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ABSTRACT

Golden cyst nematode (GCN/Globodera rostochiensis) is a new potato parasitic nematodes found in Indo-
nesia in 2003 and caused great economic losses more than 70% of the production. Due to the problem caused by
chemically control (resistancy, killed non target organisms, and environment pollution) development of alternative
control measures is a great importance i.g. microbial control. The purpose of this research was to find chitinolytic
and proteolytic actinomycetes for controling eggshell nematode which bears vitelin (protein) and chitin. The result
found 21 actinomycetes isolates with ratio chitinolytic and proteolytic activities more than 3.0 and among of seven
isolates were chitinolytic, 11 isolates were proteolytic and three isolates had double enzyme activities. Seven selected
isolates were examined on their chitinase and protease specific activities and ability to degrade nematode eggs. The
results showed three isolates had chitinase activity more than 200 IU/mg, four isolates had protease activity more
than 300 1U/mg. Results of the bioassay test using crude enzyme on the GCN eggs found that three isolates were able
to damage eggs more than 90%. The three isolates can be applied as an agent for biocontrol of GCN in the future.

Keywords: Actinomycetes, Chitinolytic, Proteolytic, Globodera rostochiensis, Biocontrol.

PENDAHULUAN di Kecamatan Batur Banjarnegara, lebih dari
40 sista/20 g tanah.” NSK juga tersebar luas di
sentra-sentra produksi kentang daerah subtropika
dan tropika seperti Inggris, Amerika, Eropa,
Jepang, Afrika Selatan, India, Pakistan, dan
Filipina.*>® Di luar negeri, pengendalian NSK
diutamakan dengan menanam varietas kentang
tahan serangan nematoda dan pergiliran tanaman
selain famili Solanaceae. Hal ini dikarenakan
NSK mempunyai inang spesifik (host), yaitu
Solanaceae (cabai, tomat, terung, dan gulma).

Nematoda Sista Kuning (Globodera rostochien-
sis) di Indonesia sejak tahun 2003 mengundang
perhatian berbagai pihak, baik pemerintah pusat
dan daerah maupun petani. Nematoda Sista Ku-
ning (NSK) merupakan “hama kentang baru™"
dan menurut Daftar Organisme Pengganggu
Tanaman Karantina termasuk A1, berarti tidak
boleh ada di Indonesia.>* Kerugian ekonomi aki-
bat serangan NSK dapat mencapai 70% produksi
dan nematoda ini mampu membentuk sista yang

bertahan hidup lebih dari 10 tahun. Terlebih lagi
tiap nematoda betina mampu memproduksi telur
sekitar 200-500 butir.**¢

Hasil survei menunjukan bahwa NSK
ditemukan di Kota Batu (Jawa Timur) Kabupaten
Banjarnegara dan Wonosobo (Jawa Tengah) serta
Kabupaten Karo (Sumatra Utara). Populasi NSK
relatif tinggi ditemukan di Kecamatan Bumiaji,
Kota Batu, lebih dari 100 sista/20 g tanah dan

Undang-Undang Budi Daya Tanaman No. 12 Ta-
hun 1998 mengamanatkan bahwa pengendalian
hama dan penyakit tanaman ditempuh melalui
teknik pengendalian secara terpadu.

