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SUMMARY

Biclogical contro! of postharvest diseases of fruits and vegetables by
antagonistic microorganism seems increasingly promising to replace the use
of synthetic fungicides which are subjected to some limitation due to
development of fungicides-resistant strain of the pathogens and risk for
consumers and the environment (Lima et al, 1999). Several species of yeast
have been reported to reduce postharvest fungal decay on fruits. One of the
antagonistic yeast that has been use as commercial biocontrol is
Metchnitowia fructicola in Shemer™ product (Vero ef al., 2002)

Yeast Rhodolorula has been studied for the postharvest biologicat
control various mould pathogens on various fruit (Castoria et al., 1997).
University of Indonesia Culture Coliection (UICC) have Rhodotoruia spp.
strains from plants of Cibodas Botanical Garden, and moulds from
postharvest decayed-tomatoes and piants. The ability of these yeast strains

as biocontrol agents against has not been reported.

-
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This thesis consists of two parts. Part 1 is entitled The antagonistic
Activity of Rhodotorula spp. from Cibodas Botanical Garden Against Tomato
Plant infected-Causing Moulds. Part 2 is entitled The Potential of Rhodoforula
sp. UICC Y-381 as Biocontrot Agent of Aspergillus ochraceus on Postharvest
Tomatoes. The objectives of this research are to obtain a potential
Rhodotorula sp. with antagonistic activity against tomato infected-causing
moulds, and to obtain info;mation on the ability of Rhodotorula sp. UICC Y-
381 as a biocontrol agent in reducing the severity of decay by Aspergiflus
ochraceus. The research was carried out in Laboratory of Microbiology,
Department of Biology, and Center of Excellence Indigenous Biological
Resources-Genome Studies (CoE IBR-GS), Facuity of Mathematics and
Natural Sciences, from July 2008-July 2008.

Yeast Malt Agar (YMA) was used for yeast growth medium, and Potato
Dextrose Agar (PDA) was used for maintenance of fungi. The media PDA and
Potato Dextrose Agar (PDB) were used for antagonistic test.

Six strains of Rhodotonufa spp. {Rhodotorufa sp. UICC Y-318,
Rhodotorula sp. UICC Y-325, Rhodotorufa sp. UICC Y-332, Rhodotorula sp.
UICC Y-381, Rhodoftorula sp. UICC Y-384, and Rhodoforula sp. UICC Y-386)
were investigatéd as antagonistic yeasts against Aspergillus ochraceus
D1.2.2.SSM3, A. terreus D2.2.MC, and Drechslera sp. D1.3.MC. The yeasts
were obtained from plants of Cibodas Botanical Garden, and the moulds were
obtained from decayed tomatoes and infected plants, belonging to the

University of Indonesia Culture Collection (UICC).
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Antagonistic test by strip method was carried out by using
concentration of yeast cells at (1.2—5.2) x 10° CFU/m|, and A. ochraceus
D1.2.2.8SM3 at 4.7 x 10° CFU/m|, A. terreus D2.2.MC at 3.2 x 10 CFU/ml,
and Drechslera sp. D1.3.MC at 5.2 x 10* CFU/m. Inoculation of the yeast
cells on PDA was carried out 4 hours earlier before inoculation of mould
spores on petri dishes. Results showed that highest percentage reduction of
mould colonies was shown by Rhodoforula sp. UICC Y- 325 against
Drechslera sp. (28.12%—72.14%), followed by Rhodotorula sp. UICC Y-381
against A. ochraceus (54.28%-—-72.46%), and Rhodotorula sp. Y-318 against
A. terreus (21.76% — 58.10%) during 6-day incubation.

Antagonistic test by co-culture method was carried out by using
concentration of yeast cells at (1.58—35.59) x 10°® CFU/ml, and Aspergilius
ochraceus D1.2.2.8SM3 at 7 x 107 CFU/m, A. terreus D2.2.MC at 7.5 x 10’
CFU/mL. Inoculation of the yeast cells on PDB was carried out 8 hours earlier
before inoculation of mould spores on broth medium. Results showed that
highest percentage reduction of conidial heads and hyphal width was shown
by Rhodotorula sp. UICC Y-381 against A. ochraceus (9.45% and 12.43%;
7.10% and 7.51%, after 2- and 3-day incubation, respectively). Rhodotorula
sp. UICC Y-332 reduced conidial heads of A. terreus (10.17% and 8.60%
after 2- and 3-day incubation) but, was not able to reduce hyphal width of A,
terreus. Microscopic observation by slide culture method on PDA showed

that there was attachment of Rhodotorula spp. cells to the hyphae of
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Drechslera sp., however, Rhodotorula spp. UICC Y-386 attached more
intensively and colonized the hyphae.

