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AKTIVITAS ANTAGONISTIK BAKTERI ISOLAT UBCR-036
DAN UBCF-013 PADA BERBAGAI pH SELAMA KO-KULTUR
DENGAN JAMUR Colletotrichum gloeosporioides

ABSTRAK

Penelitian mengenai Aktivitas Antagonistik Bakteri Isolat UBCR-036 dan
UBCF-013 pada Berbagai pH Selama Ko-kultur dengan Jamur Colletotrichum
gloeosporioides telah dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi Fakultas
Pertanian Universitas Andalas Padang mulai dari bulan Oktober 2014 sampai
April 2015. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan pH terbaik dari isolat
UBCR-036 dan UBCF-013 dalam menekan pertumbuhan jamur Colletotrichum
gloesporioides dan untuk mendapatkan protein intraseluler serta ekstraseluler
pada berbagai pH selama ko-kultur antara isolat bakteri UBCR-036 dan UBCF-
013 dengan jamur Colletotrichum gloeosporioides. Metode penelitian yang
digunakan adalah eksperimen yaitu menguji aktivitas antagonis dari kedua isolat
bakteri dalam menghambat pertumbuhan jamur di media padat dan cair dan
- deskriptif untuk menjelaskan pola pita protein yang dihasilkan oleh bakteri selama
interaksinya dengan jamur. Hasil percobaan menunjukkan bahwa pada uji
antagonis media padat, bakteri isolat UBCR-036 menghasilkan persentase daya
hambat tertinggi pada pH 6 dengan persentase 25.20 % pada 8 HSA dan pada pH
5 untuk isolat UBCF-013 dengan persentase 19,68% pada 4 HSA. Pada media
cair, kedua isolate bakteri memberikan daya hambat tertinggi terhadap
pertumbuhan jamur C. gloeosporioides di pH 7 yaitu 96.43% untuk bakteri
UBCR-036 dan 96.09% untuk bakteri UBCF-013. pita protein yang kemungkinan
terkait dengan aktivitas antagonistik yaitu pita protein ukuran sekitar 40 dan 58
kDa untuk UBCF-013 dan pita protein ukuran sekitar 120, 55 dan 40 kDa untuk
UBCR-036.

Kata Kunci : Colletotrichum gloeosporioides, bakteri antagonis, aktivitas
antijamur
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ANTAGONISTIC ACTIVITY BACTERIA ISOLATE UBCR-036
AND UBCF-013 in VARIOUS pH DURING CO-CULTURE
' WITH Colletotrichum gloeosporioides

ABSTRACT

Research on Bacterial Isolates antagonistic activity UBCR-036 and UBCF-013 at
various pH During co-culture with the fungus Colletotrichum gloeosporioides
have been carried out in the Laboratory of Biotechnology Faculty of Agriculture,
University of Andalas Padang start of the month of October 2014 to April 2015,
This study aims to get the best pH of isolates UBCR-036 and UBCF-013 in
suppressing the growth of the fungus Colletotrichum gloesporioides to get
extracellular and intracellular proteins as well as at various pH during the co-
culture between bacterial isolates UBCR-036 and UBCF-013 with the fungus
Colletotrichum gloeosporioides. The method used is an experiment that is testing
the antagonistic activity of two isolates of bacteria to inhibit the growth of fungi in
solid and liquid media and descriptive to explain the pattern of protein bands
produced by bacteria during its interaction with the fungus. The results showed
that the test antagonist solid media, bacterial isolates UBCR-036 produces the
highest percentage of inhibition at pH 6 with a percentage of 25.20% on 8§ HSA
and at pH 5 to isolate UBCF-013 with a percentage of 19.68% on 4 HSA. In the
liquid medium, both bacterial isolates provide the highest inhibition of the growth
of fungi Colletotrichum gloesporioides at pH 7 is 96.43% for bacteria UBCR-036
and 96.09% for bacteria UBCF-013. protein bands that might be associated with
antagonistic activity of the protein band size is about 40 and 58 kDa for UBCF-
013 and the size of the protein band of about 120, 55 and 40 kDa for UBCR-036

Keywords : Colletotrichum gloeosporioides, antagonist bacteria, antifungal
activity.
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BAB I PENDAHULUAN

A.Latar Belakang

Antraknosa adalah salah satu penyakit yang paling berperan dalam
penurunan produktivitas tanaman cabai selain layu bakteri dan kuning keriting.
Penyakit ini disebabkan oleh cendawan Colletotrichum spp. yang dapat
menyebabkan penurunan produksi sebesar 45-60% (Hidayat et al., 2004).
Penyakit antraknosa ini sulit dikendalikan karena infeksi patogennya bersifat laten
dan sistemik. Upaya pengendalian yang sudah dilakukan saat ini diantaranya
dengan penggunaan fungisida sintetik dan pemanfaatan agen hayati, namun
penggunaan fungisida sintetik lebih banyak digunakan. Penggunaan fungisida
sintetik sudah sangat efisien, hanya saja masalah keamanannya terhadap
lingkungan yang kemudian ditentang keras. Penggunaan fungisida sintetik yang
berlebihan mengakibatkan sejumlah dampak buruk seperti resiko bahaya bagi
keschatan manusia dan hewan, pencemaran lingkungan, peningkatan resistensi
patogen, dan munculnya hama sekunder.

Untuk mengurangi kecenderungan aplikasi fungisida sintetik ini, perlu
dikembangkan suatu teknik pengendalian yang lebih aman, yakni melalui
pemanfaatan agen hayati. Pengendalian hayati merupakan upaya pengendalian
populasi patogen dengan memanfaatkan organism lain yang bersifat antagonis
terhadap patogen target. Pengendalian dengan agen hayati seperti bakteri
antagonis dinilai dapat menurunkan dampak buruk akibat penggunaan fungisida
sintetik. Pengendalian secara biologis ini dianggap cukup potensial untuk
dikembangkan karena sifat racunnya cenderung lebih spesifik, tidak merusak
lingkungan, dan tidak menimbulkan efek beracun bagi organisme lain.

Dalam pengendalian biologis ini, organisme yang paling sering
dimanfaatkan sebagai agen hayati adalah dari golongan mikroorganisme,
misalnya bakteri. Penggunaan bakteri lebih efisien jika dibandingkan dengan
nikroorganisme lain karena pertumbuhan bakteri yang cepat sehingga dapat
menghemat waktu dan tenaga. Sejumlah bakteri dari genus Bacillus,
Pseudomonas, dan Streptomycetes telah banyak digunakan sebagai agen
biokontrol bagi patogen tanaman. Seperti yang dilaporkan oleh Abidin et al.
(2015) bahwa isolat bakteri Bacillus sp. (UB-ABS1) dan bakteri Pseudomonas sp.
(UB-PF5) dapat menghambat pertumbuhan jamur Sclerotium rolfsii dengan



persentase daya hambat sebesar 52.83% dan 37.98% pada 4 HSA (hari setelah
aplikasi). Raharini ef al. (2012) melaporkan bahwa bakteri Streptomyces sp. dapat
menghambat ‘pertumbuhan jamur Fusarium oxysforum dengan persentase daya
hambat sebesar 82% pada 4 HSA. Dalam proses pengembangannya, pemanfaatan
agen biokontrol bakteri ini umumnya membutuhkan berbagai upaya optimasi
kondisi lingkungan, salah satunya pH, guna memperoleh efek penekanan yang
maksimal.

Raaijmakers (2002) mengemukakan bahwa beberapa faktor abiotik seperti
pH dan temperatur mempunyai pengaruh besar terhadap produksi senyawa
antimikroba dari bakteri. Pada studi lain juga dinyatakan bahwa bakteri Bacillus
subtilis subsp. subtilis. memperlihatkan daya hambat tertinggi terhadap jamur
Rhizoctonia solani pada pH 7 (Islam et al., 2009). Hasil serupa juga dinyatakan
oleh Ahlem er al (2012) dimana pH berkisar antara 7.5-10 merupakan pH
optimum bagi bakteri Bacillus amyloliquefaciens dalam menekan pertumbuhan
jamur Botrytis cinerea.

Riwany (2012) dan Yani (2012) telah menguji beberapa isolat bakteri
rizosfer yang diisolasi dari perakaran bawang dan filoplan yang diisolasi dari daun
sawi secara in vitro terhadap jamur penyebab antraknosa C. gloeosporioides dan
diperoleh isolat yang memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai agen
biokontrol yaitu bakteri rizosfer strain UBCR-036 dan bakteri filoplan strain
UBCF-013. Namun, kemampuan antagonis kedua bakteri ini masih belum
maksimal sehingga perlu dioptimasi lebih lanjut guna mendapatkan kondisi
lingkungan yang mendukung daya hambatnya, yakni melalui modifikasi pH.
Modifikasi ini, diduga dapat memicu terjadinya perubahan mekanisme di dalam
sel bakteri yang selanjutnya mendorong peningkatan kemampuan antagonisnya
terhadap jamur patogen. Modifikasi pH yang diberikan, diharapkan dapat
meningkatkan proses metabolisme bakteri tersebut seperti produksi senyawa
antijamur, dimana produksi senyawa tersebut juga dipengaruhi oleh jenis bakteri
dan kondisi tekanan yang dihadapi oleh bakteri tersebut baik oleh lingkungan
maupun dengan adanya keberadaan mikroorganisme lain yang mengganggu.

Untuk melihat pengaruh yang dihasilkan dari modifikasi ini terhadap
bakteri tersebut, dibutuhkan suatu pendekatan berbasis biologi molekuler yakni
proteomik.Oleh karena itu juga perlu dilakukan pengujian antagonis bakteri
terhadap jamur di media cair atau ko-kultur, karena senyawa antijamur akan lebih
banyak dikeluarkan saat bakteri dan jamur berinteraksi secara langsung di media



cair jika dibandingkan dengan interaksinya di media padat dan informasi
mengenai protein intraseluler maupun ekstraseluler dapat diperoleh melalui ko-
kultur.

