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Agents of the Root-knot Nematode Meloidogyne incognita on Tomato
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ABSTRAK

Infeksi nematoda puru akar (NPA) Meloidogyne incognita pada tomat dapat menyebabkan kehilangan
hasil. Keefektifan kelompok bakteri endofit asal akar tanaman sebagai agens pengendali NPA sampai
saat ini masih belum banyak dilaporkan. Penelitian ini bertujuan mendapatkan kelompok bakteri endofit
dari 16 jenis akar tanaman yang efektif sebagai agens pengendali NPA. Bakteri diisolasi menggunakan
medium NA 20%, NA 50%, TSA 20%, TSA 50%, dan Kings’B. Bakteri yang menunjukkan hasil negatif
pada uji hipersensitif dan aktivitas hemolisis diuji kemampuannya dalam menghasilkan enzim protease
dan kitinase, dan sianida. Bakteri endofit yang sama juga diuji kemampuannya mengendalikan M.
incognita juvenil 2 pada tomat dengan perlakuan perendaman benih dan penyiraman suspensi. Peubah
agronomi dan patologi diukur 40 hari setelah infestasi nematoda. Sebanyak 80 kelompok bakteri endofit
berhasil diisolasi, 17 di antaranya berpotensi sebagai kandidat agens pengendali NPA. Uji fisiologis
menunjukkan 16 kelompok menghasilkan protease, 12 kelompok menghasilkan kitinase, dan 5 kelompok
menghasilkan senyawa sianida. Kelompok bakteri TmtN5 asal tanaman tomat paling efektif dalam
menekan kerusakan akar dan populasi NPA. Kelompok bakteri tersebut mampu menghasilkan enzim
kitinase, protease, dan senyawa sianida. Penelitian ini memberikan informasi baru bahwa kelompok
bakteri endofit asal berbagai macam akar tanaman memiliki potensi sebagai agens pengendali NPA.

Kata kunci: enzim litik, pengendalian hayati, uji hemolisis, uji hipersensitif
ABSTRACT

Infection caused by root knot nematode (RKN) Meloidogyne incognita may cause yield losses.
Little is known regarding the effectiveness of endophytic bacterial group as biocontrol agents of
RKN. This research was aimed to obtain endophytic bacteria group from 16 species of plants, which
effectively controlled the RKN. Isolation of endophytic bacteria group was conducted using NA 20%,
NA 50%, TSA 20%, TSA 50%, and King’s B medium. All of the bacteria groups giving negative result
in hypersensitive and haemolytic tests, was further examined for their ability to produce protease,
chitinase, and cyanide acid. The same endophytic bacteria groups were also tested for their potential to
control juvenile 2 of M. incognita on tomatoes by seed treatment and soil drenching. Agronomical and
pathological traits were observed 40 days after nematodes infestation. Eighty endophytic bacteria groups
were successfully isolated and 17 of them were considered potential. Physiological test showed that 16
groups of endophytic bacteria can produce protease enzyme, 12 groups can produce chitinase enzyme,
and 5 groups can produce cyanide acid. Specific endophytic bacteria group, i.e. TmtN5 from roots of
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tomato plant, is the most effective isolate for suppressing root damage and population of RKN. This
group was effective as biocontrol agents of RKN because it produceds chitinase, protease, and cyanide
acid. This research provided a new information regarding the potential use of endophytic bacteria group

as a biocontrol agent of RKN.

Key words: biological control, hemolysis test, hypersensitive test, lytic enzymes

PENDAHULUAN

Infeksi  Meloidogyne incognita pada
tanaman tomat menyebabkan terbentuknya
puru pada akar. Keberadaan puru dapat
mengganggu sistem distribusi air dan mineral
dari tanah melalui akar ke seluruh bagian
tanaman, akar baru tidak muncul, tanaman
mudah layu, pertumbuhan terhambat, kerdil,
dan pada infeksi parah menyebabkan klorosis
(Bartlem ef al. 2013). Bakteri antagonis
yang berpotensi untuk mengendalikan M.
incognita di antaranya ialah Bacillus sp. dan
Pseudomonas  fluorescens. Kedua bakteri
tersebut  diketahui dapat menghasilkan
enzim protease dan kitinase yang mampu
mendegradasi dinding sel telur dan larva
nematoda M. incognita dan M. javanica
(Kalaiarasan et al. 2006; Harni et al. 2007;
Lian et al. 2007; Tian et al. 2007).

