Pendahuluan

Bawang meral{Allium ascalon-
icum. L) merupakan komoditas unggul-
an nasional, sehingga berbagai program
dan kegiatan dilakukan dalam rangka
meningkatkan produksinya. Produktivi-
tas bawang merah nasional tahun 2009

lebihan. Pengendalian secara kimia
menggunakan bakterisida seperti Champ
DP, Cuprofix, Cuprofix MZ, Kocide

2000, Mankocide, Nordox, NuCop 50
WP dan Top Copwiths (Schwartz and
Gent, 2006), induksi ketahanan
menggunakan Acibenzolar-s-metil.
Selanjutnya menggunakan agen hayati

sebesar 9,28 ton/ha, tahun 2010 sebesar seperti bakteri Pantoea aglo-merans
9,57 ton/ha, dan tahun 2011 sebesar 9,54 galur C9-1 (Actigard 50 WP) pada

ton/ha (BPS, 2012). Produktivitas
bawang merah ini masih tergolong ren-
dah, bila dibandingkan potensi produksi
optimum bawang merah yang dapat
menca-pai 16 ton/ha. Salah satu pe-
nyebab rendahnya produktivitas adalah
serangan bakterXanthomonas axono-
podis pv. allii (Xaa) penyebab penyakit
hawar daun bakteri (HDB), yang telah
dilaporkan menyerang tanaman bawang
merah di Indonesia (Habazar, dkk.,
2007). Menurut Resti, dkk., (2007)
penyakit HDB telah tersebar di daerah
sentra produksi bawang merah di
Sumatera Barat, dengan persentase
serangan mencapai 100 % di Kabupaten
Solok dan 39,62 % di Kabupaten Agam.
Schwart and Gent (2006) menyatakan
kehilangan hasil (termasuk ukuran dan
kualitas umbi) bisa mencapai 100 %,
bila kondisi lingkungan mendukung.
PatogenXaa ini dapat ditularkan melalui
benih Eeedborne pathogen). Selain
menyerang bawang meraKaa juga
dapat menyerang bawang putih, bawang
daun, dan bawang bombay (Roumagnac
et al., 200)

Penelitian yang intensif tentang
pengendalian penyakit HDB baru di-
laporkan di luar negeri, seperti per-
giliran tanaman dengan tanaman bukan
inang, varietas tahan (Paulraj dan
O’Garro, 1993), benih sehat, sanitasi la-
han, menghindari irigasi yang ber-

daerah semi arid efektif mengen-dalikan
hawar daun bakteri pada ba-wang merah
(Schwartz and Gent, 2006).

Di Indonesia informasi menge-
nai pengendalian penyakit ini masih
terbatas, karena penyakit ini baru
ditemukan. Penggunaan bakteri endofit
sebagai agen hayati dalam menginduksi
ketahanan tanaman perlu dikembang-
kan. Menurut Habazar, dkk (2007),
rhizobakteria (RB) dari kelompok
rhizosfir, rhizoplan dan endofit mampu
menekan perkembangan penyakit HDB
dan meningkatkan pertumbuhan tanam-
an bawang merah di rumah kaca dan
dilapangan. Hasil penapisan bakteri
endofit akar kedelai secanapanta juga
menunjukkan mampu mengen-dalikan
penyakit pustul bakteri pada kedelai
(Habazar dkk 2012).

Kemampuan agen hayati sering
kali berbeda dalam menekan perkem-
bangan patogen pada suatu daerah, yang
disebabkan keadaan lingkungan yang
sangat kompleks, sehingga tiap populasi
yang berada pada daerah yang berbeda
akan mengalami tekanan seleksi yang
berbeda pula. Hal ini akan menyebab-
kan adanya keragaman antar populasi
dalam spesies yang samatdrspesifik
variation) karena populasi tersebut
beradaptasi dengan lingkungannya. De-
ngan demikian suatu spesies yang sama



tetapi berada pada wilayah geografi dan
lingkungan yang berbeda dapat me-
miliki kemampuan yang berbeda dalam
menekan perkembangan patogen. Kera-

parasitisme. Secara tidak langsung me-
lalui mekanisme induksi ketahanan sis-
temik pada tanaman inang. Induksi
ketahanan dapat meningkatkan aktivitas

gaman genetik dalam spesies yang sama gen ketahanan mekanik ataupun me-

dari wilayah atau lingkungan yang
berbeda tersebut merupakan faktor yang
penting dalam keberhasilan pengen-
dalian hayati (Van den Bosch al.,
1982).

Bakteri endofit berada dalam
jaringan tanaman dan tidak menim-
bulkan gejala penyakit pada tanaman
(Bandaraet al., 2006). Bakteri endofit
dapat diisolasi dari bagian akar, batang,
daun, bunga, dan Kkotiledon. Bakteri
dapat masuk melalui proses perkecam-
bahan biji, akar-akar sekunder stomata,
atau melalui kerusakan yang terjadi pada
daun. Di dalam tanaman bakteri endofit
dapat terlokalisir pada bagian dimana
bakteri tersebut mulai masuk atau
menyebar ke bagian tanaman lainnya. Di
dalam jaringan tanaman bakteri berada
diruang antar sel, atau dalam jaringan
pembuluh (Zinniel et al, 2002).
Pengendalian penyakit tanaman dengan
bakteri endofit merupakan salah satu
alternatif pengendalian yang ramah
lingkungan, berkesinambungan dan da-
pat diintegrasikan dalam program pe-
ngendalian hama terpadu.

Bakteri endofit dapat berperan
sebagai agen biokontrol, menekan per-
kembangan patogen, beberapa jenis
nematoda dan serangga melalui me-
kanisme langsung ataupun tidak lang-
sung. Mekanisme langsung dengan cara
menghasilkan senyawa antimikroba,
(Wang et al.,, 2010), siderophor dan
enzim litik (Lugtenberg and Kamilova,
2009), berkompetisi dalam memperoleh
zat besi, nutrisi dan ruang, serta

tabolit tanaman inang. Meningkatkan
kekuatan dinding sel inang, perubahan
fisiologis tanaman inang melalui sintesa
senyawa fenolik, PR protein, enzim
kitinase, peroksidase, fenil alanine lyase,
polifenol oksidase, asam salisi-lat, asam
jasmonat dan fitoaleksin (Compaset
al., 2005). Sebagai pemacu pertumbuhan
tanaman bakteri endofit dapat membantu
ketersediaan hara bagi inangnya melalui
fiksasi nitrogen dan kemampuan
melarutkan fosfat (Lug-tenberg dan
Kamilova , 2009), menye-diakan unsur
Fe melalui siderophor, dan
menghasilkan fitohormon seperti 1AA,
giberelin dan sitokinin (Miller dan Berg,
2009).

Kolonisasi bakteri endofit dalam
jaringan tanaman dapat meningkatkan
akumulasi senyawa pertahanan tanam-
an. Bakteri endofit dapat mengaktivasi
sistim pertahanan berupa PR-protein.
Senyawa asam salisilat dan ethylen yang
merupakan molekul signal untuk induksi
ketahanan sistemik. Akumulasi senyawa
fenol dalam sel pada tanaman anggur
yang diintroduksi dengaBulkholderia
sp strain PsJN, menunjuk-kan adanya
induksi  ketahanan  sistemik  dan
terdapatnya enzim degradasi dinding sel
berupa enzim endoglucana-se dan
endopolygalacturonase  menun-jukkan
adanya sistim pertahanan yang bersifat
lokal pada sel tanaman angguwiti(s
vinifera. L) (Compantt al., 2005).

Berdasarkan uraian diatas maka
telah dilakukan penelitian yang berjudul
Karakterisasi Respon Fisiologis Tanam-



an Bawang Merah yang di-introduksi
dengan Bakteri Endofit Indigenus ter-
hadap Penyakit Hawar Daun Bakteri
(Xanthomonas axonopodis pv allii).

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mendapatkan bakteri endofit yang
mampu mengendalikan penyakit
HDB dan meningkatkan hasil
bawang merah.

. Mengkarakterisasi fisiologis dan
identifikasi molekular bakteri endofit
yang punya kemampuan
mengendalikan penyakit HDB dan
meningkatkan hasil bawang merah.

. Mengetahui respon fisiologis
tanaman bawang merah yang tahan
penyakit HDB setelah diintroduksi
dengan bakteri endofit terpilih.

. Mengetahui bakteri endofit yang
mampu meningkatkan produksi
walaupun tanaman bawang merah
terserang penyakit HDB

Bahan dan M etoda

Seleks Isolat Bakteri endofit
Indigenus Untuk Pengendalian
Penyakit Hawar Daun Bakteri Pada
Bawang Merah

Pengambilan sampel akar bawang
merah

Sebagian besar tanaman bawa-
ng merah di Kab. Agam dan Solok ter-
serangXaa, kondisi lahan endemik per-
tanaman bawang merah dapat dilihat
pada gambar 3. Diantara tanaman yang
bergejala HDB masih terdapat tanaman
sehat, yang merupakan sumber bakteri
endofit. Sampel yang diambil adalah
akar tanaman bawang merah sehat dan
dimasukkan ke dalam kantong plastik,

diberi label dan disimpan pada suhu 17-
20 C.

I solasi bakteri endofit

Bakteri endofit diisolasi dari
jaringan akar dengan metoda peng-
enceran seri (Klememt al, 1990). Akar
bawang merah dicuci dengan akuades
steril dua kali. Sterilisasi permukaan
menggunakan etanol 70 % selama 5
menit (3 kali), kemudian dicuci dengan
akuades steril. Jaringan akar dihancur-
kan menggunakan lumpang dan mortar
steril, dan diencerkan sampai“10Bus-
pensi bakteri dari pengenceran>1@an
10 dibiakkan dalam mediurNutrient
Agar (NA), dan diinkubasi 48 jam pada
suhu ruangan. Koloni tunggal dengan
ciri morfologi yang berbeda diambil dan
ditumbuhkan pada medium yang sama,
diinkubasi selama 24 jam pada suhu
30°c.

Semua isolat dikarakterisasi se-
cara morfologi (warna, bentuk koloni,
dan permukaan koloni), fisiologi (reaksi
Gram), dan patogenisitas (reaksi hiper-
sensitif).

|solasi Xaa

Sumber inokulum diperoleh dari
daun bawang merah yang menunjukkan
gejala penyakit HDB, di lahan endemik
di Sungai Nanam, Alahan Panjang Kec.
Lembah Gumanti Kab. Solok. Isolasi
bakteri dilakukan dengan metode pe-
ngenceran seri (Klemerdgt al, 1990).
Daun yang bergejala disterilkan per-
mukaannya dengan dengan etenol 70%.
Suspensi bakteri diencerkan sampai” 10
® suspensi pada pengenceran® Ian
10° dipindahkan 0,1 ml ke dalam cawan
Petri kaca yang berisi medium NGA



(Nutrien Glucosa Agar), diratakan
dengan spatula, diinkubasi 5x24 jam.

I dentifikasi Xaa

Morfologi koloni Xaa diamati

pada medium NGA setelah inkubasi 5 x
24 jam (gambar 1.a), Morfologi koloni
yang diamati yaitu warna koloni,
permukaan koloni, dan bentuk koloni.
Koloni Xaa berbentuk bulat, berwarna
kuning, cembung dan berlendir (gambar
1b)

Uji Gram bertujuan untuk
mengetahui apakah isolat bakteri
bersifat Gram negatif atau positif.

