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Isolates of I? flrrorescens B29 and I? fkrorescens B39 were abk to inhibit the growth of Xanthomd)~~~ 
cmpestris pv. g&cfnes in p&nta DNA profile analysis employing PulredPPeld Gel Elixtrophrsris (PFGE) 
demonstrated that I? flrrorescens B29 was different from ?? flrrorescens B39 and both were distinguishable from 
I? flrrorescem A506 (a commercial biocontrol strain) or I? fhorescem ATCC13525. 1F5ardomna~ jbmrescens 
B29 and B39 were unable to induced hypersensitive responses in tobacco leaf, which might suggest that these 
bacteria were not plant pathogens. Pseuclornonarflrrorescens B29 and B39 did not excrete bioactive compoand 
which presumably responsible for the inhibition of X campestrh pv. &cines growth in pZunfa The inhibition 
activity against X cornpestris pv. g&cines in p h t a ,  might be due to the epiphytic fitness of l? jkorescens B29 
and B39 as biocontrol agents. Apparently, these bacteria sewed as superior competitors in nutrition resource 
depletion or in the colonization of the same ecological niche of soybean phyllosphere. 

Kedelai (Glycine mar L.) adalah salah satu bahan pangan 
penting di Indonesia. Kebutuhan kedelai yang terus meningkat 
belum dapat dipenuhi oleh produksi dalam negeri. Rendahnya 
produksi kedelai di Indonesia antara lain disebabkan oleh hama 
dan penyakit tanaman. Bisul bakteri (bacterial pustule) merupa- 
kan penyakit penting pada kedelai yang disebabkan oleh Xantho- 
monas campestris pv. glycines. Menurut klasifikasi terbaru ber- 
dasarkan genotipenya, patogen ini diusulkan sebagai X. 
axonopodis pv. glycines (Vauterin et al., 1995). Gejala penyakit 
pada daun terlihat sebagai bercak kecil berwarna hijau keku- 
ningan dengan bagian tengah agak menonjol (Semangun, 1991). 

Penanggulangan penyakit dengan menggunakan antibiotik 
dan senyawa kimia telah dilaporkan sebagai salah satu penyebab 
kemsakan lingkungan atau resistensi bakteri patogen (Burges 
dan Hussey, 1971 ; Sivan dan Chet, 1993). Oleh karena itu peng- 
gunaan M a n  hayati sebagai agen pengendali penyakit tanaman 
merupakan salah satu altematif yang perlu dipertimbangkan. 

Biokontrol dapat didefinisikan sebagai penggunaan organis- 
me hidup untuk memodifikasi ekosistem pertanian, untuk 
mengendalikan penyebab penyakit tanaman, atau untuk men- 

* Penulis untuk korespondensi 

cegah timbulnya ledakan hama (Dowling dan O'Gara, 1994). 
Keuntungan dalam mmggunakan biokonfrol antara lain: (i) 
organisme yang dipakai lebih aman daripada berbagai bahan 
kimia proteksi yang sekarang digunakan, (ii) tidak terakumulasi 
dalam rantai makanan, (iii) adanya proses reproduksi sehingga 
dapat mengurangi pemakaian berulang-ulang, dan (iv) dapat 
dipakai untuk pengendalian secara bersama-sama dengan cara 
proteksi yang telah ada (Suwanto, 1994b). 

Mikrobspesifik yang dapat mengendalikan beberapa penya- 
kit tanaman sqKlti Pseudomonas Juorescens A506 dikenal 
dengan merk dagang "Frostban" telah diaplikasikan dalam 
industri pertanian di Amerika Serikat (Wilson dan Lindow, 
1994). Mariani (1 995) telah melaporkan adanya beberapa 
bakteri filosfer dam yang berpotensi sebagai agen biokontrol 
bag X. campestris pv. glycines yaitu bakteri biokontrol B29, B30 
dan B39. Tahapan penting setelah isolasi dan seleksi bakteri 
berpotensi dari lingkungan alaminya ialah menguji sifat 
patogenisitasnya, sifat fisiologi dan biokimia, aktivitas nukleasi 
es dm deteksi produksi senyawa bioaktif (Klement, 1990a). 
Karakterisasi bakteri dengan menggunakan analisis genetika 
pada umurnnya bersifat konsisten dan tidak dipengaruhi oleh 
faktor fisiologi atau lingkungan. Dalam penelitian ini digunalcan 
analisis profil DNA genom dengan metode skizotaiping 
(schizotyping) (Suwanto, 1 994a) untuk melihat perbedaan 
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sumur diisi dengan supematan bebas sel sebanyak 100, 150, dan 
200 pl dan untuk kontrol negatif digunakan supematan bebas sel 
dari E. coli DH5 a. Kontrol positif dilalrukan dengan menam- 
bahkan 100 p1 Mrasiklin (1 pg/ml), dan ini hanya dilakukan 
pada hel i t ian pendahuluan untuk melihat terbentuknya zona 
bening (daerah hambatan) di &tar smnur. FYahkubasi di- 
lakukan pada suhu 4°C dan supernatan dibiarkan berdifusi ke 
dalam agar selama empat jam. Selanjutnya inkubasi dilakukan 
pada suhu pxtumbuhan Weri  indikator (28-30°C). T h -  
tuknya zona hambatan menunjukkan adanya aktivitas antibakteri 
dari senyawa bioaktif dalam supematan 

