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KAJIAN BAKTERI INDIGEN DARI LENDIR KULIT KATAK
SAWAH (Fejervarya limnocharis) LOKAL MUNTILAN
SEBAGAI AGEN BIOKONTROL PENYAKIT ANTRAKNOSA

TANAMAN CABAI
Afrizka Premana Sari
09640017

Abstrak

Penyakit antraknosa yang disebabkan oleh kapang Colletotrichum capsici
seringkali menyerang tanaman cabai dan berimbas pada menurunnya nilai jual
buah cabai. Oleh karenanya pemanfaatan bakteri sebagai agen biokontrol hayati
sangat diperlukan. Lima isolat bakteri yang diisolasi dari lendir kulit katak sawah
(F. limnocharis) yaitu KSMD3, KSMD9, KSMD10, KSMV12, dan KSMV15
diuji kemampuannya sebagai agen biokontrol kapang patogen C. capsici TCKr2.
Uji antagonis dilakukan dengan metode dual culture dan paper disc assay. Kelima
isolat diseleksi dalam menghasilkan enzim hidrolitik yaitu Kitinase, protease dan
lipase menggunakan media kitin 1%, kasein agar, dan media agar yang
mengandung lemak.

Isolat KSMD3 dan KSMD10 merupakan isolat unggul yang mampu
menghambat pertumbuhan kapang patogen baik dengan metode dual culture
maupun paper disc assay. Persentase penghambatan pada metode dual culture
masing-masing adalah 50% dan 45%, sedangkan diameter zona jernih pada
metode paper disc assay yaitu 35 mm dan 34 mm. Hasil pengamatan mikroskopis
menunjukkan bahwa terjadi kerusakan pada hifa kapang. Isolat KSMD3 dan
KSMD10 tidak memiliki kemampuan dalam menghasilkan enzim kitinase, tetapi
memiliki kemampuan proteolitik dan lipolitik. Kedua isolat unggul tersebut
diidentifikasi sebagai anggota genus Pseudomonas.

Kata kunci: bakteri indigen, biokontrol, Colletotrichum capsici, Fejervarya
limnocharis.



THE STUDY OF INDIGENOUS BACTERIA ISOLATED FROM
SKIN FROG (Fejervarya limnocharis) MUCOUS AS

BIOCONTROL AGENT OF CHILI ANTHRACNOSE DISEASE

Afrizka Premana Sari
09640017

Abstract

Anthracnose disease of chili plant caused by pathogenic fungi C. capsici
and affect to economic losess of chili pepper. This research was conducted to
study the antagonistic activity of five indigenous bacteria (KSMD3, KSMD?9,
KSMD10, KSMV12, and KSMV15) isolated from skin frog (F. limnocharis)
mucous. The aim of study was find potential biocontrol agent inhibit C. capsici.
The antagonistic activity was measured by dual culture and paper disc assay
methods. Those strains were screened based on their capability producing
chitinase, protease, and lipase using chitin agar (1% chitin v/v), casein agar, and
tributyrin agar respectively.

KSMD3 and KSMD10 were able to inhibit fungal growth by dual culture
test the percentage was 50% and 45% respectively, and by paper disc assay the
radial of clear zone was 35mm and 34mm. Abnormality in hypae morphology was
observed. All isolates did not produce chitinase enzyme but KSMD3, KSMD9,
and KSMD10 gave positive reaction on proteolitic and lipolytic assay.
Identification using profile matching showed that KSMD3 and KSMD10 were
member of genus Pseudomonas.

Key word: biocontrol agent, Colletotrichum capsici, Fejervarya limnocharis,
indigenous bacteria.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Tanaman cabai tergolong famili Solanaceae yang merupakan tanaman
buah semusim. Cabai (Capsicum annuum, L) merupakan komoditi hortikultura
terpenting nomor empat di dunia dan nomor satu di Asia (Montri et al., 2009).
Di Indonesia buah cabai merupakan komoditas hortikultura unggulan karena
memiliki nilai ekonomi yang cukup tinggi (Herwidyarti, 2013). Cabai yang
memiliki rasa pedas khas sehingga sering digunakan sebagai bahan masakan
masyarakat Indonesia.

Dalam rangka memenuhi kebutuhan konsumen akan cabai telah dilakukan
penanaman secara intensif maupun ekstensif, tetapi produktivitas cabai sampai
saat ini belum mengalami kenaikan yang signifikan (Girsang, 2008).
Berdasarkan data Badan Pusat Statistik (BPS) (2013) produktivitas cabai di
Indonesia antara tahun 2011 hingga 2012 hanya naik sebesar 0,6%. Kenaikan
produktivitas tersebut masih belum dapat memenuhi kebutuhan pasar terhadap
cabai. Produktivitas cabai baik dari segi kuantitas maupun kualitasnya
dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu varietas tanaman cabai, teknik budidaya,
kondisi geografis, dan organisme pengganggu tanaman /OPT (Wardani &
Ratnawilis, 2002; Zahara & Harahap, 2007).

Keberadaan OPT seperti virus, fungi antraknosa, bakteri patogen, dan
serangga-hama terbukti mampu menurunkan produktivitas cabai (Isaac, 1992).

Salah satu organisme yang paling sering menyerang tanaman cabai baik saat



pra-panen maupun pasca-panen adalah fungi Colletotrichum spp., penyebab
antraknosa pada cabai. Serangan Colletotrichum spp. dapat menurunkan
produksi cabai sebesar 45-60% (Hidayat, et al, 2004). Apalagi saat musim hujan
kerugian dapat mencapai 84% (Thind & Jhoty, 1985 dalam Nayaka et al., 2009).
Penyakit antraknosa dicirikan dengan mati pucuk yang berkelanjutan ke bagian
tanaman sebelah bawah. Daun, ranting, dan cabang menjadi kering berwarna
coklat kehitam-hitaman. Pada batang cabai aservulus cendawan terlihat seperti
tonjolan (Duriat et al., 2007 dalam Herwidyarti et al, 2013).

