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In vitro antagonism test of endophytic isolates from the ciplukan plant
(Physalis angulata L.) against Ralstonia solanacearums

Uji antagonis isolat endofit asal tanaman ciplukan (Physalis angulataL.)
terhadap Ralstonia solanacearum secara in vitro
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Abstract: Ralstonia solanacearum was a pathogenic bacteria that causes wilt disease which can cause up to
one hundred percent damage to horticultural plants. Therefore, a control effort was needed to overcome
this problem. The use of pesticides was an alternative that can be used to suppress the growth of the
pathogen R. solanacearum. However, its continuous use poses a high risk to the environment so friendly
and safe control efforts are needed. One way was by utilizing endophytic bacteria. This study aims to test
the ability of endophytic bacterial isolates from ciplukan plant ( Physalis angulataL.) to suppress the growth
of the pathogenic bacteria R. solanacearum in vitro. The method in this research includes rejuvenating
endophytic bacterial isolates BA2(3), BA3(1), DA1(4) and BU3(5) from ciplukan plants ( Physalis angulata
L.) obtained from research conducted by Setianah (2020), observations macroscopic and microscopic
endophyte isolates, hypersensitivity test of endophytic bacteria on tobacco plants ( Nicotiana tabacum L.),
then continued with an in vitro antagonist test using the Kirby Baurer technique. Research data shows that
of the four candidates, two isolates of endophytic bacteria, namely BA2(3) and BU3(5), showed a negative
hypersensitivity reaction which was characterized by the absence of necrosis symptoms in the
hypersensitivity test, so these isolates could be tested for antagonists. The results of the antagonist test
showed that isolates BA2(3) and BU3(5) had the potential to inhibit the growth of R. solanacearum which
had an inhibitory diameter of 3.03 mm and 1.60 mm in the first 24 hours of incubation. It is hoped that the
ability of endophyte isolates BA2(3) and BU3(5) to inhibit the growth of the pathogen R. so/anacearum can
be used as a biological agent to reduce the use of pesticides in treating plant diseases..
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Abstrak: Ralstonia solanacearum merupakan bakteri patogen penyebab penyakit layu yang dapat
menimbulkan kerusakan pada tanaman hortikultura hingga seratus persen. Oleh karena itu, dibutuhkan
suatu upaya pengendalian untuk mengatasi permasalahan tersebut. Penggunaan pestisida merupakan salah
satu alternatif yang dapat digunakan untuk menekan pertumbuhan patogen R. solanacearum. Namun,
penggunaannya secara terus menerus memiliki resiko yang tinggi terhadap lingkungan sehingga diperlukan
upaya pengendalian yang ramah dan aman. Salah satunya dengan memanfaatkan bakteri endofit. Penelitian
ini bertujuan untuk menguji kemampuan isolat bakteri endofit dari ciplukan (Physalis angulata L.) dalam
menekan pertumbuhan bakteri patogen R. solanacearum secara in vitro. Metode pada penelitian ini
meliputi peremajaan isolat bakteri endofit BA2(3), BA3(1), DA1(4) dan BU3(5) dari tanaman ciplukan
(Physalis angulata L.) yang didapat dari penelitian yang dilakukan oleh Setianah (2020), pengamatan
makroskopik dan mikroskopik isolat endofit, uji hipersensitifitas bakteri endofit pada tanaman tembakau
(Nicotiana tabacum L.), kemudian dilanjut dengan uji antagonis /n vitro dengan teknik Kirby Baurer. Data
penelitian menunjukkan jika dari empat kandidat, diperoleh dua isolat bakteri endofit yaitu BA2(3) dan
BU3(5) menunjukan reaksi negatif hipersensitif yang ditandai dengan tidak adanya gejala nekrosis pada uji
hipersensitifitas, sehingga isolat tersebut dapat dilakukan pengujian antagonis. Hasil uji antagonis
menunjukan bahwa isolat BA2(3) dan BU3(5) berpotensi dalam menghambat pertumbuhan R
solanacearum yang memiliki luas diameter penghambatan sebesar 3,03 mm dan 1,60 mm pada inkubasi 24
jam pertama. Kemampuan yang dimiliki oleh isolat endofit BA2(3) dan BU3(5) dalam menghambat
pertumbuhan patogen R. solanacearum diharapkan dapat dimanfaatkan sebagai agen hayati untuk
mengurangi penggunaan pestisida dalam mengatasi penyakit pada tanaman.

