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RINGKASAN

DITA RIZKY PRATISTA. 145040201111128. Potensi Bakteri Filosfer
Tumbuhan Rumput Gajah di UB Forest dalam Menenekan Patogen Hawar
Daun Padi (Xanthomonas oryzae). Di bawah bimbingan Lugman Qurata
Aini, SP. M.Si. Ph.D. sebagai Dosen Pembimbing Utama dan Restu Rizkyta
Kusuma, SP.,MP., M.Sc. Sebagai Dosen Pembimbing Pendamping.

Padi (Oryza sativa) merupakan tanaman pangan yang sangat penting karena
beras merupakan makanan pokok sebagian besar rakyat Indonesia. Kebutuhan
akan pangan khususnya beras terus meningkat seiring dengan pertambahan jumlah
penduduk. Namun produksi padi nasional masih cenderung fluktuatif. Penyakit
hawar daun bakteri menjadi salah satu penyebab dalam produktivitas tanaman
padi. Penyakit hawar daun bakteri disebabkan oleh bakteri Xanthomonas oryzae
pv. oryzae (Xoo). Pengendalian Hama Terpadu (PHT) dengan memanfaatkan
agens hayati berupa mikroba antagonis menjadi salah satu upaya pengendalian
patogen Xanthomonas oryzae. Bakteri filosfer dapat menjadi salah satu kontrol
biologi dalam menekan patogen Xanthomonas oryzae. Kegiatan eksplorasi
dilakukan di kawasan UB Forest yang dikehui memiliki biodiversitas yang tinggi,
salah satunya adalah tumbuhan rumput gajah yang dapat menjadi habitat potensial
bagi mikroorganisme termasuk bakteri. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui adanya potensi bakteri filosfer rumput gajah dalam menekan patogen
Xanthomonas oryzae.

Penelitian dilakukan di Laboratorium Penyakit Tumbuhan, Jurusan Hama
dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian, Universitas Brawijaya. Penelitian ini
dimulai dari bulan Mei 2018 sampai Juni 2019. Isolat bakteri yang dieroleh
diseleksi antagonis terhadap patogen Xanthomonas oryzae. Kemudian dipilih
empat isolat terbaik yang memiliki zona hambat terbesar untuk dilakukan
pengujian secara in vitro. Selanjutnya dilakukan identifikasi dan karakterisasi
pada isolat bakteri yang terpilih sampai tingkat genus.

Hasil eksplorasi di UB Forest didapatkan sebanyak 65 isolat bakteri
filosfer dari tumbuhan rumput gajah. Hasil seleksi diperoleh 4 bakteri yang
berpotensi sebagai agens antagonis terhadap Xanthomonas oryzae. Keempat isolat
bakteri kemudian diuji secara in vitro. Ketiga isolat bakteri yaitu P14, P62 dan
P63 menunjukkan daya hambat yang sama dengan kontrol bakterisida
Streptomycin dalam menghambat pertumbuhan patogen Xanthomonas oryzae
secara in vitro. Isolat P14 menghasilkan zona hambat sebesar 1,28 cm pada hari
kedua dan 1,33 cm pada hari ketiga. Isolat P62 menghasilkan zona hambat 1,61
cm pada hari kedua dan 1,64 cm pada hari ketiga. Isolat kode P63 menghasilkan
zona hambat sebesar 1,68 cm pada hari kedua dan 1,74 cm pada hari ketiga.
Sedangkan isolat kode P58 tidak berpengaruh nyata dalam menekan patogen
Xanthomonas oryzae dengan menghasilkan zona hambat sebesar 0,70 cm baik
pada hari kedua maupun ketiga.. Keempat isolat bakteri dapat digolongkan
kedalam tiga genus yaitu: Clostridium, Erwinia and Psuedomonas. Hasil
identifikasi dan karakterisasi menunjukkan bahwa isolat bakteri P14 bergenus
Clostridium, P58 bergenus Erwinia sedangkan P62 dan P63 bergenus
Pseudomonas.
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SUMMARY

DITA RIZKY PRATISTA. 145040201111128. The Potency of Phyllosphere
Bacteria from Elephant Grass Againts Rice Leaf Blight Phatogen
(Xanthomonas oryzae). Supervised by Lugman Qurata Aini, SP. M.Si. Ph.D.
as Main Supervisor and Restu Rizkyta Kusuma, SP., MP., M.Sc. as Second
Supervisor.

Rice (Oryza sativa) is an important food crop, most of Indonesians’ staple
food is rice. Food demand, in particular rice is increasing as a result of population
growth. However the national rice production is fluctuant. Rice leaf blight disease
is one of the problem in rice productivity. The disease is caused by the bacterium
of Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo0). Integrated Disease Management (IDM)
using microbial antagonist is considered as an alternative disease control of
Xanthomonas oryzae. Phyllosphere bacteria can be considered as biological
control of Xanthomonas oryzae. The exploration was conducted in UB Forest
area since UB Forest is known for the high biodiversity of microorganism,
elephant grass can be considered as a potential for microorganism include
bacteria. The aim of this study was to assess the potency of phyllosphere bacteria
from elephant grass against rice leaf blight pathogen Xanthomonas oryzae.

The study was conducted at the Hama dan Penyakit Tumbuhan
Departement, Faculty of Agriculture, Brawijaya University. This study was
started from May 2018 until June 2019. The obtained bacterial isolates were
selected through antagonist selection against pathogen Xanthomonas oryzae. Four
isolates which has the largest inhibition zone were tested by in vitro test. The
selected bacterial isolates would be identitify and characterised to genus level.

The exploration obtained 65 phyllosphere bacterial isolates from elephant
grass. The selection test obtained 4 bacterial isolates which showed the
antagonistic potential against Xanthomonas oryzae. Three bacterial isolates P14,
P62, and P63 showed the same inhibition zone with the bactericidal control
Streptomycin against Xanthomonas oryzae. P14 isolate showed 1,28 cm inhibition
zone on the second day, and 1,33 cm inhibiton zone at the thrid day. P62 isolate
showed 1,61 cm inhibition zone on the second day and 1,64 cm inhibition zone on
the thrid day. P63 isolate showed 1,68 cm inhibition zone on the second day and
1,78 cm inhibition zone on the second day. However, P58 isolate had no
significant effect against Xanthomonas oryzae which showed 0,70 cm inhibition
zone on the second and thrid day . The four bacterial isolates could be classified
into three genera: Clostridium, Erwinia and Pseudomonas. The identification and
characterization showed that P14 isolate classified to the genus Clostridium, P58
isolate classified to the genus Erwinia while P62 and P63 isolates classified to the
genus Pseudomonas.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Padi (Oryza sativa) merupakan tanaman pangan yang sangat penting karena
beras merupakan makanan pokok sebagian rakyat Indonesia. Kebutuhan beras
masyarakat kita diproyeksikan pada tahun 2020 sebanyak 270 juta jiwa dan pada
tahun 2025 sebesar 284 juta jiwa (Badan Pusat Statistik, 2013). Kebutuhan akan
pangan khususnya beras akan meningkat seiring dengan pertambahan jumlah
penduduk. Namun produksi padi nasional masih cenderung fluktuatif meski
sempat mengalami kenaikan. Pada tahun 2013 produksi padi sebesar 71.279.709
ton mengalami penurunan menjadi 70.846.465 ton (Badan Pusat Statistik, 2015).

Salah satu penyebab penurunan produksi padi adalah penyakit hawar daun
bakteri. Penyakit hawar daun bakeri disebabkan oleh bakteri Xanthomonas oryzae
pv. oryzae. Penyakit hawar daun bakteri merupakan penyakit yang tersebar luas di
pertanaman padi sawah dan bisa menurunkan hasil sampai 36% (BBPP Lembang,
2010). Secara ekonomis penyakit ini dapat menyebabkan kehilangan hasil yang
cukup tinggi, terutama pada musim hujan, mencapai 20,6 - 35,6%, sedangkan
pada musim kemarau dapat mencapai 7,5 - 23,8% (BBPOPT, 2007). Penyakit
hawar daun bakteri dapat merusak semua fase tumbuh pada tanaman padi dan
menimbulkan gejala berupa kresek dan hawar. Baik kresek dan hawar
menyebabkan daun tanaman padi berwarna hijau kelabu, melipat, menggulung,
dan kemudian mengering (Sudir, 2011).

Pengendalian Hama Terpadu (PHT) merupakan salah satu cara yang dapat
digunakan dalam memgendalikan penyakit hawar daun bakteri. Pengendalian
Hama Terpadu (PHT) dilakukan dengan mempertimbangkan aspek ekosistem,
stabilitas serta kesinambungan produksi sesuai dengan tuntunan praktek pertanian
yang baik (Litbang Pertanian, 2010). Salah satu prinsip Pengendalian Hama
Terpadu adalah pelestarian musuh alami, musuh alami meliputi parasitoid,
predator, patogen dan agens antagonis. Pengendalian penyakit tanaman dengan
menggunakan agens antagonis selama ini dilakukan dengan menggunakan jamur
dan bakteri (Santosa, 2009).

