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Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan dan mengetahui identitas bakteri 

endofit yang mempunyai kemampuan antagonis terbaik terhadap P. aroidearum. 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian dan 

Laboratorium Ilmu Penyakit Tanaman Fakultas Pertanian Universitas Lampung 

dari bulan Agustus 2022-Maret 2023. Sebanyak 92 isolat diduga bakteri endofit 

berhasil diisolasi dari tiga varietas tanaman padi (Pajajaran, Srikandi 80, dan Inpari 

32). Hasil uji antagonis menunjukkan tujuh isolat bakteri (IA1, PB123, PB121, 

PB12, PB11, PD21, dan PA12) memiliki kemampuan antagonis terhadap P. 

aroidearum, sementara 85 isolat lainnya tidak. Hasil uji biokimia menunjukkan 

empat isolat (IA1, PB123, PB121, dan PA12) bakteri gram negatif sedangkan tiga 

isolat (PB12, PB11 dan PD21) gram positif. Ketujuh isolat negatif pada uji 

hipersensitif, hipovirulen, Arginine Dihydrolase positif, tumbuh pada suhu 39 ºC 

dan 40 ºC. Isolat IA1, PB12 dan PB11 tidak pendar ketika ditumbuhkan pada media 

King’s B, tetapi PB123, PB121 dan PA12 pendar. Enam isolat positif uji 

Lechitinase, casein, mampu melarutkan fosfat, tapi tidak untuk isolat IA1. Semua 

isolat bersifat soft rot negatif dan O/F, kecuali isolat PB12 dan PB11 bersifat soft 

rot positif dan O. Isolat IA1, PB123, PB121, PA12, PB12 dan PB11 mampu 

menggunakan D-melibiose, D-arabinose, Citric acid monohydrate, Glycerol, 

Mannitol, Ascorbic acid, Myo-inositol, Lactose, Sodium L-glutamat, Trisodium 

citrate dihydrate, M-tartrate, Starch, D-tartrate, D-raffinose, dan 5-ketogluconate. 

Isolat PD21 tidak mampu menggunakan 16 bahan organik yang diujikan. Isolat 

PA12 merupakan isolat dengan kemampuan antagonis tertinggi. Hasil analisis 

sekuen 16SrDNA menunjukkan bahwa isolat PA12 berada satu kelompok dengan 

Pseudomonas aeruginosa.  

 

Kata Kunci:  antagonis, endofit padi, identifikasi, karakterisasi dan P.aroidearum
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang  

 

Padi (Oryza sativa) adalah salah satu tanaman pangan utama bagi masyarakat 

Indonesia. Saat ini, pasokan beras di Indonesia selalu mengalami fluktuasi. Hal ini 

disebabkan oleh adanya kendala-kendala dalam produksi di pusat-pusat penghasil 

beras. Berbagai kendala tersebut diantaranya adalah anomali iklim seperti curah 

hujan yang tidak menentu dan gangguan patogen tanaman padi. Patogen yang 

menyerang tanaman padi yaitu Xanthomonas oryzae pv. oryzae penyebab 

penyakit hawar daun bakteri, Pyricularia oryzae penyebab penyakit blast, 

Helminthosporium oryzae penyebab bercak daun, Drechslera oryzae penyebab 

bercak coklat, virus tungro, kerdil rumput dan kerdil hampa (Semangun, 2008). 

 

Kehilangan hasil pertanian di Indonesia khususnya tanaman padi yang diakibatkan 

oleh gangguan hama dan penyakit tanaman masih sangat tinggi dan cenderung 

meningkat. Pestisida saat ini masih menjadi pilihan utama untuk mengendalikan 

serangan hama dan patogen tanaman. Penggunaanya yang dilakukan secara terus 

menerus dan tidak bijaksana ternyata menimbulkan dampak negatif bagi 

lingkungan, pengguna dan konsumen (Djojosumarto, 2000). Kematian organisme 

non-target, pencemaran lingkungan, resistensi hama dan patogen tanaman 

terhadap jenis pestisida tertentu, keracunan, dan residu bahan kimia berbahaya 

pada produk pertanian merupakan contoh dampak negatif dari penggunaan 

pestisida (Djojosumarto, 2000). Untuk mengurangi dampak negatif dari 

penggunaan pestisida, maka perlu dicari alternatif pengendalian yang aman dan 

ramah lingkungan. Salah satunya adalah dengan pengendalian hayati.  
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Pengendalian hayati merupakan teknik pengendalian hama dan patogen tanaman 

yang didasarkan pada pemanfaatan mikroba antagonis. Mikroba antagonis 

merupakan jasad renik yang diperoleh dari alam baik berupa bakteri, cendawan, 

actynomycetes, maupun virus yang dapat menekan dan menghambat organisme 

pengganggu tanaman (OPT) (Tombe, 2002 dalam Hanudin dan Marwanto, 2012). 

Mekanisme penekanan perkembangan penyakit dapat berupa antibiosis. 

Antibiosis merupakan mekanisme antagonis yang dengan menghasilkan metabolit 

sekunder berupa antibiotik (Haggag and Mohamed, 2007). Pengendalian hayati 

dengan memanfaatkan bakteri endofit banyak diteliti pada saat ini. Bakteri endofit 

dilaporkan dapat menginduksi ketahanan tanaman terhadap patogen tanaman 

(Balosi dkk., 2014).  

 

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang hidup dan berasosiasi dengan 

jaringan tanaman tanpa menimbulkan gejala penyakit pada tanaman tersebut. 

Keberadaan bakteri-bakteri endofit di dalam jaringan tanaman selain berperan 

dalam perbaikan pertumbuhan tanaman (plant growth promotion), bakteri endofit 

diduga juga mampu meningkatkan sistem pertahanan tanaman terhadap gangguan 

penyakit tanaman (Backman and Sikora, 2008). Namun begitu, hingga saat ini 

belum ada laporan tentang keberadaan dan kemampuan bakteri endofit tanaman 

padi yang berperan sebagai antagonis P. aroidearum. 

 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah: 

1. Mendapatkan bakteri endofit yang mempunyai kemampuan antagonis 

terhadap P. aroidearum. 

2. Mengetahui identitas bakteri endofit yang mempunyai kemampuan antagonis 

terbesar terhadap P. aroidearum. 

