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Abstrak

Bakteri endofit hidup dalam jaringan tanaman tanpa menyebabkan gejala penyakit pada inang dan
banyak dikembangkan sebagai agens hayati pengendalian berbagai penyakit tanaman. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri endofit indigenos dalam menekan
perkembangan penyakit layu bakteri pada cabai dan mengkarakterisasi kemampuan biokontrol
isolat terbaik secara in-vitro. Penelitian dilakukan menggunakan percobaan dengan rancangan acak
lengkap dengan 5 ulangan dan 11 perlakuan (10 isolat bakteri endofit + kontrol). Parameter
pengamatan yaitu kemampuan pengendalian penyakit layu bakteri secara in planta (insidensi dan
severitas penyakit) dan karakter biokontrol (produksi protease, biosurfaktan, katalase, siderofor,
antibiotik, HCN, ammonia dan hemolysin). Hasil penelitian didapatkan 10 isolat bakteri endofit
indigenos mampu menekan perkembangan dan menghambat terjadinya penyakit layu bakteri pada
cabai sampai 0% dengan efektivitas 100%. Karakterisasi isolat bakteri endofit indigenos secara in-
vitro menunjukkan semua isolat mampu memproduksi protease, biosurfaktan dengan viskositas
beragam, dan aktivitas katalase positif, 9 isolat mampu memproduksi siderofor, dan 8 isolat mampu
menghasilkan antibiotik. Seluruh isolat tidak mampu memproduksi HCN dan ammonia. Semua
isolat juga memiliki aktivitas hemolysin negatif yang mengindikasikan aktifitas patogenesitas
negatif pada manusia. Isolat bakteri endofit SLBE 1.1 BB, SLBE 2.1 BB, SLBE 2.3 BB, SLBE 4.2
BB, SLBE 3.1 AP, AGBE 2.1 TL, SLBE 3.1 BB, dan AGBE 4.1 TL merupakan isolat yang paling
banyak menunjukkan karakter biokontrol.

Kata kunci: bakteri endofit indigenos, biocontrol, karakterisasi in vitro

Pendahuluan

Penyakit layu bakteri yang disebabkan oleh Ralstonia syzigii subsp. indonesiensis
(sebelumnya R. solanacearum )(Safni et al., 2014)) merupakan penyakit pembuluh pada tanaman
cabai yang dapat menyebabkan kehilangan hasil (Basu, 2014) dan kegagalan panen 10-80%
(Vanitha et al. 2009). Pengendalian penyakit layu bakteri dengan bahan kimia sintetik belum
memberikan hasil yang memuaskan. Alterinatif pengendalian menggunakan mikroba antagonis dari

kelompok bakteri endofit merupakan pengendalian yang potensial dan ramah lingkungan untuk
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dikembangkan yang dapat bersifat langsung (kompetisi, predasi, dan antibiosis) atau secara tidak
langsung melalui induksi ketahanan tanaman inang.

Bakteri endofit sebagai agen biokontrol memiliki kelebihan dibandingkan agen biokontrol
lainnya karena keberadaannya dalam jaringan tanaman, sehingga mampu bertahan terhadap tekanan
biotik dan abiotik (Miliute et al., 2015). Bakteri endofit mampu mengendalikan penyakit hawar
bakteri oleh Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum pada kapas (Rajendran et al., 2006),
mengendalikan penyakit darah pada tanaman pisang (Marwan et al., 2011). Bakteri endofit Bacillus
spp. indigenos asal akar tomat mampu menekan penyakit layu bakteri oleh Ralstonia solanacearum
(Yanti et al., 2018).

Mekanisme bakteri dalam menghambat pertumbuhan patogen yaitu melalui aktivitas
biokontrol berupa karakterisasi sintesis enzim protease dan kitinase. Karakterisasi lainnya, seperti
aktivitas katalase, produksi ammonia, HCN dan siderofor juga berperan penting dalam biokontrol,
meningkatkan ketahanan tanaman dan memacu pertumbuhan tanaman (Kumar et al., 2012).
Aktivitas mekanisme biokontrol yang beragam dalam melawan patogen menggambarkan
keanekaragaman spesies dari bakteri endofit. (Hallmann dan Breg 2006).

