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"Prodi p.biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, UIN Sunan Kalijaga, Yogyakarta
2Prodi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, UIN Sunan Kalijaga, Yogyakarta

Abstrak -Katak sawah (Rana cancrivora) merupakan salah satu spesies amfibi yang melimpah di Indonesia. Pemanfaatan
katak sawah masih terbatas hanya pada sektor pangan, peternakan dan perdagangan. Bakteri indigenous katak sawah
diduga memiliki potensi antifungi sehingga dapat dimanfaatkan sebagai agensia biofungisida. Tujuan penelitian ini adalah
untuk melakukan seleksi dan identifikasi isolat bakteri indigenous dari katak sawah (R. cancrivora) yang telah di isolasi
sebelumnya dalam menghambat pertumbuhan fungi patogen Colletotrichum acutatum NC32 yang biasa menyerang
tanaman cabai. Pengujian antifungi dilakukan dengan metode dual culture. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 8 isolat
bakteri katak sawah memiliki aktivitas antifungi terhadap C. acutatum NC32, satu isolat diantaranya yaitu KSB 11 diketahui
paling unggul. isolat KSB 11 memiliki nilai persentase hambat fungi sebesar 26,6%. Hasil identifikasi dengan metode Profile
matching menunjukkan bahwa isolat KSB 11 termasuk anggota genus Bacillus.

Kata kunci : bakteri indigenous, katak sawah (R. cancrivora), biofungisida, identifikasi

PENDAHULUAN

Katak sawah (R.cancrivora) merupakan spesies
katak yang keberadaannya cukup melimpah di alam.
Katak jenis ini banyak ditangkap untuk sekedar
dijadikan pakan padahal kebermanfaatannya sangat
luas apabila dikaji lebih mendalam. Misal lendir
kulitnya dapat memberikan manfaat untuk bidang
medis sebagai penghasil antibiotik. Disamping itu
bakteri indigenous yang terdapat pada lendir kulitnya
dapat dimanfaatkan sebagai produsen antifungi.

Katak memiliki mekanisme sistem pertahanan
yang khas pada permukaan kulitnya sebagai bentuk
proteksi terhadap mikrobia patogen vyaitu adanya
kelenjar racun (poison gland) vyang dapat
mensekresikan lendir untuk perlindungan. Lendir ini
mengandung beberapa jenis senyawa bioaktif antara
lain senyawa amina, alkaloid dan peptida yang
mempunyai aktivitas antibakteri, antifungi, bahkan
antikanker (Pukala et al., 2005). Bakteri indigenous
yang hidup pada lendir kulit juga turut berperan dalam
membantu mekanisme pertahanan terhadap invasi
mikrobia patogen serta meningkatkan sistem
pertahanan pada kulit (Woodhams ef al, 2007; Lauer
et al, 2008). Simbiosis yang terjadi antara bakteri
indigenous dengan amfibi diduga merupakan

simbiosis mutualisme (Harris et al, 2006). Sejumlah
bakteri indigenous yang memiliki aktivitas antifungi
telah berhasil diisolasi dari beberapa spesies amfibi,
diantaranya pada Hemidactylium scutatum,
Plethodon cinereus (Harris et al., 2006) dan Rana
muscosa (Woodhams et al., 2007).

Potensi bakteri indigenous kulit katak yang
memiliki aktivitas antifungi memungkinkan juga dapat
menghambat pertumbuhan fungi patogen lainnya,
seperti fungi Colletotrichum. Colletotrichum
merupakan genus fungi patogen perusak yang
menyebabkan penyakit dan kerugian hasil panen
pada tanaman. Penyakit yang disebabkan oleh fungi
Colletotrichum disebut penyakit antraknosa yang
dapat menyerang berbagai tanaman baik tanaman
buah-buahan (Xie et al, 2010), sayuran (Rajapakse
et al., 2002) maupun tanaman hias (Freeman et al,,
2000).

Penggunaan senyawa kimia merupakan upaya
penanganan penyakit yang banyak diterapkan karena
efeknya cepat. Akan tetapi, toleransi patogen
terhadap fungisida dapat meningkat dengan cepat
jika satu jenis zat kimia digunakan terus menerus
(Than et al., 2008). Ditambah efek negatif dari
senyawa kimia sintetis terhadap lingkungan. Oleh
karena itu ekstrak berbagai tumbuhan telah
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dicobakan sebagai alternatif penggunaan senyawa
kimia sintetis sebagai fungisida. Penggunaan agen
biologis yang bersifat antagonis terhadap sumber
patogen juga sudah mulai dilakukan, walaupun masih
belum mendapat banyak perhatian

Penelitan  ini  bertujuan  untuk  mengkaji
kemampuan bakteri indigenous yang diisolasi dari
lendir kulit R.cancrivora sebagai agensia biofungisida
terhadap C.acutatum NC32 dan melakukan
identifikasi isolat unggul yang mampu menghambat
pertumbuhan fungi C.acutatum NC32.

