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ABSTRAK

Penyakit reput pangkal batang (BSR) yang berpunca daripada kulat fitopatogen Ganoderma boninense merupakan
ancaman terbesar kepada tanaman kelapa sawit di Malaysia. BSR menyebabkan pengurangan hasil tandan sawit dan
kematian terhadap pokok kelapa sawit terjangkit, seterusnya menyebabkan kerugian yang besar kepada ekonomi negara
pengeluar. Penggunaan racun kimia juga telah diaplikasikan bagi menangani BSR, namun begitu, kaedah ini tidak mampu
mengatasi serangan kulat ini. Beberapa kajian telah dilakukan untuk mengenal pasti potensi penggunaan agen kawalan
biologi seperti mikroorganisma antagonis dalam mengawal penyakit BSR. Kajian ini bertujuan untuk mengenal pasti
mikroorganisma pencilan tempatan yang mempunyai kesan antagonistik terhadap G. boninense. Sebanyak 49 kultur
bakteria tulen telah dipencilkan dari kawasan sekitar Bangi, Selangor, Malaysia. Tiga pencilan iaitu masing-masing
dua strain daripada genus Burkholderia dan satu daripada Streptomyces menunjukkan aktiviti antagonistik yang kuat
terhadap miselia dwikarion G. boninense strain PER71 dengan nilai Peratusan Perencatan Pertumbuhan Radius (PIRG)
melebihi 70% dalam dua asai antikulat yang berbeza. Analisis jujukan DNA bagi semua pencilan telah menunjukkan
spesies bakteria tersebut mempunyai kesamaan yang tinggi dengan jujukan nukleotida 16S rRNA daripada Burkholderia
stagnalis, B. cepacia dan Streptomyces gelaticus. Bakteria yang digunakan di dalam kajian ini mempunyai potensi yang
tinggi untuk digunakan sebagai agen kawalan biologi dalam menghalang penyebaran G. boninense terutamanya di
dalam ladang kelapa sawit di Malaysia.

Kata kunci: Antagonis; BSR,; Burkholderia; kawalan biologi; kulat patogen, Streptomyces

ABSTRACT

Basal Stem Rot disease (BSR) caused by the phytopathogenic fungus Ganoderma boninense is a huge threat to the oil
palm plantations in Malaysia. BSR can reduce the yield of oil palm fruit bunch and cause fatality on infected oil palm
trees thus creating huge economic losses to the producing country. The use of chemical fungicides has been applied in
addressing BSR, however these methods were unable to overcome the fungal attack. A few studies have been carried out
to identify the potential of biological control agents such as antagonistic microorganisms in controlling BSR disease. This
study aimed to identify locally isolated microorganisms having antagonistic effects against G. boninense. 4 total of 49
pure bacterial cultures were isolated from Bangi, Selangor, Malaysia. Three isolates namely two from genus Burkholderia
and one from Streptomyces showed strong antagonistic activity against G. boninense dikaryotic micellia with more
than 70% of Percentage Inhibition of Radial Growth (PIRG) in two different antifungal assays. DNA sequence analysis
of all isolates showed that the bacteria species shared high similarities in their 16S rRNA sequences with Burkholderia
stagnalis, B. cepacia and Streptomyces gelaticus. The bacteria found in this study have high potentials to be used as
biological control agents in preventing the spread of G. boninense, particularly in the oil palm plantations in Malaysia.

Keywords: Antagonist; biological control; BSR; Burkholderia,; fungal pathogen, Streptomyces

PENGENALAN di Malaysia (Lim et al. 2018a). Pada tahun 2019, hasil
Kelapa sawit (Elaeis guineensis) merupakan tanaman  eksport daripada tanaman dan produk kelapa sawit telah
komoditi yang terpenting di Malaysia. Kelapa sawit menyumbangkan pendapatan sebanyak RM 64.84 bilion
telah menyumbangkan pendapatan yang tinggi kepada yang merangkumi keluasan tanaman sebanyak 5.9 juta
negara serta membantu merendahkan kadar kemiskinan  hektar (Kushairi et al. 2019). Oleh itu, tahap kesihatan
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pokok kelapa sawit merupakan salah satu faktor penting
bagi mendapatkan hasil yang maksimum.

