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Abstrak

Penyakit hawar pada tanaman padi disebabkan oleh  bakteri anggota genus Xanthomonas. Pengendalian penyakit tanaman dapat menggunakan bakteri sebagai Agen Pengendalian Hayati (APH) yang bersifat antagonis terhadap patogen. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan daya hambat bakteri Pseudomonas flourescens spp. terhadap bakteri yang diisolasi dari daun padi bergejala hawar di Kabupaten Kubu Raya. Penelitian ini dilakukan pada bulan Mei 2019 bertempat di Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Tanjungpura Pontianak. Pengambilan sampel dilakukan di sentra produksi padi Desa Limbung Kabupaten Kubu Raya. Uji antagonis dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Tanjungpura Pontianak. Hasil uji antagonis menunjukkan bakteri Pseudomonas flourescens spp. mampu menghambat isolat bakteri genus Xanthomonas hingga mencapai 8,65 mm.

Kata kunci: Penyakit Hawar, agen pengendalian hayati, Pseudomonas flourescen
Abstract
Blight disease in rice plants is caused by bacteria belonging to the genus Xanthomonas. Plant disease control can use the Biological Control Agent (APH) which is antagonistic to pathogens.This study aims to determine the inhibitory ability of the bacteria Pseudomonas flourescens spp. against bacteria isolated from blight with symptomatic rice in Kubu Raya Regency. The research was conducted in my 2019 at the Biology Department, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Tanjungpura University Pontianak. Sampling was carried out at the rice production center in Limbung Village, Kubu Raya Regency.The antagonist test was carried out at the Microbiology Laboratory of the Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Tanjungpura University, Pontianak. The antagonist test result showed that the bacteria Pseudomonas flourescens spp. able to inhibit the genus Xanthomonas bacteria isolates up to 8,65 mm.
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PENDAHULUAN

Tanaman padi merupakan tanaman pokok yang dikonsumsi hampir seluruh masyarakat indonesia. Menurut data dari Badan Pusat Statistik  Kabupaten Kubu Raya (2016) luas areal tanaman padi pada tahun 2014 sebesar 59.945 ha dengan produksi padi mencapai 204.350 ton sedangkan pada tahun 2015 produksi padi mengalami penurunan menjadi 180.429 ton dengan luas areal tanam sebesar 52.679 ha. Hal ini menunjukkan produksi padi di Kabupaten Kubu Raya mengalami penurunan hingga 12,33% seiring dengan menurunnya luas areal tanam.

Terjadinya penurunan produksi padi salah satunya disebabkan oleh penyakit hawar daun yang menyerang tanaman padi mulai dari semai hingga menjelang panen. Dampak penyakit ini dapat membuat tanaman tumbuh tidak normal, menurunnya hasil produksi, menurunnya kualitas gabah dan kualitas benih sehingga penyebaran penyakit di lapangan sulit dikendalikan.  Pengendalian yang sering digunakan oleh masyarakat adalah menggunakan pestisida sintetik. Penggunaan pestisida sintetik dianggap efektif dalam mengendalikan penyakit hawar daun, namun penggunaannya secara terus menerus dapat memicu terjadinya resistensi patogen sehingga pengendalian selanjutnya sulit untuk dilakukan. 
Usaha yang dapat dilakukan untuk mengurangi dampak negatif tersebut adalah mencari teknologi alternatif, salah satunya dengan menggunakan Agen Pengendali Hayati. Penelitian Damanik et al. (2013) mampu menurunkan tingkat serangan penyakit hawar hingga 4,74% dengan melakukan uji efikasi terhadap agen hayati dengan formulasi antara jamur Trichoderma sp. dan Pseudomonas flourescens. Berdasarkan penelitian Hanudin et al. (2009) bakteri Pseudomonas flourescens yang diisolasi dari tempat berbeda memiliki kemampuan penghambatan yang berbeda-beda. Wibisono et al. (2014) berhasil membuktikan bahwa tujuh strain bakteri Pseudomonas flourescens yang berbeda memiliki kemampuan penghambatan yang berbeda terhadap jamur patogen Rhizoctonia solani. Oleh karena itu, perlu adanya penelitian lebih lanjut terhadap isolat lokal Pseudomonas flourescens spp. yang diisolasi dari rhizosfer yang berbeda terhadap bakteri tanaman padi bergejala hawar di Kabupaten Kubu Raya. Mengingat wilayah Kalimantan Barat memiliki kondisi lingkungan yang sebagian besar terdiri dari lahan gambut dan dilalui oleh garis khatulistiwa sehingga dapat menyebabkan perbedaan dalam kemampuan bakteri antagonis.
METODE