Pengujian menggunakan larutan KOH
3%. (Klementet al, 1990). BakteriXaa
bersifat Gram negatif (Gambar 1 c)

Uji Pigmen Xanthomonadin
bertujuan untuk mengetahui kemampu-
an bakteri menghasilkan pigmen Xan-
thomonadin. Biakan murni dipindahkan
ke dalam cawan petri yang berisi me-
dium NGA (Nutrient Glukosa Agar)
dengan metode gores dan diinkubasi
selama 5 x 24 jam (Schaad, 1998).
Koloni Xaa menghasilkan pigmen xan-
thomonadin (Gambar 1 d)

Uji pektinase bertujuan untuk
mengetahui apakah isolat yang diuiji
memproduksi enzim pektinase. Potong-
an umbi kentang disterilisasi permu-
kaannya dengan etanol 70%, diletakkan
dalam cawan petri yang telah dilapisi
kertas saring lembab dan diinokulasi
dengan 1 ml suspensi bakteri {10
sel/ml) (Schaad, 1988). BakteXaa
memproduksi enzim pektinase (Gambar
le)

Gambar 1 : CiriXaa isolatXaa Sn1, (A)

Bentuk koloni (B) koloni

tunggal pada media NGA
(5 hari setelah inkubasi,
hsi), (C) Gram Negatif, (D)
Pigmen  xanthomona-din
pada media NGA, (E)
menghasilkan enzim pek-
tinase pada umbi kentang

Uji RH menggunakan suspensi
bakteri Xaa (10° sel/ml) diinfitrasikan
pada permukaan bawah daun tembakau
menggunakan jarum  suntik  dan
diinkubasi selama 2x24 jam. Bila terjadi
nekrotik dalam waktu 2x24 jam artinya
bakteri bersifat HR positif (Klemeet
al, 1990). Daun tembakau yang diin-
filtrasi dengan isolat Xaa menunjukkan
reaksi hipersensitif berupa gejala nek-
rotik (Gambar 2 a)

Uji patogenisitas dengan cara
melukai bagian ujung daun tanaman
bawang merah yang berumur 15 hari
setelah tanam (hst) dengan jarum steril,
kemudian dioleskan suspenxaa (10°
sel/ml). Daun yang diperlakukan diselu-
bungi dengan plastik bening kemudian
diinkubasi 7 x 24 jam (Hamzah, 1993).
Daun bawang merah yang diinokulasi
dengan isolatxaa menunjukkan gejala
water soaking kemudian nekrotis
(Gambar 2 b)



Gambar 2. Reaksi Hipersensitif dan
patogenisittas isolat Xaa
(A) Gejala nekrotik pa-da
daun tembakau yang
diinfiltrasi denganXaa (2
X 24 jam setelah in-
filtrasi) (B) Gejala nek-
rotik pada daun bawang
merah yang diinokulasi
denganXaa ( 7 hari se-
telah inokulasi

Seleksi isolat bakteri endofit
indigenus dalam menginduksi
ketahanan bawang mer ah ter hadap
HDB

Seleksi dilakukan secarain
planta di rumah kawat, menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) %.
Perlakuannya adalah introduksi 82 isolat
bakteri endofit pada bibit bawang
merah, dengan 3 ulangan. Data dianali-
sis dengan sidik ragam bila berbeda
nyata dilanjutkan dengan uji jarak ber-
ganda Duncan (DNMRT) pada taraf
nyata 5 %.

Penanaman bawang merah

Media tanam yang digunakan
merupakan tanah dan pupuk kandang
sebagai pupuk dasar (3:1 v/v), yang
disterilkan secara Tyndalisasi.

Introduksi | solat Endofit dan
Penanaman

Benih bawang merah yang
digunakan adalah Kultivar Medan (ren-
tan terhadap HDB). Benih diperoleh dari
petani penangkar benih di Nagari
Alahan Panjang Kab. Solok. Benih ter-
sebut berkualitas baik yaitu: bernas,
berukuran sedang dan seragam (dia-
meter 1,5- 2 cm atau berat 2,5 - 5 @),
berwarna cerah, utuh, tidak cacat dan
tidak bergejala penyakit (AAK, 1998).

Sebelum ditanam benih dipotong
1/3 bagian atas kemudian di-rendam
dalam suspensi bakteri endofit selama
15 menit, selanjutnya dikering anginkan,
dan ditanam. Pada tiappoly-bag,
ditanam 2 benih dengan cara mem-
benamkan benih dalam tanah sedalam 2-
3 cm dan ditimbun dengan selapis tanah.
Untuk kontrol benih direndam dengan
aquades steril.

Inokulasi Xaa

Setelah tanaman berumur 14 hari
diinokulasi denganXaa, dengan ca-ra
melukai bagian ujung daun bawang
dengan jarum steril, kemudian suspensi
Xaa dioleskan pada bagian yang dilukai
dan tanaman disungkup dengan plastik
bening. Inkubasi selama 7 hari dan tiap
hari diamati gejala yang muncul.

Pemelihar aan

Pemeliharaan meliputi pemu-
pukan dengan menggunakan pupuk
buatan, penyiangan gulma dan pe-
ngendalian hama. Pengendalian gulma
dan pengendalian hama dengan cara
mekanik. Pupuk buatan yang diberikan
adalah pupuk Urea 2 gr/polybag setara
dengan 500 Kg/ha, pupuk &P1,2
gr/polybag setara dengan 300 Kg/ha,



dan pupuk KCL 0,8 gr/polybag setara
dengan 200 Kg/ha. Pupuk diberikan

Pengamatan dari mulai muncul-
nya gejala awal sampai panen, dengan

pada saat tanaman berumur 17 hst (hari interval waktu tiga hari. Penghitungan
setelah tanam) dengan dosis Y2 bagian insidensi daun terserang menggunakan
Urea, satu bagian SP36 dan satu bagian rumus;

KCL. Saat tanaman berumur 36 hst
diberikan pupuk dengan dosis % bagian
Urea, yang merupakan sisa pemupukan
sebelumnya (AAK, 1998). Penyiangan
dilakukan bersamaan dengan pemu-
pukan yaitu saat tanaman berumur 2-3
minggu dan saat tanaman berumur 4-5
minggu. Penyiraman dilakukan setiap
hari, pengendalian hama dilakukan se-
cara mekanik.

Panen

Kriteria panen adalah tanaman
telah berumur 70 -80 hst, daun sudah
mulai layu, pangkal batang mengeras,
dan sebagian umbi telah tersembul
diatas tanah (AAK, 1998).

Pengamatan

solasi bakteri endofit indigenus dari
akar tanaman bawang merah di lahan
endemik HDB

Keragaman bakteri endofit

Bakteri yang tumbuh dihitung
keragamannya berdasarkan morfologi-
nya yaitu dari bentuk koloni, warna
koloni, pinggiran koloni, permukaan dan
diameter koloni.. Karakter fisiolo-gis
bakteri endofit diamati reaksi Gram dan
Reaksi Hipersensitif.

Seleksi isolat bakteri endofit
indigenus dalam menginduksi
ketahanan bawang

Insidensi Penyakit (%)

P=X/Y x 100%

Keterangan:

P= Insidensi daun terserang

X= Jumlah daun tanaman yang
terserang

Y= Jumlah daun yang diamati

Persentase penekanan insidensi
penyakit dengan penggunaan isolat bak-
teri endofit menggunakan rumus

E= K=-P x100% (2)
K
Keterangan:
E = Persentase penekanan
K = Kontrol

P = Perlakuan

Severitas penyakit (%)

Pengamatan intensitas penyakit
dimulai setelah munculnya gejala pert-
ama sampai panen dengan interval 3
hari. Penghitungan menggunakan rumus
Mc. Kenney:

[ =3 (nlxvl) x 100%
ZXN

Keterangan:

| = Severitas penyakit

N1= Jumlah daun dari tiap skala
serangan

V1= Nilai skala dari tiap skala serangan

N = Jumlah daun yang diamati

Z = Nilai skala serangan tertinggi



Nilai skala yang dipakai adalah sebagai
berikut

Tabel .1: Skala serangan penyakit
hawar daun bakteri pada daun bawang

Skala Tingkat Kerusakan Reaksi
serangan Ketahanan

0 Tidak bergejala 0 % Imun

1 Gejalahawar >0-10% Tahan
sangat ringan

2 Gejala hawar >10-20 % Agak
ringan tahan

3 Gejala hawar  s20-309% Agak
sedang rentan

4  Gejalahawar 5309 _5go, Rentan
berat

5 Gejalahawar  5gg oy Sangat
berat sekali rentan

Sumber : Habazat al. dimodifikasi
(2007)

Efektivitas penggunaan isolat bakteri
endofit dalam menekanan severitas daun
terserang hawar daun bakteri
menggunakan rumus (2).

Pertumbuhan dan hasil tanaman
bawang merah

Pengamatan pertumbuhan deng-
an mengukur tinggi tanaman, jumlah
daun, berat basah dan berat kering um-
bi. Pengamatan dimulai saat muncul
tunas sampai panen dengan interval
waktu tiga hari. Penghitungan berat
basah dan berat kering umbi, setelah
panen (umur 70 hari).

Efektivitas penggunaan isolat
bakteri endofit dalam meningkatkan
pertumbuhan dan hasil bawang merah
menggunakan rumus

E= P-K x100% ...... (4)
Keterangan:
K = Kontrol

P = Perlakuan

Karakterisas Fisiologis Dan
Identifikasi Isolat Bakteri Endofit
Indigenus Terpilih dalam
mengendalikan Penyakit Hawar

Daun Bakteri Pada Bawang Merah

Karakterisas fisiologis bakteri

endofit indigenus terpilih dal
mengendalikan penyakit HDB
pada bawang merah

Produks Asam Salisilat

Kemampuan isolat bakteri endo-
fit indigenus terpilih dalam meng-
hasilkan asam salisilat dianalisis me-
nggunakan metoda Elektroforesis Kapi-
ler (capillary electrophoresis) (Gambar
9). Elektroforesis kapiler di aplikasikan
pada tegangan 10 KV, panjang ge-
lombang yang digunakan 210 nm, dan
suhu 20C (Putra, 2010, komunikasi
pribadi). Isolat bakteri endofit dibiakkan
dalam media cair Nutrien Broth (NB)
dan diinkubasi pada shaker dengan
kecepatan 250 rpm selama 48 jam pada
temperatur ruang. Kultur cair disen-
trifugasi dengan kecepatan 7000 ¢
selama 10 menit. Supernatan dianalisis
dengan Elektroforesis kapilerme-
nggunakan asam salisilat murni sebagai
standar.

Produksi Antibiotik

Isolat bakteri endofit indigenus
terpilin dibiakkan dalam medium Nu-
trien Broth (NB) diinkubasi pada shaker
selama 2 x 24 jam, kecepatan 200 rpm
pada suhu ruang. Biakan bakteri ter-
sebut disentrifus dengan kecepatan 7000
g selama 10 menit. Supernatan
dipisahkan dari pellet. Kertas saring



steril diameter 0,5 cm direndamkan da-
lam supernatan selama 5 menit, kemu-
dian dikering anginkan. Kertas saring
disusun pada mediurRotato Dextrosa
Agar (PDA) yang telah diinokulasi
bakteri Xaa dan diinkubasi selama 2 x
24 jam (Nasrun, 2005)

Kolonisas
mer ah

jaringan akar bawang

Kolonisasi perakaran tanaman
bawang merah dengan bakteri endofit
menggunakan mutan isolat bakteri en-
dofit yang resisten terhadap Rifampisin.
Mutan diperoleh dengan cara me-
numbuhkan isolat bakteri endofit pada
medium NA yang telah ditambahkan
antibiotik Rifampisin dengan konsen-
trasi yang terus ditingkatkan dari 10, 20,
50, sampai 110 ppm. Mutan endofit ini
selanjutnya di biakkan dalam medium
Nutrien Broth (NB) (Habazar et al,
2007)

Kolonisasi jaringan akar bawang
merah ditentukan dengan cara intro-
duksi mutan bakteri endofit indigenus
terpilih pada benih bawang merah kul-
tivar medan. Kemampuan kolonisasi
endofit pada jaringan akar diamati
dengan melakukan reisolasi bakteri dari
akar tanaman yang ditanam pada tanah
steril. Suspensi bakteri hasil isolasi
ditumbuhkan pada medium NA yang
telah ditambahkan antibiotik Rifampisin
dengan konsentrasi sesuai dengan per-
lakuan antibiotik pada saat pembuatan
mutan. Isolat bakteri yang mampu
tumbuh merupakan mutan isolat bakteri
endofit yang diintroduksi pada benih
sebelumnya (Nasrun, 2005).