 

 

1.3 Kerangka Pemikiran  

 

Pectobacterium sp. yang sebelumnya dikenal dengan nama Erwinia merupakan 

patogen tanaman penyebab penyakit busuk lunak pada tanaman pangan dan 
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tanaman hias. Pectobacterium sp. dilaporkan tersebar di seluruh dunia, dengan 

kisaran inang yang luas (Ma et al., 2007; Toth et al., 2021). Pectobacterium spp. 

dilaporkan dapat menyerang berbagai jenis tanaman pangan seperti padi, konjak; 

buah-buahan termasuk melon, nanas, mulberi; sayuran seperti sawi putih, kentang, 

brokoli, bawang daun, kubis, wortel, seledri; dan tanaman hias seperti dollar dan 

tsukena (Goto, 1965; Ma et al., 2007; Kaneshiro et al., 2008; Suharjo, 2013). 

 

Penyakit busuk lunak merupakan salah satu kendala dalam peningkatan produksi 

tanaman pangan seperti padi dan jagung baik di dalam maupun di luar negeri 

(Parent et al., 1996; Hanudin dan Suhardi, 2009). Gejala akibat serangan patogen 

ini pada umumnya busuk lunak pada jaringan tanaman yang terinfeksi. Hingga 

saat ini, pengendalian penyakit busuk lunak masih bertumpu pada penggunaan 

bakterisida. Penggunaan pestisida yang secara tidak bijaksana dapat menimbulkan 

dampak negatif bagi lingkungan, pengguna, dan konsumen (Djojosumarto, 2000). 

Kematian organisme non-target, pencemaran lingkungan, resistensi hama dan 

patogen tanaman terhadap jenis pestisida tertentu, keracunan, dan residu bahan 

kimia berbahaya. Dilihat dari dampak negatif penggunaan pestisida, maka perlu 

dilakukan pengendalian dengan memanfaatkan agens hayati. 

 

Beberapa mikroba antagonis seperti Pseudomonas brassicacearum PP1-210F dan 

PA1G7 dan Bacillus simplex BA2H3 dilaporkan memiliki kemampuan untuk 

menghambat pertumbuhan Pectobacterium secara in-vitro (Leventors et al., 2008; 

Ortet et al., 2011; Zhou et al., 2012; Schwarts et al., 2013). Beberapa isolat 

bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman padi dilaporkan mampu menghambat 

pertumbuhan miselia beberapa patogen pada tanaman padi seperti Fusarium 

oxysporum, P. oryzae, dan Rhizoctonia solani secara in-vitro (Munif et al., 2012).  

Menurut Habazar dan Yaherwandi (2006), bakteri endofit seperti B. subtilis dan 

P. fluorescens telah banyak digunakan sebagai agens pengendali hayati patogen 

tumbuhan, karena kedua bakteri tersebut mampu menghasilkan senyawa 

antimikroba dan ketahanan terhadap serangan patogen tumbuhan. B.subtilis 

mampu menekan perkembangan patogen tular tanah seperti Erwinia sp., 

Rhizoctonia sp., Fusarium sp., dan Aspergillus sp. (Muis, 2007).
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Tanaman Padi 

 

Tanaman padi adalah tanaman yang dibudidayakan secara umum untuk memenuhi 

kebutuhan masyarakat indonesia. Pemenuhan kebutuhan yang semakin meningkat 

menyebabkan tingginya permintaan berbanding terbalik dengan kondisi 

lingkungan penanaman. Padi memiliki beberapa varietas dan banyak ditanam di 

Asia kecuali di Korea dan Jepang (Silitonga, 2010). Proses budidaya tanaman padi 

membutuhkan air 150 mm per bulan, atau dengan kata lain membutuhkan curah 

hujan > 200 mm/bulan, tumbuh optimum pada suhu 15 -30 °C, kelembapan 40 - 

60%, dan ketinggian 0-1500 mdpl (Supartha dkk., 2012). 

 

 

2.1.1 Taksonomi dan Morfologi Tanaman Padi  
 

Klasifikasi padi dalam sistematika tumbuhan menurut Purwono dan Purnamawati 

(2007) : 

Divisi   : Angiospermae 

Kelas   : Monocotyledonae 

Ordo   : Poales 

Family  : Graminae 

Genus   : Oryza 

Spesies  : Oryza sativa 

 

Padi termasuk golongan tumbuhan Graminae dengan batang yang tersusun dari 

beberapa ruas. Ruas-ruas itu merupakan bubung kosong yang pada kedua 

ujungnya ditutup oleh buku. Ruas-ruas tersebut memiliki panjang yang tidak 

sama. Pada buku bagian bawah dari ruas, tumbuh daun pelepah yang membalut 

ruas sampai buku bagian atas. Tepat pada buku bagian atas, ujung dari daun 
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pelepah memperlihatkan percabangan di mana cabang yang terpendek menjadi 

lidah daun dan bagian yang terpanjang dan terbesar menjadi daun kelopak yang 

memiliki bagian telinga daun pada sebelah kiri dan kanan (Tjitrosoepomo, 1998). 

 

Daun tanaman padi muncul pada buku-buku dengan susunan berseling dan 

berbentuk lanset (sempit memanjang) serta memiliki pelepah daun. Tiap buku 

tumbuh satu daun yang terdiri dari pelepah daun, helai daun, telinga daun dan 

lidah daun (Purwono dan Purnamawati, 2007). Daun terpanjang tanaman padi 

berada pada daun keempat dari daun bendera.  

 

Batang tanaman padi berbentuk bulat, berongga dan beruas. Antara ruas yang satu 

dengan yang lain dipisahkan oleh satu buku. Ruas batang tanaman padi sangat 

pendek dan rapat pada awal pertumbuhan dan akan memanjang ketika memasuki 

fase produktif. Batang sekunder tumbuh pada bagian buku paling bawah dan 

batang sekunder akan menjadi batang tersier (Meiliza, 2006). 

 

 

2.1.2 Syarat Tumbuh Tanaman Padi  

 

Tanaman padi tumbuh di daerah dengan iklim tropis dan subtropis dengan garis 

lintang 450 lintang utara dan 450 lintang selatan dengan kondisi panas dan 

kelembapan yang tinggi. Tanaman padi menghendaki sinar matahari penuh 

selama 12 jam. Proses budidaya tanaman padi membutuhkan air 150 mm per 

bulan, atau dengan kata lain membutuhkan curah hujan > 200 mm/bulan, tumbuh 

optimum pada suhu 15-30 °C, kelembapan 40-60%, dan ketinggian 0-1500 mdpl 

(Supartha dkk., 2012).  

