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Abstract

Bakteri endofit memiliki kemampuan untuk hidup dan menginvasi jaringan tanaman serta mempunyai sifat antagonis terhadap patogen
tanaman dengan berbagai mekanisme. Penelitian bertujuan untuk mengetahui mekanisme dan persentase daya penghambatan oleh isolat
bakteri endofit asal padi lokal Kamba secara in vitro dalam mengendalikan penyakit bercak ungu pada tanaman bawang merah.
Pelaksanaan penelitian bertempat di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Pertanian Universitas Alkhairaat Palu. Metode penelitian
secara kualitatif dengan melakukan uji reaksi hipersensitivitas pada daun tembakau dan pengujian kemampuan isolat bakteri endofit
dalam menghasilkan senyawa HCN. Secara kuantitatif dengan mengamati daya hambat dari isolat bakteri endofit terhadap cendawan
pathogen uji. Penelitian menggunakan rancangan acak lengkap yang terdiri atas 4 perlakuan isolat bakteri endofit (RKGU4, RKGU?7,
RKGU8 dan RKGU15) dengan 3 ulangan. Dari hasil penelitian diperoleh 2 isolat bakteri endofit yang memiliki kemampuan terbaik
dalam menghambat pertumbuhan koloni cendawan Alternaria porri yakni RKGU8 dan RKGU15. Selain itu kedua isolat tidak berpotensi
sebagai patogen berdasarkan uji reaksi hipersensitivitas serta memiliki kemampuan dalam memproduksi senyawa HCN. Isolat bakteri
endofit memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai agens pengendali hayati yang ramah lingkungan.
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1. Pendahuluan

Bawang merah merupakan salah satu komoditas
hortikultura yang banyak dibudidayakan oleh petani di
Indonesia karena memiliki nilai ekonomi tinggi dalam
berbagai olahannya. Namun, dalam proses budidayanya
terdapat kendala yang pada umumnya dihadapi petani
adanya serangan organisme pengganggu tanaman, cara
budidaya yang kurang tepat, serta perubahan iklim. Salah
satu kendala yang sangat besar pengaruhnya terhadap
peningkatan produksi tanaman bawang merah adalah
adanya serangan serangan dari organisme pengganggu
tanaman (OPT) (Widiantini et al., 2020).

Kerugian yang disebabkan serangan OPT ini dapat
menyebabkan kehilangan hasil bahkan sampai gagal
panen. Resiko serangan OPT sangat tinggi jika kondisi
iklim memasuki musim penghujan. Salah satu penyakit
utama yang sering menyerang tanaman bawang merah
yaitu penyakit bercak ungu yang disebabkan oleh
cendawan patogen Alternaria porri Cif.

Pada umumnya upaya pengendalian untuk mengatasi
serangan cendawan patogen Alternaria porri yaitu dengan
penggunaan fungisida sintetis. Namun pengendalian
dengan cara ini dapat berhasil baik apabila aplikasi
dilakukan dengan frekuensi tinggi (Ratnawati et al., 2020;
Ratnawati & Jaya, 2021; Mokalu & Kaligis, 2021).

Penggunaan fungisida sintetis di tingkat petani yang
tidak bijksana (tidak sesuai dosis anjuran) dapat
memberikan dampak negatif diantaranya rusaknya
keseimbangan alami tanah, menurunnya populasi dan
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keanekaragaman mikroorganisme tanah (cendawan dan
bakteri), residu penggunaannya dapat mencemari
lingkungan, memberikan dampak bagi kesehatan petani,
serta dapat menimbulkan resistensi bagi OPT itu sendiri
(patogen atau mikroorganisme parasit menjadi kebal) jika
diaplikasikan dalam jangka waktu panjang (Lestari et al.,
2018; Rachmatunnisa et al.,2017). Oleh karena itu
diperlukan alternatif pengendalian yang lebih aman dan
ramah terhadap lingkungan. Pada penelitian ini kami
memanfaatkan bakteri endofit sebagai tehnik dalam
pengendalian hayati. Pemanfaatan bakteri endofit dalam
pengendalian penyakit bercak ungu tanaman bawang
merah merupakan alternatif pengendalian hayati yang
berkesinambungan, dapat mengurangi  penggunaan
fungisida sintetis an dapat diintegrasikan dalam program
pengendalian hama terpadu (PHT).

