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RINGKASAN

Rizka Ayu Rachmawati. 155040200111186. Eksplorasi Indigenous
PGPR dari Rizosfer Tanaman Bambu di UB Forest dan Potensinya
Sebagai Agens Antagonis Terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Di
bawah bimbingan Prof. Dr. Ir. Abdul Latief Abadi, MS. sebagai
Pembimbing Utama dan Restu Rizkyta, SP., M.Sc sebagai Pembimbing
Pendamping.

Padi merupakan tanaman pangan utama di dunia. Faktor terkait
produksinya selalu menjadi perhatian, salah satunya adalah penyakit hawar
daun bakteri yang disebabkan oleh patogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae
(X00). Pengendalian secara kimia masih menimbulkan dampak negatif bagi
lingkungan, sehingga perlu dikembangkan pengendalian secara hayati.
Sumber keanekaragaman hayati yaitu hutan pendidikan UB Forest. Rizosfer
atau daerah perakaran tanaman diketahui berpotensi sebagai sumber
keragaman mikroorganisme, terutama bagi bakteri yang bersifat sebagai
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Salah satu tanaman yang
diduga memiliki potensi sebagau PGPR adalah pada rizosfer tanaman
bambu. Tujuan penelitian yaitu untuk mengkaji keberadaan indigenous
PGPR rizosfer tanaman bambu di kawasan UB Forest dan potensinya
sebagai agens antagonis terhadap Xoo.

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan
Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya pada bulan Januari hingga Mei
2019. Tahapan pada penelitian ini yaitu isolasi bakteri rizosfer, seleksi
bakteri PGPR, seleksi uji antagonis bakteri, uji penghambatan bakteri, dan
karakterisasi serta identifikasi bakteri.

Hasil isolasi dari rizosfer tanaman bambu telah diperoleh 59 isolat
bakteri yang memiliki bentuk, warna dan ukuran berbeda. Hasil seleksi
bakteri yang bersifat sebagai PGPR menunjukkan 45 isolat mampu
menambat nitrogen berdasarkan pertumbuhan pada media Burk, 48 isolat
mampu melarutkan fosfor berdasarkan zona bening (halozone) yang
dihasilkan pada media Pikovskaya dan 37 isolat yang memiliki sifat
keduanya. Dari 37 isolat tersebut, 5 diantaranya mempunyai potensi
antagonis terhadap Xoo berdasarkan zona hambat yang terbentuk. Kelima
isolat dengan kode B6.2, E3.2, E1.1, A1.3 dan A4.3 mampu menambat
nitrogen, melarutkan fosfat dan bersifat antagonis terhadap Xoo. Hasil uji
antagonis menunjukkan zona hambat yang dihasilkan dari kelima bakteri
terhadap Xoo tidak berbeda nyata.. Hasil identifikasi secara morfologi,
fisiologi dan biokimia menunjukkan bahwa isolat dengan kode B6.2 dan
E3.2 merupakan bakteri dari genus Pantoea sp. Bakteri dengan kode isolat
El.1, Al.3, A4.3 merupakan bakteri dari genus Erwinia sp.



SUMMARY

Rizka Ayu Rachmawati. 155040200111186. Exploration of Indigenous
PGPR from Rizosphere of Bamboo Plants in UB Forest and Its
Potential as Antagonistic Agents Against Xanthomonas oryzae pv.
oryzae. Supervised by Prof. Dr. Ir. Abdul Latief Abadi, MS. As main
supervisor and Restu Rizkyta, SP., M.Sc as companion supervisor

Rice is the main food crop in the world. Factors related to production
is always a concern, one of them is bacterial leaf blight disease caused by
the pathogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo). Chemical control is
still a negative impact on the environment, so it needs to be developed as a
biological control. Source of biodiversity is educational forest UB Forest.
Rhizosphere or root zone of plants known potential as a source of diversity
of microorganisms, especially for bacteria that are as PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria). One of the plants suspected of having the
potential of bacteria in the rhizosphere PGPR is the bamboo plant. The
purpose of research is to examine the existence of indigenous rhizosphere
PGPR bacterial bamboo plants in UB Forest region and its potential as an
agent antagonist against Xoo.

The research was conducted at the Laboratory of Plant Pathology,
Faculty of Agriculture, University of Brawijaya in January to May 2019.
The stages in this study is isolation of bacterial rhizosphere, PGPR bacterial
selection, selection of test antagonist bacteria, bacterial inhibition test and
characterization and identification of bacteria.

Isolated from the rhizosphere of plants bamboo has obtained 59
isolates of bacteria that have shapes, colors and different sizes. The result of
the selection of bacteria that are as PGPR showed 45 isolates were able to
tie up nitrogen by growth in Burk media, 48 isolates capable of dissolving
phosphorus based clear zone (halozone) generated in the Pikovskaya media
and 37 isolates that have both properties. The five isolates with codes B6.2,
E3.2, E1.1, ALl.3 and A4.3 are able to anchor nitrogen, dissolve phosphate
and are antagonistic to Xoo. The antagonistic test results showed that the
inhibition zones produced from the five bacteria against Xoo are not
significantly different. The identification results in morphology, physiology
and biochemistry showed that isolates with codes B6.2 and E3.2 are bacteria
from the genus Pantoea sp. Bacteria with code isolates E1.1, A1.3, A4.3 are
bacteria from the genus Erwinia sp.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Padi (Oryza sativa L.) merupakan tanaman pangan utama di Indonesia.
Indonesia merupakan negara produsen beras yang sekaligus merupakan negara
konsumen terbesar di Asia Tenggara. Angka pertumbuhan pemanfaatan beras
dunia yang rata-rata lebih tinggi dari pertumbuhan rata-rata produksi beras dunia
perlu mendapatkan perhatian yang serius (Hermanto et al.,2015). Oleh karena itu,
permasalahan terkait faktor produksinya sangat diperhatikan. Salah satu faktor
penghambat produksi pada padi yakni adanya serangan patogen penyebab
penyakit tumbuhan.

Salah satu penyakit penting pada tanaman padi pada negara-negara
penghasil padi di dunia adalah penyakit hawar daun bakteri atau HDB yang
disebabkan oleh patogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae atau Xoo (Zhang and
Wang, 2013). Xoo dilaporkan menjadi patogen penting penyebab hawar daun
yang mampu menurunkan produksi padi dengan kehilangan hasil mencapai 20,6-
35,6% pada musim hujan dan 7,5-23,8% pada musim kemarau (BPPOPT, 2007).
Selain itu, tanaman padi yang terserang Xoo membuat gabah tidak terisi penuh
atau bahkan hampa. Pada kondisi seperti ini kehilangan hasil mencapai 50-70
persen (BPTP, 2016).

Upaya pengendalian penyakit HDB terkendala oleh kemampuan patogen
untuk membentuk strain baru yang lebih virulen sehingga teknologi pencarian
varietas yang tahan terhadap penyakit HDB menjadi kurang efektif (Wahyudi,
2011). Pengendalian lainnya yang dianggap efektif adalah dengan penggunaan
bakterisida yang merupakan pestisida anti bakteri. Namun, penggunaan
bakterisida kimia sangat tidak dianjurkan, karena dapat menimbulkan dampak
negatif bagi lingkungan dan kesehatan manusia akibat residu yang ditinggalkan
(Sitaramaraju et al.,2014). Oleh karena itu, pemanfaatan agen hayati lebih
dianjurkan sebagai solusi pengendalian HDB yang efektif dan ramah lingkungan.

Hutan memiliki kekayaan flora dan fauna yang tinggi. Tingkat
biodiversitas yang tinggi di hutan membuat hutan memiliki potensi sebagai
sumber mikroorganisme yang tinggi. Salah satu mikroorganisme yang kurang

diketahui pemanfaatannya adalah bakteri penghuni akar (rizosfer). Beberapa



penelitian melaporkan bahwa bakteri adalah mikroorganisme yang paling banyak
ditemukan di dalam tanah bila dibandingkan dengan mikroorganisme lain seperti
fungi dan protozoa (Batubara et al., 2015). Rizosfer merupakan lingkungan di
sekitar perakaran tanaman yang kaya akan nutrisi, eksudat yang dihasilkan oleh
akar tanaman dan sangat diperlukan oleh mikroorganisme. Sejumlah bakteri
mengkolonisasi akar, hidup secara simbiosis dengan memanfaatkan eksudat akar
tanaman (Akhtar et al., 2012). Menurut Beneduzi et al.,(2012) Kelompok bakteri
ini mampu mensekresikan senyawa-senyawa yang berguna bagi pertumbuhan
tanaman, menghasilkan antibiotik, kompetisi makanan dan menginduksi
ketahanan tanaman terhadap patogen penyakit dan hama.

Bakteri rizosfer telah dilaporkan memiliki potensi sebagai PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) yang mampu menghambat pertumbuhan
patogen tanaman melalui produksi senyawa antimikroba. Selain itu, Menurut
Freeman et al.,(2002), PGPR dapat berperan sebagai biostimulant (memacu
pertumbuhan tanaman), biofertilizer (melarutkan atau menambat unsur hara dalam
tanah) dan bioprotectant (melindungi tanaman dari patogen). Salah satu hutan
alami yaitu UB Forest. UB Forest merupakan hutan alami yang terletak di Dusun
Sumbersari Desa Tawangaro Kecamatan Karangploso. Kawasan ini ditumbubhi
berbabagi jenis tanaman baik tanaman semusim maupun tanaman tahunan.

Tanaman bambu merupakan tanaman dari famili Graminae (rumput) yang
dapat tumbuh sampai dengan ketinggian 3800 mdpl. Tanaman ini mampu
menyesuaikan diri dengan kondisi tanah dan cuaca yang ada. Bambu merupakan
satu-satunya tanaman yang dapat tumbuh dalam waktu yang singkat
dibandingkan dengan tanaman kayu-kayuan. Dalam sehari bambu dapat
bertambah panjang 30-90 cm (Raka et al, 2016). Oleh karena itu, perakaran
bambu diduga memiliki sistem yang mampu memacu pertumbuhan yaitu bakteri
PGPR. Susanti et al., (2015) juga melaporkan bahwa bakteri rizosfer dari
tanaman Bambu di wilayah Bogor memiliki aktivitas antagonis terhadap
pertumbuhan jamur Phytopthora palmivora. Sementara itu Darma (2016)
menemukan bahwa Bacillus subtilis yang diisolasi dari rizosfer bambu memiliki
aktivitas antifungi terhadap Sclerotium rolfsii. Bakteri rizosfer juga dilaporkan

sebagai salah satu agens hayati penghasil senyawa antifungi. Sumarno et



al.,(2014), juga menyebutkan bahwa bakteri rizosfer Bacillus pumilus dapat
menghambat patogen Xoo.