Produksi metabolit sekunder yang diproduksi oleh bakteri endofit dapat mempengaruhi
patogen secara langsung berupa senyawa yang bersifat antimikroba seperti HCN (Bashan dan de
Bashan, 2005); enzim litik (Glick, 2012), enzim hidrolitik seperti kitinase, protease, dan lipase
(Bashan dan de Bashan, 2005). Inokulasi dua strain Bacillus asal kapas mampu meningkatkan
produksi enzim-enzim yang berkaitan dengan sistem pertahanan tanaman, yaitu kitinase, -1,3
glukanase, peoksidase, polifenol oksidase, fenilalanin amonialiase dan fenol tanaman inangnya
sehingga mampu mengatasi serangan R. solani, penyebab rebah kecambah (Rajendran dan
Samiyappan, 2006).

Perlu dilakukan pengujian terhadap kemampuan isolat bakteri endofit indigenos asal cabai
untuk mengendalikan penyakit layu bakteri dan mengetahui mekanisme biokontrolnya dalam
mengendalikan patogen sehingga dilakukan penelitian yang bertujuan untuk mengetahui
kemampuan isolat bakteri endofit indigenos dalam menekan perkembangan penyakit layu bakteri

pada cabai dan mengkarakterisasi kemampuan biokontrol isolat terbaik secara in-vitro.

Bahan dan Metode
Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan April-Agustus 2018 di Laboratorium Mikrobiologi dan
Lahan Percobaan Fakultas Pertanian Unviersitas Andalas, Padang, Sumatera Barat.
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Metode Penelitian

Penelitian ini terdiri sari dua tahap yaitu (1) Uji Kemampuan Isolat bakteri endofit indigenos
mengendalikan penyakit layu bakteri secara in planta dan (2) Karakterisasi mekanisme biokontrol
isolat bakteri endofit secara in vitro. Penelitian dilakukan menggunakan percobaan dengan
rancangan acak lengkap dengan 5 ulangan dan 11 perlakuan (10 isolat bakteri endofit + kontrol).
Parameter pengamatan yaitu kemampuan pengendalian penyakit layu bakteri secara in planta
(insidensi dan severitas penyakit) dan karakter biokontrol (produksi protease, biosurfaktan, katalase,

siderofor, antibiotik, HCN, ammonia dan hemolysin).

Persiapan dan perbanyakan isolat bakteri endofit indigenos

Isolat bakteri endofit indigenos dari microtube diremajakan dengan metode gores pada
medium NA dan diinkubasi selama 2 x 24 jam. Satu koloni tunggal bakteri endofit lalu dimasukkan
kedalam 25 ml medium NB dalam botol kultur dan diinkubasi selama 24 jam pada shaker dengan
kecepatan 150 rpm. Selanjutnya hasil precultur dipindahkan sebanyak 1 ml ke dalam 50 ml air
kelapa steril dalam botol kultur dan diinkubasi pada rotary shaker dengan kecepatan 150 rpm
selama 2x24 jam untuk mainculture (Yanti et al., 2013). Kapadatan populasi ditentukan dengan
membandingkan kekeruhan suspensi bekteri dengan larutan McFarland skala 8 (kepadatan populasi

diperkirakan 108 sel/ml). Populasi dengan kerapatan 10° sel/ml digunakan untuk inokulasi.

Persiapan media tanam
Media tanam yang digunakan berupa campuran tanah dengan pupuk kandang (2:1 v/v)
(Yanti et al., 2013). Tanah dan pupuk kandang disterilisasi dengan cara dimasukkan ke dalam

dandang selama 1 jam pada suhu 100°C lalu diinkubasi 1x24 jam.

Penyemaian dan Penanaman

Permukaan benih cabai disterilkan dengan merendam dalam larutan NaOCIl 1% selama 5
menit kemudian dibilas dengan aquades steril sebanyak 2 kali lalu benih dikering anginkan. Benih
tersebut selanjutnya direndam dalam suspensi isolat bakteri endofit indigenos selama 10 menit
dengan kepadatan 10° CFU/mI sesuai perlakuan kemudian disemai pada seed tray. Bibit cabai
dipindahkan ke lapangan berumur 21 (hst). Selanjutnya akar bibit cabai direndam ke dalam suspensi
bakteri endofit indigenos dengan kepadatan 10° CFU/ml selama 10 menit. Selanjutnya bibit ditanam

ke polybag yang telah berisi tanah steril.

