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ABSTRAK

Penyakit utama pada tanaman tomat yang disebabkan oleh bakteri layu (Ralstonia solanacearum)
dan nematoda puru akar (Meloidogyne spp.) dapat menimbulkan kerugian yang besar sehingga perlu
dikendalikan. Saat ini, pengendalian dengan bakteri endofit telah banyak dikembangkan untuk menekan
pertumbuhan patogen. Penelitian ini bertujuan memperoleh bakteri endofit dari mangrove yang dapat
menekan pertumbuhan nematoda puru akar dan bakteri layu. Sebanyak 843 isolat bakteri endofit berhasil
diisolasi dari mangrove, selanjutnya dilakukan uji keamanan hayati. Hasil pengujian menunjukkan
403 galur bakteri endofit memberi hasil negatif dalam uji hipersensitif dan hemolitik. Hasil pengujian in
vitromenunjukkan 19 galurmampu menekan pertumbuhan R. solanacearum dan mematikan Meloidogyne.
Sebanyak 14 galur mampu menghasilkan enzim protease dan 11 galur mampu menghasilkan kitinase.
Penelitian ini memberikan informasi bakteri endofit dari mangrove yang memiliki potensi sebagai agens
hayati.

Kata kunci: nematoda puru akar, penyakit layu, uji keamanan hayati, uji hemolitik, uji hipersensitif
ABSTRACT

The main diseases of tomato caused by wilt bacteria (Ralstonia solanacearum) and root knot
nematodes (Meloidogyne spp.) may cause significant yield losses and need to be managed. Recently,
biocontrol approach especially using endophytic bacteria has been developed to control plant pathogens.
This research was aimed to obtain endophytic bacteria from 2 species of mangrove, which effectively
controlled root knot nematode and wilt bacteria. A total of 843 endophytic bacteria were successfully
isolated from 2 species of mangroves. The bacteria isolates were further subjected for biosafety assay.
The results of the test showed that 403 endophytic bacteria gave negative reaction in hypersensitive
and hemolytic tests. Furthermore, 19 isolates effectively suppressed the growth R solanacearum and
killed Meloidogyne in in vitro test. Physiological test showed that 14 and 11 isolates of the bacteria
were able to produce protease and chitinase, respectively. This research provides a new information that
endophytic bacteria from mangrove has a potency as a biocontrol agents.
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PENDAHULUAN

Produksi tomat mengalami penurunan
hingga 1.62 ton ha'! pada tahun 2013-2015,
sementara luas lahan pada tahun yang sama
meningkat sebesar 2221 ha. (Kementan
2015). Tanaman tomat merupakan inang dari
Ralstonia solanacearum dan Meloidogyne
spp. yang menyebabkan penurunan produksi
sangat besar yang dapat disebabkan oleh
infeksi satu maupun beberapa patogen secara
bersamaan. Gejala layu pada tanaman tomat
di antaranya disebabkan oleh bakteri R.
solanacearum, dan nematoda Meloidogyne
spp (Sudana dan Lotrini 2005).

Agens hayati sebagai pengendali patogen
saat ini banyak dikembangkan dan salah
satunya ialah bakteri endofit. Hallmann et
al. (1997) menyatakan bahwa bakteri endofit
mampu mengolonisasi jaringan tanaman
tanpa menimbulkan penyakit. Bakteri endofit
dilaporkan dapat mengendalikan penyebab
layu yang disebabkan R. solanacearum dan
meningkatkan pertumbuhan tanaman terung
(Ramesh et al. 2009).

Tanaman mangrove merupakan tanaman
halofit, yaitu tanaman yang dapat hidup
dalam keadaan NaCl tinggi. Bakteri
endofit asal tanaman mangrove di India
dilaporkan sebagai penghasil antibiotik,
enzim pektinase, protease, kitinase, lipase,
penyedia fosfat, penghasil hormon auksin, dan
mampu memfiksasi nitrogen (Gayathri dan
Muralikrisan 2013). Melihat potensi bakteri
endofit dan belum banyak bakteri endofit dari
mangrove di Indonesia maka penelitian ini
bertujuan memperoleh bakteri endofit dari
mangrove untuk menekan R. solanacearum
dan Meloidogyne spp.

