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ABSTRAK

EKSPLORASI BAKTERI ENDOFIT YANG BERASAL DARI PLANLET
KELAPA KOPYOR (Cocos nucifera L.) SEBAGAI ANTAGONIS
DAN PEMACU PERTUMBUHAN TANAMAN

Oleh

AMYLIA PUTRI KHALENA

Kelapa kopyor merupakan komoditas bernilai ekonomi tinggi yang dapat
diperbanyak melalui teknik kultur jaringan. Namun, proses perbanyakannya
sering terkendala oleh pembusukan planlet. Penelitian ini bertujuan
mengidentifikasi penyebab pembusukan planlet serta mengeksplorasi potensi
bakteri endofit dari planlet sehat sebagai agen antagonis dan pemacu pertumbuhan
tanaman. Sampel penelitian terdiri atas 10 planlet busuk dan 3 planlet sehat. Isolat
bakteri dilakukan dan dilanjutkan dengan uji karakterisasi meliputi uji Gram, soft
rot, hipersensitif, oksidatif/fermentatif, hipovirulen, pelarut fosfat, aktivitas
antagonis, serta kemampuan sebagai Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB).
Dari planlet busuk diperoleh 46 isolat diperoleh dari planlet busuk, mayoritas
bersifat Gram negatif dan patogenik. Sementara itu, dari planlet sehat diperoleh 14
isolat, dengan 10 isolat bersifat hipovirulen, 2 isolat mampu melarutkan fosfat,
dan 4 isolat menunjukkan aktivitas antagonis terhadap patogen. Tiga isolat terpilih
menunjukkan potensi terbaik dalam menghambat pertumbuhan patogen dan
meningkatkan pertumbuhan tanaman mentimun, ditunjukkan oleh peningkatan
tinggi tanaman, jumlah daun, dan bobot tanaman dibandingkan dengan kontrol.
Hasil ini menunjukkan bahwa planlet kelapa kopyor sehat mengandung bakteri
endofit yang berpotensi sebagai agen hayati multifungsi, baik dalam pengendalian
patogen penyebab busuk maupun sebagai pemacu pertumbuhan tanaman. Isolat
terpilih dapat dimanfaatkan untuk meningkatkan keberhasilan perbanyakan kelapa
kopyor melalui kultur jaringan.

Kata kunci: antagonis, bakteri endofit, kelapa kopyor, kultur jaringan, pemacu
pertumbuhan tanaman.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kelapa kopyor (Cocos nucifera L.) merupakan salah satu tanaman tropis utama di
Indonesia yang memiliki peran penting dalam kehidupan sosial, budaya, dan
ekonomi masyarakat (Mutiara dkk., 2020). Komoditas ini sangat diminati,
terutama di industri kuliner, karena sering digunakan sebagai bahan dasar es krim,
minuman segar, dan berbagai hidangan penutup (Setiawan dkk., 2016). Kelapa
kopyor sebenarnya berasal dari kelapa biasa yang mengalami kelainan genetik,
sehingga menghasilkan daging buah yang lebih lunak dan lembut dibandingkan
dengan kelapa pada umumnya (Tri, 2024). Harga jual kelapa kopyor dapat
mencapai Rp30.000 hingga Rp60.000 per butir, jauh lebih tinggi dibandingkan
harga kelapa biasa (Nurjayanti dan Awami, 2018). Potensi pendapatan yang tinggi
ini menjadikan kelapa kopyor sebagai salah satu sumber penghasilan strategis

bagi para petani.

Lampung Selatan merupakan salah satu kabupaten di Provinsi Lampung yang
dikenal sebagai daerah penghasil kelapa kopyor (Maskromo dkk., 2012). Varietas
kelapa kopyor dalam merupakan varietas unggulan dari daerah ini yang tengah
diteliti guna mempercepat pengembangan serta meningkatkan kualitas dan
kuantitas produksinya. Salah satu alternatif untuk memperoleh bibit kelapa kopyor
berkualitas tinggi (true-to-type) adalah melalui teknik kultur embrio secara in
vitro (Maulida & Erfa, 2020). Namun, dalam proses perbanyakan, beberapa
planlet diketahui mati dan menunjukkan gejala pembusukan. Kondisi tersebut
diduga disebabkan oleh kontaminasi jamur atau bakteri. Kontaminasi bakteri
umumnya ditandai dengan munculnya gejala pembusukan pada planlet (Nanlohy
dkk., 2023). Meskipun demikian, hingga saat ini penyebab pasti terjadinya gejala

pembusukan pada planlet kelapa kopyor masih belum diketahui.



Salah satu hal yang menarik adalah ditemukannya planlet yang justru tumbuh
lebih baik dan tampak sehat di tengah sejumlah planlet lain yang menunjukkan
gejala pembusukan. Fenomena ini diduga berkaitan dengan keberadaan mikroba
endofit, khususnya bakteri yang hidup di dalam jaringan tanaman tanpa
menimbulkan penyakit (White dkk., 2019). Bakteri endofit bersimbiosis dengan
tanaman dan bahkan dapat berfungsi sebagai agen pengendali hayati. Bakteri
endofit yang efektif sebagai agen pengendali hayati adalah yang mampu
menghambat perkembangan patogen, merangsang respons ketahanan tanaman,
serta meningkatkan pertumbuhan tanaman (plant growth promoter), antara lain
melalui penyediaan unsur fosfat dan nitrogen (Eris dkk., 2017). Penelitian oleh
Eris dkk. (2018) menemukan bahwa empat isolat bakteri endofit yang diambil dari
kelapa sawit, kopyor, dan pejibaye mampu menghasilkan senyawa volatile
organic yang menekan pertumbuhan koloni cendawan Curvularia sp. dengan

tingkat penghambatan antara 92,27% hingga 97,21%.