Keefektifan isolat tunggal bakteri endofit
sebagai agens pengendali nematoda puru akar
(NPA) sudah dilaporkan oleh Hallmann et al.
(2001) dan Munif et al. (2015). Keduanya
melaporkan bakteri endofit mampu menekan
populasi dan tingkat infeksi NPA pada tanaman.
Namun sampai saat ini masih sedikit laporan
mengenai keefektifan gabungan 2 atau lebih
isolat bakteri endofit sebagai agens pengendali
M. incognita. Menurut Mei dan Flinn
(2010) gabungan 2 atau lebih isolat bakteri
endofit memiliki potensi lebih besar untuk
meningkatkan ketahanan tanaman terhadap
cekaman lingkungan dan meningkatkan
produksi tanaman dibandingkan dengan
penggunaan isolat tunggal. Laporan mengenai
kombinasi 2 atau lebih bakteri endofit untuk
mengendalikan patogen tumbuhan telah
dilaporkan oleh Berg dan Hallmann (2006),
yaitu menggabungkan 2 isolat bakteri endofit
untuk menekan pertumbuhan cendawan
patogen tumbuhan. Namun keefektifan
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kelompok bakteri endofit yang merupakan
seluruh bakteri yang dapat ditumbuhkan pada
medium buatan dari bagian suatu tanaman
sebagai agens pengendali patogen tumbuhan
masih belum banyak dilaporkan. Penelitian
ini bertujuan mendapatkan kelompok bakteri
endofit dari akar berbagai tanaman yang
efektif mengendalikan M. incognita pada
tomat dan mengidentifikasi aktivitas fisiologi
bakteri tersebut.

BAHAN DAN METODE

Isolasi Kelompok Bakteri Endofit

Kelompok bakteri endofit diisolasi dari
bagian akar tanaman bambu (Bambusa
bambos), mint (Coleus amboinicus), bit
merah (Beta vulgaris), gingseng (Talinum
triangulare), pecah beling ungu (Strobilanthes
crispus), pacar air (Impatiens balsamina),
tomat (Lycopersicum esculentum), sereh
(Cymbopogon nardus), padi (Oryza sativa),
tithonia (7ithonia diversifolia), kumis kucing
(Orthosiphon aristatus), binahong (Anredera
cordifolia), jinten (Nigella sativa), temulawak
(Curcuma xanthorrhiza), garut (Maranta
arundinacea), dan cabai rawit (Capsicum
frutescens). Sebanyak 1 g akar tanaman dicuci
sampai bersih dan disterilkan permukaannya
dengan merendamnya dalam alkohol 70%
selama 1 menit, NaOCl 1% selama 1 menit dan
dibilas dengan akuades steril 3 kali. Sampel
dikeringkan dengan tisu steril kemudian
ditempelkan pada medium tryptic soy agar
(TSA) dan diinkubasi selama 2 hari. Akar
yang steril dimaserasi sampai halus dengan
penambahan air 1:10. Selanjutnya sebanyak
0.1 mL suspensi diambil dan diisolasi pada
medium TSA 20%, TSA 50%, nutrient
agar (NA) 20%, NA 50%, dan Kings’B lalu
diinkubasi pada suhu ruang selama 2 hari
(Lodewyckx et al. 2002).
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Penapisan Kelompok Bakteri Endofit

Pengujian Hipersensitifitas. Pengujian
dilakukan dengan menumbuhkan setiap
kelompok bakteri endofit pada medium
tumbuh sesuai medium asal bakteri tersebut
(TSA 20%, TSA 50%, NA 20%, NA 50%, dan
Kings B) selama 48 jam. Seluruh koloni yang
tumbuh dipanen menggunakan 1 mL akuades
steril. Suspensi tersebut diinfiltrasikan ke
daun tanaman tembakau. Kelompok bakteri
yang menimbulkan gejala nekrosis pada
daun tembakau dalam waktu 48 jam tidak
digunakan dalam uji lanjut karena berpotensi
sebagai patogen (Heath 2000).

