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RINGKASAN

Devinia Martantya Sari. 145040201111248. Bakteri Antagonis dari Sumber Air
Panas dan Uji Kemampuan Antagonisnya Terhadap Helminthosporium
turcicum (Pass.) Penyebab Hawar Daun pada Tanaman Jagung (Zea mays
L.). Dibawah bimbingan Bapak Dr. Anton Muhibuddin, SP., MP. sebagai
Dosen Pembimbing Utama dan Bapak Antok Wahyu Sektiono, SP., MP.
sebagai Dosen Pembimbing Pendamping.

Pengendalian penyakit tanaman yang ramah lingkungan dapat dilakukan
dengan aplikasi bakteri antagonis. Kelompok bakteri yang berpotensi sebagai
agens antagonis dapat ditemukan di tanah, jaringan endofit dan air. Beberapa
genus bakteri yang mampu berperan sebagai agens antagonis yaitu dari genus
Bacillus, Pseudomonas, dan Pantoea. Di sumber air panas ditemukan bakteri
Bacillus dan mempunyai manfaat dalam bidang pertanian karena dapat
menghasilkan senyawa antibiotik. Sehingga penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui potensi bakteri dari sumber air panas sebagai agens antagonis
terhadap patogen H. turcicum penyebab hawar daun pada tanaman jagung.

Kegiatan penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Sentral llmu Hayati
dan Laboratorium Penyakit Tumbuhan jurusan HPT, Fakultas Pertanian,
Universitas Brawijaya, Malang dimulai pada bulan Juli hingga bulan Oktober 2018.
Tahapan dari penelitian ini yaitu eksplorasi bakteri dari sumber air panas, seleksi
bakteri, identifikasi bakteri, perbanyakan patogen H. turcicum, dan uji antagonis
bakteri terseleksi terhadap patogen H. turcicum secara in vitro. Uji antagonis ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 8 perlakuan yaitu 7
perlakuan bakteri, dan 1 kontrol sebanyak 4 ulangan. Jika terdapat perbedaan
nyata maka akan diuji lanjut menggunakan BNT pada taraf 5%. Variabel yang
diamati dari penelitian ini yaitu karakterisasi bakteri antagonis dari sumber air
panas dan daya hambat bakteri antagonis terhadap patogen H. turcicum.

Hasil penelitian didapatkan 7 bakteri yang mampu menghambat
pertumbuhan patogen H. turcicum. Pada pengujian antagonis secara in vitro, 7
perlakuan bakteri antagonis dan 1 kontrol menunjukkan hasil berbeda nyata. Zona
hambat tertinggi yaitu pada bakteri S7 yang merupakan genus Bacillus sp. Hasll
karakterisasi bakteri antagonis dengan kode isolat S1 termasuk kedalam genus
Pantoea sp, bakteri S2 dan S7 termasuk kedalam genus Bacillus sp, bakteri S11,
S14 dan S15 termasuk kedalam genus Erwinia sp, bakteri S16 belum
teridentifikasi sehingga perlu dilakukan uji selanjutnya untuk mengetahui jenis
genusnya.



SUMMARY

Devinia Martantya Sari. 145040201111248. Antagonistic Bacteria from Hot
Spring and The Antagonist Ability Test Against Helminthosporium turcicum
(Pass.) Causes Leaf Blight on Corn Plant (Zea mays L.). Supervised by Dr.
Anton Muhibuddin, SP., MP. as chief supervisor and Antok Wahyu Sektiono,
SP., MP. as co-supervisor.

Environmental-friendly control to plant disease can be done by antagonistic
bacteria application. Groups of bacteria that are potentially antagonistic agents can
be found in soil, endophytic tissue and water. Some genus of bacteria that are
capable of acting as antagonistic agents were from the genus Bacillus,
Pseudomonas, and Pantoea. Bacillus bacteria found in hot spring has benefits in
agriculture because it can produce antibiotic compounds. So the aim in this study
is to determine the potential of bacteria from hot spring as antagonistic agents
against H. turcicum pathogen that cause leaf blight in corn plants.

The research activity was carried out at the Central Laboratory of Life
Sciences and the Laboratory of Plant Diseases majoring in HPT, Faculty of
Agriculture, Brawijaya University, Malang starting from July until October 2018.
The stages of this research are bacterial exploration from hot spring, bacteria
selection, bacteria identification, multiplication of pathogen H. turcicum, and
antagonist tests on selected bacteria against H. turcicum in vitro. This antagonist
test uses a completely randomized design (CRD) with 8 treatments that is 7
bacterial treatments with 1 control and 4 times repeated. If there are significant
differences, it will be tested further using LSD at the level of 5%. The variables
observed from this study were the characterization of antagonistic bacteria from
hot spring and bacteria inhibition against H. turcicum pathogen.

The results of this study is 7 bacteria were found capable to inhibit the
growth of H. turcicum pathogen. In antagonist test in vitro, 7 treatments of
antagonistic bacteria and 1 control showed different results. The highest inhibition
zone is on the S7 bacteria that is identified as Bacillus sp. The results of
characterization antagonistic bacteria with code S1 isolate included in to genus
Pantoea sp, S2 and S7 bacteria included in to genus Bacillus sp, S11, S14 and
S15 bacteria included in to genus Erwinia sp. S16 bacteria has not been identified
so that further testing is needed to show the genus of the bacteria.
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1. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Jagung merupakan tanaman serelia yang termasuk bahan pangan penting
karena merupakan sumber karbohidrat kedua setelah beras (Purwono dan
Hartono, 2011). Jagung pada saat ini banyak diminati masyarakat Indonesia,
sehingga permintaan jagung pun menjadi naik. Menurut Rosmarkam dan Yuwono
(2002) kebutuhan untuk konsumsi jagung di Indonesia meningkat sekitar 5,16%
per tahun, sedangkan untuk pakan ternak dan bahan baku industri naik sekitar
10,87% per tahun. Berdasarkan informasi dari Badan Pusat Statistik (2014)
produksi jagung pada tahun 2013 sebesar 18,51 juta ton pipilan kering atau turun
menjadi 0,88 juta ton (4,54%) dibandingkan pada tahun 2012. Penurunan produksi
ini terjadi di Jawa sebesar 0,62 juta ton dan di luar Jawa sebesar 0,26 juta ton.
Penurunan produksi terjadi salah satunya karena adanya serangan jamur patogen
Helminthosporium turcicum (Pass.) (Alexopoulus dan Mims, 1979). Patogen ini
menyebabkan penyakit hawar daun pada tanaman jagung dan merupakan salah
satu penyakit penting pada jagung. Tanaman jagung yang terserang hawar daun
menunjukkan gejala berupa munculnya bercak berwarna coklat pada permukaan
daun tanaman jagung (Semangun, 1991).

Pengendalian penyakit pada tanaman jagung sering dilakukan dengan
menggunakan bahan kimia seperti fungisida, insektisida, bakterisida dan
sebagainya. Namun, penggunaan bahan kimia yang terus menerus dan berlebihan
dapat memberikan dampak yang tidak baik terhadap lingkungan seperti matinya
organisme bermanfaat, membuat hama dan patogen penyebab penyakit menjadi
kebal, dan meninggalkan residu yang berbahaya terhadap kesehatan. Sehingga
untuk meminimalisir hal tersebut, perlu dilakukan pengendalian yang ramah
lingkungan yaitu dengan pemanfaatan agens pengendalian hayati salah satunya
adalah pemanfaatan bakteri antagonis (Nurhayati, 2011).

Beberapa genus bakteri yang mampu berperan sebagai agens antagonis
yaitu dari genus Bacillus, Pseudomonas, dan Pantoea (Babu dan Thind, 2005).
Kelompok bakteri yang berpotensi sebagai agens antagonis dapat ditemukan di
tanah, jaringan endofit dan air (Djaenuddin dan Muis, 2015). Berdasarkan
penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh Asnawi (2006) pada sumber air
panas ditemukan bakteri Bacillus sp, Thermus sp, Acetogenium sp, Pseudomonas
sp dan Sulfobacillus sp. Dari hasil penelitian yang dilakukan oleh Xu et al. (2013)
bakteri Bacillus amyloliquefaciens mampu menghambat pertumbuhan patogen



Fusarium oxysporum pada tanaman dengan mengeluarkan senyawa antifungal
yaitu senyawa bacillomycin. Selanjutnya menurut Jatnika et al. (2013) bakteri dari
genus Bacillus sp. dan Pseudomonas sp. mampu menghambat pertumbuhan
patogen Peronosclerospora maydis pada tanaman jagung. Selain itu, bakteri
Pseudomonas aeruginosa dan Bacillus cereus mampu menghambat pertumbuhan
patogen Ralstonia solanacearum pada tanaman kentang (Izza et al.,, 2018).
Bakteri Pseudomonas mampu menghasilkan senyawa berupa antimikroba dan
antibiotik (Couillerot et al., 2009). Bakteri Bacillus adalah bakteri antagonis yang
mampu menghasilkan enzim amilase, lipase, protease, serta kitinase sebagai
enzim pengurai dinding sel patogen (Djaenuddin dan Muis, 2015). Bakteri Pantoea
sp mampu menghambat patogen tanaman dengan mengeluarkan senyawa
antibiosis seperti herbicolins, pantocin, microcin (Dutkiewicz et al., 2016).
Sehingga penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi bakteri dari
sumber air panas sebagai agens antagonis terhadap patogen H. turcicum
penyebab hawar daun pada tanaman jagung. Dengan adanya penelitian ini,
diharapkan dapat menjadi solusi untuk mengendalikan penyakit hawar daun pada
tanaman jagung, sehingga dapat meningkatkan produktivitas tanaman jagung

dengan efektif dan efisien.

1.2. Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah :
1. Apakah terdapat bakteri antagonis dari sumber air panas?
2. Bagaimanakah kemampuan bakteri dari sumber air panas dalam menghambat

pertumbuhan patogen H. turcicum secara in vitro?

1.3. Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah :
1. Memperoleh bakteri antagonis dari sumber air panas.
2. Mengetahui kemampuan bakteri dari sumber air panas dalam menghambat

pertumbuhan patogen H. turcicum.

1.4. Hipotesis Penelitian
Hipotesis yang diajukan dari penelitian ini adalah
1. Terdapat bakteri antagonis dari sumber air panas.
2. Bakteri antagonis dalam sumber air panas mampu menghambat patogen H.

turcicum.



