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Kegiatan penelitian mendukung pengembangan ilmu serta terapannya. Dalam hal ini,
Lembaga Penelitian Universitas Negeri Padang berusaha mendorong dosen untuk melakukan
penelitian sebagai bagian integral dari kegiatan mengajarnya, baik yang secara langsung dibiayai
oleh dana Universitas Negeri Padang maupun dana dari sumber lain yang relevan atau bekerja
sama dengan instansi terkait.

Sehubungan dengan itu, Lembaga Penelitian Universitas Negeri Padang bekerjasama
dengan Direktorat Penelitian dan Pengabdian kepada Masyarakat, Ditjen Dikti Depdiknas
dengan surat perjanjian kerja Nomor : 024/SP2H/PP/DP2M/111/2007 Tanggal 29 Maret 2007,
dengan judul Formulasi Agens Hayati Pseudomonas berfluoresensi Sebagai Pengendali
Penyakit Layu Bakteri Ralstonia solanacearum Tanaman Pisang

Kami menyambut gembira usaha yang dilakukan peneliti untuk menjawab berbagai
permasalahan pembangunan, khususnya yang berkaitan dengan permasalahan penelitian tersebut
di atas. Dengan selesainya penelitian ini, Lembaga Penelitian Universitas Negeri Padang telah
dapat memberikan informasi yang dapat dipakai sebagai bagian upaya penting dalam
peningkatan mutu pendidikan pada umumnya. Di samping itu, hasil penelitian ini juga
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pembangunan.

Hasil penelitian ini telah ditelaali oleh tim pembahas usul dan laporan penelitian,
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Mudah-mudahan penelitian ini bermanfaat bagi pengembangan ilmu pada umumnya, dan
peningkatan mutu staf akademik Universitas Negeri Padang.

Pada kesempatan ini, kami ingin mengucapkan terima kasih kepada berbagai pihak yang
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memberikan dana untuk pelaksanaan penelitian ini. Kami yakin tanpa dedikasi dan kerjasama
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FORMULASI AGENS HAYATI PSEUDOMONAS BERFLUORESENSI
SEBAGAI PENGENDALI PENYAKIT LAYU BAKTERI
Ralstonia solanacearum Tanaman Pisang

Linda Advinda, Moralita Chatr1, Jon Efendi, Des M

RINGKASAN

Pisang merupakan komoditas penting di Indonesia yang dapat mendukung
ketahanan pangan, menyediakan kalori, bahkan dapat mendatangkan devisa negara.
Produksi pisang di Propinsi Sumatera Barat menurun dari tahun ke tahun yang disebabkan
karena gangguan hama dan penyakit, antara lain penyakit layu bakteri Ralstonia
solanacearum.

Pemanfaatan agens hayati Pseudomonas berfluoresensi merupakan salah satu
alternatif untuk pengendalian penyakit layu bakteri R. solanacearum. Agens hayati ini
dapat menghambat pertumbuban patogen, meningkatkan pertumouhan tanaman,
meningkatkan ketersediaan fosfat bagi tanaman, dan menghasilkan senyawa yang
merupakan sinyal bagi tanaman untuk memproduksi metabolit sekunder yang bersifat
antimikroba (fitoaleksin).

Telah dilakukan formulasi agens hayati Pseudomonas berfluoresensi Pf{Pjl
menggunakan media tumbuh molase, agar, Nutrient Glucose Broth (NGB), Na-alginate,
dan tepung tapioka. Tujuan penelitian adalah untuk mendapatkan fcrmula dan dosis agens
hayati Pseudomonas berfluoresensi PfPjl yang efektif sebagai pengendali penyakit ayu
bakteri R. solanacearum pada tanaman pisang. Penelitian juga bertujuan untuk menjajagi
aktivitas enzim Fenilalanina Amonia Liase (FAL), Peroksidase (PO) dan Polifenol
oksidase (PFO) pada tanaman pisang yang telah diaplikasi dengan formula Pseudomonas
berfluoresensi PfPj1.

Hasil penelitian dilaporkan bahwa formula tapioka dam Pseudomonas
berfluoresensi PfPj1 adalah yang terbaik dalam mempertahankan masa aktif bakteri dan
pada formula molase, agar, NGB, dan Na-alginate. Dosis dari formula tapioka
Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 vang terbaik untuk pengendali penyakit layu bakteri R.
solanacearum adalah 10® sel/ml. Aktivitas enzim PFO (Polifenol Oksidase) meningkat
setelah aplikasi formula tapioka Pseudomonas berflucresensi PfPj1 pada tanaman pisang.

Penelitian lebih lanjut untuk mengkaji produksi fitoaleksin sebagai akibat induksi

ketahanan nleh formula tapioka Pseudomonas bertluoresensi perlu dilakukan, dan penting

pembuluh tanaman pisang.



PRAKATA

Penelitian yang berjudul “Formulasi Agens Hayati Pseudomonas Berfluoresensi
sebagai Pengendali Penyakit Layu Bakteri Ralstonia solanacearum Tanaman Pisang” telah
dilakukan, dan didanai oleh Direktorat Jenderal Pendidikan Tinggi Departemen
Pendididkan Nasional.

Penelitian Hibah Bersaing tahun [ ini merupakan penelitian laboratorium dan kebun
percobaan. Ucapan terimakasih disampaikan kepada Lembaga Penelitian Universitas
Negeri Padang yang telah memberi kesempatan untuk melakukan penelitian.

Kesimpulan yang utuh dar penelitian ini belum dapat dilaporkan, karena masih
banyak aspek yang akan dilanjutkan untuk diteliti pada tahun II. Diharapkan penelitian
tahun [ mampu menjadi jawaban untuk dapat mengendalikan penyakit layu bakteri R.
solanacearum pada tanaman pisang.

Semoga penelitian ini bermanfaat bagi pengembangan ilmu pengetahuan.

Peneliti
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BAB L. PENDAHULUAN

Produksi pisang di Propinsi Sumatera Barat menurun dari tahun ke tahun (1998
produksi 80.326 ton, 1999 produksi 81.865 ton, 2000 produksi 59.549 ton, 2001 produksi
48.810 ton, dan 2002 produksi 33.367 ton) (Badan Pusat Statistik Propinsi Sumatera Barat,
2002). Penurunan produksi pisang disebabkan karena gangguan hama dan penyakit, antara
lain penyakit layu bakteri Ralstonia solanacearum yang hampir memusnahkan pertanaman
pisang di Sumatera Barat. Dari hasil pemantauan di lapangan sepanjang tahun 2002, diketahui
penyakit ini sedikitnya menyerang satu juta rumpun pisang (Djoni, 2003).

Pemanfaétan agens hayati Pseudomonas berfluoresensi merupakan salah satu alternatif
untuk pengendalian penvakit layu bakteri. Agens hayati ini dapat menghambat pertumbuhan
patogen, meningkatkan pertumbuhan tanaman, meningkatkan ketersediaan fosfat bagi
tanaman, dan menghasilkan senyawa yang merupakan sinyal bagi tanaman untuk
memproduksi metabolit sekunder yang bersifat antimikroba (fitoaleksin). Advinda (2004)
melaporkan Pseudomonas berfiuoresensi isolat PjPfl mampu menghambat pertumbuhan R

solanacearum, dan juga dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman pisang.

Hingga saat ini masih belum banyak diteliti tentang pembuatan formula dari agens
hayati Pseudomonas berfluoresensi. Kloeper dan Schroth (1981, cit Cook dan Baker, 1983)
menggunakan formula 20% xanthan gum untuk menumbuhkan baktern Pseudomonas
berfluoresensi, dan bakteri terpelihara selama dua bulan pada suhu 40°C. Sedangkan Weller
dan Cook (1983, cit Cook dan Baker, 1983) memperbanyak bakteri ini dalam 1.5% metil
sellulosa. Dalam formula 1.5% metil sellulosa populasi bakternn Pseudomonas berfluoresensi
mampu bertahan selama lima minggu.

Dalam penelitian ini, peneliti memformula agens hayati Pseudomonas berfluoresensi
1soiat PfPj1. Formula ini memanfaatkan bahan yang mampu menjadi media tumbuh bakten
Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 seperti: molase, agar, Nutrient Glucose Broth (NGB), Na-
alginate, dan tepung tapioka. Kemudian formula Psedomonas berfluoresensi PfPjlyang terbaik
mempertahankan populasi bakteri, diuji potensinya mengendalikan penyakit layu bakteri R

solanacearum pada tanaman pisang dengan melihat respon fisiologis.



BAB II. TINJAUAN PUSTAKA

Pisang (Musa sp) merupakan tanaman yang berasal dari Asia Tenggara yang kini
sudah tersebar luas ke seluruh dunia, termasuk Indonesia. Hingga saat ini hampir setiap orang
gemar mengkonsumsi pisang karena rasanya lezat, gizinya tinggi, dan harganya relatif murah.
Pisang dapat dimakan dalam bentuk segar dan dapat diolah dalam berbagai bentuk produk
seperti pisang sale, keripik tepung pisang dan lain-lain. Menurut Badan Pusat Statistik (2002)
total produksi pisang di Indopesia mencapai 4.384.384 ton. Propinsi Sumatera Barat
menduduki urutan ke empat setelah Lampung, Sumatera Selatan, dan Sumatera Utara dalam
memproduksi pisang yaitu 46.389 ton. »

Badan Pusat Statistik Propinsi Sumatera Barat (2002) melaporkan bahwa produksi
pisang di Propinsi Sumatera Barat menurun dari tahun ke tahun (1998 produksi 80.326 ton,
1999 produksi 81.865 ton, 2000 produksi 59.549 ton, 2001 produksi 48.810 ton, dan 2002
produksi 33.367 ton). Penurunan produksi pisang disebabkan karena gangguan hama dan
penyakit layu. Penyakit layu bakten dan layu Fusarium hampir memusnahkan pertanaman
pisang di Sumatera Barat. Penyakit ini dilaporkan mulai berkembang di Sumatera Barat tahun
1996. Dan hasil pemantauan di lapangan sepanjang tahun 2002, diketahui penyakit ini
sedikitnya menyerang satu juta rumpun pisang (Djoni, 2003). Nurhadi er a/ (1994)
mengemukakan bahwa kehilangan hasil akibat penyakit layu bakteri pada tanaman pisang
mencapai 20.015,98 ton, setara dengan Rp. 2.401.917.100,- dari 28 desa dalam enam
kecamatan di Lampung Selatan, dan Hermanto er o/ (1998) memperkirakan sebesar Rp.
130.000.C00 pada tahun 1998 di Kecamatan Sungai Pagu, Sumatera Barat.

Salah satu penyakit penting yang dapat menurunkan produksi pisang adalah penyakit
layu bakteri yang disebabkan oleh bakten Ru/stonia solanacearum ras 2, dan dikenal sebagai
penyakit Moko. Penyakit layu bakter1 di Indonesia menempat: urutan pertama dalam daftar
prioritas penyakit yang disusun oleh jaringan kerja sama Asia Pasifik (Anonim, 1991).
Berdasarkan jumlah kerugian dan luasnya serangan, Geddes (1992, cit Supriadi 2000)
menempatkan R. solanacearum pada urutan ke enam dan 68 organisme pengganggu tanaman

(OPT) di Indonesia.

Penyakit layu bakteri yang disebabkan oleh R. solanacearum adalah penyakit vang
amat penting di belahan bumi ini. Bakteri ini menyerang sejumlah tanaman, meliputi lebih

dari 270 spesies dalam 3 famili. Tanaman vang sering diserang patogen ini adalah tanaman



yang bernilai ekonomis seperti tembakau, tomat, kentang, lada, terung, kacang-kacangan, dan
pisang (Goto, 1992).

Bakteri R solanacearum dikelompokkan dalam beberapa ras berdasarkan
patogenitasnya terhadap inang utama, yattu ras 1 mempunyai banyak sekali inang, terutama
famili Solanaceae dan sejumlah tanaman lainnya, ras 2 inang utamanya fHeliconia spp dan
pisang triploid, ras 3 inang utamanya adalah kentang dan tomat (Sigee, 1993 dan
Buddenhagen, 1986 cit Supriadi, 2000), ras 4 inang utamanya jahe, dan ras 5 inang utamanya
adalah arbei (Morus alba) (Buddenhagen, 1986 cit Supriadi, 2000).

