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Abstract

The objective of this study was to isolate endophytic bacteria from betel and to
select their antibiosis activity against several soil-borne fungal diseases Pythium sp.,
Rhizoctonia sp., Scleoritum sp., dan Fusarium sp.. The isolation of endophytic
bacteria was carried out through surface sterilization method with 70% alcohol, 4%
NaOCl and sterile distilled water. A total of 50 isolates were isolated from root and
shoot of betel. After hypersensitive test, 12 isolates showed negative reaction and
38 isolates were positive reaction. Based on in vitro antibiosis test, 2 isolates of 12
isolates showed against Pythium sp., Rhizoctonia sp., Scleoritum sp., dan Fusarium

sp..

Keywords: Betel, sterilization method, antibiosis, soil-borne fungi.

Pendahuluan

Bakteri endofit adalah bakteri yang menghabiskan sebagian atau seluruh siklus
hidupnya dengan mengolonisasi inter dan atau intraseluler jaringan tanaman tanpa
menimbulkan gejala yang nyata atau penyakit (Strobel danDaisy 2003). Menurut
Zinniel et al. (2002) bakteri endofit adalah bakteri yang hidup di dalam jaringan pada
periode tertentu dan mampu hidup dengan membentuk koloni dalam jaringan
tanaman tanpa membahayakan inangnya. Secara praktis, Hallmann et a/ (1997)
mendefinisikan bakteri endofit adalah semua bakteri yang dapat diisolasi atau
diekstrasi dari dalam jaringan tanaman melalui teknik sterilisasi permukaan (surface
disinfested plant tissue) dan tanaman tersebut tidak menunjukkan gejala sakit.

Hampir di semua jaringan tanaman vyang sehat terdapat banyak
mikroorgansime endofit. Studi molekuler terbaru mengenai keragaman bakteri endofit
telah menemukan kekayaan yang sangat besar dari spesies bakteri tersebut. Bakteri
endofit diketahui berperanan dalam meningkatkan pertumbuhan dan produksi
tanaman, menekan patogen penyebab penyakit pada tanaman, dapat membantu
menghilangkan kontaminan, melarutkan posfat, atau membuat nitrogen dapat
diasimilasi oleh tanaman.
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Penggunaan bakteri endofit sebagai agens hayati dalam pengendalian penyakit
tanaman merupakan salah satu alternatif pengendalian yang diharapkan dapat
mengatasi masalah ketergantungan penggunaan senyawa kimia sintetik. Kemampuan
bakteri endofit dalam menghambat patogen berkaitan dengan beberapa karakter
fisiologis yang dimilikinya, seperti produksi enzim kitinase, enzim protease,
menghasilkan senyawa toksik dan kemampuannya dalam menginduksi ketahanan
tanaman terhadap patogen. Enzim kitinase yang dihasilkan bakteri endofit dapat
mendegradasi dinding sel patogen yang disusun oleh senyawa Kkitin, seperti dinding
sel cendawan, nematode, dan serangga (Hallmann et a/. 1997).

Kemampuan bakteri endofit dalam menghasilkan senyawa antimikroba
membuat bakteri ini memiliki potensi sebagai agens hayati dalam mengendalikan
patogen tanaman baik yang disebabkan oleh bakteri, nematoda, maupun cendawan.
Senyawa antimikroba yang dihasilkan oleh bakteri endofit telah mampu menghambat
perkembangan cendawan patogen. Beberapa bakteri endofit telah diteliti
menghasilkan senyawa antimikroba yang dapat menekan Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, dan Phytophthora infestans (Raijkumaret a/ 2008). Dengan
demikian, bakteri endofit memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai agens hayati
pengendalian penyakit tanaman. Penelitian ini adalah untuk mengisolasi dan menguji
aktifitas antibiosis isolat bakteri endofit asal tanaman sirih terhadap patogen tular
tanah.