Peran mikroorganisme yang besar dalam pemecahan berbagai masalah
dilingkungan menjadi alasan dilakukan eksplorasi dan isolasi bakteri potensial
yang keberadaannya melimpah didalam tanah. Penelitian ini memiliki tujuan
untuk mengkaji apakah terdapat bakteri PGPR pada indigenous rizosfer tanaman
bambu di UB Forest sebagai pengendali alternatif patogen hawar daun bakteri

pada tanaman padi.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang diajukan pada penelitian ini yaitu apakah
indigenous bakteri rizosfer tanaman bambu di UB Forest bersifat sebagai PGPR
dan dapat bersifat antagonis terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae atau

patogen penyebab hawar daun bakteri pada tanaman padi ?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini yaitu mengkaji keberadaan indigenous PGPR
dari rizosfer tanaman bambu di UB Forest dan potensi antagonisnya terhadap
Xanthomonas oryzae pv. oryzae atau patogen penyebab hawar daun bakteri pada

tanaman padi secara in vitro.

1.4 Hipotesis Penelitian

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah pada rizosfer tanaman
bambu di UB Forest terdapat indigenous PGPR yang bersifat antagonis terhadap
Xanthomonas oryzae pv. oryzae atau patogen penyebab hawar daun bakteri pada

tanaman padi secara in vitro.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini vyaitu sebagai upaya dan landasan
pengembangan PGPR yang dapat dimanfaatkan sebagai agens hayati untuk

mengendalikan penyakit hawar daun bakteri tanaman padi secara in vitro.



. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Penyakit Hawar Daun Bakteri pada Tanaman Padi

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) merupakan bakteri Gram negatif
yang menyebabkan penyakit hawar daun bakteri (HDB) pada padi. HDB
tergolong penyakit penting di banyak negara penghasil padi. Hal ini disebabkan
karena HDB dapat mengurangi hasil panen dengan tingkat yang bervariasi,
tergantung pada stadium pertumbuhan tanaman yang terinfeksi, tingkat
kerentanan kultivar padi, dan kondisi lingkungan (Abdullah, 2006). Xoo tergolong
kedalam  Kingdom : Bacteria, Filum : Proteobacteria, Kkelas
Gammaproteobacteria, Ordo : Xanthomonodales, Famili : Xanthomonodaceae,
Genus : Xanthomonas dan nama spesies Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Swings
et al., 1990). Penyebab penyakit (patogen) menginfeksi tanaman padi pada bagian
daun dengan cara melalui luka daun atau melalui lubang alami berupa stomata dan
merusak klorofil daun, sehingga menurunkan kemampuan tanaman untuk
berfotosintesis. Apabila hal ini terjadi pada fase generatif maka proses pengisian
gabah kurang sempurna (Sudir et al.,2012). Pengujian patogenesitas Xoo biasanya
dilakukan dengan cara melukai ujung daun padi yang menjadi lubang masuknya
patogen kedalam tanaman padi. Melalui luka tersebut, bakteri kemudian bergerak
sambil memperbanyak diri menuju xylem (Ou. 1985). Suparyono et al.,(2003),
menyatakan bakteri ini masuk kedalam jaringan tanaman lalu memperbanyak diri
di dalam epidermis yang menghubungkan dengan pembuluh pengangkut,
kemudian tersebar kejaringan lainnya dan menimbulkan gejala infeksi.

Penyebarannya pada wilayah persawahan melalui perantara air irigasi.
Gejala yang ditimbulkan oleh bakteri ini tergolong khas, yaitu mulai dari
terbentuknya garis basah pada helaian daun yang akan berubah menjadi kuning
kemudian putih. Gejala ini umum dijumpai pada stadium anakan, berbunga, dan
pemasakan. Serangan penyakit pada tanaman yang masih muda dinamakan
kresek, yang dapat menyebabkan daun berubah menjadi kuning pucat, layu, dan
kemudian mati. Kresek merupakan bentuk gejala yang paling merusak
(Gnanamanickam et al.,1999). Berdasarkan Sudir et al., (2012), gejala kresek
maupun hawar dimulai dari tepi daun, berwarna keabu-abuan dan lama-lama daun

menjadi kering. Pada varietas rentan, gejala menjadi sistemik dan mirip gejala



terbakar. Apabila penularan terjadi pada saat tanaman berbunga maka gabah tidak
terisi penuh bahkan hampa. Penularan Xoo dapat melalui eksudat yang
dikeluarkan pada pagi hari saat cuaca lembab dan berembun, eksudat yang keluar
berupa cairan kuning. Pada siang hari eksudat ini akan mengering dan menjadi
bulat kecil berwarna kuning. Eksudat ini merupakan kumpulan massa bakteri yang
mudah jatuh dan tersebar oleh angin dengan gesekan daun (Suparyono dan Sudir,
1992).

Bakteri Xoo bersifat Gram negatif, berbentuk batang pendek dengan
ukuran 0,45 - 0,75 x 0,65-2,1 u, dengan satu flagella polar di salah satu ujungnya
dengan ukuran 0,03-8,75 p. Koloni bakteri berwarna kekuningan (Degrasi et al.,
2010). Patogen ini mempunyai tingkat virulensi yang bervariasi berdasarkan
kemampuannya menginfeksi varietas padi yang mempunyai gen dengan resistensi
yang berbeda dan interaksi antara gen virulen patogen dan gen tahan tanaman (Jha
et al. 2007). Sifat virulensi patogen sangat mudah berubah, bergantung pada
kondisi lingkungannya

Pengembangan varietas unggul berdaya hasil tinggi tetapi rentan HDB
seperti varietas IR-64 menyebabkan penyakit ini berkembang dan menyebar ke
seluruh sentra produksi padi, terutama di Jawa. Penyakit ini dapat menginfeksi
tanaman padi pada semua fase pertumbuhan, mulai dari pesemaian sampai
menjelang panen (Sudir et al.,2012). Suparyono dan Sudir (1992) melaporkan
bahwa ambang kerusakan penyakit HDB 20% pada dua minggu sebelum panen.
Di atas ambang tersebut setiap kenaikan keparahan penyakit 10% akan
meningkatkan kehilangan hasil 5-7%. Bakteri Xoo dilaporkan menjadi patogen
penting penyebab hawar daun yang mampu menurunkan produksi padi dengan
kehilangan hasil mencapai 20,6-35,6% pada musim hujan dan 7,5-23,8% pada
musim kemarau (BPPOPT, 2007). Selain itu, tanaman padi yang terserang Xoo
membuat gabah tidak terisi penuh atau bahkan hampa. Pada kondisi seperti ini
kehilangan hasil mencapai 50-70 persen (BPTP, 2016).

2.2 Bakteri Rizosfer

Rizosfer merupakan daerah sekitar perakaran yang sifat-sifatnya baik
kimia, fisik dan biologi dipengaruhi oleh aktivitas. Rizosfer dibagi menjadi dua,

yaitu rizosfer bagian dalam (inner rhizosphere) yaitu daerah di permukaan



perakaran tanaman dan rizosfer bagian luar (outer rhizosphere) merupakan daerah
di sekitar perakaran. Daerah rizosfer tersebut sering disebut sebagai Rhizoplanne.
Rhizoplanne merupakan daerah permukaan akar tanaman (Handayanto dan
hairiah, 2007). Fungsi rizosfer dapat berperan sebagai pertahanan luar bagi
tanaman terhadap serangan patogen akar. Secara teori, luasnya daerah rizosfer
sangat dipengaruhi oleh seberapa luasnya daerah yang masih tercakup oleh
luasnya aktivitas perakaran tanaman beserta dengan mikroorganisme yang
berasosiasi dengan tanaman tersebut (Slyvia et al.,2005).

Jumlah mikroorganisme pada rizosfer bagian dalam biasanya lebih besar
dari pada rizosfer bagian luar, karena lebih banyak interaksi biokimia antara akar
dan mikroba (Handayanto dan Hairiah, 2007). Pada daerah rizosfer terdapat
sekitar 105-10° sel populasi bakteri dan fungi sekitar 10°-10° per gram tanah
rizosfer (Slyvia et al.,2005). Populasi bakteri di dalam tanah dipengaruhi oleh
faktor-faktor antara lain, yaitu kandungan air, tekstur tanah, ketersediaan substrat
organik dalam tanah, pH, praktek pertanian, pemupukan, pemakaian pestisida
dan penambahan bahan organik (Rao, 1994).

Mikroorganisme rizosfer dapat berpengaruh menguntungkan dan
merugikan terhadap tanaman. Bakteri yang menguntungkan dapat menekan
perkembangan patogen dan juga dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman
melalui berbagai mekanisme, di antaranya melalui produksi senyawa stimulan
pertumbuhan seperti fitohormon (Rao 1982). Di dalam tanah banyak mikroba
yang mempunyai kemampuan dalam melarutkan fosfat, kalium, nitrogen dan
menghasilkan fitohormon. Mikroba ini dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman
dengan memproduksi senyawa fitohormon Indole Acetic Acid (IAA) sebagai
nutrisi bagi tanaman (Aryantha et al., 2004). Beberapa bakteri rizosfer yang telah
digunakan sebagai inokulan antara lain Agrobacterium tumifaciens, Bacillus
sp.,Pseudomonas fluorenscens, Pseudomonas spp., (Silvya et al., 2005).