Bakteri merupakan salah satu agens antagonis yang dapat digunakan dalam

mengendalikan penyakit hawar daun bakteri. Bakteri dapat ditemukan di tanah,
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udara, aliran air danau, sungai dan laut, bahkan pada daun tumbuhan. Salah satu
bakteri yang dapat dimanfaatkan sebagai agens antagonis dalam mengendalikan
penyakit hawar daun bakteri adalah bakteri filosfer, hal ini dikarenakan penyakit
hawar daun nenyerang pada bagian daun sehingga kemungkinan adanya interaksi
dengan bakteri filosfer pada daun.

Filosfer atau permukaan daun menjadi habitat yang sangat besar bagi
mikroba, terutama bakteri dan jamur (Lindow dan Brandl, 2003). Hutan seperti
UB Forest merupakan ekosistem yang memiliki tingkat keanekaragaman hayati
yang tinggi. Keanekaragaman ini meliputi hewan, tumbuhan serta mikroba.
Sehingga mikroba khususnya bakteri filosfer dapat ditemukan di UB Forest. Di
dalam filosfer hampir semua jaringan tanaman yang sehat, ada banyak
mikroorganisme yang sinergistik dengan inangnya dengan cara menghasilkan
senyawa Kkhusus, seperti senyawa bioaktif, untuk melindungi inangnya dari
serangan mikroba patogen dan hama (Baskaran et al., 2012). Bakteri filosfer
mempunyai peran yang signifikan dalam mempengaruhi lingkungan lingkungan
tanaman, dan juga terlibat dalam proses global. Saat ini banyak bakteri filosfer
yang dimanfaatkan sebagai sumber agen biologi untuk aplikasi bioteknologi atau
isolasi senyawa bioaktif (Zhang et al., 2010). Salah satu bakteri yang terbukti
dapat menekan patogen adalah genus Bacillus, dimana mampu menghambat
pertumbuhan patogen (Sartori et al., 2016).

Pada penelitian ini dilakukan eksplorasi bakteri filosfer pada rumput gajah.
Rumput gajah merupakan salah satu tumbuhan famili Poaceace dimana berfamili
sama dengan tanaman padi, selain itu tumbuhan rumput gajah banyak tersebar di
UB Forest. Berdasarkan permasalahan tersebut maka dilakukan penelitian
mengenai eksplorasi bakteri filosfer pada tumbuhan rumput gajah di UB Forest
untuk mengatasi permasalahan serangan penyakit hawar daun bakteri pada
tanaman padi.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan hasil pembahasan di atas, maka rumusan masalah dari

penelitian ini adalah apakah bakteri filosfer dari tumbuhan rumput gajah di UB

Forest dapat digunakan untuk menekan patogen Xanthomonas oryzae?
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1.3 Tujuan

Berdasarkan hasil rumusan masalah di atas, maka tujuan dari penelitian ini
diantaranya :
1. Mengeksplorasi biodiversitas mikroorganisme khususnya bakteri filosfer di UB
Forest.
2. Mengetahui pengaruh bakteri filosfer dari tumbuhan rumput gajah dalam

menekan patogen Xanthomonas oryzae.

1.4 Hipotesis

Berdasarkan tujuan di atas, maka hipotesis dari penelitian ini adalah terdapat
ditemukan bakteri filosfer pada tumbuhan rumput gajah yang bersifat antagonis

dalam menekan patogen Xanthomonas oryzae yang dieksplorasi dari UB Forest.

1.5 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah memberikan informasi mengenai bakteri
filosfer pada tumbuhan rumput gajah di UB Forest yang berpotensi sebagai agens

antagonis dalam menekan patogen Xanthomonas oryzae.



REPOSITORY.UB.AC.ID

> UNIVERSITAS

% BRAWIJAYA

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

<
=
=
<
oc
(a ]
/ )

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

% BRAWIJIAYA

I1.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Padi

Padi merupakan tanaman pangan berupa rumput berumpun. Padi termasuk
dalam keluarga padi-padian atau Poaceae (Graminae) (Brar dan Khush, 1997).
Tanaman ini berasal dari benua Asia dan Afrika Barat tropis dan subtropis.
Pertumbuhan tanaman padi dibagi menjadi tiga fase, yaitu vegetatif (awal
pertumbuhan sampai pembentukan bakal malai/primordia), reproduktif (primordia
sampai pembungaan), dan pematangan (pembungaan sampai gabah matang). Fase
vegetatif ditandai dengan pertumbuhan organ-organ vegetatif, seperti
pertumbuhan jumlah anakan, tinggi tanaman, bobot dan luas daun.

Fase reproduktif ditandai dengan memanjangnya ruas teratas batang
tanaman, matinya anakan yang tidak produktif, munculnya daun bendera, bunting
dan pembungaan (Makarim & Suhartatik, 2009). Padi (Oryza sativa.L )
merupakan tanaman pangan pokok hampir seluruh rakyat Indonesia. Produksi
padi dunia menempati urutan ketiga dari semua serealia setelah jagung dan
gandum. Namun demikian, padi merupakan sumber karbohidrat utama bagi
mayoritas penduduk dunia. Konsumsi beras pada tahun 2010, 2015, dan 2020
diproyeksikan berturut - turut sebesar 32,13 juta ton, 34,12 juta ton dan 35,97 juta
ton. Jumlah penduduk pada ketiga periode itu diperkirakan berturut - turut 235
juta, 249 juta, dan 263 juta jiwa (Puslitbang Tanaman Pangan, 2012).

2.2 Rumput Gajah (Pennisetum purpureum Schau) dari Famili Poaceae

Poaceae adalah adalah salah satu suku anggota tumbuhan berbunga.
Poaceae merupakan kelompok tumbuhan yang sangat berhasil penyebarannya di
muka bumi ini dengan sangat luas. Sistem akar mampu mengisap nutrisi secara
luar biasa, juga efisiensi dalam penyerapan air dan stabilisasi tanah. Poaceae
mempunyai kemampuan reproduksi yang tinggi dengan biji - bijinya yang
banyak sehingga mampu disebarkan secara luas. Famili ini mempunyai sekitar
500 marga dan 3000 jenis. Bersifat kosmopolit tetapi terbanyak di daerah
tropis dan temprata utara dengan curah hujan yang cukup untuk untuk
membentuk padang - padang rumput (Dasuki, 1994).

Anggota dari famili Poaceae diantaranya seperti rumput gajah dan rumput

raja. Rumput gajah merupakan tanaman yang tumbuh alami diseluruh dataran
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Asia Tenggara termasuk Indonesia, tanaman ini berasal dari Afrika. Rumput
gajah (Pennisetum purpureum) adalah tanaman yang dapat tumbuh di daerah
marginal. Tanaman ini juga dapat hidup pada tanah Kkritis dimana tanaman
lain relatif tidak dapat tumbuh dengan baik (Sanderson dan Paul, 2008).

Rumput gajah tumbuh tegak menyerupai tebu dan dapat tumbuh mencapai
2 — 5 m, mudah berkembang biak, berdaun lebar, tipis dan mempunyai tulang
daun. Rumput gajah mempunyai batang bulat berkayu dan berbuku - buku
dimana dari buku tersebut nantinya akan keluar tunas baru yang kemudian yang
akan menjadi batang baru. Diameter batang dapat mencapai lebih dari 3 cm
dan terdiri sampai 20 ruas/buku. Batang rumput gajah ditutupi perisai daun
yang agak berbulu. Rangkum bunga bertipe tandan dengan warna keemasan,
sedangkan dalam berbentuk biji yang berisi hanya bisa dicapai bila tumbuh
pada ketinggian lebih dari 1000 meter di atas permukaan laut, bentuk daun
pada umumnya panjang menyerupai pita dan berbulu, panjang daun bisa mencapai
30 - 120 cm dengan lebar kurang dari 30 cm (Efendi et al, 2001).

2.3 Penyakit Hawar Daun Bakteri pada Tanaman Padi

Hawar daun bakteri pada padi disebabkan oleh bakteri Xanthomonas oryzae
pv. oryzae. Bakteri Xanthomonas oryzae pv. Oryzae bersifat Gram negatif,
berbentuk batang pendek dengan ukuran 0,45 - 0,75 x 0,65-2,1 p, dengan satu
flagella polar di salah satu ujungnya dengan ukuran 0,03-8,75 p (Sudir et al.,
2012). Tingkat virulensi bervariasi tergantung pada gen resistensi masing-masing
varietas padi dan interaksi antara gen virulen patogen dengan gen tanaman tahan
(Jha et al., 2007). Perubahan sifat virulensi patogen dipengaruhi oleh kondisi
lingkungan. Reaksi patogen lebih spesifik terhadap patotipe yang diinokulasikan
di rumah kaca, tetapi reaksi patogen akan menunjukkan lebih dari satu patotipe X.
oryzae yang populasinya beragam jika diinokulasikan di lapangan (Sudir et al.,
2012).