1.5. Manfaat Penelitian
Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah mengetahui informasi
tentang potensi bakteri dari sumber air panas dalam menghambat patogen H.
turcicum, dan memberi informasi kepada masyarakat khususnya petani mengenai
solusi untuk mengendalikan penyakit hawar daun pada tanaman jagung jagung

dengan menggunakan bakteri yang berasal dari sumber air panas.



2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tanaman Jagung

Tanaman jagung diklasifikasikan sebagai berikut: Kingdom Plantae, Divisi
Spermatophyta, Sub Divisi Angiospermae, Kelas Monocotyledone, Ordo
Graminae, Famili Graminaceae, Genus Zea, Spesies Zea mays L. (Purwono dan
Hartono, 2011). Jagung merupakan tanaman semusim, satu siklus hidupnya 80-
150 hari. Paruh pertama merupakan tahap pertumbuhan vegetatif dan paruh
kedua merupakan tahap pertumbuhan generatif (Budiman, 2012).

Tanaman jagung mempunyai akar serabut yang mampu mencapai
kedalaman 8 m, meskipun sebagian besar pada kisaran 2 m. Tanaman jagung
memiliki akar serabut dengan tiga jenis akar, yaitu akar seminal, akar adventif,
dan akar kait atau penyangga. Akar seminal merupakan akar yang berkembang
dari radikula dan embrio. Akar seminal akan tumbuh melambat setelah plumula
muncul ke permukaan tanah dan berhenti 10-18 hari setelah berkecambah. Akar
adventif merupakan akar yang semula berkembang dari buku diujung mesokaotil,
kemudian berkembang dari tiap buku secara berurutan dan terus keatas antara
7-10 buku, semuanya dibawah permukaan tanah. Pada tanaman yang sudah
cukup dewasa, akar adventif akan muncul dari buku-buku batang bagian bawah
yang membantu menyangga tegaknya tanaman. Akar adventif berkembang
menjadi serabut akar tebal. Akar seminal hanya sedikit berperan dalam
pengambilan air dan hara. Akar kait atau penyangga merupakan akar adventif
yang muncul pada dua atau tiga buku diatas permukaan tanah. Akar
penyangga berfungsi untuk menjaga tanaman agar tetap tegak dan mengatasi
rebah batang. Akar ini juga membantu penyerapan hara dan air (McWilliams
et al., 1999).

Tanaman jagung mempunyai batang yang tidak bercabang, berbentuk
silindris, dan terdiri atas sejumlah ruas dan buku ruas. Pada buku ruas terdapat
tunas yang berkembang menjadi tongkol. Dua tunas teratas berkembang menjadi
tongkol yang produktif. Batang memiliki tiga komponen jaringan utama, yaitu kulit
(epidermis), jaringan pembuluh (bundles vaskuler), dan pusat batang (pith)
(Rinaldi et al., 2009). Daun jagung terletak pada setiap ruas batang dengan
kedudukan yang saling berlawanan. Daun tanaman jagung memiliki bentuk
memanjang antara pelepah dan helai daun terdapat ligula. Ligula ini berbulu dan

berlemak yang mempunyai fungsi mencegah air masuk kedalam kelopak daun dan



batang, tulang daun sejajar dengan ibu tulang daun. Permukaan daun ada yang
licin dan ada yang berambut (Purwono dan Hartono, 2011).

Tanaman jagung mempunyai bunga jantan dan betina yang terpisah
(diklin) dalam satu tanaman (monoecious), bunga jantan tumbuh dibagian pucuk
tanaman yang berupa karangan bunga (inflorescence). Serbuk sari memepunyai
warna kuning dan beraroma khas. Bunga betina tersusun dalam tongkol. Tongkol
tumbuh dari buku diantara batang dan pelepah daun. Penyerbukan pada tanaman
jagung dapat terjadi bila serbuk sari dari bunga jantan jatuh dan menempel pada
rambut tongkol (bunga betina). Penyerbukan yang terjadi pada tanaman jagung
adalah penyerbukan silang (cross pollinated crop). Penyerbukan terjadi dari
serbuk sari tanaman lain, penyerbukan yang serbuk sarinya dari tanaman sendiri
sangat jarang terjadi (Purwono dan Hartono, 2011).

Tanaman jagung mempunyai biji yang terdiri atas tiga bagian utama, yaitu
pericarp berupa lapisan luar yang tipis dan berfungsi mencegah embrio dari
organisme pengganggu serta kehilangan air. Endosperm sebagai cadangan
makanan yang mencapai 75% dari bobot biji yang mengandung 90% pati dan 10%
protein, mineral, minyak, dan lainnya. Embrio (lembaga) merupakan calon
tanaman yang terdiri atas plamule akar radikal, scutelum, dan koleoptil (Subekti,
2010).

2.2. Patogen Helminthosporium turcicum

Penyakit hawar daun pada tanaman jagung disebabkan oleh patogen
Helminthosporium turcicum. Klasifikasi dari Helminthosporium turcicum adalah
sebagai berikut: Kingdom Fungi, Divisi Amastigomyceta, Kelas Deuteromycetes,
Ordo Hypales, Famili Dematiaceae, Genus Helminthosporium, Spesies
Helminthosporium turcicum (Pass.) (Alexopoulus dan Mims, 1979). Tanaman
jagung yang terserang menampakkan gejala berupa munculnya bercak berwarna
coklat pada permukaan daun dengan ukuran panjang 5-15 cm dan lebar 1-2 cm.
Jamur ini mempunyai konidiofor tegak, kuat dan berwarna coklat yang keluar dari
mulut daun dalam kelompok dengan bentuk lurus. Konidium seperti kumparan
seperti gada panjang, agak bengkok serta memiliki sekat banyak yang berwarna
coklat. Konidium jamur ini berdinding tebal dan mempunyai hilum menonjol
dengan jelas. Terkadang konidium lurus atau agak melengkung, jorong ataupun
terbalik (Semangun, 1991). Karakteristik secara morfologi dari jamur H. turcicum
yaitu memiliki koloni berwarna putih, tekstur permukaan dan bentuk tepi koloni

berserabut, serta mempunyai hifa bersekat (Kusumadewi et al., 2014). Terjadinya



sporulasi H. turcicum di lapang pada permukaan daun yang telah terinfeksi. Spora
lepas terbawa angin dan hinggap pada tanaman yang lainnya. Spora beradhesi,
melakukan penetrasi awal, kemudian membentuk bercak dan berkembangbiak.
Siklus hidup jamur ini berlangsung selama 2 hingga 3 hari. Jamur ini mempunyai
suhu optimum pertumbuhan sekitar 20°C hingga 30°C. Tanaman jagung yang
diusahakan pada awal dan akhir musim hujan dapat mendukung perkembangan
jamur ini. Tanaman berumur 20 hari terinfeksi dengan intensitas 25%, akan
berpotensi menimbulkan kerusakan yang tinggi terutama pada jagung yang
ditanam pada awal musim hujan. Inang alternatif dari jamur ini yaitu spesies
rerumputan yang dominan ditemukan pada areal pertanaman jagung sehingga
dapat menjadi sumber inokulum awal yang penting, sehingga jamur ini selalu
ditemukan pada setiap musim tanam (Pakki, 2005). Curah hujan yang rendah
(6—16,50 mm/bulan) pada musim kemarau, intensitas penyakit hawar daun sangat
rendah dibanding pada musim hujan dengan curah hujan 210-480 mm/bulan.
Perkembangan penyakit tersebut berkaitan dengan suhu dan kelembapan. Pada
musim kemarau, suhu udara meningkat dan kelembapan pada siang hari
menurun. Sebaliknya pada musim hujan suhu siang hari lebih rendah dan stabil
serta kelembapan cenderung lebih tinggi dengan variasi tidak ekstrim. Kondisi
tersebut mengakibatkan sporulasi jamur meningkat atau spora di udara cukup
tersedia sehingga peluang terjadinya infeksi cukup besar. Akibatnya intensitas
serangan selalu lebih tinggi pada musim hujan dibanding musim kemarau
(Sudjono, 1990).

Gambar 1. Kenampakan jamur H. turcicum, a) gejala pada daun jagung yang
terinfeksi H. turcicum, b) koloni jamur H. turcicum pada media PDA,
dan c) konidia H. turcicum (Kusumadewi et al., 2014)



2.3. Bakteri Antagonis Tanaman

Penyakit tanaman harus dikendalikan untuk menjaga kualitas dan
kelimpahan makanan, pakan, dan serat yang dihasilkan oleh petani di seluruh
dunia. Salah satu alternatif pengendalian yang ramah lingkungan dan aman bagi
kesehatan manusia yaitu pengendalian secara biologis (Pal et al., 2006). Salah
satu pengendalian secara biologis menggunakan mikroba antagonis. Bakteri
antagonis dilaporkan dapat menekan patogen pada tumbuhan secara alamiah.
Sejumlah mikroorganisme telah dilaporkan dalam berbagai penelitian ternyata
efektif sebagai agens pengendalian hayati hama dan penyakit tumbuhan,
diantaranya adalah dari genus Bacillus, Pseudomonas dan Pantoea (Babu dan
Thind, 2005). Beberapa bakteri telah dilaporkan mampu dalam berperan sebagai
agens antagonis patogen tanaman, yaitu kelompok Bacillus dan Pseudomonas.
Bakteri antagonis biasanya mengeluarkan zat antibiotik yang dapat menekan
pertumbuhan dan perkembangan suatu jenis patogen (Wardhika et al., 2014).

Mekanisme bakteri antagonis dalam mengendalikan patogen tanaman
menurut Sharma et al. (2013) adalah sebagai berikut :

1. Kompetisi. Mikroorganisme bertahan hidup di habitat alami mereka dengan cara
bersaing ruang, mineral dan nutrisi untuk berkembang biak. Mekanisme kompetisi
telah memainkan peran penting dalam biokontrol spesies Fusarium dan Phytium
oleh beberapa strain Pseudomonas.

2. Antibiosis. Antibiosis merupakan proses antagonis mengeluarkan senyawa
metabolit, agens litik, enzim, senyawa racun, dan antibiotik dalam mengendalikan
patogen. Antibiosis memainkan peran penting dalam kontrol biologi.

3. Parasitisme. Parasitisme terjadi ketika antagonis menyerang patogen dengan

mengeluarkan enzim kitinase, selulosa, dan enzim litik lainnya.