Kata Kunci: bakteri endofit, tanaman ciplukan, nekrosis, penyakit layu, R. solanacearum
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PENDAHULUAN

Sektor pertanian memiliki peran yang penting dalam menunjang sektor perekonomian
dan pangan nasional. Namun, peningkatan hasil produksi pertanian masih menghadapi
tantangan, antara lain adanya serangan organisme pengganggu tanaman (OPT). Salah satu OPT
yang menyerang tanaman di Indonesia yaitu R. Solanacearum, yang menyebabkan penyakit layu
tanaman (Navitasari et al, 2021).

Penyakit layu tergolong jenis penyakit penting yang menyerang tanaman hortikultura di
Indonesia. Menurut Geddes (1992 dalam Setiawan, 2019), penyakit oleh bakteri R. solanacearum
menduduki peringkat ke-6 penyebab kerusakan tanaman yang ada di Indonesia. Sedangkan
menurut Mansfiled et a/ (2012), patogen R. solanacearum menduduki peringkat ke-2 dari 10
daftar bakteri patogen tanaman dalam patologi molekuler tanaman.

Dampak kerugian yang ditimbulkan oleh bakteri patogen R. solanacearum mampu
menimbulkan Kkeparahan serta kerugian pada sektor pertanian hingga sebesar 100%
(Elphinstone, 2005 dalam Setiawan, 2019). Gejala infeksi yang ditimbulkan tanaman apabila
terinfeksi oleh R. solanacearum ialah terdapatnya perubahan warna pada akar dan batang
tanaman menjadi berwarna kuning kecoklatan, serta menunjukkan gejala layupada bagian
tanaman (Syukur, 2016 dalam Apriliani, 2020). Efek yang ditimbulkan dari tanaman yang
terinfeksi oleh bakteri patogen R. solanacearum memiliki dampak yang buruk bagi tanaman
dikarenakan dapat menyebabkan kematian pada tanaman (Setyari et al, 2013).

Berbagai upaya yang telah dilakukan para petani dalam melakukan pengendalian infeksi
patogen R. solanacearum ialah dengan menggunakan pestisida. Pestisida lebih sering digunakan
karena jauh lebih mudah didapatkan serta dapat mengurangi infeksi patogen secara instan. Akan
tetapi penggunaan pestisida yang terus-menerus serta melebihi dosis penggunaan menyebabkan
resistensi terhadap patogen serta lingkungan (Nababan et a/, 2017). Oleh karena itu dibutuhkan
upaya pengendalian hayati terhadap patogen R. solanacearum yang ramah bagi lingkungan dan
aman bagi lingkungan maupun kehidupan manusia.

Upaya pengendalian hayati yang ramah lingkungan dapat dilakukan dengan
menggunakan bakteri endofit sebagai agen pengendali patogen tanaman. Bakteri endofit hidup di
dalam jaringan tanaman tanpa menimbulkan efek negatif pada tanaman (Desriani et al, 2014),
serta dapat memberikan keuntungan terhadap tanaman inang dan lingkungan. Penelitian
terdahulu telah memanfaatkan bakteri endofit tanaman sebagai pengendali hayati R
Solanacearum. Salah satunya ialah penelitian Zahra et a/ (2019) yang memperoleh isolat bakteri
endofit asal tanaman terung (So/anum melogenal..), memiliki kemampuan untuk menghambat R.
solanacearum secara in vitro.

