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ABSTRAK

Antraknosa merupakan salah satu penyakit penting pada tanaman cabai yang disebabkan oleh
Colletotrichum spp. dengan tingkat kehilangan hasil yang dapat mencapai 100%. Dampak negatif
penggunaan fungisida menyebabkan diperlukannya pencarian agens biokontrol sebagai bagian dari
pengendalian penyakit yang ramah lingkungan. Salah satu sumber ialah agens biokontrol dari bagian
filosfer. Percobaan ini bertujuan mendapatkan bakteri antagonis asal filosfer daun tanaman cabai sehat
yang memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai agens biokontrol sekaligus berpotensi meningkatkan
perolehan nutrisi bagi tanaman melalui fiksasi nitrogen. Tanaman cabai sehat diperoleh dari pertanaman
cabai merah di Desa Cijambu dan Desa Nanggerang, Kabupaten Sumedang, Jawa Barat. Hasil isolasi
menggunakan medium bebas nitrogen dan hasil skrining aktivitas antagonisme diperoleh delapan
galur bakteri, yaitu CJB1, CJB2, CJB3, CJB4, CJB5, NGR1, NGR2, dan NGR3. Delapan galur bakteri
tersebut diuji dengan beberapa galur Colletotrichum spp. asal beberapa sentra pertanaman cabai di
Garut, Lembang, Sumedang dan Jatinangor. Pengujian dilakukan menggunakan metode biakan ganda
yang dilanjutkan dengan pengujian aktivitas senyawa volatil dengan metode double compartment. Hasil
percobaan menunjukkan diperolehnya bakteri filosfer NGR1, CJB1, dan CJBS yang secara konsisten
menunjukkan kemampuan yang baik dalam menghambat pertumbuhan empat galur Colletotrichum spp.,
baik secara langsung melaluiuji antagonis maupun berdasarkan uji aktivitas anticendawan senyawa volatil
yang dihasilkan galurnya. Malformasi pada miselium Colletotrichum spp. juga terdeteksi ketika patogen
dihadapkan secara langsung dengan bakteri filosfer maupun oleh senyawa volatil yang dihasilkannya.
Hasil percobaan ini menunjukkan bahwa bakteri filosfer yang berpotensi dapat memfiksasi N ini juga
berpotensi untuk dikembangkan sebagai agens biokontrol Colletotrichum spp.

Kata kunci: antraknosa, biokontrol, cabai, senyawa volatil
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ABSTRACT

Anthracnose is one of the significant diseases in chili plants caused by Colletotrichum spp., with
potential yield losses of up to 100%. The negative impact of fungicide use forces the search for biocontrol
agents as part of environmentally friendly disease management. One of the sources where these biocontrol
agents can be found is in the phyllosphere. This experiment aimed to obtain antagonistic bacteria from
the phyllosphere of healthy chili plants that have the potential to be developed as biocontrol agents and
potentially increase the nutrition uptake through nitrogen-fixation. Healthy chili plants were obtained
from red chili plantations in Cijambu Village and Nanggerang Village, Sumedang Regency, West Java.
Isolation using Nitrogen-free media and screening for antagonistic activity resulted in the isolation of
eight bacterial strains, namely strains CJB1, CJB2, CJB3, CJB4, CJB5, NGR1, NGR2, and NGR3. The
antagonistic tests on these eight bacterial strains were then conducted against various Colletotrichum
spp. strains from different chili cultivation centers in Garut, Lembang, Sumedang, and Jatinangor. The
testing was carried out using a dual-culture method followed by the examination of volatile compound
activity using the double compartment method. The results showed that phyllosphere bacteria NGR1,
CJBI1, and CJBS consistently demonstrated abilities to inhibit the growth of four Colletotrichum spp.
strains, both directly through antagonistic tests and based on the volatile anticendawan compound activity
produced by these bacterial strains. Malformations in the mycelium of Colletotrichum spp. were also
detected when the pathogen was directly exposed to phyllosphere bacteria or their volatile compounds.
This experiment indicates that phyllosphere bacteria that potentially capable of fixing nitrogen also have

the potential to be developed as biocontrol agents for Colletotrichum spp.

