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ABSTRAK
[bookmark: _Hlk108357338]	Penyakit hawar daun bakteri yag disebabkan oleh Xanthomonas oryzae pv. oryzae merupakan penyakit penting tanaman padi, Aktinobakteria memiliki potensi sebagai agensia hayati untuk mengendalikan Xanthomonas oryzae pv. oryzae karena memiliki kemampuan dalam menghasilkan senyawa bioaktif. Penelitian ini bertujuan untuk menyeleksi isolat Aktinobakteria yang dapat menekan perkembangan Xanthomonas oryzae pv. oryzae dan memiliki potensi dalam memacu pertubuhan tanaman padi secara in-planta, serta mengetahui kemampuan Aktinobakteria dalam menghasilkan metabolit sekunder dan enzim penghambat perkembangan Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Penelitian terdiri dari tiga tahap, yaitu: isolasi, seleksi, dan karakterisasi isolat Aktinobakteria yang potensial. Sebanyak 30 isolat berhasil diisolasi dari rizosfer tanaman padi di tiga Kabupaten Sumatera Barat, dan sebanyak 25 isolat berhasil diseleksi berdasarkan uji keamanan hayati. Hasil uji in-planta menunjukkan 10 isolat memiliki kemampuan dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman padi dan menekan perkembangan hawar daun bakteri. Hasil uji antagonis menunjukkan 5 isolat menghasilkan penghambatan terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae sebesar 11,66-29,66%. Lima isolat terpilih yaitu: APRD 3I211, APRD 1I122, APRP 2S121, APRP 1I121, APRP 3I212. Lima isolat terbukti memiliki kemampuan dalam menghasilkan enzim protease, selulase, amilase, metabolit sekunder.
[bookmark: _Hlk108431414]Kata kunci: Aktinobakteria, Xanthomonas oryzae pv. oryzae, zona hambat, metabolit sekunder
ABSTRACT
Bacterial leaf blight caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae is an important disease of rice plants, Actinobacteria have potential as biological agents to control Xanthomonas oryzae pv. oryzae because it has the ability to produce bioactive compounds. This study aims to select Actinobacteria isolates that can suppress the development of Xanthomonas oryzae pv. oryzae and has the potential to stimulate the growth of rice plants in-plantation, as well as to determine the ability of Actinobacteria to produce secondary metabolites and enzymes that inhibit the development of Xanthomonas oryzae pv. oryzae. The study consisted of three stages, i.e. isolation, selection, and characterization of potential Actinobacteria isolates. A total of 30 isolates were successfully isolated from the rhizosphere of rice plants in three districts of West Sumatra, and as many as 25 isolates were successfully selected based on biosafety tests. The results of the in-planta test showed that 10 isolates had the ability to increase the growth of rice plants and suppress the development of bacterial leaf blight. The results of the antagonist test showed that 5 isolates produced inhibition of Xanthomonas oryzae pv. oryzae by 11.66-29.66%. Five isolates were selected, namely: APRD 3I211, APRD 1I122, APRP 2S121, APRP 1I121, APRP 3I212. Five isolates were proven to have the ability to produce protease enzymes, cellulases, amylase, and secondary metabolites.
Keywords: Actinobacteria, Xanthomonas oryzae pv. oryzae, resistor zone, secondary metabolites