Rizosfer bambu dikenal sebagai disease suppressive soil atau penekan
penyakit tanah dan telah digunakan sebagai media pertumbuhan bibit oleh petani
lokal (Darma et al., 2016). Hingga saat ini telah banyak dilaporkan mikroba
antagonis potensial asal rizosfer bambu yang memiliki daya antagonisme terhadap

patogen tular tanah (soil-borne disease) melalui mekanisme antagonis berupa



persaingan hidup, parasitisme, antibiosis, dan induced systemic resistence
(Trianto dan Sumantri 2003). Fenomena ini dapat disebabkan oleh jenis bakteri
yang beragam dapat mencerminkan kelimpahan mikroba tanah. Diketahui bahwa
spesies tanaman memainkan peran penting dalam mempengaruhi keragaman
komunitas mikroba tanah karena pelepasan senyawa organik, sehingga ada juga
kemungkinan bahwa tanaman bambu itu sendiri adalah sumber daya yang belum
dimanfaatkan untuk penemuan bakteri penghasil antimikroba

2.3 Bakteri Indigenous

Bakteri indigenous yaitu bakteri yang secara alami hidup bebas di alam
dan memiliki berbagai macam manfaat bagi manusia. Beberapa hasil penelitian
yang memanfaatkan bakteri indigenous telah banyak dilaporkan misalnya sebagai
agen bioremediasi limbah, agen pengendali hayati tanaman, penghasil antibiotik,
agen pelarut fosfat, penghasil enzim-enzim potensial yang pemanfaatannya dapat
digunakan dalam bermacam bidang industri dan sebagainya (Batubara et al.,
2015). Bakteri indigenous merupakan mikroba pribumi atau alami yang diisolasi
dari limbah yang jenisnya sama dengan jenis limbah yang akan dilakukan
pengolahan yaitu limbah uranium cair aktivitas rendah (Yazid, 2014). Menurut
Handayanto dan Hairiah (2007), Sebagian besar bakteri dapat dijumpai secara
individu atau dalam bentuk koloni. Terdapat dua divisi utama bakteri ditinjau
dari ekologinya, vyaitu (1) indigenous (Autochthonous) merupakan bakteri
penghuni sebenarnya yang permanen, (2) bukan penghuni atau pendatang
(Allochthonous) yang masuk ke tanah melalui curah hujan, jaringan penyakit,

kotoran ternak atau limbah.

2.4 Tanaman Bambu

Bambu merupakan tanaman yang secara botanis dapat digolongkan pada
famili Gramineae (rumput). Bambu mudah menyesuaikan diri dengan kondisi
tanah dan cuaca yang ada, serta dapat tumbuh pada ketinggian sampai dengan
3800 m di atas permukaan laut (Raka et al.,2016). Tanaman bambu merupakan
tanaman yang dapat tumbuh di beberapa daerah di Indonesia. Banyak sekali
spesies bambu dengan keragaman fungsinya. Di Indonesia terdapat 60 dari 200

spesies tanaman bambu yang ada di kawasan Asia Tenggara dan dapat dijumpai di



daerah yang bebas dari genangan air, mulai dari dataran rendah hingga
pegunungan. Sifat adaptasi bambu yang tergolong tinggi membuat tanaman ini
dapat tumbuh baik hampir di setiap jenis tanah (Widjaja, 1995).

Bambu tumbuh berumpun dan memiliki akar rimpang, yaitu semacam
buhul yang bukan akar maupun tandang. Bambu memiliki ruas dan buku. Pada
setiap ruas tumbuh cabang-cabang yang berukuran lebih kecil dibandingkan
dengan buluhnya sendiri. Pada ruas-ruas ini, tumbuh akar-akar yang
memungkingkan untuk memperbanyak tanaman dari potongan-potongan setiap
ruasnya, disamping tunas-tunas rimpangnya. Bambu merupakan tanaman yang
memiliki banyak kegunaan mulai dari benda kerajinan, bahan makanan, bahan
industri sampai bahan konstruksi. Diantara pemanfaatan bambu antara lain
digunakan sebagai topi, kursi, meja, lemari, alat musik angklung, sayur (rebung),
kertas, dan bahan bangunan (Raka et al., 2016).

Bambu merupakan tanaman yang dapat tumbuh dalam waktu yang
singkat dibandingkan dengan tanaman kayu-kayuan. Hal ini merupakan
keunggulan bamabu dibandingkan tanaman berkayu lainnya Dalam sehari bambu
dapat bertambah panjang 30-90 cm. Rata-rata pertumbuhan bambu untuk
mencapai usia dewasa dibutuhkan waktu 3-6 tahun. Pada umur ini, bambu
memiliki mutu dan kekuatan yang paling tinggi. Bambu yang telah dipanen akan
segera tergantikan oleh batang bambu yang baru. Hal ini berlangsung secara terus
menerus secara cepat sehingga tidak perlu dikhawatirkan bambu ini akan
mengalami kepunahan karena dipanen. Berbeda dengan kayu, setelah ditebang
akan memerlukan waktu yang cukup lama untuk menggantinya dengan pohon
yang baru (Raka et al.,2016).

2.5 Bakteri PGPR
Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) merupakan bakteri di

sekitar perakaran dan hidup berkoloni menyelimuti akar yang berfungsi untuk
meningkatkan pertumbuhan tanaman yaitu sebagai perangsang pertumbuhan
(biostimulants) dengan mensintesis dan mengatur konsentrasi berbagai zat
pengatur tumbuh seperti giberellin, asam indol asetat, etilen, dan sitokinin,
sebagai penyedia hara dengan mengikat N> di udara secara asimbiosis dan

melarutkan hara P dalam tanah dan sebagai pengendali patogentanah



(bioprotectants) dengan cara menghasilkan berbagai metabolit anti patogen
seperti siderophore, kitinase, p-1,3-glukanase, sianida dan antibiotik (Marom et
al., 2017).

Berdasarkan Widawati Dewi (2007), PGPR adalah bakteri sekitar
perakaran yang dapat memacu pertumbuhan tanaman dan juga merupakan agens
(mikroba) pengendali hayati yang menguntungkan bagi tanaman. Bakteri ini
hidupnya disekitar perakaran dimana terdapat eksudat yang dikeluarkan akar
sebagai nutrisi bagi mikroba. PGPR mampu memacu pertumbuhan tanaman
melalui beberapa cara, diantaranya:

1. Mengeluarkan cairan yang mampu melarutkan mineral (misal Phospat)
sehingga menjadi unsur hara yang tersedia.

2. Merombak dan mengurai bahan organik (dekomposisi bahan organik)
menjadi nutrisi tanaman.

3. Mengeluarkan enzim dan hormon yang bergunauntuk memacu pertumbuhan
tanaman.

4. Mengeluarkan antibiotik yang mampu menghambat pertumbuhan dan
perkembangan mikroba yang bersifat patogenik (mikroba penyebab

penyakit).
2.6 Mekanisme Agens Antagonis

Mikroba antagonis atau agens pengendali hayati (APH) penyakit tanaman
adalah jasad renik yang diperoleh dari alam, baik berupa bakteri, cendawan,
actinomycetes maupun virus yang dapat menekan, menghambat atau
memusnahkan organisme pengganggu tanaman (OPT) (Tombe 2002). Mekanisme
penghambatan bakteri antagonis sebagai agens hayati pada tanaman dibagi
menjadi dua, yaitu penghambatan secara langsung dan penghambatan secara tidak
langsung. Pada penghambatan langsung, bakteri antagonis akan menghambat
patogen dengan menghasilkan antibiotik dan bersaing dengan patogen untuk
memperebutkan makanan atau tempat. Sedangkan, pada penghambatan tidak
langsung, tanaman akan merubah morfologi, fisiologi dan biokimia tanaman
termasuk respon hipersensitif da produksi fitoaleksin yang menyebabkan

terbentuknya sifat ketahanan tanaman atau induksi ketahanan sistemik (Gao et al.,
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2010). Berikut beberapa mekanisme penghambatan oleh agens antagonis terhadap

patogen secara umum :

1. Antibiosis
Antibiosis adalah penghambatan atau perusakan suatu mikroorganisme
oleh metabolit sekunder yang diproduksi oleh mikroorganisme lainnya. Senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan dapat berupa senyawa alkaloida, fenol,
flavonoida, glikosida, fitoaleskin (Hammerschmidt and Dann, 2000). Bakteri
mengeluarkan zat antibiotik yang dapat menekan pertumbuhan dan perkembangan
suatu jenis patogen. Contohnya Bacillus sp. mampu berperan sebagai agens hayati
patogen tumbuhan melalui mekanisme antibiosis dengan menghasilkan senyawa
penghambat (senyawa antimikrobial) di antaranya antibiotik, peptida, senyawa
fenol dan enzim, alkaloid, dan siderofor (Haggag and Mohamed, 2007).
2. Kompetisi
Kompetisi adalah peristiwa dua atau lebih mikroorganisme dalam suatu
tempat yang sama untuk memperebutkan beberapa faktor yang menjadi
kebutuhan bersama yaitu makanan (karbohidrat, nitrogen dan faktor tumbuh
inang lainnya), tempat dan oksigen (Habazar dan Ycrwandi, 2006).
3. Induksi ketahanan sistemik
Induksi ketahanan sistemik adalah bentuk ketahanan terinduksiketika
tanaman mmempertahankan diri dari serangan patogen. Ketahanan ini tidak
menimbulkan kerusakan pada tanaman. Reaksi dapat terjadi karena adanya agen
biokontrol pada bagian tanaman sehingga bagian lain merespon dengan

meningkatkan metabolisme pertanaman (Van Loon, 1998).



I1l. METODE PELAKSANAAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan 1 Jurusan
Hama Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya, Malang.
Penelitian ini dimulai pada bulan Januari sampai dengan Mei 2019.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain cetok, gelas ukur,
pengaduk, pisau, baskom, kompor listrik, timbangan analitik, sprayer, cawan
Petri, bunsen, jarum Ose, gelas ukur, panci, pinset, tabung reaksi dan penyangga,
pipet tetes, mikropipet, jarum suntik, gunting, cutter, stick L, botol media,
mikrotube, pH meter, kamera, autoclave, object glass, cover glass, Laminar Air
Flow Cabinet (LAFC).

Bahan yang digunakan antara lain, sampel tanah indigenous rizosfer
tanaman bambu dari UB Forest, isolat bakteri Xanthomonas oryzae pv. oryzae,
media Natrium Agar (NA), media Pikovskaya, media Burk, Media Yeast
Dextrose Cabonat (YDC), media Oksidatif-Fermentatif, alumunium foil, plastik
wrapping, kapas, bakterisida berbahan aktif Streptomisin, aquades steril, tisu
steril, alkohol 70% dan 90%, plastik, kertas saring, KOH 3%, iodine, safranin,

spitrus, Bromtimol blue, H20:..

3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini terdiri atas beberapa tahapan yaitu, (1) pengambilan sampel
tanah indigenous tanaman bambu dan isolasi bakteri, (2) seleksi bakteri rizosfer
sebagai PGPR, (3) uji antagonis bakteri terhadap patogen Xanthomonas oryzae
pv. oryzae, (4) uji penghambatan terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae secara

in vitro, (5) karakterisasi dan identifikaasi bakteri hasil isolasi,

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Pengambilan Sampel Tanah dan Isolasi Bakteri
Sampel tanah diambil di sekitar perakaran tanaman bambu dengan
minimal kedalaman 20 cm dari permukaan tanah. Untuk menjaga viabilitas dari
bakteri rizosfer, maka sampel yang telah diperoleh disimpan dalam kotak

pendingin atau cool box pada suhu -20°C sampai saat akan dianalisis (Banna dan
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Hartati, 2017). Pengambilan sampel tanah dilakukan secara acak pada 5 titik yang

berbeda dengan 3 kali ulangan, kemudian dikompositkan (Nurrochman, 2015).

