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RINGKASAN

Eksplorasi Bacillus spp. Pada Beberapa Rhizosfer Gulma dan Potensinya
Sebagai Agens Pengendali Hayati Patogen Tanaman Secara In vitro; Rana
Virga Tesha Syofiana; 131510501171; 2018, Program Studi Agroteknologi;
Fakultas Pertanian, Universitas Jember.

Salah satu rhizobacteria yang telah banyak diteliti sebagai agen hayati
adalah Bacillus spp. Kemampuannya dalam beradaptasi terhadap lingkungan,
menjadikan bakteri ini banyak ditemukan di alam terutama pada daerah rhizosfer.
Keberadaan Bacillus yang berada di rhizosfer dan aktif di permukaan tanah
dikarenakan kemampuannya dalam memanfaatkan bahan organik yang stabil di
samping memanfaatkan eksudat akar, juga produk dari metabolisme bersifat
toksik yang berada di daerah rhizosfer.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan Bacillus spp. pada
beberapa rhizosfer gulma serta potensinya dalam menekan patogen tanaman.
secara in vitro. Penelitian ini dilakukan melalui dua tahap yaitu, pengambilan
sampel tanah yang dilakukan di tiga lahan berbeda di daerah Kalisat, Jember
dilanjutkan dengan proses isolasi, seleksi, dan identifikasi yang dilakukan di
Laboratorium Penyakit Jurusan Hama Penyakit Tanaman Fakultas Pertanian
Unversitas Jember. Proses identifikasi mengacu pada tabel W. Chun and K.
Vidaver dalam buku Schaad et al., (2001). Data dianalisis secara deskriptif
mengacu pada sumber-sumber yang ada.

Hasil penelitian menunjukkan jumlah populasi terbanyak berasal dari
rhizosfer Cyperus rotundus dengan total populasi bakteri sebanyak 24,6 x 10°
CFUl/gr. Terdapat 17 isolat yang berhasil diidentifikasi sebagai genus Bacillus
spp. yang mampu menghambat pertumbuhan Fusarium sp dengan presentasi
hambatan terbesar mencapai 73% sementara 14 isolat berhasil menghambat
pertumbuhan Xanthomonas oryzae pv. oryzae secara in vitro dengan besar
hambatan mencapai 14 mm. Hasil identifikasi secara fisiologi dan biokimia
terhadap lima isolat unggul ditemukan 4 spesies yaitu B. licheformis, B. subtilis,

B. coagulans, dan B. alvei.
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SUMMARY

Eksploration Bacillus spp. In Several Weeds Rhizosphere and Their Potential
as Biological Control Agent of Plant Pathogen by In vitro; Rana Virga Tesha
Syofiana; 131510501171; 2018, Program Studi Agroteknologi; Fakultas
Pertanian, Universitas Jember.

One of the rhizobacteria that has been widely investigated as biological
agents is the genus Bacillus. Its ability to adapt to the environment is less
favorable, making this bacterium widely found in nature, especially in the
rhizosphere. The presence of Bacillus in the rhizosphere and active on the ground
due to its ability to utilize stable organic matter in addition to utilizing root
exudates, as well as products of toxic metabolism in the rhizosphere.

This study aims to determine the presence of Bacillus spp. in some
rhizosphere weeds and their potential in suppressing plant pathogens. in vitro.
This research was conducted through two stages, namely, taking soil samples
carried out in three different fields in the Kalisat area, Jember with a sampling
method by random purposive sampling, followed by an isolation, selection, and
identification process carried out at the Disease Laboratory of the Faculty of Plant
Disease Pests Agriculture University of Jember. The identification process refers
to the table W. Chun and K. Vidaver in the book Schaad et al., (2001). Data
analyzed descriptively referring to existing sources.

The results showed that the largest population originated from the
rhizosphere Cyperus rotundus reached a total bacterial population of 24,6 x 10°
CFU / gr. There were 17 isolates that were identified as Bacillus spp. which was
able to inhibit the growth of Fusarium sp. with the largest obstacle presentation
reaching 73% while 14 isolates succeeded in inhibiting the growth of
Xanthomonas oryzae pv. oryzae in vitro with a resistance of up to 14 mm. The
results of physiological and biochemical identification of five superior isolates
found 4 species, namely B. licheformis, B. subtilis, B. coagulans, and B. alvei
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Patogen tmerupakan mikroorganisme yang dapat menyebabkan penyakit
pada tanaman. Patogen memperoleh nutrisi, air, dan segala kebutuhan hidup dari
inangnya. Keberadaan patogen pada suatu jaringan tanaman dapat menyebabkan
perrtumbuhan dan perkembangan tanaman menjadi terganggu secara fisiologi
dikarenakan adanya persaingan nutrisi. Lebih lanjut. kehadiran patogen dapat
merusak kualitas maupun kuantitas tanaman sehingga dapat menurunkan nilai jual
dari produk pertanian (Pscheidt, 2011). Beberapa patogen tanaman yang banyak
ditemukan pada lahan pertanian serta menyebabkan kerugian yang cukup tinggi
diantaranya adalah Xanthomonas oryzae pv. oryzae dan Fusarium (Tjahjadi,
1989; Hillocks dan Waller, 1997).

