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Abstrak

Colletotrichum gloeosporioides adalah salah satu penyakit yang mampu
menyebabkan kehilangan hasil kakao yang cukup besar. Penelitian ini bertujuan
untuk meneliti kemampuan mikroba antagonis Trichoderma harzianum, Tricho-
derma koningii, Bacillus subtilis dan Pseudomonas fluorescens dalam
mengendalikan gloeosporioides secara hayati di laboratorium. Penelitian dilakukan
di Laboratorium Proteksi Tanaman, Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa jamur antagonis, T. harzianum, T. koningii,
lebih kuat dalam menghambat pertumbuhan C. gloeosporioides sekitar 83%
dibandingkan kemampuan bakteri antagonis, B. subtilis dan P. fluorescens, yang
hanya sebesar 49%.

Kata kunci: Penghambatan pertumbuhan, Colletotrichum gloeosporioides, Trichoderma
harzianum, Trichoderma koningii, Bacillus subtilis, Pseudomonas
fluorescens.

Abstract

Colletotrichum gloeosporioides is a disease which can cause significant
yield loss of cocoa. The objective of this research is to investigate the ability
of antagonist microbes, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Bacillus
subtilis and Pseudomonas fluorescens in controlling gloeosporioides biologi-
cally in laboratorium condition. The experiment was carried out in Crop Pro-
tection Laboratory, Indonesian Coffee and Cocoa Research Institute. Results
of this research showed that antagonist fungi, T. harzianum, T. koningii, had a
stronger ability in inhibiting growth of C. gloeosporioides about 83% com-
pared to the ability of antagonist bacteria, B. subtilis and P. fluorescens, only
about 49%.

Key words: Growth inhibition, Colletotrichum gloeosporioides, Trichoderma harzianum,
Trichoderma koningii, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens.
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PENDAHULUAN

Salah satu penyakit penting pada tanaman
kakao di Indonesia adalah antraknosa
colletotricum yang disebabkan oleh jamur
Colletotrichum gloeosporioides (Sri-Sukamto
et al., 2008). Serangan jamur C. gloeo-
sporioides dapat menimbulkan kerusakan
pada tanaman kakao yang besarnya
tergantung pada intensitas serangan penyakit.
Infeksi pada buah-buah muda ikut
menurunkan produksi kakao, karena buah-
buah tersebut akan layu dan mengering. Dari
hasil pengamatan yang dilakukan di Jawa
Timur, diketahui bahwa serangan pada buah
muda dari klon rentan adalah sebesar 73%
dan kehilangan hasil diduga bisa mencapai
75%. Pada tanaman yang terserang berat,
jumlah daun dan buah hanya sedikit sehingga
produksi sangat rendah (Sri-Sukamto et al.,
2008).

Selain di Indonesia, penyakit ini telah
ditemukan di Malaysia, Brunei, Filipina, Sri
Lanka, dan India Selatan. Pada tahun 1980-
an di Jawa Timur serangan jamur C. gloeo-
sporioides pada kakao tampak meningkat,
sehingga menarik cukup banyak perhatian
(Sri-Sukamto & Junianto, 1987).

Saat ini perhatian pada pengendalian
alternatif yang lebih ramah lingkungan
semakin besar untuk menurunkan peng-
gunaan pestisida sintesis yang marak
digunakan, dan salah satunya adalah
pengendalian hayati (Sulistyowati et al.,
2009). Pengendalian hayati terhadap patogen
pada umumnya dapat melalui antibiosis
dan kompetisi, kadang-kadang melalui
hiperparasitisme (Sitepu, 1993). Usaha
pengendalian penyakit antraknosa secara
biologi dapat dengan mikroorganisme
antagonis (Stirling & Stirling, 1997).
Aktivitas biologi tersebut berkaitan erat
dengan sifat antagonisme mikrobia, baik
secara langsung melalui kompetisi atau
antibiosis, maupun secara tidak langsung

melalui induksi resistensi tanaman inang
(Trigalet et al., 1994).

