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ABSTRAK

Penyakit darah yang disebabkan oleh Ralstonia solanacearum Phylotype IV merupakan penyakit 
penting pada pisang yang menyebabkan kehilangan hasil hingga 100%. Bakteri R. solanacearum 
mengekspresikan gen virulensi melalui mekanisme quorum sensing (QS) dengan menggunakan asil 
homoserin lakton (AHL) sebagai autoinducer. Enzim AHL laktonase diproduksi oleh bakteri dan 
memiliki potensi sebagai agens biokontrol bakteri patogen melalui anti-QS. Tujuan dari penelitian ini 
ialah memperoleh isolat bakteri endofit penghasil AHL laktonase untuk pengendalian R. solanacearum 
pada tanaman pisang. Tahapan penelitian mencakup isolasi dan seleksi bakteri endofit asal tanaman 
pisang sebagai penghasil AHL laktonase dengan bioassay maupun molekuler, uji keefektifan isolat 
bakteri dalam menekan faktor virulensi R. solanacearum, uji keefektifan pengendalian R. solanacearum 
in planta, dan identifikasi molekuler isolat bakteri potensial. Isolasi bakteri endofit berhasil dilakukan 
dari sampel pisang asal Bogor di tiga kecamatan, yaitu Cisarua, Dramaga, dan Jonggol yang terdiri atas 
lima jenis pisang masing-masing menghasilkan 152, 204, dan 130 isolat bakteri endofit. Uji lebih lanjut 
menggunakan Chromobacterium violaceum sebagai bioindikator menunjukkan lima isolat dengan 
aktivitas anti-QS. Deteksi gen aiiA dengan PCR menggunakan primer spesifik menunjukkan bahwa 
kelima isolat memiliki amplikon berukuran 753 pb dan telah dikonfirmasi melalui sekuensing sebagai 
gen aiiA. Kelima isolat bakteri tersebut CBP1, DBT17, DBT7, DBK2, dan CBN13 mampu menekan 
pembentukan ekstraseluler polisakarida (EPS) yang dihasilkan R. solanacearum dengan persentase 
penekanan masing-masing sebesar 75.67%, 90.81%, 87.67%, 92.72%, 81.08%, dan mampu menghambat 
gejala layu sebagai salah satu gejala penyakit darah pada tanaman pisang. Hasil perunutan gen aiiA 
menunjukkan bahwa kelima isolat homolog dengan Bacillus cereus, B. thuringiensis, B. substilis, 
B. amyloliquefaciens. 

Kata kunci: autoinducer, ekstraseluler polisakarida, gen virulensi, quorum sensing, Ralstonia 
solanacearum 

ABSTRACT

Blood disease is an important disease in banana that caused 100% yield loss. The Ralstonia 
solanacearum Phylotype IV as the causal agent for this disease express their virulence genes through 
quorum sensing (QS) mechanism by using acylated homoserine lactone (AHL) as autoinducer. AHL-
lactonase enzyme is produced by bacteria, and its potential as biocontrol agents performed through 
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anti-QS. This research was aimed to obtain endophytic bacteria isolates producing AHL lactonase for 
controling R. solanacearum in banana plants. The research stages include isolation and selection of 
endophytic bacteria from banana plant as producer of AHL lactonase by using bioassay and molecular, 
the effectiveness testing of the bacterial isolates in suppressing R. solanacearum pathogenic virulence 
factors, in planta testing for controlling R. solanacearum, and molecular identification of potential 
bacterial isolates. We successfully explored endophytic bacteria from low-, medium-, and up-land 
consisted several varieties of banana, resulting 152, 204, and 130 isolates, respectively. Further selection 
using bioindicator showed five isolates with anti quorum sensing activity against Chromobacterium 
violaceum. Detection of aiiA gene by polymerase chain reaction using specific primer indicated all of five 
isolates AHL degradation activity resulted 753 bp amplicon that has been identified as aiiA gene. These 
isolates (CBP1, DBT17, DBT7, DBK2, and CBN13) were able to suppress the formation of exstracellular 
polysacharide (EPS) produced by R. solanacearum with suppression level of 75.67%, 90.81%, 87.67%, 
92.72%, 81.08%, and were able to inhibit wilt symptom in banana plant. Nucleotide sequences of aiiA 
gene of these five isolates has homology with aiiA genes from Bacillus cereus, B. thuringiensis, B. substilis, 
B. amyloliquefaciens. 