 

Tanaman padi dapat tumbuh dengan baik di daerah yang berhawa panas dan 

banyak mengandung uap air dengan curah hujan rata-rata 200 mm perbulan atau 

lebih, dengan distribusi selama 4 bulan. Curah hujan yang dikehendaki sekitar 

1500-2000 mm pertahun dengan ketinggian tempat berkisar antara 0-1500 m dpl. 

Tanah yang baik untuk pertumbuhan tanaman padi adalah tanah sawah dengan 

kandungan fraksi pasir, debu dan lempung dengan perbandingan tertentu dan 

diperlukan air dalam jumlah yang cukup dengan ketebalan lapisan atasnya sekitar 

18-22 cm dengan pH 4-7 (Surowinoto, 1982).  
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2.1.3 Kendala dalam Budidaya Tanaman Padi 
 

Kendala utama dalam budidaya tanaman padi yaitu gangguan hama dan penyakit 

tanaman. Penyakit penting pada tanaman padi antara lain:  hawar daun bakteri 

(Xanthomonas campestris pv. oryzae), penyakit tungro (virus tungro), bercak 

daun pyricularia (Pyricularia grisea), busuk batang (Helminthosporium 

sigmoideun), hawar pelepah daun (Rhizoctonia solani Kuhn), kerdil hampa (Reget 

stunt) dan kerdil rumput (Grassy stunt) (Semangun, 2008). Hama-hama yang 

banyak ditemui menyerang tanaman padi sawah antara lain penggerek batang padi 

(Sesamia inferens, Chilo suppressalis, Tryporyza innotata, Nymphula depunctalis 

dan Scircophaga incertulas), hama wereng coklat dan hijau (Nilaparvata lugens 

dan Nepotetix apicalis), walang sangit (Leptocorisa acuta), hama lembing hijau 

(Nezara viridula), keong mas (Pomacea canaliculata), tikus (Ratus-ratus sp.) dan 

hama unggas (burung) (Kalshoven, 1981; Pathak, 1977). 

 

 

2.2 Penyakit Busuk Batang Padi 
 

2.2.1 Gejala Penyakit 

 

Penyakit busuk batang padi yang disebabkan oleh P. aroidearum memiliki 

beberapa gejala. Gejala dari serangan patogen ini umumnya busuk lunak pada 

jaringan yang terinfeksi, berlendir, dan terdapat bercak coklat kehitaman disekitar 

bagian tanaman yang terinfeksi (Goto, 1992). Gejala lain penyakit ini 

menyebabkan terjadinya kebusukan pada batang sehingga batang tanaman padi 

mudah roboh atau rebah. 

 

 

2.2.2 Penyebab Penyakit 

 

Pada umumnya penyakit busuk lunak pada tanaman disebabkan oleh kelompok 

bakteri gram negatif dari genus Pectobacterium seperti Pectobacterium 

aroidearum, Pectocterium carotovorum subsp. carotovorum (Erwinia carotovora 

subsp. carotovora) dan Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum (P. 

carotovorum subsp. atrosepticum syn. E. carotovora subsp. atroseptica) atau 

Dikeya dadantii (D. dadantii syn. E. chrysanthemi) (Samson et al., 2005). 
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2.2.3 Epidemiologi 
 

Patogen ini mempunyai aktivitas pektolitik yang kuat sehingga menyebabkan 

busuk lunak pada tanaman. Bakteri ini menyerang jaringan tanaman pada 

umumnya melalui pelukaan dan juga dapat melalui lubang alami (Joko et al., 

2011). Penyakit busuk batang berkembang sangat baik pada kelembapan tinggi 

dan suhu sekitar 30 °C. 

 

 

2.2.4 Pengendalian Penyakit Busuk Batang Padi 

 

Penyakit busuk lunak merupakan salah satu kendala dalam peningkatan produksi 

tanaman pangan seperti padi dan jagung baik di dalam maupun diluar negeri 

(Parent et al., 1996; Hanudin dan Suhardi, 2009). Gejala akibat serangan patogen 

Pectobacterium umumnya busuk lunak pada jaringan tanaman yang terinfeksi. 

Hingga saat ini, pengendalian penyakit busuk lunak masih bertumpu dengan 

penggunaan bakterisida. Dilihat dari dampak penggunaan pestisida yang tidak 

bijaksana, maka perlu dilakukan pengendalian dengan memanfaatkan agensia 

hayati khususnya bakteri endofit yang bersifat antagonis terhadap patogen 

penyebab penyakit busuk lunak Pectobacterium aroidearum.  

 

 

2.3 Bakteri Endofit 

 

Bakteri endofit merupakan bakteri saprofit yang hidup dan berasosiasi dengan 

jaringan tanaman sehat tanpa menimbulkan gejala penyakit (Hallmann et al., 

1997; Backman and Sikora, 2008). Beberapa bakteri endofit dapat menghasilkan 

hormon perangsang pertumbuhan tanaman, salah satunya adalah IAA (Indole 

Acetic Acid) atau dikenal dengan auksin. Auksin berperan memacu pertumbuhan 

tanaman dan biasanya ditemukan pada jaringan meristem (Spaepen et al., 2007). 

Bakteri endofit selain berperan dalam peningkatan pertumbuhan tanaman, juga 

mampu memobilisasi fosfat dan berperan sebagai pengendali hayati (Hallmann, 

2001 dalam Ramadhan, 2017).  
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2.3.1 Bakteri Endofit Tanaman Padi 

 

Beberapa bakteri endofit tanaman padi telah berhasil diisolasi, antara lain 

Bacillus, Curtobacterium, Methylobacterium, Sphingomonas, Pantoea, Bacillus, 

Brevibacillus, Mycobacterium, Enterobacter, Chryseobacterium (Mano et al., 

2007). Bakteri endofit tersebut dilaporkan mampu berperan sebagai agen 

biokontrol, menekan perkembangan patogen tanaman, dan beberapa jenis 

nematoda melalui mekanisme langsung maupun tidak langsung.  

 

Bakteri endofit yang berasal dari akar tanaman padi (Pseudomonas fluorescens 

dan Bacillus thuringiensis) dilaporkan mampu menghasilkan hormon 

pertumbuhan tanaman  seperti asam indol asetat, dan mampu mengikat nitrogen 

yang dapat memperbaiki pertumbuhan tanaman (Mbai et al., 2013). Hasil  

penelitian Chung et al. (2015) juga menunjukkan bahwa bakteri endofit yang 

diisolasi dari akar padi sawah mampu menghambat pertumbuhan miselia beberapa 

patogen pada tanaman padi seperti Fusarium oxysporum, P. oryzae, dan 

Rhizoctonia solani secara in vitro. 