Penyakit antraknosa pada tanaman cabai paling sering disebabkan oleh tiga
spesies fungi Colletotrichum yaitu Colletotrichum acutatum, Colletotrichum
gloeosporioides, dan Colletotrichum capsici (Montri et al, 2009; Nayaka et al.,
2009). C. capsici merupakan fungi utama penyebab antraknosa karena dapat
bertahan lama dalam biji (Ramachandran et al., 2008 dalam Nayaka et al.,
2009). Fungi ini tidak berbahaya bagi manusia, akan tetapi merusak warna buah
cabai sehingga tidak menarik dan berdampak pada menurunnya nilai jual buah
cabai (Nayaka et al., 2009). Fungi Colletotrichum juga biasa menyerang
tanaman buah (Xie et al., 2010), sayuran (Rajapakse et al., 2002), dan tanaman
hias (Freeman et al., 2000).

Salah satu usaha pengendalian OPT yaitu dengan penggunaan agrokimia
berupa pertisida (Prijanto, 2009). Akan tetapi pola penggunaan agrokimia yang
tidak terkendali oleh beberapa petani dapat berdampak terhadap kesehatan
petani itu sendiri. Bahan kimia sintetik dapat menimbulkan polusi lingkungan

dan mengancam kesehatan (Imran et al., 2012). Prijanto (2009) melaporkan



bahwa 99,8% petani di kabupaten Magelang keracunan pestisida sintetik. Efek
kronis akibat dari keracunan adalah berat badan menurun, anorexia, anemia,
tremor, sakit kepala, pusing, gelisah, gangguan psikologis, dan sakit dada.

Kerugian lain dari penggunaan pestisida sintetik adalah adanya residu
pestisida pada produk pertanian (Miskiyah & Munarso, 2009). Residu yang
tersisa pada produk pertanian contohnya yaitu organoklorin yang termasuk
golongan organofosfat. Senyawa tersebut bersifat toksik bagi manusia
(Blanpied, 1984 dalam Miskiyah & Munarso, 2009). Senyawa residu fungsida
seperti prochloraz yang terbawa melalui kontak mulut juga berpotensi
mengganggu perkembangan organ reproduktif manusia (Blystone et al., 2007).
Selain itu penggunaan fungisida sintetik pada lahan pertanian mampu
menghambat mikoriza penting bagi tanaman (Brimner & Boland, 2003).

Salah satu alternatif untuk mengurangi ketergantungan pada pestisida
maupun fungisida sintetik adalah dengan memanfaatkan agen biokontrol hayati.
Penggunaan agen biokontrol hayati dapat berupa ekstrak tanaman maupun
mikroba antagonis patogen. Pengembangan agen biokontrol sebagai
biofungisida dan biopestisida diharapkan mampu menjadi alternatif
pengendalian OPT seperti C. capsici, yang sekaligus aman terhadap lingkungan
hidup.

Sejumlah agen biokontrol hayati dari golongan mikroba yang sudah diuji
secara in vivo dan in vitro antara lain Pseudomonas fluorescens (Srinivas et al.,
2005), Trichoderma (Maymon et al., 2004), dan Bacillus subtillis (Wharton &

Dioguez, 2004). Mikroba tersebut mampu menghasilkan senyawa antifungi.



Senyawa antifungi yang diproduksi dapat berupa enzim, antibiosis, siderofor,
atau senyawa toksin (Compant, 2005). Enzim hidrolitik yang memiliki
kemampuan antifungi diantaranya adalah enzim kitinase dan enzim glukanase,
sedangkan contoh senyawa antifungi antara lain pirolnitrin, pyoluteorin,
2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), dan phenazin (Compant, 2005). Beberapa
karakter fisiologis seperti kemampuan menghasilkan enzim ekstraseluler
(enzim kitinase, protease, selulase), hidrogen sianida (HCN), dan aktivitas
fluorosensi juga merupakan indikator untuk mengidentifikasi potensi bakteri
sebagai agensia biokontrol (Eliza et al., 2007).

Bakteri Kitinolitik merupakan bakteri yang mampu menghasilkan enzin
kitinase untuk melisiskan dinding sel organisme yang mengandung kitin. Kitin
adalah komponen struktur utama dari sebagian besar fungi (Chernin et al.,
1995), termasuk fungi penyebab antraknosa. Oleh sebab itu keberadaan bakteri
kitinolitik mendapat perhatian yang cukup besar sebagai agen biokontrol karena
memiliki kemampuan merusak struktur hifa fungi patogen (Chernin et al.,
1995).

Bakteri yang menunjukkan aktivitas kitinolitik juga dapat ditemui pada
sejumlah kulit amfibi seperti katak dan salamander (Culp et al., 2007; Lauer et
al., 2007; Harris et al., 2009). Bakteri indigen yang diisolasi dari kulit katak
mampu menghambat pertumbuhan fungi patogen Bathracochytrium
dendrobatidis penyebab penyakit chytridiomycosis pada amfibi, khususnya
katak (Culp et al.,, 2007). Bakteri tersebut antara lain P. fluoroscens,

Staphylococcus epidermidis, dan Microbacterium laevaniformans.