Pengujian Aktivitas Hemolisis.
Kelompok bakteri ditumbuhkan pada medium
agar-agar darah dan diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37 °C. Isolat bakteri yang
menghasilkan  toksin  pB-hemolisis akan
membentuk zona bening disekitar koloni,
dan yang menghasilkan toksin o-hemolisis
akan membentuk zona agak gelap disekitar
koloni (Salasia et al. 2004). Kelompok bakteri
yang menunjukkan toksin B-hemolisis atau
a-hemolisis tidak digunakan dalam uji lanjut
karena berpotensi membahayakan kesehatan
manusia.

Pengujian Keefektifan Kelompok Bakteri
Endofit Sebagai Agens Hayati Nematoda
Kelompok bakteri diinokulasikan pada
100 mL medium #ryptic soy borth (TSB),
nutrient borth (NB), dan Kings B cair, sesuai
dengan medium asal kelompok bakteri,
kemudian diinkubasi selama 48 jam. Benih
tomat disterilkan menggunakan alkohol 70%
selama 40 detik, Tween 20 selama 1 menit,
dan dibilas dengan akuades 3 kali. Benih
tomat direndam dalam suspensi bakteri
dengan kerapatan 10® cfu mL! selama 24 jam,
kemudian disemai, dan ditanam di rumah
kaca. Penanaman dilakukan mengikuti pola
rancangan acak kelompok dengan 5 ulangan,
setiap ulangan terdiri atas 2 tanaman uji yang
ditanam pada pot yang berbeda. Sebanyak
300 M. incognita juvenil 2 diinokulasikan pada
tanaman uji yang berumur 1 bulan. Inokulum
M. incognita yang digunakan merupakan hasil
perbanyakan di laboratorium. Pada minggu
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pertama, ke-2, dan ke-5 setelah inokulasi
nematoda, tanaman disiram dengan 100 mL
suspensi kelompok bakteri dengan kerapatan
10® cfu mL".

Peubah yang diamati, yaitu panjang akar
(ujung pangkal batang sampai dengan ujung
akar terpanjang), populasi nematoda pada
akar dan tanah, serta tingkat kerusakan akar
didasarkan pada skala Zeck dengan skala
1 sampai dengan 10 (Zeck 1971). Populasi
nematoda di dalam tanah dihitung dari
ekstraksi 200 mL tanah menggunakan metode
flotasi sentrifugasi. Populasi nematoda di
akar dihitung dengan pewarnaan akar. Jumlah
nematoda yang terwarnai dihitung dari 1 g
akar. Pengamatan dilakukan pada 40 hari
setelah inokulasi nematoda (Munif et al.
2013).

Karakterisasi Sifat Fisiologis Kelompok
Bakteri Endofit

Pengujian Aktivitas Proteolitik. Uji
proteolitik dilakukan pada medium skim
milk agar (SMA). Kelompok bakteri digores
pada medium SMA dan diinkubasi pada suhu
ruang selama 24—72 jam. Aktivitas proteolitik
ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening
disekitar koloni bakteri (Baehaki dan Budiman
2011).

Pengujian Aktivitas Kitinolitik. Uji
produksi kitinase dilakukan pada medium
kitin 1%. Kelompok bakteri digores pada
medium dan diinkubasi pada suhu 27 °C.
Adanya aktivitas kitinolitik ditandai dengan
terbentuknya zona bening disekitar bakteri
setelah diinkubasi 3 hari (Hariprasad et al.
2011).