 

 

2.4 Metode Identifikasi Bakteri 

 

Salah satu langkah awal untuk menentukan identitas suatu bakteri yaitu dengan 

mengetahui karakteristik biokimia bakteri tersebut dengan melakukan serangkaian 

uji buikimia (Schaad et al., 2001 dalam Suharjo dkk., 2022). Uji biokimia 

merupakan metode standar untuk identifikasi suatu bakteri tumbuhan  tersebut 

termasuk ke dalam bakteri patogen atau bukan. Uji biokimia yang dilakukan 

untuk mengetahui karakteristik bakteri antara lain uji gram, uji hipersensitif, uji  

soft rot, uji hipovirulen, uji O/F, uji arginine dihydrolase, dan uji kemampuan 

tumbuh pada suhu 39 ºC dan 40 ºC.
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat  

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2022 hingga Maret 2023. Penelitian 

ini dilakukan di Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan, Jurusan Proteksi Tanaman 

dan Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas 

Lampung. Langkah-langkah yang dilakukan dalam penelitian ini yang pertama 

yaitu eksplorasi bakteri endofit yang berasal dari tanaman padi. Langkah yang 

kedua yaitu setelah diperoleh bakteri endofit dari tanaman padi, kemudian 

dilakukan uji antagonis untuk mengetahui kemampuan dalam menghambat 

pertumbuhan P. aroidearum. Langkah selanjutnya dilakukan beberapa uji pada 

bakteri yang bersifat antagonis terhadap P. aroidearum. Beberapa uji yang 

dilakukan yaitu uji karakterisasi bakteri, uji pelarut fosfat, dan identifikasi 

molekuler. 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu alat untuk isolasi bakteri sampai 

uji antagonis, uji karakterisasi bakteri, dan identifikasi molekuler. Alat yang 

digunakan untuk isolasi bakteri sampai uji antagonis yaitu Laminar Air Flow 

(LAF), bunsen, tabung eppendorf 1,5 mL, jarum ose, pinset, scalpel, gunting, 

cawan petri, mikropipet, dan erlemeyer. Alat yang digunakan untuk uji 

karakterisasi bakteri yaitu tabung reaksi, erlenmeyer, bunsen, gelas ukur, cawan 

petri, jarum ose, jarum ent, Laminar Air Flow (LAF), rotamixer, timbangan 

elektrik, autoklaf, mikropipet, kertas merang, water bath, pinset, plastik tahan 

panas, nampan, spidol, pisau, penggaris, plastik wrapping, tissue, alumunium 

foil, karet gelang, korek api, kapas, dan alat tulis. Alat yang digunakan untuk 

identifikasi molekuler yaitu cetakan gel 20x16x1 cm3, freezer, mikropipet 0 - 
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1000 µL, pipet tip 0 - 1000 µL, tabung eppendorf 100 µL, microcentrifuge, 

mesin PCR, alat elektroforesis, dan gel documentation system. 

 

Beberapa bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu bahan untuk 

isolasi bakteri sampai uji antagonis, uji karakterisasi bakteri, dan identifikasi 

molekuler. Bahan yang digunakan untuk isolasi sampai uji antagonis yaitu 

tanaman padi, alkohol 70%, air steril, media Yest Pepton Agar (YPA), dan 

media Potato Peptone Glucose Agar (PPGA). Bahan yang digunakan untuk uji 

karakterisasi bakteri yaitu minyak parafin, HCl, KOH 3%, 5% NaCl, alkohol 

70%, sodium hypochlorite 2%, Oksidatif/Fermentatif (O/F), media Skim Milk, 

media Ayer’s, media Yeast Peptone (YP), media moeller,  media King’s B, 

media YP Broth, media pikovskaya, Water Agar (WA), akuades, benih 

mentimun, kentang, tanaman padi, tembakau, egg yolk, Bromothymol Blue 

(BTB) 2 %, Mannitol, Ascorbic acid, M-tartrate, Starch, Myo-inositol, D-

melibiose, D-tartrate, D-raffinose, 5-ketogluconate, Lactose, Inulin, D-

arabinose, Cisaconitic acid, Citric acid monohydrate, Trisodium citrate 

dihydrate, dan Sodium L-glutamat. Bahan yang digunakan untuk identifikasi 

molekuler yaitu ethidium bromide (EtBr), MyTaqTM Red Mix, DNA primer 

(fD1 dan rP2), marker DNA ladder, loading dye, buffer TE, agarose, dan air 

steril. 

 

 

3.3 Metode Penelitian 

 

3.3.1 Pengambilan Sampel Tanaman Padi 

 

Pengambilan sampel tanaman padi dilakukan pada bulan Agustus 2022. Varietas 

tanaman padi yang dipakai yaitu Inpari 32, Srikandi 80, dan Pajajaran. Sampel 

(tanaman padi sehat) diambil sebanyak satu rumpun untuk setiap varietas 

tanaman padi secara acak dari lahan persawahan di Desa Sukadamai, Kecamatan 

Natar, Kabupaten Lampung Selatan, dengan titik koordinat -5,2416090, 

105,3030000. Kemudian sampel dibawa ke Laboratorium Bioteknologi 

Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung untuk diisolasi setiap 

bagiannya. 
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3.3.2 Isolasi Bakteri Endofit Tanaman Padi 

 

Isolasi dilakukan di dalam Laminar Air Flow (LAF) dengan cara disiapkan 18 

tabung eppendorf  1,5 mL yang berisi 1 mL akuades steril untuk setiap bagian 

tanaman. Tanaman padi yang diisolasi yaitu akar, batang, dan daun. Tanaman padi 

yang telah diambil dari lahan pertanaman padi di Desa Sukadamai dicuci bagian 

akarnya menggunakan air hingga bersih dari tanah yang menempel. Setiap bagian 

tanaman padi (akar, batang, daun) disterilisasi menggunakan alkohol. Alkohol 

disemprotkan pada setiap bagian tanaman dan didiamkan selama 1 menit. Setiap 

bagian tanaman yang sudah disterilisasi menggunakan alkohol kemudian dipotong 

kecil-kecil (+ 5 mm) menggunakan gunting atau skapel steril. Potongan tersebut 

selanjutnya dibilas kembali dengan menyelupkan ke dalam air steril. Setiap bagian 

dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang berisi air steril dengan dua kali 

ulangan lalu dihaluskan dengan menekan bagian tanaman menggunakan pinset 

sampai hancur dan didiamkan selama 5 menit. Setelah 5 menit, diambil satu ose 

suspensi dan digoreskan di atas media Yeast Pepton Agar (YPA). 

