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POTENSI AKTINOBAKTERIA FILOSFER INDIGENOS
SEBAGAI AGENS BIOKONTROL PENYAKIT HAWAR DAUN
BAKTERI (Pantoea ananatis) DAN RESPON FISIOLOGIS
PERTAHANAN TANAMAN BAWANG MERAH

ABSTRAK

Penyakit hawar daun bakteri pada tanaman bawang merah disebabkan oleh Pantoea
ananatis yang dapat menyebabkan kehilangan hasil berkisar 78,04-83,64%. Alternatif
pengendalian penyakit hawar daun bakteri yang ramah lingkungan dan berkelanjutan yaitu
dengan memanfaatkan mikroorganisme aktinobakteria filosfer indigenos. Penelitian
bertujuan untuk: 1). Memperoleh isolat aktinobakteria filosfer indigenos yang berpotensi
sebagai agens biokontrol penyakit hawar daun bakteri, meningkatkan pertumbuhan
tanaman, dan produksi bawang merah; 2). Mengetahm aktivitas enzim pertahanan tanaman
bawang merah yang d11ntroduk51 dengan-aktinebalk eria filosfer indigenos dan diinokulasi
P ananatis, dan mengeta 'G N&R.SH&&AN@A igsilkan senyawa biokontrol serta
biofertilizer; 3). Mengetal tag Yoaktedid filosfer indigenos yang
berpotensi sebagai agenis || ont ze
eksperimen, yang disusunf¢le
Kemampuan aktinobakte 3
meningkatkan pertumbulja
perlakuan isolat aktinoba
enzim pertahanan tana
indigenos dan diinokulas
filosfer indigenos sebagailagens

olap, tediri dari 3 tahap yaitu: 1).
j yakit hawar daun bakteri,
merah, terdiri dari 22
1t percobaan. 2). Aktivitas
1k§i aktinobakteria filosfer
darakterisasi aktinobakteria
ara in vitro, terdiri dari 12
a filosfer indigenos yang
berpotensi sebagai agen geter yang diamati yaitu:
Perkembangan penyakit ha fiy. L pan, serta produksi bawang

strain NLLA3F, Streptomyces seoulensis straln NBSP3A, Streptomyces xiangtanensis
strain NBSP3F, dan Kitasatospora kepongensis strain NBSP2H mampu berperan sebagai
agens biokontrol penyakit hawar daun bakteri dengan indeks penekanan penyakit yaitu
77,15-87,00%, meningkatkan tinggi tanaman yaitu 41,55-45,77 cm, jumlah daun yaitu
48,66-74,55 helai, bobot segar umbi yaitu 111,24-150,55 g, dan bobot kering umbi bawang
merah yaitu 109,48-147,24 g. 2). Kelima isolat tersebut mampu meningkatkan aktivitas
enzim POX pada akar dengan persentase peningkatan yaitu 50,00-115,63% dan daun yaitu
36,00-80,56%, enzim PPO pada akar yaitu 16,00-216,00% dan daun yaitu 56,00-136,00%,
serta enzim PAL pada akar yaitu 13,93-22,73%, dan daun yaitu 8,74-13,73%, dan mampu
menekan pertumbuhan bakteri P. ananatis secara in vitro dengan diameter zona hambat
yaitu 16,00-17,50 mm, menghasilkan enzim protease dengan diameter yaitu 1,03-1,22 mm,
enzim amilase yaitu 1,01-2,05 mm, dan menghasilkan hidrogen sianida (HCN). Isolat
tersebut mampu memfiksasi nitrogen, melarutkan fosfat dengan diameter yaitu 1,14-1,38
mm, dan Indole Acetic Acid (IAA) dengan konsentrasi yaitu 83,46-308,51 ppm.

Kata kunci: Aktivitas enzim pertahanan, biofertilizer, enzim peroxidase,
Kitasatospora kepongensis, Streptomyces xiangtanensis.
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POTENTIAL OF INDIGENOUS PHYLLOSPHERE
ACTINOBACTERIA AS BIOCONTROL AGENTS BACTERIAL
LEAF BLIGHT DISEASE (Pantoea ananatis) AND
PHYSIOLOGICAL DEFENSE RESPONSES OF SHALLOT

ABSTRACT

Bacterial leaf blight disease in shallots caused by Pantoea ananatis can result in yield losses
ranging from 78.04 to 83.64%. Environmentally friendly and sustainable alternatives for
controlling bacterial leaf blight can be achieved by utilizing indigenous phyllosphere
actinobacteria. The objectives of this research were: 1) to obtain indigenous phyllosphere
actinobacterial isolates with potential as biocontrol agents of bacterial leaf blight disease, plant
growth promoters, and yield enhancers of shallots; 2) to determine the physiological responses
of shallot plants introduced with indigenous phyllosphere actinobacteria and inoculated with P,
ananatis, as well as their ab111ty to produe okand biofertilizer compounds; and 3) to

determine the diversity of giaeigenoNs\ ANDALA peterial species with potential as
biocontrol and biofertilizer perimentally using a Completely
Randomized Design, cons f P |!\ indigenous phyllosphere
actinobacteria to control bag ] S€3 Ol II browth, and i increase shallot

yield, consisting of 22 actif
units; 2) the activity of de
phyllosphere actmobacterl § ‘_; ih planta conditions, as well
di 2 '.: biocontrol and biofertilizer
! C I ) four replications; and 3)
molecular identification o w| indige phyllosphiere erial isolates with potential
as biocontrol and biofertiliz c d jwere: the development of
bacterial leaf blight diseas W \ ' &
enzymes, the production Winds; and sequencing and
phylogenetic analysis. The 1€ E h @iy ces bullii strain NLLP2H,

as the characterization of 1

were able to act as biocontrol agents ot DACHe : bhght disease with disease suppression
indices ranging from 77.15 to 87.00%, to increase plant height ranging from 41.55 to 45.77 cm,
number of leaves ranging from 48.66 to 74.55, fresh bulb weight ranging from 111.24 to 150.55
g, and dry bulb weight of shallots ranging from 109.48 to 147.24 g. These five isolates were
able to increase peroxidase (POX) enzyme activity in roots ranging from 50.00 to 115.63% and
in leaves ranging from 36.00 to 80.56%, polyphenol oxidase (PPO) enzyme activity in roots
ranging from 16.00 to 216.00% and in leaves ranging from 56.00 to 136.00%, and
phenylalanine ammonia lyase (PAL) enzyme activity in roots ranging from 13.93 to 22.73%
and in leaves ranging from 8.74 to 13.73%. They were also able to suppress the growth of P
ananatis in vitro with inhibition zone diameters ranging from 16.00 to 17.50 mm, to produce
protease enzymes with diameters ranging from 1.03 to 1.22 mm, amylase enzymes ranging
from 1.01 to 2.05 mm, and to produce hydrogen cyanide (HCN). These isolates were also able
to fix nitrogen, solubilize phosphate ranging from 1.14 to 1.38 mm, and produce indole-3-acetic
acid (IAA) ranging from 83.46 to 308.51 ppm.

Keywords: Defense enzyme activity, biofertilizer, peroxidase, Kitasatospora
kepongensis, Streptomyces xiangtanensis.
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BAB I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Tanaman bawang merah (4llium ascalonicum L.) merupakan salah satu
komoditas hortikultura penting yang bernilai ekonomi tinggi dan dimanfaatkan
sebagai bahan baku industri, farmasi, dan kesehatan (Rovicky et al., 2024).
Berdasarkan data yang diperoleh dari Badan Pusat Statistik, produktivitas bawang
merah di Indonesia mengalami peningkatan pada tahun 2021-2023 berturut-turut
yaitu 11,05; 11,15; dan 11,25 ton/ha. Produktivitas bawang merah di Sumatera
Barat pada tahun 2021-2023 berturut-turut yaitu 14,47; 14,78; dan 16,67 ton/ha

Organisme Penggangg
dapat menurunkan poténisi pa o1t Widky et al., 2024).

Beberapa patogen ) menginfelST@ananat ang merah yaitu Alternaria
porri penyebab penyal beicak ungy (NdibhIbAcidia 021); Peronosclerospora
destructor penyebab |
oxysporum f. sp. cepae yebay” eTyalsi{dusTky fig] a ang dan layu fusarium
(Diabankana et al., 20 f’ : ‘ » . o
al., 2021); Stemphylium vesicariu rpetiyébab “penyakit hawar daun stemphylium
(Chandel et al., 2024); Pseudomonas viridiflava penyebab penyakit busuk umbi
(Tsuji & Fuji, 2021); Xanthomonas axonopodis pv. allii penyebab penyakit hawar
daun bakteri (Nga et al, 2021; Yanti et al., 2023); Pantoea dispersa penyebab
penyakit busuk tengah umbi (Chang et al., 2018); Pantoea agglomerans penyebab
penyakit busuk umbi (Zhang et al., 2022); dan Pantoea ananatis penyebab penyakit
hawar daun bakteri (De Armas et al., 2022).

Penyakit hawar daun bakteri yang disebabkan oleh P ananatis merupakan
penyakit penting yang sampai saat ini masih tergolong dalam kategori Organisme
Pengganggu Tumbuhan Karantina golongan A2 (OPTK A2), yaitu patogen yang

telah terdeteksi di Indonesia tetapi penyebaran di lapangan masih terbatas dan



sedang dalam upaya pengendalian (Badan Karantina Pertanian, 2022). Gejala awal
infeksi penyakit hawar daun bakteri ini ditandai dengan adanya lesi kebasahan
(water soaking) pada bagian tengah daun tanaman bawang merah dan berkembang
menjadi klorosis berwarna putih yang memanjang hingga bagian ujung daun,
sehingga daun tanaman bawang merah menjadi nekrotik yang mengering berwarna
putih akibat kematian sel klorofil pada daun, lalu berubah menjadi warna abu-abu
hingga kecoklatan (Myers et al., 2023). Kerugian hasil panen yang ditimbulkan di
beberapa sentra produksi bawang merah tergolong cukup tinggi yaitu seperti di
Cirebon berkisar 81,43%, Tegal berkisar 80,81%, Nganjuk berkisar 83,31%, Bantul
berkisar 78,04%, dan Sigi berkisar 83,64% (Asrul et al, 2014). Sementara itu,

kerugian yang ditimbulkan di sentra produksi bawang merah di Sumatera Barat

severitas penyakit berkigh
Beberapa upaya ps
telah dilakukan di lua

n ppkteri P ananatis yang
fcgunakan benih schat,
mengatur jarak tanam y, a 4n, menggunakan mulsa
plastik, membuat jalur al., 19), eradikasi tanaman
yang terinfeksi (Yanti eg : aman dengan menanam
tanaman bukan satu fa | enekan perkembangan
patogen, mengendalikafig

(Black et al., 2012). Nathum:

ypemupukan berimbang
: N wffx engendalikan penyakit
hawar daun bakteri menggunakan bakterisida sintetik berbahan aktif tembaga
oxysulfate (Asrul, 2020). Pengendalian penyakit hawar daun bakteri dengan
bakterisida sintetik dapat berdampak negatif yang dapat merugikan ekologi,
menimbulkan strain baru patogen, patogen yang dikendalikan menjadi resisten
terhadap bakterisida sintetik, membunuh spesies bukan target, membunuh musuh
alami, serta meninggalkan residu kimia yang berbahaya bagi kesehatan (Kaari et
al., 2023). Maka, diperlukan alternatif yang ramah lingkungan dan berkelanjutan
yaitu dengan memanfaatkan mikroorganisme indigenos (Boubekri et al., 2022).
Mikroorganisme indigenos berasal dari tanaman tertentu dan diaplikasikan

kembali pada tanaman asalnya. Keunggulannya yaitu ketika diaplikasikan kembali

ke tanaman asalnya, mikroorganisme indigenos tersebut mampu beradaptasi dan



berkembang lebih optimal (Querejeta et al., 2022). Mikroorganisme indigenos yang
dapat dimanfaatkan untuk mengendalikan perkembangan penyakit pada tanaman,
meningkatkan pertumbuhan tanaman, dan produksi tanaman salah satunya yaitu
aktinobakteria filosfer indigenos (Wati et al., 2024).

Aktinobakteria filosfer indigenos merupakan bakteri yang berasosiasi pada
bagian permukaan daun tanaman tanpa menyebabkan gejala penyakit pada daun
tanaman tersebut (Kumar et al., 2023). Aktinobakteria filosfer indigenos berperan
sebagai agens biokontrol dan biofertilizer melalui mekanisme langsung dan tidak
langsung (Silva et al., 2022). Mekanisme secara langsung yaitu interaksi langsung
antara aktinobakteria filosfer indigenos dan patogen dengan menghasilkan senyawa

antibiotik yang dapat mendegradasi dinding sel patogen seperti poliketida, -laktam,

l
«1
patogen tanaman (Izhaf @ al., , llcatSider | or dan hidrogen sianida

(Trivedi et al., 2020). S !1 genos berperan sebagai

protease, amilase, selulgide pndegradasi dinding sel

biofertilizer dengan mg elarutkan fosfat yang

tidak larut di dalam tafheinenghiasilka Sonaludoic| ceric Acid (IAA), dan

tanaman (Kaari et al., 2023) yang berimplikasi pada jaringan pensinyalan aktivitas
enzim pertahanan tanaman, sehingga mampu meningkatkan aktivitas enzim
pertahanan terhadap infeksi patogen seperti enzim Peroxidase (POX), Polyphenol
Oxidase (POX) (Meena et al., 2023), dan Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL)
(Bindushree et al., 2023). Induksi ketahanan sistemik berperan dalam perlindungan
fisik dan mekanik untuk melindungi dinding sel tanaman dengan mengubah reaksi
fisiologis dan biokimia pada tanaman yang dapat mensintesis bahan kimia untuk
pertahanan tanaman terhadap infeksi patogen (Kaari et al, 2023). Peningkatan
enzim pertahanan tanaman dapat menghambat perkembangan dan poliferasi

patogen di dalam jaringan tanaman dengan aktivasi biosintesis lignifikasi, dan



akumulasi fenolik dengan konsentrasi yang tinggi pada seluruh bagian tanaman,
termasuk bagian yang terinfeksi patogen (Ebrahimi et al., 2022). Aktinobakteria
mampu meningkatkan aktivitas enzim pertahanan tanaman, sehingga tanaman lebih
resisten terhadap infeksi patogen. Abo et al. (2020), menyatakan Streptomyces sp.
mampu meningkatkan aktivitas enzim POX dan PAL pada tanaman tomat yang
terinfeksi penyakit mozaik (Tobacco Mozaik Virus). Introduksi S. pectum dapat
meningkatkan ketahanan tanaman tomat terhadap penyakit virus kuning keriting
(Yellow Leaf Curl Virus) dengan meningkatkan enzim POX dan PAL (Li ef al,
2019). S. rochei mampu menginduksi ketahanan sistemik tanaman apel serta
menekan perkembangan penyakit busuk cincin (Botryosphaeria dothidea) dengan

meningkatkan aktivitas enzim POX dan PAL (Zhang et al., 2016).

indigenos yang mampd =)

isc at NLLA3F, NLLP2A,
RS $A, NBSP2I, NLLP2G,
, NBSA2B, NBSP3B,

meningkatkan produks
NLLP2H, NBSP2C, N
NBSP2H, NBSP3F, N
NKGP3G, dan NKGP3l g otensial tersebut belum
diketahui, sehingga un J eria filosfer indigenos
dapat dilakukan melal ‘_‘ .

Identifikasi spesieSt 5 Srerng AOSYdapat dilakukan secara

molekuler dengan menaiéetkan ge 1‘1 . Proses ini melibatkan

ActR. Data urutan basa nitrogen dari hasil sekuensing DNA, dianalisis secara
filogenetik untuk menentukan kekerabatan antar spesies aktinobakteria yang
terdapat pada referensi spesies di database GenBank (Salam et al., 2020).
Aktinobakteria yang telah diidentifikasi menggunakan primer spesifik ActF dan
ActR diperoleh dari beberapa genus, yaitu Amycolatopsis, Saccharopolyspora,
Nocardioides, dan Streptomyces (Perez et al., 2022). Beberapa aktinobakteria yang
diisolasi dari rhizosfer tanaman bawang merah dan diidentifikasi dengan primer
spesifik 27F dan 16Sactl114R, menunjukkan spesies Streptomyces rameus, S.
lydicus, S. viridaris, S. panaciradicis, dan S. seoulensis (Yanti et al., 2024). Menurut

Han et al. (2025), identifikasi molekuler aktinobakteria yang diisolasi dari rhizosfer



tanaman padi menggunakan primer SC-Act-235 dan Act-878 menunjukkan spesies

Streptomyces sp. Sementara itu, keragaman spesies aktinobakteria dari filosfer

tanaman padi yang diidentifikasi secara molekuler dengan primer spesifik diperoleh

berasal dari genus Streptomyces, Saccharothrix, Lentzea, dan Gordonia

(Harsonowati et al., 2017).

B.

1.

Rumusan Masalah

Bagaimana kemampuan aktinobakteria filosfer indigenos sebagai agens
biokontrol penyakit hawar daun bakteri, meningkatkan pertumbuhan tanaman,
dan produksi bawang merah?

Bagaimana respon fisiologis tanaman bawang merah yang diintroduksi dengan

kemampuan mengha
Bagaimana keragampan spesics al akteria idigenos yang terseleksi

berdasarkan primeg s

Tujuan Penelitia

Memperoleh aktin brpotensi sebagai agens

biokontrol penyakifl pertumbuhan tanaman,
Mengetahui respon erah yang diintroduksi
dengan aktinobakteria filosfer 1nd1genos dan inokulasi P. ananatis, serta
mengetahui kemampuan menghasilkan senyawa biokontrol dan biofertilizer.

Mengetahui keragaman spesies akinobakteria filosfer indigenos yang terseleksi

berdasarkan primer spesifik ActF dan ActR.
Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian yaitu untuk memberikan informasi mengenai kemampuan

aktinobakteria filosfer indigenos dalam mengendalikan penyakit hawar daun

bakteri dan meningkatkan produksi bawang merah.



BAB II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Bawang Merah

Tanaman bawang merah (Allium ascolanicum L.) merupakan tanaman
hortikultura yang memiliki nilai ekonomi cukup tinggi dan bermanfaat sebagai
bahan masakan, industri, farmasi, dan kesehatan (Yanti et al., 2024). Menurut CABI
(2021), tanaman bawang merah diklasifikasikan sebagai berikut yaitu kingdom:
Plantae, divisi: Spermatophyta, subdivisi: Angiospermae, class: Monocotyledonae,
ordo: Liliales, family: Liliaceae, genus: Allium, dan spesies: Allium ascalonicum L.

Tanaman bawang merah dapat tumbuh dengan optimal pada dataran rendah

maupun dataran ting itar 0-1.100 m dpl dengan

ketinggian yang optim: Uroes ' hda 0-800 m dpl (Murti
et al, 2022). Bawa r 7005 penyinaran cahaya
matahari selama 12 ja lafl| pertumbuhan tanaman,
serta dapat meningkdth ' flaman bawang merah
(Arsadiarta et al., 20240

berkisar 25-32 °C se

i bawang merah yaitu
o (Krismiratsih et al.,

|
(
/c tanah yang sehat,

B

2025). Bawang mera da
gembur, dan mengan =) inase dan aerase yang
sesuai (ITham et al., 20 tang : garuhi tanaman dalam
menyerap unsur hara pada tanah AT or ., 2021). pH tanah optimal untuk
pertumbuhan tanaman bawang merah yaitu berkisar 5.7-7.0 (Herani et al., 2023).
Kriteria umbi bawang merah untuk dibudidayakan yaitu umbi berasal dari
indukan yang berumur 60-90 hst tergantung varietas. Umbi memiliki ukuran sedang
sekitar 5-10 g dengan bentuk dan penampilan umbi segar, sehat, padat, bentuknya
tidak cacat, kulit umbi tidak keriput dan terkelupas, berwarna cerah merah
keunguan, serta terbebas dari hama dan penyakit pada umbi (Murti ef al., 2022).
Penanaman dilakukan dengan memotong 1/3 bagian atas umbi, setelah itu ditanam
dengan membenamkan umbi dengan posisi tegak dengan jarak tanam 20x20 cm
(Yanti et al., 2024). Penanaman bawang merah dilakukan pada pagi ataupun sore

hari tergantung kondisi cuaca (Yanti ef al., 2023).



Pemupukan pada tanaman bawang merah dilakukan sebanyak dua kali yaitu
pada persiapan lahan sebagai pupuk dasar dan pada saat tanaman berumur 35 hst.
Pemupukan dasar pada tanaman bawang merah membutuhkan kotoran sapi
sebanyak 10-20 ton/ha, kotoran ayam sebanyak 5-6 ton/ha, dan kompos sebanyak
4-5 ton/ha. Pemupukan selanjutnya menggunakan pupuk anorganik dengan dosis
Nitrogen yang optimum sebanyak 150-300 kg/ha, Kalium sebanyak 50-150 kg/ha.
Pemberian pupuk N dengan dosis 250 kg/ha, dan K 100 kg/ha sebagai dosis pupuk
pada budidaya bawang merah dapat meningkatkan kuantitas dan kualitas hasil,
sehingga dapat mencegah serangan patogen tanaman (Herani et al., 2023).

Pemanenan tanaman bawang merah dilakukan pada saat cuaca cerah dan

kering serta pada saat tanaman berumur 65-70 hst yang ditandai dengan rebahnya

dengan mencabut selurpily ;-_; Mg eng al agar umbi tidak rusak
maupun tertinggal di t ¢rsihkan dari sisa tanah
yang menempel pada u ) erah, kemudian diikat
dan dikeringkan (Siswa

Kendala utama dalgms
patogen yang menuru | K o] 4 Beberapa patogen yang
menginfeksi tanaman D@ ) T '\’:-' ernaria porri penyebab

penyakit bercak ungu {Mu \JoPe posclerospora destructor

cepae penyebab penyakit busuk pangkal batang (Diabankana et al., 2024); Puccinia
allii penyebab penyakit karat daun (Kwon et al., 2021); Stemphylium vesicarium
penyebab penyakit hawar daun stemphylium (Chandel et al., 2024); Pseudomonas
viridiflava penyebab penyakit busuk umbi (Tsuji & Fuji, 2021); Pantoea dispersa
penyebab penyakit busuk tengah umbi (Chang et al., 2018); Pantoea agglomerans
penyebab penyakit busuk umbi (Zhang et al., 2022); Xanthomonas axonopodis pv.
alli penyebab penyakit hawar daun bakteri (Nga et al., 2021); dan Pantoea ananatis
penyebab penyakit hawar daun bakteri (De Armas ef al., 2022).



B. Penyakit Hawar Daun Bakteri oleh Pantoea ananatis

Penyakit hawar daun bakteri yang disebabkan oleh P. ananatis merupakan
penyakit penting pada tanaman bawang merah (Kowalska & Smolinska, 2015).
Penyakit ini dapat menyebar melalui perpindahan benih, terutama pada benih
bawang merah yang diimpor berisiko dapat menyebarkan inokulum P. ananatis
strain baru dengan tingkat virulensi yang tinggi sehingga dapat mematahkan
ketahanan kultivar pada bawang merah dengan mudah (Dutta et al., 2017). Selain
itu inokulum P. ananatis disebarkan melalui luka pada bagian tanaman (Coutinho
& Venter, 2009); alat pertanian yang digunakan selama budidaya tanaman bawang
merah, dan serangga vektor seperti Thrips tobaco Frankliniella fusca (Gitaitis et
al., 2003); Thrips onion Thrips tabaci (Dutta et al., 2014), dan dapat menyebabkan
busuk pada bagian

Perkembangan penyakithini did 1o be ha I5; alfibtik seperti curah hujan
yang berkepanjangan, élcmbai ; NS lingo1 ;-. far 75%, dan suhu yang
bersekitar antara 28-35 {

Kerugian yang ditip Tk thpwar daun bakteri ini di
lapangan cukup besar

berkisar 20-25% (As

-» grugian di penyimpanan
f bulkan akibat penyakit
hawar daun bakteri § al pada~bagian tengs ‘ yaitu berupa bercak
kebasahan (water soak daut dgpaiieliikan pada daun atau daun
menjadi melengkung, | LOBIS” 56 e gsis”Berwarna putih, kecokelatan,
hingga menghitam pada bagian dau naman bawang merah (Asrul, 2020).
Gambar 1A gejala penyakit hawar daun bakteri yang ditandai klorosis dan nekrotik
pada daun tanaman bawang merah. Gambar 1B gejala klorosis berwarna putih pada
bagian tengah daun tanaman bawang merah.

Gejala serangan yang disebabkan oleh P. ananatis yaitu adanya bercak putih
kering dengan klorosis yang memanjang dari bagian tengah daun bawang merah
hingga ke pangkal daun. Infeksi lebih parah terjadi ketika daun tanaman terdapat
gejala klorosis menjadi warna abu-abu dan daun menjadi mengering sehingga
menyebabkan tanaman bawang merah mati (Nurjanah et al., 2018). Menurut

Myers et al. (2023), infeksi P. ananatis pada tanaman bawang merah dimulai

adanya bercak pada daun tanaman yang memanjang hingga ujung daun.



Gambar 1. Gejala penyakit hawar daun bakteri oleh P. ananatis pada tanaman
bawang merah (A) Gejala klorosis dan nekrosis pada daun tanaman
bawang merah (Asrul & Umrah, 2019), (B) Gejala penyakit hawar

daun bakteri di lahan tanaman bawang merah di Nagari Bukit Sileh,

Kecamatag Lemiy: K, Sumatera Barat.

Upaya yang telah dilg ' ‘ Wikan penylakit hawar daun bakteri
yang disebabkan ole akafl| kultivar tahan seperti
> ananatis pada lahan
Hingga dapat menekan

pertumbuhan dan perkg 6o eri di Amerika Serikat

dilakukan pada tahap a daun bakteri P. ananatis
(Bomfeti et al., 2007). P "'('54 dengan memilih genotip
resisten terhadap patogen (Carr etal., 2013); memusnahkan tanaman yang terserang,
rotasi tanaman bukan inang, memperbaiki saluran irigasi dan drainase, jarak tanam
yang ideal dan menggunakan mulsa plastik sebagai penutup tanah sehingga kondisi
tanah menjadi panas dan dapat menghambat patogen (Yanti ef al., 2023).

