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ABSTRAK

Salah satu faktor penyebab menurunnya produksi kopi di Indonesia ialah serangan nematoda luka 
akar Pratylenchus coffeae. Pengendalian P. coffeae secara biologi dengan pemanfaatan agens hayati 
merupakan salah satu alternatif yang perlu dikembangkan karena sejalan dengan tuntutan dalam 
menghasilkan produk yang lebih ramah lingkungan. Penelitian bertujuan mengevaluasi tiga isolat 
bakteri endofit asal tanaman kopi untuk mengendalikan P. coffeae, yaitu Ochrobactrum intermedium-
C939A31, Klebsiella oxytoca-C939A32 dan Bacillus subtilis-I308A32. Penelitian meliputi uji 
patogenisitas melalui reaksi hipersensitif dan hemolisis, kemampuan menekan P. coffeae secara in vitro 
dan di rumah kaca.  Ketiga isolat bakteri endofit yang diuji tidak bersifat patogen terhadap tanaman 
maupun manusia. Uji in vitro menunjukkan bahwa 2 isolat bakteri endofit, yaitu  K. oxytoca - C939A32 
dan O. intermedium - C939A31 dapat menekan populasi P. coffeae sebesar 66.7 dan 100%. Pengujian di 
rumah kaca menunjukkan bahwa kedua isolat juga dapat menekan populasi P. coffeae. 

Kata kunci: bakteri endofit, reaksi hipersensitif, uji hemolisis, uji patogenisitas 

ABSTRACT

Infection of root lession nematode, Pratylenchus coffeae, becomes an important factor causing yield 
loss in coffee production in Indonesia. Biological control of P. coffeae needs to be developed to meet the 
requirement of environmentally save crop production. The research was conducted to evaluate 3 selected 
endophytic bacteria isolates (Ochrobactrum intermedium-C939A31, Klebsiella oxytoca-C939A32, 
and Bacillus subtilis-I308A32) from coffee in controlling P. coffeae. Research methods involved 
pathogenicity test based on hypersensitive reaction and haemolysis test, and evaluation of their ability 
to suppress P. coffeae in vitro and in planta. The hypersensitive and haemolysis reactions indicated that 
these 3 isolates showed negative result both to plant and human. In vitro assays showed that two isolates, 
K. oxytoca-C939A32 and O. intermedium-C939A3, could suppress P. coffeae populations by 66.7 and 
100%. Those results correlated positively with in planta assay’s result.  

Key words: endophityc bacteria, haemolysis test, hypersensitive reaction, pathogenicity test
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan penghasil kopi 
terbesar di dunia setelah Brazil, namun 
pada beberapa tahun terakhir posisi tersebut 
tergeser oleh Vietnam. Hal tersebut disebabkan 
penurunan luas areal dan adanya serangan 
organisme pengganggu tanaman (OPT). 
Pada tahun 2009 luas areal pertanaman kopi 
di Indonesia mencapai 1 266 235 ha dengan 
produksi 682 591 ton. Angka tersebut menurun 
pada tahun 2013 menjadi 1 193 149 ha dengan 
produksi 669 064 ton (Ditjenbun 2014). Salah 
satu OPT yang memengaruhi produktivitas 
kopi ialah serangan nematoda, di antaranya 
Meloidogyne incognita, Pratylenchus coffeae, 
dan Radhopolus similis. Penurunan produksi 
akibat serangan nematoda tersebut pada kopi 
robusta berkisar 28.7–78.4% dan pada kopi 
arabika menyebabkan tanaman hanya dapat 
bertahan selama 2 tahun (Nursol et al. 2006).

Upaya pengendalian nematoda pada 
tanaman kopi dapat dilakukan dengan 
kultur teknis, kimiawi, varietas tahan, dan 
pengendalian secara biologi. Pengendalian 
biologi yang banyak diteliti pada saat ini ialah 
penggunaan bakteri endofit (Hallmann et al. 
2001). Penggunaan bakteri endofit Bacillus 
pumilus dan B. mycoides menekan populasi 
dan jumlah puru nematoda M. incognita pada 
tanaman kopi (Mekete et al. 2009). Eksplorasi 
bakteri endofit dari beberapa lokasi pertanaman 
kopi di Jawa Barat dan Lampung dilaporkan 
oleh Harni dan Khaerati (2013). Tujuan 
penelitian ini ialah mengevaluasi potensi 
3 isolat bakteri endofit terseleksi asal tanaman 
kopi dari Jawa Timur dan Jawa Barat untuk 
pengendalian nematoda luka akar P. coffeae.

