permukaan tidak mampu menghilangkan 
jamur endofit oleh karena itu maka tetap muncul 
jamur meskipun daun dari tanaman tanpa penyi-
raman fungisida telah disterilisasi permukaan-
nya. Pertumbuhan endofit pada daun kepel dapat 
lihat pada Gambar 1. 

Tumbuhnya jamur pada daun yang telah 
disterilisasi yang diambil dari tanaman yang ti-
dak disiram fungisida serta tidak munculnya ja-
mur pada daun yang telah disterilisasi yang diam-
bil dari tanaman yang disiram fungisida juga 
menunjukkan adanya endofit. Daun yang telah 
disterilisasi permukaan seharusnya sudah steril 
dan tidak tumbuh jamur tetapi ternyata pada ta-
naman yang tidak disiram fungisida jamur tetap 
muncul. Jamur ini tumbuh dengan lambat dan 
berbau wangi. Hal ini memperkuat dugaan bah-
wa terdapat endofit pada daun burahol. Mikroba 
endofit merupakan mikroorganisme yang tum-
buh dalam jaringan tumbuhan. Mikroba endo-
fit dapat diisolasi dari jaringan akar, batang dan 
daun, dan yang paling umum ditemukan adalah 
dari jenis fungi (Strobel 2003). 

Adanya bau wangi yang muncul ketika 
jamur tersebut tumbuh kemungkinan karena 
kandungan metabolit sekunder yang diproduksi 
endofit. Hal ini memperkuat pernyataan Kusari 
et al. (2013), Puspita et al. (2013), Barrow et al. 
(2004) yang menyatakan bahwa endofit dapat 
menghasilkan metabolit sekunder. Senyawa yang 
dikeluarkan mikroba endofit berupa senyawa me-
tabolit sekunder yang merupakan senyawa bioak-
tif  dan dapat berfungsi untuk membunuh patho-
gen (Strobel 2003). 

Tidak munculnya koloni jamur pada daun 
yang diambil dari tanaman yang disiram dengan 
fungisida secara teratur menunjukkan bahwa 
perlakuan penyiraman fungisida dapat menekan 
pertumbuhan bahkan mematikan jamur endofit. 
Hal ini memperkuat pernyataan Mng’omba et al. 
(2007) yang menyatakan bahwa jamur endofit 
dapat dihilangkan dengan pemberian fungisida 

Tabel 2. Hasil deteksi jamur endofit dari daun burahol dengan berbagai perlakuan

Asal daun Perlakuan Munculnya jamur

Tanaman tanpa 
penyiraman fungisida

Tanpa sterilisasi 
Koloni jamur dengan warna hitam 
dan putih

Disterilisasi : 
Koloni jamur warna putih 

Tanaman dengan 
penyiraman fungisida

Tanpa sterilisasi Koloni jamur putih
Disterilisasi

Tidak tumbuh jamur

Keterangan: prosedur sterilisasi yang dilakukan adalah :
fungisida 24 jam; fungisida+bakterisida 30 menit; alcohol 70% 1 menit; klorox 10% 10 menit, 
klorox 10% 10 menit
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Gambar 1. Pertumbuhan koloni jamur pada berbagai perlakuan daun burahol
 A1 Daun dari tanaman yang tidak disiram fungisida dan tidak disterilisasi
 A2 Daun dari tanaman yang tidak disiram fungisida dan disterilisasi
 B2 Daun dari tanaman yang disiram fungisida dan tidak disterilisasi
 B3 Daun dari tanaman yang disiram fungisida dan disterilisasi
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