Allah SWT menerangkan dalam surat Ali Imran ayat 190-191 berikut,

“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih
bergantinya malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang
yang beraka,. (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri
atau duduk atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan
tentang penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan kami,

tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha Suci Engkau,
maka peliharalah kami dari siksa neraka” (Q.S Ali Imran: 190-191).

Ayat di atas menegaskan bahwa segala sesuatu di muka bumi, termasuk bakteri
tidak diciptakan tanpa manfaat tertentu. Oleh karena itu kemampuan sejumlah
bakteri indigen tersebut perlu dikaji lebih mendalam. Kemampuan antifungi
oleh bakteri indigen dari kulit katak dapat dikembangkan lebih lanjut menjadi
antifungi universal untuk berbagai macam fungi (Harris et al., 2006).
Sebagaimana dilaporkan oleh Sholikhah (2012) bahwa bakteri indigen dari kulit
katak yang merupakan anggota genus Bacillus sp. mampu menghambat
pertumbuhan fungi C. acutatum NC32, penyebab antraknosa pada cabai.
Penelitian sebelumnya Susilawati & Sari (2013) telah berhasil mengisolasi
dua puluh isolat bakteri indigen dari lendir kulit katak sawah lokal Muntilan.
Sebanyak lima isolat yaitu KSMD3, KSMD9, KSMD10, KSMV12, dan
KSMV15 akan diuji kemampuannya dalam menghambat C. capsici TCKr2
penyebab antraknosa tanaman cabai. Bakteri indigen kulit katak yang memiliki
aktivitas antifungi diharapkan mampu menjadi agen biokontrol fungi penyebab
antraknosa pada tanaman cabai, mengingat kerugian akibat penyakit

antaraknosa dan bahaya yang ditimbulkan oleh penggunaan fungisida sintetik.



B. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang, rumusan masalah yang muncul antara lain:

1. Bagaimanakah hasil uji antagonis isolat bakteri indigen dari lendir kulit
katak sawah (F. limnocharis) dalam menghambat fungi patogen C. capsici
TCKTr2 penyebab antraknosa pada tanaman cabai?

2. Bagaimanakah hasil seleksi bakteri indigen dari lendir kulit katak sawah (F.
limnocharis) yang memiliki kemampuan Kkitinolitik, proteolitik, dan
lipolitik?

3. Bagaimanakah hasil identifikasi bakteri indigen unggul dari lendir kulit

katak sawah (F. limnocharis) berdasarkan karakter fenotipik?

C. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk:

1. Mengetahui kemampuan antagonis bakteri lendir kulit katak sawah (F
limnocharis) dalam menghambat pertumbuhan C. capsici TCKr2.

2. Mengetahui isolat bakteri indigen dari lendir kulit katak sawah (F
limnocharis) yang memiliki kemampuan kitinolitik, proteolitik, dan lipolitik
sehingga berpotensi sebagai agen biokontrol fungi patogen.

3. Mengetahui hasil identifikasi bakteri indigen unggul dari lendir kulit katak

sawah (F. limnocharis) secara fenotipik.



D. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan mempunyai manfaat sebagai berikut :

1. Mengeksplorasi manfaat bakteri indigen yang hidup di lendir kulit katak
sawah.

2. Memberikan sumbangan ilmu pengetahuan khususnya di bidang
mikrobiologi dengan memberikan informasi tentang keberadaan bakteri
indigen dari lendir kulit katak sawah (F. limnocharis).

3. Memberikan informasi mengenai potensi dan pemanfaatan isolat bakteri
indigen katak sawah sebagai alternatif agen pengendali hayati yang aman

bagi lingkungan.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil

Berdasarkan hasil uji antifungi dari kelima isolat bakteri indigen lendir
kulit katak sawah, yaitu KSMD3, KSMD9, KSMD10, KSMV12, dan KSMV15
terhadap kapang Colletotrichum capsici TCKr2 menunjukkan adanya aktivitas
penghambatan. Hasil pengujian menggunakan metode dual culture maupun
paper disc assay tampak bahwa isolat KSMD3 dan KSMD10 memiliki
aktivitas penghambatan tertinggi terhadap pertumbuhan fungi C. capsici
TCKTr2 apabila dibandingkan dengan isolat lainnya. Isolat KSMD9, KSMV12,
dan KSMV15 memiliki potensi penghambatan meskipun dalam persentase
rendah sebagaimana disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil uji antifungi bakteri indigen terhadap pertumbuhan C. capsici TCKr2
metode dual culture dan paper disc assay pada hari ke-3 dengan suhu 29°C.

Dual culture Paper disc
Kode Isolat Radial Growth Growth Inhibition Diameter rata-rata
(mm) (%) zona hambat (mm)
Kontrol 38 0 -

KSMD3 19 50 38
KSMD9 32 16 21
KSMD10 21 45 35
KSMV12 27 29 34
KSMV15 27 29 22

Penampakan koloni kapang C. capsici yang ditumbuhkan bersama
dengan bakteri indigenus dengan metode dual culture disajikan pada Gambar 4.
Berdasarkan hasil pengujian dual culture tampak bahwa pertumbuhan kapang
C. capsici TCKr2 terhambat di dekat goresan isolat bakteri uji KSMD3 dan
KSMD10. Persentase penghambatan tertinggi dihasilkan oleh isolat KSMD3

yaitu 50%, sedangkan persentase terendah dihasilkan KSMD9 yaitu 16%.
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Gambar 4. Penampakan koloni kapang C. capsici TCKr 2. (a) kontrol; (b) hasil uji
antagonis yang menunjukkan adanya daerah penghambatan (tanda panah).
Berdasarkan hasil pengujian antagonis menggunakan metode paper disk
assay tampak bahwa isolat yang berpotensi tinggi dalam menghambat
pertumbuhan fungi C. capsici TCKr2 adalah KSMD3, KSMD10, dan
KSMV12 dengan zona hambat masing-masing sebesar 38 mm, 35 mm, dan
34mm (Gambar 5).