Keywords: anthracnose, biocontrol, chili, volatile compounds

PENDAHULUAN

Suatu agens biokontrol memiliki dua
mekanisme dalam menghambat pertumbuhan
patogen penyebab penyakit, yaitu mekanisme
penghambatan langsung terhadap patogen,
juga mekanisme tidak langsung, yaitu melalui
peningkatan kesehatan tanaman. Mekanisme
tidak langsung tersebut antara lain meliputi
peningkatan pertumbuhan tanaman dengan
meningkatkan  penyerapan nutrisi  bagi
tanaman. Aktivitas antagonisme dapat terjadi
secara alami pada berbagai habitat, misal pada
area filosfer (Siregar et al. 2020). Mikrob
yang terdapat pada area filosfer sebagian besar
dihuni oleh golongan bakteri (Sobanbabu
et al. 2021). Akter et al. (2014) melaporkan
beberapa spesies bakteri Pseudomonas asal
filosfer tanaman padi mampu menghambat
pertumbuhan  Rhizoctonia solani. Peng-
hambatan terbesar ditunjukkan oleh P.
aeruginosa secara in vitro, yakni sebesar
68.44%. Bakteri filosfer Arthrobacter sp. dan
Bacillus asal tanaman padi dapat menghambat
pertumbuhan  Xanthomonas  oryzae  pv.
oryzae (Prabawati et al. 2019). Selain itu,

bakteri filosfer asal tanaman milet jari
(Eleusine coracana) juga dilaporkan mampu
menghambat penyakit blas, dengan tingkat
hambatan tertinggi ditunjukkan oleh spesies
Bacillus cereus sebesar 62.87% (Sobanbabu
etal.2021).

Upaya mendapatkan agens biokontrol
yang sekaligus memiliki  kemampuan
dalam membantu penyerapan unsur hara
bagi tanaman memerlukan strategi tertentu.
Penggunaan medium spesifik seperti medium
bebas nitrogen (BN) dapat meningkatkan
kemungkinan perolehan bakteri filosfer yang
dapat memfiksasi nitrogen (N) di udara.
Medium BN merupakan medium yang
tidak mengandung nitrogen sehingga hanya
golongan bakteri diazotrof saja yang dapat
tumbuh pada medium tersebut (Kifle dan Laing
2016). Diazotrof adalah bakteri yang dapat
memfiksasi nitrogen yang ada di sekitarnya.
Keberadaan N, di udara sangat melimpah,
namun tidak dalam bentuk yang dapat diserap
langsung oleh tanaman. Bakteri pemfiksasi
N dapat mengubah N, di udara menjadi NH,
yang merupakan bentuk yang dapat diserap
oleh tanaman (Bhattacharjee et al. 2008).
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Nitrogen merupakan salah satu unsur hara
penting dalam menunjang pertumbuhan
tanaman. Oleh karena itu, agens biokontrol
akan memiliki peran yang lebih baik lagi
jika dapat dimanfaatkan untuk meningkatkan
ketersediaan nutrisi bagi tanaman. Agbavor
et al. (2022) menyatakan bahwa konsorsium
bakteri filosfer yang disemprotkan pada
tanaman kedelai selain dapat menghambat
efek negatif infeksi Pseudomonas syringae
pv. glycine pada tanaman kedelai juga dapat
meningkatkan biomasssa tanaman termasuk
meningkatkan kandungan klorofil dan nitrogen
dalam tanaman. Hal tersebut disebabkan
oleh kemampuan bakteri filosfer—seperti
Paenibacillus—yang dapat menfiksasi N dari
udara (Agbavor et al. 2022).

Agens  biokontrol  akan  berhasil
digunakan dalam upaya pengendalian jika
memiliki aktivitas penghambatan yang
kuat sehingga dapat digunakan sebagai
alternatif pengendalian, selain fungisida.
Dampak negatif dari penggunaan fungisida
menyebabkan timbulnya populasi patogen
yang resisten terhadap fungisida. Dilaporkan
oleh Dewi (2022), bahwa Colletotrichum yang
diisolasi dari beberapa daerah penanaman
cabai merah di Jawa Barat menunjukkan
penurunan sensitivitas terhadap fungisida
yang umum digunakan oleh petani, seperti
mankozeb, propineb, dan simoksanil. Oleh
karena itu, bakteri filosfer yang memiliki
aktivitas antagonisme terhadap Colletotrichum
diharapkan dapat dipertimbangkan sebagai
solusi pengembangan agens biokontrol
terhadap penyakit antraknosa pada cabai
merah.

BAHAN DAN METODE

Isolasi Bakteri Pemfiksasi Nitrogen dari
Filosfer Tanaman Cabai

Daun tanaman cabai dipilih dari tanaman
cabai yang sehat, berwarna hijau, dan tidak
menunjukkan adanya gejala terkena penyakit.
Daun cabai diambil dari pertanaman cabai
di Desa Cijambu, Kecamatan Tanjungsari
dan Desa Nanggerang, Kecamatan Sukasari,
Kabupaten = Sumedang. Isolasi  bakteri
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filosfer dilakukan dengan metode leaf print
pada medium bebas nitrogen (BN) (20 g
mannitol, 0.2 g K HPO,, 0.2 g NaCl, 0.1 g
MgSO,, 5 g CaCO,, 20 g agar-agar, dan 1 L
akuades) (Holland et al. 2000). Koloni bakteri
yang tumbuh pada medium BN kemudian
dipindahkan pada medium agar-agar nutrien
(AN) untuk dimurnikan. Koloni bakteri yang
tumbuh dikarakterisasi pada medium AN dan
diamati morfologi koloninya yang meliputi
warna, bentuk, elevasi, tepian, dan tekstur.
Demikian juga pertumbuhnnya diamati
pada medium AN, medium International
Streptomyces Project 2 (ISP2) (4 g ekstrak
khamir, 10 g ekstrak malt, 4 g glukosa,
20 g agar-agar, dan 1 L akuades), dan medium
tryptone soya agar (TSA) (40 g TSAdan 1 L
akuades). Bakteri filosfer kemudian diuji jenis
Gram menggunakan KOH 3%.

