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INTISARI

Penyebab penyakit layu bakteri (Ralstonia solanacearum) merupakan salah
satu bakteri paling merugikan bagi pertanaman pisang di seluruh dunia sehingga
diperlukan suatu strategi pengendalian penyakit yang tepat. Pseudomonad fluoresens
sebagai bakteri pengkoloni akar merupakan salah satu komponen pengendalian hayati
yang dapat menekan R. solanacearum. Tujuan penelitian ini adalah mempelajari
karakterisasi pseudomonad fluoresens pada pisang di daerah Jember dan Sukamantri
(koleksi IPB) dan potensi antagonismenya terhadap R. solanacearum secara in vitro.
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan Program Studi
Ilmu Hama dan Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Jember, pada
bulan Maret sampai Juni 2001. Kelima isolat bakteri bersifat gram negatif, fluoresen,
oksidatif, mampu mencairkan gelatin koloni berwarna krem pada uji YDCA, bereaksi
positif pada uji katalase, pembentukan levan sukrosa, pembusukan kentang, hidrolisis
arginin dan bereaksi negatif pada uji hidrolisis pati, reduksi nitrat, pembentukan
indol, mampu tumbuh baik pada suhu 25-37°C. Uji reaksi hipersensitif pada
tembakau menunjukkan hasil negatif Berdasarkan karakterisitiknya bakteri
pseudomonad flyoresens dapat digolongkan sebagai Pseudomonas Sfluorescens, Hasil
uji in vitro menunjukkan bahwa kelima isolat P. fluorescens efektif menghambat
pertumbuhan R. solanacearum. Persentase penghambatan P. fluorescens tertinggi
yaitu isolat PfRa3 sebesar 56,13 %.

Kata kunci : Pseudomonas fluorescens, Ralstonia solanacearum, antagonisme.
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Penyakit layu bakteri yang disebabkan oleh Ralstonia solanacearum
Yabuuchi er.al (sinonim Pseudomonas solanacearum E.F Smith) ras 2 merupakan
salah satu penyakit penting pada pertanaman pisang. Kerugian hasil akibat penyakit
ini sangat besar yang terjadi di daerah-daerah atau negara-negara penghasil pisang.
Untuk mengatasi masalah ini maka perlu di cari suatu strategi pengendalian penyakit
yang tepat. Salah satu alternatif cara pengendalian adalah pengendalian hayati dengan
menggunakan mikroorganisme dalam tanah. Pseudomonad fluoresens merupakan
bakteri pengkoloni akar dan memiliki kemampuan untuk mengendalikan beberapa
patogen akar. Tujuan penelitian ini adalah untuk mempelajari karakteristik
pseudomonad fluoresens pada pisang di daerah Jember dan Sukamantri (koleksi IPB)
serta  mengetahui  potensi  antagonismenya  terhadap  bakteri  layu
Ralstonia solanacearum secara in vitro.

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan Program
Studi Ilmu Hama dan Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Jember
pada bulan Maret sampai Juni 2001. Ada empat tahap yang dilaksanakan pada
penelitian ini meliputi a) pengambilan sampel tanah yang mengandung pseudomonad
fluoresens, b) isolasi dan identifikasi bakteri antagonis, c) perbanyakan isolat
R. solanacearum dan d) uji antagonisme pseudomonad fluoresens secara in vitro.
Pengambilan sampel tanah dilakukan di daerah Jelbuk, Rembangan, Rambipuji dan
Ambulu dengan metode survei. Tanah yang diambil berasal dari daerah sekitar

perakaran tanaman pisang yang sehat kemudian dibawa ke laboratorium untuk diteliti
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lebih lanjut. Selanjutnya dilakukan isolasi bakteri pada medium King’s B sampai di
dapat isolat yang murni.

Identifikasi bakteri dilakukan dengan mengamati karakteristik fisiologi
bakteri. Karakteristik fisiologi dilaksanakan dengan melakukan serangkaian uji yang
meliputi uji gram, fluoresen, oksidatif fermentatif, pencairan gelatin, uji YDCA,
katalase, hidrolisis pati, reduksi nitrat, pembentukan indol, pembentukan levan
sukrosa, pembusukan kentang, hidrolisis arginin, pengaruh suhu. Perbanyakan isolat
R. solanacearum dilakukan dengan menggoreskan suspensi bakteri pada media CPG
kemudian dipindahkan pada media TZC, koloni yang virulen disimpan dalam air
steril. Uji antagonisme in vitro dilakukan dengan meletakkan kertas filter yang
mengandung R. solanacearum di bagian tengah cawan petri yang berisi media
King’s B kemudian meletakkan empat kertas filter yang mengandung pseudomonad
fluoresens dari satu isolat yang sama pada empat titik di bagian tepi dari cawan petri
tersebut.

Berdasarkan hasil identifikasi, kelima bakteri pseudomonad fluoresens
bersifat gram negatif, fluoresen, oksidatif, mampu mencairkan gelatin, koloni
berwarna krem pada uji YDCA, bereaksi positif pada uji katalase, pembentukan levan
sukrosa, pembusukan kentang, hidrolisis arginin, bereaksi negatif pada uji hidrolisis
pati, reduksi nitrat, pembentukan indol. Bakteri ini mampu tumbuh baik pada suhu
25-37°C. Pada uji reaksi hipersensitif pada tembakau, bakteri tidak menimbulkan
gejala nekrosis pada daun tembakau.

Berdasarkan pengujian yang telah dilakukan disimpulkan bahwa bakteri
pseudomonad fluoresens di daerah Jember (Jelbuk, Rembangan, Rambipuji dan
Ambulu) dan Sukamantri (koleksi IPB) adalah Pseudomonas fluorescens. Kelima
isolat tersebut efektif menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum. Persentase
penghambatan P. fluorescens tertinggi yaitu dari isolat PfRa3 sebesar 56,13 %.
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L PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pisang memiliki arti yang sangat penting bagi pemenuhan kebutuhan pangan,
peningkatan gizi makanan serta sebagai sumber pendapatan petani (Zulfiar dan
Hutagalung, 1983) oleh karena itu pisang merupakan salah satu komoditas penting
buah-buahan di Indonesia. Menurut Sulyo (1992) pisang menduduki luas areal
maupun produksi tertinggi di antara buah-buahan di Indonesia. Permintaan dari luar
negeri akan pisang terus meningkat dari tahun ke tahun, sementara permintaan di
dalam negeri masih kurang terpenuhi hal ini disebabkan karena masih rendahnya
produksi pisang (Martoredjo, 1995 dalam Aeny, 1997). Salah satu faktor yang
mempengaruhi rendahnya produksi pisang adalah penyakit layu bakteri.

