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Mengendalikan Penyakit Hawar Daun Bakteri

Formulation of Rice Phyllosphere Bacteria and Their Application to
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ABSTRAK

Xanthomonas oryzae pv. oryzae merupakan bakteri penyebab penyakit hawar daun bakteri (HDB)
pada tanaman padi. Bakteri ini dapat menyerang setiap stadia pertumbuhan tanaman padi sehingga
mengakibatkan penurunan produksi padi. Pada penelitian sebelumnya telah berhasil diisolasi bakteri
filosfer padi nonpatogen anti X. oryzae pv. oryzae. Penelitian bertujuan untuk memformulasi bakteri
filosfer dan menguji efektivitas formula dalam mengendalikan HDB di rumah kaca. Penggunaan tiga
jenis medium, yaitu kaldu kentang, susu skim molase, dan ekstrak bekatul menunjukkan bahwa kaldu
kentang merupakan medium terbaik untuk memperbanyak biomassa sel. Formulasi bakteri filosfer
dilakukan menggunakan bahan pembawa utama talk dengan kerapatan sel sekitar 10° cfu g' bahan
pembawa. Aplikasi 8 formula pada tanaman padi varietas IR64 menghasilkan 4 formula terbaik dalam
mengendalikan HDB, yaitu BFV 60, BFF 69, BFR 203, dan BFR 153 yang masing-masing mampu
mengurangi insidensi penyakit HDB sebesar 40.73%, 39.72%,39.26%, dan 28.07%.

Kata kunci: bahan pembawa, efektivitas formula, insidensi penyakit, Xanthomonas oryzae pv. oryzae
ABSTRACT

Xanthomonas oryzae pv.oryzae is a casual agent of bacterial leaf blight disease (BLB) of rice. The
disease can infect every phases of plant growth and can reduce rice production. In the previous study we
have isolated nonpathogenic phyllosphere bacteria against X. oryzae pv.oryzae. For further study, in the
present work we developed the formulation of the phyllosphere bacteria and tested their effectiveness
against BLB in greenhouse trials. Out of three alternative medium used in culturing bacterial cell
biomass, it was revealed that potato broth served as the best medium in comparison with skim milk
molasses and bran extract. Formulation of phyllosphere bacteria was conducted by using of talc as main
carrier, i.e. approximately 10° cfu g'of main carrier. Application of the formula on rice leaves indicated
that BFV 60, BFF 69, BFR 203 and BFR 153 were the best formula for controlling BLB and were able
to reduce disease incidence up to 40.73%, 39.72%, 39.26%, and 28.07%, respectively.
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PENDAHULUAN

Xanthomonas oryzae pv. oryzae me-
rupakan bakteri penyebab penyakit hawar
daun bakteri (HDB) yang dapat menurunkan
produksi padi secara kualitas maupun
kuantitas. Produksi padi menurun hingga
65-95% di India akibat serangan penyakit
HDB (Nayak et al. 2008). Pengendalian HDB
umumnya dilakukan dengan menggunakan
bakterisida dan padi varietas tahan. Namun,
penggunaan bakterisida yang berlebihan
berdampak negatif terhadap lingkungan dan
menginduksi resistensi X. oryzae pv. oryzae.
Selain itu, pengembangan teknologi untuk
menghasilkan varietas tahan X. oryzae pv.
oryzae membutuhkan waktu yang lama.
Oleh karena itu, pengembangan agens hayati
sebagai biokontrol merupakan salah satu
alternatif dalam pengendalian penyakit HDB.

Delapan isolat bakteri nonpatogen yang
memiliki kemampuan antagonisme terhadap
X. oryzae pv. oryzae (anti-Xo0) telah berhasil
diisolasi dari filosfer padi (Krishanti et al
2015; Nurfitriani 2014). Pengembangan
teknologi berupa pembuatan medium alternatif
dan teknologi formulasi ke dalam bahan
pembawa diperlukan untuk aplikasi 8 isolat
bakteri tersebut dalam skala besar. Medium
alternatif yang digunakan harus mencukupi
kebutuhan nutrisi untuk pertumbuhan bakteri
filosfer. Medium alternatif terbaik merupakan
medium yang mampu menghasilkan biomassa
sel tertinggi dalam waktu inkubasi tercepat.
Bahan pembawa tersebut dapat berfungsi
untuk melindungi sel bakteri selama masa
penyimpanan sehingga tetap efektif ketika
digunakan.