Proteomik merupakan suatu kajian yang dilakukan secara molekular
terhadap keseluruhan protein yang dihasilkan dari ckspresi gen di dalam sel,
terutama mengenai struktur beserta fungsinya. Dengan menggunakan teknik ini,
protein dalam suatu sampel dapat dipisahkan, diindentifikasi, dan diukur
berdasarkan berat molekulnya (Anderson dan Anderson, 2005). Selain itu,
proteomik jugadapat memberikan informasi tentang kehadiran protein serta
pengukuran kuantitasnya di dalam suatu sampel biologis (Jamsari, 2013).

Dengan menggunakan pendekatan proteomik ini, perubahan di dalam sel
bakteri akibat adanya modifikasi pH dapat ditelusuri dengan mengamati ekspresi
protein-protein yang terlibat selama proses antagonisnya dengan jamur. Perbedaan
ekspresi protein tersebut akan tergambar bila dua kondisi yang berlawanan
dibandingkan satu sama lain. Dalam hal ini, kondisi yang dibandingkan adalah
bakteri yang ditumbuhkan bersama jamur dantanpa jamur.Atas dasar latar
belakang inilah, telah dilakukan penelitian yang berjudul “Aktivitas
Antagonistik Bakteri Isolat UBCR-036 dan UBCF-013 Pada Berbagai pH
Selama Ko-kultur dengan Jamur Colletotrichum gloeosporioides”.

B.Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan pH terbaik bagi isolat UBCR-
036 dan UBCF-013 dalam menekan pertumbuhan jamur Colletotrichum
gloesporioides selama ko-kultur.

C. Manfaat

Manfaat penelitian ini adalah untuk memberikan informasi mengenai pH
optimum yang dibutuhkan oleh bakteri isolat UBCR-036 dan UBCF-013 dalam
menckan pertumbuhan jamur C. gloeosporioides secara maksimal serta
mekanisme seluler yang mendukung kemampuan antagonis tersebut.



BAB II TINJAUAN PUSTAKA

A. Penyakit Antraknosa Pada Cabai

Antraknosa pada cabai disebabkan oleh genus Colletotrichum, yang
digolongkan menjadi enam spesies utama yaitu C. gloeosporioides, C. acutatum,
C. dematium, C. capsici dan C. coccodes (Kim et al., 1999); C. gloeosporioides
dan C. acutatum menyebabkan kerusakan pada buah dan kehilangan hasil paling
besar (Yoon, 2003). Di Indonesia, patogen antraknosa yang paling banyak
dijumpai menyerang tanaman cabai adalah C. capsici (Syd and Bisb) dan C.
gloeosporioides (Penz) Sacc. Populasi C. gloeosporioides di lapangan 5-6 kali
lebih banyak daripada populasi C. capsici dan menyebabkan kerusakan lebih
parah (Suryaningsih et al., 1996). Penyebaran penyakit antraknosa ini tidak hanya
terjadi melalui sentuhan antara tanaman saja melainkan juga karena percikan air,
angin, maupun melalui vektor. Penyakit ini dapat terjadi kapan saja, terutama bila
curah hujan tinggi (Duriat, 1990). Dari sekian banyak spesies Colletotrichum,
Colletotrichum  gloesporioides merupakan spesies yang paling banyak
menginfeksi tanaman cabai (Syukur, 2007).

Serangan akut dari patogen ini dapat menyebabkan penurunan panen
hingga 75% (Shanty, 2009). Umumnya, gejala infeksi dari jamur Colletotrichum
gloeosporioides tidak terlihat secara jelas di awal pertumbuhan tanaman cabai.
Tetapi, pada serangan yang parah dan kondisi lingkungan yang mendukung akan
terlihat gejala infeksi padaawal pertumbuhan cabai seperti kecambah gagal
tumbuh bahkan mati, dan kecambah tumbuh kerdil karena batang bawahatau leher
akarnya membusuk dan mengering. Gejala lainnya juga tampak pada daun,
ranting dan buah.Daun dan ranting menjadi kering dan busuk dengan warna
cokelat kehitaman (Duriat et al., 2007). sedangkan pada buah gejala yang terlihat
antara lain adanya bintik-bintik berwarna kehitaman yang agak melekuk dan
menyebabkan buah menjadi mengerut, kering, membusuk dan jatuh.

C. gloeosporioides umumnya mempunyai konidium hialin berbentuk
silinder dengan ujung-ujung tumpul, kadang-kadang berbentuk agak jorong
dengan ujung agak membulat dengan pangkal yang agak sempit terpancung, tidak
bersekat, berinti satu, panjang 9 — 24 x 3 - 6 um, terbentuk pada konidiofor seperti
fialid berbentuk silinder, hialin berwamna agak kecoklatan. Penjelasan gejala
penyakit antraknosa ditambahkan lagi oleh Pawirosoemardjo (1999) bahwa gejala



yang tampak yaitu adanya bercak coklat kehitaman, tepi daun menggulung
merupakan gejala serangan Colletorichum. Pada daun umur lebih dari 10 hari
terdapat bercak coklat dengan halo warna kuning, selanjutnya bercak tersebut
berlubang. Serangan C. gloeosporioides pada daun muda menimbulkan bercak
berwamna coklat kehitaman pada bagian tengahnya, yang berturut-turut diikuti
oleh mengeriputnya lembaran daun, timbulnya busuk kebasahan pada bagian yang
terinfeksi dengan akibat yang lebuh jauh gugurnya daun. Pada daun tua (umur
daun lebih dari 10 hari) serangan C. gloeosporioides, bercak daun berwarna coklat
dengan warna kuning dan permukaan daun menjadi kasar. Serangan lebih lanjut
menyebabkan bercak tersebut menjadi berlubang. Apabila bercak tersebut
berbatasan dengan tepi daun maka serangan lebih lanjut mengakibatkan daun
menjadi sobek. Hal tersebut sangat merugikan pendapatan petani sehingga dapat
memberikan dampak yang buruk terhadap perekonomian petani dsn juga
mempengaruhi kualitas dari buah sehingga dapat menurunkan harga jual.

B. Potensi Agen Hayati

Selama ini pengendalian penyakit ini masih bertumpu pada penggunaan
fungisida. Namun disadari selain hasilnya tidak memuaskan, penggunaan
pestisida terus menerus dapat mengakibatkan timbulnya resistensi patogen,
merusak lingkungan dan berbahaya bagi konsumen. Penggunaan pestisida
kimiawi yang berlebihan memberi dampak negatif terhadap lingkungan dan
manusia. Keseimbangan alam terganggu dan akan mengakibatkan timbulnya
hama yang resisten, ancaman bagi predator,parasit, ikan, burung dan satwa lain.
Salah satu penyebab terjadinya dampak negatif pestisida terhadap lingkungan
adalah adanya residu pestisida di dalam tanah sehingga dapat meracuni organisme
non target, terbawa sampai ke sumber-sumber air dan meracuni lingkungan
sekitar. Bahkan, residu pestisida pada tanaman dapat terbawa sampai pada mata
rantai makanan, sehingga dapat meracuni konsumen, baik hewan maupun
manusia (Junaedy,2009).

Dalam hal penanggulangan untuk mengurangi terjadinya hal-hal negatif
yang ditimbulkan oleh pestisida sintetik maka dilakukan pengembangan pestisida
hayati yang diindikasikan lebih ramah lingkungan dan aman bagi kesehatan.
Pestisida hayati merupakan formulasi yang mengandung mikroba tertentu baik
berupa jamur, bakteri, maupun virus yang bersifat antagonis terhadap mikroba
lainnya (penyebab penyakit tanaman) atau menghasilkan senyawa tertentu yang



bersifat racun baik bagi serangga (hama) maupun nematoda (penyebab penyakit
tanaman). Formulasi Beuveria bassiana (isolat Segunung) mampu mengendalikan
hama kumbang moncong yang merupakan hama utama anggrek dan serta
mengendalikan kumbang mawar serta kutu daun pada tanaman krisan. Dari
kelompok bakteri yang telah banyak diteliti dan digunakan sebagai agen hayati
(pestisida hayati) adalah genus Bacillus (B.polimyxa, B.subtilis dan
B.thuringiensis), Pseudomonas (P.Fluorescens-Pf), kelompok cendawan
(Trichoderma harzianum dan Gliocladium sp) (Junaedy, 2009).

Bakteri antagonis dianggap sebagai agen pengendalian biologis yang ideal
karena pertumbuhan yang cepat, penanganannya mudah dan kolonisasi agresif
pada rizosfer akar tanaman. Bakteri ini dapat memediasi aktivitas biokontrol oleh
satu atau lebih jenis penekanan mekanisme penyakit (Weller, 1988). Namun,
mekanisme utama patogen inhibisi adalah dengan menghasilkan metabolit
sekunder. Demikian bakteri sebagian besar terlibat dalam pengendalian
biologisbakteri patogen tanaman dan jamur. Bakteri antagonis menghasilkan
senyawa antimikroba yang penting untuk pertahanan diri terhadap organisme lain
misalnya, Bacillus sp. Produksi senyawa antimikroba telah digunakan sebagai
agen biokontro! terhadap jamur patogen tanaman (Yilmaz et al., 2005). Demikian
pula, Burkholderia cepacia kompleks yang sebelumnya dikenal sebagai
Pseudomonas cepacia adalah kelompok dari sembilan spesies bakteri yang
berkaitan erat yang memiliki sifat yang berguna dalam lingkungan alam (Chiarini
et al., 2006) telah muncul sebagai agen biokontrol yang kuat untuk patogen
tanaman (Bevivino ef al., 1998). Namun, produksi zat antimikroba tergantung
pada media substrat untuk pertumbuhan optimal, subu, pH dan konsentrasi nutrisi
dalam medium (Leifert et al., 1995). Banyak penelitian yang telah dilakukan
untuk mengeksplorasi organisme yang menguntungkan, seperti P. fluorescens,
yang merupakan salah satu contoh yang digunakan untuk mengontrol layu
Fusarium daritomat. Demikian pula, P.fluorescens yang ditemukan menjadi
efektif sebagai agen biokontrol terhadap penyakit Phytophthora pada lada hitam
(Diby et al., 2005).