BAHAN DAN METODE

Isolasi Bakteri Endofit

Tanaman mangrove diambil dari 4 lokasi,
yaitu Desa Karangsong-Indramayu, Baros
Bantul-Yogyakarta, Taman Wisata Alam
Angke Kapuk-Jakarta dan Taman Nasional
Alas Purwo Blok Bedul-Banyuwangi. Bakteri
endofit diisolasi dari perakaran tanaman
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Avicennia dan Rhizopora mengikuti metode
Hallmann ef al. (1997). Akar udara tanaman
mangrove disterilisasi permukaannya dengan
NaOCl 2% dan alkohol 70%, kemudian akar
digores pada medium kontrol untuk melihat
keberhasilan sterilisasi permukaan. Akar
dimaserasi, suspensi bakteri diremajakan pada
medium tryptic soya agar (TSA), nutrient
agar (NA) dan medium King’s B masing-
masing dengan konsentrasi 20% dan 50%.

Uji Keamanan Hayati

Uji  hemolisis  dilakukan  dengan
menggores bakteri pada medium agar-agar
darah. Terbentuknya zona bening dan keruh
pada medium menandakan bakteri bereaksi
positif karena dapat mendegradasi komponen
sel darah merah pada medium.

Uji  hipersensitif — dilakukan dengan
menyuntikkan 1 mL suspensi bakteri endofit
dalam tryptic soy broth (TSB) berumur 24 jam
di bagian bawah daun tembakau dan
selanjutnya diinkubasi selama 24-48 jam.
Pengamatan dilakukan terhadap kemunculan
bercak nekrosis yang menandakan reaksi
positif hipersensitif.

Uji Aktivitas Antagonis Bakteri Endofit
terhadap R. solanacearum dan Meloidogyne
spp- Secara in Vitro

Bakteri endofi di uji  aktivitas
antibakterinya terhadap R. solanacearum.
Galur R. solanacearum berasal dari tanaman
tomat sakit di daerah Ciawi-Bogor. Sebanyak
50 pL suspensi R. solanacearum disebar pada
medium NA. Selanjutnya kertas saring dengan
diameter 0.5 cm diletakkan di atas medium.
Kertas saring di tetesi 3 uL suspensi bakteri
endofit asal tanaman mangrove dan sebagai
kontrol kertas saring ditetesi 3 pL medium
nutrient broth (NB). Aktivitas anti-bakteri
diamati pada 24-48 jam setelah perlakuan.
Terbentuknya zona bening di sekeliling kertas
saring menunjukkan kemampuan bakteri
endofit menghasikan antibiotik. Lebarnya
zona bening diukur untuk mengetahui zona
antibiotik yang dihasilkan.

Pengujian ini disusun dalam rancangan
acak lengkap dengan 2 ulangan untuk setiap
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pengujian. Data yang diperoleh dianalisis
menggunakan a 0.05 dan dilanjutkan dengan
uji Duncan pada a 0.05.

Uji Aktivitas Nematisidal Kultur Filtrat
Bakteri Endofit terhadap Meloidogyne spp.

Meloidogyne spp. diisolasi dari tanaman
tomat yang bergejala puru di daerah Pasir
Sarongge-Cipanas. Bakteri endofit dibiakkan
pada 15 mLmedium TSB dandiinkubasiselama
48 jam pada alat pengocok dengan kecepatan
300 rpm. Selanjutnya, suspensi bakteri endofit
disentrifugasi dengan kecepatan 13 000 rpm
selama 5 menit. Sebanyak 5 mL biakan bakteri
endofit dimasukkan ke dalam cawan sirakus
yang berisi 50 ekor Meloidogyne spp. juvenil
2, sedangkan untuk kontrol sebanyak 5 mL
medium TSB diteteskan ke Meloidogyne spp.
Pengamatan dilakukan terhadap mortalitas
nematoda setelah 12 jam dan 24 jam
menggunakan mikroskop.