2.4. Bakteri Sumber Air Panas

Sumber air panas merupakan salah satu hasil aktivitas geotermal (Yani,
2003). Air panas mengandung kadar mineral yang tinggi seperti sulfur dan kalsium.
Sumber air panas memiliki pH asam sampai alkali. Air panas yang keluar
mengandung hidrogen sulfat, karbon dioksida, senyawa-senyawa karbon organik
dengan berat molekul rendah, metana, hidrogen, amonia dan elemen-elemen
garam seperti sulfur, besi, karbonat fosfor, bikarbonat dan sebagainya (Brock,
1986).

Muharni (2010) telah berhasil menemukan bakteri Bacillus sp dari air panas

Danau Ranau Sumatera Selatan. Kurniawan (2011) telah menemukan bakteri



Bacillus sp dari sumber air panas Semurup Kabupaten Kerinci, Jambi. Asnawi
(2006) telah berhasil mengisolasi beberapa genus bakteri dari air panas Pacet,
Jawa Timur, yaitu Bacillus sp, Thermus sp, Acetogenium sp, Pseudomonas sp.
dan Sulfobacillus sp.

Aanniz et al. (2015) telah berhasil menemukan sebanyak 119 isolat bakteri
B. licheniformis, 44 B. aerius, 33 B. sonorensis, 8 B. subtilis, 8 B.
amyloliquefaciens, 3 B. tequilensis, 3 B. pumilus, 19 Bacillus sp, 4 A. Pallidus, dan
2 Aeribacillus sp dari sumber air panas di Maroko. Abou (2007) mengidentifikasi
sebanyak 13 bakteri milik genus Bacillus (B. licheniformis dan B. pumilus) dari
beberapa sumber air panas Yordania. Maugeri et al. (2001) mengisolasi 87 bakteri
genus Bacillus dari Italia. Kawasaki et al. (2012) mengisolasi 12 bakteri milik genus
Bacillus dari sumber air panas salin di Jepang. Kehadiran strain milik A. pallidus
dari sumber air panas dilaporkan oleh Chamkha et al. (2008) dan Savas et al.
(2009). Bakteri B. pumilus, B. amyloliquefaciens dan B. subtilis telah diisolasi dari
sumber air panas di Turki, Bulgaria, Islandia, Yordania, Mesir (Meintanis et al.,
2008; Minana et al., 2010; Cihan et al., 2012).

Marga Bacillus mempunyai sifat fisiologis yang menarik karena setiap jenis
mempunyai kemampuan yang berbeda-beda diantaranya adalah sebagai berikut:
(1) mampu mendegradasi senyawa organik seperti protein, pati, selulosa,
hidrokarbon dan agar; (2) mampu menghasilkan antibiotik; (3) berperan dalam
nitrifikasi dan dentrifikasi; (4) pengikat nitrogen; (5) pengoksidasi selenium; (6)
pengoksidasi dan pereduksi mangan (Mn); (7) bersifat khemolitotrof, aerob atau
fakultatif anaerob, asidofilik atau alkalifilik, psikoprifilik, atau thermofilik (Norris et
al., 1981).



3. METODOLOGI

3.1. Tempat dan Waktu
Kegiatan penelitian dilaksanakan pada bulan Juli sampai dengan bulan
Oktober 2018 di Laboratorium Sentral llmu Hayati dan Laboratorium Penyakit
Tumbuhan jurusan HPT, Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya, Malang.
Sampel air didapatkan dari sumber air panas di Tulungrejo, Bumiaji, Kota Batu,

Jawa Timur.

3.2. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam kegiatan penelitian ini antara lain cawan petri,
tabung reaksi, gelas ukur 10 ml, gelas ukur 100 ml, jarum ose, stik L, timbangan
analitik, kompor, Laminar Air Flow Cabinate (LAFC), autoclave, bunsen, korek api,
botol media, cover glass, object glass, pipet tetes, spatula, erlenmeyer 250 ml,
erlenmeyer 500 ml, inkubator, mikropipet, mikroskop, peralatan tulis dan kamera.

Bahan yang digunakan dalam kegiatan penelitian ini antara lain tisu steril,
spirtus, kapas, plastik petromax, plastik wrap, alumunium foil, bluetip, tube 1ml,
media Nutrient Agar (NA), media Potatos Dextrose Agar (PDA), aquades, water
agar, KOH 3%, alkohol 70%, alkohol 96%, kristal violet, iodin, safranin, NaCl,
pepton, KH.PO,4, NaOCI| 5%, bromontymol blue 1%, H,O. 3%, alkohol 70%,
alkohol 96%, lactophenol cotton blue, malachite green, minyak immersi, kertas
label, kertas saring, daun jagung yang terinfeksi H. turcicum, dan sampel air panas
suhu 50°C.

3.3. Pelaksanaan Penelitian

3.3.1. Pengambilan Sampel Air Panas
Sampel air panas yang digunakan untuk perbanyakan bakteri dalam
penelitian ini yaitu berasal dari sumber air panas suhu 50°C yang diperoleh di

Tulungrejo, Bumiaji, Kota Batu, Jawa Timur.

3.3.2. Pembuatan Media

Terdapat 2 jenis media yang digunakan dalam penelitian ini antara lain
media PDA (Potato Dextrose Agar) dari Merck, dan NA (Nutrient Agar) dari Merck.
Media PDA digunakan untuk perbanyakan patogen tanaman. Dibutuhkan 39 gram
PDA untuk 1000 ml media. Sedangkan media NA merupakan media yang
digunakan untuk perbanyakan bakteri. Dibutuhkan 20 gram NA untuk 1000 ml
media. Cara pembuatannya yaitu melarutkan media dengan aquades steril,

kemudian dipanaskan dan diaduk dengan spatula hingga benar-benar larut.
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Setelah itu media dimasukkan kedalam botol media steril, lalu disterilkan
menggunakan autoclave hingga suhu 121°C. Kemudian media yang telah di

sterilsasi, dituang kedalam masing-masing cawan petri yang telah di sterilisasi.

3.3.3. Isolasi dan Purifikasi H. turcicum

Patogen yang akan digunakan untuk uji antagonis yaitu H. turcicum yang
merupakan patogen hawar daun pada tanaman jagung. Sampel patogen ini
diambil dari salah satu lahan jagung yang terdapat di Desa Tegalgondo,
Kecamatan Karangploso, Kabupaten Malang, Provinsi Jawa Timur. Pengambilan
sampel ini dapat dilakukan dengan cara daun jagung yang menunjukkan gejala H.
turcicum. lIsolasi dilakukan dengan memotong bagian yang terinfeksi setengah
sakit dan setengah sehat. Selanjutnya disterilisasi menggunakan NaOCI 5%,
alkohol 70% dan dibilas menggunakan aquades steril 2 kali masing-masing 1
menit lalu dikeringkan di atas tissue steril. Selanjutnya potongan bagian daun
tersebut diisolasi pada media PDA padat yang telah steril dan diinkubasi pada
suhu ruang (Pasaribu et al., 2016; Wulandari et al., 2014; Zuhria et al., 2016;
Shofiana et al., 2015). Dilakukan pengamatan terhadap pertumbuhan koloni jamur
patogen H. turcicum. Hasil isolasi yang telah tumbuh hifa atau miselium dilakukan
purifikasi yang berfungsi untuk memperoleh biakan murni. Purifikasi ini dilakukan
dengan cara mengambil hifa yang telah tumbuh dengan menggunakan jarum ose,
kemudian diletakkan dalam media PDA baru yang telah disterilisasi dengan
autoclave (Muhibuddin et al., 2011; Sastrahidayat et al., 2011). Kemudian
dilakukan identifikasi patogen ini dilakukan dengan cara melihat kenampakan
makroskopis dan mikroskopis. Identifikasi secara makroskopis menggunakan
parameter pengamatan yaitu bentuk koloni, warna koloni, tekstur koloni, dan
elevasi koloni (Muhibuddin et al., 2018; Nurhalimah et al., 2014). Identifikasi
mikroskopis ini menggunakan preparat yang berisi patogen dan dilihat
menggunakan mikroskop. Preparat ini dibuat dengan cara mengambil hifa dari
hasil purifikasi sebanyak satu jarum ose, diletakkan pada object glass, lalu ditetesi
alkohol dan lactophenol cotton blue, kemudian difiksasi dengan dilewatkan diatas
api bunsen. Tujuan dari fiksasi yaitu untuk mematikan sel tanaman tanpa merusak
struktur jaringan tanaman (Aliah et al., 2015). Patogen yang telah terindentifikasi

sebagai H. turcicum disimpan pada media PDA miring untuk stok murni.

3.3.4. Isolasi Bakteri
Media yang digunakan untuk isolasi bakteri ini yaitu media NA (nutrient

agar) (Kusumaningati et al., 2013). Isolasi bakteri ini diawali dengan pembuatan
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suspensi menggunakan pengenceran bertingkat yaitu mengambil sampel air
panas suhu 50°C sebanyak 1 ml dan dilarutkan kedalam 9 ml aquades steril.
Setelah itu dihomogenkan dengan vortex. Kemudian diambil 1 ml larutan
dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi 9 ml aquades steril dan dilakukan
begitu seterusnya hingga pengenceran 10°. Pada pengenceran terakhir, diambil
0,1 ml suspensi bakteri dan dituang ke dalam cawan petri yang telah berisi media
NA padat, kemudian diratakan dengan menggunakan stik L. Isolasi bakteri ini
menggunakan metode sebar atau spread plate. Kegiatan isolasi bakteri ini
dilakukan di LAFC untuk menghindari kontaminasi. Setelah itu, diinkubasi selama
+24-48 jam pada suhu 37°C. Kemudian diamati pertumbuhan koloni bakteri pada

media dan dilakukan purifikasi.

3.3.5. Purifikasi Bakteri

Purifikasi mempunyai fungsi untuk memperoleh biakan murni bakteri yang
akan digunakan untuk penelitian. Purifikasi ini dilakukan dengan metode streak-
plate atau metode gores. Media yang digunakan untuk purifikasi ini yaitu media
NA dalam bentuk padat dan telah disterilkan (Kusumaningati et al., 2013).
Purifikasi dilakukan dengan cara mengambil isolat bakteri dari hasil isolasi
sebanyak satu jarum ose, kemudian digoreskan pada media NA yang telah padat.
Kemudian diinkubasi selama 24-48 jam untuk mendapatkan koloni tunggal. Biakan
murni yang telah berhasil didapatkan disimpan kedalam media cair untuk stok

murni bakteri.

