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RINGKASAN

Ani Sofiana. 155040200111019. Eksplorasi Bakteri Endofit dari Akar
Tanaman Cabai Rawit (Capsicum frutescens L.) dan Potensinya sebagai
Agens Antagonis Ralstonia solanacearum secara In vitro. Dibawah bimbingan
Lugman Qurota Aini, SP., M.Si., Ph.D sebagai Pembimbing Utama.

Cabai rawit merupakan salah satu komoditas pertanian yang memiliki nilai
ekonomis tinggi. Produktivitas tanaman cabai yang rendah disebabkan oleh
permasalahan hama dan penyakit dan tingkat kesuburan tanah rendah. Salah satu
OPT yang menyerang tanaman cabai rawit adalah patogen penyebab penyakit
layu bakteri. Penyakit layu bakteri disebabkan oleh patogen Ralstonia
solanacearum. Patogen ini memiliki kisaran inang yang luas dan dapat
mengakibatkan kegagalan panen hingga 50 %. Keterbatasan efektivitas dari
beberapa pengendalian untuk penyakit layu bakteri tetap menjadi masalah serius
secara ekonomis. Keberadaan populasi bakteri endofit pada tanaman dapat
dijadikan sebagai agens pengendali hayati untuk patogen tanaman dalam upaya
untuk memanfaatkan keanekaragaman mikroba yang ada pada lahan organik.
Tujuan penelitian ini adalah eksplorasi bakteri endofit dari akar tanaman cabai
rawit pada lahan organik untuk mengetahui bakteri yang memiliki potensi
antagonis terhadap patogen R. solanacearum.

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Sentral IImu Hayati dan
Laboratorium Penyakit Tumbuhan, Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan,
Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya, Malang mulai bulan Januari sampai
Juni 2019. Penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan yaitu: 1) Eksplorasi bakteri
endofit dari akar tanaman cabai rawit organik; 2) Persiapan bakteri patogen R.
solanacearum; 3) Seleksi bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit organik
yang bersifat antagonis terhadap R. solanacearum; 4) Uji antagonis isolat bakteri
endofit dari akar tanaman cabai rawit organik terhadap patogen R. solanacearum;
5) Karakterisasi dan identifikasi bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit
yang bersifat antagonis terhadap R. solanacearum. Penelitian menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 7 perlakuan yang terdiri dari 5 bakteri
endofit terpilih dan 2 kontrol. Data yang diperoleh dianalisis dengan analisis
ragam pada taraf kesalahan 5 % dan apabila terdapat perbedaan nyata maka
dilakukan uji lanjut dengan DMRT taraf kesalahan 5 %.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari 38 isolat bakteri endofit hasil
eksplorasi, 8 isolat diantaranya mampu menghambat patogen R. solanacearum
secara in vitro. Kemudian dipilih 5 isolat dengan zona hambat terbesar untuk uji
antagonis. Hasil uji antagonis menunjukkan bahwa semua perlakuan mampu
menghambat patogen R. solanacearum. Berdasarkan uji DMRT dengan taraf
kesalahan 5 %, pada 24, 48, dan 72 jam setelah inokulasi, semua perlakuan
menunjukkan hasil yang sama dalam menekan R. solanacearum. Karakter
morfologi isolat kode C3, C4, C5, C6, dan D1 berbeda-beda. Karakter fisiologi
dan biokimia isolat kode C3, C4, C5, C6, dan D1 sama. Berdasarkan identifikasi
secara morfologi, fisiologi, dan biokimia pada bakteri endofit terpilih yang
bersifat antagonis terhadap R. solanacearum, kelima isolat termasuk dalam genus
Erwinia.



SUMMARY

Ani Sofiana. 155040200111019. Eksploration of Roots Endophitic Bacteria
In Chili Pepper (Capsicum frutescens L.) and The Potension as Antagonistic
Agents of Ralstonia solanacearum on In vitro Assays. Under the Guidance of
Lugman Qurota Aini, SP., M.Si., Ph.D as the Supervisor.

Chili pepper is one of the agricultural commaodities that have high economic
value. The low productivity of chili pepper caused by pests and diseases problem
and soil fertility is low. One of disease that attack plants is bacterial wilt disease.
Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum. It has a wide host range and can
result up to 50 % crop failure. Limited effectiveness of some controls to bacterial
wilt disease remains a serious problem economically. Existence of population of
endophytic bacteria in plants can be used as biological control of plant pathogens
in an effort to take advantage of microbial diversity that existed at the organic
fields. The purpose of this research is exploration of the roots endophytic bacteria
on chili pepper plants in organic fields to determine which has the potential
antagonist againts pathogen R. solanacearum.

Research was conducted in the Central Laboratory of Biological Sciences and
Plant Pathology Laboratory, Departement Plant Pests and Diseases, Faculty of
Agriculture, Brawijaya University, Malang from January to June 2019. This
research consists of several stages: 1) Exploration of the roots endophytic bacteria
on organic farming; 2) Preparation of pathogenic bacteria R. solanacearum; 3)
Selection of endophytic bacteria on the chili pepper roots from organic fields that
antagonistic to R. solanacearum; 4) The test antagonistic of endophytic bacteria
isolates from chili pepper roots in organic fields against pathogen R.
solanacearum; 5) Characterization and identification of endophytic bacteria on the
roots of chili pepper that antagonistic to R. solanacearum. Research using
completely randomized design (CRD) with 7 treatments consists of 5 selected
endophytic bacteria and 2 controls. The data were analyzed using ANOVA of 5 %
error level and if there was significance different among the treatments, data were
analyzed with Duncan Multiple Range Test of 5 % error level.

The results showed that 38 isolates of endophytic bacteria from exploration, 8
isolates able to inhibit R. solanacearum on in vitro assays. Then 5 isolates with
the greatest inhibition zone is test the antagonism activity. The results showed that
all treatments able to inhibit R. solanacearum. Based DMRT with error level of 5
%, on 24, 48 and 72 hours after inoculation, all treatments showed similar results
in suppress of R. solanacearum. Morphological characteristics of isolate C3, C4,
C5, C6, and D1 are different. Physiologycal and biochemical characteristics of
isolate C3, C4, C5, C6, and D1 are same. Based on the identification morphology,
physiology, and biochemistry in selected endophytic bacteria against R.
solanacearum, five isolates belong to genus Erwinia.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Cabai rawit merupakan salah satu komoditas pertanian yang memiliki nilai
ekonomis tinggi. Cabai rawit digunakan untuk memenuhi kebutuhan rumah
tangga sebagai bumbu dapur. Selain itu, cabai rawit juga dimanfaatkan sebagai
bahan utama industri saus, industri bubuk cabai, dan industri farmasi (Saraswati et
al., 2012). Rata-rata produktivitas cabai rawit nasional pada tahun 2014 mencapai
5,93 ton/ha. Produktivitas tersebut masih dibawah potensi hasil dari tanaman
cabai rawit yakni sebesar 12-20 ton/ha (Direktorat Jenderal Hortikultura, 2015).
Produktivitas tanaman cabai yang rendah disebabkan oleh permasalahan hama
penyakit (OPT) dan tingkat kesuburan tanah rendah (Rukmana, 2002).

Salah satu OPT yang menyerang tanaman cabai rawit adalah patogen
penyebab penyakit layu bakteri. Penyakit layu bakteri disebabkan oleh patogen
Ralstonia solanacearum. Patogen ini memiliki kisaran inang yang luas dan dapat
mengakibatkan kegagalan panen hingga 50 % (Zhenita, 2011). Pada wilayah
tropis, penyakit layu bakteri dapat mengakibatkan hingga kegagalan panen
(Alfarez et al., 2010). Pengendalian penyakit layu bakteri yang diterapkan oleh
sebagian besar petani adalah penggunaan pestisida sintetis. Aplikasi pestisida
sintetis oleh petani menggunakan dosis yang berlebihan dan secara intensif.
Menurut penelitian Saputra et al. (2015), penggunaan pestisida sintetis tersebut
dilaporkan tidak efektif. Beberapa upaya pengendalian penyakit layu bakteri
dilakukan untuk meminimalkan serangan penyakit melalui praktik budidaya dan
pengembangan varietas tahan, tetapi semua menunjukkan keberhasilan yang
terbatas (Maji dan Chakrabartty, 2014). Keterbatasan efektivitas dari beberapa
pengendalian untuk penyakit layu bakteri tetap menjadi masalah serius secara
ekonomis (Hayward 1991). Untuk menghadapi tantangan tersebut diperlukan
inovasi teknologi pengendalian penyakit tanaman yang lebih berlanjut. Salah satu
pendekatan pengendalian yang dapat digunakan untuk menekan penyakit layu
bakteri pada tanaman cabai rawit adalah melalui pendekatan Pengelolaan Hama
Terpadu (PHT).



Sistem pertanian dengan prinsip PHT merupakan pengelolaan OPT dengan
memadukan beberapa cara pengendalian melalui pendekatan yang lebih
mengutamakan peran agroekosistem. Salah satu prinsip dalam PHT adalah
pemanfaatan musuh alami untuk pengendalian OPT. Musuh alami dapat
dimanfaatkan dari sumber daya hayati dalam agroekosistem berupa seleksi
mikroba bermanfaat yang berperan sebagai agens pengendali untuk patogen
tanaman (Hasyim et al., 2015). Mikroba bermanfaat tersebut dapat diseleksi dan
diisolasi dari lahan pertanian organik.

Pertanian organik adalah sistem pertanian yang mendukung dan
mempercepat biodiversitas, siklus biologi dan aktivitas biologi tanah (IFOAM,
2005). Dalam sistem pertanian organik, terdapat biodiversitas mikroba yang lebih
tinggi dibandingkan pertanian konvensional. Pada lahan dengan sistem pertanian
organik, pH tanah netral dan bahan organik yang lebih tinggi dibandingkan lahan
konvensional sehingga kemungkinan berpengaruh pada peningkatan diversitas
mikroba dalam tanah (Li et al., 2012). Dengan adanya biodiversitas mikroba pada
lahan organik, dimungkinkan terdapat keragaman mikroba pada tanah dan
tanaman. Mikroba yang hidup pada jaringan tanaman disebut sebagai mikroba
endofit.

Bakteri endofit adalah mikroorganisme yang sebagian atau seluruh dari
siklus hidupnya dalam jaringan tanaman tanpa menyebabkan gejala penyakit bagi
tanaman inang. Bakteri endofit hidup pada jaringan yang sehat seperti berbagai
macam jaringan, biji, akar, batang dan daun. Tanaman mendapatkan manfaat
dengan keberadaan bakteri endofit ini seperti memacu pertumbuhan tanaman dan
meningkatkan resistensi tanaman dari berbagai macam patogen melalui produksi
antibiotik (Bandara et al., 2006). Keberadaan populasi bakteri endofit pada
tanaman dapat dijadikan sebagai agens pengendali hayati untuk patogen tanaman
dalam upaya untuk memanfaatkan keanekaragaman mikroba yang ada pada lahan
organik. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan melakukan eksplorasi bakteri
endofit dari akar tanaman cabai rawit pada lahan organik untuk mengetahui

bakteri yang memiliki potensi antagonis terhadap patogen R. solanacearum.



1.2 Rumusan Masalah
Apakah terdapat bakteri endofit pada akar tanaman cabai rawit organik yang
berpotensi antagonis terhadap patogen R. solanacearum ?
Bagaimanakah mekanisme bakteri endofit pada akar tanaman cabai rawit
organik dalam menekan pertumbuhan patogen R. solanacearum ?
Bagaimanakah karakter bakteri endofit pada akar tanaman cabai rawit organik

yang berpotensi antagonis terhadap patogen R. solanacearum ?

1.3 Tujuan

Tujuan penelitian ini antara lain, untuk:

1.

Mengkaji isolat bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit organik yang
berpotensi antagonis terhadap patogen R. solanacearum.
Mengetahui mekanisme bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit organik
dalam menekan pertumbuhan patogen R. solanacearum.
Mengetahui karakter bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit organik

yang berpotensi antagonis terhadap patogen R. solanacearum.