Bahan dan Metode

Isolasi dan Peremajaan Bakteri Endofit

Sampel tanaman sirih diambil pada kondisi lahan yang kering dan tanaman
yang telah berumur lebih dari 2 tahun.Sampel tanaman diambil mulai dari akar yang
berada pada kedalaman 5 cm hingga pada batang yang berada 5 cm di atas
permukaan tanah. Selanjutnya sampel akar dan batang dicuci sampai bersih dengan
air mengalir. Setela dicuci, akar dikering-anginkan kemudian ditimbang masing-
masing seberat 1 gram. Selanjutnya akar direndam dalam alkohol 70% selama 3
menit, NaOCl 3% selama 3 menit, dan pencucian pada akuades steril bertingkat. Akar
dibilas dengan air steril, sebelum dihaluskan digoreskan terlebih dahulu pada media
TSA 5% sebanyak dua ulangan untuk mengetahui hasil sterilisasi. Kemudian akar
dihaluskan dengan menggunakan mortar steril. Setelah halus suspensi akar diambil
sebanyak 1ml kemudian dilakukan pengenceran bertingkat sebanyak 4 kali dan
sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam 9ml air steril. Suspensi pengenceran kemudian
dituang ke dalam cawan petri berisi media TSA 5% sebanyak dua ulangan.
Selanjutnya biakkan diinkubasi selama 24, 48, dan 72 jam yang kemudian dilakukan
penghitungan jumlah koloni bakteri. Selanjutnya pemurnian dan peremajaan hingga
didapatkan isolat murni bakteri asal tanaman sirih. Isolat bakteri yang didapat
disimpan dalam media TSB yang mengandung gliserol 20% pada suhu -4°C. Isolat
bakteri endofit dari tanaman padi menggunakan isolat koleksi Departemen Proteksi
Tanaman, Fakultas Pertanian, IPB.
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Uji Reaksi Hipersensitif

Isolat bakteri endofit yang diperoleh kemudian dilakukan uji terhadap daun
tanaman tembakau sehat yang berumur 3 bulan. Isolat bakteri dibiakan pada media
TSB 100% dan diinkubasi selama 24 jam. Setelah 24 jam, sebanyak 1 ml isolat bakteri
disuntikkan menggunakan pada permukaan tulang daun tembakau. Pengamatan
gejala hipersensitif pada daun tembakau dilakukan 24 jam setelah inokulasi. Bakteri
endofit yang bersifat atau berpotensi sebagai patogen tanaman menimbulkan gejala
nekrosis pada daun tembakau. Bakteri yang bersifat nonpatogen tidak menimbulkan
gejala nekrosis pada daun tembakau. Isolat bakteri yang tidak menunjukkan gejala
nekrosis digunakan untuk uji in vitro.

Uji aktifitas antibiosis bakteri endofit

Isolat bakteri endofit tanaman sirih yang menunjukkan gejala negatif dari uji
hipersensitif dan isolat bakteri endofit tanaman padi hasil seleksi uji pertumbuhan di
media TSA kemudian dilakukan uji antibiosis secara in vitro terhadap cendawan
patogen Pythium sp., Sclerotium rolfsfi, Fusarium solani dan Rhizoctonia solani.
Penguijian antibiosis bakteri dilakukan dengan menanam isolat bakteri endofit dan
isolat patogen rebah kecambah (Pythium sp.) pada media PDA 100%. Isolat bakteri
endofit yang diuji digores pada bagian sisi cawan dengan jarak 3 cm, sedangkan isolat
Pythium sp. diambil dengan cork borer diameter 0.5 cm dan ditanam pada sisi yang
berseberangan dengan jarak 3 cm. Inkubasi dilakukan selama 7 hari dan pengamatan
dilakukan setiap hari. Pengamatan dilakukan dengan mengukur jari-jari koloni
cendawan patogen yang menjauhi koloni bakteri endofit (R1) dan jari-jari koloni
cendawan patogen yang mendekati bakteri endofit (R2), serta menghitung nilai
hambatan bakteri endofit terhadap cendawan patogen.Persentase penghambatan
bakteri endofit terhadap Aythium sp. dihitung dengan menggunakan rumus
persentase penghambatan (Skidmore and Dickinson 1976).