3.3.6. Seleksi Bakteri Antagonis

Bakteri yang digunakan untuk seleksi ini yaitu isolat murni yang telah didapat
dari isolasi, setelah itu dilakukan seleksi untuk mendapat bakteri yang berpotensi
menjadi antagonis patogen H. turcicum. Seleksi dilakukan dengan cara membuat
suspensi yaitu mengambil 2 ose isolat murni bakteri yang akan diuji kemudian
dimasukkan kedalam tube yang berisi 1 ml aquades steril kemudian
dihomogenkan. Kemudian memasukkan kertas saring steril kedalam suspensi
tersebut, setelah itu mengeringkan kertas saring kurang lebih 4 jam diatas tisu
steril. Lalu kertas saring yang telah kering ditanam pada media PDA padat steril
dengan metode 4 kuadran dan pada tengah media ditanam jamur H. turcicum.
Isolat bakteri yang mempunyai kemampuan antagonis ditandai dengan munculnya

zona bening pada media.
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Gambar 2. Seleksi bakteri antagonis pada cawan petri, a) jamur H. turcicum, b)
bakteri yang akan diujikan

3.3.7. Uji Hipersensitif

Pengujian hipersensitif ini mempunyai fungsi yaitu untuk mengetahui isolat
bakteri yang ditemukan termasuk kedalam bakteri patogen atau non patogen pada
tanaman. Pembuatan suspensi untuk uji hipersensitif yaitu memasukkan aquades
steril sebanyak 1 ml kedalam tube lalu ditambahkan sebanyak 2 ose bakteri yang
akan diuji kemudian dihomogenkan dengan menggunakan vortex. Setelah itu
suspensi bakteri ini diinfiltrasikan pada bagian bawah permukaan daun tembakau
menggunakan jarum suntik. Untuk kontrol diinfiltrasi hanya menggunakan
aquades steril saja untuk pembanding. Mengamati gejala yang muncul pada daun
tembakau tersebut, dengan membandingkan antara kontrol dan yang
menggunakan bakteri uji. Jika kondisi daun yang diinfiltrasi bakteri sama dengan
kontrol dan tidak menunjukkan gejala nekrosis, maka bakteri tersebut termasuk
kedalam bakteri non patogen. Sedangkan, jika yang diinfiltrasi bakteri
menunjukkan gejala nekrosis, maka bakteri termasuk kedalam bakteri patogen

tanaman.

3.3.8. Identifikasi Bakteri
Identifikasi bakteri ini dilakukan dengan cara melihat karakteristik
morfologi, fisiologi dan biokimia. ldentifikasi ini menggunkan buku acuan Bergey’s

Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001).
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a. Uji Gram

1. KOH 3%

Pengujian KOH 3% ini dilakukan untuk menentukan bakteri yang telah
ditemukan tergolong gram positif atau gram negatif. Cara kerja pengujian ini yaitu
dengan meletakkan satu ose bakteri pada gelas objek gelas steril yang telah
ditetesi KOH 3%. Kemudian suspensi bakteri tersebut ditarik menggunakan jarum
ose secara cepat dan berulang-ulang. Bakteri yang tergolong gram negatif, maka
ketika jarum ose diangkat akan tampak lendir yang juga ikut terangkat. Sebaliknya,
jika bakteri tergolong gram positif, maka tidak akan terbentuk lendir dan tetap encer

suspensi tersebut.

2. Pewarnaan Gram

Isolat bakteri yang berumur 24 jam diambil sebanyak 1 ose diletakkan pada
gelas objek steril dan diratakan menggunakan jarum ose. Ditetesi dengan
aguades, kemudian dikeringkan diatas bunsen. Ditetesi dengan kristal violet 5%
secukupnya, dibiarkan selama 1 menit kemudian dicuci dengan air mengalir dan
dikeringkan. Ditetesi iodin, dibiarkan 1 menit kemudian disemprot alkohol 70% dan
dibilas air mengalir. Ditetesi safranin, dibiarkan 1 menit kemudian dicuci dan
dikeringkan. Gelas objek diamati dibawah mikroskop. Gram positif ditandai dengan

warna ungu gelap, sementara gram negatif ditandai dengan warna merah.

3. Pewarnaan Spora

Uji pewarnaan spora ini dilakukan untuk bakteri yang tergolong kedalam
gram positif. Uji pewarnaan spora digunakan untuk mengamati endospora pada
bakteri yang akan diujikan. Bakteri yang telah berumur 24 jam diambil satu ose
dan diletakkan kedalam gelas objek steril yang telah diberi agquades steril,
kemudian dikeringkan diatas api bunsen. Diberi malachite green hingga rata
kemudian didiamkan 2-3 menit, setelah itu dicuci dengan aquades dan
dikeringkan. Kemudian ditetesi safranin, didiamkan selama 30 detik, setelah itu
dicuci dengan aquades dan dikeringkan. Dilakukan pengamatan spora dengan
menggunakan mikroskop yang mana sel bakteri akan berwarna merah, selain itu

jika sel membentuk spora maka spora akan berwarna hijau.

b. Uji Oksidatif-Fermentatif
Pengujian OF ini dilakukan untuk mengetahui bakteri yang telah diperoleh

termasuk kedalam bakteri anaerob fakultatif atau bakteri aerob. Bahan digunakan
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dalam pembuatan media OF untuk 1000 ml media meliputi pepton 2 g, NaCIl 5 g,
KH2PO4 0,3 g, agar 3,0 g dan bromontymol blue 1% 3,0 ml. Bahan-bahan tersebut
dilarutkan kedalam suatu gelas ukur dan diukur hingga ph 7,1, setelah itu media
dituang kedalam masing-masing tabung reaksi sebanyak 4,5 ml per tabung. Lalu
ditutup menggunakan kapas steril dan wrapping. Selanjutnya Media disterilisasi
menggunakan autoclave pada suhu 121°C. Setelah steril, masing-masing tabung
reaksi ditambahkan larutan glukosa 10% sebanyak 0,5 ml. Selanjutnya
menginokulasikan bakteri yang akan diuji dengan cara menusukkan bakteri
dengan jarum ose pada media OF yang telah steril. Kemudian inokulasi ini
dilakukan dengan menambahkan water agar 1 ml sebagai penutup untuk kondisi
anaerob pada tabung pertama, dan dibiarkan tanpa water agar untuk kondisi aerob
untuk tabung kedua. Setelah itu diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari dan
dilakukan pengamatan perubahan warna yang terjadi. Jika media OF yang tanpa
ditutup menggunakan water agar berubah warna menjadi kuning dan media pada
tabung lain yang diberi water agar tetap berwarna biru maka bakteri tersebut
tergolong kedalam bakteri aerob (oksidatif). Jika kedua media pada tabung dari
biru berubah menjadi warna menjadi kuning, maka bakteri tersebut tergolong
kedalam bakteri anaerob (fermentatif). Sebaliknya jika media dikedua tabung tidak

berubah berarti bakteri tidak memecah glukosa dalam medium.

c. Uji Pigmen Fluorescent pada Media King’s B

Uji pigmen fluorescent ini dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri yang
ditemukan menghasilkan pigmen fluorescent. Pengujian ini dilakukan pada media
King's B yaitu dengan cara menggoreskan bakteri dengan umur 24 jam pada
media tersebut, setelah itu diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu ruang. Setelah
itu dilakukan pengamatan dibawah sinar ultra violet (UV). Jika bakteri tersebut
mempunyai reaksi positif, maka akan berpendar hijau, hal tersebut menunjukkan

bahwa bakteri tersebut menghasilkan pigmen fluorescent.

d. Uji Pertumbuhan pada Media YDC

Pengujian pertumbuhan pada media YDC ini untuk mengetahui bakteri
yang ditemukan tergolong dalam genus Pantoea atau Erwinia, jika hasil uji OF
menunjukkan reaksi positif. Bahan yang digunakan untuk membuat media YDC
1000 ml yaitu Yeast-extract 10 g, glukosa 20 g, CaCO3 20 g dan agar 15 g, lalu
semua bahan dilarutkan dengan aquades steril 1000 ml. Kemudian media
disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C. Bakteri yang digunakan

untuk pengujian yaitu yang berumur 24 jam, lalu digoreskan pada media YDC dan
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diinkubasi pada suhu ruang selama 24-48 jam. Setelah itu dilakukan pengamatan
warna pada koloni yang tumbuh media tersebut. Jika menunjukkan reaksi positif
dan koloni tumbuh dengan warna kuning, maka bakteri tergolong genus Pantoea,
sedangkan apabila koloni putih tergolong dalam genus Erwinia. Pengujian pada
media YDC ini juga dilakukan setelah pengujian pigmen fluorescent yang hasilnya
negatif. Jika bakteri tumbuh pada media menunjukkan reaksi positif dan koloni
berwarna kuning, maka bakteri tergolong dalam genus Xanthomonas atau
Xylophilus, yang nantinya akan dilakukan uji selanjutnya untuk membuktikan
genus dari salah satu bakteri tersebut. Jika bakteri yang tumbuh berwarna putih,
maka bakteri tergolong dalam genus Agrobacterium, Acidovorax, Burkholderia,
atau Ralstonia, lalu akan dilakukan uji selanjutnya untuk membuktikan genus dari

salah satu bakteri tersebut.

e. Uji Katalase

Uji Katalase digunakan untuk mengetahui bakteri yang diperoleh dapat
menghasilkan enzim katalase. Cara pengujian ini yaitu mengambil satu ose koloni
bakteri dan diletakkan gelas objek steril, ditetesi dengan H»,O, 3% sebanyak 2
tetes. Bakteri yang menunjukkan reaksi positif maka dapat menghasilkan enzim
katalase yang ditandai dengan munculnya gelembung. Hal ini menunjukkan

bakteri mampu mereduksi H205.

3.3.9. Uji Antagonis Secara In Vitro

Uji antagonis secara in vitro ini dilakukan dengan menggunakan metode
oposisi yaitu dengan cara menumbuhkan isolat patogen H. turcicum berhadapan
dengan isolat bakteri yang akan diuji dengan jarak antara kedua isolat +3 cm pada
media PDA di cawan petri yang berdiameter 9 cm. Kemudian dihitung hasil
penekanan pertumbuhannya oleh bakteri uji dengan menggunakan rumus. Uji
antagonis dapat dilhat pada gambar 3.