Saat ini, pemanfaatan bakteri endofit dari planlet kelapa kopyor sebagai agen
hayati dalam kultur jaringan masih sangat terbatas. Padahal, penggunaan mikroba
indigenus yang telah beradaptasi dengan lingkungan asal tanaman diyakini lebih
efektif dibandingkan dengan penggunaan bahan kimia atau agen eksternal. Oleh
karena itu, penelitian ini menjadi penting untuk mengungkap penyebab penyakit
busuk pada planlet serta mengeksplorasi bakteri endofit sebagai solusi biologis
dalam meningkatkan keberhasilan kultur jaringan kelapa kopyor varietas dalam di
Lampung Selatan. Bakteri yang berhasil diisolasi diharapkan dapat diaplikasikan
ke dalam media kultur jaringan, sehingga mampu melindungi planlet dari

serangan patogen dan meningkatkan keberhasilan hidup planlet.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mengetahui penyebab penyakit busuk pada planlet kelapa kopyor varietas
dalam dari Kabupaten Lampung Selatan,

2. Mengisolasi dan mengkarakterisasi bakteri endofit indigenus dari planlet

sehat, dan



3. Mengetahui kemampuan bakteri endofit terpilih dalam menghambat patogen
penyebab busuk planlet secara in vitro dan dalam mendukung pertumbuhan
tanaman (PGPB).

1.3 Kerangka Pemikiran

Perbanyakan kelapa kopyor varietas dalam secara kultur jaringan merupakan
solusi modern untuk menghasilkan tanaman dalam jumlah besar dengan mutu
genetik yang seragam (Basri, 2016). Namun, salah satu hambatan utama dalam
teknologi ini adalah munculnya penyakit busuk planlet yang menyebabkan
tingginya tingkat kematian pada tahap awal pertumbuhan. Penyebab penyakit ini
belum diketahui secara pasti, sehingga mempersulit upaya pencegahan maupun
pengendaliannya. Di sisi lain, sejumlah planlet yang tetap sehat dan tumbuh
dengan vigor tinggi di tengah lingkungan yang sama menunjukkan kemungkinan
keterlibatan faktor biologis pelindung, salah satunya adalah mikroorganisme
endofit yang bersimbiosis di dalam jaringan tanaman (Hidayat dkk., 2018).
Beberapa bakteri endofit dapat bertindak sebagai plant growth promoter atau
pemacu pertumbuhan atau antagonis atau sebagai pemacu pertumbuhan dan
antagonis (Suharjo dkk., 2018).

Bakteri endofit diketahui dapat memberikan berbagai manfaat, mulai dari sebagai
starter atau dekomposer dan memiliki kemampuan sebagai agen antagonistik,
pelarut fosfat, serta pemacu pertumbuhan yang nantinya dapat dimanfaatkan
sebagai agen hayati dan biofertilizer (Dermiyati dkk., 2023). Keunggulan lainnya
adalah kemampuannya dalam mensintesis fitohormon terutama IAA dan ACC
deaminase, memfiksasi nitrogen, meningkatkan ketersediaan hara P dan hara
lainnya serta siderofor (Rahni, 2012). Berdasarkan studi sebelumnya
menunjukkan bahwa bakteri endofit indigenus dari tanaman tropis memiliki
potensi tinggi sebagai agen hayati multifungsi (Morales-Cedeno dkk., 2021).
Namun, hingga saat ini belum banyak laporan yang secara khusus mengeksplorasi
peran bakteri endofit dari planlet kelapa kopyor, terutama varietas dalam dari
Lampung Selatan, dalam mengatasi penyakit busuk planlet dan memacu

pertumbuhan tanaman.



Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini berupaya mengidentifikasi dan
mengkarakterisasi bakteri endofit indigenus dari planlet kelapa kopyor sehat yang
berpotensi sebagai antagonis terhadap patogen penyebab busuk serta sebagai
pemacu pertumbuhan tanaman. Diharapkan, isolat bakteri terpilih nantinya dapat
dimasukkan ke dalam media kultur jaringan atau diaplikasikan saat fase

aklimatisasi untuk meningkatkan keberhasilan perbanyakan dan kualitas tanaman.

1.4 Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Planlet kelapa kopyor varietas dalam yang mengalami gejala busuk
disebabkan oleh patogen bakteri tertentu yang dapat diisolasi dan
diidentifikasi,

2. Planlet sehat mengandung bakteri endofit indigenus yang dapat diisolasi dan
diidentifikasi yang memiliki kemampuan antagonistime terhadap patogen
penyebab busuk planlet, dan

3. Bakteri endofit memiliki kemampuan antagonistik terhadap patogen

penyebab busuk planlet dan sebagai pemacu pertumbuhan tanaman (PGPB).