Sejauh ini, penelitian terdahulu telah melakukan pemanfaatan bakteri endofit dari jenis
tanaman lain, sehingga belum terdapat penelitian yang memanfaatkan bakteri endofit ciplukan
(Physalis angulata L.) sebagai agen pengendali bakteri patogen R. so/lanacearum. Padahal bakteri
endofit tanaman ciplukan memiliki potensi antimikroba untuk dalam penghambatan patogen.
Setianah (2020) telah berhasil mengisolasi 44 bakteri endofit dari ciplukan dan didapatkan empat
bakteri yang memiliki diameter penghambatan terluas terhadap patogen P. aureginosa, E. colj,
dan S. aureus. yaitu isolat BA2(3), BA3(1), DA1(4), dan BU3(5) Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk memanfaatkan bakteri endofit dari tanaman ciplukan sebagai agen hayati dalam
menghambat patogen tanaman R. so/anacearum secara in vitro.
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METODOLOGI
Subjek Penelitian

Penelitian ini tergolong penelitian eksperimental menggunakan empat bakteri endofit
dari ciplukan (Physalis angulata 1..) yang berasal dari penelitian sebelumnya (Setianah, 2020).
Bakteri endofit yang digunakan yaitu isolat BA2(3), BA3(1), DA1(4), dan BU3(5).

Alat dan Bahan

Alat penelitian yang digunakan meliputi autoklaf, spektrofotometer, sentrifugasi,
drigalskispatula, jarum ose, cawan petri, erlenmeyer, gelas ukur, beaker glass, timbangan analitik,
pinset, penggaris, kapas, jangka sorong digital, tisu, aluminium foil, plastic warp, hotplate, hand
couter, bunsen api, tube, vortex, tabung reaksi, laminar air flow, rotator shaker, spuit, kertas label,
pelubang kertas, kertas saring.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini ialah Nutrient Agar (NA), Nutrient broth (NB),
akuades steril, empat isolat bakteri endofit tanaman ciplukan yaitu isolat BA2(3), BA3(1), DA1(4),
dan BU3(5), tanaman tembakau (Nicotiana tabacum 1.), bakterisida/fungisida Nordox 56WP,
alkohol 70%, Bakteri patogen R solanacearum yang berasal dari Laboratorium Bakteri di
Departemen Hama dan Penyakit Tumbuhan, Universitas Gajah Mada.

Peremajaan Isolat Bakteri Endofit Tanaman Ciplukan

Bakteri endofit tanaman ciplukan yang digunakan merupakan isolat endofit yang
diperoleh dari hasil penelitian terdahulu Empat isolat kandidat bakteri endofit terpilih dengan
kode BA2(3), BA3(1), DA1(4), dan BU3(5) dilakukan peremajaan untuk selanjutnya dilakukan
pengamatan mikroskopik dan pengamatan makroskopik. Peremajaan bakteri endofit dimulai
dengan mengambil biakan murni dari kultur stock sebanyak satu ose, kemudian ditumbuhkan
pada permukaan media NA dengan cara digoreskan secara zig zag (streak). Selanjutnya, bakteri
diinkubasi pada suhu 37°C dalam waktu 24 jam (Yani et al, 2019).

Peremajaan Bakteri Patogen R. solanacearum

Bakteri patogen R. solanacearum diperoleh dari Departemen Hama dan Penyakit
Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Gajah Mada. Bakteri patogen tersebut selanjutnya
dilakukan peremajaan. Proses peremajaan dilakukan dengan cara mengambil satu jarum ose
biakan isolat endofit murni kemudian digoreskan pada permukaan petridish yang berisikan
media NA untuk selanjutnya diinkubasi selama 24 - 48.

Uji Hipersensitifitas Bakteri Endofit

Uji hipersensitifitas dilakukan dengan menggunakan daun tembakau (Nicotiana tabacum
L.). Empat isolat kandidat bakteri endofit BA2(3), BA3(1), DA1(4), dan BU3(5) yang sudah
diremajakan, selanjutnya dilakukan pengambilan isolat tunggal pada masing-masing bakteri
endofit, kemudian disuspensikan ke dalam akuades steril sebanyak 5 mL dan dihomogenkan
menggunakan vortex .Kemudian dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan
spektofotometri menggunakan panjang gelombang sebesar 625 nm, nilai absorbansi antara 0,08
sampai 0,130 sehingga diperoleh kerapatan bakteri yang setara standar kekeruhan McFarland
0,5. Setiap suspensi bakteri endofit tersebut diambil menggunakan spuit steril sebanyak +2 mL
untuk selanjutnya dilakukan injeksi pada bagian belakang daun tanaman tembakau, perlakuan
injeksi pada setiap isolat diulang sebanyak 3 kali (Munif et a/, 2015). Kontrol negatif diinjeksi
dengan akuades steril sedangkan kontrol positif menggunakan patogen R solanacearum.
Selanjutnya, perlakuan tersebut diamati selama 48 jam (Arimbawa et al, 2019). Hasil positif uji
hipersensitivitas ditunjukkan dengan munculnya gejala nekrosis pada daun, sebaliknya uji negatif
tidak memunculkan nekrosis.
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Uji Antagonis Bakteri Endofit Terhadap R. solanacearum
Pembuatan suspensi bakteri Patogen R. solanacearum