Formulasi bakteri konsorsium falc-AS
yang disemprot langsung pada tanaman
padi efektif mereduksi penyakit HDB
sebesar 45.76%, tetapi tidak memberikan
pengaruh nyata terhadap hasil produksi padi
dibandingkan dengan kontrol pada penelitian
lapangan (Suryadi et al. 2013). Selain itu,
formulasi Pseudomonas fluorescens Rbb-11
dengan bahan pembawa talek yang diaplikasi
pada biji padi mampu mereduksi penyakit
HDB sebesar 84% dan meningkatkan hasil
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produksi padi hingga 51.45% (Jambhulkar dan
Sharma 2013). Tujuan dari penelitian ini ialah
membuatdan menguji formulasibakterifilosfer
untuk mengendalikan HDB di rumah kaca.

BAHAN DAN METODE

Bakteri filosfer merupakan stok kultur
dari Laboratorium Penelitian Mikrobiologi
Departemen Biologi, FMIPA, IPB, sebagai
hasil penelitian sebelumnya. Kode isolat
tersebut adalah: BFF (69, 75, 84), BFR (153,
183, 217, 203), dan BFV 60 (Krishanti et al.
2015; Nurfitriani 2014). Bakteri X. oryzae pv.
oryzae yang digunakan merupakan stok kultur
dari Balai Besar Bioteknologi dan Sumber
Daya Genetis Pertanian Indonesia (BB
Biogen), yaitu isolat Xoo 8004. Semua isolat
bakteri secara rutin dikulturkan pada medium
luria bertani agar (LA) (Tripton 10 gL', NaCl
10 gL', ekstrak khamir 5 gL' dan agar-agar
2%) pada suhu ruang.

Bioasai Aktivitas Penghambatan Bakteri
Filosfer terhadap Xoo 8004

Aktivitas penghambatan bakteri filosfer
terhadap Xoo 8004 dilakukan dengan metode
streak plate (Lisboa et al. 2006). Kultur
bakteri filosfer (24 jam) disentuhkan pada
medium LA yang telah diinokulasi dengan 1%
(v/v) Xoo 8004 dengan optical density (OD)
0.6-0.8.

Aktivitas penghambatan bakteri filosfer
terhadap Xoo 8004 dihitung dengan rumus:

Indeks penghambatan= w, dengan

a, diameter zona bening dan; b, diameter
koloni.

Optimasi Medium Alternatif
Medium Perbanyakan Biomassa
Bakteri Filosfer

Tiga jenis medium yang digunakan adalah
kaldu kentang/PDB (kentang 200 g L, gula
20 g L' dalam 1 L air), susu skim molase/
SKM (8 g L'susu skim, 15 mL L' molase,
1.5 ¢ L' KHPO,, 1.5 g L' MgSO, dalam
1 L air),dan ekstrak bekatul (10 g dalam 1 L air).
Kultur bakteri pada medium LA (24 jam)

sebagai
Sel
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diinokulasikan ke dalam medium luria bertani
broth (LB) selama 6 jam (10® cfu mL"),
kemudian masing-masing 1% (v/v) kultur
bakterifilosferpadamedium LB diinokulasikan
ke dalam 50 mL medium alternatif cair
dan diinkubasi dalam inkubator bergoyang
(120 rpm, £ 27 °C) hingga mencapai populasi
sel 10® cfu mL'. Penghitungan populasi sel
menggunakan metode fotal plate count (TPC)
dengan pengenceran berseri.

Medium terbaik dalam memproduksi
biomassa sel digunakan sebagai medium
perbanyakan biomassa sel bakteri filosfer.
Pemanenan biomassa sel dilakukan sesuai
kurva tumbuh masing-masing bakteri filosfer.
Kurva pertumbuhan bakteri filosfer dilakukan
dengan menghitung populasi sel per 3 jam
dengan menggunakan hemasitometer. Kultur
bakteri filosfer pada medium LB (10%cfu mL")
masing-masing sebanyak 1% (v/v) di-
inokulasikan ke dalam 200 mL medium
alternatif terbaik dan diinkubasi dalam
inkubator bergoyang (120 rpm, + 27°C)
selama 48 jam.