Bakteri R. solanacearum berbentuk batang, berukuran kira-kira 0.5-0..7 x 1.5-2.5 pm,
gram negatif dan aerob. Sejumlah strain menghasilkan pigmen coklat yang berdifusi ke
medium kompleks (Buchanan dan Gibbons, 1974). Bakten ini tidak berspora, mudah
ditumbuhkan pada medium agar yang diperkaya dengan karbohidrat seperti gula, dan
membentuk koloni tidak beraturan, fluidal, diameter 0.5-4.5 mm, dan berwarna putih susu.
Pada medium yang mengandung tetrazolium klorida, bakteri berwarna merah muda di bagian
tengah koloninya menunjukkan virulensi yang tinggi. Sebaliknya koloni bakteri berbentuk
bulat kecil (1-2 mm) dan berwarmna merah tua menunjukkan sifat tidak virulen (Supnadi,
2000). Bakteri R. solanacearum tidak memproduksi pigmen fluoresens, mengakumulasi poly-
B-hydroxybutyrate, reduksi nitrat dan denitrifikasi (Goto, 1992). '

Bakteri R. solanacearum terutama merugikan di daerah tropis. Penyakit yang
disebabkan oleh bakteri ini sangat cepat berkembang pada suhu 27°C (Semangun, 2000), dan
tidak ditemukan pada temperatur kurang dari 10°C (Goto, 1992). R. solanacearum tumbuh
lebih aktif dalam keadaan kering (kandungan air 15-20%) daripada tanah yang Jembab
(kandungan air 40-50%), dan keasaman rendah (pH 5.4). Lingkungan yang kering dan
keasaman yang rendah menyebabkan mikroorganisme lain tidak mampu tumbuh karena
kompetisi terhadap nutrisi atau adanya produksi substansi penghambat. Meskipun masih
ditemukan pada kedalaman tanah 80-100 cm, biasanya bakteri ini dijumpai pada kedalaman
tanah 30 cm (Okabe, 1969, 1971, cit Goto, 1992).

Bakteri R. solanacearum masuk melalui sistem perakaran tanaman, kemudian segera
memperbanyak diri dan mengkolonisasi jaringan pembuluh. Kelayuan tanaman oleh bakteni
pada kebanyakan kasus disebabkan karena terhambatnya pengangkutan air akibat terisinya

vese! dari xylem oleh massa sel bakteri dan lendir yang dihasilkannva. Kelayuan yang

(VP



disebabkan oleh bakteri R. solanacearum sangat cepat terjadinya. Tanaman tomat yang
memperlihatkan gejala awal serangan patogen ini, hanya dalam beberapa jam kemudian akan
layu secara keseluruhan (Goto, 1992). Disamping itu penyakit ini juga dapat menyebar melalui
serangga pengunjung bunga jantan dan menunjukkan perkembangan gejala yang berbeda
dengan yang ditularkan melalui tanah. Bakteri yang dipindahkan melalui serangga, sering
tidak menampakkan gejala Iuar sampai munculnya buah (Rivai dan Habazar, 2002).

Gejala awal dani penyakit terlihat pada daun muda pertama, kedua ataupun ketiga yang
berwarna hijau kekuningan dan akhirnya kolaps pada daerah antara tangkai daun dan helaian
daun. Selanjutnya setelah daun tersebut layu maka daun lainnya pun layu dan kolaps. Gejala
dalam yang lebih spesifik dari penyakit ini adalah jaringan pembuluh yang berubah wama dari
coklat muda sampai coklat tua, dan bila tanaman dipotong akan keluar ooze. Serangga
membawa ooze bakteri dari bunga jantan yang terinfeksi, kemudian menularkannya ke bunga
jantan lainnya (Agrios, 1997, Stunsbury et al, 2001).

Bakteri patogen mampu memperbanyak diri di dalam ruang antar sel tanaman, karena
tersedianya cairan yang mengandung gula (Klement et al/, 1990), protein, nutrisi organik dan
anorganik untuk pertumbuhannya (Rohringer ef a/, 1983). Di dalam ruang antar sel, bakteri
menghasilkan faktor virulensi berupa ekstrapolisakanda, toksin dan enzim, sedangkan
tanaman inang melakukan beberapa reaksi pertahanan aktif (Goto, 1990). Kajian pendahuluan
telah dilaksanakan oleh tim yang dipimpin pengusul utama proposal ini dengan biaya
bersumber dari Ditjen Dikti pada kegiatan Program Penelitian Dosen Muda tahun anggaran
2004. Penelitian tersebut berhasil mengisolasi bakteri patogen R solanacearum dari buah
pisang Kepok yang terserang penyakit layu bakteri (Advinda dkk, 2004).

Jaringan tanaman yang diinokulasi atau diinfeksi dengan bakteri, virus atau jamur,
selalu melindungi diri terhadap infeksi. Fonomena yang umumnya terjadi pada tanaman ini
disebut dengan induksi ketahanan (imunisasi). Ketahanan tanaman dapat diinduksi dengan
perlakuan agens ketahanan (induser) seperti bakteri hidup atau bakteri yang dimatikan,
komponen subseluler dari bakteri, agens biotik, ataupun stress, dan mekanisme ini dikenal
dengan istilah imunisasi (Klement er al, 1990).

Kontak agens penginduksi dengan tanaman akan dapat merangsang mekanisme
pertahanan tanaman. Bila agens penginduksi berupa mikroorganisme non patogen kontak

dengan perakaran tanaman, maka mikroorganisme terscbut akan menyerap nuinsi dan



perakaran. Sedangkan mikroorganisme menghasilkan metabolit yang dapat diabsorbsi akar
dan juga menginduksi ketahanannya. Efek induksi ketahanan ditranslokasikan ke atas
(acropetal), yang menyebabkan bagian atas tanaman tahan terhadap beberapa penyakit.
Mekanisme ini disebut dengan induksi ketahanan sistemik (Induced Systemic
Resistance=ISR). Menurut Tuzun dan Kuc (1990), satu jenis agens penginduksi ketahanan
dapat mengimunisasi tanaman terhadap berbagai jenis patogen. Tanaman ketimun yang
diperlakukan daun pertamanya dengan organisme penyebab nekrosis dapat melindungi
tanaman dari 13 jenis patogen yang meliputi jamur, bakteri, virus, bahkan serangga. Jenns er
al (1979, dan Doss dan Hevesi, 1981 cir Klement et a/, 1990) mengemukakan bahwa bila daun
terbawah dari tanaman ketimun diinokulasi dengan patogen penyebab nekrosis, maka suatu
sinyal induksi ketahanan tanaman ditranslokasikan ke seluruh daun tanaman. Kemudian suatu
respon 'ketahanan pada daun sebelah atas terjadi ketika diserang patogen (challengger) 6 hari
setelah pre-treatment.

Rhizobacteria merupakan salah satu kelompok mikroorganisme yang berpotensi
dikembangkan sebagai agens penginduksi dalam pengendali penyakit tanaman. Habazar
(2001) mengemukakan bahwa kemampuan agens hayati dalam menginduksi ketahanan
tanaman yang rentan disebabkan karena beberapa faktor, antara lain: 1) Agens antagonis
menghasilkan senyawa yéng dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman seperti zat pengatur
tumbuh, meningkatkan ketersediaan fosfat bagi tanaman sehingga dapat meningkatkan
kesehatan tanaman dan tahan terhadap penyakit, misal: kelompok Rhizobacteria Pemacu
Pertumbuhan Tanaman (Plant Growth Prometing Rhizobacteria= PGPR); 2) Agens antagonis
menghasilkan senyawa yang merupakan sinyal bagi tanaman untuk memproduksi metaboiit
sekunder yang bersifat antimikroba (fitoaicksin) seperti senyawa-senyawa fenol. Blanco er af
(2004) menyatakan bahwa beberapa jenis senyawa vang dihasilkan agens antagonis tersebut
antara lain lipopolisakarida (LPS), siderofor, dan asam salisilat.

Rhizobacteria Pemacu Pertumbuhan Tanaman (PGPR) dapat diisolasi dan daerah
perakaran tanaman dengan tidak mempertimbangkan fungsinya pada daerah perakaran
tersebut. Beberapa strain PGPR dapat menekan penyakit tanaman melalui respon induksi
ketahanan, yang diakhin dengan suatu proses induksi ketahanan sistemik (ISR). Beberapa
agens penginduksi ketahanan dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman diantaranva P.

fuorescens, P. cepacia, dan Bacillus sp (Cook dan Baker, 1983). Hasil penelitian Advinda

N



(2004) dilaporkan bahwa Pseudomonas berfluoresensi isolat PjPfl dapat menghambat
pertumbuban patogen (R. solanacearum), dan juga mampu meningkatkan pertumbuhan
tanaman pisang.

Pseudomonas berfluoresensi bila diterapkan secara alami pada akar kentang dan gula
bit dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman melalui penekanan mikroorganisme patogen
dalam tanah (+ 90% kehilangan bakteri gram negatif termasuk pseudomonas yang
menghasilkan hidrogen sianida), dan 65% kehilangan jamur rizosfir. Peran antagonis bakteri
ini adalah sehubungan dengan PGPR dan produksi siderofor (Kloepper er a/, 1980 cit Sigee,
1993). Campbell (1989) dan Sigee (1993) menambahkan bahwa P. fluorescens dan P. putida
berperan penting sebagai agens biokontrol dalam nizosfir, karena aktifitasnya luas dan sangat
aktif memproduksi siderofor. Senyawa ini larut dalam air, cepat terdifusi dan dikenal sebagai
pyoverdin atau pseudobactin. Zhou dan Paulitz (1994 cit Paulitz er al, TT) menambahkan
bahwa PGPR dapat mengurangi insiden penyakit, dan menambah biomasa pada bagian atas
dan bawah tanaman, termasuk meningkatkan jumlah buah tanaman ketimun.

Leeman et al (1996, cit Press et al, 2001) mengemukakan bahwa P. fluorescens WCS
374 dapat menginduksi ketahanan sistemik tanaman radis terhadap layu Fusarium dengan
kondisi Fe yang terbatas pada media tumbuh. Pseudomonas spp dapat menginduksi ketahanan
sistemik (ISR) tanaman ketimun terhadap busuk akar (root rot) Pythium oleh Pythium
aphanidermatum. Zhou and Paulitz (1994, cit Paulitz et al, TT) menambahkan P. aureofuciens
63-28 dan P. corrugata 13 dapat menghambat penyebaran Pythium aphanidermatum dari
sistem perakaran serta mengurangi zoospora dan perkecambahannya.

P. aeruginosa TNSK2 adalah kelompok mikroorganisme PGPR yang telah diisolasi
dani perakaran tanaman gandum (Iswandi e a/, 1987 cit Hofte et al, TT) dan merupakan agens
biokontrol yang efektif terhadap patogen Pythium splendens pada perakaran tanaman tomat
(Buysens, 1996 cit Hofte et al, TT). P. aeruginosa 7TNSK2 juga mampu menginduksi
ketahanan sistemik tanaman buncis terhadap antraknosa yang disebabkan oleh Colletotrichum
lindemuthianum (Hofte et al, TT). Sedangkan Nawangsih et al/ (1997) melaporkan bahwa
Pseudomonas fluorescens B29 dan B39 dapat menekan populasi bakteri Xanthomonas
campestris pv. glycine penyebab penyakit bisul bakteri pada tanaman kedelai di lapangan.
Mulya (1997) melaporkan bahwa P. fluorescens Pfg32 mampu menekan penyakit layu bakteri

R. solanacearum. Hasil uji invitro dan spektrofotometer menegaskan bahwa mekanisme



antagonisnya adalah produksi antibiotik dan siderofor. Raaijmakers er a/ (1999) menemukan
bahwa produksi antibiotik 2,4-Diacetylphloroglucinol pada rizosfer tanaman gandum
dipengaruhi oleh kemampuan P. fluorescens Q2-87 mengkolonisasi perakaran, dan total
antibiotik yang dihasilkan sebanding dengan kepadatan populasinya pada rizosfer.

Chen er al (2000 cit Paulitz et al, TT) melaporkan P. aureofaciens 63-28 dan P.
corrugata 13 mampu menginduksi enzim pertahanan tanaman, seperti: fenilalanina amonia
liase (FAL), peroksidase (PO), dan polifenoloksidase (PFO) pada perakaran tanaman
ketimun. Enzim pertahanan ini mencapai puncaknya pada 2-4 han setelah perlakuan perakaran
dengan Pythium aphanidermatum. Redman et al (1999) dan Domenburg et af/ (TT)
mengemukakan bahwa enzim fenilalanina amonia liase (FAL) merupakan enzim kunci untuk
pembentukan senyawa fenol pada tanaman, sedangkan enzim polifenoloksidase (PFO) dan
peroksidase (PO) bertanggungjawab sebagai pengoksidasi senyawa fenol. Leatham et a/
(1980, cit Ward, 1986) mengemukakan bahwa oksidasi senyawa fenol merupakan suatu
reaktif yang sangat tinggi dan sangat toksik baik bagl tanaman ataupun mikroorganisme.
Enzim peroksidase berperan dalam sintesis lignin (Harkin dan Obst, 1973 cit Ward, 1986),
oksidasi asam indolasetat (Meudt dan Stecher, 1972 cir Ward, 1986), biosintesis etilen
(Mapson dan Wardale, 1972 cit Ward, 1986), dan biosintesis flavonoid (Rathmell dan Bendal,
1972 cit Ward, 1986). Menurut Dornenburg e al (TT) fenilalanina amonia liase (FAL) dapat
meningkatkan pembentukan senyawa fenolik pada tanaman. Aktifitas fenilalanina amonia
liase (FAL) ditandai dengan tingginya produksi polifenol yang beredar di ruang antar sel
tanaman kentang.