Patogen R. solanacearum ditumbuhkan dalam media NB 10 mL selama 72 jam pada suhu
+36°C. Kemudian dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan spektofotometri
menggunakan spektofotometri 625 nm hingga mencapai nilai absorbansi antara 0,080 sampai
0,130 yang setara McFarland 0,5 (108 CFU/mL) (Cockerill et al, 2012 dengan modifikasi).

Pembuatan Suspensi Bakteri Endofit

Kandidat isolat bakteri endofit dengan hasil uji negatif hipersensitivitas diremajakan
dalam media NB. Inkubasi dilakukan dalam rotator shaker selama 72 jam. Suspensi bakteri
endofit yang sudah ditumbuhkan, kemudian diukur kepadatannya menggunakan
spektrofotometer 625 nm yang setara McFarland 0,5. Suspensi dipindahkan ke dalam tube dan
dilakukan sentrifugasi 20 menit kecepatan 3000 rpm (Aglinia et al, 2020), sehingga akan
diperoleh larutan supernatan dan biomassa pada tube.

Uji Antagonis

Uji antagonis dilakukan menggunakan teknik Airby Bauer. Suspensi R. solanacearum
diambil sebanyak 100 pL dan diratakan pada media NA menggunakan drigalskispatula. Petri
kemudian dibagi 4 bagian yang digunakan untuk kontrol positif, kontrol negatif, bakteri endofit 1,
dan bakteri endofit 2. Kertas saring dengan diameter +6 mm diletakkan di atas media NA yang
sudah ditumbuhkan bakteri patogen R. so/lanacearum yang kemudian masing-masing dari kertas
saring ditetesi oleh supernatan bakteri endofit sebanyak 50puL. Perlakuan uji diulang sebanyak 3
kali. Untuk kontrol negatif digunakan media NB serta akuades steril dan untuk kontrol positif
menggunakan bakterisida Nordox 56 WP dengan konsentrasi 0,5% (Yanuar., 2016). Kemudian
petri disimpan selama 24-96 jam dalam suhu + 36°C untuk selanjutnya diamati dan diukur
menggunakan jangka sorong terhadap terbentuknya zona penghambatan yang dihasilkan
(Oktafiyanto et al, 2018).

Pengukuran Diameter Zona Hambat dan Analisis Data

Apabila terdapat zona penghambatan (zona bening) terbentuk pada sekeliling kertas
saring, maka diukur diameter penghambatan (zona bening) dengan jangka sorong menggunakan
rumus Kategori Hambatan Minimum (KHM) (Pratiwi, 2017). Data hasil pengujian selanjutnya
dilakukan perhitungan rata-rata (imeans) sehingga mendapatkan grafik zona hambat yang
terbentuk dari setiap isolat endofit.

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Bakteri endofit dalam penelitian ini merupakan isolat bakteri yang diperoleh dari hasil
penelitian Setianah (2020). Tanaman ciplukan dipilih sebagai sumber bakteri endofit
dikarenakan tanaman ciplukan banyak dimanfaatkan sebagai tanaman obat (Setianah, 2020).
Selain itu, tanaman ciplukanmemiliki senyawa bioaktif berupa saponin, alkaloid, flavonoid, tanin,
dan polipenol yang mampu memiliki aktivitas antimikroba (Mahardika et al, 2021)

