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RINGKASAN

Eksplorasi Bakteri Termofilik dan Kajian Potensinya sebagai Agens
Pengendali hayati pada Beberapa Patogen Tumbuhan. Guruh Surastomo,
121510501060. Program Studi Agroteknologi; Fakultas Pertanian; Universitas
Jember.

Patogen tumbuhan merupakan mikroorganisme penyebab penyakit pada
tanaman, Beberapa patogen yang sering di jumpa dan menyerang pertanaman
petani, beberapa patogen tersebut antara lain : R. solanacearum, X. oryzae Pv.
oryzae, R. solani dan P. palmivora. Serangan penyakit tersebut dapat menurunkan
kualitas produk sehingga perlu dilakukan upaya pengendalian. Upaya
pengendalian yang dirasa efektif dan tidak mencemari lingkungan yaitu
pengendalian secara hayati. Namun, Peningkatan suhu lingkungan dapat
mengurangi keefektifan agens hayati dalam mengendalikan patogen sehingga
perlu dilakukan eksplorasi mikroorganisme lain yang mampu beradaptasi dengan
baik dengan suhu lingkungan yang ekstrem dan memiliki potensi yang cukup baik
dalam mengendalikan patogen. Salah satunya yaitu bakteri termofilik, bakteri ini
mampu tumbuh dan berkembang dengan baik pada suhu ekstrem.

Pengambilan sampel bakteri termofilik dilakukan di Propinsi Jawa Timur
tepatnya di dataran Kawah |jen yang terletak di perbatasan Kab. Banyuwangi dan
Kab. Bondowoso. Metode pertama yaitu melakukan Isolasi bakteri dan Skrining
pertumbuhan pada suhu 37°C dan Skrining daya hambat in vitro pada patogen
kelompok cendawan dan bakteri. setelah itu dilakukan pengujian mekanisme
penghambatan, uji pertumbuhan pada beberapa varias suhu, ekstraksi dan deteksi
senyawa ekstakseluler metabolit sekunder dan identifikas isolat bakteri secara
molekuler.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari 17 isolat hasil isolas hanya
terdapat 4 isolat bakteri yang memiliki potens menghambat patogen baik
golongan cendawan dan bakteri. Masing — masing isolat memiliki mekanisme
penghambatan bakteriostatik dan memiliki kemampuan tumbuh cukup baik pada

varias suhu inkubasi 28°C hingga 45°C. Hasil analisis secara molekuler dan

viii
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Philogenetic tree menunjukkan dari keempat isolat tersebut terbagi menjadi 2
kelompok yang berbeda secara genetiknya, kelompok A yaitu Isolat KW-A, KI-D
dan KI-H memiliki kekerabatan dengan spesies Acinetobacter baumannii dan
kelompok B yaitu isolat KW-D yang memiliki kekerabatan dengan genus
Enterobacter sp.
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SUMMARY

Exploration of Thermophilic Bacteria and Study of its Potential as a
Biological Control Agent on Some Plant Pathogens. Guruh Surastomo.
121510501060. Agrotechnology Studies program; Faculty of Agriculture;
University of Jember.

Plant pathogens are disease-causing microorganisms in plants. Some
pathogens are often encountered and attacked farmers cultivation, such as R.
solanacearum, X. oryzae Pv. oryzae, R. solani and P. palmivora. The attack of the
disease can reduce the quality of the product, therefore, control efforts should be
done. Control efforts that are deemed effective and do not pollute the environment
is biological control. However, the escalation of ambient temperature may reduce
the effectiveness of biological agents in controlling the pathogens, therefore, it is
needed to explore other microorganisms that are well adapted to extreme
environmental temperatures and have considerable potential for controlling the
pathogen. One of them is thermophilic bacteria, this bacterium is able to grow and
develop well at extreme temperatures.

Thermophilic bacteria sampling is done in East Java Province, especialy
in the plain of Kawah ljen which is located at border of Banyuwangi regency and
Bondowoso regency. The first method involves bacteria isolation and growth
screening at 37°C as well as in vitro inhibitory potencial screening of funga and
bacterial group pathogens. Thereafter testing of the inhibitory mechanism, growth
test on some temperature variations, extraction and detection of secondary
metabolite adjunctive compounds and the identification of bacterial isolates on a
molecular basis.

The results showed that from 17 of the isolated isolates, only 4 isolates of
bacteria that have the potentia to inhibit pathogen both fungus and bacteria class.
Each isolate has a bacteriostatic inhibitory mechanism and has good growth
ability at variation of incubation temperature 28°C to 45°C. The results of
molecular analysis and Philogenetic tree showed that the four isolates were
divided into 2 genetically different groups, A group are KW-A, KI-D and KI-H
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isolates which had kinship with species Acinetobacter baumannii and B group is
KW-D isolate which had kinship with the genus Enterobacter sp.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Patogen tumbuhan merupakan mikroorganisme yang dapat menyebabkan
penyakit pada tanaman. Patogen tumbuhan umumnya memperoleh nutrisi,air dan
segala sesuatu dari inangnya. Keberadaan patogen pada jaringan tanaman dapat
berdampak negatif terhadap pertumbuhan dan produktifitas dari tanaman tersebut,
patogen dapat menyebabkan kerusakan balk kualitas maupun produk yang
dihasilkan oleh tanaman sehingga dapat menurunkan nila jual dari produk
pertanian tersebut (Pscheidt, 2011).

