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SELECTION AND IDENTIFICATION OF INDIGENOUS ISOLATED
FROM CRAB EATING FROG (Rana cancrivora) SKIN MUCOUS THAT
POTENTIAL ASBIOFUNGICIDE

Lilis Sholikhah
07640005

ABSTRACT

Crab eating frog (R. cancrivora) is an abundance species in Indonesia. It is
believed that indigenous bacteria isolated from R. cancrivora have antifungal
substances. Hence, those can be used as biofungicide agents. The purpose of this
research was to investigate the capabilities of bacteria isolated from skin mucous
to inhibited pathogenic fungi of Colletotrichum acutatum NC32. The antifunga
activity was determined by modified dual culture and paper disc methods. The
best strain that showed the highest antifungal activity were then characterized and
identified based on its phenotypic properties. The identification was conducted by
profile matching method. The result shows that two selected strains among eight
showed the ability to inhibit the growth of C.acutatum namely isolate KSB 9 and
KSB 11. Based on the profile matching analysis, those strain were identified as
the member of genus Bacillus.

Keyword: Biofungicide, crab eating frog (R cancrivora), identification,
indigenous bacteria, selection.
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SELEKSI DAN IDENTIFIKAS BAKTERI INDIGENOUS DARI LENDIR
KULIT KATAK SAWAH (Rana cancrivora) YANG BERPOTENS
SEBAGAI AGENS A BIOFUNGISIDA

Lilis Sholikhah
07640005

ABSTRAK

Bakteri indigenous pada kulit spesies amfibi memiliki aktivitas antifungi
terhadap fungi patogen. Katak sawah (Rana cancrivora) merupakan salah satu
spesies amfibi yang melimpah di Indonesia. Pemanfaatan katak sawah masih
terbatas 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 menseleksi dan
identifikas isolat bakteri indigenous katak sawah (R. cancrivora) yang unggul
dalam menghambat fungi patogen pada tanaman Colletotrichum acutatum NC32.
Pengujian antifungi dilakukan dengan dua metode yaitu menggunakan metode
dual culture dan paper disc assay yang telah dimodifikasi. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa 8 isolat bakteri katak sawah (R. cancrivora) memiliki
aktivitas antifungi terhadap C. acutatum NC32. Isolat paling unggul diperoleh dari
isolat KSB 9 dan KSB 11. Keduaisolat tersebut memiliki hambatan tertinggi pada
metode dual culture dan paper disc. Pada metode dual culture, isolat KSB 9 dan
KSB 11 memiliki nilai persentase hambat fungi masing-masing 22,2 % dan 26,6%
sedangkan pada metode paper disc assay menghasilkan diameter zona hambat
masing-masing 19,5 mm dan 19,2 mm. Hasil identifikasi dengan metode Profile
matching menunjukkan bahwa isolat KSB 9 dan KSB 11 termasuk anggota genus
Bacillus.

Kata kunci: Bakteri indigenous, biofungisida, identifikas, katak sawah (R.
cancrivora), seleks

XVii



BAB |

PENDAHULUAN

A.Latar Belakang

Katak termasuk kelompok amfibi dan vertebrata pertama yang
berevolusi dari kehidupan perairan ke daratan serta merupakan nenek moyang
dari kelompok reptil (Lewis et al., 2007). Umumnya, katak memiliki habitat
yang lembab dan beberapa spesies memiliki daur hidup sepenuhnyadi perairan
(Iskandar, 1998). Habitat tersebut menyebabkan katak mudah terpapar oleh
mikrobia patogen, baik fungi maupun bakteri.

Katak memiliki mekanisme sistem pertahanan yang khas pada kulitnya
sebagai bentuk proteksi terhadap mikrobia patogen. Pada permukaan kulit
katak terdapat kelenjar racun (poison gland) yang dapat mensekresikan lendir
untuk melindungi diri dari infekss mikrobia patogen. Lendir ini mengandung
beberapa jenis senyawa bioaktif antara lain senyawa amina, akaloid dan
peptida yang mempunyai aktivitas antimikrobia, antivirus bahkan antikanker
(Pukalaet al., 2005).

Senyawa peptida yang terdapat pada lendir kulit katak dapat menghambat
pertumbuhan fungi patogen Batrachochytrium dendrobatidis atau Bd penyebab
kematian pada beberapa jenis katak di seluruh dunia. Bakteri indigenous yang
hidup pada kulit katak, khususnya pada lendir kulit, juga turut berperan dalam
membantu mekanisme pertahanan terhadap mikrobia patogen serta

meningkatkan sistem pertahanan pada kulit (Woodhams et al., 2007; Lauer et



al., 2008). Simbiosis yang terjadi antara bakteri indigenous dengan spesies
amfibi diduga merupakan simbiosis mutualisme (Harris et al., 2006; Lauer et
al., 2008; Woodhams et al., 2007). Kulit spesies amfibi menyediakan nutrisi
dan subtrat yang sesuai bagi pertumbuhan bakteri indigenous, sedangkan
bakteri indigenous menghasilkan metabolit yang berperan dalam meningkatkan
pertahanan inang terhadap mikrobia patogen (Lauer et al., 2007).