Penyakit layu bakteri yang disebabkan oleh Ralstonia solanacearum merupakan °

salah satu penyakit penting pada pisang di Indonesia dan beberapa negara lain
(Hayward, 1990). Menurut Semangun (1989), penyakit ini pertama kali dilaporkan di
Sulawesi Selatan pada tahun 1910. Penyakit ini telah menyebar di beberapa daerah di
Indonesia, yang meliputi daerah Jawa Barat, Jawa Tengah dan Sulawesi Selatan.
Kerugian hasil akibat penyakit ini sangat besar. Mujim dkk. (1995) melaporkan
penurunan hasil produksi pisang akibat bakteri layu ini bisa sampai 95 persen.
Sebelum terjadinya serangan, dari setiap hektar kebun (populasi 1000 pohon) dapat
dipanen sebanyak 100 tandan per 20 hari, tetapi setelah terjadi serangan produksi
yang diperoleh hanya 5 tandan per hektar per 20 hari.

Berbagai cara pengendalian telah dilakukan, tetapi penyakit ini masih menjadi
kendala produksi pisang. Penggunaan bakterisida dapat menimbulkan resistensi
terhadap patogen dan menyebabkan mikroorganisme berguna yang hidup di dalam
tanah menjadi mati disamping itu residunya memberikan ancaman terhadap kualitas
lingkungan. Cara pengendalian yang biasa digunakan adalah penggunaan varietas
tahan tetapi hasilnya kurang efektif menekan perkembangan patogen. Ketahanan
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tanaman seringkali tidak menunjukkan tingkat ketahanan tinggi yang konsisten pada
berbagai daerah (Hanson et al., 1998).

Salah satu alternatif pengendalian yang dapat digunakan adalah pengendalian
hayati (biologi) dengan menggunakan mikroorganisme antagonis dalam tanah.
Menurut Cook dan Baker (1983) usaha pengendalian penyakit tanaman secara biologi
terhadap R. solanacearum mempunyai peluang vyang cukup baik karena
mikroorganisme antagonisnya ada di dalam tanah dan aktivitasnya dapat dirangsang
dengan modifikasi lingkungan. Hasil penelitian Hsu dkk. (1993) menunjukkan bahwa
Pseudomonas kelompok fluoresens (Pseudomonad fluoresens) dapat mengurangi
serangan penyakit layu bakteri pada tomat yang diuji di rumah kaca.

Pseudomonad fluoresens merupakan bakteri pengkolonisasi akar dan memiliki
kemampuan di dalam mengendalikan beberapa patogen akar. Dilaporkan dengan
adanya sifat antagonis yang dimiliki oleh pseudomonad fluoresens (Weller, 1988)
maka mikroorganisme tersebut potensial untuk dikembangkan sebagai agensia
pengendali hayati dalam menekan penyakit layu bakteri pisang.

Berdasarkan hal diatas, karena sampai saat ini belum pernah dilakukan penelitian
mengenai potensi antagonisme pseudomonad fluoresens pada tanaman pisang di
Jember, maka perlu kiranya untuk mengetahui sifat — sifat pseudomonad fluoresens
isolat dari beberapa daerah di Jember yang diambil dari pertanaman pisang agar
untuk selanjutnya dapat digunakan sebagai agensia pengendalian hayati.

1.2 Tujuan dan Manfaat Penelitian

Penelitian ini bertujuan : (1) Mengidentifikasi pseudomonad fluoresens hasil
isolasi dari daerah Jember dan Sukamantri Bogor (2) Mengevaluasi keefektivan
pseudomonad fluoresens tersebut sebagai agens biokontrol R. solanacearum pada

pisang secara in vitro.
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Hasil penelitian ini bermanfaat sebagai bahan informasi mengenai karakteristik
dan potensi antagonisme bakteri pseudomonad fluoresens pada pisang di daerah
Jember dan Sukamantri sebagai dasar untuk menyusun strategi pengendalian penyakit

layu bakteri pisang yang berwawasan lingkungan dan berkelanjutan.
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IL. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Arti Penting Penyakit Layu Bakteri Pada Pisang

Bakteri penyebab penyakit layu bakteri (Ralstonia solanacearum) merupakan
salah satu bakteri penyebab penyakit pada pisang yang menimbulkan kerugian yang
sangat besar. Penyakit ini memiliki daerah penyebaran yang luas yaitu daerah tropis
dan subtropis (Persley et al., 1985).

Tahun 1910 di pulau Selayar (Sulawesi Selatan) penyakit layu bakteri pada
pisang telah menimbulkan kerugian yang sangat besar. Menurut Gauman, tahun 1915
diketahui bahwa tanaman pisang di Jawa terjangkit penyakit yang serupa tetapi tidak
menunjukkan gejala yang tampak dari luar, sedang pada tahun 1923 hasil pengamatan
Gauman diketahui bahwa penyakit ini sudah meluas ke hampir seluruh Sulawesi
Selatan (Semangun, 1989). Hasil survei yang dilakukan oleh Pusat Karantina
Pertanian tahun 1983/1984 dan 1984/1985 menunjukkan selain Sulawesi Selatan
ditemukan pula di Minahasa, Maluku Tengah, Jayapura dan Banjar Baru (Kalimantan
Selatan) (Nurhadj dkk., 1994).

Di Indonesia penyakit layu bakteri merupakan salah satu penyebab
menurunnya produksi pisang. Dilaporkan bahwa pada tahun 1988 sekitar
70-80 persen pisang di Jeneponto (Sulawesi) telah terinfeksi penyakit layu bakteri
(Roesmiyanto, 1992). Menurut Sumardiyono dkk. (1997) bahwa tanaman pisang
yang terserang di kabupaten Batang (Jawa Tengah) mencapai 42-55 persen.
Berdasarkan Diperta propinsi Lampung, di propinsi Lampung sejak Januari sampai
Juni 1993 seluas 2006 ha dari 72. 677 ha areal tanaman pisang telah terserang bakteri
penyebab penyakit layu (Dwiragupti, 1993).