Patogen tanaman dapat disebabkan oleh golongan cendawan dan bakteri,
jika dilihat dari cara menyerangnya patogen dapat di bedakan menjadi dua,yaitu:
patogen air borne dan patogen soil borne. Patogen air borne merupakan patogen
yang menyerang tanaman melalui bagian atas tanaman seperti daun, sedangkan
patogen soil borne merupakan patogen yang menyerang bagian perakaran
tanaman. Beberapa patogen tanaman yang termasuk patogen penting yang banyak
kita jumpal di lahan pertanian dan menyebabkan kerugian yang cukup tinggi
antara lain : R. solani, P. palmivora, R. solanacearum dan X. oryzae pv. oryzae
(Tjahjadi, 1989).

Upaya yang harus dilakukan untuk menanggulangi kerugian yang di
timbulkan oleh patogen tersebut yaitu upaya pencegahan dan pengendalian
patogen tersebut. Salah satu cara pengendalian yang dirasa efektif, aman, tidak
menimbulkan efek negatif bagi lingkungan dan tidak menimbulkan efek samping
terhadap organisme bermanfaat lainnya yaitu pengendalian secara hayati
(Khaeruni dan Rahman, 2013). Menurut Pal dan Gardener (2006) bahwa
pengendalian hayati merupakan penggunaan mikroba antagonis untuk mengontrol
dan menekan sehingga dapat mengurangi inokulum patogen.

Menurut Someya et al. (2005), keefektifan agens pengendali hayati
antara lain dapat dipengaruhi pula oleh faktor-faktor lingkungan, baik biotik
maupun abiotik. Salah satu faktor abiotik yang cukup berpengaruh terhadap
keefektian agens pengendali hayati yaitu pengaruh suhu. Suhu yang terlalu tinggi
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dapat mempengaruhi tingkat keefektifan kinerja agens pengendali hayati dalam
mengendalikan patogen tanaman.

Beberapa agens pengendali hayati dapat berkembang dengan baik pada
suhu tertentu. Menurut Damiri dkk. (2014), Trichoderma viride dapat berkembang
dan menekan pertumbuhan patogen dengan baik pada suhu 15°C - 30°C. Jaouen
et al. (2004) Pseudomonas fluorescens berkembang baik pada suhu antara 15 -
32°C. Beberapa agens pengendali hayati tersebut tidak dapat berkembang dan
bertahan pada suhu tinggi sehingga dapat mempengaruhi tingkat keefektifannya
dalam mengendalikan patogen sehingga dibutuhkan agens hayati lainnya yang
dapat tumbuh dan berkembang dengan balk pada suhu tinggi. Salah satu
pengendalian hayati yang dapat dilakukan menggunakan bakteri termofilik.
Bakteri termofilik merupakan bakteri yang dapat hidup dan bertahan hidup di
lingkungan yang ekstrem atau tidak menguntungkan. Bakteri termofilik dapat
bertahan hidup di suhu 45 — 80°C sehingga berpotensi sebagai agen hayati.

Menurut Woitke (2004) Bakteri termofilik yang umum digunakan sebagai
agen hayati yaitu bakteri Bacillus subtilis. Bacillus ST 12e dilaporkan dapat
menghambat beberapa patogen tanaman seperti patogen Fusarium oxysporum,
Slerotiumrolfsii, P. capsici dan R. solani secarain vitro. Menurut Zeikus (1979)
beberapa bakteri termofilik yang berada di alam sangat banyak dan memiliki
ketahanan terhadap suhu yang tinggi, beberapa contoh bakteri tersebut, antara
lain: B. stearothermophilus, B. acidocaldarus, Thermoactinomyces vulgaris,
Synechococcus lividis dan lainnya. Sehingga pada penelitian ini melakukan isolasi
dan kajian mekanisme penghambatan beberapa bakteri termofilik yang berpotensi
sebagai agen pengendali hayati.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui beberapa bakteri termofilik
yang memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai agen hayati serta mengetahui
daya hambat dan tipe mekanisme penghambatannya terhadap patogen tumbuhan.
Menurut Pankey dan Sabath (2004) Bahwa tipe mekanisme penghambatan
mikroorganisme terdiri dari dua tipe yaitu bakteriostatik dan bakterisidal atau
fungistatik dan fungisidal. Tipe mekanisme bakteriostatik atau fungistatik yaitu

apabila mikroorganisme hanya memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan
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patogen tetapi tidak membunuhnya. Sedangkan tipe mekanisme fungisidal dan

bakterisidal yaitu apabila mikroorganisme memiliki kemampuan membunuh

patogen tumbuhan.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana kemampuan bakteri termofilik dalam menekan pertumbuhan
patogen tumbuhan dari golongan cendawan dan golongan bakteri ?
Bagai manakah mekanisme penghambatan isolat bakteri termofilik tersebut?

3. Bagamana kekerabatan bakteri termofilik yang berpotensi sebagai Agens
Pengendali Hayati berdasarkan sekuensing 16S rRNA?

1.3 Tujuan

1. Untuk mengetahui beberapa bakteri termofilik yang berpotensi sebagai agen
hayati pada patogen tanaman baik golongan Cendawan dan bakteri. Patogen
tersebut antara lain : R. solanacearum, P. palmivora, R. solani dan X. oryzae
pv. oryzae.

2. Untuk mengetahui kekerabatan bakteri termofilik yang berpotensi sebagai
Agens Pengendali Hayati berdasarkan sekuensing DNA genom.

1.4 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah dapat mengetahui beberapa bakteri

termofilik yang berpotensi sebagai agens pengendali hayati untuk mengendalikan

patogen tanaman.