1.4 Hipotesis
Hipotesis yang diajukan adalah terdapat bakteri endofit dari akar tanaman

cabai rawit organik yang berpotensi sebagai agens antagonis patogen R.

solanacearum.

1.5 Manfaat

Manfaat yang diperoleh dari penelitian adalah mengetahui isolat bakteri

endofit yang berpotensi sebagai agens antagonis untuk pengendalian patogen

penyebab layu bakteri R. solanacearum pada tanaman cabai rawit secara in vitro.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Cabai Rawit (Capsicum frustescens L.)

Menurut Simpson (2010), Klasifikasi tanaman cabai rawit termasuk dalam
Kingdom : Plantae, Divisi : Magnoliophita, Kelas : Magnoliopsida, Ordo :
Solanales, Famili : Solanaceae, Genus : Capsicum, dan Spesies : Capsicum
frutescens L. Menurut Alif (2017) morfologi tanaman cabai rawit terdiri dari akar,
batang, daun, bunga, buah, dan biji. Akar tanaman cabai rawit termasuk dalam
kategori akar serabut. Akar cabai rawit terdiri atas akar primer dan akar sekunder.
Batang tanaman cabai rawit berwarna hijau tua dan berkayu. Panjang batang
berkisar 30-37,5 cm dan berdiameter 1,5-3 cm. Daun tanaman cabai rawit
berwarna hijau dengan bentuk bulat dan agak lebar dan ujung meruncing. Bunga
tanaman cabai rawit berwarna putih, kuning muda, ungu, atau tergantung varietas
yang digunakan. Posisi bunga ada yang menggantung, horizontal, dan tegak. Buah
cabai rawit berbentuk bulat telur, lurus, atau lengkung dengan ujung meruncing.
Biji cabai rawit berbentuk bulat pipih dengan diameter 2-2,5 mm. Biji berwarna

putih hingga kuning.

2.2 Syarat Tumbuh Tanaman Cabai Rawit

Menurut Cahyono (2003), keadaan iklim dan tanah merupakan komponen
penting untuk menciptakan kondisi lingkungan yang sesuai agar pertumbuhan
tanaman cabai rawit lebih optimal.
a. Keadaan iklim

Keadaan iklim yang sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan tanaman
cabai rawit adalah suhu udara, kelembaban udara, curah hujan, dan cahaya
matahari.
1. Suhu udara

Kisaran suhu yang sesuai bagi pertumbuhan tanaman cabai merah sekitar 18-
30°C. Namun demikian, tanaman cabai rawit memiliki toleransi yang tinggi
terhadap suhu wudara panas maupun suhu udara dingin. Suhu sangat
mempengaruhi  proses metabolisme tanaman dan pada akhirnya juga
mempengaruhi proses pembentukan buah cabai. Pada kondisi suhu yang terlalu
tinggi atau terlalu rendah, buah cabai yang terbentuk lebih kecil sehingga dapat

menurunkan produksi tanaman. Selain itu, suhu yang tidak sesuai akan



menurunkan kualitas biji yang dihasilkan sehingga juga akan berdampak pada
bibit yang kurang berkualitas.
2. Kelembaban udara

Agar dapat tumbuh optimal, tanaman cabai rawit memerlukan kondisi
kelembaban udara yang sesuai. Kelembaban udara yang terlalu rendah dapat
menyebabkan tanaman mengalami klorosis. Tingkat kekeringan yang terlalu
tinggi dapat menyebabkan tajuk menjadi layu serta daun dan buah cabai gugur
sebelum waktu panen. Udara yang terlalu lembab akan menyebabkan pembusukan
akar. Akar yang membusuk akan mengakibatkan tanaman menjadi layu dan mati.
Kelembaban udara yang cocok untuk pertumbuhan dan perkembangan tanaman
cabai rawit sekitar 60 %.
3. Curah hujan

Curah hujan berpengaruh terhadap pembungaan dan pembuahan. Pada saat
berbunga dan berbuah, tanaman cabai rawit tidak tahan terhadap curah hujan yang
tinggi. Tanaman cabai rawit memerlukan iklim yang hangat dan kering. Intensitas
hujan yang sering dapat menyebabkan bunga gugur sehingga produksi buah
rendah. Selain itu, curah hujan terlalu tinggi dapat menyebabkan busuk pada buah.
Sebaliknya, curah hujan yang rendah mengakibatkan terhambatnya pembuahan
karena tepung sari menjadi tidak berfungsi. Agar dapat tumbuh dengan optimal,
tanaman cabai rawit memerlukan kondisi curah hujan berkisar antara 600-1250
mm/tahun.
4. Cahaya matahari

Pada setiap fase pertumbuhannya, tanaman cabai rawit memerlukan intensitas
penyinaran dan lama penyinaran yang berbeda. Pada masa awal pertumbuhan,
tanaman memerlukan cahaya matahari dengan intensitas rendah. Penyinaran
cahaya matahari secara langsung dengan intensitas besar dapat menyebabkan
kematian tanaman. Oleh karena itu, pada masa awal pertumbuhan tanaman harus
diberi naungan. Saat menjelang fase generatif, tanaman cabai rawit memerlukan
sinar matahari penuh (tidak memerlukan naungan).
b. Tanah

Jenis tanah yang paling cocok untuk budidaya cabai rawit adalah jenis tanah

mediteran dan aluvial, dengan keadaan tanah yang memiliki solum tanah dalam,



tidak berpadas, memiliki sifat (fisik, kimia, dan biologi) yang sesuai bagi
pertumbuhan tanaman. Namun, tanaman cabai rawit masih toleran apabila
ditanam pada tanah berpasir sampai lempung atau liat. Agar dapat berproduksi
dengan baik, tanah berpasir atau berlempung diberi penambahan pupuk organik,
pengapuran, dan pengolahan tanah intensif serta pembuatan saluran drainase.
Cabai rawit mampu tumbuh optimal pada tanah dengan nilai pH 5,5- 6,5. Jika pH
tanah kurang dari 5,5 maka tanah dilakukan penambahan kapur pertanian. Pada
pH rendah, ketersediaan beberapa unsur hara tanaman sulit diserap oleh akar
tanaman, sehingga terjadi kekurangan beberapa unsur hara yang akan menurunkan

produktivitas tanaman.
2.3 Penyakit Layu Bakteri

Patogen penyebab

Menurut Yabuuchi et al. (1995), bakteri R. solanacearum secara taksonomi
termasuk dalam Kingdom : Bakteri, Filum : Proteobakteria, Kelas
Betaproteobakteria, Ordo : Burkholderiales, Famili : Burkholderiaceae, Genus :
Ralstonia, dan Spesies : Ralstonia solanacearum. R. solanacearum termasuk
dalam kelompok bakteri Gram negatif, morfologi sel berbentuk batang pendek, sel
tunggal berukuran 0,5-1,5 pm, dan tidak membentuk spora (Gambar 1) (Sousa et
al., 2016). Menurut Anitha et al. (2003) bahwa isolat bakteri yang virulen pada
umumnya tidak memiliki flagel dan tidak mampu bergerak (non-mobil). Pada
isolat avirulen, bakteri mampu bergerak dengan menggunakan 1-4 buah flagel
polar. Tans et al. (2001) menyatakan bahwa flagela berfungsi untuk bergerak
cepat ke arah rangsangan inang, dan Kkecepatan tersebut sangat menentukan

virulensi bakteri pada tahap awal infeksi dan kolonisasinya pada inang.

Gambar 1. Morfologi Sel R. solanacearum pada Perbesaran 1 pm (Sousa et al.,
2016)



R. solanacearum dibedakan menjadi dua kelompok berdasarkan sistem
klasifikasi ras dan biovar. Dalam sistem ras, pengelompokan didasarkan pada
ragam jenis tanaman inang. Ras bakteri R. solanacearum dibedakan lima jenis ras.
Ras 1 memiliki inang famili Solanaceae dan inang bukan Solanaceae seperti
kacang tanah, buncis, kecipir, bunga matahari, dahlia, lili, anturium, dan stroberi
(CABI, 2006). Ras 2 menyerang pisang dan Heliconia sp.. Ras 3 pada umumnya
ditemukan di dataran tinggi bersuhu dingin, terutama menyerang famili
Solanaceae seperti kentang, tomat dan tanaman hias geranium. Ras 4 menyerang
jahe, dan ras 5 menyerang tanaman murbei. Secara geografis, penyebaran ras 3
sangat luas meliputi seluruh dunia, menyerang beragam jenis inang meliputi
tanaman budidaya dan bahkan pada tumbuhan liar. Dalam sistem biovar,
identifikasi bakteri dibedakan melalui uji reaksi biokimia berdasarkan
kemampuannya menggunakan karbohidrat dan oksidasi alkohol. Dalam sistem
biovar, R. solanacearum dibedakan menjadi 5 biovar (Bv 1 hingga Bv 5). Biovar
1 bereaksi negatif terhadap tiga jenis disakarida (selobiosa, maltosa, dan laktosa)
dan 3 jenis alkohol (dulsitol, manitol, dan sorbitol). Biovar 2 bereaksi positif
terhadap tiga jenis disakarida dan tidak mampu mengoksidasi 3 jenis alkohol.
Biovar 3 dapat mengoksidasi disakarida dan alkohol. Biovar 4 mampu
mengoksidasi alkohol. Biovar 5 mampu mengoksidasi disakarida dan hanya
mengoksidasi manitol (Denny dan Hayward, 2001; Tahat dan Sijam, 2010).

A
Gambar 2. Isolat Bakteri R. solanacearum (A) Virulen; (B) Avirulen (Kumar et
al., 2017)

R. solanacearum dapat diisolasi dengan menumbuhkannya pada media
selektif Triphenil Tetrazolium Chloride (TZC). Bakteri yang bersifat virulen
memiliki ciri-ciri seperti bentuk koloni tidak beraturan, berlendir warna merah

muda di bagian tengah, dan dikelilingi oleh lendir berwarna putih dengan elevasi



dari permukaan koloni konveks (Gambar 2A). Sedangkan koloni yang avirulen
berwarna merah, tidak berlendir, bulat, dan elevasi agak menonjol (Gambar 2B)
(Kumar et al., 2017).

Gejala penyakit layu bakteri

Gejala penyakit akibat patogen R. solanacearum dibedakan menjadi 2 yakni
gejala eksternal dan gejala internal. Gejala eksternal ditandai dengan layu daun-
daun di bagian bawah (Gambar 3A). Setelah beberapa hari seluruh daun menjadi
layu permanen, sedangkan warna daun tetap hijau, kadang-kadang sedikit
kekuningan (Meilin, 2014). Gejala internal terjadi pada sistem perakaran dan
jaringan pembuluh pengangkutan. Pada tanaman sehat tidak ditemukan gejala
diskolorasi atau kerusakan warna pada jaringan pembuluh. Jika bagian batang
tanaman layu dipotong melintang, maka tampak bagian empulur dan kayu
berwarna kecoklatan (Gambar 3B). Selain itu, akan muncul massa bakteri yang
dari batang tanaman yang terinfeksi apabila direndam dalam akuades (Gambar
3C) (Gerkauskas, 2004).

Gambar 3. Gejala Penyakit Layu Bakteri Pada Tanaman Cabai (A) Gejala Layu
pada Tanaman; (B) Diskolorisasi Jaringan Pembuluh Pada Batang
Akibat Infeksi R. solanacearum; (C) Massa Bakteri yang Muncul dari
Batang Tanaman yang Terinfeksi (Gerkauskas, 2004)

Siklus hidup R. solanacearum

Alfarez et al. (2010) menjelaskan bahwa siklus hidup patogen R.
solanacearum dalam menginfeksi tanaman inang melalui berbagai tahapan
meliputi kolonisasi bakteri pada akar, infeksi kortikal, dan penetrasi jaringan

xilem (Gambar 4).