C. Bakteri Antagonis dan Mekanismenya

Bakteri yang dapat digunakan sebagai agen pengendali hayati mempunyai
jenis yang sangat bervariasi, tetapi bersifat sangat strain spesifik. Walaupun
bakteri dari spesies yang sama potensi untuk dijadikan agen pengendali hayati



dapat sangat berbeda atau bahkan dapat bersifat kebalikan. Suatu strain dari suatu
spesies dapat dijadikan sebagai agen pengendali hayati tetapi strain yang lain
dalam spesies tersebut mungkin tidak mempunyai kemampuan sama sekali
sebagai pengendali hayati terhadap patogen yang sama. Selain itu suatu strain dari
suatu spesies mungkin dapat bersifat patogen, tetapi strain lain dari spesies
tersebut dapat digunakan sebagai agen pengendali hayati. Sebagai contohnya V.
alginolyticus. Strain Vibrio tersebut dapat digunakan sebagai agen pengendali
hayati dalam budidaya salmon (S. salar), udang windu (P. monodon) dan udang
vannamei (L. vannamei), walaupun strain lain dari V. alginolyticus juga diketahui
sebagai patogen.

Mikroorganisme bersifat antagonis terhadap mikroorganisme lain karena
menghasilkan antibiotik, bakteriosin, siderofor, lisozim, protease, H,O; atau asam
organik sehingga pH pada media tumbuh tersebut berubah (Sugita ez al., 1997).
Suatu bakteri antagonis dapat menghasilkan senyawa tunggal atau beberapa
senyawa tersebut. Selanjutnya Verschuere et al. (2000) mengemukakan bahwa
mekanisme bakteri antagonis yang dapat digunakan sebagai biokontrol adalah
menghasilkan senyawa penghambat pertumbuhan patogen, terjadi kompetisi
pemanfaatan senyawa tertentu atau kompetisi pemanfaatan energi, kompetisi
tempat menempel, mempertinggi tanggap kebal inang, meningkatkan kualitas air
dan adanya interaksi dengan fitoplankton atau zooplankton.

Sebagai contohnya Vibrio sp. NM 10 yang diisolasi dari Leiognathus
nuchalis bersifat antagonis terhadap Pasteurella piscicida karena menghasilkan
protein dengan berat molekul kurang dari 5 kDa. Proteint ersebut diduga
bacteriocin atau senyawa serupa bacteriocin (bacteriocin-like substance) (Sugita
et al., 1997).Senyawa yang serupa juga ditemukan oleh Gibsoner al. (1998) dari
Aeromonas media. Bacteriocin merupakan senyawa yang banyak dihasilkan oleh
bakteri asam laktat (/actic acid bacteria) (Ringo dan Gatesoupe, 1998). Isnansetyo
et al. (2001) menemukan Pseudomonas sp. AMSN mampu menghambat
pertumbuhan  V.alginolyticus  karena  menghasilkan  senyawa 2,4
diacetylploroglucinol.

D. Studi Proteomik dan Analisis Profil Protein

Studi proteomik merupakan kajian secara molekular terhadap keseluruhan
protein yang dihasilkan dari ekspresi gen di dalam sel, terutama mengenai struktur
dan fungsinya. Keseluruhan protein di dalam sel diistilahkan sebagai proteom.



Beberapa jenis metode telah dikembangkan untuk mempelajari protein.
proteomika menggunakan analisis 2D berupa gel elektroforesis poliakrilamida.
Dengan menggunakan teknik ini, protein dalam suatu sampel dapat dipisahkan,
diindentifikasi, dan diukur berdasarkan berat molekulnya. Dengan menggunakan
analisis ini, berbagai jenis protein yang dihasilkan oleh beragam bakeri, seperti
Escherichia coli, telah berhasil dipisahkan dan dipurifikasi. Teknologi lain yang
dikembangkan adalah spektrometri massa yang bersifat sangat sensitif. Di
samping itu, Kromatografi cair berperforma tinggi (HPLC) juga dapat digunakan
dimana sampel yang digunakan diinjeksikan ke dalam kolom bertekanan tinggi
dan protein yang terkandung di dalamnya akan berikatan dengan matriks yang
ada.

Analisis Proteome adalah pengukuran langsung dari protein dalam hal
kehadiran dan kelimpahan relative protein tersebut (Wilkins et al. 1996). Tujuan
keseluruhan dari studi proteomik adalah karakterisasi jaringan yang kompleks dari
regulasi sel. Baik kode DNA genom dari suatu organisme maupun jumlah mRNA
yang dinyatakan untuk setiap produk gen (protein) yang menghasilkan sebuah
keadaan gambaran akurat dari sel hidup (Lubec et al. 1999), yang dapat diubah
oleh berbagai kondisi. Analisis proteome diperlukan untuk menentukan protein
yang memiliki ekspresi yang kondisional, seberapa kuat, dan apakah ada pengaruh
modifikasi posttranslational. Dua atau lebih tempat yang berbeda dari sel atau
organisme (misalnya, sehat dan jaringan yang sakit) dapat dibandingkan dan
upaya dilakukan untuk mengidentifikasi kualitatif dan kuantitatif spesifik dari
perubahan protein.

Salah satu tantangan terbesar dari analisis proteome adalah reproduksi
fraksionasi dari campuran protein kompleks sementara tetap mempertahankan
hubungan kualitatif dan kuantitatif. Saat ini, dua dimensi elektroforesis gel
poliakrilamid (2-D PAGE) adalah satu-satunya metode yang dapat menangani
pekerjaan ini (Cutler et al. (1999), Fegatella et al. Tahun (1999), Gorg et
al.(2000)), dan karenanya telah memperoleh kepentingan khusus. Sejak 2-D
PAGE mampu menyelesaikan lebih dari 1.800 protein dalam gel tunggal (Choe
dan Lee, 2000), itu penting sebagai alat utama penelitian proteomikdi mana
beberapa protein harus dipisahkan untuk analisis paralel. Hal ini memungkinkan
ratusan hingga ribuan produk gen untuk dianalisis secara bersamaan. Dalam
kombinasi dengan computerassisted sistem evaluasi gambar untuk komprehensif



Pemeriksaan kualitatif dan kuantitatif proteome, Teknik elektroforesis ini
memungkinkan katalogisasi dan perbandingan data di antara kelompok peneliti.



BAB IIIl METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini telah dilaksanakan mulai dari bulan Oktober 2014 — April
2015 di Laboratorium Bioteknologi dan Pemuliaan Tanaman Fakultas Pertanian
Universitas Andalas. Jadwal kegiatan penelitian dapat dilihat di Lampiran 1.

B. Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain cawan petri
ukuran 9 cm, bunsen, LAFC (Laminar Air Flow Cabinef), labu erlenmeyer,
beaker glass, botol Schott, tabung eppendorf (2 mL, 1,5 mL, dan 200 ul), tip
mikropipet (biru, kuning, putih), tusuk gigi, tabung falcon (15 mL dan 50 mL),
shaking incubator, autoklaf, cooling centrifugator, SDS-PAGE package system,
jarum ose, kamera, kain penyaring, timbangan analitik, pH meter, dan alat tulis.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain jamur
Colletotrichum gloeosporioides (koleksi laboratorium bioteknologi dan pemuliaan
tanaman FP-UA), isolat bakteri UBCR-036, isolat bakteri UBCF-013, media NA
(Nutrient Agar), media PDA (Potato Dextrose Agar) dasar, media LB (Luria
Bertani), aceton dingin, buffer A dan B, akuades, alkohol 70%, 10% APS,
TEMED, 30% acrylamide stock, 1x SDS loading buffer, isopropanol, protein

running buffer, commassie blue staining solution, dan prestained protein marker.

C. Metode Penelitian

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen
dan deskriptif. Metode eksperimen dilakukan dengan uji antagonis pada media
padat dan cair serta SDS PAGE dengan perlakuan pH.pH yang digunakan adalah
- 5,6,7,8, dan 9. Metode deskriptif dilakukan dengan menjelaskan hasil yang
diperoleh dari ekspreimen yang dilakukan.

Jamur yang digunakan dalam penelitian ini adalah Colletotrichum
gloeosporioides dan bakteri yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari dua
isolat, yakni UBCR-036 (bakteri rizosfer) dan UBCF-013 (bakteri filoplan) yang
diperoleh dari koleksi Laboratorium Bioteknologi dan Pemuliaan Tanaman FP-
UA.
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D. Prosedur Pelaksanaan

Prosedur pelaksanaan yang dilakukan dalam penelitian ini secara
sistematis dapat dilihat pada Gambar 1 sebagai berikut.