Sampel tanah yang sudah dikeringanginkan, diambil sebanyak 1 gram
dimasukkan ke dalam 10 ml aquades steril, kemudian dicampur hingga
homogen. Sebanyak 1 ml dari ekstrak tersebut dimasukkan ke dalam tabung
reaksi berisi 9 ml aquades steril, kemudian dikocok hingga homogen dan 1 ml
dipindahkan ke tabung berikutnya, demikian seterusnya hingga terjadi seri
pengenceran 101 — 10° Sebanyak 100 pl ekstrak dari masing-masing seri
pengenceran dimasukkan ke dalam cawan petri steril berisi medium NA dan
kemudian disebar rata dalam cawan petri menggunakan stick L. Kemudian,

diinkubasi selama 24 hingga 48 jam pada suhu ruang

Pengamatan jenis bakteri dilakukan berdasarkan warna dan bentuk koloni.
Tujuannya untuk mendapatkan koloni murni. Koloni bakteri yang memiliki warna
dan bentuk berbeda dilakuakn purifikasi dan diinkubasi selama 2x24 jam.
Kemudian diamati karakternya berupa bentuk, ukuran, warna, elevasi, permukaan,
tepi dan pigmentasi.

3.4.2 Seleksi Bakteri Hasil Isolasi
a. Seleksi Penambat Nitrogen

Uji penambatan nitrogen dilakukan secara kualitatif dengan menumbuhkan
semua bakteri hasil eksplorasi pada media Burk. Komposisi media Burk dapat
dilihat pada Lampiran 2. Pengamatan terhadap pertumbuhan koloni bakteri
dilakukan 7x24 jam setalah inkubasi. Media Burk adalah media yang mengandung
garam anorganik dengan sumber karbohidrat tetapi tidak terdapat nitrogen
didalamnya. Isolat yang mampu tumbuh pada media tersebut menunjukkan bahwa

isolat mampu menambat nitrogen (Park et al., 2004).
b. Seleksi Pelarut Fosfat

Seleksi pelarut fosfat dilakukan dengan menumbuhkan semua koloni
bakteri hasil eksplorasi pada media Pikovskaya. Komposisi media Pikovskaya
dapat dilihat pada Lampiran 3. Metode yang digunakan adalah metode filter
paper. Isolat diinkubasi selama 7x24 jam pada suhu ruang. Kemampuan isolat
dalam melarutkan fosfat ditandai oleh terbentuknya zona bening (halozone) di

sekitar pertumbuhan koloni (Schaad et al.,2001).
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c. Seleksi Antagonis Terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae

Seleksi bakteri antagonis merupakan suatu tahapan untuk memperoleh
bakteri yang memiliki potensi sifat antagonis terhadap patogen penyakit Xoo.
Bakteri yang diseleksi merupakan bakteri yang mampu tumbuh pada media Burk
dan membentuk zona bening pada media Pikovskaya. Uji antagonis secara in vitro
dilaksanakan di Laboratorium Hama penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian.Uji
antagonis ini dilakukan terhadap bakteri hasil isolasi yag memiliki potensi sebagai
PGPR dan antagonisme terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Uji antagonis
ini bertujuan untuk mengetahui bakteri hasil isolasi rizosfer yang berpotensi
sebagai bioprotektan terhadap penyakit hawar daun bakteri pada padi. Metode
yang digunakan adalah metode spray atau pengkabutan (Kawaguchi et al., 2006).
Peubah yang diamati adalah diameter zona bening yang dihasilkan dan dihitung
menggunakan rumus Wuryandari et al., (2008).

3.4.3 Uji Penghambatan Terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae Secara In
Vitro

Uji antagonis secara in vitro dilaksanakan di Laboratorium Hama Penyakit
Tumbuhan Fakultas Pertanian.Uji antagonis ini dilakukan terhadap bakteri hasil
isolasi yang memiliki potensi sebagai PGPR dan antagonisme terhadap
Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Uji antagonis ini bertujuan untuk mengetahui
bakteri hasil isolasi rizosfer yang berpotensi sebagai bioprotektan terhadap
penyakit hawar daun bakteri pada padi. Metode yang digunakan adalah metode
pengkabutan (Kawaguchi et al.,, 2006). Kemudian, dilakukan pengamatan
terhadap zona bening yang terbentuk. Pada uji antagonis dilakukan 7 perlakuan
dengan 4 kali ulangan yang terdiri dari 5 perlakuan bakteri antagonis hasil isolasi,
perlakuan kontrol positif dengan bakterisida berbahan aktif streptomycin sulfat
dan perlakuan kontrol negatif dengan akuades steril (Tabel 1). Rancangan
percobaan yang digunakan yakni Rancangan Acak Lengkap (RAL). Masing-
masing perlakuan diinkubasikan selama 3x24 jam. Pengamatan indikator
penghambatan dilakukan dengan mengamati zona bening yang terbentuk antara

kedua bakteri yang tumbuh saat 1, 2 dan 3 HSI (hari setelah inokulasi).
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Tabel 1. Perlakuan uji antagonis bakteri rizosfer terhadap Xoo

Streptomycin  Akuades

Perlakuan Bakteri antagonis Xoo (mg/ml) (ml)
PO v v " v
P1 v v ] '
P2 v v ) )
P3 v v ) )
P4 v v ] '
P5 v v ) )
P6 - v v _

Keterangan : PO (Kontrol negatif), P1 (Perlakuan 1), P2 (Perlakuan 2), P3 (Perlakuan 3),
P4 (Perlakuan 4), P5 (Perlakuan 5), P6 (Kontrol positif), Vv
(diinokulasikan), - (tidak diinokulasikan).

3.4.4 Karakterisasi dan Identifikaasi Bakteri Hasil Isolasi
Karakterisasi dan identifikasi bakteri hasil eksplorasi dilakukan

berdasarkan pada Bergeys Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al.,
1994) (Gambar 1) dan Schaad et al., (2001) (Gambar 2) untuk mengetahui genus
bakteri rizosfer yang ditemukan. Berikut metode untuk identifikasi bakteri
a. Uji Hipersensitif

Uji hipersensitif bertujuan untuk mengetahui bakteri rizosfer yang di uji
bersifat patogen atau tidak terhadap tanaman. Uji ini dilakukan dengan
menginokulasi bakteri hasil seleksi pada tanaman tembakau.pemilihan tanaman
tembakau ini didasarkan karena sifat tanaman tembakau yang sensitif terhadap
patogen. Cara menginokulasinya yaitu dengan melukai daun tanaman tembakau
menggunakan jarum suntik aseptik. Menurut Klement (1990), Pengujian reaksi
hipersensitif dilakukan dengan cara membuat suspensi bakteri dari biakan yang
telah diinkunbasikan 48 jam. Hasil dari pengenceran tersebut diinfiltrasikan
pada permukaan bawah daun tembakau yang berumur sedang. Reaksi positif
terlihat jika pada bagian yang diinfiltrasi supensi bakteri terjadi nekrosis.
Pengamatan reaksi hipersensitif dilakukan selama 24 hingga 72 jam setelah

inokulasi.
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b. Uji Gram
Pewarnaan Gram

Pengujian dilakukan dengan cara mengambil isolat bakteri menggunakan
jarum Ose yang diletakkan pada object glass steril yang sebelumnya telah ditetesi
akuades steril 1 tetes, kemudian diekringkan diatas Bunsen. Isolat ditetesi dengan
larutan kristal violet 5% sebanyak 2-3 tetes di diamkan selama 1 menit, kemudian
dibilas dengan air mengalir dan dikeringkan. Selanjutnya, ditetesi dengan iodine
sebanyak 1-2 tetes didiamkan selama 1 menit lalu di semprot dengan alkohol 70%
diamkan selama 20 detik, dibilas dengan air mengalir dan dikeringkan. Tahap
terakhir yakni isolat ditetesi dengan larutan safranin 0,15 dan didiamkan selama
selama 20 detik, dibilas dengan air mengalir. selanjutnya isolat diamati dengan
mikroskop. Bakteri dengan Gram positif akan menunjukkan warna ungu dan
bakteri dengan Gram negatif akan berwarna merah (Hadioetomo, 1993).

Uji KOH 3%

Isolat bakteri yang telah berumur 24 jam diambil satu ose dan diletakkan
pada gelas obyek yang telah ditetesi dengan KOH 3% satu tetes yang kemudian
diaduk dan dicampur hingga rata. Setelah rata jarum Ose diangkat perlahan-lahan.
Apabila bakteri tersebut lengket atau terangkat maka bakteri tersebut bereaksi
positif dan termasuk Gram negatif dan jika tidak lengket maka tergolong dalam
Gram positif reaksi negatif (Lelliot dan Stead, 1987).

c. Uji Oksidatif-Fermentatif (OF)

Uji OF dilakukan untuk mengetahui pertumbuhan isolat bakteri bersifat
aerob ataupun anaeorob. Bahan media OF (1 L aquades, 5 gr pepton, 5 gr NaCl,
0,3 gr KH2POg4, 3 gr agar dan 3 ml Bromtymol Blue 1%) dilarutkan dan diatur
pada pH 7,1 kemudian media dituang kedalam tabung reaksi berdiameter 13 mm
sebanyak 4,5 ml per tabung. Media disterilkan pada suhu 121°C selama 20 menit.

Setelah steril, setiap tabung reaksi ditambahkan larutan glukosa sebanyak 0,5 ml.