1. Kolonisasi akar

Setelah melakukan lokalisasi akar tanaman inang, R. solanacearum dapat
masuk melalui luka fisik dan atau melalui lubang alami. Kemudian bakteri
melekat pada bagian akar pada zona pemanjangan akar dan akar lateral. Bakteri
melekat pada bagian akar tersebut karena penghalang berupa epidermis lebih
lemah pada bagian dalam jaringan. Apalagi, zona pemanjangan akar adalah
tempat utama untuk eksudasi akar tanaman. Bagian bakteri yang menempel pada
zona akar adalah pili. Selain itu, flagela bakteri juga ikut berperan dalam proses
kolonisasi akar.
2. Infeksi kortikal pada akar

Infeksi bakteri dimulai dari bagian akar yang sebelumnya telah terdapat
koloni bakteri dan bagian akar lateral sekunder. Karena terjadi infeksi oleh
bakteri, maka jaringan korteks pada kedua zona ini memiliki ruang antar sel yang
telah diinvasi dan mengandung bakteri. Didalam ruang antar sel, bakteri
memperoleh nutrisi dari polimer pektin dari lamela tengah dengan memanfaatkan

enzim pektinolitik.

Gambar 4. Siklus Hidup Bakteri Patogen R. solanacearum (Alfarez et al., 2010)

3. Infeksi jaringan vaskuler dan penetrasi xilem

Infeksi berkembang pada jaringan parenkim vaskuler yang menandakan
bakteri telah melewati endodermis. Endodermis berfungsi sebagai penghalang
bagi patogen karena dinding sel tersusun atas suberin dan senyawa fenolik. Oleh
karena itu, bakteri membuat jalan lain agar dapat melewati endodermis. Bakteri
masuk ke jaringan vaskuler melalui zona pemanjangan akar dan akar lateral. Pada
zona tersebut, endodermis tidak sepenuhnya terdiferesiasi. Sedangkan pada bagian

akar lateral mudah untuk dimasuki patogen karena tempat eksudasi akar. R.
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solanacearum menginfeksi ruang interselular parenkim vaskular yang berdekatan
dengan pembuluh xilem, yang akhirnya juga diinvasi bakteri. Kemudian bakteri
patogen menembus dan mengisi pembuluh xilem. Dinding sel dihancurkan oleh
enzim hidrolitik yang disekresikan oleh R. solanacearum. Dalam pembuluh xilem,
patogen bergerak di seluruh batang ke bagian atas tanaman.

Meskipun motilitas bisa membantu patogen menyebar dari pembuluh yang
terinfeksi ke jaringan dalam tanaman inang, R. solanacearum bersifat non-motil
dalam pembuluh xilem. Penggandaan ekstensif dan produksi EPS menyebabkan
penyumbatan pembuluh xilem mengakibatkan tanaman layu. Tanaman dengan
gejala infeksi berat lama kelamaan akan mati. Bakteri R. solanacearum menyebar
ke tanah dan hidup saprofit dalam tanah atau air kemudian bakteri menginfeksi

tanaman inang lain.

Faktor yang mempengaruhi perkembangan penyakit layu bakteri

Terjadinya penyakit pada tanaman dipengaruhi oleh tiga faktor, yaitu adanya
patogen yang virulen, lingkungan yang mendukung perkembangan patogen, dan
tanaman inang yang rentan (Sopialena, 2017). Tingkat virulensi bakteri R.
solanacearum akan menunjang perkembangan bakteri sehingga menimbulkan
gejala serangan yang cukup parah. Menurut Goto (1992), dalam proses infeksi
bakteri terhadap tanaman ada beberapa faktor virulen yang diproduksi oleh bakteri
diantaranya enzim pendegradasi dinding sel dan senyawa ekstraselular
polisakarida (EPS) (Genin dan Boucher, 2002). EPS dapat mengurangi fungsi
sistem pembuluh angkut (xilem), dengan menghambat aliran air sehingga
mengakibatkan kelayuan (wilting) tanaman.

Faktor lingkungan yang mempengaruhi perkembangan bakteri yaitu suhu
dan kelembaban. Bakteri berkembang baik pada suhu dan kelembaban yang
tinggi. Suhu optimum untuk perkembangan bakteri R. solanacearum sekitar 27-
37°C, sedangkan pada suhu 15°C bakteri tidak berkembang (Yadi dan Rais, 2009).
Berdasarkan penelitian Yuliastuti et al. (2018), kelembaban yang sesuai untuk
perkembangan bakteri R. solanacearum adalah 86 %. Selain itu, faktor tanaman
juga mempengaruhi perkembangan patogen. Tingkat ketahanan suatu kultivar
tanaman tidak tetap, tapi dipengaruhi oleh virulensi dan patogenisitas patogen

yang dapat berubah cepat yang dapat mematikan jaringan tumbuhan. Tingkat
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ketahanan tanaman dapat dibagi menjadi dua, yaitu ketahanan terhadap penyakit
yang dikendalikan secara genetik dan ketahanan tanaman setelah adanya
rangsangan dari patogen sehingga tanaman toleran terhadap penyakit yang

diakibatkan oleh patogen (Semangun, 1996).

Pengendalian penyakit layu bakteri

Menurut Rahayu (2013), pengendalian penyakit layu bakteri dapat dilakukan
dengan berbagai cara seperti penggunaan varietas tahan, penggunaan benih sehat,
pergiliran tanaman, dan pengendalian kimiawi, dan pengendalian hayati.
a. Penggunaan varietas tahan

Penggunaan varietas tahan merupakan langkah yang praktis dalam
pengendalian penyakit layu bakteri. Namun, seringkali varietas tahan yang
dikembangkan di suatu daerah menjadi rentan apabila ditanam di daerah lain.
Perubahan ketahanan tersebut diakibatkan oleh perbedaan strain atau perbedaan
lingkungan sehingga sifat ketahanan tidak muncul.
b. Penggunaan benih sehat

R. solanacearum dapat terbawa dalam benih cabai, maka penularannya
melalui benih berpotensi merugikan untuk areal tanam yang semula tidak terdapat
kejadian penyakit layu. Oleh karena itu di areal tanam yang bersih dari penyakit
layu, diperlukan benih sehat tidak membawa patogen. Agarwal dan Sinclair
(1997) menyatakan bahwa pengujian kesehatan benih sangat diperlukan untuk
mendapatkan jaminan mutu patologis bahwa benih tidak membawa sumber
penyakit, atau untuk memperkecil peluang penyebaran penyakit melalui benih.
c. Pergiliran tanaman

Rotasi tanaman cabai dengan tanaman selain inang seperti kedelai, dan
serealia (padi, jagung, sorgum, gandum, tebu) dapat memutus siklus
perkembangan R. solanacearum di lahan setempat sehingga mengurangi kejadian
penyakit layu. Sebaliknya, budidaya intensif cabai ataupun inang lainnya akan
meningkatkan populasi bakteri di tanah. Manfaat rotasi dalam mengendalikan R.
solanacearum ditunjukkan Adhikari dan Basnyat (1998) pada penelitian tomat
varietas rentan yang ditanam di lahan bekas jagung dan kacang tunggak, ternyata
dapat menunda 1-3 minggu munculnya gejala layu dan menekan intensitas
penyakit 20-26%.
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d. Pengendalian kimiawi

Pengendalian kimiawi umumnya diterapkan pada tanaman hortikultura.
Pengendalian penyakit layu bakteri dapat menggunakan bakterisida. Bakterisida
yang digunakan seperti streptomisin sulfat. Bakterisida ini mampu mengendalikan
penyakit layu bakteri pada nilam, tomat, dan cabai. Antibiotik streptomisin sulfat
cukup efektif dalam menekan penyakit layu bakteri pada nilam (Asman dan
Sitepu, 1998).
e. Pengendalian hayati

Beberapa mikroba antagonis telah dilaporkan mampu berperan sebagai agens
pengendali hayati R. solanacearum. Bakteri antagonis seperti Pseudomonas
fluorescens, Bacillus subtilis, Streptomyces sp. berhasil diisolasi dari rizosfer

tanaman sehat dan efektif menekan patogen R. solanacearum (Rahayu, 2013).

2.4 Bakteri Endofit

Bakteri endofit yaitu mikroorganisme yang hidup di dalam jaringan tanaman
dan akan bersaing dengan patogen serta keberadaannya dalam jaringan tanaman
tidak membahayakan inangnya (Hayward, 1994; Tan dan Zou, 2001). Bakteri
endofit berasal dari lingkungan dan masuk ke dalam tanaman melalui stomata,
lentisel, dan luka melalui akar lateral (Kaga et al., 2009). Penggunaan bakteri
endofit yang bersifat antagonis ini memiliki kelebihan dibanding dengan
penggunaan mikroba antagonis lain yakni bakteri endofit sudah terbentuk dalam
tanaman yang akan tetap bertahan selama perkembangan tanaman dan
memberikan perlindungan bagi tanaman (Hayward, 1994). Salah satu jenis bakteri
endofit yang berperan sebagai agens antagonis patogen tanaman adalah bakteri
antagonis. Bakteri antagonis dapat menginduksi resistensi tanaman terhadap
patogen dengan cara mengaktifkan lintasan sinyal dan melibatkan hormon asam

jasmoik dan etilen tanaman. (Nurhayati, 2011).

Mekanisme penghambatan bakteri endofit terhadap patogen
Sturz (2006), menyatakan bahwa bakteri endofit ditemukan mampu melawan
invasi fitopatogen. Adapun empat mekanisme penghambatan bakteri terhadap

patogen sebagai berikut:
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a. Kompetisi sumber daya (unsur hara)

Sebagai contoh siderofor (chelator), dihasilkan oleh bakteri untuk bersaing
memanfaatkan unsur-unsur mineral spesifik sehingga dapat menghambat patogen
tanaman untuk memenuhi unsur tersebut.

b. Antibiosis

Bakteri mampu memproduksi metabolit antibakteri, antijamur dan
antinematoda. Beberapa antibiotik telah diidentifikasi, seperti yang dihasilkan
olen Pseudomonas sp. menghasilkan antibiotik phenazine, Agrobacterium sp.
memproduksi  agrocin 84, dan xanthobacin yang dihasilkan oleh
Stenotrophomonas sp..

c. Aktivitas enzim litik

Bakteri mendegradasi dinding sel patogen atau mengakibatkan gangguan
pada bagian-bagian tertentu. Sebagai contoh enzim Kitinase yang diproduksi oleh
Serratia plymuthica dilaporkan mampu menghambat pertumbuhan spora dan
elongasi jaringan (germ tube) pada Botrytis cinerea. Sedangkan enzim [-1,3-
glucanase yang disintesis dari Paenibacillus sp. dan Streptomyces sp.
menyebabkan lisis pada dinding sel jamur Fusarium oxysporum.

d. Sistem resistensi pada tanaman

Bakteri mempengaruhi gen ketahanan dengan melalui produksi jasmonat.
Hormon ini dapat memicu signal pertahanan tanaman dengan menghasilkan gen-
gen yang berhubungan dengan pertahanan tanaman untuk induksi resistensi
terhadap patogen (De Vos et al., 2005).

Bakteri endofit pada tanaman cabai

Dalam penelitian Fitriyah (2015) bakteri endofit pada tanaman cabai merah
telah berhasil diisolasi. Dari 109 isolat, 8 isolat mampu menekan perkembangan
patogen tanaman Colletotrichum sp. Berdasarkan karakterisasi dan identifikasi
isolat menunjukkan bahwa isolat merupakan bakteri dari genus Pseudomonas dan
Bacillus. Sedangkan pada penelitian Yanti et al. (2018), semua isolat bakteri
endofit tanaman cabai yang berhasil diisolasi mampu menekan penyakit layu
akibat patogen Ralstonia dan Fusarium. Setelah dilakukan identifikasi, semua
isolat termasuk dalam genus Bacillus. Bacillus merupakan agen pengendali hayati
yang banyak digunakan untuk pengendalian patogen tular tanah (Zhang, 2009).
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Bakteri dari genus Pseudomonas merupakan bakteri endofit yang berperan
sebagai agen biokontrol pada tanaman, agen fitoremediasi, dan pemacu
pertumbuhan tanaman (Ryan et al., 2008). Haas dan Devago (2005) menyebutkan
bahwa Pseudomonas sp. dapat mengeluarkan senyawa antibiotik, siderofor, dan

metabolit sekunder lainnya yang sifatnya dapat menghambat aktivitas patogen.