Berbagai upaya pengendalian penyakit hawar daun bakteri yang telah
dilakukan, namun teknik pengendalian yang disarankan masih terbatas dalam
pengaplikasiannya di lapangan. Faktor yang menyebabkan sulitnya pengendalian
penyakit hawar daun bakteri diantaranya yaitu kurangnya pemahaman petani dalam
menerapkan pengendalian di lapangan dan kemampuan P ananatis dalam
membentuk strain baru dengan tingkat virulensi yang berbeda dan kisaran inang

yang cukup luas (Dutta et al., 2017). Penggunaan bakterisida sintetik untuk
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mengendalikan penyakit hawar daun bakteri ini memiliki risiko yang berbahaya
(Kaari et al., 2023). Alternatif pengendalian yang ramah lingkungan dan efektif
yaitu dapat memanfaatkan mikroorganisme yang berasal dari filosfer tanaman,

salah satunya yaitu dari kelompok aktinobakteria filosfer (Wang & Ma, 2010).

C. Aktinobakteria Filosfer Indigenos

Aktinobakteria filosfer indigenos merupakan kelompok bakteri Gram positif
yang dapat beradaptasi dengan lingkungan yang beragam termasuk pada
permukaan daun tanaman (Durand et al, 2018). Klasifikasi morfologi
aktinobakteria mengacu pada ada tidaknya miselium substrat, miselium aerial,

warna miselium, produksi pigmen melanin, dan susunan spora dalam rantai spora.

Pigmen melanin yang dihasill i Ak (@ eTPRTan lam meningkatkan daya
adaptasi aktinobakteria 1—.1 n (Barka et al., 2016).

Aktinobakteria yahig i (aman disebut dengan
aktinobakteria filosfer (efia filosfer merupakan
kelompok aktinobakte 1:,' % :'. ing ‘ o tanaman yang dapat
berperan penting daladif oe tanaman dan memacu
pertumbuhan tanaman ¢l

Populasi aktinobal§ ] ¢tor biotik dan abiotik.
Faktor biotik yang mempes ol 1@'filosfer diantaranya yaitu

struktur morfologi filostet  kakaliort teristik biokimia, jenis

tanaman, dan varietas tanaman. Sedangkan faktor abiotik yang mempengaruhi

populasi aktinobakteria filosfer yaitu kondisi iklim, letak geografis, sifat fisik dan
kimia tanah, suhu, kelembapan, dan cahaya matahari (Huang et al., 2023).
Aktinobakteria filosfer sebagai binokulan dan biopestisida merupakan
alternatif pupuk dan pestisida kimiawi yang ramah lingkungan dan aman digunakan
secara luas. Aktinobakteria filosfer dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman
pada berbagai cekaman abiotik seperti suhu ekstrim, salinitas, dan kekurangan air.
Pertumbuhan optimum yaitu suhu 28-37 °C dan sebagian aktinobakteria filosfer
dapat tumbuh pada suhu ekstrim yang berkisar 55-56 °C (Wati et al., 2024).
Aktinobakteria filosfer memiliki kemampuan sebagai agens biokontrol dalam

menghambat pertumbuhan patogen melalui mekanisme secara langsung dan tidak



11

langsung. Mekanisme langsung terjadi persaingan nutrisi dengan patogen dan
menghasilkan senyawa antibiotik untuk menghambat perkembangan patogen (Silva
et al., 2022). Mekanisme tidak langsung terjadi induksi ketahanan tanaman dan
memicu tanaman menghasilkan induksi ketahanan sistemik (Mitra et al., 2022 ).
Induksi ketahanan sistemik merupakan penekanan pertumbuhan patogen
tanaman oleh aktinobakteria filosfer. ISR bekerja pada jaringan tanaman untuk
memberikan sinyal tanaman seperti asam salisilat, asam jasmonat, dan etilen.
Hormon ini merangsang mekanisme ketahanan tanaman terhadap fitopatogen yang
melibatkan perlindungan fisik dan mekanik dengan melindungi dinding sel tanaman
serta mengubah reaksi fisiologis dan biokimia, sehingga tanaman mensintesis

bahan kimia untuk mempertahankan terhadap patogen (Roopa & Gadag, 2019).

Aktinobakteria sebagai_-bgk g r~Jfilosfer berasosiasi dengan

’ pada tanaman tersebut.

[ \V ¢ '. q & 4

merlghasilkan metabolit bioaktif, siderofor, amonia,

e, T AW il

hydogen cyanide (HCN), asam giberelat, dan enzim, seperti aminocyclopropane,
Hl || |

carboxylic acid (ACC), deaminase, kitinase, selulase, lipase, dan f-1,3 glucanase,
I e, N 1]

pelarutan fosfat, fiksasi nitogen, seng, dan kalium sebagai pemacu pertumbuhan
NP A AL 1k's BN AN N

tanaman dan agens biokontrol Qathla et al., 2017). Selain itu, aktinobakteria
{ \\_?Q’; /

-/

Aktinobakteria filosfe

......

filosfer menghasilkan /dole Acid

pada mekanisme pertahanan tanaman inang (Ilsan, 2017). Aktinobakteria filosfer
sebagai agen biokontrol dapat menghambat pertumbuhan patogen tanaman seperti
Corynespora cassiicola (Wang & Ma, 2010); Pyricularia oryzae (Harsonowati et
al., 2017); Sclerotium rolfsii (Wibowo et al., 2019); Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum (Vesuna & Nerurkar, 2020); C. gloeosporioides, F oxysporum
(Mitra et al., 2022); P. ananatis (Dornelas et al., 2023); dan Ralstonia syzygii subsp.
indonesiensis (Hosny et al., 2022). Kemampuan beberapa aktinobakteria indigenos
yang diperoleh dari tanaman padi mampu mengendalikan perkembangan penyakit
hawar daun bakteri Xanthomonas oryzae pv. oryzae serta meningkatkan

pertumbuhan dan hasil tanaman padi (Fadil et al.,, 2023). Aktinobakteria filosfer
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yang diisolasi dari permukaan daun tanaman padi mampu mengendalikan bakteri
fitopatogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae menghasilkan senyawa antibiotik
(Ilsan et al., 2016).

Aktinobakteria juga menyediakan nutrisi yang dibutuhkan oleh tanaman
berupa melarutkan fosfat, menambat nitrogen, dan memproduksi fitohormon yang
dapat memacu pertumbuhan tanaman seperti /ndole Acetic Acid (IAA). Produksi
IAA oleh Streptomyces bergantung pada L-triptophan dan jalurnya melalui indole-
3-acetamide. Produksi IAA oleh strain Steptomyces En-1 dapat merangsang
pertumbuhan planlet Arabidopsis selama budidaya (Lin & Xu, 2013). Penelitian
Ghorbani et al. (2013), aktinobakteria mampu menghidrolisis asam fitat yang
dominan bentuk P organik dalam tanah. Akttinobakteria filosfer indigenos mampu

menginduksi ketahanan tanamerT= deeta o S pakan suatu karakter yang

- |

dimiliki oleh tanamanf 1 cTicKar Zan dlldan patogen, tanaman
mempunyai dua meka anan|pasif dan aktif, induksi
te iic Agcuired Resistance

(SAR) dan Induced Sysfdmic F Afnas|ér /., 2023).

ketahanan tanaman yahg:

ISR terjadi karenajperubahan fisi ‘ ar memacu terbentuknya
senyawa kimia yang befaanasdalan pertalial apabatogen (Angraeni ef al.,
2021). SAR mengindulg i é sinyalan asam salisilat

alui asam jasmonat (AJ)

ISR ini dapat dilakukan dengan memberikan perlakuan dengan agens biokontrol.
Senyawa yang dihasilkan oleh aktinobakteria filosfer menjadi elisitor sinyal JA
dan ET bagi tanaman untuk membentuk sistem pertahanan terhadap infeksi patogen
sehingga menimbulkan ISR pada tanaman (Chen et al., 2022). Aktinobakteria
filosfer berperan sebagai agens biofertilizer dan biostimulan karena kemampuannya
dalam fiksasi nitrogen, pelarutan fosfat, dan menghasilkan senyawa pemacu
pertumbuhan tanaman seperti IAA, giberelin, dan sitokinin (Wahyudi et al., 2019).
Kemampuan aktinobakteria filosfer sebagai agens biofertilizer secara tidak

langsung mampu meningkatkan ISR tanaman terhadap patogen.



13

ISR memacu tanaman meningkatkan senyawa peroxidase (PO), phenylalanine
ammonia lyase (PAL), dan polyphenol oxidase (PPO) yang akan menjadi senyawa
pertahanan tanaman terhadap infeksi patogen (Lee et al, 2021). Enzim POX
berperan dalam proses pembentukan dan penebalan dinding sel tanaman sehingga
tanaman resisten terhadap infeksi awal patogen melalui biosintesis lignifikasi
dinding sel tanaman (Zhai et al., 2024); mampu mendegradasi hidrogen peroksida
yang toksik terhadap patogen tanaman (Maibeche et al., 2022); dan menghasilkan
senyawa fenolitik yang dapat menekan pertumbuhan patogen di dalam jaringan
tanaman (Poursakhi et al., 2025). Enzim PPO berperan dalam merespon infeksi
patogen dengan cepat sehingga patogen tidak menyebar ke bagian jaringan tanaman

yang lain melalui reaksi hipersensitif dengan mematikan jaringan tanaman yang

: ﬂl engkatalisasi senyawa
amonia dari senyawa fase ) it grjadi sintesis senyawa
fenolitik dengan kons Ma pertahanan tanaman
terhadap infeksi patoge ‘

Menurut Hata er @lif(202 1)yme (@ eptoniides shenzhenensis strain

tanaman berumur 2 hsi. Aktivits ' izt X meningkat dengan konsentrasi
tertinggi yaitu 115,32 umol/mg protein, enzim PPO yaitu 118,52 pmol/mg protein,
enzim PAL yaitu 51,36 umol/mg protein, dan enzim GLU yaitu 275,14 abs/mg
protein (Hata et al., 2021).

Aktinobakteria dari spesies Streptomyces sp. strain N2 mampu mengendalikan
penyakit busuk buah jeruk yang disebabkan oleh jamur Penicillium digitatum dan
P italicum dengan meningkatkan aktivitas enzim pertahanan tanaman secara
signifikan seperti enzim Superoxide Dismutase (SOD) pada 3 hsi yaitu 206,58
ng/fresh wheight, enzim Catalase (CAT) pada 5 hsi yaitu 32,03 pg/fresh wheight,
enzim Peroxidase (POX) pada 1 hsi yaitu 560,62 pg/fresh wheight, enzim

Polyphenol Oxidase (PPO) pada 4 hsi yaitu 10,05 pg/fresh wheight, dan enzim
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Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) pada 4 hsi yaitu 471,73 pg/fresh wheight.
Selain itu, Streptomyces sp. strain N2 mampu meningkatkan aktivitas Pathogenesis
Related Protein (PR-Protein) pada 5 hsi seperti meningkatkan aktivitas enzim
Chitinase yaitu 0,11 pg/fresh wheight dan enzim p-1,3-Glucanase yaitu 24,00
ng/fresh wheight (Peng et al., 2025).

D. Identifikasi Molekuler Aktinobakteria Filosfer Indigenos

Spesies bakteri dapat diketahui melalui proses identifikasi secara molekuler,
proses identifikasi dilakukan dengan cara pengamatan terhadap bakteri tersebut
secara morfologi maupun fisiologi. Pengamatan secara morfologi meliputi bentuk

koloni, struktur koloni, bentuk sel, ukuran sel, bentuk flagel, dan pewarnaan

molekuler yaitu dengar} ineng olasi ABAKIC T, sclar uthya amplifikasi dengan
metode Polymerase Ch Rosahdi e al, 2018).
tiga itul§S, 168, dan 23S rRNA,

Prokaryota memilik
dari ketiga jenis RNA ng banyak digunakan
sebagai penanda molekdl ¢ldalam mengidentifikasi
! dan dalam identifikasi

dinilai sangat sulit, jen§ (A :
Archae dan Prokariot tidCaUFEaEIKa~ e GaualISar ogenik. Gen 23S rRNA

rRNA untuk metode identifikasi molekuler dianggap memiliki tingkat diskriminasi
yang rendah karena sebagian besar hasil runutan DNA 16S rRNA menunjukkan
adanya kesamaan yang tinggi di dalam satu spesies (Akihary & Kolondam, 2020).

Panjang urutan gen 16S rRNA adalah sekitar 1,550 bp dan terdiri dari daerah
yang dilestarikan (conserved regions), gen ini relatif besar, dengan polimorfisme
interspesifik untuk menganalisis perbedaan dan pengukuran yang valid secara
statistik, primer universal biasanya digunakan sebagai pelengkap ke daerah yang
dilestarikan pada bagian awal gen dan di kedua wilayah 15,540-bp atau pada akhir
urutan sekitar 1,550 bp, dan urutan pada daerah variabel diantaranya digunakan

untuk taksonomi perbandingan, meskipun ukuran yang umum digunakan untuk
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sekuens dan membandingkan adalah 500 dan 1,500 bp, namun urutan dalam
database dapat lebih bervariasi (Noer, 2021).

Gen 16S rRNA bersifat universal untuk mengidentifikasi bakteri termasuk
bakteri dari filum aktinobakteria, sehingga hubungan filogenetik dapat diukur antar
semua spesies bakteri. Perbandingan urutan gen 16S rRNA memungkinkan
diferensiasi tingkat genus pada semua filum utama bakteri dengan tujuan
mengklasifikasikan galur di berbagai tingkat, termasuk tingkat spesies dan sub
spesies (Law et al., 2018). Identifikasi molekuler aktinobakteria filosfer indigenos
dapat menggunakan primer spesifik yaitu primer ActF dan ActR yang bertujuan
untuk mengetahui spesies aktinobakteria filosfer indigenos yang lebih spesifik.

Primer spesifik aktinobakteria filosfer indigenos yaitu primer ActF dan ActR

kompleks. Identifikasy|[akfinobakteria’ AIOSTEr—ial Selds biasanya dianalisis
menggunakan primer s

penyandi 16S rRNA.

t mengamplifikasi gen
identifikasi molekuler
ogsifik telah dilakukan. Ali
engan kode EU593640

aktinobakteria filosfer i
et al., (2012) melapork:
asal tanaman Ginseng

Ozakin et al.,

agan| Streptomyces avidinii.
pffichasil antibiotik telah

diidentifikasi menggurlQKaR) DI a diperoleh kemiripan

a _ _wﬁx g berasal dari rhizosfer
tanaman cabai setelah diidentifikasi dengan primer spesifik ActF dan ActR
diperoleh spesies Streptomyces cellulose, S. olivaceus, S. psudogriseolus, dan S.
griseoflavus (Yanti et al., 2023). Menurut Han ef al. (2025) aktinobakteria yang
berasal dari rhizosfer tanaman herbal Salvia miltiorrhiza yang diidentifikasi dengan

primer spesifik SC-Act-235 dan Act-878 diperoleh dari spesies Streptomyces sp.



BAB III. METODE PENELITIAN

A. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian telah dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Departemen
Proteksi Tanaman, dan Kebun Percobaan, Fakultas Pertanian, Universitas Andalas,
Padang; Pusat Riset Mikrobiologi Terapan-Badan Riset dan Inovasi Nasional,
Cibinong; dan Laboratorium Biomedik, Fakultas Kedokteran, Universitas Andalas,
Padang. Penelitian telah dilaksanakan pada bulan Desember 2024 hingga Juli 2025.

Jadwal kegiatan penelitian terlampir Lampiran 1.

B. Bahan Penelitian

alkohol 70%, akuades, 20
a Yanti, S. Si., M. P),

Bahan-bahan yan
isolat aktinobakteria
bakteri Pantoea anandy , M. P), umbi bawang
merah kultivar Bima
3), medium Starch C@s
(GYPA), medium Inte

(SCB), medium Glu

cFarland (Lampiran
e Yeast Peptone Agar
’2), Starch Casein Broth

edium [nternational

Streptomyces Project &8 (LSP o, Milk Agar (SMA)
medium deMann Rogo 150 g ' i ikovskaya Agar (PKV)
(Lampiran 4), picric aczm i@ PNl ‘mrActF (5°CGCGGCCTAT

CAGCTTGTTG-3’), ActR (5’ CCGTACTCCCCAGGCGGGG 3°), agarose gel 1%,
buffer Tris Boric EDTA (TBE 0.5 x), buffer fosfat, buffer Natrium fosfat, catechol,
kalium fosfat 0.5%, buffer pH 7, 0,1 g Polypinyl pyrplidone (PVP), pirogalol, buffer
borat, Tris-HCI, mercaptoetanol, L-phenylalanine, asam sinamat, nitrogen cair,
methanol 80%, filter fiber glass, heksan, HCl 4N, ethyl acetate, methanol absolut,
asam linnnoleat, Tween 20, asam 9,10-dihidrojasmonat, NaOCl, L-Tryptophan
0.5%, Salkowsky reagent, glutaraldehyde 4%, osmium tetroxide 1%, ITaq master
mix PCR, resin Spurr, HCI, NaOH 0.5 mM, aluminium foil, tisu, polybag ukuran 5
kg, plastik bening, kertas saring, dan kertas label, plastic wrapp, cotton buds,

spiritus, pupuk kotoran sapi, akuades, dan tanah.
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C. Peralatan Penelitian

Peralatan yang digunakan yaitu cawan petri, gelas ukur, pinset, tabung reaksi,
pipet tetes, Erlenmeyer, Laminar Air Flow Cabinet, autoclave, vortex, timbangan
analitik, hotplate stirrer, rotary shaker, haemocytometer neubauer improved China,
spuit ukuran 1 ml, hand sprayer, jarum ose, microtube, mikro pipet, mesin PCR
thermal cycler, elektroforesis, spektrofotometer, mikroskop stereo binokuler, object
glass, cover glass, eppendorf tube, pisau, mortar, alu, korek api, bunsen, pisau,

freezer, electrophoresis tray, UV Trans [lluminator, alat dokumentasi, dan alat tulis.
D. Rancangan Penelitian

Penelitian dilaksanakan secara eksperimen yang terdiri dari 3 tahap yaitu:

Tahap 1. Uji kemampuand Akidigenos mengendalikan
penyakit hawar daufirbakteri, dairmehingkhtkan pertumbuhan,

Penelitian Tahap 1 At aktinobakteria filosfer
indigenos yang berpotf e dit hawar daun bakteri,
meningkatkan pertum

, b ang merah. Penelitian
Tahap 1 dilaksanakan d}

an, Universitas Andalas,
Padang. Penelitian terd d ‘
disusun dengan Rancd 3 Totnka [ kontrol negatif,
tanaman bawang merah hdhy e . ckutasydenga .’:: andatis, sebagai pembanding
parameter perkembangan penyaki o a bakteri. Perlakuan kontrol positif,
tanaman bawang merah tanpa diberikan perlakuan apapun, sebagai pembanding
parameter pertumbuhan tanaman dan produksi bawang merah. Perlakuan penelitian
pada Tahap 1 dapat dilihat pada Tabel 1.

Hasil seleksi pada Tahap 1 dilanjutkan ke Tahap 2 untuk mendapatkan isolat
aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu meningkatkan aktivitas enzim

pertahanan tanaman bawang merah, menghasilkan senyawa biokontrol dan

biofertilizer, dengan kriteria sebagai berikut:

1. Aktinobakteria filosfer indigenos mampu menekan perkembangan penyakit
hawar daun bakteri dengan severitas penyakit < 21,00% tergolong ketahanan

tanaman Tahan-Agak tahan, dan indeks penekanan penyakit > 50,00%.
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2. Aktinobakteria filosfer indigenos mampu meningkatkan produksi bawang

merah dengan bobot bawang merah > 90,00 g.

Tabel 1. Isolat aktinobakteria filosfer indigenos yang digunakan pada Tahap 1

Kode Lokasi asal Bagian tanaman Ketinggian
isolat isolat asal isolat lokasi
NLLP2H Limau Lunggo Permukaan daun bawang merah  £1,500 m dpl
NLLP2A Limau Lunggo Permukaan daun bawang merah  +1,500 m dpl
NLLP2G Limau Lunggo Permukaan daun bawang merah  +1,500 m dpl
NLLP3J Limau Lunggo Permukaan daun bawang merah ~ +1,500 m dpl
NLLA2E Limau Lunggo Permukaan daun bawang merah ~ +1,500 m dpl
NLLA3F Limau Lunggo Permukaan daun bawang merah  £1,500 m dpl
NBSA2E Bukit Sileh +1,500 m dpl
NBSP3B Bukit $ilehT +1,500 m dp!
NBSP3F Bukit +1,500 m dpl
NBSA2B Bukit +1,500 m dpl
NBSA3B Bukit § +1,500 m dpl
NBSP2C Bukit § Mla +1,500 m dpl
NBSP2I Bukit § - 1,500 m dpl
NBSA2I Bukit S R Y +1,500 m dpl
NBSP2H Bukit GG T +1,500 m dpl
NBSP3A  BukitS N +1,500 m dpl
NKGP3B Koto Gadang ¥art daun bawang merah  £1,500 m dpl
NKGP2F Koto Gadang  Permukaan daun bawang merah  £1,500 m dpl
NKGP3G Koto Gadang  Permukaan daun bawang merah 1,500 m dpl
NKGP3I Koto Gadang  Permukaan daun bawang merah 1,500 m dpl

KONTROL+  Akuades steril - -

KONTROL- P ananatis - -

Keterangan :

Kontrol (+) Hanya diintroduksi dengan akuades steril, sebagai pembanding
parameter pertumbuhan tanaman dan produksi bawang merah.

Kontrol (-) Hanya diinokulasi dengan P. ananatis, sebagai pembanding

parameter perkembangan penyakit hawar daun bakteri.
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Tahap 2. Aktivitas enzim pertahanan tanaman bawang merah yang
diintroduksi aktinobakteria filosfer indigenos dan diinokulasi
dengan P. ananatis, serta karakterisasi aktinobakteria filosfer
indigenos sebagai agens biokontrol dan biofertilizer

Penelitian Tahap 2 bertujuan untuk mengetahui aktivitas pertahanan tanaman
bawang merah yang diintroduksi dengan aktinobakteria filosfer indigenos dan
diinokulasi dengan P. ananatis, serta mengetahui karakteristik aktinobakteria
filosfer indigenos sebagai agens biokontrol dan biofertilizer. Respon fisiologis
pertahanan tanaman bawang merah dilaksanakan di Pusat Riset Mikrobiologi
Terapan — Badan Riset Inovasi Nasional, Cibinong. Penelitian terdiri dari 13
perlakuan. Parameter yang diamati yaitu mekanisme peningkatan aktivitas enzim

pertahanan tanaman meliputi enzim Peroxidase (POX), Polyphenol Oxydase (PPO),

dan Phenylalanin Amngesied RN $mei#in pertahanan tanaman
bawang merah dilakuk3nid : an bawang merah yang
telah diintroduksi aktifjobakteia Ai@SENINMPBRGs dat|diinokulasi dengan P
ananatis pada saat tana 2w Aeh b 1, /7 14, dan 21 hari setelah

!Hg- k 2 nziin pertahanan tanaman

|| V4

inokulasi (hsi), untuk
bawang merah, berupa

Karakterisasi akti agens biokontrol dan
biofertilizer dilakuka akan di Pusat Riset
Mikrobiologi Terapan — 43 laf | : ik inong. Penelitian terdiri
dari 12 perlakuan. Kara § floster indigenos sebagai agens
biokontrol meliputi kemampuan antagonsme aktinobakteria filosfer indigenos
dalam menghambat pertumbuhan P. ananatis secara kuantitatif, produksi enzim
protease secara kuantitatif, enzim amilase secara kuantitatif, dan produksi
Hydrogen Cyanide (HCN) secara kualitatif. Karakterisasi aktinobakteria filosfer
indigenos sebagai biofertilizer meliputi produksi Indole Acetic Acid (IAA) secara
kuantitatif, fiksasi nitrogen secara kualitatif, dan pelarut fosfat secara kuantitatif.
Perlakuan penelitian Tahap 2 dapat dilihat pada Tabel 2.

Hasil seleksi pada Tahap 2 dilanjutkan ke Tahap 3 untuk mengetahui spesies

aktinobakteria filosfer indigenos yang potensial, dengan kriteria sebagai berikut:



20

1. Aktinobakteria filosfer indigenos mampu meningkatkan respon fisiologis

pertahanan tanaman bawang merah, meliputi enzim POX, PPO, dan PAL.

2. Aktinobakteria filosfer indigenos mampu menghambat pertumbuhan P

ananatis dengan diameter zona hambat > 14,00 mm yang tergolong kategori

penghambatan Tinggi.

3. Aktinobakteria filosfer indigenos mampu menghasilkan enzim protease,

amilase, dan hidrogen sianida.

4. Aktinobakteria filosfer indigenos mampu menghasilkan [AA dengan

konsentrasi > 50,00 ppm, mampu melarutkan fosfat dan memfiksasi nitrogen.

Tabel 2. Isolat aktinobakteria filosfer indigenos yang digunakan pada Tahap 2

No. Kode isolat

1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

8.

9.

10. i

11. NKGP3G
12. KONTROL +
13. KONTROL -

Keterangan :

Kontrol (+)

Kontrol (-)

Hanya diintroduksi dengan akuades steril sebagai pembanding untuk
mengetahui respon fisiologis tanaman bawang merah secara alami
yang tidak diinokulasi dengan P. ananatis.