Faktor yang mempengaruhi perkembangan penyakit hawar daun bakteri adalah:

1. Infeksi pada tanah
Bakteri Xanthomonas oryzae dapat bertahan di tanah selama 1-3 bulan,
bergantung pada kelembabab dan kemasaman tanah (Sudir et al., 2012).

2. Jerami tanaman terinfeksi
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Jerami sisa tanaman yang terinfeksi dan tanaman inang selain padi dapat
menjadi sumber penularan penyakit dari musim ke musim (Sudir et al., 2012).
3. Gabah padi
Bakteri juga dapat bertahan dalam biji sampai beberapa saat, sehingga
penularan dapat terjadi melalui benih (Sudir et al, 2012).
4. Pemupukan

Faktor pemupukan berpengaruh nyata terhadap keparahan penyakit hawar daun
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bakteri. Keparahan penyakit yang hanya dipupuk pupuk kandang lebih rendah
dibandingkan pola pemupukan lain (Sudir dan Abdulrachman, 2009).

5. Kelembaban
Kelembabab yang tinggi dapat mempercepat perkembangan penyakit ini. Oleh
karena itu, penyakit hawar daun bakteri sering timbul pada musim hujan,

terutama apabila hujan disertai angin kencang, yang berperan dalam penularan

REPOSITORY.UB.AC.ID

dan penyebaran patogen ( Suparyono et al, 2003).

6. Pengairan
Pertanaman yang diairi secara terus-menerus membentuk kondisi lingkungan
yang menyebabkan penyakit berkembang lebih baik. Begitu pula tanaman yang
terlalu rapat, sangat mendukung perkembangan penyakit (Sudir, 2011)

7. Jarak tanam

Pertanaman dengan jarak tanam rapat selain menciptakan kondisi lingkungan
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tanaman ke tanaman lain. Terjadinya pergesekan antar daun yang sudah

terinfeksi dengan daun yang masih sehat akan mempercepat terjadinya infeksi
patogen (Sudir, 2011).

Hawar daun bakteri adalah penyakit yang meyebabkan infeksi sistemik

yang menghasilkan lesi berwarna abu-abu gelap sampai keputihan disepanjang

jaringan. Kresek adalah manifestasi penyakit yang paling merusak, dimana
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seluruh daun tanaman berwarna kuning pucat dan layu selama masa perkecambah
sampai awal stadium anakan yang menyebabkan sebagaian atau seluruhnya gagal
panen. Tanaman yang berumur kurang dari 21 hari sangat rentan dan suhu 28-
34°C sangat mendukung pertumbuhan Xanthomonas oryzae. Gejala yang sangat

khas adalah munculnya lesi berwarna kuning dengan pinggiran bergelombang
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pada helai daun yang dapat meluas ke bagian pelepah. Meskipun hawar terjadi
disepanjang masa pertumbuhan, hawar paling sering terjadi pada masa

pembentukan anakan sampai dengan dewasa (Gnanamanickam et al, 1999).
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Gambar 1. Gejala tanaman padi yang terserang hawar daun bakteri (EPPO, 2007).

2.4 Pengendalian Hawar Daun Bakteri

Pengendalian yang sudah dilakukan dalam mengendalikan penyakit hawar
daun bakter pada tanaman padi menurut (Sudir et al., 2012) diantaranya adalah:

REPOSITORY.UB.AC.ID

a. Penanaman benih dan bibit sehat.

Penyakit hawar daun bakteri merupakan penyakit seed born atau penyakit
yang dapat tertular melalui benih maka perlu dianjurkan penggunaan benih dan
bibit yang sehat tidak terinfeksi hawar daun bakteri (Suprihanto et al, 2002, Sudir
dan Suprihanto 2008). Hal ini harus dilakukan untuk mencegah bersebaran
penyakit hawar daun bakteri agar tidak semakin meluas. Selain itu juga tidak

dianjurkan untuk melakukan pemotongan benih karena memacu timbulnya
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penyakit karena hawar daun bakteri menginfeksi melalui luka dan lubang alami
(Suparyono dan Sudir 1992).
b. Caratanam

Sistem tanam yang dapat diterapkan untuk mencegah timbulnya penyakit
hawar daun bakteri adalah jajar legowo, hal ini dikarenakan dapat mengurangi
kelembaban disekitar kanopi tanaman. Pertanaman yang terlalu rapat

REPOSITORY.UB.AC.ID

menyebabkan kelembaban, aerasi dan suhu menjadi menguntungkan bagi
perkembangan bakteri ini sehingga akan memudahkan terjadinya infeksi dan juga
penularan dari satu tanaman ke tanaman lainnya (Sudir, 2011).
c. Pemupukan

Semakin banyak pemberian pupuk nitrogen semakin meningkatkan resiko

penyakit hawar daun bakteri karena tanaman lebih rentan. Sedangkan pemupukan
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kalium menyebabkan tanaman padi lebih tahan. Sehingga perlu adanya pemberian
pupuk kalium dan pupuk nitrogen dalam dosis yang seimbang.
d. Sanitasi lingkungan

Sanitasi dilakukan untuk membersihkan sisa-sisa lahan dari panen
sebelumnya, sehingga apabila pada masa tanam sebelumnya terserang penyakit
hawar daun bakteri dapat diminimalisir resikonya.
e. Penanaman varietas tahan

Penggunaan varietas tahan dinilai efektif dan mudah diterapkan sehingga
banyak digunakan dalam mengendalikan penyakit hawar daun bakteri. Namun,
penggunaan varietas tahan ini harus seuai dengan patotipe patogen Xanthomonas
oryzae pv oryzae merupakan patogen yang mampu berubah dengan cara
membentuk patotipe yang lebih virulen. Untuk itu penggunaan varietas tahan

harus memperhatikan patotipe yang sesuai.

2.5 Bakteri Filosfer

Selain berupa pengendalian dengan mengatur cara budidaya dan juga
penggunaan varietas tahan diperlukan pengendalian secara biologis dengan
penggunaan agens antagonis. Permukaan tanaman merupakan habitat bagi
mikroba seperti jamur dan bakteri (Lindow dan Brandl, 2003). Hampir semua
jaringan tanaman pada filosfer tanaman yang sehat terdapat senyawa seperti
bioaktif yang mampu melindungi inangnya dari Organisme Penganggu Tumbuhan
(OPT) (Baskaran et al., 2012). Keanekarangaman bakteri filosfer tergantung pada
jenis tanaman dan jaringan yang didiaminya, seperti daun, akar ataupun bunga.
Selain itu juga dipengaruhi oleh faktor abiotik berupa angin, kelembaban dan
kecepatan angin mempengaruhi mobilitas bakteri, yang akhirnya dapat
menentukan keberadaan bakteri. Hal lain yang dapat menentukan keragaman dan
keberadaan bakteri filosfer, yaitu nutrisi. Kelimpahan nutrisi pada daun dapat
mengindikasikan keberadaan mikroorganisme. Terutama nutrisi sumber karbon
dan sumber nitrogen (Wilson et al., 2006).

Bakteri filosfer yang terbukti menghambat pertumbuhan patogen adalah dari
genus Bacillus. Genus Bacillus sangat efektif dalam mengurangi tingkat
keparahan penyakit hawar daun yang disebabkan oleh Exserohilum turcicum pada

tanaman jagung (Sartori et al., 2016). Bakteri dari genus Acinetobacter, Serratia
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dan Pseudomonas yang diisolasi dari filosfer tanaman kastanya mampu
menghambat patogen Cryphonectria parasitica dan Phytophthora cinnamomi
(Valverde et al., 2017).
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I11. BAHAN DAN METODE

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei 2018 — Juni 2019 di
Laboratorium Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya dan
Hutan Percobaan Universitas Brawijaya (UB Forest).

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah cawan Petri, tabung
10 ml, tube falcon, botol semprot, mikropipet, tips, jarum Ose, stick I, botol
media, pinset, plastic wrap, timbangan, gunting, penggaris, alumunium foil,
vortex, centrifuge, cover glass, pipet tetes, jarum suntik, gelas ukur, pipet tetes
dan Laminar Air Flow Cabinet ( LAFC).

Bahan-bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu sampel daun
tumbuhan rumput gajah, isolat patogen Xanthomonas oryzae, aquades, plastik,
kertas saring. alkohol 70 %, alkohol 96%, media Nutrient Agar (NA), media
Yeast Dextrose Carbonat (YDC), media Oksidatif-Fermentatif, media King’s B,
paraffin cair, kloroform, klorox, H202, iodin, KOH 3%, safranin, kristal violet,

benih padi IR64, tanah, kompos dan tanaman tembakau.