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Sentral Ilmu Hayati dan
Laboratorium Penyakit Tumbuhan, Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan,
Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya, Malang mulai bulan Januari sampai
Juni 2019.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian yaitu: coolbox, timbangan analitik,
penggaris, autoclave tipe HL-36 Ae Hirayama, laminar air flow cabinet (LAFC)
tipe H.S. 079S, vorteks, jarum ose, cawan Petri diameter 9 mm, mikroskop
kamera Olympus Szx7 series, panci, pinset, Bunsen, rak tabung reaksi, mortar,
pistil, mikropipet Vitlab dig 100-1000 pl, mikrotube, tip, kaca objek, jarum suntik,
batang pengaduk, gunting, cutter, botol media, tabung Erlenmeyer, beaker glass,
stick L, sprayer, tabung reaksi, plastik wrap, kompor listrik, freezer, pipet,
kamera, pH meter, dan pelubang kertas.

Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu: akar tanaman cabai rawit
organik, isolat R. solanacearum, label, media Nutrient Agar (NA), media
Oksidatif Fermentatif (1 L air dibutuhkan Pepton 2 g, NaCl 5 g, KH2PO4 0,3 g,
dan bromtimolblue 1 % sebanyak 3 ml), media Yeast Dextrose Agar (YDC)(yeast
10 g, glukosa 20 g, CaCOs 20 g, dan agar 15 g), media King’s B (1 L air
dibutuhkan Pepton 20 g, KH2PO4 1,5 g, MgS0.4.7H20 1,5 g, gliserol 15 ml, agar
15 g), media Nutrient Broth (NB), malachyte green, minyak imersi, parafin cair,
alumunium foil, iodin, safranin, kristal violet 5 %, bakterisida berbahan aktif
streptomisin sulfat 2 ml/l, kertas saring, kloroform, akuades steril, spiritus,
alkohol 70 %, alkohol 96 %, larutan H202, KOH 3 %, dan NaOCI 5 %, plastik,

tisu steril, tanaman cabai rawit varietas Bhaskara dan tanaman tembakau.

3.3 Metode Penelitian
Penelitian ini terdiri dari beberapa tahapan yaitu: 1) Eksplorasi bakteri
endofit dari akar tanaman cabai rawit organik; 2) Persiapan bakteri patogen R.
solanacearum; 3) Seleksi bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit organik

yang bersifat antagonis terhadap R. solanacearum; 4) Uji antagonis isolat bakteri
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endofit dari akar tanaman cabai rawit organik terhadap patogen R. solanacearum;
5) Karakterisasi dan identifikasi bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit

yang bersifat antagonis terhadap R. solanacearum.
3.4 Pelaksanaan Penelitian

Eksplorasi bakteri endofit

Eksplorasi bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit organik meliputi
berbagai tahapan yakni pembuatan media, pengambilan sampel, dan isolasi serta
purifikasi bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit organik.
1. Pembuatan media

Media NA sebanyak 10 g dibuat dengan melarutkannya ke dalam 500 ml
akuades steril dengan cara dididihkan dalam panci sambil diaduk, kemudian
dituangkan ke dalam botol media. Botol kemudian disterilkan dalam autoclave
pada temperatur 121°C selama 2 jam.
2. Pengambilan sampel

Metode pengambilan sampel dengan mengacu pada Amaresan et al. (2014)
dengan beberapa modifikasi. Sampel akar diambil dari pertanian organik cabai
rawit dari CV Kurnia Kitri Ayu Farm, Kecamatan Sukun, Kota Malang. Tanaman
sampel yang dipilih adalah tanaman cabai rawit yang sehat dan diambil bagian
akar aktif. Kemudian sampel akar dikumpulkan dan dimasukkan dalam kantong
plastik yang steril dan siap untuk dilakukan isolasi sampel dalam laboratorium.
3. Isolasi dan purifikasi bakteri endofit akar tanaman cabai rawit organik

Metode pada sterilisasi sampel berdasarkan (Balosi et al., 2014) yang telah
dimodifikasi. Sampel akar tanaman cabai rawit dicuci dengan air mengalir.
Sampel akar diambil sebanyak 5 g. Sterilisasi sampel dilakukan dengan
perendaman NaOCIl 5 % selama 3 menit, alkohol 70 % selama 2 menit, dan
akuades steril sebanyak 4 kali. Setelah itu, sampel ditiriskan pada tisu steril.
Kemudian sampel dipotong dengan ukuran + 1 cm. Sebagai kontrol, air akuades
rendaman terakhir sebanyak 100 pl ditanam pada media NA. Sterilisasi
permukaan sampel dapat dikatakan berhasil apabila tidak tumbuh mikroba pada
media NA.

Metode isolasi bakteri yang digunakan berdasarkan (Munif et al., 2012)

dengan beberapa modifikasi. Metode isolasi bakteri dilakukan dengan metode



17

pengenceran bertingkat. Sampel akar ditumbuk hingga halus dengan ditambahkan
akuades steril. 1 ml suspensi akar cabai rawit dimasukkan ke tabung reaksi berisi
9 ml akuades steril dan dihomogenkan dengan vorteks selama 5 menit. Setelah itu,
dilakukan pengenceran bertingkat dari 10 hingga 10°. Pengenceran dilakukan
dengan memasukkan 1 ml suspensi akar ke dalam 9 ml akuades steril. Setiap
pengenceran bertingkat dilakukan pengocokan. Pada masing-masing pengenceran
sebanyak 0,1 ml suspensi disebar dalam cawan Petri yang berisi media NA.
Suspensi kemudian diratakan dengan stick L. Setelah itu, cawan Petri kemudian
dibungkus dengan platik wrap dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang.
Pemurnian isolat dilakukan dengan metode gores (streak plate). Koloni yang
menunjukkan morfologi yang berbeda diambil dan digoreskan pada media NA
steril. Isolat bakteri kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam.
Pertumbuhan bakteri diamati untuk mengetahui bakteri tumbuh seragam atau
masih tercampur dengan koloni bakteri lain. Apabila masih terdapat koloni lain

dalam cawan Petri maka dilakukan pemisahan hingga diperoleh kultur murni.

Persiapan bakteri patogen R. solanacearum

Bakteri patogen R. solanacearum diperoleh dari koleksi Laboratorium
Penyakit Tumbuhan Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian,
Universitas Brawijaya Malang. Persiapan bakteri patogen R. solanacearum
melalui 2 tahapan yakni peremajaan isolat bakteri R. solanacearum dan uji
patogenisitas. Peremajaan berdasarkan Inggriani et al. (2014). Jarum ose yang
akan digunakan untuk mengambil isolat dipanaskan diatas Bunsen. Setelah itu,
isolat bakteri R. solanacearum diambil 1 ose dan digoreskan pada media NA, lalu
dibungkus dengan plastik wrap. Isolat kemudian diinkubasi selama 24 jam pada
suhu ruang. Uji patogenisitas berdasarkan metode Nasrun et al. (2007) dengan
modifikasi, isolat diinokulasikan ke tanaman cabai rawit varietas Bhaskara
berumur 2 minggu setelah tanam. Sebanyak 10 ose bakteri patogen dilarutkan
dengan NB sebanyak 125 ml dan suspensi dihomogenkan dan dishaker selama 2
hari dengan kecepatan 200 rpm. Kemudian, tanaman cabai rawit dilukai bagian
pangkal akar dan dinokulasi bakteri R. solanacearum dengan cara penyiraman.
Apabila setelah beberapa hari timbul gejala layu maka reaksi dinyatakan positif.

Gejala serangan lain ditandai dengan jaringan batang yang mengalami
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diskolorisasi warna menjadi kecoklatan. Selain itu, apabila batang tanaman yang
terinfeksi direndam dalam akuades steril muncul seperti asap berwarna putih

menandakan massa bakteri yang keluar.

Seleksi bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit organik yang bersifat
antagonis terhadap R. solanacearum

Uji antagonis dilakukan dengan menyeleksi isolat bakteri yang berpotensi
sebagai agens antagonis terhadap R. solanacearum secara invitro. Uji antagonis
dilakukan dengan menggunakan metode spray (pengkabutan) (Kawaguchi et al.,
2008) yang telah dimodifikasi. Isolat bakteri yang telah diinkubasi selama 24 jam
diambil sebanyak 1 ose untuk dibuat suspensi. Bakteri dimasukkan dalam akuades
1 ml dan kemudian dihomogenkan. Kertas saring dengan diameter 5 mm yang
telah disterilkan dimasukkan ke dalam suspensi selama 2 menit dan ditiriskan
selama 2 jam. Kertas saring dimasukkan ke dalam media NA dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu ruang.

Pengamatan dilakukan untuk mengetahui pertumbuhan bakteri di sekitar
kertas saring. Apabila bakteri telah tumbuh, maka tutup cawan petri ditetesi
kloroform 500 pl menggunakan mikropipet dalam keadaan terbalik. Kemudian
dibiarkan selama 1 jam. Pada permukaan biakan bakteri diberi suspensi bakteri
patogen R. solanacearum dengan cara pengkabutan. Suspensi bakteri patogen
dibuat dengan mengambil 5 ose dan melarutkannya dengan 10 ml akuades steril
dalam sprayer. Suspensi kemudian disemprotkan pada permukaan cawan yang
telah terdapat biakan bakteri endofit. Biakan bakteri diinkubasi selama 24 jam
pada suhu ruang kemudian dilakukan pengukuran zona hambat. Selanjutnya
diameter zona bening diukur dengan penggaris.

Uji antagonis isolat bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit organik
terhadap R. solanacearum

Uji antagonis isolat bakteri endofit menggunakan metode sama seperti pada
seleksi bakteri yang bersifat antagonis terhadap R. solanacearum (Gambar 5).
Lima isolat terbaik dengan diameter zona hambat tertinggi dan memunculkan
zona bening dengan jelas dari seleksi bakteri antagonis dipilih untuk pengujian
antagonis. Rancangan percobaan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)

dengan 7 perlakuan dan 4 ulangan. Perlakuan terdiri dari 5 isolat bakteri endofit
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terpilih dan 2 kontrol (Tabel 1). Kontrol terdiri dari kontrol positif dan kontrol
negatif. Kontrol positif dengan menggunakan bakterisida berbahan aktif
streptomisin sulfat. Sedangkan kontrol negatif menggunakan akuades steril.

Tabel 1. Perlakuan Uji Antagonis Bakteri Terpilih Hasil Seleksi terhadap R.
solanacearum secara In vitro

No. Perlakuan

Isolat C3
Isolat C4
Isolat C5
Isolat C6
Isolat D1
Bakterisida
Kontrol

NookrwnpE

A7 AN

e c

Gambar 5. Uji Antagonis Bakteri Endofit terhadap R. solanacearum dengan
Metode Spray pada Media NA (Kawaguchi et al., 2008), Keterangan:
(A) Cawan Petri; (B) Kertas Saring yang telah Direndam Suspensi
Bakteri Endofit; (C) Bakteri Patogen R. solanacearum

Karakterisasi dan identifikasi bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit
organik yang bersifat antagonis terhadap R. solanacearum

Karakterisasi dan identifikasi isolat bakteri endofit dilakukan dengan
mengamati kenampakan makroskopis berdasarkan pigmentasi, bentuk, tepian
koloni dan elevasi (Waluyo, 2016). Karakterisasi dan identifikasi bakteri juga
dilakukan dengan uji fisiologi dan biokimia. Identifikasi mengacu pada Bergey'’s
Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan (Schaad et al.,
2001). Bagan alir identifikasi bakteri ditunjukkan pada Gambar 6 dan Gambar 7.