Pengujian Produksi Senyawa Sianida.
Uji produksi senyawa sianida mengacu pada
metode yang dideskripsikan oleh Ahmad et al.
(2008). Produksi senyawa sianida dideteksi
dengan larutan cyanide detection solution
(CDS) yang mengandung 2 g asam pikrat dan
8 g natrium karbonat dalam 200 mL akuades
steril. Kelompok bakteri digoreskan pada
medium yang mengandung glisin. Potongan
kertas saring steril 1 cm x 1 cm dicelupkan
ke dalam larutan CDS dan diletakkan pada
tutup cawan petri bagian dalam, kemudian

77



J Fitopatol Indones

diinkubasi pada suhu ruang selama 4 hari.
Kelompok bakteri yang dapat memproduksi
sianida dideteksi dengan adanya perubahan
warna pada kertas saring dari kuning menjadi
jingga kecokelatan.

HASIL

Sebanyak 80 kelompok bakteri endofit
berhasil diisolasi. Kelompok bakteri endofit
yang diisolasi dari akar suatu tanaman dan
ditumbuhkan pada medium yang berbeda
menunjukkan karakter bakteri yang berbeda
pula. Perbedaan karakter terlihat dari
dominasi warna koloni yang tumbuh (Tabel 1).
Hasil  penapisan  terhadap  kelompok
bakteri endofit menunjukkan 16 kelompok
dapat menyebabkan nekrosis pada uji
reaksi hipersensitif, 43 kelompok bakteri
menghasilkan  toksin  fB-hemolisin  dan
4 kelompok bakteri menghasilkan a-hemolisin.
Hasil uji reaksi hipersensitif dan uji aktivitas
hemolisis menunjukkan 17 kelompok bakteri
endofit aman digunakan untuk uji lanjut.

Hasil uji keefektifan kelompok bakteri
endofit sebagai agens biokontrol menunjukkan
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2 kelompok (11.76%) mampu menekan
populasi NPA di akar, 15 kelompok (88.23%)
mampu menekan populasi NPA di tanah,
16 kelompok (94.11%) mampu meningkatkan
panjang akar tanaman, dan 15 kelompok
(88.23%) mampu menekan kerusakan akar
akibat infeksi NPA dibandingkan dengan
tanaman yang tidak diberi perlakuan kelompok
bakteri endofit. Namun demikian kelompok
bakteri endofit TmtN5 yang diisolasi dari
akar tanaman tomat merupakan kelompok
yang paling efektif menekan kerusakan akar
akibat infeksi NPA (Gambar 1; Tabel 2).
Tanaman yang diberi perlakuan menggunakan
kelompok bakteri endofit TmtN5 diketahui
mampu menekan 39.01% jumlah NPA di tanah,
42.99% jumlah NPA di akar, 37.14% tingkat
kerusakan akar, dan mampu meningkatkan
11.91% panjang akar dibandingkan dengan
tanaman kontrol.

Hasil uji aktivitas fisiologi menunjukkan
sebanyak 16(94.11%)kelompokbakteriendofit
menghasilkan enzim protease, 12 (70.58%)
kelompok menghasilkan enzim kitinase, dan
5(29.41%) kelompok menghasilkan senyawa
sianida (Tabel 3).

Tabel 1 Dominasi koloni kelompok bakteri endofit asal tanaman pecah beling ungu (Strobilanthes

crispus) pada media yang berbeda

Media Tumbuh Dominasi Koloni

Kings B Koloni berwarna putih dan putih kecokelatan

NA 20% Koloni berwarna putih kecokelatan, dan beberapa berwarna kuning

NA 50% Koloni berwarna putih kecokelatan, dan beberapa berwarna kuning,
cokelat, dan putih susu

TSA 20% Koloni bakteri dengan warna putih dengan berbagai ukuran

TSA 50% Koloni berwarna kuning, dan beberapa berwarna putih dan cokelat

TmtNS5

PbuT2 Kntrol

Gambar 1 Akar tanaman tomat yang diinfeksi Meloidogyne incognita setelah diperlakukan
dengan kelompok bakteri endofit TmtN2, TmtNS5, PbuT2, dan tanpa diberi perlakuan dengan

kelompok bakteri endofit.
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Tabel 2 Pengaruh aplikasi kelompok bakteri endofit terhadap kerusakan akar dan populasi