Inokulasi Ralstonia syzygii subsp. indonesiensis
R. syzygii subsp. indonesiensis diisolasi dari tanaman cabai yang bergejala penyakit layu
bakteri dilapangan yang ditumbuhkan pada medium TZC. R. syzygii subsp. indonesiensis

diinokulasikan pada tanaman cabai berumur 2 minggu setelah tanamn untuk menguji tingkat
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virulensi dari patogen dengan metode pelukaan akar. Pelukaan akar bibit cabai dilakukan dengan
cara menggunting akar di kedua sisi tanaman. Selanjutnya sebanyak 30 ml suspensi R. syzygii
subsp. indonesiensis disiram ke tanaman dengan kepadatan 10" CFU/m.

Karakterisasi mekanisme biokontrol isolat bakteri endofit indigenos
Produksi protease

Produksi protease dideteksi pada medium Skim milk yang ditandai dengan zona bening di
sekeliling pertumbuhan bakteri endofit pada medium skim milk 2 hsi (Cappuccino, 1983).
Produksi biosurfaktan

Produksi biosurfaktan dideteksi dengan metode Jain et al., (1991) dengan mengukur tingkat
kekentalan isolat bakteri endofit indogenos yang dibiakkan pada medium King B dari supernatan
menggunakan viscometer 2 hsi (mainculture).
Aktivitas katalase

Pengamatan terbentuknya gelembung gas sebagai hasil reaksi antara H202 dengan isolat
bakteri yang memiliki aktivitas katalase.
Produksi siderofor

Produksi siderofor oleh isolat bakteri endofit dengan Gram positif dideteksi dengan medium
Simple Double-Layered Chrome Azurol Sulfonat Agar (SD-CASA) yang ditandai adanya zona
berwarna jingga di sekeliling pertumbuhan isolat bakteri endofit indigenos 1 hsi (Husen, 2003)..
Produksi antibiotik

Produksi antibiotik oleh isolat BEI dideteksi dengan metode dual plating secara in vitro
(Madigan et al., 1997) yang ditandai dengan perubahan larutan pepton menjadi keruh setelah 24 jam
(1 hsi). Produksi antibiotik oleh BEI dideteksi dengan metode dual culture (Sigee, 1993) yang
ditandai adanya zona bening di sekeliling potongan kertas cakram dan diukur diameternya 3 his.
Produksi HCN

Produksi HCN dideteksi dengan metode Bekker dan Schipper (Munif, 2011) yang ditandai
dengan adanya perubahan warna pada kertas cakram dari kuning menjadi orange kecokelatan
setelah 4 hsi.
Produksi ammonia

Produksi ammonia diuji dengan mengikuti metode yang telah dilaporkan oleh Cappuccino
(1983) dengan mengamati perubahan warna media kultur menjadi kuning-kecokelatan.
Aktivitas hemolysin.

Produksi hemolisin ditandai dengan timbulnya zona bening disekeliling pertumbuhan
bakteri endofit pada media agar darah 2 hsi (Widjayanti, 2012).
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Hasil dan Pembahasan

Kemampuan bakteri endofit indigenos menekan Ralstonia syzygii subsp. indonesiensis
Introduksi bakteri endofit indigenos mampu menekan masa inkubasi, insidensi dan severitas

penyakit layu bakteri pada cabai. Semua isolat mampu menekan insidensi dan severitas penyakit

dengan efektivitas 100% hingga pengamatan terakhir dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Masa inkubasi dan insidensi layu bakteri pada tanaman cabai