Pemanfaatan jamur dan bakteri rizosfer
sebagai agensia pengendali hayati untuk
patogen tanaman telah banyak dilakukan
karena dapat tumbuh dengan cepat dan
mampu menggunakan berbagai substrat di
bawah kondisi lingkungan yang berbeda
(Cook & Baker, 1983). Beberapa jenis bakteri
merupakan penghasil antibiotik sedangkan
yang lain merupakan pengkoloni akar yang
efektif dan dapat tumbuh dengan cepat pada
rizosfer tanaman (O’Sullivan & O’Gara,
1992).

Trichoderma merupakan jamur yang
umum terdapat dalam tanah dan telah
dilaporkan secara luas sebagai agensia hayati
yang mampu menghambat pertumbuhan
beberapa jenis patogen (Harman et al., 2004).
Mekanisme penghambatan Trichoderma
terhadap patogen antara lain melalui proses
kompetisi, parasitisme dan antibiosis
(Bailey et al., 2008). Hifa Trichoderma
mampu melilit hifa patogen sehingga
pertumbuhan patogen terhambat, selain itu
juga mampu mengeluarkan enzim Kkitinase
dan B-1,3 glukanase yang mampu merombak
dinding sel patogen. Selain itu, Trichoderma
mampu menghasilkan antibiotik 3-2-
hydoxyprophyl-4-2-hexadienyl)-2-5(5H)-
furanon yang mampu menghambat per-
tumbuhan spora dan hifa mikroba patogen.

Bacillus subtilis merupakan bakteri gram
positif yang mampu menghasilkan antibiotik
streptovidin, basitrin, surfaktin, iturin A,
polimiksin, difisidin, subtilin, subtilosin dan
mikobasilin yang mampu menghambat
pembentukan dinding sel jamur patogen
(Soesanto, 2008). Bakteri lain adalah
Pseudomonas fluorescens yang merupakan
bakteri pengkoloni akar, agresif dengan waktu
generasi yang cepat dalam zona perakaran
(Campbell, 1989; Arwiyanto, 1997). Bakteri
ini dikenal juga mampu meningkatkan
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pertumbuhan tanaman secara tidak langsung
dengan mengendalikan mikroorganisme
pengganggu tanaman (Howell & Stipanovic,
1979). Banyak strain P. fluorescens telah
menunjukkan penekanan pada bermacam-
macam penyakit tanaman yang disebabkan
oleh patogen tular tanah termasuk
mikroorganisme beracun (Weller, 1988).
Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji
keefektifan jamur dan bakteri antagonis dalam
menghambat pertumbuhan jamur C. gloeo-
sporioides secara in vitro.

METODE PENELITIAN
Persiapan Isolat

Isolat C. gloeosporioides diperoleh
melalui isolasi dari buah kakao yang terserang
penyakit antraknosa. Isolasi dilaksanakan
dengan cara mengambil kulit buah kakao
yang terserang antraknose dengan ukuran
0,5 cm x 0,5 cm kemudian dicelupkan ke
dalam larutan alkohol 70% selama 3 menit
dan dibilas dengan aquades steril selama
3 menit. Potongan kulit buah tersebut
dipindahkan pada kertas saring, diletakkan
secara aseptik di atas permukaan media PDA
pada cawan petri yang telah diberi satu tetes
asam laktat 20%, kemudian diinkubasi dalam
kondisi gelap dengan suhu 26°C selama
3 hari. Koloni yang tumbuh diidentifikasi

berdasarkan ciri-ciri morfologinya menurut
Barnett & Hunter (1972).

Isolat jamur T. harzianum dan T. koningii
masing-masing dibiakkan dalam media
Potato Dextrose Agar (PDA) di dalam cawan
petri dan diinkubasi pada suhu 26°C hingga
biakan murni tumbuh sampai tepi cawan petri.
Isolat B. subtilis dan P. fluorescens terlebih
dahulu dikarakterisasi meliputi pewarnaan
gram, uji katalase, hidrolisis gelatin, produksi
indol dan pati. Isolat B. subtilis dibiakkan
dalam media Natrium Agar sedangkan
P. fluorescens dibiakkan dalam media King’s
B dan diinkubasi pada suhu kamar.