Karakterisas fisiologis bakteri endofit
indigenuster pilih dalam memacu
per tumbuhan tanaman

Produksi |AA

Pengujian menggunakan metoda
kalorimeter Bricet al (1991). Bakteri
dikulturkan dalam medium cair Kings B
dan diinkubasi padashaker dengan
kecepatan 200 rpm selama 2 x 24 jam.
Kultur disentrifus pada 7000 g selama
15 menit. Supernatan dipisahkan dari
pelletnya, 2 ml supernatan ditambahkan
dalam 4 ml reagent sowlkesky (1 ml
FeCk dalam 49 ml perchloric acid 35 %)
dihomogenkan, inkubasi selama 20
menit dan absorbannya ditentukan de-
ngan spectrofotometri panjang gelom-
bang 530 nm.

Produksi pelarut fosfat

Enam isolat endofit indigenus
terpilin dibiakkan pada medium selektif
Pikovskaya ( 5 g G& ), NaCl 0.2 g,
KCl 0.2 g, MgSQ 7 H,0O 0.1 g, MnSQ@

7 HO 25 g, FeSO® 7 HO 2.5 g,
(NH4)2SOy 0.5 g, Glukosa 10 g, Ekatrak
ragi 0.5 g, agar 15 g, aquades 1000 ml)
(Premono, 1995), Isolat dibiakkan de-
ngan metode gores pada medium pi-
kovskaya dan diinkubasi selama 48 jam.
Isolat yang mampu melarutkan fosfat
ditunjukkan dengan adanya zona bening
disekitar koloni bakteri.

Identifikasi molekular Bakteri endofit
indigenusterpilih

Identifikasi dilakukan terhadap
enam isolat bakteri endofit indigenus
terpilih yang potensial untuk mengen-
dalikan penyakit HDB pada bawang



merah. Isolasi dan pemurnian DNA
bakteri endofit dilakukan menggunakan
Genomic DNA Mini Kit (Geneaid).
DNA hasil isolasi selanjutnya diam-
plifikasi menggunakan pasangan primer
27F(5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
'3) dan primer 42R 5
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3)
Kondisi awal PCR diatur pada suhu

0
94 C selama 5 menit, selanjutnya diikuti
dengan 35 siklus yang terdiri dari

0
denaturasi pada suhu 9€ selama 3
menit, penemé)elan primefar(nealing)

pada suhu 55C seloama 1 menit dan
ekstensi pada suhu 7€ selama 2 menit

dan ekstensi akhir pada suhu O?Z:
selama 10 menit. Hasil amplifikasi
dielektroforesis  menggunakan  gel
agarose 1 % dalam buffer Tris Boric
EDTA (TBE 0.5 x) dan divisualisasi
dibawah UV transilluminator. Hasil
amplifikasi DNA menghasilkan pita
berukuran = 1300 bp.

Produk PCR yang diperoleh
selanjutnya disekuensing di PT Eijmen
Indonesia Jakarta. Kegiatan sekuensing
menggunakan prinsip kerja Sangeral
(1997). Sekuensing dilakukan secara ore
read direction (satu arah) meng-gunakan
salah satu primer yang dipergunakan
pada proses amplifikasi. Keenam isolat
endofit terpilih di-sekuensing dengan
primer 27 F dan 42 R. Data hasil
sekuensing dicocokkan dengan data
Gene Bank NCBI menggunakarmBLAST
pada http://www.ncbi.nlm.nih.org.

Pengamatan

Karakterisas fisiologis bakteri
endofit indigenus terpilih dalam
mengendalikan penyakit HDB pada
bawang merah

Produksi Asam salisilat

Pengamatan hasil analisis asam
salisilat dengan membandingkan pun-
cak elektroforegram larutan standar
asam salisilat dengan larutan super-
natant isolat endofit terpilih. Konsen-
trasi asam salisilat yang dihasilkan di-
kalibrasikan menggunakan kurva asam
salisilat standar (0-50 ppm/ml).

Produksi Antibiotik

Kemampuan menghasilkan anti-
biotik ditandai dengan adanya zona
hambatan disekeliling kertas cakram.
Untuk menentukan perbedaan kemam-
puan menghadilkan antibiotik dengan
mengukur diameter daerah hambatan
yang terbentuk.

Kolonisas jaringan akar

Pengamatan menggunakan ta-
naman yang dibuat seri, interval pen-
gamatan 7 hari dan pengamatan di-
lakukan sebanyak 5 kali (sampai umur
tanaman 35 hari). Isolasi dilakukan
dengan metode pengenceran seri.
Penggitungan populasi bakteri endofit
indigenus terpilih menggunakan rumus
Klementet al (1990) sebagai berikut:

JP=AXB

Keterangan :

JP = Jumlah populasi bakteri (cfu/ml)
A = Jumlah koloni bakteri

B = Faktor pengencera



Karakterisas fisiologisisolat bakteri
endofit indigenus ter pilih dalam
memacu pertumbuhan tanaman

Prodiksi IAA

Kemampuan menghasilkan 1AA
ditunjukkan dengan terjadinya perubah-
an warna larutan supernatan yang telah
dicampur dengan reagen sowlkesky
menjadi merah. Absorbannya ditentu-
kan dengan spectrofotometri panjang
gelombang 530 nm. Konsentrasi I1AA
yang dihasilkan dikalibrasikan meng-
gunakan kurva IAA standar (10-100
ppm/ml).

Produksi Pelarut Fosfat

Isolat yang mampu melarutkan
fospat ditunjukkan dengan adanya zona
bening disekitar koloni bakteri. Indeks
kearutan fosfat dihitung dengan meng-
gunakan rumus:

| =A/B

Keterangan:

I : Indeks kelarutan fospat

A : Diameter (koloni + zona
bening)

B : Diameter koloni bakteri

(Premono, 1995)

Menurut Silva dan Vidor (2000), ke-

mampuan melarutkan fospat berdasar-
kan nilai indeks kelarutan fospat dapat
dikelompokkan ; Rendah bila : | < 2,

Sedang bila : 2 < |1 < 3, dan tinggi bila
1>3
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Identifikasi molekular bakteri endofit
indigenusterpilih

Keenam isolat endofit terpilih
disekuensing dengan primer 27 F dan 42
R. Data hasil sekuensing dicocokkan
dengan data Gene Bank NCBI
menggunakan BLAST pada
http://www.ncbi.nlm.nih.org

Karakterisas Respon  Fisiologis
Tanaman Bawng Merah yang
Diintroduksi dengan Bakteri Endofit
Indigenus Terhadap Penyakit Hawar
Daun Bakteri

Kemampuan Tanaman Bawang
Merah Terinduksi Menghasilkan
Enzim Pertahanann

Media tanam

Media tanam yang digunakan
merupakan tanah dan pupuk kandang
sebagai pupuk dasar (3:1 v/v) , yang
disterilkan secara Tyndalisasi.
Endofit dan

I ntroduksi | solat

Penanaman

Sebelum ditanam benih dipo-
tong 1/3 bagian atas kemudian diren-
dam dalam suspensi bakteri endofit%(10
sel/ml) selama 15 menit, dikering
anginkan, dan ditanam. Untuk kontrol
benih direndam dengamguades steril

Inokulasi patogen

Setelah tanaman berumur 14 hari
dilakukan inokulasi dengan pa-togen
Xaa, (10° sel/ml). Inokulasi dengan
melukai permukaan daun de-ngan jarum
steril, kemudian dioleskan suspeisia
dan tanaman disungkup dengan plastik



bening. Tanaman di-inkubasi selama 7
hari dan tiap hari diamati gejala yang
muncul.

Pengambilan sampel untuk aktivitas
enzim

Setelah inokulasi dilakukan pe-
ngambilan sampel untuk 0, 1, 2, 4, 6, 8,
10, 15, 30 hari setelah inokulasi (hsi).
Sampel yang diambil adalah bagian
daun dan akar bawang merah. Sampel di
masukkan dalam plastik terpisah dan
diberi label.

Ekstraks enzim

Ekstraksi enzim dengan metode
Kanazawa, Eguchi, Iwara dan Oetomo
(1981) dan fenilaianinilase meng-
gunakan metode Dickerson, Pascholati,
Hageman dan Nicholson (1984); Gout,
Sharma dan Furuya (1991); Ralton,
Hawlet, Clarke, Irwin dan Imrie (1988);
dan Saunders dan Mc. Clure, (1975).

Enzim peroksidase (PO) dan polifenol
oksidase (PPO)

Sampel daun segar ditimbang
sebanyak 1 gram kemudian dihancurkan
dengan mortar setelah ditambahkan
segera 2,5ml 0,5% buffer kalium posfat
pH 7 dan 0,1 gram PVP. Campuran
tersebut diambil ekstraknya dan di-
saring dengan dua lapis kain kassa,
disentrifus dengan kecepatan 6.000 rpm
selama 15 menit pada suhu°C4
Supernatan tersebut dipakai untuk pe-
ngukuran aktivitas peroksidase dan po-
lifenol oksidase.
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Enzim fenilalanin
(PAL)

Sampel bagian tanaman yang
segar ditimbang sebanyak 1 gram ke-
mudian dihancurkan dengan mortal lalu
ditambahkan 2,5 ml buffer borat (pH
8,8) yang mengandung 54 mM mer-
captoetanol dan 1 gram PVP. Supernat-
an jaringan disentrifugasi pada kecepat-
an 6.000 rpm selama 25 menit pada suhu
4°C untuk selanjutnya digunakan untuk
pengukuran aktivitas enzim PAL.

ammonia lyase

KemampuanTanaman Bawang
Merah Terinduksi menghasilkan
Asam salisilat

Persiapan tanaman

Sama seperti persiapan untuk
pengujian enzim pertahanan, benih ba-
wang merah varietas medan diintroduk-
si dengan 6 isolat endofit indigenus ter-
pilih dan ditanam pada media tanah
steril. Sebagai pembanding ditanam juga
tanaman kontrol (-) yang tidak di
introduksi bakteri endofit tapi di-
inokulasi denganXaa, dan kontrol (+)
yang tidak diintroduksi bakteri endofit
dan tidak diinokulasi patogenXaa.
Tanaman dipelihara selama dua minggu
di rumah kawat. Setelah dua minggu
tanaman diinokulasi dengaKaa me-
nggunakan metode pelukaan daun.

Pengambilan sampel untuk analisa
asam salisilat

Pengambilan sampel dilakukan
pada saat gejala telah muncul pada satu
tanaman perlakuan, bagian tanaman
yang dipanen adalah daun dan akar
tanaman. Selanjutnya daun dan akar



dibersihan dengan air dan dikoleksi.
Satu gram akar atau daun diekstraksi
menggunakan 10 ml methanol dan
digerus pada lumping perselen steril.
Hasil ekstraksi disentrifus dengan
kecepatan 6000 g selama 15 menit.
Supernatan yang dihasilkan selanjutnya
di analisis menggunakan elektroforesis
kapiler dengan asam salisilat standar
sebagai pembanding.