Skrining dan Uji Antagonisme Bakteri
Filosfer terhadap Colletotrichum

Skrining dilakukan untuk memperoleh
galur bakteri filosfer yang memiliki aktivitas
antagonisme saja. Uji antagonisme dilakukan
menggunakan metode biakan ganda. Uji
antagonisme biakan ganda dilakukan dengan
menumbuhkan Colletotrichum dan bakteri
filosfer dalam cawan medium agar-agar
dekstrosa kentang (ADK). Bakteri dan
cendawan ditumbuhkan berjarak masing-
masing 3 cm dari tepi cawan (Gambar 1).
Uji  antagonisme  dilakukan  terhadap
empat galur Colletotrichum dari koleksi

Bakteri filosfer

(phyllosphere bacteria)

Colletotrichum Colletotrichum

Gambar 1 Tlustrasi uji antagonisme bakteri filosfer
terhadap galur Colletotrichum dengan metode biakan
ganda. a, perlakuan bakteri filosfer dan b, perlakuan
kontrol.

(Figure 1 Illustration of the antagonism assay of
phyllosphere bacteria against Colletotrichum strains
using double culture method. a, phyllosphere bacteria
treatment and b, control.)



Jurnal Fitopatologi Indonesia

Laboratorium Bioteknologi, Proteksi Tanaman,
Fakultas Pertanian, Universitas Padjadjaran.
Keempatnya berasal dari lokasi pertanaman
cabai di Sumedang (Colletotrichum galur
SMD), Garut (Colletotrichum galur GRT),
Lembang (Colletotrichum galur LMG),
dan Jatinangor (Colletotrichum galur JTN).
Keempat galur Colletotrichum  tersebut
dilaporkan mengalami penurunan sensitivitas
terhadap fungisida (Dewi 2022).

Percobaan  dilakukan = menggunakan
rancangan acak lengkap dengan bakteri filosfer
hasil seleksi sebagai perlakuan, fungisida
berbahan aktif mankozeb sebagai kontrol
positif, dan tanpa perlakuan bakteri/fungisida
sebagai kontrol negatif; serta masing-masing
diulang sebanyak tiga kali.

Pengamatan dilakukan dengan mengukur
jari-jari koloni Colletotrichum yang menuju
ke arah bakteri. Pengamatan pertumbuhan
ini dilakukan setiap hari hingga koloni
Colletotrichum pada perlakuan kontrol
memenuhi cawan. Tingkat hambatan relatif
(THR) dihitung berdasarkan rumus (Chaurasia
et al. 2005).

-R2
THR (%) = —Rl x 100%, dengan

THR, tingkat hambatan relatif (%); R1,
jari-jari koloni Colletotrichum pada kontrol,
dan R2, jari-jari koloni Colletotrichum
pada perlakuan. Selain itu, morfologi hifa
Colletotrichum diamati secara mikroskopi
pada setiap perlakuan dan sebagai pembanding
hifa normal Colletotrichum diamati pada
kontrol.

Aktivitas Senyawa Volatil Bakteri Filosfer
terhadap Colletotrichum

Percobaan disusun dalam rancangan acak
lengkap terdiri atas 9 perlakuan (kontrol dan 8
galur bakteri) yang diulang sebanyak tiga kali.
Deteksi aktivitas anticendawan dari senyawa
volatil yang dihasilkan oleh bakteri filosfer
terhadap masing-masing galur Colletotrichum

mengikuti metode double compartment
(Widiantini dan Hartati 2020). Metode ini
dilakukan dengan menggabungkan dua

cawan yang masing-masing bakteri filosfer
yang ditumbuhkan pada medium ISP2 dan

Widiantini et al.

Colletotrichum

Bakteri filosfer

— e / (phyllosphere
bacteria)
———
Gambar 2 [lustrasi uji penghambatan galur

Colletotrichum dengan perlakuan volatil dari bakteri
filosfer.