Karakterisasi Sifat Fisiologis Bakteri Endofit

Kemampuan bakteri endofit menghasilkan
protease dilakukan pada medium skim
milk agar (SMA). Bakteri yang mampu
memproduksi protease akan membentuk zona
bening di sekitar koloni.

Kemampuan bakteri endofit menghasilkan
kitinase diuji menggunakan medium agar-agar
kitin. Zona bening akan terbentuk di sekitar
koloni apabila terdapat bakteri yang mampu
memproduksi enzim kitinase.

HASIL

Bakteri endofit dari perakaran tumbuhan
mangrove ialah sebanyak 843 isolat; 206 isolat
berasal dari Karangsong Indramayu; 229 isolat
dari Baros Bantul, Yogyakarta; 208 isolat
dari Angke Kapuk Jakarta, dan 200 isolat
dari hutan mangrove Taman Nasional Alas
Purwo Blok Bedul Banyuwangi. Isolat-
isolat tersebut selanjutnya diremajakan lagi
pada medium TSA. Sebanyak 769 isolat
bakteri endofit dapat dikultur ulang. Hasil uji
hemolisis menunjukkan sebanyak 227 isolat
(29.5 %) bakteri bereaksi positif dengan
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mengubah warna medium (Gambar 1).
Sebanyak 139 isolat (25.6 %) bereaksi
positif dan menyebabkan nekrosis pada
daun tembakau setelah 48 jam (Gambar 2).
Hasil pengujian hemolisis dan hipersensitif
menunjukkan 403 isolat bakteri yang aman
digunakan untuk uji lanjut.

Sebanyak 403 isolat yang memiliki hasil
negatif hemolisis dan hipersensitif diuji
kemampuannya dalam menekan pertumbuhan
R. solanacearum pada medium NA. Pengujian
dilakukan melalui dua tahap, yaitu pre-
eliminasi dan tingkat antagonisme bakteri.
Pre-eliminasi dilakukan untuk mengeliminasi
bakteri yang tidak memiliki sifat antibiosis
terhadap R. solanacearum. Hasil pengujian
menunjukkan terdapat 19 isolat bakteri
endofit memiliki daya antagonis yang stabil
dengan membentuk zona bening di sekitar
kertas saring. Sebanyak 8 isolat yang memiliki
zona bening yang tertinggi, yaitu KANS-8
(1.42 mm), YRK2-4 (1.42),YRKS-3 (1.25mm)
YRKS5-3 (2.00mm), BAT5-12 (1.50mm),
BRN5-4 (1.75mm), BAT2-2 (2.33mm),
BRK5-4 (1.75mm), dan JAT5-1 (1.25 mm)
(Tabel 1).

Sebanyak 19 isolat bakteri yang
menunjukkan sifat antagonis terhadap R.
solanacearum diuji dalam menekan nematoda
puru akar (Meloidogyne spp) secara in
vitro. Hasil pengamatan pada 12 dan 24 jam
menunjukkan bahwa semua isolat bakteri
endofit yang diuji mampu membunuh
Meloidogyne spp. juvenil 2. Nilai penekanan
tertinggi ditunjukkan setelah pengamatan
24 jam, 4 isolat yang memiliki tingkat
mortalitas tertinggi ialah: JRKS5-4 (95.7%),
JRNS-1 (87.68), BAT2-12 (85.63) dan
BAT2-2 (87.53%) (Tabel 1). Isolat yang
memiliki aktivitas antagonis terhadap R.
solanacearum dan Meloidogyne spp. diuji
kemampuannya dalam uji fisiologis. Sebanyak
14 isolat bakteri endofit menghasilkan
protease yang ditunjukkan dengan munculnya
zona bening di sekitar bakteri (Gambar 3).
Sebanyak 11 isolat bakteri menghasilkan
enzim kitinase yang ditunjukkan dengan zona
bening di sekitar bakteri (Gambar 3) (Tabel 2).
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Gambar 1 Bakteri endofit pada medium agar-agar darah. a, f-hemolisis membentuk zona
bening di sekitar koloni bakteri; b, a-hemolisis membentuk zona gelap berwarna kehijauan
atau kecoklatan; dan c, y-hemolisis tidak terjadi perubahan pada medium.

a b

Gambar 2 Reaksi hipersensitif bakteri endofit pada bagian bawah daun tembakau. a, nekrosis;
dan b, kontrol tidak terbentuk nekrosis.