Persiapan alat dan bahan

Peremajaan isolat bakteri dan jamur

Uji antagonis bakteri terhadap jamur secara in-vitro pada berbagai level pH

Ko-kultur bakteri dan jamur

Ekstraksi protein total bakteri antagonis : Intraseluler dan ekstraseluler

SDS-PAGE

Pengamatan

Gambar 1.Bagan alir kegiatan penelitian
1. Persiapan alat dan bahan

Kegiatan ini meliputi sterilisasi alat seperti cawan petri, botol Schott, labu
erlenmeyer, tabung falcon, beaker glass, tip mikropipet, tabung eppendorf, dan
tusuk gigi, serta sterilisasi media (tahapan pembuatan media disajikan di
Lampiran 1) dengan menggunakan autoklaf pada tekanan 15 psi dan suhu 121°C
selama 60 menit.
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2. Peremajaan isolat jamur dan bakteri

Perbanyakan isolat jamur dilakukan pada media PDA. Miselia jamur dari
media sebelumnya diambil seukuran 50 x 50 mm dengan menggunakan jarum
ose. Selanjutnya potongan miselia tersebut ditempatkan di atas media PDA yang
baru dan diinkubasi selama 7 hari di suhu ruang.

Perbanyakan isolat bakteri dilakukan pada media NA dengan cara
menggoreskan bakteri menggunakan jarum ose di atas permukaan media.
Selanjutnya bakteri diinkubasi pada suhu ruang selama 1-2 hari.

3. Uji Antagonis Bakteri Terhadap Jamur Secara In-Vitro Pada Berbagai
Level pH

a. Uji Antagonis Media Padat

Pengujian karakteristik antagonis bakteri terhadap jamur dilakukan untuk
menganalisis daya hambat bakteri antagonis dalam menekan pertumbuhan jamur
C. gloeosporioides. Pada penelitian ini, kemampuan antagonis dari bakteri diuji di
berbagai tingkatan pH, mulai dari pH 5,6,7,8, dan 9. Potongan jamur berukuran 50
X 50 mm ditumbuhkan pada media PDA dengan modifikasi pH dan diinkubasi
selama 48 jam di suhu ruang. Kemudian kedua isolat bakteri (UBCR-036 dan
UBCF-013)ditumbuhkan di media LB cairdan di-shaker dengan kecepatan 68 rpm
pada suhu ruang selama 18 jam (overnight). Selanjutnya kerapatan (optical
density) dari kultur bakteri diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 600 nm untuk memperoleh nilai ODggonm=1,0. Sebanyak 5 pl kultur
cair bakteri ditempatkan di empat titik berbeda yang berjarak 3 cm dari pusat
tumbuh jamur di media PDA dengan modifikasi pH dan diinkubasi selama 8 hari
di suhu 30°C (Gambar 2). Sebagai kontrol, jamur yang ditumbuhkan di masing-
masing level pH tidak diberi aplikasi kultur cair bakteri. Dalam pengujian ini,
sampel dari masing-masing perlakuan pH dibuat dalam lima ulangan.
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Gambar 2. Skema uji antagonis bakteri terhadap pertumbuhan jamur C.
gloeosporioides secara in-vitro

b. Ko-Kultur Bakteri Dan Jamur

Pada tahap ko-kultur ini, jamur dan bakteri antagonis ditumbuhkan di
media yang sama di dalam botol kultur yang sama juga. Hal ini bertujuan untuk
mendorong terjadinya interaksi atau kontak langsung antara bakteri antagonis dan
jamur. Pertama jamur ditumbuhkan di media LB cair dan di-shaker pada
kecepatan 100 rpm pada suhu ruang selama 4 hari. Kemudian, pellet miselia yang
tumbuh disaring menggunakan kain kasa steril lalu dicuci sebanyak tiga kali
dengan aquades.

Sementara itu, bakteri juga dikulturkan di media LB cair selama 18 jam
(overnight) dan di-shaker dengan kecepatan 60 rpm pada suhu ruang. Setelah
dikulturkan, kerapatan (optical density) dari kultur bakteri diukur menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm untuk memperoleh nilai
ODgoonm=1,0. Selanjutnya, kultur bakteri diendapkan menggunakan sentrifugasi
dengan kecepatan 14000 rpm selama dua menit untuk mendapatkan pelletnya.
Pellet bakteri lalu dicuci sebanyak 3 kali dengan aquades steril.

Pellet bakteri dan pellet miselia yang telah dicuci kemudian digabungkan
di dalam satu botol kultur yang telah berisi 50 mL media LB cair dengan
modifikasi pH. Sampel ko-kultur ini selanjutnya diinkubasi di suhu 30°C dengan
kecepatan 160 rpm selama 24 jam. Sebagai kontrol, pellet bakteri dan pellet
miselia ditumbuhkan secara terpisah di media yang sama dengan media pada

sampel ko-kultur dan pada kondisi tumbuh yang sama pula.
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4. Ekstraksi Protein Ekstraseluler Dan Intraseluler

Tahap ekstraksi protein dilakukan untuk memisahkan protein-protein yang
diekspresikan oleh sel pada kondisi lingkungan tertentu. Pada penelitian ini,
metode yang digunakan untuk ekstraksi protein total bakteri didasarkan pada
protokol dari Zhang er al (2009) dengan beberapa modifikasi. Pertama, miselia
jamur pada sampel ko-kultur dipisahkan terlebih dahulu menggunakan kain kassa
steril. Kemudian kultur bakteri yang telah bebas miselia diresuspensi pada
kecepatan 4.000rpm dengan suhu 4°C selama 30 menit. Supernatan yang
diperoleh dipindahkan ke tabung baru dan digunakan sebagai bahan untuk
ekstraksi protein ekstraseluler. Sementara itu, pellet yang didapatkan akan
menjadi bahan untuk ekstraksi protein intraseluler.

a. Ekstraksi Protein Intraseluler

Pellet yang diperoleh dari sampel ko-kultur dicuci menggunakan 5 ml
buffer potassium fosfat pH 7,4 dan diendapkan dengan sentrifugasi berkecepatan
4.000rpm pada suhu 4°C selama 20 menit dan diulang sebanyak 3 kali. Kemudian
ditambahkan 3 mL buffer lisis(20 mM Tris-HCI pH 7.5, 250 mM sukrosa, 10 mM
PMSF, 1 mM DTT, 1% Triton X-100)dingin ke dalam sampel dan dilisis
menggunakan metode freeze-thawing dengan tiga kali pergantian suhu inkubasi
dari 95°C ke -80°C dan interval 5 menit.Sampel diresuspensi dengan kecepatan
4.000rpm selama 15 menit, lalu supernatant dipindahkan ke tabung baru dan
dilarutkan dengan 2 ml buffer fenol. Setelah itu, sampel diendapkan dengan
sentrifugasi pada kecepatan 4000 rpm selama 15 menit dan diambil fasa fenolnya.
Sebanyak 5 ml 100mM ammonium asetat-methanol ditambahkan ke dalam fasa
fenol dan diinkubasi selama semalam. Sampel diresuspensi pada kecepatan
4.000rpm 15 menit. Supernatan dibuang dan pellet dicuci dengan 5 m! aceton
dingin sebanyak tiga kali pada kecepatan 4.000rpm 15 menit. Pellet kemudian
dikeringkan didalam es hingga sisa acetonnya menguap lalu ditambahkan 2 ml
buffer sampel8 M urea, 2% CHAPS, 0.001 bromophenol blue, 0.2% ampholyte,
50 mM DTT)dan disimpan pada suhu -80°C.

b. Ekstraksi Protein Ekstraseluler

Supernatan yang diperoleh dari sampel ko-kultur diendapkan pada
kecepatan 4.000 rpm dan suhu 4°C selama 30 menit dan supernatan dipindahkan
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ke tabung baru. Setelah itu, supernatan dipresipitasi dengan 20% TCA-aceton
sebanyak setengah kali volume supernatan dan diinkubasi pada suhu -20°C selama
semalam. Sampel selanjutnya diendapkan pada suhu 4°C dengan kecepatan 4.000
rpm selama 30 menit. Pellet lalu dicuci tiga kali dengan aceton dingin sebanyak 5
ml dan dikering anginkan. Lalu sampel diresuspensi dengan 2 ml buffer sampel
dan disimpan pada suhu -80°C.

S. SDS-PAGE

Sodium Duodecyl Sulfonate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) bertujuan untuk memvisualisasikan hasil ekstraksi protein yang telah
diperoleh. Pertama dilakukan perakitan ge! cassette SDS PAGE pada stander-nya
dengan menggabungkan sepasang glass slide. Lalu glass slide yang sudah
terpasang diisi dengan aquades untuk memastikan ge/ cassetfe-nya tidak
mengalami kebocoran. Setelah itu,gel SDS PAGE dengan konsentrasi 15% dibuat
dengan komposisi sesuai urutan pada tabel 2. Separating gel dibuat terlebih
dahulu lalu dituang ke dalam ge/ cassette hingga batas tertentu. Setelah separating
gel-nya membeku, stacking gel-nya dibuat dan dituang diatas separating gel
hingga memenuhi ge/ cassette. Kemudian comb ditempatkan secara hati-hati agar
tidak terbentuk gelembung udara.

Tabel 1. Komposisi gel SDS PAGE untuk dua gel

Separating Gel (15%) Stacking Gel
Buffer A SmL -
Buffer B - 25mL
30% Acrylamid 5mL 1 mL
Water - 1.45 mL
10% APS 250 pl 20 pt
Temed Sul 2.5ul

Sebanyak 25 pl sampel protein disiapkan dan ditambahkan dengan 5x SDS
loading buffer (250 mM Tris-HCI pH 6.8, 10% SDS, 0.5% BPB, 50% gliserol,
100 mM DTT) (yang telah ditambahkan 100 mM DTT) sebanyak 5 pl. Lalu
sampel dipanaskan pada suhu 95°C selama 5 menit. Sampel selanjutnya
dimasukkan ke dalam gel dan disertakan dengan 10 pl prestained protein ladder.
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Gel di-running dengan arus 200 volt dan 200 mA selama 40 menit. Setelah
selesai, gel dilepaskan dari cassette-nya dengan hati-hati dan stacking gel-nya
dibuang. Selanjutnya separating gel direndam dalam akuades dan dipanaskan di
microwave pada kondisi medium high selama 1 menit. Selanjutnya aquades gel
dicuci lagi dengan aquades sebanyak dua kali selama 10 menit di suhu ruang
pada shaker berkecepatan 70 rpm. Lalu gel direndam dengan commassie staining
blue selama semalam diatas shaker berkecepatan 70 rpm pada suhu ruang.
Selanjutnya commassie staining blue dibuang dan gel dicuci dengan aquades
sebanyak tiga kaliselama 10 menit di suhu ruang dan diatas shaker dengan
kecepatan 70 rpm sebelum gel didokumentasikan menggunakan scanner.