Tahapan uji fisiologi dan biokimia bakteri sebagai berikut:
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a. Uji hipersensitif

Bakteri ditumbuhkan pada media NA dan diinkubasi selama 24 jam. Bakteri
diambil dengan jarum ose dan dibuat menjadi suspensi ke dalam akuades steril.
Uji dimulai dengan menginfeksi daun tembakau dengan suspensi bakteri secara
perlahan sehingga suspensi menyebar ke dalam jaringan daun tembakau. Apabila
timbul gejala nekrosis setelah 24-72 jam setelah inokulasi maka uji dinyatakan
positif.
b. Uji Gram

Dalam uji gram bakteri dapat dilakukan dengan dua metode yakni melalui
pengujian reaksi KOH dan pewarnaan Gram.
1. Pengujian reaksi KOH

Biakan murni bakteri berumur 24 jam disuspensikan diatas gelas objek yang
telah ditetesi KOH 3 %. Preparat yang sudah ditetesi KOH 3 % dan suspensi
bakteri diaduk menggunakan jarum ose lalu ditarik keatas. Bakteri Gram negatif
akan menunjukkan adanya lendir apabila jarum ose ditarik keatas. Sedangkan
bakteri Gram positif apabila jarum diangkat ke atas tidak berlendir.
2. Pewarnaan Gram

Satu jarum ose isolat bakteri digoreskan pada preparat steril lalu
ditambahkan akuades steril secara merata. Bagian bawah preparat dilewatkan di
atas Bunsen dengan tujuan untuk mengeringkan seluruh bagian preparat.
Selanjutnya preparat ditetesi larutan kristal violet 5 % sebanyak 1 tetes dan
didiamkan selama 1 menit lalu dicuci dengan air mengalir dan kemudian difiksasi
diatas Bunsen. Selanjutnya preparat ditetesi dengan iodin 1 tetes dan diratakan
serta diamkan selama 1 menit. Preparat dicuci dengan air mengalir dan
dikeringanginkan diatas Bunsen. Langkah selanjutnya, preparat ditetesi dengan
alkohol 96 % sampai zat warna ungu dari kristal violet tidak terlihat, dicuci, dan
dikeringanginkan diatas Bunsen. Pada tahap terakhir preparat ditetesi safranin 0,1
% dan dibiarkan selama 20 detik, dicuci dengan air mengalir, dikeringanginkan.
Sediaan diamati di bawah mikroskop. Bakteri Gram positif akan menunjukkan

warna ungu. Sedangkan bakteri Gram negatif akan menunjukkan warna merah.
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c. Uji oksidatif-fermentatif

Bahan-bahan untuk media sebelumnya dilarutkan dengan akuades dan diukur
hingga pH 7,1. Media dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 5 ml
kemudian disterilkan dengan autoclave pada suhu 121°C selama 2 jam. Setelah
dingin ditambahkan 0,5 ml glukosa 10 % yang telah disterilkan. Pengujian
dilakukan dengan menggunakan 2 tabung. Isolat bakteri diinokulasikan ke dalam
media kemudian ditutup dengan parafin sebanyak 2 ml untuk uji fermentatif,
sedangkan untuk uji oksidatif tidak ditutup dengan parafin cair. Jika terjadi
perubahan warna dari biru menjadi kuning pada tabung yang ditutup parafin cair
maka pertumbuhan bakteri tergolong fermentatif. Apabila tidak terjadi perubahan
warna maka pertumbuhan bakteri tergolong oksidatif. Kedua tabung diinkubasi
selama 7 hari.
d. Uji katalase

Uji katalase dilakukan untuk mengetahui aktivitas bakteri dalam
menghasilkan enzim katalase. Enzim katalase berfungsi untuk mengkatalis
penguraian hidrogen peroksida (H.02) menjadi air dan oksigen. Pengujian
aktivitas enzim katalase dimulai dengan mengambil 1 ose bakteri kemudian
diletakkan diatas kaca objek yang telah steril. Hidrogen peroksida diteteskan 1
tetes pada gelas objek yang telah terdapat bakteri. Apabila terbentuk gelembung
udara, maka uji katalase dinyatakan positif.
e. Pengecatan spora

Pengujian pembentukan spora dilakukan untuk mengetahui keberadaan
endospora pada sel bakteri. Langkah dalam pengujian pembentukan endospora
bakteri adalah pembuatan suspensi dari isolat bakteri berumur 24 jam. Suspensi
dibuat dengan mengambil satu ose bakteri dan diletakkan pada gelas objek.
Kemudian ose bakteri pada gelas objek ditambahkan akuades. Selanjutnya, isolat
bakteri difiksasi di atas Bunsen. Suspensi ditetesi malachyte green sebanyak 2
tetes dan diratakan. Bakteri kemudian difiksasi diatas Bunsen selama 10 menit,
ditetesi safranin dan dibiarkan selama 30 detik. Gelas objek kemudian dibilas
dengan akuades. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop dengan
perbesaran 1000x dengan bantuan minyak imersi. Apabila bakteri uji mampu
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membentuk spora maka akan nampak spora berwarna hijau dan sel vegetatifnya
akan nampak berwarna merah.
f. Pigmen fluorescent pada media King’s B
Isolat bakteri ditumbuhkan pada media King’s B dan diinkubasi pada suhu

ruang selama 24-48 jam. Koloni bakteri yang tumbuh kemudian diamati dibawah
sinar UV. Reaksi positif ditunjukkan dengan koloni yang tampak berpendar dan
ditandai dengan terbentuknya pigmen berwarna biru atau hijau. Bakteri yang
menunjukkan reaksi positif tergolong bakteri penghasil pigmen fluorescent.
Sedangkan reaksi negatif ditunjukkan dengan tidak adanya koloni bakteri yang
berpendar sehingga bakteri bukan tergolong kelompok yang memiliki pigmen
flourescent.
g. Pertumbuhan koloni kuning pada media YDC

Pengujian pada media selektif YDC bertujuan untuk mengetahui bakteri yang
tumbuh secara anaerob termasuk dalam genus Erwinia atau Pantoea. Apabila
koloni yang tumbuh pada media berwarna kuning maka bakteri termasuk dalam
genus Pantoea. Bakteri yang tumbuh berwarna putih maka termasuk dalam genus
Erwinia. Sedangkan bakteri yang tumbuh secara aerob maka uji pada media YDC
digunakan untuk membedakan bakteri termasuk genus Xylophilus dan
Xanthomonas dengan genus lain. Apabila bakteri yang tumbuh berwarna kuning
maka termasuk dalam genus Xylophilus dan Xanthomonas. Isolat bakteri
dibiakkan pada media YDC dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam.
Pengamatan dilakukan dengan melihat warna koloni yang tumbuh setelah
inkubasi.
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Pewarnaan Gram

Gram positif Gram negatif
Kokus | Basil Kokus | Basil
| | | ]
Pengecatan Spora Uji Oksidatif
I |
+ | | - + -
Bacillus spp. Corynbacterium spp. Aeromonas Enterobacteriacea
Clostridium spp. Lactobacillus spp. Vibrio
| Mycobacterium spp. Pseudomonas
Apaerob |
| Fermentasi Glukosa
+ - AN | -
Clostridium spp. Bacillus spp. Vibrio Pseudomonas
U|ji Katalase Aeromonas
4+ | |
Corynebacterium spp. Lactobacillus spp.

Pigmen Fluorescent pada King’s B
|
520 | -
Pseudomonas Agrobacterium, Xanthomonas,
Xylophillus, Bulkhoderia,
Acidovorax, Ralstonia

Koloni Kuning pada YDC
|
+ | |-
Xanthomonas, Xylophillus Agrobacterium, Bulkhoderia,
Acidovorax, Ralstonia

Pertumbuhan pada Media D1M Agar
I
| |
+
Agrobacterium Bulkhoderia,
Acidovorax, Ralstonia

Gambar 6. Bagan Alir Identifikasi Bakteri hingga Tingkat Genus (Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology) (Holt et al., 1994)
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Pewarnaan Gram

- | +

Erwinia,Pantoea, Xylophilus, Acidovorax, = Corynebacterium, Bacillus,
Bulkhoderia,Ralstonia, Pseudomonas, Clostridium, Streptomyces
Xanthomonas, Agrobacterium
I

Pertumbuhan secara Anaerob Formasi Endospora
|
T l - ] -
Erwinia,Pantoea Xylophilus,Acidovorax, Bacillus,Clostridium
| Bulkhoderia,Ralstonia,
Koloni Pseudomonas, Xanthomonas, Coryneform
Kuning Agrobacterium
+  PadaYDC -  Streptomyces
|
| 1
Pantoea Erwinia
Pigmen Fluorescent Pertumbuhan Anaerob
Pada King’s B + | -
t | - Clostridium Bacillus
Pseudomonas Xylophilus, Acidovorax,
Bulkhoderia,Ralstonia, + Miselium Udara -

Xanthomonas, Agrobacterium

‘ Streptomyces Coryneform
Koloni Kulning pada YDC
+ -
Xylophilus, Xanthomonas Acidovorax, Bulkhoderia, Ralstonia,
| Agrobacterium

+ | | Y
Urease Pertumbuhan suhu 33°C pada YDC
+ i I L\- + -
Xanthomonas Xylophilus Xanthomonlas Xylophilus
Pertumbuhan pada Media DllM Agar
I 1 +
Acidovorax, Bulkhoderia, Ralstonia Agrobacterium

Pertumbuhan pada media Arginin dan Betain
P —L
Bulkhoderia  Acidovorax, Ralstonia
| + Acidovorax

[

Pertumbuhan pada suhu 40°C Ralstonia

Gambar 7. Bagan Alir Identifikasi Bakteri Patogen Tumbuhan hingga Tingkat
Genus (Schaad et al., 2001)
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3.5 Variabel Pengamatan

Pengukuran zona hambat bakteri endofit yang bersifat antagonis terhadap
patogen R. solanacearum

Zona hambat adalah tempat dimana bakteri terhambat pertumbuhannya
akibat antibakteri atau antimikroba (Pelczar dan Chan, 1986). Diameter zona
hambat diketahui dengan mengukur zona bening di sekitar kertas saring (Gambar
8). Pengukuran zona hambat dilakukan dengan cara mengukur diameter zona
bening yang muncul setelah diinkubasi selama 24 jam, 48 jam, dan 72 jam.
Diameter zona hambat dapat dihitung dengan mengacu Purnawati (2013):

Diameter Zona Hambat :

= Dv+Dh
2

Dh

\ 4
>

v
w

Gambar 8. Pengukuran Diameter Zona Hambat Bakteri Antagonis (Purnawati,
2013)
Keterangan:
Dv adalah diameter vertikal (mm)
Dh adalah diameter horizontal (mm)
A adalah kertas saring
B adalah bakteri patogen

Menurut Davis dan Stout (1971), kategori diameter zona hambat disajikan
pada Tabel 2.
Tabel 2. Kategori Diameter Zona Hambat

Diameter Zona Hambat Kategori
> 20 mm Sangat kuat
10-20 mm Kuat
5-10 mm Sedang

<5mm Lemah
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Karakterisasi dan identifikasi bakteri endofit berdasarkan morfologi, uji
fisiologi dan biokimia

Identifikasi berdasarkan morfologi bakteri dilakukan secara makroskopis dan
mikroskopis. ldentifikasi makroskopis dengan mengamati secara visual dari
kenampakan pigmentasi, bentuk, tepian koloni dan elevasi. Sedangkan identifikasi
bakteri secara mikroskopis dilakukan dengan mengamati sel bakteri dengan uji
gram dan pengecatan spora. Pada uji gram, kenampakan bakteri dlilihat dari
bentuk dan warna sel dibawah mikroskop dengan perbesaran tertentu. Pada uji
pengecatan spora dilakukan pengamatan bentuk sel dan endospora yang
dihasilkan bakteri dibawah mikroskop. Sedangkan pada uji fisiologi dan biokimia
dilakukan dengan melakukan berbagai pengujian. Uji fisiologi bertujuan untuk
untuk mengidentifikasi bakteri berdasarkan aktivitas selnya (Hadioetomo, 1993).
Sedangkan uji biokimia digunakan untuk mengetahui aktivitas biokimia atau
metabolisme bakteri (Sari, 2014). Uji fisiologi dan biokimia yang dilakukan
dalam penelitian ini meliputi uji hipersensitif, uji gram, uji oksidatif fermentatif,
uji katalase, dan pengecatan spora, pigmen fluorescent pada media King’s B, dan

pertumbuhan koloni kuning pada media YDC.