Sejumlah bakteri indigenous yang memiliki aktivitas antifungi telah
berhasil diisolasi dari beberapa spesies amfibi, diantaranya pada
Hemidactylium scutatum, Plethodon cinereus (Harris et al., 2006; Lauer et al.,
2008) dan Rana muscosa (Woodhams et al., 2007). Bakteri indigenous yang
berasal dari salamander H. scutatum dan P. cinereus memiliki aktivitas
antifungi terhadap fungi patogen penyebab kematian telur salamander
Mariannaea elegans dan Rhizomucor variabilis serta fungi patogen lainnya
seperti Bd, Basidiobolus ranarum dan Allomyces sp (Harris et al., 2006; Lauer
et al., 2008).

Bakteri indigenous yang terdapat pada H. scutatum diantaranya berasal
dari genus Bacillus, Jathinobacterium, Pseudomonas, Flavobacterium,
Pedobacter, Arthrobacter, Kitasatospora, Paenibacillus, dan Sreptomyces
(Harris et al., 2006; Lauer et al., 2008). Pada jenis amfibi P. cinereus
ditemukan bakteri indigenous yang berasal dari genus Bacillus, Pseudomonas,
dan Lysobacter (Harris et al., 2006). Bakteri L. gummosus diketahui
menghasilkan senyawa antifungi 2,4-diacetylphloroglucinol terhadap fungi

patogen Bd (Brucker et al., 2008a). Bakteri indigenous dari spesies katak Rana



muscosa yang bersifat antifungi antara lain berasal dari filum Firmicutes,
Proteobacteria, dan Bacteroidetes. Beberapa genus bakteri yang bersifat
antifungi  terhadap Bd diantaranya Bacillus, Pseudomonas, dan
Jathinobacterium (Woodhams et al., 2007). Senyawa antifungi yang dihasilkan
oleh J.lividum yaitu indole-3-carboxaldehyde dan violacein (Brucker et al,
2008b).

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
(Hyde et al., 2009). Penyakit yang disebabkan oleh fungi Colletotrichum
disebut penyakit antraknosa yang dapat menyerang berbagai tanaman baik
tanaman buah-buahan (Freeman et al., 2000a; Verma et al., 2006; Garrido et
al., 2008; Zakaria et al., 2009; Xie et al., 2010), sayuran (Wright & Heaton,
1991; Rajapakse et al., 2002; Melanie et al., 2004; Than et al., 2008), maupun
tanaman hias (Freeman et al., 2000b). Pada umumnya gejala antraknosa
ditandai adanya luka nekrosis yang berlekuk seperti mangkuk pada batang,
daun, buah atau bunga (Agrios, 1988).

Penyakit antraknosa menyebabkan kerugian secara ekonomi yang cukup
signifikan terhadap berbagai tanaman. Tanaman cabai yang terserang
antraknosa akan mengalami busuk buah pada pra dan pasca panen sehingga
petani cabai mengalami kerugian dan penurunan produksi hingga 60% (Rostini,

2011), sedangkan pada tanaman seledri menyebabkan kerugian panen sebesar



25-50% (Wright & Heaton, 1991). Penyakit antraknosa pada strawberry
menyebabkan kematian benih hampir mencapai 50%, sedangkan kerugian
panen produksi strawberry sebesar 40% (Xie et al., 2010).

Pengendalian fungi Colletotrichum umumnya dilakukan dengan cara
membuang buah yang terinfeks dan menggunakan fungisida dari bahan kimia
(Moekasan et al., 2004). Pengendalian fungi Colletotrichum dengan
menggunakan fungisida dari bahan kimia yang berlebihan dapat meningkatkan
biaya produksi dan mengakibatkan adanya ketidakseimbangan ekosistem, yaitu
kerusakan lingkungan dan kematian beberapa organisme non-target (M oekasan
et al, 2004; Gunawan, 2005). Residu yang dihasilkan pestisida juga dapat
membahayakan manusia yang mengkonsumsinya (Moekasan et al., 2004).

Seiring dengan perkembangan bioteknologi, pengendalian fungi patogen
Colletotrichum pada tanaman telah menggunakan biofungisida yang berasal
dari agen hayati yang ramah lingkungan. Beberapa agen hayati tersebut
diantaranya diperoleh dari ekstrak tanaman serta mikrobia antagonis seperti
fungi, yeast dan bakteri. Salah satu bakteri yang dimanfaatkan sebagai agensia
biofungisida adalah berasal dari genus Bacillus (Kusnadi et al., 2009; Hassan et
al, 2010; Havenga et al, 1999; Mahadtanapuk et al, 2007) dan dari kelompok
Actinomycetes (Intra et al, 2011).