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Kelapa Kopyor

Kelapa dikenal sebagai tanaman yang tumbuh di daerah tropis, terutama di
wilayah pesisir. Tanaman dengan kenampakan fisik berupa pohon berbatang lurus
digolongkan sebagai tanaman perkebunan. Setiap bagian dari pohon kelapa dapat
dimanfaatkan bagi kepentingan manusia, sehingga tanaman ini sering disebut
sebagai pohon kehidupan. Kelapa kopyor adalah tanaman kelapa mengalami
penyimpangan genetik atau mutasi. Perubahan genetik yang diduga terjadi karena
mutasi alamiah ini terekspresi pada pembentukan daging buahnya. Secara visual
karakteristik tanaman, baik daun, batang, bunga maupun buah tampak dari luar
tidak berbeda dengan tanaman kelapa normal (Maulida dan Erfa, 2020). Tata
nama atau sistematika (taksonomi) tanaman kelapa (Cocos nucifera L.)
dimasukkan ke dalam klasifikasi sebagai berikut (Antu dkk., 2020).

Kingdom : Plantae

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio : Angiospermae

Kelas : Monocotyledoneae
Famili : Palmae

Genus : Cocos

Spesies  : Cocos nucifera L.

Kelapa kopyor sangat dikenal masyarakat khususnya di daerah Jawa, Sumatera,
dan Sulawesi. Kira-kira ada 100 jenis atau varietas kelapa yang terdapat di
Indonesia. Hingga kini masih belum diketahui varietas kelapa apa yang paling
banyak menghasilkan kelapa kopyor. Pohon kelapa yang pernah memproduksi



kelapa kopyor biasanya akan terus menghasilkan kelapa kopyor. Anehnya dalam
satu batang yang sama tidak semuanya kelapa kopyor, ada yang normal juga ada
yang kopyor. Terjadinya kelapa kopyor disebabkan karena adanya pertumbuhan

abnormal sebagai akibat dari adanya perubahan fisiologis (Jayanti, 2022)

Keberadaan tanaman kelapa kopyor di lapang yang meliputi kelapa tipe dalam,
tipe genjah dan hibrida alami menunjukkan variasi pada morfologi tanaman
maupun pada karakteristik buahnya. Belum adanya standar ukuran buah dan
standar kuantitas endosperma menyebabkan masih sangat beragamnya harga buah
kopyor pada tingkat petani maupun pedagang pengumpul. Variasi ukuran buah
kelapa kopyor diduga dipengaruhi oleh latar belakang genetik dan lingkungan
tumbuh masing-masing tipe kelapa, sedangkan keragaman kuantitas endosperma
pada buah kelapa kopyor belum diketahui penyebabnya. Informasi awal terkait
keragaman buah dan komponen buah serta kuantitas endosperma kelapa kopyor
sangat diperlukan untuk menyusun program pemuliaan perakitan varietas unggul

kelapa kopyor dan kriteria penilaian buah kopyor (Maskromo dkk., 2012).

2.2 Penyakit Penting Pada Tanaman Kelapa Kopyor

Pada tanaman kelapa kopyor, beberapa penyakit penting yang perlu diwaspadai
adalah busuk hati dan busuk akar yang disebabkan oleh Phytophthora sp., serta
busuk pangkal batang, daun, buah, dan bibit yang diakibatkan oleh Thielaviopsis
paradoxa. Selain itu, bercak daun yang disebabkan oleh Curvularia sp. juga dapat
merusak daun tanaman, sementara busuk lunak yang disebabkan oleh Erwinia
chrysanthemi dapat menyebabkan pembusukan lunak pada bagian tanaman.
Pengendalian yang efektif terhadap penyakit-penyakit ini sangat penting untuk

menjaga kesehatan dan produktivitas tanaman kelapa kopyor (Hosang, 2013).

2.2.1 Penyakit Busuk Pucuk (PBP)

Penyakit ini dilaporkan pertama kali pada tahun 1984 saat tanaman kelapa hybrida
PB-121 mulai berproduksi. Perkembangan penyakit dilapangan sangat cepat dan
dapat menyebabkan kematian tanaman. Penyebaran penyakit dapat terjadi secara



berkelompok dan terjadi pada saat tanaman mulai berproduksi atau telah dewasa.
Gejala serangan PBP adalah mengeringnya daun pucuk atau daun tombak
kemudian diikuti oleh daun muda yang disekelilingnya, akibatnya daun menjadi
patah dan membusuk kemudian serangan mencapai titik tumbuh sehingga
akhirnya tanaman mati. Tanaman yang sudah terserang PBP tidak dapat
disembuhkan lagi dan lama kelamaan tanaman mati palogen penyebab penyakit
PBP adalah Phytophthora palmivora (Supriadi dkk., 2023).

2.2.2 Penyakit Gugur Buah (PGB)

Penyakit gugur buah kelapa merupakan salah satu penyakit penting pada
pertanaman kelapa, yang disebabkan oleh jamur Phytophthora palmivora.
Kerusakan akibat penyakit gugur buah yaitu dengan membusuknya jaringan buah
tanaman sehingga buah menjadi busuk dan gugur sebelum waktunya. Penyakit
gugur buah menyerang buah kelapa mulai umur 3-4 bulan, pada serangan berat
kehilangan hasil akibat penyakit dapat mencapai 50-75% (Lolong, 2011). Oleh
karena tingginya potensi kerugian yang disebabkan oleh P. palmivora dan
berdasarkan pertimbangan terhadap kualitas lingkugan, kesimbangan ekosistem,
juga kesehatan manusia maka diperlukan sebuah metode pengendalian yang

efektif dan efisien.