Namun begitu, tanaman kelapa sawit di Asia
Tenggara telah diancam oleh pelbagai jenis perosak
seperti ulat bungkus dan kumbang (Halim et al. 2017;
Lugman et al. 2018) dan penyakit seperti reput pangkal
batang (BSR) yang disebabkan oleh kulat fitopatogen,
Ganoderma boninense (Lim et al. 2018a; Madihah et
al. 2018). Penyakit BSR menyebabkan kerugian besar
kepada negara pengeluar kelapa sawit seperti Malaysia dan
Indonesia dengan anggaran kerugian sehingga RM1.5
bilion setahun (Arif et al. 2011; Isaac et al. 2018). Kira-
kira 3450.7 hektar kawasan ladang yang diusahakan oleh
pengusaha kecil di seluruh Malaysia mengalami masalah
BSR (Ibrahim et al. 2020).

Sehingga kini, tiada kaedah berkesan yang dapat
mencegah serangan kulat G. boninense pada pokok kelapa
sawit. Kaedah tradisi seperti penggalian parit, penutupan
tanah dan sanitasi tidak dapat menghapuskan serangan
kulat fitopatogen ini (Hushiarian et al. 2013). Penggunaan
bahan kimia seperti fungisida juga telah digunakan
(Maznah et al. 2015), namun begitu, ujian lapangan
fungisida adalah kurang berkesan di samping merosakkan
ekosistem persekitaran (Priwiratama & Susanto 2014).
Selain itu, kaedah ini juga memberikan impak negatif
kepada persekitaran seperti pengurangan populasi mikrob
yang berguna dan pengumpulan bahan kimia-fungisid di
dalam tisu akar pokok (Chong et al. 2017). Tambahan
pula, penggunaan fungisid secara berulang-ulang juga
boleh menyebabkan masalah kesihatan dan persekitaran
serta meningkatkan kerintangan kulat patogen terhadap
bahan kimia khusus (Maznah et al. 2015).

Kini, ramai penyelidik bertukar kepada penggunaan
agen kawalan biologi dalam menangani masalah
penyakit disebabkan oleh fitopatogen (Nusaibah et
al. 2017). Mikroorganisma seperti bakteria (Bacillus
amyloliquefaciens, B. subtilis dan Pseudomonas putida)
dan kulat (Trichoderma harzianum, Verticillium lecanii
dan Beauveria bassiana) menjadi pilihan agen
kawalan biologi terhadap penyakit tumbuhan kerana
mikroorganisma tersebut tidak menghasilkan bahan
toksik dan selamat terhadap manusia dan persekitaran
(Hong & Park 2016; Singh et al. 2018). Tanah merupakan
sumber terbaik untuk pemencilan calon yang berpotensi
sebagai agen kawalan biologi kerana ia mengandungi
kepelbagaian komuniti mikrob yang berkebolehan untuk
menghasilkan pelbagai metabolit bioaktif yang berguna
(Nadarajah 2016) seperti metabolit yang berpotensi
untuk merencat pertumbuhan patogen tumbuhan dan juga
yang berpotensi untuk menggalakkan pertumbuhan akar
bagi membantu kesuburan tumbuhan. Oleh itu, kajian

ini dilakukan untuk mengenal pasti mikroorganisma
yang berpotensi bertindak sebagai agen biokawalan
kepada kulat fitopatogen, G. boninense yang seterusnya
diharapkan dapat membantu dalam pembangunan bio-
fungisid berasaskan mikrob yang lebih selamat dan
mampan berbanding fungisida berasaskan bahan kimia
untuk kelestarian industri kelapa sawit di Malaysia.