Gambar 5. Hasil pengujian supernatant isolat indigen dengan metode paper disc assay
pada media NA setelah ditumbuhkan pada suhu 29°C selama tiga hari. (Zona
hambat ditunjukkan dengan anak panah).

Adanya perubahan hifa kapang C. capsici setelah diuji antagonis dengan
isolat indigen diamati menggunakan mikroskop (Gambar 6.) Berdasarkan hasil
pengamatan tampak bahwa ada perubahan hifa pada kapang yang ditunjukkan

dengan adanya hifa yang lisis dan membengkak.
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Gambar 6. Pengamatan mikroskopis hifa C. capsici TCKr2. (a) hifa normal,
(b) dan (c) hifa lisis; (d) hifa membengkak, (perbesaran 400x).

Kemampuan isolat indigen dalam menghasilkan enzim Kitinase diamati
setelah ditumbuhkan dalam media yang mengandung Kitin 1%. Bakteri
Pseudomonas aeroginosa FNCC 0063 digunakan sebagai kontrol positif yang
telah diketahui mampu menghasilkan kitinase. Lima isolat yang diuji tidak
menunjukkan adanya aktivitas kitinolitik. Hal ini tampak dari tidak

terbentuknya zona jernih di sekitar koloni (Gambar 7).

Gambar 7. Hasil uji kitinolitik (a) isolat bakteri indigen, (b) Pseudomonas aeroginosa
FNCC 0063, setelah ditumbuhkan pada suhu 29°C selama tiga hari.
(Tanda panah menunjukkan zona jernih).
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Selain kemampuan kitinolitik adanya aktivitas proteolitik dan lipolitik
juga merupakan indikasi kemampuan isolat dalam menghambat kapang

(Gambar 8.)

Gambar 8. Hasil uji hidrolisis (a) kasein dan (b) lipid pada kelima isolat indigen.

Berdasarkan hasil uji hidrolisis kasein tampak bahwa isolat KSMD3,
KSMD9, KSMD10, dan KSMV15 memiliki kemampuan dalam menghidrolisis
kasein menjadi asam amino sehingga terlihat adanya zona jernih di sekitar
koloni (Gambar 8.a). Isolat KSMD3, KSMD9, dan KSMD10 juga
menunjukkan hasil positif pada uji hidrolisis lipid yang ditunjukkan dengan

warna hijau mengkilap pada koloni dan media di sekitarnya (Gambar 8.b).

Kelima isolat bakteri indigenus memiliki kemampuan antagonis terhadap
kapang C. capsici TCKr2 meskipun potensi penghambatan pada isolat KSMD9
dan KSMV15 cukup rendah. Selanjutnya isolat KSMD3, KSMD9, KSMD10,

KSMV12, dan KSMV15 dikarakterisasi berdasar sifat fenotipiknya (Tabel 3).
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Tabel 3.Hasil uji fenotipik isolat bakteri indigen lendir kulit katak sawah (F. limnocharis)

Karakter KSMD3 KSMD9 KSM10 KSMV12 KSMV15

Morfologi koloni:

Bentuk koloni circular circular circular circular circular

Warna koloni putih putih Putih kuning oranye

Tepi koloni entire entire entire entire entire

Elevasi raised raised raised raised raised

Permukaan mengkilap  mengkilap mengkilap  mengkilap  mengkilap

Struktur dalam transparan  opaque transparan  opaque opaque

Morfologi sel:

Bentuk sel oval batang pendek oval coccus coccus

Susunan sel single single single single single

Sifat Gram negatif negatif negatif positif positif

Motilitas motil motil motil motil motil

Endospora - + - - -

Biokimiawi:

Katalase T i + + +

H,S + - + - -

Oksidase + - + - +

Hidrolisis pati - - - - -

Hidrolisis kasein + + + - +

Hidrolisis lemak + + + - -

Hidrolisis sitrat + - + - -

Reduksi nitrat + + + + +

Hidrolisis gelatin + - + + +

Kebutuhan O, AT fakultatif - fakultatif fakultatif
anaerob anaerob anaerob

Penghasil asam

dari:

Glukosa - - - + +

Laktosa - - - + +

Maltosa - - - + +

Sukrosa - - - + +

Mannitol - - - + +

Penghasil gas

dari:

Glukosa - - - - -

Laktosa - - - - -

Maltosa - - - - -

Sukrosa - - - - -

Mannitol - - - - -

Pertumbuhan

pada :

Suhu 8°C - - - - -

Suhu 28°C =+ + + + +

Suhu 37°C + + + + +

Suhu 42°C + - + - +

Suhu 55°C - - - - -

pH 3 - - - - -

pH 5 + + + + +

pH 7 + + + + +

pH 9 + + + + +

NaCl 0,5% + + + + +

NaCl 5% + - + + +

NaCl 10% - - - + +

NaCl 15% - - - - +
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Hasil uji karakter fenotipik kemudian disusun dalam matriks n x t yang

disajikan dalam Tabel 4.