2.2.3 Penyakit Layu Kelapa (Natuna)

Patogen penyebab penyakit layu kelapa adalah Phytoplasma gejalanya daun
menjadi layu, patah secara bersama-sama dengan tandan buah dan akhirnya
nampak tinggal pucuk dan mati. Gejala awal terjadi pada daun muda yaitu daun
layu dan membengkak pada bagian ujung kemudian terjadi perubahan warna
menjadi kusam, gejala lebih lanjut pelepah daun bagian tengah patah dan diikuti
pelepah bagian bawah mengering dan menggantung disekitar pohon. Selama
proses kematian buah yang belum tua gugur bersama dengan daun-daun yang
kering sampai akhirnya tinggal batang. Buah dari pohon yang terserang tidak
berbeda dengan buah yang sehat, baik dari warna bau , maupun ukuran serta
daging buahnya (Tuti, M. 2024).



2.2.4 Penyakit Pendarahan Batang (Stem Bleeding)

Penyebab penyakit ini adalah jamur Tliellaviosis paradoxa (Ceratocystis
paradoxa) merupakan patogen lemah dan infeksi terjadi jika ada luka terlebih
dahulu gejala serangan adalah batang bagian luar mengeluarkan cairan berwarna
merah seperti darah dan jika bagian ini dibelah akan terlihat bercak coklat
kehitaman. Bercak ini akan membesar dan bila serangan berat batang tanaman
akan berlubang dan bila angin kencang tanaman akan tumbang. Gejala lain yang
tampak dari luar adalah pelepah daun terkulai dan lama kelamaan menjadi kering
(Tyasmoro dkk., 2021).

2.2.5 Bakteri Endofit

Bakteri endofit merupakan kelompok bakteri yang hidup dan bersiombion dengan
jaringan, daun, akar, buah, dan batang tanaman inang (Zhang dkk., 2006). Bakteri
endofit dan tanaman inang hidup bersimbiosis saling menguntungkan, dalam hal
ini bakteri endofit mendapatkan nutrisi dari hasil metabolisme tanaman dan
memproteksi tanaman melawan herbivor, serangga, atau jaringan yang patogen
sedangkan tanaman mendapatkan nutrisi dan senyawa aktif yang diperlukan
(Tanaka dkk., 1999 dalam Simarmata, 2007) .Telah diketahui bahwa bakteri
endofit memproduksi protein dan enzim yang penting bagi fungsi biologis sebagai
metabolit sekunder dan bermanfaat bagi tanaman inang (Zhang dkk., 2006).
Menurut Strobel dan Daisy (2003), saat ini terdapat sekitar 300.000 spesies

tanaman di dunia yang menjadi inang dari satu atau lebih bakteri endofit.

Syamarlina dan Hanafi (2006) menyatakan bahwa bakteri endofit memiliki
potensi menghasilkan senyawa bioaktif yang sama dengan inangnya bergantung
dari potensi yang dimiliki oleh tanaman tersebut. Menurut Strobel and Daisy
(2003) terdapat hampir 300.000 spesies tanaman yang ada di bumi ini, masing-
masing tanaman merupakan inang dari satu atau lebih mikroba endofit. Mikroba
endofit dapat hidup di dalam jaringan tanaman pada fase tertentu dalam siklus

hidupnya, dan mampu hidup dengan membentuk koloni dalam jaringan tanaman



tanpa membahayakan inangnya. Secara alami bakteri endofit hanya terdapat pada
organ tanaman yang sehat dan umumnya bakteri endofit merupakan kelompok
dari genus bakteri tanah, seperti Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, dan
Azospirilum (Thagavi dkk., 2005).

Menurut Hungl and Annapurna (2004) mikroorganisme dikatakan sebagai endofit
apabila mikroba tersebut berada dalam jaringan tanaman setidaknya satu bagian
dari siklus hidupnya. Bakteri endofit memiliki sifat yang sangat unik dimana
fisiologi tumbuhan yang berasal dari spesies yang sama namun tumbuh pada
lingkungan yang berbeda, maka bakteri endofit yang dihasilkan akan berbeda pula

sesuai dengan kondisi lingkungannya.

2.2.6. Bakteri Endofit Sebagai Antagonis dan Pemacu Pertumbuhan
Tanaman

Bakteri endofit mikroorganisme yang hidup di dalam jaringan tanaman tanpa
menyebabkan penyakit serta memiliki peran ganda yang signifikan dalam
pertanian berkelanjutan. Kemampuan antagonisnya menjadikannya agen
pengendalian hayati yang menjanjikan. Bakteri endofit tertentu menghasilkan
senyawa antimikroba seperti bakteriosin, antibiotik, dan enzim litik yang mampu
menghambat pertumbuhan patogen tanaman, seperti jamur, bakteri, dan
nematoda. Mekanisme ini mengurangi kebutuhan akan pestisida kimia, yang
berdampak positif pada lingkungan dan kesehatan manusia. Selain itu, produksi
metabolit sekunder oleh bakteri endofit juga berkontribusi pada peningkatan
ketahanan tanaman terhadap cekaman biotik dan abiotik. Keberadaan bakteri
endofit di dalam jaringan tanaman meningkatkan sistem pertahanan alami
tanaman, sehingga tanaman lebih mampu bertahan terhadap serangan patogen dan
kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan. Penelitian terus berlanjut untuk
mengidentifikasi dan memanfaatkan bakteri endofit yang paling efektif sebagai

agen pengendalian hayati (Asril dkk., 2023).