METODE

Strain bakteri dan media

8 isolat bakteri indigenous yang telah diisolasi dari
lendir kulit katak sawah (R. cancrivora) menggunakan
media NA. Kedelapan isolat tersebut adalah KSB 1;
KSB 3; KSB 6; KSB 7; KSB 8 KSB 9 KSB 11 dan
KSB 26.

Kapangindikator dan media - -

Kapang patogen yang digunakan sebagai indikator
adalah C. acutatum NC32 yang diperoleh dari Emy
Q. A. dan Anti D. Hamdani yang diisolasi dari
tanaman cabai yang berasal dari perkebunan cabai
merah di Sleman DIY. Fungi C. acutatum NC32
ditumbuhkan dalam medium PDA slant sebagai kultur
stok .

Metoda pengujian aktivitas antifungi

Uji aktivitas antifungi menggunakan metoda dual
culture (Korsten & Jager, 1995). C. acutatum NC32
diinokulasikan pada media PDA dan diinkubasikan
selama 7 hari. Bagian tepi miselium fungi dipotong
dengan luas *25 mn?, diinokulasikan pada bagian
tengah media NA+dextrose 2% dan diinkubasikan (5
hari, 28°-30°C). Isolat bakteri (umur 24 jam)
diinokulasikan secara goresan pada media yang
sudah ada funginya dengan jarak antara fungi dan
isoat 3 c¢cm lalu diinkubasikan (14 hari, 28°-30°C).
Fungi yang tumbuh pada media tanpa isolat bakteri
indigenous digunakan sebagai kontrol. Persentase
hambatan pertumbuhan fungi oleh isolat Growth
Inhibition /G 1) diamati dengan mengukur panjang jari-
jari pertumbuhan fungi pada perlakuan uji dan

kontrol menggunakan rumus:

redius of contral — redius of somple
Gl % = f 1o 100%

radiug af control

Karakterisasi dan Identifikasi isolat unggul

Isolat bakteri indigen yang menunjukkan
penghambatan tinggi terhadap fungi patogen C.
acutatum NC32 dikarakterisasi secara fenotipik yang
meliputi karakter makroskopis koloni dan mikroskopis
sel, karakter biokimiawi dan fisiologis. Identifikasi
tingkat genus (generic assignment) dilakukan dengan

Pros Sem Nas Biodiv. Hal: 225-228

metoda profile matching yang mengacu pada
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt
etal.,, 1994).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tujuh (7) isolat bakteri dari 8 isolat yang diujikan
tampak menunjukkan adanya aktivitas antifungi
terhadap C. acutatum dengan persentase hambatan
yang bervariasi kecuali isolat KSB 26 (Tabel 1).
Diameter koloni fungi (radial growth) isolat KSB 26
sama dengan kontrol (Gambar 1). Persentase
hambat pertumbuhan miselium tertinggi pertama
sebesar 26,6% yang diperoleh dari isolat KSB 11,
sedangkan persentase  hambat  pertumbuhan
miselium oleh isolat KSB 7, KSB 8 dan KSB 9 tampak
sama vyaitu 22,2% yaitu. Isolat KSB 1 dan KSB 3
memiliki persentase hambat pertumbuhan miselium
yang sama juga yaitu 11,1%.

Tabel 1. Seleksi bakteriindigenous lendir kulit katak
sawah (R. cancrivora) terhadap C. acutatum NC32
menggunakan metoda dual culture

Kode Dual Culture
Isolat Radial Growth Inhibition
Growth (%)
(mm)
Kontrol 45 0
KSB 1 40 11.1
KSB 3 40 11.1
KSB 6 37 17.7
KSB 7 35 22
KSB 8 35 22
KSB 9 35 222
KSB 11 33 266
KSB 26 45 0

(a) (b)
Gambar 1. Pengujian antifungi isolat bakteri
indigenous katak terhadap C. acutatum NC32
dengan metoda dual culture pada media
NA+dekstrosa (a) kontrol; (b) penghambatan
miselium fungi oleh isolat uji (Tanda panah
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menunjukkan miselium fungi yang dihambat oleh
isolat bakteri indigenous) ‘

Berdasarkan Tabel 1 tampak bahwa isolat KSB 11
merupakan isolat unggul karena mampu memberikan
efek hambatan tertinggi dibandingkan isolat lainnya.
isolat KSB 1 dan KSB 3 efek hambatannya terhadap
fungi uji tampak paling rendah dengan persentase
hambatan 11,1%. Isolat KSB 11 dikarakterisasi
secara fenotipik dan diidentifikasi tingkat genus
menggunakan metoda profile matching seperti
disajikan pada Tabel 2.