PENDAHULUAN
Penyakit hawar daun bakteri (HDB) yang disebabkan X. oryzae pv. oryzae (Xoo) merupkan penyakit penting pada tanaman padi, (Chen et al., 2021). HDB menyebabkan kehilangan hasil mencapai 74-80% apabila kondisi lingkungan untuk perkembangan penyakit optimal dan tanaman padi rentan (Prihatiningsih et al., 2021). Gejala awal dari penyakit HDB dimulai pada ujung daun, kemudian bertambah lebar sampai menyebabkan pinggiran daun menguning, layu, keriput, dan kemudian mati, penyakit ini ditemukan menginfeksi padi pada fase vegetatif maupun fase generatif (Triny, 2011). Serangan pada fase vegetatif disebut kresek, apabila serangan bakteri terjadi pada fase generatif disebut hawar, perkembangan penyakit pada fase vegetatif lebih cepat dibandingkan fase generatif, karena pada fase vegetatif struktur jaringan padi belum sempurna dibandingkan fase generatif (Fatimah dan Prasetiyono, 2020).
Beberapa upaya pengendalian hawar HDB telah dilakukan diantaranya penggunaan varietas tahan, fungisida sintetik, sanitasi lahan dan pergiliran tanaman yang bukan inang patogen, namun upaya pengendalian tersebut belum memberikan hasil yang memuaskan (Yanti et al., 2018). Upaya pengendalian yang diharapkan memperoleh hasil yang lebih optimal dan mulai banyak mendapat perhatian peneliti adalah pengendalian menggunakan agensia hayati (Djaenuddin dan Muis, 2017). Pengendalian hayati dapat memanfaatkan agensia hayati indigenous. Agensia hayati indigenous merupakan agensia yang didapatkan dari bagian tanaman tertentu seperti pada daerah rizosfer atau filosfer lalu diaplikasikan kembali pada tanaman asal. Hal ini didasarkan bahwa ketika agensia hayati indigenous diaplikasikan pada lingkungan asal, agensia hayati sudah mengenal kondisi lingkungan tersebut, karena berasal dari lingkungan yang sama (Cabanas et al., 2018).
Salah satu agensia hayati yang dapat dimanfaatkan dalam pengendalian hayati yaitu Aktinobakteria (Inayah, 2020). Aktinobakteria termasuk kedalam kelompok bakteri gram positif, berbentuk filamen, umumnya bersifat aerob dan beberapa bersifat aerob fakultatif (Suhartono dan Artika, 2017). Aktinobakteria mudah untuk beradaptasi, dapat ditemukan di berbagai habitat termasuk habitat ekstrim karena memiliki plastisitas fisiologis dan ekologis yang tinggi (Nafis et al., 2019). 
Aktinobakteria juga dikenal sebagai agen pengendali Sclerotium rolfsii patogen penyebab rebah kecambah pada tanaman kedelai (Wibowo et al., 2020). Agrobacterium tumefaciens, patogen penyebab crown gall (Bhatti et al., 2017), Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum dan Burkholderia cepacia, patogen penyebab busuk lunak bawang (Abdallah et al., 2013). Menurut Liotti et al., (2019) Aktinobakteria mampu meningkatkan pertumbuhan serta menekan penyakit antraknosa yang disebabkan oleh Colletotrichum gloeosporioides pada tanaman cabai. Adanya potensi Aktinobakteria sebagai agens pengendali hayati penyakit tumbuhan perlu dilakukan eksplorasi berkelanjutan terhadap bakteri Aktinobakteria. 
Penelitian bertujuan untuk menyeleksi isolat Aktinobakteria yang dapat menekan perkembangan dari Xanthomonas oryzae pv. oryzae dan memiliki potensi dalam memacu pertubuhan tanaman padi secara in-planta, serta mengetahui kemampuan Aktinobakteria dalam menghasilkan metabolit sekunder dan enzim penghambat Xanthomonas oryzae pv. oryzae.
BAHAN DAN METODE
Isolasi Aktinobakteria dari Rizosfer Tanaman Padi.
Sampel tanah diambil dari perakaran tanaman padi yang tumbuh sehat diantara pertanaman padi yang terserang penyakit hawar daun bakteri di Kab. Solok, Kab. Tanah Datar dan Kab. Padang Pariaman sebanyak 100 gram menggunakan metode Purposive Sampling. Sampel kemudian diisolasi menggunakan meteode pengenceran berseri. Suspensi dari pengenceran 10-6 dan 10-7 diambil 1 ml lalu dimasukan kedalam cawan petri berisi media ISP2 (International Streptomyces Project 2) dan SCA (Strach Casein Agar) dan diinkubasi selama 14 hari. Koloni yang tumbuh kemudian dipisahkan sehingga diperoleh biakan murni.
Uji Keamanan Hayati.
Reaksi Hipersensitivitas. Reaksi hipersensitif bertujuan untuk mengetahui apakah isolat bakteri yang diuji merupakan bakteri patogen tanaman atau bukan. Suspensi bakteri Aktinobakteria 108 sel/ml diinfiltrasikan pada permukaan bawah daun tembakau (Nicotiana tabacum L). Reaksi hipersensitif dinyatakan negatif apabila tidak terjadi nekrotik pada daun tembakau dalam waktu 24-48 jam setelah inokulasi (Klement, 1990).
Uji Hemolisis. Uji Hemolisis bertujuan untuk mengetahui sifat bakteri yang tergolong patogen pada manusia dan hewan. Uji hemolisis menggunakan medium agar darah dengan cara kertas cakram (diameter 5 mm) dicelupkan ke dalam suspensi Aktinobakteria dan diletakkan pada medium agar darah tersebut. Sebagai kontrol, kertas cakram (diameter 5 mm) akuades steril lalu diletakkan pada medium tersebut, dan diinkubasi 2 x 24 jam pada suhu ruang. Adanya zona bening disekitar kertas cakram menandakan isolate berpotensi sebagai pathogen pada manusia (Yanti et al., 2021).
Uji Patogenisitas. Uji patogenisitas dilakukan pada tanaman padi yang berumur 2 minggu. Daun diinokulasi dengan cara dilukai menggunakan gunting terlebih dahulu kemudian dicelupkan kedalam suspensi Aktinobakteria dengan kepadatan koloni minimal 108 sel/ml selama 10 detik. Tanaman padi yang telah diinokulasi diinkubasi selama 14 hari. Pengamatan dilakukan dengan mengamati ada atau tidaknya nekrosis pada bagian ujung daun sampai bagian bawah daun yang mendekati tanah. Adanya nekrosis yang timbul menandakan Aktinobakteria tersebut memiliki potensi sebagai patogen pada tanaman padi.
Seleksi Aktinobakteria.
Uji In-planta.
[bookmark: _Hlk110084624]Seleksi Isolat Aktinobakteria untuk Meningkatkan Pertumbuhan Bibit Padi.
Seleksi dilakukan pada bibit padi secara in planta menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL), data dianalisis dengan sidik ragam, apabila berbeda nyata dilanjutkan dengan uji Least Significance Difference (LSD) pada taraf nyata 5%. Media tanam disiapkan dengan campuran tanah dengan pupuk kandang (2:1 v/v) kemudian ditindalisasi (Yanti et al., 2013). Benih padi direndam terlebih dahulu dengan isolat Aktinobakteria selama 15 menit dengan kepadatan 108 spora/ml kemudian disemai sebanyak 50 benih tiap bak kecambah, setelah benih berumur 21hss kemudian dipindahkan kedalam polybag sebanyak 2 bibit padi tiap polybag, lalu dilakukan pemeliharaan yang meliputi penambahan air apabila air dalam polybag sudah kurang dari kapasitas lapang, penyulaman yang dilakukan apabila ada tanaman tidak tumbuh serta dilakukan penyiangan gulma (Zahara et al., 2016), dan pemupukan I tanaman padi pada umur 7 hari setelah tanam (HST) dengan pupuk Urea, SP-36 dan KCl masing-masing sebanyak 0,78; 0,625 dan 0,78 g/polybag (masing-masing setara dengan 125, 100 dan 125 kg/ha); II pada umur 25 HST dengan Urea 0,625 g/polybag dan III pada umur 40 HST dengan pupuk ZA 0,625 g/polybag (Wangiyana et al., 2009).
[bookmark: _Hlk110085547]Seleksi Isolat Aktinobakteria untuk Mengendalikan Hawar Daun Bakteri Secara In Planta.
Pada tahap ini dilakukan inokulasi Xoo, pengamatan pertumbuhan tanaman padi fase vegetatif dan pengamatan perkembangan penyakit. Seleksi dilakukan pada tanaman padi secara in planta menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL), data dianalisis dengan sidik ragam, apabila berbeda nyata dilanjutkan dengan uji Least Significance Difference (LSD) pada taraf nyata 5%. Inokulasi Xoo dilakukan pada saat tanaman padi berumur 2 mst dengan menggunting daun tanaman padi sepanjang 3 cm dari ujung daun sebanyak 5 sampel daun setiap 1 rumpun, kemudian dicelupkan pada suspensi Xoo dengan kepadatan populasi 107 cfu/ml (Khaeruni et al., 2014). Pada pengamatan perkembangan penyakit diamati masa inkubasi, insidensi dan severitas serangan hawar daun bakteri pada tanaman padi. Pada tahap pertumbuhan tanaman yang diamati yaitu tinggi tanaman, jumlah daun, dan jumlah anakan dari tanaman padi.