Pengendalian NSK dapat dilakukan secara
khemis (nematisida), biologis (pemanfaatan
jamur, bakteri atau aktinomisetes) ataupun
pergiliran tanaman. Garabedian dan Van Gundy?®
melaporkan bahwa Streptoverticillium albi-
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reticuli menghasilkan avermectins, golongan
senyawa lactone makrosiklik yang bersifat
nematisidal (anthelmintiks). Avermectins berhasil
dipakai untuk mengendalikan Meloidogyne
incognita dengan efektivitas 10 kali lebih tinggi
daripada nematisida Oxamy! dan Aldicarb dalam
memberantas NSK. Pasteuria penetrans, jamur
yang sporanya dapat melekat pada kutikula
larva Meloidogyne stadium-2, dapat menembus
dinding larva menggunakan hostoria dan
mematikan larva.’ Hirsutella rhossiliensis dan H.
minnesotensis adalah jamur penyerang nematoda
yang melekatkan spora pada kutikula nematoda
stadium infektif. Arthrobotrys dactyloides dan
A. brochophaga merupakan jamur penangkap
nematoda yang menggunakan alat perangkap
berbentuk cincin, modifikasi miselium,!%!1:12:13
Tikhonov et al."* melaporkan bahwa jamur
Verticillium chlamydosporium dan V. suchlass-
porium dapat merusak kulit telur nematoda
sista putih, Globodera pallida, menggunakan
khitinase dan protease yang dihasilkannya.
Kulit telur nematoda memiliki lapisan khitin
dan vitelin (protein). Jika lapisan ini rusak (oleh
khitinase dan protease) maka telur dapat pecah
atau menetas prematur sehingga viabilitas larva
menurun.

Aktinomisetes dilaporkan menghasil-
kan beberapa macam enzim khitinase, protease,
xilanase, lipase, dan selulase, yang dapat
merusak organ dan telur nematoda.'®!'” Aktivitas
khitinase dilaporkan mampu menghancurkan
kutikula nematoda dewasa dan khitin pada telur."”
Gomes et al.'"* menunjukkan bahwa khitinase
aktinomisetes memiliki aktivitas lebih tinggi
dibandingkan khitinase di pasaran. Potensi
aktinomisetes sebagai agen pengendalian NSK
juga didukung oleh kemampuannya menghasil-
kan antibiotik seperti streptomisin, neomisin,
kloramfenicol, dan tetrasiklin yang membantu
survival aktinomisetes di lingkungan."

Aktinomisetes dalam genus Streptomyces,
Nocardia, Microsomonas, Actinoplanes, dan
Streptosporangium mampu menghasilkan enzim
khitinase dan protease.”’ Kemampuan mikrobia
dalam menghasilkan enzim khitinase atau/
dan protease dapat digunakan sebagai agensia
pengendali nematoda puru akar.?'?* Penelitian
ini bertujuan untuk memperoleh isolat-isolat

aktinomisetes khitinolitik dan proteolitik yang
mampu merusak telur NSK melalui isolasi dan
seleksi dari habitat aslinya.

BAHAN DAN METODE

Sumber isolat diperoleh dari beberapa bahan
dan lokasi, yaitu inokulum kompos komersial
(Stardec) dan inokulum kompos buatan; Limbah
jamur Ganoderma lucidum dari daerah Pare
(Kediri); Limbah udang pabrik petis dari
Kecamatan Prambon, Kabupaten Sidoarjo,
Jawa Timur, dan dari Desa Sareman Bantul;
serta Tanah rhizosphere tanaman solanaceae
di Kecamatan Wonocatur (Yogyakarta), dari
Kecamatan Tulung, Kecamatan Klaten Utara, dan
Kecamatan Ngawen (kabupaten Klaten).

Isolasi aktinomisetes khitinolitik dan
proteolitik. Sebelas gram sampel dari ma-
sing-masing sumber isolat dilarutkan dalam 99
ml aquadest steril dan dibuat seri pengenceran
sampai dengan 10°. Sebanyak 0,1 ml suspensi
(pengenceran 10°-10°) diinokulasikan pada
medium agar. Inkubasi dilakukan pada suhu 30°C
selama 7 hari (khitinolitik) dan 3 hari (proteolitik).
Pertumbuhan koloni diamati secara visual dan
mikroskopis. Isolat aktinomisetes yang tumbuh
terpisah dan memiliki zona hidrolisis di sekeli-
ling koloni (lingkaran jernih di sekitar koloni),
diisolasi dan dipindahkan ke medium agar miring
untuk penelitian selanjutnya. Komposisi medium
yang digunakan adalah (g/): K,HPO, - 0,7,
KH,PO, - 0,3; MgSO,.7H,0 - 0,5; FeSO,.7H,O
—0,01; ZnSO,-0,001; MnCl, - 0,001; Agar — 20,
dan sumber C yang ditambahkan koloidal khitin
0,2% dan skim milk 1%. Preparasi khitin atau
pembuatan koloidal khitin dilakukan menurut
metode Vessey and Pegg.”