BAHAN DAN KAEDAH

PEMENCILAN MIKROB

Sampel tanah diperoleh daripada ladang kelapa sawit
berhampiran Desa Vista (2°50°22.8”N 101°44°23.2”E)
dan Hutan Simpan Bangi (2°55°09.8”N 101°46°02.1”E),
Selangor, Malaysia. Sampel tanah tersebut diletakkan di
dalam beg yang steril dan dipindahkan ke dalam makmal
dalam tempoh 24 jam untuk pemencilan mikrob. Sebanyak
1 g sampel tanah dilarutkan dengan 9 mL air suling yang
steril dan dilakukan pencairan bersiri sehingga 10-.
Sebanyak 0.1 mL sampel daripada setiap pencairan bersiri
dikulturkan di atas piring agar nutrien (Difco, USA) dan
dieramkan pada suhu 28 °C selama 24 hingga 72 jam.
Semua koloni tunggal yang mempunyai ciri saiz, warna
dan morfologi berbeza dipindahkan ke dalam piring agar
baru untuk analisis seterusnya.

PEMILIHAN KULTUR TULEN BAKTERIA YANG
MEMPUNYAI AKTIVITI ANTIKULAT

Semua kultur tulen yang dipencilkan diuji tahap
perencatannya (antagonistik) terhadap kulat G.
boninense melalui kaedah asai pemiringan dwikultur
dengan sedikit modifikasi (El Khoury et al. 2018; Ramli
et al. 2016). Plak miselia dwikarion G. boninense (8
mm) diinokulasikan pada bahagian tengah piring agar
kentang dekstrosa (PDA) (Merck, Jerman). Kemudian,
setiap kultur tulen bakteria yang telah dipencilkan
diinokulasikan secara selari kira-kira 20 mm daripada plak
miselia G. boninense. Piring-piring tersebut dieram pada
suhu 28 °C dan dicerap selepas hari ke tujuh. Kekuatan
tahap perencatan setiap kultur tulen bakteria terhadap G.
boninense dalam kajian ini dikira berdasarkan formula
Percentage Inhibition of Radial Growth (PIRG) (Shariffah-
Muzaimah et al. 2015) (Rajah 1).

ASATAKTIVITI ANTIKULAT

Dua kaedah asai berbeza dilakukan terhadap kulat G.
boninense PER71 (Idris Abu Seman, Malaysian Palm Oil
Board; komunikasi peribadi). Asai pertama melibatkan
G. boninense dikultur 2 hari lebih awal sebelum kultur
tulen bakteria diinokulasikan ke dalam agar media yang
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® rlak miselia G. boninense

|:| Calitan kultur tulen bakteria

PIRG (%) = (

A-B)
(A)

X 100%

RAJAH 1. Pengiraan nilai PIRG yang digunakan dalam kajian ini

sama (Lim et al. 2018b) manakala asai kedua pula, kultur
tulen bakteria diinokulasikan 5 hari lebih awal sebelum
G. boninense diinokulasikan di dalam agar media yang
sama (Shariffah-Muzaimah et al. 2015). Semua piring
asai dieram pada suhu 28 °C dan dicerap selepas 7 hari
(dalam tiga replikasi). Pembentukan zon perencatan
antara kultur tulen bakteria dan kulat G. boninense
dibandingkan dengan piring kawalan (G. boninense
sahaja) untuk penentuan nilai PIRG (Muniroh et al. 2019;
Ramli et al. 2016; Shariffah-Muzaimah et al. 2015). Kultur
tulen yang mempunyai nilai PIRG melebihi 70% dipilih
untuk analisis penentuan spesies bakteria melalui kaedah
penjujukan DNA.

PENJUJUKAN DNA

Pengekstrakan DNA genom dari kultur tulen bakteria
terpilih (nilai PIRG >70%) dilakukan menggunakan
penimbal ekstraksi setil-trimetil-ammonium bromida
(CTAB) (100 mM Tris-HCI pH 8.4, 1.4 M NaCl, 25 mM
EDTA, 2% CTAB) diikuti dengan pemisahan klorofom.
Tindak balas berantai polimerase (PCR) dilakukan
menggunakan 0.125 pL OneTaq® DNA Polymerase
(kepekatan akhir 0.75 unit) (NEB, USA), 5 pL larutan
penimbal OneTaq 5X, 0.5 pL dNTPs (10 mM), 2 uL
templat DNA (50 ng), 0.5 uL pencetus kehadapan
(10 pM); 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")
dan 0.5 pL pencetus kehadapan (10 puM); 1492R
(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Heuer et al. 1997).