Rancangan yang digunakan yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL),
dengan 8 perlakuan yaitu 7 bakteri antagonis yang ditemukan, dengan 1 kontrol
yaitu menggunakan aquades. Kontrol ini bertujuan untuk mengetahui aquades
tersebut mempunyai efek terhadap patogen. Masing-masing perlakuan diulang
sebanyak 4 kali. Rancangan perlakuan uji penghambatan jamur dapat dilihat pada
tabel 1.
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Tabel 1. Perlakuan uji antagonis

Kode Perlakuan

PO Kontrol dengan aquades

P1 Antagonis bakteri a terhadap H. turcicum
P2 Antagonis bakteri b terhadap H. turcicum
P3 Antagonis bakteri c terhadap H. turcicum
P4 Antagonis bakteri d terhadap H. turcicum
P5 Antagonis bakteri e terhadap H. turcicum
P6 Antagonis bakteri f terhadap H. turcicum
P7 Antagonis bakteri g terhadap H. turcicum

3cm
T >

9cm
Gambar 3. Uji a_ntagonis secara in vitro, a) bakteri yang terseleksi, b) jamur H.
turcicum
3.4. Variabel Pengamatan

Variabel pengamatan dalam kegiatan penelitian ini meliputi :
1. Karakteristik Bakteri Antagnonis dari Sumber Air Panas

Karakteristik bakteri antagonis yang telah diperoleh, diidentifikasi secara
morfologi, fisiologi, dan biokimia menggunakan buku acuan Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al. (2001).
2. Tingkat Penghambatan Bakteri Antagonis terhadap Patogen

Tingkat penghambatan bakteri antagonis terhadap patogen menggunakan
variabel pengamatan yaitu jari-jari pertumbuhan patogen H. turcicum. Pengamatan

pertumbuhan ini dilakukan mulai dari hari pertama hingga miselium jamur
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menyentuh kertas saring pada perlakuan kontrol. Persentase daya hambat bakteri
terhadap patogen dihitung menggunakan rumus yang dikembangkan oleh Abidin
(2015):

=T

| = CTx100%

Keterangan:
| : Persentase penghambatan
C : Jari-jari miselium jamur patogen pada perlakuan kontrol

T : Jari-jari miselium jamur patogen pada perlakuan non kontrol

3.5. Analisis Data
Data hasil pengamatan akan dianalisis dengan menggunakan analisis
ragam (ANOVA). Analisis ragam ini menggunakan software DSAASTAT Adins
Excel 2010. Apabila hasil menunjukkan berbeda nyata maka diuji lanjut

menggunakan BNT pada taraf 5%.



4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Isolasi dan Purifikasi H. turcicum

Patogen yang akan digunakan untuk uji antagonis adalah H. turcicum yang
merupakan patogen penyebab penyakit hawar daun pada tanaman jagung. Gejala
visual daun tanaman jagung yang terserang patogen H. turcicum yaitu muncul
bercak kecil berbentuk oval pada awalnya, kemudian semakin memanjang
berbentuk ellips, dan berkembang menjadi nekrotik yang disebut hawar, warnanya
hijau keabu-abuan atau coklat. Panjang hawar 2,5 hingga 15 cm, bercak muncul
dimulai pada daun yang terbawah kemudian berkembang menuju daun atas
(Prasetyo et al., 2017). Berdasarkan hasil identifikasi dapat diketahui bahwa isolat
jamur yang telah diperoleh menunjukkan karakteristik makroskopis dan

mikroskopis sesuai dengan H. turcicum.

A n

Gambar 4. Kenampakan jamur H. turcicum, a) Koloni H. turcicum pada media PDA
umur 7 HSI, b) Morfologi hifa dan konidia jamur H. turcicum pada
perbesaran 400x

Kenampakan makroskopis jamur H. turcicum memiliki miselium berwarna
putih, tekstur permukaan dan bentuk tepi koloni berserabut serta mempunyai pola
penyebaran konsentris. Hal ini sesuai dengan pernyataan Kusumadewi et al.
(2014) bahwa jamur H. turcicum mempunyai kenampakan makroskopis dengan
ciri-ciri miselium jamur berwarna putih, tekstur permukaan dan bentuk tepi koloni
berserabut. Pengamatan secara mikroskopis jamur H. turcicum yaitu mempunyai
hifa bersekat, memiliki bentuk konidia melengkung serta bersekat. Konidiofor H.
turcicum bersekat dan tidak bercabang. Hal ini sesuai dengan Kusumadewi et al.
(2014) bahwa jamur H. turcicum mempunyai hifa bersekat, bentuk konidiofor

bersekat, tidak bercabang, bentuk konidia dengan ciri lonjong dan bersekat.
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4.2. Isolasi dan Purifikasi Bakteri dari Sumber Air Panas

Berdasarkan hasil isolasi dari sumber air panas Tulungrejo, Bumiaji, Kota
Batu diperoleh sebanyak 20 isolat bakteri yang berbeda. Isolat bakteri yang
diperoleh mempunyai kenampakan koloni berbeda meliputi bentuk koloni,
permukaan koloni, warna koloni, dan tepi koloni. Perbedaan kenampakan koloni
ini dapat menentukan jenis bakteri yang berbeda juga. Menurut Sabdaningsih et
al., (2013) koloni bakteri mempunyai bentuk bergerigi, rata atau berombak, selain
itu koloni bakteri berwarna putih, krem atau orange. Dari 20 isolat bakteri yang
diperoleh kemudian dipurifikasi pada media NA untuk mendapatkan kultur murni
dari masing-masing bakteri hasil isolasi. Hasil isolasi bakteri dari sumber air panas

dapat dilihat pada gambar 5.

Gambar 5. Koloni bakteri-bakteri hasil isolasi dari sumber air panas pada
pengenceran 10

4.3. Seleksi Bakteri yang Berpotensi Antagonis Terhadap H. turcicum
Diperoleh sebanyak 20 isolat bakteri dari hasil isolasi yang kemudian akan
dilakukan seleksi untuk mengetahui kemampuan antagonis bakteri terhadap
patogen H. turcicum. Daya antagonis bakteri ditandai dengan adanya zona bening
atau zona hambat diantara bakteri yang diuji dengan patogen H. turcicum. Dari
hasil seleksi ini akan diketahui kemampuan antagonis dari masing-masing bakteri

yang diuji. Hasil bakteri yang telah terseleksi dapat dilihat pada gambar 6.
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Gambar 6. Hasil seleksi bakteri antagonis pada media PDA, a) isolat bakteri S1,
S2, S3, S4, b) isolat bakteri S5, S6, S7, S8, ¢) isolat bakteri S9, S10,
S11, S12, d) isolat bakteri S13, S14, S15, S16, e) isolat bakteri S17,
S18, S19, S20

Setelah dilakukan pengujian seleksi diperoleh 7 bakteri yang mempunyai
kemampuan antagonisme terhadap patogen H. turcicum, hal ini ditandai dengan
terbentuknya zona hambat diantara bakteri dan jamur patogen. Menurut Saputra
et al. (2015) Bakteri yang dapat menghasilkan senyawa penghambatan ditandai
adanya zona bening yang terbentuk disekitar koloni bakteri antagonis. Zona
hambat yang terbentuk ini mengindikasi bahwa terjadi mekanisme antibiosis dari
7 isolat bakteri uji tersebut. Hasil seleksi bakteri yang mampu menjadi antagonis

dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. lIsolat bakteri yang mampu membentuk zona hambat terhadap
pertumbuhan H. turcicum pada media PDA

Kode Isolat Zona hambat Kode isolat Zona hambat
S1 + S11 +
S2 + S12 R
S3 - S13 -
S4 - S14 +
S5 - S15 +
S6 - S16 +
S7 + S17 -
S8 - S18 -
S9 - S19 -

S10 - S20 -

Keterangan: Hasil seleksi bakteri, (+) : reaksi positif, (-) : reaksi negatif
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Bakteri yang telah terseleksi ini akan digunakan dalam uji antagonis
terhadap patogen H. turcicum secara in vitro. Isolat bakteri yang mampu
menghambat pertumbuhan patogen H. turcicum mempunyai kode S1, S2, S7,
S11, S14, S15 dan S16.

4.4. Uji Hipersensitif 7 Isolat Bakteri Hasil Seleksi dari Sumber Air Panas
Uji hipersensitif merupakan uji yang dilakukan untuk mengetahui bakteri
yang ditemukan termasuk kedalam patogen atau non patogen pada tanaman. Dari
hasil uji hipersensitif, semua isolat bakteri yang telah ditemukan termasuk kedalam
bakteri non patogen. Menurut Fanani et al. (2015) uji hipersensitif bertujuan untuk
mengetahui bakteri tergolong patogen atau non patogen. Hasil uji hipersensitif
pada daun tembakau dapat dilihat pada gambar 7.

Bagian daun Bagian"dgun .
yang diinfiltrasi yang diinfiltrasi
bakteri aquades

Gambar 7. Uji hipersensitif pada daun tembakau, a) Isolat S1, b) Isolat S2, S7,
c) Isolat S11, S14, d) Isolat S15, S16, e€) Kontrol dengan aquades

Pengujian hipersensitif ini dilakukan dengan menginfiltrasi bakteri kedalam
jaringan daun tembakau. Kontrol pada uji ini dilakukan dengan menginfiltrasi
aquades steril kedalam jaringan daun. Hasil dari uji hipersensitif ini, ketujuh bakteri
yang telah diinfiltrasi ke bagian daun tembakau tidak menunjukkan adanya gejala

nekrosis dalam jangka waktu 4 hari sehingga merupakan bakteri non patogen.
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Daun yang telah diinfiltrasi bakteri mempunyai kenampakan yang sama dengan
kontrol yaitu tidak ditandai dengan munculnya gejala nekrosis pada daun
tembakau tersebut. Menurut Klement (1990) gejala hipersensitif akan terlihat pada
bagian daun yang diinfiltrasi suspensi bakteri menunjukkan adanya nekrosis dalam
waktu 1 hingga 4 hari. Gejala nekrosis ditunjukkan dengan munculnya bercak
kekuningan hingga coklat pada daun yang diinfiltrasi menggunakan suspensi
bakteri.