Pemanfaatan bakteri endofit dalam pengendalian hayati
perlu dikembangkan karena metode ini merupakan pilihan
yang relatif murah, mudah dalam pengaplikasian serta
bersifat ramah terhadap lingkungan. Bakteri endofit
memiliki peran sebagai pemacu pertumbuhan dan
perkembangan tanaman. Bakteri endofit juga dapat
digunakan sebagai agen biokontrol yang memiliki
kelebihan dibandingkan agen biokontrol lainya yakni
kemampuannya bertahan dalam kondisi lingkungan
tertekan baik secara biotik maupun abiotik. Hal ini karena
bakteri endofit merupakan bakteri yang hidup dalam
jaringan tanaman (Wu et al., 2021; Eid et al., 2021).

Peran bakteri endofit sebagai biokontrol dengan dua
mekanisme yaitu mekanisme secara langsung dan secara
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tidak langsung. Mekanisme secara langsung yaitu dengan
kemampuan bakteri endofit menghasilkan senyawa
metabolit sekunder seperti Hydrogen Cianyda (HCN),
siderofor, enzim litik, asam salisilat, etilena (Mardhiana et
al., 2017; Abo-Elyousr et al., 2021; Padder et al., 2021;
Fouda et al., 2021; Islam et al., 2020; Perry, 2016) serta
kompetisi dalam memperebutkan zat besi dan nutrisi.

Mekanisme secara tidak langsung yaitu induksi
ketahanan sistemik dengan tanaman inang atau biasa
dikenal dengan Induced Systemic Resistance (ISR) (Shang
et al., 2021; Jacob et al., 2020; Purnawati et al., 2019). ISR
merupakan hubungan atau interaksi bakteri tertentu
dengan akar tanaman yang memungkinkan tanaman
tersebut mempunyai kemampuan dalam mengembangkan
ketahanannya terhadap pathogen.

Pengendalian hayati dengan bakteri endofit yang
banyak dikembangkan saat ini adalah pengendalian
penyakit berbagai tanaman. Berbagai penelitian mengenai
pengendalian penyakit menggunakan bakteri endofit telah
banyak  dilaporkan.  Beberapa  penelitian  telah
menunjukkan bahwa penggunaan bakteri endofit efektif
mengendalikan berbagai penyakit tanaman meskipun
isolat bakteri endofit diperoleh dari tanaman yang berbeda
famili dengan tanaman sasaran.

Foeh et al. (2019) melaporkan bahwa lIsolat bakteri
endofit TN41 mampu menghambat Phytopthora
palmivora (penyakit busuk buah tanaman kakao) dengan
persentase daya hambat tertinggi sebesar 92,52%. Lebih
lanjut Munif et al. (2015) mengemukakan bahwa bakteri
endofit mampu menekan pertumbuhan cendawan patogen
F. oxysporum dan S. rolfsii secara in vitro. Konsorsium
bakteri endofit Bacillus sp HI, Bacillus sp SJI, S.
marcescens dan isolat ULG1E2, ULG1E4 dan JB1E3
mampu menekan perkembangan patogen Ralstonia
solanacearum yang merupakan penyebab penyakit layu
pada cabai (Resti et al., 2018).

Hersanti et al., (2019) melaporkan bahwa konsorsium
Bacillus subtilis dan Lysinibacillus sp. mampu
menghambat intensitas Alternaria porri sebesar 71,2%.
Bakteri endofit yang diisolasi dari jaringan akar umbi dan
daun tanaman bawang merah mempunyai daya antagonis
tinggi terhadap cendawan Alternaria porri, isolat bakteri
endofit akar sebesar 54,00%, isolat endofit daun sebesar
46,00%, sedangkan isolat bakteri endofit dari umbi sebesar
44,00% (Pitasari & Ali, 2018).

Pemanfaatan isolat bakteri endofit yang berasal dari
rizosfer tanaman padi lokal kamba diharapkan efektif
dalam mengendalikan penyakit bercak ungu pada tanaman
bawang merah dan juga nantinya berperan dalam
pengendalian berbagai penyakit tanaman pangan lainnya.
Selain itu pemanfaatan bakteri endofit sebagai agens
biokontrol yang ke depannya dapat diterapkan dalam
teknologi tepat guna serta dapat membantu petani dalam
mengatasi berbagai permasalahan yang terkait dengan
serangan organisme pengganggu tanaman (OPT).