Agrios (1997) mengemukakan bahwa aktifitas enzim PFO umumnya tinggi pada
jaringan tanaman tahan yang terinfeksi daripada tanaman rentan atau tanaman sehat yang tidak
terinfeksi. Aktifitas PFO sangat penting dalam ketahanan tanaman, karena kemampuannya
mengoksidasi senyawa fenol menjadi quinon yang sifatnya lebih toksik terhadap
mikroorganisme dan pada fenol mumni. Seiring dengan meningkatnya aktifitas enzim PFO,
dihasilkan konsentrasi toksik yang tinggi sehingga tingkat ketahanan tanaman terhadap
infeksipun meningkat. Sedangkan enzim PO juga mengoksidasi fenol menjadi quinon dan
dihasilkan hidrogen peroksida sebagai antimikroba. Disamping itu, hidrogen peroksida juga
menghasilkan radikal bebas yang reaktifnya sangat tinggi dan selanjutnya dapat meningkatkan

polimensasi senyawa fenol ke dalam bentuk substansi ligninlike vang tersimpan dalam



dinding sel dan papillae. Substansi ini dapat mengganggu pertumbuhan dan perkembangan
patogen selanjutnya.

Untuk menumbuhkan dan memperbanyak Pseudomonas berfluoresensi diperlukan
suatu media. Kloeper dan Schroth (1981, cit Cook dan Baker, 1983) memproduksi secata
massal agens hayati ini dengan menggunakan xanthan gum sebagai media tumbuh. Formula
yang mengandung 20% xanthan gum akan memelihara bakteri selama dua bulan pada suhu
40°C, dan mudah diberikan ke biji-bijian. Sedangkan Weller dan Cook (1983, cit Cook dan
Baker, 1983) menyatakan bahwa populasi baktenn Pseudomonas berfluoresensi mampu
bertahan selama lima minggu di dalam formula 1.5% metil sellulosa, dan penyimpanan pada
suhu 5°C. Cook dan Baker (1983) mengemukakan bahwa penelitian yang berkembang sampai
saat ini masih menggunakan media agar padat dalam cawan petri untuk memproduksi
Pseudomonas berfluoresensi secara massal. Untuk diperdagangkan, perlu menumbuhkan
bakteri dalam fermenter yang mempunyat efektifitas biakan yang sama dengan media agar
padat tersebut.

Pada penelitian ini telah dimanfaatkan bahan formula yang ketersediaannya cukup
banyak, sehingga diharapkan dapat menjadi pilihan yang menjanjikan dalam usaha
pengembangan media dalam rangka memproduksi secara massal bakteri Pseudomonas
berﬂuoresenéi. Penelitian ini akan menggunakan molase, agar, Nutrient Glucose Broth (NGB),
Na-alginate, dan tepung tapioka sebagai bahan pembuatan formula dari agens hayati
Pseudomonas berfluoresensi PfPjl1. Molase adalah cairan yang berasal dari sisa gula yang
tidak dapat dikristalkan lagi. Agar-agar berasal dari tanaman Gelidium amansii, dan
mengandung glose (karbohidrat) yang mempunyai daya gelatin sangat kuat. Nutrient Glucoce
Broth (NGB) merupakan media tumbuh mikroorganisme yang mengandung asam amino atau
senyawa protein seperti: peptide, protease, dan peptone. Sedangkan alginate dapat diproduksi

dani glukosa, manitol ataupun glukonat.



BAB III. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

Tujuan pembuatan formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 dengan memanfaatkan
media tumbuh bakteri berupa molase, agar, Nutrient Glucose Broth (NGB), Na-alginate, dan
tepung tapioka adalah untuk mendapatkan formula dan dosis yang efektif sebagai pengendali
penyakit layu bakteri R solanacearum pada tanaman pisang. Formula Psedomonas
berfluoresensi PfPjl yang terbaik mempertahankan populasi bakteri, diuji potensinya
mengendalikan penyakit layu bakteri R. solanacearum pada tanaman pisang dengan melihat
respon fisiologis. Pemanfaatan bahan formula yang ketersediaannya cukup banyak,
diharapkan dapat menjadi pilihan yang menjanjikan dalam usaha pengembangan media dalam

rangka memproduksi secara massal bakteri Pseudomonas berfluoresensi.



BAB IV.METODE PENELITIAN

Penelitian tahun I terdiri dan tiga tahap:

Tahap 1. Pembuatan Formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1.

Tahap 2. Uji Potensi Formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 menghambat pertum-

buhan bakteri R. solunacearum secara in vitro dan in planta.

Tahap 3. Aktivitas Enzim Pertahanan Tanaman Pisang yang Telah Diaplikasi dengan

Formula Pseudomonas berfluoresensi PjPfl.
Tahap 1. Pembuatan Formula Psendomonas berfluoresensi PfPj1.
1.1 Metode .

Pembuatan formula dari Pseudomonas berfluoresensi PfPjl1 dengan menggunakan
molase, agar, Nutrient Glucose Broth (NGB), Na-alginate, dan tepung tapioka, menguji
potensinya sebagai pengendali penyakit layu bakteri R. solanacearuin tanaman pisang secara
in vitro dan in planta. Tanaman pisang yang digunakan adalah kultivar Barangan hasil kultur
jaringan yang diperoleh dari Balai Benih Induk (BBI) Jakarta (Lampiran 2).

Rancangan yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dalam Faktorial
5x4 dengan 3 kali ulangan.

Faktor A adalah jenis formula, yang terdiri dari 5 taraf yaitu:

A1l = formula molase

A2 = formula agar

A3 = formula Nutrient Glucose Broth (NGB)

A4 = formula Na-alginate

A5 = formula tepung tapioka

Faktor B adalah masa inkubasi, yang terdiri dari 4 taraf yaitu:

B1 = masa inkubasi 2 minggu

B2 = masa inkubasi 4 minggu

B3 = masa inkubasi 6 minggu

B4 = masa inkubasi 8 minggu

Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan Anova dan uji lanjut DNMRT
pada teraf nyata 5%.

1.2 Persiapan Penelitian

1.2.1 Peremajaan dan Perbanyakan Inokulum Pseudomonas berfluoresensi

10




Pseudomonas berfluoresensi yang digunakan adalah isolat PfPjl. Pseudomonas
berfluoresensi PfPj1 merupakan hasil terbaik dari penapisan beberapa isolat yang telah
dilakukan oleh Advinda (2004). Isolat diremajakan dalam cawan petri pada medium King’s B
dengan metode gores. Perbanyakan inokulum dilakukan dengan mengambil satu ose biakan
murni dalam petri, kemudian dibiakkan dalam 25 ml medium King’s B cair di dalam
erlenmeyer 100 ml, dan dishaker selama 24 jam (preculture). Diambil 1 ml precuiture,
kemudian dipindahkan ke dalam 24 ml medium King’s B cair dan diinkubasi selama 3 x 24
jam (main culture) di atas shaker (Lampiran 2).

1.2.2 Peremajaan dan Perbanyakan Inokulum R. solanacearum

Isolat R. solanacearum yang digunakan merupakan hasil isolasi yang telah dilakukan
oleh Advinda (2004). Isolat diremajakan dalam cawan petn pada medium TTC dengan metode
gores. Satu ose biakan murni dalam petri dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi
9 ml akuades steril (pengenceran 107'). Sumber inokulum R. solanacearum diperbanyak
dengan cara menginjeksikan suspensi bakteri pada pengenceran 107 sebanyak 0,1 ml pada
pangkal batang semu bibit tanaman pisang Barangan berumur 1 bulan setelah aklimatisasi (3
cm di atas tanah, sudut 45°C). Patogenisitas isolat ditandai dengan kemampuan bakteri untuk
menimbulkan gejala penyakit berupa daun layu, menguning, dan kering (Lampiran 2).

Isolat R. solanacearum diisolasi dan tanaman pisang Barangan yang telah
menampakkan gejala penyakit dengan cara mengambil 1 cm’ jaringan tanaman pada bagian
yang diinokulasi, kemudian distrerilkan dengan alkohol 70% dan dicuci dengan akuades stenl.
Selanjutnya jaringan dihancurkan dengan lumpang porselen dan ditambahkan 9 ml akuades
steril (pengenceran 10™).

1.3 Pelaksanaan
1.3.1 Formula Molase

Molase 50% sebanyak 49 ml dimasukkan ke dalam erlenmeyer 100 ml dan disterilkan
dalam autoclave suhu 121°C selama 15 menit, kemudian didinginkan. Selanjutnya ke dalam
medium tersebut dimasukkan 1 ml suspensi Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 (populasi 10®
sel/ml berdasarkan skala 1 McFarlands) dan diinkubasi sesuai perlakuan pada suhu kamar

(Lampiran 2).



1.3.2 Formula Agar

Agar kering 200 g direndam 1 malam dengan air, kemudian dicuci sampai bersih. Rebus
agar dengan 1 liter air selama 40 menit hingga air menjadi 200 ml, kemudian ditiris.
Masukkan agar ke dalam tabung reaksi sebanyak 9 ml dan disterilkan dalam autoclave suhu
121°C selama 15 menit. Setelah agar steril didiamkan hingga suhu 45°C, kemudian ke dalam
agar tersebut dimasukkan 1 ml suspensi Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 (populasi 10°
sel/ml berdasarkan skala 1 McFarlands) dan di vortex. Selanjutnya agar dituangkan pada
cawan petri dan inkubasi sesuai perlakuan pada suhu kamar (Lampiran 2).
1.3.3. Formula Nutrient Glucose Broth (NGB)

Sebanyak 50 ml Nutrient Broth + 0.5% (w/v) glukosa disterilisasi dalam autoclave
suhu 121°C selama 15 menit, kemudian didinginkan. Selanjutnya ke dalam medium tersebut
dimasukkan 1 ml suspensi Pseudomonas berﬂuoreseﬁsi PfPj1 (populasi 10® sel/ml berdasarkan
skala McFarland) dan diinkubasi sesuai perlakuan pada suhu kamar (Lampiran 2).

1.3.4 Formula Na-alginate

Sebanyak 50 ml main culture (populasi 10® sel/m! berdasarkan skala 1 McFarlands)
dari Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm selama 10
menit. Stipematan yang terbentuk dikeluarkan semua, sehingga yang tersisa berupa pelet. Pelet
dicuci dengan menambahkan 10 ml 0.15 M NaCl, kemudian disentn'ﬁxse dengan kecepatan
3000 rpm selama 5 menit. Supernatan dikeluarkan lagi, sehingga pelet yang tersisa dicuci
kembali dengan cara yang sama dengan sebelumnya. Terakhir adalah panen dari sel bakteri
(pelet).

Sel basah (pelet) dari Pseudomonas berfluoresensi masing-masing sebanyak 1 g
dicampurkan ke dalam media 2% Na-alginate. Kemudian diteteskan ke dalam 150 ml 2%
CaCl,, dan dibiarkan selama 20 menit. Butiran yang dihasilkan (ukuran 1.0 —1.2 mm)
dikeringkan pada suhu ruang. Butiran Ca-alginate dilarutkan dalam 300 ml Na-sitrat buffer
(pH 7.0) selama 40 menit (Patel er a/, TT) (Lampiran 2).

1.3.5. Media Tepung Tapioka

Sebanyak 50 ml main culture (populasi 10° sel/ml berdasarkan skala 1 McFarlands)

dari Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm selama 10

menit. Supernatan yang terbentuk dikeluarkan semua, sehingga yang tersisa berupa pelet. Pelet



tersebut dicampurkan secara merata ke dalam 2 gram tepung tapioka steril, kemudian
diinkubasi sesuai perlakuan pada suhu kamar (Lampiran 2).
1.4 Pengamatan
Masa Aktif Pseudomonas berfluoresensi P{P;1

Masa aktif Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 dalam setiap formula diamati pada 2, 4,
6, 8 minggu masa inkubasi. Masa aktif bakteri ditandai dengan jumlah bakteri yang tumbuh
setelah masa inkubasi, dan diamati dengan cara pengenceran seri (106, 107, 10“‘5) serta media

tumbuh King’s B.

Tahap 2. Uji Potensi Formula Pseudomonas berfluoresensi PfPjl menghambat
pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in vitro dan in planta

Formula dari Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 yang digunakan pada Tahap 2 ini
adalah yang mempunyai masa aktif terbaik (hasil Tahap 1). Terdapat 2 seri dalam penelitian
ini, yaitu: seri I ditujukan untuk mendapatkan dosis dari formula Pseudomonas berfluoresensi
P{Pj1 yang terbaik menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in vitro, dan seri
II bertujuan mendapatkan dosis dari formula Pseudomonas berfluoresensi P{Pj1 yang terbaik
menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in planta.