E. Pengamatan
a. Daya Hambat Bakteri Terhadap Jamur

Pengukuran daya hambat bertujuan untuk mengetahui besar kecilnya
aktivitas antagonis kedua isolat bakteri terhadap jamur C. gloeosporioides.
Pengamatan ini dilakukan selama 8 hari setelah aplikasi kultur cair bakteri di
media tumbuh jamur. Daya hambat bakteri ini dihitung berdasarkan rumus yang
dikemukakan oleh Islam ef al. (2012):

K -DpP
DK

persentase (%) zona hambat = X 100%

Dimana : DK = Diameter kontrol
DP = Diameter perlakuan

b. Pengukuran Konsentrasi Protein

Pengukuran konsentrasi protein dilakukan untuk mengukur jumlah protein
yang berhasil diekstraksi dari sampel. Kegiatan ini dilakukan setelah proses
ekstraksi protein dengan bantuan Quick Start™ Protein Assay Kit (Biorad).
Sebelum menghitung konsentrasi protein hasil ekstraksi, terlebih dahulu dibuat
kurva standar protein menggunakan 2 mg/mlbovine serum albumin (BSA). Tujuan
pembuatan kurva standar ini adalah sebagai acuan dalam menentukan konsentrasi
protein sampel. Kurva standar BSA dibuat dengan komposisi tertentu seperti yang
tersaji di Tabel 2. Dari masing-masing kuvet, diambil 20 pLdan ditambahkan
dengan 1 mL 1x Bradford dye reagent. Selanjutnya campuran dihomogenkan dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 10 menit. Kemudian masing-masing campuran
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tersebut dibuat dalam duva ulangan dan diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 595 nm. Nilai absorbansi yang
diperoleh selanjutnya digunakan untuk menghitung nilai regresi dari kurva standar
tersebut.

Setelah kurva standar selesai diukur, sampel hasil ekstraksi disiapkan
sebanyak 20 pLlalu dilarutkan dengan 1 mL Bradford dye reagent dan diinkubasi
pada suhu ruang selama 10 menit. Kemudian masing-masing campuran tersebut
dibuat dalam dua ulangan dan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer
pada panjang gelombang 595 nm. Setelah diperoleh nilai absorbansinya,
konsentrasi protein sampel dapat ditentukan dengan membandingkan nilai
absorbansi sampel dan nilai regresi kurva standar BSA menggunakan rumus
berikut :

Nilai Absorbansi Protein Sampel
Nilai Regresi Kurva Standar BSA

Konsentrasi protein (pg/pL) =

Tabel 2. Komposisi pembuatan kurva standar BSA

No.

Vol. BSA Vol Buffer Konsentrasi
Kuvet Sumber BSA )
(nh) Sampel (ul)  Protein (ug/mL)

1 70 Stok (2mg/mL) - 2000

2 75 Stok (2mg/mL) 25 1500

3 70 Stok (2mg/mL) 70 1000

4 35 Kuvet 2 35 750

5 70 Kuvet 3 70 500

6 70 Kuvet 5 70 250

7 70 Kuvet 6 70 125

8 0 0 70 0




BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Daya Hambat Bakteri Antagonis terhadap Jamur C. gloeosporioides.

Masing-masing  isolat  bakteri (UBCR-036  dan  UBCF-013)
memperlihatkan kemampuan antagonis terhadap C. gloeosporioides yang
bervariasi (Gambar 3, 4, 5 dan 6) pada berbagai perlakuan pH. Bakteri UBCR-036
menunjukkan daya hambat tertinggi pada pH 6 sebesar 25,2% yang diperoleh
pada 8 HSA. Daya hambat terendah ditunjukkan pada pH 9 sebesar 12,05% pada
8 HSA. Pada pH 5, 7, dan 8, daya hambat bakteri ini mencapai 17,83% (7 HSA),
22,22% (8 HSA), dan 17,14% (8 HSA) (Gambar 3). Walaupun persentase daya
hambat pada semua perlakuan pH mengalami peningkatan mulai dari hari kelima
hingga kedelapan, namun persentasenya tidak tinggi dan juga kurang stabil jika
dibandingkan dengan persentase per harinya.

[N
Ln

o
<

Daya hambat (%)
=

I 2 3 4 s 6 7 8
Hari Setelah Aplikasi (HSA)
=¢=pH 5 ~li=pH 6 ~A—pH 7 =>=pH 8 ==pH 9

Gambar 3. Daya hambat isolat bakteri UBCR-036 terhadap jamur C.
gloeosporioides pada berbagai level pH.
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Berikut adalah dokumentasi uji antagonis media padat antara isolat bakteri
UBCR-036 dengan jamur (. gloeosporioides pada 8 HSA menggunakan metode
difusi agar di media PDA. Pada gambar dibandingkan antara kontrol yaitu hanya
Jamur yang tumbuh pada media dan perlakuan yaitu bakteri tumbuh bersama
Jjamur pada media :

™ 1

g | Kontrol

| Perlakuan

Gambar 4. Uji antagonis bakteri UBCR-036 dengan Jamur C. gloeosporioides di
media padat pada 8 HSA. 5,6, 7, 8,9 = pH

Sementara itu, isolat bakteri UBCF-013 memperlihatkan daya hambat
tertinggi pada pH 5 sebesar 19,68% pada 4 HSA dan daya hambat terendah pada
pH 8 sebesar 7,73% pada 8 HSA. Selain pH 5 dan pH 8, daya hambat bakteri
UBCF-013 di pH 6, 7, dan 9 menunjukkan penekanan sebesar 15,79% (5 HSA),
10,88% (7 HSA), dan 14,58% (3 HSA) (Gambar 6). Dari grafik juga dapat dilihat
bahwa pada pH 5 dan 6 persentase daya hambat per harinya cukup stabil,
walaupun mengalami penurunan tapi tidak terlalu signifikan. Berbeda dengan pH
7 dan 9 yang sangat fluktuatif, sedangkan pada pH 8, persentase daya hambatnya
terlihat pada 5 HSA namun pada hari 1-4 HSA persentase daya hambatnya 0%
dan jika dibandingkan dengan perlakuan pH yang lain, persentase daya hambat
pada pH 8 memang tergolong rendah.
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Gambar 5. Daya hambat isolat bakteri UBCF-013 terhadap jamur C.
gloeosporioides pada berbagai level pH.

Berikut adalah dokumentasi uji antagonis media padat antara isolat bakteri
UBCR-036 dengan jamur C. gloeosporioides pada 8 HSA menggunakan metode
difusi agar di media PDA. Pada gambar dibandingkan antara kontrol yaitu hanya
Jamur yang tumbuh pada media dan perlakuan yaitu bakteri tumbuh bersama

jamur pada media :

' Perlakuan

Gambar 6. Uji antagonis bakteri UBCF-013 dengan jamur C. gloeosporioides di
media padat pada 8 HSA. 5,6, 7, 8, 9 = pH
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| Besarnya daya hambat yang dihasilkan oleh kedua isolat bakteri (UBCR-
036 dan UBCF-013) sangat fluktuatif pada setiap rentang pH. Hal itu disebabkan
karena masing-masing bakteri menghasilkan senyawa antijamur dengan Jjumlah
yang berbeda dari hari pertama hingga hari terakhir saat bakteri tersebut sedang
tercekam dengan keberadaan jamur dan lingkungan yang ekstrim seperti pH
media yang berbeda-beda. Selain itu ada faktor lain yang menyebabkan fluktuasi
tersebut yaitu mekanisme umpan balik atau feedback. Menurut Kowalak (2011)
mekanisme tersebut ada yang bersifat positif dan negatif, produksi senyawa
antijamur akan meningkat jika mekanismenya bersifat positif karena rangsangan
yang dihasilkan juga besar dan mekanismenya negatif jika produksi senyawa
antijamur akan berkurang apabila jumlah rangsangan dari lingkungan sudah
sangat berlebihan, hal itulah yang menyebabkan naik turunnya persentase daya
hambat yang dihasilkan oleh kedua isolat bakteri (UBCR-036 dan UBCF-013)
dalam menghambat pertumbuhan jamur C. gloeosporioides.

Selain itu, hal yang menyebabkan terjadinya ketidakstabilan persentase
daya hambat atau produksi senyawa yang dihasilkan oleh bakteri dari hari
pertama hingga hari terakhir aplikasi adalah proses mekanisme antagonis dari
bakteri tersebut. Menurut Harman (2003), mekanisme dari mikroorganisme
antagonis terbagi 4 yaitu kompetisi, antibiosis, parasitisme, dan lisis. Kompetisi
adalah usaha untuk memperoleh keuntungan substrat atau nutrisi inang
(karbohidrat, nitrogen, factor tumbuh) dan tempat (tempat reseptor sel dan
oksigen), antibiosis adalah penghambatan atau perusakan melalui hasil metabolit,
termasuk kemampuannya mengeluarkan zat beracun toksin, parasitisme terjadi
bila organisme yang satu menyerap nutrisi dari organisme lain., dan lisis adalah
destruksi, desintegrasi, disolusi, atau dekomposisi sel atau jaringan inang.

