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DETEKSI STRAIN Pseudomonus solanacearum PENGHASIL BAKTERIOSIN
(DETECTION OF BACTERIOCIN-PRODUCING STRAINS OF Pseudomonas solunacearum)

Triwidodo Arwiyanto dan Sudarmadi
Fakultas Pertanian Universitas Gadjah Mada

I. Hartana
Asosiasi Penelitian Perkebunan Indonesia, Bogor

INTISARI

Strain-strain P. solanacearum penghasil bakteriosin dideteksi pada medium Casamino-acid
Pepton Glukosa Agar (CPG). Semua strain P. solanacearum yang diuji menghasilkan
bakteriosin dengan spektrum yang berbeda-beda. Strain nomor 6, 36 dan 49 mampu
menghambat sebagian besar strain yang lain. Bentuk avirulen dari ketiga strain tersebut, yaitu
6-op, 36-op dan 49-op, masih mampu menghasilkan bakteriosin pada medium CPG. Produksi
bakteriosin tidak dipengaruhi oleh kadar sumber karbon maupun pH medium. Suhu inaktifasi
bakteriosin yang dihasilkan oleh strain 6-op, 36-op dan 49-op adalah 70°C selama 30 menit.

Kata kunci: Pseudomonas solanacearum, bakteriosin, avirulen

ABSTRACT

The capability of Pseudomonas solanacearum (o produce bacteriocin was investigated with the
use of Casamino-acid Peptone Glucose Agar. All strains tested £mduce bacteriocin with
various spectra. Strain 6, 36 and 49 inhibited almost all of the other strains. The avirulent
type of those three strains, i.e. 6-op, 36-op and 49-op, still produced bacteriocin on the same
medium. The.concentration of carbon source and acidity of the medium did not have any effect
on the bacteriocin production. The bacteriocin produced by strains 6-op, 36-op and 49-op
were inactivated at 70°C for 30 minutes.

Key-words: Pseudomonas solanacearum, bacteriocin, avirulent

PENGANTAR Endo et al, 1975; ) dan bakteri pembusuk
makanan (Cintas ef al., 1995; Kato er al., 1993).
Bakteriosin adalah suatu senyawa yang Keuntungan yang diperoleh dengan menggunakan

sebagian besar tersusun oleh protein, dihasilkan strain bakteriosinogenik dalam pengendalianan

oleh suatu strain bakteri yang hanya mampu
menghambat pertumbuhan strain bakteri lain yang
termasuk dalam jenis (spccics) yang sama
(Reeves,1972).  Strain  penghasil  bakteriosin
disebut scbagai strain bakteriosinogenik (Reeves,
1965, 1972). Karena kekhususannya dalam
penghambatan  ini, bakteriosin  dan  strain
bakteriosinogenik telah banyak ditcliti oleh para
ahli dengan tujuan untuk mengendalikan penyakit
tumbuhan (Arwiyanto ef al.,, 1993; Campbell and
Echandi, 1979; Cuppels, 1976; Cuppels et al.,
1978; Echandi, 1976; Echandi and Moyer, 1979,

hayati ialah adanya kesamaan ‘'niche’, nutrisi, dan
tempat  infeksi dengan  patogen  karcna
mikroorganisme  tersebut satu jenis dengan
patogen, hanya berbeda strainnya. Karcna jenisnya
sama dengan patogen, mikroorganisme terscbut
harus dimutasikan ke bentuk avirulen terlebih
dahulu scbelum digunakan dalam pengendalian
hayati.

Tulisan ini melaporkan bahwa strain-strain /”.
solanucearum yang diisolasi dari Sumatera Utara
mampu menghasilkan bakteriosin pada medium
CPG. Tiga strain di antaranya mampu
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menghambat pertumbuhan sebagian besar strain
lain. Bentuk avirulen dari ketiga strain tersebut
diharapkan dapat digunakan sebagai salah satu
calon agensia pengendalian hayat penyakit layu
bakteri tembakau.

BAHAN DAN METODE

Isolat bakteri dan kondisi biakan

P. solanacearum yang digunakan merupakan
koleksi dari Laboratorium Bakteriologi Tumbuhan
Fakultas Pertanian UGM. Bakteri tersebut diisolasi
dari lahan pertanaman tembakau PTPN-II (Ex PTP
[I-IX) Medan, Sumatera Utara. Sebelum
digunakan bakteri ditumbuhkan pada medium
CPG selama 48 jam pada suhu kamar. Koloni
tunggal yang tumbuh dipindah pada medium CPG
miring. Setelah 24 jam pada suhu kamar, bakteri
yang tumbuh digunakan dalam percobaan.