Amplifikasi PCR dijalankan menggunakan kitar
yang terdiri daripada satu kitar penyahaslian pada suhu

95 °C selama 3 min diikuti dengan 30 kitar ulangan
kitar penyahaslian pada suhu 94 °C selama 30 s,
penyepuhan pada suhu 50 °C selama 30 s dan diikuti
dengan pemanjangan pada suhu 68 °C selama 1 min yang
seterusnya diikuti dengan kitar pemanjangan akhir pada
suhu 68 °C selama 5 min. Produk PCR yang terhasil dicerap
melalui kaedah elektroforesis gel agarosa dan ditulenkan
menggunakan kit Monarch DNA Gel Extraction Kit (NEB,
USA). Produk penulenan PCR tersebut dihantar ke Syarikat
Apical Scientific Sdn Bhd untuk proses penjujukan.

PENENTUAN SPESIES BAKTERIA ANTAGONIS

Jujukan DNA 16S rRNA bagi sampel terpilih yang
diperoleh dianalisis menggunakan perisian Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) melalui analisis BLASTN
yang terdapat pada pangkalan data National Centre
for Biotechnology Information (NCBI). Jujukan DNA
dianggap mempunyai kesamaan signifikan dengan jujukan
dalam pangkalan data jika hasil pencarian menunjukkan
nilai e kurang daripada 10~ dan peratus identiti melebihi
90%. Seterusnya, penjajaran jujukan berbilang dilakukan
menggunakan perisian Muscle manakala analisis
filogeni bagi jujukan separa gen 16S rRNA dijalankan
menggunakan algoritma Maximum Likelihood dengan
nilai butstrap 1000. Semua analisis pembinaan pohon
filogeni dijalankan menggunakan pakej lengkap perisian
MEGA7 (Kumar et al. 2016). Nombor aksesi bagi setiap
jujukan DNA 16S rRNA yang digunakan di dalam
pembinaan pohon filogeni disertakan dalam Jadual 1.
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JADUAL 1. Spesies bakteria berserta nombor aksesi bagi setiap jujukan DNA 16S rRNA separa yang digunakan di dalam
pembinaan pohon filogeni

Spesies bakteria

Nombor aksesi GenBank

Burkholderia sp. UKM1 (B20)
Burkholderia sp. UKM2 (B24)
Burkholderia stagnalis
Burkholderia thailandensis
Burkholderia mallei
Burkholderia pseudomallei
Burkholderia ambifaria
Burkholderia cepacia
Streptomyces sp. UKM1 (B39)
Streptomyces coelicolor
Streptomyces celluloflavus
Streptomyces gelaticus
Streptomyces gilvosporeus
Nocardiopsis prasina
Nocardiopsis lucentensis
Bacillus lehensis

Bacillus subtilis

Bacillus cereus

Bacillus gibsonii
Micromonospora aurantiaca
Micromonospora nigra
Micromonospora oryzae
Aminobacter aminovorans

Aminobacter ciceronei

MT875150
MT875150
CP013459

NR_027587

NR_041725
LR595899
KY515429
LC507962
MT249312

NR_112305
MN428227
MN421123
CP020569

NR_044906
MN004812

NR_036940
MT372489
CP053954

NR_026143

NR_026279

NR_044885

NR_ 145609

NR_025301

NR_041700

ANALISIS STATISTIK

Analisis statistik #-fest dilakukan menggunakan perisian
Minitab bagi menentukan kejituan nilai PIRG setiap
kultur tulen bakteria terhadap pertumbuhan G. boninense
in vitro.