Isolat Masa Efektivitas Insidensi  Efektivitas Severitas Efektivitas
Inkubasi (hsi) (%) (%) (%)
SLBE.3.1.AP  46.00* a 107.21 0 100 0 100
SLBE.1.1.BB 46.00* a 107.21 0 100 0 100
SLBE.2.1.BB 46.00* a 107.21 0 100 0 100
SLBE.2.3.BB 46.00* a 107.21 0 100 0 100
SLBE.3.1.BB 46.00* a 107.21 0 100 0 100
SLBE.3.3.BB 46.00* a 107.21 0 100 0 100
SLBE.4.2.BB 46.00* a 107.21 0 100 0 100
AGBE.2.1.TL 46.00* a 107.21 0 100 0 100
AGBE.3.1.TL 46.00* a 107.21 0 100 0 100
AGBE.4.1.TL 46.00* a 107.21 0 100 0 100
Kontrol - 22.20** b 80
Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada lajur yang sama adalah berbeda tidak nyata menurut LSD

pada taraf 5%
*Masa inkubasi 46 hsi menunjukkan tanaman tidak menunjukkan gejala sampai hari pengamatan terakhir.
**tanaman pada perlakuan mati sehingga analisis data tidak dilanjutkan pada parameter pengamatan selanjutnya

Setelah menunjukkan kemampuan mengendalikan R. syzygii subsp. indonesiensis secara in-
planta, selanjutnya dilakukan karakterisasi mekanisme biokontrol bakteri endofit indogenos untuk
mengkonfirmasi mekanisme yang terkait dalam kemampuan bakteri endofit indigenos sebagai
agens biokontrol secara in-vitro (Tabel 2)

Tabel 2. Karakter biokontrol bakteri endofit indigenos terhadap Ralstonia syzygii subsp.
indonesiensis

o e o o o > . .
g 2 o s g8 g § Produksi Antibiotik
oy c oy oy c
5 5 Produksi Biosurfaktan 5 5 5 é
. 3 > I %) =x
O o - . . 3 @ o )
z § Viskositas Peningkatan 3 g g 53 dual dual
%  (m=Poise) (%) S 7z © ] plating  culture
<3 S -
Isolat Reaksi
Gram*
SLBE 1.1 BB + - ++ 0,7991 49,09 - + +++ + 0
SLBE 2.1 BB + N 0,6118 14,14 - + + 0
SLBE 2.3 BB + + 0,6268 16,94 - + ++ + 0
SLBE 4.2 BB + ++ 0,5781 7,85 - + +++ + 0
SLBE 3.1 AP + + 0,5655 5,50 - + o+ + 0
AGBE 2.1 TL + + 0,5753 7,33 - + +++ + 0
SLBE 3.1 BB + + 0,6329 18,09 - + +++ + 0
AGBE4.1TL + ++ 0,5816 8,51 - + o+ + 0
SLBE 3.3 BB + ++ 0,6036 12,61 - + ++ - 0
AGBE 3.1 TL + - ++ 0,5801 8,23 - - ++ - 0
Kontrol + - - 0,5360 0,00 - - 0
Kontrol - + 0

Keterangan: - : tidak ada
+ : ada (rendah)
++ : ada (sedang)
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+++ : ada (tinggi)

Karakter biokontol yang di uji meliputi produksi protease, aktivitas katalase dan produksi siderofor
pada isolat SLBE1.1BB dapat dilihat pada gambar 1.

N
Gambar 1. Pengujian aktivitas biokontrol isolat SLBE 1.1 BB (a) produksi
protease, (b) aktivitas katalase dan (c) produksi siderofor

H »

Pembahasan
Tanaman cabai yang diintroduksi isolat bakteri endofit indigenos mampu menekan masa

inkubasi dan menurunkan insidensi penyakit layu bakteri oleh Ralstonia syzygii subsp.
indonesiensis. Hasil penelitian ini menunjukkan semua isolat mampu menekan masa inkubasi
terhadap R. syzygii subsp. indonesiensis dengan tidak menunjukkan gejala sampai akhir pengamatan
yaitu 46 (hsi) dengan efektivitas 107.21% dibandingkan dengan kontrol.