Tabel 1. Nilai kategori serangan untuk penyakit Hawar pada daun padi (IRRI, 1996).
	Skala
	Luasan Gejala
	Tingkat Ketahanan

	0
	Tidak ada serangan
	Sangat Tahan (ST)

	1
	Serangan 1-5%
	Tahan (T)

	3
	Serangan 6-12%
	Agak Tahan (AT)

	5
	Serangan 13-25%
	Sedang (S)

	7
	Serangan 26-50%
	Rentan (R)

	9
	Serangan 51-100%
	Sangat Rentan (SR)


Rumus untuk mengukur severitas penyakit adalah:

 Keterangan,	S 	: Severitas Penyakit
		n	: Jumlah Daun Dari Tiap Kategori Serangan
		v	: Nilai Skala Tiap Kategori Serangan
		N	: Jumlah Daun Yang Diamati
		V	: Nilai Numerik Tertinggi Pada Kategori Serangan
[bookmark: _Hlk108189433]
Uji Antagonisme Isolat Aktinobakteria terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae.
Pengujian antagonisme Aktinobakteria mengendalikan Xoo menggunakan metode cross-streak (Velho-Pereira dan Kamt, 2011) yang dimodifikasi, yaitu dengan menggores agen hayati uji secara menyeluruh pada sepertiga bagian dari diameter cawan selebar ± 3 cm. Selanjutnya cawan diinkubasi selama 3 hari. Selanjutnya Xoo digoreskan secara tegak lurus terhadap goresan agens hayati dengan jarak ± 0.5 cm dari tepi goresan agens hayati. Goresan berbentuk garis tunggal dan dibuat sebanyak empat goresan dengan panjang goresan ± 3 cm dan lebar ± 0.2 cm. Modifikasi dari metode Velho-Pereire dan Kamat (2011), yaitu dari aspek cara dan posisi inokulasi agens hayati. Metode inokulasi ini dilakukan pada bagian tengah berupa goresan tunggal sepanjang 7 cm dan lebar 0.5 cm. Persentase penghambatan terhadap bakteri (PPb) patogen dihitung dengan rumus:
PPb (%) = × 100, dengan
AWG, panjang daerah goresan yang tidak ditumbuhi bakteri, dan TSA, panjang total goresan (Velho-Pereira dan Kamat 2011).
[bookmark: _Hlk108099326]Uji Kemampuan Aktinobakteria Menghasilkan Enzim dan Penghambatan Metabolit Sekunder
[bookmark: _Hlk105083661][bookmark: _Hlk105084370]Uji Protease. Sebanyak lima isolat Aktinobakteria diremajakan pada media SCB (Strach Casein Broth) dan ISP 2 Broth selama 14x24 jam. Uji aktivitas enzim protease dilakukan dengan cara mencelupkan kertas saring steril yang berdiameter 5 mm kedalam masing-masing biakan cair isolat Aktinobakteria kemudian diletakkan diatas petri dish yang telah berisi media SMA (Skim Milk Agar) padat (Chu, 2006 dimodifikasi). Uji positif ditunjukkan dengan adanya zona bening disekitar koloni bakteri pada permukaan media SMA.
[bookmark: _Hlk106051903]Uji Selulase. Uji selulase menggunakan media CMC (carboxymethyl cellulase), sebanyak lima isolat Aktinobakteria di gores menggunakan jarum ose pada media CMC dan diinkubasi selama 4x24 jam, Aktinobakteria yang telah diinkubasi ditetesi larutan Congo red 1% dan dibilas dengan larutan Nacl, zona bening yang muncul menandakan bahwa Aktinobakteria mampu memproduksi enzim selulase.
Uji Amilase. Aktivitas amilase diuji dengan menggunakan media MRSA (deMann Rogosa Sharpe Agar). Isolat kemudian digoreskan pada medium dengan metode gores. Lalu diinkubasi selama 2x24 jam. Jika pertumbuhannya bagus, diteteskan larutan Iodium pada permukaannya dan diamati zona bening di sekitar koloni biakan.
[bookmark: _Hlk105084551]Uji Penghambatan Metabolit Sekunder. Aktinobakteria ditumbuhkan pada media media SCB (Strach Casein Broth) dan ISP 2 Broth selama 14x24 jam. Media cair dipisahkan antara supernatant dengan pellet menggunakan sistem centrifugasi pada kecepatan 5000 rpm, supernatant diambil lalu di saring dengan syringe filter, kemudian filtrat digunakan sebagai sumber metabolit sekunder. Pengujian penghambatan metabolit sekunder dilakukan dengan cara mencelupkan kertas saring steril yang berdiameter 5 mm pada masing-masing filtrat kemudian diletakkan pada media NA padat yang sebelumnya telah diintroduksikan suspensi Xoo. Adanya metabolit sekunder ditandai dengan timbulnya zona bening disekitar kertas saring.
Analisis Data
	Data daya hambat Aktinobakteria terhadap Xoo dianalisis menggunakan sidik ragam, apabila berbeda nyata dilanjutkan dengan uji Least Significance Difference (LSD) pada taraf nyata 5%.	