Meloidogyne incognita di tanah dan di akar tanaman tomat

Kode > NPA > NPA per 200 mL.  Panjang Akar  Skala Kerusakan
Kelompok per g Akar® Tanah? (cm)? Akar?
PcrN5 24.60 a 60.10 ab 16.10 de 2.90 cd
PcrT2 24.90 a 54.80 bed 16.39 cd 2.90 cd
MntT5 22.50 abc 48.80 cde 16.27 cd 2.80d
BitT2 26.20 a 59.00 abc 16.65 cd 3.00 bed
GsgN5 2750 a 53.90 bed 16.53 cd 3.30 abc
GsgN2 24.80 a 46.70 def 16.44 cd 3.00 bed
PbuT?2 22.30 abc 41.50 ef 16.51 cd 3.00 bed
JtnT2 2540 a 50.10 bede 16.63 cd 3.00 bed
GsgT2 23.80 a 47.10 def 16.34 cd 3.00 bed
CbiKB 25.50 a 42.20 ef 16.74 ¢ 3.00 bed
PbuN5 27.10 a 42.00 ef 16.52 cd 3.40 ab
BitN5 2430 a 50.10 bede 16.82 cb 2.90 cd
TmtN2 17.50 be 44.20 def 17.26 ab 2.60d
TmtN5 17.20 ¢ 3740 f 17.57 a 220 ¢
PdiT2 23.10a 46.20 def 16.39 cd 2.90 cd
PtmN2 25.00 a 43.90 def 16.29 cd 3.00 bed
PdiN2 22.70 ab 46.40 def 16.63 cd 2.90 cd
Kontrol 2820 a 65.60 a 1570 ¢ 350a

*Angka-angka pada kolom yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata pada uji selang
berganda Duncan pada o 5%.

Tabel 3 Karakter fisiologis kelompok bakteri endofit

Kode Asal Kelompok Aktivitas Aktivitas Produksi
Kelompok Proteolitik Kitinolitik HCN
PcrN5 Impatiens balsamina + + -
PcrT2 Impatiens balsamina + - -
MntT5 Coleus amboinicus + + +
BitT2 Beta vulgaris - + -
GsgN5 Talinum triangulare + + +
GsgN2 Talinum triangulare + + -
PbuT2 Strobilanthes crispus + + -
JtnT2 Nigella sativa + - +
GsgT2 Talinum triangulare + - -
CbiKB Capsicum frutescens + - -
PbuNS5 Strobilanthes crispus + - -
BitN5 Beta vulgaris + + -
TmtN2 Lycopersicum esculentum + + +
TmtN5 Lycopersicum esculentum + + +
PdiT2 Oryza sativa + + -
PtmN2 Mimosa pudica + + -
PdiN2 Oryza sativa + + -

+ memproduksi senyawa; - tidak memproduksi senyawa
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PEMBAHASAN

Bakteri membutuhkan nutrisi dan kondisi
lingkungan khusus agar dapat ditumbuhkan
pada medium buatan. Perbedaan jumlah dan
kandungan nutrisi dalam medium buatan
berpengaruh pada dominasi bakteri yang
tumbuh. Hal tersebut diungkapkan oleh
Puspita et al. (2012) bahwa terdapat dua hal
yang memengaruhi dominasi pertumbuhan
bakteri dalam medium buatan, yaitu nutrisi
medium dan jumlah sel yang terdapat pada
suspensi. Sel bakteri yang belum dapat
ditumbuhkan pada medium buatan masih
memiliki peluang untuk ditumbuhkan apabila
ditemukan komposisi medium yang tepat.