1.5 Hipotesis

1. Apakah bakteri termofilik yang diisolasi mampu menghambat patogen ?
2. Bagaimanakah kekerabatan bakteri yang telah diisolasi?
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Termofilik

Menurut Adiguzel et al. (2009), Bakteri termofilik tumbuh dengan baik
pada suhu antara 45°C dan 70°C sehingga bakteri ini dapat diisolas dari beberapa
lingkungan seperti habitat yang dingin, laut yang dalam, air terjun, waduk minyak
bumi dan ventilasi hidrotermal di kedalaman laut. Menurut Brock (1978) bahwa
Mikroorganisme termofilik memiliki kemampuan bertahan pada suhu tinggi
karena adanya enzim termostabil. Selain itu, protein yang terdapat pada sel
mikroorganisme termofilik memiliki ikatan hidrofobik dan ikatan ionik yang
sangat kuat. Komposisi membran sel pada bakteri termofilik tersusun oleh asam
lemak jenuh sehingga dapat bersifat stabil pada suhu tinggi (Lasa & Berenguer,
1993).

Menurut Baker et al. (2001) bahwa, Bakteri termofilik jika dilihat dari
suhu pertumbuhan optimumnya maka bakteri tersebut terbagi menjadi tiga
kategori yaitu sebagai berikut :

a. Moderate thermophiles dengan temperatur pertumbuhan optimum berkisar
antara 35-55°C

b. Extreme thermophiles,temperatur pertumbuhan optimum berkisar 55-85°C

c. Hyperthermophiles, temperatur pertumbuhan optimum berkisar 75-113°C

Bakteri termofilik yang berhasil diisolasi dari berbaga sumber air panas di
Indonesia antara lain bakteri termofil sumber mata air panas di Pacet (8 genus
bakteri antara lain Thermus sp, Acetogenium sp, Bacillus sp,
Thermodesulfobacterium sp, Thermomicobrium sp, Thermotrix sp, Pseudomonas
sp dan Sulfobacillus sp) (Asnawi dalam Pratita dan Putra, 2012).

Menurut Zeikus (1979) beberapa bakteri termofilik yang ditemukan
memiliki beberapa spesies menurut sifatnya dapat dibedakan menjadi dua jenis
yaitu aerob dan fakultatif aerobs seperti B. stearothermophilus, B. acidocaldarus,
Thermoactinomyces vulgaris, Synechococcus lividis dan Obligate aerobs seperti
seperti bakteri  Clostridium  thermocellum, C. Thermohydrosul phuricum,

Thermoanaerobium brockii, Desulphevibrio thermophiles, Methanobacterium
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suhu maksmum untuk pertumbuhan, lingkungan, Nutrisi dan Referensi. Salah
satu bakteri termofilik yang telah umum digunakan sebagai agen hayati yaitu
bacillus subtilis.

Tabel 2.1. Sifat dan beragam spesies dari bakteri termofilik

. Pertumbuhan . : .
Spesies maksimal °C Habitat asal Kategori nutrisi Rata - rata
Aerobs dan Facultative
Aerabs
Bacillus .
stearothermophilus 70-85 Soils Chemoheterotroph 14
B. acidocaldarus 70 Acid Soils Chemoheterotroph 15
Soils,
B. caldotenax 85 thermal Chemoheterotroph 48
springs
Thermoacti JomyCES 70 . Chemoheterotroph 16
vulgaris Compost
Thermus aquaticus 79 Thgrmal Chemoheterotroph 17
springs
Thermomicr ey 85 Thgrmal Chemoheterotroph 18
roseum springs
S.Jl phol obu_s 85-90 The_rmal Chemoheterotroph 19
acidocaldaris springs
Chloroflexus 70-73 Therinel Photothroph 20
aurantiacus springs
Synechococcus lividis 70-74 The_rmal Photothroph 21
springs
Obligate anaerobes
Sl ilell 70 Soils,manure  Chemoheterotroph 22
thermocellum S P
C. Soils,
thermohydrosulphuricu 76 Volcanic Chemoheterotroph 23
m activity
Ther moanaqobl um 75 Thgrmal Chemoheterotroph 13
brockii spings
Desulphevibrio Geothermal .
thermophilus 85 Waters Chemomixotroph 26
Methanobacterl_um 70-74 Thgrmal Chemoautotroph 27
thermoautotrophicum spings

Sumber : Zeikus (1979)

Menurut Iman dkk. (2014), B. subtilis merupakan salah satu bakteri dari
genus Bacillus yang dapat digunakan sebagai probiotik karena merupakan bakteri
yang non patogen. B. subtilis dapat diisolas dari berbagai lingkungan misalnya
pada tanah dan akuatik. Bahan antibakteri yang terkandung di dalam supernatan
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B. subtilis yaitu polymixin, colistin, circulin dan antibiotik peptid seperti subtilin,
subtilosin A, Tas A dan sublancin.

Menurut Schaad (2001), bakteri tahan panas yang telah banyak
diketahui adalah bakteri golongan Bacillus sp. Sebagian besar bakteri genus
Bacillus sp. bersifat saprofitik. Bacillus sp. memiliki daya tahan hidup yang cukup
tinggi khususnya terhadap suhu tinggi karena menghasilkan endospora tahan
panas. Sehingga sangat potensial digunakan sebagai agens pengendali hayati
patogen tumbuhan.