Survei pengamatan gejala dan pengambilan sampel 
Survei pengamatan gejala dan pengambilan sampel daun padi dilakukan di sentra produksi padi Kabupaten Kubu Raya dengan cara mencari adanya gejala hawar pada daun tanaman padi yang berada di lokasi tersebut. Sampel daun padi diambil di wilayah Kecamatan Sungai Raya dengan cara menjelajahi sawah yang telah ditentukan berdasarkan survei sebelumnya. Sampel daun yang menunjukkan gejala hawar diambil menggunakan gunting sebanyak 10-20 lembar dan dimasukkan ke dalam kantong plastik steril kemudian dibawa ke laboratorium (Herawati 2016).

Isolasi bakteri dilakukan dengan cara memotong bagian daun yang menunjukkan gejala hawar pada batas bagian tanaman yang sakit dan sehat. Potongan daun tersebut dicuci dengan air steril. Daun kemudian digerus menggunakan mortar hingga halus dan ditambah dengan 1 ml akuades steril. Daun padi yang telah digerus ditimbang sebanyak 1 gram kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi akuades steril 9 ml untuk diencerkan, kemudian di vortex hingga suspensi homogen (Fitriah et al. 2014). Suspensi bakteri homogen selanjutnya diambil sebanyak 1 ml, kemudian diencerkan kedalam tabung reaksi yang berisi 9 ml akuades steril. Pengenceran dilakukan dengan cara yang sama hingga pengenceran 10ˉ4. Suspensi bakteri dari masing-masing pengenceran diambil 0,1 ml kemudian ditumbuhkan pada media NA (Nutrien Agar) dan diinkubasi selama 24 jam. 

Isolat bakteri yang diperoleh dari hasil isolasi daun tanaman padi yang bergejala penyakit hawar kemudian diremajakan pada media NA (Nutrien Agar). Isolat bakteri patogn yang sudah murni kemudian dibuat suspensi dengan cara mengkultur bakteri patogen pada media cair NB, kemudian dishaker selama 48 jam pada suhu ruang dengan kecepatan 150 rpm (Manimegalai et al., 2014)


Bakteri Pseudomonas fluorescens yang berasal dari koleksi Laboratorium  Balai Proteksi Tanaman Perkebunan (BPTP) Kalimantan Barat diremajakan di media NA (Nutrien Agar) dan diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. Pembuatan Suspensi P.flourescens yang akan digunakan untuk uji antagonis dibuat dengan cara mengkultur bakteri P.flourescens pada media cair NB, kemudian di shaker selama 72 jam pada suhu ruang dengan kecepatan 150 rpm. Suspensi bakteri selanjutnya diencerkan pada akuades steril hingga konsentrasi 1x107--1x108CFU/ml atau setara dengan 1 Mc-farland (Sands, 1990; Widodo et al. 2007).

Uji antagonis bakteri Psedomonas flourescens spp. dilakukan dengan metode Kirby-Bauer. Suspensi bakteri patogen yang sudah tersedia selanjutnya ditumbuhkan pada media NA dengan cara diswab. Kertas saring steril berdiameter 5 mm direndam ke dalam suspensi bakteri antagonis dengan konsentrasi 1x107 CFU/ml-1x108CFU/ml atau setara dengan 1 Mc-Farland selama 10 menit (Nuria, 2010; Sakinah et al. 2014), selanjutnya diinokulasikan pada bagian tengah cawan petri yang berjarak 4 cm dari tepi cawan petri. Bakteri kemudian diinkubasi  pada suhu ruang selama 24 jam dan 48 jam kemudian dilakukan pengamatan terhadap diameter zona hambat yang terbentuk di sekitar kertas cakram (Kumar et al. 2014; Pelczar and Chan. 1988). Pengukuran diameter daya hambat bakteri antagonis dilakukan dengan mengukur zona bening yang terbentuk di sekitar kertas cakram menggunakan jangka sorong digital (Bustamam 2006; Ernawati 2003).
HASIL DAN PEMBAHASAN
Tabel1. Diameter zona hambat uji antagonis bakteri Pseudomonas flourescens spp. terhadap bakteri hawar daun (Genus Xanthomonas SL3) pada jam ke 24 dan jam ke 48