Medium Oksidatif-Fermentatif dipersiapkan sebanyak 2 tabung reaksi
untuk setiap isolat masing-masing 5 ml. Satu jarum Ose bakteri ditusukkan pada
2 medium tersebut, untuk tabung 1 ditutupi dengan minyak parafin dan tabung 2

tidak ditutupi dengan minyak parafin, kemudian masing-masing tabung
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diinkubasikan selama 7-14 hari dan diamati dengan melihat perubahan warna dari
hijau menjadi kuning baik pada tabung yang ditutupi parafin maupun yang tidak
ditutupi parafin. Apabila seluruh media berwarna kuning maka bersifat oksidatif
fermentatif (Lelliot dan Stead, 1987). Menurut Hadioetomo (1993), apabila media
yang ditutupin parafin cair berubah warna maka perubahan tersebut menunjukkan
reaksi fermentatif, sedangkan jika yang berubah terdapat pada tabung tanpa

parafin maka menunjukkan reaksi oksidatif.
d. Uji Katalase

Biakan bakteri digoreskan pada gelas benda, kemudian ditetesii dengan
H20, 3%. Terjadinya gelembung udara menunjukkan bahwa bakteri mereduksi
H20, (Lelliot dan Stead, 1987). Menurut Hadioetomo (1993), reaksi positif
ditandai dengan adanya gelembung udara yang terbentuk karena bakteri yang diuji

meiliki enzim katalase yang mampu merubah H.O> menjadi air dan oksigen.
f. Media Selektif YDC

Pengujian ini bertujuan untuk menyeleksi apakah bakteri yang di uji
termasuk pada genus Pantoea atau Erwinia. Pengujian dilakukan dengan cara
menumbuhkan bakteri pada media selestif YDC. Komposisi media YDC yaitu
yeast 10 gr, glukosa 20 gr, CaCOs 20 gr dan agar 15 gr dalam 1 liter aquades. Jika
bakteri uji yang ditumbuhkan berwarna kuning setelah di inkubasi maka bakteri

dapat digolongkan pada genus Erwinia.
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Pewarnaan Gram

Gram Positif Gram Negatif
Kokus Basil Kokus Basil
| |
, Pengecatan Spora Uji Oksidatif
+ | _
| | [ I
Bacillus spp. Corynebacterium spp. Aeromonas Enterobacteriaceae
Clostridium spp. Lactobacillus spp. Pseudomonas
. Vibrio
| Mycobacterium spp.
Anaerob
+ | -
B . | Fermentasi Glukosa
Clostridium Bacillus spp.
Uji Katalase
| + -
| | [ |

Corynebacterium spp.  Lactobacillus spp.  Vibrio Aeromonas  Pseudomonas

Pigmen Fluorescent pada Media King’s B

+ -
I |
Pseudomonas Agrobacterium, Xanthomonas,
Xylopilus, Bulkorderia,
Acidovorax,
Ralstonia

|
Koloni kuning pada YDC

+ | -
Xanthomonas Agrobacterium,
Burkholderia,Ralstonia,
Acidovorax

|
Pertumbuhan pada media DIM Agar

| -
T |
Agrobacterium Burkholderia
Acidovorax

Gambar 1. Kerangka Identifikasi Bakteri Sampai Tingkat Genus Bergey’s Determinative
Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al., (2001).
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Reaksi Gram

Erwinia, Pantoea, Xylophlilus,
Acidovorax,Burkholderia, Ralstonia, Pseudomonas,
Xanthomonasl. Aarobacterium

+
Coryneform,Clostridium

Bacillus, Strer)tomyces

Pertumbuhan secara + Formasi Endospora -
+ Anaerob - | | |
| Bacillus Coryneform
li l - -
ini ; Clostridium Streptomyces
Erwinia, Pantoea, ~ Agrobacterium | p ‘ y
l Miselium
Koloni kuning Acidovorax Pertumbuhan llijea::
+pd YDC - Burkholderia ana|erob |
— - i Ralstonia, | | — |
Pantoea  Erwinia Xamhqmﬂnaﬂ Clostridium  Bacillus Streptomyces Coryneform
Pigmen fluorescent
+ pd media KB -
| l i

Pseudomonas  Agrobacterium, Acidovorax, Burkholderia
Ralstonia, Xantholmonas, Xylophillus

Koloni kuning

+pd YDC
| |
Xanthomonas, Agrobacterium, Acidovorax,
Xylophillus Burkholderia Ralstonia,
|
Pertumbuhan pd +
media D1 Agar -
| | !
Pertumbuhan Agrobacterium  Acidovorax, Burkholderia
+ Urease - pd suhu 33°C Ralstonia.
+pd YDC - Pertumbuhan pd
| [ I | |
Xylophillus  Xanthomonas Xanthomona Xylophillus Ralstonia ButhoIderia
|
Pertumbuhan

+ pd suhu 40°-
|

A(:idovoraxh Ralstlonia
Gambar 2.. Diagram Pengujian Bakteri Hingga Tingkat Genus (Schaad et al., (2001)
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3.5 Variabel Pengamatan

a. Indikator Aktivitas Penambat Nitrogen dan Pelarut Fosfat

Kemampuan bakteri dalam melarutkan fosfat dilihat dari zona bening
(halozone) yang terbentuk di sekitar pertumbuhan bakteri pada media Pikovskaya.
Sedangkan, kemmapuan bakteri penambat nitrogen dilihat dari pertumbuhan
koloni pada media Burk. Hasil seleksi kemudian didokumentasikan menggunakan
kamera.
b. Pengamatan Zona Hambat Bakteri Antagonis Tehadap Bakteri Patogen

X00

Zona hambat merupakan zona bening yang dihasilkan oleh bakteri
antagonis sebagai bentuk perlawanan terhadap bakteri patogen. Perhitungan zona
hambat dilakukan dengan mengukur jari-jari zona hambat yang terbentuk secara
horizontal dan vertikal yang kemudian di jumlah dan di rata-ratakan (Pratiwi,
2005). Menurut Wuryandari et al., (2008), perhitungan daya hambat dapat
dilakukan menggunakan penggaris yang kemudian dihitung dengan rumus yang
telah dimodifikasi yaitu :

n (Dv—0,5) + (Dh—0,5)
N 2

Keterangan :
Dv : Diameter zona bening vertikal (mm)
Dh : Diameter zona bening horizontal (mm)
0,5 : Diameter koloni agens hayati
c. Pengamatan Hasil Karakterisasi dan Identifikasi Bakteri
Variabel pengamatan berupa seluruh dokumentasi karakterisaasi dan

identifikasi bakteri hasil seleksi dengan menggunakan kamera.

3.6 Analisis Data

Data hasil pengamatan dilakukan transformasi data agar sebaran yang
didapatkan menjadi normal. Kemudian data akan dianalisis dengan menggunakan
analisis ragam (ANOVA) dan apabila terdapat perbedaan nyata akan diuji lanjut
dengan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) pada taraf kesalahan 5%. Semua

proses analisa data menggunakan Ms Excel.



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Seleksi Bakteri Hasil Eksplorasi yang Bersifat sebagai PGPR

Berdasarkan hasil isolasi bakteri perakaran bambu pada media NA
didapatkan 59 isolat bakteri yang memiliki ukuran, warna, dan bentuk yang
berbeda. 59 isolat tersebut kemudian diuji potensinya sebagai PGPR pada media
Burk dan media Pikovksya
a. Media Bakteri Penambat Nitrogen

Bakteri hasil purifikasi kemudian diuji pada media selektif. Salah satu
media selektif untuk menguji potensi bakteri penambat nitrogen adalah media
Burk. Media Burk memiliki kandungan protein Fe-Mo yang mampu mereduksi
asetilen menjadi etilen yang dapat digunakan sebagai indikator proses fiksasi No.
Sehingga bakteri yang memiliki enzim nitrogenase akan memicu proses reduksi
asetilen (Buchanan et. al., 2000). Berikut hasil seleksi bakteri penambat nitrogen
hasil eksplorasi yang tersaji pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil seleksi bakteri penambat nitrogen pada media Burk

Kode Hasil Kode Hasil {pae Hasil Kog¢ Hasil
Isolat Isolat Isolat Isolat

B1.1 + F2.1 - ELY + CL3 -
Cl1 - F3.1 - E3.2 + Cc2.3 +
c2.1 + F4.1 + E4.2 - C3.3 +
C3.1 - B1.2 + E5.2 + C4.3 +
C6.1 + B2.2 + F2.2 + D1.3 +
D1.1 + B3.2 + F3.2 + D2.3 +
D2.1 + B4.2 + F4.2 - D3.3 +
D3.1 + B5.2 + Al.3 + D4.3 +
D4.1 + B6.2 + A2.3 + E1.3 +
D5.1 - F2.2 - A3.3 - E3.3 +
D6.1 - Cl.2 - A4.3 + F1.3 +
El.1 + C2.2 + B1.3 + F2.3 +
E2.1 + C3.2 - B2.3 + F3.3 +
E3.1 + C4.2 + B3.3 + F4.3 +
F1.1 - D1.2 + B4.3 +

Keterangan : (+) tumbuh, (-) tidak tumbuh
Hasil seleksi bakteri penambat nitrogen menunjukkan bahwa 76% atau 45

dari 59 isolat mampu tumbuh pada media Burk. Menurut Asniah (2013), apabila
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isolat mampu tumbuh pada media Burk, maka bakteri tersebut memiliki
kemampuan untuk mengikat nitrogen bebas bagi pertumbuhannya (Gambar 3a).
Pertumbuhan bakteri pada media Burk dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Pertumbuhan bakteri pada media Burk a. Bakteri penambat nitrogen
yang tumbuh pada media Burk, b. Bakteri yang tidak tumbuh pada
media Burk.

b. Media Bakteri Pelarut Fosfat

Seleksi bakteri yang mempunyai sifat PGPR salah satunya dapat diketahui
dari kemampuannya dalam melarutkan fosfat. Metode yang banyak digunakan
adalah dengan menumbuhkan bakteri pada media Pikovskaya. Media Pikovskaya
memiliki kandungan CasHPOs sebagai sumber fosfat sehingga media ini
digunakan sebagai media selektif bagi bakteri pelarut fosfat. Menurut Asniah
(2013), untuk menguji kemampuan rizobakteri dalam melarutkan fosfat digunakan
media uji Pikovskaya’s agar dengan penambahan tricalcium posphate (TCP)
sebagai sumber fosfat. Bakteri pada media Pikovskaya mampu melarutkan
CasHPOs; menjadi ortofosfat. Menurut Thakuria et al., (2004), kemampuan
bakteri melarutkan fosfat dari isolat yang diuji dievaluasi secara kualitatif
berdasarkan terbentuknya halo di sekitar bakteri. Asniah (2013), mengatakan
bahwa semakin tinggi diameter halo yang dihasilkan, kemampuan rizobakteri
pelarut fosfat dalam melarutkan fosfat juga tinggi.Berikut hasil seleksi bakteri

pelarut fosfat hasil eksplorasi yang tersaji pada Tabel 3.
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Tabel 3. Hasil seleksi bakteri pelarut fosfat pada media Pikovskaya