Salah satu upaya untuk menekan perkembangan patogen tanaman adalah
melalui tekhnik pengendalian. Pengendalian yang saat ini telah banyak
dikembangkan dan digunakan adalah pengendalian hayati yang berorientasi
terhadap penggunaan agen hayati. Pengendalian ini dirasa aman, efektif, serta
tidak menimbulkan dampak negatif bagi lingkungan dan organisme lain. Aplikasi
agen hayati terhadap patogen tanaman diharapkan mampu mempersempit
penyebaran dari patogen.

Menurut A. Umul (2012), terdapat banyak mikroba rhizosfer yang
mampu menunjang pertumbuhan tanaman. Beberapa diantaranya bersifat
antagonis bagi patogen tanaman. Melalui mekanisme isolasi dan seleksi terhadap
mikrobia  dalam tanah diharapkan mampu mendukung pertumbuhan dan
ketahanan tanaman terhadap patogen. Salah satu genus bakteri yang dilaporkan
melimpah jumlahnya di daerah rhizosfer adalah Bacillus spp.

Bacillus merupakan salah satu genus rhizobacteria yang telah banyak
diteliti dan dikembangkan. Kemampuannya dalam beradaptasi terhadap
lingkungan yang kurang menguntungkan, menjadikan bakteri ini banyak
ditemukan di alam terutama pada daerah rhizosfer. Menurut Putra dan Giyanto

(2014), Bacillus spp. dapat ditemukan di tanah, air, udara, dan residu tanaman
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yang telah membusuk. Keberadaan Bacillus yang berada di tanah dan aktif di
permukaan tanah dikarenakan kemampuannya dalam memanfaatkan bahan
organik yang stabil di samping memanfaatkan eksudat akar, juga produk dari
metabolisme bersifat toksik yang berada di daerah rhizosfer (Harwood and
Archibald, 1990).

W. Chun and A.K. Vidaver dalam Schaad et al.,(2001) melaporkan,
bahwa Bacillus sp. adalah bakteri tahan panas yang banyak ditemukan di daerah
rhizosfer dan telah banyak diketahui mampu menghambat pertumbuhan patogen
tanaman. Penelitian Prihartingsih dkk., (2015) berhasil mengisolasi Bacillus
subtilis B315 dari rhizosfer kentang dan kemampuannya dalam menekan patogen
Ralstonia solanacearum. Hasil eksplorasi dari rhizosfer kelapa sawit menemukan
potensi Bacillus dalam menekan G. boinense (Puspita dkk., 2013). Selain itu,
kelimpahan genus Bacillus spp. juga ditemukan pada rhizosfer kelompok gulma
Elesunie indica (Estuningsih dkk., 2012), Mimosa pudica (Arwiyanto, 1997),
sementara pada penelitian Widhikinasih (2014), berhasil menemukan koloni
bakteri yang memiliki kemiripan dengan kelompok Bacillus pada gulma
wewehan. Penelitian Ambarwati dkk., (2012) terhadap hasil eksplorasi dari
perakaran gulma Cyperus rotundus hanya sebatas ditemukannya bakteri penghasil
antibiotik tanpa diketahui jeninsnya lebih lanjut.

Berdasarkan beberapa penelitian yang telah dilakukan sebelumnya, perlu
adanya kajian lebh lanjut mengenai keberadaan Bacillus spp. asal rhizosfer gulma,
serta potensinya dalam menekan perkembangan patogen tanaman. Kelompok
Bacillus yang memiliki kemampuan unggul kemudian dikaraterisasi secara
fisiologi mengacu pada tabel W. Chun and K. Vidaver dalam Schaad et al.,
(2001).
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1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimanakah keberadaan Bacillus spp. pada rhizosfer gulma ?

2. Bagaimanakah potensi Bacillus spp. asal rhizosfer gulma sebagai agen
pengendali hayati patogen tanaman secara in vitro ?

3. Bagaimanakan karakteristik Bacillus spp. asal rhizosfer gulma secara fisiologi
dan biokimia ?

1.3 Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengetahui keberadaan Bacillus spp. pada rhizosfer gulma.

2. Mengetahui potensi Bacillus spp. sebagai agen hayati dalam menekan
perkembangan patogen tanaman: Xanthomonas oryzae pv. oryzae dan
Fusarium sp. secara in vitro.

3. Mengetahui karakteristik Bacillus spp. asal rhizsofer gulma secara fisiologi
dan biokimia.

1.4 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah:

1.

Memberikan informasi mengenai keberadaan Bacillus spp. pada rhizosfer
gulma

Memberikan informasi mengenai potensi Bacillus spp. sebagai agen
pengendali hayati patogen tanaman.

Memberikan informasi mengenai karakteristik Bacillus spp. asal rhizosfer

gulma.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rhizosfer dan Mikrobia Tanah

Rhizosfer adalah selapis tanah yang menyelimuti permukaan akar
tanaman yang masih dipengaruhi oleh aktivitas akar. Rhizosfer merupakan habitat
yang sangat baik bagi pertumbuhan mikroba oleh akar tanaman yang
menyediakan berbagai bahan organik yang umumnya menstimulir pertumbuhan
mikroba (Sumarno, 2010). Menurut A. Umul (2012), terdapat banyak mikroba
rhizosfer yang mampu menunjang pertumbuhan tanaman. Beberapa diantaranya
bersifat antagonis bagi patogen tanaman. Dengan mengisolasi dan melakukan
seleksi terhadap mikrobia dari berbagai rhizosfer tanaman diharapkan mampu
mendukung pertumbuhan dan ketahanan tanaman terhadap lingkungan.

