JURNAL

FlT@ PATOLOG' Volume 13, Nomor 3, Mei 2017

Halaman 105-111
INDONESTA )
ISSN: 0215-7950 DOI: 10.14692/jf1.13.3.105

KOMUNIKASI SINGKAT

Penapisan dan Identifikasi Bakteri Kitinolitik Penghambat
Pertumbuhan Ganoderma boninense in Vitro

Screening and Identification of Chitinolitic Bacteria Inhibiting
Ganoderma boninense in Vitro

Risky Hadi Wibowo, Nisa Rachmania Mubarik*, Iman Rusmana, Maggy Thenawidjaya
Institut Pertanian Bogor, Bogor 16680

ABSTRAK

Bakteri kitinolitik memiliki kemampuan menghasilkan enzim kitinase dan banyak dilaporkan
sebagai agens biokontrol. Penelitian ini bertujuan memperoleh bakteri kitinolitik yang bersifat antagonis
terhadap pertumbuhan Ganoderma boninense penyebab busuk pangkal batang pada kelapa sawit.
Sebanyak 63 galur bakteri penghasil enzim kitinase berhasil diisolasi dari tanah di Taman Nasional
Bukit Dua Belas dan dari perkebunan kelapa sawit di Provinsi Jambi. Seluruh galur diseleksi untuk
melihat potensinya menghambat pertumbuhan G. boninense secara in vitro. Tiga galur TB04-05, SWO01-
11, dan SW02-08 paling potensial menekan dan menghambat pertumbuhan miselium G. boninense
secara in vitro. Berdasarkan uji aktivitas spesifik, ketiganya memiliki aktivitas masing-masing sebesar
6.3072 U mg' protein, 6.0385 U mg' protein, dan 6.1279 U mg' protein setelah diinkubasi 24 jam.
Identifikasi 16S RNA menunjukkan galur TB04-05 berkerabat dekat dengan Bacillus cereus, sedangkan
SWO01-11 dan SW02-08 berkerabat dekat dengan Bacillus thuringiensis.

Kata kunci: busuk pangkal batang, Elacis guineensis, kelapa sawit, kitinase, 16S RNA
ABSTRACT

Chitinolytic bacteria have been reported as biocontrol agents and have the ability to produce chitinase
enzymes. The objective of the research was to obtain chitinase producing bacteria that had antagonistic
activity to Ganoderma boninense, a causal agent of basal stem rot on oil palm. A total of 63 isolates
of chitinase producing bacteria were isolated from soil of Bukit Dua Belas National Park and oil palm
plantation in Jambi Province; all was screened for their potency in inhibiting G. boninense in vitro.
Three isolates designated TB04-05, SW01-11, and SW02-08 were potentially suppressed and inhibited
the mycelium growth of G. boninense in vitro. Based on their specific chitinase activity, these three
isolates produced the highest level of chitinase enzyme of 6.3072 U mg! protein, 6.0385 U mg™! protein
and 6.1279 U mg! protein, respectively after 24 hr incubation. Based on 16S RNA identification, strain
TB04-05 had similarity with Bacillus cereus, whereas strains SWO01 and SW02-08 had similarity with
Bacillus thuringiensis.
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Kelapa sawit (Elaeis guineensis) adalah
tanaman andalan Indonesia penghasil devisa
nonmigas. Salah satu kendala dalam budi daya
kelapa sawit ialah penyakit busuk pangkal
batang (BPB) yang disebabkan oleh Ganoderma
boninense, terutama pada perkebunan yang
sudah tua. Penyakit ini dilaporkan menyebabkan
kerugian sekitar 50-80% per ha (Cooper et
al. 2011). Banyak upaya untuk pengendalian
penyakit BPB dengan fungisida kimia, tetapi
keamanan lingkungan menjadi pertimbangan
yang harus diperhatikan. Alternatif yang dapat
dilakukan ialah menggunakan agens pengendali
hayati. Beberapa mikrob mampu menekan
pertumbuhan G. boninense dan cendawan
patogen lainnya. Bacillus cepacia, Enterobacter
spp., dan Pseudomonas aeruginosa mampu
menghambat pertumbuhan G. boninense (Bivi
et al. 2010; Suryanto et al. 2012).