 

 

3.3.3 Pemurnian dan Peremajaan 

 

Pengamatan dilakukan terhadap bentuk dan warna koloni. Setiap koloni dengan 

bentuk dan warna yang sama diambil satu koloni (sebagai representasi kelompok 

bakteri tersebut) dan digores ke dalam tabung reaksi berisi media Potato Peptone 

Glucose Agar (PPGA). Isolat tersebut diremajakan pada media yang sama. 

Sebelum dilakukan pengujian isolat harus diremajakan 1 hari sebelumnya pada 

media Potato Peptone Glucose Agar (PPGA). 

 

 

3.3.4  Uji Kemampuan Bakteri Endoffit dalam Menghambat Pertumbuhan  

P. aroidearum secara In Vitro 

 

Pengujian ini dilakukan menggunakan ± 20 mL media Potato Peptone Glucose 

Agar (PPGA) dengan suhu  40 oC yang telah ditambahkan 100 µL suspensi 

bakteri P. aroidearum yang kemudian dituangkan ke dalam cawan petri (Gambar 

1). Setelah media padat, bakteri antagonis digoreskan pada cawan petri. 

Pengamatan terhadap pertumbuhan zona bening dilakukan setiap hari selama 
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tujuh hari dengan menggambar zona bening yang terbentuk di sekitar koloni 

bakteri menggunakan plastik transparan dan spidol kemudian luas zona bening 

dihitung menggunakan kertas milimeterblock. Uji antagonis dikelompokkan 

berdasarkan besarnya nilai penghambatan (Saraswati, 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1.  Skema uji kemampuan antagonisme bakteri. Goresan bakteri (gb), 

luas zona bening (lzb).  

 

 

3.3.5 Karakterisasi Bakteri  

 

3.3.5.1 Uji Gram 

 

Uji gram dilakukan dengan metode Ryu untuk mengelompokkan bakteri endofit 

ke dalam kelompok gram positif ataupun gram negatif (Anasari, 2022). 

Pengujian dilakukan dengan cara meneteskan satu tetes larutan KOH 3% diatas 

kaca preparat, kemudian diambil satu ose biakan bakteri yang berumur 24 jam 

yang ditumbuhkan di media Potato Peptone Glucose Agar (PPGA) miring 

dicampurkan dan setelah tercampur merata kemudian diangkat ose secara 

perlahan. Apabila terbentuk benang lendir yang tidak terputus sepanjang kurang 

lebih 1 cm, maka bakteri tersebut merupakan bakteri gram negatif, dan apabila 

tidak terbentuk lendir maka bakteri tersebut merupakan kelompok bakteri gram 

positif (Suharjo dkk., 2022). 

gb 

lzb 
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3.3.5.2 Uji Hipersensitif 
 

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui apa respon tanaman tembakau setelah 

diinokulasi bakteri endofit tanaman padi. Uji dilakukan dengan mengambil satu 

ose bakteri yang berumur 24 jam dari media Potato Peptone Glucose Agar 

(PPGA) dan disuspensikan menggunakan 1 mL air steril setelah itu dimasukkan 

ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL. Selanjutnya suspensi bakteri endofit 

dihomogenkan menggunakan rotamixer. Suspensi bakteri tersebut diambil 

sebanyak 300 µL dan disuntikkan pada daun tembakau tepat diantara kedua 

epidermis daun tembakau menggunakan jarum suntik. Bagian area tepi suntikan 

diberi label nama dan diinkubasi selama 24-48 jam. Jika setelah diinkubasi 

terdapat gejala nekrotik pada area inokulasi maka reaksi ini menunjukkan reaksi 

positif, sedangkan jika tidak terdapat gejala nekrotik maka reaksi ini menunjukkan 

reaksi negatif (Baroroh dkk., 2014).  

 

 

3.3.5.3  Uji Soft rot 
 

Uji soft rot dilakukan untuk mengetahui isolat bakteri endofit tanaman padi yang 

digunakan termasuk ke dalam bakteri penyebab busuk lunak atau tidak. Pengujian 

ini menggunakan umbi kentang dengan cara mencucinya sampai bersih 

selanjutnya umbi kentang dipotong dengan ketebalan + 1 cm. Umbi kentang yang 

telah dipotong kemudian dicuci dengan air mengalir selama 30 – 45 menit. 

Setelah itu, irisan umbi kentang ditiriskan di atas tissue kemudian dimasukkan ke 

dalam cawan petri. Sebanyak 1 ose biakan murni (dari agar miring) diambil dan 

digoreskan pada tengah umbi kentang. Untuk menjaga kelembapan, tambahkan 1 

mL akuades steril dipinggir cawan petri dan diinkubasi di suhu ruang. 

Pengamatan dilakukan 24 jam setelah inokulasi. Suatu bakteri dikatakan soft rot 

positif apabila bakteri tersebut menyebabkan busuk lunak pada umbi kentang 

yang telah diinokulasikan (Suharjo dkk., 2022). 

 

 

3.3.5.4  Uji Hipovirulen 

 

Uji ini menggunakan mentimun sebagai tanaman indikator. Benih mentimun 

direndam di dalam air hangat (± 45 oC) selama 30 menit, setelah itu direndam 
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dalam alkohol selama 10 detik, direndam dalam air klorok 0,3% selama 10 detik, 

dan dicuci tiga kali menggunakan akuades. Cara membuat air klorok 0,3% yaitu 

dengan mencampurkan air steril dan larutan klorok dengan kandungan klorok 

sebanyak 0,3% dari jumlah air steril. Benih dikecambahkan di atas kertas merang 

lembap dalam nampan. Nampan ditutup menggunakan wrap selama dua hari. 

Setelah dua hari, empat benih dipindahkan ke dalam cawan petri berisi media 

water agar untuk diinkubasi dalam suhu kamar selama satu hari. Cara membuat 

media water agar adalah dengan cara memasukkan 2 g agar dan 500 mL air steril 

ke dalam erlenmeyer lalu disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit 

pada suhu 121oC dan tekanan 1 atm.  