Tabel 4. Matriks n x t berdasar karakter fenotipik

Karakter KSMD3 KSMD9 KSM10 KSMV12  KSMV15

Morfologi koloni:

Bentuk koloni + + + + +
Warna koloni + + + - -
Tepi koloni + + + + +
Elevasi + + + + +
Permukaan + + + + +
Struktur dalam - + . + +
Morfologi sel:

Bentuk sel + . + + +
Susunan sel + + + + +
Sifat Gram - 2 _ + +
Motilitas + + + + +
Endospora - + = - -
Biokimiawi:

Katalase + + + + +
H.S + - + - ,
Oksidase + = + - +
Hidrolisis pati - - 5 - -
Hidrolisis kasein + + + - +
Hidrolisis lemak + + + - -
Hidrolisis sitrat + - + - -
Reduksi nitrat + + + + +
Hidrolisis gelatin + - + + +
Kebutuhan O3 - + E + +
Penghasil asam:

Glukosa - - L + +
Laktosa - L " + +
Maltosa - - L + +
Sukrosa - = : + +
Mannitol - - - + +
Penghasil gas:

Glukosa - - - - -
Laktosa - = - . -
Maltosa - : - - -
Sukrosa - - - - -
Mannitol - - - - -
Pertumbuhan

pada:

Suhu 8°C - - - - -
Suhu 28°C + + + + +
Suhu 37°C + + + + +
Suhu 42°C + - + i +
Suhu 55°C - - - - -
pH 3 - - - - -
pH 5 + + + + +

pH 7 + + + + +




37

Tabel 4. (Lanjutan)

Karakter KSMD3 KSMD9 KSMD10 KSMV12 KSMV15
pH 9 + + + + +
NaCl 0,5% + + + + +
NaCl 5% + - + + +
NaCl 10% - - - + +
NaCl 15% - - - - +

Berdasarkan data dari uji fenotipik kemudian dilakukan perhitungan nilai

similaritas antar isolat menggunakan Simple Matching Coeficient (Grafik 1).

%

KSMD3 | 100
KSMD9 | 77.3 100
KSMD10 | 100 77.3 100
KSMV12 | 65.9 65.9 65.9 100
KSMV15 | 70.5 61.4 70.5 90.9 100
KSMD3 KSMD9 KSMD10 KSMV12 KSMV15

Grafik 1. Matriks similaritas (Ssm) antar isolat bakteri indigen lendir kulit katak
sawah (F. limnocharis) berdasarkan uji fenotipiknya terhadap 43 karakter

Berdasarkan nilai similaritas tersebut kemudian dibuat konstruksi
dendogram dengan menggunakan alogaritma Average Linkage (UPGMA) yang

tersaji pada Gambar 9.

KSMD15

KSMV12

KSMD9

| KSMD10

| KSMD3

0.‘64 of7 0.‘76 O.I82 0.:88 0.‘94 ::.
Percentage of similarity (%)

Gambar 9. Dendogram yang menunjukkan hubungan antar spesies isolat bakteri indigen
berdasarkan indeks similaritas menggunakan Ssm

Berdasarkan Gambar 9, tampak bahwa isolat KSMD3 dan KSMD10
memiliki persentase similaritas 100%. Isolat KSMV12 dan KSMV15 memiliki

persentase similaritas 90,9%. Semua isolat bergabung di 66,7%.
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Dua isolat unggulan yang menunjukkan hambatan tertinggi dan
kemampuan proteolitik serta lipolitik terhadap kapang C. capsici TCKr2, yaitu
KSMD3 dan KSMD10 selanjutnya diidentifikasi hingga tingkat genus (generic
assignment) menggunakan metode profile matching yang mengacu pada
Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994). Isolat
KSMD3 dan KSMD10 memiliki karakter yang mirip dengan anggota genus

Pseudomonas sp..

Tabel 5. Profile Matching isolat bakteri indigen lendir kulit katak sawah (F.
limnocharis) dengan beberapa genus yang telah diketahui

Karakter Pseudomonas KSMD 3 KSMD 10
Warna koloni NA NA NA
Struktur dalam NA NA NA
Bentuk sel oval oval oval
Susunan sel tunggal tunggal tunggal
Sifat Gram negatif negatif negatif
Kebutuhan O, aerob aerob aerob
Reduksi nitrat + + +
Pertumbuhan NaCl 10% NA NA NA
Motilitas motil motil Motil

NA: Not Applicable

. Pembahasan
Kapang patogen yang sering kali menyerang tanaman cabai adalah

kapang dari genus Colletotrichum. Salah satu spesies utama dari genus
Colletotrichum yang menyebabkan penyakit antraknosa pada cabai adalah C.
capsici (Nayaka et al., 2009). Kapang Colletotrichum mampu menginfeksi
tanaman cabai mulai dari biji hingga buah matang. Keberadaan kapang patogen
tersebut menyebabkan gagal panen tanaman cabai sebesar 45%-60% (Hidayat,

et al., 2004).
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Salah satu metode pengendalian terhadap kapang patogen yaitu dengan
memanfaatkan agen biokontrol seperti mikroba antagonis (Nayaka et al., 2009).
Pemanfaatan mikroba, khususnya bakteri sebagai agen biokontrol terhadap
kapang patogen telah banyak diterapkan antara lain golongan bakteri
Pseudomonas, Bacillus, dan Agrobacterium (Ezziyyani et al., 2009; Nayaka et
al., 2009; Imran et al., 2012). Sejumlah bakteri tersebut mampu menghasilkan
senyawa bioaktif yang mampu menghambat pertumbuhan beberapa kapang
patogen seperti Colletotrichum dan Fusarium (Nayaka et al., 2009; Imran et al.,
2012). Mekanisme pertahanan bakteri terhadap kapang patogen dapat terjadi
melalui beberapa cara yaitu kompetisi nutrisi pada inang, produksi senyawa
metabolit, parasitisme langsung, dan mendorong ketahanan sistemik pada
inang. Beberapa contoh senyawa metabolit ekstraselular yaitu antibiotik,
siderofor, enzim detoksifikasi, senyawa volatil, dan enzim hidrolisis (Compant
et al., 2005).