Penyebaran R. solanacearum di Jawa rata-rata lebih dari 25 km per tahun dan :

akan memberikan ancaman serius bagi negara-negara di Asia Tenggara jika tidak ada

tindakan karantina yang tepat (Eden-Green, 1994).
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2.2 Gejala Penyakit Layu Bakteri Pada Pisang

Gejala penyakit layu bakteri yang disebabkan oleh (R solanacearum)
dibedakan menjadi gejala luar dan gejala dalam. Gejala luar antara lain berupa layu,
klorotik dan nekrotik pada daun, serta penghambatan pertumbuhan sedangkan gejala
dalam antara lain berupa perubahan warna pada jaringan pembuluh, tilosis dan
degradasi selulose dalam dinding sel (Buddenhangen dan Kelman, 1964).

Gejala pada buah yaitu pada umumnya buah terjadi perubahan warna pada
berkas pembuluh menjadi kuning atau coklat, kemudian meluas ke plasenta dan
parenkim buah bahkan ke berkas pembuluh kulit buah (Semangun, 1989). Menurut
Tjahjono (1988 dalam Sulyo, 1992) bahwa kulit buah sering tampak normal, kadang-
kadang ada yang tampak kuning terlalu awal, dan apabila buah dipotong bagian
dalam buah terlihat berwarna coklat kemerah-merahan. Gejala pada batang yaitu
apabila batang dibelah terjadi perubahan warna pada berkas pembuluh batang yang
berwarna kecoklat-coklatan dan mengeluarkan eksudat putih susu dari permukaannya
(Lelliot dan Stead, 1987). Gejala serangan yang sama akan terjadi pada anakan pisang
yang akhirya akan menyebabkan anakan pisang mati (Dwiragupti, 1993).

Gejala penyakit layu bakteri mempunyai banyak persamaan gejala luar
dengan penyakit layu yang disebabkan Fusarium. Pada layu bakteri terdapat eksudat
bakteri, pembusukan pada buah dan perubahan warna pada batang asli menjadi merah
kecoklat-coklatan. Pada layu Fusarium, batang yang dipotong tidak mengeluarkan
lendir kemerahan, tidak terjadi perubahan warna di bagian dalam buah serta
perubahan warna merah kecoklat-coklatan berpusat pada batang semu (Semangun,
1989; Sulyo, 1992).

2.3 Penyebab Penyakit Layu Bakteri Pada Pisang
Penyebab layu bakteri pada pisang semula dikenal sebagai bakteri
Pseudomonas telah diidentifikasi sebagai Raistonia solanacearum Yabuuchi ef al.

(sinonim Pseudomonas solanacearum E.F. Smith) (Twaithes ef al., 1999). Bakteri
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tersebut dilaporkan mempunyai sinonim Pseudomonas celebensis Gaum,
Xanthomonas celebense (Gaum.) Elliot, Phytomonas celebensis (Gaum.) Mangrou,
Bacterium musae (Gaum.) Elliot (Semangun, 1989).

Ciri umum bakteri yaitu selnya bersifat gram negatif, tidak membentuk spora
berkapsul (Semangun, 1989), berbentuk batang pendek berukuran 0,5 — 1.0x15-
4,0 um, mempunyai satu atau lebih flagela dan tidak menghasilkan pigmen fluoresen.
Bakteri bersifat katalase, oksidasi dan aerob, mengakumulasi polyhidraksi butirat
(PHB), tidak dapat menghidrolisa arginin (Sands er al. dalam Supriadi, 1995).
Menurut Hayward (1991 dalam Munardini, 1995) bahwa R solanacearum
mempunyai enzim nitrase, tidak dapat tumbuh pada media nutrien cair yang
mengandung dua persen natrium khlorida. Suhu optimum untuk pertumbuhannya
yaitu 27-37°C tergantung strainnya. Suhu maksimum kurang lebih 39°C, suhu
minimum 10— 15°C (Hayward, 1976).

2.4 Epidemiologi

Penularan penyakit ini dapat terjadi lewat bibit yang sakit, serangga yang
mengunjungi bunga (7rigona spp, Polibia spp, dan Drosophilla spp) alat pemangkas
seperti parang yang dipakai untuk menebang, membersihkan batang, memotong
bunga jantan, atau memotong anakan pisang sakit. Bakteri ini juga dapat menular
melalui kontak akar, sisa tanaman sakit (Sulyo, 1992). Bakteri juga dapat menyebar
dari bibit (rumpun) yang sakit melalui udara dan menginfeksi buah yang dilakukan
serangga saat pembuahan. Penyebaran dapat juga terjadi melalui pemakaian tunas
yang sakit sebagai bibit (Semangun, 1989).

Waktu inkubasi bakteri penyebab penyakit layu pada pisang berkisar 10-17
hari setelah inokulasi, tetapi menurut Wardlaw (1972 dalam Aeny, 1997) waktu
inkubasi adalah dua minggu setelah inokulasi meskipun ada dua gejala yang baru

muncul setelah satu bulan. Menurut Kelman (1953 dalam Aeny, 1997) bahwa adanya
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perbedaan waktu inkubasi dapat disebabkan oleh umur dan spesies tanaman inang
dan patogen.

Menurut Podkina et af. (1980 dalam Buddenhagen, 1985) R. solanacearum
menyerang  bermacam-macam  polong-polongan. Di  Indonesia  bakteri
R. solanacearum menyerang kacang-kacangan, jahe, pisang, tembakau, kentang, ubi
jalar (Mahmud, 1985). Di India bakteri ini menyerang kentang, tomat, terung, kacang
tanah, seledri, kapas, jahe, jute (Sinha, 1985). Bakteri ini Juga menyerang gulma
seperti Ageratum conyzoides, Portulaca volarasia, Eupatorium odoratum, Solanum
ningrum, Ipomoea sp, Tagetes sp namun tidak menunjukkan gejala (Ramesh dan
Bandyopadhyay, 1992).