Hanya diinokulasi dengan P. ananatis sebagai pembanding untuk
mengetahui respon fisiologis tanaman bawang merah yang
diinokulasi dengan P. ananatis.
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Tahap 3. Identifikasi molekuler aktinobakteria filosfer indigenos terseleksi
dengan primer spesifik ActF dan ActR

Penelitian Tahap 3 dilakukan bertujuan untuk mengetahui keragaman spesies
aktinobakteria filosfer indigenos terseleksi. Penelitian dilakukan secara deskriptif
dengan mengidentifikasi aktinobakteria filosfer indigenos yang terseleksi secara
molekuler berdasarkan primer spesifik ActF dan ActR yang dilakukan di
Laboratorium Biomedis, Departemen Ilmu Biomedis, Fakultas Kedokteran,
Kampus Jati Universitas Andalas, Padang. Analisis sekuensing aktinobakteria
filosfer indigenos dilakukan di instansi First BASE Sequensing, Singapore melalui
perantara instansi PT. Genetika Science Indonesia, Jakarta. Hasil data sekuensing

dianalisis dengan BLAST-N untuk mengetahui kekerabatan spesies aktinobakteria

filosfer indigenos dengan datg.s ang terdapat pada GenBank,
lalu diinterpretasikan e . Isolat aktinobakteria
filosfer indigenos yang dilihat pada Tabel 3.
Tabel 3. Isolat aktinob kan pada Tahap 3
No.  Kode isolat Lokasi asal isolat
1. NLLP2H Nagari Limau Lunggo
2. NLLA3F Nagari Limau Lunggo
3. NBSP3A Nagari Bukit Sileh
4. NBSP2H Nagari Bukit Sileh
5. NBSP3F Nagari Bukit Sileh

Prosedur penelitian secara keseluruhan diinterpretasikan secara sistematis pada
Bagan Alir Penelitian, yang menunjukkan rangkaian tahapan penelitian dari awal
hingga akhir kegiatan. Penelitian terdiri dari 3 Tahap dan dilakukan seleksi pada
Tahap 1 dan 2. Isolat aktinobakteria filosfer indigenos yang terseleksi pada Tahap
1 dan 2 dapat dilanjutkan ke Tahap 3 untuk diidentifikasi secara molekuler terhadap
isolat aktinobakteria filosfer indigenos yang potensial sebagai agens biokontrol
penyakit hawar daun bakteri, meningkatkan pertumbuhan tanaman, dan produksi

bawang merah.
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v

\ 4

v

4 I I
.. . . L Tahap 2. Respon fisiologis tanaman bawang merah yang
Tahap 11 }JIJ( 1 kemama[;(q:nﬁ aktlngbaktﬁ;ﬁltﬁl'osfer 1'nd1f<getrll<os diintroduksi dengan aktinobakteria filosfer indigenos dan diinokulasi Tahap 3. Identifikasi molekuler aktinobakteria filosfer
mengerri a lb a}111 petny ! azvar au(ril Ksi lf 11, mening ?1 an dengan P. ananatis, serta karakterisasi aktinobakteria filosfer indigenos terseleksi dengan primer spesifik ActF dan ActR
pertumbuhan fanaman, dan produxst bawang mera indigenos sebagai agens biokontrol dan biofertilizer
| Ih W™ V& 4 |
N e N N
Perkembangan penyakit hawar daun bakteri: Respon fisiologis tanaman bawang merah: Identifikasi molekuler aktinobakteria filosfer
Introduksi aktinobakteria filosfer indigenos, penanaman, inokulasi Introduksi aktlnqbakterla filosfer indigenos, penanaman, inokulasi P. indigenos: Perbanyakan aktinobakteria filosfer indogenos,
P. ananatis, dan pemeliharaan tanaman. Parameter yang diamati ananatis, kole.k51 sampel akar dan daun tanaman bawang merah, dan ekstraksi DNA, amplifikasi DNA, kualitas dan kuantitas
yaitu masa inkubasi, insidensi, severitas, dan AUDPC. analisis enzim pf:nahanan l?OX, PPO, dan PAL_. Par.ameter yang DNA, dan sckuensing DNA
| diamati yaitu peningkatan konsentrasi enzim. ) )
. , N | ZI10A | T |
Pertumbuhan dan produksi bawang merah: N\
Hari muncul_tunas, tnggl tagaman, Jymlah daun, bobot segar K Kar:lkterpasn si?agzl itgel}s ?;Okt? nt.r(:il.: dal Analisis sekuensing dengan BLAST-N pada database yang
umbi, dan bobot kering umbi bawang merah. cmampuan antagonisme aktnobakiena fosier MAlgenos caam tersedia pada NCBI dan analisis filogenetik hasil
\_ J menghambat pertumbuhan P. ananatis, uji produksi enzim protease, .
. . . .. sekuensing dengan sofiware MEGA 11.
I enzim amilase, dan hidrogen sianida. )
Kriteria seleksi pada Tahap 1 untuk dilanjutkan ke Tahap 2: Uns 5 N ,-fJﬁ I
Aktinobakteria filosfer indigenos mampu mengendalikan (" Karakterisasi sebagai biofertilizer: )
penyakit hawar daun bakteri dengan severitas penyakit <21,00 a‘l‘a el‘lsa.Sl - agal‘ 1'0 erttlizer: Keluaran: Diperoleh spesies dari isolat aktinobakteria
tergolong kriteria ketahanan Tahan-Agak Tahan, dan indeks Kemampuan aktmobakt.en.a filosfer indigenos qalam melarutkan ¢ Dip 15p ¢
penekanan penyakit >50,00%, serta meningkatkan L fosfat, fiksasi nitrogen, dan produksi IAA. ) filosfer indogenos terseleksi.
\_ produksi >90,00 g. ) I
| o . . A
Kriteria seleksi pada Tahap 2 untuk dilanjutkan ke Tahap 3:
4 . leh isolat aki Kteria filosfer indi ) Aktinobakteria filosfer indigenos mampu meningkatkan enzim POX,
Keluaran: Diperoleh isolat aktinobakteria filosfer indigenos yang PPO, dan PAL, menghambat pertumbuhan P. ananatis diameter zona
berpotensi mengendalikan penyakit hawar daun bakteri, hambat > 14,00 mm, menghasilkan enzim protease, amilase, HCN,
meningkatkan pertumbuhan tanaman, dan produksi bawang IAA, melarutkan fosfat, dan memfiksasi nitrogen.
merah J
. / |

Keluaran: Diperoleh isolat aktinobakteria filosfer indigenos yang
berpotensi meningkatkan aktivitas enzim pertahanan, menghasilkan
senyawa biokontrol dan biofertilizer, serta publikasi artikel
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F. Prosedur Penelitian

Tahap 1. Uji kemampuan aktinobakteria filosfer indigenos mengendalikan
penyakit hawar daun bakteri, meningkatkan pertumbuhan
tanaman, dan produksi bawang merah

1. Persiapan aktinobakteria filosfer indigenos
a. Peremajaan aktinobakteria filosfer indigenos

Aktinobakteria filosfer indigenos merupakan koleksi Dr. Yulmira Yanti, S. Si.,
M. P yang diisolasi dari permukaan daun tanaman bawang merah yang sehat dan
dikoleksi dalam kultur cair pada eppendorf tube. Peremajaan dilakukan bertujuan
untuk mendapatkan biakan murni aktinobakteria filosfer indigenos, dilakukan

dengan mengambil koloni aktinobakteria filosfer indigenos menggunakan jarum

medium ISP2 (Perez- jfral e 2022) atau SCA(SHari fi Bipinraj, 2019) sesuai
| £ : -— 3 "

L.1 Konfirmasi aktinpbakte | .|
a. Konfirmasi karakteristi ) obhl ~ llosfer indigenos
Konfirmasi karak yrfologi ber ,»‘Ei astikan aktinobakteria
filosfer indigenos ya : : a_penclitiah— csuai dengan koleksi
sebelumnya. Aktinoba e NN .
selama 14x24 jam, dila atal
dan mikroskopis (Holt et al., 1994). Pengamatan morfologi koloni makroskopis,
dilakukan dengan mengamati secara langsung koloni tunggal aktinobakteria filosfer
indigenos, meliputi bentuk koloni, tepi koloni, elevasi koloni, warna miselium
aerial, dan warna miselium substrat (Pérez-Corral et al, 2022). Pengamatan
morfologi koloni mikroskopis meliputi bentuk spora dan hifa aktinobakteria filosfer
indigenos, pengamatan dilakukan dengan mengambil koloni aktinobakteria filosfer
indigenos yang murni dengan jarum, lalu diletakkan pada permukaan object glass
dan diberikan satu tetes akuades steril, lalu ditutup dengan cover glass dan diamati
di bawah mikroskop stereo binokular dengan perbesaran 40x10 (Wati et al., 2023).
Karakteristik morfologi koloni aktinobakteria filosfer indigenos sesuai dengan

koleksi sebelumnya yang dapat dilihat pada Gambar 2 dan Lampiran 8.
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Gambar 2. Karakteristik morfologi kolon
berumur 14x24 jam, (a). Miselium aerial aktinobakteria filosfer
indigenos kode isolat NLLP2G berwarna hijau, (b). Miselium
substrat berwarna kuning, (c). Morfologi koloni memiliki spora
berbentuk bulat yang tersusun seperti rantai (tanda panah berwarna
merah), hifa tidak bersekat, dan tidak terdapat percabangan pada hifa
(tanda panah berwarna hitam).

b. Konfirmasi Gra

Konfirmasi Gra an Meinast nktinobakteria filosfer
indigenos sesuai deng § am  positif. Uji Gram
dilakukan dengan meng | jobgkteria filosfer indigenos
menggunakan jarum os dan diberikan satu tetes
larutan KOH 3% dan dibhomiogenkan-hingoe : . rafa, kemudian campuran
tersebut diangkat men terdapat lendir maka

aktinobakteria filosfer i _ ram positif (Schaad et

; DJAJA 2 ) .. .
c] ’1‘5 - m" ng am positif. Konfirmasi
-

al., 2001), sehingga se

-

Gambar 3. Konfirmasi Gram aktinobakteria filosfer kode isolat NLLP2G
dengan larutan KOH konsentrasi 3% tidak terdapat lendir pada saat
jarum ose diangkat, sehingga tergolong bakteri Gram positif.



25

1.2 Konfirmasi keamanan hayati aktinobakteria filosfer indigenos
a. Konfirmasi reaksi hipersensitif aktinobakteria filosfer indigenos
Konfirmasi reaksi hipersensitif bertujuan untuk memastikan aktinobakteria
filosfer indigenos sesuai dengan koleksi sebelumnya yaitu tidak tergolong patogen
pada tanaman. Reaksi hipersensitif mengacu metode Yanti et al. (2024),
aktinobakteria filosfer indigenos disuspensikan dengan 9 ml akuades steril, dan
dilakukan pengenceran seri hingga 107® untuk menghitung kerapatan spora
aktinobakteria filosfer indigenos dengan haemocytometer neubauer, lalu kerapatan
spora diamati dengan mikroskop stereo binokular perbesaran 40x10 hingga
mencapai kerapatan 108 spora/ml. Inokulasi dilakukan dengan mengambil 50 uL

suspensi aktinobakteria filosfer indigenos dengan suntikan lalu diinokulasikan pada

hipersensitif aktinobakfér a Mfilos igetony, tidak fgolong patogen pada
tanaman sehingga ses@dl denga : fya yang dapat dilihat pada

Gambar 4 dan Lampira

Gambar 4. Reaksi hipersensitif aktinobakteria filosfer indigenos pada daun
tanaman kembang pukul empat, (a). Inokulasi aktinobakteria filosfer
indigenos pada permukaan bawah daun tanaman kembang pukul
empat, dan (b). Aktinobakteria filosfer indigenos kode isolat
NBSP2H tidak menunjukkan gejala nekrotik pada daun tanaman
kembang pukul empat setelah diinkubasi selama 2x24 jam.

b. Konfirmasi patogenisitas aktinobakteria filosfer indigenos

Konfirmasi patogenisitas bertujuan untuk memastikan aktinobakteria filosfer
indigenos sesuai dengan koleksi sebelumnya yaitu tidak tergolong patogen pada
tanaman bawang merah. Metode uji patogenisitas mengacu pada Yanti et al. (2024),

aktinobakteria filosfer indigenos disuspensikan dengan 9 ml akuades steril lalu
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dilakukan pengenceran seri hingga 107, kerapatan spora aktinobakteria filosfer
indigenos ditentukan dengan menghitung menggunakan haemocytometer neubauer
di bawah mikroskop stereo binokular perbesaran 40x10 hingga kerapatan 108
spora/ml. Inokulasi dilakukan pada tanaman bawang merah berumur 30 hst dengan
melukai bagian tengah daun bawang merah dengan jarum, lalu dioleskan dengan
suspensi aktinobakteria filosfer indigenos kerapatan 108 spora/ml dengan kapas
steril, lalu disungkup dengan plastik bening untuk menjaga kelembapan (Yanti et
al., 2024). Konfirmasi patogenisitas aktinobakteria filosfer indigenos tidak
tergolong patogen pada tanaman bawang merah, sehingga sesuai dengan koleksi

sebelumnya yang dapat dilihat pada Gambar 5 dan Lampiran 8.

Gambar 5. ji ;,‘:' Sit: ktinoba g f :;fl;-_‘ Indigenos pada daun

jokulasi aktinobakteria
wang merah, dan (c).
isolat NKGP2F tidak
anaman bawang merah

bawang

¢. Perbanyakan aktinobakteria filosfer indigenos

Perbanyakan bertujuan untuk memperoleh kultur cair aktinobakteria filosfer
indigenos untuk introduksi pada umbi dan tanaman bawang merah. Perbanyakan
dilakukan dengan mengambil satu koloni tunggal dari kultur murni aktinobakteria
filosfer indigenos menggunakan jarum ose, kemudian dimasukkan ke botol kultur
berisi 50 ml medium selektif pertumbuhan yang berbeda yaitu medium ISP2 broth
atau SC broth, lalu diinkubasi selama 14%x24 jam pada orbital shaker dengan
kecepatan 150 rpm pada suhu 28 °C (Kawuri et al., 2018). Kerapatan spora

aktinobakteria filosfer indigenos dihitung menggunakan haemocytometer neubauer
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di bawah mikroskop stereo binokular perbesaran 40x10 hingga kerapatan 108

spora/ml. Perbanyakan aktinobakteria filosfer indigenos dilihat pada Gambar 6.

Gambar 6. Perbanyakan aktinobakteria filosfer indigenos pada medium ISP2
broth dan SC broth, (a). Aktinobakteria filosfer indigenos diinkubasi
selama 14><24 Jam pada orbztal shaker dengan kecepatan 150 rpm,

2. Persiapan Pantoe
a. Peremajaan P. an

diidentifikasi secara ‘1 lekul ggunakan pri niversal 16S rRNA.
Peremajaan dilakukan g ) hip ekl il
dilakukan dengan menga i dariXuttur cair di dalam eppendorf
tube menggunakan jarum ose, kemuditumbuhkan pada permukaan medium
selektif Glucose Yeast Peptone Agar (GYPA) dengan metode gores kuadran, lalu
diinkubasi selama 2x24 jam pada suhu 28 °C (Asrul, 2020).

2.1 Konfirmasi P. ananatis
a. Konfirmasi karakteristik morfologi P. ananatis

Konfirmasi karakteristik morfologi koloni P ananatis dilakukan dengan
mengamati koloni tunggal P. ananatis yang tumbuh pada permukaan medium
GYPA berumur 2x24 jam. Pengamatan karakteristik morfologi koloni P. ananatis
yang diamati dari koloni tunggal berupa bentuk koloni, elevasi koloni, dan warna

koloni. Morfologi koloni P. ananatis yaitu koloni berwarna krem, berlendir,
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berbentuk bundar, cembung dengan tepi rata (Asrul & Umrah, 2019). Konfirmasi
karakteristik morfologi P. ananatis sesuai dengan koleksi sebelumnya yang dapat

dilihat pada Gambar 7.

Gambar 7. Karakteristik morfologi koloni P ananatis setelah diinkubasi
selama 2%24 jam, (a) Koloni berlendir, berbentuk bundar, elevasi
cembung, dan berwarna krem (b) Koloni tunggal P. ananatis, dan
(c). Koloni tunggal P i 1, 2020).

AVERSITAS ANDALAS

b. Konfirmasi Gra

Konfirmasi Gram qianatis yang digunakan

tergolong bakteri Gra ebelumnya yaitu Gram
negatif. Uji Gram mehge (2001), yaitu dengan
mengambil koloni tungg ose dan diletakkan di
atas object glass dan dibg
dihomogenkan dengan
object glass dan jarum ¢
diangkat, maka P. ananatisterses ! )eri-Gram negatif (Nurjanah et al.,
2018) dan sesuai dengan koleksi sebelumnya. Konfirmasi Gram P. ananatis dapat

dilihat pada Gambar 8.

Gambar 8. Konfirmasi Gram P. ananatis dengan larutan KOH 3% terdapat
lendir, sehingga tergolong dalam bakteri Gram negatif.
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c¢. Konfirmasi reaksi hipersensitif P. ananatis

Reaksi hipersensitif bertujuan untuk memastikan P. ananatis tergolong patogen
pada tanaman, dengan mengacu pada metode Asrul, (2020). Bakteri P. ananatis
disuspensikan dengan menuang 9 ml akuades steril ke cawan petri berisi biakan
murni P. ananatis berumur 2x24 jam, lalu dikikis menggunakan jarum ose hingga
seluruh koloni P ananatis terlepas dari permukaan medium GYPA, suspensi
dipindahkan ke test tube dan dihomogenkan dengan vortex. Kepadatan populasi P.
ananatis ditentukan hingga mencapai 108 sel/ml dengan membandingkan
kekeruhan suspensi dengan larutan standar McFarland skala 8. Suspensi P.
ananatis diinokulasikan pada permukaan bawah daun tanaman kembang pukul
empat dengan suntik dan disungkup dengan plastik bening untuk menjaga

kelembapan, lalu diinkub iamati gejala nerotik yang

muncul pada bagian da cjalam@krotik maka P. ananatis

tergolong patogen pad P ananatis tergolong
patogen tanaman, sehifj@ga y umnya yang dapat dilihat

pada Gambar 9.

Bakteri P. ananatis

Gambar 9. Reaksi hipersensitif P. ananatis pada daun tanaman kembang pukul
empat, (a). Perbandingan kepadatan populasi suspensi P. ananatis
dengan standar larutan McFarland skala 8, (b). Inokulasi suspensi P.
ananatis pada permukaan bawah daun tanaman kembang pukul
empat, dan (c). Menunjukkan gejala nekrotik dan klorosis pada daun
tanaman kembang pukul empat setelah diinkubasi selama 1x12 jam

(positif).
d. Konfirmasi patogenisitas P. ananatis

Konfirmasi patogenisitas bertujuan untuk memastikan P. ananatis dapat

menimbulkan gejala penyakit hawar daun bakteri pada tanaman bawang merah. Uji
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patogenisitas dilakukan dengan menuangkan 9 ml akuades steril ke cawan petri
berisi biakan murni P. ananatis yang berumur 2x24 jam, koloni P. ananatis dikikis
dengan jarum ose hingga terlepas dari permukaan medium, suspensi dipindahkan
ke test tube dan dihomogenkan dengan vortex. Suspensi P. ananatis dengan
kepadatan 10® sel/ml dibandingkan berdasarkan tingkat kekeruhan standar
McFarland skala 8 (De Armas et al.,, 2022). Inokulasi dilakukan pada tanaman
bawang merah berumur 30 hari setelah tanam (hst) dengan cara melukai bagian
tengah daun tanaman bawang merah menggunakan suntikan, lalu mengoleskan
suspensi bakteri pada bagian yang terluka menggunakan kapas steril. Daun yang
telah diinokulasi disungkup menggunakan plastik bening untuk menjaga
kelembapan, lalu diinkubasi hingga muncul gejala khas penyakit hawar daun

bakteri oleh P ananatzs NG

' :: c'THY"‘ adanya lesi kebasahan (water

!‘-. | ,,"‘

soaking) dan klorosis y@ I daun hingga ujung daun
B |

tanaman bawang mer patogenisitas P, ananatis

eriy behingga sesuai dengan

\
A 1'&
. ||
|

tergolong patogen pen

koleksi sebelumnya yarjgf da 9%

Bakteri P ananatis

<
=
S
N
S
Q
~
~

Gambar 10. Uji patogenisitas P. ananatis pada tanaman bawang merah (a).
Perbandingan kepadatan populasi suspensi P. ananatis dengan standar
larutan McFarland skala 8, (b). Pelukaan jaringan daun tanaman
bawang merah dengan jarum suntik, (c). Inokulasi suspensi P. ananatis
pada daun tanaman bawang merah, (d). Gejala penyakit hawar daun
bakteri oleh P. ananatis pada daun tanaman bawang merah berumur 30
hst setelah diinkubasi selama 2x24 jam, dan (e). Gejala penyakit hawar
daun bakteri oleh P. ananatis (Asrul, 2020).

e. Perbanyakan P. ananatis

Perbanyakan P. ananatis bertujuan untuk memperoleh kultur cair P. ananatis

untuk inokulasi pada tanaman bawang merah. Perbanyakan dilakukan dengan
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meremajakan P. ananatis pada permukaan medium GYPA dengan metode gores
kuadran, kemudian diinkubasi selama 2x24 jam. Selanjutnya, koloni tunggal P.
ananatis yang tumbuh berumur 2x24 jam diambil dengan jarum ose dan
diinokulasikan ke Erlenmeyer volume 250 ml yang berisi 250 ml medium Glucose
Yeast Peptone Brtoh (GYPB), dan diinukbasi pada orbital shaker dengan kecepatan
150 rpm selama 3%24 jam (Yanti et al., 2024).

3. Uji kemampuan aktinobakteria filosfer indigenos mengendalikan
penyakit hawar daun bakteri, meningkatkan pertumbuhan tanaman, dan
produksi bawang merah

a. Persiapan media tanam

campuran tanah dan pupuic N sapi-detigany perbadingan 2:1 (v:v), lalu

dicampur hingga merdts séBut disterilisasi dengan

metode tyndalisasi, ya

media tanam ke dala apasttas 10 kg, kemudian

|.
_d bl Cl Cl cl < )|
- l
: Q ) ” l
] % ) )
> 5

ehgan cara memasukkan
| I g '9 /'}
P |

dengan metode yang Sgi¥ banyak tiga i/fanam yang telah steril

&’ e = R i ¢ N

dipanaskan dalam dand 00FC. Setelah pemanasan

pertama, media diinkubd$

dimasukkan ke polybag

AN -

b. Introduksi aktinobakteria filosfer indigenos dan penanaman

Introduksi aktinobakteria filosfer indigenos mengacu pada metode Yanti et al.
(2024) dilakukan sebanyak empat kali introduksi, yaitu pada saat sebelum tanam (0
hst) diintroduksi pada umbi bawang merah kultivar Bima Brebes, dan diintroduksi
kembali pada sekitar perakaran tanaman bawang merah berumur 5, 12, dan 21 hst,
yang bertujuan untuk meningkatkan ketahanan tanaman bawang merah terhadap
penyakit hawar daun bakteri, meningkatkan pertumbuhan, dan produksi bawang
merah. Umbi bawang merah dipotong 1/3 bagian atas umbi dengan pisau steril, agar
sel aktinobakteria filosfer indigenos menempel, dan masuk ke jaringan umbi
bawang merah, sehingga dapat mempercepat pertumbuhan tunas umbi bawang

merah. Sterilisasi permukaan umbi bawang merah dilakukan dengan mencuci umbi
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bawang merah menggunakan air mengalir, lalu umbi bawang merah direndam
dalam akuades steril selama 1 menit, dilanjutkan perendaman dalam alkohol 70%
selama 1 menit, lalu direndam dua kali dengan akuades steril selama 1 menit.
Introduksi pertama aktinobakteria filosfer indigenos dengan kerapatan 108
spora/ml dilakukan pada umbi bawang merah melalui perendaman selama 20 menit,
sedangkan untuk perlakuan kontrol positif dan negatif, umbi bawang merah
direndam dalam akuades steril selama 20 menit. Umbi bawang merah yang telah
diintroduksi dengan aktinobakteria filosfer indigenos ditanam pada media tanam
steril sebanyak 1 umbi per polybag. Introduksi aktinobakteria filosfer indigenos
kedua dilakukan pada saat tanaman bawang merah berumur 5 hst, introduksi kegita

pada saat tanaman bawang merah berumur 12 hst, dan introduksi keempat pada saat

ml kultur cair aktinobaldts

perakaran tanaman ba
c. Inokulasi P ananqii,

Kultur P. ananati
perbanyakan pada med g¢ngan metode pelukaan
bagian tengah daun tan3ha 'I setiap tanaman dilukai
sebanyak lima helai da » sdaivsetrap-hela) daun-d itik dengan jarum steril.
Kultur cair P. ananatis c%‘u S kag my;;‘ daun yang telah dilukai,
lalu disungkup dengan plastik ben! &fenjaga kelembapan hingga muncul
gejala awal penyakit hawar daun bakteri oleh P ananatis (Carr et al., 2013).
Inokulasi P. ananatis pada tanaman bawang merah yang berumur 30 hst dapat

dilihat pada Gambar 11.

W ¥

Gambar 11. Inokﬁlasi P. ananatis pada tanaman bawang merz;lh berumur 30 hst,
(a). Pelukaan jaringan bagian tengah daun bawang merah, dan (b).
Inokulasi P. ananatis dengan dioleskan pada daun yang dilukai.
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d. Pemeliharaan tanaman bawang merah

Pemeliharaan tanaman bawang merah meliputi penyiraman, pemupukan, dan
penyiangan gulma. Penyiraman dilakukan setiap pagi dan sore hari dengan
disesuaikan kondisi media tanam dalam polybag. Pemupukan tanaman bawang
merah dilakukan pada umur 15 dan 30 hst dengan memberikan pupuk urea
sebanyak 2 g/polybag (setara pupuk urea 200 kg/ha), pupuk SP-36 sebanyak 1,2
g/polybag (setara pupuk SP-36 100 kg/ha), dan pupuk KCL sebanyak 0,8 g/polybag
(setara pupuk KCL 50 kg/ha) yang diberikan dengan metode tabur di tepi polybag.
Penyiangan dilakukan dengan mencabut gulma yang tumbuh di sekitar tanaman
bawang merah, untuk mecegah kompetisi dalam penyerapan unsur hara dan air,

sehingga tanaman bawang merah dapat tumbuh optimal (Asrul & Umrah, 2019).

e. Panen r
Pemanenan dilakukdn saz - bawan --n rah JBerumur 80 hst, dengan

kriteria fisiologis berup h ke permukaan tanah,

daun menguning, kerirl ' | |1 ke permukaan tanah.
Tanaman bawang mera bha an daun dan perakaran,
lalu dibersihkan dari tané ng merah. Selanjutnya,
umbi bawang merah dif ol i diberi label perlakuan,
lalu dibawa ke laboratorm '_ 14 hari pada suhu
28 °C, hingga umbi bawang ; feria kulit umbi mengering

dan terkelupas (Yanti et al., 2023).

4. Pengamatan penelitian

1. Persiapan aktinobakteria filosfer indigenos
Konfirmasi karakteristik morfologi aktinobakteria filosfer indigenos
Karakterisasi morfologi koloni aktinobakteria filosfer indigenos dilakukan
dengan melalui pengamatan morfologi makroskopis dan mikroskopis. Pengamatan
makroskopis mencakup karakteristik miselium aerial dan miselium substrat,
meliputi bentuk koloni, tepi koloni, dan tekstur permukaan koloni seperti halus,
bertepung, atau kasar, serta warna miselium yang bervariasi seperti merah, hijau,

cokelat, krem, dan abu-abu. Sementara itu, pengamatan mikroskopis dilakukan
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dengan mengamati bentuk spora dan hifa pada perbesaran 40x10 menggunakan
mikroskop stereo binokular (Ferina et al, 2022). Karakteristik morfologi

aktinobakteria filosfer indigenos sesuai dengan koleksi sebelumnya (Lampiran 8).

b. Konfirmasi Gram aktinobakteria filosfer indigenos

Pengamatan uji Gram aktinobakteria filosfer indigenos yang diamati yaitu
berupa tidak terbentuknya lendir pada saat koloni aktinobakteria filosfer indigenos
dihomogenkan dengan larutan KOH 3% yang menunjukkan bakteri Gram positif
(Servepalli et al., 2024). Karakteristik Gram aktinobakteria filosfer indigenos
sesuai dengan koleksi sebelumnya (Lampiran 8).