Setiap jenis bakteri memiliki kemampuan daya hambat yang berbeda pada
lingkungan yang berbeda. Ahlem et al. (2012) menyatakan bahwa 9 jenis isolat
bakteri Bacillus amyloliquefaciens mampu menekan pertumbuhan Botrytis
cinerea pada kisaran pH 7,5-10. Sementara itu, Sugita e al. (1997) menyatakan
bahwa sifat antagonis suatu mikroorganisme terhadap mikroorgansime lain dapat
terjadi karena adanya senyawa, seperti antibiotik, bakteriosin, siderofor, lisozim,
protease, H,O,(asam organik). Namun, kemampuan antagonis dari senyawa yang
dihasilkan oleh mikroorganisme antagonis itu bervariasi tergantung pada kondisi
lingkungan yang sedang dihadapinya.Senyawa yang dihasilkan ini dapat berupa
satu senyawa saja atau lebih.Pada studi yang lain, Prashar e al. (2013)



22

melaporkan bahwa kemampuan bakteri Bacillus sp dalam menekan pertumbuhan
jamur Fusarium oxysforum yang paling optimum adalah pada pH 6,5. Namun
pada penelitian Nalisha et al. (2006), diperoleh pH yang optimum dari bakteri
Bacillus subtilis untuk menekan pertumbuhan dari Sclerotium rolfsii adalah pH 11
pada 2 HSA dengan besar zona hambat 31,57%, dan diikuti oleh pH 5 dengan
besar persentase zona hambat 28,33% pada 1 HSA.

Walaupun kemampuan daya hambat dari isolat bakteri UBCR-036 lebih
tinggi dibandingkan dengan UBCF-013. Namun persentase daya hambat tertinggi
isolat UBCR-036 ini terjadi pada 8 HSA sementara daya hambat tertinggi dari
isolat UBCF-013 muncul4 HSA. Dari persentase daya hambat yang dihasilkan
oleh isolat bakteri UBCR-036 pada PH 6 memperlihatkan kenaikan persentase
dari hari pertama hingga terakhir pengamatan saat aplikasi namun untuk
memperoleh persentase daya hambat yang tinggi diperlukan waktu yang cukup
lama, berbeda dengan isolat bakteri UBCF-013 yang memperlihatkan persentase
daya hambat tertinggi pada pH 5 di 4 HSA cukup stabil hingga pada hari terakhir
pengamatan. Jika dilihat dari aspek aplikasi untuk dilapangan, yang dibutuhkan
selain persentase daya hambat yang tinggi yaitu kestabilan dari daya hambat yang
diberikan oleh bakteri terhadap jamur. Sedangkan untuk pH yang optimum untuk
pertumbuhan jamur C. gloeosporioides adalah pada kisaran pH 5-7, namun seiring
bertambahnya pH pada lingkungan tumbuh Jamur tersebut, maka pertumbuhan
jamur C. gloeosporioides lebih lambat (Pandey et al., 2012). Namun jika ada
mikroorganisme lain seperti bakteri pada media tempat jamur tersebut tumbuh
maka pertumbuhan jamur C. gloeosporioides lebih lambat lagi jika dibandingkan
dengan tanpa adanya mikroorganisme lain.

Pada penelitian Yani (2012), isolat bakteri UBCF-013 teridentifikasi
sebagai bakteri Bacillus cellulosilyticus dari hasil analisis BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) dengan tingkat homologi 91%.Data BACMAP (Bacterial
Genome Atlas) menyebutkan bahwa pH optimum untuk pertumbuhan bakteri B,
cellulosilyticus adalah antara 8-10. Data yang diperoleh dari penelitian ini
menunjukkan bahwa daya hambat tertinggi dari isolat UBCF-013 terhadap jamur
C. gloeosporioides lebih tinggi pada pH 5 yang bukan pH optimum bagi
pertumbuhan bakteri tersebut. Dari hal tersebut dapat diasumsikan bahwa bakteri
B. cellulosilyticus dapat mengeluarkan senyawa antijamur lebih banyak saat
induksi dengan pH 5 dan keberadaan jamur C. gloeosporioides
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Sementara itu Riwany (2012) menyatakan bahwa Isolat bakteri UBCR-036
diidentifikasi sebagai Bacillus sp. Isolat bakteri UBCR-036 merupakan bakteri
rizoplan yang diperoleh dari perakaran bawang. Baik bakteri rizoplan maupun
filoplan, keduanya memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai agen biokontrol
bagi fitopatogen. Hanya saja, sejauh ini pengembangan bakteri filoplan masih
relatif sedikit informasinya jika dibandingkan dengan bakteri rizoplan.

B. Uji Antagonis Media Cair atau Ko-Kultur

Untuk memastikan bahwa terjadi proses antagonis antara jamur dan
bakteri selama ko-kultur dilakukan pengukuran massa miselia jamur sebelum dan
sesudah ko-kultur. Hasil tersebut sesuai dengan pendapat Pandey et al. (2012)
dimana pH optimum untuk pertumbuhan jamur C. gloeosporioides lebih baik
pada pH 5-7 dan menurun saat pH menjadi lebih basa. Massa miselia jamur yang
digunakan yaitu 0.015 gram sebelum dimasukkan pada media perlakuan. Pada
bakteri UBCR-036 maupun UBCF-013, massa miselia jamur setelah inkubasi
selama 24 jam (Gambar 7 dan 8) pada kontrol lebih tinggi di pH 6 dan terendah
pada pH 9, namun pada perlakuan ko-kultur, pertumbuhan jamur C.
gloeosporioides lebih tertekan pada pH 7 jika dibandingkan dengan pH yang
lainnya. pH optimum dalam menekan pertumbuhan jamur C. gloeosporioides
pada media cair berbeda dengan media padat, kemungkinan hal itu
disebabkankarena interaksi antara jamur dan bakteri di media cair terjadi secara
langsung sedangkan di media padat tidak karena diberi jarak 3 cm antara jamur

dan bakteri. Data miselia jamur dalam bentuk tabel disajikan pada lampiran 4.
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Gambar 7. Diagram massa miselia jamur C. gloeosporioides sebelum dan sesudah
ko-kultur dengan isolat bakteri UBCR-036
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Gambar 8 Diagram massa miselia jamur C. gloeosporioides sebelum dan sesudah
ko-kultur dengan isolat bakteri UBCF-013

Persentase daya hambat yang dihasilkan oleh kedua isolat bakteri pada uji
antagonis media cair lebih tinggi pada pH 7 yaitu 96.43% untuk bakteri UBCR-
036 dan 96.09% untuk bakteri UBCF-013. Hasil tersebut berbeda dengan uji
antagonis di media padat. Hal tersebut disebabkan karena pada uji antagonis
media cair, bakteri dan jamur berkompetisi langsung pada media sedangkan pada
media padat, tempat tumbuh bakteri dan jamur diberi jarak 3 cm.
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C. Profil Protein Bakteri Antagonis pada Berbagai Level pH Selama Proses
Interaksinya dengan Jamur C, gloeosporioides

Setelah itu dilakukan ekstraksi protein untuk memperoleh protein
intraseluler dan ekstraseluler dari kedua isolat bakteri antagonis dan sebelum
dilakukan pengamatan pola pita protein melalui SDS PAGE, dilakukan
pengukuran konsentrasi protein sampel dengan menggunakan kurva standar BSA
(Gambar 9). Pada pembuatan kurva standar akan diperoleh nilai regresi dan
persamaannya dan nilai regeresi yang diharapkan yaitu sama atau hampir sama
dengan 1. Kemudian dari nilai persamaan yang diperoleh pada kurva standar yaitu
y = 0,.1712x — 0.1464, maka akan didapatkan konsentrasi protein dari setiap

sampel baik protein intraseluler maupun ekstraseluler (Tabel 3 dan 4).

Kurva standar BSA

1,4 —— — - — -
TR y=0,1712x - 0,1464 B
’ R?=0,9937
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nomor kuvet

Gambar 9. Kurva standar BSA
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Tabel 3. Kadar protein intraseluler dan ekstraseluler bakteri UBCR-036

Protein Ekstraseluler Protein Intraseluler
pH Absorban Kadar protein (ug/pl) Absorban Kadar protein (pg/pl)

kontrol ko-kultur kontrol ko-kultur| kontrol ko-kultur kontrol ko-kultur
1.11 1.21 7.33 7.95 0.29 0.23 2.54 222
0.90 0.82 6.12 5.67 0.18 0.16 1.93 1.79
1.31 1.08 8.52 7.19 0.40 048 3.18 3.68
1.31 0.90 8.52 6.12 0.25 0.24 2.31 223
1.43 1.47 9.19 943 0.15 0.37 1.74 3.00

O 02O

Tabel 4. Kadar protein intraseluler dan ekstraseluler bakteri UBCF-013

Protein Ekstraseluler Protein Intraseluler
pH Absorban Kadar protein (ug/pl) Absorban Kadar protein (ug/pl)
kontrol ko-kultur kontrol ko-kultur | kontrol ko-kultur kontrol ko-kultur
0.67 0.34 4.79 2.87 0.82 0.70 5.64 4.95
1.00 091 6.71 6.17 0.37 0.56 3.03 4.13
1.18 1.29 7.73 8.40 0.12 0.25 1.53 232
1.21 1.21 7.91 7.91 0.10 0.11 1.44 1.47
1.43 1.46 9.23 9.40 0.10 0.50 1.44 3.79

O 0 O

Untuk mengamati protein-protein yang terlibat selama proses ini dilakukan
analisis profil protein. Analisis ini memanfaatkan teknik elektroforesis berupa
SDS PAGE yang berguna untuk memisahkan protein berdasarkan berat
molekulnya Davis et al. (1994). Dari hasil SDS-PAGE, masing-masing isolat
bakteri antagonis (UBCR-036 dan UBCF-013) memperlihatkan profil protein
yang beragam selama proses interaksinya dengan jamur C. gloeosporioides
(gambar 5 dan 6). Profil protein yang diamati dari masing-masing isolat bakteri
meliputi protein intraseluler dan protein ekstraseluler dan konsentrasi protein yang
di-loading saat SDS PAGE terlebih dahulu disamakan agar setiap kontrol dapat
dibandingkan dengan perlakuan ko-kultur. Untuk bakteri UBCR-036, konsentrasi
protein sampel yang di-/oading adalah 12.4 pg/20 pl untuk protein ekstraseluler
dan 3.0 pg/20 pl untuk protein intraseluler, kemudian konsentrasi protein
ekstraseluler bakteri UBCF-013 yang di-loading adalah 6.9 pg/20 ul sedangkan
protein intraseluler yaitu 2.0 pg/20 ul.