Keywords: autoinducer, extracellular polysacharide, quorum sensing, Ralstonia solanacearum, 
virulence gene

PENDAHULUAN

Ralstonia solanacearum Phylotype IV 
merupakan penyebab penyakit darah yang 
menginfeksi tanaman pisang di Indonesia. 
Penyakit ini dapat menurunkan produksi 
pisang sampai 100% karena menyebabkan 
busuk pada buah, layu pada daun yang akhir-
nya daun patah menggantung, dan buah yang 
tidak dapat dikonsumsi (Edy et al. 2008).

Ralstonia solanacearum diketahui meng-
eskpresikan ekstraseluler polisakarida (EPS) 
sebagai faktor virulensi melalui sistem quorum 
sensing (QS) dengan melibatkan protein PhcS/
PhcR dalam tranduksi sinyal (Garg et al. 2000). 
QS merupakan mekanisme komunikasi antara 
sel bakteri sebagai suatu regulasi ekspresi gen 
tertentu dengan memproduksi molekul sinyal 
N-acyl homoserine lactone (AHL). 

Salah satu upaya pengendalian bakteri 
patogen tumbuhan adalah pemanfaatan 
antibiotik. Namun, senyawa yang terkandung 
dalam antibiotik memberikan tekanan genetik 
yang tinggi terhadap bakteri sasaran sehingga 
mudah memicu resistensi (White dan Finan 
2009). Sebagai alternatif, cara pengendalian 
yang aman terhadap lingkungan dengan meng-
gunakan agens hayati bakteri endofit penghasil 
AHL laktonase yang dapat mengganggu sistem 
QS yang berimplikasi pada ketidakmampuan 
patogen mengekspresikan faktor virulensinya 

tanpa memengaruhi pertumbuhan bakteri 
tersebut. 

Degradasi molekul sinyal AHL oleh enzim 
AHL laktonase merupakan cara yang efektif 
dalam menghambat proses QS. Pemanfaatan 
bakteri penghasil enzim AHL laktonase dalam 
mendegradasi AHL untuk menekan virulensi 
patogen di antaranya Erwinia carotovora, 
Pseudomonas aureginosa, dan Aeromonas 
hydrophila (Chen et al. 2010; Yin et al. 2010). 
AHL laktonase merupakan metallo-beta-
lactamase (metalloenzyme) yang menonaktifkan 
AHL dengan mendegradasi ikatan cincin ester 
lakton pada AHL sehingga dapat mencegah 
pengenalan oleh protein regulator yang terlibat 
dalam mekanisme QS (Liu et al. 2008).

Penggunaan bakteri endofit penghasil AHL 
laktonase dapat direkomendasikan sebagai 
alternatif pengendalian R. solanacearum 
karena tidak menimbulkan resistensi seperti 
pada penggunaan antibiotik. Bakteri Bacillus 
cereus dan B. thuringiensis telah dilaporkan 
dapat menghasilkan enzim pendegradasi AHL 
(Chan et al. 2007). Namun, belum banyak 
laporan mengenai bakteri endofit penghasil 
AHL laktonase pada tanaman pisang dan 
keefektifannya sebagai agens hayati dalam 
menekan virulensi R. solanacearum. Penelitian 
ini bertujuan mendapatkan isolat bakteri 
endofit asal tanaman pisang yang menghasilkan 
AHL-laktonase untuk pengendalian penyakit 
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darah yang disebabkan oleh R. solanacearum 
pada tanaman pisang.

BAHAN DAN METODE

Isolasi dan Skrining Bakeri Endofit 
Penghasil AHL Laktonase

Isolasi Bakteri Endofit Penghasil AHL 
Laktonase. Bakteri endofit penghasil AHL 
laktonase diisolasi dari akar dan batang 
beberapa jenis tanaman pisang sehat di daerah 
Dramaga, Cisarua, dan Jonggol. Sterilisasi 
permukaan dilakukan berdasarkan metode 
Munif et al. (2012) yang telah dimodifikasi. 
Akar dan batang pisang dibersihkan dan 
dikeringkan menggunakan tisu, selanjutnya 
ditimbang sebanyak 1 g. Sterilisasi permukaan 
akar dan batang dilakukan dengan merendam 
akar dan batang pisang dalam alkohol 70% 
selama 1 menit, natrium hipoklorit 3% + 
Tween 20 0.05% selama 5 menit, dan dibilas 
dengan akuades sebanyak 3 kali.