HASIL
Sebanyak 30 isolat Aktinobakteria berhasil diisolasi dari perakaran tanaman padi di tiga kabupaten Sumatera Barat dengan rincian 16 isolat dari Kabupaten Padang Pariaman, 8 isolat dari Kabupaten Solok, dan 6 isolat dari kabupaten tanah datar (Tabel 2).









Tabel 2. Jumlah isolat Aktinobakteria dari tiga kabupaten Sumatera Barat
	Kabupaten
	Jumlah Isolat

	Padang Pariaman
	16

	Solok
	8

	Tanah Datar
	6



Uji Keamanan Hayati.
Sebanyak 30 isolat Aktinobakteria yang telah diuji keamanan hayati, diperoleh sebanyak 25 isolat menunjukkan hasil hipersensitif negatif dan 5 isolat menunjukkan hasil hipersensitif positif. Pada uji hemolisis dan uji patogenisitas seluruh isolat menunjukkan hasil negatif. Berdasarkan uji keamanan hayati diperoleh sebanyak 25 isolat Aktinobakteria yang menunjukkan hasil pengujian negatif (Tabel 3) dan dapat digunakan untuk pengujian secara in-planta.
Tabel 3. Uji keamanan hayati isolat Aktinobakteria
	Kode Isolat
	Reaksi Hipersensitivitas
	Uji Hemolisis
	Uji Patogenisitas

	APRP 2S122
	-
	-
	-

	APRP 3I313
	-
	-
	-

	APRS 3I211
	-
	-
	-

	APRS 3I212
	-
	-
	-

	APRP 2I312
	+
	-
	-

	APRD 3I222
	-
	-
	-

	APRP 3I322
	-
	-
	-

	APRP 2I121
	-
	-
	-

	APRP 2S121
	-
	-
	-

	APRP 1I211
	-
	-
	-

	APRD 3I213
	-
	-
	-

	APRP 1I212
	-
	-
	-

	APRP 1S111
	-
	-
	-

	APRP 3I323
	-
	-
	-

	APRP 1I121
	-
	-
	-

	APRP 1I213
	-
	-
	-

	APRD 1I122
	-
	-
	-

	APRD 1I121
	-
	-
	-

	APRP 3I311
	-
	-
	-

	APRS 3I214
	-
	-
	-

	APRP 3I221
	-
	-
	-

	APRP 1S211
	-
	-
	-

	APRS 3I112
	+
	-
	-

	APRS 3I221
	+
	-
	-

	APRS 3I111
	-
	-
	-

	APRS 2I111
	+
	-
	-

	APRD 3I211
	-
	-
	-

	APRS 1S111
	+
	-
	-

	APRD 2I312
	-
	-
	-

	APRP 3I212
	-
	-
	-


Keterangan: (+) Patogen, (-) Bukan patogen
Seleksi Isolat Aktinobakteria untuk Meningkatkan Pertumbuhan Bibit Padi.
Seleksi Aktinobakteria secara in-planta, sebanyak 25 isolat Aktinobakteria hasil seleksi dari tahap sebelumnya, diperoleh 18 isolat Aktinobakteria yang mampu meningkatkan pertumbuhan bibit tanaman padi yang lebih baik dibandingkan kontrol (Tabel 4). isolat dengan kode APRD 1I122 menunjukkan hasil yang lebih tinggi dibandingkan isolat lain, berdasarkan variable pengamatan tinggi bibit, jumlah daun, panjang akar, berat segar dan berat kering bibit tanaman padi. 18 isolat hasil seleksi digunakan untuk tahap pertumbuhan fase vegetatif dan pengamatan penyakit.