Uji Antagonis Secara In Vitro

Uji in-vitro dilakukan dengan cara
melakukan uji antagonis tunggal setiap
isolat jamur dan bakteri antagonis terhadap
C. gloeosporioides. Masing-masing isolat
T. harzianum, T. koningii, B. subtilis, P. fluo-
rescens dan C. gloeosporioides diambil dengan
menggunakan bor gabus yang berdiameter
0,3 cm. Setiap isolat antagonis diuji dengan
C. gloeosporioides secara simultan dalam
cawan petri yang berdiameter 9 cm. Isolat
jamur dan bakteri antagonis diletakkan pada
sisi yang berlawanan dengan jamur patogen,
jarak antarisolat antagonis dan patogen adalah
3 cm sedangkan jarak setiap isolat dari tepi

Tabel 1. Sumber isolat jamur dan bakteri yang digunakan dalam penelitian

Table 1. Sources of fungal and bacterial isolates used in this research

Isolat Asal
Isolates Sources
T. harzianum Koleksi Laboratorium Proteksi Tanaman Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia

Collection of Crop Protection Laboratory, ICCRI

T. koningii

Koleksi Laboratorium Proteksi Tanaman Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia

Collection of Crop Protection Laboratory, ICCRI

B. subtilis

Koleksi Laboratorium FMIPA Universitas Jember

Collection of Laboratory of Science Faculty, University of Jember

P. fluorescens

Koleksi Laboratorium FMIPA Universitas Jember

Collection of Laboratory of Science Faculty, University of Jember

C. gloeosporioides

Isolasi dari buah kakao di Kebun Percobaan Kaliwining Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia

Isolate of cocoa pod from Kaliwining Experimental Station, ICCRI
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cawan petri adalah 3 cm. Sebagai kontrol,
ditumbuhkan jamur C. gloeosporioides pada
media PDA tanpa jamur antagonis. Inkubasi
dilakukan dalam kondisi gelap pada suhu 26°C
selama tujuh hari.

Pengukuran Daya Hambat

Pengukuran jari-jari penghambatan
jamur dan bakteri antagonis terhadap
C. gloeosporioides dilakukan setelah
miselium C. gloeosporioides pada kontrol
telah mencapai pinggir cawan petri.
Persentase penghambatan jamur dan
bakteri antagonis terhadap pertumbuhan
C. gloeosporioides dihitung berdasarkan
Fokkema & Van der Meulen (1976), dengan
mengukur jari-jari koloni C. gloeosporioides
pada kontrol (r,) dan jari-jari koloni
C. gloeosporioides yang berhadapan
dengan jamur antagonis (r,). Persentase
penghambatan koloni C. gloeosporioides
dihitung menggunakan rumus:

r-r
| = ————X 100%

1
I
rl
r,= Jari-jari koloni jamur pada perlakuan

persentase penghambatan

jari-jari koloni jamur pada kontrol

HASIL DAN PEMBAHASAN

Morfologi jamur C. gloeosporioides
diamati secara visual dan mikroskopis. Hasil
isolasi dari buah kakao yang terserang
antraknosa menunjukkan bahwa miselium
C. gloeosporioides yang berumur muda
berwarna putih dan kemudian berangsur-
angsur berubah menjadi orange dan
keabu-abuan saat sudah tua (Gambar 1).
Secara mikroskopis, C. gloeosporioides

menunjukkan karakteristik konidia hialin,
berbentuk bulat lonjong, bersel 1 (Barnett,
& Hunter, 1972), terbentuk pada ujung
konidiofor yang sederhana (Semangun,
1988).

b

Gambar 1. Miselium jamur C. gloeosporioides (a).
Spora jamur C. gloeosporioides pada
perbesaran 400x (b).

