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ABSTRAK

Bakteri rizosfer padi adalah bakteri yang diisolasi dari tanah yang menempel pada akar padi schat.
lahan marginal dan lahan subur. Tujuan penelitian ini adalah untuk 1) menguji bakteri rizosfer padi
scbagai agens pengendali hayati bakteri Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) penyebab penyakit
hawar daun bakteri in vitro, 2) menguji kemampuan bakteri rizosfer tersebut sebagai PGPR. Metode
penelitian yang digunakan adalah eksperimen dengan pengambilan sampel tanaman schat sccara
purposive random sampling di lahan marginal dan lahan subur. Selanjutnya isolat yang diperolch
dilakukan uji secara in vitro terhadap pertumbuhan bakteri Xoo dengan metode dua lapis medium,
menggunakan rancangan acak lengkap 9 perlakuan dan 3 ulangan. Pengujian kemampuan bakteri
rizosfer sebagai PGPR dilakukan dengan mengamati pengaruhnya terhadap perkecambahan benih
dan penghasil IAA. Variabel yang diamati adalah zona hambatan dan persentase perkecambahan
serta penghasil IAA secara kualitatif dan kuantitatif. Hasil penclitian menunjukkan bahwa bakteri
rizosfer isolat Somagede 3 mampu menghambat pertumbuhan Xoo dengan zona hambat sebesar 10
mm. Pertumbuhan benih padi terbaik pada perlakuan bakteri rizosfer isolate Somagede 3 dengan
peningkatan tinggi tanaman sebesar 35,23%, sedangkan yang menunjukkan daya kecambah terbaik
isolat Sumbang 4 sebesar 96,67% atau peningkatan daya kecambah dibanding dengan kontrol sebesar
16,31%. Penghasil IAA terbanyak adalah isolat Somagede 3 pada konsentrasi 60% menunjukkan
kadar IAA 84,12 ppm. Hasil penelitian ini terpilih 8 isolat sebagai kandidat bakteri yang berpotensi
sebagai agens hayati, dengan isolat Somagede 3 yang menunjukkan hasil yang konsisten.

Kata kunci: bakteri rizosfer, hawar daun bakteri, [AA, pertumbuhan tanaman

ABSTRACT

Rhizosphere bacteria are bacteria isolated from the soil that attach to healthy rice roots. The purpose
of this study was o 1) test the rice rhizosphere bacteria as a biological control agent of Xanthomonas
oryzae pv. oryzae (Xoo) causes bacterial leaf blight in vitro, 2) tests the ability of the rhizosphere
bacteria as PGPR. The research method used was an experiment by taking samples of healthy plants
by purposive random sampling in marginal land and arable land. Furthermore, the isolates obtained
were lested against the growth of Xoo by the two-layer medium method using a completely
randomized design 9 treatments and 3 replications. Testing the ability of rhizosphere bacteria as
PGPR is done by observing their effects on seed germination and IAA producers qualitatively and
quantitatively. The results showed that the rhizosphere bacteria isolate Somagede 3 was able to
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Inhihit Xoo growth with inhibition zones of 10 mm. The hest rice seed growth in the treatment of the
rhizosphere hacteria of Somagede 3 isolates with an increase in plant height of 35.23%, while those
showing the best germination of Sumbang 4 Isolates was 96.67% or an Increase in germination
capactty compared with a control of 16.31% The highest IAA producer was Somagede 3 isolate at
a concentration of 60% showing IAA levels of 84.12 ppm. The results of this study were selected 8
Isolates as potential bactertal candidates as biological agents, with lsolate Somagede 3 which
showed the best consistent.