Pengendalian hayati menggunakan
berbagai mikroorganisme seperti bakteri
kitinolitik sudah banyak digunakan (Duffy
1995). Bakteri kitinolitik mampu menghasilkan
enzim kitinase dan banyak dilaporkan sebagai
agens biokontrol. Kitinase merupakan enzim
ekstraseluler yang berperan penting dalam
menghidrolisis  kitin. Kitinase diproduksi
secara alami pada berbagai organisme seperti
bakteri, artopoda, vertebrata, dan tanaman.
Fungsi fisiologis dari kitinase bergantung
pada sumbernya. Pada tanaman, umumnya
kitinase diinduksi oleh adanya faktor cekaman
seperti infeksi patogen yang mengandung
kitin. Pada organisme yang mengandung kitin
pada dinding selnya atau struktur yang lainnya
seperti fungi, kitinase diketahui berperan
dalam germinasi spora, pertumbuhan hifa
dan percabangannya serta perkembangan
miselium (Lopes et al. 2008). Substrat utama
dari kitinase ialah kitin yang merupakan
senyawa biopolimer berantai panjang dan tidak
bercabang (Sanjaya dan Yuanita 2007). Tiap
rantai polimer umumnya terdiri atas 2000—
5000 unit monomer N-asetil-D-glukosamin
yang terpaut melalui ikatan B (1-4) glukosa,
yang merupakan polimer kedua melimpah
di alam setelah selulosa (Patil et al. 2000).

Penelitian sebelumnya telah melaporkan
penapisan bakteri kitinolitik dari tanah
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perakaran kelapa sawit di Taman Nasional
Bukit Dua Belas (TNBD), Jambi mampu
menghambat pertumbuhan cendawan
patogen penyebab hawar kelapa sawit, baik
menggunakan sel, enzim kasar dan kitinase
hasil pengendapan (Haryanto 2013; Asril
et al. 2014). Namun demikian masih belum
banyak laporan penghambatan kitinase
terhadap G. boninense. Tujuan penelitian ini
untuk menapis dan mengidentifikasi bakteri
penghasil kitinase asal tanah TNBD dan
perkebunan kelapa sawit dalam menghambat
pertumbuhan G. boninense secara in vitro.

Pengambilan sampel tanah dilakukan di
tanah sekitar TNBD dan perkebunan sawit
PT Humusindo Tbk, Kabupaten Sarolangun,
Provinsi Jambi. Sebanyak 250 g tanah
diambil pada masing-masing plot area dengan
memakai paralon pada kedalaman 0—10cm.

Sebanyak 3 g tanah dari tiap lokasi
dicampur di dalam 30 mL medium kitin cair
(0.3% koloidal kitin, 0.1% MgSO,-7H,0,
0.02% K,HPO,, 0.1% ekstrak khamir) dan
diinkubasi pada suhu 30 °C selama 24 jam.
Semua suspensi diencerkan berseri dari 10
6-10* di dalam NaCl 0.85%. Suspensi disebar
pada medium agar-agar kitin (komposisi sama
dengan kitin cair ditambah 2% agar-agar) dan
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 48 jam.
Setiap koloni dari bakteri yang berbeda
dimurnikan pada medium kitin sebagai biakan
tunggal dan dipilih berdasarkan adanya zona
bening di sekitar medium kitin. Zona bening
terbentuk karena terjadinya pemutusan ikatan
p—1,4 homopolimer N-asetilglukosamin
pada kitin oleh kitinase menjadi monomer
N-asetilglukosamin ~ dan  glukosa yang
selanjutkan akan digunakan kembali oleh
sel bakteri sebagai sumber karbon untuk
pertumbuhannya (Thompson 2001).