4.5. Karakterisasi Bakteri
Didapatkan sebanyak 7 isolat bakteri yang mampu menghambat patogen
H. turcicum dilakukan pengamatan morfologi, fisiologi dan biokimia untuk
mengetahui karakteristik masing-masing isolat yang diperoleh dengan
menggunakan buku acuan Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et
al., 1994) dan Schaad et al., (2001).

4.5.1. Karakterisasi Morfologi 7 Isolat Bakteri Hasil Seleksi dari Sumber Air
Panas

Isolat bakteri yang digunakan untuk pengamatan yaitu yang telah berumur
24-48 jam. Karakterisasi secara morfologi ini dapat diamati melalui koloni tunggal
yang tumbuh pada media NA di cawan petri. Isolat bakteri yang diamati ini yaitu
yang mempunyai potensi sebagai antagonis patogen H. turcicum. Untuk
mempermudah dalam identifikasi morfologi ini pengamatan dilakukan dengan
menggunakan mikroskop.

Bakteri S1 memiliki bentuk koloni bulat, permukaan cembung, berwarna
putih, dan tepi rata.

\ (1)0,9 mm

(2) 0,9 mm

Gambar 8. Koloni bakteri S1 pada media NA umur 2 HSI, a) Koloni tunggal bakteri
S1 pada perbesaran 50x, b) Koloni bakteri S1 pada cawan petri

Bakteri S2 memiliki bentuk koloni tidak beraturan, permukaannya rata,
berwarna putih dan tepi tidak rata.
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Gambar 9. Koloni bakteri S2 pada media NA umur 2 HSI, a) Koloni tunggal bakteri
S2 pada perbesaran 16x, b) Koloni bakteri S2 pada cawan petri

Bakteri kode S7 memiliki bentuk koloni tidak beraturan, permukaan

berombak, warna koloni putih kemerahan pada bagian tengah, dan tepi tidak rata.

(1) 3,1 mm

(2) 2,7 mm

Gambar 10. Koloni bakteri S7 pada media NA umur 2 HSI, a) Koloni tunggal bakteri
S7 pada perbesaran 25x, b) Koloni bakteri S7 pada cawan petri

Bakteri S11 memiliki bentuk koloni yaitu bulat, permukaannya cembung,

warna koloni yaitu putih, dan tepi rata.

(1) 1,7 mm

(2) 1,6 mm

Gambar 11. Koloni bakteri S11 pada media NA umur 2 HSI, a) Koloni tunggal
bakteri S11 pada perbesaran 56x, b) Koloni bakteri S11 pada cawan
petri
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Bakteri S14 memiliki bentuk koloni bulat, permukaan cembung, warna

koloni putih, dan tepi rata.

-l‘— (21 mm

(2):2,2 mm

Gambar 12. Koloni bakteri S14 pada media NA umur 2 HSI, a) Koloni tunggal
bakteri S14 pada perbesaran 32x, b) Koloni bakteri S14 pada cawan
petri

Bakteri S15 memiliki bentuk koloni bulat, permukaannya cembung,

berwarna putih, dan tepi rata.

| (1) 2,1 mm

Gambar 13. Koloni bakteri S15 pada media NA umur2 HSI, a) Koloni tunggal
bakteri S15 pada perbesaran 32x, b) Koloni bakteri S15 pada cawan

petri

Bakteri S16 memiliki bentuk koloni bulat, permukaan cembung, warna
koloni putih, dan tepi tidak rata.

(1) 3.0 mm

|
#) 28 mm

Gambar 14. Koloni bakteri S16 pada media NA umur 2 HSI, a) Koloni tunggal
bakteri S16 pada perbesaran 32x, b) Koloni bakteri S16 pada cawan
petri
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Tabel 3. Karakterisasi secara morfologi 7 isolat bakteri hasil seleksi

Karakterisasi morfologi

Isolat Bentuk Permukaan Warna Tepi

S1 Bulat Cembung Putih Rata

S2 Tidak Rata Putih Tidak rata
beraturan

S7 Tidak Berombak Putih Tidak rata
beraturan Kemerahan

Si11 Bulat Cembung Putih Rata

S14 Bulat Cembung Putih Rata

S15 Bulat Cembung Putih Rata

S16 Bulat Cembung Putih Rata

4.5.2. Karakterisasi Fisiologi dan Biokimia 7 Isolat Bakteri Hasil Seleksi dari
Sumber Air Panas

Karakterisasi fisiologi dan biokimia yang akan dilakukan meliputi uji
hipersensitif, uji gram, uji oksidatif-fermentatif, uji pewarnaan spora, koloni kuning
pada media YDC, pengujian pigmen fluourescent pada media King’s B. Identifikasi
didasarkan pada Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994)
dan Schaad et al. (2001).

a. Uji Gram
Pengujian gram dilakukan untuk mengetahui bakteri yang telah diperoleh
termasuk kedalam gram positif atau negatif. Pengujian gram ini dapat dilakukan

dengan menggunakan larutan KOH 3% dan pewarnaan gram.
1. Uji KOH 3%

Uji KOH 3% dilakukan untuk mengetahui bakteri yang berpotensi sebagai
antagonis termasuk kedalam gram negatif atau positif. Hasil KOH 3% dapat dilihat

pada tabel 4.
Tabel 4. Uji KOH 3% 7 isolat bakteri hasil seleksi
Uji Isolat
S1 S2 S7 S11 S14 S15 S16

KOH Berlendir Tidak Tidak Berlendir Berlendir Berlendir Berlendir
3%

Berdasarkan hasil pengujian menggunakan larutan KOH 3% yang telah
dilakukan, diperoleh hasil bahwa 2 bakteri tergolong kedalam gram positif dan 5
bakteri termasuk dalam gram negatif. Bakteri yang tergolong kedalam gram positif
yaitu pada saat bakteri diuji menggunakan larutan KOH 3% tidak menghasilkan

lendir. Sedangkan bakteri yang termasuk kedalam gram negatif, ketika bakteri diuji
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menggunakan larutan KOH 3% menghasilkan lendir yang ikut terangkat ketika
jarum ose ditarik keatas lendir tersebut juga ikut terangkat. Menurut
Purwohadisantoso et al. (2009) bakteri gram positif yang memiliki dinding sel yang
lebih resistan terhadap KOH, sehingga dinding sel tidak pecah saat direaksikan
dengan KOH. Menurut Edwin (2011) Bakteri yang tergolong kedalam gram negatif
mempunyai lemak yang tebal dan dinding sel tipis yang berada di ruang
periplasma. KOH akan bereaksi dan membuat sel bakteri gram negatif pecah. Sel
yang pecah akan melepaskan DNA yang merupakan substansi melimpah di dalam
sel bakteri. DNA yang dilepaskan ini bersifat stycky strings (menyerupai lendir,
getah atau lengket) yang memberikan hasil seperti lendir saat diangkat dengan

jarum inokulum. Hasil pengujian gram menggunakan larutan KOH 3% dapat dilihat

pada gambar 15.

Gambar 15. Contoh hasil uji KOH 3%, a) Gram negatif (berlendir), b) Gram positif
tidak berlendir

2. Uji pewarnaan gram

Uji pewarnaan gram dilakukan untuk mengetahui bahwa bakteri yang
berpotensi sebagai antagonis termasuk kedalam gram positif atau negatif. Selain
itu, uji pewarnaan gram ini juga dapat melihat bentuk sel dari bakteri yang telah
diperoleh. Hasil uji pewarnaan gram dapat dilihat pada tabel 5.

Tabel 5. Uji pewarnaan gram 7 isolat bakteri hasil seleksi

Uji Isolat

S1 S2 S7 S11 S14 S15 S16

Pewarnaan Negatif Positif Positif Negatif Negatif Negatif Negatif
gram

Berdasarkan uji pewarnaan gram, 2 bakteri tergolong kedalam gram positif
yang mana ditandai dengan sel bakteri berwarna ungu pada saat diamati
menggunakan mikroskop. Sedangkan 5 bakteri termasuk kedalam gram negatif
yang ditandai dengan warna merah pada sel bakteri yang diamati menggunakan
mikroskop. Berdasarkan hasil pewarnaan gram, bentuk sel dari ketujuh bakteri

yang ditemukan yaitu berbentuk basil. Menurut Schaad et al. (2001) perbedaan
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warna pada bakteri gram positif dan gram negatif menunjukkan bahwa adanya
perbedaan struktur dinding sel antara kedua jenis bakteri tersebut. Sel pada
bakteri gram positif mempunyai struktur dinding sel dengan kandungan
peptidoglikan yang tebal, sedangkan bakteri gram negatif memiliki struktur dinding
sel dengan kandungan lipid yang tinggi. Sel gram negatif mempunyai kandungan
lipid yang pada umumnya larut dalam alkohol dan aseton, sehingga saat ditetesi
alkohol, dinding sel akan larut dan ungu dari kristal violet akan tercuci. Menurut
Lay (1994) bakteri gram positif akan berwarna ungu disebabkan kompleks zat
warna kristal violet tetap dipertahankan meskipun diberi larutan pemucat aseton
alkohol. Sedangkan bakteri gram negatif berwarna merah karena kompleks
tersebut larut saat diberi pemucat aseton alkohol sehingga mengambil warna

merah safranin. Hasil pewarnaan gram bakteri dapat dilihat pada gambar 16.
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Gambar 16. Bentuk sel batang bakteri pada perbesaran 1000x, a) bakteri gram
negatif, b) bakteri gram positif

b. Uji pewarnaan spora

Uji pewarnaan spora dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya spora
dalam bakteri tersebut. Uji pewarnaan spora dilakukan pada bakteri gram positif
yaitu pada isolat S2 dan S7. Hasil pewarnaan spora dapat dilihat pada tabel 6.