Analisisasam salisilat

Elektroforesis kapiler (Agilent
7100) di aplikasikan pada tegangan 10
KV. 100 ul, panjang gelombang yang
digunakan 210 nm, dan suhu °@0
Supernatant dari akar atau daun di-
injeksikan pada elektroforesis kapiler
dan dibandingkan dengan injeksi asam
salisilat murni. Untuk menentukan kon-
sentrasi asam salisilat yang dihasilkan
menggunakan kurva kalibrasi asam
salisilat standar.

Pengamatan

.Kemampuan Tanaman Bawang
Merah Terinduksi Menghasilkan
Enzim Pertahanan

Pengamatan terhadap aktivitas
enzim ketahanan terhadajdaa pada
tanaman bawang yang telah diinduksi
dengan bakteri endofit terpilih. Aktivi-
tas enzim ketahanan yang diamati yaitu
aktivitas enzim periksodase, polifenol
oksidase dan phenilanin amonia lyase
(PAL). Anasis enzim dihitung berdasar-
kan perubahan absorban persatuan
waktu pergram jaringan. Aktivitas enzim
ketahanan diukur dengan me-ngunakan
rumus :

AE= A /gram jaringan

—
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Keterangan:

AE = aktivitas enzim
A = Selisih absorban
T = selisih waktu

Data ditampilkan dalam bentuk
tabel dan gambar.

Kemampuan Tanaman bawang
mer ah terinduksi menghasilkan asam
salisilat

Pengamatan hasil analisis asam
salisilat dengan membandingkan pun-
cak elektroforegram larutan standar
asam salisilat dengan larutan super-
natant hasil ekstraksi daun atau akar ba-
wang merah. Konsentrasi asam salisilat
yang dihasilkan dikalibrasikan meng-
gunakan kurva asam salisilat standar
(0-50pg/ml

Hasll

Seleks Isolat Bakteri endofit
Indigenus Untuk Pengendalian
Penyakit Hawar Daun Bakteri Pada
Bawang Merah

Keragaman bakteri endofit
indigenus dari akar tanaman bawang
merah di lahan endemik HDB

Isolasi sampel jaringan akar
bawang merah sehat dari daerah ende-
mik HDB di Kab Solok dan Kab. Agam,
diperoleh 82 isolat bakteri endo-fit, yang
terdiri dari 62 isolat (75,61 %) dari Kab.
Solok dan 20 isolat (24,39%) dari Kab.
Agam. Pada Kab. Solok dari 30 sampel
tanaman diperoleh 62 isolat endofit
(rata-rata dari satu sampel diperoleh
2.06 isolat), pada Kab. Agam dari 11
sampel diperoleh 20 isolat endofit (rata-



rata dari satu sampel diperoleh 1.8
isolat). Karakter mor-fologi dan fsiologi
isolat tersebut be-ragam (gambar 3),
dapat dibagi menjadi 6 kelompok besar
yaitu; 1) bentuk koloni bulat, datar, tidak
berlendir, berwarna putih keruh, (44
isolat), 2) bentuk kolonrregular datar,
tidak berlendir, berwarna putih keruh
(10 isolat), 3) bentuk koloni Bulat, cem-
bung, berlendir, berwarna kuning (10
isolat), 4) bentuk koloni bulat, cem-
bung, berlendir, berwarna putih (8
isolat), 5) bentuk koloni bulat, cem-
bung, berlendir, berwarna merah (8
Isolat), 6) koloni berbentuk benang-
benang (2 isolat). Isolat — isolat dari
Kab. Solok jumlahnya lebih banyak dan
morfologinya lebih beragam dibanding-
kan Kab. Agam. Berdasarkan reaksi
Gram yang dominan adalah Gram positif
yaitu 56 isolat (68.29 %) se-dangkan
Gram negatif 26 isolat (31.71 %).

Gambar 3:. Bentuk koloni beberapa
isolat bakteri endofit dari
jaringan akar bawang merah
(A) Smarcescens dari Kab.
Solok (B)Bacillussp. SJI,
dari Kab. Solok, (C)
BD2.1E1 dari Kab. Agam,
(D) PU2E1 dari Kab. Solok,
(E) B.cereus P14 dari Kab.
Agam

Seleksi isolat bakteri endofit
indigenus dalam menginduksi
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ketahanan bawang merah terhadap
HDB

Insidensi dan severitas penyakit HDB

Insidensi dan severitas penyakit
HDB pada bawang merah yang di-
introduksi dengan 10 isolat bakteri
endofit indigenus berbeda nyata me-
nurut DNMRT taraf nyata 5 % (Gambar
3). Empat isolat terbaik dalam penekan-
an insidensi penyakit HDB vyaitu, isolat
BD4.2E1 insidensinya 8.33 %
(penekanan insidensi 65.06 %), isolat
PU2EZ2 insidensinya 9.39 % (penekanan
insi-densi 60.61 %), isolat SN1E4 insi-
densinya 9.72% (penekanan insidensi
59.23 %), isolat JB1E3 insidensinya
10.11 % (penekanan insidensi 57.59 %).

Severitas penyakit HDB pada
isolat BD4.2E1 7.83 % (penekanan
severitas 64.30 %), isolat PU2E2 se-
veritasnya 8.54 % (penekanan severitas
61.06 %), isolat SN1E4 severitasnya
9.00 % (penekanan severitas 58.96 %),,
isolat JBIE3 severitasnya 8.99 % (pe-
nekanan severitas 59.01 %).. Introduksi
isolat bakteri endofit mampu menurun-
kan insidensi, severitas dan meningkat-
kan ketahanan tanaman.8 isolat me-
miliki reaksi tahan (PK2E4, PK2ES,
BD4.2E1, PU2E2, SN1E4, LL1ES3,
ULG1E4 dan JB1E3).
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Gambar 3. Insidensi dan severitas

penyakit HDB pada tanaman
bawang merah yang diintro-
duksi dengan 10 isolat bak-
teri endofit indigenus (60 hst)

Pertumbuhan Bawang Merah

Jumlah daun dan tinggi tanaman
bawang merah yang dintroduksi isolat
bakteri endofit indigenus ditampilkan
pada Gambar 4. Jumlah daun dan tinggi
tanaman bawang merah yang diin-
troduksi dengan isolat bakteri endofit
berbeda nyata menurut DNMRT taraf
nyata 5 %. Isolat LKE3 merupakan
isolat dengan jumlah daun terbanyak
(39.67 helai) berbeda nyata dengan
isolat lainnya. Berikutnya isolat SS2E
dengan jumlah daun 39.33 helai dan
isolat PU1E2 dengan jumlah daun 37.33
helai. Efektivitas peningkatan jumlah
daun dibandingkan kontrol pada isolat
LKE3 33.70 %, diikuti isolat SS2E
32.56 % dan isolat PU1E2 25.82 %.
Isolat TP3E2 merupakan isolat dengan
tinggi tanaman terbaik (48.00 cm),
diikuti isolat BD3.1E1 dengan tinggi
47.67 cm dan isolat BD1.2E3 dengan
tinggi 47.33 cm. Isolat-isolat ini berbeda
nyata dengan kontrol dan isolat lainnya
menurut DNMRT 5 %. Efek-tivitas

peningkatan tinggi
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tanaman bawang

merah terbaik dibandingkan kontrol
pada isolat TP3E2 sebesar 11.63 %

diikuti isolat BD3.1E1 10.86 %

BD1.2E3 10.07 % .

A

Tinggi tanaman bawang merah yang
diintroduksi dengan bakteri endofit
indogenus

o
2g83
PER RSN

Tinggl tanaman bawang merah

Isolat bakteri endofit

dan

Jumlah daun bawang merah yang
diintroduksi dengan 10 isolat endofit

indigenus

40
0~

0w

=

(helal)

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

Jumlah daun bawang merah

Isolat Bakteri endofit

Has| Bawang merah

Berat basah dan berat kering
umbi bawang merah yang diintroduksi
dengan isolat bakteri endofit indigenus
ditampilkan pada Gambar 5. Berat basah
dan berat kering umbi bawang merah
berbeda nyata dengan kontrol dan antara
isolat lainnya menurut DNMRT taraf
nyata 5 %. Isolat bakteri endofit
dengan berat basah dan berat kering
umbi yang tertinggi adalah isolat SN2E2
dengan berat basah 12198 ¢
(peningkatan 281.66%), berat kering
60.86 g (peningkatan 214.85%) di-
bandingkan kontrol. Isolat ULG1E2
dengan berat basah 105.77 g (pening-
katan 230.94 %) berat kering 60,46 g
(peningkatan 212.78%). Empat isolat
yang mampu menekan persentase dan
intensitas penyakit HDB juga mampu
meningkatkan berat basah dan berat
kering umbi. Bawang merah yang di-
introduksi dengan isolat bakteri endofit
PU2E2 menghasilkan umbi dengan berat
basah 70.79 g (peningkatan 121.50 %)
berat kering 36.98 g (pening-katan 91.31
%); isolat SN1E4 berat basah 51.16 g



(peningkatan 60.08 %) berat kering
36.55 g (peningkatan 89.08 %), isolat
BD4.2E1 berat basah 4559 ¢
(peningkatan 42.65 %) berat kering
29.12 g (peningkatan 50.65 %), dan
isolat JB1E3 berat basah 42.78 g
(peningkatan 33.85 %) berat kering
33.01 g (peningkatan 70.77 %). Tidak
semua isolat mampu meningkatkan ha-
sil bawang merah karena ada beberapa
isolat yang hasilnya lebih rendah dari
kontrol. Isolat tersebut tidak mampu
meningkatkan berat basah dan berat
kering umbi bila dibandingkan kontrol
(lampiran 4).

Penelitian ini menunjukkan hasil yang

lebih baik, karena ada dua isolat (isolat
ULG1E2 dan SN2E?2) dengan persentase
peningkatan hasilnya lebih dari 200%.

Peningkatan hasil lebih dari 200 %

menunjukkan walaupun tanaman

bergejala HDB namun tetap dapat
berproduksi tinggi. Enam isolat terbaik

dalam menekan penyakit dan me-
ningkatkan hasil (SN2E2, ULGI1EZ2,

PU2E2, SN1E4, JB1E3 dan BD4.2E1),

dapat berproduksi antara 15 — 7 ton/ha
dan kemampuan ini lebih baik dari hasil

optimum bawang kultivar medan (7.4

ton/ha).
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Gambar 5. Berat basah dan berat kering

bawang merah yang
diintroduksi dengan isolat
10 isolat bakteri edofit

indigenus (76 hst)

Berdasarkan persentase pene-
kanan penyakit HDB (insidensi dan
severitas), persentase peningkatan per-
tumbuhan (tinggi dan jumlah daun),
persentase peningkatan hasil (berat
basah dan berat kering umbi), dipilihlah
isolat endofit indigenus terbaik untuk
pengujian selanjutnya. Isolat yang dapat
menekan  penyakit dengan  baik
(BD4.2E1, PU2E2, SN1E4 dan JB1E3),
isolat yang terbaik dalam pertumbuhan
tanaman (LKE3, SS2E, TP3E2 dan
BD3.1E1), isolat yang dapat mening-
katkan hasil SN2E2 dan ULG1EZ2. Se-
hingga dipilihnlah enam isolat yang dapat
menekan penyakit HDB dan ber-
produksi dengan baik. Isolat tersebut
adalah BD4.2E1, PU2E2, SN2E4,
ULG1E2, SN2E2 dan JB1E3

® Berat Basah

m Berat Kering



Karakterisas Fisiologis Dan
Identifikasi |1solat Bakteri Endofit
Indigenus Terpilih Untuk
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berperan dalam penekanan penyakit
HDB selain asam salisilat.