Dari gambar 10, dapat dilihat pada protein intraseluler (10a), terdapat pita
protein dengan ukuran 70 kDa, 55 kDa, 43 kDa, 40 kDa, dan 38 kDa (lebih jelas
pada tabel 5). Protein pada ukuran sekitar 70 kDa muncul pada semua kontrol
maupun perlakuan ko-kultur namun ketebalannya berbeda, lalu pita protein pada
ukuran sekitar 55 kDa hanya terdapat pada kontrol pH 5. Pada protein ukuran
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sekitar 43 kDa muncul pada pH 5,8, dan 9 baik pada kontrol maupun perlakuan
ko-kultur. Kemudian protein ukuran 40 kDa dan 38 kDa hanya muncul pada pH
5,6 dan 7 dengan intentsitas ketebalan yang berbeda. Jika dikaji mengenai kontrol
pada setiap level pH, maka terlihat bahwa semakin tinggi pH maka protein yang
disekresikan oleh bakteri UBCF-013 semakin berkurang dan intensitasnya juga
menurun seperti protein dengan ukura sekitar 70 kDa yang tersekresi pada setiap
level pH namun ketebalan pita proteinnya berbeda. Banyak protein yang
mengalami wup regulated saat perlakuan ko-kultur namun ada juga yang
mengalami down regulated. Protein up regulated pada perlakuan ko-kultur
terdapat pada pH 6,8, dan 9 dengan ukuran protein sekitar 70 kDa, hal yang sama
juga terdapat pada protein dengan ukuran sekitar 55 kDa di pH 8 dan 9, lalu
protein dengan ukuran sekitar 40 kDa dan 38 kDa di pH 7, sedangkan protein
yang mengalami down regulated terdapat pada pH 6 dengan ukuran 38 kDa dan
pH 5 dengan ukuran 55 kDa, 40 kDa dan 38 kDa.

Pada protein ekstraseluler (10b), terdapat pita protein pada ukuran 58 kDa,
40 kDa, dan 25 kDa (lebih jelas pada tabel 5). dari keseluruhan perlakuan pH pada
protein ekstraseluler tidak terdapat perbedaan pola pita, yang berbeda hanya
intensitas protein yang disekresikan oleh bakteri UBCF-013 baik pada kontrol
maupun perlakuan ko-kultur. Hal itu dapat terlihat pada protein ukuran 58 kDa
yang mengalami down regulated di pH 6 dan up regulated di pH 7 pada perlakuan
ko-kultur. Perbedaan pola pita protein yang dihasilkan tergantung kepada
seberapa tingginya tekanan yang dihadapi oleh bakteri dan konsentrasi protein
yang disekresikan. Semakin tebal pita protein maka semakin tinggi konsentrasi
protein dan sebaliknya, semakin tipis pita protein maka semakin kecil konsentrasi
yang dihasilkan.
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Gambar 10.Visualisasi SDS PAGE protein intraseluler (a) dan ekstraseluler (b)
bakteri UBCF-013 pada berbagai level pH. Konsentrasi gel yang
digunakan adalah 15% ; M = prestained protein ladder ; F5-F9 =
sampel bakteri yang tidak diko-kultur pada masing-masing pH ; C5-
C9 = sampel bakteri yang diko-kultur pada masing-masing pH ;
panah merah = protein down regulated ; panah kuning = protein up
regulated.

Selain protein up regulated dan down regulated, juga terdapat pita protein
yang tidak memiliki perbedaan pola pita baik pada kontrol maupun ko-kultur.
Seperti pada pita protein intraseluler bakteri UBCF-013 ukuran sekitar 40 kDa
pada pH 6, kemudian pada protein ekstraseluler dengan pita protein ukuran sekitar
58 kDa tidak terdapat perbedaan ketebalan pita protein kecuali pada pH 6, lalu
pada ukuran sekitar 25 kDa di semua masing-masing perlakuan pH baik pada
kontrol maupun perlakuan ko-kultur. Hasil SDS PAGE protein intrseluler maupun
ekstraseluler bakteri UBCF-013, pita protein yang kemungkinan terkait dengan
aktivitas antagonistik yaitu pita protein ukuran sekitar 40 dan 58 kDa.



Tabel 5. Pita protein intraseluler dan ekstraseluler bakteri UBCF-013

ukuran pita Intraseluler Ekstraseluler

protein (kDa) S 6 7 8 9 5 6 7 8 9
70 S & - & »]- - -
58 - [T ¥ 8T 3T
55 g - - Y - - - - -
40 y £ 4 - T T T T T
38 N e A - -
25 - - 1T T T % %

Keterangan 1‘= protein up regulated ; = protein down regulated ; § = tidak

terdapat perbedaan pita ; strip (-) = tidak ada pita protein; 5-9 = pH

Pada protein intraseluler bakteri UBCR-036 (Gambar 11a), terdapat
protein pada ukuran 120 kDa, 55 kDa, 40 kDa, dan 35 kDa (lebih jelas pada Tabel
6). Protein pada ukuran sekitar 120 kDa cukup unik karena hanya muncul pada
pH 7 saat perlakuan ko-kultur, sedangkan protein ukuran sekitar 55 kDa muncul
pada setiap perlakuan kecuali pH 9 dan pada protein ukuran sekitar 35 kDa
muncul pada setiap perlakuan namun intensitasnya berbeda, baik pada protein
ukuran sekitar 55 kDa, 40 kDa, dan 35 kDa lebih tebal pada pH 7 dibandingkan
pH yang lain baik di kontrol maupun perlakuan ko-kultur. Protein up regulated
terdapat pada protein ukuran 55 kDa di pH 5, 6, 7, dan 9, kemudian protein
ukuran 40 kDa pada perlakuan ko-kultur di pH 5,6, dan 7 saat perlakuan ko-
kultur, sedangkan protein down regulated terdapat pada protein ukuran 55 kDa
dan 40 kDa di pH 8 saat perlakuan ko-kultur. Pada protein ekstraseluler (Gambar
11b), cukup banyak protein yang disekresikan oleh bakteri UBCR-036, yaitu pada
ukuran sekitar 120 kDa, 115 kDa, 105 kDa, 100 kDa, 75 kDa, 55 kDa, dan 40 kDa
(lebih jelas pada Tabel 6). Protein yang mengalami up regulated terdapat pada pH
7 dengan ukuran protein sekitar 115 kDa, 75 kDa, 55 kDa, dan 40 kDa saat
perlakuan ko-kultur, kemudian protein ukuran sekitar 55 kDa pada pH 8, dan
protein ukuran sekitar 75 kDa di pH 9 di perlakuan ko-kultur, sedangkan protein
down regulated terdapat di pH 8 pada protein ukuran sekitar 120 kDa saat
perlakuan ko-kultur.

Faktor yang dapat mendukung keberhasilan untuk mendapatkan pita
protein ekstraseluler dan intraseluler saat SDS PAGE adalah faktor teknis saat
proses ekstraksi protein, dimana perlunya ketelitian pada setiap tahapan yang
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dilakukan agar protein dapat diperoleh dalam jumlah banyak dan dengan
konsentrasi yang tinggi.

Gambar 11. Visualisasi SDS PAGE protein intraseluler (a) dan ekstraseluler (b)
bakteri UBCR-036 pada berbagai level pH. Konsentrasi gel yang
digunakan adalah 15% ; M = prestained protein ladder ; F5-F9 =
sampel bakteri yang tidak diko-kultur pada masing-masing pH ; C5-
C9 = sampel bakteri yang diko-kultur pada masing-masing pH ;
panah merah = protein down regulated ; panah kuning = protein up
regulated.

Sama halnya dengan bakteri UBCF-013, pada bakteri UBCR-036 juga
terdapat pita protein yang tidak memiliki perbedaan pola pita baik pada kontrol
maupun ko-kultur. Dapat dilihat pada Tabel 6, pada pita protein intraseluler
bakteri UBCR-036 ukuran sekitar 35 kDa kecuali pada pH 9, kemudian pada
protein ekstraseluler dengan pita protein ukuran sekitar 55 kDa tidak terdapat
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perbedaan ketebalan pita protein kecuali pada pH 7 dan 8, lalu pada ukuran sekitar
40 kDa kecuali pada pH 7, 8, dan 9. Pada hasil SDS PAGE protein intrseluler
maupun ekstraseluler bakteri UBCF-013, pita protein yang kemungkinan terkait
dengan aktivitas antagonistik yaitu pita protein ukuran sekitar 120, 55 dan 40 kDa.