Berdasarkan pengujian antifungi dengan metoda
dual culture tampak bahwa tepi miselium fungi yang
berdekatan dengan isolat bakteri lebih tipis atau kerdil
dibandingkan dengan tepi miselium pada kontrol
(Gambar 1). Menurut Zivkovic et al (2010), hambatan
pertumbuhan miselium fungi terjadi karena adanya
mekanisme antibiosis, yaitu metabolit ekstraselular
yang dilepaskan antagonis (dalam hal ini isolat
bakteri indigenous) bersifat antibiotik yang dapat
berpenetrasi ke dalam sd fungi dan bersifat toksik

sehingga mengganggu  aktivitas  pertumbuhan
patogen. b
Secara makroskopik, senyawa antibiotik

menyebabkan miselium fungi patogen tumbuh kerdil
atau lebih tipis (Gambar 1). Menurut Mahadtanapuk
et al (2007), secara mikroskopik senyawa antibiotik
menyebabkan perubahan sel konidia dan hifa
menjadi abnormal. Hambatan pertumbuhan miselium
fungi juga dapat disebabkan adanya kompetisi nutrisi
antara fungi patogen dan bakteri. Pal et al. (2006)
menjelaskan bahwa mikrobia antagonis. . dapat
menghambat pertumbuhan fungi patogen melalui laju
pertumbuhan yang sangat cepat sehingga
menyebabkan persediaan nutrisi dalam substrat
terbatas dengan demikian pertumbuhan fungi
patogen terhambat.

Penghasilan senyawa metabolit sekunder oleh
simbion bakteri dari lendir katak diduga kuat dapat
membantu mencegah dan menghambat invasi
mikrobia patogen khususnya fungi Colletotrichum
penyebab antraknosa. Penelitian Brucker et al. (2008)
melaporkan bahwa senyawa 2.4
diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG) yang dihasilkan
bakteri indigen L. gummosus dari kulit P. cinereus
mampu melindungi host (katak) dari invasi fungi
penyebab kematian katak vyaitu Batrachocytridium
dendrobatidis (Bd). Keberadaan bakteri yang hidup
pada kulit amfibi secara biologi dapat dijelaskan
bahwa kem ungkinan simbiosis ini berperan dalam
sistem imun bawaan (innate immune system) bagi
amfibi untuk mencegah mikrobia patogen tumbuh dan
membentuk koloni pada permukaan kulitnya (Brucker
etal., 2008).

Isolat KSB 11 dikatakan unggul karena mampu
menghambat pertumbuhan Colletotrichum dengan
persentase hambatan tertinggi dibandingkan isolat
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lainnya. berdasarkan hasil identifikasi menunjukkan
bahwa isolat KSB 11 memiliki kemiripan karakter
dengan genus Bacillus antara lain merupakan bakteri
gram positif berbentuk batang dan memiliki
endospora. Genus bakteri Bacillus merupakan
agensia hayati biofungisida yang secara luas
digunakan pada berbagai fungi patogen pada
tanaman diantaranya fungi genus Colletotrichum
(Korsten & Jager, 1995; Yoshida et al, 2002,
Mahadtanapuk et al., 2007; Zivkovic et al, 2010),
Fusarium (Korsten & Jager, 1995; Mishra et al,
2011), dan fungi patogen pada tanaman karet
Rigidoporus lignosus (Muharni dan Widjajanti, 2011).

Tabel 2. Profile matching isolat bakteri indigenous
KSB 11

Karakter Bacillus sp. Isolat KSB

Kunci 11

Susunan sel tunggal/berpasang tunggal/ber

an pasangan

Sifat gram + +

Bentuk sel Batang Batang

Motilitas Motil Motil

Endospora + &

Reduksi H,S NA NA

Katalase # ¢

Hidrolisis +/- -

sitrat

Hidrolisis pati NA NA

Kebutuhan O, Aerob/ fakultatif Aerob
anaerob

Pertumbuhan NA NA

pada suhu

10°C

Pertumbuhan +/- +

pada suhu

50°C

Pertumbuhan NA NA

pada pH 2

Pertumbuhan NA NA

pada pH 10

Pertumbuhan NA - NA

pada NacCl

6,5%

Pertumbuhan NA NA

pada NaCl

18%

Keterangan : NA: Not Applicable




KESIMPULAN

Isolat bakteri indigen menunjukkan hambatan
terhadap pertuibuhan C. acutatum NC23 kecuali
isolat KSB 26. Persentase hambatan tertinggi
diperoleh dari isolat KSB 11 (26,6%) dan terendah
oleh isolat KSB 1 dan KSB 3 (11,1%). Hasil

identifikasi menunjukkan bahwa isolat unggul KSB 11
digolongkan kedalam genus Bacillus.
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