Akivitas mikroorganisme dalam tanah banyak dipengaruhi oleh eksudat
akar. Kandungan eksudat akar tersebut merupakan salah satu faktor pertumbuhan
bagi mikroorganisme (Erfin dkk., 2016). Selama proses fotosintesis, tanaman
menghasilkan senyawa-senyawa yang penting untuk pertumbuhannya. Selain
untuk pertumbuhan, tanaman juga menghasilkan metabolit sekunder yang
dilepaskan ke daerah perakaran. Hasil metabolit sekunder yang dilepaskan
menjadikan sumber makanan bagi mikroba tanah. Beberapa mikroorganisme
tanah berperan dalam siklus hara, penunjang pertumbuhan tanaman , serta sebagai
pengendali hayati terhadap patogen akar (Widyati, 2013).

Beberapa penelitian mengungkapkan terdapat potensi mikroba tanah
yang berasal dari rhizosfer gulma. Hasil penelitian Ambarwati dkk.,(2012)
berhasil menemukan bakteri penghasil antibiotik asal rizosfer gulma teki (Cyperus
rotundus). Widhikinasih dkk (2014)., mengungkapkan terdapat bakteri yang
memiliki ciri-ciri serupa kelompok Bacillus pada gulma wewehan (Monochoria
vaginalis). Pada tahun yang sama Estuningsih dkk.,(2012) menemukan populasi
Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium, Mycobacterium dan Acinobacter pada
perakaran rumput belulang (Eleusine indica). Mukamto dkk.,(2000) berhasil

mengisolasi Bacillus spp. yang berasal dari rhizosfer tanaman Mimosa diplotrica.
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2.2 Karakteristik dan Bioekologi Bacillus

Secara morfologi Bacillus spp. menunjukkan warna putih sampai
kekuningan atau putih suram, dengan tepi koloni bermacam-macam. Akan tetapi
sering dijumpai bentuk koloni tidak rata, permukaannya kasar dan tidak berlendir,
koloni besar dan tidak mengkilat. Bentuk koloni dan ukurannya sangat bervariasi
tergantung dari jenisnya. Selain itu, setiap jenis juga menunjukkan kemampuan
dan ketahanan yang berbeda-beda dalam menghadapi kondisi lingkungannya,
misalnya ketahanan terhadap panas, asam, kadar garam dan sebagainya. Selain
itu, sel Bacillus spp. berbentuk batang dan mempunyai flagel peritrikus
(Hatmanti, 2000).

Bacillus spp. merupakan kelompok bakteri Gram positif, bersifat aerobik
dan anaerobik fakultatif serta merupakan bakteri pembentuk endospora, sehingga
tahan terhadap kekeringan, untuk terpapar radiasi ultraviolet dan pelarut organik.
(Monteiro et al., 2005). Selain itu, Bacillus spp. memiliki karakteristik tertentu,
diantaranya, mampu mereduksi nitrat, mampu tumbuh pada suhu maksimum 55°C
dan minimum 5°C, mampu menghidrolisis pati, serta bersifat oksidatif-fementatif.
Bacillus spp. dapat membentuk asam sitrat dari karbohidrat glukosa, arabinosa,
manitol, dan silosa, dengan enzim yang dihasilkan berupa protease, amilase, dan
kitinase. Bakteri tersebut dapat membentuk endospora dan dapat bertahan hidup
dalam waktu yang lama pada kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan
untuk pertumbuhannya (Buchanan dan Gibson, 1974).

Menurut Harwood dan Cutting (1990) Bacillus spp. termasuk bakteri
mesofilik yang mampu membentuk koloni baik pada suhu 37°C selama 24 jam.
Bacillus spp. merupakan genus yang mudah tumbuh pada berbagai kondisi, baik
yang mengguntungkan dengan oksigen yang cukup ataupun kekurangan oksigen.
Bacillus spp. mudah ditumbuhkan meskipun telah dipanaskan selama 80°C selama
15 menit. Putra dan Giyanto (2014) menambahkan, Bacillus spp. adalah bakteri
antagonis yang dapat ditemukan di air, tanah, udara, dan residu tanaman yang
telah membusuk. Medic (2006) menambahkan, Bacillus spp. tersebar di alam
(tanah, air dan udara) serta apabila ditumbuhkan pada media agar, Bacillus banyak

membentuk koloni yang tersebar pada cawan yang berwarna koloni putih susu
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dengan ukuran yang tidak teratur. Keberadaan Bacillus spp. berada di dalam tanah
dan aktif di permukaan tanah dikarenakan kemampuannya dalam memanfaatkan
bahan organik yang stabil disamping memanfaatkan eksudat akar, juga produk
dari metabolisme yang toksik yang berada di daerah rhizosfer (Harwood dan
Archibald, 1990).

2.3 Potensi Bacillus Sebagai Agens Hayati

Bacillus spp. merupakan bakteri yang bersifat menguntungkan karena
mempunyai sifat antagonis. Antagonis dapat dimanfaatkan sebagai upaya
pengendalian hayati, karena adanya daya antagois yang dapat menganggu
pertumbuhan patogen. Menurut Suriani dan Muis (2016), salah satu
mikroorganisme sebagai agen hayati yang dapat digunakan untuk pengendalian
tular tanah adalah Bacillus spp.