Analisis Perbandingan Profil DNA Genom. DNA genom 
Pseudomonas sp. yang dipotong dengan enzim restriksi SpeI 
menghasilkan' sedikitnya 16-18 potong fkagmen DNA yang 
tersebar merata. Pseudomonas jluorescens B29 menghasilkan 
sedikitnya 17 potong fkagmen dengan ukuran h p e n  yang 
terbesar kira-kira 369 kpb sedangkan P. fluorescens B39 meng- 
hasilkan sedikitnya 16 hgmen DNA dengan ukuran hgmen 
terbesar kira-kira 425 kpb (Gambar 1 ). 

Uji Hipersensitivas. Hasil uji hipersensitivitas menunjukkan 
bahwa kedua agen biokontrol B29 dan B39 tidak mendorong 
respons hipersensitif yang xnenyebabkan nekrosis j-an daun 
tembakau (Gambar 2). 

Identifikasi Bakteri. Isolat B29 dan B39 merupalcan bakteri 
Gram negatif yang W t u k  batang pendek. Hasil identitihi 
bakteri menggunelcen peranglcat identitikasi API 20 NE (bio- 
Meriew, Perancis) berdasarkan sifat fisiologinya menunjukkan 
bahwa bakteri biokontrol B29 clan B39 merupakan Pseudomonas 
fluorescens (Tabel 1). 

Tabel 1. Ciriciri fhologi baktai b l a t  B29 dan B39 bgdararkan hasil uji 
deagan pgsngkat API 20 NE @ioMerieux, Perancis) yang 
menunjukkaq bahwa b la t  B29 dan B39 rdalah galur 
Pseudomonasfluorescens 

urea llreaw 

Glukwlll asimilasi 

Mi asimilasi 

N4-glukoalunia  asimilasi 

Maltasa asimilasi 

Kspat asimilasi 

Sitrat asimilasi 

Gambar 1. Hasil panisahan DNA gmom dengan enzim restriksi SpeI pa 
da kondisi raping: waktu pulsa 5-50 de& waktu running 18 
jam, tegangan listrik 175 V, pada gel agarosa 1% standsr 
ukuran molekul R. sphaeroides 2.4.1 dipotong dengan enzim 
restriksi AseI. 

osmbar 2. Reaksi hipemdtivitas pada daun taanbakau (Nicotiana ta- 
bacum var. Samsun M.N.) temadsp isolat bakteri B29, B39 
dan B30. Pengamatan dilakukan 18 jam setelah inokulasi: a 
bagian atas daun, b. bagian bawah daun. 



Detekd Senyawa Blorrktif. Deteksi senyawa antimkob 
yang dihasilkan bakteri biokcmtrol isold B29 dan B39 pe&a U~HUT 
24,48, dan 72jam tefhahp t igamcm gd0baLteri indiLator 
(Xcg 8Ra, Xcg IF1 dan Xcg YR32) tidalr menaarjpw.9n adanya 
aktivitas antibakt&. Hal ini d i W  tiddr t d m & b p  
z o n a h a m b a t a a d i s d r i t a r ~ ~  wal~puakaascn- 
trasi supaMtan bebas sel dipekstkan sebuyak 20 kali tetap 
tiw teramati adanya aktivitas Supematan bebas 
sel aebelulll dan scsudah dipekatkan mempmyai kisaren pH 
antara 6.8-7.0. 

