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EKSPLORASI DELETERIOUS RHIZOBACTERIA SEBAGAI AGENSIA PENGENDALI
HAYATI PADA GULMA UTAMA PADI (Oryza sativa L.)

Yogi Ardhi Cahyadi?, Mohammad Hoesain*?, Saifuddin Hasjim?, Fariz Kustiawan
Alfarisy®
1Agroteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Jember
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Abstrak

Tujuan dilakukan penelitian adalah untuk mengetahui karakteristik dari patogen tanaman dari
Deleterious Rhizobacteria yang berpotensi sebagai agensia pengendali hayati pada gulma
utama tanaman padi. Penelitian ini dilakukan pada Bulan April-Agustus 2019 di Laboratorium
Penyakit Tanaman, Fakultas Pertanian Universitas Jember. Pengambilan sampel gulma yang
terinfeksi patogen diambil dari lahan padi sawah di Kecamatan Mayang Kabupaten Jember.
Teknik pengambilan sampel gulma dilakukan dengan purposive randomized sampling. Hasil
koleksi gulma yang terinfeksi patogen kemudian diisolasi menggunakan laminar air flow dan
diidentifikasi melalaui beberapa tahapan uji. Hasil eksplorasi Deleterious Rhizobacteria
diperoleh dua mikroorganisme yang bisa digunakan sebagai pengendali hayati untuk
mengendalikan gulma utama tanaman padi dari golongan Pseduomonad yaitu P.syringae pv.
Glycinea (M1) dan P.syringae pv. Syringae (M2). Berdasarkan identifikasi dari kedua isolat
tersebut secara morfologi bahwa (M1) memiliki warna putih kehijauan dengan tipe tepi rata.
Sedangkan untuk kode isolat (M2) memiliki warna putih keruh kekuningan dengan tipe tepi
bergerigi agak tidak beraturan. Namun kedua isolat tersebut memiliki kesamaan berbentuk
bulat. Hasil pengamatan secara fisiologis dari kedua isolat M1 dan M2 dari uji Katalase,
pigmen flouresen menghasilkan gram positif (+) sedangkan dari uji gram menghasilkan gram
negatif (-). Kesimpulan dari penelitian adalah diperoleh karakterisasi dari P.syringae pv.
Glycinea (M1) dan P.syringae pv. Syringae (M2) baik secara morfologis maupun fisiologis.

Kata Kunci: Eksplorasi, Deleterious, Pseudomonas.

1. PENGANTAR

Gulma Wewehan (Monochoria vaginalis Burm.F.Presi) merupakan salah satu
golongan gulma berdaun lebar yang mendominasi lahan padi sawah, akibatnya berpotensi
menurunkan produksi padi hingga 42% (Pitoyo, 2006). Pengendalian yang banyak dilakukan
oleh petani adalah menggunakan herbisida kimia. Penggunaan herbisida kimia dalam jangka
panjang beresiko dapat menurunkan kualitas lahan, air serta resiko kematian organisme
bukan sasaran. Penggunaan herbisida juga beresiko terjadinya pergeseran spesies gulma

dominan serta ledakan populasi spesies gulma yang tahan (Pane, 2003).
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Pengendalian gulma secara biologi merupakan salah satu metode pengendalian yang
perlu dioptimalkan dengan memanfaatkan organisme hidup lainnya untuk mengurangi
populasi gulma (Halim, 2011). Mikroorganisme bakteri dapat digunakan sebagai bioherbisida
dengan mengeluarkan senyawa yang dapat mematikan tanaman inangnya. Rhizobakteri
yang sifathya menghambat atau merugikan disebut dengan DRB (Deleterious rhizobacteria)
(Asinah dkk., 2013). Beberapa bakteri yang telah dilaporkan berpotensi untuk dikembangkan
sebagai agensia hayati adalah bakteri dari kelompok Pseudomonassyringae pv. tagetis
(PST) yang dapat menyebabkan klorosis (Chardattan et al., 1976). Pengendalian hayati pada
gulma dengan menggunakan bakteri masih belum banyak dilakukan ataupun diteliti.

Penelitian ini bertujuan untuk menemukan bakteri yang berpotensi sebagai bioherbisida.