Mycelium of C. gloeosporioides
fungus (a). Spores of C. gloeosporioides
fungus at 400x magnification (b).

Figure 1.

Pengamatan morfologi terhadap
T. koningii dan T. harzianum menunjukkan
bahwa warna koloni pada T. harzianum
berwarna hijau tua sedangkan T. koningii
menunjukkan warna hijau muda kekuning-
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kuningan, tekstur miselium pada T. koningii
lebih halus dan pertumbuhannya sedikit
lebih lambat jika dibandingkan dengan
T. harzianum (Gambar 2).

Hasil uji pewarnaan gram menunjukkan
bahwa B. subtilis merupakan bakteri gram
positif karena menghasilkan warna ungu saat
ditetesi dengan larutan KOH. Warna ungu
yang muncul pada pewarnaan gram tersebut
dikarenakan dinding sel B. subtilis mampu
mempertahankan zat warna kristal violet.

b

Gambar 2. Miselium T. harzianum (a) dan
T. koningii (b).

Figure 2.  Mycelium of T. harzianum (a) and
T. koningii (b).

Pada hasil pewarnaan gram menunjukkan
P. fluorescens termasuk golongan bakteri
gram negatif karena hasil pewarnaan
menunjukkan warna merah yang disebabkan
karena bakteri tersebut mampu melunturkan
zat warna ungu kristal violet dan mengikat
safranin (Tabel 2).

Tabel 2. Hasil uji biokimia B. subtilis dan P. fluorescens

Table 2. The results of biochemical tests of B. subtilis and
P. fluorescens

Reaksi (Reaction)

Uji (Tests) —
B. subtilis P. fluorescens

Gram
Gram +
Katalase + +
Catalase
Hidrolisis gelatin + +
Gelatin hydrolysis
Produksi indol - +
Indol production
Hidrolisis pati + +

Starch hydrolysis

Uji biokimia yang dilakukan pada
dasarnya adalah sebagai konfirmasi isolat
yang digunakan agar tidak terjadi kesalahan.
Uji biokimia didasarkan pada Leary & Chun
(1988). Pada uji katalase, baik B. subtilis
maupun P. fluorescens menghasilkan
gelembung kecil setelah ditetesi larutan
hidrogen peroksida 3%, hal ini menunjukkan
bahwa kedua bakteri tersebut mengandung
antimetabolit yang dihasilkan oleh enzim
katalase yang dapat mengubah H,O, menjadi
O, dan H,. Hasil uji hidrolisis gelatin juga
menunjukkan hasil yang sama pada kedua
bakteri tersebut yaitu mampu menghidrolisis
gelatin yang ditunjukkan oleh mencairnya
medium gelatin setelah diinokulasikan oleh
bakteri tersebut. Pada uji produksi indol,
B. subtilis menunjukkan hasil negatif
sedangkan P. fluorescens menunjukkan reaksi
positif yang berarti mampu memproduksi
indol. Uji hidrolisis pati menunjukkan hasil
positif dari kedua bakteri, hal tersebut
menandakan bahwa baik B. subtilis maupun
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P. fluorescens mampu menghasilkan enzim
amilase yang dapat menghidrolisis pati
menjadi molekul-molekul maltosa, glukosa
dan dekstrin.

Penghambatan oleh T. harzianum dan
T. koningii

Berdasarkan Tabel 3. dapat diketahui
bahwa pertumbuhan miselium C. gloeo-
sporioides pada hari pertama baik pada kontrol
maupun pada perlakuan memiliki ukuran jari-
jari yang sama yaitu sebesar 0,3 cm. Uji
antagonis dengan menggunakan T. harzianum
pada hari kedua telah terjadi proses
penghambatan pertumbuhan, hal tersebut
dapat diketahui dari pertumbuhan miselium
C. gloeosporioides yang mengalami stagnasi
sampai dengan akhir pengamatan dengan jari-
jari miselium sebesar 0,5 cm.