2.2 Patogen tanaman
2.2.1R solani

R. solani merupakan patogen tular tanah, patogen penyebab beberapa
penyakit pada tanaman budidaya, patogen ini merupakan patogen penyebab
penyakit Hawar pelepah daun padi. Menurut Aleoxopoulus dalam Sumartini
2012. Patogen R. solani diklasifikasikan ke dalam genus Thanatephorus, family
Ceratobasidiaceae, ordo Tulasnellales, kelas Basidiomycetes.

Miselium berhiain dan berwarna gelap, se miselium biasanya
memanjang, septa bercabang dari hifa utama. Tidak memiliki konidia dan alat
perkembangbiakan aseksual. Skelotia berwarna cerah, biasanya tumbuh secara
parasite pada bagian akar atau bagian tanaman diatas permukaan tanah (Barnett
dan Hunter, 1972).

Menurut Suryadi dkk. (2011) Cendawan R. solani dapat menyebabkan
kerusakan hingga 50% pada tanaman padi tergantung lingkungan, ketahanan
tanaman, tingkat pertumbuhan dan keparahan penyakit. Patogen ini memiliki
inang yang luas, memiliki banyak strain, dan mampu bertahan lebih lama di tanah
untuk membentuk aktif mycelia (sclerotia). Selain tanaman padi, R. solani bisa
juga terinfeksi kacang, kedelai,dan tomat. Menurut Prayudi (2000), Inang
altematif untuk patogen tersebut cukup banyak diantaranya ialah kedelai, yang
dapat menyebabkan penyakit layu semai, hawar daun, dan busuk polong.
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2.2.2 Phytophthora palmivora

P. palmivora merupakan patogen penyebab penyakit busuk buah kakao.
Cendawan P. palmivora merupakan Cendawan dari kelas Oomycetes yang
memiliki ciri - ciri morfologi miselium panjang dan berwarna putih dengan spora
berbentuk seperti buah pir (Drenth & Sendall, 2001). Menurut Erwin dan Ribeiro
(1996) P. palmivora memiliki miselium coenocytic tanpa atau sedikit sekat dan di
dalam air dapat menghasilkan zoosporangia. Oospora seksua terbentuk secara
tunggal dalam oogonium setelah pembuahan oleh inti dari antheridium tersebut.
Dinding sel mengandung selulosa mikrofibril dan B-1,3-glukan.

Menurut Liswarni (2011), Gejala serangan berupa adanya busuk hitam
kecoklatan yang dimulai dari pangkal buah kemudian menyebar hampir menutupi
seluruh permukaan buah dengan warna abu-abu keputih-putihan. Warna ini
merupakan kenampakan dari hifa atau miselium dari Cendawan ini yang terdapat
pada permukaan kulit buah. Perkembangan busuk pada buah cukup cepat,
sehingga dalam waktu beberapa hari seluruh permukaan dan isi buah menjadi
busuk keseluruhan. Gejala busuk biasanya lebih banyak pada buah yang dewasa.
Apabila buah dibuka maka akan terlihat daging buah telah membusuk dan
berwarna hitam serta biji menjadi rusak.

Menurut Arnawa dkk. (2012), Kerugian yang terjadi akibat serangan P.
palmivora di beberapa Negara penghasil kakao. Kamerun, penyakit ini
menurunkan 20-80%. Di Costa Rica, diperkirakan melalui percikan air hujan,
hubungan langsung hingga 50%, di Brasil 15-30%, di Meksiko 80%, dan melalui
dan Ghana 10-15%.

2.2.3 Ralstonia solanacearum

R. solanacearum bersifat gram negatif, berbentuk batang dengan ukuran
0,5 um x 1,5 ym, dapat bergerak dengan satu atau beberapa flagela, aerobik, dapat
mereduks nitrat dan memproduksi amonia. Bakteri ini diklasifikasikan menjadi
Ras berdasarkan perbedaan kisaran inang dan Biovar berdasarkan sifat biokimia
(penggunaan sumber karbon) (Aini, 2007).
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Menurut Maharijaya dkk. (2008), R. solanacearum merupakan patogen
penyebab penyakit layu bakteri. Layu bakteri ditemukan secara luas, banyak
ditemukan pada wilayah tropis dan subtropis, namun juga ditemukan pada daerah
temperatur dingin Layu bakteri bahkan dapat menurunkan produks kentang
sampa 80%. R. solanacearum merupakan patogen yang banyak menyerang
tanaman dari family solanaceae, beberapa tanaman tersebut merupakan komoditas
penting di indonesia antaralain : Pisang, tomat, kentang, tembakau dan lainnya.

Ggada awa serangan R. soalanearum tanaman mulai layu. Kemudian
menjalar ke daun bagian bawah. Gejala yang lebih lanjut : seluruh tanaman layu,
daun menguning sampai coklat kehitam-hitaman, dan akhirnya tanaman mati.
Serangan pada umbi menimbulkan gejala dari luar tampak bercak-bercak kehitam
hitaman, terdapat massa bakteri yang keluar dari mata tunas atau ujung stolon
(Rukmana, 1997). Menurut Maharina dkk. (2014) produksi tomat pada tahun 2012
akibat serangan patogen R. solanacearum mengalami penurunan sebesar 6,96 %.
Rata-rata produksi buah tomat di Indonesia pada tahun 2011 sebesar 954.046 ton,
sedangkan pada tahun 2012 hanya 887.556 ton.