	Perlakuan
	Waktu Ke-
	Rata-rata Diameter Zona Hambat (mm)

	
	24 Jam
	48 Jam
	

	P0 (Kloramfenikol vs Xanthomonas SL 3)
	20,27±2,99
	19,68±3,76
	19,98

	P1 (P.flourescens Sgu 4 vs Xanthomonas SL 3)
	6,95±0,62
	7,58±0,83
	7,27

	P2 (P.flourecens vs Xanthomonas SL 3)
	8,43±1,64
	8,87±1,58
	8,65


Berdasarkan tabel 1 terjadi kenaikan diameter zona hambat dari jam 24 ke jam 48 pada semua perlakuan Pseudomonas flourescens spp. sedangkan pada perlakuan kontrol terjadi penurunan diameter zona hambat pada jam ke 48. Rata-rata diameter zona hambat pada perlakuan P1 sebesar 7,27 mm (Tabel 1 Gambar b) sedangkan perlakuan P2 menghasilkan zona hambat mencapai 8,65 mm (Tabel 1 Gambar c)
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Gambar 1. Uji antagonis Pseudomonas flourescens spp. terhadap isolat bakteri hawar (a)kontrol, (b)P1(P.flourescens Sgu 4 vs Xanthomonas SL 3) (c)P2(P.flourescens Sgu 5 vs Xanthomonas SL 3)

Berdasarkan hasil penelitian, semua perlakuan mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen Xanthomonas SL 3. Rerata diameter zona hambat pada 48 jam lebih besar daripada diameter zona hambat pada 24 jam (tabel 1). Adanya peningkatan ini menunjukkan bahwa ke dua bakteri antagonis yaitu P.flourescens Sgu 4 dan P.flourescnes Sgu 5 bersifat bakteriostatik. Menurut Wattimena (1991) apabila daerah hambatan yang terbentuk tidak lagi bening setelah masa inkubasi 48 jam atau daerah bening ditumbuhi kembali bakteri setelah masa inkubasi 48 jam berarti zat kimia yang bersifat antibakteri yang terkandung dalam suatu bahan bersifat bakteriostatik karena hanya mampu menghambat pertumbuhan bakteri tersebut. Hasil penelitian Sucipto (2009) juga menyatakan bahwa pertumbuhan bakteri rata-rata meningkat dari jam ke 0 sampai mencapai puncak pada jam ke 48, setelah itu mengalami penurunan.
Hasil uji antagonis pada penelitian ini memperlihatkan adanya hambatan pertumbuhan bakteri patogen Xanthomonas SL3 yaitu dengan terbentuknya zona hambat di sekitar kertas cakram (Gambar 1 a, b dan c). Zona hambat terbentuk karena adanya suatu ekskresi yang dihasilkan bakteri P.flourescens dan meresap ke dalam media yang efeknya dapat menghambat patogen. Menurut hasil penelitian Zuraidah (2013) bakteri P.flourescens mampu menghasilkan zona hambat terhadap bakteri genus Xanthomonas dalam uji antagonis secara in vitro.


Penghambatan terbesar pada perlakuan dengan bakteri antagonis yaitu P2 (P.flourescens Sgu 5) dengan zona hambat sebesar 8,65 mm sedangkan perlakuan P1 (P.flourescens Sgu 4) menghasilkan zona hambat sebesar 7,27 mm (tabel 1). Perbedaan besarnya zona hambat antara perlakuan dua bakteri antagonis tersebut mengindikasikan adanya perbedaan kemampuan penghambatan antara P.flourescens Sgu 4 dan P.flourescens Sgu 5. Perbedaan kemampuan diduga karena adanya perbedaan senyawa yang dihasilkan oleh kedua strain bakteri P.flourescens. Kondisi ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Mudji (2009) terhadap tujuh isolat P.flourescens yang berbeda terhadap bakteri Xanthomonas axonopodis pada kedelai menunjukkan bahwa dari ketujuh isolat P.flourescens tersebut memiliki daya hambat yang berbeda. Perbedaan daya hambat ini juga diduga karena adanya perbedaan kandungan enzim yang dimiliki oleh bakteri P.flourescens sehingga menyebabkan terjadinya perbedaan respon terhadap bakteri patogen. Perbedaan kadar enzim sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Malik et al (2017); Kadhim dan Jarallah (2013) menyatakan bahwa isolat P.flourescens  yang berbeda strain dan diisolasi dari rhizosfer yang berbeda memiliki kandungan enzim selulase yang berbeda pula.   