3.6 Analisis Data
Data yang diperoleh dari uji antagonis bakteri endofit terpilih terhadap
patogen R. solanacearum dianalisis dengan analisis ragam (ANOVA) pada taraf
kesalahan 5 % melalui aplikasi Microsoft Excel. Untuk mengetahui perbedaan
nyata diantara perlakuan maka dilakukan uji Duncan Multiple Range Test
(DMRT) pada taraf kesalahan 5 %.



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Uji Patogenisitas

Uji patogenisitas isolat R. solanacearum dilakukan untuk mengetahui
virulensi patogen terhadap tanaman inang. Isolat yang digunakan untuk uji
patogenisitas adalah isolat yang virulen. Isolat R. solanacearum yang virulen
adalah isolat yang memiliki warna koloni putih dengan bagian tengah berwarna
merah (Gambar 9A). Hasil uji patogenisitas isolat R. solanacearum pada tanaman
cabai rawit dinyatakan positif. Hal tersebut ditandai berupa gejala layu pada
bagian daun tanaman cabai rawit. Gejala muncul pada 3 hari setelah inokulasi.
Daun bagian bawah tampak layu dan terkulai. Pada 14 hari setelah inokulasi, daun
tanaman mengering dan mati (Gambar 9B). Selain itu, batang tanaman terinfeksi
menunjukkan gejala diskolorisasi jaringan pembuluh pada batang menjadi

kecoklatan (Gambar 9C). Setelah bagian pangkal batang dibelah dan direndam

dalam akuades muncul massa bakteri yang keluar seperti asap dengan warna putih
(Gambar 9D).

Gambar 9. Hasil Uji Patogenisitas (A) Isolat R. solanacearum Pada Media TZC;
(B) Gejala Layu Tanaman Cabai Rawit pada 14 Hari Setelah
Inokulasi; (C) Diskolorisasi Jaringan Pembuluh Batang; (D) Massa
Bakteri pada Bagian Pangkal Batang Tanaman Cabai Rawit yang
Direndam dalam Akuades Steril

Menurut Rahayu (2013), gejala serangan R. solanacearum adalah layu pada
daun-daun bagian bawah. Selanjutnya gejala berupa daun yang telah layu berubah
menjadi kecoklatan, batang lunglai, dan kemudian tanaman mengering. Apabila
batang atau akar tersebut dipotong melintang dan direndam dalam air jernih akan
keluar cairan keruh dari koloni bakteri yang melayang dalam air menyerupai

kepulan asap. Gejala penyakit ini akan sama pada tanaman dalam fase
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pertumbuhan generatif. Kerusakan warna pada pembuluh batang umumnya
disertai tekstur lunak dan basah, dan kondisi demikian merupakan penciri adanya
bakteri. Diskolorasi jaringan pembuluh hanya sebagai salah satu indikasi adanya
deposit senyawa ekstraseluler dari bakteri jenis virulen. Isolat yang telah diuji
patogenisitas dan hasilnya positif selanjutnya digunakan untuk seleksi dan uji
antagonis.

4.2 Hasil Eksplorasi Bakteri Endofit dari Akar Tanaman Cabai Rawit

Hasil eksplorasi bakteri endofit yang diisolasi dari akar tanaman cabai rawit
pada lahan organik diperoleh 38 isolat bakteri perbedaan morfologi (Gambar 10).
Menurut Xia et al. (2015), bakteri endofit yang diisolasi dari lahan organik
memiliki kelimpahan relatif yang lebih tinggi dibanding konvensional. Hal
tersebut karena pada lahan organik mengandung bahan organik untuk
pertumbuhan mikroba tanah. Bakteri endofit berasal dari populasi bakteri rizosfer.
Bakteri endofit akan mengkolonisasi masuk ke jaringan tanaman. Faktor lain yang
mempengaruhi peningkatan kelimpahan mikroba endofit adalah pH tanah. Pada
lahan dengan pengelolaan organik memiliki nilai pH yang lebih tinggi dibanding
lahan konvensional yang berkaitan dengan kelimpahan dan keenekaragaman
bakteri endofit. Bakteri endofit hasil eksplorasi selanjutnya digunakan untuk
seleksi antagonis terhadap R. solanacearum.

Gambar 10. Hasil Eksplorasi Bakteri Endofit dari Akar Tanaman Cabai Rawit
Organik pada 60 HST (A) Pengenceran 10°3; (B) Pengenceran 10
(C) Pengenceran 10°°
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4.3 Hasil Seleksi Bakteri Endofit dari Akar Tanaman Cabai Rawit Organik
yang Bersifat Antagonis terhadap R. solanacearum

Berdasarkan hasil eksplorasi, terdapat 38 isolat bakteri yang selanjutnya
dilakukan seleksi kemampuan antagonisnya dalam menghambat R. solanacearum.
Daya antagonis ditandai dengan terbentuknya zona hambat yang dihasilkan
bakteri antagonis. Zona hambat berupa area bening yang tidak ditumbuhi bakteri
patogen (Gambar Lampiran 2). Menurut Harmita dan Radji (2008), zona hambat
adalah area jernih yang mengelilingi kertas saring yang telah direndam
antimikroba.

Tabel 3. Diameter Zona Hambat yang Dihasilkan Bakteri Endofit terhadap
Patogen R. solanacearum secara In vitro

No. Kode Isolat Diameter Zona Hambat (cm)
1. A4 0,51

2. A6 0,77

3. C3 1,6*

4, C4 1,44*

5. C5 1,49*

6. C6 1,39*

7. D1 1,61*

8. D3 0,78

Keterangan: Tanda* menunjukkan bakteri endofit terpilih untuk pengujian
antagonis terhadap R. solanacearum

Dari 38 isolat bakteri yang berhasil diisolasi, 8 isolat mampu menghambat R.
solanacearum (Tabel 3). Isolat dengan kode A4, A6, dan D3 isolat termasuk
dalam kategori sedang (5-10 mm) dalam menghambat patogen R. solanacearum
dan isolat dengan kode C3, C4, C5, C6 dan D1 termasuk dalam kategori kuat (10-
20 mm) dalam menghambat patogen R. solanacearum (Tabel 2). Isolat dengan
diameter zona hambat tertinggi adalah isolat kode D1. Isolat dengan diameter
zona hambat terendah adalah isolat dengan kode A4. Menurut Pelczar dan Chan
(2008), semakin besar zona bening yang dihasilkan, maka semakin besar aktivitas
penghambatan bakteri antagonis terhadap bakteri patogen. Dari 8 isolat yang
mampu menghasilkan zona hambat dipilih 5 isolat dengan zona hambat tertinggi
dan zona hambat paling jelas berupa area bening di sekitar kertas saring yang
dipilih untuk pengujian antagonis yakni isolat kode C3, C4, C5, C6 dan D1

(Gambar Lampiran 2).
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4.4 Hasil Pengujian Antagonis Bakteri Endofit dari Akar Tanaman Cabai

Rawit Organik terhadap R. solanacearum

Lima isolat bakteri endofit hasil seleksi selanjutnya digunakan uji antagonis

terhadap R. solanacearum. Hasil pengujian antagonis dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Rerata Zona Hambat Bakteri Endofit yang Bersifat Antagonis terhadap

Patogen R. solanacearum

Rerata Diameter Zona Hambat (cm)

Perlakuan 24 JSI1+SD 48 JSI£SD 72 JS1xSD
Kontrol 0,00+0,00 a 0,00+0,00 a 0,00+0,00 a
Bakterisida 1,46+0,04 bc 1,46+0,04 bc 1,46+0,04 bc
Isolat C3 1,35+0,07 bc 1,18+0,07 b 1,18+0,07 b
Isolat C4 1,28+0,11 b 1,28+0,11 bc 1,28+0,11 b
Isolat C5 1,31+0,12 bc 1,31+0,12 bc 1,31+0,12 bc
Isolat C6 1,124+0,09 b 1,12+0,09 b 1,12+0,09 b
Isolat D1 1,34+0,20 bc 1,34+0,20 bc 1,34+0,20 bc

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama pada satu kolom menunjukkan
tidak berbeda nyata antar perlakuan pada uji DMRT taraf kesalahan
5 %; SD= Standar Deviasi; HSI= Hari Setelah Inokulasi

Hasil pengamatan pada semua perlakuan bakteri endofit terpilih yakni isolat
dengan kode C3, C4, C5, C6, dan D1 selama 72 jam setelah inokulasi
menunjukkan bahwa kelima isolat mampu menghambat patogen R. solanacearum
(Tabel 4). Berdasarkan hasil analisis ragam dengan taraf kesalahan 5 %, antar
perlakuan menunjukkan perbedaan nyata (Tabel Lampiran 1). Berdasarkan uji
DMRT dengan taraf kesalahan 5 %, pada 24, 48, dan 72 jam setelah inokulasi,
semua perlakuan menunjukkan hasil yang berbeda nyata dengan kontrol negatif
(akuades steril). Kelima perlakuan isolat yakni isolat kode C3, C4, C5, C6, dan
D1 menunjukkan hasil yang sama dalam menekan R. solanacearum. Kelima
perlakuan isolat juga menunjukkan hasil yang sama dengan kontrol positif
(perlakuan bakterisida berbahan aktif streptomisin sulfat). Hasil uji antagonis

semua perlakuan dapat disajikan pada Gambar 11.
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Gambar 11. Zona Bening yang Dihasilkan Bakteri Endofit pada Pengujian
Antagonis terhadap R. solanacearum di Cawan Petri selama 72 jam,
(A) Isolat C3; (B) Isolat C4; (C) Isolat C5; (D) Isolat C6; (E) Isolat
D1; (F) Kontrol Positif; (G) Kontrol Negatif

Penghambatan perlakuan semua isolat dengan bakterisida menunjukkan hasil
yang sama dalam menghambat patogen R. solanacearum. Bakterisida yang
digunakan sebagai kontrol positif adalah dengan menggunakan bakterisida
berbahan aktif streptomisin sulfat. Menurut Waluyo (2008), streptomisin adalah
antibiotik yang berfungsi sebagai bakterisida untuk beberapa bakteri Gram
negatif dan bakteri Gram positif. Streptomisin bekerja dengan menghambat proses
sintesis protein bakteri. Menurut Agrios (2005), streptomisin bekerja dengan
mengikat secara irreversibel ribosom bakteri. Namun, penggunaan streptomisin
secara terus-menerus dilaporkan telah memunculkan strain bakteri patogen yang

resisten karena mekanisme kerja antibiotik yang bersifat spesifik.
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Penghambatan semua isolat terhadap R. solanacearum tergolong kuat (1,18-
1,34 cm). Artinya, bakteri endofit terpilih mampu melakukan aktivitas
penghambatan yang kuat dalam menekan patogen. Sheoran et al. (2015)
menjelaskan bahwa bakteri endofit secara tidak langsung melindungi tanaman dari
serangan patogen melalui produksi zat yang dapat menghambat atau mematikan
patogen melalui senyawa antibiotik, siderofor, enzim hidrolisis, dan senyawa
antimikroba organik. Zona hambat terbentuk akibat aktivitas antibakteri yang
dihasilkan oleh bakteri antagonis. Menurut Waluyo (2008), zona hambat yang
muncul menandakan terdapat substansi kimia yang dihasilkan mikroorganisme
yang mampu menghambat mikroorganisme lain atau disebut juga mekanisme
antibiosis. Senyawa antibiotik yang berperan menghambat pertumbuhan atau
mematikan bakteri karena senyawa tersebut mampu menghambat sintesis dan
metabolisme sel. Mekanisme penghambatan senyawa antibakteri secara umum
meliputi mengganggu sintesis dinding sel, mengganggu fungsi membran sel,
sintesis protein, sintesis asam nukleat, dan antimetabolit. Menurut Mutschler
(1991), antimikroba yang mempengaruhi pembentukan dinding sel atau
permeabilitas membran sel bekerja sebagai bakterisidal, sedangkan yang
mempengaruhi sintesis protein bekerja sebagai bakteriostatik. Trisia et al. (2018)
menjelaskan bahwa bakterisidal adalah mekanisme mematikan bakteri target
secara langsung. Sedangkan bakteriostatik bekerja dengan menghambat
pertumbuhan bakteri target.