Menurut Hallmann et al., (1997) bakteri endofit dapat berperan sebagai agens pengendali
hayati jika bakteri endofit telah berasosiasi dengan tanaman sebelum patogen menyerang tanaman
tersebut. Secara garis besar mekanisme bakteri endofit mengedalikan hama dan patogen tanaman
dapat dikelompokkan menjadi 2 mekanisme yaitu secara langsung seperti kompetisi ruang dan
nutrisi mikro dan tidak langsung seperti menginduksi ketahanan tanaman (Munif, 2003).

Mekanisme biokontrol isolat bakteri endofit indigens yang didapatkan dari pengujian in
vitro adalah semua isolat mampu memproduksi protease, biosurfaktan dengan viskositas beragam,
dan aktivitas katalase positif, 9 isolat mampu memproduksi siderofor, dan 8 isolat mampu
menghasilkan antibiotik. Seluruh isolat tidak mampu memproduksi HCN dan ammonia. Semua
isolat juga memiliki aktivitas hemolysin negatif yang mengindikasikan aktifitas patogenesitas
negatif pada manusia. Karakter biokontrol ini berkaitan dengan kemampuan bakteri endofit
indigenos dalam berkompetisi dan menekan perkembangan patogen.

Enzim protease berperan dalam mendegradasi dinding sel patogen dan juga dapat
dimanfaatkan oleh bakteri endofit indigenos untuk melakukan penetrasi kedalam jaringan tanaman.
Biosurfaktan berperan dalam mencapai quorum sensing untuk selanjutnya dapat mengkolonisasi
habitat sehingga bakteri lain tidak mampu bersaing. Reaksi katalisator yang mampu
mengakatalisasikan hydrogen peroksida (H,O,) atau senyawa yang bersifat toksik terhadap

mikroorganisme yang ditunjukkan oleh bakteri endofit indigenos dapat menunjukkan kemampuan
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bertahan pada kondisi yang tidak menguntungkan. Kemampuan mengkhelat Fe oleh bakteri endofit
indigenos berperan positif dalam mendukung keberadaannya sebagai agens biokotrol menyediakan
mineral yang penting bagi sel mikroba (Mulya, 1996).

Kemampuan bakteri penghasil siderofor dalam mengikat Fe3* merupakan pesaing terhadap
mikroorganisme lain.  Antibiosis merupakan mekanisme penting dari bakteri endofit yang
digunakan untuk menekan patogen tanaman. Bakteri endofit menghasilkan  metabolit  yang
memiliki  aktivitas  antibakteri, antifungi dan  antinematoda (nematisida). Antibiotik
merupakan substansi kimia alamiah hasil metabolisme sekunder mikroorganisme, dalam
konsentrasi rendah yang mempunyai kemampuan baik menghambat pertumbuhan maupun
membunuh mikroorganisme lain yang mengancam keberadaannya (Lay, 1994).

Isolat bakteri endofit indigenos tidak menghasilkan metabolit sekunder hidrogen sianida
yang umumnya dihasilkan oleh bakteri Pseudomonas kelompok fluorescens dan juga oleh
kelompok Pseudomonas lain yang bersifat toksik terhadap patogen tanaman (Widodo et al.,1993).
Semua isolat bakteri endofit indigenos tidak memproduksi ammonia yang mengindikasikan bahwa
bakteri endofit indigenos tidak mereduksi nitrat yang akan menghasilkan amonium (NH,*) sebagai
salah satu unsur penyusun hormon IAA (Salisbury dan Ross, 1995). Hasil negatif pada pengujian
hemolisis dapat diketahui bahwa isolat bakteri endofit indigenos aman digunakan sebagai agens
biokontrol yang mengindikasikan  aktifitas  patogenesitas negatif pada  manusia.
Kesimpulan

Mekanisme biokontrol isolat bakteri endofit yang ditunjukkan terhadap R. syzygii subsp.
indonesiensis yaitu produksi biosurfaktan dengan viskositas berbeda, protease, siderofor, dan
katalase. Semua isolat tidak memproduksi HCN, ammonia dan hemolisin. Produksi antibiotik untuk
mekanisme biokontrol isolat bakteri endofit indigenos terhadap R. syzygii subsp. indonesiensis

ditunjukkan oleh 8 isolat bakteri endofit indigenos.
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