Tabel 4. Kemampuan Aktinobakteria dalam meningkatkan pertumbuhan bibit padi
	Perlakuan
	Tinggi Bibit
	Jumlah Daun
	Panjang Akar
	Berat Segar
	Berat Kering

	
	Cm
	Efectivitas (%)
	Helaian
	Efectivitas (%)
	Cm
	Efectivitas (%)
	Gr
	Efectivitas (%)
	Gr
	Efectivitas (%)

	APRP 3I313
	27.81       
	0.48
	4.50
	22.74
	3.98        
	59.32
	0.26 
	77.33
	0.07      
	70.73

	APRP 3I322
	30.33
	9.57
	4.66
	27.19
	3.05               
	22.00
	0.21          
	43.33
	0.07      
	70.73

	APRP 2I121
	26.25          
	-5.17
	3.50
	-4.52
	4.65 
	86.00
	0.27 
	84.00
	0.08 
	102.43

	APRP 2S121
	29.88
	7.94
	4.83
	31.83
	7.60
	204.00
	0.30 
	100.00
	0.06       
	58.53

	 APRP 1I211
	25.25             
	-8.78
	3.33 
	-9.08
	3.33 
	33.32
	0.17 
	17.33
	0.05            
	34.14

	APRP 1I212
	27.61        
	-0.23
	3.33  
	-9.08
	8.88 
	255.32
	0.23      
	56.66
	0.09 
	121.95

	APRP 1S111
	24.61              
	-11,07
	3.66   
	0.00
	7.48
	199.32
	0.17 
	14.00
	0.06          
	53.65

	APRP 3I323
	24.91              
	-9.99
	3.50    
	-4.52
	6.30  
	152.00
	0.24   
	62.00
	0.06          
	53.65

	APRP 1I121
	29.85
	7.82
	4.33
	18.19
	5.36     
	114.64
	0.23  
	57.33
	0.07     
	73.17

	APRD 1I122
	30.41
	9.87
	4.83
	31.83
	6.71 
	168.64
	0.30 
	100.66
	0.10 
	151.21

	APRD 1I121
	29.50
	6.56
	4.50
	22.74
	4.10 
	64.00
	0.27  
	82.00
	0.09 
	139.02

	APRS 3I214
	31.68 
	14.44
	4.83
	31.83
	5.11 
	104.64
	0.27
	83.33
	0.07    
	85.36

	APRD 3I222
	29.50
	6.56
	4.66
	27.19
	2.83 
	13.32
	0.25  
	70.66
	0.06          
	53.65

	APRD 3I213
	25.30            
	-8.60
	3.50   
	-4.52
	5.33 
	113.32
	0.21          
	42.00
	0.07      
	78.04

	APRP 1I213
	30.83
	11.37
	4.33
	18.19
	4.35         
	74.00
	0.23 
	58.66
	0.07   
	90.24

	APRS 3I111
	29.20
	5.47
	4.66
	27.19
	4.33 
	73.32
	0.20        
	38.66
	0.07   
	85.36

	APRS 3I211
	30.30
	9.45
	4.83  
	31.83
	3.70 
	48.00
	0.18  
	24.00
	0.06        
	65.85

	APRS 3I212
	31.52
	13.87
	4.83
	31.83
	3.53 
	41.32
	0.23  
	54.00
	0.06       
	65.85

	APRD 3I211
	30.93 
	11.74
	4.50
	22.74
	5.25      
	110.00
	0.26 
	77.33
	0.09 
	134.14

	APRP 3I212
	29.70
	7.28
	4.33
	18.19
	3.56  
	42.64
	0.22       
	50.00
	0.06       
	65.85

	APRP 3I311
	28.51     
	3.01
	4.33
	18.19
	4.48
	79.32
	0.24     
	60.00
	0.05           
	41.46

	Streptomisin
	29.75
	7.46
	4.33
	18.19
	3.60
	44.00
	0.20        
	38.66
	0.06        
	58.53

	APRD 2I312
	28.60     
	3.31
	4.50
	22.74
	4.73 
	89.32
	0.29
	95.33
	0.08 
	109.75

	APRP 1S211
	30.50
	10.17
	4.66
	27.19
	2.78
	11.32
	0.20  
	37.33
	0.05           
	36.58

	Kontrol
	27.68        
	0.00
	3.66 
	0.00
	2.50 
	0.00
	0.15           
	0.00
	0.04                 
	0.00

	APRP 3I221
	30.46 
	10.05
	4.83
	31.83
	4.66 
	86.64
	0.23     
	55.33
	0.05           
	36.58

	APRP 2S122
	25.65       
	-7.34
	3.33  
	-9.08
	3.28  
	31.32
	0.20 
	37.33
	0.05              
	29.26


*Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada lajur yang sama adalah berbeda tidak nyata menurut LSD pada taraf 5%

Seleksi Isolat Aktinobakteria untuk Mengendalikan Hawar Daun Bakteri Secara In Planta
Sebanyak 18 isolat Aktinobakteria hasil seleksi tahap pertumbuhan bibit diuji kemampuannya dalam menigkatkan pertumbuhan tanaman padi fase vegetatif dan menekan perkembangan HDB pada tanaman padi. Hasil pengamatan diperoleh 10 isolat terbaik yang mampu meningkatkan pertumbuhan tanaman padi dan menekan perkembangan HDB pada tanaman padi, isolat terpilih dengan kode APRD 3I211, APRD 1I122, APRP 1I121, APRP 3I212, APRP 2S121, APRP 1I213, APRD 1I121, APRS 3I111, APRS 3I214, dan APRD 2I312, isolat dengan kode APRD 3I211 menunjukkan hasil rekapitulasi tertinggi pada pengamatan perkembangan penyakit (masa inkubasi, insidensi, severitas) (Tabel 5). Isolat APRP 3I212 menunjukkan kemampuan terbaik pada pengamatan pertumbuhan tanaman padi fase vegetatif (tinggi tanaman, jumlah daun, jumlah anakan) (Tabel 6). Sebanyak 10 isolat terpilih tersebut digunakan untuk tahap selanjutnya.