Sedangkan pada uji antagonis dengan
menggunakan T. koningii, proses peng-
hambatan pertumbuhan C. gloeosporioides
mulai terjadi pada hari ketiga dan juga terjadi
proses stagnasi pada pertumbuhan miselium.
Pada perlakuan kontrol, terlihat bahwa
pertumbuhan miselium C. gloeosporioides
tetap tumbuh sampai dengan akhir
pengamatan. Hal ini berarti bahwa C. gloeo-

sporioides tumbuh dengan optimal tanpa
adanya jamur antagonis.

Pada hari pertama sampai dengan hari
keenam terlihat tidak ada perbedaan yang
signifikan di antara kedua antagonis
dalam menghambat C. gloeosporioides,
tetapi setelah pengamatan hari ketujuh
terlihat bahwa T. harzianum memiliki daya
hambat lebih besar dibandingkan T. koningii
(Tabel 3). Pada hari ketujuh pengamatan,
daya hambat T. harzianum terhadap C. gloeo-
sporoides mencapai 84,65% sedangkan
T. koningii mencapai 80,94% (Tabel 3) yang
berarti bahwa masing-masing jamur
antagonis tersebut memiliki kemampuan
yang baik dalam menghambat patogen.
Interaksi C. gloeosporioides dengan jamur
T. harzianum dan T. koningii adalah melalui
mekanisme antagonisme langsung (Jeffries
& Young, 1994). Hal ini sejalan dengan
Bailey et al. (2008) yang menyatakan bahwa
Trichoderma merupakan agensia antagonis
yang sangat agresif dalam mekanisme
mikoparasit, antibiosis dan kolonisasi
terhadap patogen tumbuhan. Proses anta-
gonis yang terjadi juga melalui interferensi
hifa (Sri-Sukamto et al., 1997), yaitu suatu
bentuk antagonisme yang berlangsung bila
dua buah hifa yang bersifat antagonistik

Tabel 3. Pertumbuhan miselium jamur dan persentase penghambatan pertumbuhan C. gloeosporioides pada uji antagonis
menggunakan T. harzianum dan T. koningii
Table 3.  Growth of fungal mycelium and the mean percentage growth inhibition of C. gloeosporioides on antagonism test
using T. harzianum and T. koningii
Pertumbuhan miselium C. gloeosporioides, cm
Hari Growth of mycelium of C. gloeosporioides, cm Rerata persentase penghambatan
Day Kontrol Perlakuan Mean inhibition percentage
Control Treatments
T. harzianum T. koningii T. harzianum T. koningii
1 0.3 0.3 0.3 0+0 00
2 0.8 0.5 0.5 35.6+9.8 31.9+6.4
3 15 0.5 0.7 60.8+6.0 51.3+2.2
4 2.2 0.5 0.7 749 +3.1 68.8 +2.4
5 2.6 0.5 0.7 78926 73721
6 3.3 0.5 0.7 82926 776+1.1
7 3.7 0.5 0.7 84.7+2.6 80.9+1.3
Catatan (Note): " Rerata + SD (Mean + SD).
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secara kontak atau berdekatan. Akibat utama
interferensi hifa ini adalah terjadinya
penambahan permeabilitas sel yang berakhir
dengan kematian hifa.

Penghambatan oleh B. subtilis dan
P. fluorescens

Tabel 4 menunjukkan bahwa C. gloeo-
sporioides mulai terhambat pertumbuhannya
oleh B. subtilis dan P. fluorescens pada hari
ketiga setelah aplikasi. Pertumbuhan
C. gloeosporioides pada uji antagonis dengan
B. subtilis mulai berhenti pada hari kelima,
sedangkan pada perlakuan uji antagonis
dengan P. fluorescens, pertumbuhan
C. gloeosporioides mulai berhenti pada hari
keenam. Hal tersebut menunjukkan bahwa
B. subtilis mempunyai daya hambat lebih
tinggi dibandingkan P. fluorescens.