3.3 Pelaksanaan Penelitian

3.3.1 Pengambilan Sampel

Penelitian ini dimulai dengan pengambilan sampel dari daun rumput gajah
di UB Forest. Sampel daun rumput gajah yang sehat dipotong seikar 3 cm dari
ujung daun. Sampel daun kemudian dipotong sepanjang 0,5 cm dan dimasukkan
kedalam tabung yang berisi aquades steril 10 ml lalu ditutup rapat dan diberi
label.
3.3.2 Isolasi Bakteri Filosfer

Isolasi bakteri filosfer pada rumput gajah dilakukan dengan menggunakan
metode dillution plate atau pengenceran bertingkat. Sampel daun rumput gajah di
dalam tabung yang berisi aquades dikocok menggunakan vortex selama 3 menit
kemudian potongan daun dikeluarkan dari tabung menggunakan pinset. Suspensi

bakteri pada tabung disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 4000 rpm.
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Supernatan diambil sebanyak 1 ml menggunakan mikropipet dan dimasukkan
kedalam tabung reaksi yang berisi aquades steril sebanyak 9 ml. Pengenceran
dilakukan hingga pengenceran tingkat 108, dari pengenceran 103,10, dan 107
diambil sebanyak 100 ul menggunakan mikropipet dan dimasukkan kedalam
cawan Petri yang berisi media NA. Suspensi bakteri diratakan dengan
menggunakan batang gelas. Isolat diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang
kemudian koloni yang tumbuh dimurnikan hingga didapatkan koloni tunggal.
3.3.3 Persiapan Bakteri Patogen Xanthomonas oryzae

Isolat bakteri Xanthomonas oryzae didapatkan dari koleksi Laboratorium
Penyakit Tumbuhan, Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian,
Universitas Brawijaya. Isolat bakteri Xanthomonas oryzae ditumbuhkan dan
dimurnikan pada media NA untuk mendapatkan biakan murni dan tunggal.

3.3.4 Uji Patogenisitas

Uji patogenisitas dilakukan untuk membuktikan apakah suatu isolat bakteri
termasuk patogen tanaman dan mampu menimbulkan penyakit pada tanaman
inangnya. Uji patogenisitas dilakukan dengan cara menginokulasikan bakteri
patogen pada tanaman inang.

Benih padi IR64 terlebih dahulu direndam dengan air bersih selama 24 jam
untuk menyeleksi benih kemudian benih dibalut dengan kain selama 2 hari untuk
dikecambahkan. Setelah benih berkecambah benih dapat dipindahkan ke wadah
persemaian (Hardianto et al., 2015). Setelah bibit padi berumur 7-14 hari
dipindahkan kedalam polibag yang telah diisi dengan tanah dan kompos. Uji
patogenisitas pada penelitian ini dilakukan dengan melukai daun padi dengan
gunting dan dicelupkan ke dalam suspensi bakteri selama +10 detik.
Pengamatan dilakukan pada 7HSI. Daun yang bergejala selanjutnya dilakukan
isolasi kembali. Uji patogenisitas dinyatakan positif jika diperoleh Kkoloni
bakteri yang serupa dengan bakteri yang diinokulasikan pada daun padi dan
dinyatakan negatif jika koloni yang diperoleh tidak serupa dengan bakteri
yang diinokulasikan (Wahyudi et al., 2011).

3.3.5 Seleksi Bakteri Filosfer yang Bersifat Antagonis dari Daun Rumput Gajah

Seleksi  bakteri dilakukan dengan menggunakan metode spray
(pengkabutan) (Kawaguchi et al., 2008). Isolat bakteri yang telah dibiakkan
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selama 24 jam dibuat suspensi dengan mengambil satu Ose koloni bakteri dan
dimasukkan kedalam 1 ml aquades steril. Suspensi bakteri kemudian dikocok
sampai benar-benar tercampur. Kertas saring steril dengan diamer 5 mm
dimasukkan kedalam suspensi bakteri selama 2 menit dan ditiriskan selama 3 jam.
Kertas saring kemudian diletakkan pada media NA dan diinkubasi pada suhu
ruang selama 24 jam. Pengamatan dilakukan dengan melihat adanya tanda-tanda
pertumbuhan bakteri di sekitar kertas saring, apabila bakteri telah tumbuh
selanjutnya ditetesi kloroform. Kloroform diberikan dengan cara diteteskan pada
tutup cawan Petri menggunakan mikropipet dalam keadaan terbalik lalu dibiarkan
selama 1 jam. Pada permukaan biakan bakteri diberi pengkabutan menggunakan
suspensi bakteri patogen Xanthomonas oryzae dengan kerapatan 10° cfu/ml.
Biakan bakteri diinkubsi selama 24 jam pada suhu ruang kemudian diukur zona
hambat yang muncul. Penghambatan oleh bakteri ditandai dengan munculnya
diameter zona bening, selanjutnya zona bening diukur menggunakan penggaris.
Bakteri yang menunjukkan daya hambat terbaik diambil untuk kemudian diuji
secara in vitro.

3.3.6 Uji Hipersensitif

Respon hipersensitif diartikan sebagai reaksi mempertahanan yang cepat
dari tanaman menghadapi patogen yang tidak kompatibel disertai dengan
kematian sel yang cepat pada jaringan di daerah yang diinjeksi suspensi bakteri
(Klement et a., 1990). Uji hipersensitivitas isolat bakteri terhadap tanaman
tembakau dilakukan dengan menyuntikkan koloni bakteri dengan kerapatan 108
sel/ml dalam kultur cair dengan menggunakan syringe (tanpa jarum). Pengamatan
gejala penyakit dilakukan hingga 72 jam setelah penyuntikan (Zou, 2006).
Hipersensitif positif ditandai dengan munculnya bercak nekrosis kecoklatan dan
kering pada daun tembakau. Sedangkan megatif jika tidak muncul gejala hal ini
berarti bakteri bukan merupakan patogen.

3.3.7 Uji Antagonis Bakteri Filosfer Terhadap Xanthromonas oryzae.

Pengujian antagonis dilakukan dengan metode pengkabutan seperti yang
dilakukan pada tahap seleksi. Empat isolat dari hasil seleksi diuji kemampuan
antagonisnya dengan menggunakan 6 perlakuan dan 4 ulangan menggunakan
Ranangan Acak Lengkap (RAL).
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Tabel 1. Tabel Perlakuan Secara In Vitro

No. Perlakuan
1 Isolat bakteri filosfer kode P14 (Bakteri antagonis dan bakteri Xanthomonas
2 ?srglzaateg)akteri filosfer kode P58 (Bakteri antagonis dan bakteri Xanthomonas
3 ?srglzaa':ez)akteri filosfer kode P62 (Bakteri antagonis dan bakteri Xanthomonas
n (I)srglzaa':eg)akteri filosfer kode P63 (Bakteri antagonis dan bakteri Xanthomonas
oryzae

5. Kontrol positif menggunakan bakterisida berbahan aktif Streptomycin 1gr/I.
6.  Kontrol negatif menggunakan aquades steril

3.3.8 Karakterisasi dan ldentifikasi Bakteri Filosfer yang Bersifat Antagonis

Terhadap bakteri Xanthomonas oryzae

Identifikasi bakteri mengacu pada buku Bergey’s Determinative
Bacteriology dan Schaad et al., (2001). Identifikasi ini dilakukan pada bakteri
yang menunjukan antagonism terhadap pertumbuhan bakteri Xanthomonas
oryzae. Pengujian akandilakukan dengan sebagai berikut:.
a. Uji Gram
- Pengecatan Gram

Uji pengecatan Gram dilakukan dengan mengambil baktei berumur 48 jam
dan diletakkan diatas gelas obyek steril dan dikeringkan diatas lampu bunsen.
Setelah itu ditetesi dengan kristal violet dan dibiarkan selama 1 menit kemudian
dicuci dan dikeringkan diatas bunsen. Gelas obyek kemudian ditetesi dengan iodin
selama 1 menit, dicuci dan dikeringkan. Warna ungu yang ditinggalkan dari
kristal violet kemudian dicuci dengan alkohol 95% sampai kristal violet terlihat
mengalir, kemudian dicuci dan dikeringkan. Setelah itu ditetesi dengan safranin
dan dibiarkan selama 1 menit, dicuci dan dikeringanginkan. Bakteri kemudian
diamati dibawah mikroskop. Gram negatif ditunjukkan oleh warna merah terang
dan Gram positif berwarna ungu gelap.
- Uji Kelarutan KOH 3%

Bakteri berumur 48 jam diletakkan diatas gelas obyek steril kemudian
ditetesi dengan satu atau dua tetes KOH 3%. Gram negatif ditunjukan dengan
adanya benang jika jarum Ose diangkat sedangkan Gram positif tidak membentuk
benang.