HASIL DAN PERBINCANGAN

PEMENCILAN KULTUR TULEN BAKTERIA

Sebanyak 49 kultur tulen bakteria berjaya dipencilkan
berdasarkan perbezaan morfologi. Daripada jumlah
tersebut, sebanyak 13 kultur tulen (B37-B49) menunjukkan
ciri-ciri aktinobakteria seperti kewujudan spora berdebu
dan menghasilkan bau tanah. Seperti mana yang
diketahui, ekosistem tanah didominasi oleh populasi
mikrob yang berbeza termasuklah bakteria, yis dan kulat
yang memainkan peranan penting dalam memastikan

kitaran nutrien tanah yang berperanan dalam memastikan
kesihatan dan nutrisi tumbuhan. Selain itu, kajian
terdahulu mendapati bahawa populasi bakteria tanah juga
dipengaruhi oleh suhu dan sumber nutrien pada tanah
tersebut (Naher et al. 2019). Selain itu, bakteria tanah
terutamanya aktinobakteria juga mempunyai pelbagai
fungsi biologi seperti penggalak pertumbuhan pokok
(Retnowati et al. 2018) dan agen kawalan biologi (Sujarit
et al. 2020).

PENYARINGAN KULTUR TULEN BAKTERIA YANG
MEMPUNYAI KESAN ANTAGONISTIK TERHADAP
G. boninense

Tahap kekuatan kesan perencatan terhadap kulat dwikarion
G. boninense secara in vitro bagi kesemua 49 kultur tulen
tersebut disaring. Kulat dwikarion G. boninense digunakan
kerana kulat ini hanya patogenik dalam fasa dwikarion
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dan tidak patogenik dalam fasa monokarion (Madihah et tiga kultur tulen bakteria yang mempunyai perencatan
al. 2019). Pembentukan zon perencatan antara kultur tulen ~ kuat (++)(PIRG = 70-100%), enam kultur tulen bakteria
tersebut dengan G. boninense (Rajah 2) menunjukkan dengan perencatan sederhana (+)(PIRG = 40-69%) dan 40

lagi tiada kesan perencatan (-)(PIRG = 0-39%) (Jadual 2).

RAJAH 2. Contoh kekuatan kesan perencatan kultur tulen bakteria pencilan terhadap G. boninense
selepas 7 hari pengkulturan: (A) G. boninense sahaja (kawalan), (B) tiada perencatan bakteria
(pencilan B2) terhadap G. boninense (-), (C) perencatan sederhana bakteria (pencilan B11) terhadap
G. boninense (+), dan (D) perencatan kuat bakteria (pencilan B39) terhadap G. boninense (++)

JADUAL 2. Kekuatan tahap perencatan setiap kultur tulen bakteria terhadap kulat G. boninense. Tiga kultur tulen bakteria (B20,
B24 dan B39) mempunyai kesan perencatan yang kuat terhadap G. boninense

Kultur tulen Kekuatan perencatan

B1 +

B2 -
B3 +
B4 -
B5 -
B6 -
B7 -
B8 -
B9 -
B10 -
Bl11 +
B12 -
B13 -
B14 -
B15 -
Bl16 -
B17 -
B18 -
B19 +
B20 ++
B21 -
B22 -
B23 -
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B24
B25
B26
B27
B28
B29
B30
B31
B32
B33
B34
B35
B36
B37
B38
B39
B40
B4l
B42
B43
B44
B45
B46
B47
B48
B49

++

Petunjuk: (-) Tiada perencatan (PIRG = 0-39%); (+) Perencatan sederhana (PIRG = 40-69%); (++) Perencatan kuat (PIRG = 70-100%)

