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ABSTRACT

Fluorescent pseudomonass isolated from local plants-rishosphere in temanggung controlled lincat disease of tobacco. This report describe
phenotypic charactheristics of the bacteria in order to be used as a base for the development of the bacteria as a biological control agent of
lincat disease. Phenotypic charactheristics of six isolates of fluorescent Pseudomonass which controlled lincat disease in the field were
determined in the laboratory of Plant Bacteriology, Faculty of Agriculture, Gadjah Mada University. Plant pathogenicity tests were
conducted by hypersensitive reaction into tobacco leaf and inoculation to tobacco plants. Antagonism test between fluorescent
Pseudomonass and other candidate of biological control agents were also conducted. The results indicated that the bacteria were rod
shape, Gram negative, positive reaction in catalase and oxidase tests. Nitrate reduce to nitrite, arginine was hydrolysed, fluorescent
pigment were produced on King’'s B medium, levan formation positive and all bacteria denitrifiy. The bacteria used urea, tween 80 and
amylum were not hydrolised, poly- -hydroxybutyrate was not accumulated in the cells. Negative reactions were observed for lysine
decarboxylation, indol production, VP/MR reaction, and gelatn liquefation. Some compounds could be used as solely carbon sources. All
isolates grew on the medium containing 2% NaCl. The best pH for growth was 6-7 and all isolates grew at 20-41C. Negative result were
obtained for hypersensitive reaction and pathogenicity tests.
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PENDAHULUAN

Penyakit lincat pada tembakau di Temanggung
menyebabkan tanaman menjadi layu, kerdil, menguning, dan
kemudian mati. Penyakit ini disebabkan oleh kombinasi bakteri
Ralstonia solanacearum dan nematoda Meloidogyne incognita
(Dalmadiyo, 2004). Penyakit tersebut dapat menyebabkan
kematian tanaman tembakau lebih dari 50% (Murdiyati et al.,
1991). Pengendalian secara biologi banyak mendapat
perhatian dari para ahli karena pengendalian ini dapat
dikombinasikan dengan cara-cara lain dan dapat mengurangi
penggunaan bahan kimia (Cook and Baker, 1983).
Pseudomonas fluoresen telah dilaporkan dapat mengurangi
intensitas penyakit lincat di lapangan (Arwiyanto dkk., in press).
Untuk dapat menggunakan agensia pengendalian hayati
secara efektif diperlukan pemahaman sifat-sifat dari agensia
tersebut yaitu sifat-sifat fenotipik bakteriologis dan sifat
patogenisitasnya terhadap tanaman. Tulisan ini melaporkan
sifat-sifat fenotipik Pseudomonas fluoresen yang berhasil
menekan perkembangan penyakit lincat di lapangan.
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BAHAN DAN METODE

Isolat bakteri

Semua isolat bakteri yang digunakan dalam penelitian
ini merupakan koleksi dari Laboratorium Bakteriologi
Tumbuhan, Fakultas Pertanian UGM, yang pada penelitian
sebelumnya dilaporkan bakteri tersebut mampu menekan
penyakit lincat di lapangan. Isolat Pseudomonas fluoresen
adalah sebagai berikut:

Tabel 1. Isolat Pseudomonas fluoresen yang digunakan dalam

penelitian
Kode Isolat Asal Isolat Tahun Isolasi
Pf22 Cabai 2004
Pf23 Cabai 2004
Pf30 Cabai 2004
Pf42 Cabai 2004
P51 Cabai 2004
Pf83 Cabai 2004

Isolat Ralstonia solanacearum yang digunakan adalah
isolat Rs-22 yang diisolasi dari lahan lincat di daerah
Temanggung pada tahun 2004.

Isolat agens hayati lainnya yang digunakan dalam
penelitian ini adalah Streptomyces spp (Stre-4, Stre-7, Stre-
48, Stre-61, Stre-66, dan Stre-67) dan Bacillus spp. (Ba-4,
Ba-22, Ba-24, Ba-30, Ba-33, dan Ba-41) yang diisolasi dari
lahan lincat di Temanggung pada tahun 2004.
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Tanaman

Tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah
tembakau varietas klemoko. Varietas ini dipilih karena
merupakan varietas unggul yang banyak ditanam oleh
petani tembakau di Temanggung (Dalmadiyo, 2004).