2.2.4 Xanthomonas oryzae pv oryzae

Patogen X. oryzae pv. oryzae merupakan patogen penyebab penyakit HDB
(Hawar Daun Bakteri), HDB merupakan penyakit penting pada pertanaman padi
karena dapat menyebabkan kerusakan yang cukup tinggi pada tanaman budidaya.
Bakteri X. oryzae Pv. oryzae (Xo00) bersifat gram negatif, berbentuk batang
pendek dengan ukuran 0,45 - 0,75 x 0,65-2,1 K, dengan satu flagella polar di salah
satu ujungnya dengan ukuran 0,03-8,75 . Koloni bakteri berwarna kekuningan
(Ou dalam Sudir dkk., 2012).

Menurut Sudir dkk. (2012), Bakteri X. oryzae pv. oryzae (X00) dapat
bertahan hidup dalam tanah, jerami tanaman terinfeksi, sisa-sisa tanaman (
singgang = turiang ), gabah (benih) dan gulma. Bakteri Xoo dapat bertahan di
tanah selama 1-3 bulan, bergantung pada kelembapan dan kemasaman tanah.
Bakteri Xoo dilaporkan dapat bertahan pada gulma seperti Leersia sayanuka, L.

japonica, Zezania latifolia, dan Leptochloa chinensis sebagal inang alternatif.
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Menurut Wahyudi dkk. (2011) Gegaa yang ditimbulkan oleh bakteri ini
tergolong khas, yaitu mulai dari terbentuknya garis basah pada helaian daun yang
akan berubah menjadi kuning kemudian putih. Gegjaa ini umum dijumpal 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 HDB di Indonesia menyebabkan kerugian hasil panen
sebesar 21-36% pada musim hujan dan sebesar 18-28% pada musim kemarau.
Luas penularan penyakit HDB pada tahun 2006 mencapai lebih dari 74 ribu ha, 16
ha diantaranya menyebabkan tanaman puso. Karakter iklim tropis juga
menyebabkan banyaknya strain patogen yang ditemukan di wilayah tropis
(Wahyudi dkk., 2011).

2.3 Tipe Mekanisme Penghambatan Bakteri

Tipe mekanisme penghambatan bakteri dalam menghambat patogen ada
dua tipe yaitu tipe bakteriostatik dan bakkterisidal. Tipe mekanisme bakteriostatik
dimana antibiotic tersebut hanya menekan pertumbuhan bakteri patogen namun
tidak sampai membunuh patogen. Beberapa contoh antibiotik yang memiliki
mekanisme bakteriostatik yaitu clindamicin and chloramphenicol. Sedangkan
bakterisidal merupakan dimana antibiotic bersifat membunuh bakteri patogen.

Fluoroquinolones dan B-lactam (Penicillin). (Bertanova et al,2013)

2.4. Sekuensing 16S rRNA

Metode sekuensing 16S rRNA dilakukan untuk mengetahui kekerabatan
dari suatu spesies dengan spesies lainnya. Metode ini banyak digunakan untuk
mengetahui spesies yang baru ditemukan dan di isolasi dari suatu tempat tertentu.
Untuk melakukan skuensing tersebut harus melalui beberapa tahap yaitu isolas
DNA, PCR dan pemurnian DNA product. Isolasi DNA

PCR (Polymerase Chain Reaction) merupakan suatu teknik enzimatik
untuk melipatgandakan suatu sekuens nukleotida tertentu secara in vitro. Dengan

menggunakan metode PCR dapat meningkatkan jumlah urutan DNA ribuan
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bahkan jutaan kali dari jumlah semula, sekitar 106-107 kali. Setiap urutan basa
nukleotida yang diamplifikasi akan menjadi dua kali jumlahnya. Pada setiap
siklus PCR akan diperoleh 2n kali banyaknya DNA target. Kunci utama
pengembangan PCR adalah menemukan bagaimana cara amplifikasi hanya pada
urutan DNA target dan meminimalkan amplifikasi urutan non-target (Joshi dan D,
2010).

Menurut Joshi dan D (2010), Tiga langkah utama dalam teknik PCR
meliputi Denaturasi, Anealing dan Extension. Langkah pertama yaitu Denaturasi,
memisahkan menjadi dua potong DNA tunggal helai / single stranded. berikutnya
enzim “taq polimerasi” mensistesis menjadi dua untai DNA baru menggunakan
helai adi sebagai template. Kemudian setigp pasangan untauian tersebut akan
membuat salinan baru dan seterusnya. Tahap ini biasanya menggunakan suhu
yang tinggi +95°C. berikutnya tahap annealing, tahap ini menggunakan suhu yang
rendah +50°C, hal ini memungkinkan primer untuk berhibridisas untuk
melengkapi template yang asli. Untai DNA baru terbentuk primer yang melekat
pada template kemudian digunakan untuk membuat salinan identik dari helai
template asli yang diinginkan.kemudian tahap ketiga yaitu extens yang akan
terjadi sempurna pada suhu 72°C selama +£2-5 menit. Tahap ini merupakan tahap
pemanjangan dari rantaian DNA baru yang di duplikas dari rantaian DNA

template.

Y

Initial Cycle Cycle
denaturation

1 2
950 ———— D <X}
et
E
A
&5°C |

Sumber : Joshi, 2010
Gambar 2.2 Tahapan proses PCR

Tempefature
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Tahapan purifikas dilakukan sesuai dengan prosedur yang terdapat dalam
metode.Purifikas bertujuan memurnikan produk PCR yang diperoleh dari
pengotor yang mungkin ada pada produk PCR. Hasil purifikasi kemudian diuji

dengan elektroforesis gel agarosa.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Divis Biomolekular dan
Bioteknologi Center for Development of Advanced Sciences and Technology
(CDAST) Universitas Jember. Penelitian dimulai pada bulan Juni 2016 — selesai.