Empat isolat endofit yang terpilih dilakukan re-cul/ture dan diinkubasi selama 24 jam.
Pertumbuhan isolat ditandai dengan peningkatan masa sel sehingga terbentuknya koloni baru
(Retnowati et al, 2011 dalam Setianah, 2020). Isolat endofit yang sudah di re-culture selanjutnya
dilakukan pengamatan makroskopik (warna, tepian, bentuk, dan elevasi koloni) dan mikroskopik
(pewarnaan Gram dan pengamatan bentuk isolat) untuk dibandingkan dengan hasil data
karakterisasi terdahulu. Tujuan dari pengamatan isolat endofit ialah untuk melihat serta
mengetahui pertumbuhan morfologi isolat bakteri yang terbentuk, guna untuk menghindari
adanya kontaminasi pada isolat endofit.
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Tabel 1. Ciri morfologi isolat bakteri endofit ciplukan

No Kode Isolat Warna Koloni Bentuk Koloni  Elevasi Koloni Tepian Koloni
1 BA2(3) Oranye Bulat Cembung Mulus

2 BA3(1) Kuning Bulat Cembung Mulus

3 DA1(4) Krem Bulat Cembung Mulus

4 BU3(5) Kuning Bulat Cembung Mulus

Hasil karakterisasi makroskpik yang ditampilkan pada Tabel 1 menunjukan isolat BA3(1)
dan isolat BU3(5) memiliki bentuk bulat, elevasi cembung, tepian mulus, dan koloni berwarna
kuning. Isolat BA2(3) memiliki bentuk bulat, elevasi cembung, tepian mulus, dan koloni berwarna
oranye. Isolat DA1(4) memiliki bentuk bulat, elevasi cembung, tepian mulus, dan koloni berwarna
krem. Berdasarkan hasil pengamatan makroskopik pada isolat bakteri endofit menunjukan hasil
karakterisasi yang sama dari hasil karakterisasi sebelumnya baik dari pengamatan warna, tepian,
bentuk, dan elevasi koloni.

Hasil pengamatan morfologi isolat endofit secara mikroskopik dilakukan pewarnaan
Gram pada setiap isolat endofit yang nantinya akan dibandingkan dengan hasil data pengamatan
mikroskopik terdahulu. Menurut Hajar (2012), pewarnaan Gram bertujuan mengetahui ciri
morfologi suatu bakteri beserta dengan sifatnya berdasarkan uji Gram. Hasil dari karakterisasi
mikroskopik, menunjukan kesamaan sifat Gram dan bentuk sel dengan hasil karakterisasi
mikroskopik pada penelitian terdahulu. Empat isolat endofit yang terpilih terdapat dua bakteri
Gram positif berbentuk coccus, yaitu BA2(3) dan DA1(4) kemudian dua bakteri lainya yaitu,
BA3(1) dan BU3(5) termasuk dalam kelompok Gram negatif dan berbentuk coccus. Hasil
pewarnaan Gram serta pengamatan bentuk isolat disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil pewarnaan Gram dan pengamatan bentuk isolat endofit

No Kode Isolat Bentuk sel Sifat Gram
1 BA2(3) Coccus Gram Positif
2 DA1(4) Coccus Gram Positif
3 BA3(1) Coccus Gram Negatif
4 BU3(5) Coccus Gram Negatif

Berdasarkan hasil perwarnaan Gram pada isolat endofit, didapatkan dua isolat bersifat
Gram positif dengan visualisasi sel berwarna ungu, serta dua isolat endofit lainya bersifat Gram
negatif dengan sel berwarna pink kemerahan. Perbedaan warna pada hasil pewarnaan Gram
dikarenakan terdapat perbedaan senyawa penyusun antara dinding sel bakteri Gram negatif
dengan Gram positif. Hal ini sesuai dengan penjelasan Wulandari dan Desi (2019), yang
menjelaskan bahwa bakteri Gram positif mampu mempertahankan cat kristal violet. Hal ini
dikarenakan penyusun dinding sel pada bakteri Gram positif memiliki lapisan peptidoglikan yang
tebal. Bakteri Gram negatif tidak memiliki kemampuan untuk dapat mempertahankan warna
kristal violet dikarenakan tipisnya peptidoglikan.