The ability of Rhodotorula sp. UICC Y-381, which was isolated from
plant leaves, as a biocontrol agent against postharvest tomato fruit decay-
causing mould Aspergifius ochraceus D1.2.2.SSM3 was evaluated.
Observation was carried out for 15 days at 25°C - 27°C. Results showed that
Rhodotorula sp. UICC Y-381 was able to reduce the severity of decay by A.
ochraceus with 100% reduction until day-12, when compared to control. The
synthetic fungicide Dithane M-45 at a concentration of 0.08% reduced the

severity of decay to 100% until 15-day incubation.
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PENGANTAR PARIPURNA

Biokontro! merupakan cara untuk mengontro! suatu organisme oleh
organisme léin vang merupakan musuh alaminya dengan kemampuan
antagonistik (Moore & Landecker 1996). Kemampuan antagonistik adalah
kemampuan suatu mikroorganisme untuk mengganggu pertumbuhan atau
membunuh mikroorganisme lain (Ray, 2004). Salah satu mikroorganisme
antagonistik yang dapat digunakan sebagai biokontrol adalah khamir (Vero
dkk., 2002).

Khamir dapat digunakan sebagai biokontrof karena memiliki
karakteristik bereproduksi dengan cepat sehingga cepat menguasai nutrien
dan ruang (Droby dkk. 1993). Karakteristik lainnya adalah khamir tidak
menyebabkan resistensi dan mampu menghasilkan enzim hidrolitik yang
dapat mendegradasi dinding sel kapang. Walaupun khamir mampu
menghasilkan metabolit sekunder, namun tidak berbahaya bagi manusia
(Lima dkk. 1899). Selain itu, khamir dapat bertahan terhadap kekeringan
dan cahaya matahari yang kuat (Fonseca & Inacio, 2008). Kemampuan yang
dimitiki khamir tersebut dapat memberikan keuntungan kompetitif untuk
melawan kapang patogen penyebab kebusukan pada buah fomat
pascapanen.

Beberapa penelitian terdahulu telah meneliti kemampuan khamir untuk
menghambat pertumbuhan kapang Kalogiannis dkk. (2006) melaporkan

Rhodotorula glutinis Y-44 dapat mengurangi penyakit grey mould pada tomat

1
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yang disebabkan oleh Bofrytis cinerea sebesar §2% bila dibandingkan
dengan kontrgl tanpa perlakuan khamir. Bar-Shimon dkk. { 2000)
melaporkan Candida oleophila mampu menghambat germinasi dan
pemanjangan hifa dari Peniciflium digitatum dengan menyekresikan enzim 8-
1,3 glukanase, kitinase dan protease pada penelitian secara in vitro.
Saravanakumar dkk. (2008) menunjukkan bahwa Mefchnikowia pulcherrima
Pitt & M. W. Miller strain MACH1 dapat menghambat produksi spora kapang
B. cinerea dengan menyekresikan enzim kitinase pada penelitian secara in
vitro.

Janisiewicz dkk. (2008) melaporkan beberapa khamir antagonistik
telah diproduksi secara komersial sebagai produk biokontrol terhadap kapang
patogen pada buah-buahan. YieldPlus™ yang dipasarkan di Cape Town,
Afrika Selatan, mengandung khamir Cryptococcus albidus yang digunakan
sebagai biokontro! kapang Botrytis, Penicillium, Mucor pada buah apel dan
pir. Shemer™ yang dipasarkan di Israel, mengandung khamir
Monilinia fructicola yang digunakan sebagai biokontrol pada buah anggur dan
stoberi. Aspire"™ yang dipasarkan di Amerika Serikat, mengandung
Candida oleophifa yang digunakan untuk membunuh kapang patogen pada
buah delima dan jeruk.

University of Indonesia Culture Collection (UICC) memiliki koleksi
strain-strain khamir Rhodotorula spp. yang berasal dari bunga dan daun di
Kebun Raya Cibodas dan isolat kapang patogen dari buah tomat yang