Pengendalian Penyakit Hawar Daun Tabel 2. Karakter fisiologis isolat
Bakteri PadaBawang Merah bakteri endofit terpilih da-
lam mengendalikan penya-
S ) _ ) kit HDB pada bawang
Kar_akterlsas fl_sologls bakteri endofit merah
indigenuster pilih dalam T
mengendalikan penyakit HDB pada Karakter Fisiologis
bawang merah Isolat Endofit
As_a_m Antibiotik o
Produksi Asam Salisilat el B
. . . HDB (%) ) (mm) (cfulg)
Enam isolat bakteri endofit
indigenus terpilih dianalisis kemampu? BeereusP14 (BD4.2E1) 64,30 14,72 000  441%10
annya menghasilkan asam salislat de- Bacillussp Sl (PU2EZ 61,0¢ 14,67 1828 484x16
Bﬁ:rn &iﬂgggggﬁgg c?iltzl:rt]rgi];i;er\&;agg Bacillus sp HI (SN1E4 59,01 14,40 20,2t 3,20 x 16
Tabe| 3, 4  Smarcescens (JB1E3) 58,96 0,00 14,25 9,03 ¥10
Dua yaitu isolat JB1E3 dan5 B.cereus Se07(SN2E2) 28,32 13,96 16,25 6,20 X 10
ULGlEZ Srnarceg:ens) Udak meng_ 6 Smarcescens (ULGLE2) 17,28 0,00 17,25 5,45 x°10
hasilkan asam salisilat. Sedangkan ket Hasil penelitian tahap 1 (4.1.1)
BD4.2E1 B.cereus P14), SN1E4
(Bacillus sp HI), SN2E2 B.cereus SeQ7) _ o
dan PU2E2 Racillus sp SJl) Produksi Antibiotik

menghasilkan asam salisilat dengan
kandungan berturut-turut 14.72 ppm/ml,
14.40 ppm/ml, 13.96 ppm/ml dan 14.67
ppm/ml.. Isolat BD4.2E1R.cereus P14)
yang mampu menekan severitas HDB
tertinggi (64.30 %), juga tertinggi dalam
kemampuannya menghasilka a-sam
salisilat (14.72 ppm/ml). Se-dangkan
isolat ULG1lE2 EGmarcescens) yang
terendah dalam penekanan se-veritas
HDB (17.28 %), tidak meng-hasilkan
asam salisilat. Namun pada isolat JB1E3
(Smarcescena) dengan  penekanan
severitas HDB 58.96 %, juga tidak
menghasilkan asam salisilat. Hal ini
menunjukkan bahwa pada isolat JB1E3
(Smarcescena) terdapat faktor lain yang

Kemampuan isolat bakteri endo-
fit  dalam menghasilkan senyawa
antibiotik ditampi-lkan pada tabel 5.
Kemampuan menghasilkan antibiotik
ditunjukkan dengan adanya zona ham-
batan disekeliling kertas cakram. Isolat
SN1E4 Bacillus sp HI) menghasilkan
zona hambat terbesar yaitu 20.25 mm
diikuti oleh isolat PU2E2Racillus sp
SJI) yaitu 18.25 mm, Isolat ULG1E2
(Smarcescens) yaitu 17.25 mm, isolat
SN2E2 B.cereus Se07) yaitu 16.25 mm,
dan isolat JB1E3 Smarcescens) yaitu
14.25 mm. Sedangkan isolat BD4.2 E1

(B.cereus P14) yang mem-punyai
kemampuan penekanan penyakit
tertinggi  (64.30 %), tidak mampu

menghasilkan antibiotik. Dua isolat yang



tidak menghasilkan asam salisilat yaitu
JB1E3 dan ULG1E2 Smarcescens)
juga menghasilkan ant-ibiotik dengan
diameter zona hambat 14.25 ppm/ml dan
17.25 ppm/ml.

Kolonisasi bakteri endofit dalam
jaringan akar bawang merah

Populasi bakteri endofit dalam
jaringan akar bawang merah ditampil-
kan pada Tabel 2. Enam isolat bakteri
endofit indigenus terpilih dapat dire-
isolasi kembali dari jaringan akar se-
telah seminggu (7 hari) inokulasi. Hal
ini menunjukkan bahwa isolat endofit
tersebut mampu bertahan pada jarring-
an akar (mampu mengkolonisasi jarri-
ngan akar bawang merah), dengan jum-
lah populasi sampai 9.03 x °1@fu/g
akar pada minggu pertama pengamatan
(Smarcescens JB1E3). Isolat BD4.2E1
(B.cereus P14) yang mampu menekan
severitas HDB tertinggi juga dapat
mengkolonisasi jaringan akar bawang
merah dengan jumlah populasi 4.41 x
10°. Jumlah populasi bakteri dalam
jaringan akar bawang merah cenderung
stabil pada semua isolat pada masing-
masing minggu pengamatan. Kolonisasi
endofit dapat bertahan sampai minggu
ke 5 (35 hari) setelah inokulasi (gambar
19), dan tidak ditemukan adanya
kerusakan akibat keberadaannya pada
jaringan akar tanaman bawang merah. .

Pada semua isolat endofit terpilih
terjadi penurunan jumlah po-pulasi dari
minggu pertama sampai minggu ke lima
pengamatan. Penurunan yang cukup
tinggi mulai terjadi pada minggu ke tiga
yaitu pada isolat SN2E2 Bifcereus
Se07) dan JB1ES(mar-cescens). Pada
minggu ke empat dan ke lima penurunan
populasi yang tajam terjadi pada isolat
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PU2E2 @Bacillus sp SJI). Sedangkan
isolat BD4.2E1 B.cereus P14) dan

isolat ULG1E2 S mar cescens)
menurunan populasinya dari minggu ke
minggu relatif  stabil. Penurutan

populasi isolat pada minggu ke tiga
sampai ke empat diduga karena bakteri
telah ditranslokasikan pada bagian lain
dari jarinagn tanaman, atau bakteri telah
berpindah dari jaringan akar ke bagian
tanaman lainnya.

Karakterisas fisiologis bakteri endofit
indigenusterpilih dalam
meningkatkan hasil bawang merah

Produksi |AA

Produksi IAA dari isolat bakteri
endofit indigenus terpilih ditampilkan
pada Tabel 3 .Semua isolat yang diuji
meghasilkan IAA dengan konsentrasi
yang berbeda-beda. Isolat JB1E3
(Smarcescens) memiliki  kandungan
IAA tertinggi yaitu 93.56 ppm/ml,
diikuti dengan isolat PU2EBécillus sp
SJI) dengan konsentrasi 64.16 ppm/ml,
isolat BD4.2E1 B.cereus P14) dengan
konsentrasi 56.56 ppm/ml, isolat SN2E2
(B.cereus Se07) dengan konsentrasi
45.56 ppm/ml, isolat SN1E&Bécillus sp
HI) dengan kon-sentrasi 42.56 ppm/ml,
dan yang teren-dah pada isolat ULG1E2
(Smar-cescens) dengan konsentrasi
37.96 ppm/ml. Isolat SN2E2B(cereus
Se07) yang tertinggi dalam peningkatan

hasil (214.85 %) juga mampu
menghasilkan IAA dengan konsentrasi
4556 ppm/ml dan isolat ULG1EZ2
(S marcescens) (212.78%) dengan

konsentrasi IAA 37.96 ppm/ml



Tabel 3. Karakter fisiologis isolat bakteri endofit
terpilih dalam meningkatkan hasil bawang

merah
Peningkatan
No Isolat endofi Hasil (%] Karakter Fisiologis
Produksi
IAA
(ppm/ml)
Indek Kapasitas
P P
1 SN2E2 B.cereus Se07 214,8¢ 45,5¢ 0
2 ULG1E2 Smarcescens) 212,78 37,96 3 Sedang
3 PU2E2 Bacillussp SJI) 91,31 64,16 0
4 SN1E4 Bacillus sp HI) 89,08 42,56 0
5 JB1E3 Smarcescens) 70,77 93,1¢ 4 Tinggi
6 BD4.2E1 B.cereusP14) 50,65 56,56 2 Sedang
Ket: Hasil penelitian tahap | (4.1.1)

Produks Pelarut Fosfat

Kemampuan enam isolat bakteri
endofit terpilih dalam melarutkan fospat
ditampilkan pada tabel 6, dari enanm
isolat yang diuji tiga isolat menujukkan
kemampuan melarutkan fosfat dengan
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kelarutan fospat yang sedang (Silva dan
Vidor, 2000).

Identifikasi molekular Bakteri
endofit terpilih

Isolat BD4.2E1 memiliki ke-
miripan 99 % dengamBacillus cereus

P14, dengan kode akses JN700160.

Isola JB1E3 dan ULG1E2 memiliki
kemiripan 96 % dengarfBerratia mar-
cescens PPM4, kode akses JQ308604.1.
Isolat SN2E2 memiliki kemiripan 96 %
dengan Bacillus cereus Se07, kode
akses JN700112.1. Isolat dengan
penekanan severitas HDB tertinggi
(BD4.2E1) merupakan bakteBacillus
cereus P14. Isolat SN2E2 yang terbaik
dalam meningkatkan hasil merupakan
bakteriBacillus cereus Se07 (tabel 7)

Tabel 4 : Jenis bakteri endofit
indigenus bawang merah
terpilih berdasarkan analisis

adanya zona bening sekitar koloni bako

teri di mediumPikovskaya. Isolat bak-
teri endofit yang mampu melarutkan
fosfat tersebut adalah isolat BD4.2E1>
(B.cereus P14) yang tertinggi dalam pe-
nekanan severias HDB, JB1ESn(ar- °
cescens) peningkatan hasil 70.77 % 4
dan ULG1E2 $marcescens) penng-

katan hasil 212.78 %, sedangkan isolat
bakteri endofit yang tidak mampu e

BLAST

Kode Identitas Kode Akses %

Isolal kemiripar
1 BD42E1 BacilluscereusP14 JN700160 99
SN1E4 Bacillussp. H1(2008) EU 711350.1 98
SN2E2 Bacillus cereus Se07 JN700112.1 96
PU2E2 Bacillussp. SJ1 GQ258753 83
ULG1E2 Serratiamarcescens PPM4  JQ308604.1 96
JBE3  Saratiamarcescens PPM4  JQ308604.1 96

melarutkan posfat adalah isolat PU2E2
(Bacillus sp SJI) , SN2E2 B.cereus
Se07) yang tertinggi dalam peningkatan
hasil, 214.85 %, dan SN1EBd&cillus sp
HI). lIsolat JB1E3 $marcescens) me-
miliki kapasitas kelarutan posfat yang
tinggi yaitu 4, dan dua isolat lainnya
BD4.2E1 B.cereus P14) dan ULG1E2
(Smarcescens) memiliki  kapasitas



Karakterisasi Respon  Fisiologis
Tanaman Bawang Merah yang
diintroduks dengan Bakteri Endofit
Indigenus terhadap Penyakit Hawar
Daun Bakteri

Karakterisas respon fisiologis
kemampuan tanaman bawang merah
terinduksi menghasilkan enzim
pertahanan

Enzim Peroksidase (PO)

Analisis PO pada akar dan daun
bawang merah yang diintroduksi bakteri
endofit indigenus dan diinokulasi de-
ngan patogerXaa menunjukkan aktivi-
tas yang lebih tinggi dibandingkan kon-
trol. Aktivitas PO masih dapat dideteksi
dari 0 — 30 hsi, peningkatan aktivitas
mulai dari 0 — 10 hsi, selanjutnya turun
sampai 30 hsi (Gambar 6). Pada kontrol
peningkatan terjadi sampai 2 hsi selan-
jutnya turun dari 4 hsi sampai 30 hsi.
Aktivitas enzim PO pada akar dan daun
memiliki kecendrungan yang hampir
sama.