Kode Hasil Kode Hasil Kode Hasil Kode Hasil
Isolat Isolat Isolat Isolat

B1.1 + F2.1 + E1.2 + C1.3

Ci.1 + F3.1 + E3.2 + C2.3

c2.1 + F4.1 + E4.2 + C3.3 -
C3.1 - B1.2 - E5.2 - C4.3 +
C6.1 + B2.2 - F2.2 - D1.3 +
Di1.1 + B3.2 - F3.2 - D2.3 +
D2.1 + B4.2 - F4.2 - D3.3 +
D3.1 + B5.2 o Al.3 + D4.3 +
D4.1 + B6.2 + A2.3 + E1.3 +
D5.1 + F2.2 + A3.3 + E3.3 +
D6.1 + Cl.2 ¥ A4.3 + F1.3 +
El.1 + C2.2 + B1.3 + F2.3 +
E2.1 + Ces2 ; B2.3 A F3.3 +
E3.1 + C4.2 + B3.3 » F4.3 +
F1.1 + D1.2 + B4.3 +

Keterangan : (+) menghasilkan zona bening, (-) tidak menghasilkan zona bening

Hasil seleksi bakteri pelarut fosfat menunjukkan bahwa 81% atau 48 isolat
dari 59 isolat mampu tumbuh pada media Pikovskaya. Bakteri yang bersifat
sebagai pelarut fosfat memiliki indikator zona bening (halozone) (Gambar 4a).
Sedangkan bakteri yang bukan pelarut fosfat tidak menghasilkan zona bening
(Gambar 4b). Pengujian pertumbuhan bakteri pelarut fosfat dapat dilihat pada
Gambar 4.

Gambar 4. Pertumbuhan bakteri pada media Pikovskaya dengan masa inkubasi 72
jam a. Bakteri menghasilkan zona bening, b. Bakteri tidak
menghasilkan zona bening
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4.2 Hasil Seleksi Bakteri PGPR sebagai Agens Antagonis Terhadap Patogen
Xanthomonas oryzae pv. oryzae

Berdasarkan hasil seleksi media Burk dan media Pikovskaya terdapat 37
bakteri yang merupakan bakteri penambat nitrogen dan pelarut fosfat. Kemudian,
37 bakteri tersebut di uji sebagai agens antagonis terhadap patogen penyakit
hawar daun bakteri yang disebabkan oleh Xanthomonas oryzae pv. oryzae atau
Xoo. Berikut hasil pengujian agens antagonis pada 37 bakteri hasil seleksi media
Burk dan media Pikovskaya yang tersaji dalam Tabel 4.

Tabel 4. Hasil uji agens antagonis 37 bakteri terhadap patogen Xoo

Kode Zor_1a Kode Zor_wa Kode Zor_wa Kode Zor_la

Isolat Bening Isolat Bening Isolat ERaing Isolat Bening
(mm) (mm) (mm) (mm)

B1.1 - B5.2 - B1.3 - E1.3 -

C2.1 4 B6.2 10 B2.3 . E3.3 -

C6.1 - F2.1 - B3.3 - F1.3 -

D1.1 - C2.2 5 B4.3 = F2.3 -

D2.1 - D1.2 ) C28 » F3.3 -

D3.1 - E1.2 L C4.3 - F4.3 -

D4.1 - E3.2 6,5 D1.3 -

El.1 35 Al.3 3,0 D2.3 -

E2.1 ! A2.3 h D3.3 -

F4.1 \ A4.3 3,0 D4.3 -

Keterangan : (-) reaksi negatif

Hasil pengujian antagonis dengan Xoo didapatkan 5 bakteri isolat yang
memiliki kemampuan untuk menghasilkan zona hambat yang berwarna bening.
Menurut Hermawan (2007), zona bening (clear zone) yang merupakan petunjuk
adanya respon penghambatan pertumbuhan bakteri oleh suatu senyawa
antibakteri. Zona hambat yang dihasilkan memiliki ukuran berbeda-beda. Kelima

isolat tersebut dipilih untuk digunakan pada uji selanjutnya.
4.3 Hasil Uji Antagonis Xanthomonas oryzae pv. oryzae secara in vitro

Berdasarkan hasil seleksi sifat antagonis isolat bakteri hasil isolasi
terhadap Xoo maka, diperoleh 5 bakteri dengan nilai zona hambat yang berbeda-
beda. Kelima bakteri yang dipilih sebagai bahan perlakuan memiliki kode isolat
B6.2, E3.2, E1.1, A1.3, dan A4.3. Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa

perlakuan zona hambat bakteri hasil seleksi terhadap Xoo menunjukkan adanya
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pengaruh nyata (Lampiran 1). Kemudian, dilakukan uji lanjut DMRT dengan taraf
5%. Rerata indeks penghambatan hasil uji antagonis Xoo dengan bakteri hasil
seleksi dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil uji rerata indeks penghambatan bakteri hasil seleksi dengan
patogen Xo0

Rerata Indeks Penghambatan

No. Perlakuan

1 HSI 2 HSI 3 HSI
1 Akuades 0,00 a 0,00 a 0,00 a
2 Streptomisin 14.25¢c 1413 ¢ 1250 ¢
3 Isolat B6.2 525b 5.13b 5.13b
4 Isolat E1.1 1.86 ab 1.75 ab 1.76 ab
5 Isolat E3.2 3.75Db 3.30 ab 3.38 ab
6 Isolat A4.3 2.25 ab 1.88 ab 1.87 ab
7 Isolat Al1.3 1.75 ab 1.50 ab 1.50 ab
Keterangan : - Angka yang diikuti huruf yang sama pada kolom pengamatan yang sama

menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji Duncan taraf 5%.
- Data ditransformasi menggunakan ./x + 0,5 untuk keperluan analisis.

Berdasarkan hasil pengamatan hingga 3 HSI dapat diketahui bahwa zona
bening yang dihasilkan antar perlakuan berbeda-beda. Hasil pengamatan
menunjukkan bahwa diameter zona bening dari 1 HSI menuju 2 HSI mengalami
penurunan. Namun, pada pengamatan 2 HSI menuju 3 HSI menunjukkan diameter
zona bening yang dihasilkan cenderung sama dengan pengamatan 2 HSI, kecuali
pada perlakuan streptomisin yang mengalami penurunan. Adanya penurunan
rerata diameter zona hambat menunjukkan bahwa bakteri antagonis bersifat
bakteriostatik atau menghambat sementara. Menurut Madigan et al., (2000),
bakteriostatik adalah sifat antibiotik yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri, bersifat sementara (reversible). Senyawa bakterostatik seringkali bekerja
dengan menghambat sintesis protein atau mengikat ribosom.

Perlakuan yang diujikan terdiri dari kontrol positif, kontrol negatif, dan
bakteri hasil seleksi. Pada perlakuan akuades sebagai kontrol negatif
menunjukkan tidak ada aktivitas penghambatan dengan tidak terbentuknya zona
bening. Sedangkan, pada perlakuan streptomisin sebagai kontrol positif
menunjukkan adanya aktivitas penghambatan dengan terbentuknya zona bening.
Kelima bakteri hasil eksplorasi menunjukkan adanya aktivitas penghambatan

dengan terbentuknya zona bening (Gambar 5).
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Gambar 5.  Zona bening yang dihasilkan bakteri hasil uji antagonis terhadap Xoo
pada 3 HSI a. Kontrol negatif b. Kontrol positif c. Bakteri isolat
kode B6.2, d. Bakteri isolat kode E1.1, e. Bakteri isolat kode E3.2,
f. Bakteri isolat kode A4.3, g. Bakteri isolat kode Al.3

Berdasarkan hasil uji lanjut pada pengamatn 3 HSI, kelima bakteri yaitu
bakteri dengan kode B6.2, E3.2, E1.1, Al1.3, dan A4.3 memiliki luas zona hambat
yang tidak berbeda nyata. Namun, bakteri dengan kode isolat B6.2 memiliki luas
zona hambat yang berbeda nyata dengan perlakuan kontrol akuades dan
streptomisin. Variasi diameter zona bening yang terbentuk diduga karena adanya
perbedaan daya antagonis dan senyawa antagonis yang dihasilkan oleh masing-
masing isolat. Penurunan dan peningkatan pada indeks penghambatan juga

bergantung pada karakteristik atau faktor genetik bakteri. Semakin besar zona
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bening yang terbentuk, maka semakin besar kemampuan dalam menekan
pertumbuhan patogen. Menurut Hallman et al.,(1997), penghambatan bakteri
antagonis terhadap patogen dilakukan dengan mengeluarkan senyawa antibiotik
dan kompetisi yang terjadi dalam ruang dan nutrisi.

4.4 Karakterisasi dan Identifikasi Bakteri Hasil Isolasi

4.4.1 Karakterisasi Bakteri Hasil Seleksi
Karakterisasi Morfologi

Karakterisasi dilakukan terhadap 5 isolat bakteri yang telah lolos tahap
seleksi bakteri penambat nitrogen, pelarut fosfat dan bakteri antagonis terhadap
patogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Pengamatan yang dilakukan meliputi
morfologi koloni dan morfologi sel. Hasil pengamatan terhadap morfologi bakteri
dilakukan dibawah mikroskop dengan hasil karakteristik yang tersaji pada Tabel
4,

Tabel 4. Karakteristik morfologi bakteri hasil seleksi

Kode Morfologi koloni Morfologi sel

Isolat Bentuk Warna Tepi Mukoid Elevasi Bentuk Gram

B6.2 Lonjong Putih keruh Rata Ada Cembung Batang Negatif

El.1 Bulat Putih Rata Ada Cembung Batang Negatif
E3.2 Bulat Putih Rata Ada Cembung Batang Negatif
Al.3 Bulat Putih Rata Ada Cembung Batang Negatif

A4.3 Lonjong Putih Rata Ada Cembung Batang Negatif

Berdasarkan pengamatan morfologi koloni yang meliputi bentuk koloni,
warna, tepi dan elevasi didapatkan hasil yang berbeda antar beberapa isolat. Pada
pengamatan morfologi sel yang meliputi pengamatan mukoid, bentuk, dan
identifikasi Gram menunjukkan bahwa seluruh isolat yang di karakterisasi
memiliki mukoid, berbentuk batang dan merupakan Gram negatif. Gambar koloni

tunggal hasil pengamatan mikroskopis dapat dilihat pada Gambar 6.
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Gambar 6. Hasil karakterisasi morfologi koloni bakteri agens antagonis hasil
eksplorasi a. Bakteri isolat kode B6.2, b. Bakteri isolat kode E1.1, c.
Bakteri isolat kode E3.2, d. Bakteri isolat kode Al.3, e. Bakteri
isolat kode A4.3.