(Figure 2 Illustration of inhibition assay of
Colletotrichum strains treated with volatiles from
phyllosphere bacteria.)

galur Colletotrichum yang ditumbuhkan pada
medium ADK (Gambar 2). Perlakuan kontrol
dilakukan tanpa menggunakan galur bakteri
filosfer. Pertemuan kedua cawan ditutup
dengan plastik wrap untuk menghindari
terjadinya kontaminasi. Kemudian, seluruh
perlakuan diinkubasi pada suhu ruang
25-27 °C dan diameter koloni Colletotrichum
diukur setiap hari hingga memenuhi cawan.
Setelah koloni Colletotrichum kontrol
memenuhi cawan, dilakukan perhitungan
persentase THR seperti pada uji antagonisme.
Perhitungan tingkat penghambatan pert-
umbuhan koloni Colletotrichum dilakukan
menggunakan rumus (Widiantini et al. 2016):

THR (%) = % x 100%, dengan

THR, tingkat hambatan relatif (%); DK,
diameter koloni cendawan pada kontrol; dan
DP, diameter koloni cendawan pada perlakuan
bakteri filosfer. Selanjutnya, secara dilakukan
pengamatan mikroskopik untuk mengetahui
adanya kerusakan pada hifa cendawan akibat
perlakuan.

Analisis

Data yang diperoleh diuji normalitas dan
homogenesitasnya. Data yang terdistribusi
normal dan homogen kemudian dianalisis
varians (ANOVA) menggunakan program
Statistical Package for the Social Science
(SPSS) versi 26, yang diikuti dengan uji lanjut
Duncan pada taraf 5%.
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HASIL

Bakteri Pemfiksasi Nitrogen dari Filosfer
Tanaman Cabai

Bakteri dari daun tanaman cabai yang
diisolasi pada medium BN tidak menghasilkan
koloni bakteri. Hal ini menunjukkan bahwa
koloni bakteri yang tumbuh pada medium
isolasi daun leaf print merupakan koloni
bakteri filosfer. Sebanyak 38 isolat bakteri
filosfer yang diperoleh dan hanya 8 isolat yang
menunjukkan aktivitas penghambatan, yaitu
1solat CJB1, CJB2, CJB3, CJB4, dan CJBS5
dari Desa Cijambu, dan isolat NGR1, NGR2,
dan NGR3 dari Desa Nanggerang.

Bakteri filosfer yang dapat memfiksasi N
memerlukan waktu relatif lama untuk tumbuh
pada medium BN. Medium BN merupakan
medium selektif sehingga tidak semua bakteri
—terutama bakteri yang pertumbuhannya
cepat (fastidious)—dapat tumbuh. Koloni
bakteri filosfer baru muncul di medium
BN pada 6 HSI. Galur bakteri filosfer
terpilih memiliki morfologi koloni berbeda
antarbakteri, tetapi seluruhnya merupakan
bakteri Gram negatif (Tabel 1). Sebanyak
delapan galur ini digunakan untuk uji lebih
lanjut.

Aktivitas Antagonisme Bakteri Filosfer
terhadap Colletotrichum

Jari-jari  koloni  Colletotrichum yang
diperlakukan dengan bakteri filosfer dan
fungisida berbahan aktif mankozeb terlihat
secara nyata lebih pendek dibandingkan
dengan perlakuan kontrol. Secara umum,
rata-rata  jari-jari  koloni  Colletotrichum
galur JTN menunjukkan pertumbuhan yang
lebih terhambat dibandingkan dengan galur
Colletotrichum lainnya ketika diperlakukan
dengan bakteri filosfer yang sama (Tabel 2).

Perlakuan  bakteri filosfer terhadap
Colletotrichum menghasilkan THR bervariasi,
yakni berkisar antara 14.44% dan 57.22%,
dengan penghambatan terbesar (57.22%)
ditunjukkan oleh bakteri filosfer NGRI1
terhadap Colletotrichum galur JTN. Bakteri
ini umumnya memberikan efek penghambatan
lebih tinggi ketika berhadapan dengan galur

38

Widiantini et al.

Colletotrichum lainnya, yaitu sebesar 38.33%
terhadap Colletotrichum galur SMD, 27.78%
terhadap Colletotrichum galur GRT, dan
50% terhadap Colletotrichum galur LMG.
Bakteri filosfer lain yang juga menunjukkan
kemampuan penghambatan yang relatif
konsisten ialah pada Colletotrichum galur
CJBI dan Colletotrichum galur CIBS.

Secara visual, bakteri filosfer dapat
memengaruhi pertumbuhan koloni keempat
galur Colletotrichum (Gambar 3). Pertumbuhan
koloni Colletotrichum mengalami penipisan
ketika mendekati koloni bakteri filosfer.