Isolasi bakteri endofit dilakukan menurut 
metode Hallmann et al. (1997) menggunakan 
medium agar nutrien (AN) untuk mendapatkan 
beberapa isolat bakteri yang berbeda. Batang 
dan akar disterilisasi permukaan dengan 
NaOCl 1% selama 2 menit, dilanjutkan 
dengan perendaman pada etanol 70% selama 
1 menit dan dibilas dengan air steril 3 kali, 
kemudian digerus menggunakan mortar steril 
lalu ditambahkan 9 mL larutan fisiologi (NaCl 
0.85%). Suspensi diencerkan secara berseri dan 
sebanyak 0.1 mL suspensi hasil pengenceran 
disebar pada medium AN dan diinkubasi 
pada suhu ruang. Koloni bakteri yang tumbuh 
digoreskan kembali pada medium yang sama 
dan disimpan sebagai isolat untuk pengujian 
lebih lanjut.

Uji Hipersensitivitas pada Daun 
Tembakau. Uji reaksi hipersensitif (HR) 
dilakukan pada daun tembakau sesuai metode 
(Schaad et al. 2001). Koloni tunggal bakteri 
endofit dibiakkan pada 3 mL medium kaldu 
nutrien (KN) selama 24 jam pada inkubator 
bergoyang 100 rpm. Suspensi bakteri di-
infiltrasikan pada daun tembakau. Reaksi 
hipersensitif diamati pada 24–48 jam setelah 

inokulasi. Bakteri uji yang menunjukkan 
reaksi hipersensitif negatif digunakan untuk 
pengujian lanjut.

Uji Hemolisis pada Agar Darah. Isolat 
bakteri endofit yang menunjukkan hasil reaksi 
HR negatif digores pada medium agar darah 
(agar-agar 40 g L-1, darah domba 70 mL L-1) 
dan diinkubasikan pada suhu 37 °C selama 
24–48 jam. Aktivitas hemolisis ditandai dengan 
pembentukan zona bening di sekitar koloni 
(Gerhardt et al. 1994). Isolat bakteri dengan 
aktivitas hemolisis negatif digunakan untuk 
pengujian selanjutnya. 

Uji Aktivitas Anti-QS terhadap 
Chromobacterium violaceum. Pengujian ini 
dilakukan dengan metode disc diffusion assay 
dengan teknik double layer culture plate 
(Song et al. 2012) dengan modifikasi, yaitu 
5 µL suspensi bakteri diteteskan pada kertas 
saring berdiameter 6 mm pada permukaan 
medium agar Luria yang sebelumnya telah 
disebarkan 100 µL suspensi C. violaceum 1% 
(v/v). Bakteri dengan aktivitas penghambatan 
QS ditandai dengan tidak adanya warna ungu 
di sekitar kertas saring digunakan untuk uji 
lanjut.  

Deteksi Gen Penyandi AHL-Laktonase 
(aiiA gen). Deteksi gen AHL laktonase meng-
gunakan teknik PCR guna mengamplifikasi 
gen aiiA dengan panjang 753 pb. Ekstraksi 
DNA bakteri endofit penghasil AHL laktonase 
dilakukan mengikuti metode standar (Sambrook 
dan Russel 2001). Amplifikasi gen aiiA meng-
gunakan primer forward aiiA1 (5’-ATG ACA 
GTA AAR AAR CTT TAT TTC-3’) dan reverse 
aiiA2 (5’-TCA CTA TAT ATA YTC MGG 
GAA CTC-3) (Pan et al. 2008). Komposisi 
PCR per reaksi meliputi: 1 µL primer  aiiA1 
dan aiiA2 konsentrasi 10 pmol, 12.5 µL PCR 
ready mix (Dream Taq 2X, Thermo Scientific), 
9.5 µL air bebas nuklease, dan 2 µL DNA 
templat. Proses PCR dilakukan dengan 
tahapan denaturasi awal (95 °C, 5 menit) diikuti 
dengan 30 siklus denaturasi (94 °C, 1 menit), 
annealing (55 °C, 2 menit), extention (72 °C, 
2 menit). Siklus diakhiri dengan ekstensi akhir 
(72 °C, 5 menit). Produk PCR dielektroforesis 
dalam gel agarosa 1% pada tegangan 75 volt 
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selama 45 menit. Visualisasi DNA dilakukan 
dengan UV transilluminator (Sambrook et al. 
1989).