Tabel 6. Uji pewarnaan spora isolat bakteri S2 dan S7

Uji Isolat
S1 S2 S7 S11 S14 S15 S16
Pewarnaan Tidak Ada Ada Tidak Tidak Tidak Tidak
spora diuji diuji diuji diuiji diuji

Berdasarkan hasil uji pewarnaan spora isolat bakteri S2 dan S7 memiliki
spora yang mana ditandai dengan adanya warna hijau pada sel bakteri tersebut.
Berdasarkan pengujian ini dapat diketahui bahwa isolat S2 dan S7 tergolong
kedalam bakteri genus Baccilus sp. dengan karateristik fisiologis dan biokimia
meliputi umumnya memiliki endospora, sel berbentuk batang, tergolong gram
positif, katalase positif, bersifat dengan anaerobik fakultatif. Menurut Sunatmo

(2007) spora pada bakteri mempunyai selubung yang keras dan tebal. Sehingga
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pada saat diberi zat warna malachite green akan tetap diikat oleh spora bakteri
setelah pencucian dengan larutan safranin. Spora bakteri akan berwarna hijau dan
sel vegetatif bakteri akan berwarna merah (Agustina et al., 2013). Menurut Hastuti
(2012) spora bakteri akan terbentuk jika pada kondisi lingkungan yang tidak
optimum untuk pertumbuhan dan perkembangan bakteri tersebut, seperti halnya
yaitu medium mengering, kandungan nutrisi menyusut dan sebagainya. Menurut
Agustina et al. (2013) spora merupakan bentuk pertahanan diri bakteri dari
keadaan yang ekstrim misalnya pada keadaan kering, panas atau terdapat bahan

kimia seperti racun. Hasil uji pewarnaan spora dapat dilihat pada gambar 17.
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Gambar 17. Hasil uji pewarnaan spora pada perbesaran 1000x, a) isolat S2, b)
Isolat S7

c. Uji Oksidatif-Fermentatif

Uji oksidatif-fermentatif dilakukan untuk mengetahui bakteri yang
ditemukan termasuk kedalam bakteri aerob ataupun anaerob fakultatif. Hasil uji
oksidatif-fermentatif dapat dilihat pada tabel 7.

Tabel 7. Uji oksidatif-fermentatif 7 isolat bakteri hasil seleksi

Uji Isolat
S1 S2 S7 S11 S14 S15 S16
Oksidatif-  Kuning Kuning Kuning Kuning Kuning Kuning Biru
fermentatif

Berdasarkan uji oksidatif-fermentatif yang telah dilakukan dari 7 bakteri,
diperoleh hasil yaitu 6 isolat bakteri bersifat anaerob fakultatif dan 1 isolat bakteri
bersifat aerob. Bakteri yang bersifat aerob yaitu ditandai dengan tidak adanya
perubahan warna pada tabung reaksi yang berisi media oksidatif-fermentatif yang
telah diberi agar sehingga warna pada tabung tetap biru. Sedangkan bakteri yang
bersifat anaerob fakultatif yaitu ditandai dengan adanya perubahan warna dari biru
menjadi kuning pada tabung reaksi yang berisi media oksidatif-fermentatif yang
diberi agar maupun tanpa agar. Hasil pengujian oksidatif-fermentatif dapat dilihat

pada gambar 18.
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fakultatif, b) Bakteri yang bersifat aerob

Keterangan : A = Kontrol diberi agar
B = Kontrol tanpa agar
C = Media OF diberi bakteri dan agar
D = Media OF diberi bakteri tanpa agar

Menurut Chatri (2016) bakteri oksidatif (aerob) membutuhkan oksigen
dalam memfermentasi glukosa, sehingga hanya tabung yang tidak diberi water
agar yang berubah warna. Berbeda dengan bakteri fermentatif yang tanpa oksigen
mampu memfermentasi glukosa dan menghasilkan asam. Menurut Menurut
Koneman (2006) organisme fermentatif akan menghasilkan reaksi asam pada
tabung yang ditutup maupun tidak ditutup. Sedangkan pada organisme oksidatif
hanya akan memproduksi reaksi asam pada tabung yang tidak ditutup dan pada
tabung yang ditutup tidak akan membentuk asam pada tabung. Asam yang
dihasilkan dari fermentasi tersebut akan menurunkan pH medium sehingga

indikator BTB berubah menjadi warna kuning.

d. Uji Pigmen Fluorescent Isolat Bakteri S16

Uji pigmen fluorescent ini dilakukan hanya pada isolat S16 dikarenakan
pada uji oksidatif-fermentatif bersifat aerob. Uji ini dilakukan dengan
menumbuhkan isolat bakteri S16 pada media King’s B dan diinkubasi selama 24
jam. Setelah diinkubasi diamati dibawah sinar UV, namun tidak nampak ada
pendar hijau menyala sehingga hasilnya negatif. Menurut Schaad et al. (2001),
apabila terlihat ada pigmen fluorescent setelah bakteri ditumbuhkan pada media
King's B menunjukkan bahwa bakteri tersebut termasuk Pseudomonas
fluorescens. Karena bakteri uji tidak berpendar, sehingga bakteri tersebut dapat
tergolong pada genus Agrobacterium, Acidovorax, Burkholderia, Ralstonia,
Xanthomonas atau Xylophilus. Maka untuk mengetahui genus dari bakteri dengan
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kode S16 tersebut, perlu dilakukan uji selanjutnya yaitu uji koloni kuning pada

media YDC. Hasil uji pigmen fluorescent dilihat pada gambar 19.

Gambar 19. Hasil uji pigmen fluorescent bakteri S16 pada media King’s B umur 24
jam

e. Uji Koloni Kuning pada Media YDC

Pengujian koloni kuning pada media YDC ini dilakukan untuk bakteri yang
tergolong kedalam gram negatif. Bakteri yang mempunyai reaksi positif pada
pengujian ini yaitu ditandai dengan tumbuhnya koloni berwarna kuning pada media
YDC. Sedangkan reaksi negatif jika koloni yang tumbuh pada media YDC
berwarna putih. Hasil uji oksidatif-fermentatif dapat dilihat pada tabel 8.
Tabel 8. Uji koloni kuning 5 isolat bakteri pada media YDC

Uji Isolat
S1 S2 S7 S11 S14 S15 S16

Media Kuning  Tidak Tidak Putih Putih Putih Putih
YDC diuji diuji
Berdasarkan tabel uji oksidatif-fermentatif isolat bakteri S1, S11, S14, dan

S15 ini tergolong positif, sehingga dilanjutkan dengan uji pada media YDC.
Berdasarkan uji media YDC, bakteri dengan kode S1 menunjukkan reaksi positif
karena koloni berwarna kuning pada media YDC sehingga bakteri tersebut
termasuk kedalam genus Pantoea. Sedangkan isolat bakteri dengan kode S11,
S14 dan S15 menunjukkan reaksi negatif karena koloni berwarna putih pada
media YDC, sehingga bakteri ini termasuk kedalam genus Erwinia. Hal ini sesuai
dengan Schaad et al. (2001) yang menyatakan bahwa pengujian media YDC
merupakan media selektif untuk tumbuhnya bakteri dengan genus Pantoea. Selain
itu, media YDC juga untuk mengetahui bakteri termasuk kedalam genus Pantoea

atau Erwinia. Genus Pantoea tumbuh dengan koloni berwarna kuning pada media
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YDC. Genus Erwinia tumbuh dengan koloni berwarna putih. Hasil pengujian pada
media YDC dapat dilihat pada gambar 20.

—

Gambar 20. Contoh hasil uji pada media YDC, a) koloni berwarna putih, b) koloni
berwarna kuning.

Pengujian koloni kuning YDC juga dilakukan pada isolat bakteri S16.
Pengujian ini dilakukan setelah uji pigmen fluorescent yang memiliki hasil negatif.
Pengujian media YDC ini yaitu untuk mengetahui bahwa bakteri tersebut termasuk
kedalam genus Xanthomonas atau Xylophilus jika bereaksi positif yang ditandai
dengan koloni berwarna kuning. Jika bakteri bereaksi negatif termasuk kedalam
genus Agrobacterium, Burkholderia, Acidovorax, atau Ralstonia yang ditandai
dengan koloni berwarna putih. Dari hasil uji YDC, isolat bakteri S16 mempunyai
reaksi negatif yang ditandai dengan koloni berwarna putih pada media YDC,
sehingga bakteri tersebut termasuk kedalam genus Agrobacterium, Burkholderia,
Acidovorax, atau Ralstonia yang mana harus dilakukan uji selanjutnya dengan
menggunakan media DIM untuk menentukan genus bakteri tersebut.

f. Uji Katalase

Pengujian katalase ini bertujuan untuk mengetahui ada atau tidaknya

enzim katalase pada bakteri yang berpotensi sebagai antagonis. Hasil dari uji

katalase dapat dilihat pada tabel 9.

Tabel 9. Uji katalase 7 isolat bakteri hasil seleksi

Uji Isolat

S1 S2 S7 S11 S14 S15 S16

Katalase Gelem- Gelem- Gelem- Gelem- Gelem- Gelem- Gelem-
Bung Bung Bung Bung Bung Bung Bung

Dari tabel hasil uji katalase 7 bakteri bereaksi positif setelah ditetesi dengan
larutan H2O» 3%. Reaksi positif pada bakteri ditandai dengan munculnya
gelembung gas pada suspensi tersebut. Hasil uji katalase dapat dilihat pada
gambar 21.
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Gambar 21. Contoh uji katalase positif menghasilkan gelembung

Menurut Hidayat dan Alhadi (2012) bakteri yang memiliki enzim katalase
akan memecah H.O, menjadi H,O dan O, yang ditunjukkan dengan adanya
gelembung-gelembung oksigen pada isolat, berbeda dengan bakteri katalase
negatif yang tidak menghasilkan gelembung-gelembung berarti H.O, yang
diberikan tidak dipecah. Menurut Lay (1994) katalase merupakan enzim yang
dapat mengkatalisa penguraian hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen.
Hidrogen peroksida bersifat toksik terhadap sel karena dapat menginaktifkan
enzim dalam sel. Hidrogen peroksida terbentuk pada saat metabolisme aerob,
sehingga mikroorganisme yang tumbuh dalam lingkungan anaerob mampu
menguraikan bahan tersebut. Hasil uji fisiologi dan biokimia bakteri dapat dilihat
pada tabel 10.