Karakterisasi Fisiologi dan Biokimia

Pengujian fisiologi dan biokimia terhadap bakteri hasil isolasi terdiri dari
beberapa tahapan identifikasi yaitu uji hipersensitif, uji Gram yang terdiri dari
pewarnaan Gram dan pengujian dengan KOH 3%, uji oksidatif fermentatif,
pertumbuhan bakteri dengan media YDC dan uji katalase. Hasil pengujian isolat
bakteri hasil seleksi dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Karakteristik fisiologi dan biokimia isolat bakteri hasil seleksi

Karakter Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat

B6(2) E1(1) E3(2) A1) A4(3
Uji hipersensitif - - - - -
Uji reaksi Gram :
a. Pewarnaan Gram - - - - -

b. KOH 3% - - - - -
Uji Oksidatif-Fermentatif F F F F F
Warna koloni pada media Kuning  Putih  Kuning Putih Putih
YDC
Uji katalase + + + + +
Genus Pantoea Erwinia Pantoea Erwinia Erwinia

Keterangan : (+) reaksi positif, (-) reaksi negatif, (F) fermentative
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1. Uji Hipersensitif

Terdapat rangkaian tahapan dalam proses karakterisasi bakteri isolat yang
dimulai dengan uji hipersensitif. Uji hipersensitif bertujuan untuk mengetahui
bakteri tesebut bersifat patogenik bagi tanaman atau tidak. Pengujian ini diulang
sebanyak 2 kali. Berdasarkan pengamatan uji hipersensitif selama 3 hari, bakteri
isolat dan inokulasi akuades tidak menimbulkan gejala nekrosis atau memiliki
respon negatif pada daun tanaman tembakau (Lampiran 6). Sehingga, dapat
diketahui bahwa bakteri isolat tidak bersifat patogenik bagi tanaman. Pengujian
Xoo pada daun tembakau menunjukkan respon nekrosis (Gambar 7b) Menurut
Agrios (2004), jika bakteri yang diinokulasikan pada daun tanaman tembakau
tidak menimbulkan gejala nekrosis maka bakteri tersebut tidak bersifat patogenik
terhadap tanaman. Sebaliknya, jika bakteri yang diinokulasikan pada daun
tanaman tembakau menimbulkan gejala nekrosis maka bakteri tersebut bersifat
patogenik bagi tanaman. Umumnya, gejala nekrosis akan muncul tiga hingga satu
minggu setelah inokulasi bakteri pada daun tembakau.

Gambar 7. Hasil uji hipersensitif bakteri agens antagonis hasil eksplorasi pada
daun tembakau pada 3 HSI a. Kontrol negatif akuades, b. Kontrol
positif patogen Xoo c. Bakteri isolat kode B6.2.

2. Uji reaksi Gram
Pewarnaan Gram

Uji pewarnaan Gram bertujuan untuk mengetahui bakteri tersebut
termasuk kedalam Gram positif atau Gram negatif. Hasil pengujian pewarnaan
Gram menunjukkan 5 isolat bakteri yang di identifikasi berwarna merah dan
berbentuk basil (Lampiran 7). Sehingga, dapat dikatakan bahwa bakteri isolat
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merupakan Gram negatif. Berdasarkan Brenner et al., (2005) jika hasil pewarnaan
Gram menunjukkan warna ungu maka bakteri tergolong ke dalam bakteri Gram
positif. Jika hasil pewarnaan Gram menunjukkan warna merah maka bakteri
tergolong ke dalam Gram negatif. Pewarnaan Gram pada bakeri Gram positif
akan mempertahankan zat berwarna kristal violet yang tampak berwarna ungu tua
di bawah mikroskop. Sedangkan Gram negatif akan kehilangan zat pewarna
kristal violet setelah di cuci dengan alkohol dan saat diberi zat pewarna lainnya
atau safranin akan tampak berwarna merah (Gambar 8). Sel bakteri Gram positif
terdiri dari peptidoglikan yang tebal. Sedangkan bakteri Gram negatif terdiri dari
kandungan lipid yang tinggi dibandingkan dengan bakteri Gram positif, sehingga
pada pewarnaan Gram akan menunjukkan warna yang berbeda antara Gram
negatif dan positif yang disebabkan oleh perbedaan struktur kimiawinya (Pelezar
dan Chan, 1988).

'Length' k 15.92 pm 28 EAS
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Gambar 8. Hasil pewarnaan Gram bakteri agens antagonis hasil eksplorasi
dengan perbesaran 100x pada bakteri isolat kode B6.1.

Uji KOH 3%

Hasil uji KOH 3% menunjukkan bahwa 5 isolat bakteri yang di
identifikasi bereaksi positif dengan mengeluarkan lendir saat ditetesi dengan KOH
3% (Lampiran 8). Berdasarkan Schaad et al., (2001), uji bakteri terhadap KOH
3% bakteri Gram negatif tampak berlendir, lengket dan seperti benang saat jarum
Ose diangkat. Jika Gram positif tifak tampak adanya lendir, encer dan tidak
terangkat oleh jarum Ose ketika diangkat. Gram positif memiliki dinding sel yang
tebal dan lemak yang tipis. Sedangkan Gram negatif memiliki dinding sel yang
tipis dan lemak yang tebal. Senyawa KOH akan menyerang lemak (bilayer lipid)

dan membuat sel Gram negatif pecah. Pecahnya sel akan melepaskan materi
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genetik yang merupkan substansi melimpah pada bakteri. Molekul DNA yang
sangat panjang dan bersifat sticky string (menyerupai lendir, getah dan lengket)
memberikan efek seperti lendir saat diangkat dengan jarum Ose (Gambar 9).

Gambar 9. Hasil uji KOH 3% bakteri hasil eksplorasi pada isolat B6.
3. Uji Oksidatif Fermentatif

Uji ini bertujuan untuk mengetahui metabolisme pada bakteri yang
ditunjukkan dengan adanya perubahan warna pada media selama masa inkubasi
yaitu 1 minggu. Hasil uji menunjukkan bahwa 5 media isolat bakteri berubah
warna menjadi kuning baik pada tabung yang tertutupi oleh water agar ataupun
tidak (Lampiran 9). Berubah warnanya kedua tabung tersebut menunjukkan sifat
Fermentatif. Berdasarkan Schaad et al., (2001), jika terjadi perubahan warna dari
biru menjadi kuning pada tabung media, maka mengindikasikan positif untuk
pertumbuhan anaerob (terjadi fermentasi atau bersifat fermenattif). Sedangkan
jika tidak terjadi perubahan warna biru mengindikasikan negatif untuk
pertumbuhan anaerob (tidak terjadi fermentasi atau bersifat oksidatif). Sehingga,
dapat dikatakan bahwa bakteri isolat memiliki sifat anaerob atau fermentative
(Gambar 10).

Gambar 10.Hasil uji Oksidatif-Fermentatif bakteri B6.2 yang bersifat Fermentatif.
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4. Pertumbuhan pada media YDC

Berdasarkan pada diagram Schaad et al., (2001), jika hasil uji fermentatif
oksidatif menujukkan reaksi fermentatif maka selanjutnya adalah uji pada media
YDC. Jika pengujian pada media YDC menunjukkan warna koloni putih maka
tergolong dalam genus Erwinia sp. Sedangkan jika berwarna kuning maka
tergolong ke dalam genus Pantoea sp (Gambar 11). Hasil pengujian menunjukkan
3 isolat yaitu E1.1, A1.3 dan A4.3 memiliki koloni berwarna putih yang
menujukkan genus Erwinia sp. Sedangkan 2 isolat lainnya yaitu B6.2 dan E3.2
memiliki warna koloni kuning pada media YDC yang menunjukkan genus

Pantoea sp (Lampiran 10).

Gambar 11. Kenampakan morfologi warna kuning pada koloni bakteri B6.2 pada
media YDC.

5. Uji Katalase

Uji katalase merupakan pengujian untuk mengetahui bakteri tersebut dapat
menghasilkan enzim katalase atau tidak. Enzim tersebut merupakan katalisator
dalam penguraian hydrogen-peroksida (H202) untuk menghasilkan oksigen dan
air. Menurut Lay (1994), timbulnya gelembung-gelembung gas pada pada uji
katalase membuktikan bahwa bakteri mampu menghasilkan enzim katalase
sehingga mampu merubah H>O> menjadi oksigen dan air (Gambar 12). Hasil uji
katalase menunjukkan 5 isolat bakteri mampu menghasilkan gelembung-
gelembung gas (Lampiran 11). Sehingga daspat dikatakan bahwa 5 isolat bakteri

memiliki enzim katalase yang mengubah H>O2 menjadi oksigen dan air.
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Gambar 12. Hasil uji katalase isolat bakteri B6.2 yang bereaksi positif.
4.4.2 ldentifikasi Bakteri Agens Antagonis

Bakteri hasil seleksi yang berjumlah 5 kemudian diidentifikasi berdasarkan
pada pengamatan karakterisasi morfologi koloni, fisiologi dan biokimia.
Identifikasi dilakukan hingga tingkat genus yang didasarkan pada Schaad et al.,
(2001) (Gambar 2) dan Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et
al., 1994) (Gambar 1). Berikut hasil identifikasi 5 bakteri hasil seleksi

1. Isolat B6.2
Isolat dengan kode B6.2 memiliki bentuk lonjong, warna putih keruh,

tepian rata, elevasi cembung, dan terdapat mukoid. Berdasarkan pengujian
fisiologis dan bikomia bakteri tersebut berbentuk batang dan Gram negatif,
bersifat Fermentatif, memiliki koloni berwara kuning pertumbuhan pada media
YDC, dan beraksi positif pada pengujian katalase. Berdasarkan diagram Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al.,

(2001), bakteri dengan karakter tersebut merupakan bakteri dengan genus Pantoea
sp.
2. lsolat E3.2

Isolat dengan kode E3.2 memiliki bentuk bulat, warna putih, tepian rata,
elevasi rata, dan terdapat mukoid. Berdasarkan pengujian fisiologis dan bikomia
bakteri tersebut berbentuk batang dan Gram negatif, bersifat Fermentatif,
memiliki koloni berwara kuning pertumbuhan pada media YDC, dan beraksi
positif pada pengujian katalase. Berdasarkan diagram Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al., (2001), bakteri

dengan karakter tersebut merupakan bakteri dengan genus Pantoea sp.
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3. lIsolat E1.1
Isolat dengan kode E1.1 memiliki bentuk bulat, warna putih, tepian rata,

elevasi cembung, dan terdapat mukoid. Berdasarkan pengujian fisiologis dan
bikomia bakteri tersebut berbentuk batang dan Gram negatif, bersifat Fermentatif,
memiliki koloni berwara putih pertumbuhan pada media YDC, dan beraksi positif
pada pengujian katalase. Berdasarkan diagram Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al., (2001), bakteri dengan karakter

tersebut merupakan bakteri dengan genus Erwinia sp.