Key wordy: rhizosphere bacteria, bacterial leaf blight, [AA, plant growth

PENDAHULUAN

Rizosfer merupakan relung ekologi yang didefinisikan scbagai daerah di sekitar akar.
Rizosfer merupakan lingkungan dimana tanaman tersebut membantu patogen dan mikroorganisme
berguna untuk mempengaruhi pertumbuhan dan keschatan tanaman. Banyak tanaman tergantung
pada tanah, namun tanaman dan asosiasinya dengan mikroorganisme berperan membentuk tanah dan
modifikasinya (Lynch, 1990). Hitler pada tahun 1904 adalah scorang mikrobiologist Jerman yang
mengintroduksi istilah rizosfer sebagai dacrah tanah yang berperan untuk meningkatkan aktivitas
mikroorganisme di daerah sekitar perakaran. Selanjutnya perakaran dibagi menjadi 2 zona yaitu
permukaan akar dan rizosfer. Bakteri yang beasosiasi dengan tanah di sckitar perakaran disebut
bakteri rizosfer (Nasrin & Rahman, 2007). Bakteri rizosfer adalah bakteri yang habitatnya pada tanah
di sekitar perakaran yaitu yang masih menempel pada akar. Rizosfer merupakan tempat proses aktif
dari biogeokimia yang mempengaruhi proses metabolisme tanaman untuk memelihara kesehatan
tanaman. Pada rizosfer ini mikroorganisme hidup karena terdapat banyak bahan-bahan yang
menguntungkan untuk pertumbuhan mikroorganisme. Bahan atau senyawa kimia itu berasal dan
sckresi dan cksudat akar, dan secara simbiosis melalui aktivitas mikroorganisme tersebut, bahan-
bahan kimia yang ada di dalam tanah dapat menjadi bentuk tersedia bagi tanaman, karena
mikroorganisme tersebut mampu menghasilkan senyawa yang mampu melarutkan fosfat,
mengkhelat besi dan menghasilkan fitohormon seperti IAA dan giberelin (Morrissey ef al., 2004).

Mikroorganisme yang ada di rizosfer berperan penting dalam pertumbuhan dan ekologi
tanaman. Interaksi mikroba dalam akar melibatkan endofitik atau mikroorganisme yang hidup bebas
dapat bersimbiotik di alam seperti bakteri pemfiksasi N; berasosiasi dengan leguminosa dan interaksi
akar dengan mikoriza, semuanya mampu memfiksasi nitrogen, melarutkan fosfat dan mensintesis
IAA (indole acetyc acid). Populasi bakteri rizosfer berkaitan dengan pH tanah dan kandungan bahan
organik (Taylor ef al, 2009; Buee et al, 2009, Thanh & Diep, 2014). Peran bakteri rizosfer dapat
sebagai agens pengendali hayati bagi patogen tanaman dan sekaligus mampu sebagai PGPR (plant
growth-promoting rhizobacteria) yang memacu pertumbuhan tanaman, karena bakteri rizosfer
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mampa nensintesis tohormon sepenth TAA, piberelin, sttokinin dan etilen (abalola, 2002, Ara'jo
etal, 2008, Susilo et al, 2018

Nanthomonas orvzoe pyv.orveae (Xoo) merupakan bakterd patogen penyakit hawar daun padi
Penyakit ind dapat menurunkan hasil sebesar 74 %6 Keparahan penyak it tergantung pada varietas dan
isolat. Daktert Noo menimbulkan dua gefala primer yaitu hawar (hawar bibit) dan kresek (fase layu).
Selama fase blight baktert masuk melalub luka atan pord air pada tepi dan bagian atas daun
menychabkan pefala sistemik, Gejala yang nampak adalah bercak kebasaban kuning tidak teratur
dengan tepi bergelombang, daun menjadi tidak tegak dengan bercak mulal dard tepi dekat ujung daun,
Xoo merupakan bakterd betbentuk batang berukuran 0,85:0,75 x 1,38:2,17 pm, dengan llagella
tunggal polar, tidak membentuk spora, motile, tunggal atau berpasangan dan kadang-kadang berantai,
Gram negatif, koloni berwarna kuning terng, Lebih dari 30 ras ditemukan dengan subgrup dalam
spesies. Apabila tidak ada inang bakteri Noo bertahan pada sisa daun padi lebih dari 3 tahun, pada
jerami dan paca sekam padi (Furutani ef /., 2009).

Pengendalian penyaki hawar daun bakteri padi sementara ini dengan bakteritisida, namun
menimbulkan permasalahan yaitu tidak mmah lingkungan dan menimbulkan resistensi terhadap
patogennya, Oleh karena itu perlu dicard alternatif pengendalian yang ramah lingkungan, berasal dari
habitatnya dan mempunyai efek yang berkelanjutan yaitu dengan pemanfaatan bakteri rizosfer.
Bakteri rizosfer diisolasi dari rizosfer padi sehat, mempunyai keunggulan sebagai pengendali patogen
karena mampu berkompetisi dalam relung ekologinya dengan patogen dan menghasilkan senyawa
penghambat seperti siderofor yang mengkhelat besi dan fitohormon 1AA yang mampu memacu
pertumbuhan tanaman, schingga dapat berperan scbagai PGPR.,

Tujuan penelitian ini adalah untuk 1) menguji bakteri rizosfer padi sebagai agens pengendali
hayati bakteri X\ oryzae pv. oryzae (Xoo) penyebab penyakit hawar daun bakteri in vitro, 2) menguji

kemampuan bakteri rizosfer terscbut sebagai PGPR.