Aktivitas Senyawa Volatil Bakteri Filosfer
terhadap Colletotrichum

Bakteri filosfer yang diuji aktivitas
senyawa volatilnya mampu menghambat
pertumbuhan koloni Colletotrichum (Tabel 3).
Nilai tingkat penghambatan relatif umumnya
lebih tinggi dibandingkan dengan hasil uji
antagonisme. Sedikit berbeda dengan hasil
uji biakan ganda, tidak hanya Colletotrichum
galur JTN yang penghambatannya relatif
tinggi, tetapi hal ini terjadi juga pada
Colletotrichum galur GRT dengan nilai tingkat
penghambatan di atas 30%. Seperti halnya pada
uji antagonisme, bakteri filosfer NGR1 juga
menunjukkan aktivitas penghambatan yang
konsisten cukup tinggi ketika dihadapkan pada
setiap galur Colletotrichum uji, yaitu sebesar
40.19%hingga 53.33%. Tingkatpenghambatan
paling tinggi (61.30%) ditunjukkan oleh
bakteri filosfer CJB3 terhadap Colletotrichum
galur GRT, tetapi tidak cukup stabil ketika
diuji terhadap Colletotrichum lainnya. Pada
pengujian terhadap Colletotrichum galur
LMG, penghambatan yang diberikan hanya
sebesar 28.15%.

Senyawa volatil yang dihasilkan juga
memberikan pengaruh terhadap morfologi
keempat koloni galur Colletotrichum yang
diuji (Gambar 4). Secara visual, terlihat
perbedaan warna koloni antara perlakuan
kontrol dan perlakuan bakteri filosfer,
terutama pada bagian bawah koloni. Pada
perlakuan kontrol, koloni Colletotrichum
cenderung lebih berwarna, warna
keunguan pada Colletotrichum galur SMD,
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Tabel 1 Karakteristik koloni bakteri filosfer asal tanaman cabai di Desa Cijambu dan Desa Nanggerang

(Table 1 Colonies characteristics of phyllosphere bacteria from chili plants in Cijambu and Nanggerang villages)

Waktu tumbuh pada medium
Bakteri filosfer . . o (jam setelah inokulasi) Reaksi Gram
(Phyllosphere \é/a;na I?ge}:lntuk EI;Zleva§1 g;pl ";ekstur Le(l;nh-lam (growth time on medium (Gram
bacteria) (Color) (Shape) (Elevation) (Edge) (Texture) (Other) (.. hours afier inoculation))  Reaction)
AN ISP2 TSA
CJB1 Bening kekuningan Membulat Cembung Rapi Cair Pusat berwarna kuning 24 24 24 Negatif
(Yellowish transparent)  (Circular) (Convex) (Entire) (Liquid) (yellow center) (Negative)
CJB2 Bening keputihan Membulat Cembung Rapi Cair Tidak memiliki pusat 24 24 24 Negatif
(Whitish transparent)  (Circular) (Convex) (Entire) (Liquid) (Has no center) (Negative)
CJB3 Bening Agak Tidak Agak rapi Cair Mengering di medium 24 24 24 Negatif
(transparent) membulat cembung (Somewhat (Liquid) NA (Negative)
(Somewhat  (Not convex) Entire) (Dries on NA medium)
circular)
CJB4 Bening keputihan Membulat  Tidak terlalu  Tidak rapi ~ Agak kental, = Tidak memiliki pusat 24 24 24 Negatif
(Whitish transparent)  (Circular) cembung (Undulate) lengket Has no center) (Negative)
(Not too (Slightly
convex) viscous,
sticky)
CJB5 Agak bening, Putih Membulat Cembung Tidak rapi Cair, agak Sedikit mengkilap 48 24 24 Negatif
kekuningan (Circular) (Convex) (Undulate) lengket (Slightly shiny) (Negative)
(Somewhat (Liquid,
transparent, white slightly sticky)
yellowish.)
NGRI1 Bening Menyebar Cembung Rapi Cair Tidak memiliki pusat 24 24 24 Negatif
(transparent) (Irregular) (Convex) (Entire) (Liquid) (Has no center) (Negative)
NGR2 Bening keputihan Membulat Cembung Rapi Cair Pusat berwarna putih 24 24 24 Negatif
(Whitish transparent)  (Circular) (Convex) (Entire) (Liquid (White center) (Negative)
NGR3 Bening Membulat Cembung Agak rapi Cair Mengering di medium 48 24 24 Negatif
(Transparent) (Circular) (Convex) (Somewhat (Liquid NA (Negative)
Entire) (Dries on NA medium)

e1souopu] 13o7o3edoyr,] [euing

Keterangan (Note): AN=Agar-agar Nutrient (Nutrient agar) ; ISP2= International Streptomyces Project 2; TSA= Tryptone Soya Agar
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g Tabel 2 Jari-jari koloni dan tingkat hambatan relatif (THR) koloni galur Colletotrichum oleh bakteri filosfer berdasarkan pada uji antagonisme menggunakan
metode biakan ganda

(Table 2 Colonies radius and relative inhibition of Colletotrichum strain colonies by phyllosphere bacteria based on antagonism assay using double culture method)

Galur Colletotrichum
(Colletotrichum strain)