3.2 Persiapan Pendlitian
3.2.1 Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel tanah dilakukan di dataran pegunungan Kawah ljen
Kabupaten Bondowoso, Jawa Timur. Sampel tanah diambil dari 3 titik koordinat
berbeda dengan masing — masing titik, koordinat | 08°03’37,33”LS dan
114°14°39,17”LU, Il 08°03’36,83”LS dan 114°14°38,75”, Il 08°03’37,63”LS
dan 114°14°37,99”LU, pengambilan titik koordinat menggunakan GPS maps 62
“Garmin”. Pengambilan sampel tanah pada kedalaman 30 cm dengan
menggunakan besi berdiameter 2 cm dan panjang 1 meter dengan cara
menancapkan pada titik koordinat kemudian sampel di masukkan pada botol
sampel. Sampel tanah di simpan pada inkubator dengan suhu 37°C selama 1

minggu.

3.2.2 Isolasi Bakteri Termofilik

Isolasi dilakukan dengan metode pengenceran (dilution). Sampel tanah 1 gr
dimasukkan ke dalam tabung reaksi ditambah air steril hingga volume 10 ml, lalu
dishaker. Suspens yang sudah dishaker di pipet sebanyak 1 ml, lalu dimasukkan
ke dalam tabung reaks yang telah berisi 9 ml air steril. Pengenceran berseri
dilakukan sampai 10°. Suspensi sebanyak 1 ml pada pengenceran 10, 10° dan
10°® dikulturkan ke dalam cawan petri yang telah berisi media NA dan kemudian
di inkubas pada suhu 37°C selama 24 jam (Mardinus, 2006).
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3.25 Pemurnian Bakteri Termofilik

Pemurnian bakteri dilakukan dengan mengambil satu goresan pada koloni
bakteri dengan jarum ose dan digoreskan pada cawan petri yang telah di tuangin
media NA. Media tersebut di inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C hingga di
dapatkan isolat murni (Marista dkk.,2013).

3.2.6 Isolasi dan Cara Perbanyakan Isolat Patogen
3.2.6.1 Isolat Patogen Hawar Pelepah Daun Padi

Isolat patogen R Solani diisolas dari daun tanaman padi yang
menunjukkan gegjala penyakit. Isolas dilakukan dengan memotong daun padi
batas antara yang sehat dan yang sakit sebesar 1 cm x 1 cm menggunakan pisau
steril dan dicelupkan ke dalam larutan alkohol 70% selama 1 menit. Potongan
kulit buah dibilas menggunakan aguades, kemudian dipindahkan pada kertas
saring dan diletakkan secara aseptik di atas permukaan medium PDA. Isolat
diinkubasi pada ruang kultur bersuhu 28°C selama 5 hari. Koloni yang tumbuh
kemudian diidentifikasi berdasarkan ciri-ciri morfologi dan dimurnikan untuk

mendapatkan isolat murni Cendawan R. solani.

3.2.6.2 Isolat Patogen Phytopthora palmivora

Cendawan P. palmivora diisolas dari buah kakao yang terserang penyakit
busuk buah. Isolasi dilakukan dengan cara memotong kulit bagian dalam buah
batas antara yang sehat dan yang sakit sebesar 0,5 cm x 0,5 cm menggunakan
pisau steril dan dicelupkan ke dalam larutan akohol 70% selama 1 menit.
Potongan kulit buah dibilas menggunakan aquades, kemudian dipindahkan pada
kertas saring dan diletakkan secara aseptik di atas permukaan medium PDA. Isolat
diinkubasi pada ruang kultur bersuhu 28°C selama 5 hari. Koloni yang tumbuh
kemudian diidentifikasi berdasarkan ciri-ciri morfologi dan dimurnikan untuk

mendapatkan isolat murni Cendawan P. palmivora.


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

14

3.2.6.3 Isolat Patogen R. solanacearum dan X. oryzae pv. oryzae

Bakteri yang digunakan pada penelitian berasal dari stok koleksi
laboratorium, Divisi Biomolekular dan Bioteknologi (CDAST). Masing — masing
Bakteri ditumbuhkan pada media CPG dan NB cair dengan mengambil 20 pL dari
stok. Bakteri yang telah ditumbuhkan pada media CPG dan NB digojok dengan
shaker selama 24 jam dengan kecepatan 150 rpm. Isolat diinkubasikan pada suhu
28°C selama 1 hari.

3.3. Prosedur Pendlitian
3.3.2 Uji DayaHambat In vitro
3.3.1.1 Uji Daya Hambat Bakteri Termofilik pada Patogen Golongan Cendawan.

Pengujian daya hambat pada golongan Cendawan dilakukan pada patogen
R. solani dan P. palmivora. Pengujian daya antagonis cendawan dilakukan dengan
metode biakan ganda (dual culture) (Dharmaputra et al., 1999), yaitu dengan cara
mengambil masing-masing cendawan biakan murni cendawan R. solani dan
P. palmivora dan cendawan antagonis uji menggunakan cork borer diameter 4
mm dengan ketebalan 3,5 mm. Kemudian diinokulasikan pada cawan petri yang
beriss medium PDA secara berhadapan dengan jarak 30 mm. Kemudian
diinkubasikan sedlama satu minggu pada suhu ruang dan di amati zona
penghambatannya. (Gambar 3.1).