b. Pewarnaan Spora
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Pewarnaan spora merupakan uji lanjutan dari pewarnaan Gram. Pengujian
ini dilakukan pada bakteri bergram positif untuk mengetahui apakah bakteri
tersebut memiliki spora atau tidak. Satu jarum Ose biakan bakteri umur 24 jam
dibuat suspensi dengan aquades steril diatas gelas obyek yang telah disterilkan
dan difiksasi diatas bunsen. Kemudian ditetesi dengan malachite green dan
biarkan selama 15 menit kemudian cuci dengan air mengalir. Setelah dikeringkan
diatas bunsen lalu ditetesi dengan safranin dan biarkan selama 1 menit, lalu cuci
dengan air mengalir dan keringkan diatas bunsen. Selanjutnya amati dibawah
mikroskop. Spora bakteri akan tampak berwarna kehijauan sedangkan sel
vegetatifnya akan berwarna merah.

c. Uji Katalase

Uji Katalase dilakukan dengan meneteskan H>O. (Hidrogen Peroksida) 3%
pada gelas obyek yang bersih. Isolat sebanyak satu ose dioleskan pada gelas
obyek yang sudah ditetesi hidrogen peroksida. Suspensi dicampur secara perlahan
menggunakan jarum Ose, hasil yang positif ditandai oleh terbentuknya
gelembung-gelembung udara (Hadioetomo, 1990).

d. Uji Oksidatif — Fermentatif

Pengujian Oksidatf — Fermentatif bertujuan utuk mengetahui sifat oksidasi
maupun fermentai bakteri dengan menggunakan dua tabung yang salah satunya
ditutup dengan menggunakan paraffin sehingga didalam tabung tidak akan terjadi
fermentasi (Kismiyanti et al., 2009). Isolat bakteri berumur 48 jam diambil
dengan menggunakan jarum ose dan ditusukkan kedalam media OF. Tiap-tiap
bakteri diinokulasikan ke dalam dua tabung dengan tabung pertama ditambahkan
paraffin cair sebanyak 1 ml sebagai penutup dan tabung kedua tanpa ditambahkan
paraffin kemudian diinkubasi selama 7 hari. Apabila pada tabung yang diberi
paraffin berubah warna dari biru menjadi kuning maka bakteri bersifat fermentatif
sedangkan jika tidak terjadi perubahan warna maka bakteri bersifat oksidatif.
e. Pigment Flourescent pada Media King’s B

Bakteri ditumbukan pada media King’s B dan diinkubasi selama 48 jam
dan kemudian diamati dibawah lampu UV untuk melihat koloni tampak berpendar
atau tidak. Bakteri termasuk kedalam golongan flourescent apabila menghasilkan

pigmen berwarna biru atau hijau.
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f. Pertumbuhan pada Media YDC

Pengujian pada media selektif YDC bertujuan untuk mengetahui
pertumbuhan selektif antara genus Erwinia dan Pantoea. Bakteri ditumbuhkan
pada media YDC dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30°C. Apabila koloni
yang tumbuh berwarna kuning maka termasuk genus Pantoea dan apabila

berwarna putih maka termasuk genus Erwinia.
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Gambar 2. Diagram pengujian bakteri hingga ti

ngkat Genus (Schaad et al., 2001)
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3.4 Variabel Pengamatan

Zona Hambat Bakteri Antagonis terhadap Bakteri Patogen
Pengukuran zona hambat dilakukan dengan menggunakan jangka sorong
secara vertikal dan horizontal dengan menggunakan rumus:

s=11H

Keterangan:
S = Proporsi zona hambat disekitar koloni antagonis (cm)
V = Diameter zona hambat secara vertikal (cm)

H = Diameter zona hambat secara horizontal (cm)

3.5 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil pengamatan dianalisa menggunakan analisis
ragam ANOVA. Data yang menunjukkan hasil berbeda nyata akan dilanjutkan

dengan uji Duncan dengan taraf 5%.
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4.1 Hasil Pemurnian Bakteri Patogen Xanthomonas oryzae
dan Uji Patogenisitas
Isolat bakteri Xanthomonas oryzae didapatkan dari koleksi Laboratorium
Penyakit Tumbuhan, Jurusan Hama dan Penyakit Tumbuhan, Fakultas Pertanian,

Universitas Brawijaya. Isolat bakteri Xanthomonas oryzae ditumbuhkan dan
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dimurnikan pada media NA untuk mendapatkan biakan murni dan tunggal.

Uji patogenisitas bertujuan untuk membuktikan bahwa isolat yang
didapatkan bisa menimbulkan gejala yang sama dengan gejala penyakit yang
ditemukan sebelumnya. Pengujian dilakukan dengan menggunakan bakteri
Xanthomonas oryzae yang telah dimurnikan pada media NA. Bakteri tersebut
diujikan pada tanaman padi sehat yang berumur 21 HST di polybag. Uji
patogenisitas dilakukan dengan melukai ujung daun yang akan diinokulasi. Luka
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tersebut dapat menjadi lubang masuknya bakteri patogen ke dalam tanaman padi.
Melalui luka tersebut, bakteri kemudian bergerak sambil memperbanyak diri
menuju xilem. Bakteri juga dapat masuk pada tanaman padi melalui lubang alami
seperti hidatoda, seperti cara Xoo menginfeksi daun padi. Namun, infeksi bakteri
lebih mudah terjadi melalui bagian daun yang terluka (Gnanamanickam et al.,

1999). Pengamatan dilakukan hingga 7 HSI menunjukkan adanya gejala yaitu
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mula-mula pada tepi atau bagian daun yang luka tampak garis bercak kebasahan,
kemudian berkembang meluas, berwarna hijau keabu-abuan, seluruh daun keriput,
dan akhirnya layu seperti tersiram air panas (Gambar 3b). Gejala yang khas adalah
penggulungan helaian daun dan warna daun menjadi hijau pucat atau ke abu-

abuan (Suparyono dan Sudir, 1992).
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Gambar 3. Gejala penyakit hawar daun bakteri pada tanaman padi: (a) Kontrol
aquades; (b) Daun padi yang diinokulasi X.oryzae pada 7 HSI.
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4.2 Pembahasan Hasil Seleksi Bakteri dari Filosfer
Tumbuhan Rumput Gajah di UB Forest

Hasil eksplorasi bakteri filosfer dari tumbuhan rumput gajah di UB Forest
didapatkan 65 isolat bakteri. Isolasi bakteri dilakukan dengan metode pengenceran
bertingkat (dilution plate). Pengenceran dilakukan hingga pengenceran tingkat 10°
8, Selanjutnya isolat bakteri yang telah didapatkan diseleksi untuk mendapatkan
isolat bakteri yang bersifat antagonis, bakteri yang bersifat antagonis akan
menghasilkan zona bening di sekitar bakteri. Hasil seleksi bakteri antagonis dapat
dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil seleksi bakteri filosfer rumput gajah terhadap Xanthomonas oryzae

Kode Hasil Kode Hasil Kode Hasil Kode Hasil Kode Hasil
Isolat Seleksi Isolat Seleksi Isolat Seleksi Isolat Seleksi Isolat Seleksi

P1 - P15 I P28 s P41 : P54 Y
P2 g P16 i P29 S P42 > P55 y
P4 . P17 T P30 . P43 . P56 -
P5 - P18 - P31 - P44 - P57 -
P6 - P19 y P32 - P45 - P58 +
P7 £ P20 1 P33 S P46 - P59 Y
P8 . P21 i P34 - P47 - P60 -
P9 - P22 : P35 - P48 - P61 -
P10 - P23 - P36 - P49 - P62 +
P11 - P24 ! P37 $ P50 : P63 +
P12 g P25 i P38 : P51 S P64 ’
P13 . P26 X P39 - P52 - P65 -
P14 - P27 - P40 - P53 -

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

Berdasarkan hasil seleksi menunjukkan bahwa dari 65 isolat yang
didapatkan melalui 11 kali isolasi hanya 4 bakteri yang mampu menghasilkan
zona hambat. Hal ini dimungkinkan bahwa bakteri yang diisolasi bergenus sama
sehingga perannya sama. Perbedaan lingkungan pada bakteri filosfer rumput gajah
dan bakteri Xanthomonas oryzae juga dapat menjadi salah satu faktor. Menurut
Wiyono (2007) bakteri Xanthomonas oryzae menghendaki suhu optimum 30° C.
Sedangkan UB Forest terlentak di lereng gunung yang cenderung memiliki suhu
yang lebih rendah sehingga bakteri filosfer dari rumput gajah di UB Forest sulit
beradaptasi pada lingkungan yang berbeda. Bakteri yang dihadapkan pada suhu
tinggi diatas suhu maksimum akan menyebabkan kematian thermal (WMI, 2003).