BAHAN DAN METODE

Penyiapan Inokulum P. coffeae dan Isolat 
Bakteri Endofit

Inokulum P. coffeae diekstraksi dari akar 
tanaman kopi yang terserang nematoda parasit 
dari Pusat Penelitian Kopi dan Kakao, Jember.
Nematoda diekstrak dengan metode mist 
chamber (Viglierchio dan Schmitt 1983). 
Nematoda diidentifikasi sebagai nematoda P. 

coffeae digunakan sebagai sumber inokulum 
pada uji in vitro dan di rumah kaca.

Sebanyak 3 isolat bakteri endofit 
digunakan, yaitu isolat C939A31, C939A32 
dan I308A32. Ketiga isolat tersebut 
diremajakan pada medium tryptone soya 
agar (TSA) dan diidentifikasi berdasarkan 
sikuen gen 16S rRNA. Isolasi DNA total 
bakteri endofit mengikuti prosedur GeneJET 
Genomic DNA Purification Kit #K0722 
(Thermo Scientific®, Lithuania). Gen 16S 
rRNA diamplifikasi menggunakan sepasang 
primer universal, yaitu 27F (5’-AGA GTT 
TGA TCC TGG CTC AG-3’) dan 1492R (5’-
GGT TAC CTT ACG ACT T-3’) (Lane 1991). 
Volume total reaksi untuk PCR ialah 25 μL, 
terdiri atas 24 μL bahan PCR (MgCl21.5 
mM, dNTPs 0.2 mM, Taq polymerase 5 unit 
per reaksi, 9.5 μL ddH2O, 1 μL primer 27F 
20 pmol, dan 1 μL primer1492R 20 pmol) 
dan 1 μL cetakan DNA isolat  yang diuji. 
Program PCR dilaksanakan dengan kondisi 
sebagai berikut: 1 siklus predenaturasi pada 
94 °C selama 3 menit; 30 siklus yang terdiri 
atas denaturasi 94 °C selama 30 detik, aneling 
pada 57 °C selama 30 detik, ekstensi pada 
72 °C selama 1.5 menit; dan 1 siklus ekstensi 
akhir pada 72 °C  selama 5 menit, serta 4 °C 
penyimpanan. Produk PCR dikirim ke First 
BASE Sequencing Singapura untuk proses 
perunutan. Hasil runutan basa nukleotida gen 
16S rRNA dianalisis menggunakan program 
basic local allignment search tool (BLAST) 
untuk mendapatkan kesamaan data runutan 
pada GenBank. Selanjutnya tingkat homologi 
runutan basa nukleotida isolat terpilih 
dengan spesies lain pada GenBank dianalisis 
menggunakan program Bioedit®

Hasil identifikasi menunjukkan bahwa 
ketiga isolat bakteri endofit mirip dengan 
aksesi pada GenBank, yaitu Ochrobactrum 
intermedium DSQ5 (HM217123.1), Klebsiella 
oxytoca NGB FR 50 (AB749216.1), dan 
Bacillus subtilis AIMST (10.T18.1) berturut-
turut sebesar 99.8%, 84.8%, dan 96%. 
Selanjutnya ketiga isolat tersebut disebutkan 
sesuai dengan spesies kemiripannya, yaitu O. 
intermedium-C939A31, K. oxytoca-C939A32, 
dan B. subtilis-I308A32.
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Uji Hipersensitif dan Hemolisis
Tiga isolat bakteri endofit berumur 24 jam 

dipindahkan dari medium TSA ke medium 
tryptone soya broth (TSB), diinkubasi dan 
digoyang pada kecepatan 100 rpm selama 
24 jam atau hingga mencapai kerapatan 
108–109 cfu mL-1. Uji hipersensitif dilakukan 
dengan menyuntikkan 2 mL suspensi 
bakteri endofit pada bagian bawah lamina 
daun tembakau sehat. Selanjutnya tanaman 
diinkubasi selama 24–48 jam dan sebagai 
kontrol tanaman disuntik dengan air steril. 
Pengamatan dilakukan terhadap terjadinya 
klorosis/nekrosis pada daun.