Tabel 1 Pengujian 19 isolat bakteri endofit terpilih terhadap Ralstonia solanacearum dan
Meloidogyne spp.

Isolat bakteri Lebar zona bening terhadap R. solanacearum Mortalitas nematoda (%)
(mm) 12 Jam 24 Jam
Kontrol 0.00 a 24a 79 a
KANS5-8 1.42 bed 39.2 bedef 58.2 be
KAK2-8 1.00 abc 35.4 bedef 56.0 bc
KAK2-4 1.17 be 44.0 efg 59.8 be
KATS-1 1.08 abc 273D 59.2 be
YRNS-3 1.25 bed 34.2 bedef 79.7 fg
YRK2-4 1.42 bed 35.6 bedef 529b
YRKS-3 2.00 cd 32.0 bede 72.8 def
YRTS5-10 0.83 ab 43.4 defg 81.0 fg
BATS5-12 1.50 bed 40.8 cdef 85.6 gh
BAT2-2 2.33d 541¢g 87.5 gh
BAT2-7 1.17 be 31.2 be 67.5 cde
BAT-14 1.00 abc 45.3 fg 72.1 def
BRN2-2 0.92 abc 34.2 bedef 57.0 be
BRN5-2 1.42 bed 38.1 bedef 77.0 efg
BRKS5-4 1.75 bed 31.4 bed 72.5 def
JATS-1 1.25 bed 38.7 bedef 79.3 efg
JATS-2 1.08 abc 45.6 fg 61.6 cd
JRNS-1 1.08 abc 282D 87.6 gh
JRKS5-4 0.83 ab 38.9 bedef 95.7h

Angka selajur yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata menurut uji Duncan pada a 0.05
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Gambar 3 Aktivitas enzim. a, Protease: terbentuknya zona bening pada medium skim milk
agar; dan b, Kitinase: terbentuknya zona bening pada medium kitin agar.

Tabel 2 Pengujian aktivitas enzim protease dan kitinase 19 isolat bakteri endofit terpilih

Diameter zona bening

Perlakuan (mm)
Proteolitik Kitinolitik

KANS5-8 1.00 ab 0.00 a
KAK2-8 0.00 a 0.00 a
KAK2-4 2.00 ab 0.50b
KAT5-1 0.00 a 0.00 a
YRNS5-3 11.00 e 2.00 f
YRK2-4 0.00 a 0.75 be
YRKS5-3 4.75 be 0.08 a
YRT5-10 10.50 de 1.83 ef
BATS5-12 6.50 cd 1.33d
BAT2-2 10.00 de 0.00 a
BAT2-7 0.00 a 0.50b
BAT-14 9.25 de 1.42d
BRN2-2 0.50a 0.00 a
BRNS5-2 9.50 de 0.00 a
BRKS5-4 1.00 ab 0.00 a
JATS5-1 7.50 cde 1.00 ¢
JATS5-2 0.00 a 0.00 a
JRNS5-1 8.50 cde 1.58 de
JRKS5-4 9.75 de 1.33d

Pengukuran lebar zona bening dilakukan dengan mengukur bagian vertikal dan horizontal dari zona yang terbentuk
kemudian direrata. Angka selajur yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata menurut uji

Duncan pada a 0.05

PEMBAHASAN

Tumbuhan memiliki interaksi dengan
mikrob di antaranya dengan bakteri endofit.
Bakteri endofit dapat hidup dalam jaringan
tumbuhan mulai dari akar, batang dan daun.
Akar adalah bagian yang paling banyak
di kolonisasi oleh bakteri endofit, yakni

sebesar 10° cfu g' dibandingkan dengan
batang 10* cfu g' dan daun 107 cfu g,
karena umumnya bakteri endofit berasal
dari daerah rizosfer ( Hallmann et al. 1997).