Formulasi Bakteri Filosfer dalam Bahan
Pembawa

Formulasi dilakukan dalam bahan pembawa
talek dengan campuran carboxymethyl cellulose
(CMC) dan CaCO, yang disterilisasi sebanyak
3 kali (121 atm, £+ 20 menit) (Ardakani et al.
2009). Kultur bakteri filosfer sebanyak 200 mL
dihomogenkan dengan bahan pembawa steril
(500 g talek, 5 g CMC dan 7.5 g CaCO,)
kemudian dikeringanginkan semalaman di
dalam laminar. Penghitungan biomassa sel
bakteri filosfer dan kadar air bahan pembawa
dilakukan setelah formulasi dikeringanginkan
semalaman. Penghitungan biomassa sel
menggunakan metode TPC dan kadar air
dengan metode pengeringan menggunakan
oven.

Cawan kosong dikeringkan dalam oven
selama + 15 menit, lalu didinginkan dan
ditimbang sebagai berat cawan kosong.
Sebanyak + 2 g sampel formulasi (berat basah
formulasi) dimasukkan ke dalam cawan dan
dioven pada suhu 105°C hingga berat konstan,
lalu didinginkan dan ditimbang sebagai berat

Tridesianti et al

kering formulasi. Kadar air formulasi dihitung
menggunakan rumus:

C-D
Kadar air (%) :(C—)

C, bobot basah formulasi dan; D, bobot kering
formulasi (AOAC 1996).

% 100%, dengan

Uji Aplikasi Formula Bakteri terhadap Xoo
8004 di Rumah Kaca

Aplikasi formula bakteri filosfer di
rumah kaca disusun menggunakan rancangan
acak lengkap (RAL) dengan 8 perlakuan
dan 3 kontrol yang diulang sebanyak 35
kali. Uji aplikasi formula terhadap Xoo
8004 dilakukan pada padi varietas IR64.
Benih padi IR64 disterilisasi permukaannya
menggunakan Natrium-hipoklorit 2% selama
2 menitkemudian dibilas 5 kali dengan akuades
steril masing-masing selama 3 menit. Benih
yang tenggelam dipilih untuk dikecambahkan
dalam growth chamber selama 3 hari dalam
ruang gelap lalu ditumbuhkan pada medium
persemaian selama 14 hari. Bibit padi berumur
14 hari dipindahkan ke dalam pot berdiameter
30 cm berisi campuran tanah, pupuk kandang,
dan NPK (12:5:1). Masing-masing pot
ditanami 3 rumpun bibit padi.

Aplikasi formula bakteri filosfer 3% (v/v)
dilakukan dengan cara penyemprotan ke
tanaman padi IR64 saat berumur 7 dan 14 hari
setelah tanam (HST). Tanaman kontrol negatif
disemprotkan dengan akuades steril dan larutan
talek steril pada 7 dan 14 HST. Tanaman kontrol
positif disemprot dengan suspensi Xoo 8004
(10°-10% cfu mL") pada 17 HST. Pengamatan
gejala penyakit HDB dilakukan pada 3, 7, dan
14 hari setelah inokulasi Xoo 8004. Gejala
penyakit HDB dikonversi menjadi keparahan
penyakit (KP) (Gnanamnickam et al. 1999)
dan penghambatan relatif (PR) (Li et al. 2015)
dengan rumus:

Panjang gejala HDB

KP (%) = Total panjang daun

x 100%

KP kontrol patogen — KP perlakuan
KP kontrol patogen

PR (%)= x 100%
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Analisis Statistika

Data yang diperoleh diolah menggunakan
program SPSS 15.0 untuk analisis sidik ragam.
Apabila terdapat pengaruh yang berbeda nyata
dilanjutkan dengan uji Duncan pada taraf
nyata o 0.05 (Steel dan Torrie 1980).

HASIL

Aktivitas Penghambatan Bakteri Filosfer
terhadap Xoo 8004

Aktivitas penghambatan bakteri filosfer
terhadap Xoo 8004 ditandai dengan adanya
zona bening disekitar bakteri filosfer pada
medium LA. BFF 75 menghasilkan aktivitas
penghambatan terkecil 0.167 sedangkan BFR
153 menghasilkan aktivitas penghambatan
terbesar 2.026 (Tabel 1; Gambar 1).