Tabel 5. Kemapuan Aktinobakteria dalam menghambat perkembangan hawar daun bakteri
	Perlakuan 
	Masa inkubasi 
	Insidensi 
	Severitas 

	
	Hari 
	Efectivitas 
	%
	Efektivitas 
	%
	Efektivitas 

	APRD 3I211
	6.00  a
	100.00
	9.40   a
	83.09
	8.29     a
	83.51

	APRP 1I121
	  5.66  ab
	88.86
	10.21  a   
	81.63
	9.61     a
	80.89

	APRP 3I212
	    5.33  abc
	77.76
	9.71   a   
	82.53
	8.62     a
	82.86 

	APRP 1S211
	    5.33  abc
	77.76
	11.40  a   
	79.49
	10.42   a
	79.28

	APRP 2S121
	      5.00  abcd
	66.66
	9.13   a   
	83.57
	7.86     a
	84.37

	APRP 1I213
	      5.00  abcd
	66.66
	9.49   a  
	82.92
	8.84     a
	82.42

	APRS 3I211
	       4.66  abcde
	55.53
	11.10  a   
	80.03
	9.56     a
	80.99

	APRD 1I122
	      4.66  abcde
	55.53
	10.43  a   
	81.23
	9.35     a
	81.41

	APRD 1I121
	      4.66  abcde
	55.53
	9.63   a   
	82.67
	8.80     a
	82.50

	APRS 3I214
	      4.66  abcde
	55.53
	8.95   a   
	83.89
	7.76     a
	84.57

	APRD 2I312
	     4.66  abcde
	55.53
	11.49  a   
	79.33
	10.65   a
	78.82

	APRP 3I322
	     4.33  abcde
	44.43
	9.43   a  
	83.03
	8.44     a
	83.22

	APRP 3I311
	     4.33  abcde
	44.43
	10.0   a   
	82.01
	8.95     a
	82.20

	APRS 3I111
	     4.33  abcde
	44.43
	8.90   a
	83.98
	8.29     a
	83.51

	APRS 3I212
	    4.00   bcde
	33.33
	10.40 a    
	81.29
	9.47     a
	81.17

	APRP 3I313
	     3.66     cde
	22.20
	12.12  a  
	78.19
	11.11   a
	77.91

	APRP 3I221
	     3.66     cde
	22.20
	8.17   a
	85.30
	7.34     a
	85.40

	Streptomisin
	     3.66     cde
	22.20
	17.43    b  
	68.64
	15.53     b
	69.12

	APRD 3I222
	     3.33       de
	11.10
	8.98   a  
	83.84
	8.02     a
	84.05

	Kontrol -
	     3.00         e
	0.00
	55.59      c    
	0.00
	50.30       c
	0.00


*Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada lajur yang sama adalah berbeda tidak nyata menurut LSD pada taraf 5%



Tabel 6. Kemampuan Aktinobakteria dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman padi fase vegetatif
	Perlakuan
	Tinggi Tanaman
	Jumlah Daun
	Jumlah Anakan

	
	Cm
	Efectivitas
	Cm
	Efektivitas
	Jumlah anakan
	Efektivitas

	APRP 3I212
	88.16   a
	11.18
	134.00  ab
	39.58
	22.66    abc
	35.99

	APRS 3I211
	87.50   ab
	10.34
	119.00  abcd
	23.95
	18.66     abcde
	11.99

	APRP 3I221
	87.26   ab
	10.04
	111.67  abcd
	16.32
	20.66     abcd
	23.99

	APRD 3I222
	86.00   abc
	8.44
	108.33  abcd
	12.84
	17.33       cde
	3.99

	APRS 3I212
	83.83   abcd
	5.71
	120.67  abc
	25.69
	21.00    abcd
	25.99

	APRP 1I121
	83.83   abcd
	5.71
	137.00   a
	42,70
	23.00    ab
	37.99

	APRS 3I111
	83.76   abcde
	5.63
	113.33  abcd
	18.05
	24.00    a
	43.99

	APRD 3I211
	83.50   abcde
	5.29
	108.33  abcd
	12.84
	18.66   abcde
	11.99

	APRP 2S121
	82.50     bcde
	4.03
	110.67  abcd
	15.28
	19.33   abcde
	15.99

	APRD 1I122
	81.50       cde
	2.77
	105.67  abcd
	10.07
	19.66   abcde
	17.99

	APRD 2I312
	81.50       cde
	2.77
	99.66      bcd
	3.81
	18.33     bcde
	9.99

	APRP 3I322
	81.33       cde
	2,56
	107.00  abcd
	11.45
	17.33       cde
	3.99

	Streptomisin
	81.30       cde
	2.52
	100.33  abcd
	4.51
	19.00    abcde
	13.99

	APRS 3I214
	80.83       cde
	1.93
	102.67  abcd
	6.94
	16.33         de
	-2.00

	APRP 1S211
	80.66       cde
	1.72
	107.67  abcd
	12.15
	19.66    abcde
	17.99

	APRP 3I311
	80.50         de
	1.51
	114.67  abcd
	19.44
	21.00    abcd
	25.99

	APRP 1I213
	80.16         de
	1.09
	122.67  abc
	27.78
	20.00    abcde
	19.99

	APRP 3I313
	79.40         de
	0.12
	110.00  abcd
	14.58
	21.66    abcd
	29.99

	Kontrol +
	79.30         de
	0.00
	96.00       cd
	0.00
	16.66         de
	0.00

	APRD 1I121
	79.00         de
	-0.37
	121.33  abc
	26.38
	16.33         de
	-2.00

	Kontrol -
	78.33           e
	-1.21
	83.00           d
	-13.54
	15.00             e
	-10.00