Galur bakteri kemudian diinkubasi
pada inkubator goyang pada suhu 37 °C
dengan kecepatan 120 rpm selama 72 jam,
disentrifugasi selama 20 menit dengan
kecepatan 3400 x g pada suhu 4 °C (Sentrifuge
Hermle dengan rotor 220.97). Supernatan yang
diperoleh merupakan enzim ekstrak kasar
yang selanjutnya diukur aktivitas kitinase
dan kadar proteinnya. Galur yang memiliki



J Fitopatol Indones

aktivitas spesifik kitinase terbaik ditetapkan
sebagai galur terpilih.

Aktivitas antagonis terhadap G. boninense
diuji menggunakan biakan sel 24 jam dan
ekstrak kasar kitinase dari galur bakteri
dengan metode agar well diffusion. Galur G.
boninense yang diuji merupakan koleksi dari
PT. Perkebunan Nusantara IV (Persero) Unit
Usaha Marihat, Pematang Siantar. Sebanyak
100 pL biakan sel atau ekstrak kasar kitinase
dimasukkan ke dalam sumur yang dibuat 3 cm
dari pinggir cawan petri dan 3 cm dari miselium
G. boninense umur 3 hari pada medium agar-
agar dekstrosa kentang (ADK). Akuades
steril digunakan sebagai kontrol. Hambatan
pemanjangan miselium G. boninense yang
mengarah ke cakram yang berisi biakan sel atau
enzim dan akuades (kontrol) diamati secara
visual setiap hari selama 7 hari pada suhu 25 °C.
Persentase penghambatan G. boninense diukur
dengan menggunakan persamaan:
it %100%, dengan

I

r,, panjang pertumbuhan miselium ke arah
tepi petri (3 cm); 1,, panjang miselium ke arah
sumur (Fokkema 1983).

% Penghambatan =
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DNA genom bakteri terpilih yang
menghasilkan zona hambat paling besar
terhadap G. boninense diekstraksi dengan
menggunakan Presto™ Mini gDNA Bacteria
Kit (Genaid). Amplifikasi gen dilakukan
dengan PCR menggunakan primer spesifik
63F (5’-CAG GCC TAA CAC ATG CAA
GTC-3’) dan 1387r (5-GGG CGG WGT
GTA CAA GGC-3’) (Marchesi et al. 1998).
Produk PCR dimurnikan dan diurutkan
DNAnya. Hasil pengurutan DNA dianalisis
menggunakan program Bioedit kemudian
disejajarkan dengan data base Gen 16S rRNA
menggunakan program BLAST-N. Analisis
filogenetika dilakukan menggunakan program
MEGA 6.

Sebanyak 63 galur bakteri kitinolitik
berhasil diisolasi (Tabel 1). Dari 63 galur
kitinolitik hanya 10 galur yang berpotensi
menghambat pertumbuhan hifa G. boninense
setelah diuji antagonis (Tabel 2). Kitinase
umumnya diproduksi oleh bakteri pada
fase stasioner pada 24-72 jam inkubasi
(Mubarik et al. 2010; Asril et al. 2014).
Indeks zona bening yang dihasilkan dari 10
galur kitinolitik sekitar 0.2—4.0 sedangkan

Tabel 1 Galur bakteri kitinolitik asal Taman Nasional Bukit Dua Belas dan perkebunan kelapa sawit di

Provinsi Jambi

Lokasi sampel Jumlabh titik/ Kode Total bakteri Total galur
plot sampel sampel (cfugh bakteri kitinolitik