Bakteri endofit yang menunjukkan 
reaksi negatif pada uji hipersensitif diuji 
kemampuannya dalam menghidrolisis butir 
darah merah. Biakan bakteri umur 24 jam 
ditumbuhkan pada medium agar-agar darah, 
kemudian diinkubasi selama 24 jam dan 
diamati terbentuknya zona bening (Khusnan et 
al. 2008).

Pengaruh Bakteri Endofit terhadap 
Mortalitas P. coffeae secara in Vitro 

Nematoda uji disiapkan mengikuti prosedur 
penyiapan inokulum P. coffeae. Pengujian in 
vitro dilakukan mengikuti metode Harni dan 
Khaerati (2013). Bakteri endofit dibiakkan 
dalam 100 mL medium TSB dan digoyang 
dengan kecepatan 100 rpm selama 24 jam. 
Selanjutnya suspensi bakteri disentrifugasi 
pada kecepatan 6500 rpm, supernatannya 
disaring dengan kertas milipore dengan 
ukuran  pori 0.2 µm.

Supernatan bakteri endofit diuji penekanan-
nya terhadap P. coffeae. Sebanyak ± 50 ekor P. 
coffeae dimasukkan ke dalam 5 mL supernatan 
pada suhu ruang dan diamati persentase 
mortalitas setelah 24 jam. Nematoda yang 
diperlakukan dengan air dan medium TSB 
steril digunakan sebagai kontrol.

Pengujian disusun dengan rancangan acak 
lengkap. Tiga isolat bakteri endofit yang diuji 
dan sebagai kontrol ialah air dan medium TSB 
steril diulang sebanyak 3 kali.

Pengaruh Bakteri Endofit dalam 
Mengendalikan P. coffeae dan Memacu 
Pertumbuhan Tanaman 

Pengujian dilakukan mengikuti metode 
Harni dan Khaerati (2013) yang dimodifikasi. 
Bakteri endofit sebanyak 1 ose ditumbuhkan 
dalam 200 mL medium TSB dan digoyang 
dengan kecepatan 100 rpm selama 4 hari 
pada suhu kamar. Sebelum aplikasi, bakteri 
disuspensikan dalam akuades steril dan diukur 
kerapatan populasinya hingga mencapai 
109 cfu mL-1. Tanaman kopi robusta klon 
BP936 umur ±5 bulan diberi perlakuan bakteri 
endofit dengan menyiramkan 100 mL suspensi 
bakteri endofit per tanaman dalam medium 
tanam steril (tanah:pasir, 2:1) sebanyak 1.5 kg 
tiap pot kantong plastik. Tanaman kopi yang 
diberi perlakuan akuades steril digunakan 
sebagai kontrol. Inokulasi nematoda dilakukan 
dengan menuangkan suspensi nematoda di 
sekeliling tanaman pada kedalaman 1 cm 
sebanyak 500 ekor per tanaman 2 minggu 
setelah perlakuan bakteri endofit. Dua bulan 
setelah inokulasi, tanaman dibongkar, akar 
dicuci, dan dikeringanginkan. 

Pengamatan dilakukan dengan menghitung 
faktor reproduksi (pf/pi) nematoda, yaitu 
perbandingan antara populasi akhir dengan 
populasi awal nematoda. Nematoda pada 
akar diekstraksi dengan metode pengabutan, 
sedangkan nematoda dalam tanah diisolasi 
dengan metode sentrifugasi. Pertumbuhan 
tanaman diamati dengan mengukur tinggi 
tanaman, bobot basah serta bobot kering batang 
dan akar pada akhir pengamatan. Percobaan 
disusun dalam rancangan acak lengkap, tiap 
perlakuan diulang 4 kali dan setiap ulangan 
terdiri atas 4 unit pengamatan.