Keberagaman bakteri endofit yang tinggi di berbagai jenis tanaman memberikan

potensi besar untuk eksplorasi lebih lanjut. Setiap spesies tanaman memiliki
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komunitas endofit yang unik yang mencerminkan adaptasi mereka terhadap
lingkungan spesifik. Pendekatan metagenomik telah memberikan wawasan yang
berharga dalam mengidentifikasi gen-gen yang bertanggung jawab atas sifat
antagonis dan pemacu pertumbuhan bakteri endofit. Informasi ini memungkinkan
pengembangan strategi yang lebih terarah dalam memanfaatkan bakteri endofit
untuk meningkatkan produktivitas pertanian. Pengembangan formulasi bakteri
endofit yang efektif dan efisien untuk aplikasi lapangan menjadi tantangan utama
dalam penerapan teknologi ini secara luas. Faktor-faktor seperti viabilitas,
stabilitas, dan kompatibilitas dengan formulasi lain perlu dipertimbangkan untuk

memastikan keberhasilan aplikasi bakteri endofit di lapangan.



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas
Pertanian, Universitas Lampung. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
September- Mei 2025

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, timbangan
digital, tabung reaksi autoklaf, bunsen, Laminar Air Flow (LAF), erlenmeyer,
gelas ukur, aluminium foil, karet gelang, plastik tahan panas, plastik wrap, bor
gabus, jarum ose, pinset, mikropipet, tip, microwave, tabung reaksi, kaca
preparate, cover glass, mikroskop, penggaris, lemari pendingin, toples, plastik

zipper, tissue, rotamixer, hand sprayer, spidol marker, tisu, nampan, dan alat tulis.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat bakteri, media
Yeast Pepton Agar dan Potato Peptone Glucose Agar, media O/F, tanah, pasir,
tanaman tembakau, kentang, agar batang, aquades, alkohol 70%, spiritus, air

steril, benih mentimun, dan minyak paraffin.

3.3 Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam dua tahap. Tahap pertama adalah isolasi bakteri
dari planlet akar kelapa kopyor yang busuk untuk memperoleh bakteri patogen,

dan dari planlet daun kelapa kopyor yang sehat untuk memperoleh bakteri endofit.
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Tahap kedua merupakan pengujian untuk mengetahui karakter bakteri penyebab
kebusukan pada planlet kelapa kopyor dan bakteri endofit dari planlet kelapa
kopyor sehat, serta mengetahui kemampuannya sebagai pelarut fosfat, agen
antagonis, dan pemacu pertumbuhan tanaman (PGPB). Pengujian tersebut

meliputi uji biokimia, uji pelarut fosfat, serta uji antagonis dan PGPB.

3.4 Sampel Planlet Kelapa Kopyor

Sampel tanaman kelapa kopyor diperoleh dari Dinas Perkebunan, Laboratorium
Kultur Jaringan, Lampung Selatan. Sebanyak 13 sampel digunakan dalam
penelitian ini, yang terdiri atas 10 sampel planlet busuk (bagian akar) dan 3

sampel planlet sehat (bagian daun).

3.4.1 Isolasi Sampel Planlet

Isolasi bakteri dilakukan dari dua jenis sampel tanaman kelapa kopyor, yaitu
bagian akar dari planlet yang busuk dan bagian daun dari planlet yang sehat,
dengan prosedur yang sama. Sampel planlet busuk dan planlet sehat dibersihkan
menggunakan alkohol 70%, kemudian diambil bagian sampel planlet busuk
bagian akar dan sampel planlet sehat bagian daun dengan ukuran (x5 mm).
Potongan masing-masing sampel kemudian dimasukkan ke dalam tube berisi air
steril sebanyak 1 mL. Sampel-sampel tersebut selanjutnya dihancurkan
menggunakan pinset dan selama 10 menit. Setelah itu, diambil satu ose suspensi
dan digoreskan pada media YPA dengan metode 3 kuadran. untuk sterilisasi

permukaan.

3.4.2 Pemurnian dan Peremajaan Bakteri

Koloni tunggal bakteri yang tumbuh dari hasil isolasi dimurnikan dengan cara
diambil satu koloni dan digoreskan pada cawan berisi media YPA. Hasil
pemurnian bakteri patogen dan endofit kemudian diremajakan pada media dalam

tabung reaksi miring dengan metode penggoresan. Isolat bakteri yang telah
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digoreskan pada media PPGA diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam agar
dapat digunakan untuk uji selanjutnya.

3.5 Uji Biokimia
Uji biokimia dilakukan terhadap kedua jenis isolat bakteri, baik yang berasal dari

planlet busuk maupun dari planlet sehat, untuk mengetahui beberapa karakteristik

masing-masing isolat tersebut.