Skema penempatannya adal ah sebagal berikut:

.
fod s i )

R, R,

Il"\\\aﬁ mm /-J

Gambar 3.1.

Gambar 1. Skema penempatan cendawan patogen dengan cendawan antagonis uji dengan metode dual
culture. P = potongan koloni cendawan patogen, A = potongan koloni cendawan antagonis uji, R1 = jari-jari
koloni patogen yang menjauhi koloni cendawan antagonis uji, Rz = jari-jari koloni patogen yang mendekati
koloni cendawan antagonis uji.

Hambatan (%) = R1-R2 x 100%
R1
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3.3.1.3 Uji Daya Hambat Bakteri Termofilik pada Patogen Golongan Bakteri.

Pengujian daya hambat pada patogen tanaman golongan bakteri dilakukan
pada patogen X. oryzae pv. oryzae dan R. solanacearum. Pengujian dilakukan
dengan metode double layer agar. Bakteri antagonis ditumbuhkan pada media
YPGA dalam petridish, masing-masing petridish 1 titik biakan, kemudian
menginkubasikan pada suhu kamar selama 24 jam. Setelah inkubas petridish
dibalik dan pada tutupnya ditetesi dengan 1 ml kloroform dan dibiarkan selama
2 jam hingga semua kloroform menguap kemudian petridish dibalik seperti
keadaan semula. Sebanyak 0,2 ml suspenss X. oryzae pv. oryzae dan
R. solanacearum yang berumur 24 jam dicampur dengan 4 ml agar air 0,6 %
suhu 28°C, dan dituang di atas biakan bakteri antagonis. Hasilnya kemudian
diinkubasikan pada suhu 28°C selama 24 jam (Addy,2007)

3.3.1.3 Uji Tipe Mekanisme Penghambatan Bakteri dan Cendawan (Bakterisidal /
Fungisidal / Fungistatik atau Bakteriostatik)

Cara untuk mengetahui mekanisme penghambatan, agar yang berada pada
zona hambatan diambil secara aseptis dengan menggunakan scalpel steril dan
kemudian dimasukkan dalam tabung reaks yang berisi 1% air pepton dan
dihancurkan menggunakan jarum preparat. Air pepton yang berisi agar kemudian
dishaker selama 24 jam pada suhu 28°C. Air pepton yang menjadi keruh maka
menunjukkan Bakteri tersebut memiliki sifat bakteriostatik. Air pepton yang tidak
menjadi keruh terus dishaker selama lima hari dan jika tetap tidak keruh, maka
mekanisme penghambatan bersifat bakterisidal (Aini, 2007).

3.3.1.4 Uji Pertumbuhan Bakteri

Pembuatan starter dilakukan dengan mengambil 20uL isolat bakteri dari
glicerol stok kemudian di kulturkan pada 4 ml media NB dan diinkubasi selama
24 jam pada suhu 28°C. Kemudain bakteri starter diambil 2 ml dan di kulturkan
pada media NB 100 mL. Kultur bakteri di inkubasi pada variasi suhu 28°C, 37°C
dan 45°C dan 80°C selama 72 jam. Kemudian suspensi bakteri di hitung
kerapatannya dengan alat spektrofotometer pada ODgyo. Kemudian di amati setiap
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6 jam dan menggambar kurva pertumbuhan bakteri (Khoiriyah dan
Ardiningsih,2014).

3.3.1.5 Ekstraksi dan Deteks Senyawa Antibiotik

Untuk mengetahui jumlah macam senyawa antimikrobia yang distimulas
maka dilakukan ekstraksi dan deteks senyawa antimikrobia dari bakteri
antagonis. Ektraksi senyawa antimikrobia bakteri antagonis dilakukan dengan
mengikuti Duffy dan Defago (1999). Filtrat kultur bakteri pada medium cair uji
yang mengandung stimulan dengan konsentrasi terbaik sebanyak 20 ml diambil
dengan cara sentrifugasi selama 15 menit pada kecepatan 4.500 rpm untuk
memisahkan bakteri dengan metabolitnya yang terdifusi ke dalam medium cair,
kemudian pH nya diatur menjadi pH 2 dengan menambahkan 700 yl HCI 1 M.
Ekstraks dilakukan dengan menambahkan 20 ml etil asetat pada supernatan yang
diperoleh dari pemisahan lalu digojok dengan rotary shaker selama 30 menit pada
150 sampai 200 rpm. Tahap pemisahan antara substansi metabolit yang terlarut
dan tidak terlarut dipercepat dengan sentrifugasi selama 15 menit pada 4.500 rpm,
setelah itu fase pelarut organik dipindahkan pada labu evaporator dan dipekatkan
dengan rotary evaporator pada suhu 40°C. Residu yang terbentuk dilarutkan
dengan 1 ml metanol.