METODE PENELITIAN

Penclitian dilaksanakan di Laboratorium Perlindungan Tanaman dan Screen House Fakultas
Pertanian Unsoed Purwokerto mulai bulan Maret sampai dengan Agustus 2019. Sampel tanaman
padi schat diambil di lahan marginal Desa Somagede dan Rawalo (Serayu) Banyumas serta dari lahan
subur desa Karangwangkal dan Sumbang. Penelitian ini terdiri atas 3 tahap, tahap pertama isolasi
dan identifikasi bakteri rizosfer dari tanaman padi schat, isolasi bakteri patogen Xanthomonas oryzae
pv. oryzae dari tanaman padi bergejala hawar daun. Tahap ke dua menguji antagonisme antara bakteri
rizosfer dengan Xoo dan tahap ke 3 adalah menguji kemampuan bakteri rizosfer menghasilkan IAA

secara kualitatif dan kuantitatif kemudian menguji pengaruhnya terhadap perkecambahan benih padi.
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Penclitian tahap 1. Isolasi dan identifikasi bakteri rizosfer padi

Isolasi bakteri rizosfer padi schat dilakukan dengan metode menurut Singh & Prasad (2014)
menggunakan medium NA (mutrient agar), dengan seri pengenceran (dilution plate methods).
Sebanyak 10 g tanah dari rizosfer padi sehat dimasukkan ke dalam 90 ml air steril dalam erlenmeyer
ukuran 250 ml. Kemudian digojog/dogoyang dengan tangan 10 menit kemudian dibiarkan. Setelah
itu dilakukan seri pengenceran dengan mengambil 1 ml dimasukkan ke dalam 9 ml air steril. Pada
pengenceran 10" ini dilakukan pemanasan dengan oven 80°C selama 20 menit untuk target
mendapatkan isolat Bacillus sp. Selanjutnya dilakukan seri pengenceran sampai dengan 10, Pada
pengenceran ke dua, tiga dan empat ditumbuhkan dengan cara spread plate pada cawan Petri yang
sudah berisi medium NA dengan menanam 100 pl sampel pengenceran, kemudian diinkubasi pada
suhu +30°C selama 2448 jam (Singh & Prasad, 2014). Koloni tunggal yang tumbuh kemudian
dipindah pada medium NA yang baru pada tabung reaksi untuk kepentingan pengujian berikutnya.

Isolasi X.oryzae pv. oryzae dilakukan dengan mengambil tanaman padi bergejala hawar daun
dan dipotong pada bagian yang sehat dan sakit, dilakukan sterilisasi permukaan menggunakan
alkohol 70% dan dibilas dengan air steril 3 kali selanjutkan dikeringanginkan dan ditumbuhkan pada
medium NA. Koloni yang tumbuh berwarna kuning dipisahkan pada medium NA baru untuk
kepentingan pengujian berikutnya. Variabel yang diamati pada penelitian tahap 1 adalah karakter
morfologi dan biokimia bakteri rizosfer dan Xoo.

Penelitian tahap 2. Uji aktivitas antibiosis bakteri rizosfer terhadap Xoo

Uji aktivitas antibiosis dilakukan dengan metode dua lapis medium menurut Ghosh e al.
(2007), menggunakan medium NA dan agar air 0,6% dengan metode inokulasi titik. Bakteri rizosfer
dan Xoo masing-masing disiapkan pada medium NA miring 48 jam. Plating medium NA pada cawan
Petri setelah siap kemudian diinokulasi titik dengan bakteri rizosfer pada empat titik sesuai dengan
daerah asal isolat bakteri rizosfer. Setelah koloni berumur 24 jam diberi kloroform pada tutup cawan
Petri dengan cara meletakkannya secara terbalik, 3-4 jam kemudian setelah semua kloroform
menguap, cawan Petri dibalik kembali dan diberi lapisan ke dua dengan agar air 4 ml ditambah 200
pl bakteri Xoo yang telah dipanen dari 1 tabung reaksi medium miring dengan 10 ml air steril.
Selanjutnya diinkubasi 24 jam, dan diamati zona penghambatan dalam satuan mm dengan mengukur
Zona hambatan = diameter zona — diameter koloni (mm).