Taman Nasional Bukit 12 3 TB04 55 x 10° 18

Taman Nasional Bukit 12 3 TBO03 38 x 104 14

Perkebunan sawit PT Humusindo 3 SWO01 10 x 104 12

Perkebunan sawit PT Humusindo 3 SWO02 40 x 10° 19

Total galur 63

Tabel 2 Hasil penapisan bakteri kitinolitik terhadap Ganoderma boninense

Bakteri Indeks kitinolitik ~ Aktivitas spesifik ~ Aktivitas antagonis terhadap G. boninense
kitinolitik (U mg™")

TB04-05 4.00 6.3072 Positif
TB04-06 3.33 5.5151 Positif
TB04-08 0.15 42732 Positif
TB04-13 2.85 5.6744 Positif
TB04-15 1.20 5.2599 Positif
TB04-17 0.63 4.5350 Positif
TB04-18 1.13 5.4407 Positif
SW02-08 0.50. 6.0385 Positif
SW02-19 0.20 5.4670 Positif
SWO01-11 0.67 6.1279 Positif
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aktivitas spesifik kitinase dari 10 galur
kitinolitik berkisar 4.27-6.30 U mg' protein
(Tabel 2). Aktivitas spesifik kitinase diperoleh
dari nisbah antara aktivitas enzim dan kadar
protein dari ekstrak kasar. Galur TB04-05,
SWO0I1-11, dan SW02-08 memiliki aktivitas
enzim spesifik yang tinggi dibandingkan
dengan galur lainnya. Uji antagonis galur
SWOI1-11 terhadap G. boninense secara in
vitro memperlihatkan aktivitas penghambatan
dibandingkan dengan kontrol (Gambar 1).
Enzim ekstrak kasar dari 3 galur terpilih
memiliki persentase penghambatan lebih
tinggi terhadap pertumbuhan miselium G.
boninense dibandingkan dengan uji langsung
terhadap galurnya (Gambar 2).

Besarnya persentase penghambatan galur
bakteri dan enzim ekstrak kasarnya sejalan
dengan besarnya zona hambat antara bakteri

a
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dan G. boninense. Zona hambat di sekitar
koloni bakteri diduga karena hidrolisis kitin
yang dikeluarkan oleh bakteri pada dinding sel
G. boninense. Hal ini menyebabkan miselium
G. boninense tidak dapat tumbuh mendekati
koloni bakteri dan terlihat mengalami
kerusakan. Kitinase dan enzim hidrolitik
lainnya seperti B-glukanase merupakan enzim
kunci dalam melisiskan dinding sel cendawan
yang bekerja secara sinergis (Bormann et
al. 1999). Bakteri kitinolitik mempunyai
aktivitas antagonisme yang kuat terhadap
cendawan patogen dengan mekanisme
hiperparasitisme dan antibiotiknya. Beberapa
enzim Kkitinolitiknya toksik pada cendawan
patogen penyebab penyakit tanaman budi
daya, tetapi tidak pada mikroorganisme lain
dalam tanah dan tumbuhan inang (Kloepper
1989). Mekanisme antagonisme pada ketiga

Gambar 1 Uji antagonis isolat SWO01-11 dan ekstrak kasarnya terhadap Ganoderma boninense setelah
inkubasi 5 hari. a, isolat SW01-11; b, Kitinase ekstrak kasar SW01-11; ¢, Kontrol akuades.

70
62.1

46.35 47.25

Penghambatan

TB04-05

SWo1-11 SW02-08

Galur bakteri terpilih

Gambar 2 Penghambatan biakan sel bakteri 24 jam dan ekstrak kasar dari ketiga galur terpilih
TB04-05, SWO01-11, dan SW02-08 terhadap Ganoderma boninense yang diukur pada hari kelima.