 

Isolat bakteri endofit tanaman padi yang digunakan untuk uji hipovirulen  

berumur 24 jam. Suspensi dibuat dengan memasukkan 1 mL air steril ke dalam 

tabung eppendorf 1,5 mL, lalu sebanyak satu ose isolat bakteri endofit diambil 

dan dihomogenkan menggunakan rotamixer. Suspensi tersebut diambil 

sebanyak 300 µL, diteteskan di tengah-tengah hipokotil bibit mentimun berumur 

tiga hari. Setiap isolat diulang sebanyak tiga kali. Pengamatan dilakukan setiap 

hari selama empat belas hari terhadap gejala nekrotik yang muncul. Pengamatan 

gejala bertujuan untuk menentukan Indeks Keparahan Penyakit (Disease 

Severity Index/DSI). Isolat dikatakan hipovirulen jika nilai DSI < 2. Rumus 

Disease Severity Index (DSI) yang digunakan adalah sebagai berikut 

(Supriyanto, 2009): 

DSI = 
∑N

Z
 

dengan: 

DSI = Indeks Keparahan Penyakit;  

N = Skor keparahan penyakit pada masing-masing sampel (Tabel 1);  

Z = Jumlah sampel yang digunakan. 
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Tabel 1. Skor keparahan penyakit 

Skor Gejala 

0 sehat, tidak ada infeksi pada hipokotil 

1 satu atau dua bercak coklat muda < 0,25 cm 

2 bercak coklat muda <0,5 cm dan area kebasahan <10% pada 

hipokotil 

3 bercak coklat muda sampai tua >1 cm yang kemudian bergabung 

dengan bercak lainnya. Daerah kebasahan 10%<x<100% pada 

hipokotil (daun belum layu dan hipokotil masih putih) 

4 hipokotil kolap, daun layu, dan bibit mati. 

Sumber: Supriyanto (2009). 

 

 

3.3.5.5  Uji Oksidatif/Fermentarif (O/F) 

 

Uji O/F bertujuan untuk mengetahui sifat isolat bakteri termasuk aerob atau 

anaerob. Pengujian dilakukan menggunakan media O/F yang dibuat dengan cara 

memasukkan 0,938 g O/F Basal Medium, 1 g glukosa, dan 100 mL akuades ke 

dalam erlenmeyer. Campuran dipanaskan menggunakan microwave. Media 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi steril sebanyak 4 mL kemudian disterilisasi 

menggunakan autoklaf. Isolat bakteri yang berumur 24 jam diambil menggunakan 

jarum preparat kemudian dimasukkan ke dalam media O/F sampai dasar tabung, 

diulang dua kali. Salah satu tabung ditutup dengan minyak parafin steril sebanyak 

1 mL. Pengamatan dilakukan selama tujuh sampai empat belas hari. Pengamatan 

dilakukan terhadap perubahan warna media O/F. Apabila warna hijau berubah 

menjadi kuning terjadi pada media yang ditambah dan tidak ditambah minyak 

parafin berarti bakteri tersebut bersifat fermentatif. Sebaliknya, apabila terjadi 

perubahan warna hanya pada media yang tidak ditambah minyak parafin berarti 

bakteri tersebut bersifat oksidatif (Tito, 2014 dalam Prasojo, 2022). 

 

 

3.3.5.6  Uji Casein 

 

Uji casein bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam menghidrolisis 

protein. Uji casein dilakukan menggunakan media Skim Milk Agar (SMA). Cara 
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membuatnya adalah dengan mencampur 5,1 g bubuk Skim Milk Agar (SMA), 1,5 

g agar batang, dan 100 mL akuades. Pengujian dilakukan dengan mengambil satu 

ose isolat bakteri yang berumur 24 jam, selanjutnya digoreskan pada cawan petri 

yang berisi media Skim Milk Agar (SM Agar). Setelah itu bakteri diinkubasi pada 

suhu 28 °C selama 24-48 jam. Apabila terdapat zona bening disekitar goresan 

bakteri maka reaksi ini menunjukkan reaksi positif, sedangkan jika tidak terdapat 

zona bening maka reaksi ini menunjukkan reaksi negatif (Fardiaz, 1992 dalam 

Prasojo, 2022). 

 

 

3.3.5.7 Uji Fluoresensi pada Media King’s B 

 

Uji ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam menghasilkan 

fluoresen. Pengujian dilakukan dengan menggunakan media King’s B. Cara 

membuat media adalah dengan mencampurkan 20 g peptone, 1,5 g K2HPO4, 1,5 g 

MgSO47H2O, 15 mL glycerol, 15 g agar, dan 1000 mL akuades. Kemudian 

disterilkan menggunakan autoklaf. Setelah media King’s B disiapkan lalu isolat 

bakteri pada media PPGA yang berumur 24 jam diambil sebanyak satu ose 

menggunakan jarum ose lalu digoreskan secara zig-zag pada media King’s B dan 

inkubasi selama 24-48 jam pada suhu 28 °C. Apabila bakteri memproduksi 

pigmen fluoresen maka reaksi akan terlihat ketika biakan bakteri disinari ultra 

violet (UV) menghasilkan warna hijau berpendar (Schaad et al., 2001 dalam 

Prasojo, 2022). 

 

 

3.3.5.8 Uji Lecithinase 

 

Uji lecithinase merupakan uji yang dilakukan untuk mengetahui kemampuan 

bakteri memproduksi enzim lecithinase. Pengujian ini menggunakan media 

berbahan dasar YPA dan egg yolk. Bahan yang digunakan dalam pembuatan 

media YPA antara lain 10 g pepton, 5 g yeast, 20 g agar, dan 1000 mL akuades. 

Pengujian dilakukan dengan cara menuangkan 1 mL egg yolk (kuning telur) ke 

dalam cawan petri. Setelah itu 10 mL media YPA dituangkan ke dalam cawan 

petri dan digoyang perlahan agar egg yolk tercampur merata dengan media. 

Setelah padat, sebanyak satu ose biakan bakteri berumur 24 jam digoreskan pada 
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media dan diinkubasi selama tujuh hari pada suhu ruang. Pengamatan dilakukan 

setiap hari. Hasil positif ditunjukkan dengan adanya daerah putih disekitar bakteri 

(Suharjo dkk., 2022). 