[bookmark: _Hlk109456487]*Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada lajur yang sama adalah berbeda tidak nyata menurut LSD pada taraf 5%.
Uji Antagonisme Isolat Aktinobakteria terhadap Xanthomonas oryzae pv. oryzae.
Tabel 7. Persentase daya hambat uji biakan ganda isolat Aktinobakteria
	Kode Isolat
	Daya Hambat (%)

	[bookmark: _Hlk105252490][bookmark: _Hlk105248394]APRD 3I211
	29,66 a

	APRD 1I122
	23,33  b

	[bookmark: _Hlk108098030]APRP 1I121
	 20,66   c

	APRP 3I212
	 19,66   c

	APRP 2S121
	  13,33    d

	APRP 1I213
	    13,00    de

	APRD 1I121
	    12,00    de

	APRS 3I111
	    12,00    de

	APRS 3I214
	    12,00    de

	APRD 2I312
	     11,66       e

	Kontrol
	        0,00           f


*Angka-angka yang diikuti oleh huruf kecil yang sama pada lajur yang sama adalah berbeda tidak nyata menurut LSD pada taraf 5%.

Hasil uji antagonis 10 isolat Aktinobakteria terhadap Xoo menunjukkan seluruh isolat mampu menghambat perkembangan Xoo dengan persentase daya hambat dapat dilihat pada tabel 7. Isolat dengan kode APRD 3I211 menunjukkan persentase daya hambat paling tinggi yaitu 29,66%. Sebanyak 5 isolat Aktinobakteria yang menunjukkan hasil uji daya hambat tertinggi digunakan untuk pengujian tahap selanjutnya.
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Gambar 1. Hasil uji antagonis isolat aktinobakteria. (a) Isolat Aktinobakteria APRD 3I211 (b) Isolat Xoo (c) Isolat Xoo kontrol.

Uji Kemampuan Aktinobakteria Menghasilkan Enzim dan Penghambatan Metabolit Sekunder
Uji Enzim Aktinobkteria

Tabel 8. Hasil uji enzim protease, enzim selulase, enzim amilase
	Kode Isolat
	Enzim Protease
	Enzim Selulase
	Enzim Amilase

	[bookmark: _Hlk105338941]APRD 3I211
	+
	+
	+

	[bookmark: _Hlk105363098]APRD 1I122
	+
	+
	+

	[bookmark: _Hlk105337011]APRP 1I121
	+
	+
	+

	APRP 3I212
	+
	+
	+

	[bookmark: _Hlk105337034]APRP 2S121
	-
	+
	+


[bookmark: _Hlk110083861]
Keterangan: (+) Menghasilkan enzim, (-) Tidak menghasilkan enzim
[bookmark: _Hlk105502317][bookmark: _Hlk105363130]Pengujian enzim protease menunjukkan hasil sebanyak empat isolat Aktinobakteria mampu menghasilkan enzim protease (Tabel 8) yang ditandai dengan munculnya zona bening disekitar kertas cakram. Isolat Aktinobakteria yang mampu menghasilkan enzim protease yaitu isolat dengan kode APRD 3I211, APRP 1I121, APRP 3I212, dan APRD 1I122. 
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Gambar 2. Hasil uji enzim protease isolat Aktinobakteria, (a) APRD 3I211, (b) APRP 1I121, (c) APRD 1I122, (d) APRP 3I212, (e) APRP 2S121, (f) Kontrol

Hasil uji enzim selulase menunjukkan seluruh isolat Aktinobakteria mampu menghasilkan enzim selulase (Tabel 8) yang ditandai dengan terbentuknya zona bening sekitar isolat yang diinkubasi pada media CMC. 


[image: ]a

Gambar 4. Hasil uji enzim selulase Aktinobakteria isolat APRP 3I212, (a) Zona bening disekitar koloni Aktinobakteria

Hasil uji enzim amilase menunjukkan seluruh isolat Aktinobakteria mampu menghasilkan enzim amilase (Tabel 8) yang ditandai dengan terbentuknya zona bening disekitar isolat yang diinkubasi pada media MRSA setelah ditetesi iodin.
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Gambar 5. Hasil uji enzim amilase Aktinobakteria isolat APRD 1I122, (a) Zona bening disekitar koloni Aktinobakteria

Uji Penghambatan metabolit sekunder
	Hasil uji penghambatan metabolit sekunder Aktinobakteria terhadap Xoo menunjukkan seluruh metabolit sekunder isolat Aktinobakteria mampu menekan perkembangan Xoo yang ditandai dengan zona bening yang muncul disekitar kertas cakram yang telah di basahi dengan metabolit sekunder dari Aktinobakteria.
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Gambar 5. Hasil uji penghambatan metabolit sekunder isolat Aktinobakteria, (a) APRD3I211, (b) APRP1I121, (c) APRP2S121, (d) APRD1I122 (e) APRP3I212, (f) Kontrol