Bakteri filosfer SMD GRT LMG JTN
(Phyllosphere
bacteria) Jari-jari koloni THR Jari-jari koloni THR Jari-jari koloni THR Jari-jari koloni THR
(Radius) (Inhibition) (Radius) (Inhibition) (Radius) (Inhibition) (Radius) (Inhibition)
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
Kontrol (Control) 6.00d - 6.00 ¢ - 6.00 e - 6.00 c -
CJBI 3.63a 39.44 4.50c 25.00 3930 34.44 3.90 ab 35.00
CJB2 4.70 be 21.67 5.10d 15.00 4.77 cd 20.56 4.10b 31.67
CJB3 4.50b 25.00 4.00 be 33.33 5.03d 16.11 3.70 ab 38.33
CJB4 4.80 be 20.00 3.80 ab 36.67 5.10d 15.00 2.87 ab 52.22
CJB5 3.63a 39.44 4.27 be 28.89 4.67 bed 22.22 2.80 ab 53.33
NGRI1 370 a 38.33 4.33 be 27.78 3.00a 50.00 2.57a 57.22
NGR2 5.10¢ 15.00 5.13d 14.44 5.10d 15.00 3.37 ab 43.89
NGR3 430D 28.33 337a 43.89 5.13d 14.44 3.83 ab 36.11
Mankozeb 520¢ 13.33 5.10d 15.00 4.13 bed 31.11 3.07 ab 48.89

Keterangan: Angka pada kolom yang sama dan diikuti huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan uji Jarak Berganda Duncan pada o 5%.

(Note: values in the same column followed by the same letter are significantly different based on Duncan s multiple range test at o 5%.)

e1souopu] 13o7o3edoyr,] [euing
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Tabel 3 Diameter koloni dan tingkat hambatan relatif (THR) koloni galur Colletotrichum pada uji aktivitas anticendawan senyawa volatil oleh bakteri filosfer menggunakan
metode double compartment

(Table 3 Colonies diameter and relative inhibition of Colletotrichum strain colonies in the antifungal activity assay of volatile compounds by phyllosphere bacteria using double
compartment method)

Galur Colletotrichum
(Colletotrichum strain)

Bakteri filosfer SMD GRT MG TN
(Phyllosphere . - . .
bacteria) Dl'ameter THR Dl‘ameter THR Dl'ameter THR D{ameter THR
(Diameter) (Inhibition) (Diameter) (Inhibition) (Diameter) (Inhibition) (Diameter) (Inhibition)
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
Kontrol (Control) 9.00 ¢ - 9.00 ¢ - 9.00 ¢ - 9.00b -
CJBI 7.03b 21.85 5.35cd 40.56 448 a 50.19 482a 46.48
CIB2 5.70 ab 36.67 4.37 ab 51.48 4.62 ab 48.70 5.17a 42.59
CJB3 543 a 39.63 348 a 61.30 6.47d 28.15 4.60 a 48.89
CJB4 5.50a 38.89 4.75 be 47.22 4.88 ab 45.74 418 a 53.52
CIB5 5.62 ab 37.59 4.67 be 48.15 5.02 abc 44.26 4.52a 49.81
NGRI1 4.52a 49.81 4.20 ab 53.33 5.13 abed 42.96 538a 40.19
NGR2 527a 41.48 6.00d 33.33 6.28 cd 30.19 552a 38.70
NGR3 473 a 47.41 4.42 abc 50.93 5.90 bed 34.44 442 a 55.19

Keterangan: Angka pada kolom yang sama dan diikuti huruf yang berbeda menunjukkan perbedaan nyata berdasarkan uji Jarak Berganda Duncan pada o 5%.

(Note: values in the same column followed by the same letter are significantly different based on Duncan's multiple range test at o 5%.)
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Gambar 3 Reaksi antagonisme bakteri filosfer terhadap beberapa galur Colletotrichum—galur SMD (13 HSI),
GRT (15 HSI), LMG, dan JTN (16 HSI)—dengan metode biakan ganda. 1, Colletotrichum galur SMD;
2, Colletotrichum galur GRT; 3, Colletotrichum galur LMG; dan 4, Colletotrichum galur JTN dengan perlakuan
A, kontrol; B, CIB1; C, CIB2; D, CIB3; E, CIB4; F, CIB5; G, NGR1; H, NGR2; I, NGR3; dan J, fungisida mankozeb.

(Figure 3 Antagonism reaction of phyllosphere bacteria against several Colletotrichum strains-SMD (13 DAI),
GRT (15 DAID), LMG, and JTN (16 DAI)-by double culture method. 1, Colletotrichum strain SMD; 2, Colletotrichum
strain GRT; 3, Colletotrichum strain LMG, and 4, Colletotrichum strain JTN with treatments A, control; B, CJBI;
C, CJB2; D, CJB3; E, CJB4,; F, CJB5; G, NGRI; H, NGR2; I, NGR3; and J, mancozeb fungicide.)