 

 

3.3.5.9 Uji Arginine Dihydrolase  

 

Uji arginine dihydrolase merupakan uji yang dilakukan untuk mengetahui 

kemampuan bakteri dalam memproduksi enzim arginine dihydrolase yang akan 

memecah arginine sehingga dapat digunakan bakteri sebagai sumber karbon dan 

sebagai energi untuk pertumbuhanya. Pengujian dilakukan menggunakan media 

moeller 21 g dan 1000 mL akuades dan dihomogenkan. Setelah itu media tersebut 

dipanaskan menggunakan microwave dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

sebanyak 4 mL dan selanjutnya disterilitasi menggunakan autoklaf. Pengujian 

dilakukan dengan mengambil isolat bakteri yang berumur 24 jam menggunakan 

jarum preparat dan ditusukkan ke media moeller sampai dasar tabung. Lalu dua 

tabung dengan isolat bakteri yang sama salah satunya diberi minyak parafin steril 

dan salah satunya tidak diberi minyak parafin. Selanjutnya di inkubasi pada suhu 

28 oC dan diamati selama tujuh sampai empat belas hari. Pengamatan dilakukan 

untuk melihat perubahan warna yang terjadi, apabila terjadi perubahan warna 

media dari merah kecoklatan menjadi warna ungu maka menunjukkan reaksi 

positif, sedangkan apabila terjadi perubahan warna media menjadi warna kuning 

maka menunjukkan reaksi negatif (Suharjo dkk., 2022). 

 

 

3.3.5.10 Uji Kemampuan Tumbuh pada Suhu 39 oC dan 40 oC 

 

Uji ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri apakah dapat 

tumbuh pada suhu 39 oC dan 40 oC. Pengujian dilakukan menggunakan media 

Yeast Pepton (YP) dengan bahan yang digunakan antara lain 10 g pepton, 5 g 

yeast, dan 1000 mL akuades. Semua bahan dicampur hingga homogen, setelah itu 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi masing- masing tabung berisi 5 ml media dan 

diautoklaf pada suhu 121 ºC selama 10 menit. Diambil satu ose bakteri yang 

berumur 24 jam dan disuspensikan ke dalam tabung eppendorf 1,5 mL yang telah 

berisi 1 mL air steril. Selanjutnya suspensi tersebut dihomogenkan menggunakan 
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rotamixer. Setelah itu suspensi diambil menggunakan jarum preparat dan 

dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi media Yeast Pepton (YP). 

Kemudian bakteri di inkubasi di dalam waterbath secara bergantian pada suhu 39 

oC dan 40 oC selama tujuh hari. Apabila setelah dilakukan inkubasi terjadi 

perubahan warna media dari warna kuning keruh menjadi putih keruh maka 

menunjukkan reaksi positif (Suharjo dkk., 2022). 

 

 

3.3.5.11 Uji Kemampuan Menggunakan Beberapa Jenis Bahan Organik 

 

Uji ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan tumbuh bakteri pada bahan 

organik tertentu. Media yang digunakan dalam uji ini adalah media Ayer’s, cara 

membuatnya dengan mencampurkan 1g NH4H2PO4, 0,2 g KCI, 0,2 g 

MgSO47H2O, 2% Bromothymol Blue (BTB) dan 1000 mL akuades. Beberapa 

bahan organik ang digunakan untuk uji yaitu Mannitol, Ascorbic acid, M-tartrate, 

Starch, Myo-inositol, D-melibiose, D-tartrate, D-raffinose, S-ketogluconate, 

Lactose, Inulin, D-arabinose, Sodium L-glutamat, Citric acid monohydrate, 

Trisodium citrate dihydrate, dan Glycerol dimasukkan ke dalam botol kaca 

(volume 100 mL) berisi media Ayer’s. Media disterilkan menggunakan autoklaf. 

Satu ose isolat bakteri diambil dari media miring PPGA, disuspensi dengan 0,5 

mL air steril dalam tabung eppendorf 1,5 mL dan dihomogenkan menggunakan 

rotamixer. Jarum preparat dimasukkan ke dalam suspensi bakteri, diinokulasikan 

pada media Ayer’s dengan cara jarum preparat ditusukkan sampai dasar tabung, 

diinkubasi pada suhu 28 °C selama dua puluh satu hari. Pengamatan dilakukan 

pada dua, empat, tujuh, empat belas dan dua puluh satu hari terhadap perubahan 

warna media. Jika terjadi perubahan warna media dari warna asal, artinya bakteri 

mampu menggunakan bahan organik tersebut (Saraswati, 2021). 

 

 

3.3.6 Uji Kemampuan Bakteri Endofit sebagai Pelarut Fosfat 

 

Pengujian ini menggunakan media pikovskaya. Cara membuat media pikovskaya 

adalah dengan mencampurkan 31,3 g pikovskaya bubuk, 2 g agar batang, dan 

1000 mL akuades di dalam erlenmeyer. Mulut erlenmeyer ditutup menggunakan 

alumunium foil dan dimasukkan ke dalam plastik tahan panas. Sterilisasi media 



   19 
 

 

 

menggunakan autoklaf. Media dituang ke dalam cawan petri (Gambar 2). Setelah 

media siap, bakteri diinokulasikan dengan cara menggoreskan satu ose bakteri 

pada cawan yang telah berisi media. Pengamatan dilakukan selama tujuh hari 

dengan menghitung rerata luas zona bening. Luasan zona bening dihitung dengan 

cara menggambar zona bening tersebut pada plastik transparan, kemudian 

dihitung luasannya menggunakan milimeter blok. Kemampuan bakteri dalam 

melarutkan fosfat dapat diketahui dengan menghitung nilai indeks pelarut fosfat. 

Nilai indeks pelarut fosfat dihitung dengan rumus Karpagan and Nagalakshmi 

(2014) sebagai berikut: 

Indeks Pelarut Fosfat = gb + lzb 

  gb 

gb = Goresan bakteri; 

lzb = Luas zona bening  

Nilai indeks pelarut fosfat (Matos et al., 2017): >3 = Tinggi; >2-3 = Sedang; >1-2 

= Rendah;  >0-1 = Sangat Rendah. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.  Skema uji pelarut fosfat isolat bakteri. Goresan bakteri (gb), luas zona 

bening (lzb).  

 

 

3.3.7 Identifikasi Molekuler 

 

Identifikasi molekuler dilakukan terhadap isolat bakteri terpilih yang memiliki 

kemampuan antagonis terbesar. Identifikasi molekuler dilakukan melalui beberapa 

tahapan yaitu ekstraksi DNA, amplifikasi DNA, elektroforesis, visualisasi hasil 

PCR, sekuensing DNA, dan analisis hasil (Suharjo, 2013 dalam Saraswati, 2021). 

gb 

lzb 
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3.3.7.1. Ekstraksi DNA 

 

Bakteri berumur 24 jam diambil sebanyak satu ose dari media PPGA dan 

dipindahkan ke dalam tabung yang telah berisi media Yeast Peptone Broth, 

kemudian diinkubasi selama 24 jam di dalam shaker dengan kecepatan 180 rpm. 