Tiga kultur tulen yang mempunyai kesan perencatan
kuat dipilih untuk dua asai aktiviti antikulat yang berbeza.
Di dalam asai antikulat pertama, ketiga-tiga kultur tulen
bakteria memberikan nilai PIRG melebihi 70% (Rajah 3).
Kemudian, asai antikulat kedua (Rajah 4) dan didapati
bahawa kesemua kultur tulen tersebut memberikan
nilai PIRG yang lebih tinggi pada asai antikulat kedua
berbanding asai antikulat pertama iaitu melebihi 90%
(Jadual 3). Asai antikulat pertama dilakukan untuk
menguji keupayaan kultur tulen bakteria dalam merencat
pertumbuhan G. boninense sedia ada manakala asai
antikulat kedua pula menunjukkan keberkesanan kultur

tulen tersebut dalam merencat pertumbuhan G. boninense.
Kehadiran kultur tulen tersebut pada persekitaran tanah
asal berkemungkinan mempengaruhi pertumbuhan kulat
G. boninense di dalam ladang kelapa sawit tersebut.
Kajian sebelum ini menunjukkan mikroorganisma yang
mempunyai nilai PIRG melebihi 80% mempunyai potensi
untuk digunakan sebagai agen kawalan biologi bagi
mengatasi masalah G. boninense (Lim et al. 2018b; Ramli
et al. 2016; Shariffah-Muzaimah et al. 2015). Kumpulan
kultur tulen bakteria ini berkemungkinan menghasilkan
metabolit sekunder yang merupakan sebatian antikulat
khusus yang mampu merencat pertumbuhan G. boninense.
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RAJAH 3. Asai kultur dwipiring G. boninense yang dihidupkan dua hari awal sebelum kultur
tulen dihidupkan di atas piring media: (A) G. boninense sahaja (kawalan), (B) kultur tulen B20
(Burkholderia sp. UKM1) terhadap G. boninense, (C) kultur tulen B24 (Burkholderia sp. UKM?2)
terhadap G. boninense, dan (D) kultur tulen B39 (Streptomyces sp. UKM1) terhadap G. boninense

RAJAH 4. Asai kultur dwipiring kultur tulen yang dihidupkan lima hari awal sebelum G. boninense
dikultur dalam piring agar yang sama: (A) G. boninense sahaja (kawalan), (B) kultur tulen B20
(Burkholderia sp. UKM1) terhadap G. boninense, (C) kultur tulen B24 (Burkholderia sp. UKM2)
terhadap G. boninense, dan (D) kultur tulen B39 (Streptomyces sp. UKM1) terhadap G. boninense

JADUAL 3. Nilai PIRG tiga kultur tulen bakteria terhadap kulat fitopatogen G. boninense pada dua asai aktiviti antikulat yang
berbeza. Semua kultur tulen mempunyai nilai PIRG melebihi 70% pada asai aktiviti antikulat pertama dan melebihi 90% pada asai
aktiviti antikulat kedua. Nilai PIRG diperoleh daripada tiga replikasi biologi bagi setiap kultur tulen dan hasil analisis menunjukkan

perbezaan yang signifikan terhadap pertumbuhan G. boninense in vitro melalui analisis ¢-test (P<0.05)

Nilai PIRG (%)

Asai aktiviti antikulat Nilai P Asai aktiviti antikulat Nilai P
Kultur tulen pertama kedua
(G. boninense - awal 2 (Bakteria - awal 5 hari)
hari)
B20 72.0+2.1 0.00014 90.1+1.3 0.00004
B24 773 +2.7 0.00009 91.3+1.1 7.49 x 10

B39 719+1.6 0.00016 >99.0+0.2 8.52 x 10¢
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PENGENALPASTIAN SPESIES BAKTERIA DAN ANALISIS
FILOGENI

Pengenalpastian spesies terhadap tiga kultur tulen bakteria
tersebut menunjukkan bakteria tersebut adalah daripada
genus Burkholderia dan Streptomyces. Analisis jujukan
DNA 16S rRNA bagi Burkholderia sp. UKM1 (kultur
tulen B20) menggunakan program BLASTN menunjukkan
bahawa jujukan tersebut mempunyai kesamaan yang
tinggi dengan jujukan 16S rRNA daripada B. cepacia
strain JCM 13196 dengan nilai identiti 99.29% serta nilai
e = 0, manakala jujukan DNA 16S rRNA Burkholderia sp.
UKM2 (kultur tulen B24) pula menunjukkan kesamaan
yang tinggi dengan jujukan 16S rRNA daripada B.
cepacia strain MSMB735WGS dengan nilai identiti
97.45% serta nilai e = 0. Analisis jujukan DNA 16S rRNA
bagi Streptomyces sp. UKM1 (kultur tulen B39) pula
menunjukkan kesamaan yang tinggi dengan jujukan 16S

99

100

= —l— Streptomyces celluloflavus

97 L Streptomyces gilvosporeus

Streptomyces coelicolor

rRNA daripada S. gelaticus strain SK4-17 dengan nilai
identiti 99.38% serta nilai e = 0.