Rancangan yang digunakan adalah Acak lengkap dengan 8 perlakuan dan 3 ulangan.
Variabel yang diamati selain zona hambatan adalah mekanisme penghambatan termasuk
bakteriostatik atau bakterisidal (Goto, 1992).
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Penelitian tahap 3. Uji aktivitas bakteri rizosfer sebagai penghasil IAA dan pengaruhnya
terhadap pertumbuhan tanaman padi.

Bakteri nzosfer diuji aktivitasnya sebagai penghasil IAA menurut metode yang
dikemukakan oleh Reetha et al. (2014) dengan cara menumbuhkan satu ose bakteri rizosfer pada 10
ml medium NB yang diberi tryptofan 2%, kemudian diinkubasikan 24 jam pada suhu ruang dan
dihomogenkan dengan sentrifuse 3000 rpm 10 menit. Selanjutnya sebanyak 0,5 ml supernatan
ditambah 1,5 ml reagen Salkowski (perbandingan 1:3) kemudian diinkubasi selama 30 menit pada
ruang gelap. Pembuatan reagen Salkowski adalah 250 ml H:SO4 pekat + 10 FeCl; 6 H;0 0,5 M dan
air steril 500 ml. Bakteri penghasil IAA dengan interpretasi positif ditunjukkan dengan perubahan
warna medium menjadi merah muda secara kualitatif dapat teramati. Kadar IAA yang dihasilkan
dapat diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 530 nm, dan dinilai berdasarkan
kurva standar IAA.

Uji bakteri rizosfer terhadap pertumbuhan tanaman padi dilakukan dengan mengamati
perkecambahan benih padi setelah perlakuan dengan bakteri rizosfer dan mengukur tinggi tanaman
masa persemaian. Rancangan yang digunakan adalah Acak Lengkap dengan 9 perlakuan dan 3
ulangan. Variabel yang diamati adalah persentase perkecambahan dengan menghitung jumlah benih
yang berkecambah (pertumbuhan bibit) dengan jumlah benih yang disebar. Selain itu juga diamati
tinggi tanaman sampai umur 2 minggu setelah scbar benih. Data yang diperolch dianalisis secara
deskriptif (penelitian tahap 1 dan yang tahap 2 dan 3 dianalisis secara ANOVA, apabila berpengaruh
nyata dilanjutkan dengan BNT 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil eksplorasi bakteri rizosfer padi dari lahan marginal dan lahan subur diperoleh 17 isolat,
selanjutnya dipilih melalui penapisan Bacillus sp. pengujian penghambatan terhadap bakteri patogen
Xoo. Berdasarkan pengamatan Gram, dan uji katalase maka terpilih 8 isolat yang kemudian diuji
penghambatannya terhadap Xoo. Hasil pengamatan penghambatan dapat dilihat pada Tabel 1.
Tabel 1. Hasil isolasi bakteri rizosfer dan seleksi bakteri rizosfer

Ketinggian Uji Gram  Uji Morfologi sel
Kode Tempat (m Nama Desa dengan  katalase =~ Wamasel Bentuk
Isolat dpl) KOH 3%  dengan dengan
H;0;3%  pewamaan
Gram

Srl 39 Rawalo + + Ungu Batang
Sr2 + + Ungu Batang
Sr3 + ++ Ungu Batang
Sr4 + +H+ Ungu Batang
SrS + ++ Ungu Batang
Sm1l 49 Somagede + + Ungu Batang
Sm2 + + Ungu Batang
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Sm3 + ++ Ungu Batang
Sm4 + + Ungu Batang
SmS$ + + Ungu Batang
Krl 98 Karangwangkal + ++ Ungu Batang
Kr2 - + Ungu Batang
Kr3 - +H+ Ungu Batang
Sb3 126 Sumbang + = Ungu Batang
Sb4 + +4+ Ungu Batang
Sbs + -+ Ungu Batang
Sb6 + -+ Ungu Batang