2.1 Seri I: Menentukan dosis terbaik dari formula Pseudomonas berfluoresensi PfPjl1

untuk menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in vitro.
2.1.1 Metode

Pengujian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan
3 ulangan. Perlakuan tersebut adalah-

P1 = kepadatan bakteri 10° sel/ml

P2 = kepadatan bakteri 10° sel/ml

P3 = kepadatan bakteri 10* sel/ml

K = kontrol (tanpa formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1)

Data yang diperoieh dianalisis dengan menggunakan Anova dan uji lanjut DNMRT
pada taraf nyata 5%.
2.1.2 Pelaksanaan

Kertas cakram steril (diameter 1 cm) direndam dalam suspensi formula Pseudomonas
berfluoresensi PfPj! (sesuai perlakuan) selama 10 detik, kemudian dikeringkan dalam petni

steril. Selanjutnya empat buah kertas cakram tersebut diletakkan ke dalam petn yang telah
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berisi medium TTC dan suspensi R. solanacearum. Biakan ini diinkubasi pada suhu kamar
selama 2 x 24 jam.
2.1.3 Pengamatan

Diameter Zona Hambatan

Pengamatan terhadap zona hambatan dilakukan dengan menghitung besarnya zona
hambatan yang terbentuk pada kertas cakram dengan menggunakan mikrometer.

2.2 Seri II: Menentukan dosis terbaik dari formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1
untuk menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in planta.

2.2.1 Metode
Pengujian ini menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan 4 perlakuan

dan 3 ulangan.
Perlakuan tersebut adalah:

P1 = kepadatan bakteri 10° sel/ml

P2 = kepadatan bakteri 10° sel/ml

P3 = kepadatan bakteri 10* sel/ml

K = kontrol (tanpa formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1)

Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan Anova dan uji lanjut DNMRT
pada taraf nyata 5%.
2.2.2 Pelaksanaan

Satu bulan setelah planlet pisang Barangan diaklimatisasi, dilakukan aplikasi formula
Pseudomonas berfluoresensi PjPf1 sesuai perlakuan. Perakaran dar bibit pisang dibersihkan
dari sisa tanah dan dicelupkan ke dalam 20 m! suspensi formula Pseudomonas berfluoresensi
PjPf1 (sesuai perlakuan) selama 10 menit. Kemudian bibit pisang ditanam dalam polibag
(diameter 30 cm) yang telah berisi 9 kg tanah+pupuk kandang steril dengan perbandingan 3:1.

Setelah satu bulan aplikasi formula Pseudomonas berfluoresensi PjPf1, dilakukan
inokulasi R. solanacearum melalui pelukaan akar bibit pisang. Tanah di sekitar batang bibit
pisang ditusuk dengan jarak 5 cm dari batang dan kedalaman 10 cm, kemudian disiram dengan
suspensi R. solanacearum (10°® sel/ml berdasarkan skala 1 McFarlands) sebanyak 20 ml. Masa
inkubasi dari bakteri diamati setiap har selama 2 bulan, ditandai dengan gejala awal yaitu

penguningan daun (Lampiran 2).



2.2.3 Pengamatan
a. Masa Inkubasi

Masa inkubasi dari bakteri diamati setiap han setelah tanaman diinokulasi dengan K.
solanacearum. Hal ini ditandai dengan munculnya gejala awal yaitu terjadi penguningan daun
yang dimulai dengan bagian tengah di dekat pelepah daun dan diikuti dengan layunya daun
tersebut (Baharuddin, 1994).
b. Intensitas Serangan

Pengamatan intensitas serangan penyakit dilakukan setiap minggu dengan cara skoring
sebagai berikut (Sumardiyono dkk, 1999):

Skor Keterangan
1 Daun tidak layu
2 1 helai daun layu
3 2 — 3 daun layu
4 4- 5 daun lavu
5 > 5 daun layu (mati)

Intensitas penyakit dihitung dengan rumus:
[P= ZnxV x 100%

NxZ

[P = Intensitas Penyakit

n = jumlah tanaman dengan skor tertentu

V = skor dari tanaman tertentu

N = Jumlah tanaman yang diamati

Z = skor tertinggi (5)
c. Lama Kematian Bibit Pisang

Lama kematian bibit pisang diamati setiap hari mulai dari muncuinya geiala awal
kelayuan bibit hingga bibit mati.
Tahap 3. Aktivitas Enzim Pertahanan Tanaman Pisang yang Telah Diaplikasi dengan

Formula Pseudomonas berfluoresensi PjPfl.

3.1 Metode

Dosis dari formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 yang digunakan pada Tahap 3
adalah yang terbaik menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in planta (hasil

Tahap 2).
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Rancangan yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 5
perlakuan dan 3 kali ulangan.
Perlakuan tersebut adalah:

L1 =1 hari setelah aplikasi formula Pseudomonas berfluoresensi P{Pj1

L2 = 2 harni setelah aplikasi formula Pseudomonas berfluoresensi P{Pj1

L3 = 3 hari setelah aplikast formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1

L4 = 4 hari setelah aplikasi formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1

K = kontrol (0 hari, tanpa formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1)

Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan Anova dan uji lanjut DNMRT
pada taraf nyata 5%.

3.2 Pelaksanaan
3.2.1 Aplikasi formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1

Satu bulan setelah planlet diaklimatisasi, dilakukan aplikasi formula Pseudomonas
berfluoresensi PjPf1. Perakaran dari bibit pisang dibersihkan dari sisa tanah dan dicelupkan ke
dalam 20 ml suspensi formula Pseudomonas berfluoresensi selama 10 menit. Kemudian bibit
pisang ditanam dalam polibag (diameter 30 cm) yang telah berisi 9 kg tanah + pupuk kandang
steril dengan perbandingan 3 : 1.

3.2.2 Penentuan aktivitas enzim pertahanan tanaman.

a. Aktivitas Enzim Fenilalanina Amonia Liase (FAL).

Penentuan aktivitas_enzim FAL dilakukan menurut prosedur Saunders dan McClure
(1975). Daun tanaman yang masith muda dipotong-potong sampai halus, dan 20 gram
potongan jaringan dihancurkan dengan mortar, kemudian ditambahkan 40 ml! bufer borat (pH
8,8) yang mengandung 54 mM mercaptoetanol dan 2 gram PVP. Selanjutnya campuran ini
disentrifus dengan kecepatan 30.000 rpm selama 20 menit pada suhu 4°C. Campuran 20 pl
supernatan, 7 ml bufer borat, dan 20 ul fenilalanin diinkubasi selama 1 jam pada suhu 37°C
dalam shaker (500 rpm). Selanjutnya reaks: tersebut dihentikan dengan menambahkan 1 ml 6
N HCI. Ke dalam kuvet diisikan 3 ml campuran tersebut.

b. Aktivitas enzim Peroksidase (PO) dan Polifenol Oksidase (PFO). =z

Daun tanaman vang masth muda dipotong-potong sampai halus, dan ditimbané
sebanyak 1 gram, kemudian jaringan dihancurkan dengan mortar setelah ditambahkan segera

2.5 ml 0.5 M dapar kalium fosfat pH 7 dan 0.1 gram PVP. Campuran tersebut diambil
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ekstraknya dan disaring dengan dua lapis kain kasa, disentrifus dengan kecepatan 6000 rém !
selama 15 menit pada suhu 4°C. Supernatan digunakan untuk mengukur aktivitas enzim.

Pengukuran aktivitas Peroksidase (PO) dilakukan dengan cara memasukkan ekstrak
enzim sebanyak 0.2 ml ke dalam kuvet yang telah berisi 5 ml larutan pirogalol (0,631 gram
pirogalol dalam dapar fosfat 0.005 M, pH 6, dan volume akhir 100 ml), kemudian dikocok.
Kuvet diletakkan pada spektrofotometer, kemudian diatur agar jarum absorban menunjukkan
angka nol pada panjang gelombang 420 nm. Kuvet dikeluarkan dan tambahkan 0.5 ml larutan
H,O, 1%, dikocok dan segera diletakkan pada spektrofotometer serta segera diamati
perubahan absorban pada transmitan setiap 5 detik sampai tidak lagi terjadi perubahan.

Pengukuran aktivitas Polifenol Oksidase (PFO) dilakukan dengan cara memasukkan
0,5 ml ekstrak enzim dan 3 ml air destilasi ke dalam kuvet dan dikocok. Kuvet diletakkan pada
spektrofotometer, kemudian diatur agar jarum menunjukkan absorban yang sama dengan
angka nol pada panjang gelombang 495 nm, kemudian ditambahkan 1 ml larutan katekol 400
ppm, dikocok dan segera diletakkan pada spektronik. Perubahan absorban diamati setiap 5
detik sampai tidak terjadi perubahan lagi

3.3 Pengamatan | MILIK PERPUS TAKAAN

a. Aktivitas enzim fenilalanina amonia liase (FAL) LIMIV. NEGER]I PADANG

i
Penentuan aktivitas enzim dilakukan sesuai perlakuan yaifu: 1,2, 3, dan 4 han setelah

]
n o s

inokulasi R.. solanacearum pada bibit pisang yang telah diaplikasikan formula Pseudomonas
berfluoresensi PfPjl. Aktivitas enzim diukur berdasarkan asam sinamat yang dihasilkan
dengan menggunakan spekirofotometer ultra ungu pada panjang gelombang 290 nm dengan
baku asam sinamat mumi. Aktivitas enzim fenilalanina amonia liase (FAL) dinyatakan dengan
umol/menit/g jaringan.

b. Aktivitas enzim peroksidase (PO) dan polifenol oksidase (PFO)

Penentuan aktivitas enzim dilakukan sesuai perlakuan yaitu: 1, 2, 3, dan 4 hari setelah
inokulasi R.. solanacearum pada bibit pisang yang telah diaplikasikan formula Pseudomonas
Bertluoresensi PfPj1. Aktivitas PO maupun PFO diukur dengan rumus:

AA

APO= —  /(g)jaringan
At

APO = aktivitas peroksidase
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AA
At

I

selisith absorban

selisih waktu

Hasil pengukuran absorban pada pengamatan digambarkan pada kertas grafik, dengan
absis t (waktu) dan ordinat A (absorban). Aktivitas enzim ditentukan dari AA pada awal reaksi
persatuan waktu (menit) per gram jaringan segar.
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BAB V. HASIL DAN PEMBAHASAN
A. HASIL
Tahap 1. Pembuatan Formula Pseudomonas berfluoresensi PfPjl.

Formulasi agens hayati Pseudomonas berfluoresensi PfPjl telah dilakukan
menggunakan molase, agar, NGB, Na-alginate, dan tepung tapioka. Hasil pengamatan
terhadap masa aktif bakteri Pseudomonas berfluoresensi P{Pj1 setelah diformula pada molase,
agar, NGB, Na-alginate, dan tepung tapioka ditandai dengan jumlah bakteri yang tumbuh pada
setiap masa inkubasi. Setiap formula memperlihatkan jumlah bakter aktif tidak sama dan pada
masa inkubasi yang berbeda (Tabel 1).

Tabel 1. Jumlah bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 (Log X) yang aktif pada setiap
formula dan masa inkubasi berbeda.

Faktor Tunggal A Faktor Tunggal B (Masa Inkubasi) Faktor
(Formula) B1 B2 B3 B4 Utama

(2 minggu) | (4 minggu) | (6 minggu) | (8 minggu)
Al (Molase) 34,41 32,60 0 0 16,75 a
A2 (Agar) 6,56 7,18 5,28 428 583 b
A3 (NGB) 53,36 53,21 0 0 26,64 ¢
A4 (Na-alginate) 6,37 8.85 8,80 5,29 733 d
A5 (Tapioka) 33,42 33,47 42,11 41,54 3763 e

Faktor Utama 26.82 A 2706 A |1124 B 02°C

Ket: Angka yang diikuti huruf besar dan huruf kecil yang tidak sama adalah berbeda nyata
pada uji DNMRT taraf nyata 5%.

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan bakwa setiap bentuk formula Pseudomonas
berfluoresensi PfPj1 yang diujikan memberikan perbedaan yang nyata terhadap jumlah bakteri
yang aktif (Lampiran 1.). Setelah diuji secara statisttk ditemukan bahwa perlakuan Al
(molase), A2 (agar), A3 (NGB), A4 (Na-alginate), dan A5 (tapioka) adalah berbeda nyata.
Jumlah bakteri yang terbanyak adalah pada perlakuan A5 (tapioka) yaitu 37,63 atau 42,66.10°°
CFU/ml. Sedangkan jumlah bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 yang terkecil adalah
pada perlakuan A2 (agar) yaitu 5,83 atau 6,76.10° CFU/mi (Lampiran 1),

Perlakuan masa inkubasi juga memperlihatkan perbedaan yang nyata dari hasil
analisis sidik ragam. Setelah diuji secara statistik ternvata perlakuan B1 (2 minggu) dan B2 (4

minggu) berbeda tidak nyata, namun berbeda nyata dengan perlakuan B3 (6 minggu) dan B4
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(8 minggu). Sedangkan perlakuan B3 (6 minggu) berbeda nyata dengan B4 (8 minggu). Pada
perlakuan B2 (4 minggu) ditemuka!n rerata jumlah bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj]
terbanyak yaitu 27,06 atau 11,48.10*° CFU/ml, sedangkan yang paling sedikit ditemukan pada
perlakuan B4 (8 minggu) yaitu 10,22 atau 16,60.10° CFU/ml (Lampiran 1).