4A 4F 41

Gambar4 Koloni cendawan Colletotrichum spp. setelah uji senyawa volatil double compartment: 1, Colletotrichum
galur SMD; 2, Colletotrichum galur GRT; 3, Colletotrichum galur LMG; dan 4, Colletotrichum galur JTN dengan
A, kontrol; B, Perlakuan CIB1; C, CJB2; D, CIB3; E, CJB4; F, CIB5; G, NGR1; H, NGR2; dan I, NGR3.

(Figure 4 Colonies of Colletotrichum spp. after double compartment volatile compound assay: 1, Colletotrichum
strain SMD; 2, Colletotrichum strain GRT: 3, Colletotrichum strain LMG, and 4, Colletotrichum strain JTN with
A, control; B, Treatment of CJB1; C, CJB2; D, CJB3; E, CJB4,; F, CJBS5; G, NGRI; H, NGR2; and I, NGR3).
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keabuan pada Colletotrichum galur GRT, dan
warna salem pada Colletotrichum galur LMG
dan JTN. Sementara pada perlakuan bakteri
filosfer, warna tersebut memudar hingga
terpusat pada zona tengah saja. Selain itu,
pada pengamatan mikroskopi ditemukan hifa
Colletotrichum membengkak, menggulung,
mengeriting, mengalami melanisasi dan lisis
banyak dijumpai pada koloni Colletotrichum
yang dihadapkan pada bakteri filosfer, baik
pada uji biakan ganda maupun pada uji double
compartment (Gambar 5).

PEMBAHASAN

Medium BN tidak mengandung nitrogen
(N) yang merupakan unsur penting yang
diperlukan oleh bakteri bagi pertumbuhannya.
Hanya bakteri yang dapat memfiksasi N dari
udara dapat tumbuh pada medium BN. Hal ini
diperkuat oleh penelitian yang dilakukan oleh
Haerani et al. (2021) yang menyatakan bahwa
kemampuan bakteri untuk memfiksasi N
dapat dikonfirmasi dengan menumbuhkannya
pada medium BN. Jika tidak tumbuh, berarti
bakteri tersebut tidak dapat memfiksasi N.
Bakteri filosfer yang mampu memfiksasi N
memerlukan waktu relatif lebih lama untuk

Widiantini et al.

muncul pada medium BN. Pada penelitian ini
bakteri pemfikasasi N muncul pada 6 HSI. Hal
ini disebabkan karena bakteri memerlukan
energi yang cukup banyak untuk memfiksasi N
dari udara. Soumare et al. (2020) melaporkan
bahwa untuk dapat memfikasasi satu molekul
N, diperlukan energi sebanyak 16 ATP. Pada
penelitian ini potensi kemampuan bakteri
filosfer dalam memfiksasi N perlu diteliti
lanjut, terutama kaitannya dengan uji kuantitas
kemampuannya dalam memfiksasi N.

Bakteri filosfer yang diperoleh merupakan
bakteri Gram negatif. Bakteri pemfiksasi
N digolongkan menjadi bakteri yang hidup
bebas (free-living nitrogen-fixing bacteria)
dan bersimbiosis dengan tanaman (symbiotic
nitrogen-fixing bacteria). Bakteri pemfiksasi
N yang hidup bebas kebanyakan termasuk ke
dalam golongan bakteri Gram negatif, seperti
Azotobacter dan Azospirillum (Vacher et al.
2016; Zhu et al. 2023). Bakteri pemfiksasi N
yang ditemukan pada permukaan daun jagung
termasuk ke dalam Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria, dan Bacteroidetes dengan
Bacillus  sebagai genus Dbakteri yang
mendominasi (Abadi et al. 2021). Sementara
bakteri filosfer yang diisolasi dari daun
tanaman hutan dilaporkan didominasi oleh

Gambar 5 Kerusakan hifa cendawan Colletotrichum spp. pada perlakuan bakteri filosfer; A, membengkak;
B, menggulung; C, mengeriting; D, mengalami melanisasi; E, mengalami lisis; dan F, hifa normal.

(Figure 5 Damage to hyphae of the fungus Colletotrichum spp. due to the treatment of phyllosphere bacteria;
A, swollen; B, coiled; C, curled; D, melanized, E, lysed; and F, , normal hyphae.)
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bakteri Gram negatif Proteobacteria dan
Cyanobacteria (Furnkranz et al. 2008).