3.5.1 Uji Gram menggunakan KOH 3%

Uji Gram dilakukan dengan cara mengambil satu ose isolat bakteri uji dan
meletakkannya pada kaca preparat yang telah ditetesi satu tetes larutan KOH 3%.
Setelah itu, isolat diaduk dan jarum ose diangkat secara perlahan. Jika saat
pengangkatan tampak benang lendir, maka bakteri tersebut tergolong Gram
Negatif. Sebaliknya, jika suspensi tampak berair dan tidak terbentuk benang lendir
meskipun ose diangkat berulang, maka bakteri tergolong Gram Positif. Bakteri
Gram negatif membentuk lendir saat diuji dengan KOH 3% karena dinding selnya
pecah akibat larutan alkali yang tinggi. Sementara itu, bakteri Gram Positif tidak
membentuk lendir karena memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal pada dinding

selnya (Hardiansyah et al., 2020).

3.5.2 Uji Oksidatif/ Fermentatif (O/F)

Uji O/F dilakukan dengan cara menusukkan satu ose isolat bakteri ke dalam dua
tabung reaksi yang berisi media O/F. Salah satu tabung kemudian ditutup dengan
1 mL minyak parafin untuk menciptakan kondisi anaerob. Selama tujuh hari,
diamati ada atau tidaknya perubahan warna pada media. Jika media O/F yang
ditutup parafin berubah warna dari hijau menjadi kuning, maka bakteri mampu
memanfaatkan karbohidrat dalam kondisi anaerob melalui proses fermentasi,
sehingga bakteri dikategorikan bersifat fermentatif. Apabila perubahan warna
menjadi kuning hanya terjadi pada media yang tidak ditutup parafin, maka bakteri

hanya mampu memanfaatkan karbohidrat dalam kondisi aerob melalui proses
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oksidasi dan dikategorikan bersifat oksidatif. Jika perubahan warna menjadi
kuning terjadi pada kedua media, maka bakteri tersebut bersifat fermentatif
(Tumbol, 2020).

3.5.3 Uji Soft Rot

Uji soft rot dilakukan pada umbi kentang dengan cara mengiris umbi kentang
setebal £1 cm, kemudian mencucinya di bawah air mengalir selama 30 menit.
Setelah itu, irisan umbi diletakkan di dalam cawan petri yang telah diberi tisu
basah menggunakan air steril untuk menjaga kelembapan. Selanjutnya, satu ose
isolat bakteri digoreskan pada bagian tengah irisan umbi kentang. Bakteri yang
bersifat soft rot ditandai dengan terjadinya pembusukan pada bagian tengah umbi
kentang tempat bakteri digoreskan. Bakteri yang bersifat soft rot merupakan
kelompok bakteri patogenik yang menyebabkan gejala busuk lunak pada tanaman
(Oviana et al., 2015).

3.5.4 Uji Hipersensitif

Uji hipersensitif dilakukan dengan cara menginfiltrasikan suspensi biakan murni
bakteri sebanyak 200-300 pL pada permukaan bawah daun tembakau berumur
satu bulan. Suspensi bakteri diambil menggunakan jarum suntik steril yang telah
dilepas bagian jarumnya. Pengamatan dilakukan selama 2448 jam. Reaksi
positif, yang menunjukkan bahwa bakteri bersifat patogenik, ditandai dengan
munculnya bercak nekrosis pada bagian daun yang diinokulasikan. Sebaliknya,
reaksi negatif ditunjukkan jika warna daun tetap hijau (Oktafiyanto dan Rangkuti,
2022).

3.6 Uji Bakteri Endofit

Bakteri endofit yang telah diperoleh dan diuji secara biokimia kemudian diuji

lebih lanjut melalui beberapa pengujian lanjutan.
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3.6.1 Uji Hipovirulen

Uji hipovirulen dilakukan dengan menggunakan benih mentimun yang telah
direndam di air hangat selama 30 menit untuk mempercepat pertumbuhan benih,
lalu direndam dengan alcohol selama 15 menit dan direndam dengan klorok
selama 30 detik agar benih steril dan tidak terjadi kontaminasi dari luar. Setelah
itu, benih dicuci sebanyak 3 kali menggunakan aquades, lalu dikecambahkan pada
nampan yang berisi kertas merang lembab. Nampan ditutup dengan plastic wrap
dan ditunggu selama 1 hari agar benih berkecambah. Setelah berkecambah benih
dipindahkan ke dalam media WA dan diinkubasi selama 1 hari

(Tampubolon, 2021).

Kemudian, dibuat suspensi biakan murni bakteri dengan cara satu ose isolat
bakteri dicampurkan dengan 1 ml air steril, lalu dimasukkan ke dalam eppendorf
dan dihomogenkan. Suspensi biakan murni bakteri diletakkan pada bagian
hipokotil sebanyak 10 pl. Pengamatan dilakukan setiap hari selama 14 hari dan
dilihat pertumbuhan serta perkembangan gejala penyakit pada hipokotil.
Kemudian dihitung indeks keparahan penyakit (DSI) menggunakan rumus
(Worosuryani dkk., 2006):

DSI:Z—N
Z

Keterangan:

DSI : Disease Severity Index (Index Keparahan Penyakit),

N - Nilai tingkat keparahan penyakit pada masing-masing individu, dan
z - Jumlah individu yang diamati.