Perlakuan AS (tapioka), disamping mempunyai rerata jumlah bakteri terbanyak, tetapi
juga mempunyai masa aktif bakten terlama yaitu hingga masa inkubasi 8 minggu (B4) dengan
jumlah bakteri 41,54 atau 34,67.10% CFU/ml. Namun pada masa inkubasi 6 minggu (B3),
jumlah bakteri pada perlakuan AS (tapioka) terbanyak dani pada perlakuan B1, B2, dan B4,
yaitu 42,11 atau 12,88.10*! CFU/ml (Lampiran 1).

Untuk lebih jelasnya dapat dilihat Gambar 1.

60.00 Formula
= . = molase
- 4
o 50.00 T : M agar
S : : ] [ NGB
~—40.00 = % Na-alginate
o K I .
s - = ;5. 3 B3 Tapioka
30.00 " % % B
a % % % R
T 20.00- % % B
3 10.00— s & % <
AR o & %
0.00 X ol K K3

2mg 4mg 6 mg 8 mg
Masa Inkubasi

Gambar 1. Grafik jumlah bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 yang aktif pada setiap
formula dan masa inkubasi berbeda.

Pada Gambar 1. dapat dilihat bahwa jumlah bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1
terbanyak ada pada formula NGB dengan masa inkubasi 2 dan 4 minggu. Namun pada masa
inkubasi 6 dan 8 minggu tidak ditemukan lagi bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 yang
mampu hidup. Bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 mampu hidup pada formula Na-
alginate hingga 8 minggu masa inkubasi, meskipun pada akhir pengamatan ini bakteri
memasuki fase kematian. Pada formula molase, bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1
hanya mampu bertahan hidup hingga 4 minggu masa inkubasi. Formula tapioka mampu

mempertahankan aktivitas bakteri Pseudomonas berfluoresens1 PfPj1  hingga akhir



pengamatan (8 minggu masa inkubasi) dengan pertumbuhan bakteri yang seimbang atau
pada posisi fase stasioner
Tahap 2. Uji Potensi Formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 menghambat

pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in vitro dan in planta

2.1 Seri I: Menentukan dosis terbaik dari formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 untuk
menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in vitro.

Formula yang digunakan untuk pengamatan Tahap 2, Seri [ adalah yang
mempunyai masa aktif bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 terbaik (hasil Tahap 1)
yaitu formula tapioka. Dari perlakuan ternyata tidak ada satupun perlakuan dosis formula
tapioka Pseudomonas berfluoresensi yang mampu membentuk daerah zona hambat (Tabel
2).

Tabel 2. Zona hambatan bahan uji (dosis formula tapioka) terhadap R. solanacearum

No Dosis (kepadatan bakteri Zona hambat (mm) |
Pseudomonas berfluoresensi)

1. | P1(10% 0

2. | P3 (109 0

3. | P2(10% 0

4 K (kontrol) 0

Untuk lebih jelasnya dapat dilihat Gambar 2.

SRES

Gambar 2. Zona hambatan vang tidak terbentuk pada medium TTC dengan menggunakan
bahan uji terhadap R. solanacearum.




Pada Gambar 2. terlihat bahwa pemberian formula tapioka dengan berbagai dosis
Pseudomonas berfluoresensi PfPjl tidak mampu menghambat pertumbuhan bakteri R.

solanacearum.

2.2 Seri II: Menentukan dosis terbaik dari formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 untuk
menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum: secara in planta.

Formula yang digunakan untuk pengamatan Tahap 2, Seri Il adalah yang mempunyai
masa aktif bakteri Pseudomonas berfluoresensi P{Pj1 terbaik (hasil Tahap 1) yaitu formula
tapioka. Hasil pengamatan terhadap masa inkubasi R. solanacearum, Intensitas Penyakit, dan
lama kematian bibit pisang yang telah diaplikasi dengan formula tapioka Pseudomonas
berfluoresensi terdapat perbedaan yang nyata (Tabel 3).

Tabel 3. Masa inkubasi R. solanacearum, Intensitas Penyakit, dan lama kematian bibit pisang
yang telah diaplikasi dengan formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi.

No. Dosis (kepadatan bakteri Masa Inkubasi Intensitas Lama
Pseudomonas berfluoresensi) (har) Penyakit (%) Kematian
Bibit (hari)
1. | K (kontrol) 10,0 a 3333 b 10,00 b
2. | P1(10% 6,67 ab 2222 a 20,00 a
3. | P3(10% 6,67 ab 3333 b 15,33 ab
4. | P2(10% 33 b 3,11 b 1933 a

Ket: Augka yang diikuti huruf kecil yang tidak sama pada kolom yang sama adalah berbeda
nyata pada uji DNMRT taraf nyata 5%.

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan perbedaan yang nvaia dari perlakuan dosis
formula tapioka terhadap masa inkubasi, intensitas penyakit, dan lama kematian bibit pisang.
Setelah diuji secara statistik terlihat bahwa masa inkubasi pada perlakuan K (kontrol), P1
(10%), dan P3 ( 10%) berbeda tidak nyata, namun antara perlakuan P1 (108) dan P3 (10%)juga
berbeda tidak nyata dengan P2 (10°). Intensitas serangan penyakit yang terkecil adalah pada
perlakuan P1 (10%), dan berbeda nyata dengan tiga perlakuan lainnya. Namun intensitas
serangan penyakit pada perlakuan P2 (106), P3 (10%. dan K (kontrol) berbeda tidak nyata.
Kematian bibit pisang yang paling cepat terjadi pada perlakuan K (kontrol). Hasil uji statistik
terhadap lama kematian bibit memperlihatkan perbedaan yang tidak nyata antara perlakuan P1
(lOR'), P2 (10(’), dan P3 (104). Namun perlakuan K (Kontrol) berbeda tidak nyata dengan
perlakuan P3 {10%).



Tahap 3. Aktivitas Enzim Pertahanan Tanaman Pisang yang Telah Diaplikasi
dengan Formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1.

a. Aktivitas FAL
Aplikasi formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 telah dilakukan pada
tanaman pisang. Dari hasil pengamatan dengan Spektrofotometer UV ternyata aktivitas

FAL belum terlihat, ditandai dengan tidak terbentuk asam sinamat.
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Gambar 3. Aktivitas FAL (produksi asam sinamat)

Pada Gambar 3. terlihat absorbansi dari asam sinamat dengan konsentrasi 10, 12,
15, dan 25 ppm dapat terdeteksi pada panjang gelombang vang sama. Namun panjang
gelombang semua perlakuan tidak sama dengan panjang gelombang yang seharusnya yaitu
panjang gelombang asam sinamat.
b. Aktivitas PO

Aplikasi formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 telah dilakukan pada
tanaman pisang. Hasil analisis sidik ragam menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan

yang nyvata darn perlakuan yang diberikan (Tabel 4)
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Tabel 4 Aktivitas PO tanaman pisang setelah diaplikasi dengan formula tapioka Pseudomonas

berfluoresensi PfPj1
Perlakuan Aktivitas enzim PO
(perubahan absorbans/g/menit)
L1 0,213
L2 0,176
L3 0.027
L4 0,015
K 0,009
Keterangan:

L1 =1 hari aplikasi formula Pseudomonas berfluoresensi P{Pj1
L2 = 2 hari aplikasi formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1
L3 =3 han aplikasi formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1
L4 = 4 hari aplikasi formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1
K = kontrol (0 hari, tanpa formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1)

Pada Tabel 4 dapat dilihat bahwa perlakuan L1 (1 han aplikasi formula Pseudomonas
berfluoresensi PfPjl) mempunyai aktivitas enzim PO tertinggi yaitu 0,213 perubahan
absorbans/g/menit. Aktivitas PO pada kontrol adalah yang paling rendah yaitu 0,009
perubahan absorbans/g/menit.

b. Aktivitas PFO

Aplikasi formula tapioka Pseudomonas berfluoresenst PfPjl1 telah dilakukan pada
tanaman pisang. Hasil analisis sidik ragam menunjukkan bahwa perlakuan yang diberikan
memberikan perbedaan yang nyata terhadap aktivitas PFO (Tabel 6) dan (Lampiran 1).

Tabel 5 . Aktivitas PFO tanaman pisang setelah diaplikasi dengan formula tapioka
Pseudomonas berfluoresensi PfPj1

Perlakuan Aktivitas enzim PFO
(perubahan absorbans/g/menit)

L3 0,060 a

L4 0,037 ab

L2 0.027 bc

K 0,020 be

L1 0,009 C

Ket: Angka yang diikuti huruf kecil yang tidak sama adalah berbeda nyata pada uji DNMRT
taraf nyata 5%.

Pada Tabel 5 dapat dilihat bahwa perlakuan L3 (3 han aplikasi formula Pseudomonas

berfluoresensi PfPj1) mempunyai aktivitas enzim PFO tertinggi yaitu 0,060 perubahan
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absorbans/g/menit. Aktivitas PFO pada perlakuan L1 (1 han aplikasi formula Pseudomonas

berfluoresensi PfPj1) adalah yang paling rendah yaitu 0,009 perubahan absorbans/g/menit.
Hasil uji statistik dinyatakan bahwa perlakuan L3 (3 han aplikasi formula

Pseudomonas berfluoresensi PfPj1) dan L4 (4 han aplikasi formula Pseudomonas

berfluoresensi PfPj1) berbeda tidak nyata.

B. PEMBAHASAN
Tahap 1. Pembuatan Formula Pseudomonas berfluoresensi PfPjl1.

Rerata jumlah bakteri terbanyak ditemukan pada formula tapioka yaitu 37,63,
sedangkan yang paling sedikit pada formula agar. Bila dilihat Tabel 1. ternyata jumlah bakteri
Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 pada formula tapioka mulai masa inkubasi 2 hingga 6
minggu terjadi kecendrungan peningkatan jumlah bakteri, walaupun pada masa inkubasi 8
minggu terjadi sedikit penurunan jumlah bakteri. Dan hasil penelitian ini terlihat bahwa
formula tapioka mampu menjadi media tumbuh bakteri Pseudomonas berfluoresensi P{Pj1 dan
mempertahankan bakteri ini tetap aktif hingga 8 minggu masa inkubasi. Hal ini mungkin
disebabkan karena tepung tapioka cukup menyediakan udara untuk kehidupan bakteri,
mengandung karbohidrat sebagai sumber energi, enzim pengurai seperti lipase dan protease.
Menurut Suprapti (2005), di dalam 100 g tepuhg tapioka terkandung kalori 3620 kal, air 12,0
g, karbohidrat 86,9 g, protein 0,5 g, dan lemak 0,3 g. Anonim (2006) mengemukakan bahwa
Pseudomonas berfluoresensi memiliki enzim lipase yang mampu merombak lipid menjadi
lipid sederhana, dan enzim protease yang merombak protein menjadi senyawa sederhana
sehingga mudah diserap dan dicerna olch bakteri.

Pada Gambar 1. terlihat bahwa bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPji yang
diformula dengan NGB (Nutrient Glucose Broth) mempunyai jumlah bakteri terbanyak bila
dibandingkan dengan 4 formula lainnya hingga 4 minggu masa inkubasi. Namun pada 6 dan 8
minggu masa inkubasi bakteri ini tidak mampu lagi hidup ataupun aktif di dalam formula
tersebut. Hal ini terjadi karena di dalam media tumbuh NGB terkandung nutrisi vang kaya
seperti ekstrak daging, peptone, dan karbohidrat (Campbell, 1989). Pada masa inkubast 2
minggu pada formula NGB bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPjl1 berada pada fase
logaritmik (eksponensial). Pada fase ini terjadi pembelahan sel lebih cepat dan konstan

sehingga jumlah bakteri lebih banyak. Keadaan int berlanzcsung terus hingga nutrisi berkurang
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atau habis, dan terbentuknya sisa metabolisme yang bersifat racun untuk bakteri (Alberida dan
Advinda, 1999). Masa inkubasi 6 dan 8 minggu dalam formula NGB, bakteri berada pada fase
kematian dan tidak ditemukan lagi bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 yang masih
aktif. Hal ini disebabkan karena nutrisi yang telah habis dan adanya sisa metabolisme yang
dapat menjadi toksin bagi bakteri. Goto (1992) mengemukakan bahwa pada fase kematian
akan terlihat ukuran sel bakteri menjadi kecil, atau pemanjangan sel yang abnormal.

Bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 tetap aktif hingga 8 minggu masa inkubasi
dalam formula tapioka (Gambar 1). Pada minggu ke 8 masa inkubasi bakteri berada pada fase
stasioner. Menurut Goto (1992), pada‘fase stasioner pertumbuhan bakteri maksimum dan
konstan. Kecepatan pertumbuhan bakten1 semakin berkurang pada fase ini karena lingkungan

yang tidak menguntungkan seperti ketersediaan oksigen, nutrisi, dan perubahan pH.

Tahap 2. Uji Potensi Formula Pseudomonas berfluoresensi PfPjl1 menghambat
pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in vitro dan in planta

2.1 Seri I: Menentukan dosis terbaik dan formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 untuk
menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in vitro.

Perlakuan dosis formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 dengan kepadatan
populasi 10%, 10°, dan 10* sel/ml belum mampu membentuk zona hambat terhadap R.
solanacearum (Tabel 2). Hal ini mungkin disebabkan kepadatan populasi bekteri
Pseudomonas berfluoresensi yang kurang sehingga belum efektif dalam menjalankan
fungsinya memproduksi antibiotik. Adaptasi terhadap media tumbuh yang baru yaitu TTC
mungkin juga dapat mempengaruhi pertumbuhan Pseudomonas berfluoresensi yang ada dalam
formula tapioka. Menurut Raaijmakers er al (1999), kepadatan populast Pseudomonas
fluorescens mempengaruhi produksi antibiotik 2,4-Diacetylphloroglucinol (Phl) pada Rizosfer
tanaman gandum. Sedangkan Mulya dan Tsuyumu (1998) melaporkan bahwa kemampuan
agens hayati Pseudomonas fluorescens PfG32 daiam mengendalikan R. solanacearum
tergantung pada produksi antibiotik. Produksi antibiotik strain ini dipengaruhi oleh kondisi
optimal dari pH, suhu, sumber Nitrogen, dan Karbon.

2.2 Seri II: Menentukan dosis terbaik dan formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 untuk
menghambat pertumbuhan bakteri R. solanacearum secara in planta.

Masa inkubasi R solanacearum pada tanaman pisang dapat diperlambat hingga 6.67

hari setelah aphikasi dengan formula tapioka dosis P1 (10%) dan P3 (10%), meskipun secara
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statistik berbeda tidak nyata dengan perlakuan dosis P2 (10°). Tingkat ketahanan tanaman
yang bervariasi diduga merupakan salah satu penyebab perbedaan masa inkubasi. Sullivan dan
Gara (1992 cir Saravanan ef af, 2004) menyatakan bahwa mekanisme penekanan penyakit oleh
Pseudomonas berfluoresensi dapat terlaksana dengan baik tergantung kemampuannya
menempati lingkungan perakaran. Selanjutnya Kloepper e a/ (1980 cir Saravanan er «/, 2004)
berpendapat bahwa Pseudomonas berfluoresensi yang berbeda mempunyai kemampuan
spesifik dalam menempati relung tertentu.

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan perbedaan yang nyata dari intensitas penyakit
pada bibit pisang yang diaplikasi dengan formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi.
Perlakuan P1 (10%) memperlihatkan intensitas penyakit yang paling sedikit yaitu 22,22% dan
berbeda nyata dengan tiga perlakuan lainnya. Hal ini mungkin disebabkan karena kemampuan
bakteri dengan dosis P1 (10%) mengkoloni perakaran, sehingga dapat menginduksi ketahanan
alami tanaman dengan adanya akumulasi fitoaleksin. Habazar (2001) mengemukakan bahwa
aplikasi agens hayati pada tanaman dapat menghasilkan senyawa yang merupakan sinyal bagi
tanaman untuk memproduksi metabolit sekunder yang bersifat antimikroba seperti fitoaleksin.
Menurut Blanco er a/ (2004) beberapa jenis senyawa yang dihasilkan agens hayati tersebut
antara lain lipopolisakarida (LPS), siderofor, dan asam salisilat.

Tanaman yang tidak diaplikasi dengan formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi
(perlakuan K) mengalami kematian lebih awal bila dibandingkan dengan perlakuan dosis
formula tapioka yaitu 10 hari setelah terlihat gejala awal terserang penyakit. Meskipun masa
inkubasi lebih lambat pada perlakuan K (kontrol), namun lama kematian tanaman lebih cepat.
Hal ini disebabkan karena tidak adanya agens penginduks: ketahanan tanaman yang
diaplikasikan pada bibit, sehingga walaupun masa inkubasinya lebih lama dari perlakuan
lainnya, namun lama kematiannya lebih awal. Perlakuan P1 (10%) mampu memperlambat
kematian tanaman yaitu 20 hari. Saravanan ef «/ (2004) melaporkan bahwa aplikasi
Pseudomonad fluoresens Pfim pada perakaran tanaman pisang sangat berpotensi untuk
menghambat patogen Fusarium oxysporum f.sp cubense. Sedangkan Vidhyasekaran er af
(1997) menyatakan bahwa Pseudomonad fluoresens Pf; mampu menginduksi ketahanan
tanaman padi dari patogen Pyricularia oryzae. Dani hasil penelitian Blanco er al (2004)

dilaporkan bahwa Pseudomonas fluorescens memproduksi asam salisifat dan pseudobactin,



sehingga mampu menekan penyakit layu Verticillium pada tanaman Olea curopaea L. oleh

jamur Verticillium dahliae Kleb.

Tahap 3. Aktivitas Enzim Pertahanan Tanaman Pisang yang Telah Diaplikasi dengan
Formula Pseudomonas berfluoresensi PfPj1.

a. Aktivitas FAL

Pada penelitian ini tidak ditemukan adanya aktivitas FAL setelah aplikasi dengan
formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1. Hal ini terlihat pada Gambar 3. dimana
pengamatan dengan baku mutu asam sinamat dengan konsentrasi 10, 12, 15, dan 25 dapat
dilihat puncak dengan arah cendrung sama pada panjang gelombang yang sama. Namun untuk
setiap perlakuan yang diberikan belum terlihat adanya pembentukan asam sinamat. Puncak
yang dibentuk oleh perlakuan yang diberikan memberikan tanda bahwa senyawa lain yang
mungkin diproduksi oleh tanaman pisang.
b. Aktivitas PO

Pada penelitian ini tidak terlihat adanya perbedaan yang nyata dari perlakuan terhadap
aktivitas PO. Hal ini mungkin terjadi karena tidak diberikannya inokulasi patogen terhadap
tanaman. PO adalah enzim yang merombak senyawa fenolik secara kondensasi membentuk
lignin (Sanchez et al, 1996), dan berperan spesifik dalam reaksi hipersensitif terhadap patogen
(Peng dan Kuc, 1992 cir Saravanan et al, 2004). Aktivitasnya berasosiasi dengan ketahanan
penyakit tanaman dan meningkat dalam tanaman inang seiring dengan infeksi patogen
(Samiyappan, 2003). Saravanan ef ai (2004) meiaporkan bahwa aktivitas PO tanaman pisang
meningkat setelah enam hari aplikasi dengan P. fluorescens. Aktivitas ini lebih meningkat
lagi setelah delapan hari aplikasi dengan /. fluorescens dan inokulasi F. oxysporum f.sp.
cubense.
c. Aktivitas PFO

Aktifitas enzim PFO sangat penting dalam ketahanan tanaman, karena kemampuannya
mengoksidasi senvawa fenol menjadi quinon yang sifatnya lebih toksik terhadap
mikroorganisme dari pada fenol murni. Seiring dengan meningkatnya aktifitas enzim PFO,
dihasilkan konsentrasi toksik yang tinggi sehingga tingkat ketahanan tanaman terhadap
infeksipun meningkat (Agrios, 1997, Kosuge, 1969 cir Saravanan et af, 2004). Akumulasi

enzim PFO tidak hanya melibatkan respon pertahanan tanaman, tapi juga berasosiasi dengan



induksi pertahanan sistemik oleh Pseudomonas fluorescens terhadap penyakit layu pada

pisang yang disebabkan oleh F. oxysporum f.sp. cubense (Saravanan et al, 2004).




BAB VI. KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan
1. Formula tapioka dari Pseudomonas berfluoresensi PfPjl adalah yang terbaik dalam

mempertahankan masa aktif bakteri hingga 8 minggu masa inkubasi.

~J

. Dosis 10° sel/ml formula tapioka dari Pseudomonas berfluoresensi PfPjl adalah yang

terbaik dalam mengendalikan serangan R. solanacearum

(U]

. Aplikasi formula tapioka dari Pseudomonas berfluoresensi PfPjl pada tanaman pisang
memberikan perbedaan yang nyata terhadap PFO, berbeda tidak nyata pada PO, dan tidak
terlihat adanya ativitas FAL

B. Saran

Penelitian lebih lanjut untuk mengkaji produksi fitoaleksin sebagai akibat induksi
ketahanan oleh formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi dan mekanisme

histopatologisnya perlu dilakukan.
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Lampiran 1. Jumlah bakteri dan Tabel sidik ragam beberapa variabel pengamatan

Tabel 1. Jumlah bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 (CFU/ml) yang aktif pada setiap
formula dan masa inkubasi berbeda.

l Faktor Tunggal Faktor Tunggal B (Masa Inkubasi) Faktor

A (Formula) Bl B2 B3 B4 Utama
(2 minggu) | (4 minggu) | (6 minggu) | (8 minggu)

Al (Molase) 256,67.10* 68,83.10°' | 0 0 56,23.10"°a
A2 (Agar) 50,00.10° 165,33.10° | 30,00.10" | 30.10° 66,83.10" b
A3 (NGB) 231,67.107  ]167,50.10°" | 0 0 4,37.10° ¢
A4 (Na-alginate) | 23,44.10° 70,79.107 | 63,10.10" | 19,50.10° | 21,38.10° d
A5 (Tapioka) 2630.10" | 29,51.10°" | 12,88.10™ | 34,67.10"7 | 42,66.10% ¢
Faktor Utama 66,07.10° A | 11,48.10°A | 17,38.10™B | 16,60.10° C

Ket: Angka yang diikuti huruf besar dan huruf kecil yang tidak sama adalah berbeda nyata
pada uji DNMRT taraf nyata 5%.

Sidik ragam jumlah bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 pada setiap formula

Type H1 Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 20788,945(a) 21 989,950 4568,975 ,000
Intercept 21287,317 1 21287,317 | 98248638 ,000
Formula 8643,684 4 2160,921 9973,429* ,000
Mi 39850,444 1318,815 6077,573* ,000
Ulangan 202 2 ,101 | 467 631
Formuia * M| 8194,615 12 682,885 3151,758* ,000
Error 8,233 38 217 |

Total 42084,496 60 ;
Corrected Total 20797178 50 | | !

Ket: * = berbeda nyata pada taraf 5%

Sidik ragam masa inkubasi R. solanacearum pada bibit pisang yang telah diaplikasi dengan
formula tapioka dari Pseudomonas berfluoresensi P{Pj1

Sum of : Mean ]
Squares | df Square | F © Sig.
H | {
Between (Combined) 26,917 3 8o72| 2991 096
GrOUpS : i : :
Linear Term Contrast 16,017 1 16,017  5,339. 050
Deviation ‘ '
10,900 2. 5,450 1,817« 224
Within Groups 24,000 8 3,000 .
Total 50,917 : 11




Sidik ragam intensitas penyakit pada bibit pisang yang telah diaplikasi dengan formula tapioka

dari Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 dan inokulast R. solanacearum

Sum of Mean
Sqguares df Square F Sig.