Selain itu, dinding sel Gram positif memiliki sifat tidak dapat larut dalam aseton, sehingga
pewarnaan kristal violet mampu tetap dipertahankan oleh sel dan dapat memberikan visualisasi
sel yang berwarna ungu kebiruan. Dinding sel Gram negatif dapat larut dalam aseton, sehingga
visualisasi sel berwarna merah. Hal tersebut dikarenakan cat Gram berupa safranin masih
dipertahankan sel (Rohmah, 2017). Hasil pengamatan makroskopik dan mikroskopik isolat
endofit menunjukan hasil karakterisasi yang sama dari hasil karakterisasi sebelumnya. Hal ini
menunjukan bahwa isolat endofit tidak terkontaminasi oleh mikroorgansime lainya sehingga
kandidat isolat endofit terpilih dapat digunakan untuk pengujian selanjutnya yaitu uji
hipersensitifitas..
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Uji hipersensitifitas dilakukan untuk mengetahui apakah ke-empat isolat bakteri endofit
yang terpilih bersifat patogen terhadap tanaman yang ditandai dengan adanya gejala nekrosis. Uji
hipersensitifitas dilakukan dengan menginokulasikan suspensi bakteri uji pada daun tanaman
tembakau. Tanaman tembakau digunakan dalam uji hipersensitifitas dikarenakan merupakan
tanaman yang sensitif akan hama serta penyakit (Fajarika et al, 2022). Selain itu, tanaman
tembakau banyak digunakan sebagai parameter untuk mengetahui patogensitas isolat mikroba
terhadap tanaman dikarenakan tanaman tembakau memiliki respon yang cepat terhadap
terjadinya reaksi hipersensitif (Herdiyantoro et al, 2022).

Berdasarkan hasil pengujian hipersensitifitas terhadap empat isolat endofit yang telah
diinokulasikan ke daun tembakau (Tabel 3), terdapat dua isolat bakteri yaitu BA3(1) dan DA1(4)
menunjukan rekasi hipersensitif yang ditandai dengan adanya gejala nekrosis pada permukaan
daun tembakau yang telah diinokulasikan bakteri endofit. Reaksi negatif hipersensitif ditunjukan
oleh isolat BA2(3) dan BU3(5) yang, tidak terdapat adanya bercak kuning pada tanaman
tembakau. Kontrol positif (R. solanacearum) menunjukan terdapatnya reaksi hipersensitif yang
ditandai dengan adanya nekrosis, kemudian pada kontrol ngatif (akuades steril) tidak
menunjukkan timbulnya bercak nekrosis pada titik inokulasi isolat di daun tanaman tembakau
(Gambar 1)

Gambar 1. Reaksi hipersensitif pada daun tembakau yang telah diinokulasikan bakteri uji pada
48 jam setelah inokulasi, (A) isolat BA3(1), (B) Isolat DA1(4), (C) Isolat BA2(3), (D) Isolat
BA2(3), (E) kontrol negatif dan (F) kontrol positif.

Tingkat keparahan isolat bakteri pada uji hipersensitif, dipengaruhi oleh luasnya bercak
diameter nekrosis yang terbentuk. Hasil ini sesuai dengan Chung et a/(2011), yang menjelaskan
tingkat keparahan uji patogensitas berdasarkan bercak nekrosis yang terbentuk. Pada hasil
penelitian, isolat BA2(3) dan BU3(5) tidak terdapat bercak nekrosis sehingga isolat tersebut tidak
berpotensi sebagai patogen terhadap tanaman, sedangkan Isolat BA3(1) dan isolat DA1(4)
memiliki luas bercak nekrosis yang lebih kecil dibandingkan pada kontrol positif. Kontrol positif
memiliki bercak nekrosis yang lebih lebar, berwarna coklat serta mengering. Oleh karena itu,
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tingkat keparahan patogensitas tertingi pada uji hipersensitifitas ditunjukkan oleh daun yang
telah diinokulasi isolat patogen R. solanacearum.