Permukaan daun merupakan habitat bagi
banyak mikroorganisme dengan diversitas
yang sangat beragam dan memiliki berbagai
fungsi yang turut berkontribusi terhadap
pertumbuhan serta kesehatan tanaman.
Bakteri epifit pemfiksasi N memiliki ikatan
yang erat dengan tanaman inangnya dengan
berkontribusi terhadap penyediaan N yang
diperlukan bagi pertumbuhan tanaman (Zhu
et al. 2023), dan bakteri pemfikasi N yang
juga bersifat antagonis terhadap patogen dapat
berkontribusi lebih banyak terhadap kesehatan
tanaman inangnya. Pada penelitian ini
diperoleh beberapa bakteri filosfer yang selain
diduga dapat memfiksasi N juga memiliki
aktivitas antagonisme terhadap Colletotrichum
yang diisolasi dari berbagai lokasi pertanaman
cabai. Setidaknya terdapat tiga galur bakteri
filosfer, yaitu NGR1, CJB1, dan CJB5 yang
berpotensi untuk dikembangkan sebagai agens
biokontrol.

Agens biokontrol dapat mengendalikan
penyakit tanaman melalui dua mekanisme,
yaitu mekanisme secara langsung dengan
menghambat pertumbuhan patogen
dan mekanisme tidak langsung dengan
meningkatkan kesehatan tanaman melalui
penyediaan atau peningkatan keterserapan
nutrisi bagi tanaman (Legein et al. 2020).
Agens biokontrol yang memiliki berbagai
mekanisme  penghambatan  pertumbuhan
patogen akan lebih  efektif  dalam
mengendalikan penyakit tanaman. Bakteri
NGR1, CJB1, dan CJB5 secara konsisten
menunjukkan kemampuan penghambatan
pertumbuhan koloni  Colletotrichum asal
beberapa lokasi pertanaman. Colletotrichum
yang dikumpulkan dari berbagai lokasi
pertanaman dilaporkan memiliki tingkat
virulensi dan kepekaan terhadap fungisida
yang berbeda (Dewi 2022). Konsistensi
suatu agens biokontrol dalam menghambat
pertumbuhan patogen dan mengendalikan
penyakit pada tanaman merupakan salah satu
faktor penting untuk menilai keefektifannya
mengendalikan penyakit tanaman (Bonaterra
et al. 2022; Teixido et al. 2022).
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Bakteri filosfer yang diuji pada penelitian
ini  dapat  mengakibatkan  terjadinya
malformasi miselium Colletotrichum seperti
membengkak, menggulung, dan mengeriting.
Malformasi dapat pula berupa melanisasi
dan lisis. Ketidaknormalan yang terjadi
pada miselium Colletotrichum menunjukkan
adanya gangguan pada dinding sel cendawan.
Hifa cendawan yang mengalami malformasi
dapat disebabkan oleh senyawa antibiosis yang
dikeluarkan bakteri antagonis. Hifa cendawan
patogen yang mengalami pembengkakan
dapat disebabkan oleh enzim protease dan
amilase yang dihasilkan oleh bakteri antagonis
(Anjarsari et al. 2022). Senyawa antibiosis
tersebut dapat menyebabkan membran sel
pecah sehingga isi sel keluar (Soliman et al.
2022). Selain itu, pada penelitian ini senyawa
volatil yang dikeluarkan bakteri filosfer juga
menyebabkan warna koloni cendawan menjadi
pudar. Gomez et al. (2021) melaporkan C.
gloeosporioides mengalami  pengurangan
pigmentasi pada koloninya karena adanya
indikasi stres akibat emisi senyawa volatil dari
bakteri. Senyawa volatil dari bakteri filosfer
dapat menyebabkan pengurangan bobot
kering koloni cendawan Alternaria alternata,
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum,
dan F. verticillioides (Azeem et al. 2022).
Beberapa senyawa volatil juga ditemukan
pada Streptomyces sp. yang dapat menghambat
pertumbuhan dan menghambat produksi spora
cendawan C. gloeosporioides. Hasil analisis
bioasai menunjukkan keberadaan senyawa
metil antranilat bertanggung jawab terhadap
penghambatan pertumbuhan cendawan C.
gloeosporioides (Gomez et al. 2021).

Meskipun aktivitas penghambatan yang
ditimbulkan setiap galur bakteri filosfer
bervariasi, setidaknya terdapat tiga galur
bakteri filosfer (NGR1, CJB1, dan CIJBSY5)
yang memiliki potensi untuk dikembangkan
lebih lanjut sebagai agens biokontrol karena
memiliki aktivitas penghambatan yang relatif
stabil terhadap semua galur Colletotrichum
yang diuji. Bakteri yang diuji tidak hanya
menghambat secara langsung pertumbuhan
koloni galur Colletotrichum, tetapi juga
dapat menghasilkan senyawa volatil yang
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juga Dbersifat anticendawan. Kemampuan
galur bakteri filosfer tersebut perlu ditelaah
lanjut untuk pengendalian penyakit tanaman,
terutama keefektifannya di lapangan serta
potensinya dalam memfiksasi nitrogen
sehingga dapat menjadi pertimbangan
pengendalian alternatif penyakit antraknosa
pada cabai.
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