H="5""2 x100%
Keterangan:
H : persentase penghambatan bakteri endofit sebagai agens antagonis
R1  : jari-jari koloni pathogen yang menjauhi koloni agens antagonis (cm)
R2  : jari-jari koloni pathogen yang mendekati koloni agens antagonis (cm)

Hasil dan Pembahasan

Isolasi dan Seleksi Bakteri Endofit

Bakteri endofit yang diperoleh dari isolasi pada tanaman sirih berjumlah 50
isolat. Isolat bakteri endofit diisolasi dari bagian akar dan batang sirih karena
komposisi bakteri endofit lebih banyak terdapat pada bagian akar dan batang
tanaman daripada bagian tanaman lainnya (Hallmann et al 1997). Menurut
Lugtenberg dan Kravchenko (1999). Eksudat akar yang berperan sebagai sumber
makanan bagi mikroorganisme terdapat pada daerah sekitar perakaran.Berdasarkan
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uji hipersensitif pada tanaman tembakau dihasilkan 12 isolat bakteri yang
menunjukkan reaksi negatif (Tabel 1).

Reaksi negatif pada uji hipersensitif menunjukkan bahwa suatu bakteri tidak
berpotensi sebagai patogen tanaman. Hal ini dapat dilihat dari ada tidaknya gejala
nekrosis pada daun tanaman tembakau yang telah disuntikkan suspensi bakteri
endofit. Menurut Suwanto (1996) pengujian reaksi hipersensitif terhadap tanaman
tembakau dilakukan untuk melihat potensi suatu mikroorganisme (bakteri) bersifat
patogen atau nonpatogen.

Tabel 1 Hasil reaksi hipersensitif isolat bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman sirih
pada tanaman tembakau

Kode Uji Kode Uji
isolat Asal hipersensitif No Isolat Asal Hipersensitif

1 AS1 Akar Positif 26 AS29 Akar Negatif
2 AS2  Akar Negatif 27 BS1 Batang Positif
3 AS3  Akar Positif 28 BS2 Batang Positif
4 AS4  Akar Positif 29 BS3 Batang Positif
5 AS5  Akar Positif 30 BS4 Batang Positif
6 AS6  Akar Positif 31 BS5 Batang Positif
7 AS7  Akar Positif 32 BS6 Batang Positif
8 AS8  Akar Positif 33 BS7 Batang Positif
9 AS9  Akar Positif 34 BS9 Batang Positif
10 AS10 Akar Positif 35 BS10 Batang Positif
11 AS11  Akar Positif 36 BS11 Batang Negatif
12 AS12  Akar Positif 37 BS12 Batang Positif
13 AS13  Akar Positif 38 BS13 Batang Positif
14 AS14  Akar Negatif 39 BS14 Batang Negatif
15 AS15  Akar Negatif 40 BS15 Batang Positif
16 AS17  Akar Positif 41 BS16  Batang Positif
17 AS18  Akar Negatif 42 BS17 Batang Positif
18 AS19  Akar Positif 43 BS18 Batang Positif
19 AS20 Akar Negatif 44 BS19 Batang Positif
20 AS21  Akar Negatif 45 BS20 Batang Positif
21 AS22  Akar Negatif 46 BS21 Batang Negatif
22 AS23  Akar Positif 47 BS23 Batang Positif
23  AS24  Akar Positif 48 BS25 Batang Positif
24 AS25  Akar Negatif 49 BS26  Batang Positif
25 AS26  Akar Positif 50 BS27 Batang Positif

Aktifitas antibiosis bakteri endofit

Sebanyak 12 isolat bakteri endofit yang menunjukkan reaksi negatif pada reaksi
hipersensitif dilakukan uji antibiosis secara invitro. Hasil pengamatan uji antagonis
terhadap patogen Pythium sp, R. solani, S. rolfsij, dan F. solani terdapat 2 isolat
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bakteri endofit yaitu AS2 dan BS14 yang menunjukkan aktfitas antbiosis terhadap
semua cendawan patogen tanah yang diuji (Tabel 2).