Reaksi hipersensitif dipengaruhi oleh
gen hrp yang dapat ditemui pada kelompok
bakteri patogen tanaman Xanthomonas sp.
Reaksi ini terjadi dalam waktu 2448 jam
dan terlokalisasi. Membran seluler pada
daun tanaman tembakau yang mengalami
kontak dengan bakteri patogen akan hancur
dan nekrosis. Respons tersebut menunjukkan
bahwa bakteri yang kontak dengan daun
tanaman tembakau berpotensi  sebagai
patogen tumbuhan (Zhu et al. 2000). Bakteri
yang menghasilkan toksin hemolisis tidak
digunakan pada uji lanjut karena supernatan
dari a dan B hemolisis bersifat sangat cyfotoxic
terhadap  granulocytes, monocytes, dan
lymphocytes manusia (Duncan et al. 2007,
Lopes et al. 2010).

Kelompok bakteri endofit hidup di dalam
jaringan tanaman dan bersifat menguntungkan
bagi tanaman. Sebagai agens biokontrol,
bakteri endofit dapat melindungi tanaman
dari infeksi patogen secara langsung maupun
tidak langsung. Secara tidak langsung, bakteri
endofit mampu menginduksi ketahanan
tanaman (Lodewyckx et al. 2002) dengan
merangsang pembentukan asam salisilat,
peroksidase, fitoaleksin, PR-protein, dan
senyawa fenolik (Rosenblueth dan Martinez-
Romero 2006).

Secara langsung kelompok bakteri endofit
dapat berperan sebagai agens hayati dengan
memproduksi senyawa-senyawa antimikrob.
Senyawa tersebut berupa enzim, toksin, maupun
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gas yang mampu menghambat perkembangan
patogen (Chernin et al. 2002). Khan et al.
(2004) melaporkan bahwa enzim protease
yang diproduksi oleh cendawan Paecilomyces
lilacinus mampu menghambat penetasan telur
nematoda M. javanica. Siddiqui et al. (2005)
dan Tian et al. (2007) menyatakan produksi
enzim protease oleh bakteri merupakan
salah satu mekanisme bakteri sebagai agens
pengendali nematoda puru akar Meloidogyne
spp. Degradasi lapisan lemak pada telur M.
hapla yang diberi perlakuan enzim protease
menyebabkan banyak telur nematoda yang
tidak dapat menetas (Khan et al. 2004).

Harni et al. (2007) melaporkan bahwa
bakteri endofit Bacillus galur NJ46, Bacillus
galur NA22, dan Bacillus galur NJ2 mampu
menekan populasi nematoda Pratylenchus
brachyurus. Terjadinya penekanan tersebut
disebabkan oleh metabolit sekunder, enzim
kitinase, dan protease yang dihasilkan oleh
bakteri-bakteri tersebut. Enzim kitinase
memiliki peran penting dalam pengendalian
nematoda karena enzim ini mampu
mendegradasi lapisan tengah telur nematoda
seperti M. javanica, Rotylenchulus reniformis,
dan Tylenchulus semipenetrans (Tian et al.
2007). Cronin et al. (1997) menjelaskan enzim
kitinase dapat menghambat penetasan telur
Globodera rostochiensis sampai 70%, dan
enzim ini mampu mengendalikan populasi
nematoda M. javanica dan meningkatkan
pertumbuhan tanaman tomat.

HCN merupakan senyawa metabolit
sekunder yang dihasilkan oleh bakteri.
Senyawa ini diketahui bersifat anticendawan,
dan berperan penting dalam pengendalian
nematoda (Ramette et al. 2003; Devi et al.
2007). Keberadaan HCN di dalam tanah mampu
menekan perkembangan M. hapla sampai
dengan 54%. Semakin tinggi jumlah HCN
yang ada, kematian nematoda parasit tanaman
juga semakin tinggi (Siddiqui et al. 20006).

Pada penelitian ini diperoleh 1 kelompok
bakteri endofit yang mampu mengendalikan M.
incognita dengan mekanisme produksi enzim
protease, kitinase, dan asam sianida (HCN).
Kelompok bakteri tersebut ialah TmtN5 yang
diisolasi dari akar tanaman tomat.
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