Peningkatan aktivitas PO pada
akar antara 50 — 192.86 % dibanding-
kan kontrol.Pada 30 hsi peningkatan
tertinggi padaS.marcescens (JB1E3 dan
ULG1E?2) yaitu 192.86 % . Peningkatan

aktivitas PO pada daun bawang merah

30 hsi antara 106.67 — 173.33 %
dibandingkan kontrol. Perlakuan pada
bakteri Smarcescens (ULG1E2 dan

JB1E3) menunjukkan aktivitas PO ter-
tinggi pada 30 hsi yaitu 0,041 pg/mi
(Gambar 6 B) dengan peningkatan
aktivitas 173.33 %. Peningkatan ak-
tivitas PO juga terjadi pada tanaman
kontrol (tanpa perlakuan bakteri
endofit), meningkat sampai 6 hsi dan
turun mulai 8 — 30 hsi. Hal ini terjadi
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sebagai reaksi dari tanaman terhadap
infeksi patogenXaa) dan pelukaan daun
sebelum inokulasi patogen.

0.06 g K ONtI Ol
o 0.05 == Bacillus sp HI
a 7
£ 0.04 - - B.cereus Se07
= 2
g 0.03 _T]‘t;' Bacillussp SJI
£ 0.02 ...N = B.cereus P14
4
< 0.01 Smarcescens
0 (JB1E3)
Smarcescens
01246 8101530 (ULG1E2)
Hari setelah inokulasi
A
o0.06
a
£o0.05
5 === Kontrol
(]
©0.04 & 3 .
£ =E=—Bacillus sp HI
£0.03 =
E‘: - jl‘ B.cereus Se07
0.02 +——
=== Bacillus sp SJI
0.01
=== B cereus P14
0
012 4 6 8 10 15 30 S.marcescens
. . . (JB1E3)
Hari setelah inokulasi S.marcescens
B (ULG1E2)
Gambar 6. Grafik aktivitas enzim
peroksidase pada akar
(A) dan Daun (B)
bawang merah yang telah
diintroduksi Bakteri

endofit indigenus terpilih
dan diinokulasi dengan
Xaa (21 hst)

Terjadinya peningkatan aktivitas
PO pada akar dan daun tanaman bawang
merah yang diintroduksi dengan bakteri



endofit indigenus terpilih, merupakan

salah satu indikasi terjadinya induksi

ketahanan sistemik terhadap HDB pada
bawang merah. Aktivitas PO berperan
penting dalam mekanisme penguatan
dinding sel tanaman (lignifikasi) dan

produksi senyawa-senyawa fenolik. Pe-
nguatan dinding sel tanaman dapat
menghambat proses infeksi awal pa-
togen karena patogen memerlukan nu-
trisi yang diperoleh dari dalam sel

tanaman. Selain itu, sel tanaman ber-pe-
ran sebagai tempat berlangsungnya
meka-nisme yang mengatur aktivitas
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Peningkatan aktivitas PPO pada daun 30
hsi berkisar antara 39.29 — 60.71 %,.
Isolat dengan peningkatan PPO tertinggi
adalah B.cereus Se07 (SN2E2) vyaitu
0.045 pg/ml (gambar 7 B), dengan
peningkatan aktivitas 60.71 % dibanding
kontrol..

Peningkatan aktivitas PPO me-
nunjukkan terjadinya induksi keta-hanan
pada tanaman bawang merah terhadap
HDB. Enzim PPO berperan dalam pem-
bentukan lignin dan senyawa fenol yang
akan memperkuat struktur dinding sel
tanaman dari serangan patogen. Pening-

res-pon pertahanan tanaman terhadap katan aktivitas PPO ini dapat mening-

serangan patogen.

Enzim Polifenol Oksidase (PPO)

Aktivitas enzim PPO pada akar
dan daun tanaman bawang merah yang
diintroduksi isolat bakteri endofit dan
diinokulasi dengan ptogeXaa ditam-
pilkan pada Gambar 7. Aktivitas PPO
pada akar dan daun yang diintroduksi
isolat endofit indigenus lebih tinggi
dibandingkan kontrol. Peningkatan ak-
tivitas PPO pada akar dan daun bawang
merah yang diintroduksi bakteri endofit
mulai 0 hsi sampai 30 hsi, dan
meningkat mulai 0 hsi sampai 10 hsi,
selanjutnya turun sampai 30 hsi.

Aktivitas PPO pada daun dan
akar bawang merah menunjukkan ke-
cenderungan yang hampir sama. Pening-
katan aktivitas PPO pada akar bawang
merah yang diintroduksi bakteri endofit
indigenus antara 105.26 — 121.05 %.
dibanding kontrol. Perlakuan  yang
diintroduksi B.cereus Se07 (SNZ2E2)
pada 30 hsi menunjukkan aktivitas PPO
yang tertinggi yaitu 0.042 pg/ml
(gambar 7 A) dan meningkat 121.05 %
dibanding  kontrol  (lampiran 9).

katkan ketahanan tanaman

HDB

terhadap

—o—Kontrol
~#-B.cereus P14

=>Bacillus sp HI
=#=S.marcescens (JB1E3)
Bacillus sp SJI

Aktivitas enzim PPO

B.cereus Se07

0 1 2 4 6 8 10 15 30
A Hari setelah inokulasi

—4—Kontrol
-~ Bacillus sp SJI

N

r/:/fd\\\

Aktivitas enzim PPO

0 1 2 4 6 8 10 15 30
B Hari setelah inokulasi

Gambar 7. Grafik aktivitas enzim
Polifenol Oksidase (PPO)

pada akar (A) dan daun
(B) bawang merah yang
telah diintroduksi Bakteri
endofit indigenus terpilih
dan diinokulasi dengan

Xaa (21 hst)

S.marcescens (ULG1E2)



Enzim Phenylalanine ammonia lyase
(PAL)

Aktivitas enzim PAL pada akar
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nekanan penyakit HDB tertinggi bila
dibandingkan kontrol (hasil penelitian
pada poin 3.1.1.2).. Enzim PAL ber-
peran dalam pembentukan fitoaleksin

dan daun tanaman bawang merah yang gan senyawa fenol yang menekan

diintroduksi dengan isolat endofit in-
digenus dan diinokulasi dengan patogen
Xaa ditampilkan pada Gambar 8. Aktivi-
tas PAL pada daun dan akar yang diin-
troduksi isolat bakteri endofit indigenus
lebih tinggi dibandingkan kontrol, dan
dapat dideteksi mulai 0 — 30 hsi. Pada
akar yang diintroduksi bakteri endofit,
aktivitas PAL meningkat mulai 0 — 10
hsi, kemudian turun sampai 30 hsi. Pada
kontrol, peningkatan aktivitas PO terjadi
sampai 8 hsi, selanjutnya turun dari 10 —
30 hsi. (Gambar 8 A) Peningkatan ak-
tivitas PAL pada 30 hsi antara 28.22 —
48.52 % dibanding kontrol. Pada 30 hsi,
aktivitas PAL tertinggi pada perlakuan
yang diintroduksi bakteri endofit terpilih
Smarcescens (JB1E3) yaitu 15 pg/ml
(gambar 6 A), dengan peningkatan 48.52
%.

Pada daun, aktivitas PAL,
meningkat dari 0 — 10 hsi, kemudian
turun sampai 30 hsi (gambar 6 B).
Peningkatan aktivitas PAL 30 hsi
dibanding kontrol antara 17.83 — 47.65
%. Peningkatan aktivitas PAL tertinggi

(30 hsi), pada perlakuan yang
diintroduksi dengan B.cereus P14
(BD4.2E1) yaitu 16.98 pg/ml, dengan

peningkatan aktivitas 47.65 % dibanding
kontrol. Aktivitas PAL pada perlakuan

Kontrol juga mengalami peningkatan
sampai 8 hsi, kemudian turun dari 10 —
30 hsi.

Peningkatan aktivitas PAL pada
akar dan daun bawang merah mampu
meningkatkan ketahanan tanaman ba-
wang merah terhadap HDBB.cereus
P14 (BD4.2E1l) dengan aktivitas PAL
tertinggi juga memiliki persentase pe-

serangan patogen pada tanaman.

20 A === K ONtrol
5:' o == Bacillus sp HI
L 15 A D=
S M Bacillus sp Sl
N [
2 10 4™ === B.Cereus Se07
E 5 - e S MAr CESCENS
2 (ULG1E2)
< B.cereus P14
0
Smarcescens
012 _4 6 8 _ 10 15 3_0 (JB1E3)
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Aktivitasenzim FAL
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Smarcescens
0 (ULGIE?2)

01246 8101530 B.cereus P14
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Gambar 8 : Grafik aktivitas enzim
PAL pada akar (A) dan
daun (B) bawang merah
yang diintroduksi dengan
bakteri endofit dan

diinokulasiXaa (21 hst)

Karakterisas respon fisiologis
kemampuan tanaman bawang merah
terinduksi menghasilkan asam
salisilat

Asam salisilat dari akar dan
daun tanaman bawang merah yang diin-



troduksi dengan bakteri endofit terpilih
dan tahan terhadap penyakit HDB,
ditampilkan pada Gambar 9. Kandungan
asam salisilat ditemukan pada semua
perlakuan kecuali kontrol (+) pada daun,
namun konsentrasinya beragam. Asam
salisilat pada akar dan daun bawang
merah yang diintroduksi isolat bakteri
endofit memiliki konsentrasi yang lebih
tinggi dibandingkan kontrol. Pada
kontrol (+) dan kontrol (-) akar kon-
sentrasinya sangat rendah dibandingkan
perlakuan dengan introduksi bakteri
endofit indigenus terpilih (1.55 dan 2.22
ppm/g), Sedangkan pada . kontrol (-)
daun tidak terdapat kandungan asam
salisilat. Rata-rata konsentarsi pada akar
lebih tinggi dibandingkan pada daun
kecuali pada perlakuan introduksi
Smarcescens (JB1E3), B.cereus Se07
(SN2E2) danB.cereus P14 (BD4.2E1)
(Gambar 9). Konsentasi paling tinggi
terdapat pada perlakuan introduksi bak-
teri endofit B.cereus P14 (BD4.2E1l
yaitu 29.62 ppm/gr (tabel 10)..

Pada kontrol (+) dan (-) akar
serta kontrol (-) daun juga ditemukan
kandungan asam salisilat dalam kon-
sentrasi yang rendah (Gambar 7). Hal ini
karena pada kondisi normal semua
tanaman menghasilkan asam salisilat n-
amun dalam konsentrasi kecil. Pening-
katan konsentrasi terjadi bila attegger
berupa agen hayati (bakteri endofit)
ataupun adannya infeksi patogen.