Uji Penekanan Ekspresi Virulensi Ralstonia 
solanacearum  in vitro

Isolat R. solanacearum ditumbuhkan dalam 
10 mL medium 523 cair (sukrosa 10 g L-1, 
kasein hidrolisat 8 g L-1, ekstrak khamir 4 g L-1, 
K2HPO4 2 g L-1, MgSO4.7H2O 0.3 g L-1) yang 
telah ditambahkan 1 mL supernatan bakteri 
endofit kemudian digoyang selama 24 jam. 
Sebanyak 2 mL suspensi dipindahkan ke tabung 
mikro untuk disentrifugasi pada suhu 4 °C 
dengan kecepatan 6000 rpm selama 20 menit. 
Supernatan dipindahkan ke tabung mikro 
baru dan ditambahkan etanol dingin (95%) 
2× volume supernatan dan didiamkan satu 
malam, dan kemudian disentrifugasi kembali 
pada kecepatan 6000 rpm (4 °C, 20 menit). 
Supernatan dibuang dan pelet dikeringkan 
dalam oven (55 °C) dan ditimbang berat 
keringnya (Nudyanto dan Zubaidah 2015). 
Persentase penekanan ekspresi ekstraseluler 
polisakarida dihitung dengan rumus

a
b

× 100%, dengan

a, bobot ekstraseluler polisakarida yang 
dihasilkan R. solanaceraum yang ditumbuh-
kan pada medium tanpa penambahan filtrat 
bakteri endofit; dan b, bobot ekstraseluler 
polisakarida yang dihasilkan R. solanaceraum 
yang ditumbuhkan pada medium dengan 
penambahan filtrat bakteri endofit.

Uji Keefektifan Bakteri AHL-Laktonase 
sebagai Pengendali Ralstonia solanacearum  

Pengujian ini disusun dalam rancangan 
acak lengkap dengan tiga ulangan dengan 
empat bibit pisang dalam setiap ulangan. 
Uji ini mengikuti metode Marwan et al. 
(2011) yang telah dimodifikasi. Bibit pisang 
‘Cavendish’ hasil perbanyakan dengan kultur 
jaringan dari BIOTROP Bogor yang telah 
diaklimatisasi selama 2 bulan direndam 
dalam 200 mL suspensi bakteri endofit selama 
6 jam. Tanaman kontrol direndam dalam 
akuades steril. Bibit ditanam dalam pot plastik 
(diameter 17 cm) dan dipelihara selama 

9 minggu untuk proses kolonisasi bakteri endofit 
pada bibit pisang dan dilakukan pengamatan 
terhadap pertumbuhan tanaman (pertambahan 
tinggi dan jumlah daun tanaman). Setelah 
proses kolonisasi bakteri endofit, inokulasi 
R. solanacearum pada akar dilakukan dengan 
melukai akar tanaman pisang dengan pisau 
skalpel steril dan menyiramkan sebanyak 
25 mL suspensi bakteri 108–109 cfu mL-1 
ke tanah. Pengamatan dilakukan dengan 
menghitung persentase insidensi penyakit 
darah menggunakan  rumus

IP = n
N × 100%, dengan

IP, insidensi penyakit darah (%); n, jumlah 
tanaman yang menunjukkan gejala penyakit 
darah pada perlakuan; dan N, jumlah tanaman 
yang diinokulasi dengan R. solanacearum  
pada perlakuan yang sama.

Data hasil pengamatan pertumbuhan 
tanaman, insidensi penyakit darah dianalisis 
ragam dan perlakuan yang berpengaruh nyata 
dilakukan uji lanjut Dunnett pada taraf 5%.

Identifikasi Bakteri Endofit Penghasil AHL-
Laktonase Potensial Sebagai Agens Hayati

Identifikasi dilakukan secara molekuler 
dengan perunutan gen aiiA. Tahapan pe-
runutan nukleotida mencakup isolasi DNA, 
amplifikasi gen aiiA dan sekuensing. Runutan 
nukleotida kemudian dibandingkan dengan 
database yang tersedia pada NCBI GenBank 
Database menggunakan BLAST. Nukleotida 
disejajarkan dengan perangkat lunak Clustal W 
pada program Bioedit Sequence Alignment 
Editor v 7.0.5.3.