2. Metodologi
Penelitian ini  dilaksanakan di  Laboratorium

Mikrobiologi Fakultas Pertanian, Universitas Alkhairaat
Palu. Bahan dan alat yang digunakan adalah bakteri
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endofit asal padi lokal Kamba, kentang, agar-agar plain,
dextrose, aquadest alcohol 70%, alcohol 95%, nutrient
agar (NA) dan Chloramphenicol. Alat yang digunakan
dalam penelitian ini adalah Laminar Air Flow (LAF),
autoclave, mikroskop, kompor gas, cawan petri, hot plate,
tabung reaksi, labu, batang pengaduk, gelas ukur, object
glass, pinset, jarum ose, scalpel, termoyhgrometer, soil
tester, masker, wrapper, kertas label, kantong plastik,
kapas, sprayer, alat tulis dan kamera.
Perbanyakan Isolat Bakteri Endofit

Isolat bakteri endofit diperoleh dari rizosfer padi lokal
Kamba Lembah Bada, dikulturkan pada media NA
(Nutrient Agar) padat dan diinkubasi selama 48 jam pada
suhu 28°C. Koloni bakteri yang tumbuh selanjutnya
disuspensikan dalam aquadest steril hingga mencapai
kerapatan populasi mencapai 10° CFU mL™ (Sudewi et al.,
2020). Adapun bakteri endofit yang digunakan dalam
pengujian ini terdiri dari 4 jenis isolat yaitu RKGU4,
RKGU7, RKGUS8 dan RKGU15.
Isolasi Cendawan Patogen Alternaria porri

Cendawan patogen Alternaria porri diisolasi dari daun
tanaman bawang merah yang terinfeksi dan menimbulkan
gejala penyakit bercak ungu (Pitasari & Ali, 2018). Daun
tersebut selanjutnya dicuci pada air mengalir kemudian
digunting dengan ukuran £ 1 cm. Selanjutnya daun
disterilisasi permukaannya dengan cara merendamnya
dalam larutan alkohol 70% selama 1 menit, lalu direndam
dalam aquadest steril selama 3 menit sebanyak 2 kali.
Kemudian potongan daun dikeringanginkan pada cawan
petri yang telah dilapisi dengan Kkertas saring steril.
Selanjutnya potongan daun diletakkan pada media PDA
dan diinkubasi selama 5-7 hari pada suhu ruang.
Uji Reaksi Hipersensitivitas

Isolat bakteri endofit diuji reaksi hipersensitivitasnya
dengan menyuntikkan suspensi bakteri sebanyak 1 mL
dengan kerapatan 10° CFU mL™ pada tulang daun
sekunder tanaman tembakau (Nicotiana tabacum L.).
Injeksi dilakukan menggunakan syringe 1 ml (tanpa
jarum) hingga membasahi ruang antar sel. Isolat kontrol
negatif pada uji ini menggunakan aquadest steril PA
sedangkan isolat bakteri Burkholderia glumae sebagai
kontrol positif. Pengamatan dilakukan 48 jam setelah
proses injeksi suspensi dengan indikator reaksi positif
munculnya bercak nekrosis pada permukaan daun,
sedangkan reaksi negatif tidak menunjukkan hal tersebut
(Balint-Kurti, 2019).
Produksi HCN oleh Isolat Bakteri Endofit

Kemampuan isolat bakteri endofit dalam memproduksi
Hydrogen  Cyanida (HCN) dilakukan  dengan
mengkulturkan isolat bakteri pada media Nutrient Agar
(NA) yang mengandung glisin sebanyak 4,4 g L™ selama
24 jam. Selanjutnya gunting kertas saring Whatman No.1
berdiameter 1x1 cm dan celupkan pada larutan Cyanide
Detection Solution (CDS) untuk diletakkan pada bagian
dalam tutup cawan petri. Inkubasi selama 7 hari pada suhu
ruang 28°C. Perubahan warna dari kuning pada kertas
saring menjadi warna coklat muda, coklat tua maupun
merah bata mengindikasikan kemampuan produksi HCN
oleh bakteri endofit (Lipkova et al., 2021).
Uji Daya Hambat Bakteri Endofit terhadap Pertumbuhan
Cendawan Alternaria porri.
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Uji daya hambat bakteri endofit terhadap cendawan
Alternaria porri. secara in vitro dilakukan melalui uji
antagonis dengan tujuan untuk mendapatkan isolat bakteri
endofit yang mempunyai sifat antagonis terhadap
cendawan Alternaria porri. Biakan murni Alternaria porri
berumur 1 minggu sebesar 0,5 cm diinokulasikan pada
medium PDA (Potato Dextrose Agar) dengan jarak 3 cm
dari tepi cawan.