4.5 Karakter Morfologi, Fisiologi dan Biokimia Bakteri Endofit Tanaman
Cabai Rawit yang Bersifat Antagonis terhadap R. solanacearum
Karakter morfologi

Morfologi koloni bakteri endofit menunjukkan kenampakan yang berbeda-

beda. Morfologi dari bakteri endofit dapat dilihat pada Gambar 12 dan Tabel 5.

Tabel 5. Morfologi Bakteri Endofit yang Bersifat Antagonis terhadap patogen R.
solanacearum

Bentuk Warna
Isolat Koloni Koloni Tepi Elevasi Mukoid
C3 Bulat Putih Bergerigi  Cembung Tidak
C4 Bulat Putih Rata Rata Tidak
C5 Bulat Putih Rata Rata Tidak
C6 Bulat Putih Bergerigi Rata Tidak

D1 Bulat Putih Rata Cembung Tidak
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Gambar 12. Morfologi Koloni Bakteri Endofit yang Bersifat Antagonis terhadap
R. solanacearum

Karakter fisiologi dan biokimia

Karakterisasi bakteri endofit juga melalui uji fisiologi dan biokimia. Uji
fisiologi dan biokimia yang dilakukan meliputi pengujian Gram (pewarnaan Gram
dan pengujian KOH 3 %), pengecatan endospora, uji katalase, uji oksidatif
fermentatif, dan uji pertumbuhan pada media YDC. Hasil pengujian secara
fisiologi dan biokimia dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Karakter Fisiologi dan Biokimia Bakteri Endofit yang Bersifat Antagonis
terhadap R. solanacearum

Pengujian Kode Isolat
C3 C4 C5 Cé6 D1

Hipersensitif - - - - -

Uji Gram - - - - -
Pengecatan TU TU TU TU TU

spora

Bentuk sel Batang Batang Batang Batang Batang

Uji katalase + + + + +

Uji OF Fermentatif Fermentatif Fermentatif Fermentatif Fermentatif
Media

Kings’B TU TU TU TU TU
Koloni
kuning pada - - - - -
Media YDC

Keterangan: (+) reaksi positif; (-) reaksi negatif; TU=Tidak diuji
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1. Hasil uji hipersensitif

Hasil pengujian hipersensitif menunjukkan bahwa kelima isolat yakni bakteri
kode C3, C4, C5, C6, dan D1 menghasilkan reaksi negatif. Salah satu reaksi
negatif ditunjukkan pada isolat kode D1 (Gambar 13B). Hal tersebut ditandai
dengan tidak adanya gejala nekrosis pada daun yang diinfiltrasikan dengan bakteri
endofit. Hal ini mengindikasikan bahwa bakteri uji bukan termasuk golongan
patogen tanaman. Sebagai kontrol negatif akuades steril diinfiltrasikan ke daun
tanaman tembakau (Gambar 13A). Sedangkan sebagai kontrol positif, bakteri
patogen R. solanacearum diinfiltasikan ke daun tanaman tembakau. Hasil
menunjukkan bahwa terdapat gejala nekrosis pada 48 jam setelah inokulasi
(Gambar 13C). Menurut Wahyudi et al. (2011), reaksi hipersensitif adalah reaksi
kematian sel yang cepat dan terlokalisasi. Reaksi ini muncul pada tanaman yang
terinfeksi saat pengenalan patogen dan merupakan usaha untuk menghambat
pertumbuhan patogen. Reaksi positif ditunjukkan dengan terjadinya nekrosis atau

bercak kuning hingga coklat pada daun tembakau yang diinfiltrasi setelah 48 jam.

Gambar 13. Hasil Uji Hipersensitif (A) Kontrol Negatif, Daun Diinfiltrasi dengan
Akuades Steril; (B) Bakteri dengan Kode D1; (C) Kontrol Positif,
Daun Diinfiltrasi dengan Patogen R. solanacearum

2. Hasil uji Gram

Pengujian Gram dilakukan untuk mengetahui termasuk dalam bakteri gram
positif atau bakteri gram negatif. Uji gram terdiri dari dua metode, yakni
pewarnaan Gram dan pengujian KOH 3%. Hasil pengujian Gram isolat bakteri
endofit menunjukkan kode C3, C4, C5, C6, dan D1 menghasilkan warna merah
setelah diamati dibawah mikroskop sehingga kelima isolat termasuk bakteri Gram
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negatif (Gambar 14A). Menurut Schaad et al. (2001), pengamatan dibawah
mikroskop bakteri Gram positif akan berwarna biru atau ungu. Bakteri Gram
positif mampu mengikat zat warna kristal violet. Sedangkan bakteri Gram negatif
akan berwarna merah dan tidak mampu mengikat warna kristal violet.

Menurut Lay (1994) pewarnaan gram bertujuan untuk membedakan
kelompok bakteri gram positif dengan bakteri gram negatif. Perbedaan hasil
pewarnaan gram disebabkan karena adanya perbedaan struktur dinding sel kedua
kelompok bakteri tersebut sehingga menyebabkan perbedaan reaksi dalam
permeabilitas zat warna dan penambahan zat pemucat. Bakteri gram positif adalah
bakteri mempertahankan kompleks zat warna yodium primer yang tampak
berwarna ungu. Bakteri ini memiliki dinding amorf yang relatif tebal dan asam
protoplasma lebih banyak yang diyakini mampu mempertahankan pewarna violet
dan kompleks yodium di dalam sel. Bakteri gram negatif didekolorisasi oleh
pelarut organik dan menyerap counterstain sehingga tampak berwarna merah.
Madigan et al. (2011) menyatakan bahwa perbedaan reaksi pewarnaan Gram
berdasarkan komposisi dinding sel bakteri. Dinding sel bakteri Gram positif
mengandung 90% peptidoglikan dan selebihnya adalah asam tekoat. Sel bakteri
Gram positif terlihat berwarna ungu karena dapat membentuk ikatan kompleks
dengan pewarna utama (kristal violet) yaitu ungu. Dinding sel bakteri Gram
negatif terdiri dari 5-20 % peptidoglikan, selebihnya adalah polisakarida.
Pemberian larutan alkohol 95 % pada sel dapat meningkatkan porositas dinding
sel dengan melarutkan lipid pada membran luar, sehingga kompleks ungu akan
terlepas dan sel menjadi tidak berwarna. Selanjutnya sel akan berwarna merah
karena terwarnai oleh warna pembanding yaitu safranin.

Pada pengujian KOH 3 % menunjukkan hasil bahwa isolat kode C3, C4, C5,
C6, dan D1 menunjukkan reaksi positif. Kelima isolat tersebut menghasilkan
lendir setelah ditetesi dengan KOH dan ditarik dengan jarum ose sehingga
termasuk dalam kelompok bakteri Gram negatif (Gambar 14B). Chandra & Mani
(2011) menjelaskan bahwa bakteri Gram positif memiliki dinding sel yang tebal
dan lemak yang tipis sedangkan Gram negatif memiliki lemak tebal dan
berdinding sel tipis yang berada di ruang periplasma. KOH akan merusak lemak

(bilayer lipid) dan membuat sel bakteri Gram negatif pecah. Sedangkan bakteri
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Gram positif akan tetap tidak bereaksi sehingga tidak menghasilkan lendir karena
lapisan lemak yang tipis. Berdasarkan dua metode pengujian diatas, bakteri
endofit dengan kode C3, C4, C5, C6, dan D1 temasuk dalam kelompok bakteri

Gram negatif.

Gambar 14. Hasil Uji Gram (A) Pewarnaan Gram Isolat Kode D1 Termasuk
Bakteri Gram Negatif yang Ditandai dengan Koloni Berwarna
Merah; (B) Pengujian KOH 3% Isolat Kode D1 Menghasilkan
Lendir Menunjukkan Bakteri Termasuk Gram Negatif

3. Hasil uji katalase

Pada uji katalase yang dilakukan menunjukkan hasil bahwa kelima bakteri uji
bereaksi positif. Hal tersebut ditunjukkan dengan gelembung udara yang terbentuk
setelah penetesan larutan H>O> pada bakteri uji (Gambar 15). Bakteri uji memiliki
enzim katalase yang berfungsi mengubah hidrogen peroksida menjadi uap air dan
oksigen. Murali dan Patel (2017) mengemukakan bahwa mekanisme enzim
katalase memecah H>O. terjadi pada proses respirasi. Bakteri menghasilkan
komponen salah satunya hidrogen peroksida. Bakteri katalase positif akan
memecah H20. menjadi H2O dan O.. Menurut Dewi (2014) hidrogen peroksida
bersifat toksik terhadap sel karena bahan ini menginaktifkan enzim dalam sel.

Hidrogen peroksida terbentuk sewaktu metabolisme aerob.

Gambar 15. Hasil Uji Katalase: Isolat Kode C6 Menghasilkan Reaksi Positif
yang Ditunjukkan dengan Gelembung Udara setelah Ditetesi Larutan
H20



37

4. Uji oksidatif-fermentatif

Hasil uji oksidatif-fermentatif kelima bakteri uji menunjukkan terjadi
perubahan warna dari biru menjadi kuning pada tabung yang ditutup parafin cair
dan tanpa parafin cair (Gambar 16). Bakteri tersebut termasuk golongan bakteri
yang bersifat fermentatif. Hal tersebut karena pada bakteri yang ditutup parafin
memetabolisme karbohidrat tanpa bantuan oksigen. Menurut Lay (1994), uji
oksidatif fermentatif bertujuan untuk menentukan kemampuan mikroba untuk
memetabolisme karbohidrat secara oksidatif atau fermentatif. Mikroorganisme
yang melakukan metabolisme karbohidrat ditunjukkan oleh perubahan warna
media yang awalnya berwarna hijau, akan berubah menjadi kuning. Pada media
yang ditutup parafin, bila terjadi perubahan warna media dari hijau menjadi
kuning, maka hasil uji menunjukkan bahwa mikroorganisme tersebut
memetabolisme karbohidrat secara fermentatif. Sedangkan pada media yang tidak
ditutup parafin, bila terjadi perubahan warna media dari hijau menjadi kuning,
maka hasil uji menunjukkan bahwa mikroorganisme tersebut memetabolisme

karbohidrat secara oksidatif.

Gambar 16. Hasil Uji Oksidatif Fermentatif Isolat Bakteri Kode C6 yang
Menunjukkan Reaksi Positif (Fermentatif) (A) Kontrol Ditutup
Parafin; (B) Kontrol; (C) Isolat Ditutup Parafin; (D) Isolat Tanpa
Parafin

5. Hasil uji pertumbuhan koloni kuning media YDC
Pengujian pertumbuhan koloni kuning pada media YDC berfungsi untuk

mengetahui bakteri anaerob termasuk golongan genus Erwinia atau Pantoea atau
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bakteri aerob termasuk dalam genus Xanthomonas atau Xylophilus. Isolat bakteri
kode C3, C4, C5, C6 dan D1 yang ditanam pada media YDC dan diinkubasi
selama 48 jam membentuk koloni berwarna putih (Gambar 17). Berdasarkan hal
tersebut, kelima isolat bakteri termasuk dalam genus Erwinia. Menurut Schaad et
al. (2001), media YDC digunakan untuk membedakan bakteri dari genus Erwinia
dan Pantoea. Bakteri uji yang tumbuh dengan membentuk koloni berwarna
kuning termasuk dalam Pantoea. Sedangkan bakteri yang diinkubasi berwarna

putih termasuk genus Erwinia.