Deteksi senyawa antibiotik dilakukan dengan Thin Layer Chromatography
(TLC). Pengujian dilakukan dengan menggunakan plat Aluminium silica gel 60
Fos4. Pengujian dilakukan dengan meneteskan 10 pL masing — masing ekstrak
dengan mikropipet 10uL dengan jarak antar sampel 1,5cm, 2 cm dari sisi bawah
dan 1 cm dari sis samping. Setelah itu plat TLC dikembangkan dalam larutan
pengembang berupa metanol : air (70:30) setinggi 1 cm dari sisi bawah dan di
biarkan mengembang hingga 1 cm dari sis atas. Plat dibiarkan mengering dan
diamati di bawah sinar UV dengan panjang gelombang 362 nm lalu di tandai noda
senyawa yang terbentuk dan dihitung nilai faktor retensinya (Rf = Perbandingan
jarak munculnya noda dengan jarak yang di tempuh larutan pengembang)
(Addy,2007).
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Untuk mengetahui jumlah macam senyawa antimikrobia dilakukan
bioassay menggunakan TLC (Thin Layer Chromatography) terhadap masing -
masing spot pada Rf tertentu dengan cara mengerok tiap spot yang selanjutnya
disuspensikan dalam 1 ml air steril (4 ulangan spot dadam 1 ml air steril).
Selanjutnya diteteskan pada media yang telah ditaburi dengan suspensi patogen
dan diinkubasikan selama 24 jam. Suspens yang tampak zona bening

menunjukkan bahwa suspensi tersebut mengandung senyawa antimikrobia.

3.3.1.6 Uji daya hambat senyawa antibiotik terhadap patogen cendawan dan

bakteri

Pengujian daya hambat senyawa antibiotik bakteri termofilik dilakukan
untuk mengkonfirmasi senyawa yang menunjukkan aktifitas penghambatan
terhadap perkembangan patogen cendawan (R. solani dan P. palmivora) dan
bakteri (X. oryzae pv. oryzae dan R. solanacearum). Pengujian ini dilakukan
dengan meneteskan 1 ml suspensi cendawan dan bakteri target ke dalam 9 ml
medium NB yang belum membeku dan di vortex lalu di tuang dalam petridish
yang telah berisi media hingga membeku. Kemudian Teteskan 10 pl konsentrat
filtrasi bakteri antagonis dengan perlakuan pengenceran pada medium NA yang
telah di inokulasikan patogen. Pengamatan zona bening dilakukan setelah 24 - 48
jam (Addy,2007).

3.3.1.7 Metode Sekuensing 16S rRNA

Isolasi DNA dari kelima sampel bakteri termofilik dilakukan dengan
menggunakan kit Zymo-tech, setelah mendapatkan DNA dari bakteri tersebut
kemudian di ssimpan di suhu -20°C. Analisis PCR dilakukan dengan menggunakan
primer universal 1492R (5’- TAC GGY TACCTT GTT ACG ACT T-3’) dan 27F
(5’- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) dengan program Pre — denaturasi
95°C 3 menit ; denaturasi 95°C 30 detik ; annealing 55°C 1 menit ; Extention
72°C 1 menit ; final extention 72°C 5 menit dan di inkubasi pada 4°C. Hasll
PCR di purifikass menggunakan menggunakan GEL/PCR DNA Fragments
Extraction kit kemudian hasil purifikas di kirim ke PT. Genetika Science. Data
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 KESIMPULAN

Berdasarkan hasil isolasi menunjukkan bahwa hanya terdapat 4 isolat yang
memiliki potensi penghambatan terhadap patogen. Ke-4 isolat tersebut yaitu isolat
A. Baumannii strain  KW-A dapat menghambat pertumbuhan patogen
R. solanacearum, isolat A. baumannii strain KI-D dapat menghambat
pertumbuhan R. solani dan P. palmivora, isolat A. baumannii strain KI-H dapat
menghambat patogen P. palmivora memiliki potensi penghambatan terhadap
patogen R. solanacearum, P. palmivora dan R. solani. Isolat Enterobacter sp
strain KW-D dapat menghambat patogen R. solanacearum dan X. oryzae Pv.
oryzae. Ke-4 isolat bakteri tersebut memiliki tipe penghambatan bakteriostatik.
Namum, untuk ekstrak kultur filtrat yang telah dilakukan tidak menunjukkan
adanya aktifitas penghambatan karena tidak kesesuaian metode ekstraksi dengan
senyawa antimikrob yang diproduksi oleh isolat bakteri hasil isolasi.

Menurut hasil analisis sekuensing yang telah dilakukan menunjukkan 3
dari ke-4 isolat tersebut memiliki kekerabatan yang sama yaitu isolat KW-A, K-
D dan KI-H memiliki kekerabatan yang sangat dekat dengan A. baumannii,
sedangkan isolat KW-D memiliki kekekrabatan dengan genus Enterobacter sp.

5.2 SARAN

Perlu dilakukan tahap pengkajian ulang pada tahap pemilihan metode
ekstraksi karena dalam penelitian ini tidak didapatkan aktifitas penghambatan dari
hasil ekstraksi kultur filtrat karena ketidaksesuaian antimikrob yang dihasilkan
dengan metode yang digunakan.
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LAMPIRAN

1. Hasil isolasi dan Peremajaan isolat patogen

Isolat patogen yang telah diisolasi dan diremajakan pada medium, isolat P.
palmivora (A), R. solani (B), R. solanacearum (C) dan X.oryzae Pv oryzae

2. Uji Hipersensitif respon
Uji Hipersensitif Respon
0 Jam 48 Jam 96 Jam

Uull

Uiz

Pengujian hipersensitif respon ke-4 isolat yang diisolasi dari Dataran
Kawah ljen dengan kerapatan 10°. Ke-4 isolat tersebut tidak menunjukkan gejala
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klorosis dan nekrosis pada 48 jam setelah inokulasi, namun pada 96 jam setelah
inokulasi menujukkan adanya gejala daun menguning kecoklatan dan mengering
disekitar tempat inokulasi. Hal ini menunjukkan uji HR yang dilakukan bersifat
positif.
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