Optimasi Medium Alternatif Untuk
Perbanyakan Biomassa Sel Bakteri Filosfer
Medium alternatif (susu skim molase,

ekstrak  bekatul, dan kaldu kentang)
dapat menumbuhkan  hampir  semua
bakteri filosfer. Medium susu skim
molase mampu memperbanyak bakteri

BFV 60 hingga biomassa sel tertinggi
(2.05 x 10" cfu mL") dalam waktu inkubasi

Tridesianti et al

24 jam, tetapi ttidak dapat menumbuhkan
bakteri BFR 203. Bakteri filosfer dapat
tumbuh mencapai 10°cfu mL"' dalam waktu
inkubasi 30 jam pada medium ekstrak bekatul.
Kaldu kentang mampu menumbuhkan semua
bakteri filosfer dengan biomassa sel mencapai
10"cfu mL!' dalam waktu inkubasi yang lebih
cepat dibandingkan dengan medium alternatif
lainnya (Tabel 2). Kaldu kentang dipilih
sebagai medium perbanyakan biomassa sel
bakteri filosfer.

Laju pertumbuhan masing-masing bakteri
filosfer pada medium kaldu kentang sangat
bervariasi. Berdasarkan kurva tumbuh rata-
rata waktu inkubasi untuk mencapai biomassa
sel tertinggi ialah 30-36 jam. Bakteri filosfer
BFV 60, BFF 69, BFF 84, BFR 203 dan
BFR 217 mampu tumbuh hingga biomassa sel
mencapai 10" cfu mL"' pada medium kaldu
kentang (Gambar 2).

Formulasi Bakteri Filosfer dalam Bahan
Pembawa

Bakteri filosfer diformulasi dalam bahan
pembawa utama, yaitu talek. Formula tersebut
mengandung kadar air antara 10 — 12% dengan
biomassa sel sebanyak 10° g"! formula.

Tabel 1 Indeks penghambatan bakteri filosfer terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo

8004) pada medium luria bertani agar

Isolat Indeks penghambatan Isolat Indeks penghambatan
BFV 60 0.693 +0.109 BFR 153 2.026 = 0.685
BFF 69 1.527 £ 0.358 BFR 183 1.148 £ 0.092
BFF 75 0.167 £0.144 BFR 203 0.940 + 0.320
BFF 84 1.580 £0.310 BFR 217 0.652 +0.073

Gambar 1 Aktivitas penghambatan beberapa isolat bakteri filosfer terhadap Xanthomonas
oryzae pv. oryzae (Xoo 8004). a, BFR 153; b, BFF 84; ¢, BFF69 dan; d, BFR 183.
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Tabel 2 Jumlah biomassa sel bakteri filosfer pada medium kaldu kentang, susu skim molase,
dan ekstrak bekatul ekstrak bekatul yang diinkubasi pada inkubator bergoyang (120 rpm, 27 °C)

Indikat Kode Isolat
haikator BFV60 BFF69 BFF75 BFF84 BFR 153 BFR 183 BFR 217 BFR 203

Kaldu Kentang
Jumlah sel
(10° cfu mL") 163 167 80 187 168 139 141 150
Waktu inkubasi 2 2 27 22 18 18 18 18
(Jam)

Susu Skim Molase

Jumlah sel
(10° cfu mL") 205 106 19 130 60 78 50 0
Waktu inkubasi 24 24 24 24 48 48 24 0
(Jam)

Ekstrak Bekatul
Jumlah sel
(10° cfu mL") 23 65 45 25 43 12 45 54
Waktu inkubasi 30 30 30 30 30 30 30 30
(Jam)

0 5 10 15
Waktu inkubasi (jam)

25 30 35 40 45

Gambar 2 Pertumbuhan bakteri filosfer pada medium kaldu kentang (120 rpm, 27 °C, selama
48 jam). ——, BFV 60; —e—, BFF 69; ——, BFF 84; =+, BFF 75; =, BFR 153; —e—, BFR 183;

= BFR 203 dan; =, BFR 217.

Aplikasi Formula Bakteri Filosfer terhadap
Xo00 8004 di Rumah Kaca

Penilaian gejala HDB dilakukan dengan
membandingkan panjang gejala nekrosis yang
terbentuk dan panjang total daun. Gejala HDB
mulai terlihat pada hari ke-5 setelah inokulasi
Xoo 8004. Keparahan penyakit HDB pada
tanaman padi mencapai 84.65% pada kontrol
positif selama 34 HST, sedangkan keparahan
penyakit HDB tertinggi pada formula BFF 75
mencapai 78.43%. Keparahan penyakit HDB
terendah terjadi pada tanaman padi yang diberi

formula BFV 60 (50.17%). Formula BFV 60
(40.73%), BFF 69 (39.72%), dan BFR 203
(39.26%) menunjukkan hasil yang berbeda
nyata dalam menghambat penyakit HDB padi
dibandingkan dengan formula bakteri filosfer
lainnya (Gambar 3).