Kemampuan bakteri dalam mendegradasi
sel darah merah dibagi menjadi tiga kategori
yaitu, beta hemolisis (B), alfa hemolisis
() dan gama hemolisis (y). Beta hemolisis
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mampu mendegradasi komponen sel darah
merah sehingga terbentuk zona bening di
sekitar koloni bakteri. Alfa hemolisis terjadi
ketika sel darah merah berkurang di sekitar
koloni dan membentuk warna kehijauan atau
kecokelatan di medium. Gama hemolisis
tidak menyebabkan reaksi lisis dan perubahan
warna pada medium agar darah (Nataliya et al.
2006). Bakteri yang menunjukan sifat § dan o
hemolisis tidak digunakan pada uji berikutnya
karena mampu mendegradasi komponen sel
darah manusia (Duncan et al. 2007).

Fahy dan Hayward (1983) menyatakan
reaksi hipersensitif dipicu oleh patogen yang
memiliki gen Avr. Lesio lokal akan terjadi
sebagai reaksi hipersensitif apabila tanaman
uji memiliki gen R yang akan mengenali
gen Avr dari bakteri patogen. Gejala lesio
lokal merupakan respons tanaman terhadap
keberadaan patogen untuk menghambat
penyebaran mikroorganisme patogen di
dalam jaringan tanaman. Sementara itu,
mikrorganisme non patogen tidak membentuk
lesio lokal di dalam jaringan. Invasi
mikroorganisme dalam jaringan tanaman akan
meningkatkan permeabilitas sel tanaman yang
kemudian diikuti dengan pengeringan dan
kematian jaringan tanaman (Zhu et al. 2000).

Zona Dbening yang terbentuk pada
pengujian kultur ganda merupakan efek dari
metabolit sekunder yang dikeluarkan oleh
bakteri ke lingkungan berupa antibiotik.
Hal ini merupakan salah satu mekanisme
pengendalian penyakit oleh agens hayati
(Monteiro et al. 2013).

Menurut  Nawangsih  (2007)
hayati mampu menghasilkan beberapa
senyawa  antibiotik  seperti = amonia,
butirolakton, 2,4-diasetilfloroglusinol,
pyuloteroin, oomycin, phenazine-1-carbo-
xylic acid, dan 24-difloroglucinol. Pada
penelitian ini senyawa yang dihasilkan oleh
isolat bakteri endofit belum dapat diidentifikasi
lebih lanjut.

Antibiotik yang terbentuk berperan dalam
mencegah pembentukan komponen dinding
sel bakteri patogen, yaitu peptidoglikan.
Pada bakteri Gram positif maupun negatif,
peptidoglikan merupakan bagian penting

agens
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dari dinding sel bakteri yang berperan dalam
mengatur kelenturan dan integritas dinding
sel bakteri. Tanpa peptidoglikan pembentukan
dinding sel bakteri akan terhambat dan dapat
menyebabkan sel lisis kemudian diikuti oleh
kematian sel (Hoff ez al. 2008).

Mortalitas Meloidogyne spp. juvenil
2 yang tinggi dipengaruhi oleh metabolit
sekunder yang diproduksi oleh agens hayati.
Beberapa metabolit sekunder yang bersifat
nematisidal antara lain enzim pendegradasi
seperti kitinase, protease, lipase yang dapat
mendegradasi penyusun dinding sel dan telur
dari Meoidogyne spp., senyawa HCN yang
dapat menganggu sistem pernapasan nematoda
dan serangga. Terbentuknya senyawa bersifat
racun seperti antibiotik yang diproduksi
oleh bakteri antagonis dapat menimbulkan
peningkatan mortalitas nematoda (Khan et al.
2004; Devi et al. 2007).

Penelitian ini berhasil mendapatkan
19 isolat bakteri endofit asal tanaman
mangrove yang berpotensi sebagai agens
pengendali hayati patogen tanaman. Beberapa
bakteri diketahui mampu memproduksi
senyawa enzim protease dan kitinase.
Isolat terbaik yang memiliki kemampuan
memiliki anti-bakteri dan nematisidal dalam
menekan perkembangan R. solanacearum dan
Meloidogyne spp. adalah isolat BAT2-2 yang
di isolasi dari akar mangrove asal Banyuwangi.
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