Kultivikasi Isolat

Bakteri Pseudomonas fluoresen ditumbuhkan pada
permukaan medium King's B (Sands, 1990) sedangkan R.
solanacearum pada medium YPA (Arwiyanto et al., 1993)
pada suhu kamar selama dua hari sebelum digunakan
dalam penelitian.

Pengamatan Sifat Morfologi koloni dan sel

Bentuk dan warna koloni diamati secara visual dengan
mata telanjang dengan dan tanpa sinar ultra violet dengan
panjang gelombang 365 nm. Pengecatan negatif dilakukan
berdasarkan metode Jutono et al., 1973 untuk melihat
morfologi individu sel.

Pengamatan Sifat Fisiologi, Biokimia dan patogenisitas
terhadap tanaman

Pengujian berbagai sifat-sifat fisiologi dan biokimia
dilakukan sebagai berikut: pengujian sifat Gram, katalase,
hidrolisis pati, denitrifikasi, oksidatif fermentatif,
pembentukan levan dari sukrosa, akumulasi poly- -
hydroxybutirate, aktivitas lipolitik (hidrolisa Tween80), Uji
VP-MR, penggunaan senyawa karbon (Sands, 1990);
pencairan gelatin (Hayward, 1994); uji oksidase, hidrolisis
arginin, aktivitas urease, pembentukan indol (Fahy and
Hayward, 1983); pertumbuhan pada berbagai suhu,
pembentukan pigmen (Brawn-Kiewnick and Sands, 2001),
uji patogenisitas terhadap tanaman dan pengujian reaksi
hipersensitif (Klement, 1990); pertumbuhan pada berbagai
pH medium, pertumbuhan pada medium yang mengandung
berbagai konsentrasi NaCl (Stolp and Gadkari, 1983);
dekarboksilasi lisin (Palleroni, 1983).

Pengujian antibiosis terhadap patogen lincat dan pengujian
antagonisme antar agens pengendali hayati

Pengujian antarisolat bakteri dilakukan seperti yang
dilaporkan oleh Arwiyanto (1997) sebagai berikut. Sebanyak 6
isolat yang diuji ditumbuhkan dengan cara dititk pada
permukaan medium CPG dalam cawan Petri dengan jarak
yang proporsional kemudian diinkubasikan pada suhu kamar
selama 48 jam. Setelah masa inkubasi cawan Petri dibalik
sehingga tutupnya ada di bagian bawah. Pada tutup tersebut
diteteskan satu ml chloroform kemudian dibiarkan selama 2
jam pada suhu kamar. Setelah semua uap chloroform
menguap, pada permukaan medium tersebut dituangi dengan
suspensi R. solanacearum atau isolat bakteri lain yang diuji
dalam agar air 0,6%. Biakan diinkubasikan lagi selama 24 jam
pada suhu kamar kemudian dicatat adanya zona
penghambatan di sekitar koloni bakteri yang ditumbuhkan
pada cawan Petri. Zona penghambatan diukur dan dinyatakan
dalam milimeter. Setelah zona diukur kemudian agar yang
bening di zona hambatan diambil dan dimasukkan ke dalam
medium air pepton 0,5% dan diinkubasikan secara aerob
selama 24 jam pada suhu kamar. Air pepton yang tetap jernih
menunjukkan bahwa zat penghambat yang dihasilkan
mematikan bakteri yg lain (bakterisida) sedangkan kalau
menjadi keruh maka zat penghambat tersebut hanya menekan
pertumbuhan vegetatif saja (bakteriostatik). Pengujian
penekanan terhadap nematoda oleh Pseudomonas fluoresen
dilakukan seperti yang dilakukan oleh Dropkin (1996) dan