Deteksi Strain Bakteriosinogenik

Metode deteksi strain  bakteriosinogenik
seperti yang diuraikan oleh Arwiyanto er al
(1993) sebagai berikut. Semua strain diuji sebagai
strain bakteriosinogenik terhadap strain sejenis
sebagai indikator. Cawan Petri berisi 20 ml
medium CPG diinokulasi secara titik dengan enam
strain P. solanacearum. Biakan diinkubasikan
selama 48 jam pada suhu kamar, kemudian cawan
Petri dibalik dan pada tutupnya dituangkan 1 ml
kloroform. Setelah dua jam cawan Petri dibalik
kembali pada posisi semula. Sebanyak 0,2 ml
suspensi P. solanacearum (10* cfi/ml) dituangkan
pada medium 0,6% agar-air yang mencair (45°C),
digojog hingga homogen kemudian dituangkan ke
dalam cawan Petri tersebut di atas. Biakan
diinkubasikan lagi selama 24 jam pada suhu
kamar. Zone hambatan yang terbentuk diamati
kekeruhannya dan diukur diameternya.

Untuk membuktikan bahwa zone hambatan
terbentuk  karena adanya bakteriosin, agar
(medium) pada zone tersebut diambil secara
aseptis kemudian dimasukkan ke dalam tabung
rcaksi berisi medium CPG cair dan agar
dihancurkan dengan skalpel. Tabung terscbut
ditaruh pada suhu kamar dan kekeruhan media
diamati sampai lima hari,

Isolasi strain avirulen

Dan strain bakteriosinogenik yang diperoleh
pada metode di atas dipilih beberapa strain yang
mampu menghambat sebagian besar strain yang
lain. Strain-strain tersebut ditumbuhkan pada
medium CPG cair dan diinkubasikan pada suhu
kamar. Setiap lima hari sekali dari masing-masing
biakan diambil 1 ose kemudian digoreskan pada
medium CPG. Setelah inkubasi selama 48 jam
pada suhu kamar diamati adanya koloni yang
berukuran kecil (diameter kurang dari | mm),
berbentuk bulat, dan tembus cahaya (Goto,
komunikasi pribadi). Koloni ini adalah 2.
solanacearum yang bersifat avirulen karena sudah
kehilangan polisakarida ckstraseluler. Koloni yang
diperoleh dikonfirmasi sifat avirulennya dengan
reaksi hipersensitif pada tembakau var. White
Burley (Klement er al., 1988 ) dan dengan
inokulasi pada tanaman inangnya (tembakau, var
Deli-4). Setelah diperoleh koloni yang benar-benar
avirulen, kemampuannya menghasilkan
bakteriosin diuji kembali dengan metode tersebut
di atas.

Pengaruh Suhu terhadap Produksi Bakteriosin

Strain bakteriosinogenik ditumbuhkan pada
medium CPG selama 48 jam pada suhu kamar.
Biakan kemudian dimasukkan ke dalam oven
pengering dengan perlakuan 65°C selama 30
menit, 70°C selama 20 menit, 70°C selama 30
menit, dan 80°C selama 10 menit. Setelah dingin
kembali pada permukaan biakan dituangi dengan
0,2 ml suspensi strain indikator dalam 0,6% agar
air yang mencair (45°C). Zone hambatan diamati
24 jam kemudian.

Pengaruh pH terhadap Produksi Bakteriosin
Strain bakteriosinogenik ditumbuhkan secara

terpisall pada medium CPG dengan pH yang

berbeda- beda yaitu 5,5; 6; 7, dan 8. Prosedur

selanjutnya sama  seperti  Deteksi  Strain
Bakteriosinogenik di atas.
Pengaruh  Konsentrasi  Sumber  Karbon

terhadap Produksi Bakteriosin
Strain bakteriosinogenik ditumbuhkan sccara
terpisah pada medium CPG dengan kadar sumber
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karbon yang berbeda beda yaitu 0,05%, 0,1%,
0,2%, 0,25%, 0,5%, 1%, dan 2%. Prosedur
selanjumya sama  seperti  Deteksi  Strain
Bakteriosinogenik di atas.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Deteksi Strain Bakteriosinogenik