HASIL

Isolat Bakeri Endofit Penghasil AHL-
Laktonase

Keberadaan bakteri endofit terbanyak di-
temukan pada daerah Dramaga sebanyak 204 
isolat dari 5 jenis pisang (117 dari akar dan 
87 dari batang) (Tabel 1). Bakteri endofit asal 
tanaman pisang lebih banyak diisolasi dari 
bagian akar dibandingkan bagian batang.

Pengujian reaksi hipersensitif pada tanaman 
tembakau diperoleh 351 isolat menunjukkan 
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Tabel 1  Isolat bakteri endofit dari berbagai daerah dan varietas tanaman pisang
(Table 1  Endophytic bacterial isolates from various regions and banana plant varieties)

Asal sampel
(Sample origin)

Jenis pisang
(Type of banana)

Jumlah isolat
(Number of isolates) Total isolat

(Total isolates)
Kode isolat*
(Isolate code)

Akar (Root) Batang (Stem)
Jonggol Ambon 18 14 32 JAA/JBA

Kepok 16 8 24 JAK/JBK
Nangka 15 13 28 JAN/JBN
Raja 22 10 32 JAR/JBR
Uli 19 17 36 JAU/JBU

Dramaga Ambon 21 14 35 DAA/DBA
Kepok 24 17 41 DAK/DBK
Raja 29 19 48 DAR/DBR
Tanduk 27 16 43 DAT/DBT
Uli 16 21 37 DAU/DBU

Cisarua Ambon 21 9 30 CAA/CBA
Kepok 9 5 14 CAK/CBK
Nangka 17 8 25 CAN/CBN
Papan 16 12 28 CAP/CBP
Uli 19 14 33 CAU/CBU

Total 289 197 486
*Pemberian kode pada isolat berdasarkan daerah asal sampel tanaman, bagian tanaman, jenis tanaman. 
(*The code given to the isolate is based on the sample’s origin region, plant part, and plant type).

reaksi negatif yang ditandai dengan tidak 
adanya gejala nekrosis di sekitar daun yang 
diinjeksi bakteri endofit. Seluruh isolat tersebut 
diuji lanjut pada medium agar darah dan 
diperoleh 188 isolat menunjukkan reaksi 
hemolisis negatif. Dari 188 isolat yang telah 
diuji HR dan hemolisis, diperoleh 5 isolat 
bakteri yang memiliki aktivitas degradasi AHL 
yang diinduksikan pada C. violaceum di-
tandai dengan tidak terbentuk warna ungu 
di sekitar kertas saring atau koloni bakteri 
yang diduga menghasilkan AHL-laktonase. 
Untuk memastikan bahwa tidak terbentuknya 
warna ungu di sekitar kertas saring tersebut 
bukan sebagai hasil senyawa antibiosis yang 
dilepaskan bakteri endofit dan menekan per-
tumbuhan C. violaceum, maka dilakukan uji 
penekan pertumbuhan C. violaceum dengan 
filtrat bakteri endofit dan hasilnya menunjuk-
kan bahwa filtrat tersebut tidak menekan 
pertumbuhan C. violaceum (Tabel 2).

Berdasarkan hasil uji di atas, terkonfirmasi 
bahwa pertumbuhan C. violaceum tidak 

terganggu oleh keberadaan isolat bakteri 
endofit. Keberadaan bakteri endofit di sekitar 
C. violaceum yang menyekresikan AHL 
laktonase akan mendegradasi senyawa AHL 
yang dihasilkan oleh C. violaceum sehingga 
proses quorum sensing pada bakteri tersebut ter-
ganggu yang mengakibatkan ekspresi senyawa 
violacein yang menggunakan mekanisme 
quorum sensing juga terganggu. Proses ini 
disebut sebagai quorum quenching. Konfirmasi 
molekuler dengan deteksi gen aiiA sebagai 
pengkode AHL laktonase didapatkan bahwa 
lima isolat bakteri positif terdeteksi memiliki 
gen aiiA dengan amplikon 753 pb (Gambar 1). 