Bakteri penyebab layu ini dapat bertahan di dalam tanah minimal satu tahun.
Bakteri dapat terbawa oleh tanah yang dihanyutkan air. Dari dalam tanah bakteri
menginfeksi akar-akar dan batang melalui luka (Dwiragupti, 1993). Menurut
Semangun (1989), diperkirakan bakteri dapat bertahan lebih lama dalam akar-akar
yang busuk. Infeksi bakteri melalui luka-luka pada bonggol, akar-akar, dan batangnya
dapat terjadi saat bercocok tanam, melalui celah karena pertumbuhan akar sekunder
dan tusukan nematoda. Luka tusukan yang disebabkan oleh nematoda
Meloidogyne spp dapat membantu penetrasi bakteri sehingga jaringan tanaman cocok
untuk kolonisasi bakteri (Hayward, 1983). Menurut Dinesen et al., (1990) bakteri
fitopatogen yang bertahan dalam tanah dengan mengkolonisasi jaringan tanaman
tidak dapat bersaing dengan bakteri saprofit bila jaringan sudah sangat rusak, kecuali
R. solanacearum.

Pada umumnya penyakit berkembang paling cepat pada tanaman yang masih
muda dan dibantu suhu yang tinggi. Menurut hasil penelitian yang dilaporkan
Kelman (1953) perkembangan bakteri layu minimum pada suhu 8-10°C dan optimum
27-37°C. Bakteri layu masih mampu bertahan sampai suhu 41°C. Pada suhu diatas
47°C bakteri akan mati. Kelembaban tanah yang tinggi berpengaruh terhadap

meningkatnya infeksi, dan kelebihan air akan membantu penyebaran bakteri bersama-
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sama dengan tanah yang hanyut (Buddgnhagen dan Kelman, 1964 dalam Munardini,
1995). Bakteri ini dapat hidup dan berpotensi aktif dalam tanah kurang lebih dua
tahun, bahkan apabila masih ada tanaman inangnya dapat hidup lebih lama pada
lapisan tanah 55-65 cm dibandingkan dengan lapisan permukaan 10-15 ¢cm (Asman,
dkk., 1995)

2.5 Pengendalian Penyakit Layu Bakteri Pada Pisang

Terdapat beberapa cara pengendalian terhadap penyakit pisang. Pertama,
tindakan karantina. Kedua, pergiliran tanaman pisang dengan tanaman lain atau
gulma yang bukan merupakan tumbuhan inang patogen. Ketiga, usaha sanitasi yaitu
pengurangan inokulum di sekitar pertanaman pisang dan penggunaan zat kimia
desinfektan untuk membersihkan alat-alat yang digunakan untuk perawatan tanaman.
Keempat, membuang bunga jantan yang dapat berfungsi sebagai sumber inokulum
yang disebarkan oleh serangga (Thurston, 1984 dalam Aeny, 1997). Penggunaan
varietas yang tahan terhadap penyakit layu bakteri pisang diduga juga dapat
diandalkan. Hanya saja, belum banyak dilaporkan mengenai jenis-jenis pisang yang
bersifat tahan terhadap penyakit layu bakteri. Salah satu penelitian yang dilakukan
oleh Hartati, Supriadi, dan Eden-Green tahun 1989 di Jawa Barat mendapatkan
bahwa empat varietas pisang yang diuji bersifat peka terhadap penyakit layu, dengan
urutan paling peka adalah pisang Siem, Ambon, Nangka dan Lampung (Aeny, 1997).
Dari hasil penelitian Mujim dkk., (1995) diketahui bahwa hampir semua jenis pisang
yang diuji menunjukkan reaksi rentan terhadap penyakit layu bakteri. Hanya Janten
dan Muli yang agak tahan.

Cara lain untuk mengendalikan penyakit layu pada pisang adalah dengan
penggunaan bahan kimia. Akan tetapi, dilaporkan bahwa pengendalian penyakit ini
dengan menggunakan bahan kimia belum ada yang ekonomis (Montcel, 1986 dalam
Aeny, 1997). Dari beberapa bahan kimia yang telah dicoba untuk diaplikasikan

dengan cara tebar di lubang tanam maupun melalui fumigasi tanah, tidak satupun
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bahan kimia yang dapat mencegah infeksi apabila daerah yang telah terinfeksi bakteri
tersebut ditanami pisang kembali.

Pengendalian secara biologi dengan bakteri antagonis dapat dilakukan, namun
sampai saat ini bakteri antagonis belum tersedia di Indonesia (Yulia dan Suganda,
1999).

2.6 Bakteri Pseudomonad Fluoresens Sebagai Agen Antagonis

Pseudomonad fluoresens merupakan anggota kelompok Pseudomonas yang
terdiri atas Psewdomonas aeruginosa, P. Sluorescens, P. putida, P. chlororaphis,
P. aureofaciens dan dua spesies patogen tanaman P. cichorii dan P. syringae
(Oedjijono, 1993).

Menurut Palleroni (1984 dalam Widiyastuti dan Arwiyanto, 2001), genus
Pseudomonas mempunyai ciri-ciri gram negatif, bentuk batang, sel berukuran: lebar
0,5-1,0 um dan panjang 1,5-4 um, bergerak dengan flagella polar, obligat aerob,
katalase positif dan tidak pernah fermentatif. Kelompok pseudomonas “fluoresens”
mempunyai ciri-ciri kebanyakan strain menghasilkan pigmen fluoresen, arginin
hidrolisis positif sedangkan yang arginin hidrolisisnya negatif adalah P. syringae dan
P. cichorii dan kelompok ini biasanya bersifat patogen. Spesies-spesies pseudomonad
fluoresens ditandai oleh kemampuannya dalam mengeksresi pigmen-pigmen hijau-
kuning yang larut dan fluoresens di bawah sinar UV. Pigmen-pigmen ini terutama
dihasilkan dalam media yang defisien dalam besi atau media khusus (King’s B).
Beberapa spesies pseudomonad fluoresens juga menghasilkan pigmen-pigmen
phenazine biru, hijau atau orange yang khas (terutama dalam media King’s A)
(Oedjijono, 1993).