2. METODE PENELITIAN
Pengambilan Sampel dan isolasi Rhizobakteri pada Rizhosfer Tanaman Padi
Pengambilan sampel bakteri dilakukan dengan cara pengambilan langsung di lahan
padi Kecamatan Mayang Kabupaten Jember. Mengambil beberapa sampel tanah rhizosfer
gulma yang menunjukkan gejala terserang penyakit. Bakteri diisolasi dari daerah perakaran
atau bagian gulma yang menunjukkan gejala seperti nektotik atau gejala busuk, Tanah
rhizosfer gulma yang bergejala diambil sebanyak 1g dan dilarutkan menggunakan 10ml air
steril kemudian divorteks selama 3 menit hingga homogen. Suspensi diencerkan kembali
hingga pengenceran 107cfu/ml. Suspensi digoreskan pada media NA menggunakan jarum
ose. Setelah inkubasi selama 48 jam, koloni yang bakteri yang berada di cawan petri
dimurnikan kembali pada media NA. Isolat murni yang didapatkan selanjutnya dilakukan
karakterisi secara fisiologis untuk mengetahui jenis spesis rhizobakteri yang berpotensi
sebagai Deleterious rhizobacteria sebagai berikut:
a. Pengujian Gram
Biakan bakteri yang berumur 24-48 jam diambil satu ose dan diletakkan pada
obyek glas yang telah ditetesi dengan KOH 3% diaduk menggunakan ose. Angkat jarum
ose perlahan dan amati apabila bakteri tersebut lengket maka reaksi positif dan termasuk
Gram negatif dan apabila tidak lengket maka tergolong Gram positif (Schaad, 1988).

b. Reduksi Hidrogen Peroksidase (Katalase)
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Biakan bakteri diletakkan pada obyel glas yang telah ditetesi dengan H2O, 3%
diaduk dan diamati adanya gelembung udara menunjukkan bakteri mampu mereduksi
H.0- (Schaad, 1988).

. Pengujian Fluoresen pada media King’s-B

Bakteri digoreskan pada media agar KB kemudian diinkubasi selama 48 jam.
Setelah 48 jam diamati dibawah sinar UV apabila terjadi fluoresensi merupakan bakteri

dari kelompok Pseudomonas (Schaad, 1988).

. Pengujian Hipersensitif (HR) pada tembakau

Suspensi bakteri diinfiltrasikan pada daun tembakau. Reaksi positif apabila pada
daerah yang disuspensikan bakteri memunculkan gejala nekrosis (Schaad, 1988).

. Uji Produksi Levan

Isolat bakteri ditumbuhkan pada media NA yang telah ditambahkan 5% sukrose,
kemudian diinkubasikan selama 2 hari dengan ciri koloni berwarna transparan hingga
buram, berlendir dan cembung (Schaad, 1988).

Uji Tumbuh pada Suhu 37°C

Bakteri diinokulasikan pada media NB dan diinkubasikan didalam oven dengan

suhu 37°C selama 48 jam kemudian diamati tingkat kekeruhannya (Schaad, 1988).

. Pencairan Gelatin

Isolat bakteri diinokulasikan pada media gelatin dalam tabung reaksi dan
diinkubasikan selama 2-5 hari pada suhu ruang. Sebelum pengamatan tabung
diinkubasikan kedalam freezer dengan suhu 4°C selama dua jam. Medium yang tetap cair

menunjukkan bahwa bakteri mampu memproduksi gelatin (Schaad, 1988).

. Uji Pemanfaatan Karbon

Bakteri diinokulasikan pada media OF yang mengandung karbon sukrose dan
sorbitol sebanyak 0,1% kemudian diinkubasikan selama 7-14 hari. Apabila seluruh media
berubah warna dari hijau menjadi kuning maka bakteri tersebut mampu menghidrolisis
jenis karbon sukrose dan sorbitol (Lelliot and Stead, 1987).

Uji Patogenesitas
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Menginokulasikan suspensi bakteri pada gulma Wewehan M.vaginalis dengan cara
deisemprotkan menggunakan sprayer. Pengamatan dilakukan dengancara skoring
keparahan penyakit setiap 3 hari sekali selama 15 hari.

j- Uji Kemampuan Menghasilkan HCN

Isolat bakteri ditumbuhkan pada media King’s-B yang telah ditambahkan glisin
sebanyak 4%. Kemudain pada tutup cawan petri ditempelkan kertas saring yang telah
direndam larutan pendeteksi HCN (asam pikrat 2 g, natrium 8g dalam air 200mL air steril).
Isolat diinkubasi selama 4 hari dan diamati perubahan warna pada kertas saring, apabila
berubah menjadi kecoklatan maka bakteri mampu menghasilkan senyawa HCN.

k. Uji Kemampuan Melarutkan Fosfat

Bakteri ditumbuhkan pada media Pikovskaya’s agar dengan penambahan tri-
calcium posphate (TCP) dan diinkubasikan selama 7-14 hari. Bakteri yang mampu
melarutkan fosfat akan membentuk zona bening disekitar isolat bakteri.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil eksplorasi diperoleh 2 koloni bakteri yang mendominasi dengan ciri bentuk
koloni bulat, warna koloni yang nampak adalah putih kehijauan (M1). Isolat kedua dengan ciri
koloni bulat, warna koloni putih kekuningan (M2). Menurut Holt et al., (1994) menyatakan
bahwa ciri-ciri morfologi dari genus Pseudomonas sp., adalah bentuk koloni bulat dan
memiliki warna putih-krem kekuningan.