Between (Combined) 251,659 3 83,886 | 4528 | 039
Groups

Linear Term Contrast 189,464 1 189,464 10,227 ,013

Deviation
62,195 2 31,098 1,679 246

Within Groups 148,207 8 18,526
Total 399,857 11

Sidik ragam lama kematian bibit pisang yang telah diaplikasi dengan formula tapioka dari

Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 dan inokulasi R. solanacearum

Sum of § Mean
Squares df |  Square F Sig.
Between (Combined) 190,333 3 63,444 5324 | 026
Groups
Linear Term Contrast 173,400 1 173,400 14,551 ,005
Deviation
16,933 2 8,467 ,710 ,520
Within Groups 95,333 8 11,917
Total 285,667 11
Sidik ragam aktivitas PO
Sumof | Mean
Squares | df Square F Sig.
Between (Combined) 116 4 020 2 696 063
Groups ' ; : R ' '
Linear Term Contrast ,009 ! 1 ,009 844 ,380
' Deviation . .
,107 3 ,036 2,313 ,065
Within Groups ,108 : 10 011
Totai 224 14
Sidik ragam aktivitas PFO
Sum of Mean E
Squares df Square F | Sig.
Between (Combined) 005 4 001 6.553 1 007
Groups |
Linear Term Contrast 002 1 002 |  12,445| ,005
Deviation ‘
,002 3 .001 | 4,589 | 029
Within Groups ,002 10 000
Total ,006 14

(%]
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Lampiran 2. Dokumentasi Penelitian

Gambar 1. A. Peremajaan Pseudomonas berfluoresensi PfPj |

B. Perbanyakan Pseudomonas berfluoresensi PfPj|
C. Koloni bakteri R. solanacearum pada media TTC

D. Bibit pisang yang telah diinokulasi dengan patogen R. solanacearum



Gambar 2. A. Formula agar dari Pseudomonas berfluoresensi PfPjl
B. Formula alginate dari Pseudomonas berfluoresensi PfPj1
C. Formula molase, NGB, dan tapioka dari Pseudomonas berflucresensi P{Pj!
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Gambar 3. A. Planlet pisang Barangan

B. Aklimatisasi bibit pisang

C. Proses penggerusan objek untuk pengukuran aktivitas enzim ketahanan

tanaman

D. Pengukuran aktivitas enzim ketahanan tanaman dengan Spektrofotometer
uv
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Gambar 4. A. Bibit pisang umur | bulan aklimatisasi di kebun percobaan

B. Bibit pisang yang terserang bakteri R. solaiiacearum
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SINOPSIS PENELITIAN LANJUTAN

Penelitian tahun I telah berhasil memformula bakteri Pseudomonas berfluoresensi
isolat PfPj]1 pada media tumbuh molase, agar, Nutrient Glucose Broth (NGB), Na-alginate,
dan tepung tapioka. Formula tapioka adalah formula terbaik dalam mempertahankan aktivitas
bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 hingga 8 minggu masa inkubasi. Setelah
diaplikasikan pada tanaman pisang, terlihat dosis 10° sel/ml dari formula tapioka Pseudomonas
berfluoresensi PfPjl mampu mengurangi intensitas serangan penyakit layu oleh R
solanacearum dan meningkatkan aktivitas enzim Polifenol Oksidase (PFO).

Penelitian ini perlu dilanjutkan untuk mendalami mekanisme pengendalian penyakit
layu bakteri R solanacearum dengan menggunakan agens hayati Pseudomonas berfluoresensi
PfPj1 dalam bentuk formula tapioka. Pengkajian tentang produksi fitoaleksin tanaman pisang
sebagai akibat induksi ketahanan tanaman oleh formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi
P{Pj1 merupakan hal penting yang perlu diteliti lebih lanjut, demikian juga dengan mekanisme

histopatologis setelah adanya patogen R s olanacearum.
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UJI POTENSI FORMULA TAPIOKA PSEUDOMONAS BERFLUORESENSI DALAM
MENGHAMBAT PERTUMBUHAN BAKTERI Ralstonia solanacearum
SECARA IN VITRO DAN IN PLANTA

Oleh:
Linda Advinda, Moralita Chatri, Des M ", dan
Jon Efendi ?

Penelitian telah dilakukan untuk menguji potensi formula tapioka Pseudomonas
berfluoresensi PfPj1 dalam menghambat pertumbuhan bakteri Ralstonia solanacearum secara
in vitro dan in planta. Masa aktif Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 diuji dengan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan tersebut adalah A (masa
inkubasi 2 minggu), B (masa inkubasi 4 minggu), C (masa inkubasi 6 minggu), dan D (masa
inkubasi 8 minggu). Untuk uji potensi formula secara in vitro dan in planta digunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan tersebut
adalah P1 (kepadatan bakteri 10%), P2 (kepadatan bakteri 10°), P3 (kepadatan bakteri 10*), dan
K (kontrol). Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan Anova dan uji lanjut
DNMRT pada taraf nyata 5%. Hasil penelitian adalah: perlakuan C (Masa Inkubasi 6 minggu)
mempunyai jumlah bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPjl terbanyak yaitu 139,00.10%
CFU/ml. Kepadatan populasi 10°, 10°, dan 10* sel/ml dari formula tapioka Pseudomonas
berfluoresensi PfPj1 belum mampu menghambat pertumbuhan R. solanacearum secara in
vitro. Kepadatan populasi 10°® sel/ml dari formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1
mampu menghambat pertumbuhan R. solanacearum secara in planta.

Kata kunci: Pseudomonas berfluoresensi, Ralstonia solanacearum, formula, tapioka.

Y Jurusan Biologi FMIPA Universitas Negeri Padang
? Jurusan Kimia FMIPA Universitas Negeri Padang

PENDAHULUAN

Pisang (Musa sp) merupakan tanaman yang berasal dan Asia Tenggara yang kini
sudah tersebar luas ke seluruh dunia, termasuk Indonesia. Hingga saat int hampir setiap orang
gemar mengkonsumsi pisang karena rasanya lezat, gizinya tinggi, dan harganya relatif murah.
Produksi pisang di Propinsi Sumatera Barat menurun dan tahun ke tahun (1998 produksi
80.326 ton, 1999 produksi 81.865 ton, 2000 produksi 59.549 ton, 2001 produksi 48.810 ton,
dan 2002 produksi 33.367 ton) (Badan Pusat Statistik Propinsi Sumatera Barat, 2002).
Penurunan produksi pisang disebabkan karena gangguan hama dan penyakit, antara lain
penvakit layu bakteri Ralstonia solanacearum yang hampir memusnahkan pertanaman pisang
di Sumatera Barat. Dari hasil pemantauan di lapangan sepanjang tahun 2002, diketahui

penvakit ini sedikitnya menyerang satu juta rumpun pisang (Djoni, 2003).



Penyakit layu bakteri yang disebabkan oleh R. solanacearum adalah penyakit yang
amat penting di belahan bumi ini. Bakteri ini menyerang sejumlah tanaman, meliputi lebih
dari 270 spesies dalam 3 famili. Tanaman yang sering diserang patogen ini adalah tanaman
yang bernilai ekonomis seperti tembakau, tomat, kentang, lada, terung, kacang-kacangan, dan
pisang (Goto, 1992).

Pemanfaatan agens hayati Pseudomonas berfluoresensi merupakan salah satu alternatif
untuk pengendalian penyakit layu bakteri. Agens hayati ini dapat menghambat pertumbuhan
patogen, meningkatkan pertumbuhan tanaman, meningkatkan ketersediaan fosfat bagi
tanaman, dan menghasilkan senyawa yang merupakan sinyal bagi tanaman untuk
memproduksi metabolit sekunder yang bersifat antimikroba (fitoaleksin). Advinda (2004)
melaporkan Pseudomonas berfluoresensi isolat PjPfl mampu menghambat pertumbuhan R
solanacearum, dan juga dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman pisang.

Hingga saat ini masih belum banyzk diteliti tentang pembuatan formula dari agens
hayati Pseudomonas berfluoresensi. Kloeper dan Schroth (1981, cit Cook dan Baker, 1983)
menggunakan formula 20% xanthan gum untuk menumbuhkan bakteri Pseudomonas
berfluoresensi, dan bakteri terpelihara selama dua bulan pada suhu 40°C. Sedangkan Weller
dan Cook (1983, cit Cook dan Baker, 1983) memperbanyak bakteri-ini dalam 1.5% metil
sellulosa. Dalam formula 1.5% metil sellulosa populasi bakteri Pseudomonas berfluoresensi
mampu bertahan selama lima minggu.

Telah digunakan tepung tapioka untuk memformula agens havati Pseudomonas
berfluoresensi isolat PfPj1. Tepung tapioka dapat dimanfaatkan sebagai media tumbuh bakteri
Pseudomonas berfluoresensi PfPjl. Dosis formula tapioka dari Psedomonas berfluoresensi
PfPj1 diuji potensinya mengendalikan penyakit layu bakteri R. solanacearum secara in vitro
dan in planta. Diharapkan pemanfaatan tapioka sebagai media tumbuh bakteri agens hayati ini
dapat menjadi pilihan yang menjanjikan untuk usaha pengembangan media dalam rangka
memproduksi bakteri secara massal dan aplikasinya di areal pertanaman.

BAHAN DAN METODE

Pseudomonas berfluoresensi yang diformula dengan tepung tapioka adalah isolat PfPj1
(hasil terbaik dari penapisan beberapa isolat yang telah dilakukan oleh Advinda, 2004). Untuk
pengamatan masa aktif baktenn Pseudomonas berfluoresensi digunakan Rancangan Acak

.engkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan tersebut adalah A (masa
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inkubasi 2 minggu), B (masa inkubasi 4 minggu), C (masa inkubasi 6 minggu), dan D (masa
inkubasi 8 minggu). Untuk uji potensi formula secara in vifro dan in planta digunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan 3 ulangan. Perlakuan tersebut
adalah P1 (kepadatan bakteri 10%), P2 (kepadatan bakteri 10°), P3 (kepadatan bakteri 10*), dan
K (kontrol). Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan Anova dan uji lanjut
DNMRT pada taraf nyata 5%.

1. Persiapan Penelitian
a. Peremajaan dan Perbanyakan Pseudomonas berfluoresensi PfPj1

Isolat diremajakan dalam cawan petri pada medium King’s B dengan metode gores.
Perbanyakan inokulum dilakukan dengan mengambil satu ose biakan murm dalam petri,
kemudian dibiakkan dalam 25 ml medium King’s B cair di dalam erlenmeyer 100 m!, dan
dishaker selama 24 jam (preculture). Diambil 1 ml preculture, kemudian dipindahkan ke
dalam 24 ml medium King’s B cair dan diinkubasi selama 3 x 24 jam (main culture) di atas
shaker.

b. Peremajaan dan Perbanyakan Inokulum R. solanacearum

_ Isolat R. solanacearum yang digunakan merupakan hasil isolasi yang telah dilakukan
oleh Advinda (2004). Isolat diremajakan dalam cawan petri pada medium TTC dengan metode
gores. Satu ose biakan mumi dalam petri dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi
9 ml akuades steril (pengenceran 107). Sumber inokulum R. solanacearum diperbanyak
dengan cara menginjeksikan suspensi bakteri pada pengenceran 107 sebanyak 0,1 ml pada
pangkal batang semu bibit tanaman pisang Barangan berumur 1 bulan setelah akiimatisasi (3
cm di atas tanah, sudut 45°C). Patogenisitas isolat ditandai dengan kemampuan bakteri untuk
menimbuikan gejala penyakit berupa daun layu, menguning, dan kering,.

Isolat R. solanacearum diisolasi dan tanaman pisang Barangan yang telah
menampakkan gejala penyakit dengan cara mengambil 1 cm’ jaringan tanaman pada bagian
yang diinokulasi, kemudian distrerilkan dengan alkohol 70% dan dicuci dengan akuades steril.
Selanjutnya jaringan dihancurkan dengan lumpang porselen dan ditambahkan 9 ml akuades
steril (pengenceran 107").

2. Pelaksanaan Penelitian

a. Pembuatan formula tapioka dari Pseudomonas berfluoresensi PfPj1
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Sebanyak 50 ml main culture (populasi 10% sel/ml berdasarkan skala 1 McFarlands)
dari Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm selama 10
menit. Supernatan yang terbentuk dikeluarkan semua, sehingga yang tersisa berupa pelet. Pelet
tersebut dicampurkan secara merata ke dalam 2 gram tepung tapioka steril, kemudian
diinkubasi selama 2, 4, 6, dan 8 minggu pada suhu kamar.
b. Uji potensi formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 menghambat pertumbuhan

R. solanacearum secara in vitro

Dosis formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 yang digunakan adalah yang
mempunyai masa aktif terbaik setelah perlakuan inkubasi. Kertas cakram steril (diameter 1
cm) direndam dalam suspensi formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 (10® sel/ml
berdasarkan skala 1 McFarlands) selama 10 detik, kemudian dikeringkan dalam petn steril.
Selanjutnya empat buah kertas cakram tersebut diletakkan ke dalam petri yang telah berisi
medium TTC dan suspensi R. solanacearum. Biakan ini diinkubasi pada suhu kamar selama 2
X 24 jam.
c. Uji potensi formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 menghambat pertumbuhan

R. solanacearum secara in planta

Dosis formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 yang digunakan adalah yang
mempunyai masa aktif terbaik setelah perlakuan inkubasi. Satu bulan setelah planlet pisang
Barangan diaklimatisasi, dilakukan aplikasi formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi
PjPfl1. Perakaran dari bibit pisang dibersihkan dan sisa tanah dan dicelupkan ke dalam 20 ml
suspensi formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 (108 sel/ml berdasarkan skala 1
McFarlands).suspensi formula Pseudomonas berfluoresensi PjPfl (sesuai perlakuan) selama
10 menit. Kemudian bibit pisang ditanam dalam polibag (diameter 30 cm) yang telah berisi 9
kg tanah+pupuk kandang steril dengan perbandingan 3:1. Setelah satu bulan aplikasi formula
Pseudomonas berfluoresensi PjPfl, dilakukan inokulasi R. solanacearum melalui pelukaan
akar bibit pisang.
3. Pengamatan
a. Masa Aktif Pseudomonas berfluoresensi P{P)1

Masa aktif Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 dalam formula tapioka diamati pada 2,

4, 6, 8 minggu masa inkubasi. Masa aktif bakten ditandai dengan jumlah bakteni yang tumbuh



setelah masa inkubasi, dan diamati dengan cara pengenceran seri (106, 10'7, 10'8) serta media
tumbuh King’s B.
b. Diameter Zona Hambatan

Pengamatan terhadap zona hambatan dilakukan dengan menghitung besarnya zona
hambatan yang terbentuk pada kertas cakram dengan menggunakan mikrometer.
c¢. Masa Inkubasi

Masa inkubasi dari bakteri diamati setiap hari setelah tanaman diinokulasi dengan R.
solanacearum. Hal ini ditandai dengan munculnya gejala awal yaitu terjadi penguningan daun
yang dimulai dengan bagian tengah di dekat pelepah daun dan diikuti dengan layunya daun
tersebut (Baharuddin, 1994).
d. Intensitas Serangan

Pengamatan intensitas serangan penyakit dilakukan setiap minggu dengan cara skoring
sebagai berikut (Sumardiyono dkk, 1999):

Skor Keterangan
1 Daun tidak layu
2 1 helai daun layu
3 2 — 3 daun layu
4 4- 5 daun layu
5 > 5 daun Jayu (mati)

Intensitas penyakit dihitung dengan rumus:
[P= 3nxV x 100%

NxZ
[P = Intensitas Penyakit
n = jumlah tanaman dengan skor terteuiu
V = skor dari tanaman terteniu
N = Jumlah tanaman yang diamati
Z = skor tertinggi (5)
e. Lama Kematian Bibit Pisang

Lama kematian bibit pisang diamati setiap hari mulai dan munculnya gejala awal

kelayuan bibit hingga bibit mati.