[71, Kultur sel 24 jam; [, Ekstrak enzim kasar.
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galur uji kemungkinan bertindak sebagai
mikoparasit yang sangat aktif. Mikoparasitik
terdiri atas empat tahapan, yaitu pertumbuhan
kemotropis yang menuju stimulus kimia,
pengenalan antara galur bakteri kitinolitik
dan patogen tanaman inang yang bersifat
spesifik, perlekatan dan pelilitan bakteri pada
hifa patogen sasaran, dan proses yang terakhir
ialah degradasi dinding sel patogen (Sutanto
et al. 2004). Untuk keperluan ini bakteri
mengeluarkan enzim kitinase dan glukanase
karena komponen utama dinding sel cendawan
ialah kitin dan glukan.

Amplifikasi gen 16S rRNA menggunakan
primer 63F dan 1387r menghasilkan pita
berukuran sekitar 1300 pb (Gambar 3). Analisis
sikuen gen penyandi 16S rRNA dengan data
pada GenBank dengan program BLAST-N
menunjukkan bahwa galur TB04-05 memiliki
kekerabatan dengan Bacillus cereus galur
DB33 dengan kemiripan 99%, Galur SW01-11
memiliki kekerabatan dengan B. thuringiensis
galur SK783 dengan kemiripan 100% dan
galur SW02-08 memiliki kekerabatan dengan
B. thuringiensis galur J1 dengan kemiripan

Wibowo et al

100% (Tabel 3). Analisis pohon filogenetika
juga menunjukkan bahwa galur SW01-11 dan
galur SW02-8 berkerabat dekat dengan B.
thuringiensis dan galur TB04-05 berkerabat
dekat dengan B. cereus (Gambar 4).

Bacillus cereus telah banyak dilaporkan
sebagai agens biokontrol pada Alternaria
solani dan Corynespora cassiicola, Rhizopus

2000 pb
1000 pb

500 pb

Gambar DNA

3 Amplifikasi
terpilih berdasarkan gen 16S RNA pada gel
agarosa 1%. M, Penanda DNA 1kb; 1, TB04-05;
2, SWO01-11; 3, SW02-08.

galur bakteri

Tabel 3 Analisis sikuen gen penyandi 16S rRNA 3 galur bakteri terpilih menggunakan program BLAST-N

Galur No. aksesi Deskripsi Quary cover E-Value Identitas
TB04-05 KX506717.1 Bacillus cereus galur DB33 100% 0.0 99%
SWO1-11  KX595331.1 Bacillus thuringiensis galur SK783 100% 0.0 100%
SWO02-08  KX935870.1 Bacillus thuringiensis galur J1 100% 0.0 100%

100

84

® SWol-11

Bacilfus cerens strain DB331

z | Bacilfus cerens strain PHEKMP

® SWo02-08

Bacillus thuringiensis strain SK783

Baciffus thuringiensis strain J10

® TBO4-05

Bacillus firmus strain JCM2512

Bacillus bogoriensis strain LBB3

Racillus .;'.rn'l'.l'n.-.l{rriu.'fn

rH.".;'r.l'ﬁu.;'.ff.l'.l;.'-. brevis

‘ 79

H"]‘l Brevibacillus formosus strain NBRC 15716

P- distance free 2000x bootstrap
0.02

Serratia marcescens isolat MF42

Gambar 4 Pohon filogenetika gen 16S rRNA dari galur TB04-05, SW01-11, dan SW02-08 menggunakan
metode Neighbor Joining (NJ) dengan boostrap 2000x.
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stolonifera, Colletotrichum acutatum
(Romeiro et al. 2010; Wang et al. 2013;
Wang et al. 2014). Bacillus thuringiensis
juga dilaporkan sebagai agens biokontrol
yang potensial pada Curvularia affinis dan C.
gloeosporioides ( Asril et al. 2014).

Penelitian ini mengklasifikasikan tiga
galur memiliki aktivitas spesifik kitinolitik
tinggi dan galur yang dapat menghambat
pertumbuhan G. boninense dan dapat dijadikan
sebagai acuan sebagai agens biokontrol. Galur
ini dapat diuji secara in planta pada kelapa
sawit dan kelak dapat diaplikasikan pada
perkebunan kelapa sawit.
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