Bacillus spp. termasuk PGPR (Plant Growth Promotion Rhizobacteria).
Bacillus berperan sebagai bioprotectan karena bakteri tersebut menghasilkan
antibiotik sehingga Bacillus spp. mampu menekan intensitas penyakit di lapang
(Wahyuliyati, 2007). Strain Bacillus spp. dalam menekan intensitas penyakit yaitu
dengan cara menginduksi ketahanan secara sistemik serta menghasilkan
antibiotik. Zat-zat yang dihasilkan oleh Bacillus spp. diantaranya yaitu
gramicidin, tythricin, zwittermiin, circulin, latersporin, bacytracin, polymyxin,
colistin, diffidin, subtilin, mycobacillin (Kenneth Todar University of Wiscosin-
Madison Dept. Of Bacteriology, 2005). Dwidjoeputro (2003) menambahkan, B.
subtilis mampu menghasilkan antibiotik berupa bacitracin dan subtilin.

Bacillus spp. mampu berperan sebagai agens hayati patogen tumbuhan
melalui mekanisme antibiosis dengan menghasilkan senyawa penghambat
(senyawa antimikrobial) diantaranya antibiotik, peptida, senyawa fenol dan
enzim, alkaloid, dan siderofor. Senyawa antibiotik yang dihasilkan bakteri dari
genus Bacillus spp. dapat merusak dinding sel bakteri patogen. Sehingga aktivitas
metabolisme bakteri patogen menjadi terganggu dan menyebabkan sel bakteri
patogen mati. Pengaruh senyawa antibiotik juga memiliki peran dalam proses

sintesa protein sel. Sintesa protein sel dapat terhambat bila terkena senyawa
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antibiotik sehingga sel menjadi rusak dan tidak dapat melakukan sintesa protein
(Hajijah, 2016).

Kim et al., (1997) dalam Mufarokkah (2007), mengemukakan bahwa
Bacillus spp. mempunyai beberapa strain diantaranya B. subtilis A 13 dari
Australia dengan aktivitasnya yang mampu menghambat sembilan patogen
selanjutnya mampu meningkatkan pertumbuhan tanaman pangan, jagung manis
dan wortel. Strain yang lain adalah B. subtilis GB 03 mampu mengendalikan
“damping off” pada kapas, B. cereus UW 85 untuk “damping off” alfalfa. B.
megaterium B 153-23 untuk mengendalikan Rhizoctonia spp. pada kedelai yang
mempunyai habitat dalam rhizosfer, sehingga dapat mengendalikan patogen yang
menyerang akar.

Mufarokkah (2007) dalam penelitiannya menunjukkan potensi Bacillus
spp. dalam menekan bakteri patogen Erwinia cartovora, Xanthomonas campestris
pv. campestris (Wati, 2017). Khaeruni et al., (2013) mengemukakan beberapa
strain Bacillus mampu menekan patogen Fusarium oxysporum, Phytopthora
capsici dan Rhizoctonia solani secara in vitro. Hasil penelitian Masnilah dan
Mihardjo (2004) menunjukkan bahwa B. subtilis isolat Bskdp dapat menekan
serangan Ralstonia solanacearum pada tomat mencapai 20% pada tanah steril dan

23,3% pada tanah non steril.

2.4 Patogen Tanaman

Patogen tanaman merupakan mikroorganisme yang dapat menyebabkan
penyakit pada tanaman. Patogen tumbuhan umumnya memperoleh nutrisi, air, dan
segala sesuatu dari inangnya. Keberadaan patogen pada jaringan tanaman dampak
berdampak negatif terhadap pertumbuhan dan produktifitas dari tanaman tersebut,
patogen dapat menyebabkan kerusakan baik kualitas maupun produk yang
dihasilkan oleh tanaman, sehingga dapat menurunkan nilai jual dari produk
pertanian tersebut (Pscheidt, 2011). Beberapa patogen tanaman yang termasuk
patogen penting dan banyak dijumpai di lahan pertanian serta menyebabkan
kerugian yang cukup tinggi adalah Fusarium sp. dan Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Hillocks dan Waller, 1997).
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2.4.1 Xanthomonas oryzae pv. oryzae

X. Oryzae pv. oryzae (Xoo) merupakan bakteri patogen penyebab
penyakit Hawar Daun Bakteri (HDB), yang merupakan penyakit penting
padi,karena dapa menyebabkan kerusakan yang cukup tinggi pada tanaman
budidaya. Bakteri ini bersifat Gram Negatif dengan bentuk batang pendek dan
koloni berwarna kekuningan (Gambar 2.1). Hasil penelitian Bahtiar dkk (2017),
mennujukkan karakteristik bakteri Xoo Gram negatif, tidak mampu menghidrolisa
pati, bersifat patogenik, dan virulen. Bakteri Xanthomonas dapat bertahan hidup
dalam tanah, jerami tanaman terinfeksi, sisa-sisa tanaman, benih, dan gulma.
Bakteri ini dapat bertahan 1-3 bulan di tanah tergantung pada kelembaban dan
keasaman tanah (Sudir dkk.,2012).

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. Serangan
oleh bakteri Xoo di Indonesia menyebabkan kerugian hasil panen mencapai 21-
36% pada musim hujan dan pada musim kemarau sebesar 18-28%. Luas
penularan penyakit HDB pada tahun 2006 mencapai lebih ari 74 ribu ha, i6 ha
diantaranya menyebabkan tanaman puso (Wahyudi dkk., 2011).

Gambar 2.1 Morfologi koloni patogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae yang ditandai

dengan koloni berwarna kuning (Sumber: Wahyudi dkk., 2011)
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2.4.2 Fusarium sp.