1.2 Konfirmasi kemanan hayati aktinobakteria filosfer indigenos
a. Konfirmasi reaksi hipersensitif aktinobakteria filosfer indigenos

Pengamatan reaksifpesCllSiiHdengan, gmatl tidak adanya gejala
nekrotik pada bagian ‘ : emb g pukul empat yang
igenos kerapatan 108

(Yanti et al., 2024).

diinokulasi dengan s
spora/ml, menunjukka
Aktinobakteria filosfer | {tdnaman schingga sesuai

dengan koleksi sebelun

aktinobakteria filosfer indigenos kerapatan 108 spora/ml, tidak tergolong patogen
pada tanaman bawang merah (Yanti et al., 2024). Aktinobakteria filosfer indigenos
tidak tergolong patogen tanaman, sesuai dengan koleksi sebelumnya (Lampiran 8).
2. Persiapan bakteri P. ananatis
a. Konfirmasi morfologi bakteri P. ananatis

Pengamatan morfologi bakteri P. ananatis yang diamati dari koloni koloni
tunggal biakan murni bakteri P. ananatis pada permukaan medium GYPA, meliputi
morfologi koloni warna krem, bentuk bundar, permukaan cembung, tepi rata, dan
berlendir (Asrul & Umrah, 2019). Karakteristik morfologi bakteri P. ananatis sesuai

dengan koleksi sebelumnya.
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b. Konfirmasi Gram bakteri P ananatis

Pengamatan konfirmasi Gram bakteri P. ananatis yang diamati berupa adanya
lendir yang terbentuk pada saat koloni bakteri P. ananatis dihomogenkan dengan
larutan KOH 3% menunjukkan bakteri Gram negatif, sehingga dapat dipastikan
bahwa bakteri tersebut tergolong bakteri P. ananatis (Polidore et al., 2021).

Karakteristik Gram bakteri P. ananatis sesuai dengan koleksi sebelumnya.
c¢. Konfirmasi reaksi hipersensitif bakteri P. ananatis

Pengamatan reaksi hipersensitif bakteri P. ananatis yang diamati berupa
adanya gejala nekrotik pada bagian daun tanaman kembang pukul empat yang

diinokulasi dengan suspensi bakteri P. ananatis kepadatan populasi 108 sel/ml.

Pengamatan patogg ‘ nati gejala penyakit hawar

daun bakteri oleh P i : naman bawang merah
setelah diinokulasi derl§ epadatan populasi 108
sel/ml. Gejala penyakit | isyditandai dengan adanya
lesi kebasahan (water § (I : kulasi, diikuti klorosis
berwarna putih yang memanjang T B A engah hingga ujung daun tanaman
bawang merah (Asrul, 2020). Bakteri P. ananatis tergolong patogen tanaman
bawang merah, sehingga sesuai dengan koleksi sebelumnya.
3. Uji kemampuan aktinobakteria filosfer indigenos mengendalikan
penyakit hawar daun bakteri, meningkatkan pertumbuhan tanaman, dan
produksi bawang merah

1. Perkembangan penyakit hawar daun bakteri

Masa inkubasi (hari)

Pengamatan masa inkubasi dilakukan setiap hari setelah tanaman diinokulasi
dengan bakteri P. ananatis, hingga muncul gejala awal penyakit hawar daun bakteri

oleh P ananatis yang ditandai dengan adanya lesi kebasahan (water soaking),
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kemudian berkembang menjadi klorosis yang memanjang dari bagian tengah

hingga ujung daun tanaman bawang merah (Nurjanah ef al., 2018).
b. Insidensi penyakit (%)

Insidensi penyakit diamati setiap interval 7 hari sekali, setelah munculnya
gejala awal penyakit hawar daun bakteri oleh P. ananatis, hingga tanaman bawang

merah berumur 63 hst. Insidensi penyakit dihitung dengan rumus berikut:
IP = % X L00Y0. e (Rumus 1).

Keterangan: I[P = Insidensi penyakit
n = Jumlah tanaman yang terinfeksi

N = Jumlah tanaman-yang diamati

¢. Severitas penyaki

Pengamatan seve nterval 7 hari sekali

bersamaan dengan pemlge yakit, hingga tanaman
bawang merah berum daun bakteri dihitung

menggunakan rumus bg

5= Z;nxXNv) x100%... (88 ... (Rumus 2).

Keterangan: S
n ap kategori infeksi

v = Nilai skala tiap kategori infeksi

N = Jumlah daun yang diamati

Z = Nilai skala infeksi tertinggi

Perhitungan severitas penyakit hawar daun bakteri oleh P. ananatis serta
penentuan kriteria ketahanan pada bawang merah terhadap penyakit hawar daun
bakteri, dilakukan dengan menggunakan skala dan kriteria seperti yang terlampir

pada Tabel 4.
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Tabel 4. Skala severitas penyakit hawar daun bakteri oleh P. ananatis pada
tanaman bawang merah

Skala Tingkat infeksi pada Persentase Reaksi ketahanan
severitas tanaman infeksi tanaman
0 Tidak bergejala 0,00% Imun
1 Gejala hawar sangat ringan ~ >1,00-10,00% Tahan
2 Gejala hawar ringan >11,00-20,00% Agak tahan
3 Gejala hawar sedang >21,00-30,00% Agak rentan
4 Gejala hawar berat >31,00-50,00% Rentan
5 Gejala hawar sangat berat >51,00% Sangat rentan

Sumber: Yanti et al, (2023).

Perhitungan nilai etahui  korelasi antara
severitas penyakit ha daun bg 20 P 1a utif |dengan interval waktu
parameter pengamatan [$eve ilai AUDPC dihitung

menggunakan rumus bg

n &

AUDPC=Z (e o tclNe L (Rumus 3).
i=0 . = '

Keterangan: AUDPC

t; = Jumlah hari § dham pada waktu pengamatan ke-i

2. Pertumbuhan tanaman bawang merah
a. Hari muncul tunas (hst)

Perhitungan hari muncul tunas umbi bawang merah dilakukan setiap hari
hingga tanaman bawang merah berumur 14 hst. Perhitungan dilakukan dengan

menghitung jumlah umbi bawang merah yang bertunas (Sutriana et al., 2021).

b. Tinggi tanaman (cm)

Pengukuran tinggi tanaman dilakukan setiap interval 7 hari sekali dengan
meletakkan penggaris pada bagian pangkal batang sampai daun yang paling tinggi.
Pengukuran dimulai pada saat tanaman berumur 7-63 hst (Wati et al., 2024).
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¢. Jumlah daun (helai)

Penghitungan jumlah daun dilakukan setiap interval 7 hari sekali dengan cara
menghitung seluruh jumlah daun yang tumbuh. Perhitungan dimulai pada saat

tanaman bawang merah berumur 7-63 hst (Wati et al., 2024).

d. Bobot segar umbi (g)

Perhitungan bobot segar umbi dilakukan dengan membersihkan umbi bawang
merah dari tanah pada permukaan umbi, lalu bagian daun dan akar bawang merah
dipotong dengan gunting. Kemudian, umbi bawang merah ditimbang dengan

timbangan digital untuk mengetahui bobot segar umbi (Yanti et al., 2023).

e. Bobot kering umbi (g)

merah yang telah dikeriiigan W s . Kiter alumbi yang kering yaitu
kulit umbi mengering y nbi ditimbang dengan

timbangan digital untu (Yanti er al., 2023).

Tahap 2. Aktivitas gx rtahanz Amal awang merah yang
diintroduks k obak 1t génos dan diinokulasi

dengan ba} erisasi aktinobakteria
filosfer indi an biofertilizer
1. Respon fisiologis taga : h ‘1‘{; diintorduksi dengan
aktinobakteria filosfer indig 1tasi bakteri P. ananatis

1.1 Persiapan media tanam

Media tanam yang digunakan untuk penanaman bawang merah terdiri atas
campuran tanah dan pupuk kotoran sapi dengan perbandingan 2:1 (v:v), lalu
dicampur hingga merata. Campuran media tanam tersebut disterilisasi dengan
metode tyndalisasi, yaitu sterilisasi uap panas bertahap dengan cara memasukkan
media tanam ke dalam plastik tahan panas berkapasitas 10 kg, kemudian
dipanaskan dalam dandang selama 1 jam pada suhu 100 °C. Setelah pemanasan
pertama, media diinkubasi selama 1 hari pada suhu 28 °C, lalu dipanaskan kembali

dengan metode yang sama sebanyak tiga kali. Media tanam yang telah steril
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dimasukkan ke polybag volume 5 kg dan digunakan untuk penanaman bawang

merah (Yanti et al., 2023).

1.2 Introduksi aktinobakteria filosfer indigenos dan penanaman

Introduksi aktinobakteria filosfer indigenos mengacu pada metode Yanti et al.
(2024) dilakukan sebanyak 4 kali introduksi, yaitu pada saat sebelum tanam (0 hst)
diintroduksi pada umbi bawang merah kultivar Bima Brebes, dan diintroduksi
kembali pada sekitar perakaran tanaman bawang merah berumur 5, 12, dan 21 hst,
yang bertujuan untuk meningkatkan ketahanan tanaman bawang merah terhadap
penyakit hawar daun bakteri, meningkatkan pertumbuhan, dan produksi bawang

merah. Umbi bawang merah dipotong 1/3 bagian atas umbi dengan pisau steril, agar

sel aktinobakteria filosfer ig dan masuk ke jaringan umbi
bawang merah, sehin ' n tunas umbi bawang

bawang merah mengg n ajm UMb ¢ awang merah direndam
dalam akuades steril seléima " me an dalam alkohol 70%
selama 1 menit, lalu | | | steril selama 1 menit.
Aktinobakteria filosfer ingi engangke ' ra/ml diintroduksi pada
- enit, sedangkan untuk
perlakuan kontrol posit ] b stapdirendam dalam akuades
‘ _ ah diintroduksi dengan
aktinobakteria filosfer indigenos di '. media tanam steril sebanyak 1 umbi
per polybag. Introduksi aktinobakteria filosfer indigenos lanjutan dilakukan dengan
menyiramkan 20 ml kultur cair aktinobakteria filosfer indigenos kerapatan 108

spora/ml pada sekitar perakaran tanaman bawang merah berumur 5, 12, dan 21 hst.

1.3 Inokulasi bakteri P ananatis

Kultur bakteri P. ananatis yang digunakan untuk inokulasi diperoleh dari hasil
perbanyakan pada medium GYPB. Inokulasi dilakukan dengan metode pelukaan
bagian tengah daun tanaman bawang merah berumur 30 hst, setiap tanaman dilukai
sebanyak lima helai daun, dan setiap helai daun dilukai satu titik dengan jarum steril.

Kultur cair bakteri P. ananatis dioleskan dengan kapas steril pada daun yang telah
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dilukai, lalu disungkup dengan plastik bening untuk menjaga kelembapan hingga

muncul gejala awal penyakit hawar daun bakteri oleh P. ananatis (Carr et al., 2013).
1.4 Koleksi sampel akar dan daun tanaman bawang merah

Sampel akar dan daun tanaman bawang merah yang telah diintroduksi dengan
aktinobakteria filosfer indogenos dan diinokulasi dengan bakteri P. ananatis
dipanen pada umur 0, 1, 7, 14, dan 21 hari setelah inokulasi (hsi). Tanaman bawang
merah dicabut secara keseluruhan dari media tanam, lalu sampel tanaman dicuci
dengan air mengalir untuk menghilangkan kotoran dan tanah yang menempel pada
tanaman bawang merah, lalu dikeringkan di atas tisu. Analisis aktivitas enzim
pertahanan tanaman dilakukan dengan memotong bagian daun dan akar tanaman

bawang merah dengan pisau steri eparasi_pengukuran enzim pertahanan

Gambar 12. Preparasi pengukuran aktivitas enzim pertahanan tanaman bawang
merah pada umur 7 hsi, (a). Sampel destruktif tanaman bawang
merah berumur 37 hst, (b). Sampel tanaman bawang merah yang
dipanen, (c). Sampel akar tanaman bawang merah, dan (d). Sampel
daun tanaman bawang merah.

1.5 Pengukuran aktivitas enzim pertahanan tanaman bawang merah
a. Enzim peroxidase (POX)

Pengukuran aktivitas enzim peroxidase pada tanaman bawang merah mengacu
pada metode Zhang et al. (2020), dengan mengambil sebanyak 1 g sampel akar dan

daun tanaman bawang merah, lalu dimaserasi hingga halus menggunakan mortar



41

dan alu, kemudian ditambahkan dengan 2,5 ml kalium fosfat 0,5%; buffer pH 7,0;
dan 0,1 g Polypinyl Pyrplidone (PVP). Sampel tanaman yang telah dimaserasi,
dihomogenkan hingga merata dan disaring menggunakan dua lapisan kain kasa, lalu
disentrifugasi pada kecepatan 6,000 rpm selama 15 menit pada suhu 4 °C.
Selanjutnya dipisahkan antara supernatan dengan pelet, pelet yang mengendap pada
bagian bawah microtube dibuang dan supernatan untuk aktivitas enzim peroxsidase.

Pengukuran aktivitas enzim peroxidase dilakukan dengan mengambil
sebanyak 0,2 ml supernatan, lalu dimasukkan ke test tube yang berisi 5 ml pirogalol
(0,631 g pirogalol dalam 0,005 M buffer phosphate pH 6,0, volume akhir 100 ml),
dihomogenkan dengan vortex hingga tercampur merata, kemudian ditambahkan 0,5
ml larutan H202 konsentrasi 1% dan dihomogenkan kembali hingga homogen.

Hasil campuran supernatan, pirogglghidan H2Q2~kansentrasi 1% dimasukkan ke

kuvet pada spektrofoto Criuhtukrdianalisis Tlfar-alisc ahsi, lalu kuvet dipasang
pada spektofotometer dgfiganinilai abs@FDANSIKS ‘nfl. Pétlibahan nilai absorbansi
diamati setiap 5 detik s [ nilg ROSTah. AKtivitas enzim peroxidase

yang diperoleh dinyatakin de ghafic erl/., 2020).

b. Enzim polyphenollx .

Pengukuran enzimy oL o1 0xvd défican menggerus sampel
jaringan akar dan dau 7 baw 1 g dengan mortar dan
alu, kemudian dilarutkarndalaTr L ae bufgpfostat JM gin pH 6,5. Selanjutnya,
suspensi disentrifugasi dengan cez r;o kecepatan 6,000 rpm selama 15
menit pada 4 °C. Suspensi yang dihasilkan digunakan sebagai ekstrak tanaman.
Larutan buffer phosphate 50 mM pH 6,5 sebanyak 2,6 m, 0,1 ml L 3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 5 mM, 0,1 ml asam askorbat 2,1 mM, dan 0,1
ml EDTA 0,065 mM dihomogenkan hingga tercampur merata. Ekstrak kasar
sebanyak 0,1 ml ditambahkan ke larutan dan diinkubasi selama 10 menit pada suhu

28 °C. Larutan dimasukkan ke kuvet untuk mengukur nilai absorbansi pada panjang

gelombang 420 nm dengan spektrofotometer (Abo et al., 2020).
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c¢. Enzim phenylalanin ammonia lyase (PAL)

Sampel jaringan akar dan daun seberat 1 g dimaserasi dengan mortar dan alu
hingga halus dan dilarutkan dalam 2 ml buffer natrium borat 0,1 M dingin pH 7,0.
Suspensi yang dihasilkan disentrifugasi dengan kecepatan 6,000 rpm dengan
centrifuge selama 15 menit dan diinkubasi pada suhu 4 °C. Larutan L-Phenylalanine
3 mM sebanyak 2,0 ml ditambahkan dengan air deionisasi sebanyak 0,9 ml
dicampurkan hingga homogen (Abo et al., 2020). Aktivitas enzim PAL diukur
dengan metode Sainders & McClure (1975). Reaksi dilakukan selama 60 menit
pada suhu 37 °C dan peningkatan absorbansi pada 420 nm dicatat setiap interval
waktu 15 menit. Sebanyak 200 mM Tris-HCI pH 7,0 digunakan sebagai larutan
buffer dan 20 mM L-Phenylalanine sebagai substrat aktivitas enzim PAL. Kurva

tingkat formasi asam sipamat fas.enzim PAL menggunakan

fiva asam sinamat 3,09 n

mol. Aktivitas enzim PHL dinyatale an sa 1 mol"' g'. Kalibrasi protein

2. Karakterisasi akt
a. Kemampuan anfagenimse. aktiu

menghambat pertl : dra in vitro

Kemampuan antag aktinobakteria filosfer

ST

indigenos dalam menghainbat yak tCTiyE ananatis secara in Vitro,

memnggunakan plug diffusion met Vat ; ngacu pada metode Dornelas ef al.
(2023). Satu koloni bakteri P. ananatis berumur 2%24 jam pada medium GYPA
diambil menggunakan cutton buds steril, lalu diinokulasikan dengan disebar ke
seluruh permukaan medium campuran GYPA dan ISP2 atau SCA dengan
perbandingan 1:1 (v:v) menggunakan metode gores. Medium yang telah diinokulasi
dengan bakteri P. ananatis dilubangi dengan cork borrer steril berdiameter 5 mm
dan potongan medium dibuang. Plug tersebut diisi dengan potongan medium ISP2
atau SCA berdiameter 5 mm yang telah ditumbuhi dengan aktinobakteria filosfer
indigenos berumur 7x24 jam, sebagai kontrol plug diisi dengan potongan medium

ISP2 atau SCA tanpa ditumbuhi aktinobakteria filosfer indigenos, dan diinkubasi

selama 3%24 jam pada suhu 28 °C. Pengamatan kemampuan antagonisme berupa
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zona hambat yang terbentuk di sekitar p/ug koloni aktinobakteria filosfer indigenos.
Diameter zona hambat aktinobakteria filosfer indigenos dihitung dengan Rumus 4.
Skema kemampuan antagonisme aktinobakteria filosfer indigenos dalam

menghambat pertumbuhan bakteri P. ananatis dapat dilihat pada Gambar 13.

Gambar 13. Skema kemampuan antagonlsme aktmobakterla filosfer indigenos
menghambat perke pnbansanbalkte ananatis secara in vitro, (a).

Koloni balsiesis NER it MﬂAmS imaktinobakteria filosfer
indigenos, o n (( .ﬁ

b. Produksi enzim p

Produksi enzim ngetahui  kemampuan

aktinobakteria filosfer enzim protease yang
berperan mendegradasi ] sel bakteri P. ananatis.
Produksi enzim proteas s metode ), yaitu menumbuhkan
aktinobakteria filosfer § ps-padasl) mi-medn ) _"“'“ tif yang berbeda yaitu
shaker pada suhu 28 °C. Selnj ~ saring steril berdiameter 6 mm
dicelupkan ke kultur cair aktinobakteria filosfer indigenos selama 1 menit,
sedangkan akuades steril sebagai kontrol, lalu diinokulasi di atas permukaan
medium Skim Milk Agar (SMA) (Lampiran 4), lalu diinkubasi selama 1x24 jam
pada suhu 28 °C. Kemampuan aktinobakteria filosfer indigenos dalam
menghasilkan enzim protease diamati secara kuantitatif melalui pengukuran
diameter zona bening yang terbentuk di sekitar koloni aktinobakteria filosfer
indigenos. Aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu menghasilkan enzim
protease ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni aktinobakteria

filosfer indigenos pada medium SMA (Yanti ef al., 2024). Diameter enzim protease

dihitung dengan Rumus 5.
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c¢. Produksi enzim amilase

Produksi enzim amilase bertujuan untuk mengetahui kemampuan
aktinobakteria filosfer indigenos menghasilkan enzim amilase. Produksi enzim
amilase mengacu metode Renuka et al. (2023), yaitu menumbuhkan aktinobakteria
filosfer indigenos pada medium selektif yang berbeda yaitu medium ISP2 broth
atau SC broth dan diinkubasi selama 14x24 jam dengan orbital shaker pada suhu
28 °C. Selanjutnya, kertas saring steril berdiameter 6 mm dicelupkan ke kultur cair
aktinobakteria filosfer indigenos selama 1 menit dan akuades steril sebagai kontrol,
lalu diinokulasi di atas permukaan medium deMan Rogosa Sharpe Agar (MRSA)
(Lampiran 4), lalu diinkubasi selama 2x24 jam pada suhu 28 °C. Koloni

aktinobakteria filosfer indigenos ditetesi dengan larutan iodine 1% dan diinkubasi

selama 1 menit. Kemampuanfkthobak digenos dalam menghasilkan
enzim amilase diamati $¢ea antitati ui e dn diameter zona bening
yang terbentuk di seki '
MRSA. Diameter enzi

mdigenos pada medium

d. Produksi hidroge

Produksi HCN bert ] ih aktinobakteria filosfer

= T~
BT RnbEHag e cdium [SP2 atau SCA,

Rt 'l' emudian kertas saring steril

berdiameter 60 mm dicelupkan ke lat asam pikrat 0,5% (Lampiran 4), lalu

indigenos dalam meng eria filosfer indigenos

ditumbuhkan pada medha

lalu diinkubasi selama % bad:

kertas saring dikeringkan di atas tisu steril selama 5 menit, dan diinokulasi pada
bagian dalam tutup cawan petri yang berisi biakan murni aktinobakteria filosfer
indigenos, kemudian diinkubasi selama 14%x24 jam pada suhu 28 °C. Perubahan
warna pada kertas saring menjadi cokelat muda (+), cokelat tua (++), dan merah
bata (+++), menunjukkan kemampuan aktinobakteria filosfer indigenos
menghasilkan HCN (Djebaili et al., 2021). Skema uji produksi HCN dapat dilihat
pada Gambar 14.
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Gambar 14. Skema produksi HCN, (a). Aktinobakteria filosfer indigenos, (b).
Cawan petri, (c). Penutup cawan petri, dan (d). Kertas saring ukuran
6 mm yang telah direndam dengan larutan asam pikrat 0,5%.

3. Karakterisasi aktinobakteria filosfer indigenos sebagai biofertilizer
a. Pelarut fosfat (P)

Pengujian kemampua fuk mengetahui potensi

aktinobakteria filosfer fObfat secara kuantitatif,
mengacu metode Gonz eria filosfer indigenos
dikulturkan dalam medjur inkubasi menggunakan
orbital shaker pada ke <I. ; il etelah inkubasi, kertas
saring steril berdiamet aktinobakteria filosfer
indigenos dan akuades ulasi pada permukaan
medium Pikovskaya Ag N nkut 1 dilakukan pada suhu

28 °C selama 3x24 ' NV =

diameter zona bening .

Evaliasi melalui pengukuran
UKHIESCleitar *kofon aktinobakteria filosfer
indigenos sebagai indikator pelarutan fosfat. Diameter pelarutan fosfat dihitung

dengan Rumus 7.

b. Fiksasi nitrogen (N)

Pengujian fiksasi nitrogen bertujuan untuk mengetahui kemampuan
aktinobakteria filosfer indigenos dalam memfiksasi nitrogen, mengacu metode
Saidi et al. (2021). Aktinobakteria filosfer indigenos ditumbuhkan pada medium
ISP2 broth atau SC broth, lalu diinkubasi pada orbital shaker dengan kecepatan 150
rpm selama 14x24 jam. Selanjutnya, kertas saring steril ukuran 6 mm dicelupkan
ke kultur cair aktinobakteria filosfer indigenos dan akuades steril sebagai kontrol,

lalu diinokulasi pada permukaan medium Ashby’s Mannitol Agar (AMA)



46

(Lampiran 4), kemudian diinkubasi selama 7%24 jam pada suhu 28 °C. Kemampuan
aktinobakteria filosfer indigenos dalam memfiksasi nitrogen ditandai dengan
adanya pertumbuhan aktinobakteria filosfer indigenos pada permukaan medium

bebas nitrogen (AMA).

¢. Produksi Indole Acetic Acid (IAA)

Produksi IAA mengacu metode Boubekri et al. (2021). Aktinobakteria filosfer
indigenos ditumbuhkan pada 5 ml medium ISP2 broth atau SC broth yang telah
ditambahkan dengan 0,5 g L-Tryptophan dan diinkubasi pada orbital shaker dengan
kecepatan 150 rpm dalam kondisi gelap selama 7x24 jam pada suhu 28 °C.

Aktinobakteria filosfer indigenos disentrifugasi dengan centrifuge pada kecepatan

diinkubasi pada orbita dalam kondisi gelap

selama 30 menit. Ni llanalisis pada panjang
pengujian digunakan

gelombang 530 nm de T
145, dan 50 sebanyak 15

IAA standar dengan kof§
ng/ml. Kemampuan aktinebalkte ia filgsfer i enosadalom menghasilkan [AA
ditandai dengan perulihd Miafli merah muda hingga

keunguan. Konsentrasi ¥ erdasar Qi ibrasi IAA standar dan

d. Pengamatan penelitian

1. Aktivitas enzim pertahanan tanaman bawang merah yang diintorduksi
dengan aktinobakteria filosfer indigenos dan diinokulasi bakteri P.
ananatis

a. Enzim peroxidase (POX)

Aktivitas enzim POX dianalisis dengan mengamati perubahan nilai absorbansi
setiap 5 detik hingga mencapai kestabilan, mengacu pada metode Abo et al. (2020).
Aktivitas enzim POX memfasilitasi oksidasi guaiakol menjadi tetraguaiakol,
ditandai dengan perubahan warna larutan dari tidak berwarna menjadi warna jingga

kecokelatan. Peningkatan konsentrasi tetraguaiakol diamati melalui kenaikan nilai
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absorbansi pada panjang gelombang 470 nm menggunakan spektrofotometer.
Parameter yang dievaluasi mencakup laju perubahan absorbansi, kestabilan reaksi,
dan nilai absorbansi maksimum. Aktivitas enzim POX dinyatakan dalam satuan

pug/ml.

b. Enzim polyphenol oxydase (PPO)

Aktivitas enzim polifenol oksidase (PPO) dianalisis berdasarkan metode Abo
et al. (2020), dengan mengukur perubahan nilai absorbansi pada panjang
gelombang 420 nm menggunakan spektrofotometer. Reaksi enzimatis dilakukan
dengan menggunakan substrat katekol, yang mengalami oksidasi menjadi o-kuinon
oleh aktivitas enzim PPO. Proses ini ditandai dengan perubahan warna larutan

menjadi cokelat kekuningan. Nilaj bansi-dicatat setiap 5 detik hingga reaksi

konstan. Parameter yafg-cigiuati_ Mcliputilail pOibakan absorbansi, kestabilan
reaksi, dan nilai absorbj - 1 PPO dinyatakan dalam

satuan pg/ml.

c¢. Enzim phenylalariy

Aktivitas enzim [RA ukan arkan: ampuan PAL dalam
mengkatalisis konversi sk 1 a1 ': sinamat, yang ditandai
dengan peningkatan ahy s dapaijange-g ;'\' 2,290 nm. Jumlah asam
protein dalam ekstrak enzim Mecbagal dasar normalisasi aktivitas,
menggunakan metode Bradford (1976) dengan Bovine Serum Albumin (BSA)
sebagai standar. Aktivitas enzim PAL diekspresikan dalam satuan nmol asam

sinamat per menit per g bahan segar.