Karakterisasi Fisiologi
Pengujian karakter fisiologis bakteri 

endofit dilakukan untuk melihat kemampuan 
bakteri endofit sebagai agens biokontrol, yaitu 
melalui pengujian aktivitas kitinolitik (Marin 
et al. 2013), proteolitik (Denizci et al. 2004), 
lipolitik menggunakan medium rhodamin-B-
agar, kemampuan pelarutan fosfat (Gupta et 
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al. 2012), dan fiksasi nitrogennya (Yim et al. 
2009).

HASIL

Bakteri endofit yang digunakan yaitu 
O. intermedium (C939A31), K. oxytoca 
(C939A32), dan B. subtilis (I308A32) tidak 
bersifat patogen terhadap tanaman maupun 
mammalia. Ketiganya dapat menekan populasi 
P. coffeae hingga 66.7, 100, dan 77.9% 
dibandingkan dengan kontrol sebesar 0%. 

Pengaruh Bakteri Endofit dalam 
Menekan Populasi P. coffeae dan Memacu 
Pertumbuhan Tanaman. 

Hidrolisis protein, lipid dan kitin pada O. 
intermedium-C939A31, serta sifat lipolisis 

pada K. Oxytoca-C939A32 mampu membantu 
menekan P. coffeae hingga 62 dan 69.1%. 
Meskipun dapat menghidrolisis kitin dan lipid, 
namun P. coffeae masih dapat berkembang 
biak pada isolat B. subtilis-I308A32 (Tabel 
1 dan 2). Penekanan populasi P. coffeae 
didukung oleh kemampuan isolat uji dalam 
memacu pertumbuhan tanaman. Dari ketiga 
isolat uji, O. intermedium-C939A31 paling 
dominan dalam meningkatkan berat basah, 
berat kering dan tinggi tanaman, diikuti K. 
oxytoca-C939A32 dan B. subtilis-I308A32 
(Tabel 3). 

PEMBAHASAN

Hasil pengujian terhadap 3 isolat bakteri 
terpilih menunjukkan bahwa sebagai agens 

Perlakuan
Pengujian di rumah kaca

Populasi Awal Populasi Akhir* Pf/Pi % Penekanan 
Populasi

Ochrobactrum intermedium 500 458.3 0.92 62.0 a
Klebsiella oxytoca 500 372.9 0.75 69.1 a
Bacillus subtilis 500 1036.3 2.10 14.0  b
Kontrol 500 1205.4 2.40 0.0 c

Tabel 1  Pengaruh 3 isolat bakteri endofit terseleksi asal tanaman kopi terhadap populasi P. 
coffeae secara in vitro dan di rumah kaca

*Rerata dari 4 ulangan
Angka dalam kolom yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji Duncan dengan α 5%.

Perlakuan Kitinolitik Proteolitik Lipolitik Pelarutan P Fiksasi N
Ochrobactrum intermedium + + + - +
Klebsiella oxytoca - - + + +
Bacillus subtilis + - + + +
Kontrol - - - - -

Tabel 2  Karakter fisiologis 3 isolat bakteri endofit terseleksi asal tanaman kopi

+, bereaksi positif pada pengujian yang dilakukan; -, bereaksi negatif pada pengujian yang dilakukan; 
P: fosfat; N, nitrogen.

Perlakuan
Bobot basah

(g)
Bobot kering

(g)
Tinggi 

Tanaman 
(cm)Batang Akar Batang Akar 

Ochrobactrum intermedium 39.7 a 33.4 a 14.1 a 6.7 a 56.0 a
Klebsiella oxytoca 38.9 a 31.7 ab 13.4 a 6.3 a 53.9 a
Bacillus subtilis 38.7 a 33.4 a 12.7 ab 6.2 a 51.3 ab
Kontrol 32.0 b 26.61 b 10.9 b 6.4 a 47.5 b

Tabel 3  Pengaruh 3 isolat bakteri endofit asal tanaman kopi terhadap pertumbuhan tanaman 
kopi di rumah kaca pada minggu ke-8 setelah inokulasi P. coffeae

Angka dalam satu kolom yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji Duncan dengan α 5%.
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biokontrol, isolat tersebut tidak bersifat patogen 
bagi tanaman maupun manusia, sehingga 
lebih aman untuk pengembangannya. Hasil 
pengujian in vitro menunjukkan bahwa ketiga 
isolat dapat menekan populasi P. coffeae. 
Hasil uji in vitro tersebut sejalan dengan hasil 
pengujian di rumah kaca, meskipun urutan 
penekanan terbaik tidak selaras. Penekanan 
populasi nematoda oleh isolat K. oxytoca-
C939A32 (100%) lebih tinggi dibandingkan 
dengan hasil penelitian Harni dan Khaerati 
(2013) yang kemampuan penekanannya 
sebesar 5–80 %. Nilai faktor reproduksi yang 
kecil menghasilkan penekanan nematoda yang 
semakin besar (Harni dan Khaerati 2013).