Selain itu banyak sedikitnya bakteri filosfer pada daun juga dipengaruhi
oleh beberapa hal. Permukaan daun terkena suhu yang berfluktuasi dengan cepat
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dan kelembaban relatif serta ada tidaknya kelembaban yang dipengaruhi oleh
hujan dan embun. Permukaan daun juga menyedikan sumber nutrisi yang terbatas
bagi koloni bakteri. Selain itu beberapa faktor dapat mempengaruhi mikrohabitat
bakteri pada daun. Pertama, daun dikelilingi oleh lapisan laminar yang sangat tipis
dimana kelembaban yang dikeluarkan melalui stomata menjadi terhalangi
sehingga mengurangi tekanan air pada bakteri dipermukaan. Selain itu sebagian
besar koloni bakteri pada tanaman mudah tercuci dari daun atau mati karena
cahaya ultraviolet (Lindow dan Brandl, 2003).

Menurut Leveau dan Linow (2000) banyak sedikitnya bakteri pada daun
berbeda dari daun satu ke daun lain dan cepat berubah dari segi ukuran dan
kompisisi. Bakteri dapat datang dan hilang dari permukaan daun melalui hujan,
angin dan serangga. Pada saat bakteri tiba di daun, bakteri akan menghadapi
situasi yang sulit seperti ketersediaan air, radiasi ultraviolet dan ketersediaan
nutrisi. Meskipun tumbuhan terlihat sehat, tumbuhan bisa kekurangan zat
metabolime seperti karbohidrat, asam amino, asam organik pada permukaan daun.
Ketersediaan nutrisi ini tergantung pada beberapa hal diantranya spesies tanaman,
karakteristik daun seperti kelembaban dan umur daun serta durasi dan intensitas

hujan dan embun.

4.3 Hasil Uji Antagonis Bakteri Filosfer terhadap
Xanthomonas oryzae Secara In Vitro

Bakteri antagonis yang telah diseleksi selanjutnya diuji penghambatan
dengan bakteri Xanthomonas oryzae menggunakan metode pengkabutan.
Pengamatan zona hambat bakteri antagonis terhadap Xanthomonas oryzae
dilakukan 48 jam hingga 72 jam setelah inokulasi.

Hasil uji antagonis bakteri filosfer terhadap Xanthomonas oryzae yang telah
dilakukan menunjukkan bahwa bakteri antagonis mampu menghambat
Xanthomonas oryzae, hal ini dapat dilihat dari adanya zona hambat yang
dihasilkan. Berdasarkan hasil uji antagonis terhadap Xanthomonas oryzae,

keempat isolat bakteri mampu menghasilkan zona bening (Gambar 4).
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Gambar 4. Hasil uji antagonis bakteri filosfer terhadap Xanthomons oryzae setelah
72 jam: (a) Isolat P14; (B) Isolat P58; (c) Isolat P62, (d) Isolat P63, (e)
Kontrol positif; (f) kontrol negatif.

Hasil uji antagonis terhadap bakteri Xanthomonas oryzae dapat dilihat
pada Tabel 3.

Tabel 3. Rerata presentase zona hambat bakteri antagonis terhadap bakteri
Xanthomonas oryzae

Rerata Zona Hambat (cm)

Perlakuan

Hari ke-2 Hari ke-3
Isolat P14 1.28 £1.11 bc 1.33+1.12 bc
Isolat P58 0.70+0.04 ab 0.70+0.04 ab
Isolat P62 1.61+0.26 ¢ 1.64+0.21 ¢
Isolat P63 1.68+0.32 ¢ 1.74 £0.26 c
Kontrol Streptomycin 141+0.11¢c 1.48+0.05 ¢
Kontrol Aquades 0+0a 0+0a

Keterangan: Angka yang diikuti huruf yang sama pada satu kolom menunjukkan
tidak berbeda nyata antar perlakuan pada uji lanjut Duncan taraf 5%

Pengamatan dilakukan pada pada hari kedua hingga hari ketiga. Isolat kode
P14, P62 dan P63 menunjukkan daya hambat yang sama dengan kontrol
bakterisida Streptomycin sedangkan isolat bakteri kode P58 hanya menghasilkan
zona hambat sebesar 0.70 cm baik pada hari kedua pengamatan maupun hari
ketiga pengamatan. Menurut Pelczar and Chan (2008), semakin besar zona bening
yang terbentuk, maka semakin besar aktivitas penghambatan isolat bakteri

terhadap bakteri patogen. Zona bening yang terbentuk disebabkan oleh zat
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antimikroba yang dihasilkan bakteri (Zou et al., 2006). Zat antimikroba tersebut
merupakan salah satu bentuk aktivitas senyawa antibiotik.

Mikroba antagonis dapat berfungsi sebagai agens pengendali patogen
melalui mekanisme kompetisi, antibiosis, parasitisme atau ketahanan yang
terinduksi. Antibiosis merupakan mekanisme yang paling umum pada mikroba
antagonis. Antibosis sendiri dapat diartikan sebagai antagonis yang menghasilkan

senyawa seperti senyawa antibiotik, enzim litik, senyawa volatil, siderofor dan
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senyawa beracun lainnya (Islam et al., 2015). Menurut Lindow dan Brandl (2003)
mekanisme antagonis yang sering dilakukan oleh bakteri filosfer adalah dengan

menghasilkan senyawa antibiotik , enzim, hormon atau toksin.

4.4 Hasil Uji Hipersensitif Bakteri Filosfer pada Daun Tembakau
Hipersensitif pada tembakau dipilih karena termasuk cepat dan mudah
(Wick, 2010). Respon hipersensitif diartikan sebagai reaksi mempertahan yang

REPOSITORY.UB.AC.ID

cepat dari tanaman saat menghadapi pathogen disertai dengan kematian sel yang
cepat pada jaringan di daerah yang diinjeksikan suspensi bakteri (Klement et al.,
1990).

Uji hipersensitif dilakukan dengan menyuntikan koloni isolat bakteri dengan
kerapatan 10 sel/ml dalam kultur cair dengan meenggunakan syringe (tanpa

jarum). Hasil uji hipersensitif menunjukkan bahwa perlakuan kontrol dan keempat

UNIVERSITAS

isoalat bakteri yang diinfiltrasi tidak menimbulkan adanya perubahan warna (daun
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tetap hijau) dan tidak menunjukkan adanya gejala nekrosis pada 48 jam setelah

infiltasi (Gambar 5).
a
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Gambar 5. Hasil uji hipersensitif bakteri pada daun tembakau setelah 72JSI: (a)
kontrol, diinfiltrasi dengan akuades; (b) diinfiltrasi dengan isolat
bakteri kode P58.

Keempat isolat bakteri menunjukkan reaksi negatif. Isolat yang tidak

menunjukkan adanya gejala berarti menunjukkan reaksi negatif. Menurut Hanudin
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dan Idijarto (2011), reaksi positif ditunjukkan dengan adanya perubahan warna
jaringan yang telah diinfiltrasi dari hijau menjadi coklat nekrosis kemudian diikuti

dengan matinya jaringan tersebut.

4.5 Hasil Karakterisasi Bakteri Filosfer Tumbuhan Rumput Gajah

Karakterisasi secara fisiologi dan morfologi dilakukan dengan mengacu
pada buku Bergey’s Determinativ Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et
al., (2001). Pengujian dilakukan dengan pengamatan koloni bakteri, uji Gram,
pewarnaan spora, uji katalase, uji oksidatif-fermentatif, uji pigment flourescent
pada media Kings B dan uji pada media YDC.
4.4.1 Karakterisasi Morfologi

Karakterisasi morfologi dilakukan dengan pengamatan koloni tunggal untuk
melihat bentuk, warna, elevasi, tepi, bentuk sel dan ada tidaknya mukoid pada
koloni bakteri yang diamati. Pengujian ini dilakukan dengan memurnikan bakteri
hingga terbentuk koloni tunggal dan diamati dibawah mikroskop. Pengamatan ini
mngacu pada buku Bergey’s Determinativ Bacteriology (Holt et al., 1994) dan
Schaad et al., (2001).

Berdasarkan hasil pengamatan secara morfologi koloni bakteri kode P14,
P58, P62 dan P63 berbentuk bulat. Pada isolat bakteri dengan kode P14 koloni
berwana putih keruh, sedangkan pada isolat P58, P62 dan P63 memiliki warna
putih susu . Pada keempat isolat bakteri yaitu kode P14, P58, P62 dan P63
memliki tepian rata. Isolat bakteri P14 memiliki elevasi rata, sedangkan isolat
bakteri P58, P62 dan P63 memiliki elevasi cembung. Pada isolat bakteri kode P14
terdapat adanya mukoid atau lendir pada koloni sedangkan pada ketiga isolat
bakteri kode P58, P62 dan P63 tidak ditemukan adanya mukoid atau lendir pada
koloni bakteri (Gambar 6 dan Tabel 4). Isolat kode P14, P58, P62 dan P63
memiliki sel berbentuk batang. Pada isolat kode P14 tergolong kedalam Gram
positif sedangkan ketiga isolat lain yaitu P58, P62 dan P63 tergolong kedalam

gram negatif. Hasil karakterisasi bakteri filosfer dapat dilihat pada tabel 4.
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Gambar 6. Hasil pengamatan koloni tunggal bakteri filosfer dibawah mikroskop:
(a) bakteri kode P14; (b) bakteri kode P58; (c) bakteri kode P62; (d)
bakteri kode P63.