2. Karakterisasi aktinobakteria filosfer indigenos sebagai agens biokontrol
a. Kemampuan antagonimse aktinobakteria filosfer indigenos dalam
menekan pertumbuhan bakteri P. ananatis secara in vitro (mm)
Pengamatan kemampuan antagonisme aktinobakteria filosfer indigenos dalam
menekan pertumbuhan bakteri P. ananatis yang diamati berupa ada atau tidak zona
hambat yang terbentuk di sekitar pl/ug koloni aktinobakteria filosfer indigenos

setelah diinkubasi selama 3%x24 jam. Aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu
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menekan pertumbuhan bakteri P. ananatis ditandai adanya zona hambat di sekitar
plug koloni aktinobakteria filosfer indigenos. Pengukuran diameter zona hambat
oleh aktinobakteria filosfer indigenos dalam menghambat pertumbuhan bakteri P,

ananatis secara in vitro dapat dihitung dengan rumus Dornelas et al. (2023).

. Diameter zona hambat - diameter p/ug
Diameter zona hambat = ——— e (Rumus 4).
Diameter plug

Penentuan tingkat aktivitas antagonistik aktinobakteria filosfer indigenos
dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. ananatis dilakukan berdasarkan
kategori zona hambat yang terbentuk secara in vitro (Tabel 5). Kriteria ini
digunakan untuk mengklasifikasikan kemampuan aktinobakteria filosfer indigenos
uhan_baktes

dalam menghambat pertumb B-aunanatis berdasarkan ukuran diameter

Tabel 5. Kriteria kem@mpuan,, antag inobaktefia filosfer indigenos
dalam meng nduatis secara in vitro

7,00-10 ' ) Rendah

11,00-14 ' Sedang
>14,000 58 = Tinggi

Sumber: Silva et al., 20 ‘r‘ g

b. Produksi enzim protease (mm '

Pengamatan produksi enzim protease yang diamati yaitu zona bening yang
terbentuk di sekitar koloni aktinobakteria filosfer indigenos setelah diinkubasi
selama 2x24 jam pada permukaan medium Skim Milk Agar (SMA). Aktinobakteria
filosfer indigenos mampu memproduksi enzim protease ditandai adanya zona
bening di sekitar koloni aktinobakteria filosfer indigenos, sedangkan yang tidak
mampu memproduksi enzim protease tidak terdapat zona bening di sekitar koloni
aktinobakteria filosfer indigenos (Amfar et al., 2021). Diameter zona bening enzim

protease dihitung dengan Rumus 5.
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Diameter zona bening- diameter koloni

Diameter enzim protease = ; e, (Rumus 5).
Diameter zona bening

¢. Produksi enzim amilase (mm)

Pengamatan produksi enzim amilase dilakukan dengan mengamati zona bening
yang terbentuk di sekitar koloni aktinobakteria filosfer indigenos setelah diberikan
larutan iodine 1% pada permukaan medium deMann Rogosa Sharpe Agar (MRSA).
Aktinobakteria filosfer indigenos mampu memproduksi enzim amilase ditandai
terbentuknya zona bening di sekitar koloni aktinobakteria filosfer indigenos,
sedangkan yang tidak mampu memproduksi enzim amilase tidak ada zona bening

di sekitar koloni aktinobakteria filosfer indigenos (Renuka et al., 2023). Diameter

Diameter enzim amilas¢f : A - = (Rumus 6).

yang terjadi pada selama 14x24 jam.
HCN ditandai adanya

jat muda (+), cokelat tua

Aktinobakteria filosfer g
perubahan warna pada k& ) :
(++), dan merah bata (+++). Sedangkar ya g tldak mampu memproduksi HCN

tidak mengalami perubahan warna pada kertas saring (Djebaili et al., 2021).

3. Karakterisasi aktinobakteria filosfer indigenos sebagai biofertilizer
a. Pelarut fosfat (mm)

Pelarut fosfat yang diamati yaitu zona bening yang terbentuk di sekitar koloni
aktinobakteria filosfer indigenos setelah diinkubasi selama selama 3%24 jam pada
medium Pikovskaya Agar (PKVA). Aktinobakteria filosfer indigenos mampu
melarutkan fosfat ditandai dengan adanya zona bening di sekitar koloni, sedangkan
yang tidak mampu melarutkan posfat tidak terbentuk zona bening di sekitar koloni
(Gonzalez et al., 2023). Diameter zona bening pelarut fosfat dapat dihitung

menggunakan Rumus 7.
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Diameter zona bening - diameter koloni

Di larut fosfat=——mm""F"—— ™ .......... R .
iameter pelarut fosfat Diametor koloni (Rumus 7)

b. Fiksasi nitrogen (+/-)

Fiksasi nitrogen yang diamati yaitu pertumbuhan koloni aktinobakteria filosfer
indigenos pada medium Ashby Mannitol Agar (AMA) setelah diinkubasi selama
7x24 jam pada suhu 28 °C. Aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu
memfiksasi nitrogen ditandai dengan pertumbuhan koloni aktinobakteria filosfer
indigenos pada medium AMA. Sedangkan aktinobakteria filosfer indigenos yang
tidak mampu memfiksasi nitrogen ditandai dengan tidak ada pertumbuhan koloni

aktinobakteraa filosfer indigenos (Gonzalez et al., 2023).

c. Produksi Indole A

Produksi TAA yan ang terjadi pada kultur cair

aktinobakteria filosfer i larutan L-Tryptophan.

Aktinobakteria filosfer an [AA ditandai dengan
perubahan warna laruta guan, sedangkan yang
tidak mampu menghas Warna (Boubekri et al.,
2021). Konsentrasi TA At

Konsentrasi IAA standa

A4&an hasilnya dalam ppm.

Konsentrasi IAA =KY = a + bx.... )\ N (Rumus 8).

Keterangan: Y = Nilai absorbansi
a = Intersep
b =Koefisien regresi

x = Konsentrasi IAA

Tahap 3. Identifikasi molekuler aktinobakteria filosfer indigenos terseleksi
dengan primer spesifik ActF dan ActR

4. Persiapan sampel aktinobakteria filosfer indigenos

Aktinobakteria filosfer indigenos yang terseleksi dari Tahap 2 dilakukan

identifikasi secara molekuler dengan primer spesifik aktinobakteria filosfer
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indigenos yaitu primer ActF dan ActR untuk mengetahui keragaman spesies
aktinobakteria filosfer indgenos. Identifikasi molekuler dilakukan dengan
meremajakan aktinobakteria filosfer indgenos untuk mendapatkan biakan murni
pada permukaan medium selektif pertumbuhan yang berbeda yaitu medium ISP2
atau SCA dengan metode gores kuadran, lalu diinkubasi selama 14x24 jam pada
suhu 28 °C. Koloni tunggal dari biakan murni aktinobakteria filosfer indgenos yang
tumbuh pada permukaan medium diambil dengan jarum ose, lalu dimasukkan ke
40 ml medium ISP2 broth atau SC broth, lalu diinkubasi pada orbital shaker selama
14%24 jam pada suhu 28 °C. Kultur cair aktinobakteria filosfer indigenos sebanyak
10 ml dimasukkan ke microtube ukuran 10 ml dan disentrifugasi dengan kecepatan

maksimum 12.000 rpm selama 1 menit untuk memisahkan pelet dengan supernatan

Ekstraksi DNA
mengekstraksi dan mg
(Geneaid). Beberapa tahd
adalah sebagai berikut: (

a. Isolasi DNA

Isolasi DNA aktinobakteria filosfer indigenos dilakukan dengan mengambil
sebanyak 20 mg larutan Lysozyme lalu ditambahkan ke 1 ml larutan lysozyme
digestion buffer sebelum digunakan. Pelet aktinobakteria filosfer indigenos yang
diperoleh dari hasil ekstraksi disuspensikan dengan 180 ul larutan lysozyme
digestion buffer yang telah mengandung [lysozyme, lalu campuran tersebut
dihomogenkan hingga tercampur merata dengan vortex mixer dan diinkubasi pada
suhu 37 °C selama 30 menit. Kemudian, sebanyak 20 pl larutan Proteinase K
ditambahkan lalu dihomogenkan kembali hingga tercampur merata, selanjutnya
ditambahkan 200 pl PureLink Genomic lysis/binding buffer, lalu dihomogenkan

kembali hingga merata dan diinkubasi pada suhu 55 °C selama 30 menit dalam
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water bath. Sebanyak 200 pl ethanol 96-100% ditambahkan ke [/ysate dan
dihomogenkan selama 5 detik hingga tercampur merata (Messaoudi et al., 2020).

b. Pengikatan DNA

Pengikatan DNA aktinobakteria filosfer indigenos dilakukan dengan
menambahkan sebanyak 640 ul larutan lysate ke PureLink Spin Column, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 10,000 rpm selama 1 menit pada suhu 28 °C.
Setelah itu, larutan yang berada pada collection tube dibuang dan collection tube
baru dipasangkan kembali pada PureLink Spin Column. Proses pengikatan DNA
diulangi sampai 2 kali hingga seluruh larutan lysate habis (Messaoudi et al., 2020).

c¢. Pencucian DNA

Pencucian DNA aktinobakteria dilakukan dengan

menambahkan larutan s

dipasangkan kembali dgigan . ‘ dtclah itu, sebanyak 500

dalam spin column,
kemudian spin column ngan kecepatan 10,000
rpm selama 1 menit, 13 & tion tube dibuang dan

ul larutan wash buffer|

2 K 0
Q
I =
1]
9

terdapat pada collectiofp

Ah disentrifugasi dengan

kecepatan maksimal 12

pada spin column, mak§ ; ) Sentrifuga: Ao ks 111 hingga tidak terdapat

larutan yang tertinggal pad@SPIes fum: A(VicaTToUdE b, 2020).
d. Elusi DNA

Elusi DNA aktinobakteria filosfer indigenos dilakukan dengan memasangkan
spin column pada microtube ukuran 1,5 ml steril. Selanjutnya sebanyak 100 pl
larutan PureLink genomic elution buffer dimasukkan ke bagian spin column filter,
lalu diinkubasi pada suhu 28 °C selama 1 menit dan disentrifugasi selama 1 menit

pada kecepatan maksimum 12,000 rpm dengan sentrifuge (Messaoudi et al., 2020).
e. Analisis kualitas dan kuantitas DNA

Analisis kualitas dan kuantitas DNA aktinobakteria filosfer indigenos
dilakukan dengan elektroforesis menggunakan agarose gel 1%. Pembuatan agarose

gel 1% dibuat dengan cara melarutkan 0,4 g agarose powder ke dalam 40 ml buffer
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TAE 1x (Tris-Acetate-EDTA pH 8,0) (Lampiran 4), lalu larutan dipanaskan dengan
microwave hingga mendidih dan dihomogenkan hingga larutan tercampur merata.
Setelah itu, larutan didiamkan sampai larutan bersuhu hangat dan tidak memadat,
lalu combs dipasangkan ke agarose tray dan larutan tersebut dituang ke agarose
tray, lalu diinkubasi selama 1 jam sampai larutan memadat pada agarose tray.
Setelah agarose gel padat, combs dicabut dari agarose tray dan gel beserta agarose
tray diangkat dan dipasang pada electrophoresis chamber yang telah diisi dengan
larutan buffer TAE 1x. Selanjutnya larutan Buffer TAE 1x ditambahkan kembali
pada electrophoresis chamber sampai seluruh bagian gel terendam. Sebanyak 5 pl
sampel DNA diambil dan dicampurkan dengan loading dye 6x perbandingan 5:1,

campuran DNA dan /oading dye kemudian dimasukkan secara perlahan ke combs

fean, micropippet. Hal yang sama

fiigenos secara berurutan.
Setelah itu electrophore lay ¢r clektroforesis (Mupid
eXU) dan elektroforesig a 30 menit, setelah itu
gel diambil dan dire ‘ TAE 1x yang telah
ditambahkan dengan 2E3epl™ ;_ idivim | Bremide 1%, 1alt isualisasi kualitas dan
kuantitas DNA dilakukiifede P ngafi DN ng terdapat pada layar
elektroforesis imagin 5‘;‘ S S aktinobakteria filosfer
indigenos dibandingk ¥ Y ~potlal Ofanpa  diberikan DNA

aktinobakteria filosfer i , NN JERaotidi e al., 2020).

f. Amplifikasi DNA

Amplifikasi DNA dilakukan dengan mengamplifikasi DNA aktinobakteria
filosfer dengan primer spesifik ActF (5’-CGCGGCCTATCAGCTTGTTG-3’) dan
primer ActR (5> CCGTACTCCCCAGGCGGGG-3’). Kemudian /7ag PCR Master
Mix (Thermo Scientific) dan protokolnya digunakan dalam proses teknik
Polymerase Chain Reaction (PCR). Campuran larutan dibuat sesuai dengan
protokol untuk masing-masing volume reaksi 25 pl dengan campuran untuk tiap
reaksi yaitu Master Mix 12,5 ul, Primer Forward 1 pl, Primer Reverse 1 pl dan
Nuclease Free Water 7,5 pl. Campuran reaksi PCR sebanyak 25 uL dimasukkan ke
microtube 100 pl dan setiap tube ditambahkan sebanyak 3 pl sampel DNA template
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aktinobakteria filosfer indigenos. Amplifikasi dengan teknik PCR dengan mengatur
mesin Thermocycle pada suhu 94 °C selama 5 menit, kemudian dilanjutkan dengan
amplifikasi DNA sebanyak 35 siklus terdiri dari proses denaturasi yang dilakukan
pada suhu 94 °C selama 3 menit, annealing pada suhu 55 °C selama 1 menit,
ekstensi awal pada suhu 72 °C selama 2 menit, dan ekstensi akhir pada suhu 72 °C
selama 10 menit. Kemudian dilakukan elektroforesis menggunakan agarose gel 1%
dalam buffer TAE 1x dan pita DNA divisualisasi dengan UV Trans-Illuminator,
hingga diperoleh pita DNA berukuran + 640 bp. Hasil amplifikasi dikirim ke First

BASE Singapore melalui instansi PT. Genetika Science Indonesia, Jakarta.

g. Pemurnian dan sekuensing DNA

First Base Singapore. I‘ nopakteria filost 1ids dilakukan sekuensing
dengan metode sekuens eq ¢nching) dengan primer
IATCAGCTTGTTG-3’)

dan primer ActR (5 CEG A B )I$ekuens yang diperoleh

spesifik aktinobakteria

berupa grafik elektrophppégram dengai pé 3 betbe 3 sesuai jenis nukleotida
dan susunan basa nukicedida hasil sekade amsckucnsing susunan basa
nukleotida Forward dajiNRe Akdlisoftware BioEdit untuk

memperoleh data ConsSRHa) At COnRil : dengan database yang

(BLAST-N) yang tersedia pada -‘:'-/"‘\'."'“ ational Centre of Biotechnology
Information (NCBI). Website NCBI: http://blast.ncbi.nlih.gov (Wati et al., 2024).

h. Analisis filogenetik

Hasil sekuensing aktinobakteria filosfer indigenos diperoleh berupa grafik
elektrophoregram dari pasangan basa nitrogen DNA dengan warna peak yang
beragam. Seluruh sekuens basa nitrogen DNA disejajarkan menggunakan metode
Clustal W dengan mengelompokkan sekuens menjadi sub-kelompok dan
selanjutnya kelompok besar dengan menghitung jarak antar sekuens secara
berpasangan yang dilakukan dengan software Molecular Evolutionary Genetic
Analysis 11 (MEGA 11) (Tamura et al., 2021). Pembuatan pohon filogenetik

digunakan metode neighbor-joining tree dengan bootstrap 1,000 kali untuk
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mengetahui kekerabatan spesies aktinobakteria filosfer indigenos dengan spesies
yang terdapat di GenBank.
G. Pengamatan Penelitian

1. Identifikasi molekuler aktinobakteria filosfer indigenos terseleksi dengan
primer spesifik ActF dan ActR

a. Analisis sekuensing

Analisis sekuensing dilakukan dengan membandingkan data hasil sekuensing
pada susunan basa nukleotida dengan data yang terdapat pada database Basic Local
Alignment Search Tool-Nucleotide (BLAST-N), tersedia secara online pada website
National Centre of Biotechnology Information (NCBI). Data sekuensing dengan

tingkat kemiripan sebesar 97,00—100,00%-diperoleh dari hasil pencarian BLAST-
: ‘ itk analisis kekerabatan

ic Analysis 11 (MEGA

N diunduh dengan fo
filogenetik dengan softj
11) (Wati et al., 2024).

b. Analisis filogenet

Analisis filogeneti

MEGA 11 diinterpretas

b dari aplikasi sofiware
. Analisis ini bertujuan
untuk mengetahui hub teria filosfer indigenos

dengan spesies referensi Vingie B (Tamura et al., 2021).

H. Analisis Data Penelitian

Analisis data dilakukan dengan metode Analysis of Varians (ANOVA), apabila
berbeda nyata dilanjutkan dengan uji Duncan New Multiple Range Test (DNMRT)
pada taraf 5%. Analisis data perkembangan penyakit, pertumbuhan, serta produksi
bawang merah menggunakan aplikasi software Statistical Product and Service
Solutions 27 (SPSS 27) dan Microsoft Excel 2021. Data hasil sekuensing dianalisis
menggunakan aplikasi sofiware Notepad, BioEdit, dan Molecular Evolutionary
Genetic Analysis 11 (MEGA 11).



BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil

Tahap 1. Uji kemampuan aktinobakteria filosfer indigenos mengendalikan
penyakit hawar daun bakteri, meningkatkan pertumbuhan, dan
produksi bawang merah

Berdasarkan hasil penelitian pada Tahap 1 yang telah dianalisis menggunakan

Analysis of Variance (ANOVA), dilanjutkan dengan uji Duncan's Multiple Range

Test (DMRT) pada taraf 5% (Lampiran 8), menunjukkan bahwa beberapa isolat

aktinobakteria filosfer indigenos mampu menekan perkembangan penyakit hawar

daun bakteri, meningkatkan pertumbuhan-tanaman, dan produksi bawang merah

(Tabel 6 dan Tabel 7). UNRSITAS ANDLAS =

L1

1.1 Perkembangan pdnyal
a. Masa inkubasi pe

Aktinobakteria fi ambat masa inkubasi

penyakit hawar daun ba ol negatif, berdasarkan
hasil analisis sidik raghitadan uii lanjuid 3 ida/thraf 5% (Lampiran 8).
: Megatif yaitu NLLP2H,

Terdapat 16 isolat yan@obe
21, NBSA2I, NLLP2G,

NBSP3A, NBSP2H, N8

b. Insidensi penyakit (%)

Aktinobakteria filosfer indigenos yang diintroduksi pada umbi dan tanaman
bawang merah menunjukkan berbeda tidak nyata dengan kontrol negatif pada
insidensi penyakit (Tabel 6), sehingga tidak diuji lanjut DNMRT pada taraf 5%.
Tanaman bawang merah yang diinokulasi dengan bakteri P. ananatis menunjukan

gejala penyakit hawar daun bakteri oleh P. ananatis.

c. Severitas penyakit (%)
Aktinobakteria filosfer indigenos mampu menekan severitas penyakit hawar

daun bakteri P. ananatis pada tanaman bawang merah dan berbeda nyata dengan
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kontrol negatif, berdasarkan hasil analisis sidik ragam dan uji lanjut DNMRT pada
taraf 5% (Lampiran 8). Aktinobakteria filosfer indigenos yang berbeda nyata
dengan kontrol negatif pada severitas penyakit terdapat 15 isolat yaitu NLLP2H,
NLLP2A, NLLP2G, NLLP3J, NLLA2E, NBSA2E, NBSP3B, NBSP2C, NBSP2I,
NKGP2F, NBSP3F, NBSP2H, NBSP3A, NLLA3F, dan NKGP3G dengan severitas
penyakit yaitu berkisar 8,76-38,22%, sehingga tergolong kriteria ketahanan
tanaman yaitu kriteria Tahan-Rentan (Tabel 6). Visualisasi perbandingan severitas
penyakit hawar daun bakteri pada isolat aktinobakteria filosfer indigenos dengan
kontrol negatif dapat dilihat pada (Gambar 15) memperlihatkan severitas penyakit
lebih tinggi pada kontrol negatif dibandingkan dengan tanaman yang diintroduksi

aktinobakteria filosfer indigenos.

Gambar 15. Perbandingf S e 0l § 8t bakteri P ananatis pada
tanaman bawa SOLHS

dan (b). Aktinobakterra di 1genos kode isolat NBSP3F.
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Tabel 6. Perkembangan penyakit hawar daun bakteri pada tanaman bawang merah berumur 63 hst yang diintroduksi dengan aktinobakteria

filosfer indigenos dan diinokulasi dengan bakteri P. ananatis

Kode isolat Masa inkubasi Insidensi penyakit ~ Severitas penyakit Nilai Indeks penekanan Kriteria ketahanan

(hsi) (%) (%) AUDPC penyakit (%) tanaman
NLLP2H 19,66 a 100,00 a 8,76 a 73,57 87,00 Tahan
NLLP2A 17,33 b 100,00 a 11,11 abc 155,57 75,51 Agak tahan
NLLP2G 10,77 d 100,00 a 48,17 Agak rentan
NLLP3J 14,77 ¢ 100,00 a 64,54 Agak tahan
NLLA2E 6,66 e 100,00 a 19,42 Rentan
NLLA3F 17,00 b 100,00 a 83,89 Tahan
NBSA2E 11,55 d 100,00 a 60,13 Agak tahan
NBSP3B 15,66 ¢ 100,00 a 65,09 Agak tahan
NBSP3F 14,33 ¢ 100,00 a 77,15 Tahan
NBSA2B 4,77 fg 100,00 a -1,92 Rentan
NBSA3B 4,66 fg 100,00 a 12,97 Rentan
NBSP2C 6,66 e 100,00 a 17,57 Agak rentan
NBSP21 5,33 ef 100,00 a 36,88 Agak rentan
NBSA2I 5,11 f 100,00 a 6,41 Rentan
NBSP2H 17,66 b 100,00 a 79,09 Tahan
NBSP3A 19,55 a 100,00 a 80,52 Tahan
NKGP3B 4,55 fg 100,00 a : / : 1,94 Rentan
NKGP2F 14,88 ¢ 100,00 a 15, T 167,16 70,46 Agak tahan
NKGP3G 11,55 d 100,00 a 12,42 cd 206,50 63,51 Agak tahan
NKGP3I 4,11 fg 100,00 a 40,09 hi 581,98 -2,82 Rentan
KONTROL - 3,55 g 100,00 a 41,16 i 565,98 00,00 Rentan
KK 7,19 - 10,53 - -

* Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada lajur yang sama adalah tidak berbeda nyata menurut DNMRT pada taraf 5%.
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d. Area Under the Disease Progress Curve (AUDPC)

Nilai AUDPC digunakan sebagai indikator kumulatif untuk mengevaluasi
perkembangan penyakit hawar daun bakteri pada tanaman bawang merah setelah
diintroduksi aktinobakteria filosfer indigenos dan diinokulasi bakteri P. ananatis
pada 7, 14, 21, 28, dan 35 hsi. AUDPC adalah satuan nilai yang menggabungkan
parameter progres perkembangan penyakit tanaman sepanjang waktu. Nilai
AUDPC dihitung dari parameter severitas penyakit pada setiap interval waktu
pengamatan, sehingga nilai AUDPC yang rendah menunjukkan perkembangan
penyakit yang lebih lambat, sedangkan nilai AUDPC yang tinggi menjunjukkan
perkembangan penyakit yang lebih cepat (Tabel 6).

Perkembangan penyakit hawar daun bakteri pada tanaman bawang merah

setelah diinokulasi dengan baKtern L ¥ disisecara umum nilat AUDPC
masih rendah. Aktinotk ritefilOsfer indigenos Kode isc ¥ NBSA3B, NBSA2B,
NBSP2C, NBSP21, NBS. ‘ K L1/ AE, dan kontrol negatif
kith 8—12, sedangkan kode

NBSA2E, NBSP3B,

menunjukkan nilai AU
isolat NLLP2H, NLLPRA
NBSP3F, NBSP2H, 2H| nenunjukkan penyakit
hampir belum berkemia at masih rendah pada 7
hsi dengan sebagian : £UDPC di bawah 10.
Perkembangan penyakiipads Al W at untuk sebagian besar
] s Jﬂ;f'ﬂ' tertinggi adalah yang
menunjukkan perkembangan penyaKit cepat yaitu kode isolat NKGP3B,
NBSP2C, NLLA2E, NBSA2B, NBSA3B, NKGP3I, dan NKGP3G dengan nilai
sekitar 12—-15, sedangkan kode isolat NLLP2H, NLLP3J, dan NBSP3A memiliki
nilai AUDPC yang rendah yaitu 0-2.

Perkembangan penyakit pada 21 hsi secara umum menunjukkan peningkatan
AUDPC yang meningkat. Nilai AUDPC tertinggi sekitar 25-26 terlihat pada isolat
NBSA2B, NBSA3B, NLLA2E, NBSP2C, NBSA2I, NKGP3B, dan NKGP3I
menunjukkan perkembangan penyakit cukup tinggi. Isolat dengan AUDPC
terendah yaitu NLLP2H, NLLA3F, NBSP3B, NBSP2H, NBSP3F, dan NBSP3A
yang menunjukkan perkembangan penyakit pada isolat tersebut berkembang lebih

lambat. Perkembangan penyakit pada 28 hsi dengan AUDPC tertinggi adalah
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NLLP2G, NLLA2E, NBSA2B, NBSA3B, NBSP2C, NBSA2I, NBSP2I, NKGP3B,
dan NKGP3I menunjukkan laju penyakit sangat cepat, sedangkan nilai AUDPC
terendah yaitu NLLP2H, NLLA3F, NBSP3F, NBSP2H, dan NBSP3A.