Semua strain P. solanacearum yang diuji
mampu menghasilkan bakteriosin pada medium
CPG. Hasil penelitian ini mendukung penelitian
terdahulu bahwa mayoritas bakteri dalam genus
Pseudomonas merupakan penghasil bakteriosin
(Bradley,1967; Reeves,1965,1972; Vidaver et
al.,1972), demikian pula bahwa P. solanacearum
dari berbagai geografi merupakan penghasil
bakteriosin yang potensial (Arwivanto ef al., 1993;
Cuppels, 1976; Cuppels et al., 1978; He et al,
1988). Spektrum tiap-tiap strain bakteriosinogenik
berbeda-beda, dari yang hanya mampu
menghambat satu strain (strain nomor 42) sampai
yang mampu menghambat 44 strain lainnya (strain
nomor 49). Diameter penghambatan bervariasi
dari kurang dari 1 mm sampai dengan 5 mm.
Tidak dijumpai adanya strain yang peka terhadap
bakteriosin yang diproduksinya. Hal ini wajar
karena produksi bakteriosin dan kekebalan
terhadap bakteriosin tersebut pada umumnya
dikode oleh elemen genetik ekstrakromosomal
(plasmid) yang sama, seperti halnya pada
Agrobacterium radiobacter (Kerr, 1980). Dengan
demikian strain bakteriosinogenik tidak akan peka
terhadap bakteriosinnya sendiri. Data ini juga
membuktikan bahwa antibiosis yang terjadi
disebabkan oleh bakteriosin dan bukan oleh
metabolit yang lain. Sudah banyak
didokumentasikan bahwa bakten pada medium
juga  menghasilkan  scnyawa  penghambat
pertumbuhan scperti  asam  laktat, hidrogen
peroksida, antibiotik, amoniak (Konisky, 1978),
dan juga bakteriofag (Okabe and Goto, 1965).

Strain nomor 6, 36 dan 49 merupakan strain
bakteriosinogenik dengan spektrum penghambatan
yang lcbar; di samping itu ketiga strain ini
mempunyai kekebalan terhadap sebagian besar
strain bakteriosinogenik yang lain (Tabel 1). Sifat

seperti ini sangat menguntungkan karena dapat
digunakan sebagai calon agensia pengendalian
hayati layu bakteri tembakau. Masalah yang
muncul ialah bahwa ketiga strain tersebut juga
merupakan patogen layu bakteri. Dengan demikian
sebelum digunakan sebagai agensia pengendalian
hayati harus dihilangkan terlebih  dahulu
virulensinya seperti yang diuraikan pada bagian
berikut ini.

Tabel 1. Penghambatan pertumbuhan
P. solanacearum oleh tiga strain
bakteriosinogenik

Strain Diameter Jumlah strain  Jumlah strain
Bakterio- hambatan yang dihambat yang
sinogenik (mm) menghambat

6 <1 11 12
1-2,5 31 5
3-5 2 0
36 <i1 8 11
1-25 29 2
3-5 5 0
49 <1 1L 12
1-25 29 3
3-5 4 0

Isolasi strain avirulen

Dari ketiga strain bakteriosinogenik di atas
berhasil diperoleh mutan avirulen yang ternyata
masih mampu menghasilkan bakteriosin pada
medium CPG (Gambar 1). Ketiga strain tersebut
masing-masing diberi notasi 6-op, 36-op dan 49-
op. Op adalah 'opalescent' yang berarti tembus
cahaya apabila koloni bakteri pada medium agar
diamati dengan sinar langsung. Strain-strain
avirulen tersebut menimbulkan gejala hipersensitif
pada daun tembakau yang mirip dengan gejala
yang ditimbulkan oleh ras 2 P. solanacearum,
yaitu gejala nekrotik yang terbatas pada bekas
suntikan, Tembakau var. Deli-4 yang diinokulasi
dengan ketiga strain tersebut tidak menunjukkan
gejala layu sampai satu bulan sctelah inokulasi,
sedangkan tanaman yang diinokulasi dengan tipe
virulennya menjadi layu setelah 10 hari. Data ini
menunjukkan bahwa strain 6-op, 36-op, dan 49-op
merupakan strain avirulen,
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Gambar 1. Penghambatan pertumbuhan /. solanacearum oleh bakteriosin pada medium CPG agar.

F = strain virulen; OP = strain avirulen

Strain avirulen adalah suatu varian patogen
virulen yang tidak mampu menimbulkan penyakit
(Holliday, 1988; Rifai ef al, 1993). Untuk m-
endapatkan strain avirulen ini ada beberapa
mctode mutasi genetik yang dapat digunakan.
Mutasi genetik dengan elemen transposon,
misalnya, merupakan cara terbaik sebab mutan
yang diperoleh biasanya stabil, tetapi dengan
metode ini menyebabkan bakteri memiliki
ketahanan terhadap bahan kimia tertentu. Sebagai
contoh, mutasi genetik dengan transposon Tn5
menyebabkan bakteri menjadi kebal terhadap
Kanamycin (Chaterjee et al., 1993). Ketahanan
perolehan terhadap antibiotika ini (aquired
antibiotic-resistance) tidak diinginkan  dalam
pengendalianan hayati. Metode yang paling
sederhana dan relatif aman adalah dengan mutasi
spontan dengan menumbuhkan bakteri pada
medium yang sesuai dalam jangka waktu yang
lama, seperti yang digunakan dalam penelitian ini.
Kemungkinan kembali ke sifat virulen sangat kecil
karena mutan biasanya bersifat pleiotrofik
(Sequeira, 1992).