Pseudomonad fluoresens merupakan bakteri pengkolonisasi akar dan
memiliki kemampuan di dalam mengendalikan beberapa patogen akar. Sebagian
strain dikenal mampu menekan pertumbuhan atau membunuh patogen cendawan

maupun bakteri, diantaranya P. aeruginosa, P. putida dan P. fluorescens. Penekanan
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patogen oleh antagonis dari genus Pseudomonas adalah dapat melalui produksi
antibiotik, siderophore dan substansi-substansi volatil, dan yang paling umum adalah
dengan cara menghasilkan antibiotik dan siderophore. Antibiotik adalah substansi
kimia sebagai produk metabolisme sekunder mikroorganisme yang dapat membunuh
atau menghambat pertumbuhan mikroorganisme lain. Pada dasarnya bakteri
pseudomonad fluoresens merupakan kelompok terbesar penghasil antibiotik (Schroth
dan Hancock, 1982 dalam Djatnika, 1998). Banyak senyawa yang dihasilkannya
dapat menghambat aktivitas patogen tanaman, dan beberapa diantaranya efektif
mengendalikan patogen (Coyler dan Mount, 1984 dalam Djatnika, 1998).

P. fluorescens diketahui dapat menghasilkan antibiotik seperti phenazine,
pyrrolnitrin, dan asam pseudomonik, dilaporkan telah terbukti efektif mengendalikan
mikrobia yang bersifat patogen baik yang menyerang manusia maupun tanaman
(Oedjijono, 1993). P. fluorescens strain 3551 yang diisolasi dari rizosfer tanaman
kapas mampu melindungi tanaman tersebut dari serangan Phytium ultimum dan
meningkatkan daya kecambah biji kapas yang disemai pada tanah yang mengandung
patogen (Park ef al., 1988 dalam Dijatnika, 1998). Selain antibiotik, P. fluorescens
menghasilkan siderophore yaitu pseudobactin. Senyawa ini mengkelat Fe menjadi
bentuk senyawa komplek sehingga mikrobe rizosfer tidak dapat memanfaatkan Fe
untuk perkembangannya terutama dalam lingkungan dengan Fe terbatas (Cook, 1991
dalam Djatnika, 1998). Menurut Loper (1988 dalam Mulya, 1997) P. fluorescens
menghasilkan pyoverdin yaitu sejenis siderophore, pyoverdin ini terbukti merupakan
faktor utama yang menentukan P. fluorescens strain 3551 aktif menekan
pertumbuhan Pyrhium spp dan perkembangan penyakit damping-off pada kapas.
Mulya (1997) melaporkan bahwa beberapa strain P. fluorescens yang diisolasi dari
berbagai rizosfer tanaman terung-terungan bersifat antagonis terhadap berbagai strain
P. solanacearum. Kedua jenis senyawa aktif diatas yaitu antibiotik dan siderophore
diduga diproduksi oleh P. fluorescens PfG32 dan berperan dalam menekan

pertumbuhan P.solanacearum Ps27. Dengan adanya sifat antagonisme tersebut

10
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1. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan di laboratorium Ilmu Penyakit Tumbuhan Program
Studi Ilmu Hama dan Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian, Universitas Jember
pada bulan Maret sampai Juni 2001.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah isolat murni
R. solanacearum berasal dari daerah Jember koleksi laboratorium Ilmu Penyakit
Tumbuhan Fakultas Pertanian UNEJ, isolat Jelbuk (kode isolat J-11), kapas, alkohol
70 %, media CPG (Casamino Acid Pepto Glucose), media NB (Nutrient Broth),
media TZC (Tetrazolium Chloride), media indol, media nitrat, media pati, media
levan sukrosa, media King’s B, media oksidatif fermentatif, media YDCA (Yeast
Dekstrosa Kalsium Agar), media pencairan gelatin, air steril, reagen kovac, larutan
1odium, reagen iodium pati, KOH 3 %, H,0; 3 %.

Peralatan yang digunakan antara lain cawan petri, pipet ukur, pipet tetes,
jarum ose, tabung reaksi, lampu bunsen, gelas ukur, gelas benda, erlenmeyer,

autoklaf, laminar air flow, dan peralatan tulis.

3.3 Metode Penelitian

3.3.1 Pengambilan Sampel Tanah yang Mengandung Pseudomonad fluoresens
Sampel tanah diperoleh dari daerah pertanaman pisang di daerah

Jember antara lain di Jelbuk, Rembangan, Rambipuji dan Ambulu dengan metode

survey. Tanah diambil di daerah sekitar perakaran tanaman pisang yang sehat

kemudian dimasykkan ke dalam kantong plastik dan dibawa ke laboratorium.
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3.3.2 Isolasi dan Identifikasi Mikroorganisme Antagonis (Pseudomonad
fluoresens)
L Isolasi Mikroorganisme Antagonis Pseudomonad fluoresens
Isolasi bakteri dilakukan dengan cara melarutkan satu gram sampel tanah
dalam 10 ml air steril kemudian dibuat seri pengenceran sampai 10°. Dari seri
pengenceran 10 diambil 0,1 ml dan diinokulasi sebar pada cawan petri yang berisi
medium King’s B, diinkubasi pada suhu kamar. Setelah diinkubasi selama tiga hari,
koloni-koloni bakteri yang tumbuh pada setiap cawan petri diamati di bawah lampu
ultraviolet dengan panjang gelombang 366 nm. Koloni bakteri yang menghasilkan

pigmen fluorescens dimurnikan dalam medium King’s B (Oedjijono, 1993).

I1. Identifikasi Pseudomonad fluoresens

Identifikasi dilakukan dengan menerapkan serangkaian pengujian secara
fisiologi yang mengacu pada metode yang dideskripsikan oleh Fahy dan ~ Hayward
(1983) dan Stolp dan Gadkari (1981) Pengujian ini meliputi uji gram, uji fluoresen,
uji oksidatif fermentatif, uji pencairan gelatin, uji YDCA, uji katalase, uji hidrolisis
pati, uji reduksi nitrat, uji pembentukan indol, uji pembentukan levan sukrosa, uji
pembusukan kentang, uji hidrolisis arginin, uji pertumbuhan pada suhu 4 °C, 11 °C,
25°C, 30°C, 37°C, 41°C, Uji hipersensitif tembakau.