Dalmadiyo (2004) sebagai berikut. Pseudomonas fluoresen
ditumbuhkan pada medium Yeast peptone cair (ekstrak yeast
59, pepton 10g, air suling 1000ml, pH 6.8) kemudian
diinkubasikan dengan digojok pada suhu kamar selama 24
jam. Biakan bakteri kemudian disentrifus untuk mendapatkan
supernatannya. Massa telur nematoda diletakkan dalam
syracus kemudian ditambahkan supernatan bakteri. Sebelum
dan setelah inkubasi, populasi telur dan larva dihitung.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Morfologi Bakteri

Koloni bakteri berbentuk bulat, tepi rata, fluidal dan
mengeluarkan pigmen berwarna kuning kehijauan pada
medium King’s B. Pigmen tersebut membedakan bakteri
yang termasuk ke dalam kelompok Pseudomonas fluoresen
dengan kelompok lain. Medium King's B merupakan
medium yang sedikit mengandung ion Fe (Sands, 2001)
sehingga bakteri yang temasuk ke dalam kelompok
Pseudomonas fluoresen akan membentuk siderofor yang
fungsinya mengikat ion Fe. Siderofor dapat dideteksi
dengan adanya pigmen warna kuning kehiajuan yang
berdifusi ke dalam medium King's B. Pigmen yang berdifusi
ke dalam medium menjadi lebih jelas terlihat apabila
diamati di bawah lampu ultraviolet dengan gelombang
panjang (365 nm)(Gambar 1). Secara individu, bakteri
berbentuk batang dengan ukuran 0,5-1,0 — 1,5-4,0 m.

Sifat Fisiologi dan Biokimia

Sifat-sifat fenotipik Pseudomonas fluoresen yang diuji
disajikan dalam Tabel 2. Semua isolat yang diuji bersifat Gram
negatif, membentuk ensim katalase, oksidase positif,
memerlukan oksigen untuk tumbuh (aerob), mampu
menghidrolisa pati dan arginin, membentuk ensim gelatinase,
melakukan denitrifikasi, tidak mengakumulasi poly- -
hydroxybutirate. Isolat pf22 dan pf42 membentuk levan dari
sukrosa sedangkan isolat lainnya (pf23, pf30, pf51 dan pf83)
tidak membentuk levan. Keenam isolat membentuk pigmen
fluoresen pada medium King's B namun tidak pada medium
King's A. Urea dihidrolisis menjadi amonia oleh semua isolat.
Isolat pf23, pf42, dan pf51 membentuk indol sedangkan isolat
pf22, pf30, dan pf83 tidak membentuk indol. Dekarboksilasi
lisin dan aktivitas lipolitik menunjukkan reaksi negatif. Kecuali
pf30, semua isolat bereaksi positif terhadap uji methyl red
sedangkan pada uji Voges Proskauer reaksi positif ditunjukkan
oleh isolat pf22, pf23, pf30, dan pf42. Semua isolat mampu
menggunakan glukosa, laktosa, fruktosa, trehalosa, selobiosa,
manitol, dan dulcitol sebagai sumber karbon . Semua isolat
tumbuh baik pada kisaran suhu 20-41C dengan pertumbuhan
terbaik pada suhu 30C. pH terbaik untuk pertumbuhan adalah
pada kisaran 6-7. Pada medium yang mengandung NaCl
semua bakteri tumbuh sampai pada konsentrasi NaCl 2%
(Tabel 1). Dari penguijian yang terbatas ini nampaknya sudah
dapat dipekirakan bahwa isolat Pf-22 memiliki kemiripan
dengan sifat fenotipik Pseudomonas fluorescens biovar Il atau
IV (Fahy and Lloyd, 1983). Isolat Pf-23, Pf-30, Pf-42, Pf-51,
dan Pf-83 memiliki kemiripan sifat fenotipik dengan P. putida
(Buchanan and Gibbons, 1979). Meskipun demikian untuk
lebih memastikan hal tersebut, pengujian molekular diperlukan
pada penelitian selanjutnya.Untuk pengembangannya sebagai
agensia pengendalian hayati patogen tumbuhan maka sifat-
sifat fenotipik tersebut di atas sudah cukup memadai.
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Tabel 3. Penghambatan pertumbuhan R. solanacearum oleh
Pseudomonas fluoresen