Uji Penekanan Ekspresi Virulensi Ralstonia 
solanacearum  in vitro

Lima isolat bakteri endofit penghasil AHL 
(CBP1, DBT17, DBT7, DBK2, dan CBN13) 
dapat menghambat produksi ekstraseluler 
polisakarida (EPS) yang dihasilkan oleh 
R. solanaceraum. Kemampuan bakteri endofit 
penghasil AHL dalam menghambat produksi 
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Tabel 2  Pengaruh penambahan filtrat beberapa bakteri endofit penghasil AHL laktonase terhadap potensi 
qourum quenching dan pertumbuhan Chromobacterium violaceum
(Table 2  The effect of adding filtrates from several AHL lactonase-producing endophytic bacteria on the 
quorum quenching potential and growth of Chromobacterium violaceum)

Isolat endofita

(Endophytic isolatea)

Potensi qourum quenching
(Quorum quenching potential)

(mm)

Pertumbuhan Chromobacterium violaceum
(Growth of Chromobacterium violaceum)

(OD600)
CBP1 9.3 0.51
DBT7 11.0 0.51
DBK2 11.3 0.53
DBT17 9.6 0.49
CBN13 8.3 0.48
Kontrol + (+ Control) 10.5 0.58

aCBP1, isolat 1 asal pisang ‘Papan’ di Cisarua; DBT7, isolat asal pisang ‘Tanduk’ di Dramaga; DBK2, isolat 2 asal 
pisang ‘Kepok’ di Dramaga; DBT17, isolat 17 asal pisang ‘Tanduk’ di Dramaga; CBN13, isolat 13 asal pisang 
‘Nangka’ di Cisarua.
(aCBP1, isolate 1 from banana ‘Papan’ in Cisarua; DBT7, isolate from banana ‘Tanduk’ in Dramaga; DBK2, 
isolate 2 from banana ‘Kepok’ in Dramaga; DBT17, isolate 17 from banana ‘Tanduk’ in Dramaga; CBN13, 
isolate 13 from banana ‘Nangka’ in Cisarua).

Gambar 1  Visualisasi fragmen DNA pengkode gen aiiA. M, Penandan DNA 1 Kb; 1, kontrol 
positif (B37); 2 sampai 6, berturut-turut isolat CBN13, CBP1, DBT7, DBT17, DBK2; dan 
7, kontrol negatif.
(Figure 1  Visualization of DNA fragments encoding the aiiA gene. M, 1 kb DNA marker; 
1, positive control (B37); 2 to 6, isolates CBN13, CBP1, DBT7, DBT17, DBK2 respectively; 
and 7, negative control).

1000 pb
500 pb

753 pb

M M1 2 3 4 5 6 7

EPS sangat beragam. Persentase penghambatan 
EPS masing-masing sebesar 75.65%, 70.81%, 
90.81%, 92.97%, dan 81.62% (Gambar 2). Nilai 
penekanan yang tinggi menunjukkan bakteri 
endofit tersebut mampu mencegah ekspresi 
faktor virulensi penting dari R. solanacearum, 
yaitu EPS yang diharapkan menjadi agens 
hayati efektif untuk pengendalian penyakit 
darah pada pisang. 

Keefektifan Bakteri AHL-laktonase untuk 
Pengendalian Ralstonia solanacearum  pada 
Bibit Pisang

Gejala layu pisang pada kontrol negatif 
(bibit pisang tanpa perlakuan bakteri endofit 
dan diinokulasi dengan R. solanacearum) 
mulai terlihat pada hari ke 5, sedangkan pada 

perlakuan inokulasi bakteri endofit penghasil 
AHL laktonase mulai terlihat pada hari ke-10. 
Aplikasi bakteri endofit penghasil AHL 
laktonase dapat menghambat timbulnya gejala 
penyakit layu. Hal ini diduga bahwa bakteri 
endofit penghasil AHL yang terdapat di dalam 
jaringan tanaman dapat menghambat pem-
bentukan eksopolisakarida dari R. solanacearum 
pada saat melakukan infeksi pada tanaman 
pisang (Gambar 3). Inokulasi bakteri endofit 
penghasil AHL laktonase juga berpengaruh 
terhadap pertambahan tinggi dan jumlah daun 
tanaman pisang ‘Cavendish’. Hasil analisis 
data menunjukkan perlakuan bakteri endofit 
DBK2 berbeda nyata dengan isolat CBP1, 
CBN13, DBT7, DBT17, dan kontrol. Terlihat 
pada isolat DBK2 rata-rata tinggi tanaman dan 
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Gambar 2  Hasil uji penghambatan bakteri endofit pengahasil AHL terhadap produksi 
eksopolisakarida oleh Ralstonia solanacearum. 
(Figure 2  Inhibition test results of AHL-producing endophytic bacteria against exopolysaccharide 
production by Ralstonia solanacearum).
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Gambar 3  Gejala penyakit darah (nekrosis pada daun) pada tanaman pisang ‘Cavendish’ setelah 
5 hari inokulasi BDB. K+, tanpa perlakuan; K-, perlakuan BDB; CBP1, isolat uji; dan B37, 
kontrol bakteri penghasil AHL.
(Figure 3  Symptoms of blood disease (leaf necrosis) on ‘Cavendish’ banana plants 5 days after 
BDB inoculation. K+, no treatment; K-, BDB treatment; CBP1, test isolate; and B37, AHL-
producing bacterial control).