Uji Gram. Pada pengujian ini digunakan biakan bakteri yang berumur 24
jam. Gelas obyek dibersihkan dengan 70 % alkohol untuk menghilangkan kotoran
yang ada, kemudian dikeringkan dengan cara dipanaskan diatas api bunsen. Pada
gelas obyek tersebut diteteskan satu tetes 3 % KOH. Satu ose isolat bakteri yang akan
diuji diletakkan pada gelas obyek tersebut, dicampur dan diaduk sampai merata
selama 5 — 10 detik. Bila larutan KOH telah tercampur rata selanjutnya diangkat
perlahan-lahan menggunakan jarum ose. Jika campuran bersifat lengket setelah

diangkat sekitar 0,5 — 2 cm berarti bakteri bereaksi positif dan mempunyai sifat gram
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negatif. Reaksi negatif terjadi bila tidak terbentuk lendir yang ikut terangkat dan
disebut sebagai bakteri gram positif (Fahy dan Hayward, 1983).

Uji Fluoresen. Isolat bakteri berumur 24 jam ditumbuhkan pada media
King’s B (Komposisi media tertera di Lampiran 10 H) dan diinkubasi selama 3 hari
pada suhu kamar. Uji positif ditunjukkan apabila bakteri mengeluarkan warna biru
atau hijau yang berpendar di bawah sinar ultraviolet (Lelliot dan Stead, 1987).

Uji Oksidatif-Fermentatif. Uji ini dilakukan dengan menusukkan isolat
bakteri yang berumur 24 jam pada kedua jenis media oksidatif-fermentatif
(Komposisi media tertera di Lampiran 10 D) yaitu media yang ditutup dengan parafin
cair dan yang tidak ditutup dengan parafin cair. Diinkubasi pada suhu kamar selama
14 hari untuk mengetahui perubahan warna biru menjadi kuning pada medianya.

Uji Katalase. Pada pengujian ini digunakan biakan bakteri yang berumur
24 jam. Gelas obyek obyek dibersihkan dengan 70 % alkohol kemudian dikeringkan
dengan cara dipanaskan diatas api bunsen. Pada gelas obyek tersebut diteteskan satu
tetes H;O; 3 %, kemudian diletakkan satu ose bakteri yang akan diuji, dicampur dan
diaduk sampai merata. Reaksi positif ditandai dengan terdapatnya gelembung-
gelembung udara, sedangkan reaksi negatif ditandai dengan tidak terbentuknya
gelembung-gelembung udara (Hadioetomo, 1993).

Uji Pembentukan Indol. Isolat bakteri yang berumur 24 jam ditumbuhkan
pada media indol (Komposisi media tertera di lampiran 10 F) di dalam tabung reaksi
dan diinkubasikan selama 2 -5 hari pada suhu ruang Setelah diinkubasi, biakan
bakteri yang tumbuh ditetesi dengan reagen kovac sebanyak 10 —12 tetes. Reaksi
positif ditandai dengan terbentuknya warna merah pada media setelah ditetesi reagen
(Lay, 1994).

Uji Reaksi Hipersensitif Pada Tembakau. Suspensi bakteri yang berumur
24 jam diinjeksikan ke dalam ruang antar sel pada daun tembakau menggunakan
Jarum suntik dengan volume 1 ml sampai membasahi ruang interseluler dari mesofil

daun yang terlihat dari jaringan yang kebasah-basahan. Sebagai kontrol diinjeksikan
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air steril pada daun tembakau dan diinkubasikan pada suhu kurang dari 30°C selama
tujuh hari. Reaksi positif ditunjukkan dengan mucuknya gejala nekrosis pada
tanaman selama tujuh hari pengamatan (Klement et al., 1990).

Uji Pencairan Gelatin. Isolat bakteri yang berumur 24 jam ditumbuhkan ke
dalam tabung reaksi berisi media nutrient ditambah 10 ml 12 % gelatin yang telah
disterilkan pada suhu 121°C selama 15 menit (Komposisi media tertera di Lampiran
10 G). Selanjutnya diinkubasi pada suhu kamar selama 14 hari. Untuk mengetahui
reaksinya, tabung yang telah diinkubasi disimpan terlebih dahulu ke dalam lemari es
suhu 5°C selama 2 jam. Reaksi positif ditandai dengan cairnya gelatin pada tabung
yang diinokulasi (Lelliot dan Stead, 1987).

Uji Hidrolisis Arginin. Satu ose bakteri yang berumur 24 jam diinokulasikan
dengan cara ditusukkan ke dalam tabung reaksi berisi media yang mengandung
arginin (Komposisi media tertera di Lampiran 10 G) kemudian medium ditutup
dengan parafin cair. Diinkubasikan selama tujuh hari pada suhu ruangan. Hasil positif
ditunjukkan oleh perubahan warna medium dari merah tua menjadi merah muda atau
orange (Oedjijono, 1993).

Uji YDCA. Satu ose isolat bakteri yang berumur 24 jam diinokulasikan
secara goresan (streak cross) ke dalam cawan petri yang mengandung media YDCA
(Komposisi media tertera di Lampiran 10 G). Diinkubasikan pada suhu ruang selama
tujuh hari. Mengamati warna koloni bakteri yang tumbuh pada media YDCA.

Uji Reduksi Nitrat. Isolat bakteri yang berumur 24 jam diinokulasikan ke
dalam tabung reaksi yang berisi media nitrat (Komposisi media tertera di Lampiran
10 E) kemudian diinkubasi selama 3-7 hari pada suhu ruang. Setelah diinkubasi
diberi reagen iodin pati (larutan A+ larutan B) sebanyak 5-10 tetes. Reaksi positif
ditandai dengan terjadinya warna biru pada media setelah ditetesi dengan reagen
(Fahy dan Hayward, 1983).

Uji Pembentukan Levan Sukrosa. Isolat bakteri yang berumur 24 jam
ditumbuhkan pada cawan petri yang berisi 5 — 10 ml NA yang telah ditambahkan 5 %
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sukrosa (Komposisi media tertera di Lampiran 10 K). Diinkubasi pada suhu kamar
selama dua hari. Reaksi yang positif ditandai dengan tumbuhnya koloni yang
transparan sampai buram, bercahaya, berlendir (mucoid) dengan bentuk cembung
sedangkan reaksi yang negatif ditandai dengan tumbuhnya koloni berbentuk cekung
dan tidak berlendir (Fahy dan Hayward, 1983).