Fusarium merupakan patogen penyebab penyakit layu pada tanaman.
Gejala awal dari penyakit layu Fusarium adalah pucat tulang-tulang daun.
Terutama daun-daun atas. Kemudian diikuti dengan menggulungnya daun yang
lebih tua (epinasti) karena merunduknya tangkai daun dan akhirnya tanaman
menjadi layu keseluruhan. Pada tanaman yang masih sangat muda penyakit dapat
menyebabkan tanaman mati secara mendadak, karena pada pangkal batang terjadi
kerusakan. Sedangkan tanaman dewasa yang terinfeksi sering dapat bertahan terus
dan membentuk buah tetapi hasilnya sangat sedikit dan kecil-kecil (Semangun
dalam Nurzannah dkk., 2014).

Jamur Fusarium sp. dalam perkembang biakannya membentuk dua jenis
spora seksual yaitu spora mikrokonidium dan spora makrokonidium. Spora
mikrokonidium bersel tunggal, tidak bersekat, tidak berwarana, dan berdinding
tipis denganbentuknya bulat telur sampai lurus. Sementara pada spora
makrokonidium bentuknya lancip, ujungnya melengkung seperti bulan sabit dan
bersekat. Pada keadan tertentu menghasilkan klamidospora berwarna coklat muda,
dindingnya tebal, ukuran 6-10 pm, dibentuk diujung terminal atau di tengah hifa.
Pada media PDA mula-mula misellium berwarna putih (Gambar 2.2), semakin tua
warna menjadi krem atau kuning pucat, dalam keadaan tertentu berwarna merah
muda hingga ungu. Misellium bersekat dan membentuk percabangan. Beberapa
isolat Fusarium akan membentuk pigmen biru atau merah di dalam medium
(Juniawan, 2015).

Gambar 2.1 Morfologi hifa Fusarium pada media PDA
(Sumber: Juniawan, 2015)
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2.5 Hipotesis

1. Terdapat kelimpahan Bacillus spp. pada rhizosfer gulma.

2. Bacillus spp. asal rhizosfer gulma berpotensi dalam menekan patogen tanaman:
Xanthomonas oryzae pv. oryzae dan Fusarium sp. secara in vitro.

3. Bacillus spp. yang memiliki kemampuan unggul berhasil diidentifikasi secara

fisiologi dan biokimia.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret 2018 sampai dengan
Oktober 2018 bertempat di Kecamatan Kalisat Kabupaten Jember untuk
pengambilan sampel, dan kegiatan isolasi serta identifikasi yang dilaksanakan di
Laboratorium Penyakit Fakultas Pertanian Universitas Jember.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah sendok tanah, plastik,
label, timbangan analitik, mikroskop, tabung reaksi, petridish, vortex, lampu
bunsen, L-glass, dan mikropipet.

Bahan yang digunakan vyaitu, sampel tanah rhizosfer gulma, isolat
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, isolat Fusarium spp, spirtus, aquades, alkohol,
tanaman tembakau, KOH 3%, H202, NaCl 7%, minyak mineral steril, media
perbanyakan (NA, YPGA, PDA), dan media uji (NB, pati, OF, fermentasi

glukose; sukrose; manitol).

3.3 Persiapan Penelitian
3.3.1 Survey Penentuan Lokasi

Pemilihan lokasi dikakukan di Kabupaten Jember melalui survey pada
beberapa lahan yang terdapat tanaman gulma. Lokasi penelitian ditentukan
dengan menggunakan cara pengamatan dan penentuan lahan sesuai dengan
kriteria yang digunakan pada penelitian. Penentuan lahan pengamatan dengan
menggunakan penentuan optimum sample size dengan dasar beberapa penelitian
yang dilakukan di Balai Penelitian Tanaman Sayuran Lembang (Balitsa Lembang)
bahwa lahan yang dijadikan objek pengamatan minimal 100 m? (Balai Ketahanan

Pangan dan Penyuluh Pertanian Aceh, 2009).

11
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3.3.2 Peremajaan Isolat Patogen
a. Isolat Patogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae

Isolat patogen bakteri Xanthomonas oryzae pv. oryzae diperoleh dari
koleksi Sultan Agung Bachtiar dan diremajakan pada media YPGA. lIsolat Xoo
diambil sebanyak satu ose kemudian dicampurkan dengan 5 ml air steril dan
divortex hingga homogen. Satu ose bakteri dari suspensi tersebut digoreskan pada

media YPGA dan diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam.

b. Isolat Patogen Fusarium sp.

Isolat patogen cendawan Fusarium sp. diperoleh dari koleksi saudari
Ales Cucu Puntarti. Peremajan patogen dilakukan dengan cara mengambil bagian
isolat Fusarium sp. menggunakan jarum en dan ditumbuhkan pada pada media
PDA secara septik. Setelah itu, diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari hingga
cendawan memenuhi petridish (Nurzannah dkk., 2014)

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Pengambilan Sampel dan Isolasi Bakteri Asal Rhizosfer Gulma

Pengambilan sampel tanah dilakukan dengan metode random sampling
menggunakan sendok tanah. Sampel asal rhizosfer gulma diambil pada kedalaman
+ 10 cm dari permukaan. Semua sampel yang diambil kemudian dimasukkan ke
dalam kantong plastik dan diberi label untuk dibawa ke laboratorium.