K+ K– CBP1 B37

jumlah daun tertinggi dibandingkan dengan 
isolat yang lain (Tabel 3).

Karakterisasi dan Identifikasi Bakteri AHL 
laktonase

Isolat bakteri CBP1, DBT7, DBT17, DBK2 
memiliki bentuk koloni tidak beraturan, bentuk 
tepian bergerigi, koloni berwarna putih susu, 
sedangkan isolat CBN13 memiliki bentuk 

koloni bulat, bentuk tepian rata, berwarna 
kuning. Ukuran koloni isolat bakteri berkisar 
antara 1.0 mm hingga 3.3 mm. Seluruh isolat 
bersifat Gram positif bentuk batang. 

Hasil perunutan gen aiiA kelima isolat 
bakteri yang disejajarkan dengan gen aiiA 
pada GenBank menggunakan BLAST-N 
menunjukkan bahwa isolat DBK2 dan 
DBT17 memiliki kemiripan tertinggi 99% 
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Tabel 3  Tinggi tanaman, jumlah daun dan insidensi penyakit tanaman pisang yang diberi perlakuan 
bakteri endofit penghasil AHL lactonase
(Table 3  Plant height, number of leaves, and disease incidence in banana plants treated with AHL 
lactonase-producing endophytic bacteria)

Isolat bakteri
(Bacterial 
isolate)

Tinggi  tanaman 
(Plant height)

(cm)

Jumlah daun
(Number of 

leaves)

Insidensi penyakit pada ... hari setelah inokulasi*
(Disease incidence at ... days after inoculation*)

(%)
5 10 15

CBP1 17.72 c 6.50 b 0.00 b 8.33 b 25.00 b
CBN 13 18.03 c 6.70 b 0.00 b 16.67 b 25.00 b
DBT 7 22.22 b 7.15 ab 0.00 b 16.67 b 16.67 b
DBT 17 21.52 b 7.41 ab 0.00 b 8.33 b 16.67 b
DBK 2 24.05 a 7.75 a 0.00 b 8.33 b 8.33 b
K+a 18.03 c 6.73 b 0.00 b 8.33 b 16.67 b
K-b 14.86 d 4.85 c 25.00 a 91.67 a 100.00 a

aK+, Bibit pisang dengan perlakuan bakteri endofit; bK-, Bibit pisang tanpa perlakuan bakteri endofit. *Angka 
pada kolom yang sama yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda nyata pada  taraf 5%.
(aK+, banana seedlings treated with endophytic bacteria; bK-, banana seedlings without endophytic bacterial 
treatment. *Numbers in the same column followed by the same letter are not significantly different at the 5% 
level).

dengan gen aiiA B. cereus, B. thuringiensis, 
B. amyloliquefaciens, B. substilis, dan B. cereus. 
Isolat CBP1 homologi  98%  dengan gen aiiA 
B. cereus, B. thuringiensis, dan B. substilis. 
Isolat DBT7 memiliki kemiripan 82% dengan 
B. cereus, B. thuringiensis, B. amyloliquefaciens, 
B. substilis, dan B. cereus. Isolat CBN13 
memiliki homologi 96% dengan B. cereus, 
B. thuringiensis, B. amyloliquefaciens, 
B. substilis, dan B. cereus.