B. subtilis menghasilkan antibiotika
yang bersifat racun terhadap mikroba lain.
Antibiotika yang dihasilkan antara lain
streptovidin, basitrasin, surfaktin, fengisin,
iturin A, polimiksin, difisidin, subtilin,
subtilosin, dan mikobasilin. Subtilosin
merupakan antimikroba berbentuk protein,
sedangkan subtilin merupakan senyawa
peptida, dan surfaktin, fengisin, serta

iturin A merupakan lipoprotein. Basitrasin
merupakan polipeptida yang efektif terhadap
bakteri gram positif dan bekerja menghambat
pembentukan dinding sel jamur patogen
(Soesanto, 2008).

Berdasarkan hasil yang disajikan dalam
Tabel 4, dapat diketahui bahwa persentase
penghambatan pertumbuhan C. gloeo-
sporioides oleh B. subtilis sampai pengamatan
hari ketujuh lebih besar dibandingkan
penghambatan oleh P. fluorescens. Persentase
penghambatan oleh B. subtilis sebesar
52,23% sedangkan persentase peng-
hambatan oleh P. fluorescens sebesar
45,10%. B. subtilis mampu menghasilkan
enzim degradatif makromolekul yang bisa
menghancurkan dinding sel jamur, seperti
protease (intraseluler) dan beberapa enzim
yang disekresikan pada medium seperti
levansukrase, pB-glukanase, a-amylase,
xilanase, Kkitinase dan protease (Kunst
& Rapoport, 1995). Terhambatnya per-
tumbuhan C. gloeosporioides oleh P. fluo-
rescens disebabkan oleh adanya antibiotik
seperti agrocin, herbicolin, oomycin A,
phenazine, pyoluteorin yang diproduksi oleh
Pseudomonas (Latupapua & Nurhidayat,
2003). Mekanisme lain yang ditunjukkan
oleh P. fluorescens adalah dengan mensekresi-

Tabel 4. Pertumbuhan miselium jamur dan persentase penghambatan pertumbuhan C. gloeosporioides pada uji antagonis
menggunakan B. subtilis dan P. fluorescens.
Table 4.  Growth of fungal mycelium and the percentage growth inhibition of C. gloeosporioides on antagonism test using
B. subtilis and P. fluorescens.
Pertumbuhan miselium C. gloeosporioides, cm
Growth of mycelium of C. gloeosporioides, cm Rerata persentase penghambatan
Hari Perlakuan The mean inhibition percentage
Day Kontrol Treatments
Control — —
B. subtilis P. fluorescens B. subtilis P. fluorescens
1 0.2 0.2 0.2 0+0 00
2 0.8 0.8 0.8 110 £ 0 110+ 0
3 15 14 1.3 149 = 3.4 128+ 0.5
4 2.1 17 1.6 195 + 6.2 213+ 75
5 2.7 19 19 344 + 74 27.7+ 8.3
6 3.2 1.9 2.0 464 + 4.3 386+ 29
7 3.9 19 2.0 522 + 0.7 451+ 35
Catatan (Note): " Rerata+ SD (Mean + SD).
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Penghambatan Colletotrichum gloeosporioides oleh T. harzianum, T. koningii, B. subtilis dan P. fluorescens

kan suatu siderofor pseudobactin yang
diproduksi dalam keadaan ion ferric yang
terbatas (Hu & Boyer, 1996).

KESIMPULAN

Agensia hayati T. harzianum,
T. koningii, B. subtilis dan P. fluorescens
efektif menghambat pertumbuhan jamur
Colletotrichum gloeosporioides penyebab
penyakit antraknosa pada kakao. Persentase
penghambatan pertumbuhan T. harzianum
sebesar 84,6%, T. koningii sebesar 80,9%,
B. subtilis sebesar 52,2% dan P. fluorescens
sebesar 45,1%.
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