Antibiosis merupakan mekanisme penting dari bakteri endofit yang digunakan
untuk menekan patogen tanaman. Bakteri endofit mampu menghasilkan metabolit
yang memiliki aktivitas anti bakteri, anti fungi dan anti nematode (nematisida).
Senyawa antibiotik yang dihasilkan oleh bakteri antagonis dapat berpean langsung
sebagai bakterisida terhadap bakteri patogen dan agens penginduksi (eélicitor)
ketahanan tanaman terhadap penyakit (Liu et a/ 1995).

Penghambatan bakteri endofit terhadap patogen kemungkinan disebabkan oleh
adanya metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri endofit. Menurut Hallmann et
al. (1997) mekanisme antibiosis bakteri endofit berkaitan erat dengan kemampuan
isolat bakteri endofit dalam menghasilkan enzim seperti kitinase, protease, selulase
maupun senyawa sekunder lainnya yang sangat berperan dalam menginduksi
ketahanan tanaman. Enzim kitinase mampu mendegradasi kitin yang merupakan
komponen penyusun dinding sel cendawan patogen R. solani, F. oxysporum, dan S.
rolfsii sedangkan enzim selulase mampu mengurai selulosa pada dinding cendawan
P. capsici (Raaijmaker et al. 2008). Bakteri endofit dapat menghasilkan enzim-enzim
ekstraseluler diantaranya adalah kitinase, selulase, protease, dan pektinase. Enzim
kitinase merupakan enzim vyang dihasilkkan oleh bakteri antagonis untuk
mengendalikan patogen terutama patogen tular tanah, karena enzim ini dapat
mendegradasi dinding sel patogen yang disusun oleh senyawa kitin, seperti dinding
sel cendawan (Backman dan Sikora 2008).

Tabel 2 Seleksi bakteri endofit terhadap R. solani, S. rolfsii, dan F. solani secara in
vitro

. Aktifitas penghambatan bakteri endofit terhadat patogen
Isolat bakteri - - - - -
No i Sclerotium Pythium Rhizoctonia Fusarium
endofit o . .
rolfsii sp. solani solani

AS2 + + + +

AS14 - - - -

AS15 - - - -

AS18 - - - -

AS20 - - - -

AS21 - - - -

AS22 - - - -

AS25 - - - -

AS29 - - - -

BS11 - - - -

BS14 + + + +

BS21 - - - -
Keterangan: (+) menunjukkan adanya penghambatan bakteri endofit terhadap cendawan
patogen, sedangkan (=) menunjukkan tidak adanya efek penghambatan bakteri endofit
terhadap cendawan patogen
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Enzim protease yang dihasilkan oleh bakteri endofit berperan dalam
mendegradasi dinding sel patogen. Disamping berfungsi untuk mendegradasi dinding
sel patogen, protease dapat digunakan oleh bakteri untuk melakukan penetrasi secara
aktif ke dalam jaringan tanaman. Benhamou et al. (1996) melaporkan bahwa enzim
selulase dan pektinase yang dihasilkan oleh PA. fluorescens dapat digunakan oleh
bakteri tersebut untuk mengkolonisasi daerah interseluler jaringan korteks akar,
sehingga terjadi penghambatan invasi patogen.

Kesimpulan

Sebanyak 50 isolat bakteri endofit berhasil diisolasi dari akar dan pucuk sirih.
Berdasarkan uji hipersensitifitas, 12 isolat menunjukkan reaksi negatif sedangkan 38
isolat menunjukkan reaksi positif. Dari hasil uji /n vitro, 2 isolat dari 12 isolat bakteri
endofit mampu menghambat Pythium sp., Rhizoctonia sp., Scleoritum sp., dan
Fusarium sp..
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