Seleksi isolat aktinomisetes. Seleksi
secara kualitatif dilakukan berdasarkan daya
hidrolitik** dan secara kuantitatif berdasarkan
aktivitas spesifik enzim. Isolat yang memiliki
nilai daya hidrolitik lebih dari 4,0 diseleksi
berdasarkan aktivitas spesifik enzimnya. Isolat
yang terseleksi kemudian ditumbuhkan dalam
medium cair dengan jumlah inokulum 5% (v/v),
pH 6,7, diinkubasi pada shaker dengan kecepatan
120 rpm selama 72 jam dan suhu 30°C.

Pengukuran aktivitas enzim khitinase
merujuk pada Harman et al.?> Pengukuran



aktivitas enzim protease dilakukan memakai
reaksi campuran crude enzyme dan casein
menurut Marco dan Felix.?® Substrat disiapkan
dengan membuat 480 pl larutan 2% casein (b/v)
dalam 20 mM buffer fosfat pH 7, kemudian
ditambahkan crude enzim 120 pl, dan diinkubasi
pada shaker inkubator suhu kamar, 30 menit.
Kemudian ditambahkan 600 pl larutan TCA 10%,
dan diinkubasi pada es 30 menit, selanjutnya
disentrifugasi pada 12.000 rpm selama 5 menit,
supernatan diambil 800 ul dan ditambahkan 1,8
N NaOH sebanyak 200pul. Satu unit aktivitas
enzim protease adalah jumlah enzim yang
dibutuhkan untuk menghidrolisis casein sehingga
meningkatkan nilai OD,,  sebesar 1%. Sementara
aktivitas spesifik protease adalah U/mg protein.
Penentuan kadar protein total ditentukan dengan
Protein Assay (Bio Rad), USA.

Produksi dan pemanenan enzim dilakukan
menurut Kamel et al.?’ dan Singh et al.”® Tsolat
aktinomisetes khitinolitik dan proteolitik masing-
masing ditumbuhkan dalam 20 ml medium cair
{khitin 0,2% (b/v), skim milk 1% (b/v)}dengan
pH 6,7. Medium diinokulasi biakan 5% (v/v),
dan diinkubasi pada shaker dengan kecepatan 120
rpm selama 72 jam dan suhu 30°C. Kerapatan sel
inokulum adalah 1 x 107/ml konidia dari miselium
udara aktinomisetes. Enzim dipanen dengan me-
nyentrifugasi medium kultivasi pada 4000 rpm,
suhu 4°C, selama 20 menit. Supernatan disimpan
pada suhu 0°C untuk pengujian lebih lanjut.

Bioassay crude enzyme dilakukan berdasarkan
Tikhonov et al."

HAsIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi Aktinomisetes Khitinolitik dan
Proteolitik

Hasil isolasi aktinomisetes menghasilkan 84
isolat (Tabel 1). Dominasi isolat berasal dari
limbah udang sebanyak 38 isolat dan diikuti oleh
lingkungan rhizosphere tanaman famili Solana-
ceae. Sementara sumber isolat lain tidak banyak
ditemui isolat yang sesuai harapan. Tingginya
isolat yang diperoleh dari limbah udang adalah
sesuai dengan sifat limbah yang kaya mengand-
ung khitin yang berasal dari kulit udang. Di
daerah rhizosphere tanaman famili Solanaceae
banyak ditemukan aktinomisetes khitinolitik
yang dapat mengindikasikan Penyerangan oleh
nematoda puru akar terhadap tanaman di per-
sawahan, lebih-lebih jika penanamannya sudah
berulang kali. Menurut Waksman,* tanah daerah
rhizosphere tanaman dan kompos adalah habitat
yang memiliki jumlah aktinomisetes melimpah.
Pada daerah rhizosphere tanaman ditemukan
aktinomisetes dengan jumlah dua kali lipat* atau
bahkan tiga kali lipat® dibandingkan dengan di
daerah non-rhizosphere. Ditemukannya aktino-
misetes pada kompos adalah karena kelompok
aktinomisetes ini banyak ditemukan di alam
sebagai saprofit dan mampu memanfaatkan ber-