Penurunan populasi P. coffeae pada 
akar kopi disebabkan bakteri endofit dapat 
menekan penetrasi dan reproduksi nematoda 
di dalam akar (Sikora et al. 2007), serta 
menghasilkan metabolit sekunder yang 
bersifat nematisidal (Harni dan Khaerati 
2013). Metabolit sekunder dari bakteri endofit 
yang dapat menekan populasi nematoda, di 
antaranya enzim hidrolitik (kitinase, protease, 
lipase). Aktivitas enzim kitinase, protease, dan 
lipase dapat mengendalikan nematoda melalui 
mekanisme antibiosis (Lobna dan Zawam 
2010; Moghaddam et al. 2014). Permukaan 
eksternal nematoda merupakan lapisan 
ekstraseluler yang terdiri atas kolagen kutikula 
yang fleksibel, epikutikula yang diperkaya lipid 
dan surface-coat yang diperkaya glikoprotein 
(Chisholm dan Xu 2012). Bagian tersebut 
merupakan target enzim hidrolisis, seperti 
kitinase, protease, dan lipase. Enzim kitinase 
dilaporkan dapat menghambat penetasan telur 
nematoda M. incognita (Lobna dan Zawam 
2010), sedangkan enzim protease dan lipase 
dapat mendegradasi tubuh juvenil, telur dan 
massa telur nematoda M. incognita (Lobna 
dan Zawam 2010; Mendoza et al. 2008; 
Tian et al. 2009), menghambat mortilitas, 
penetasan telur, dan membunuh M. javanica 
(Moghaddam et al. 2014).

Selain menunjukkan penekanan tertinggi 
terhadap P. coffeae, isolat K. oxytoca-
C939A32 dan O. intermedium-C939A31 
juga menunjukkan pemacuan pertumbuhan 
tanaman kopi yang terbaik. Kondisi vigor 

tanaman yang lebih jagur dengan batang dan 
akar yang lebih banyak menjadikan tanaman 
lebih sehat sehingga lebih tahan terhadap 
serangan patogen. Gupta et al. (2012) 
menyebutkan bahwa perlakuan bakteri endofit 
dapat meningkatkan bobot basah biomassa 
tanaman. Hal tersebut didukung dengan 
kemampuan isolat O. intermedium-C939A31 
dalam memfiksasi nitrogen dan isolat K. 
oxytoca-C939A32 dalam melarutkan fosfat 
maupun memfiksasi nitrogen. Jha dan Kumar 
(2007) menyebutkan bahwa K. oxytoca-GR3 
sebagai bakteri endofit diatrozof mampu 
melarutkan fosfat dan mefiksasi nitrogen, dan 
hal tersebut diidentifikasi sebagai penunjang 
kemampuannya dalam memacu pertumbuhan 
tanaman. Dalam sistem taksonomi, bakteri 
genus Ochrobactrum termasuk dalam ordo 
Rhizobiales. Bakteri dari ordo Rhizobiales 
banyak dilaporkan sebagai kelompok bakteri 
pelarut P dan penambat N (Mahal et al. 2014), 
misalnya O. intermedium isolat C7HL1 
pada tebu (Muangthong et al. 2015) dan O. 
intermedium KC010521 serta KC010522 dari 
sorgum dan jagung. Bakteri genus Klebsiella 
juga dilaporkan sebagai bakteri penambat 
nitrogen (Chen et al. 2013). Ikeda et al. (2010) 
menyebutkan bahwa kemampuan memfiksasi 
dan memobilisasi nitrogen, serta pelarutan 
fosfat dapat berperan dalam memacu 
pertumbuhan. 
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