PEMBAHASAN
[bookmark: _Hlk108722531]Aktinobakteria merupakan agen pengandali hayati potensial terhadap Xoo. Aktinobakteria dilaporkan memiliki keampuan dalam menghambat patogen tanaman seperti Rizhoctonia solani penyebab hawar pelepah tanaman padi (Suryawanshi., et al 2020). Ralstonia solanacearum penyebab layu bakteri pada tanaman tomat (Lee., et al 2020). Xanthomonas oryzae pv. oryzae penyebab hawar daun bakteri pada tanaman padi (Shi et al., 2021).
Sebanyak 10 isolat Aktinobakteria pada penelitian ini mampu menghambat pertumbuhan Xoo yang ditandai dengan adanya zona hambat disekitar koloni Aktinobakteria pada media agar. Zona hambat dari Aktinobakteria terhadap Xoo yang muncul pada uji antagonis menandakan Aktinobakteria memiliki mekanisme pengendalian secara langsung dengan menghasilkan senyawa yang mampu menekan pertumbuhan dari Xoo pada media agar, hal ini sesuai dengan pendapat Dewi., et al (2020) yang menyatakan kemampuan Aktinobakteria secara langsung ialah antibiosis dengan menghasilkan senyawa antibiotik dan volatil, juga mekanisme lisis sel dengan menghasilkan enzim pendegradasi (lytic enzymes). Senyawa antibiotik dapat bersifat membunuh atau memberikan efek penghambatan pertumbuhan mikrob dengan cara kerja di antaranya memengaruhi pembentukan dinding sel, menghambat sintetis protein, merusak fungsi membran plasma, menghambat sintetis DNA, dan menghambat pembentukan molekul esensial. 5 isolat Aktinobakteria dengan hasil uji antagonis tertinggi yaitu APRD 3I211, APRD 1I122, APRP 1I121, APRP 3I212, APRP 2S121 digunakan untuk uji kemampuan aktinobakteria menghasilkan enzim dan penghambatan metabolit sekunder.
Hasil uji enzim protease menandakan Aktinobakteria memiliki kemampuan dalam menghasilkan ezim protease, enzim protease merupakan ezim yang memiliki kemampuan dalam mendegradasi protein yang merupakan salah satu kandungan dari dinding sel bakteri, Hal ini sesuai dengan pendapat Suhartono dan Artika (2017) yang menyatakan sebanyak enam isolat Aktinobakteria yang digunakan dalam penelitian menunjukkan aktivitas proteolitik. Kemampuan proteolitik ini memungkinkan Aktinobakteria mampu menekan perkembangan dari Xoo secara langsung, karena kandungan protein merupakan salahsatu kandungan dari dinding sel Xoo, hal ini sesuai dengan pendapat Pratama et al., (2015) yang menyatakan Bakteri gram negatif,memiliki membran luar yang terdiri dari tiga lapis yaitu lipoprotein, lipopolisakarida (LPS), dan fosfolipid.
Hasil uji enzim selulase menandakan seluruh isolat Aktinobakteria yang telah diuji memiliki kemampuan dalam menghasilkan enzim selulase, enzim selulase merupakan enzim yang mampu mendegradasi selulosa, selulosa merupakan bahan penyusun dinding sel dari bakteri hal ini sesuai dengan pendapat Melliawati (2009) yang menyatakan Komposisi kimia dinding sel bakteri bermacam-macam tergantung dari spesiesnya tetapi beberapa spesies dinding selnya terdiri dari selulosa atau hemiselulosa. Kemampuan Aktinobakteria dalam menghasilkan enzim selulase ini memungkinkan Aktinobakteria mampu menekan perkembangan dari Xoo secara langsung.
Hasil uji enzim amilase, seluruh isolat Aktinobakteria yang telah diuji memiliki kemampuan dalam menghasilkan enzim amilase, enzim amilase merupakan enzim yang mampu mendegradasi amilum. Enzim amilase adalah enzim yang dapat diperoleh dari hewan, tanaman, maupun mikroba yang berperan dalam mekanisme karbohidrat, enzim amilase juga berperan dalam meningkatkan pertahanan tanaman terhadap patogen (Prihatiningsih dan Djatmiko, 2016). Pembentukan zona bening menunjukkan bahwa pati yang terdapat di dalam media dihidrolisis oleh enzim amilase menjadi senyawa yang sederhana (Ginting et al., 2020).
Hasil uji penghambatan metabolit sekunder isolat Aktinobakteria menunjukkan kemampuan dari Aktinobakteria dalam menghasilkan senyawa penghambat pertumbuhan Xoo, senyawa tersebut bisa berupa antibiotik atau toksin, produksi enzim hidrolitik lain dan senyawa folatil, yang bersifat racun bagi Xoo, pernyataan ini sesuai dengan pendapat Nellawati et al., (2016) yang menyatakan kemampuan antibiosis dari agens hayati dapat terjadi melalui salah satu atau lebih dari proses berikut; melalui produksi siderophore, produksi antibiotik, produksi enzim-enzim hidrolitik yang mampu melisiskan sel patogen atau produksi senyawa folatil yang bersifat racun bagi patogen tanaman.
KESIMPULAN
	Hasil isolasi Aktinbakteria dari rizosfer tanaman padi diperoleh sebanyak 30 isolat. Berdasarkan hasil penelitian dari 30 isolat yang diuji, 25 isolat menunjukkan hasil pengujian negatif pada uji keamanan hayati, 18 isolat mampu meningkatkan pertumbuhan tanaman padi fase pembibitan, 10 isolat menujukkan kemampuan terbaik dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman padi fase vegetatif serta mampu menekan perkembangan HDB secara in-planta, 5 isolat menunjukkan indeks daya hambat terbesar pada uji antagonis Aktinobakteria terhadap Xoo. Isolat Aktinobakteria yang telah diuji menunjukkan kemampuan dalam menghasilkan enzim, protease, selulase, amilase, dan penghasil metabolit sekunder.
[bookmark: _Hlk105503146]
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