Isolasi dilakukan dengan metode pengenceran (dillution). Sebanyak 1 gr
tanah yang telah di oven pada suhu 80°C selama 2 jam, dimasukkan ke dalam
tabung reaksi dan ditambahkan air steril hingga volume 10 ml, lalu divortex
hingga homogen. Suspensi tersebut kemudian di pipet sebanyak 1 ml, lalu
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi 9 ml air steril. Pengenceran
berseri dilakukan sampai 10°. Suspensi sebanyak 1 ml pada pengenceran104,107,
dan 10° dikulturkan ke dalam petridish yang telah berisi media padat NA
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam.
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3.4.2 Seleksi Bakteri Calon Agens Hayati
a. Uji Gram
Uji gram dilakukan untuk membedakan spesies bakteri menjadi dua

kelompok besar yaitu, bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Sebanyak
satu ose isolat bakteri yang telah berumur 48 jam diletakkan pada gelas objek dan
ditetesi menggunakan KOH 3%. Isolat bakteri dan KOH 3% diaduk dan dicampur
hingga merata. Jarum ose kemudian diangkat secara perlahan. Apabila isolat
tersebut lengket atau berlendir, maka bakteri ber-Gram negatif. Akan tetapi, jika
tidak lengket bakteri tersebut ber-Gram positif (Schaad et al., 2001).
b. Perhitungan Populasi Bakteri

Jumlah koloni mikroba pada cawan petri yang telah menunjukkan Gram
positif kemudian dihitung menggunakan metode cawan hitung (plate count)
(Alhabsyi dkk., 2016).
c. Uji Hipersensitif

Pengujian reaksi hipersensitif bertujuan untuk mengetahui potensi
patogenitas bakteri calon agens hayati terhadap tanaman. Uji ini dilakukan
terhadap tanaman tembakau pada jaringan daun yang telah membuka sempurna.
Metode yang dilakukan adalah dengan mengambil suspensi inokulum dari isolat
bakteri yang telah diinkubasikan selama 48 jam dengan kerapatan 1x108 cfu/ml
kemudian diinfiltrasikan pada daun tembakau. Inkubasikan selama 48 jam atau
hingga munculnya gejala hipersensitif. Jika muncul gejala nekrosis maka isolat
yang diuji merupakan bakteri patogen (Simatupang, 2008).

3.4.4 Uji Antagonisme Bacillus spp. Terhadap Patogen Tanaman Secara In
vitro
a. Uji Daya Hambat Bacillus spp. Terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae
Pengujian daya hambat pada golongan bakteri dilakukan menggunakan
metode screening bakteri. Screening ini dilakukan dengan metode dual platting.
Bakteri antagonis ditumbuhkan pada media YPGA dalam petridish, kemudian
diinkubasi 48 jam dengan suhu ruang. Setelah diinkubasi petri dibalik pada

bagian tutup ditetesi larutan klorofom 1 ml dan didiamkan selama 2 jam hingga
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semua klorofom menguap, kemudian petri dibalik seperti keadaan semula.
Sebanyak 0,2 ml suspensi bakteri patogen yang berumur 48 jam dicampur
dengan 4 mls agar air 0,6% dan dituang di atas biakan bakteri antagonis. Hasilnya
kemudian diinkubasikan selama 24-48 jam.

Untuk mengetahui tipe mekanisme penghambatan, agar yang berada pada
zona hambatan diambil secara aseptis dengan menggunakan scapel steril
kemudian dimasukkan dalm tabung reaksi yang berisi 1% air pepton dan
dihancurkan menggunakan jarum preparat. Air pepton yang berisi tersebut
kemudian dishaker selama 24 jam pada suhu 28°C. Air pepton yang menjadi
keruh menunjukkan bakteri tersebut bersifat bakteriostatik, sementara air pepton
yang tidak menjadi keruh terus dishaker selama lima hari. Apabila air pepton
tersebut tetap tidak keruh, maka mekanisme penghambatan bersifat bakteriosidal
(Aini, 2007).

b. Uji Daya Hambat Bacillus spp. Terhadap Fusarium sp.

Pengujian daya hambat bakteri antagonis dengan cendawan patogen
dilakukan dengan menggunakan metode biakan ganda (dual culture) yaitu
dengan cara mengambil masing-masing-masing isolat diambil menggunakan
jarum ose. Isolat dibiakkan pada media PDA dengan jarak 3 cm dari tepi cawan
petri. Kemudian diinkubasikan selama satu minggu pada suhu ruang dan diamati
zona hambat yang terbentuk (Dharmaputra et al., 1999). Skema penempatan
bakteri antagonis dengan cendawan patogen dapat dilihat pada gambar di bawah

ini:

Gambar 1. Skema penempatan cendawan patogen (O) dengan bakteri antagonis
uji () dengan metode dual culture.
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Keterangan:
L : Bakteri antagonis Bacillus spp.
0O : Cendawan patogen Fusarium sp.