Bakteri yang memiliki kemampuan sebagai agen biokontrol kapang
patogen biasanya diisolasi dari tanah (Imran et al., 2012). Namun ada beberapa
bakteri yang dapat diperoleh dari substrat lain seperti dari lendir kulit amfibi
(Harris et al., 2009; Lauer et al., 2008; Woodhams et al., 2007). Bakteri yang
berhasil diisolasi dari kulit katak (Rana muscosa) yaitu Janthinobacterium
lividum (Harris et al., 2009) dan Pedobacter sp. (Woodhams et al., 2007)
terbukti secara in vitro mampu menghambat kapang patogen Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) penyebab penyakit chytridiomycosis (Becker et al., 2009).

Penyakit chytridiomycosis merupakan penyakit yang disebabkan kapang Bd



40

yang menyerang permukaan kulit katak sehingga mengakibatkan tebalnya kulit
katak karena zat keratin. Hal tersebut menyulitkan katak dalam proses difusi
garam mineral dan oksigen sehingga lambat laun mengakibatkan kematian
katak (Voyles, 2009). Keberadaan bakteri indigen dari kulit katak yang mampu
menghambat kapang Bd ini dapat dikembangkan lebih lanjut sebagai agen
biokontrol kapang patogen lainnya.

Indonesia dikenal sebagai negara tropis yang sesuai untuk habitat katak
sehingga keanekaragaman spesies katak di Indonesia cukup tinggi. Adanya
keragaman spesies katak sejalan dengan keragaman bakteri indigen yang
terdapat pada kulit katak di Indonesia. Susilawati & Sari (2013) telah
mengisolasi sebanyak dua puluh isolat bakteri indigen dari lendir kulit katak
sawah (F. cancrivora) Muntilan. Keduapuluh isolat tersebut diisolasi dari lendir
di permukaan kulit katak bagian ventral dan dorsal kemudian dikarakterisasi
secara makroskopis dan mikroskopis. Hasil karakterisasi menunjukkan adanya
variasi bakteri indigen. Variasi tersebut mengindikasikan bahwa tiap isolat
memiliki kemampuan tertentu salah satunya adalah sebagai agen biokontrol.
Sebagaimana dilaporkan oleh Sholikhah (2012) bahwa isolat bakteri KSB9 dan
KSB11 yang merupakan anggota genus Bacillus dari lendir kulit katak sawah
mampu menjadi agen biokontrol bagi kapang C. acutatum NC32.

Hasil uji antagonis kelima bakteri indigen dari lendir kulit katak yaitu
KSMD3, KSMD9, KSMD10, KSMV12, dan KSMV15 menunjukkan adanya
potensi dalam menghambat C. capsici TCkr2. Isolat KSMD3 dan KSMD10

merupakan isolat unggul yang berpotensi tinggi sebagai agen biokontrol. Hal
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ini ditunjukkan dengan persentase penghambatan (growth inhibition) kedua
isolat tersebut yang cukup tinggi yaitu berturut-turut 50% dan 45%. Hasil uji
paper disc juga menunjukkan zona penghambatan yang luas yaitu 38 mm dan
35 mm (Tabel 2).

Terhambatnya pertumbuhan hifa kapang pada metode dual culture
merupakan mekanisme antibiosis yang mengindikasikan adanya senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan bakteri uji (Korsten & Jager, 1995).
Zivkovié et al (2010) melaporkan bahwa kelainan hifa secara mikroskopis dan
terhambatnya pertumbuhan kapang pada uji dual culture antara C. acutatum
dengan Tricoderma harzianum merupakan mekanisme antibiosis.

Berdasarkan hasil pengamatan mikroskopis (Gambar 6) mekanisme
penghambatan ini ditunjukkan dengan adanya hifa kapang yang melisis dan
membengkak (swollen). Hal ini mengindikasikan abnormalitas hifa disebabkan
oleh aktivitas antibiosis bakteri uji terhadap kapang. Sebagaimana yang
dilaporkan oleh Hanif et al., (2012) bahwa bakteri Bacillus sp. BK13 dan
Enterobacter sp PB17 mampu menghambat kapang Curvularia sp. dengan
ditandai adanya pembengkokan ujung miselium, miselium pecah, lisis, kerdil
dan bercabang. Abnormalitas hifa kapang akibat aktivitas antibiosis juga
ditemui dalam bentuk hifa yang membengkak dan pecahnya ujung hifa (Ayer et
al., 1980; Eliza et al., 2007).

Uji antagonis dengan menumbuhkan secara bersama isolat bakteri unggul
dan kapang patogen bersama dan pengujian secara tidak langsung

menggunakan supernatant dari isolat indigen, kedua metode tersebut
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menunjukkan potensi penghambatan yang cukup tinggi. Hal ini
mengindikasikan adanya senyawa metabolit berupa zat antifungi yang
dihasilkan bakteri indigen. Oleh karena itu mekanisme antibiosis
dimungkinkan merupakan cara yang digunakan kedua isolat bakteri tersebut
dalam menghambat C. capsici.. Zivkovié¢ et al., (2010) menyebutkan bahwa
senyawa metabolit mampu masuk ke dalam dinding sel kapang patogen dan
menghambat metabolisme sel dengan senyawa metabolit yang bersifat toksik
tersebut.