Gambar 17. Pertumbuhan Koloni Berwarna Putih pada Media YDC (A) Isolat
Bakteri Kode C4; (B) Isolat Bakteri Kode D1

4.6 Hasil Identifikasi Bakteri Endofit yang Bersifat Antagonis terhadap
Bakteri Patogen R. solanacearum

Lima isolat bakteri terpilih yang telah dikarakterisasi secara morfologi,
fisiologi dan biokimia kemudian diidentifikasi mengacu pada Schaad et al. (2001)
dan pedoman Bergey’s Manual of Determinative (Holt et al., 1994). Hasil
identifikasi bakteri endofit disajikan pada Tabel 7.

Tabel 7. Hasil Identifikasi Bakteri Endofit yang Bersifat Antagonis terhadap R.
solanacearum

No. Kode isolat Genus
1. C3 Erwinia sp.
2. C4 Erwinia sp.
3. C5 Erwinia sp.
4. C6 Erwinia sp.
5. D1 Erwinia sp.

Keterangan: Genus Erwinia sp. dikenali dengan uji oksidatif-fermentatif dan uji
pada media YDC, bersifat fermentatif dan koloni pada YDC
berwarna putih
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1. Isolat C3

Isolat kode C3 yang ditumbuhkan pada media NA memiliki bentuk koloni
bulat, tepian bergerigi, berwarna putih, elevasi cembung, dan tidak mukoid. Hasil
pengujian secara fisiologi dan biokimia menunjukkan bahwa bakteri termasuk
Gram negatif. Hal tersebut ditandai dengan terbentuknya lendir pada uji KOH dan
koloni berwarna merah pada pengujian pewarnaan Gram. Bakteri memiliki
morfologi berbentuk batang. Bakteri bersifat fermentatif pada uji anaerob, dan
membentuk koloni berwarna putih pada media YDC. Berdasarkan pedoman
Bergey’s Manual of Determinative (Holt et al.,1994) dan Schaad et al. (2001),
bakteri dengan ciri-ciri tersebut termasuk dalam genus Erwinia.
2. Isolat C4

Isolat C3 yang ditumbuhkan pada media NA memiliki bentuk koloni bulat,
tepian rata, berwarna putih, elevasi rata, dan tidak mukoid. Hasil pengujian secara
fisiologi dan biokimia menunjukkan bahwa bakteri termasuk Gram negatif. Hal
tersebut ditandai dengan terbentuknya lendir pada uji KOH dan koloni berwarna
merah pada pengujian pewarnaan Gram. Bakteri memiliki morfologi berbentuk
batang. Bakteri bersifat fermentatif pada uji anaerob, dan membentuk koloni
berwarna putih pada media YDC. Berdasarkan pedoman Bergey’s Manual of
Determinative (Holt et al.,1994) dan Schaad et al. (2001), bakteri dengan ciri-ciri
tersebut termasuk dalam genus Erwinia.
3. Isolat C5

Isolat C3 yang ditumbuhkan pada media NA memiliki bentuk koloni bulat
tepian rata, berwarna putih, elevasi rata, dan tidak mukoid. Hasil pengujian secara
fisiologi dan biokimia menunjukkan bahwa bakteri termasuk Gram negatif. Hal
tersebut ditandai dengan terbentuknya lendir pada uji KOH dan koloni berwarna
merah pada pengujian pewarnaan Gram. Bakteri memiliki morfologi berbentuk
batang. Bakteri bersifat fermentatif pada uji anaerob, dan membentuk koloni
berwarna putih pada media YDC. Berdasarkan pedoman Bergey’s Manual of
Determinative (Holt et al.,1994) dan Schaad et al. (2001), bakteri dengan ciri-ciri

tersebut termasuk dalam genus Erwinia.
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4. 1solat C6

Isolat C3 yang ditumbuhkan pada media NA memiliki bentuk koloni bulat,
tepian bergerigi, berwarna putih, elevasi rata, dan tidak mukoid. Hasil pengujian
secara fisiologi dan biokimia menunjukkan bahwa bakteri termasuk Gram negatif.
Hal tersebut ditandai dengan terbentuknya lendir pada uji KOH dan koloni
berwarna merah pada pengujian pewarnaan Gram. Bakteri memiliki morfologi
berbentuk batang. Bakteri bersifat fermentatif pada uji anaerob, dan membentuk
koloni berwarna putih pada media YDC. Berdasarkan pedoman Bergey’s Manual
of Determinative (Holt et al.,1994) dan Schaad et al. (2001), bakteri dengan ciri-
ciri tersebut termasuk dalam genus Erwinia.

5. Isolat D1

Isolat C3 yang ditumbuhkan pada media NA memiliki bentuk koloni bulat
tepian rata, berwarna putih, elevasi cembung, dan tidak mukoid. Hasil pengujian
secara fisiologi dan biokimia menunjukkan bahwa bakteri termasuk Gram negatif.
Hal tersebut ditandai dengan terbentuknya lendir pada uji KOH dan koloni
berwarna merah pada pengujian pewarnaan Gram. Bakteri memiliki morfologi
berbentuk batang. Bakteri bersifat fermentatif pada uji anaerob, dan membentuk
koloni berwarna putih pada media YDC. Berdasarkan pedoman Bergey’s Manual
of Determinative (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001), bakteri dengan ciri-
ciri tersebut termasuk dalam genus Erwinia.

Berdasarkan identifikasi yang telah dilakukan, isolat kode C3, C4, C5, C6,
dan D1 termasuk dalam genus Erwinia sp. Dari hasil penelitian dapat diketahui
bahwa genus Erwinia sp. bersifat antagonis terhadap R. solanacearum. Bakteri
endofit mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen ditandai dengan
terbentuknya zona hambat. Kearns dan Mahanty (1998) menjelaskan bahwa salah
satu dari genus Erwinia mampu mengendalikan patogen dari spesies Erwinia lain.
Erwinia sp. mampu menghasilkan antibiotik yang disebut karbapenem.
Karbapenem memiliki spektrum luas aktivitas antimikroba yang kuat terhadap
bakteri Gram positif dan Gram negatif. Erwinia spp. menghasilkan karbapenem
sederhana. Menurut Zhanel et al. (2007), karbapenem bekerja dengan
menghambat sintesis dinding sel bakteri.
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Gnanamanickam (2002) mengemukakan bahwa Erwinia sp. berperan sebagai
agen biokontrol yang efektif dalam menekan penyakit hawar api pada tanaman
apel. Infeksi awal dari penyakit hawar api dimulai dari bagian stigma bunga.
Erwinia sp. akan mengkolonisasi pada bagian jaringan bunga dan daun tanaman
apel. Aplikasi bakteri tersebut pada bunga tanaman apel akan menekan
perkembangan penyakit hawar api karena adanya mekanisme penghambatan
antibiosis. Berdasarkan penelitian Jafra et al. (2008), Erwinia sp. mampu
menghambat patogen penyebab busuk lunak yang disebabkan oleh Dickeya zeae
melalui  produksi antibiotik dan produksi siderofor. Arwiyanto (2014)
menjelaskan bahwa Erwinia sp. merupakan salah satu genus yang mampu
mengendalikan patogen R. solanacearum. Bakteri tersebut menghasilkan
antibiotik atau bakteriosin yang dapat menghambat pertumbuhan patogen atau
melalui peningkatan induksi ketahanan tanaman inang terhadap serangan patogen
tanaman. Beberapa strain dari Erwinia dapat dijadikan sebagai salah satu agens

pengendali hayati terhadap patogen tanaman.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat diperoleh kesimpulan sebagai berikut:
Hasil eksplorasi bakteri endofit dari akar tanaman cabai rawit organik
diperoleh 38 isolat berdasarkan perbedaan morfologi bakteri.
Berdasarkan hasil seleksi diperoleh 8 isolat yang mampu menghambat patogen
R. solanacearum secara in vitro dan kelima isolat yakni isolat kode C3, C4,
C5, C6, dan D1 dilakukan pengujian antagonis menunjukkan hasil yang sama
dalam menekan R. solanacearum dan memiliki kemampuan yang sama
dengan bakterisida berbahan aktif streptomisin sulfat. Bakteri endofit
melakukan mekanisme penghambatan terhadap patogen berupa produksi
antibiotik, siderofor, enzim hidrolisis, dan senyawa antimikroba.
Karakter lima isolat bakteri endofit dengan kode C3, C4, C5, C6, dan D1
menunjukkan kenampakan berbeda-beda. Berdasarkan identifikasi secara
morfologi, fisiologi dan biokimia pada kelima bakteri endofit terpilih yang
bersifat antagonis terhadap R. solanacearum termasuk dalam genus Erwinia.

5.2 Saran

Saran penelitian ini adalah sebagai berikut:
. Identifikasi bakteri endofit yang bersifat antagonis sebaiknya dilakukan hingga
tingkat spesies.
. Perlu dilakukan pengujian mekanisme bakteri endofit secara spesifik dalam
menghambat patogen R. solanacearum.
. Perlu dilakukan penelitian lanjutan terhadap lima isolat bakteri endofit yang
bersifat antagonis pada skala rumah kaca.
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Tabel Lampiran 1. Hasil Analisis Ragam Rerata Zona Hambat Bakteri Endofit
yang Bersifat Antagonis terhadap Patogen R. solanacearum

pada 24 JSI
SK Db JK KT F hit Ftab 5 %
Perlakuan 6 0,25 0,04 4* 2,46
Galat 21 0,25 0,01
Total 27 0,50

Tabel Lampiran 2. Hasil Analisis Ragam Rerata Zona Hambat Bakteri Endofit
yang Bersifat Antagonis terhadap Patogen R. solanacearum

pada 48 JSI
SK Db JK KT F hit Ftab 5 %
Perlakuan 6 0,29 0,05 5* 2,46
Galat 21 0,26 0,01
Total 27 0,55

Tabel Lampiran 3. Hasil Analisis Ragam Rerata Zona Hambat Bakteri Endofit
yang Bersifat Antagonis terhadap Patogen R. solanacearum

pada 72 JSI
SK Db JK KT F hit Ftab 5 %
Perlakuan 6 0,29 0,05 5* 2,46
Galat 21 0,26 0,01

Total 27 0,55
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Gambar Lampiran 1. Sertifikat Pertanian Organik Sampel Tanaman Cabai Rawit
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Gambar Lampiran 2. Hasil Seleksi 38 Isolat Bakteri Endofit yang Bersifat
Antagonis terhadap R. solanacearum
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Gambar Lampiran 3. Hasil Uji Hipersensitif Lima Isolat Bakteri Endofit yang
Bersifat Antagonis terhadap R. solanacearum (A) Isolat C3;
(B) Isolat C4; (C) Isolat C5; (D) Isolat C6; (E) Isolat D1
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Gambar Lampiran 4. Hasil Uji KOH Lima Isolat Bakteri Endofit yang Bersifat
Antagonis terhadap R. solanacearum (A) Isolat C3; (B)
Isolat C4; (C) Isolat C5; (D) Isolat C6; (E) Isolat D1
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Gambar Lampiran 5. Hasil Uji Pewarnaan Gram Lima Isolat Bakteri Endofit
yang Bersifat Antagonis terhadap R. solanacearum (A)
Isolat C3; (B) Isolat C4; (C) Isolat C5; (D) Isolat C6; (E)
Isolat D1
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Gambar Lampiran 6. Hasil Uji Oksidatif-Fermentatif Lima Isolat Bakteri Endofit
yang Bersifat Antagonis terhadap R. solanacearum (A)
Isolat C3; (B) Isolat C4; (C) Isolat C5; (D) Isolat C6; (E)
Isolat D1
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Gambar Lampiran 7. Hasil Uji Pertumbuhan Koloni Kuning pada Media YDC
Lima Isolat Bakteri Endofit yang Bersifat Antagonis
terhadap R. solanacearum (A) Isolat C3; (B) Isolat C4; (C)
Isolat C5; (D) Isolat C6; (E) Isolat D1
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Gambar Lampiran 8. Hasil Uji Katalase Lima Isolat Bakteri Endofit yang
Bersifat Antagonis terhadap R. solanacearum (A) Isolat C3;
(B) Isolat C4; (C) Isolat C5; (D) Isolat C6; (E) Isolat D1