Semua jujukan rujukan DNA 16S rRNA untuk
penjanaan pohon filogeni menggunakan kaedah
Maximum-Likelihood diambil daripada pangkalan data
NCBI daripada genus yang sama tetapi strain berlainan.
Semua jujukan DNA 16S rRNA yang dipilih untuk analisis
pohon filogeni mempunyai 95-99% kesamaan dengan
gen mengekod 16S rRNA kultur tulen bakteria yang
digunakan. Analisis pohon filogeni yang dilakukan telah
membahagikan bakteria tersebut kepada dua klad (clade)
iaitu kumpulan bakteria Gram-positif dan bakteria Gram-
negatif (Rajah 5). Genus Bacillus dan semua kumpulan
aktinobakteria seperti Streptomyces, Micromonospora
dan Nocardiopsis adalah terkelompok dalam kumpulan
bakteria Gram-positif. Kultur tulen Streptomyces UKM1
mempunyai kesamaan jujukan DNA paling tinggi dengan
S. gelaticus (Rajah 5).

Streptomyces sp. UKM]I

Streptomyces gelaticus
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RAJAH 5. Analisis pohon filogeni terhadap semua jujukan DNA mengekod 16S rRNA
kultur tulen bakteria yang diperoleh menggunakan perisian MEGA7

Streptomyces sp. UKM1 mempunyai kesamaan jujukan DNA yang tinggi dengan S. gelaticus.

Burkholderia sp. UKM1 mempunyai kesamaan jujukan DNA yang tinggi dengan B. cepacia manakala

Burkholderia sp. UKM2 mempunyai kesamaan jujukan DNA yang tinggi dengan B. stagnalis



Genus Streptomyces merupakan genus aktinobakteria
terbesar dan dikenali sebagai mikroorganisma yang
menghasilkan sebatian bioaktif yang mempunyai potensi
dalam industri perubatan (Law et al. 2017). Kajian terhadap
aktinobakteria pencilan tempatan, S. kebangsaanensis
menunjukkan mikroorganisma tersebut menghasilkan
sebatian fenazin yang mempunyai potensi sebagai
antibiotik (Remali et al. 2019). Selain itu, aktinobakteria
pencilan tempatan yang dikenali sebagai S. monashensis
sp. nov. (strain MUSC 1J7) juga menghasilkan sebatian
bioaktif yang mempunyai aktiviti antioksida dan
kesan sitotoksik yang tinggi terhadap titisan sel kanser
kolon HCT-116 dan SW480 (Law et al. 2019), manakala
S. hygroscopicus subsp. hygroscopicus menunjukkan
potensi sebagai agen kawalan biologi dalam mengawal
BSR kerana berjaya mengurangkan insiden BSR pada
anak pokok kelapa sawit sehingga 73.1% (Shariffah-
Muzaimah et al. 2017).

Kajian lepas turut menunjukkan bahawa
Streptomyces sp. juga berpotensi digunakan sebagai
agen kawalan biologi bagi menangani kulat fitopatogen
seperti Colletotrichum sp., penyebab utama penyakit
antraknos pada cili (Shahbazi et al. 2014) dan patogen bagi
penyakit karah pada padi iaitu Magnaporthe oryzae (Law
et al. 2017). Namun begitu, keupayaan Streptomyces sp.
untuk bertindak sebagai agen kawalan biologi mungkin
dipengaruhi oleh faktor persekitaran seperti lokasi, pH,
bahan organik dan juga tahap kelembapan tanah (Law
et al. 2017). Semua faktor ini menyebabkan sesetengah
Streptomyces sp. yang menunjukkan potensi yang tinggi
sebagai agen kawalan biologi dalam uji kaji in vitro, gagal
semasa ujian lapangan (Law et al. 2017).