Salah satu bentuk senyawa antifungi adalah enzim hidrolitik seperti
kitinase dan glukanase (Compant et al., 2005). Berdasarkan hasil uji potensi
kitinolitik kelima isolat indigenus tidak memiliki kemampuan dalam
menghasilkan enzim Kkitinase. Sementara bakteri kontrol positif yaitu
Pseudomonas aeroginosa FNCC 0063 mampu menghasilkan enzim Kkitinase
yang ditandai dengan adanya zona jernih pada media kitin 1% di sekitar koloni
(Gambar 7).

Enzim kitinase merupakan enzim yang berperan dalam menghidrolisis
ikatan glikosidik pB-1,4 senyawa Kitin (Soesanto, 2005). Enzim Kkitinase
merupakan salah satu senyawa antifungi yang terbukti mampu menekan
pertumbuhan kapang patogen (Compant et al., 2005). Hal ini dikarenakan
sebagian besar komponen penyusun dinding sel hifa kapang adalah kitin, yaitu
suatu polisakarida yang mengandung nitrogen (Campbell et al., 2003). Bakteri
yang mampu menghasilkan enzim kitinase disebut dengan bakteri kitinolitik.

Keberadaan bakteri kitinolitik inilah yang sering dimanfaatkan sebagai agen
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biokontrol fungi patogen karena memiliki kemampuan dalam menghidrolisis
kitin pada hifa fungi (Chernin et al., 1995).

Isolat unggul KSMD3 dan KSMD10 tidak memiliki aktivitas kitinolitik
tetapi dimungkinkan memiliki enzim hidrolitik lain seperti glukanase, enzim
proteolitik, siderofor, atau pun senyawa antibiotik lain. Berdasarkan hasil uji
hidrolisis lipid dan kasein menunjukkan bahwa isolat unggul memiliki enzim
lipase dan protease. Keberadaan enzim proteolitik disinyalir menjadi salah satu
mekanisme bakteri dalam menghambat pertumbuhan kapang dengan cara
menghidrolisis senyawa protein dan lipid pada dinding sel kapang. Hal ini
disebabkan dinding sel hifa mengandung 80-90% polisakarida, 1-15% protein,
dan 10% lipid (Hudson, 1987). Sebagaimana pula diungkapkan oleh Eliza et al.
(2007) bahwa karakter fisiologis yang dihasilkan oleh bakteri perakaran
Graminae seperti enzim protease, kitinase, selulase, HCN, dan aktivitas
fluorosensi dapat digunakan bakteri tersebut untuk menghambat pertumbuhan
kapang patogen.

Dua isolat bakteri unggulan yaitu KSMD3 dan KSMD10 berhasil
diidentifikasi hingga tingkat genus secara fenotipik menggunakan metode
profile matching. Isolat KSMD3 dan KSMD10 memiliki bentuk sel bulat
lonjong, motil, dan bersifat aerob, karakter tersebut merupakan karakter kunci
dari anggota genus Pseudomonas. Kedua isolat tersebut memiliki indeks
similaritas 100%. Berdasarkan konsep taksospesies apabila antarstrain bakteri
memiliki similaritas yang tinggi maka dianggap sebagai satu spesies yang sama

(Logan, 1994). Priest (1984) menyatakan bahwa beberapa strain mikroba
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dikelompokkan dalam satu spesies yang sama apabila indeks
similaritasnya >70%, sehingga diduga isolat KSMD3 dan KSMD10 merupakan
satu spesies.

Bakteri golongan Pseudomonas merupakan salah satu jenis bakteri yang
sering digunakan sebagai agen biokontrol hayati. Pseudomonas spp.
pendarfluor telah dikaji kemampuannya sebagai agen pengendalian hayati
dengan mengeluarkan senyawa antibiotik larut air seperti turunan fenazin,
pyoluteorin, pyrrolnitrin, oomycin A, viscosinamide, dan
2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG). 2,4-DAPG keluaran strain Pseudomonas
fluorescens secara aktif melawan bakteri fitopatogenik, jamur, oomycetes, dan
nematode (Michel et al., 2005 dalam Hassanuddin, 2011). Selain itu beberapa
bakteri Pseudomonas yang tergolong sebagai bakteri kitinolitik karena mampu
menghasilkan enzim kitinase dan siderofor (Wahyudi et al., 2011; Figueiredo et
al., 2010). Hassanuddin (2009) melaporkan bahwa bakteri P. fluorescens dan P.
aeruginosa merupakan jenis bakteri yang bersifat antibiosis terhadap R.
lignosus. Aktivitas antibiosis tersebut terkait dengan pengeluaran siderofor
golongan katekol. Pseudomonas spp. juga mampu menghambat pertumbuhan
kapang patogen C. gloeosporoides (Srividya et al., 2012) dan C. falcatum
(Viswanathan & Samiyappan, 2007). Selain sebagai agen biokontrol hayati
Pseudomonas juga dapat dimanfaatkan sebagai agen pemacu pertumbuhan

tanaman (Astuti, 2008).



BAB V
PENUTUP

A. Kesimpulan

1.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah:

Isolat bakteri KSMD3, KSMD9, KSMD10, KSMV12, dan KSMV15 yang
diisolasi dari lendir kulit katak sawah (F. limnocharis) lokal Muntilan
memiliki potensi yang bervariasi dalam menghambat pertumbuhan kapang
patogen C. capsici TCKr2. Persentase penghambatan tertinggi dihasilkan
oleh isolat KSMD3 vyaitu 50%, sedangkan persentase penghambatan
terendah dihasilkan oleh KSMD9 yaitu 16%.