3.4.5 ldentifikasi Isolat Bacillus spp. Secara Morfologi dan Fisiologi

Uji morfologi dengan pengklasifikasian berdasarkan warna koloni,
bentuk koloni, ukuran koloni dan, tepi koloni. Uji fisiologi dan biokimia
dilakukan dengan menggunakan pengujian menurut metode yang digunakan W.
Chun and K. Vidaver dalam buku Schaad et al., (2001) yaitu melalui pengujian
sebagai berikut:
a. Uji Katalase

Uji katalase dilakukan untuk mengetahui aktivitas katalase bakteri yang
akan diuji. Uji ini dilakukan dengan meneteskan hydrogen peroksida (H202) 3%
pada gelas obyek yang bersih. Biakan dioleskan pada gelas obyek yang sudah
ditetesi hydrogen peroksida dengan ose. Suspensi dicampur secara perlahan
menggunakan ose, hasil yang positif ditandai oleh terbentuknya gelembung-
gelembung (Dewi, 2013).
b. Uji Hidrolisa Pati

Uji Hidrolisa Pati ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri
dalam menghidrolisa pati atau amilum. Uji ini dilakukan dengan mengambil isolat
bakteri yang berumur 24 jam ditumbuhkan pada medium pati, kemudian
diinkubasikan selama 3-5 hari. Setelah berumur 5 hari, medium ditetesi dengan
reagen pati. Reaksi positif terjadi apabila disekitar koloni bakteri yang tumbuh
menjadi bening, reaksi negatif apabila di sekitar koloni bakteri menjadi
gelap/berwarna biru tua (Schaad et al., 2001).
c. Pertumbuhan Anaerobik Pada Media NB

Inokulasikan isolat pada media NB dan inkubasi dalam keadaan anaerob.
Sebagai alternatif, tambahkan minyak mineral steril pada media dan inkubasi pada
suhu 24°C (Schaad et al., 2001).
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d. Pertumbuhan Suhu 45°C

Isolat bakteri yang berumur 48 jam ditumbuhkan pada media NB
(Nutrient Broth) yang kemudian disimpan pada suhu 45°C - 65°C selama 5 hari.
Medium yang menjadi keruh menunjukkan reaksi positif (Schaad et al., 2001).
e. Pertumbuhan pH 5,7

Isolat bakteri yang berumur 48 jam ditumbuhkan pada media NB
(Nutrient Broth) yang disesuaikan pada pH 5,7 kemudian disimpan pada suhu
ruang selama 5 hari. Medium yang menjadi keruh menunjukkan reaksi positif
(Schaad et al., 2001).
f. Pertumbuhan 7% NaCl

Pengujian dilakukan dengan menginokulasikan bakteri yang berumur 48
jam pada medium NB yang mengandung NaCl 7%. Medium yang telah
diinokulasikan bakteri diinkubasi pada suhu kamar selama 5 hari. Medium yang
menjadi keruh menunjukkan reaksi positif. Konsentrasi dapat ditentukan dengan
mengulangi pengujian dengan kisaran konsentrasi NaCl dari 1- 6% (Schaad et al.,
2001).
g. Produksi Asam

Senyawa karbohidrat disterilisasi secara terpisah (glukosa, sukrosa,
dextrosa, manitol, dan sorbitol kadar 1%). Menusukkan inokulasi tabung duplikat
pada media yang mengandung karbohidrat yang sesuai. Tutup salah satu tabung
dengan minyak mineral steril sampai kedalaman 1 cm. Inkubasikan selama 7-14
hari pada suhu ruang. Reaksi asam yang terbentuk ditunjukkan dengan perubahan

warna dari hijau menjadi kuning (Schaad et al., 2001).

3.5 Variabel Pengamatan
1. Perhitungan Populasi Bacillus spp.

Perhitungan total populasi bakteri dihitung dengan metode cawan hitung
(Total Plate Count) (Lay, 1994). Adapun rumus yang digunakan adalah sebagai

berikut:
x

Populasi =
> Populasi pxv


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

17

Keterangan :

X = jumlah koloni yang tumbuh pada cawan

p = faktor pengenceran

v = volume suspensi yang yang disebar pada cawan (ml) (Putra dan Giyanto,
2014).

2. Uji Daya Hambat Bacillus spp. Secara In vitroPengamatan
uji antagonisme bakteri antagonis dengan bakteri patogen dilakukan dengan
cara mengukur zona bening yang terbentuk disekitar koloni. Pengamatan
untuk bakteri antagonis dengan patogen cendawan dilakukan dengan
pengukuran jari-jari miselium ccendawan patogen. Adapun rumus presentase
hambatan pertumbuhan radial (Hajijah, 2016) adalah sebagai berikut:

Hambatan (%) = R1- R2 x 100%
R1

Keterangan: R1=jari-jari koloni patogen yang menjauh dengan koloni bakteri
antagonis uji
R2 = jari-jari koloni patogen yang mendekati koloni bakteri
antagonis uji
3. Karakteristik Bacillus spp. Secara Fisiologi dan Biokimia
Karakterisasi Bacillus mengacu pada tabel identifikasi W. Chun and A.

K. Vidaver dalam buku Schaad et al., (2001).

3.6 Analisis Data
Hasil data yang diperoleh kemudian dianalisis secara deskriptif mengacu

pada sumber-sumber yang ada.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1.

Sebanyak 17 isolat Bacillus spp. yang berhasil diisolasi dari rhizosfer gulma
Cyperus rotundus, Limnocharis flava, Eleusine indica, Mimosa pudica, dan
Portulaca ocelarea.

17 isolat Bacillus spp. yang ditemukan mampu menghambat pertumbuhan
cendawan Fusarium sp. dengan presentasi daya hambat mencapai 73% dan
hanya 15 isolat Bacillus spp. yang mampu menghambat patogen X. oryzae pv.
oryzae dengan mekanisme hambatan bakteriostatik serta zona bening yang
dihasilkan mencapai 14 mm.

Hasil identifikasi terhadap 5 isolat unggul Bacillus spp. ditemukan
karakteristik bakteri yang memiliki kemiripan dengan spesies B. subtilis, B.

licheformis, B. alvei dan B. coagulans.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kemampuan Bacillus

asal rhizosfer gulma dengan aplikasi green house dan lapang, serta penelitian

lebih lanjut mengenai karakteristik masing-masing strain yang ditemukan.