Tabel 4. Hasil karakterisasi morfologi bakteri filosfer

REPOSITORY.UB.AC.ID

Karakterisasi Morfologi

Kode Bentu Bentuk
Isolat K Warna Elevasi Tepi Sel Mukoid ~ Gram
Isolat P14  Bulat Putih Rata Rata Batang Tiaak Positif
keruh ada

Isolat P58  Bulat Putih Cembung Rata Batang Ada Negatif
Isolat P62  Bulat Putih Cembung Rata Batang Ada Negatif
Isolat P63  Bulat Putih Cembung Rata Batang Ada Negatif

4.4.2 Karakterisasi Fisiologi dan Biokimia
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Selain pengamatan morfologi, dilakukan pengamatan secara fisiologi dan
biokimia yang mengacu pada Bergey’s Determinativ Bacteriology (Holt et al.,
1994) dan Schaad et al., (2001). Pada karakterisasi fisologi dan biokimia
dilakukan pengujian berupa uji pewarnaan gram, uji KOH 3%, uji katalase, uji
pewarnaan spora, uji oksidatif-fermentatif, uji pada media YDC dan uji pigment

flourescent pada media King’s B. Hasil karakterisasi secara fisiologi dan
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biokomia pada keempat isolat dapat dilihat pada Tabel 5.
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Karakterisasi Fisiologi dan Biokimia

Hasil ldentifikasi

Uji KOH

Pewarnaan

Uji

Uji Oksidatif-

Uji

Uji

bram 3% Spora Katalase Fermentatif YDC Media King’s B Genus
ositif + + + Fermentatif TU TU Clostridium
egatif - TU + Fermentatif + TU Erwinia
egatif - TU + Oksidatif TU + Pseudomonas
egatif - TU + Oksidatif TU + Pseudomonas

njukkan reksi positif, (-): menunjukkan reaksi(-), TU: tidak diuji
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a.Uji Gram

Uji Gram adalah pengujian yang dilakukan untuk membedakan bakteri
menjadi kelompok Gram positif atau kelompok Gram negatif. Hasil pewarnaan
Gram pada ketiga isolat bakteri yaitu P58, P62 dan P63 berwarna merah yang
berarti merupakan bakteri Gram negatif (Gambar 7a). Sedangkan isolat P14

memiliki Gram positif. Bakteri Gram positif ditandai dengan warna biru atau ungu

BRAWIJAYA
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yang berarti mampu mengikat warna dari kristal violet, dan bakteri Gram negatif
ditandai dengan warna merah muda yang berarti tidak mampu mengikat kristal
violet (Schaad et al., 2001).

Setelah dilakukan pewarnaan Gram dilanjutkan dengan uji KOH, yaitu
dengan memberikan larutan Kalium Hidroksida pada bakteri. Hasil uji KOH 3%

pada isolat P14 tidak menunjukkan adanya lendir sedangkan ketiga isolat bakteri
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yaitu P58, P62 dan P63 menunjukkan adanya lendir ketika ditarik dengan jarum
Ose (Gambar 7b), lendir yang terbentuk menunjukkan bakteri tersebut
dikelompokkan kedalam bakteri negatif namun jika tidak terbentuk tergolong
bakteri Gram positif (Kurnia et al., 2016). Pada pengujian KOH, pemberian
Kalium Hidroksida pada bakteri Gram negatif membuat dinding sel bakteri pecah
sehingga dapat melepaskan materi genetik sehingga bakteri menjadi berlendir,
sedangkan pada Gram positif pemberian Kalium Hidroksida tidak berpengaruh
sehingga tidak berlendir (PHE, 2015).
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Gambar 7. Hasil uji Gram pada bakteri filosfer: (a) Uji pengecatan Gram isolat
P58 berwarna merah muda saat diamati dibawah mikroskop sehingga
termasuk Gram negatif; (b) Uji KOH 3% bakteri isolat P58 termasuk
Gram negatif karena mengasilkan lendir setelah ditetesi dengan KOH
3% yang ditandai dengan adanya lendir saat jarum Ose ditarik.
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b. Pewarnaan Spora
Pewarnaan spora merupakan uji lanjut dari uji pewarnaan Gram. Pengujian
ini dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri yang diuji memiliki spora atau
tidak. Pada isolat P14 yang diuji menunjukkan adanya warna hijau pada sel
bakteri, hal ini menunjukkan bawa isolat kode P14 memiliki spora (Gambar 8).
Pada pewarnaan spora, pewarna yang digunakan adalah safranin dan

malachite green. Bakteri yang memiliki spora akan mengikat kuat malachite
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green sehigga ketika diberi safranin bakteri tidak berikatan karena telah berikatan
dengan malachite green. Hasil dari pewarnaan spora pada bakteri setelah dilihat
pada mikroskop akan berwarna hijau dan sel vegetatifnya berwarna merah muda
(Rezki, 2018).
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Gambar 8. Pewarnaan spora pada isolat P14 menunjukkaan sel spora berwarna
hijau saat diamati dibawah mikroskop.

c. Uji Katalase

Uji katalase dalah pengujian yang dilakukan untuk mengetahui bakteri
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tersebut mampu menghasilkan enzim katalase atau tidak. Hasil uji katalase pada
keempat isolat bakteri yaitu P14, P58, P62 dan P63 menunjukkan reaksi positif

dengan terbentuknya gelembung udara (Gambar 9).
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Gambar 9. Hasil uji katalase pada bakteri kode P63 bersifat positif karena
menghasilkan enzim katalase yang ditandai dengan adanya gelembung
saat ditetesi kalium hidroksida.

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS




28

REPOSITORY.UB.AC.ID

Enzim katalase dihasilkan dari adanya dekomposisi dari hidrogen
peroksida menjadi air dan oksigen sehingga terbentuk gelembung udara. Hidrogen
peroksida terbentuk sebagai hasil akhir oksidatif dari reaksi aerob. Hidrogen
peroksida juga bersifat toksik pada sel bakteri hingga dapat menyebabkan
kematian sel, sehingga saat diberikan katalase hidrogen peroksida dapat terurai
(PHE, 2019).
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d. Uji Oksidatif-Fermentatif
Pengujian  oksidatif-fermentatif yang dilakukan pada keempat
isolatebakteri menunjukkan bawa dua isolat bakteri kode P14 dan P58 bersifat
positif karena adanya perubahan warna dari warna biru menjadi kuning pada
tabung yang ditutup dengan parfin cair maupun tidak (Gambar 10b), sedangkan
dua isolat lain yaitu kode P62 dan P63 bersifat negatif karena tidak adanya
perubahan warna pada tabung yang ditutup dengan paraffin cair (Gambar 10a).
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Bakteri yang dapat menfermatasi glukosa bersifat fermentatif yang
diindikasi dengan adanya perubahan warna pada tabung yang tidak ditutup
paraffin (aerob) dan pada tabung yang ditutup paraffin (anaerob). Sedangkan
bakteri non-fermentatif yang memetabolisme glukosa bersifat oksidatif yang

diindiksikan tidak adanya perubahan warna pada tabung yang ditutup dengan
paraffin (Hanson, 2008).
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Gambar 10. Hasil uji oksidatif-fermentatif pada bakteri filosfer: (a) Kode isolat
P63 bersifat oksidatif karena tabung yang ditutup agar tidak terjadi
perubahan warna; (b) Kode isolat P14 bersifat fermentatif karena
tabung yang ditutup agar terjadi peruban warna.
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e. Uji Pigmen Flourescent pada Media Kings B

Pengujian pigmen flourescent dilakukan dengan menumbuhkan isolat

bakteri pada media King’s B untuk mengetahui apakah bakteri yang diuji
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menghasilkan pigmen flourescent atau tidak. Pada kedua isolat bakteri yang diuji
yaitu P62 dan P63 menunjukkan warna koloni yang berpendar pada saat diamati
dibawah sinar ultraviolet (Gambar 11). Sebagian besar bakteri dari genus
Pseudomonas menghasilkan pigmen biru-kehijauan, pyocyanin (Meera dan
Balabaskar, 2012). Menurut Kiewnick dan Sands (2011) bakteri yang
mengeluarkan warna hijau-kebiruan dan berpendar merupakan Pseudomonas dari

golongan flourescent.

Gambar 11. Uji pada media King’s B dibawah ultraviolet menunjukkan reaksi
positif (a) Isolat kode P62 dan (b) Isolat kode P63 pada media
King’s B menghasilkan pigment flourescent dibawah sinar UV

f. Uji Pada Media YDC

Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui koloni bakteri yang diuji
termasuk kedalam genus Erwinia ataupun Pantoea. Pada isolat bakteri yang diuji
yaitu P58 menghasilkan koloni berwarna putih sehingga merupakan bakteri pada
genus Erwinia (Gambar 12). Media YDC digunakan untuk membedakan koloni
bakteri Erwinia dan Pantoea (Schaad et al., 2001). Koloni bakteri dari genus

Pantoea pada media YDC berwarna kuning (Hiliatur, 2014).