Asam salisilat ditemukn pada
bagian akar yang merupakan tempat
introduksi isolat bakteri endofit. Selain
pada akar, asam salisilat juga ditemukan
pada bagian daun tanaman bawang
merah, diduga hal ini karena asam
salisilat ditraslokasikan dari akar menuju
daun tanaman bawang merah. Kon-
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sentrasi pada daun cenderung lebih ren-
dah dibandingkan pada akar, kecuali
padaB.cereus P14 ( BD4.2El)Smar-
cescens (JB1E3) dan B.cereus Se07
(SN2E2) yang konsentrasinya lebih ti-
nggi pada daun (gambar 7).
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Bakteri endofit

Gambar 9. Grafik perbandingan
konsentrasi asam sali-
silat pada akar dan daun
bawang merah yang
diintroduksi bakteri en-

dofit indigenus terpilih

(21 hst)

Tingginya kandungan asam
salisilat pada akar dan daun yang di-
introduksi isolat bakteri endofit indi-
genus, berhubungan dengan tingkat
ketahanan tanaman terhadap HDB.
Bakteri B.cereus P14 (BD4.2E1) yang
memiliki kandungan asam salisilat ter-
tinggi (29.62 ppm/g) juga mampu
menekan severitas penyakit HDB ter-
tinggi yaitu 64.30 % dengan kriteria
tahan. BakteriB.cereus Se07 (SN2E2)

m Akar (ppm/gr)

m Daun (ppm/gr)




dan Smarcescens (ULG1E2) yang kan-
dungan asam salisilat pada akarnya lebih
rendah daripada bakteri endofit lain,
berkorelasi positif dengan kemampuan
penekanan severitas HDB yang juga
lebih rendah dari bakteri endofit yang
lain (tabel 10). Kandungan asam salisilat
yang tinggi merupakan indikasi terja-
dinya mekanisme induksi ketahanan
pada tanaman bawang merah yang
diintroduksi dengan bakteri endofit.

Pembahasan Umum

Isolasi bakteri endofit dari dari
sentra bawang merah di Kab. Agam dan
Kab. Solok, diperoleh 82 isolat endofit
indigenus bawang merah. Jumlah ini
lebih banyak dibandingkan dengan hasil
penelitian lain. Alameda and Rivera,
(2009), berhasil mengisolasi bakteri en-
dofit pada biji bawang Bombay dan
memperoleh 74 isolat yaitu dari genus
Bacillus, Enterobacter, Kleabsiella dan
Micrococcus Selanjutnya Suriamaret
al, (2012), memperoleh 8 isolat bakteri
endofit diazotrof dari akar dan daun
bawang merah vyaitu dari genus
Azotobacter, Bacillus danPseudomonas.

Sseleksi in  planta terhadap
kemampuan 82 isolat bakteri endofit
indigenus dalam menekan penyakit
HDB pada bawang merah, diperoleh
enam isolat yang potensial dikem-
bangkan sebagai agen biokontrol
(Biocontrol Agents = BcA) dan pemacu
pertumbuhan tanamanPl@nt Growth
Promoting Bacteria = PGPB) . Bakteri
B.cereus P14 (BD4.2E1)Bacillus sp H1
(SN1E4), Bacillus sp SJ1 (PU2E2),
Smarcescens (JB1E3), potensial dikem-
bangkan sebagai BCcA, karena bakteri
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endofit tersebut mampu menekan severi-
tas HDB sampai lebih dari 64 %
(Gambar 3), dan hasil ini lebih baik dari
penelitian sebelumnya. Pada penelitian
Nawangsihet al, (2011) diperoleh dua
isolat bakteri endofit (isolat BC 4 dan
BL 10 yang diisolasi dari tanaman
tomat) mampu mengendalikan penyakit
layu pada tomat, isolat BC 4 menekan
insidensi penyakit 33 % dan isolat BL
10 menekan indisensi penyakit 43 %.
Purnawati et al (2014), menguji ke-
mampuan isolat bakteri endofit dalam
menekan penyakit layu pada tanaman
tomat, dan mendapatkan dua isolat (PS 1
dan Ps 8) setelah masa inkubasi 15 — 16
hari di rumah kaca mampu menekan
penyakit 8.0 % - 9.19 %.

Bakteri endofit B.cereus Se07
(SN2E2) danSmarcescens (ULG1E2),
potensial sebagai PGPB dan bersifat
toleran. Kedua bakteri ini mampu me-
ningkatkan berat basah dan berat kering
umbi sampai lebih dari 200 % (tabel 5).
Kemampuan ini jauh lebih baik dari
penelitian lainnya, antara lain penelitian
Harish et al (2009) mengenai pengaruh
bioformulasi campuran isolatPseu-
domonas fluorescens (Pfl) danBacillus
sp (EPB 22) pada pisang meningkatkan
hasil 53.33 % dibandingkan kontrol.
Dawwam et al, (2013) isolat bakteri
endofit P35 dari ubi jalar mampu
meningkatkan berat basah tunas dan
berat kering tunas ubi jalar masing-
masing 2.6 dan 2.02 kali lebih tinggi
dari kontrol. Meningkatkan berat basah
dan berat kering akar ubi jalar masing-
masing 2.47 dan 2.3 kali lebih tinggi
dari kontrol. Bakteri endosit yang
mampu meningkatkan hasil bawang
merah ini pun ternyata juga mampu
menekan penyakit HDB (lebih dari 28
%). Ini menunjukkan bahwa isolat



bakteri endofit tersebut bersifat toleran,
walaupun bergejala HDB namun masih
dapat berproduksi maksimal (Ribeiro do
Valeet al. (2001)

Karakter fisiologis isolat bakteri
endofit yang mampu menekan HDB
dan meningkatkan pertumbuhan dan
hasil bawang merah, secaravitro ber-
variasi. Pada isolat yang mampu
menekan HDB juga memiliki kemam-
puan dalam menghasilkan antibiotik,
asam salisilat dan mengkolonisasi jari-
ngan akar dengan cepat. Bakteri endofit
tersebut adalah Bacillus sp SJ1
(SN1E4),Bacillus sp HI (PU2E2), dan
B. cereus Se07 SN2E2). Sedangkan
B.cereun P14 (BD4.2E1) tidak meng-
hasilkan antibiotik tapi dapat meng-
kolonisasi jaringan akar bawang merah,
dan S marcescens (ULG1lE2 dan
JB1E3) tidak menghasilkan asam salisi-
lat, tapi dapat menghasilkan antibiotik
dan mengkolonisasi jaringan akar ba-
wang merah. Sehingga bakteri endofit
Bacillus sp SJ1 (SN!E4)Bacillus sp HI
(PU2E2), darB.cereus Se07 (SN2E2)
memiliki multi mekanisme dalam me-
nekan HDB yaitu secara tidak langsung
(induksi ketahanan) dan secara langsung
(antibiosis dan kompetisi). Padiacere-
un P14 (BD4.2E1) juga bersifat multi
mekanisme karenamenekan HDB
dengan mekanisme tidak langsung (in-
duksi ketahanan) dan secara langsung
(kompetisi). Sedangkan BakteriS
marcescens (ULG1lE2 dan JB1E3),
mekanisme penekanan HDB dengan
cara langsung (antibiosis dan kompetisi).
Menurut Van Loon (2007), mekanisme
penekanan penyakit oleh agen bio-
kontrol dapat terjadi secara langsung
melalui produksi senyawa antimikroba,
enzim lytic, siderofor, dan parasitisme.
Mekanisme yang tidak langsung melalui
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mekanisme induksi ketahanan.. Selan-
jutnya menurut Pakt al (2006) agen
biokontrol yang paling efektif dalam
menekan patogen adalah yang memiliki
multi mekanisme.

Berdasarkan analisis korelasi,
karakter fisiologis bakteri endofit yang
lebih berperan dalam penekanan pe-
nyakit HDB adalah kolonisasi jaringan
akar oleh bakteri endofit, Nilai koefisien
korelasi (r = 0.739) untuk korelasi antara
kolonisasi akar dengan penurunan seve-
ritas HDB lebih tinggi dibandingkan
karakter fisiologis lainnya (asam salisilat
dan antibiotik). Peningkatan populasi
bakteri endofit pada jaringan akar ta-
naman akan menekan severitas penyakit
HDB pada bawang merah. Bakteri
endofit berfungsi sebagaiigger untuk
merangsang tanaman menghasilkan ke-
tahanan terhadap patogen. Beberapa
bakteri pemacu pertumbuhan tanaman
(PGPR) dapat melindungi tanaman dari
patogen melalui aktivitas biokontrol.
(Van loon, 2007). Kemampuan ini da-
pat terjadi melalui mekanisme yang
berbeda-beda, antara lain dengan ke-
mampuan bakteri metnigger jalur si-
nyal ketahanan spesifik yang dikenal
juga dengan induksi ketahanan sistemik
(Bakkeret al, 2007). Menurut Kloepper
and Ryu (2006), kapasitas elisidasi
induksi ketahanan sistemik (ISR =
Induce Systemic Resistance) berkaitan
dengan jumlah populasi bakteri dalam
jaringan akar.

Beberapa peneliti sebelumnya
telah melaporkan bahwa bakteri endofit
mampu mengendalikan penyakit tanam-
an melalui mekanisme induksi ketahan-
an sistemik. Weet al. (1991) melapor-
kan bahwa Pseudomonas fluorescens
strain 89B-61 menginduksi ketahanan
sistemik terhadap penyakit antraknos



pada tanaman mentimun melalui ap-
likasi pada benihSerratia marcescens
strain 90-166 mampu menginduksi ke-
tahanan sistemik tanaman mentimun ter-
hadap berbagai macam penyakit (Press
et al. 2001). Harishet al. (2008) juga
melaporkan bahwa aplikasi bakteri en-
dofit dan rizobakteria mampu menekan
penyakit Banana Bunchy Top Virus se-
besar 60% melalui mekanisme induksi
ketahanan sistemik.

Karakter sebagai pemacu per-
tumbuhan tanaman dari enam bakteri
endofit juga bervriasi, namun semuanya
mampu menghasilkan IAA, sehingga
dapat dikatakan mampu berperan se-
bagai PGPB. Enam isolat endoofit
bawang merah yang potensial sebagai
BCcA juga potensial sebagai PGPB. Bak-
teri endofit telah dilaporkan oleh
beberapa peneliti dapat berperan sebagai
BcA dan PGPB. Diantaranya Dakilal
(2013) mendapatkan 5 bakteri endofit (3
dari genus Pseudomonas dan 2 dari
genus Bacillus) yang mempunyai ke-
mampuan sebagai agen biokontrol ter-
hadap jamur patogen tanah dan mampu
memacu pertumbuhan tanaman kedelai.
Selanjutnya Hadiwiyono dan Widodo
(2012) memperoleh 3 isolat bakteri
endofit (BO4, BO5 dan B10) yang
antagonis terhadap BDB dd&foc serta
mampu memacu pertumbuhan mikro
plant-let pisang. Jiet al (2010) me-
nyatakan, Burkhoderia cepacia strain
LulO-1 adalah bakteri endofit yang
dapat memperbanyak diri dsn meyebar
dalam bibit murberi secara cepat dan
efesient, bersifat antagonis terhadap
dematium dan dapat berperan sebagai
pemacu pertumbuhan tanaman (PGPB).

Tanaman bawang merah yang
dikolonisasi bakteri endofit menunjuk-
kan respon ketahanan, dari kriteria agak
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tahan sampai tahan. Enam isolat yang
potensial sebagai BcA dan PGPB yang
diintroduksi pada tanaman bawang
merah, menyebabkan tanaman tahan
terhadap penyakit HDB. Respon
fisiologis tanaman tahan tersebut di-
tunjukkan dengan peningkatan aktivitas
enzim pertahanan tanaman (PO, PPO,
dan PAL) dan peningkatan konsentrasi
asam salisilat pada akar dan daun
bawang merah. Aktivitas enzim per-
tahanan pada bawang merah masih
dideteksi sampai 30 hsi patogefaa
baik pada akar maupun daun bawang
merah, sedangkan penelitian sebelum-
nya hanya mampu mendeteksi kasus
bahkan hanya dalam keberadaan enzim
pertahanan sampai 14 hsi, dibeberapa hi-
tungan jam. Seperti penelitian Rajendran
et al (2006), mendeteksi kandungan
enzim PPO tertinggi pada 48 jam setelah
inokulasi, dan enzim PAL meningkat
pada 24 jam setelah inokula¥antho-
monas campestris pv  malvacearum
pada kapas. Selanjutnya Inshida al
(2008) menyatakan, Rhizobakteria dan
acibenzolar S- methyl (ASM) meng-
induksi peningkatan aktivitas PO, PAL
dan R 1-3 glukanase pada 14 hsi
tanaman kapas dengaKanthomonas
campestriss pv malvacearum.