PEMBAHASAN
Uji  aktivitas antagonisme bertujuan

untuk mengonfirmasi kemampuan bakteri
filosfer dalam menghambat pertumbuhan
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Gambar 3 Persentase gejalanekrosis dan penghambatanrelatif gejala hawar daun bakteri tanaman
padi 34 hari setelah tanam. Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama menunjukkan
nilai yang tidak berbeda nyata berdasarkan uji DMRT pada a 0.05. B Keparahan penyakit;

0O, Penghambatan relatif.

Xoo 8004 yang ditandai terbentuknya zona
bening di sekitar koloni bakteri filosfer.
Indeks aktivitas penghambatan bakteri filosfer
terhadap Xoo 8004 berkisar antara 0.1-2.
Sebanyak 4 bakteri filosfer menunjukkan
indeks aktivitas penghambatan > 1.
Aktivitas penghambatan ini terjadi diduga
karena adanya senyawa antimikrob yang
dihasilkan oleh bakteri filosfer yang mampu
menghambat atau mematikan sel bakteri
Xoo 8004. Mekanisme kerja antimikrob
dalam menghambat pertumbuhan bakteri
ialah dengan menghambat sintesis dinding
sel bakteri, menghambat fungsi membran
sel bakteri, atau menghambat sintesis asam
nukleat (Guilhelmelli et al. 2013).

Aplikasi agens biokontrol dalam skala
besar dapat dilakukan menggunakan medium
yang murah dan berlimpah di alam. Medium
tersebut harus mengandung unsur makro
(karbon dan nitrogen) dan unsur mikro yang
esensial untuk pertumbuhan mikroorganisme
(Laleye et al. 2007). Kaldu kentang adalah
ekstrak cair rebusan kentang yang mengandung
karbohidrat, protein, asam amino, fosfor,
kalsium dan unsur mikro lainnya yang berguna
untuk mendukung pertumbuhan semua bakteri
filosfer yang diuji. Martyniuk dan Oron
(2011) melaporkan Sinorhizobium meliloti
330 tumbuh lebih banyak (3.3 x 10'°cfu mL")
pada medium potato extract-sucrose broth
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dibandingkan dengan medium yeast extract-
mannitol broth (1.9 x 10°cfu mL™").

Formula bakteri filosfer menghasilkan
persentase penghambatan relatif tinggi pada
percobaan di rumah kaca. Penghambatan relatif
merupakan efektivitas bakteri filosfer yang
diformulasi dalam bahan pembawa talek untuk
menurunkan infeksi penyakit HDB. Persentase
penghambatan relatif dapat dikelompokkan
menjadi 3 kelompok yaitu rendah (< 10%),
sedang (10-25%) dan tinggi (>25%). Formula
bakteri filosfer BFV 60, BFF 69, BFR 203, dan
BFR 153 dengan persentase penghambatan
relatif tertinggi (>25%).Hal ini menunjukkan
bahwa keempat formula tersebut lebih efektif
dalam mengendalikan penyakit hawar daun
bakteri yang disebabkan oleh Xoo 8004.
Efektivitas formula tersebut sebagai agens
biokontrol sangat dipengaruhi oleh kestabilan
populasi sel bakteri dalam bahan pembawa
dan penempelan bakteri di filosfer daun
padi sehingga mampu berkompetisi dengan
bakteri patogen terhadap ruang dan nutrisi.

Pseudomonas fluorescens RRb11 mampu
mereduksi serangan penyakit hawar daun
hingga 83.37%. P fluorescens RRbll
diformulasi dalam bahan pembawa talek dan
diaplikasikan pada benih padi varietas Pusa
Basmati 1 (Jambhulkar dan Sharma 2013).
Perbedaan varietas padi dan perbedaan patotipe
patogen akan menghasilkan pengaruh formula
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agens biokontrol yang berbeda (Jabeen et
al. 2012). Selain itu, metode aplikasi agens
biokontrol juga memberikan pengaruh yang
berbeda terhadap efektivitas formula untuk
menurunkan serangan HDB.

Berdasarkan  hasil  penelitian  dapat
disimpulkan  bakteri  filosfer  berhasil
diformulasi dalam bahan pembawa talek
dengan medium alternatif berupa kaldu
kentang. Formula BFV 60, BFF 69, BFR
203, BFR 153 efektif untuk mengendalikan
penyakit HDB di rumah kaca dengan nilai
penghambatan berturut-turut sebesar 40.73%,
39.72%, 39.26%, dan 28.07%.
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