Pseudomonas Zona hambatan Mekanisme Penghambatan
fluoresen (mm)

pf22 0.0 -

pf23 | 7.5 Bakteriostatik

pf30 11.0 Bakteriostatik

pf42 0.0 -

pf51 0.0 -

pf83 3.3 Bakteriostatik

Keterangan :

- = mekanisme tidak diketahui karena isolat Pseudomonas fluoresen
tidak menghambat pertumbuhan R. Solanacearum

Tabel 4. Penghambatan pertumbuhan M.
Pseudomonas fluoresen

incognita oleh

Isolat Populasi Awal Populasi Akhir
Telur Larva Telur  Larva
pf22 42 5 3 3
pf23 34 0 0 1
pf30 40 2 3 2
pfa2 31 1 7 3
pf51 59 0 14 0
pf83 40 0 11 0
Kontrol 26 0 3 1
Sifat patogenisitas terhadap tanaman
Semua isolat tidak mampu menimbulkan reaksi

hipersensitif pada daun tembakau yang berupa nekrosis
pada bagian yang diinfiltrasi dengan suspensi bakteri.
Demikian pula, inokulasi pada tanaman tembakau tidak
menimbulkan malformasi atau gejala penyakit baik pada
bagian yang dinokulasi maupun pada bagian tanaman yang
lain. Hal ini  membuktikan bahwa semua isolat
Pseudomonas fluoresen yang diuji dalam penelitian ini tidak
termasuk dalam kelompok patogen tumbuhan. Sampai
sekarang dilaporkan ada satu spesies Pseudomonas
fluoresen yang bersifat patogenik pada tumbuhan yaitu
Pseudomonas syringae pv syringae (Fahy and Lloyd,
1983). Bakteri tersebut mampu tumbuh pada seresah
tanaman dan dapat terbawa masuk ke dalam tanah oleh
aliran air perkolasi atau air hujan (Goto, 1992). Oleh karena
itu, uji patogenisitas terhadap tanaman bagi bakteri
kelompok Pseudomonas fluoresen sangat perlu dilakukan.

Antagonisme terhadap Ralstonia solanacearum

Tiga di antara enam isolat yang diuji mampu
menghambat pertumbuhan R. solanacearum in Vvitro
dengan mekanisme penghambatan berupa bakteriostatik
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(Tabel 3). Meskipun  bakteri dalam kelompok
Pseudomonas  fluoresen mempunyai kemampuan
membentuk siderofor dan senyawa antibiotik pada medium
buatan namun tidak semua bersifat toksik terhadap bakteri
lain termasuk terhadap bakteri patogen tumbuhan (Stolp
and Gadkari, 1983). Penelitan sebelumnya juga
melaporkan bahwa tidak semua Pseudomonas fluoresen
yang diisolasi dari risosfer tanaman bersifat antagonistik
terhadap R. solanacearum (Arwiyanto, 1997).

Antagonisme terhadap Meloidogyne incognita

Kemampuan menghambat pertumbuhan M. incognita
berbeda-beda antar isolat yang diuji. Semua isolat
membentuk ensim gelatinase karena mampu
menghidrolisis gelatin (Tabel 2) dan sepertinya ensim ini
juga dibentuk pada medium YP (yeast extract 5g, pepton
10g, air suling 1000 ml, pH 6.8) karena massa telur yang
direndam dalam supernatan mengalami penurunan
jumlahnya. Seperti dilaporkan bahwa massa telur nematoda
diselimuti oleh bahan tipis yang terdiri dari senyawa gelatin
(Dropkin, 1996). Kemampuan Pseudomonas fluoresen
dalam menhambat pertumbuhan nematoda Meloidogyne
incognita mungkin yang menyebabkan bakteri ini mampu
menurunkan penyakit lincat di lapangan (Arwiyanto dkk, in
press) karena penyakit lincat di lapangan disebabkan oleh
sinergisme antara M. incognita dan R. solanacearum
(Dalmadiyo, 2004).