Keterangan: Sr: Rawalo (Serayu); Sm: Somagede; Kr: Karangwangkal: Sb: Sumbang

Pengujian penghambatan 8 isolat terpilih terhadap Xoo dapat dilihat pada Gambar 1.
Perlakuan B3 (isolat Somagede 3) menunjukkan penghambatan tertinggi terhadap Xoo dengan zona
hambatan 10 mm. Isolat Serayu 4 dan Somagede 4 menunjukkan tingkat penghambatan yang sama
yaitu 9,8 mm. Isolat bakteri rizosfer yang berasal dari lahan marginal yaitu daerah Serayu dan
Somagede menunjukkan tingkat penghambatan yang lebih besar dibandingkan dengan isolat bakteri
rizosfer dari lahan subur. Hal ini menunjukkan bahwa lahan marginal dengan keterbatasan nutrisi
dapat mengkondisikan bakteri rizosfer lebih aktif membentuk metabolit sekunder, yang dibuktikan
dengan kemampuannya menghambat bakteri patogen dengan mekanisme antibiosis, yaitu terbentuk
zona penghambatan yang lebih besar. Hal ini sesuai dengan pendapat Prihatiningsih ef al. (2017)
bahwa Bacillus akan menghasilkan senyawa yang berperan sebagai antagonis terhadap patogen
karena terbentuk pada kondisi ekstrim termasuk lahan marginal, yaitu menghasilkan siderofor yang
mampu mengkhelat besi lebih tinggi pada ultisol dibanding andisol. Serapan Fe yang lebih tinggi
pada ultisol (lahan marginal) menunjukkan bakteri Bacillus lebih aktif pada lahan marginal.
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Gambar 1. Penghambatan bakteri rizosfer padi terpilih terhadap Xoo
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Isolat Sumbang &

Aktivitas Baclhs dalam menghasilkan IAA ditunjukkan pada Gambar 2, dengan isolat
Somagede 3 tertinggt yaitu mempu menghasilkan sebanyak 84,12 ppm pada konsentrasi larutan 60%.
Hasil penclitian Lwin ef @l (2012) menunjukkan bahwa Bacilluy sp. memiliki hisaran prictuksi IAA
$3,1 ppm sampai 71,1 ppm dan mampu memacu pertumbuhan kedelai. Penelitian Wahyudi et of
(2011) menambahkan Bacrus sp. dengan konsentrasi 1AA yang dibasilkan sebesar 15,20 mgl.
mampu meningkatkan pertumbuhan tunas, akar primer, dan akar lateral secara langsung dalam
nerangsang sel tanaman,

Peningkatan daya perkecambahan setelah perlakuan bakteri rizosfer terbaik adalah isolat
Sumbang 4 scbesar 16,31 % dan peningkatan pertumbuban tinggi tanaman sebesar 35,23% pada
perlakuan isolat Somagede ¥ (Tabel 2). Hal ini menunjukkan bahwa isolat Somagade 3 konsisten
terbaik dalam penghambatan terhadap Xoo, penghasil IAA dan peningkatan pertumbuhan tinggi
tanaman.
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Gambar 2. Aktivitas IAA bakteri rizosfer secara kuantitatif

Tabel 2. Perkecambahan benih padi dan tinggi bibit padi masa semai
Perlakuan Daya kecambah  Peningkatan daya Tinggt bibit masa  Peningkatan

(%) kecambah dibanding ~ semai (em) tinggi
kontrol (%) tanaman
(%)
K 811a . 105a .
Bl 83a 227 1,7a 142
B2 89,01b 709 12,6 20
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Keterangan: K: kontrol, B1: Isolat Rawalo (Serayn) 4; B2 Isolat anln—t—.\‘—cayla) 0, 1Y lsolat
Somagade 3; B4: lsolat Somagade 4; RS: Isalat Karangwanghal 3, 1o Isolat Karangwanghal 3, N7
Isolat Sumbang 4; BS: Isolat Sumbang §

KESIMPULAN

Kesimpulan penclitian ini adalah diperoleh 8 bakten rizosfer padi yang kompeten sehagal
agensia hayati Xoo. Isolat Somagade Y memupakan bakteri rizosfer terbalk mampu menghambat Xoo
d;-ngm zona hambatan 10 mm dengan mekanisme bakteriostatik, menghasilkan I1AA tertingg
sehesar 84,12 ppm. Perkecambahan benih padi dan tinggi bibit meninghat sebosar 16,31% dan 15,23
o, pada perlakuan isolat Sumbang 4 dan Somagede ),
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