Adanya zona hambat tersebut diduga bahwa bakteri P.flourescens menggunakan mekanisme antibiosis dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Menurut  (Addy, 2007; Diarta et al. 2016) bakteri genus Pseudomonas menghasilkan senyawa antibiosis berupa pyoluteorin dan pyrrolnitrin yang bersifat toksik terhadap patogen. Senyawa tersebut merupakan salah satu senyawa antibiosis yang dapat merusak dinding sel, sehingga cairan yang ada di dalam dinding sel akan berkurang dan mengalami plasmolisis sehingga proses metabolisme akan terhambat. Hal ini sesuai dengan Agustono et al (2012) yang menyatakan bahwa bakteri anggota genus Pseudomonas dapat menghasilkan enzim tertentu yang dijadikan sebagai salah satu substansi antibakteri yang dapat menekan pertumbuhan bakteri patogen.

Berdasarkan penelitian Verschuere et al (2000) penghambatan pertumbuhan juga disebabkan karena adanya senyawa metabolit sekunder. Menurut Hassanein et al (2009), Pseudomonas sp. memiliki kemampuan untuk memproduksi metabolit sekunder seperti siderofor penghelat besi (Fe), amonia, dan sianida. Lo (1998) dan  Suhartiningsih et al (2013) menyatakan bahwa bakteri anggota spesies P.flourescens dapat menghasilkan siderofor yang dapat menekan pertumbuhan bakteri patogen. Couillerot et al (2009) cit Djaenudin (2016) juga menyatakan bahwa bakteri P.flourescens menekan populasi patogen dengan cara berkompetisi dalam penyerapan Fe2+, mengkolonisasi akar dan menghasilkan senyawa kimia berupa antibiotika.

Selain itu, hal ini juga diduga berkaitan dengan strain atau patotipe yang dimiliki oleh bakteri patogen Xanthomonas sehingga menyebabkan adanya perbedaan kemampuan penginfeksian terhadap inang. Menurut Addy (2005) mekanisme antagonistik agen pengendali hayati berbeda-beda tergantung pada genus, spesies dan strain bakteri antagonis maupun patogennya. Balai Besar Penelitian Tanaman Padi (2015) menyebutkan bahwa bakteri patogen Xanthomonas mampu membentuk strain atau patotipe yang lebih virulen yang menyebabkan terjadinya pergeseran dominasi patogen dari waktu ke waktu sehingga ketahanan inang menjadi lebih rentan. Penelitian Yuriah et al., 2013 menyebutkan bahwa tanaman padi dengan varietas IR 64 merupakan tanaman padi yang rentan oleh bakteri Xanthomonas tipe III yang dominan di Sulawesi, Kalimantan, Jawa dan Bali.
KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian mengenai uji daya hambat Pseudomonas flourescens spp. terhadap bakteri Xanthomonas sp (SL3) yang diisolasi dari daun padi bergejala hawar di Kabupaten Kubu Raya dapat disimpulkan bahwa kedua strain isolat bakteri Pseudomonas flourescens (P.flourescens Sgu 4 dan P.flourescens Sgu 5) bersifat bakteriostatik yaitu mampu menghambat pertumbuhan isolat bakteri patogen hawar daun genus Xanthomonas SL 3. Isolat bakteri Pseudomonas flourescens Sgu 5 memiliki kemampuan tertinggi dalam menghambat pertumbuhan isolat bakteri patogen hawar daun genus Xanthomonas SL 3 dengan diameter zona hambat sebesar 8,65 mm. 
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