Pengaruh berbagai faktor terhadap produksi
bakteriosin

Karena terutama tersusun oleh protein,
bakteriosin peka terhadap temperatur yang tinggi.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteriosin
menjadi non-aktif setelah dipanaskan pada suhu
70°C selama 30 menit (Tabel 2).

Tabel 2. Rata-rata diameter penghambatan
pertumbuhan P. solanacearum oleh strain
bakteriosinogenik pada berbagai

temperatur
Strain Perlakuan
Bakteriosinogenik
65°%C 300 70°C 202 F0°C 300
6-0p 2.3 2 0
36-0p 2.3 2 0
49-op 2.2 2 0

Keasaman medium dan kadar sumber karbon
tidak banyak berpengaruh terhadap produksi
bakteriosin. Strain  bakteriosinogenik mampu
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menghasilkan bakteriosin dari pH 5.5 sampai pH 8
(Tabel 3). Hal ini sesuai dengan sifat dan P.
solanacearum yang memang mampu tumbuh pada
kisaran pH yang luas, yaitu dari 5,5 sampai 10
(Arwiyanto ef al, 1995). Kadar glukosa yang
digunakan sebagai sumber karbon pada penelitian
ini temyata tidak mempengaruhi produksi
bakteriosin. Mengingat bahwa komponen utama
dari bakteriosin adalah protein (Reeves, 1972)
maka kadar sumber karbon tidak akan banyak
mempengaruhi  diameter  zone  hambatan.
.Perkecualian yang muncul dalam penelitian ini
adalah bahwa strain nomor 36-op mampu
membentuk zona hambatan paling besar pada
kadar sumber karbon yang tertinggi (Tabel 4).
Meskipun demikian, karena untuk menghasilkan
produk tertentu bakteri harus terpenuhi nutrisinya,
penelitian  ini  menunjukkan  bahwa P
solanacearum strain 6-op, 36-op, dan 49-op masih
mampu menghasilkan bakteriosin pada kondisi
sumber karbon yang minim. Pada umumnya
kandungan sumber karbon medium untuk bakteri
berkisar dari 0,25% sampai 2% (Schaad, 1988).
Sifat ini akan menguntungkan apabila strain-strain
tersebut dikembalikan ke habitatnya dan harus
berkompetisi dengan mikroorganisme lain, dalam
lingkungan dengan sumber karbon yang sangat
terbatas dan  diperebutkan oleh  banyak
mikroorganisme (Bolton et al., 1993).

Tabel 3. Rata-rata diameter penghambatan
pertumbuhan P. solanacearum (mm) oleh
strain bakteriosinogenik pada berbagai

pH media
Strain pH media
Bakteriosinogenik
5.5 6 7 8
G-op 3,6 4 4 2.9
36-0p 86 54 39
49-0p 24 2.6 238 3

Tabel 4. Rata-rata diameter penghaﬁlbatan
pertumbuhan P. solanacearum oleh strain
bakteriosinogenik pada berbagai kadar

glukosa
Stann Kadar glukosa
Bakterio-
sinogenik _ 005% 0.1% 02% 025% 05% 1%
6-0p U R R e
36-0p 40 51 45 48 52 63
49-0p T 46 N3 a0 30 30
KESIMPULAN
l. P. solanacearum isolat Medan mampu

menghasilkan bakteriosin pada medium CPG
dengan spektrum penghambatan yang berbeda-
beda.

2. Strain 6, 36, dan 49 mampu menghambat
pertumbuhan  sebagian  besar  strain P
solanacearum yang lain dan bentuk avirulen dari
ketiga strain tersebut, yaitu strain 6-op, 36-op, dan
49-0p, mampu menghasilkan bakteriosin pada
spektrum pH yang luas dan pada kadar sumber
karbon yang rendah.

Penulis mengucapkan banyak terima kasih
kepada PTP I[-IX (sekarang PTPN-I[) yang

berkedudukan di Medan yang membiayai
penelitian ini.
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