Uji Pembusukan Kentang. Umbi kentang yang sehat dibersihkan dari tanah
dengan air dan sabun. Skapel dibersihkan dengan larutan 70 % alkohol kemudian
dipanaskan. Umbi kentang dikupas lalu dipotong menjadi irisan — irisan setebal
7-8 mm. Selanjutnya irisan tersebut diletakkan di atas kertas saring yang ditetesi air
steril pada cawan petri. Satu ose bakteri diinokulasikan dengan cara
menggoreskannya di bagian tengah permukaan irisan kentang untuk tiap isolat. Untuk
kontrol goreskan air steril pada permukaan tersebut dan diinkubasikan selama 24-
48 jam. Terjadinya warna coklat dan busuk kehitaman menandakan terjadinya reaksi
positif (Sand, 1990).

Uji Hidrolisis Pati. Isolat bakteri yang berumur 24 jam diinokulasikan pada
qwertyuicawan petri yang berisi media pati (Komposisi media tertera di 10 C).
Diinkubasi selama 3-5 hari pada suhu kamar. Setelah diinkubasi, biakan bakteri yang
tumbuh ditambah dengan larutan iodium sebanyak 2-3 tetes. Reaksi positif ditandai
dengan warna kontras di koloni, sedangkan reaksi negatif ditandai dengan tidak
terbentuknya bagian berwarna kontras di sekitar koloni dan seluruh media berwarna
hitam (Lay, 1994).

Uji Pertumbuhan Pada Berbagai Suhu. Satu ose isolat bakteri yang
berumur 24 jam diinokulasikan ke dalam tabung reaksi yang berisi media nutrient
broth (Komposisi media tertera di Lampiran 10 M) kemudian meletakkan medium
untuk suhu 4°C ke dalam lemari es, 11°C, 25°C, 30°C, 37°C dan 41°C di dalam
inkubator. Setelah ditumbuhkan selama 48 jam, tabung dikocok dan diamati tingkat
kekeruhannya (Lay, 1994).

16


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

3.3.3 Perbanyakan Isolat Ralstonia solanacearum

- Isolat murni R. solanacearum ditumbuhkan pada medium CPG (Komposisi
media tertera di Lampiran 10 A), kemudian ditumbuhkan pada medium TZC
(Komposisi media tertera di Lampiran 10 B) untuk mengetahui virulensinya. Apabila
diperoleh koloni bakteri yang tidak beraturan, berwarna putih dan di bagian
tengahnya berwarna merah muda maka bakteri tersebut bersifat virulen sebaliknya
apabila di bagian tengah koloni berwarna merah tua maka bakteri tersebut bersifat
avirulen. Bakteri yang bersifat virulen disimpan di dalam air steril dan akan
digunakan untuk uji antagonisme dengan bakteri pseudomonad fluoresens secara

in vitro.

3.3.4 Uji Antagonisme Pseudomonad fluoresens Terhadap R. solanacearum
Secara In vitro.

Uji antagonisme yang dilakukan mengacu pada metode yang dideskripsikan
oleh Dhingra (1985). Medium King’s B dituangkan ke dalam cawan petri. Kertas
filter steril berykuran 0,5 ¢cm yang mengandung R solanacearum diletakkan di
bagian tengah pada medium King” B yang telah memadat kemudian kertas filter
steril dengan ukuran yang sama yang mengandung bakteri pseudomonad fluoresens
diletakkan di empat titik dengan jarak 1,5 ¢cm dari bagian tepi dan 3 cm dari kertas
filter yang mengandung R. solanacearum. Untuk setiap cawan petri berisi empat
kertas filter yang mengandung isolat pseudomonad fluoresens dari satu lokasi yang

sama dan satu kertas filter yang mengandung R. solanacearum. (Gambar 1).
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Kontrol Perlakuan

Gambar 1. Tata Letak Pengujian Antagoniseme Pseudomonad fluoresens Terhadap
R. solanacearum.
a = Ralstonia solanacearum b = Pseudomonad fluoresens

Pengamatan ada tidaknya penghambatan pertumbuhan bakteri patogen oleh
pseudomonad flyoresens dilakukan setiap hari selama tujuh hari dilakukan dengan
cara mengukur diameter pertumbuhan koloni bakteri patogen. Persentase
penghambatan pseudomonad fluoresens dihitung dengan menggunakan rumus :

rl -2
N R e i i ki
rl
Keterangan: 1 = persentase penghambatan
rl1 = jari-jari koloni (a) yang berseberangan dengan koloni (b)
12 = jari-jari koloni (a) yang berhadapan dengan koloni (b)
(Fokhema dalam Abadi, 1987)

Nilai jari-jari koloni (a) yang berseberangan dengan koloni (b) adalah nilai
kontrol sedangkan nilai jari-jari koloni (a) yang berhadapan dengan koloni (b) adalah
nilai pada perlakuan. Nilai jari-jari koloni terlalu kecil sehingga diganti dengan
diameter koloni. Rancangan percobaan yang dipergunakan adalah Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan lima perlakuan yaitu isolat Jelbuk (PfIb), Rembangan (PfRe),
Rambipuji (PfRa), Ambulu (PfAm) dan Sukamantri (PfSk).
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Dari uraian di atas dapat disimpulkan bahwa bakteri isolat Pflbl, PfRe3,
PfRa3, PfAm2 dan PfSk1 adalah bakteri Pseudomonas JSluorescens. Kelima isolat
Pseudomonas fluorescens tersebut efektif untuk menghambat perkembangan koloni
Ralstonia solanacearum secara in vitro, dan tingkat persentase penghambatan

Pseudomonas fluorescens tertinggi yaitu isolat PfRa3 rata-rata sebesar 56,13 %.

5.2 Saran

Untuk mengetahui efektivitas Pseudomonas fluorescens isolat PfIbl, PfRe3,
PfRa3, PfAm2 dan PfSk1 terhadap R. solanacearum pada pisang di lapang, perlu
dilakukan peneletian lanjutan.