Kelima isolat uji tidak mampu memproduksi enzim Kitinase. Isolat yang
memiliki kemampuan proteolitik dan lipolitik adalah KSMD3, KSMD9,
dan KSMD10, sedangkan KSMV15 hanya memiliki kemampuan
proteolitik saja. Berdasar uji antagonis dan penghasil enzim hidrolitik isolat
yang dinyatakan unggul adalah KSMD3 dan KSMD10.

Isolat unggul, KSMD3 dan KSMD10 berhasil diidentifikasi sebagai

anggota genus Pseudomonas.

B. Saran

Saran dari penelitian ini adalah:
Diperlukan penelitian mengenai senyawa metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh bakteri dalam menghambat pertumbuhan kapang patogen C.

capsici.
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2. Diperlukan kajian lebih banyak mengenai eksplorasi keragaman bakteri
indigen dari lendir kulit katak dan amfibi lainnya.

3. Diperlukan penelitian dan identifikasi sampai aras spesies guna mengetahui
klasifikasi bakteri yang memiliki potensi tinggi dalam menghambat kapang
patogen C. capsici.

4. Diperlukan pengujian in vivo bakteri yang unggul dalam menghambat
pertumbuhan kapang patogen C. capsici, penyebab penyakit antraknosa

pada tanaman cabai.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Foto Dokumentasi Penelitian

Gambar 10. Kultur bakteri indigen dari Gambar 11. Kapang C. capsici TCKr2
lendir kulit katak sawah yang ditumbuhkan pada
(Flimnocharis) media PDA
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Gambar 12. Bakteri (a) Gram Negatif (KSMD3) dan (b) Gram positif (KSMV15)

Gambar 13. Uji Oksidase Gambar 14. Uji hidrolisis Pati



Gambar 15. Uji Fermentasi Karbohidrat
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Gambar 19. Uji Pengaruh suhu 42°C
terhadap pertumbuhan bakteri

Gambar 18. Reduksi sitrat
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Gambar 21. Uji Penghasil H2S
pada media SIM

Gambar 20.Uji pengaruh NaCl pada kadar 0,5%, o L
5%. 10%. dan 15% Gambar 22. Uji Pengaruh pH 7

terhadap pertumbuhan

Gambar 23. Penulis saat melakukan uji antagonis
metode paper disc assay



Lampiran 2. Komposisi Media

1.

Media Minimal + Kitin 1%

Bahan Jumlah takaran (gr/L)
MgSO4 0,3

KH2PO, 1,36

(NH4)2S0q4 1,0

Yeast extract 0,5

Koloidal Kkitin 10,0

Agar teknis 15,0

Aquades 1 liter

Media NA + dekstrosa 2%

Bahan Jumlah takaran (gr/L)
Pepton 50

Beef Extract 3,0

Dekstrosa 20,0

Agar teknis 15,0

Aquades 1 liter

Media PDA

Bahan Jumlah takaran (gr/L)
Potato Dextrose Agar (MERCK) 35

Aquades 1 liter

Media Susu Agar

Bahan Jumlah takaran (gr/L)
Pepton 1

Agar Teknis 20

Aquades 1 liter

Media Lemak

Nutrient Agar 15ml ditambah minyak zaitun sebanyak 0,3-0,4 ml.

Media Sulfur, Indol, Motility (pH 7,3)

Bahan Jumlah takaran (gr/L)
Pepton 30,0

Beef extract 3,0

Fe(NH4)SO4 0,2

Sodium thiosulfat 0,025

Agar Teknis 3,0

Aquades 1 liter

S7



7. Media Gelatin (pH 6,8)
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Bahan Jumlah takaran (gr/L)
Pepton 5,0

Beef extract 3,0

Gelatin 120,0

Aquades 1 liter

8. Media Nitrat Cair (pH 7,3)

Bahan Jumlah takaran (gr/L)
Pepton 5,0
Beef extract 3,0
KNO3 1
Aqguades 1 liter
9. Media Pati
Bahan Jumlah takaran (gr/L)
Beef extract 3,0
Pati 10,0
Agar Teknis 12,0
Aquades 1 liter

10. Media Sitrat Agar

Bahan

Jumlah takaran (gr/L)

Sodium Chloride 5,0
Ammonium Dihydrogen phospatase 1,0
Bromthymol Blue 0,08
Magnesium Sulfate 0,2
Sodium Citrate 2,0
Dipotassium Phophatase 1,0
Agar Teknis 15
Aquades 1 liter

11. Media Fermentasi Karbohidrat

Bahan Jumlah takaran (gr/L)
Pepton 50

Beef extract 3,0

Glukosa, Maltosa, Laktosa, 10,0

Mannitol, Sukrosa

Phenolred 0,025

Aquades 1 liter




Lampiran 3. Data Olah MVSP versi 3.1

CLUSTER ANALYSIS
Data file - C:\MVSP\skripafriz.mvs

Sa

Analysis begun: Thursday, October 24, 2013 12:35:00 AM

Analysing 44 variables x 5 cases

UPGMA

Simple Matching Coefficient

Similarity matrix

KSMD3 KSMD9

KSMD3 1.000
KSMD9 0.773 1.000
KSMD10 1.000 0.773
KSMV12 0.659  0.659
KSMV15 0.705 0.614

KSMD3KSMD9KSMD10

Obijects

Node Group 1 Group 2
1 KSMD3 KSMD10
2 KSMV12 KSMV15
3 Node 1 KSMD9
4 Node 3 Node 2

KSMD10

1.000
0.659
0.705
KSMV12

Simil.
1.000
0.909
0.773
0.667

KSMV12

1.000
0.909
KSMV15

in group
2

2
3
5

KSMV15

1.000
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