Analisis Perbandingan Proti1 DNA Genom. Analisis DNA 
genom mmggunakan metode skizotaiping diawali dengan 
penentuan enzim restriksi yang sesuai sehingga dapat meng- 
hasilkan potongan pita DNA yang berukuran besar dan diskrit 
pada gel agarosa. PemilihaR enzim restriksi ditentukan oleh: (i) 
persentase mol (M) DNA genom organisme, (ii) jumlah basa 
yang dapat dikonali enzim restriksi, dan (iii) situs enzim restriksi 
yang memotong sekuen kodon akhir tertentu (Smith dan 
Condemine, 1990). Kandungan persentase mol (M) DNA 
genom P d o m o r m s  sp. pada wumnya 59-68%, sedangkan 
untuk DNA. geaom P. jluorescens seridiri -andung 
59.4-61.396 gkot {W) (Staif et of., 1981). Oleh karena itu, 
dalam p e n & h  ini digtmakan enzim reshiksi yeng mempunyai 
situs pengenatan yang kap nIlk1eotida A (adah) dm T (timin) 
seperti S p d  (5' M T A G T  3') clan n m d a p  seLPen TAG yang 
myan- LodoR akhir yang relatif jamig d a d a n  pada 
kelompok Pi&o~los Jepati t e r l h t  pi& ( 3 a 1 ~ k  1. SpeI 
memotong DNA pkr-galur Psed%mmm denghn jarang 
sehmgga &pat diQerodeh @&pita DNA yang &pisah jelas dan 
membentuk p M  DNA kbaa. . 

Perbedwm entar gaim &@set dtai jutnlah pita yang 
dihasilkan *jam& atigresi fhgrma DNA. H a d  peaezitian ini 
dengan jelas memperihatkan perbedaan yang nyata antara P. 
jluonrsem B29 dengan P. fluorescens B39 dan antara masing- 
masing isolat tersebut dengan galur P d o m o n a s  lainnya. Oleh 
karena itu dapat disimpulkan bahwa P. fluorescens B29 dan P. 
fluorescms B39 merupakan organisme yang berbeda secara 
genetika. Kedua bakteri tersebut juga berbeda secara genetika 
dengan bakteri biokontrol komersial Frostban B (P. jluorescens 
AM6) atau dengan P. flrr0)~cms ATCC 13525. Perbedaan yang 
saw@ dramatis juga diperlihatSran antam P. fluorescens 829 dan 
B39 @an spesies-pies Pseudommm l a i ~ y a  (Gambar 1). 
Pola pita DNA gmom yang dihasilkan oleh masing-masing 
orgatisme ecmgat klum, d p u n  k c e n p t  gaiur P. /ruorescem 
tersebut secara fisiologi sulit di*. Hasil penelitian ini 
m c n u n f i  bahwa skizo;taiping dapat dipakai untuk pencirian 
gaim lebih jch dan sndat dibendingkan dengan pencitian secara 
fisidogi atau morfdogi. Karakteristik fisiologi P. jluorescens 
B29 dan P. fhnorescens I339 men~jukkan ciri yang hampir 
senipa (Tabel 1). Perbebmya bsaya gda kemsmpuan P. 
flubhscens B39 mereduksi substrat NO; menjadi NO;, 
sedangkan P. fluorescens B29 tidak mampu melakukan reaksi 
tersebut. Kedua bekteri tersebut juga stllit dibedakan dari mor- 
fologi selnya. Tetapi bila dilihat dari pola profil DNA genomnya 

(akizotipe), k& gsha tersebut mcmpuayai ciriciri yssg tamgat 
beri#da 

PatKdsaa hasil dsizdaipbg ntenuqjukkrm perbedeen stndr- 
tnr ge&m a&qaIur Pscsrdomonar yang diuji, tcmmsuk antar- 
8okp dari s p i e s  yang sanra (P. flworaccns). PBbedaan ini 
d a p a t ~ k f l r e n a ~ p a d a g e n o m y c m g ~ b a t k a n  
karena @naterm kanbali pada DNA (plasmid atau krmtasan) 
yatrg diakibatkan proses Itsrpm, pmyisipen, tmndw, i n ~ e ~ s i  
atau amplifikasi. Pro&a ini menqralcap hal yaug setkg texjadi 
p a d a g a v o l n m i k m b d a n b a l r k a a ~ b a g i a n d a r i c $ u r  
hidup beberapa mikroorganirmre. PeRldaan kembali pada gemrm 
berpemn penting dalam keragaman karakter fisiologi, serologi 
atau patogenisitas dan juga dalm mxwntukan kondisi kebugaran 
dan kemampuan hidup beberapa jenis bakteri (Suwanto, 1994a). 