Perkembangan penyakit pada 35 hsi secara umum kurva mencapai titik tertinggi.
Isolat aktinobakteria filosfer indigenos dengan AUDPC tertinggi yaitu kode isolat
NLLA2E, NBSA2B, NBSA3B, NBSA2I, NKGP3B, NKGP3I, dan kontrol negatif
sekitar 38—40. Sementara isolat dengan AUDPC terendah yaitu NLLP2H, NLLP3J,
NLLP2A, NLLA3F, NBSP3F, NBSP2H, NBSP3A, dan NKGP3G dengan
perkembangan penyakit paling lambat. Nilai akhir AUDPC kontrol negatif
menunjukkan perkembangan penyakit paling tinggi (Gambar 16).

Area Under the Disease Progress Curve (AUDPC)
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Gambar 16.  Grafik pe A gf’i‘ bakteri P. ananatis pada
tanaman baﬂu . ttkodtksi aktinobakteria filosfer

indigenos dan d11noku asi ba terl P. ananatis pada umur 7-35 hsi.

1.2 Pertumbuhan tanaman dan produksi bawang merah
a. Muncul tunas (hst)

Aktinobakteria filosfer indigenos yang diintroduksi pada umbi dan tanaman
bawang merah mampu meningkatkan muncul tunas tanaman bawang merah
terdapat 13 isolat yang berbeda nyata dengan kontrol positif, setelah dilakukan
analisis sidik ragam dan uji lanjut DNMRT pada taraf 5% (Lampiran 7). Isolat
tersebut yaitu NBSP3F, NBSP2H, NBSP3A, NLLP2H, NKGP2F, NLLP2A,
NLLP2G, NLLP3J, NLLA3F, NBSA2E, NBSP3B, NBSP2I, dan NKGP3G dengan

muncul tunas yaitu berkisar 3,33-5,50 hst (Tabel 7). Perbandingan muncul tunas
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umbi bawang merah yang diintroduksi aktinobakteria filosfer indigenos dengan

kontrol positif dapat dilihat (Gambar 17 a).

b. Tinggi tanaman (cm)

Aktinobakteria filosfer indigenos mampu meningkatkan pertumbuhan tinggi
tanaman bawang merah dan berbeda nyata dengan kontrol positif yaitu terdapat 9
isolat, setelah dianalisis sidik ragam dan uji lanjut DNMRT taraf 5% (Lampiran 8).
Isolat aktinobakteria filosfer indigenos tersebut yaitu NLLP2H, NKGP2F, NBSP3F,
NBSP3A, NLLA3F, NLLP3J, NBSP2H, NBSA2E, dan NKGP3G, dengan tinggi
tanaman yaitu berkisar 38,44-45,67 cm (Tabel 7). Perbandingan pertumbuhan
tanaman bawang merah yang diintroduksi aktinobakteria filosfer indigenos dengan
kontrol positif dapat dilihat (Gambar_17 b) menunjukkan pertumbuhan tinggi

tanaman bawang merahpgis

landing kontrol positif.

¢. Jumlah daun (helas

Aktinobakteria filg pan kontrol positif pada

jumlah daun tanaman bgiw 1; i setelah dianalisis sidik
ragam dan uji lanjut D] _ pitan ). Isolat aktinobakteria
filosfer indigenos yan baibedannyata @iy ek Ipositif yaitu NLLP2H,
NLLP2A, NLLP3J, N i 3F, NKGP2F dengan
jumlah daun yaitu ber =36 DT T A helT (1 Wiy ftumbuhan jumlah daun
tanaman bawang merah YAng, QN rodERS SHga 4« kteria filosfer indigenos

lebih banyak dibandingkan dengan ko ol e 0s1t1f (Gambar 17 b).

d. Bobot segar umbi (g)

Aktinobakteria filosfer indigenos yang diintroduksi pada umbi dan tanaman
bawang merah mampu meningkatkan produksi bawang merah yaitu terdapat 13
isolat berbeda nyata dengan kontrol positif, setelah dianalisis sidik ragam dan uji
lanjut DNMRT pada taraf 5% (Lampiran 7). Isolat aktinobakteria filosfer indigenos
tersebut yaitu NLLP2H, NLLP2A, NLLP2G, NLLP3J, NBSA2E, NBSP3B,
NBSP2I, NBSP3A, NLLA3F, NBSP3F, NBSP2H, NKGP3G, dan NKGP2F dengan
bobot segar umbi bawang merah berkisar yaitu 84,07-150,55 g (Tabel 7).
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e. Bobot kering umbi (g)

Aktinobakteria filosfer indigenos menunjukkan berbeda nyata pada bobot
kering umbi bawang merah dibandingkan dengan kontrol positif, setelah dianalisis
sidik ragam dan uji lanjut DNMRT pada taraf 5% (Lampiran 8). Terdapat 13 isolat
aktinobakteria filosfer indigenos yang berbeda nyata dengan kontrol positif yaitu
NLLP2H, NLLP2A, NLLP2G, NLLP3J, NBSA2E, NBSP3B, NBSP2I, NBSP3A,
NLLA3F, NBSP3F, NBSP2H, NKGP3G, dan NKGP2F dengan bobot kering umbi
bawang merah berkisar yaitu 79,81-147,24 g (Tabel 7). Perbandingan bobot umbi
bawang merah yang diintroduksi dengan aktinobakteria filosfer indigenos
dibandingkan dengan kontrol positif dapat dilihat pada Gambar 17 c.

Tabel 7. Pertumbuhan tanaman bawang merah berumur 63 hst dan produksi bawang

merah yang d11ntrod steria ﬁlosfer indigenos
. Muncul i Bobot kering
Kode isolat tunas (hst) ()

NLLP2H 3,83 ab 147,24 a
NLLP2A 4,83 abc 94,31 cde
NLLP2G 4,50 abc 80,90 e
NLLP3J 4,00 abc 92,19 cde
NLLA2E 11,83 d 53,71 f
NLLA3F 4,83 abc 116,87 b
NBSA2E 4,50 abc 91,40 de
NBSP3B 5,33 bc 93,72  cde
NBSP3F 333a 110,32 be
NBSA2B 12,16 d 49,82 f
NBSA3B 12,66 d 47,30 f
NBSP2C 12,33 d 47,02 f
NBSP2I 4,66 abc igh 31500 o 78.81 e
NBSA2I 1333 d 33, 61 T 30:00" 39,69 f
NBSP2H 333a 41,55 abed 48,66 cde 111,55 «cd 109,48 bed
NBSP3A 333a 43,00 abc 62,55 b 129,35 b 126,67 b
NKGP3B 11,83 d 3444 efgh 32,33 gh 4392 g 40,65 f
NKGP2F 3,33 a 44,44 ab 56,22 bed 95,54 ef 9434 cde
NKGP3G 550 ¢ 40,11 bed 50,22 cde 93,21 ef 91,88 de
NKGP3I 13,33 d 3488 efgh 36,55 fgh 52,31 g 4947 f
KONTROL+ 13,33 d 35,11 efgh 39,88 efg 49,76 g 48,388 f
KONTROL- 13,33 d 33,88 efgh 25,88 h 4232 g 36,76 f
KK 10,85 6,65 13,34 12,22 12,33

*Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada lajur yang sama adalah tidak berbeda nyata
menurut DNMRT pada taraf 5%.
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P

Perbandingan pertumbuhan dan produksi bawang merah yang
diintroduksi aktinobakteria filosfer indigenos dengan kontrol positif, (a).
Pertumbuhan tunas bawang merah pada umur 14 hst, (k) perlakuan
kontrol positif dan (p) Kode isolat NLLP2H, (b). Pertumbuhan tanaman
bawang merah pada umur 63 hst, (k) perlakuan kontrol positif dan (p)
Kode isolat NLLP2H, dan (c). Bobot umbi bawang merah (k) perlakuan
kontrol positif dan (p) Kode isolat NLLP2H.

Gbar 17.

Berdasarkan hasil pefielitian.pada Tahap 1 diperolc 1 isolat aktinobakteria
hawar daun bakteri,

ahg merah (Tabel 6 dan

filosfer indigenos ya
meningkatkan pertumb

Tabel 7), dengan kriterig|s

1. Aktinobakteria fil@sf erkembangan penyakit

hawar daun bakterijgles ~@” YO yang tergolong kriteria
ketahanan tanamag thriteria-Tahan-Agaksaha

) - g ‘A.~ AJA A o

penyakit > 50,00%. %M

2. Aktinobakteria filosfer indigcnes®ima P meningkatkan produksi bawang

merah > 90,00 g.

g dan indeks penekanan

Aktinobakteria filosfer indigenos yang berpotensi pada Tahap 1 yaitu kode
isolat NLLP2H, NBSP2H, NBSP3A, NBSP3F, NLLA3F, NBSP3B, NLLP3J,
NKGP2F, NKGP3G, NLLP2A, dan NBSAZ2E dilanjutkan ke Tahap 2 untuk analisis
respon fisiologis tanaman bawang merah yang diintroduksi dengan aktinobakteria
filosfer indigenos dan diinokulasi dengan bakteri P. ananatis secara in planta serta
karakterisasi aktinobakteria filosfer indigenos sebagai agens biokontrol dan

biofertilizer secara in vitro.
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Tahap 2. Aktivitas enzim pertahanan tanaman bawang merah yang
diintroduksi aktinobakteria filosfer indigenos dan diinokulasi
dengan bakteri P. ananatis, serta Kkarakterisasi aktinobakteria
filosfer indigenos sebagai agens biokontrol dan biofertilizer

1. Aktivitas enzim pertahanan tanaman bawang merah
a. Aktivitas enzim peroxidase (POX)

Introduksi aktinobakteria filosfer indigenos pada umbi dan tanaman bawang
merah mampu meningkatkan aktivitas enzim POX yang lebih tinggi pada bagian
akar tanaman bawang merah dibandingkan pada bagian akar tanaman bawang
merah pada 1-14 hsi dan terjadi penurunan pada 21 hsi. Hal ini disebabkan oleh
aktinobakteria filosfer indigenos yang diintroduksi sebanyak 4 kali yaitu pada umbi

(0 hst), dan tanaman bawang merah berumur 5, 12, dan 21 hst, sehingga

h bagian akar tanaman
bawang merah yaitu ‘l a 620,07 3 gl de o2 n ersentase peningkatan
berkisar 50,00-115,63° k ; hdi 0,059-0,069 pg/ml.
3 / o merah berumur 14 hsi
lebih rendah yaitu sekitaEy ersentase peningkatan
Sirsirenjadt 0,048-0,061 pg/ml.

A

Aktivitas enzim POX pada aa \ bawang merah perlakuan kontrol
positif pada 14 hsi yaitu sekitar 0,033 pg/ml dan menurun pada 21 hsi menjadi
0,017 pg/ml, kontrol negatif yaitu sekitar 0,039 ug/ml dan menurun pada 21 hsi
menjadi 0,019 pg/ml. Sedangkan aktivitas enzim POX pada daun tanaman bawang
merah perlakuan kontrol positif yaitu sekitar 0,035 pug/ml dan menurun pada 21 hsi
menjadi 0,018 pg/ml, kontrol negatif pada 14 hsi yaitu sekitar 0,036 pg/ml dan
menurun pada 21 hsi menjadi 0,015 pg/ml. Aktivitas enzim POX pada akar dan
daun tanaman bawang merah dapat dilihat pada (Gambar 18 a dan b) yang

menunjukkan grafik perkembangan aktivitas enzim POX yang meningkat pada 1-

14 hsi, dan menurun pada 21 hsi.



Aktivitas Enzim Proksidase pada Akar Bawang Merah

65

Aktivitas Enzim Proksidase pada Daun Bawang Merah

0.06
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Aktivitas Enzim Proksidase
g

(0-21 HSI) Perlakuan
—e— NLLP2H
NLLA3F
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NLLP2A
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NBSP3B
NLLP3]
NKGP3G
NBSA2E
NEGATIF
POSITIF

t

238 1L

2he st The The 14 hsi 21 hsl
b Hari Setelah Inokulasi (HSI)

(0-21 HSI)
Perlakuan
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o NLLASF
~o— NBSP3A
NBSP2H
—o— NBSP3F
o NLLP2A
g —e— NKGP2F
g o~ NBSP3B
'% —e— NLLP3)
& 0.05¢ NKGP3G
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E ~o— NEGATIF
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a Hari Setelah Inokulasi (HSI)
Gambar 18.  Aktivitas enzim POX pada tanama

diinokulasi dengan bakteri P. ananati

enzim POX

dengan aktinobakteria filosfer indigenos dan

%“K 1 ‘Z.g ﬂgﬂ‘ erkembangan aktivitas enzim POX pada bagian

pada bagian daun tanaman bawang merah.
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b. Aktivitas enzim polyphenol oxidase (PPO)

Introduksi aktinobakteria filosfer indigenos dan inokulasi bakteri P. ananatis
pada tanaman bawang merah mampu meningkatkan aktivitas enzim PPO pada
tanaman bawang merah dengan akumulasi enzim PPO tertinggi yaitu pada bagian
akar tanaman bawang merah dibandingkan dengan aktivitas PPO pada daun
tanaman bawang merah yang cenderung lebih rendah pada 1-14 hsi, dan menurun
pada 21 hsi. Aktinobakteria filosfer indigenos kode isolat NLLP2H, NLLA3F,
NBSP3A, NBSP2H, dan NBSP3F merupakan isolat dengan aktivitas enzim PPO
tertinggi pada bagian akar tanaman bawang merah yang berumur 14 hsi yaitu
sekitar 0,0029-0,0079 pg/ml dengan persentase peningkatan berkisar antara 16,00-
216,00% dan menurun pada 21 hsi_menjadi 0,0059-0,0069 pg/ml. Sedangkan

56,00-136,00%.

Aktivitas enzim rah perlakuan kontrol
negatif dan positif cenderu i. Aktivitas enzim PPO
kontrol positif pada 14 4 menurun pada 21 hsi
menjadi 0,0005 pg/ml,
21 hsi menjadi 0,0007 & 1) s AaPO pada daun tanaman
bawang merah perlakua OSTLif Nyt sekitar 0,0007 ng/ml dan

menurun pada 21 hsi menjadi 0,0006 1, kontrol negatif yaitu sekitar 0,0009

99 /m1 dan menurun pada

ng/ml dan menurun pada 21 hsi menjadi 0,0008 pg/ml. Aktivitas enzim PPO pada
bagian akar dan daun tanaman bawang merah dapat dilihat pada (Gambar 19 a dan
b) yang menunjukkan perkembangan aktivitas enzim PPO pada bagian akar dan
daun tanaman bawang merah yang meningkat padal-14 hsi dan terjadi penurunan

pada 21 hsi.
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‘ Aktivitas Enzim Polyphenol Oxidase (PPQ) pada Daun Bawang Merah + :tt:z;;
Aktivitas Enzim Polyphenol Oxidase pada Akar Bawang Merah 0.006
(0-21 HSI) Perlakuan ' —+— NBSP3A
o5 —e— NLLP2H —— NBSP2H
NLLA3F —o— NBSP3F
—o— NBSP3A —o— NLLP2A
0.007 NBSP2H 0.005 —— NKG2PF
—e— NBSP3F ~o— NBSP38
9 NLLP2A —— NLLP3]
2.0 —o= NKGP2F T o0, —o— NKG3PG
X - NBSP3B 'é ' —e— NBSAE
2 0.005 o= NLLE3) | L= —o- NEGATIF
§° - NKGP3G o E —o— POSITIF
_% —— NBSAZE 20 ——\
< 0.004 ~e— NEGATIF ‘.
£ ~o— posF I8
g E
§ o003 E 0.002
<
0.002
0,001
0.001
Ohsi 1hsi 7 hsi 14 hsi 21 hei ' — - - — -
Hari Setelah Inokulasi (HS) Ohsl 1hel ) Thsl 14 hsi 21 hsi
a b Hari Setelah Inakulasi (HSI
Gambar 19.  Aktivitas enzim PPO pada tanam dengan aktinobakteria filosfer indigenos dan
diinokulasi dengan bakteri P. ananat embangan aktivitas enzim PPO pada bagian akar
tanaman bawang merah, dan (b). Per tas a bagian daun tanaman bawang merah.
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c. Aktivitas enzim phenylalanine ammonia lyase (PAL)

Aktivitas enzim PAL merupakan indikator penting sebagai reseptor awal dalam
aktivasi biosintesis senyawa fenilpropanoid, flavonoid, fenol, dan lignifikasi pada
tanaman. Hasil dari biosintesis ini berperan untuk aktivasi enzim pertahanan POX
dan PPO dengan akumulasi yang tinggi pada bagian akar dan daun tanaman bawang
merah, sehingga tanaman bawang merah resisten terhadap penyakit hawar daun
bakteri. Introduksi aktinobakteria filosfer indigenos dan inokulasi bakteri P
ananatis mampu meningkatkan aktivitas enzim PAL pada bagian akar dan daun
tanaman bawang merah dengan akumulasi aktivitas enzim PAL tertinggi yaitu pada
bagian akar tanaman bawang merah pada 1-14 hsi dan terjadi penurunan pada 21
hsi. Introduksi aktinobakteria filosfer indigenos kode isolat NLLP2H, NLLA3F,
NBSP3A, NBSP2H, s ' glatkanak ivitas enzim PAL pada

bagian akar tanaman bgWang e umur 141 sélitar 19,09-19,99 n mol

lg -1 dengan persentasg 9%l dan menurun pada 21

hsi menjadi 17,51-19, im PAL pada bagian
daun tanaman bawang fiHie (s 18,15-18,98 n mol'g™!

dengan persentase pe d menurun pada 21 hsi
menjadi 17,51-18,28 aktivitas enzim PAL
7 menginfeksi tanaman,

9 hsi.

akan menurun pada intg\a

sehingga tanaman men§

kontrol positif pada 14 hsi yaitu 16,59 n mol'g ! dan menurun pada 21 hsi menjadi
14,59 n mol™'g !, kontrol negatif yaitu 16,95 n mol'g™! dan menurun pada 21 hsi
menjadi 16,23 n mol! g “!. Sedangkan aktivitas enzim PAL pada daun tanaman
bawang merah perlakuan kontrol positif pada 14 hsi yaitu 16,20 n mol'g"! dan
menurun pada 21 hsi menjadi 14,25 n mol g™, kontrol negatif yaitu 16,69 n mol
gl dan menurun pada 21 hsi menjadi 15,23 n mol'g!. Grafik perkembangan
aktivitas enzim PAL pada akar dan daun tanaman bawang merah dapat dilihat pada
(Gambar 20 a dan b) menunjukkan peningkatan pada 0-14 hsi dan terjadi penurunan

pada 21 hsi.
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2. Karakteristik aktinobakteria filosfer indigenos sebagai agens biokontrol
Aktinobakteria filosfer indigenos sebagai agens biokontrol bakteri P. ananatis
dapat menghasilkan beberapa senyawa yang mampu menghambat pertumbuhan
bakteri P. ananatis diantaranya yaitu dengan menghambat pertumbuhan bakteri P,
ananatis dengan kemampuan antagonisme (Tabel 8), menghasilkan enzim protease,
enzim amilase, dan hidrogen sianida (Tabel 9). Karakteristik aktinobakteria filosfer
indigenos sebagai agens biokontrol dapat dilihat pada Lampiran 7.
a. Kemampuan antagonisme aktinobakteria filosfer indigenos dalam
menghambat pertumbuhan bakteri P. ananatis secara in vitro
Aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu menghambat pertumbuhan

bakteri P. ananatis secara in vitro yaitu terdapat 11 isolat aktinobakteria filosfer

indigenos berbeda nya a-apabils wkaantrol, setelah dianalisis
sidik ragam dan uji lajife YNMRT, pada taraf 5%7(Lampiran 7). Aktinobakteria
filosfer indigenos te . .
NBSP3F, NLLAS3F,

NBSA2E dengan dian 4

P3G, NLLP2A, dan
)0 mm yang tergolong

kriteria penghambatan (Gambar 21).

&SHjteria penghambatan

Tabel 8. osfer indigenos dalam

secara in vitro (3 hsi)

he a7
I

Kode isolat

NLLP2H Tinggi
NBSP2H ab Tinggi
NBSP3A 16,00 ab Tinggi
NBSP3F 16,00 ab Tinggi
NLLA3F 16,00 ab Tinggi
NBSP3B 13,00 bc Sedang
NLLP3J 12,00 «cd Sedang
NKGP2F 12,00 cd Sedang
NKGP3G 9,50 de Rendah
NLLP2A 9,00 de Rendah
NBSA2E 8,00 e Rendah
KONTROL 00,00 f Tidak ada
KK 18,19

* Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada lajur yang sama adalah tidak berbeda
nyata menurut DNMRT pada taraf 5%.
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Gambar 21. Kemampuan antagonisme aktinobakteria filosfer indigenos dalam
menekan pertumbuhan bakteri P. ananatis secara in vitro setelah
diinkubasi 3%24 jam, (a). Aktinobakteria filosfer kode isolat
NLLP2H menunjukkan zona hambat di sekitar koloni, (b). Zona
hambat, dan (c). Kontrol tidak terdapat zona hambat.

b. Produksi enzim protease

Aktinobakteria fildst

Shasilkan enzim protease
yaitu 5 isolat diantara 1 BSP2H, dan NBSP3A
merupakan isolat yang itease ditandai dengan
terbentuknya zona ben i ffilosfer indigenos pada
B-1,22 mm (Gambar 22

nt NLLP3J, NKGP3G,

medium SMA dengan
a), sedangkan aktinoba
NLLP2A, NBSA2E, mipu menghasilkan enzim
] aktinobakteria filosfer

ipat dilihat pada Tabel 9.

c. Produksi enzim amilase

Aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu menghasilkan enzim amilase
terdapat 9 isolat yang ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni
aktinobakteria filosfer indigenos pada medium MRSA setelah diberikan larutan
iodine 1% (Gambar 22 b). Aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu
menghasilkan enzim amilase yaitu kode isolat NLLP2H, NLLA3F, NBSP3F,
NBSP2H, NBSP3A, NKGP3G, NLLP2A, NBSA2E, dan NKGP2F dengan
diameter enzim amilase berkisar 0,56-2,44 mm, sedangkan 2 isolat aktinobakteria
filosfer indigenos kode isolat NLLP3J dan NBSP3B tidak mampu menghasilkan
enzim amilase yang ditandai dengan tidak terbentuk zona bening di sekitar koloni

aktinobakteria filosfer indigenos. Produksi enzim amilase dilihat pada Tabel 9.
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d. Produksi hidorgen sianida

Aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu menghasilkan HCN yang

ditandai terjadinya perubahan warna kertas saring menjadi warna cokelat setelah

dicelupkan dengan larutan asam pikrat 2% (Gambar 22 d). Terdapat 1 isolat

aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu menghasilkan HCN yaitu kode isolat
NBSP3F, sedangkan 10 isolat lainnya yaitu NLLP3J, NBSP3B, NBSP2A, NLLP2H,
NBSP2H, NBSA2E, NLLP2A, NKGP3G, dan NKGP2F tidak menghasilkan HCN

yang ditandai dengan tidak terjadinya perubahan warna pada kertas saring (Gambar

22 e). Produksi hidrogen sianida dapat dilihat pada Tabel 9.

Tabel 9. Karakteristik aktinobakteria filosfer indigenos sebagai agens biokontrol

Kode isolat Enzim protease (mm)  Enzim amilase (mm) Hidrogen sianida (+/-)
NLLP2H 1,21 -
NLLP3J 0,0 ( -
NLLA3F 1,1 -
NBSP3B 0,0 ),( -
NBSP3F 1,1 +
NBSP2H 1,2 -
NBSP3A 1,0 -
NKGP2F 0,0 0, -
NKGP3G 0,0 ),5 -
NLLP2A 0,000 . -
NBSA2E 0,000 ; -
KONTROL ' , N -
Keterangan:

+  Mampu menghasilkan hidroge

- Tidak mampu menghasilkan hidrogen sianida

Gambar 22.

Karakteristik aktinobakteria filosfer indigenos kode isolat NBSP3F
sebagai agens biokontrol, (a). Kemampuan menghasilkan enzim
protease pada medium SMA ditandai terbentuk zona bening, (b).
Kemampuan menghasilkan enzim amilase pada medium MRSA
ditandai terbentuk zona bening, (c). Kemampuan menghasilkan HCN
ditandai perubahan warna kertas cakram menjadi cokelat, (d). Kode
isolat NKGP2F tidak menghasilkan HCN, dan (k). Perlakuan kontrol.
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3. Karakterisasi aktinobakteria filosfer indigenos sebagai biofertilizer

Aktinobakteria filosfer indigenos sebagai biofertilizer dengan menghasilkan
senyawa pemacu pertumbuhan yang dapat meningkatkan pertumbuhan dan
produksi tanaman bawang merah seperti kemampuan dalam memfiksasi nitrogen,
melarutkan fosfat, dan menghasilkan Indole Acetic Acid (IAA). Karakteristik
aktinobakteria filosfer indigenos sebagai biofertilizer dapat dilihat pada Tabel 10
dan Gambar 23 dan Lampiran 7.

a. Fiksasi nitrogen

Aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu memfiksasi nitrogen terdapat 11
isolat yang ditandai adanya pertumbuhan koloni aktinobakteria filosfer indigenos
pada medium AMA (Gambar 2 a-kontrol tidak terdapat pertumbuhan

sating (Tabel 10).

koloni aktinobakteria filgster Jenesd

b. Pelarut fosfat

Aktinobakteria filg§fe rutkan fosfat terdapat 5

isolat yang ditandai ad mi aktinobakteria filosfer
r pelarut fosfat terbesar
Splat NLLP2H, NLLA3F,
@ifostat sebesar 1,14 1,94
mm. Sedangkan, aktinopkiGHE Hlos ol at NLLP3J, NLLP2A,

NBSA2E, NKGP3G, % FAidaK mampu miclat

indigenos pada mediu
dihasilkan oleh aktinop&
NBSP3F, NBSP2H, daitiR!

tidake: tkan fosfat yang ditandai
tidak adanya zona bening di sekitar koliTabel 10).