Nilai tingkat keparahan penyakit (N):

0 :sehat, tidak ada infeksi pada hipokotil,

1 :satu atau bercak coklat muda berukuran < 0,25 cm,

2 :bercak coklat terang (ukuran 0,25-0,5 cm) luas daerah basah pada kecambah
< 10%,

3 : bercak coklat terang sampai gelap (ukuran 0,25-0,5 cm) luas daerah basah
pada kecambah < 10%- 100%, dan

4 : bercak hitam pada hipokotil, daun layu dan bibit mati.
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Apabila gejala yang timbul pada kecambah hanya sedikit (DSI < 2,0) maka
isolate tersebut termasuk sebagai isolat yang hipovirulen.

3.6.2 Uji Pelarut Fosfat

Uji pelarut fosfat bagian bawah cawan petri yang berisi media pikovskaya diberi
garis menjadi 4 bagian. Setiap bagian diinokulasikan isolat bakteri menggunakan
jarum ose lalu digoreskan. Pengamatan pertumbuhan zona benih dilakukan setiap
hari selama 7 hari. Pengamatan dilakukan menggunakan plastik transparan dengan
cara menggambar zona bening yang terbentuk di sekitar koloni bakteri dengan
spidol dan dihitung luas zona bening menggunakan kertas milimeterblock. Nilai
indeks pelarut fosfat diklasifikasikan menjadi 4 kategori yaitu tinggi (>3), sedang
(2-3), rendah (1-2) dan sangat rendah (0-1) (Tampubolon, 2021).

Nilai indeks pelarut fosfat dihitung dengan rumus menurut Widawati (2015)

lkb+1zb
1kb

Indeks Pelarut Fosfat =
Keterangan:
Ikb= Luas koloni bakteri

Izb= Luas zona bening

Ikb

Izb

Gambar 1. Skema uji pelarut fosfat isolat bakteri: (a) luas koloni bakteri (Ikb) dan
(b) luas zona bening (Izb).
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3.6.3 Uji Kemampuan Bakteri Antagonis

Metode difusi cakram kertas digunakan dalam penelitian ini untuk menguiji
aktivitas antagonis isolat bakteri endofit terhadap bakteri patogen. Uji dilakukan
dengan menggoreskan suspensi bakteri patogen secara merata pada permukaan
media YPA menggunakan cotton bud steril. Setelah itu, cakram kertas steril yang
telah dicelupkan ke dalam suspensi bakteri endofit diletakkan di atas permukaan
media yang telah diinokulasi dengan bakteri patogen. Seluruh media kemudian

diinkubasi pada suhu 28°C selama 48 jam.

Gambar 2. Skema uji kemampuan antagonisme bakteri: bakteri endofit (b),
bakteri patogen (bp), dan zona hambat (zh).

Setelah inkubasi, kemampuan antagonisme isolat bakteri endofit diamati melalui
terbentuknya zona hambat di sekitar cakram kertas (Gambar 2). Zona hambat
diukur dengan menggunakan penggaris dalam satuan milimeter (mm), yaitu
dengan mengukur diameter lingkaran bening yang terbentuk di sekitar cakram
(Gambar 3). Semakin besar diameter zona hambat yang terbentuk, maka semakin

kuat aktivitas antagonistik isolat bakteri endofit terhadap bakteri patogen.

» Zona bening

» Cakram kertas

Gambar 3. Tata pengukuran diamater zona hambat. Dv: diameter vertikal,
Dh: diameter horizontal dan Ds:diameter cakram kertas (Kipimbob et
al., 2019).
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Perhitungan diameter zona hambat menurut, Kipimbob dkk. (2019), dilakukan

menggunakan rumus sebagai berikut.
(Dv—-Ds)+ (Dh-Ds)
2

Zona hambat =

3.6.4 Uji Kemampuan Bakteri sebagai Pemacu Pertumbuhan Tanaman atau
Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB)

Pengujian kemampuan Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB) dilakukan di
rumah plastik Bataranila, Hajimena, dengan menggunakan tanaman mentimun
sebagai tanaman indikator. Pelaksanaan uji diawali dengan meremajakan isolat
bakteri pada media Potato Peptone Glucose Agar (PPGA) dalam tabung reaksi
lalu dicampurkan dengan media Yeast Pepton Broth (YPB) kemudian diinkubasi
selama dua hari sebelum digunakan dalam uji Plant Growth Promoting Bacteria
(PGPB). Pengujian dilakukan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan perlakuan berupa isolat bakteri endofit yang tidak menunjukkan reaksi
hipersensitif maupun gejala soft rot, serta satu perlakuan kontrol. Setiap perlakuan

diulang sebanyak lima kali.

3.6.4.1 Persiapan Media Tanam dan Suspensi Bakteri

Media tanam yang digunakan untuk pengujian PGPB merupakan campuran pasir
dan kompos dengan perbandingan 1:1 (v:v) sebanyak 500 gram. Media tanam
kemudian disterilisasi menggunakan autoclave tanah selama 3 jam. Setelah
disterilisasi, media yang sudah dalam keadaan dingin dimasukkan ke dalam
polibag ukuran 0,5 kg. Isolat bakteri yang sudah diperbanyak pada media PPGA
dipanen dengan menambahkan 10 mL akuades kemudian dihomogenkan dalam
tabung reaksi dan dimasukan ke dalam erlenmeyer berisi 290 mL aquades
kemudian dihomogenkan sebagai suspensi bakteri (bakteri harus berumur satu
hari sebelum dipanen). Selanjutnya, suspensi bakteri tersebut diambil sebanyak 20
mL untuk disiram di permukaan tanah dan diinkubasi selama 2 hari sebelum

ditanam kecambah mentimun.
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3.6.4.2 Penyemaian Benih