Satu lagi kumpulan bakteria yang menunjukkan
kesan antagonis yang tinggi terhadap G. boninense
ialah kumpulan bakteria Gram-negatif, Burkholderia
sp. Analisis pohon filogeni menunjukkan kultur tulen
Burkholderia UKM1 mempunyai kesamaan jujukan DNA
yang tinggi dengan B. cepacia, manakala kultur tulen
Burkholderia UKM2 mempunyai persamaan jujukan
DNA paling tinggi dengan B. stagnalis. Kumpulan genus
Burkholderia kebiasaannya terdiri daripada spesies
patogen oportunis seperti B. cepacia dan B. ambifaria
(Eberl & Vandamme 2016). Walau bagaimanapun,
berdasarkan analisis filogeni menunjukkan kedua-dua
spesies bakteria ini adalah jauh berbeza dari segi jujukan
dengan kumpulan patogen utama manusia dan haiwan
seperti B. pseudomallei and B. mallei (Eberl & Vandamme
2016; Mohd-Padil et al. 2017).

Kajian ini telah mengenal pasti dua Burkholderia
sp. yang berada dalam kumpulan yang sama dengan
Burkholderia sp. patogen oportunis iaitu B. stagnalis
and B. cepacia (Rajah 5). B. cepacia dikenali sebagai
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antagonis semula jadi kepada jangkitan kulat dalam
pertanian kerana kebolehannya menghasilkan sebatian
antikulat seperti asid fenilasetik, asid hidrosinnamik dan
asid 4-hidroksifenilasetik (Mao et al. 2006). Kajian lepas
juga telah mengenal pasti beberapa bakteria endofit seperti
Pseudomonas aeruginosa, B. cepacia dan P. syringae
yang berpotensi sebagai agen kawalan biologi terhadap G.
boninense (Ramli et al. 2016). Namun begitu, nilai PIRG
yang direkodkan oleh setiap bakteria endofit tersebut
adalah lebih rendah (40 - 70%) berbanding nilai PIRG
daripada bakteria pencilan kajian ini. Selain bertindak
sebagai antagonis kepada patogen tumbuhan, beberapa
penemuan baharu menunjukkan hubungan rapat antara
beberapa Burkholderia sp. dan tumbuhan perumah seperti
interaksi mikrob-tumbuhan antara B. phytofirmans PsJN
dan akar bawang (Esmaeel et al. 2018). Burkholderia sp.
ini membentuk hubungan simbiosis secara endofit dengan
tumbuhan perumahnya, yang seterusnya meningkatkan
kebolehan bakteria tersebut melindungi tumbuhan
perumahnya dari serangan patogen dan meningkatkan
kerintangan tumbuhan dari tekanan suhu rendah dan
kepekatan garam yang tinggi (Esmaeel et al. 2018;
Sheibani-Tezerji et al. 2015).

KESIMPULAN

Kajian ini telah mengenal pasti beberapa bakteria tanah
pencilan tempatan yang mempunyai kesan perencatan
tinggi terhadap G. boninense secara in vitro. Analisis
perbandingan jujukan DNA menggunakan 16S rRNA
sebagai DNA rujukan mendapati bakteria tersebut
mempunyai kesamaan yang tinggi dengan S. gelaticus,
B. cepacia dan B. stagnalis. Kumpulan bakteria ini
mungkin menghasilkan metabolit sekunder khusus
yang mampu merencat pertumbuhan kulat patogen G.
boninense. Kajian lanjutan diperlukan untuk mengenal
pasti jenis metabolit sekunder yang berpotensi merencat
pertumbuhan G. boninense yang berpadanan dengan
matlamat utama penyelidikan iaitu penghasilan pestisid
berasaskan mikrob dalam menangani masalah BSR di
ladang kelapa sawit.
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