-
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Lampiran 1. Bagan Isolasi Pseudomonad Fluoresen (Stolp dan Gadkari, 1981)
Isolasi pseudomonad fluoresen dengan medium King’s B
Koloni berpendar
/ Medium King’s A \
Pigmen biru hijau Tidak berpigmen biru-hijau
: oksidasi
P. aeruginosa / \
positip negatif
/ Hidrolisis gelatin \ P. syringae
positip negatif
Medium YDC Penguraian arginin

Lo

Koloni warna krem | | Koloni berpigmen hijau| {Koloni berpigmen oranye Positif
P. fluorescens P. chiororaphis merah P. putida

Negatif
P. cochorii

) P. aureofaciens

e —
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Lampiran 2. Anova Diameter Koloni R. Solanacearum Hari Ke 1 (mm)

SV ‘ SS df MS F Hitung
Perlakuan 2582667 5 51,6533 12,9673 *#=
Galat 95,6 24 3,9833
Total 353,8667 29

Keterangan: ** = sangat berbeda nyata

Lampiran 3. Anova Diameter Koloni R. solanacearum Hari Ke 2 (mm)

SV SS df MS F Hitung
Perlakuan 4233667 5 84,6733 11,494] **
Galat 176,8 24 7,367
Total 600,1667 29

Keterangan: ** = sangat berbeda nyata
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Lampiran 4. Anova Diameter Koloni R. solanacearum Hari Ke 3 {mm)

Sy g SS df MS F Hitung

Perlakuan 673.9 5 134, 78 15, 3449 **
Galat 210,8 24 8,7833
Total 884, 7 29

Keterangan: ** = sangat berbeda nyata

Lampiran 5. Anova Diameter Koloni R. solanacearum Hari Ke 4 (mm)

SV S8 df MS F Hitung
Perlakuan 1140, 2667 5 228, 0533 20,3317 %=
Galat 269,2 24 11,2167
Total 1409, 4667 29

Keterangan: ** = sangat berbeda nyata
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Lampiran 6. Anova Diameter Koloni R. solanacearum Hari Ke 5 (mm)

SV o SS df MS F Hitung
Perlakuan 1775, 0667 5 355, 0133 25,4794 **
Galat 334, 4 24 13,9333

Total 2109, 4667 29

Keterangan: ** = sangat berbeda nyata

Lampiran 7. Anova Diameter Kolom R. solanacearum Hari Ke 6 (mm)

SV SS df MS F Hitung
Perlakuan 2147, 4667 5 429, 4933 31, 6191 **
Galat 326 24 13, 5833
Total 2473, 4667 29

Keterangan: ** = sangat berbeda nyata
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Lampiran 8. Anova Diameter Koloni R. Solanacearum Hari Ke 7 (mm)

SV \ SS df MS F Hitung
Perlakuan 2615, 7667 5 523, 1533 40, 3460 **
Galat 3112 24 12, 9667
Total 2926, 9667 29

Keterangan: ** = sangat berbeda nyata

Lampiran 9. Anova Persentase Penghambatan P. fluorescens Pada R. solanacearum (%)

SV SS df MS F Hitung
Perlakuan 590,1534 4 147,5383 2,8354 *
Galat 1561,0134 30 52,0338
Total 2151,1668 34

-

Keterangan: * = berbeda nyata
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Lampiran 10. Tabel Komposisi Bahan Media
A. Komposisi Bahan Media Casamino Acid Pepto Glucose (CPG)

48

No. - Jenis/Bahan

Jumlah
1. Pepton 10g
< Kasein Hidrolisat 1,0g
3 Glukosa S5g
4 Bacto Agar 16 g
< Aquades 1000 ml
B. Komposisi Bahan Media Tetrazolium Chloride (TZC)
No. Jenis/Bahan Jumlah
1. Pepton 10g
2 Kasein Hidrolisat 10g
3. Glukosa 5g
4. Bacto Agar 16 g
i Aquades 1000 ml
6. TTC 1 % tiap 200 ml media
C. Komposisi Bahan Media Hidrolisis Pati
No. Jenis/Bahan Jumlah
1. Agar 150 g
2. Pati 20g
3 Pepton 50g
4. Beef Extract 30g
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D. Komposisi Bahan Media Oksidatif Fermentatif

49

No. \ Jenis/Bahan Jumlah
1 Pepton 1,0 g
Z NH4H,PO, 1,0 g

k § KCl 02 g
4. MgS0,.7H,0 02 g

i Bromthymol Blue 0.08 g
6. Agar 10 g
E. Komposisi Bahan Media Reduksi Nitrat

No. Jenis/Bahan Jumlah
1. KNO; 1.0 g
2 Yeast Extract 1.0 g
¥ Pepton 10,0 g
4. Aquadest 1000 ml
F. Komposisi Bahan Media Untuk Pengujian Pembentukan Indol

No. Jenis/Bahan Jumlah
1. Tripton 10 g

+ A Aquadest 1000 ml
G. Komposisi Bahan Media Pencairan Gelatin

No. Jenis/Bahan Jumlah
Pepton 50 g
2, Yeast Extract 20 g
3. Agar 1200 g
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H. Komposisi Bahan Media King’s B

50

No. \ Jenis/Bahan Jumlah
1. Protease Pepton (Difco) 20,0 g
e K;HPO, 15¢g
3. MgS04.7H,O 150 g
4, Agar 150 g
3. Gliserol 10,0 g
I. Komposisi Bahan Media YDCA

No. Jenis/Bahan Jumlah
1. Yeast Extract 10,0 g
z Dekstrosa (Glukosa) 20,0 g
5 Kalsium Karbonat (USP, Light Powder) 30,0 g
4. Agar 150 ¢
J. Komposisi Bahan Media Reagen lodium Pati

No. Jenis/Bahan Jumlah
1. Todium 10 g
2.8 Kalium lodida 20 g
3, Aquadest 100 ml

. e ms—
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K. Komposisi Bahan Media Levan Sukrosa

No. Jenis/Bahan Jumlah
1. Pepton 50 g
2, Beef Extract 30 g
3. Gluokose 25 g
4. Sukrose 5%

5. Dextrose Agar 150¢
6. Aquadest 1000 ml
L. Komposisi Bahan Media Untuk Uji Hidrolisis Arginin

No. Jenis/Bahan Jumlah

g Peptone 10 g

2 NaCl 50 ¢

3. K>,HPO, 03 g

4. Phenol Red 001 g

% L-Arginin. HCI 10,0 g

6. Agar 30,0g

£ 4 Aquadest 1000 ml

M. Komposisi Bahan Media Untuk Nutrien Broth

No. Jenis/Bahan Jumlah

4 Nutriient Broth

2. Aquadesh 1000 ml
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