Tabel 10. Karakterisasi fisiologi dan biokimia 7 isolat bakteri hasil seleksi

Karakterisasi Isolat
S1 S2 S7 S11 S14 S15 S16
Uji - - - - - - -
hipersensitif
Uji KOH 3% - + + - - L -
Uji - + + - - - -
pewarnaan
gram
Uji Oksidatif- + + + + + + -
Fermentatif
Uji Pigmen TU TU TU TU TU TU -
Fluorescent
Uji YDC + TU TU - - - -
Uji katalase + + + + + + +
Pantoea Bacillus Bacillus Erwinia Erwinia Erwinia -
sp sp sp sp sp sp

Keterangan : (-) reaksi negatif, (+) reaksi positif, (TU) tidak dilakukan uji

4.5.3. Karakterisasi Morfologi, Fisiologi, dan Biokimia Bakteri 7 Isolat Bakteri
Hasil Seleksi dari Sumber Air Panas
Karakterisasi morfologi, fisiologi, dan biokimia bakteri dilakukan untuk
mengetahui genus bakteri yang berpotensi sebagai antagonis. Hasil dari pengujian

tersebut dapat dilihat pada tabel 11.



Tabel 11. Karakterisasi morfologi, fisiologi, dan biokimia 7 isolat bakteri hasil seleksi

Karakterisasi Isolat
S1 S2 S7 S11 S14 S15 S16
Warna Putih Putih Putih Putih Putih Putih Putih
Kemerahan
Bentuk Bulat Tidak Tidak beraturan Bulat Bulat Bulat Bulat
beraturan

Permukaan Cembung Rata Berombak Cembung Cembung Cembung Cembung
Tepi Rata Tidak rata Tidak rata Rata Rata Rata Rata
Uji hipersensitif - - - - - - -
Uji KOH 3% - + + - - - -
Uji pewarnaan - + + - - - -
gram
Uji Oksidatif- + + + + + + -
Fermentatif
Uji Pigmen TU TU TU TU TU TU -
Fluorescent
Uji YDC + TU TU - - - -
Uji katalase + + + + + + +

Pantoea sp Bacillus sp Bacillus sp Erwinia sp Erwinia sp Erwinia sp -

Keterangan : (-) reaksi negatif, (+) reaksi positif, (TU) tidak dilakukan uji

€e
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Berdasarkan tabel karakterisasi morfologi, fisiologi dan biokimia dari
kejutuh bakteri yang berpotensi sebagai antagonis terhadap H. turcicum, isolat
bakteri S1 termasuk dalam genus Pantoea sp. Menurut Desi et al. (2014) Bakteri
genus Pantoea sp mempunya bentuk koloni bulat, termasuk dalam gram negatif,
permukaan cembung, bersifat anaerob fakultatif, dan bersifat katalase positif.
Isolat bakteri S2 dan S7 termasuk dalam genus Bacillus sp. Menurut Hatmanti
(2000) bakteri genus Bacillus mempunyai bentuk koloni tidak beraturan, termasuk
dalam gram negatif, sel berbentuk batang, dapat membentuk endospora, bersifat
anaerob fakultatif, bersifat katalase positif. Isolat bakteri S11, S14, dan S15
termasuk genus Erwinia sp. Menurut Semangun (2006) bakteri genus mempunyai
koloni berwarna putih, sel berbentuk batang. Selain itu, De Boer dan Kelman
(2001) menyatakan bahwa bakteri Erwinia tergolong dalam gram negatif,
mempunyai sifat anaerobik fakultatif. Isolat bakteri S16 belum diketahui genusnya,

sehingga perlu dilakukan untuk pengujian selanjutnya yaitu pada media DIM.

4.6. Uji Antagonis Secara In Vitro

Bakteri dari sumber air panas yang telah terseleksi selanjutnya akan
dilakukan pengujian antagonis secara in vitro terhadap jamur H. turcicum dengan
metode oposisi. Penguijian ini memiliki tujuan untuk mengetahui pengaruh bakteri
antagonis dalam menghambat pertumbuhan jamur H. turcicum yang dilihat melalui
terbentuknya zona hambat pada cawan petri. Presentase daya hambat mengalami
peningkatan setiap harinya dengan ditandai adanya zona hambat yang dihasilkan
mulai 1 hari setelah isolasi hingga 4 hari setelah isolasi. Berdasarkan presentase
zona hambat yang terbentuk ketujuh bakteri antagonis menunjukkan hasil yang
berpengaruh nyata. Hasil presentase daya hambat bakteri dapat dilihat pada tabel
12 dan gambar 22.

Tabel 12. Rerata presentase daya hambat bakteri antagonis terhadap H. turcicum

selama 4 HSI

Perlakuan 1 HSI 2 HSI 3 HSI 4 HSI
SO 0 a 0 a 0 a 0 a
S1 16,67 bcd 21,16 cd 25,54 cd 27,50 de
S2 20,84 cd 23,08d 26,73 cd 28,34 e
S7 25 d 25 d 27,92d 29,17 e
S11 8,34 ab 15,38 b 19,75 b 25 bc
S14 12,50 bc 17,31 bc 20,99 b 25,84 bcd
S15 12,50 bc 17,31 bc 24,41 c 26,67 cde
S16 8,34 ab 13,46 b 18,62 b 24,17 b

Keterangan: Bilangan yang disertai huruf berbeda menunjukkan berbeda nyata
pada uji BNT 5%.
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Gambar 22. Histogram rerata presentase daya hambat bakteri antagonis terhadap
H. turcicum selama 4 HSI

Berdasarkan tabel dan histogram presentase daya hambat bakteri
antagonis dapat dilihat bahwa setiap bakteri antagonis menunjukkan presentase
daya hambat yang berbeda. Presentase penghambatan tertinggi pada 4 HSI yang
mana pada bakteri S1 mempunyai daya hambat sebesar 27,50, S2 sebesar 28,34,
S7 sebesar 29,17, S11 sebesar 25, S14 sebesar 25,84, S15 sebesar 26,67 dan
S16 sebesar 24,17. Presentase daya hambat bakteri tertinggi yaitu pada bakteri
dengan kode isolat S7 yang tergolong dalam genus Bacillus sp. Isolat bakteri S7
mampu menghasilkan zona hambat dengan presentase sebesar 29,17 pada hari
ke 4 setelah isolasi. Genus selanjutnya yaitu Pantoea sp dengan kode isolat S1
yang mempunyai daya hambat sebesar 27,50. Bakteri S15 tergolong kedalam
genus Erwinia yang mana mempunyai daya hambat sebesar 26,67. Pada
perlakuan kontrol dengan menggunakan aquades tidak menunjukkan adanya
zona hambat, sehingga tidak mempunyai potensi antagonis terhadap
pertumbuhan jamur H. turcicum. Kontrol ini digunakan untuk membandingkan
perlakuan bakteri, dan mengamati daya hambat bakteri terhadap patogen.
Penghambatan bakteri terhadap patogen dapat dilihat pada gambar 23.

Zona hambat yang terbentuk dari ketujuh bakteri antagonis mengindikasi
adanya mekanisme antibiosis (Muhibuddin et al., 2018). Antibiosis merupakan
senyawa yang dihasilkan oleh suatu mikroba untuk menghambat mikroorganisme
yang lain (Pal, 2006). Zona hambat yang ditunjukkan pada setiap bakteri antagonis
berbeda karena senyawa antibiosis yang dihasilkan juga berbeda (Raharini et al.,
2012).
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Gambar 23. Hasil penghambatan bakteri antagonis terhadap H. turcicum, a) isolat
S1, b) isolat S2, c) isolat S7, d) isolat S11, e) isolat S14, f) isolat S15,
g) isolat S16, dan h) kontrol dengan aquades

Menurut Cook dan Baker (1996) bakteri Bacillus sp. diketahui mempunyai
potensi sebagai agens pengendali hayati beberapa patogen tumbuhan. Menurut
Habazar dan Yaherwandi (2006) bakteri Bacillus sp. memiliki kemampuan sebagai
agens hayati yang berkaitan dengan kemampuannya bersaing untuk
mendapatkan zat makanan, menghasilkan senyawa metabolit sekunder seperti
antibiotik, siderofor dan enzim ekstraseluler. Menurut Hatmanti (2000) yang
menyatakan bahwa kelompok Baccilus sp. memiliki kemampuan seperti lipolitik,
antibiosis, proteolitik dan amilolitik. Baccilus sp. Diketahui banyak menghasilkan
antibiotik antara lain B. brevis (gramicidin dan thyrothiricin), B. cereus (cerexin dan
zwittermicin), B. circulans (circulin), B. laterporus (laterosporin), B. lichenformis

(bacitracin), B. polymyxa (polymixsin dan colistin), B. pimuilus (pumulin), B. subtilis
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(polymixen, difficidin, subtilin, mycobacilin dan bacitracin) (Awais et al., 2010, Vello
etal., 2011).

Menurut Mutmainnah (2011) bakteri Pantoea mempunyai kemampuan
menghambat mikroba salah satunya jamur. Pantoea memiliki sifat antibiosis yang
menghasilkan herbicolin yang dapat menekan infeksi patogen dan mampu
menghasilkan enzim kitinase yang berperan penting pada proses mycoparasit
jamur. Menurut Rezzonico et al. (2009) bakteri Pantoea agglomerans merupakan
salah satu agens biokontrol yang mampu mengendalikan jamur patogen. Menurut
Dutkiewicz et al. (2016), bakteri Pantoea sp menghambat patogen dengan
mengeluarkan senyawa antibiosis yaitu herbicolins, pantocin, microcin.

Menurut Rezzonico et al. (2016) genus Erwinia dapat menjadi agens
biokontrol terhadap patogen tanaman. Dilaporkan bahwa Erwinia mempunyai
aktivitas biokontrol terhadap patogen penyebab bercak coklat pada buah pir,
busuk buah pada buah apel dan pir (Bonaterra et al., 2003; France’s et al., 2006

dan Montesinos et al., 1996).



5. PENUTUP

5.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa :
. Terdapat tujuh bakteri hasil eksplorasi dari sumber air panas yang berpotensi
menghambat H. turcicum secara in vitro. Ketujuh bakteri tersebut mampu
secara nyata dalam menghambat patogen H. turcicum.
. Bakteri yang berpotensi sebagai antagonis secara in vitro, termasuk kedalam
genus Pantoea sp, Bacillus sp, Erwinia sp dan terdapat satu bakteri yang belum

diketahui genusnya.

5.2. Saran
Saran yang dapat diambil dari penelitian ini adalah :
. Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut terhadap bakteri yang belum
teridentifikasi, untuk mengetahui genus dari bakteri tersebut.
. Penelitian selanjutnya bakteri ditumbuhkan pada suhu 50°C agar sama dengan
suhu lapang untuk skala in vitro serta uji antagonis dapat dilakukan dalam skala

lapang atau in vivo.
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