Tabel 1. Hasil isolasi aktinomisetes khitinolitik dan proteolitik

Jenis Sampel Jumlah isolat Aktinomisetes
Tanah sawah 34

Inokulum kompos 7

Limbah jamur 5

Limbah udang 38

Total isolat 84

Tabel 2. Aktivitas khitinase dan protease isolat Aktinomisetes terpilih

Aktivitas Khitinase Aktivitas Protease
No Kode Isolat Akt. Enzim Akt. Spesifik Berat Kering Akt. Enzim Akt. Spesifik Berat Kering
(U/ml) (U/mg) Sel (mg/ml) (U/ml) (U/mg) Sel (mg/ml)
1 IKSM 10,37 223,80 1,76 5,22 441,17 3,19
2 LPS 27 4,05 230,77 1,54 43,33 136,76 4,34
3 LPS 36 3,63 144,22 2,03 26,67 366,24 3,33
4 LPS 47 4,23 206,96 2,27 56,67 462,75 4,57
5 LUBD 4 4,47 46,72 1,16 56,67 224,84 4,25
6 TSTL 8 4,60 55,61 3,04 65,00 370,50 4,54
7 TSTL 10 8,70 15,.85 1,12 41,67 286,21 3,76




Tabel 3. Hubungan antara daya hidrolitik, aktivitas enzim, dan kerusakan telur NSK (Globodera rostochiensis)

. Daya hidrolitik Aktivias spesifik Kerusakan telur (%)
Isolat Aktino — —
No misetes khitin protein Khitinase Protease khitinase protease khitinase +
(U/mg) (U/mg) protease
1 IKSM 5,70 4,10 223,80 441,17 85,26 50,43 93,54
2 LPS 27 5,70 1,1 230,77 136,76 61,83 62,93 91,12
3 LPS 36 3,00 3,30 144,22 366,24 59,31 23,21 76,25
4 LPS 47 4,30 5,50 206,96 462,75 78,72 63,07 92,56
5 LUBD 4 1,1 4,70 46,72 224,84 80,17 44,44 70,48
6 TSTL 8 1,1 4,90 55,61 370,50 58,33 23,07 74,35
7 TSTL10 2,70 3,10 151,85 286,21 39,33 24,80 86,10

bagai sumber karbon serta tahan pada perubahan
temperatur ke arah termotoleran.*

Isolat-isolat yang berasal dari tanah sawah
atau tanah daerah rhizosphere tanaman memiliki
aktivitas hidrolisis kecil. Hal ini terjadi karena
tanah tersebut mengandung sisa-sisa khitin yang
sangat sedikit dan protein atau di lingkungan
tanah tersebut lama tidak mengalami eksplosif
serangan hama penyakit yang berasal dari jamur,
serangga ataupun nematoda. Oleh karena itu,
kondisi ini kurang mendukung perkembang-
biakan aktinomisetes khitinolitik dan proteolitik.

Seleksi Aktinomisetes Khitinolitik dan Pro-
teolitik

Daya hidrolitik yang dianggap mewakili aktivitas
enzim ditetapkan atas dasar nilai rasio > 3 dan
diperoleh 7 isolat bersifat khitinolitik, 11 isolat
bersifat proteolitik, dan 7 isolat di antaranya
memiliki kemampuan enzimatik ganda, yakni
khitinolitik dan proteolitik.

Empat isolat dari 7 isolat yang memiliki
kemampuan enzimatik ganda adalah IKSM,
TSTL 10, LPS 36, dan LPS 47 yang memberikan
pengharapan dalam aplikasi sebagai agen
pengendalian hayati NSK di masa depan.