Bakteri endofit ataupun bakteri patogen lainya memiliki faktor virulensi terhadap
pertahanan tumbuhan, sehingga mikroorganisme endofit berpeluang memiliki sifat patogenitas
laten atau tersembunyi, oleh karena itu dibutuhkan rangsangan atau uji tertentu untuk
menimbulkan respon patogensitasnya terhadap tanaman (Kumala, 2019). Houdenat dan Isabelle
(2017) menjelaskan, respon pertahanan yang ditimbulkan tanaman dipicu oleh adanya interaksi
gen Avr (Avirulen) yang dimiliki oleh patogen terhadap gen R (resisten) tanaman. Pertahanan
tersebut disebut dengan gene for gene interaction. Apabila gen R yang dimiliki oleh tanaman
mampu mengkode reseptor spesifik dan mengenali kode produk protein dari Avr patogen, maka
akan terjadi induksi ekspresi gen ketahanan yang dapat menghambat pertumbuhan patogen.
Sehingga menimbulkan reaksi hipersensitif yang ditandai dengan timbulnya bercak nekrosis pada
tanaman.

Isolat endofit yang telah menunjukan reaksi negatif pada uji hipersensitifitas selanjutnya
dilakukan pengujian antagonis terhadap patogen R.solanacearum secara in vitro. Dalam hasil uji
hipersensitifitas, isolat endofit BA2(3) dan isolat BU3(5) merupakan isolat yang tidak
menunjukan reaksi hipersensitif positif. Suspensi isolat endofit yang digunakan dalam uji
antagonis merupakan suspensi yang telah diinkubasi selama 72 jam. Alasan menggunakan
suspensi dengan waktu inkubasi 72 jam, dikarenakan isolat endofit BA2(3) dan isolat BU3(5)
sudah memasuki fase stasioner. Hasil ini selaras dengan penelitian yang sedang berjalan bahwa
isolat endofit tersebut memasuki fase stasioner pada waktu 72 jam dengan nilai absorbansi
pertumbuhan sebesar 0,829 A. Pengujian dilakukan secara tripo untuk masing-masing isolat
endofit sehingga diameter zona hambat yang didapatkan diperoleh dari rata-rata hasil
perhitungan triplo tersebut. Pengukuran diameter zona hambat dilakukan setiap 24 jam selama
4 hari (96 jam) sehingga didapatkan grafik pertumbuhan zona hambat.

Hasil yang diperoleh dari uji antagonis isolat endofit terhadap R. solanacearum
menunjukan bahwa isolat BA2(3) dan BU3(5) berpotensi memiliki aktivitas penghambatan
patogen dengan diameter zona bening bervarisi (Gambar 2). Pada isolat endofit BA2(3) memiliki
luas diameter penghambatan terluas pada inkubasi 24 jam pertama sebesar 3,03 mm, dan isolat
endofit BU3(5) memiliki luasan diameter penghambatan terluas pada inkubasi 24 jam pertama
sebesar 1,60 mm. Pada 48 jam selanjutnya, masing-masing isolat BA2(3) dan BU3(5) mengalami
penurunan diameter zona hambat hingga mencapai penurunan luas diameter sebesar 0,67 mm
untuk BU3(5) dan 0,70 mm untuk isolat BA2(3) selama pengamatan 96 jam.
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Gambar 2. Grafik uji antagonis bakteri endofit terhadap R. solanacearum
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Adanya penurunan diameter penghambatan pada media pertumbuhan dapat dipengaruhi
oleh beberapa faktor. Pada waktu inkubasi di 24 jam pertama, kondisi media pertumbuhan,
kondisi inkubasi, serta sensitivitas organisme semuanya masih dalam keadaan optimal sehingga
didapatkan diameter zona penghambatan tertinggi. Pada inkubasi 48 hingga 96 jam, terjadi
penurunan diameter zona hambat, hal ini dikarenakan terdapatnya faktor yang mempengaruhi
penurunan diameter zona hambat. Ariyanti (2012) menyebutkan, faktor yang memungkinkan
penyebab terjadinya perbedaan diameter zona hambat yaitu kondisi medium kultur, pH, ,
komposisi media, suhu inkubasi, serta waktu inkubasi.