Setelah itu media Yeast Peptone Broth dipindah ke dalam tabung mikrosentrifus 

kemudian di sentrifus pada 14.000 rpm selama 1 menit dan diulang hingga media 

habis. Setelah itu ditambahkan 567 μL TE menggunakan mikropipet, lalu 

ditambah 30 μL SDS 10 % + 3 μL protinase  K dan dihomogenkan. Tube yang 

telah berisi bakteri diinkubasi di dalam waterbath pada suhu 37 oC selama 1 jam 

lalu ditambah 100 μL NaCl 5M dan dihomogenkan secara perlahan. Selanjutnya 

ditambah 80 μL CTAB 2%  dan inkubasi kembali pada suhu 65 oC selama 10 

menit di dalam waterbath, setelah diinkubasi kemudian ditambahkan 720 μL 

Chloroform Isoamyl Alcohol (24:1) dan dihomogenkan menggunakan tangan lalu 

disentrifus 14.000 rpm selama 5 menit. 

 

Diambil sebanyak 600 μL supernatan dan dipindah ke dalam tube 1,5 mL 

kemudian ditambah Phenol Chloroform Isoamylalcohol (PCI) (25:24:1) dengan 

volume sama dengan supernatan lalu dihomogenkan menggunakan tangan dan 

disentrifus 14.000 rpm selama 5 menit, setelah disentrifus supernatan diambil 

sebanyak 400 μL dan dipindah ke dalam tube 1,5 mL, ditambah isopropanol 60% 

pada volume yang sama dengan supernatan lalu dihomogenkan dan diinkubasi 

dalam refrigerator selama 10 menit. Hasil dari inkubasi disentrifuse 14.000 rpm 

selama 15 menit. Setelah selesai supernatan dibuang kemudian ditambah ethanol 

70% dingin sebanyak 400 μL, disentrifuse  kembali selama 5 menit dengan 

kecepatan 14.000 rpm. Setelah itu ethanol dibuang dan pelet diinkubasi selama 

satu hari pada suhu ruang, setelah kering tube yang berisi pelet ditambahkan 20 

μL TE. Untuk mengidentifikasi ada tidak DNA dilakukan elektroforesis dan 

divisualisasikan menggunakan Digi-doc-imaging-system. 

 

 

3.7.2 Amplifikasi DNA dengan PCR 

 

Amplifikasi DNA dilakukan menggunakan mesin PCR dengan memasukkan 

Master Mix (Red Mix) sebanyak 12,5 μL ke dalam tabung eppendorf 100 μL, 
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ditambahkan primer FD1 dan RP2 dengan masing-masing sebanyak 1 μL, larutan 

estrak DNA bakteri sebanyak 1 μL dan akuades steril 9,5 μL. Larutan yang telah 

dibuat selanjutnya diamplifikasi menggunakan mesin PCR. Ada lima tahapan 

dalam menggunakan PCR yaitu inisiasi, denaturasi, annealing, ekstensi, dan 

elongasi. Isiasi merupakan tahapan yang dilakukan pada suhu 95 oC selama 5 

menit dan hanya satu kali siklus, dilanjutkan dengan tiga puluh siklus tahap 

denaturasi pada suhu 95 oC selama 1 menit, selanjutnya annealing pada suhu 58 

oC selama 1 menit dan ekstensi pada suhu 72 oC selama 1 menit dan yang terakhir 

elongasi pada suhu 72 oC selama 5 menit dalam satu kali siklus (Suharjo et al., 

2014 dalam Prasojo, 2022). 

 

 

3.3.7.3 Elektroforesis dan Visualisasi Hasil PCR 

 

Gel elektroforesis disiapkan dengan membuat gel agarose 0,5% yang sudah 

ditambah 1 μL ethidium bromide (ETBr 10 mg/mL), dituang pada cetakan dengan 

sisir. Setelah padat dimasukkan ke dalam alat elektroforesis berisi larutan TBE, 

pada sumur pertama dimasukkan 3 μL Marker DNA ladder dan pada sumur kedua 

dan seterusnya dimasukkan hasil PCR. Setiap sumur diisi 3 μL hasil PCR yang 

telah dicampur dengan loading dye, kemudian dielektroforesis dengan tegangan 

50 volt selama 50-60 menit. Hasil PCR dielektroforesis sampai DNA bergerak 

sampai di tengah-tengah baris 3 dan 4 dari ujung lawan. Hasil elektroforesis 

divisualisasi menggunakan digi-doc-imaging-system. Keberadaan profil DNA 

terlihat seperti pita terang. 

 

 

3.3.7.4 Sekuensing dan Analisis Hasilnya 

 

Hasil PCR sebelumnya dikemas terlebih dahulu dengan memberi nama dan 

keterangan pada kertas kemudian sampel hasil PCR diletakkan dengan perekat 

berupa solasi putih pada kertas tersebut. Setelah itu kertas digulung dan dilapisi 

dengan bubble wrap kemudian masukan ke dalam kotak. Hasil PCR selanjutnya 

dikirim ke PT. Genetika Science Indonesia untuk disekuensing. Analisis hasil 

sekuensing dan pembuatan dendogram dilakukan menggunakan program MEGA. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Kesimpulan 

 

Berdasarkan hasil penelitian dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:  

1. Diperoleh tujuh isolat bakteri endofit yang memiliki kemampuan antagonis 

terhadap P.aroidearum (IA1(2), PA12(1) (akar)), (PB123(1), PB121(1), 

PB12(2) PB11(3) (batang)), dan (PD21(3) (daun)). 

2. Identifikasi molekuler menunjukkan bahwa identitas isolat bakteri endofit 

yang bersifat antagonis terhadap P.aroidearum adalah Pseudomonas 

aeruginosa (isolat PA12(1)). 

 

 

5.2 Saran 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan disarankan: 

1. Diuji lebih lanjut bakteri antagonis (IA1(2), PA12(1) (PB123(1), PB121(1), 

PB12(2), PB11(3), dan (PD21(3) dalam menekan perkembangan 

P.aroidearum secara in-vivo. 

2. Dilakukan uji hemolisis untuk mengetahui apakah bakteri antagonis 

(Pseudomonas aeruginosa) yang diperoleh berbahaya bagi manusia. 
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