Uji I3i~nensitMt.r. Salah satu syarst Wan hayah sebagai 
egen pengendali idah M f a t  a m s ~   bag^ tmaman inang dan 
liqkmgannya. Setelah tahap i d & ,  sangat pen- mengetahtli 

ptbgenisitas bakteri terseeut untuk menentulcan kemung- 
h-penggunaan baktai h i  lebib lanjut. Untuk melihat pate 
genisitas organisme biokontrol, dalam penelitian ini dilakukan 
uji hipersensitivitas pada tanaman tembakau. Jika organisme 
biokontrak bsrsifat ,men, dam tembakau akan memberikan 
respons hipermsitif wan menampilkan lulta bekas suntikan 
yang berwama coklat dan kering akibat nekrosis. Respons 
hipersensitif diartikan sebagai reaksi pertahanan yang cepat dari 
tanaman menghadapi patogen yang tidak kompatibel discrtai 
dengan kematian sel yang cepat pada jaringan di daerah yang 
diinjeksi suspensi bakteri (Klemcnt, 1990b). 

Bakteri biokontrol P. fluorescens B29 dan 839 tidak 
mendorong te rjadinya respons hipersensitivitas. Hasil analisis 
ini menunjukkan bahwa bakteri biokontrol tersebut bukan 
bakteri patogen tanaman. Sebaliknya, respons hipersensitif 
terjadi pada jaringan daun yang diinjeltsi dengan P. d n g a e  Cit7 
yang dalam penelitian ini digunakan sebagai kontrol positif. 
Galur-galur P. fluorescens memang pada umumnya bukan 
patogen tanaman dan hanya dilaporkan sebagai q x o b  atau 
patogen pada hewan (Starr et at., 1 98 1 ). Galur P. jluorescens 
justru banyak digunakan sebagai biokontrol hayati patogen 
tanaman ((rsullivan dan O'Gara, 1992). 

Respons hipersensitivitas merupakan hasil reaksi yaw stabil 
antara organisme patogen dengan sel inang tanaman pada kondisi 
yang optimum dalam laboratorium (Klement, 1990b), sehingga 
pengujian tersebut dilakukan secara in vittw dalam kondisi yang 
optimum bagi tanaman maupun bakteri yang diuji. Selain itu, 
tanaman tembakau yang diinieksi Pseudomonas sp. harus 
diinkubasi pada suhu tidak lebih dari 30°C kiuetla Pseudomo~s 
sp. agak terhambat pertumbuhannya pada suhu di atas 30°C 
(Lelliot dan Stead, 1987). Lamanya evaporasi berganhmg pada 
kondisi lingkungan seperti suhu den kelembaban udara serta 
keadaan fisiologi tanaman. 

Deteksi Senyawa Biorrktif. Mikroorganisme tertentu 
memiliki kemampuan sebagai wen biokontrol antara lain karena 
aktivitas antimikrob atau antibiotik yang dihasilkan. Produksi 
metabolisme mikrob secara in situ tidak selalu sama dmgan yang 
dihaqilkan pada kondisi laboratwium. Hal ini dipengaruhi oleh 
kondisi kinetika dari prduksi metabolit, kondisi kulhu, nugisi, 
dm faktor lingkungan (Shaw, 1981 ). Pengulturan P. fluorescms 
B29 dan B39 pada penelitian ini menggunakan kondisi umur 
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kultur24,48dsn72jam,denganpenggoyangansertaditum- 
buhkan pada suhu optimum untuk perhmbuban Pd- 
(28-30°C). Umumnya pmduksi toksin makshum wadi pada 
kisaran suhu pertun~buhan optimum juga (Shaw, 1981). Untuk 
melihat pengad nutrisi tahadap pnduksi bahan antimikrob 
digunakan tiga macam media kaldu yaitu Luria-Batani (LB), 
King's B 10% (Mariani, 1995), dan media Sistnnn (Lueking ef 
al., 1978). Pertumbuhan bakteri dilakukan dalam media cair, 
karena kondisi ini lebih banyak dipilih untuk produksi metabolit 
yang disekresikan dari dalam sel ke media kultur. Selain itu juga 
pextumbuhan bakteri pa& media padat relatif lebih terbatas dan 
dapat menyebabkan peaunman produksi toksin antara lain 
karena degradasi (Shaw, 198 1). 

Komposisi media kultur mempengamhi pertumbuhan mikro- 
organisme serta kemampuannya menghasilkan komponen yang 
diingdcm. Kondisi opthum untuk keduanya mungkin tidak 
m a .  Pertimbangan penting lainnya ialah kinetika produksi 
senyawa bioaktif. Kebanyakan komponen bioaktif diproduksi 
pada akhir fase eksponensial atau memasuki fase stasioner dan 
juga selama fase stasioner. Oleh karena itu dalam penelitian ini 
supernatan kultur yang diuji dilakukan dengan waktu pemanenan 
yang bervariasi. 