Antagonisme terhadap bakteri antagonis lain

Pseudomonas fluoresen merupakan kelompok bakteri
yang mampu menghasilkan berbagai senyawa penghambat
pada medium buatan di laboratorium (Stolp and Gadkari,
1983). Pseudomonas fluoresen isolat temanggung juga
mampu menhasilkan senyawa penghambat yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri saprofit lainnya (Tabel
5). Kemampuan masing-masing isolat berbeda-beda, isolat
pf22 hanya menghambat petumbuhan satu isolat dari
genus lain yang diuji yaitu Stre67 dengan zona hambatan 7
mm sedangkan isolat pf23 mampu menghambat semua
bakteri lain yang diuji. Isolat Bacillus (Ba) dan Streptomyces
(Stre) pada Tabel 5. merupakan bakteri antagonis terhadap
patogen penyakit lincat tembakau selain Pseudomonas
fluoresen sehingga kompatibilitas antar isolat perlu
dilakukan. Hal ini untuk mendapatkan kombinasi antar isolat
yang tidak saling menghambat satu dengan yang lain.
Kombinasi bisa juga dilakukan antar isolat Pseudomonas
fluoresen dengan melihat kompatibilitas antar isolat (Tabel
6). Pada tabel 6, ditemukan beberapa isolat yang tidak

Tabel 5. Antagonisme antar bakteri calon agensia pengendalian hayati patogen tumbuhan

Isolat Rerata zona hambatan ( mm) terhadap isolat:
Pseudomonas Ba4 Ba22 Ba24 Ba30 Ba33 Ba4l Stre4 Stre7 Stre48 Stre61 Stre66  Stre67
fluoresen
pf22 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 7,0
pf23 4,8 7,0 7,8 4,5 16,3 7,8 10,5 9,5 8,8 6,0 9,0 10,0
pf30 0,0 7,8 0,0 8,5 8,8 12,8 8,8 1,3 0,0 0,0 2,1 12,5
pf42 0,0 0,0 0,0 0,0 16,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 43
pf51 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
pf83 0,0 3,8 0,0 0,0 12,5 6,0 8,3 7,0 7,3 6,5 8,5 7,5
Tabel 6. Antagonisme antar isolat Pseudomonas fluoresen
Isolat yang diuji Zona penghambatan (mm) terhadap isolat:

pf22 pf23 pf30 pf42 pf51 pf83
pf22 0,0 7,5 10,8 0,0 0,0 5,0
pf23 0,0 6,5 9,5 0,0 0,0 0,0
pf30 0,0 6,3 0,0 0,0 0,0 0,0
pf42 0,0 9,3 8,5 0,0 0,0 7,8
pf51 0,0 12,0 6,1 9,0 0,0 10,8
pf83 9,1 6,5 8,5 13,0 10,8 13,5
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saling menghambat satu dengan yang lain misalnya isolat
pf22 dan pf42 atau pf22 dengan pf51. Ditemukan dua isolat
yaitu pf23 dan pf81 yang dapat dihambat pertumbuhannya
oleh metabolitnya sendiri sedangkan keempat isolat lainnya
tidak. Hal ini mungkin saja terjadi karena adanya senyawa
toksik yang diproduksi dalam jumlah yang banyak sehingga
menghambat pertumbuhan dari bakteri yang
menghasilkannya. Peristiwa ini sering disebut sebagai feed-
back inhibition pada kultur cair yang kontinyu (continuous
culture) (Madigan et al., 1979).

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian tersebut di atas dapat disimpulkan
bahwa semua isolat Pseudomonas fluoresen yang diuji
bukan merupakan patogen tumbuhan sehingga bisa
digunakan sebagai calon agensia pengendalian hayati
patogen tumbuhan. Meskipun masih memerlukan penelitian
lebih lanjut secara molekuler untuk memastikannya, ada
kemiripan sifat fenotipik antara isolat pf22 dengan
Pseudomonas fluorescens biovar Il atau IV. Isolat Pf-23, Pf-
30, Pf-42, Pf-51, dan Pf-83 memiliki kemiripan sifat fenotipik
dengan P. putida.
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