Hasil uji aktivitas khitinase dan protease
isolat IKSM, LPS 27, dan LPS 47 menghasilkan
aktivitas enzim spesifik yang lebih tinggi
dibandingkan isolat lainnya, sedangkan isolat
LUBD 4 dan TSTL 8 memiliki aktivitas enzim
jauh lebih kecil (Tabel 2). Hasil ini sejalan
dengan daya hidrolitik yang mereka hasilkan
pada uji tahap pertama. Aktivitas khitinase dan
protease, berturut-turut adalah IKSM (223,80
U/mg dan 441,17 U/mg), LPS 27 (230,77 U/mg
dan 136,76 U/mg), dan LPS 47 (206,96 U/mg
dan 462,75 U/mg). Kamel et al.’ melaporkan

bahwa Streptomyces CU 105 yang ditumbuhkan
dalam khitin sebagai sumber karbon selama 3 hari
memiliki aktivitas khitinase 62 U/ml, sedangkan
isolat terpilih jauh lebih tinggi selain LUBD 4
dan TSTL 8.

Bioassay Crude Enzyme

Dalam merusak telur NSK, isolat aktinomisetes
IKSM, LPS 27, dan LPS 47 memiliki prospek
terbaik karena mampu merusak telur, berturut-
turut 93,54%, 91,12% dan 92,56% dengan meng-
gunakan campuran supernatan yang mengandung
ektraseluler enzim khitinase dan protease (Tabel
3). Kemampuan ini lebih besar bila dibandingkan
dengan perlakuan tunggal masing-masing enzim.
Untuk itu isolat IKSM, LPS 27, dan LPS 47
merupakan kandidat sebagai agen pengendali
NSK dari kelompok aktinomisetes. Aplikasi ke-
tiga isolat tersebut memiliki keuntungan di
skala industri karena memiliki dua macam enzim
sehingga perbanyakkan biomassanya lebih
ekonomis.

Hasil bioassay enzim kasar (crude enzyme)
terhadap telur nematoda menunjukkan bahwa
kerusakan yang ditimbulkan oleh perlakuan khi-
tinase lebih besar dibandingkan dengan perlakuan
protease, namun telur yang diperlakukan dengan
kedua macam enzim memberikan kerusakan
mendekati 100%.

Zdenka et al.** melaporkan bahwa telur ne-
matoda Huffmanela huffinani (Trichosomodidae)
memiliki komposisi yang terdiri atas lapisan
vitelin (protein) dan khitin. Vitelin adalah lapisan
luar dan tipis, sedangkan lapisan khitin cukup
tebal dan berada pada lapisan dalam sesudah
vitelin. Kerusakan telur akan menjadi lebih besar
apabila telur nematoda diperlakukan dengan
campuran khitinase dan protease. Hasil peneli-



tian ini juga diperkuat oleh peneliti sebelumnya
yang melaporkan bahwa aktinomisetes dapat
menghasilkan enzim khitinase, protease, lipase,
dan selulase yang juga dapat merusak organ dan
telur nematoda.'®!” Tikhonov et al.'* melaporkan
bahwa jamur Verticillium chlamydosporium
dan V. suchlassporium mampu manghasilkan
khitinase dan protease yang dapat merusak kulit
telur nematoda sista putih, Globodera pallida.
Kulit telur nematoda memiliki lapisan khitin
dan vitelin (protein). Apabila lapisan ini kontak
dengan larutan enzim khitinase dan protease
maka telur dapat rusak/pecah atau menetas
prematur sehingga menurunkan viabilitas larva.'

KESiMpPuLAN

Dari penelitian ini berhasil diisolasi 84 isolat
aktinomisetes khitinolitik dan proteolitik dari
inokulum kompos, limbah udang, limbah jamur,
dan lingkungan rhizosphere tanaman solanaceae.
Tiga isolat mampu merusak telur NSK mendekati
100%, sehingga isolat tersebut merupakan
kandidat prospektus dalam aplikasinya untuk
mengendalikan hama kentang NSK.
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