Tidak terdeteksinya senyawa antimikrob melalui aktivitas 
antibakteri biokontrol terhadap X. campestris pv. glycines (Xed 
dapat disebabkan karena tidak terekspresinya senyawa anti- 
bakteri pada semua kondisi asai yang dicobakan. Pada media 
kaldu King's B yang merupakan media standar untuk melihat 
fluoresensi dari galur Pseudomonas sp. tidak terlihat adanya 
aktivitas antimikrob. Hal ini dapat berarti senyawa kuning 
berfluoresen yang terarnati oleh peneliti terdahulu (Mariani, 
1995) tidak bertanggung jawab terhadap mekanisme peng- 
hambatan Xcg in vitro. Demikian juga penggunaan media 
Sistrom yang mengandung EDTA (0.1765%), suatu senyawa 
pengkelat logam, tidak memberikan hasil positif. Dari peng- 
gunaan media Sistrom ini diharapkan bila terdapat siderofor 
akan dapat diekspresikan, karena dengan adanya EDTA akan 
sangat m e n d a n  konsentrasi ion Few dalam media. 

Hasil analisis supernatan bebas sel menyarankan bahwa 
isolat P. jluorescens B29 dan B39 tidak menghasilkan senyawa 
bioaktif yang dapat menghambat pertumbuhan Xcg atau, kalau- 
pun menghasilkan senyawa bioaktif, tidak diekspresikan pada 
kondisi asai in vitro. Oleh karena itu, interaksi yang terjadi 
kemungkinan besar disebabkan oleh kemampuan epifit P. 
JIuorescens B29 dan B39 yang besar dan sebagai kompetitor bagi 
Xcg kompetisi nutrisilsubstrat dan situs hidup yang sama, 
sehingga pertumbuhan patogen pada daun menjadi lebih 
terkendali. 

Kemampuan epifit bakteri filosfer diartikan sebagai 
kemampuan bakteri untuk tumbuh clanlatau bertahan hidup di 
lingkungan daun yang cenderung tidak menguntungkan bagi per- 
tumbuhan mikroorganisme pada umumnya, antara lain karena 
secara alami permukaan daun sering mengalami fluktuasi suhu, 
radiasi, serta kelembaban yang berubah cepat dan drastis. 
Meskipun demikian, beberapa jenis mikroorganisme secara 
alami dapat hidup dengan baik di daun. Karena kemampuan 
bertahan clan beradaptasi sebagai epifit pada lingkungan yang 
mernpunyai cekaman kondisi lingkungan yang berubah drastis 
dan sinambung, maka mikrob epifit nonpatogen telah banyak 

dipelajari kanungkban potcd~~ya agen bidraatrol bagi 
patogen t a m .  

BaMaidmi*esyangberbedaseringterdspetknama- 
saara di dam Bila spesies-@a ini menempati mikmhabitat 
yang sams maka kanempusn bettdum suatu bakteri beqanhmg 
pada k-ya basaiog danlatau kemsmpuarya untuk 
hidup baama d q a n  m m g g m b  s u m k  nutrisi clan situs 
yang berbeda dengan yang lain (Wi lm dan Lindow. 199.4). 
-1 penggmm nutrisi yang luas pada bakteri epifit &an 
me!ningkatkan potensi organism teasebut untuk batahan ter- 
hadap keberedasn organism lain. 

Bakteri bidrontrol P. flvorescens B29, B30, dan B39 telah 
diketahui rnampu mengendalikan perhunbuhan Xcg pada daun 
kedelai in planta melalui deteksi aktivitas nukleasi es dengan 
analisis de Witt (Mariani, 1995). Penelitian ini menunjukkan 
bahwa kemampuan tersebut munglun disebabkan terutama 
karena memperebutkan sumber nutrisi dan situs ekologi yang 
m a .  

Hasil penelitian ini mentqjukkan bahwa isolat B29 dan B39 
adalah galur Pseudomoms jluorescens dan dari hasil karak- 
terisasinya dapat disimpulkan: Bedasarkan profil DNA genom- 
nya, P. jluorescsns B29 dan P. jluorescens B39 merupa- kan 
galur yang berbeda. Kedua bakteri tersebut juga berbeda dengan 
P. jluorescens A506 atau galur Pseudomonas lain p n g  diuji. 
Pengujian hipersensitivitas menunjukkan bahwa kedua isolat 
hampir dapat dipastikan bukan bakteri patogen tanaman. 
Pseudomoms jluorescens B29 dan B39 tidak menghasilkan 
senyawa bioaktif in vitro, sehingga kemampuan bio- kontrolnya 
untuk Xcg in planta mungkin disebabkan karena kompetisi 
nutrisi atau kolonisasi pada habitat yang sama 
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