HASIL DAN PEMBAHASAN
a. Pembuatan formula tapioka dari Pseudomonas berfluoresensi PfPj1
Telah dilakukan formulasi agens hayatt Pseudomonas berfluoresensi PfPjl
menggunakan tapioka. Hasil pengamatan terhadap masa aktif bakteri Pseudomonas
berfluoresensi PfPj1 setelah diformula pada tepung tapioka ditandai dengan jumlah bakteri
yang tumbuh pada setiap masa inkubasi (Tabel 1).
Tabel 1. Jumlah bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 pada formula tapioka

Perlakuan Jumlah bakteri
CFU/ml Log x
C (Masa Inkubasi 6 minggu) 139,00.10% 42,11 a
D (Masa Inkubasi 8 minggu) 52,67.10% 4154 b
A (Masa Inkubasi 2 minggu) 29,67. 10* 33,47 c
B (Masa Inkubasi 4 minggu) 29,33.10* 33,42 c

Ket: Angka yang diikuti huruf kecil yang tidak sama adalah berbeda nyata pada uji DNMRT
taraf nyata 5%.

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan jumiah bakteri pada setiap masa inkubasi
memberikan perbedaan yang nyata. Setelah diuji secara statistik terlihat perlakuan C (Masa
Inkubasi 6 minggu) berbeda nyata dengan perlakuan A (Masa Inkubasi 2 minggu), B (Masa
Inkubasi 4 minggu), dan D (Masa Inkubasi 8 minggu). Sedangkan perlakuan A (Masa
Inkubasi 2 minggu) dan B (Masa Inkubasi 4 minggu) berbeda tidak nyata secara statistik.

Pada perlakuan C (Masa Inkubasi 6 minggu) ditemukan rerata jumlah bakten
Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 terbanyak yaitu 135,00.10*° CFU/ml atau 42,11 (Log x),
sedangkan yang paling sedikit pada perlakuan B (Masa Inkubasi 4 minggu) yaitu 29,33.10*
CFU/ml atau 33,42 (Log x).

Pada Tabel 1. terlihat jumlah bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 pada formula
tapioka mulai masa inkubasi 2 hingga 6 minggu terjadi kecendrungan peningkatan, walaupun
pada masa inkubasi 8 minggu terjadi sedikit penurunan jumlah bakteri. Dari hasil penelitian
ini terlihat bahwa formula tapioka mampu menjadi media tumbuh bakteri Pseudomonas
berfluoresensi PfPj1 dan mempertahankan bakteri imi tetap aktif hingga 8 minggu masa

inkubasi. Hal ini mungkin disebabkan karena tepung tapioka cukup menyediakan udara untuk

kehidupan bakteri, mengandung karbohidrat sebagai sumber energi, enzim pengural seperti




lipase dan protease. Menurut Suprapti (2005), di dalam 100 g tepung tapioka terkandung
kalon 362,0 kal, air 12,0 g, karbohidrat 86,9 g, protein 0,5 g, dan lemak 0,3 g. Anonim (2006)
mengemukakan bahwa Pseudomonas berfluoresensi memiliki enzim lipase yang mampu
merombak lipid menjadi lipid sederhana, dan enzim protease yang merombak protein menjadi
senyawa sederhana sehingga mudah diserap dan dicerna oleh bakteri.
b. Uji potensi formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 menghambat pertumbuhan
R. solanacearum secara in vitro

Dari perlakuan yang diberikan ternyata tidak ada satupun perlakuan dosis formula

tapioka Pseudomonas berfluoresensi yang mampu membentuk daerah zona hambat (Tabel 2).

Tabel 2. Zona hambatan bahan uji (dosis formula tapioka) terhadap R. solanacearum

No Dosis (kepadatan bakteri Zona hambat (mm)

Pseudomonas berfluoresensi)

1. | P1(10% 0
2. | P3(10% 0
3. | P2(10% 0
4. K (kontrol) 0

Perlakuan dosis formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPjl dengan kepadatan
populasi 108, 10%, dan 10* sel/m! belum mampu membentuk zona hambat terhadap R
solanacearum. Hal ini mungkin disebabkan kepadatan populasi bekteri Pseudomonas
berfluoresensi yang kurang sehingga belum efektif dalam }nenjalankan fungsinya
memproduksi antibiotik. Adaptasi terhadap media tumbuh yang baru yaitu TTC mungkin juga
dapat mempengaruhi pertumbuhan Pseudomonas berfluoresenst yang ada dalam formula
tapioka. Menurut Raaijmakers et a/ (1999), kepadatan populasi Pseudomonas fluorescens
mempengaruhi produksi antibiotik 2,4-Diacetylphloroglucinol (Phl) pada Rizosfer tanaman
gandum. Sedangkan Mulya dan Tsuyumu (1998) melaporkan bahwa kemampuan agens hayati
Pseudomonas fluorescens PfG32 dalam mengendalikan R. solanacearum tergantung pada
produksi antibiotik. Produksi antibiotik strain ini dipengaruhi oleh kondist optimal dari pH,

suhu, sumber Nitrogen, dan Karbon.



c. Uji potensi formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 menghambat
pertumbuhan R. solanacearum secara in planta
Hasil pengamatan terhadap masa inkubasi R. solanacearum, Intensitas Penyakit, dan

lama kematian bibit pisang yang telah diaplikasi dengan formula tapioka Pseudomonas

berfluoresensi terdapat perbedaan yang nyata (Tabel 3).

Tabel 3. Masa inkubasi R. solanacearum, Intensitas Penyakit, dan lama kematian bibit pisang
yang telah diaplikasi dengan formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi P{Pj1.

No. Dosis (kepadatan bakten Masa Inkubasi Intensitas Lama
Pseudomonas berfluoresensi) (hari) Penyakit (%) Kematian
Bibit (hari)
1. | K (kontrol) 100 a 3333 b 10,00 b
2. | P1(10% 6,67 ab 2222 a 20,00 a
3. | P3(i0% 6,67 ab 3333 b 15,33 ab
4. | P2(10° 633 b 31,11 b 19,33 a

Ket: Angka yang diikuti huruf kecil yang tidak sama pada kolom yang sama adalah berbeda
nyata pada uji DNMRT taraf nyata 5%.

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan perbedaan yang nyata dari perlakuan dosis
formula tapioka terhadap masa inkubasi, intensitas penyakit, dan lama kematian bibit pisarg.
Setelah diuji secara statistik terlihat bahwa masa inkubasi pada perlakuan K (kontrol), P1
(10%), dan P3 (10") berbeda tidak nyata, namun antara perlakuan P1 (10%) dan P3 (10%)juza
berbeda tidak nyata dengan P2 ( 10%). Intensitas serangan penvakit yang terkecil adalah paca
perlakuan Pl (108), dan berbeda nyata dengan tiga perlakuvan lainnya. Namun intensiizs
serangan penyakit pada perlakuan P2 (10%, P3 (10", dan K (kontrol) berbeda tidak nyata.
Kematian bibit pisang yang paling cepat terjadi pada perlakuan K (kontrol). Hasil uji statistk
terhadap lama kematian bibit memperlihatkan perbedaan yang tidak nyata antara perlakuan 1
(10%), P2 (10%, dan P3 (10%). Namun perlakuan K (kontrol) berbeda tidak nyata dengzn
perlakuan P3 (104,

Masa inkubasi R. solanacearum pada tanaman pisang dapat diperlambat hingga 5.£7
hari setelah aplikasi dengan formula tapioka dosis Pl (108) dan P3 (10%), meskipun seczma
statistik berbeda tidak nyata dengan perlakuan dosis P2 (106). Tingkat ketahanan tanamzn
yang bervariasi diduga merupakan salah satu penyebab perbedaan masa inkubasi. Sullivan dzn
Gara (1992 cit Saravanan et al, 2004) menyatakan bahwa mekanisme penekanan penyakit olzh

Pseudomonas berfluoresensi dapat terlaksana dengan batk tergantung kemampuannsz



ey

iL | «‘A‘ , E R,
/ ~ i A ’,/ . ' A e
UN v NEe hF Ub TA’(‘&A’W
- . - VEGERI pAp sy
enempati lingkungan perakaran. Selanjutnya Kloepper ef a/ (1980 cit Sa[’avaﬂan.el_qfﬁﬁ%')

erpendapat bahwa Pseudomonas berfluoresensi yang berbeda mempunyai kemampuan
pesifik dalam menempati relung tertentu.

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan perbedaan yang nyata dari intensitas penyakit
ada bibit pisang yang diaplikasi dengan formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi.
erlakuan P1 (10°) memperlihatkan intensitas penyakit yang paling sedikit yaitu 22,22% dan
erbeda nyata dengan tiga perlakuan lainnya. Hal ini mungkin disebabkan karena kemampuan
akteri dengan dosis P1 (10%) mengkoloni perakaran, sehingga dapat menginduksi ketahanan
lami tanaman dengan adanya akumulas: fitoaleksin. Habazar (2001) menge‘mukakan bahwa
plikasi agens hayati pada tanaman dapat menghasilkan senyawa yang merupakan sinyal bagi
anaman untuk memproduksi metabolit sekunder yang bersifat antimikroba seperti fitoaleksin.
enurut Blanco er al (2004) beberapa jenis senyawa yang dihasilkan agens hayati tersebut
ntara lain lipopolisakarida (LPS), siderofor, dan asam salisilat.

Tanaman yang tidak diaplikasi dengan formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi
(perlakuan K) mengalami kematian lebih awal bila dibandingkan dengan perlakuan dosis
formula tapioka yaitu 10 har setelah terlihat gejala awal terserang penyakit. Meskipun masa
inkubasi lebih lambat pada perlakuan K (kontrol), namun lama kematian tanaman lebih cepat.
Hai ini disebabkan karena tidak adanya agens penginduksi ketahanan tanaman yang
diaplikasikan pada bibit, sehingga walaupun masa inkubasinya lebth lama dan perlakuan
lainnya, namun lama kematiannya lebih awal. Perlakuan Pl (10%) mampu memperlambat
kematian tanaman vyaitu 20 hari. Saravanan er a/ (2004) melaporkan bahwa aplikasi
Pseudomonad fluoresens Pfm pada perakaran tanaman pisang sangat berpotensi untuk
menghambat patogen Fusarium oxysporum fsp cubense. Sedangkan Vidhyasekaran et al
(1997) menyatakan bahwa Pseudomonad fluoresens Pfi mampu menginduksi ketahanan
tanaman padi dari patogen Pyricularia oryzae. Dari hasil penelitian Blanco er af (2004)
dilaporkan bahwa Pseudomonas fluorescens memproduksi asam salisilat dan pseudobactin,
sehingga mampu menekan penyakit layu Verticillium pada tanaman Olea europaea L. oleh
jamur Verticillium dahliae Kleb.

KESIMPULAN DAN SARAN
Jumlah bakteri Pseudomonas berfluoresensi PfPj1 terbanyak terdapat pada perlakuan

masa inkubasi 6 mingeu yaitu 139,00.10" CFU/ml. Kepadatan populasi 10%, 10° dan 10°*



sel/ml dari formula tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPjl belum mampu menghambat
pertumbuhan R. solanacearum secara in vitro. Kepadatan populasi 10% sel/ml dari formula
tapioka Pseudomonas berfluoresensi PfPjlI mampu menghambat pertumbuhan R
solanacearum secara in planta. Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan tentang meckanisme

penghambatan pertumbuhan R. solanacearum.
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