Setelah 24 jam, masing-masing isolat bakteri endofit
diinoulasikan pada cawan petri secara melintang dengan
jarak 3 cm dari tepi cawan. Letaknya harus berlawanan
arah dari letak patogen Alternaria porri. Selanjutnya
biakan mikroba endofit pada uji antagonis ini diinkubasi
pada suhu ruang selama 3 hari. Setiap hari dilakukan
pengamatan dengan melihat pembentukan zona hambat
(halo) oleh bakteri endofit hingga hari ke tujuh.
Terbentuknya zona hambatan setelah  diinkubasi
menunjukkan bahwa isolat bakteri endofit tersebut saling
antagonis.

Variabel Pengamatan

Penentuan potensi penghambatan dilakukan pada saat
5-7 hari setelah inokulasi bakteri endofit (Sutariati et al.,
2020). Pengukuran daya hambat dengan mengukur jari-jari
pertumbuhan pathogen ke arah tepi cawan petri (R1) dan
jari-jari pertumbuhan pathogen ke arah bakteri endofit
(R2). Hasil data yang diperoleh dipergunakan untuk
menghitung daya hambat isolat bakteri endofit terhadap
cendawan patogen Alternaria porri dengan rumus:

Ri-R2 -
x 100%
R

Daya Hambat (%) =

Dimana R; adalah jari-jari pertumbuhan cendawan
patogen ke arah tepi cawan petri; sedangkan R, adalah
jari-jari pertumbuhan cendawan patogen ke arah tepi isolat
bakteri endofit
Analisis Data

Data yang diperoleh secara kuantitatif dianalisis
menggunakan RAL (Rancangan Acak Lengkap). Apabila
menunjukkan pengaruh yang nyata maka dilanjutkan
dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) taraf kepercayaan
0=0.05. Data kualitatif diamati secara visual dan dianalisis
secara deskriptif.

4. Hasil

Uji Reaksi Hipersensitivitas & Kemampuan Isolat Bakteri
Endofit Menghasilkan Senyawa HCN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan diperoleh
hasil bahwa ke empat isolat bakteri endofit yang diuji
hipersensitivitasnya pada daun tembakau menunjukkan
reaksi negatif (Tabel 1). Daun tembakau yang diinjeksikan
isolat bakteri endofit tidak menunjukkan gejala nekrosis.
Salah satu syarat utama suatu isolat atau mikroba dapat
dijadikan agens biokontrol jika isolat bakteri tidak
memberikan pengaruh fitoksisitas pada tanaman yang
bukan inangnya. Olehnya itu penggunaan isolat bakteri
endofit aman untuk diaplikasikan lebih lanjut karena tidak
berpotensi sebagai patogen bagi tanaman.

Tabel 1. Uji Reaksi Hipersensitivitas dan Produksi HCN
oleh isolat bakteri endofit
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No Kode Uji Reaksi Produksi
Isolat Hipersensitivitas (+/-) HCN (+/-)

1 RKGU4 - -

2  RKGU7? - -

3 RKGUS - ++

4  RKGU15 - +++

Keterangan (++) = produksi HCN sedang, (+++) = produksi
HCN kuat, (-) = tidak memproduksi HCN

Kemampuan isolat bakteri endofit dalam memproduksi
senyawa HCN dari hasil pengujian menunjukkan bahwa
terdapat dua isolat yang tidak mampu memproduksi HCN
yaitu isolat RKGU4 dan RKGU7. Sedangkan isolat
RKGUS8 memberikan perubahan warna dari warna kuning
menjadi warna coklat muda dengan kategori sedang. Isolat
RKGU15 mampu memberikan perubahan warna kuning
menjadi coklat bata sehingga dikategorikan sebagai isolat
yang memiliki kemampuan kuat dalam memproduksi
HCN (Tabel 1). Semakin pekat perubahan warna yang
dihasilkan, maka semakin kuat kemampuan suatu bakteri
dalam menghasilkan HCN (Gambar 1).

@)
Gambar 1. Uji kemampuan isolat bakteri endofit memproduksi HCN
pada media glisin. (a) Isolat bakteri endofit yang tidak mampu
memproduksi senyawa HCN (b) Isolat bakteri endofit yang memproduksi
senyawa HCN

Senyawa HCN dapat diproduksi oleh mikroba dan
ditemukan dalam eksudat akar. Isolat-isolat bakteri endofit
yang diuji dalam penelitian ini diisolasi dari bagian akar
tanaman padi. Senyawa HCN vyang dihasilkan oleh
mikroba berperan dalam merangsang pembentukan rambut
akar dan menekan penyakit busuk akar (Tsegaye et al.,
2019). Mikroba yang berasal dari bagian endofit tanaman
dan bersifat antagonis dapat dimanfaatkan sebagai agens
hayati yang ramah lingkungan.

Uji Daya Hambat Bakteri Endofit terhadap Pertumbuhan
Cendawan Alternaria porri.