Tabel 3.1 Identifikasi Ciri Fisiologi Isolat Hasil Eksplorasi

Karakteristik P.syringae

. § . 2O Schaad (1998)
No Jenis Pengujian - 3
P.syringae pv. P.syringae pv.
M1 M2 : |
glycinea syringae
1 Gram - - - -
2 Katalase + + + +
3  Media King’s B + + + +
4 Pencairan Gelatin - + = +
5 Pemanfaatan Sumber Karbon

- Sucrose - + = +
- Sorbitol - + = +
6 Levan + + + +
7 Suhu 37°C - - - -
8 HR + + + +
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Berdasarkan buku determinasi Schaad (1988) bahwa isolat dengan kode M1 adalah
Pseudomonas syringae pv. glycinea dan isolat dengan kode M2 adalah Pseudomonas

syringae pv. syringae.

Gambar 3.1 (a) Gejala nekrotik alami pada M.vaginalis di lapang, (b) gejala nekrotik pada M.vaginalis
yang telah direinokulasi, (c) Uji penghasil HCN, dan (d) uji pelarut fosfat pada media
pikovskaya’s agar.

Isolat bakteri hasil eksplorasi kemudian dilakukan uji patogenesitas pada tanaman
inang gulma menunjukkan bahwa kedua isolat bakteri mampu menginfeksi jaringan gulma
dan menyebabkan nekrosis pada daun gulma (Gambar 3.1 a). Kemampuan bakteri dalam
menginfeksi jaringan tanaman dengan cara menghasilkan toksin yang dapat menghancurkan
komponen sel inang kemudian merombak zat makanan yang terdapat pada dinding sel serta
mempengaruhi sistem kerja protopasma. Bakteri yang mampu menghasilkan HCN umumnya
adalah Pseudomonas dengan cara mengubah glikosida sianorgenik yang terdapat pada akar
tanaman (Bakker and Schippers, 1978). Isolat rhizobakteri dianalisis secara kualitatif melalui
pengujian adanya kemampuan isolat dalam menghasilkan senyawa sianida (HCN) ditandai
dengan adanya perubahan warna kertas saring menjadi kecoklatan keruh (gambae 3.1 b).
Produksi sianida oleh rhizobakteri juga dipengaruhi oleh adanya campuran glisin pada media
dengan cara memperkusor glisin yang ada dalam media (Noori and Saud, 2012).

Berdasarkan hasil uji pada media pikovskaya’s agar terbentuk zona bening disekitar
kertas saring yang telah diinokulasikan dengan rhizobakteri (Gambar 3.1 d). Menurut Sharma
et al.,, (2013) menyatakan bahwa bakteri pelarut fosfat mampu menyediakan unsur fosfat
melalui 3 mekanisme diantaramya adalah menghasilkan senyawa pelarut P (asam organik,
siderofor, proton, ion hidroksil, CO2), mengeluarkan sekresi enzim pelarut P, serta melepas P
dalam proses degradasi substrat. Ketersediaan fosfat dalam tanah sebagian besar masih
terikat oleh koloid tanah membentuk kompleks yang sangat sulit untuk larut seperti Al-P, Fe-

P dan Ca-O dan jumlahnya tidak melebihi 0,01% total P. Bakteri pelarut fosfat akan berperan
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melarutkan fosfat didaerah perakaran yang pernah dipupuk oleh fosfat, sehingga menjadi
tersedia bagi tanaman (Pambudi dkk., 2017)

4. KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Hasil eksplorasi didapatkan dua isolat yang berpotensi sebagai Deleterious
rhizobakteri yaitu isolat dengan kode M1 adalah Pseudomonas syringae pv. glycinea dan
isolat dengan kode M2 adalah Pseudomonas syringae pv. Syringae dengan kemampuan

menghasilkan senyawa toksin HCN serta mampu menyediakan unsur fosfat bagi tanaman.

Saran

Perlu dilakukan pengujian secara in vivo pada tanaman uiji.
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