¢. Produksi Indole Acetic Acid (1AA)

Aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu menghasilkan IAA ditandai
dengan perubahan warna kultur cair aktinobakteria filosfer indigenos menjadi
warna keunguan setelah ditambahkan Salkowsy Reagent dengan kadar konsentrasi
IAA yaitu 7.91 — 308.51 ppm (Gambar 23 c). Kadar konsentrasi IAA tertinggi
dihasilkan oleh aktinobakteria filosfer indigenos kode isolat NBSP2H, NLLP2H,
NBSP3F, NLLA3F, dan NBSP3A yaitu berkisar 83,46 — 308,51 (Tabel 10).
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Tabel 10. Karakteristik aktinobakteria filosfer indigenos sebagai biofertilizer

Kode isolat  Fiksasi nitrogen Pelarut fosfat Indole Acetic Acid (IAA)
(+-) (mm) (ppm)
NLLP2H + 1,14 269,80
NLLP3J + 0,00 19,75
NLLA3F + 1,57 107,18
NBSP3B + 0,00 36,26
NBSP3F + 1,41 115,08
NBSP2H + 1,94 308,51
NBSP3A + 1,38 83,46
NKGP2F + 0,00 41,56
NKGP3G + 0,00 11,72
NLLP2A + 0,00 7,91
NBSA2E + 0,00 12,03
KONTROL - 0,00 0,00

Keterangan:

Gambar 23. ak crmdigenos sebagai biofertilizer,
(a). Kemampuan aktlnobakterla filosfer indigenos kode isolat NBP3F
melarutkan fosfat pada medium PKVA yang ditandai adanya zona
bening, (b). Kemampuan aktinobakteria filosfer indigenos kode isolat
NBSP3A memfiksasi nitrogen pada medium AMA yang ditandai
adanya pertumbuhan koloni, (¢). Kemampuan aktinobakteria filosfer
indigenos kode isolat NBSP2H menghasilkan Indole Acetic Acid
(IAA) pada medium ISP2 broth yang ditambah dengan reagent
Salkowsky yang ditandai dengan perubahan warna larutan menjadi

keunguan, dan (k). Perlakuan kontrol.
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Berdasarkan hasil penelitian Tahap 2, diperoleh 5 isolat aktinobakteria filosfer
indigenos yang dapat meningkatkan aktivitas enzim pertahanan tanaman bawang
merah, serta berperan sebagai agens biokontrol dan biofertilizer, sehingga
dilanjutkan ke Tahap 3 dengan kriteria sebagai berikut:

1. Aktinobakteria filosfer indigenos mampu meningkatkan respon fisiologis
enzim pertahanan tanaman bawang merah seperti enzim POX, PPO, dan PAL.
2. Aktinobakteria filosfer indigenos mampu menghambat pertumbuhan bakteri P.
ananatis dengan diameter zona hambat > 14,00 mm dan kriteria penghambatan

Tinggi.

3. Aktinobakteria filosfer indigenos mampu menghasilkan enzim protease,
amilase, dan HCN.
4. Aktinobakteria filosfer indigthios snghasilkan Indole Acetic Acid

Aktinobakteria filc if ol 1_pada Tahap 2 yaitu kode
isolat NLLP2H, NLL A3} P3A dilanjutkan ke Tahap
3 untuk diidentifikasi pesifik ActF dan ActR,

sehingga diperoleh spe ligenos terseleksi tersebut.

PLED A A A S
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Tahap 3. Identifikasi molekuler aktinobakteria filosfer indigenos terseleksi
dengan primer spesifik ActF dan ActR

Aktinobakteria filosfer indigenos yang diidentifikasi secara molekuler dengan
primer spesifik ActF dan ActR merupakan isolat potensial yang telah diseleksi dari
Tahap 1 dan 2 pada penelitian ini. Kriteria aktinobakteria filosfer indigenos yang
diseleksi yaitu isolat aktinobakteria filosfer indigenos yang mampu menekan
penyakit hawar daun bakteri, meningkatkan pertumbuhan tanaman, meningkatkan
produksi bawang merah, meningkatkan respon fisiologis pertahanan tanaman

bawang merah, serta menghasilkan senyawa biokontrol dan biofertilizer.

d. Analisis sekuensing

NBSP2H, NBSP3F, d pgrpotensi sebagai agens

biokontrol penyakit biofertilizer tanaman
bawang merah, serta 1 e al y enziin pertahanan tanaman
bawang merah. I[solat e | 1 a mélekuler dengan primer

spesifik ActF dan Ac eNge % S R sehingga diperoleh

DNA Marker

Gambar 24. Visualisasi pita DNA aktinobakteria filosfer indigenos dengan UV
Trans lluminator, (a). Primer spesifik ActF dan ActR (DNA Marker),
(b). Aktinobakteria filosfer indigenos kode isolat NLLP2H, (c¢).
NLLAS3F, (d). NBSP3A, (e). NBSP3F, dan (f). NBSP2H.
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Hasil sekuensing aktinobakteria filosfer indigenos terseleksi setelah dianalisis
dengan Basic Local Alignment Search Tool — Nucleotide (BLAST— N) diperoleh
keragaman spesies aktinobakteria yang beragam dengan kemiripan yang berbeda-
beda. Aktinobakteria filosfer indigenos kode isolat NLLP2H merupakan spesies
Streptomyces bullii strain NLLP2H mirip dengan spesies Streptomyces bullii strain
BLH-71 dengan indeks kemiripan 100,00%, kode isolat NLLA3F merupakan
spesies Actinomycetes bacterium strain NLLA3F memiliki kemiripan dengan
spesies Actinomycetes bacterium strain BYF-87 dengan indeks kemiripan 99,77%,
kode isolat NBSP3A merupakan spesies Streptomyces seouloensis strain NBSP3A
memiliki kemiripan dengan spesies Streptomyces seouloensis strain HBUM 174820

dengan indeks kemiripan 100,00%, kode isolat NBSP3F merupakan spesies

Streptomyces xiangtanensis 1 3 miliki kemiripan dengan spesies
Streptomyces xiangtandibi an 100,00%, dan kode
isolat NBSP2H meru S a ensis strain NBSP2H
memiliki kemiripan sp ngensis strain SUI113
dengan indeks kemiri 0,900 " aktinobakteria filosfer
indigenos terseleksi de esi ase NCBI dapat dilihat
pada (Tabel 11) menun g eria filosfer indigenos.

Karakteristik mor S LP2H memiliki koloni
berbentuk circular den ium aerial dan substrat
berwarna abu-abu, serta e g tersusun seperti rantai.
Actinomycetes bacterium strain N memiliki koloni berbentuk circular

dengan elevasi berbentuk convex, miselium aerial berwarna hijau tua, miselium
substrat berwarna kuning, dan memiliki spora berbentuk bulat yang tersusun seperti
rantai. Streptomyces seouloensis strain NBSP3 A memiliki koloni berbentuk circular,
dengan elevasi berbentuk flat, miselium aerial dan substrat berwarna abu-abu, dan
memiliki spora berbentuk bulat. Streptomyces xiangtanensis strain NBSP3F
memiliki koloni berbentuk circular dengan elevasi berbentuk flat, miselium aerial
berwarna hijau tua, miselium substrat berwarna kuning, dan memiliki spora
berbentuk bulat. Kitasatospora kepongensis strain NBSP2H memiliki koloni
berbentuk filamentous dengan elevasi berbentuk umbonate, miselium aerial

berwarna cokelat, miselium substrat berwarna merah, dan memiliki spora berbentuk
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bulat yang tersusun seperti rantai. Karakteristik morfologi aktinobakteria filosfer

indigenos yang telah diidentifikasi secara molekuler dapat dilihat pada Lampiran 9.

Tabel 11. Indeks kekerabatan aktinobakteria filosfer indigenos terseleksi dengan
spesies aktinobakteria yang tersedia secara online pada website NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Isolate Species identity Similarity  Accession
NLLP2H Streptomyces bullii strain BLH7-1 100,00%  PV809790
NBSP3A  Streptomyces seoulensis strain HBUM174820  100,00%  PV809789
NBSP3F  Streptomyces xiangtanensis strain f38 100,00% PV809792
NBSP2H Kitasatospora kepongensis strain SU113 100,00%  PV809793
NLLA3F Actinomycetes bacterium strain BYF-87 99,77% PV809791

e. Analisis filogenet

Analisis filogenet 5 menunjukkan bahwa
LA3F, dan NBSP3F

an analisis BLAST-N

isolat dengan kode
tergolong kelompok s
pada website NCBI da engan bootstrap 1,000
kali pada aplikasi M adigenos kode NLLP2H
memiliki hubungan ke At yane. ; 1 es Streptomyces bullii,
kode isolat NLLA3F
bacterium, NBSP3F me kSKer : yangsdekat-dengan spesies Streptomyces
xiangtanensis, dan NBSP2H memilikierabatan dengan spesies Kitasatospora
kepongensis. Analisis filogenetik aktinobakteria filosfer indigenos dapat dilihat

pada Gambar 25.
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100 [ Streptomyces xiangtanensis strain {38
wof — NBSP3F 4~

Streptomyces lannensis strain PKS52

100

89

Streptomyces siamensis strain KC-031

Streptomyces siamensis strain KC-038
80

o0 [ Streptomyces seoulensis strain HBUM 174820
s| — NBSP3A 4
100 Streptomyces atriruber strain NRRL B-24867

90

100

—— Streptomyces atriruber strain NRRL B-24165

Actinomycetes bacterium starin BYF-75
80

9s — Actinomycetes bacterium strain BYF-87
—— NLLA3F 4~

Streptomyces padanus strain P282

80

Streptomyces prasinopilosus strain 54-Y1

Streptomyces rochei strain SH-3.2-R-7
86

Streptomyces rochei strain A104B

93

Acidiferrimicrobium australe strain USS-CCA1
— Actinomadura hibisca strain IMSNU 22185

100

96

s — Kitasatospora kepongensis strain SUK113
- NBSP2H <4
— Streptomyces bullii strain USC038

99

Gambar 25.

100 — Streptomyces bullii strain BLH7-1
— NLLP2H +

.._- M digenos dengan aplikasi
. { struksi dengan metode Neighbor
Joining Tree dan Bootstrap 1 000 kali. Isolat aktinobakteria filosfer
indigenos yang diidentisifaksi secara molekuler dalam penelitian ini
ditandai dengan bintang.

B. Pembahasan

Aktinobakteria filosfer indigenos yang diintroduksi pada umbi dan tanaman

bawang merah mampu menekan perkembangan penyakit hawar daun bakteri oleh

P. ananatis dengan memperlambat masa inkubasi penyakit, menekan severitas

penyakit hawar daun bakteri, dan indeks penekanan penyakit hawar daun bakteri

tertinggi yaitu Streptomyces bullii strain NLLP2H, Actinomycetes bacterium strain
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NLLA3F, Streptomyces seoulensis strain NBSP3A, Streptomyces xiangtanensis
strain NBSP3F, dan Kitasatospora kepongensis strain NBSP2H (Tabel 6). Hal ini
disebabkan aktinobakteria filosfer indigenos tersebut mampu mengendalikan
penyakit hawar daun bakteri pada tanaman bawang merah dengan menginduksi
ketahanan sistemik tanaman yang memicu respon fisiologis pertahanan tanaman
terhadap infeksi patogen dengan meningkatkan aktivitas enzim pertahanan POX,
PPO, dan PAL pada bagian akar dan daun tanaman bawang merah pada 14 hsi
(Gambar 18, 19, dan 20). Hal ini sesuai dengan Tian ef al. (2024) menyatakan S.
pratensis strain S10 yang diintroduksi pada bagian akar bibit gandum mampu
menginduksi ketahanan sistemik bibit gandum terhadap penyakit busuk malai

gandum dengan meningkatkan aktivitas enzim pertahanan POX, PPO, dan PAL.

Enzim POX berperan :‘. Al pr ICIbe o Jpencbalan dinding sel
tanaman sehingga ta ‘ pwal patogen melalui
biosintesis lignifikasi d ' ; mampu mendegradasi
hidrogen peroksida (EI h lkan senyawa fenolitik

yang dapat menekan PRukel L dg iebasanepdtbocn di dalam jaringan

yang lain melalui reakstiipgIScasiiEaEnGanmn _Eﬁﬂ-;i- jaringan tanaman yang

cytotoxic terhadap patogen (Pandey et al., 2024). Enzim PAL berperan sebagai
katalisator awal untuk mengkatalisasi senyawa amonia dari senyawa asam sinamat,
sehingga dapat terjadi biosintesis senyawa fenolitik dengan konsentrasi yang tinggi
untuk meningkatkan enzim POX dan PPO (Shahidi et al., 2024).

Aktivitas enzim pertahanan POX, PPO, dan PAL pada tanaman bawang merah
yang diintroduksi dengan S. bullii strain NLLP2H, A. bacterium strain NLLA3F, S.
seoulensis strain NBSP3A, S. xiangtanensis strain NBSP3F, dan K. kepongensis
strain NBSP2H menunjukkan aktivitas tertinggi pada bagian akar dibandingkan
pada bagian daun tanaman bawang merah pada 14 hsi (Gambar 18, 19, dan 20). Hal

ini disebabkan isolat aktinobakteria filosfer indigenos tersebut diintroduksi
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sebanyak 4 kali yaitu pada umbi bawang merah (0 hst) dan pada sekitar perakaran
tanaman bawang merah berumur 5, 12, dan 21 hst. Sehingga, akar tanaman bawang
merah menjadi akumulasi awal terjadinya induksi ketahanan sistemik dengan
meningkatkan aktivitas enzim POX, PPO, PAL dengan akumulasi yang tinggi pada
bagian akar tanaman bawang merah dibandingkan pada bagian daun tanaman
bawang merah. Menurut Maibeche et al. (2022), introduksi aktinobakteria pada
bagian tanaman tertentu dapat menginduksi tanaman untuk meningkatkan aktivitas
enzim pertahanan tanaman pada bagian tanaman yang diintroduksi.

Aktivitas enzim POX, PPO, dan PAL pada bagian daun tanaman bawang merah
meningkat pada 0-14 hsi dan menurun pada 21 hsi (Gambar 18, 19, dan 20). Hal ini
disebabkan karena tanaman bawang merah merespon infeksi bakteri P. ananatis

dengan cepat, sehingga tqnand asifkan, enzim pertahanan dengan

konsentrasi yang tinggilf ' St
laju infeksi. Selain itu, fdhaman ' e . ihjukkan gejala penyakit
hawar daun bakteri pagd 14 hsi fanama ;‘. @ng merah pada 21 hsi
menunjukkan severitas ingitinggi (Tabel 6). Hal ini
sesuai dengan Anggrei m prtahanan tanaman akan
menurun pada saat sevdi . severitas yang tinggi.
¢ diintroduksi dengan S.
lensis strain NBSP3A,

$ strain NBSP2H, serta

Aktivitas enzim PA
bullii strain NLLP2H,
S. xiangtanensis strain A
diinokulasi dengan bakteri P anan I Jkkan peningkatan yang lebih tinggi
pada bagian akar dibandingkan pada bagian daun tanaman bawang merah berumur
0-14 hsi dan menurun pada 21 hsi (Gambar 20). Peningkatan aktivitas enzim PAL
pada akar dan daun tanaman bawang merah meningkat lebih cepat yaitu pada 0-14
hsi, dibandingkan dengan enzim POX dan PPO terjadi lebih lambat dan meningkat
bersamaan pada 1-14 hsi. Hal ini disebabkan karena enzim PAL merupakan titik
awal biosintesis senyawa pertahanan yang berperan dalam membentuk senyawa
pertahanan. Hasil dari biosintesis tersebut akan diakumulasikan untuk enzim POX

dan PPO, sehingga aktivitas enzim PAL aktif lebih awal dibandingkan dengan
enzim POX dan PPO (Sathiyabama et al., 2015).
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Introduksi S. bullii strain NLLP2H, A. bacterium strain NLLA3F, S. seoulensis
strain NBSP3A, S. xiangtanensis strain NBSP3F, dan K. kepongensis strain
NBSP2H, serta diinokulasi dengan bakteri P. ananatis pada tanaman bawang merah
dapat meningkatkan aktivitas enzim POX, PPO, dan PAL pada 14 hsi (Gambar 18,
19, dan 20). Menurut Hata et al. (2021), introduksi S. shenzhenensis strain
TKSC3 mampu mengendalikan penyakit hawar daun bakteri oleh Xanthomonas
oryzae pv. oryzae pada tanaman padi berumur 2 hsi dengan meningkatkan aktivitas
enzim POX berkisar 115,32 umol/mg protein, enzim PPO berkisar 118,52 pmol/mg
protein, enzim PAL berkisar 51,36 umol/mg protein, dan enzim GLU berkisar
275,14 abs/mg protein. Selanjutnya, Tian et al. (2024), menyatakan S. pratensis

strain S10 yang diintroduksi pada bagian akar bibit gandum mampu menginduksi

S. bullii strain N
NBSP3A, S. xiangtané

ABF, S. seoulensis strain
posgensis strain NBSP2H
yang diintroduksi pad man awang merah mampu
meningkatkan pertumitihai ‘me (Tabel 7). Hal ini
disebabkan karena isolg ‘ Aerscbut berperan sebagai
Plant Growth Promofii;

pertumbuhan serta prod %‘ nan:

seperti Indole Acetic Acid (IAA), m atkan

dapat meningkatkan
sifkan senyawa fitohormon
A Tosfat, dan memfiksasi nitrogen (Tabel
10). Hal ini didukung oleh Faddeta et al. (2023), yang menyatakan S.
coelicolor strain M145, Kocuria rhizophila, dan S. violaceoruber strain DSM
40783 berperan sebagai PGPA yang mampu meningkatkan tinggi tanaman tomat
dengan persentase berkisar 18,90-43,44%, dan panjang akar tanaman tomat
berkisar 38,03-77,04%, dengan menghasilkan senyawa fitohormon seperti IAA
yang memacu pertumbuhan tanaman tomat.

S. bullii strain NLLP2H, A. bacterium strain NLLA3F, S. seoulensis strain
NBSP3A, S. xiangtanensis strain NBSP3F, dan K. kepongensis strain NBSP2H
sebagai biofertilizer untuk meningkatkan pertumbuhan dan produksi bawang merah

dengan menghasilkan fitohormon berupa TAA (Tabel 10). Hal ini sesuai dengan
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Marinah et al. (2025), menyatakan aktinobakteria yang diisolasi dari tanaman
famili Liliaceae menghasilkan IAA dengan konsentrasi berkisar 3,90-4,00 ppm.
Introduksi aktinobakteria pada tanaman bawang merah mampu meningkatkan
tinggi tanaman, jumlah daun, dan bobot umbi bawang merah karena menghasilkan
IAA dengan konsentrasi 2,20- 82,80 ppm (Yanti et al., 2024). Selanjutnya, S.
alboviridis P18, S. griseorubens BC3, S. griseorubens BC10, dan Nocardiopsis
alba BC11 yang diintroduksi pada benih gandum dapat meningkatkan pertumbuhan
bibit gandum, seperti panjang akar dengan persentase berkisar 1,75-23,84%, tinggi
bibit berkisar 8,92-23,56%, volume akar berkisar 41,57-71,46%, berat kering akar
berkisar 46,89-162,41%, dan berat kering bibit berkisar 2,56—65,68%. Hal ini

disebabkan karena isolat tersebut mampu menghasilkan fitohormon IAA dengan

tanaman seperti pems dringah, pembentukan akar,
al,|lbuah, dan daun, serta

(Abdul-Karim et al., 2025;

pembentukan rambut
mengoptimalkan proses

Gonzales et al., 2023).

fumigatiscleroticus mampu melarutkan fosfat yang dapat meningkatkan jumlah
polong, jumlah biji per polong, dan bobot polong pada tanaman kacang cowpea.
Introduksi aktinobakteria pada benih jagung dapat meningkatkan perkecambahan
benih jagung, karena isolat tersebut mampu melarutkan fosfat dengan diameter
pelarut fosfat berkisar 2,12-2,48 mm (Saho et al, 2024). Beberapa genus
aktinobakteria yaitu Streptomyces dan Nocardiopsis (Soumare et al, 2021);
Dermococus dan Actinobacter (Rangseekaew et al., 2021); memiliki kemampuan
yang sama dalam melarutkan fosfat. Fosfat merupakan senyawa yang dibutuhkan
oleh tanaman sebagai sumber nutrisi untuk pertumbuhan tanaman. Namun, fosfat

yang terdapat di dalam tanah umumnya tidak dapat diserap optimal oleh perakaran
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tanaman karena terikat dengan senyawa kimia yang tidak larut seperti senyawa
kalsium fosfat (Ca3(PO4)2). Sehingga, aktinobakteria filosfer indigenos berperan
penting dalam melarutkan fosfat yang terikat agar dapat diserap optimal oleh
perakaran tanaman, seperti senyawa ion fosfat (PO4 37). Senyawa tersebut dapat
dilarutkan di dalam tanah oleh aktinobakteria filosfer indigenos dengan melepaskan
ikatan asam organik seperti asam sitrat (CsHsO-) dan asam glukonat (CsHi207).
Selain itu, S. bullii strain NLLP2H, A. bacterium strain NLLA3F, S. seoulensis
strain NBSP3A, S. xiangtanensis strain NBSP3F, dan K. kepongensis strain
NBSP2H mampu meningkatkan pertumbuhan dan produksi bawang merah dengan
memfiksasi nitrogen yang ditandai kemampuan isolat tersebut untuk tumbuh pada
medium AMA (Tabel 7 dan 10). Hal ini sesuai dengan Kumar et al. (2025),

menyatakan aktinobakteria manaposs . iteegen. Actinobacteria bacterium

dan Streptomyces sp. '; Tfiksas gen-dehigai onsentrasi 22,87-24,71
mg N g, sehingga ‘ el
(Alungal et al., 2021) memfiksasi nitrogen
ahg diisolasi dari tanaman
: ampu meningkatkan

fieodn (Xu et al, 2021).
4 a nitrogen bebas (N2)
menjadi senyawa amo e (NO2") dengan enzim

nitrogenase, sehingga seflyiawg

O WAN TS

oleh tanaman sebagai salah satu y wa pe
nukleat, dan asam amino (Obaid et al., 2025).
Kemampuan S. bullii strain NLLP2H, A4. bacterium strain NLLA3F, S.

sun protoplasma, klorofil, asam

seoulensis strain NBSP3A, S. xiangtanensis strain NBSP3F, dan K. kepongensis
strain NBSP2H sebagai agens biokontrol dalam menghambat pertumbuhan bakteri
P ananatis melalui mekanisme langsung dengan kriteria penghambatan Tinggi
(Tabel 8). Hal ini sesuai dengan Dornelas et al. (2023), menyatakan bahwa kriteria
penghambatan dikaregorikan menjadi 4 kriteria yaitu diameter 0,00 termasuk
kategori tidak ada, diameter 7,00-10,00 termasuk kategori rendah, diameter 11,00-
14,00 termasuk kategori sedang, dan diameter >14,00 termasuk kategori tinggi.

Kemampuan aktinobakteria filosfer indigenos tersebut dalam menghambat
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pertumbuhan bakteri P. ananatis karena memiliki kemampuan untuk menghasilkan
enzim hidrolitik dan senyawa biokontrol seperti menghasilkan enzim protease dan
amilase, serta menghasilkan HCN. Hal ini sesuai dengan Izhar et al. (2024),
menyatakan aktinobakteria dapat berperan sebagai agens biokontrol dengan
menghasilkan enzim hidrolitik. He et al. (2025) menyatakan S. shaowuensis strain
HSW2009 mampu menekan pertumbuhan bakteri Xanthomonas oryzae pv. oryzae
dengan menghasilkan antibiotik Piericidin Al. S. luteogriseus menghasilkan enzim
protease dan siderofor sehingga mampu menekan pertumbuhan bakteri
Xanthomonas axonopodis pv. allii dengan diameter zona hambat 19,98 mm (Yanti
et al., 2024). Streptomyces sp. strain UT4A49, UT5A53, UT5A54, UT4A43, dan

UT5A56 yang diisolasi dari rhizosfer tanaman tomat mampu menekan

pertumbuhan bakteri Ralstou ggan diameter zona hambat
sebesar 12.50-19.83 mi] Kal : enzim amilase, enzim
protease, dan enizim gptomyces spp. mampu
menghambat pertumb ‘bakg "‘\‘\ made pv. oryzae dengan

diameter zona hambat|He esar 202 an |thenghasilkan siderofor,
HCN, dan enzim kitina§gi( .
S. bullii strain NLJLB2i

8F, S. seoulensis strain
NBSP3A, S. xiangtang \

4 gensis strain NBSP2H
mampu menghasilkan ‘Cig ' ang tinggi (Tabel 9),
sehingga mampu mengRAmbAtL; o nanatis. Hal ini sesuai
dengan Fadil et al. (2023), menaa retomyces spp. dari rhizosfer padi
menghasilkan enzim protease yang mampu menekan pertumbuhan bakteri
Xanthomonas oryzae pv. oryzae secara langsung dengan indeks daya hambat
sebesar 29,66%. Streptomyces sp. mampu mendegradasi protein pada dinding sel
nematoda Meloidogyne javanica dengan menghasilkan enzim protease, sehingga
mengurangi jumlah telur dan mengurangi kemampuan penetrasi nematoda ke akar
tanaman tomat (Mogollon-Ortiz ef al., 2025). Enzim protease yang dimanfaatkan
sebagai enzim pendegradasi kandungan protein yang terdapat pada dinding sel
bakteri P. ananatis, sehingga aktinobakteria filosfer indigenos mampu menekan

pertumbuhan bakteri P. ananatis dengan mekanisme secara langsung. Hal ini sesuai

dengan Isobe et al. (2025), menyatakan dinding sel bakteri P. ananatis disusun oleh
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membran yang terdiri dari lipoprotein, Lipopolysaccharide (LPS) dan Extracellular
Polysaccharides (EPS) (Shin et al., 2019).

Kemampuan S. bullii strain NLLP2H, A4. bacterium strain NLLA3F, S.
seoulensis strain NBSP3A, S. xiangtanensis strain NBSP3F, dan K. kepongensis
strain NBSP2H dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. ananatis karena
mampu menghasilkan enzim amilase yang berperan sebagai enzim pendegradasi
amilum (Tabel 9), sehingga kandungan amilum dapat didegradasi menjadi senyawa
yang sederhana. Hal ini sesuai dengan Le et al. (2022) menyatakan Streptomyces
sp. strain AN090126 mampu menghasilkan enzim amilase yang dapat menekan
pertumbuhan bakteri Xanthomonas euvesicatoria. Menurut Ahmeda & Patgiri,

(2025) menyatakan kandungan amilum pada dinding sel bakteri patogen dapat

ananatis (Tabel 9), sehihig »
Hal ini sesuai dengan J& a HCN yang dihasilkan
oleh aktinobakteria dap :; irasi patogen, sehingga
dapat menghambat per{upabui . togen akteria ang berasal dari genus
Arthrobacter dan Strep} | .
Selain itu, aktinobaktel .
mengendalikan penyakit ardanTobahke Aeh Fusarium oxysporum
f. sp. radicis lycopersici pada tana ngan menghasilkan senyawa HCN
(Hazarika et al., 2020).