Tabel 6. Pita protein intraseluler dan ekstraseluler bakteri UBCR-036

ukuran pita Intraseluler Ekstraseluler

protein (kDa) 5 6 7 8 9 5 6 7 8 9
120 - - Q - - - - - * -
115 T .
75 A - 4
55 EN Y 3
40 .
35 - - -

Keterangan : f— protein up regulated ; = protein down regulated ; § = tidak
terdapat perbedaan pita ; strip (-) = tidak ada pita protein; 5-9 = pH

Faktor lingkungan seperti pH dapat mempengaruhi aktivitas antijamur dari
suatu mikroorganisme, karena tekanan yang dialami oleh suatu mikroorganisme
dapat mendorong produksi senyawa untuk pertahanan diri. Seperti yang
dilaporkan oleh Raaijmakers (2002) faktor abiotik seperti pH dapat
mempengaruhi produksi dari senyawa yang dihasilkan oleh bakteri, Karena itu
pola pita yang dihasilkan oleh bakteri saat diamati melalui SDS-PAGE juga dapat
berbeda akibat perbedaan lingkungan tumbuh dari bakteri tersebut. Dalam studi
yang dilakukan oleh Wang et al. (2012) dilaporkan bahwa pH optimum bakteri
Bacillus coagulans TQ33 terkait aktivitas antijamur berada di pH 6. Ditambahkan
lagi oleh Katz and Demain (1997) sebagian besar produksi senyawa antijamur,
terjadi pada fase eksponensial tergantung pada beberapa kondisi seperti strain
mikroorganisme, komposisi media, dan waktu inkubasi, temperatur, dan pH.

Senyawa antijamur yang diproduksi oleh suatu mikroorganisme dapat
berupa metabolit sekunder,yang produksinya dipengaruhi oleh variasi dari faktor
lingkungan seperti sumber karbon dan nitrogen, kecepatan tumbuh, kondisi yang
berubah-ubah (suplai oksigen, suhu, cahaya, dan pH) (Augustine ef al., 2004 ; Lin
et al., 2010 ; Rulz et al, 2010). Beberapa penelitian juga telah berhasil
mengidentifikai jenis protein yang terkait dengan aktivitas senyawa antijamur.
Diantaranya yaitu Wong et al. (2008) menemukan bahwa protein pada ukuran
sekitar 50 kDa adalah Baciamin yang dihasilkan oleh Bacillus amyloliquefaciens.
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kemudian Tan et al., (2013) melaporkan bahwa protein antijamur yang dihasilkan
oleh Bacillus subtilis diantaranya bacisubin (41.9 kDa), protein dari B.s G87
(50.8 kDa), protease (41.38 kDa), bacillomycin D synthetase A (448.21 kDa).
Selain itu Dhinakaran et al., (2012) juga memperoleh protein yang dihasilkan oleh
bakteri Corynebacterium sp. Yaitu pada ukuran 34 kDa dan 71 kDa.

Protein intraseluler dan ekstraseluler yang disekresikan dari kedua isolat
bakteri (UBCR-036 dan UBCF-013) dipengaruhi oleh dua kondisi lingkungan.
Hal yang pertama yaitu pH pada media yang berbeda-beda dan keberadaan jamur
C. gloeosparioides. Untuk melihat pita protein yang kemungkinan terkait dengan
aktivitas antijamur, selain pada pita protein spesifik yang hanya muncul saat
perlakuan ko-kultur namun juga pada pita protein yang mengalami up regulated
pada perlakuan ko-kultur.



BAB V KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN
Dari hasil penelitian yang telah diperoleh dapat diambil kesimpulan, yaitu :

1. Isolat bakteri UBCR-036 memberikan daya hambat lebih tinggi terhadap
jamur C. gloeosporioides dibandingkan isolat bakteri UBCF-013

2. Daya hambat tertinggi untuk isolat UBCR-036 dalam menghambat
pertumbuhan jamur C. gloeosporioides pada media padat adalah pada pH
6 sebesar 25.20% pada 8 HSA, sedangkan untuk isolat UBCF-013 adalah
pH 5 dengan dayahambat19.68% pada 4 HSA.

3. pH optimum dari kedua isolat bakteri (UBCR-036 dan UBCF-013) dalam
menghambat pertumbuhan jamur C. gloeosporioides pada media cair atau
ko-kultur adalah pH 7 sebesar 96.43 % untuk UBCR-036 dan 96.09%
untuk UBCF-013.

B. SARAN

Diperlukan lagi optimasi lingkungan tumbuh untuk meningkatkan
persentase daya hambat yang dihasilkan oleh kedua isolat bakteri (UBCR-036 dan
UBCF-013) seperti suhu dan komposisi nutrisi. Selain itu, dalam proses ekstraksi
protein perlu diperhatikan efektivitas masing-masing tahapan ekstraksi agar
diperoleh konsentrasi protein yang lebih tinggi.
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Lampiran 1. Jadwal penelitian

6€

No Kegiatan Oktober November Desember Januari Februari Maret April
nm | m nm | m M| Iv nmjimj|iv In|mijiIv 11 Im | v [ mjiv
1 Persiapan alat dan bahan
2 Peremajaan isolat bakteri
dan jamur
Uji antagonis bakteri
3 terhadap jamur secara in-
vitro pada berbagai level
pH
4 Ko-kultur bakteri dan
jamur
Ekstraksi protein total
bakteri antagonis :
5 Intraseluler dan
ekstraseluler
6 SDS PAGE
7 Pengamatan
8 Penulisan skripsi
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Lampiran 2. Pembuatan Medium

A. Pembuatan Media
1. Medium NA (Nutrient Agar)

Medium NA digunakan untuk peremajaan kultur bakteri Bahan yang
digunakan adalah beef extract sebanyak 0.75 gram, pepton 1.25 gram dan agar for
bacteriological3.75 gram yang dimasukkan ke dalam erlenmeyer dengan
menambahkan akuadest 250 ml dan dimasakdengan hotplate magnetic stirer hingga
mendidih dan homogen. Selanjutnya disterilkan dengan autoklaf pada tekanan 15 psi
dan suhu 121°C.

2. Medium PDA (Potato Dextrose Agar)

Medium PDA digunakan untuk peremajaan kultur jamur. Bahan yang
digunakan adalah 100 gram umbi kentang yang telah dikupas dan dicuci hingga
bersih lalu dipotong dadu dengan ukuran 1 cm? kemudian dimasukkan kedalam
erlenmeyer dengan menambahkan 250 ml aquades dan dimasak hingga mendidih.
Setelah mendidih bahan disaring, ampas umbi kentang dibuang dan airnya diambil.
Setelah itu, agar premium 7,5 gram dan D-glukosa 10 gram ditambahkan dan media
dicukupkan dengan aquades sampai volume 500 ml. Selanjutnya, media
dimasakdengan hotplate magnetic stirersampai mendidih dan homogen. Setelah itu,
disterilkan dengan autoklaf pada tekanan 15 psi dan suhu 121°C.

3. Medium LB (Luria Bertani)

Bahan yang digunakan adalah sebanyak 1,25 gram yeast extract, 2,5 gram
tripeptone, 2,5 gram NaCl dan 25 pl NaOH 10 N dilarutkan dengan 250 ml aquades
dalam botol media dan diaduk, kemudian disterilisasi dengan autoclave pada suhu
121°C dan tekanan 15 psi.
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Lampiran 3. Daya hambat (%) bakteri UBCR-036 dan bakteri UBCF-013 terhadap
jamur C. gloeosporioides pada berbagai perlakuan pH pada media padat

UBCR-036

Hari ke- Level pH

Setelah H5 H6 H7 HS

aplikasi p P p p pH
1 1143£391 342£37 2112432 10812270 19124l
2 667309 766+512 227+533 2984398  3.57+3.57
3 1729+142 5714462 -037+331 2144265 889456
4  1415+580 585+£296 097+£270  0.66+£274  -133+122
5 13242452 1083+3.01 269+195  778+446  1.82+426
6 1624469 1805+291 1139£237 13.9+569  452+331
7 17832412 2198135 173+386  1556+550  5.63+4.11
8  1696+3.65 2524104 2222+189 17.14+5.12  12.05+4.09

UBCF-013

Hari ke- Level pH

:::;::: pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9
1 1612408 5142239 4622322 14172373 7275407
2 19144426 875+ 401 75171 -1032£354 74481
3 18894304 14.14+189 158+235 8424432  14.5+3.90
4 1968177 151+ 079 222+351 -478+496  83+286
5 19132238 1579110 642+286 -073+377  733+279
6 192+ 202 1463+122 345£323  656+£402 6.1+ 173
7 15442246 1247178 1088275 7.16+324 9174232
8 12194193 12.09+206 1054+399 7.73+456  7.01+351




42

Lampiran 4. Massa miselia jamur C. gloeosporioides pra ko-kultur dan pasca ko-
kultur dengan isolat bakteri UBCR-036 dan bakteri UBCF-013

UBCR-036
pH Kontrol  Kontrol setelah inkubasi Pra ko-kultur Pascakokultur ~ Perseniase (6)
daya hambat
5 0.015 0.095 0.015 0.011 £0.0014 88.42
6 0.015 0.122 0.015 0.0115+0.0021 90.57
7 0.015 0.098 0.015 0.0035 + 0.0021 96.43
8 0.015 0.086 0.015 0.0125+0.0007 85.47
9 0.015 0.02 0.015 0.004 £0.0014 80.00
UBCF-013
pH  Kontrol Kontrol setelahiokubasi  Prakokultr  Pascakokulr PErScatase (%)
daya hambat
5 0.015 0.09 0.015 0.012 +0.0000 86.67
6 0.015 0.154 0.015 0.081+0.0014 47.40
7 0.015 0.115 0.015 0.0045 +£0.0021 96.09
8 0.015 0.076 0.015 0.039+0.0014 48.68
9 0.015 0.016 0.015 0.014£0.0014 12.50