Benih mentimun direndam dengan air hangat (£ 45° C) selama 30 menit.
Perendaman tersebut bertujuan untuk mempercepat proses perkecambahan benih.
Setelah itu, benih mentimun didesinfeksi dengan cara direndam dengan alkohol
70% selama 1 menit, kemudian direndam kembali dalam larutan sodium
hypochlorite 2% selama 30 detik, untuk mencegah terjadinya kontaminasi.
Kemudian, benih dicuci dengan air steril sebanyak tiga kali untuk membersihkan
sisa larutan desinfektan, lalu benih disemai dalam nampan yang telah dilapisi

kertas merang lembab dan diinkubasi selama 2 hari hingga berkecambah.

3.6.4.3 Pindah Tanam dan Pemeliharaan

Benih mentimun yang sudah berkecambah kemudian ditanam dalam satu polibag
sebanyak dua kecambah. Setelah berumur 5 hari setelah tanam (hst) dipilih salah
satu tanaman yang lebih baik, kemudian satu tanaman lainnya dicabut sehingga
dalam satu polibag hanya ada satu tanaman mentimun. Pemeliharaan dilakukan
dengan melakukan penyiraman tanaman mentimun selama 1 hingga 21 hst.

Penyiraman tanaman mentimun dilakukan pada sore hari.

3.6.4.4 Pengamatan

Pengamatan dilakukan selama 21 hari dengan parameter pengamatan meliputi
(Worosuryani dkk., 2006):
1. Tinggi tanaman
Tinggi tanaman diukur setiap 2 hari sekali selama 21 hari. Tanaman diukur
menggunakan meteran dengan cara mengukur dari pangkal tanaman sampai

pada daun yang paling tinggi (monokaotil).

2. Jumlah daun
Jumlah daun dihitung setiap 2 hari sekali selama 21 hari. Daun yang dihitung

meliputi daun yang sudah membuka dan lengkap bagian-bagiannya.
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3. Kehijauan daun
Kehijauan daun diukur menggunakan chlorophyl meter pada hari terakhir
pengamatan. Pengukuran kehijauan daun dilakukan pada bagian daun bawah,
tengah, dan atas. Pengukuran kehijaun daun dilakukan dengan cara meletakkan
daun pada sensor dan dijepit. Nilai kehijauan daun yang diperoleh selanjutnya

dirata-ratakan untuk setiap tanaman sampel.

4. Panjang akar
Pengukuran panjang akar dilakukan pada saat tanaman telah dipanen yaitu
pada pada hari ke-21. Pengukuran dilakukan setelah akar tanaman dibersihkan
dan dipisahkan dengan batang tanaman. Panjang akar diukur dengan
menggunakan meteran. Pengukuran dilakukan dengan cara mengukur akar dari

pangkal hingga ujung akar.

5. Bobot basah tajuk
Bobot basah tajuk dihitung dengan cara menimbang seluruh bagian tanaman 25
setelah tanaman baru dipanen dan dipisahkan dari akarnya. Penimbangan
dilakukan dengan menggunakan timbangan analitik. Bobot basah tajuk
dinyatakan dalam satuan gram (g).

6. Bobot basah akar
Bobot basah akar ditimbang setelah akar dipisahkan dari tanaman dan dicuci
bersih. Selanjutnya, penimbangan dilakukan dengan menggunakan timbangan

analitik. Bobot basah akar dinyatakan dalam satuan gram (g).

7. Bobot kering tajuk dan akar
Tajuk dan akar dimasukkan dalam amplop yang berbeda sesuai dengan
perlakuan, kemudian dioven selama 3 hari dengan suhu 80 °C. Setelah itu
ditimbang dengan menggunakan timbangan analitik. Bobot kering tajuk dan

akar dinyatakan dalam satuan gram (g).



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan didapatkan simpulan sebagai
berikut.

1. Planlet kelapa kopyor varietas dalam yang menunjukkan gejala busuk
disebabkan oleh infeksi bakteri patogen. Hasil isolasi menunjukkan sifat
patogenik melalui uji soft rot dan uji hipersensitif, serta memiliki dominasi
sifat gram negatif dan oksidatif,

2. Planlet sehat mengandung bakteri endofit indigenus yang berhasil
diisolasi. Sebagian besar isolat tersebut bersifat hipovirulen dan beberapa
di antaranya menunjukkan aktivitas antagonistik terhadap patogen
penyebab busuk, dan

3. Beberapa isolat bakteri endofit, seperti PS. D6, PS. D11, dan PS. D13,
memiliki kemampuan ganda, yaitu sebagai pemacu pertumbuhan tanaman

(PGPB) dan sebagai agen antagonis terhadap patogen.

5.2 Saran

Karakterisasi molekuler seperti identifikasi genetik (16S rRNA) serta analisis
metabolit bioaktif perlu dilakukan untuk memastikan spesies bakteri dan
mengetahui senyawa yang berperan dalam aktivitas antimikroba dan stimulan
pertumbuhan, sehingga pemanfaatannya dalam pertanian dapat lebih optimal dan
tepat sasaran.
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