Uji antagonis (daya hambat) secara in vitro dilakukan
dengan menggunakan media PDA pada cawan petri yang
berdiamater 10 cm.

Gambar 2. Kultur awal isolat bakteri endofit dan cendawan Alternaria
porri pada cawan petri
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa Kketiga isolat
bakteri endofit yang diuji memiliki kemampuan dalam
menghambat pertumbuhan cendawan pathogen A.porri.
Persentase penghambatan yang dihasilkan oleh isolat
bakteri endofit yang diuji sebesar 25.45% - 38.58%.

Isolat RKGU8 menghasilkan persentase daya hambat
tertinggi terhadap pertumbuhan koloni cendawan patogen
A.porri sebesar 33.55% dan meningkat menjadi 38.58%
pada hari ke-7 setelah inokulasi. Hasil yang diperoleh
tidak berbeda nyata dengan isolat RKGU15 dengan
persentase penghambatan sebesar 34.67% (pengamatan
ke-5 HSI) dan 37.16% (pengamatan ke-7 HSI) (Gambar
3).

Daya hambat terendah dihasilkan oleh isolat RKGU7
sebesar 16% dan tidak mengalami peningkatan secara
signifikan pada pengamatan hari ke-7. Oleh sebab itu,
isolat RKGU7 tidak memiliki kemampuan dalam
menghambat pertumbuhan koloni cendawan A.porri. Hal
ini disebabkan karena terjadinya kompetisi ruang dan
nutrisi antara isolat bakteri endofit dan cendawan patogen
A.porri saat dikulturkan dalam media biakan. Hal ini
didukung oleh Wulandari & Ali (2018) bahwa waktu yang
dibutuhkan untuk cendawan A.porri dapat tumbuh dan
memenuhi cawan * 14 hari. Dalam proses
pertumbuhannya cendawan patogen bersaing dengan
bakteri endofit dalam memperoleh nutrisi.

Isolat RKGU4 menghasilkan persentase daya hambat
sebesar 25.45% dan 27.66% (pengamatan hari ke-5 dan
ke-7) walaupun tidak berbeda nyata setelah dilakukan uji
lanjut dengan BNT.
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Gambar 3. Daya hambat (%) bakteri endofit terhadap pertumbuhan
cendawan patogen A. porii secara in vitro pada pengamatan ke-5 dan ke-
7 hari setelah inokulasi (HSI). Huruf yang sama pada grafik
menunjukkan perlakuan tidak memberikan pengaruh yang berbeda nyata
berdasarkan uji BNT taraf a=0.05

Bakteri endofit memiliki sifat antagonis terhadap
patogen tanaman melalui mekanisme antibiosis (inhibisi).
Mekanisme inhibisi oleh isolat bakteri endofit dengan
kemampuan dalam menghasilkan metabolit sekunder yang
dapat mempengaruhi serta menghambat pertumbuhan
miselium A. Porri. Persentase penghambatan terhadap
pertumbuhan koloni cendawan patogen A.porri oleh isolat
bakteri endofit yang terbaik diperoleh pada perlakuan
isolat RKGU8 dan RKGU15. Hal ini disebabkan oleh
kemampuan kedua isolat tersebut dalam memproduksi
senyawa HCN. Diduga bahwa senyawa metabolit
sekunder HCN yang dihasilkan oleh isolat bakteri endofit
terdifusikan ke dalam media biakan dengan membentuk
zona bening penghambatan yang berperan dalam
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menghambat pertumbuhan cendawan A. porri. Sejalan
dengan penelitian Serdani et al (2018) bahwa bakteri
endofit yang membentuk zona bening merupakan bentuk
penghambatan terhadap patogen.

Keunikan tersendiri karena bakteri endofit yang
diperoleh merupakan hasil isolasi dari akar tanaman padi
lokal Kamba yang dibudidayakan oleh masyarakat
Lembah Bada di Kabupaten Poso, Sulawesi Tengah.

5. Kesimpulan

Isolat bakteri endofit RKGU8 dan RKGU15 memiliki
kemampuan dalam memproduksi senyawa HCN serta
bersifat hipersensitivitas negatif. Daya antagonis kedua
isolat tersebut terhadap pertumbuhan koloni cendawan
patogen Alternaria porri sebesar 38.58% dan 37.16% pada
pengamatan 7 HSI. Penelitian lanjutan perlu dilakukan
dalam skala in vivo serta identifikasi lebih lanjut
dibutuhkan untuk mengetahui genus dari isolat bakteri
yang telah di uji.
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