PEMBAHASAN

Ralstonia solanacearum akan menginvasi 
ruang interseluler tanaman dan menyebar 
keseluruh bagian tanaman lain melalui 
jaringan xilem. Populasi bakteri yang tinggi 
dan keberdaan EPS yang diproduksi oleh 
bakteri pada bagian interseluler jaringan 
tanaman akan menyebabkan terganggunya 
sistem pengangkutan air pada tanaman yang 
terinfeksi sehingga akan terjadi kelayuan 
secara cepat. Ralstonia solanacearum akan 
menggunakan sistem quorum sensing untuk 
mengekspresikan EPS setelah populasi bakteri 
mencapai kepadatan sel tertentu. Pada saat 
kepadatan populasi bakteri minimum telah 
terpenuhi bakteri akan mengekspresikan gen 
virulennya untuk menginfeksi tanaman dan 

menyebabkan penyakit. Regulasi gen virulen 
sebagian dimediasi oleh Phc cell density 
sensing system. Phc menggunakan molekul 
sinyal (3-OH PAME) sebagai molekul sinyal 
yang meregulasi produksi PhcA. PhcA 
berperan penting dalam regulasi rantai sinyal 
kompleks yang mengaktivasi ekspresi dari 
beberapa gen yang mengodekan faktor virulen 
(EPS) yang berperan penting dalam infeksi 
tanaman oleh R. solanacearum (Garg et al. 
2000).

Pada penelitian ini, bakteri endofit dipilih 
sebagai agens hayati karena infeksi  terjadi pada 
pembuluh xilem tanaman pisang. Keberadaan 
bakteri endofit lebih banyak ditemukan pada 
jaringan akar dibandingkan dengan jaringan 
batang pisang, hal ini memungkinkan adanya 
adaptasi antara akar tanaman dengan bakteri 
rizosfer yang masuk mengolonisasi jaringan 
pada akar tanaman (Amir 2015).

Seleksi bakteri endofit meliputi pengujian 
HR pada daun tembakau untuk memisahkan 
bakteri yang bersifat patogen. Pengujian 
hemolisis pada agar darah untuk mengetahui 
bakteri tidak berpotensi patogen pada mamalia. 
Indikator yang digunakan dalam pengujian 
aktivitas AHL, yaitu bakteri C. violaceum 
karena lebih mudah diamati fenotipnya. Selain 
itu C. violaceum memberikan pigmentasi yang 
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lebih gelap sehingga lebih mudah diamati 
(McLean et al. 2004). Kemampuan lima 
isolat dalam mendegradasi AHL C. violaceum 
berbeda-beda. Hal ini sesuai dengan yang 
dikemukakan Chong et al. (2012) bahwa 
bakteri asal tanah rizosfer memiliki aktivitas 
degradasi AHL yang berbeda.

Bakteri yang memiliki aktivitas Anti-QS 
banyak diidentifikasi dari Gram positif (Ma et 
al 2013). Secara morfologi lima isolat bakteri 
endofit penghasil AHL laktonase merupakan 
bakteri berbentuk batang. Gen aiiA lima isolat 
mempunyai kesamaan dengan runutan gen 
aiiA yang dimiliki B. cereus, B. thuringiensis, 
B. substilis, B. cereus, dan B. amyloliquefaciens 
yang telah banyak dilaporkan sebagai bakteri 
penghasil AHL laktonase.

Lima isolat bakteri endofit penghasil AHL 
laktonase (CBP1, CBN13, DBT7, DBT17, 
dan DBK2) berpotensi menghambat gejala 
penyakit layu pada tanaman pisang sehingga 
penggunaan agens hayati bakteri endofit 
penghasil AHL laktonase dapat dijadikan 
sebagai salah satu cara untuk mengendalikan 
R. solanacearum dan menghambat virulensi 
tanpa memengaruhi pertumbuhan bakteri 
tersebut, serta tidak menimbulkan kerugian 
terhadap inangnya. Bakteri endofit penghasil 
AHL juga tidak berdampak negatif terhadap 
lingkungan. Selain itu keberadaan gen aiiA 
dapat digunakan sebagai material genetik 
pada tanaman yang tahan terhadap infeksi 
patogen. Gen aiiA dari Bacillus sp. telah 
dikloning ke tanaman tembakau dan kentang 
menjadi tanaman transgenik yang tahan 
penyakit (Dong et al. 2001). Penelitian lebih 
lanjut perlu dilakukan terkait aplikasi praktis 
di lapangan berkaitan dengan waktu dan 
metode aplikasi pada bibit pisang. Ekspresi 
dan purifikasi AHL laktonase melalui teknik 
kloning juga memerlukan penelitian lanjutan 
yang mendalam. 
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