Gambar 12. Bakteri isolat kode P58 pada media YDC menghasilkan koloni
berwarna putih



REPOSITORY.UB.AC.ID

> UNIVERSITAS

% BRAWIJAYA

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

<
=
=
<
oc
(a ]
/ )

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

% BRAWIJIAYA

30

4.4.3 Hasil Identifikasi Bakteri Filosfer pada Tumbuhan Rumput Gajah
a. Isolat bakteri P14

Isolat bakteri P14 memiliki koloni berbentuk bulat, tepi rata, elevasi rata dan
tidak memiliki mukoid. Pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan bahwa
isolat P14 tergolong kedalam Gram positif, berbentuk batang, memiliki spora
bersifat fermentatif, dan bereaksi positif saat uji katalase. Menurut buku pedoman
Bergey’s Determinativ Bacteriology (Holt et al., 1994) dan Schaad et al., (2001)

bakteri dengan ciri-ciri tersebut termasuk kedalam genus Clostridium sp.

b. Isolat bakteri P58

Isolat bakteri P58 memiliki koloni berbentuk bulat, tepi rata, elevasi
cembung dan memiliki mukoid. Pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan
bahwa isolat P58 tergolong kedalam Gram negatif, berbentuk batang, bersifat
fermentatif, bereaksi positif saat uji katalase, dan memiliki koloni berwarna putih
pada media YDC. Menurut buku pedoman Bergey’s Determinativ Bacteriology
(Holt et al., 1994) dan Schaad et al., (2001) bakteri dengan ciri-ciri tersebut

termasuk kedalam genus Erwinia sp.

c. Isolat bakteri P62

Isolat bakteri P62 memiliki koloni berbentuk bulat, tepi rata, elevasi
cembung dan memiliki mukoid. Pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan
bahwa isolat P62 tergolong kedalam Gram negatif, berbentuk batang, bersifat
oksidatif, bereaksi positif saat uji katalase, dan berpendar saat dilihat pada media
King’s B. Menurut buku pedoman Bergey’s Determinativ Bacteriology (Holt et
al., 1994) dan Schaad et al., (2001) bakteri dengan ciri-ciri tersebut termasuk

kedalam genus Psudomonas sp.

d. Isolat bakteri P63

Isolat bakteri P63 memiliki koloni bulat, tepi rata, elevasi cembung dan
memiliki mukoid. Pengujian fisiologi dan biokimia menunjukkan bahwa isolat
P63 tergolong kedalam Gram negatif, berbentuk batang, bersifat oksidatif,
bereaksi positif saat uji katalase, dan berpendar saat dilihat pada media King’s B.
Menurut buku pedoman Bergey’s Determinativ Bacteriology (Holt et al., 1994)
dan Schaad et al., (2001) bakteri dengan ciri-ciri tersebut termasuk kedalam genus

Pseudomonas sp.
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Berdasarkan hasil identifikasi melalui identifikasi morfologi dan fisologi
diketahui bahwa isolat bakteri kode P14 adalah bakteri dari genus Clostridium,
isolat bakteri kode P58 adalah bakteri dari genus Erwinia dan bakteri kode P62
serta P63 berasal dari genus Pseudomonas. Menurut Lindow dan Brandl (2003)
bakteri filosfer yang paling banyak ditemukan pada permukaan daun adalah
bakteri dari Gram negatif seperti Pseudomonas sp dan Erwinia sp yang
merupakan bakteri yang paling banyak ditemukan pada filosfer. Genus Erwinia
merupakan salah satu genus bakteri yang kebanyakan merupakan patogen namun
ada genus Erwinia yang mampu menghambat patogen, salah satunya adalah
Erwinia carotovora. Erwinia carotovora tidak menimbulkan penyakit dan dapat
menekan spesies Erwinia lainnya (Balai Penelitian Tanaman Hias, 2012).

Pseudomonas dari golongan flourescent merupakan bakteri yang paling
sering digunakan sebagai bakteri antagonis (Weller et al., 2002). Pseudomonas
dikenal karena fleksibilitas metabolisme dan plastisitas genetiknya serta
kemampuannya menekan penyakit tanaman (Gallaso et al., 2000). Kebanyakan
bakteri Pseudomonas adalah agens antagonis yang menggunakan mekanisme
kompetisi namun akhir-akhir ini antibiosis diketahui sebagai mekanisme
tambahan (Temple et al., 2004). Mekanisme antibiosis dilakukan dengan
menghasilkan senyawa metabolit sekunder seperti antibiotik seperti phenazines,
pyrolnitrin, pyocyanin dan phloroglucionol dan enzim ekstraseluler serta asam
pseudomonat (Soesanto, 2008). Sementara itu berdasarkan Newiadomska et al.
(2013) Clostridium dan Bacillus menggunakan mekanisme dengan mensintesis

enzim litik dan antibiosisi.



REPOSITORY.UB.AC.ID

> UNIVERSITAS

% BRAWIJAYA

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

<
<
=
<
oc
(aa]

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

% BRAWIJIAYA

V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat ditarik
kesimpulan diantaranya:

1. Berdasarkan hasil eksplorasi bakteri filosfer dari tumbuhan rumput gajah di UB
Forest didapatkan sebanyak 65 isolat bakteri.

2. Empat isolat bakteri mampu menghambat pertumbuhan Xanthomonas oryzae
secara in vitro, isolat kode P14, P62 dan P63 menunjukkan daya hambat yang
sama dengan kontrol bakterisida Streptomycin 1 gr/l. Sedangkan isolat kode
P58 menunjukkan daya hambat terendah.

3. Hasil identifikasi dan karakterisasi menunjukkan isolat kode P14 termasuk
kedalam genus Clostridium, isolat kode P58 termasuk kedalam genus Erwinia

dan isolat kode 62 serta 63 termasuk kedalam genus Pseudomonas.

5.2 Saran

Berdasarkan kajian yang telah dilakukan oleh penulis, maka dari hasil
penelitian yang telah dilakukan diharapkan perlu adanya penelitian lebih lanjut
mengenai uji penghambatan bakteri filosfer tumbuhan rumput gajah secara in
vitro. Selain itu sebaiknya pemilihan jenis tumbuhan dan karakter daun yang

dieksplorasi lebih bervariasi.
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Tabel lampiran 1. Hasil Analisis Ragam Uji Antagonis Bakteri Filosfer terhadap

Xanthomnas oryzae pada hari kedua.

Sumhor IK DB KT Fhiting  F tabel 5%
Keragaman

Perlakuan 8.36 5 1.67 6.98** 2.77
Galat 431 18 0.24

Total 12.68 23

Tabel lampiran 2. Hasil Analisis Ragam Uji Antagonis Bakteri Filosfer terhadap

Xanthomnas oryzae pada hari ketiga.

Sumber

JK DB KT F hitung F tabel
Keragaman
Perlakuan 8.98 5 1.80 7.38** 2.77
Galat 4.38 18 0.24
Total 13.35 23

Gambar lampiran 1. Streak tunggal bakteri filosfer yang terpilih (a) bakteri kode
P14; (b) baketri kode P58; (c) bakteri kode P62; (d)

bakteri kode P63.
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Gambar lampiran 2. Zona bening yang dihasilkan keempat bakteri yang terpilih
(@) bakteri kode P14; (b) bakteri kode P58; (c) bakteri kode
P62; (d) bakteri kode P63.
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Gambar lampiran 3. Hasil uji hipersensitif bakteri filosfer pada daun tembakau :
(a)bakteri kode P37; (b) bakteri kode P62; (c) bakteri kode
P63
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Gambar lampiran 4. Hasil pewarnaan Gram bakteri filosfer: (a) bakteri kode P14
bergram positif karena sel berwarna ungu; (b) bakteri kode
P62 bergram negatif karena sel berwarna merah muda ; (c)
bakteri kode P63 bergram negatif karena sel berwarna
merah muda.
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Gambar lampiran 5. Hasil uji KOH 3% pada bakteri filosfer: (a) bakteri kode P14
tidak berlendir; (b) bakteri kode P62 berlendir; (c) bakteri
kode P63 berlendir.
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Gambar lampiran 6. Hasil uji katalase bakteri filosfer: (a) bakteri kode P14 ; (b)
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bakteri kode P58; dan (c) bakteri kode P62 berekasi positif
dengan menghasilkan enzim katalase yang ditandai adanya
gelembung.

Gambar lampiran 7. Hasil uji oksidatif-fermentatif bakteri filosfer: (a) bakteri
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kode P58 bersifat fermentatif karena pada tabung yang
ditutup agar terjadi perubahan warna ; (b) bakteri kode P62
bereaksi negatif karena pada tabung yang ditutup agar tidak
terjadi perubahan warna.
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