29
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Pengamatan Uji antagonis Bacillus terhadap Xanthomonas oryzae

pv.oryzae
. Zona bening (cm)
Kode isolat ——7 X2 X3 X4 D1 D2
BPMO1 0,5 0,5 0,4 0,5 0,9 1 0,95
BPMO02 0,3 0 0,4 0,3 0,7 0,3 0,5
BPMO3 0,7 0,8 0,6 0,7 13 15 1,4
BPMO0O4 0,5 0,3 0,2 0,3 0,7 0,6 0,65
BPMO05 0 0 0 0 0 0 0
BPMO06 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1
BPMO7 0,5 0,6 0,3 0,3 0,8 0,9 0,85
BPMO08 0 0 0 0 0 0 0
BEO1 0,3 0,2 0,3 0,3 0,6 0,5 0,55
BEO3 0,2 0,1 0,1 0,3 0,3 0,4 0,35
BTO3 0,6 0,4 0,5 0,4 1 0,8 0,95
BT05 0,6 0,7 0,6 0,5 1,2 1,2 1,2
BT09 0,5 0,4 0,4 0,3 0,9 0,7 0,8
BLO3 0,6 0 0,3 0,5 0,9 0,5 0,7
BLO7 0,6 0,5 0,5 0,4 11 0,9 1
BPO1 0 0,4 0,3 0,3 0,3 0,7 0,5
BP0O9 0,6 0,5 0,4 0,6 1 1,1 1,05
Lampiran 2. Pengamatan uji OF dan media fermentasi
Kode Isolat  Perlakuan _ Rindotst _ Minggp £
Manitol Sukrose Glukose Manitol Sukrose Glukose
P K K K K K K
PPM NP H K KH H KH HK
BL P HK K K HK K K
NP H KH HK H KH H
BE P K K K K K K
NP H KK HK H KH H
P K K K K K K
BT
NP H K K H KH K
P K K K K K K
BP NP H KH H H H H

Keterangan: P = parafin, NP = non parafin, K = kuning, H = hijau, KH = 70% kuning;
30% hijau, HK = 70% hijau; 30% kuning

35
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Lampiran 3. Pengamatan Uji antagonis Bacillus terhadap Fusarium sp.

Hari ke- (cm) Zona hambat (%)
Perlakuan 2 3 4 5 1 2 3 4 5

F (R1) 08 14 26 33 38

F+BPMO01 03 06 1 12 14 625 5714286 6153846 63,63636 63,15789
F+BPMO02 05 08 11 15 18 37,5 4285714 57,69231 5454545 52,63158
F+BPMO03 03 05 09 13 16 625 6428571 6538462 60,60606 57,89474
F+BPMO04 02 05 08 09 13 75 64,28571 69,23077 72,72727 65,78947
F+BPMO05 03 04 08 11 15 625 7142857 69,23077 66,66667 60,52632
F+BPMO06 03 05 09 13 14 625 6428571 6538462 60,60606 63,15789
F+BPMO7 04 06 09 12 13 50 57,14286 65,38462 63,63636 65,78947
F+BPMO08 03 07 1 14 16 625 50 61,53846 57,57576 57,89474
F+BEO1 04 08 13 15 17 50 42,85714 50 54,54545 55,26316
F+BEO3 03 04 07 09 1 62,5 71,42857 73,07692 72,72727 73,68421
F+BTO03 05 07 1 13 15 375 50 61,53846 60,60606 66,66667
F+BT05 0,6 1 12 13 15 25 2857143 53,84615 60,60606 60,52632
F+BT09 06 08 1 12 14 25 4285714 6153846 63,63636 63,15789
F+BL03 03 06 09 11 13 625 5714286 6538462 63,63636 63,15789
F+BLO7 04 05 08 1 13 50 64,28571 69,23077 69,69697 65,78947
F+BP01 05 07 L @8 | ¥4 375 50 61,53846 60,60606 63,15789
F+BP09 02 05 07 1 12 75 64,28571 73,07692 69,69697 68,42105
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Lampiran 4. Hasil Pemurnian Isolat Bacillus spp.

Kode Asal Morfologi

Isolat Rhizosfer  Bentuk Warna Tepi Ukuran Gambar

Cyperus - : .

Bt3,5,9 rotundus L. Bulat Putih kusam Tidak rata Kecil

Bpm 1, 2, .

3,4,5,6, Mlmosa Bulat Putih Tidak rata  Sedang

78 pudica L.

Bl 3,7 Limniaearts Bulat Putih pudar  Rata Kecil

: flava

Bpl9 Portuigea Bulat Putih Tidak rata  Sedang
oleracea

Bel, 3 Eleusine Bulat Putih kusam Tidak rata Kecil

indica
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian

Proses pengambilan Gulma Cyperus rotundus
sampel pada tanaman padi

Gulma Eleusine indica

pada tanaman jagung Gulma Portulaca oleracea

pada tanaman cabai

«

Sampel tanah perakaran Proses kering angin
gulma 38 sampel
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i
Proses inokulasi bakteri
pada daun tembakau

Penentuan suhu dengan
oven

Penentuan kadar pH pada

media cair
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No.

Pengujian

Dokumentasi

Manitol

Glukose

Sukrose

Oksidatif-fermentatif
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