Produksi enzim pertahanan (PO,
PPO, dan PAL) pada bawang merah
mengindikasikan respon fisiologis ke-
tahanan sistemik pada tanaman terhadap
patogen Xaa, karena produksi enzim
dapat dideteksi pada akar maupun daun
bawang merah. Kolonisasi jaringan akar
bawang merah oleh bakteri endofit
berkorelasi dengan peningkatan aktivitas
enzim pertahanan (PO, PPO dan PAL)
pad akar dan daun bawang merah.
Kolonisasi jaringan akar oleh bakteri
endofit meningkatkan aktivitas enzim



pertahanan lebih tinggi (mencapai 192,
86 %) di banding kontrol. Nilai ko-
efisien korelasi tertinggi terdapat pada
korelasi antara kolonisasi akar dengan
aktivitas enzim PO pada akar (r =
0.984), selanjutnya korelasi dengan ak-
tivitas enzim PAL pada akar (r= 0.972),
dan PPO pada daun (r= 0.925).
Peningkatan aktivitas PO, PPO
dan PAL, berhubungan dengan peran

enzim pertahanan tersebut sebagai en-

zim pembentuk lignin (PO dan PPO)
dan senyawa anti mikroba (PAL).
Aktivitas PO dan PPO menyebabkan
aktivasi dan pembentukan mekanisme
pertahanan primer seperti lignifikasi
(Goodman et al, 1986). Enzim ini
berperan dalam biosintesa dan oksidasi
fenol untuk memproduksi lignin sebagai
bagian dari induksi ketahanan primer
pada inang (Stermer and Hamershmidt,
1984).

Peningkatan aktivitas PO lebih
tinggi dibandingkan PPO dan PAL,
enzim PO meningkat sampai 192.86 %,
enzim PPO meningkat sampai 173.33 %,
sedangkan enzim PAL hanya meningkat
sampai 48.52 %. Bakteri endofit yang
mampu menginduksi aktivitas enzim PO
tertinggi pada tanaman bawang merah
adalah Smarcescens, (JB1E3) bakteri
endofit yang menginduksi aktivitas PPO
tertinggi adalahB.cereus Se07 SN2E?2)
sedangkan B.cereus P14 (BD4.2E1l)
menginduksi aktivitas PAL tertinggi
pada bawang merah. Penelitian Tatg
al (2010), menemukan bakteri endofit
Serratia marcescens (galur UPM39B3),
juga mampu meninduksi produksi enzim
pertahanan (PO, PPO dan PAL) pada
plantlet pisang yang tahan terhadap layu
Fusarium.

Asam salisilat dapat dideteksi
pada akar dan daun bawang merah,
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dengan kandungan tertinggi diinduksi
oleh bakteri endofitB. cereus P14
(BD4.2E1) sebesar 29.62 ppm/g. Kan-
dungan asam salisilat meningkat 13 kali
lebih  tinggi dibandingkan kontrol.
Peningkatan konsentrasi asam salisilat
ini berkorelasi positif dengan kemampu-
annya dalam menekan severitas HDB,
dengan nilai  koefisien korelasi (r)
0.921. BakteriB.cereus P14 (BD4.2E1)
juga mampu menekan severitas HDB
tertinggi (64 %). Peningkatan kan-
dungan asam salisilat ini juga meng-
indkasikan terjadinya induksi ketahanan
tanaman bawang merah terhadaa.
Peningkatan kandungan asam sa-
lisilat pada tanaman yang diberi per-
lakuan bakteri endofit telah dilaporkan
oleh penelitian lain. Kloepper & Ryu
(2006), melaporkan bahwa kolonisasi
bakteri endofitBacillus pumilus SE34
padaArabidopsis menginduksi ketahan-
an sistemik terhadapPseudomonas
syringae pv. maculicola yang ber-
hubungan dengan jalur asam salisilat.

Forchetti et al. (2010) melaporkan
bahwa perlakuan bakteri  endofit
Achromobacter xylosoxidans  dan

Bacillus pumilus memproduksi asam sa-
lisilat dan menghambat pertumbuhan
jamur patogen. Asam salisilat mem-
punyai peranan penting dalam jalur
sinyal yang menyebabkan induksi ke-
tahanan sistemik (SAR =Systemic

Acquired Resistance) dan berhubungan
dengan akumulasi protein PRpatho-

genesisrelated), seperti PR1 (Lyon
2007).

Kandungan asam salisilat di-
temukan pada akar (bagian yang

diintroduksi bakteri endofit) dan pada
daun, ini terjadi diduga karena asam
salisilat ditranslokasikan pada bagian
lain dari tanaman. Beberapa peneliti



menyatakan akumulasi senyawa asam
salisilat berkaitan dengan respon fisio-
logis tanaman terhadap infeksi patogen .
Peningkatan kandungan asam salisilat
pada akar yang diintroduk&iseudomo-

nas fluorescens dapat dideteksi pada

bagian akar, dan pada bagian lainnya
dari tanaman. Hasil ini menunjukkan

biosintesa asam salisilat pada bagian
yang diintroduksi dan kemudian ditrans-
lokasikan ke bagian lain dari akar

(Saikiaet al, 2003).

Kolonisasi bakteri endofit pada
jarringan akar bawang merah merang-
sang tanaman untuk mengaktif sistim
pertahanannya melalui produksi enzim
pertahanan (PO, PPO dan PAL) dan
asam salisilat, Bakteri endofit berfungsi
sebagaitrigger yang merangsang ke-
tahanan tanaman terhadap patogen.
Tanaman merespon Kkolonisasi endofit
dengan mengaktifkan enzim per-
tahanannya dan memproduksi asam
salisilat.

Penelitian tentang respon tanaman
yang diinduksi secara sistemik (ISR)
juga mempelajari jalur sinyal transduksi
pada tanaman untuk menentukan peru-
bahan biokimia pada tanaman selama
proses ISR. Berdasarkan model yang
dikemukakan oleh Pietergeal 1998cit
Kloepper and Ryu (2006), ISR tidak
tergantung pada asam salisilat namun
tergantung pada asam jasnonat dan
regulator gempr-1. Pada penelitian ini
menunjukkan fenomena yang berbeda,
tanaman bawang merah yang diinduksi
dengan bakteri endofit menunjukkan
peningkatan kandungan asm salisilat
pada akar dan daunnya. Selanjutnya
menurut Kloepper and Ryu (2006),
sinyal spesifik pada jalur transduksi
yang diaktitkan selama proses IRS
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tergantung pada tanaman inang dan
patogennya.

Penelitian kemampuan bakteri en-
dofit dalam menekan penyakit HDB ini
dilakukan dengan teknik seleksi secara
in planta. Hasil yang didapatkan mem-
berikan bukti bahwa bakteri endofit
berperan tidak saja sebagai BcA tapi
juga mampu berperan sebagai PGPB
pada bawang merah. Menurut Habazar
(2014), teknikin planta memiliki bebe-
rapa kelebihan diantaranya teknik ini
lebih  mudah, murah dan dapat di-
gunakan untuk mengkarakterisasi ke-
mampuan mikroba sebagai agen
biokontrol dan sebagai pemacu per-
tumbuhan dan hasil. Selain itu juga
dapat mengkarakterisasi mekanisme
agen biokontrol yang bersifat langsung
ataupun tidak langsung (induksi ke-
tahanan).

Penelitian ini dilaksanakan secara
komprehensif, mulai dari eksplorasi bak-
teri endofit dan seleksi endofit sebagai
agen biokontrol pengendali penyakit
HDB, pemacu pertumbuhan dan hasil
bawang merah, karakterisasi fisiologis
secarain vitro dari isolat endofit yang
potensial dan respon fisiologis dari ta-
naman yang diintroduksi bakteri endofit
tersebut. Sehingga hasil yang diperoleh
juga memberikan bukti menyeluruh
tentang jenis bakteri endofit, karakter
endofit sebagai agen biokontrol dan pe-
macu pertumbuhan dan hasil, serta
respon tanaman akibat interaksinya
dengan bakteri endofit pada bawang
merah. Penelitian seperti ini belum ba-
nyak dilakukan, umumnya penelitian
terdahulu hanya menguji kemampuan
dalam menekan penyakit saja atau dalam
meningkatkan pertumbuhan saja.



Kesimpulan

1. Berdasarkan penapisan secara

planta 82 isolat bakteri endofit
dari dua sentra produksi bawang
merah di Sumatera Barat, dipero-
leh enam isolat yang mampu me-
nurunkan severitas  penyakit
HDB vyaitu : B. cereus P14 (7,83
%), Bacillus sp. SJI (8,54 %),
Smarcescens isolat JB1E3 (8,99
%), Bacillus sp. HI (9,00 %),
B.cereus Se07 (15,72 %), dan
Smarcescens isolat ULG1EZ2
(18,14 %), dibandingkan kontrol
(21, 93 %). Enam isolat ini juga
mampu meningkatkan ketahanan
tanaman dari agak rentan menja-
di tahan.

. Karakter fisiologis bakteri endo-
fit indigenus yang mampu me-
ngendalikan penyakit HDB ber-
variaasi. Bersadarkan nilai koe-
fisien korelasi, kolonisasi jari-
ngan akar oleh bakteri endofit in-
digenus merupakan karakter ya-
ng paling berperan dalan pene-
kanan severitas penyakit HDB
pada bawang merah (r = 0,739),
dibandingkan dengan produksi
asam salisilat (r = 0,529) dan
produksi antibiotik ( r = 0,265).

. Respon fisiologis tanaman ba-
wang merah yang diintroduksi
dengan bakteri endofit indigenus
menunjukkan peningkatan akti-
vitas enzim pertahanan (PO, PPO
dan PAL) dan kandungan asam
salisilat pada akar dan daun yang
bervariasi. Kolonisasi oleh bak-
teri endofit Smarcescens meni-
ngkatkan aktivitas enzim PO
tertinggi, kolonisasi B.cereus
Se07 meningkatkan aktivitas en-
zim PPO tertinggi dan kolonisasi

Saran
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B.cereus P14 meningkatkan akti-
vitas enzim PAL serta kandu-
ngan asam salisilat. tertinggi.
Berdasarkan nilai koefisien kore-
lasi peningkatan aktivitas PAL
berkorelasi dengan peningkatan
kandungan asam salisilat pada
akar dan daun bawang merah
(r=0,880)

Enam bakteri endofit indigenus
yang mampu mengendalikan pe-
nyakit HDB juga mampu me-
ningkatkan hasil bawang merah.
B.cereus Se07 (produksi 15,22
ton/ha) danSmarcescen isolat
ULG1EZ2 (produksi 15,12 ton/ha)
mampu meningkatkan produksi
melebihi produksi kultival me-
dan (7,4 ton/ha) dan mendekati
produksi optimal bawang merah
(16 ton/ha), walaupun terserang
penyakit HDB (dua bakteri ini
bersifat toleran).

Pada penelitian ini diperoleh

bakteri endofit indigenus yang mampu
meningkatkan produksi sangat baik, wa-
laupun terserang penyakit HDB (bersifat
toleran). Sehingga perlu penelitian lebih
lanjut terhadap karakter bakteri endofit
indigenus yang bersifat toleran tersebut.
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