Berdasarkan luasan diameter zona hambat yang terbentuk, isolat BA2(3) dan isolat
BU3(5) memiliki kategori aktivitas penghambatan lemah dikarenakan diameter zona hambat
yang terbentuk dalam uji antagonis berukuran <5 mm. Desriani et al. (2014) menjelaskan bahwa
lemahnya aktivitas antibakteri yang dihasilkan oleh bakteri endofit dimungkinkan karena bakteri
endofit hanya mampu berinteraksi dan menghasilkan senyawa antibakteri secara langsung
dengan tanaman inang. Hal tersebut mengakibatkan aktivitas kemampuan bakteri endofit dalam
menghasilkan senyawa anti bakteri menurun.

Penghambatan yang terbentuk antara bakteri endofit terhadap R. solanacearum pada uji
antagonis ditunjukkan dengan adanya zona bening di sekitar kertas saring atau kertas cakram.
Menurut Zahra (2019), keefektifan hasil uji antagonis secara in vitro didasarkan pada terbentuk
atau tidaknya zona hambat antara patogen dan agen antagonis. Terdapatnya zona hambat
tersebut dikarenakan terdapatnya potensi endofit yang mampu mengendalikan, menghambat,
bahkan membunuh pertumbuhan patogen melalui mekanise antibiosis (Deswanti, 2021).
Antibiosis merupakan mekanisme pertahanan bakteri antagonis yang mampu menghambat
pertumbuhan morfologis maupun fisiologis dari mikroorganisme lain dengan mensekresikan
metabolit sekunder berupa antibiotik seperti enzim pelisis, siderofor dan substansi toksik lainya
(Prihatinningsih et al, 2015).

Gambar 6. Diameter zona hambat isolat bakteri endofit terhadap R Solanacearum, Isolat
BA2(3), (B) isolat BU3(5), (C) kontrol negatif (akuades steril), (D) kontrol negatif (NB), (D)
kontrol positif (Bakterisida / fungisida Nordox 56 WP)

hal. 207 Vol. 05, No. 02, Tahun 2023



In vitro antagonism test of endophytic isolates from the ciplukan plant (Physalis angulata L.) against
Ralstonia solanacearums

Pada saat bakteri endofit memasuki fase stasioner, maka nutrisi pada media akan terbatas
atau habis sehingga bakteri akan mensintesis metabolit sekunder (Pratiwi, 2008). Metabolit
sekunder merupakan senyawa organik yang diggunakan sebagai sarana dalam penyokong
pertumbuhan, perkembangan, dan pertahanan (Asmara, 2017). Metabolit sekunder diproduksi
melalui proses biosintesis pada tumbuhan. Selain menjadi sumber nutrisi, metabolit sekunder
juga digunakan bakteri endofit sebagai sebagai agens biokontrol yang bersifat antimikroba
(Juwita, 2010).

Kemampuan isolat endofit BA2(3) dan BU3(5) dalam menghambat pertumbuhan R
solanacearum, diharapkan dapat dimanfaatkan serta diaplikasikan sebagai agen hayati untuk
menangulangi penyakit tanaman dan dapat digunakan sebagai alternatif untuk mengurangi
penggunaan pestisida dalam mengatasi penyakit pada tanaman. Menurut Wahyuni et al (2022),
penggunaan agen hayati untuk mengatasi penyakit tanaman memiliki beberapa keunggulan
dibandingkan penggunaan pestisida kimia. Keunggulan tersebut antara lain aman dan tidak
meninggalkan residu bagi lingkungan, serta bersifat berkelanjutan sehingga penggunaan yang
berulang-ulang tidak berbahaya bagi lingkungan dan makhluk hidup.

SIMPULAN

Penelitian ini diperoleh hasil bahwa dari empat kandidat isolat bakteri endofit, diperoleh
dua isolat bakteri non patogen yang menunjukan reaksi negatif hipersensitif pada uji
hipersensitifitas yaitu isolat BA2(3) dan BU3(5). Sehingga dua isolat tersebut dapat dilakukan uji
antagonis. Hasil uji antagonis menunjukan bahwa isolat BA2(3) dan BU3(5) memiliki potensi
dalam menghambat pertumbuhan R. solanacearum secara in vitro dengan luas diameter zona
penghambatan sebesar 3,03 mm dan 1,60 mm pada inkubasi 24 jam pertama.
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