Mikrobia antagonis yang dimanfaatkan sebagai agen hayati umumnya
diperoleh dari rizosfer tanah dan tanaman. Adapun mikrobia antagonis yang
berasal dari sumber lain belum banyak dilakukan. Pada penelitian ini, mikrobia

antagonis yang berpotensi sebagai agensia biofungisida diperoleh dari sumber



lain yaitu dari lendir kulit katak sawah Rana cancrivora. Spesies R. cancrivora
merupakan salah satu anggota genus Rana yang jumlahnya cukup melimpah di
negara agraris seperti Indonesia. Katak ini hidup di area persawahan sehingga
katak ini disebut juga dengan katak sawah.

Pemanfaatan katak sawah masih terbatas pada sektor perdagangan dan
peternakan. Dalam sektor pangan, katak sawah hanya dimanfaatkan bagi
sebagian orang sebagai makanan berprotein tinggi, sedangkan bagi sebagian
lainnya seperti kaum muslim tidak mengkonsumsi katak ini karena katak sawah
merupakan hewan yang hukumnya tidak boleh dikonsumsi atau haram (Rasjid,
1994). Pada sektor peternakan, kulit katak sawah dimanfaatkan sebagai
campuran pakan ternak. Sejauh ini belum ditemukan adanya pemanfaatan agen
hayati (bakteri indigenous) yang secara alami terdapat pada lendir kulit katak
sawah. Bakteri indigenous yang terdapat pada lendir kulit katak sawah diduga
memiliki aktivitas antifungi sehingga dapat dimanfaatkan dalam bidang
pertanian yaitu sebagai agensia biofungisida ramah lingkungan terhadap genus

fungi penyebab antraknosa Colletotrichum.



B. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang, masalah yang dapat dirumuskan dalam penelitian

ini adalah:

1. Apakah isolat bakteri indigenous dari lendir kulit katak sawah (R.
cancrivora) berpotensi sebagai agensia biofungisida terhadap C. acutatum
NC32?

2. Termasuk genus apakah isolat unggul bakteri indigenous dari lendir kulit
katak sawah (R. cancrivora) yang berpotensi sebagai agensia biofungisida

terhadap C. acutatum NC32?

C. Tujuan Penédlitian

Sesuai dengan rumusan masalah, tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui isolat bakteri indigenous dari lendir kulit katak sawah (R
cancrivora) yang berpotensi sebagai agensia biofungisida terhadap
C.acutatum NC32.

2. Mengetahui genus isolat unggul bakteri indigenous dari lendir kulit katak
sawah (R cancrivora) yang berpotensi sebagai agensia biofungisida

terhadap C. acutatum NC32.



D.Manfaat Pendlitian

Manfaat dari penelitian ini antaralain:

1

Memperoleh bakteri indigenous dari lendir kulit katak sawah R
cancrivora yang berpotensi sebagai agensia biofungisida terhadap
C.acutatum NC32.

Bakteri indigenous yang diperoleh dari lendir kulit katak sawah (R
cancrivora) dapat dijadikan sebagai dasar pengembangan bioteknologi
pertanian khususnya sebagai agensia biofungisida terhadap C. acutatum
NC32.

Memberikan informas mengenai genus bakteri indigenous pada jenis
katak sawah (R. cancrivora) di Indonesia khususnya di daerah Bantul

DIY.



BAB V
PENUTUP

A.Kesimpulan

1.

Isolat KSB 9 dan KSB 11 merupakan isolat unggul bakteri indigenous dari
lendir kulit katak sawah (R. cancrivora) yang berpotensi sebagai agensia
biofungisida terhadap C. acutatum NC32, yang memiliki nilai hambatan
tertinggi pada metode dual culture maupun paper disc assay.

Hasi| identifikasi menunjukkan bahwaisolat KSB 9 dan KSB 11 termasuk

anggota genus Bacillus.

B. Saran

1.

Perlu dilakukan penditian lebih lanjut mengenai identifikasi guna
mengetahui klasifikasi bakteri indigenous katak sawah (R. cancrivora)
yang berpotensi sebagai agensia biofungisida sampai tingkat spesies.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengena studi mekanisme
antagonis yang terdapat pada bakteri indigenous katak sawah (R
cancrivora) guna mengoptimalkan pemanfaatannya sebagai agensia
biofungisida.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai identifikas senyawa
antifungi yang disekresikan oleh bakteri indigenous katak sawah (R.

cancrivora).
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Lampiran 1. I solat Bakteri Indigenous

2070172012712.35 PM

Gambar 11. Stok Isolat Bakteri Indigenous dari Lendir
Kulit Katak Sawah (Rana cancrivora) yang ditumbuhkan
dalam media NA

Lampiran 2. Karakterisasi Biokimiawi dan Fisiologis | solat Unggul
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Gambar 12. Uji Fermentasi Berbagai Jenis Karbon
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Gambar 14. Uji kebutuhan O, isolat KSB 9 dan KSB 11
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Gambar 15. Uji pertumbuhan isolat KSB 9 dan KSB 11 pada pH 10
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Gambar 16. Uji pertumbuhan isolat KSB 9 dan KSB 11 pada suhu 50°C

Gambar 17. Uji pertumbuhan isolat KSB 9 dan KSB 11 pada kadar NaCl 6,5%
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