4. lIsolat A1.3
Isolat dengan kode A1.3 memiliki bentuk bulat, warna putih, tepian rata,

elevasi cembung, dan terdapat mukoid. Berdasarkan pengujian fisiologis dan
bikomia bakteri tersebut berbentuk batang dan Gram negatif, bersifat Fermentatif,
memiliki koloni berwara putih pertumbuhan pada media YDC, dan beraksi positif
pada pengujian katalase. Berdasarkan diagram Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al., (2001), bakteri dengan karakter

tersebut merupakan bakteri dengan genus Erwinia sp.

5. lIsolat A4.3
Isolat dengan kode A4.3 memiliki bentuk lonjong, warna putih, tepian

rata, elevasi cembung, dan terdapat mukoid. Berdasarkan pengujian fisiologis dan
bikomia bakteri tersebut berbentuk batang dan Gram negatif, bersifat Fermentatif,
memiliki koloni berwara putih pertumbuhan pada media YDC, dan beraksi positif
pada pengujian katalase. Berdasarkan diagram Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al., (2001), bakteri dengan karakter

tersebut merupakan bakteri dengan genus Erwinia sp.

4.5 Pembahasan Umum

Berdasarkan hasil identifikasi 5 isolat bakteri yang ditemukan terdiri dari
genus Pantoea dan Erwinia. Isolat dengan kode B6.2 dan E3.2 merupakan bakteri
dengan genus Pantoea. Sedangkan, bakteri dengan kode isolat E1.1, A1.3 dan
A4.3 merupakan bakteri dengan genus Erwinia. Menurut Glick (1995), PGPR
dapat mempengaruhi pertumbuhan tanaman secara langsung ataupun tidak

langsung. Pengaruh langsung PGPR didasarkan atas kemampuannya menyediakan
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atau menyerap unsur hara dalam tanah dan mensintesis serta mengubah
konsentrasi berbagai fitohormon pemacu pertumbuhan tanaman. Sedangkan
pengaruh tidak langsung PGPR berkaitan denagn kemampuannya menekan
aktivitas patogen dengan cara menghasilkan metabolit seperti antibiotic dan
siderofor.

Kelima bakteri tersebut merupakan bakteri Gram negatif yang mampu
menambat nitrogen dan melarutkan fosfat. Menurut Glick (1995), berbagai jenis
bakteri telah diidentifikasi sebagai PGPR sebagian besar berasal dari kelompok
gram-negatif salah satunya berasal dari genus Erwinia. Selain itu, beberapa
bakteri dari genus Erwinia ini juga mampu menghasilkan hormon IAA (Indole
Acetic Acid). Menurut Grobelak et al.,(2015), Erwinia sp. mampu menghasilkan
hormon IAA dan melarutkan fosfat serta memacu pertumbuhan tanaman secara
signifikan. Moustaine et al.,( 2016), menambahkan bahwa bakteri Erwinia sp.
mampu mempengaruhi jumlah klorofil dan menstimulasi aktivitas fotosintesis
pada tanaman gandum karena menghasilkan enzim ACC (1-aminocyclopropane-
1-carboxylate). Menurut Husein (2011), enzim ACC deaminase ini mampu
mengendalikan biosintesis hormon etilen yang biasanya diproduksi tanaman
secara berlebihan saat tanaman tercekam. Peningkatan konsentrasi hormon etilen
pada awal pertumbuhan vegetatif menghambat pertumbuhan dan perkembangan
perakaran.

Bakteri yang mampu memacu pertumbuhan tanaman selanjutnya adalah
Pantoea sp. Bakteri ini mampu memacu pertumbuhan tanaman melalui produksi
IAA, melarutkan fosfat dan menambat nitrogen. Damam et al., (2014),
melaporkan bahwa Pantoea sp. mampu meningkatkan total berat biomassa
melalui produksi faktor pengatur pertumbuhan dan kemampuan melarutkan fosfat.
Selain itu, menurut Dastager et al., (2009), Pantoea sp. juga mampu memacu
pertumbuhan tanaman melalui aktivitas pelarutan fosfat, produksi IAA, produksi
siderofor dan produksi HCN.

Kedua genus bakteri ini juga memiliki potensi sebagai agens antagonis.
Hasil penelitian Kearns (1993), menunjukkan bahwa bakteri genus Erwinia yang
diisolasi dari tanaman anggrek mampu menghambat patogen Erwinia amylovora

penyebab fire blight pada tanaman apel dan pir. Wright et al., (2001) juga
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melaporkan bahwa bakteri genus Pantoea yaitu Pantoea angglomerans bersifat
antagonis terhadap Erwinia amylovora yang menyerang pohon apel. Pengendalian
ini juga efektif untuk mengendalikan patogen pasca panen. Menurut Fitriani et al.,
(2014), Pantoea sp. mampu menghasilkan metabolit sekunder berupa antibakteri
dengan gugus kimia N-methyl-N-[2’-(4-pyridyl)ethylamine,N-methyl-N-[2’-(4-
pyridilethyl]-(2(2pyridil) ethylamine.



V. KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan

1. Berdasarkan hasil isolasi telah diperolen 59 isolat bakteri yang memiliki
bentuk, warna dan ukuran berbeda. Hasil seleksi menunjukkan 45 isolat
bersifat sebagai penambat nitrogen, 48 isolat pelarut fosfat dan 37 isolat yang
memiliki sifat keduanya. Dari 37 isolat tersebut, 5 diantaranya memiliki
potensi antagonis terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae

2. Kelima isolat dengan kode B6.2, E3.2, E1.1, AL3 dan A4.3 mampu
menambat nitrogen, melarutkan fosfat dan bersifat antagonis terhadap Xoo.
Hasil uji antagonis menunjukkan zona hambat yang dihasilkan dari kelima
bakteri terhadap Xoo tidak berbeda nyata.

3. Hasil identifikasi secara morfologi, fisiologi dan biokimia terhadap 5 isolat
bakteri terpilih yaitu isolat dengan kode B6.2 dan E3.2 merupakan bakteri dari
genus Pantoea sp. Bakteri dengan kode isolat E1.1, Al.3, A4.3 merupakan

bakteri dari genus Erwinia sp.
5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai potensi bakteri rizosfer
sebagai PGPR dan potensi antagonis terhadap Xoo secara in vivo pada skala
rumah kaca. Kemudian, perlu dilaksanakan penelitian efektivitas konsorsium
bakteri dalam menstimulasi pertumbuhan tanaman dan potensi bakteri konsorsium
sebagai agens anntagonis Selain itu, untuk menyempurnakan hasil penelitian ini
maka perlu dilakukan identifikasi secara molekuler terhadap 5 isolat bakteri yang

telah diidentifikasi hingga tingkat spesies.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil analisa uji ragam ANOVA

Tabel 6. Hasil analisa uji ragam pada 1 HSI

SK JK db KT F hitung P F tabel 5%
Perlakuan  23.43951 6 3.906585 6.802068 0.000409  2.572712
Galat 12.06078 21 0.574323
Total 35.50029 27

Tabel 7. Hasil analisa uji ragam pada 2 HSI

SK JK db KT F hitung P F tabel 5%
Perlakuan  23.31791 6 3.886319  6.729169  0.000438 2.572712
Galat 12.1282 21 0.577533
Total 35.44611 27

Tabel 8. Hasil analisa uji ragam 3 HSI

SK JK db KT F hitung P F tabel 5%
Perlakuan  19.83986 6 3.306643 5.633288 0.001287 2.572712
Galat 12.32664 21 0.586983
Total 32.16649 27

Lampiran 2. Komposisi media Burk
Berikut Komposisi Media Burk menurut Park et al.,(2004)

Glukosa (10 gr)

Agar (15 gr)

Aquades (1 L)
MgS0O4.7H20 (0,1 gr)
K2HPO4 (0,52 gr)

KH2PO4 (0,41 gr)

Na2SO4 (0,05 gr)
NaMo00O4.2H20 (0,0025 gr)
CaCl (0,2 gr)

10. FeS0O4.7H20 (0,005 gr).
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Lampiran 3. Komposisi media Pikovskaya

Berikut komposisi media Pikovskaya menurut Schaad et al., (2001)

1
2
3
4
5.
6
7
8
9

. Glukosa (10 gr)
. CasHPOq (6,2 gr)
. (NH4)2S04 (1,32 gr)

KCI (0,3 gr)
MgSO47H,0 (0,96 gr)

. Ekstrak khamir (1,45 gr)
. MnSOg4 (25 mg)

. FeS04.7H,0 (0,01 gr)

. NaCl (0,2 gr)

10. Agar (20 gr)
11. Aquades (1 L).

Lampiran 4. Dokumentasi pengamatan pertumbuhan bakteri penambatan nitrogen

pada media Burk

Bakteri E1.1

Bakteri A1.3 Bakteri A4.3
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Lampiran 5. Dokumentasi bakteri pelarut fosfat pada media Pikovskaya

Bakteri E1.1 Bakteri B6.2 Bakteri E3.2

Bakteri A1.3 Bakteri A4.3

Lampiran 6. Hasil uji Hipersensitif

Bakteri A4.3

Bakteri A1.3 Bakteri E3.2
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Lampiran 7. Hasil pewarnaan Gram

tenggth: 19.77

Bakteri B6.2 Bakteri E1.1

Bakteri A1.3
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Lampiran 8. Hasil pegujian KOH 3%

Bakteri B6.2 Bakteri E1.1 Bakteri A4.3

Bakteri A1.3 Bakteri E3.2

Lampiran 9. Hasil uji oksidatif fermentatif

Bakteri B6.2 Bakteri E1.1 Bakteri A4.3
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Bakteri A1.3 Bakteri E3.2
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Lampiran 10. Hasil pertumbuhan bakteri pada media YDC

Bakteri A1.3 Bakteri E3.2

Lampiran 11. Hasil uji katalase

d

Bakteri B6.2 Bakteri E1.1 Bakteri A4.3

Bakteri A1.3 Bakteri E3.2