Lima isolat aktinobakteria filosfer indigenos yang terseleksi telah diidentifikasi
secara molekuler dengan primer spesifik ActF dan ActR dan diperoleh spesies yang
beragam (Tabel 11). S. bullii strain NLLP2H mirip dengan S. bullii strain BLH7-1
dengan indeks kemiripan 100,00%, A. bacterium strain NLLA3F mirip dengan 4.
bacterium strain BYF-87 dengan indeks kemiripan 99,77%, S. seoulensis strain
NBSP3A mirip dengan S. seoulensis strain HBUM 174820 dengan indeks kemiripan
100,00%, S. xiangtanensis strain NBSP3F mirip dengan S. xiangtanensis strain {38
dengan indeks kemiripan 100,00%, dan K. kepongensis strain NBSP2H mirip

dengan K. kepongensis strain SU113 dengan indeks kemiripan 100,00%.
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Karakteristik morfologi Streptomyces bullii strain NLLP2H memiliki koloni
berbentuk circular dengan elevasi berbentuk convex, miselium aerial dan substrat
berwarna abu-abu, serta memiliki spora berbentuk bulat yang tersusun seperti rantai.
Actinomycetes bacterium strain NLLA3F memiliki koloni berbentuk circular
dengan elevasi berbentuk convex, miselium aerial berwarna hijau tua, miselium
substrat berwarna kuning, dan memiliki spora berbentuk bulat yang tersusun seperti
rantai. Streptomyces seouloensis strain NBSP3 A memiliki koloni berbentuk circular,
dengan elevasi berbentuk flat, miselium aerial dan substrat berwarna abu-abu, dan
memiliki spora berbentuk bulat. Streptomyces xiangtanensis strain NBSP3F
memiliki koloni berbentuk circular dengan elevasi berbentuk flat, miselium aerial
berwarna hijau tua, miselium substrat berwarna kuning, dan memiliki spora

iy NBSP2H memiliki koloni

berbentuk bulat. Kitasatospgra—Taporns '

berbentuk filamentous]| ‘»‘] Bonate, miselium aerial

)
berwarna cokelat, mise : |: emiliki spora berbentuk
bulat yang tersusun sepgi

Keberhasilan S. strain NLLA3F, S.
seoulensis strain NBSH3A ' F, dan K. kepongensis
strain NBSP2H sebagai gells bighkontrq) entiliger thasih terbatas. Menurut

Santhanam et al. (2013)§ "y 9€labolit sekunder berupa

Methylpseurotin yang {hEHX Rontrol untuk menekan
pertumbuhan patogen faiaiiidt).goSe S E@’ﬂ dalam mengendalikan
patogen tanaman masih sangat terbatas:“Menurut Suryaminasih et al. (2025),

Streptomyces spp. yang diintroduksi pada benih cabai dapat menekan
perkembangan penyakit layu bakteri oleh Ralstonia solanacearum dan
meningkatkan pertumbuhan tinggi serta jumlah daun tanaman cabai. Streptomyces
sp. strain JCK-8055 yang diisolasi dari perakaran tanaman cabai dapat berperan
sebagai agens biokontrol penyakit hawar api pada tanaman apel oleh bakteri
Erwinia amylovora dan penyakit layu bakteri pada tanaman tomat oleh Ralstonia
solanacearum dengan menghasilkan senyawa toksin berupa aureothricin dan
thiolutin serta enzim hidrolitik berupa enzim protease, gelatinase, dan selulose yang
berpengaruh antagonis terhadap patogen. Selain itu, Streptomyces sp. strain JCK-

8055 dapat menginduksi ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen melalui jalur
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sinyal asam salisilat dan asam jasmonat, sehingga dapat menekan perkembangan
penyakit tanaman (Nguyen et al., 2024).

A. bacterium strain NLLA3F berperan sebagai agens biokontrol dan
biofertilizer. Menurut Zailan et al. (2024), Actinomycetes yang diisolasi dari tanah
dapat berperan sebagai agens biokontrol dengan menghambat pertumbuhan jamur
Magnaporthe oryzae sebesar 62,84-90,00% dan Fusarium solani sebesar 64,86-
85,63%. Actinomycetes yang diisolasi dari rhizosfer tanaman nanas menghambat
pertumbuhan bakteri Dickea zeae dengan diameter zona hambat sebesar 1,50-8,50
mm (Hussin et al., 2024).

S. seoulensis strain NBSP3A dapat mengendalikan penyakit hawar daun

bakteri, meningkatkan produksi bawang merah, dan menghasilkan senyawa

sebesar 1,98 mm, sehifigea amf oha ¢ peftumilfuhan jamur Alternaria
eoulensis strain CB22
mampu memfiksasi nitigg ' ndéks fosfat 1,01 mm, dan
menghasilkan hormon IA n . seoulensis strain Lac-
19 yang diisolasi dari fhizesi S 1\ S ) at pertumbuhan jamur
Rigidoporus micropo 3( ’ erkembangan penyakit
jamur akar putih pad® i Taren karena menghasilkan
Ot ses 08 Pttt ot al, 2019).

K. kepongensis strain NBSP2 i ngendalikan penyakit hawar daun
bakteri, meningkatkan produksi bawang merah, dan menghasilkan senyawa
biokontrol dan biofertilizer. Menurut Shi et al. (2013), K. kepongensis merupakan
spesies baru aktinobakteria yang diisolasi dari tanah hutan dipterocarpeae di
Kepong, Kuala Lumpur, yang mampu menghasilkan metabolit sekunder berupa
Kitasatodine dan Kitasatopenoid serta senyawa Cycloheximide. Kitasatospora sp.
strain SOL 195 mampu berperan sebagai agens biokontrol dengan menurunkan
severitas penyakit layu bakteri Ralstonia solanacearum sebesar 90,00%, karena
menghasilkan siderofor, amonia, zink oxide, dan zink sulfate. Selain itu,

Kitasatospora sp. strain SOL 195 mampu berperan sebagai Plant Growth

Promoting Actinobacteria (PGPA) pada tanaman tomat dengan menghasilkan
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hormon [AA dan melarutkan fosfat, sehingga dapat meningkatkan tinggi tanaman,
diameter batang, panjang akar, jumlah cabang, diameter daun, berat segar dan
kering akar (Fonseca et al., 2024). K. putterlickiae strain MBKO0S5 dapat
menghambat pertumbuhan miselium jamur Fusarium solani sebesar 85,70% dan
menekan perkembangan penyakit busuk daun pada tanaman teh sebesar 71,42%,
karena kemampuannya dalam menghasilkan enzim kitinase, enzim selulose, enzim
protease, f-glukanase, produksi melanin, dan menghidrolisis pati. Selain itu, K.
putterlickiae strain MBKO05 mampu bertahan hidup pada cekaman abiotik seperti
suhu 15-40 °C, pH 3,0-7,0, dan salinitas garam konsentrasi 0-8% (Babu et al., 2022).

S. xiangtanensis strain NBSP3F dapat mengendalikan penyakit hawar daun

bakteri, meningkatkan produksi bawang merah, dan menghasilkan senyawa

tanah terkontaminasi démigan lc gath bg nar (M) il ota Xiangtan, Provinsi
Hunan, China oleh . Se ) giasedistiain LWSEFXJ mampu bertahan
hidup pada cekaman at ! 438 °C, dengan pH 4,0-
10,0, dan salinitas ga IS. xiangtanensis strain
LUSFXJ mampu menghé yangd bersifat racun terhadap
patogen, menghasilkan g o 5 pati dan esculin,

Hasil penelitian m! : TS 1 LLP2H, A. bacterium

bawang merah dapat berperan sebagai agens biokontrol penyakit hawar daun
bakteri dengan meningkatkan aktivitas enzim pertahanan POX, PPO, dan PAL,
meningkatkan pertumbuhan tanaman, dan produksi bawang merah dengan
menghasilkan senyawa biofertilizer seperti hormon [IAA, pelarut fosfat, dan fiksasi
nitrogen. Isolat tersebut mampu menghambat pertumbuhan bakteri P. ananatis
secara in vitro dengan menghasilkan senyawa biokontrol seperti enzim protease,

amilase, dan HCN.



BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

S. bullii strain NLLP2H, A. bacterium strain NLLA3F, S. seoulensis strain

NBSP3A, S. xiangtanensis strain NBSP3F, dan K. kepongensis strain NBSP2H dapat

mengendalikan penyakit hawar daun bakteri dengan meningkatkan aktivitas enzim

pertahanan POX, PPO, dan PAL, meningkatkan pertumbuhan tanaman, dan produksi

bawang merah dengan menghasilkan senyawa biofertilizer seperti hormon IAA, pelarut

fosfat, dan fiksasi nitrogen. Isolat tersebut mampu menghambat pertumbuhan bakteri

P ananatis secara in vitro dengan menghasilkan senyawa biokontrol seperti enzim

protease, amilase, dan HCN.

1.

: roulensis strain NBSP3A,
S|fstrain NBSP2H mampu
eks penekanan penyakit
tinggi tanaman berkisar
41,55-45,77cm, jum
111,24-150,55 g, da
S. bullii strain NLLH@I

obot segar umbi berkisar
gtkisar 109,48-147,24 g.

/ : oulensis strain NBSP3A,
S. xiangtanensis s By NBSP3E—d lan K ikeponge train NBSP2H mampu
meningkatkan aktivi sfe DXt i SABErscntase peningkatan yaitu
! - aL 36, '{ﬁﬁ? o, PPO pada akar berkisar
600%, dan PAL pada akar berkisar 13,93-

00-

16,00-216,00% dan daun berkisar 5,
22,73%, dan daun berkisar 8,74-13,73%. Isolat tersebut mampu menekan
pertumbuhan bakteri P. ananatis secara in vitro dengan diameter zona hambat berkisar
16,00-17,50 mm, menghasilkan enzim protease dengan diameter berkisar 1,03-1,22
mm, diameter enzim amilase berkisar 1,01-2,05 mm, dan menghasilkan HCN. Isolat
tersebut mampu memfiksasi nitrogen, melarutkan fosfat dengan diameter berkisar
1,14-1,38 mm, dan IA A berkisar dengan konsentrasi berkisar 83,46-308,51 ppm.
Berdasarkan hasil identifikasi molekuler diperoleh spesies yang beragam yaitu S.
bullii strain NLLP2H, A. bacterium strain NLLA3F, S. seoulensis strain NBSP3A, S.
xiangtanensis strain NBSP3F, dan K. kepongensis strain NBSP2H.
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B. Saran

Perlu dilakukan penelitian mengenai pemanfaatan S. bullii strain NLLP2H, A.
bacterium strain NLLA3F, §. seoulensis strain NBSP3A, S. xiangtanensis strain
NBSP3F, dan K. kepongensis strain NBSP2H untuk mengendalikan patogen
tanaman dengan metode aplikasi penyemprotan pada daun tanaman (foliar sprayer),
seperti diaplikasikan dalam bentuk formulasi pada bahan organik padat dan cair,
serta perlu dilakukan analisis senyawa kimia dengan metode analisis Gas
Chromatography—Mass Spectrometry (GC-MS) dan Liquid Chromatography—Mass
Spectrometry (LC-MS).

g

-
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Lampiran 2. Deskripsi karakteristik bawang merah kultivar Bima Brebes

Karakteristik Keterangan
Asal : Lokal Brebes
Umur : Berbunga umur 50 hst dan panen umur 70-80 hst
Tinggi tanaman :35cm
Kemampuan berbunga  : Agak sukar

Jumlah anakan/rumpun  : 7-12 rumpun

Bentuk daun : Silindris dan berlubang
Warna daun : Hijau

Jumlah daun :14-20 helai

Bentuk bunga : Berbentuk seperti payung

Warna bunga

: Putib
Jumlah umbi/tangkai 5DVRS ERSITAS ANDALA

Jumlah bunga/tangkai

Jumlah tangkai/rumpu
Bentuk biji

Warna biji

Bentuk umbi

Warna umbi

Produksi umbi/ha

Susut bobot umbi

Resistensi penyakit

Kerentanan penyakit : Bercak ungu (Alfernaria porri) dan hawar daun
bakteri (Pantoea ananatis)

Keterangan : Cocok dibudidayakan di dataran rendah dan tinggi

Peneliti : Hendro Sunarjono, Prasodjo, Darliah, Nasran

Horizon, dan Asrul.
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Lampiran 3. Pembuatan larutan standar McFarland

Skala McFarland Perbandingan bahan CFU /ml
BaCl, 1% H2S04 1%
1 0,1 ml 9,9 ml 3
2 0,2 ml 9,8 ml 6
3 0,3 ml 9,7 ml 9
4 0,4 ml 9,6 ml 12
5 0,5 ml 9,5ml 15
6 0,6 ml 9,4 ml 16
7 0,7 ml 9,3 ml 21
8 0,8 ml 9,2 ml 24
9 0,9 ml 9,1 ml 27
10 30
Cara kerja:

Larutan standar slarutkan BaCl2 1% dan

H2S04 1% dalam pers ala larutan yang akan
digunakan. Kekeruhan kepadatan sel bakteri
dalam jumlah tertentu. tan standar McFarland
No. 3 dan 5 untuk tahapipes eting -

Sumber : Utamy et al.

WEDJAJAAM X
»
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Lampiran 4. Komposisi medium

1. Medium Starch Casein Agar (SCA)

Bahan g/ml
Starch potato 10,00
Yeast extract 4,00
Casein 2,00
Agar Bacteriological 20,00
Aquadest 1,000
Cara Kkerja:

Seluruh bahan-bahan ditimbang dengan timbangan analitik sesuai komposisi,

hot plate hingga mend agnetic stirrer hingga

seluruh bahan terlarut}|é larut dengan akuades

selanjutnya dimasukka um disterilkan dengan

autoclave pada tekana

Yeast extract

Malt extract Agar : _ o
& Jeaes

Dextorose _ ‘a ;

Agar Bacteriological 20,00

Aquadest 1,000
Cara Kerja:

Seluruh bahan-bahan ditimbang dengan timbangan analitik sesuai komposisi,
lalu dimasukkan ke Beaker glass berisi 1,000 ml akuades dan dipanaskan dengan
hot plate hingga mendidih, lalu diaduk merata dengan magnetic stirrer hingga
seluruh bahan terlarut dalam akuades, setelah medium larut dengan akuades
selanjutnya dimasukkan ke botol kultur. Kemudian medium disterilkan dengan

autoclave pada tekanan 15 kPa dan suhu 121 °C selama 2 jam.
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3. Medium Glucose Yeast Peptone Agar (GYPA)

Bahan g/ml
Yeast extract 3,00
Peptone 10,00
Glucose 7,00
Agar Bacteriological 15,00
Aquadest 1,000
Cara kerja:

Seluruh bahan-bahan ditimbang dengan timbangan analitik sesuai komposisi,
lalu dimasukkan ke Beaker glass berisi 1,000 ml akuades dan dipanaskan dengan

hot plate hingga mendidih, findwl anopafa; gengan magnetic stirrer hingga

seluruh bahan terlarut}|dalama=—akiia A} larut dengan akuades
selanjutnya dimasukkahi/ke : cdlum disterilkan dengan

autoclave pada tekana

4. Medium Skim Mi
Bahan

Nutrient Broth
Skim Milk
Agar Bacteriological

Aquadest

Cara kerja:

Seluruh bahan-bahan ditimbang dengan timbangan analitik sesuai komposisi,
lalu dimasukkan ke Beaker glass berisi 1,000 ml akuades dan dipanaskan dengan
hot plate hingga mendidih, lalu diaduk merata dengan magnetic stirrer hingga
seluruh bahan terlarut dalam akuades, setelah medium larut dengan akuades
selanjutnya dimasukkan ke botol kultur. Kemudian medium disterilkan dengan

autoclave pada tekanan 15 kPa dan suhu 121 °C selama 2 jam.
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5. Medium deMann Rogosa Sharpe Agar (MRSA)

Bahan g/ml
MRS 52,20
Starch 10,00
Agar Bacteriological 20,00
Aquadest 1,000

Cara kerja:

Seluruh bahan-bahan ditimbang dengan timbangan analitik sesuai komposisi,
lalu dimasukkan ke Beaker glass berisi 1,000 ml akuades dan dipanaskan dengan

hot plate hingga mendidih, lalu diaduk merata dengan dengan magnetic stirrer

selanjutnya dimasukkahl|ke"“betotTkul e TaH dfum disterilkan dengan

Picric Acid
Natrium Carbonate

Aquadest ~, _ : 00,00

Cara kerja:

Seluruh bahan-bahan ditimbang dengan timbangan analitik sesuai komposisi,
lalu dimasukkan ke Beaker glass berisi 200,00 ml akuades dan dipanaskan dengan
hot plate hingga mendidih, lalu diaduk merata dengan dengan magnetic stirrer
hingga seluruh bahan terlarut dalam akuades, setelah medium larut dengan akuades
selanjutnya dimasukkan ke botol kultur. Kemudian medium disterilkan dengan

autoclave pada tekanan 15 kPa dan suhu 121 °C selama 2 jam.
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7. Medium Pikovskaya Agar (PKVA)

Bahan g/ml
Yeast Extract 0,50
Dextrose 10,00
Calcium Phosphate 5,00
Ammonium Suphate 0,50
Potassium Chloride 0,20
Magnesium Sulphate 0,10
Manganese Sulphate 0,10
Ferrous Sulphate 0,10
Agar Bacteriological 20,00
Aquadest 1,000

B m o Nl
Cara Kerja:

Seluruh bahan-ba nlitik sesuai komposisi,
lalu dimasukkan ke Be / 211 | dde§ dan dipanaskan dengan
hot plate hingga men : ‘&5 engan |dengan magnetic stirrer
hingga seluruh bahan te larut dengan akuades

selanjutnya dimasukkafiSRe00t0kkulty pjedium disterilkan dengan

8. Medium Ashby’s Man

Bahan g/ml

Mannitol 20,00
Dipotassium Phosphate 0,20
Magnesium Sulphate 0,20
Sodium Chloride 0,20
Potassium Sulphate 0,10
Calcium Carbonate 5,00
Agar Bacteriological 20,00

Aquadest 1,000
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Cara kerja:

Seluruh bahan-bahan ditimbang dengan timbangan analitik sesuai komposisi,
lalu dimasukkan ke Beaker glass berisi 1,000 ml akuades dan dipanaskan dengan
hot plate hingga mendidih, lalu diaduk merata dengan dengan magnetic stirrer
hingga seluruh bahan terlarut dalam akuades, setelah medium larut dengan akuades
selanjutnya dimasukkan ke botol kultur. Kemudian medium disterilkan dengan

autoclave pada tekanan 15 kPa dan suhu 121 °C selama 2 jam.

g




116

Lampiran 5. Persiapan larutan untuk isolasi DNA aktinobakteria filosfer indigenos
a. Penyiapan larutan Lysozyme Digestion Buffer
Bahan: - Larutan Stock 1 M Tris-HCI pH 8.0
- Larutan Stock 0.5 M EDTA
- Triton X-100
- Lysozyme
Cara penyiapan:
Sebanyak 2,5 ml Tris-HCI dimasukkan ke Erlenmeyer, ditambahkan 0,25 ml
0,5 M EDTA, dan tambahkan 1 ml Triton X-100. Cukupkan larutan dengan
akuadest sampai volume 100 ml, lalu dihomogenkan. Tambahkan Lysozyme

dengan konsentrasi 20,00 mg/mL sebelum larutan digunakan untuk isolasi DNA.

- Wash Buffer I
Tambahkan 15,00

- Wash Buffer II
Tambahkan 17,50

sdbelum digunakan.

ebelum digunakan.

c. Penyiapan laruta %;-a‘::’-:"

Bahan : -B
- Aquilt 4
Cara penyiapan: AN

Untuk mendapatkan volume akhir TAE 1x 1L, 100 Ml Buffer TAE 10x

dilarutkan dalam 900,00 ml aquadest dan dihomogenkan dengan stirrer.
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Lampiran 6. Pertumbuhan tanaman dan produksi bawang merah yang
diintroduksi dengan aktinobakteria filosfer indigenos

A. Hari muncul tunas bawang merah

KONTROL NLLP2H KONTROL NBSP3A KONTROL NLLP3J

KONTROL NKGP3I KONTROL |

r AN T BN *I

KONTROL NBSA3B KONTROL NLLP2G KONTROL | NBSP3F

"g;-—
STy
gg u%z‘:

KONTROL NBSP2H KONTROL NLLP2A KONTROL NLLA3F
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KONTROL NBSP21 KONTROL NBSA21 KONTROL NBSP2C
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~
NKGP3G

KONTROL
]

d \\Kgr'\’ig;
el WA
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NKGP3B KONTROL NBSA2E i POSITIF
KEDJAJAAN ;
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B. Tinggi dan jumlah daun tanam3

KONTROL NEGATIF
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KONTROL NKGP3I
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C. Bobot umbi bawang merah

KONTROL NBSA2B KONTROL NKGP3I

N TL wmwy

NLLP2A

NBSP2H || KONTROL

N
.|
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Lampiran 7. Karakteristik aktinobakteria filosfer indigenos sebagai agens
biokontrol dan biofertilizer

A. Karakteristik aktinobakteria filosfer indigenos sebagai agens biokontrol

i. Kemampuan antagonisme aktinobakteria filosfer indigenos terhadap
bakteri P. ananatis

NLLP2A

NKGP3G NBSP3F




ii.

Enzim protease

NKGP2F

NBSP3B
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NBSP3F

- S -
NBSP3A U NBSP2H NLLP2A

NKGP3G NBSA2E




iv. Hidrogen sianida

NBSA2E

NKGP3G

NBSP3B
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B. Karakteristik aktinobakteria filosfer indigenos sebagai agens biofertilizer

i.

Pelarut fosfat

|||IA l|l ‘l

‘
NLLP2H é} NBSP3B

NBSA2E NLLP2A
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ii. Fiksasi nitrogen

NBSA2E NBSP2H NLLP2H

NLLP2A
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iii. Indole Acetic Acid (1AA)

e L S A

Grafik Indole Acetic Acid (IAA) (ppm)

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
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Lampiran 8. Sidik ragam Analysis of Variance (ANOVA)

A. Perkembangan penyakit hawar daun bakteri P. ananatis
1. Masa inkubasi penyakit

Sumber Db JK KT F hitung F tabel Keterangan
keragaman 5%
Perlakuan 20 1978,099 98,905 159,31 1,82 *
Sisa 42 26,074 0,621
Total 62  2004,173
KK 7,19

* Berbeda nyata

2. Insidensi penyakit

Sumber Db JK KT F hitung F tabel  Keterangan
keragaman 5%
Perlakuan -
Sisa -
Total -

KK -

tn: Berbeda tidak nyata

3. Severitas penyakit

Sumber Db F tabel Keterangan
keragaman 5%
Perlakuan 20 1,82 *
Sisa 42
Total 62
KK 10,53
* Berbeda nyata
B. Pertumbuhan tanaman bawang merah
1. Hari muncul tunas
Sumber Db JK KT F hitung Ftabel Keterangan
keragaman 5%
Perlakuan 21 1066,413 53,321 81,932 1,80 *
Sisa 44 27,333 0,651
Total 65 1093,746
KK 10,85

* Berbeda nyata



2. Tinggi tanaman
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Sumber Db JK KT F hitung F tabel  Keterangan
keragaman 5%
Perlakuan 21 1135,33 54,0632 8,28 1,80 *
Sisa 44 287,33  6,5303
Total 65 1422,66
KK 6,65
* Berbeda nyata
3. Jumlah daun
Sumber Db JK KT F hitung F tabel Keterangan
keragaman 5%
Perlakuan 21 12584,3 599,252 15,60 1,80 *
Sisa 44 1687,6 38,354
Total 65 14271,8
KK 13,34
* Berbeda nyata
4. Bobot segar umbi
Sumber Db F tabel Keterangan
keragaman 5%
Perlakuan 21 1,80 *
Sisa 44
Total 65
KK 12,24
*Berbeda nyata , > 2
‘
5. Bobot kering umbi %. (7 ,M
Sumber Db JK KT F hitung  Ftabel Keterangan
keragaman 5%
Perlakuan 21 64656,374 3078,875 32,20 1,80 *
Sisa 44 4193,927 95,317
Total 65  68850,300
KK 12,33

* Berbeda nyata
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C. Karakteristik aktinobakteria filosfer indigenos sebagai agens biokontrol

1. Aktivitas antagonisme aktinobakteria filosfer indigenos terhadap bakteri
P. ananatis secara in vitro

Sumber Db JK KT F hitung F tabel Keterangan
keragaman 5%
Perlakuan 11 10,8167 0,98333 20,30 2,06 *
Sisa 36 1,7400 0,04833
Total 47 12,5567
KK 18,19

* Berbeda nyata

g
-




Lampiran 9. Konfirmasi aktinobakteria filosfer indigenos
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Bentuk Bentuk Warna miselium  Warna miselium
Perlakuan . . .
koloni elevasi aerial substrat
NLLP2H Circular Convex Abu-abu Abu-abu
NLLP2A Filamentous Flat Hijau tua Kuning
NLLP2G Circular Convex Abu-abu Krem
NLLP3J Circular Convex Hijau tua Kuning
NLLA2E Filamentous Convex Putih Krem
NLLA3F Circular Convex Hijau tua Kuning
NBSA2E Filamentous Umbonate Hijau tua Krem
NBSP3B Circular Convex Hijau muda Cokelat
NBSP3F Circular Convex Hijau tua Kuning
NBSA2B Filamentous Umbonate Putih Putih
NBSA3B Circular Flat Putih Putih
NBSP2C Circular Umbonate Hijau muda Cokelat
NBSP2I Circular . Krem
NBSA2I Krem
NBSP2H Filame Merah
NBSP3A i Abu-abu
NKGP3B Putih
NKGP2F Merah
NKGP3G Cokelat
NKGP31 Krem
Kode Isolat Keterangan
perlakuan tabel
NLLP2H Sesuai koleksi
NLLP2A Sesuai koleksi
NLLP2G Digalc patden Sesuai koleksi
NLLP3J AogE S T1dak patogen Sesuai koleksi
NLLA2E Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NLLA3F Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NBSA2E Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NBSP3B Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NBSP3F Positif  Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NBSA2B Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NBSA3B Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NBSP2C Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NBSP2I Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NBSA2I Positif  Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NBSP2H Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NBSP3A Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NKGP3B Positif  Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NKGP2F Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NKGP3G Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
NKGP3I Positif ~ Tidak patogen  Tidak patogen Sesuai koleksi
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Kode
isolat

Morfologi makroskopis

Miselium aerial Miselium substrat

Morfologi
mikroskopis

NLLP2H

NLLP2A

NLLP2G

NLLP3J

NLLA2E
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NLLA3F

NBSA2E

NBSP3B

NBSA2B

NBSA3B
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NBSP2C

NBSA2I

NBSP2H

NBSP3F
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NBSP3A

NKGP3B

NKGP2F

NKGP3G

NKGP3I