termasuk ke dalam genus Aspergiflus, Curvularia, Drechslera, Galactomyces,
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Moniliela, Penicillium dan Rhizopus yang berasal dari buah dan daun
tanaman tomat terinfeksi di Bogor, Depok, dan Tangerang.
Oetari, dkk.(2007) melaporkan genus Aspergillus dan Drechslera paling
banyak ditemukan pada buah tomat busuk. Kemampuan antagonistik dan
biokontrol khamir Rhodotorula spp. untuk menghambat pertumbuhan kapang
Aspergillus dan Drechslera koleksi UICC tersebut hingga saat ini belum
diketahui. Oleh karena itu, periu dilakukan penelitian untuk mendapatkan
informasi mengenai kemampuan antagonistik dan biokontrol khamir
Rhodotorula spp. terhadap kapang Aspergillus dan Drechslera sp.
Kemampuan biokontrol khamir dapat diketahui melalui pengujian
antagonistik dan pengujian biokontrol terhadap kapang patogen pada tomat.
Pengujian antagonistik dilakukan dengan sfrip method berdasarkan
Azizmohseni dkk. (2007) dan metode ko-kultur berdasarkan Oetari dkk.
(2007). Pengujian biokontrol dilakukan dengan aplikasi langsung pada buah
tomat pascapanen berdasarkan Kalogiannis dkk. (2006). Penelitian
mengenai pengtjian kemampuan antagonistik khamir Rhodotorula spp. dan
potensinya sebagai biokontrol kapang patogen pada tomat pascapanen
disusun menjadi dua makalah. Makalah 1 berjudul: Pengujian kemampuan
antagonistik Rhodotorula spp. asal Kebun Raya Cibodas terhadap kapang
dari tanaman tomat terinfeksi dan makalah Il berjudul: Potensi Rhodotorula
sp. UICC Y-381 sebagai agen biokontrol Aspergilius ochraceus pada tomat
pascapanen.

Penelitian bertujuan memperoleh strain khamir Rhodotorula spp.
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potensial yang mempunyai kemampuan antagonistik terhadap kapang
patogen dari tanaman fomat terinfeksi dan mengetahui kemampuan strain
khamir Rhodotorula spp. antagonistik potensial sebagai biokontro! terhadap
kapang A. ochraceus pada tomat pascapanen.

Data hasil pengujian kemampuan antagonistik khamir Rhodotorula
spp. diharapkan dapat memberikan informasi tentang strain khamir
Rhodotorula yang potensial sebagai agen bickontrol terhadap kapang
patogen pada tomat pascapanen. Agen biokontrol yang dihasilkan
diharapkan dapat dimanfaatkan sebagai produk komersial yang bermanfaat

di bidang pertanian.
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Makalah 1

PENGUJIAN KEMAMPUAN ANTAGONISTIK Rhodotorula spp. ASAL
KEBUN RAYA CIBODAS TERHADAP KAPANG DARI TANAMAN TOMAT
TERINFEKSI

Anggita Rahmi Hafsari

anggitarahmi@gmail.com

ABSTRACT

Six strains of Rhodoforida spp. (UICC Y-318, UICC Y-325, UICC Y-332, UICC Y-381,
UICC Y-384, and UICC Y-388), from Cibodas Botanical Garden, were investigated as
antagonistic yeasts against Aspergillus ochraceus D1.2.2.8SM3, A. ferreus D2.2.MC, and
Drechslera sp. D1.3. MC., which were isolated from decayed tomatoes and infected plants.
Antagonistic test using strip method showed that highest percentage reduction of mould
colonies was shown by Rhodoforula sp. UICC Y- 325 against Drechslera sp. (28.12%—
72.14%}), followed by Rhodoforula sp. UICC Y-381 against A. ochraceus (54. 28%—
72.46%), and Rhodoforula sp. UICC Y-318 against A. ferreus (21.76%—58.10%) during 6
day-incubation. Antagonistic test by co-culture method showed that highest percentage
reduction of conidial heads and hyphal width was shown by Rhodoforula sp. UICC Y-381
against A. ochraceus (9.45% and 12.43%; 7.10% and 7.51%, after 2- and 3-day incubation,
respectively). Observation by sfide cufture method showed that alt Rhodoforula spp. cells
were able to attach to the hyphae of Drechsiera sp., however, Rhodotorula spp. UICC Y-386
attached more intensively and colonized the hyphae. Rhodoforula sp. UICC Y-381 was the
most potential antagonist showed by the results from strip methed and co-culture.

Keywords: Antagonistic test, Aspergillus ochraceus, A. terreus, colony reduction,
Drechslera sp., hyphal attachment, Rhodoforula spp.

PENDAHULUAN

Kemampuan antagonistik adalah kemampuan suatu mikroorganisme
untuk mengganggu pertumbuhan atau membunuh mikroorganisme lain (Ray,

2004). Sementara ifu, interaksi yang terjadi antara organisme antagonistik
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dan organisme lain yang dihambatnya dinamakan antagonisme (Moore &
Landecker 1996). Salah satu mikroorganisme antagonistik yang dapat
dimanfaatkan untuk menghambat pertumbuhan kapang patogen yang
menyerang buah dan sayuran pascapanen adalah khamir (Mari & Guizzardi,
1998).

Khamir dapat menghambat pertumbuhan kapang patogen melalui
beberapa mekanisme seperti (1). kompetisi untuk nutrien dan ruang, (2).
memproduksi enzim pendegradasi dinding se! seperti B-1,3 glukanase dan
kitinase dan (3). dapat memproduksi metabolit sekunder yang tidak
berbahaya bagi manusia (El- Tarabily & Sivasithamparam, 2008).

Fonseca & Inacio (2006), melaporkan salah satu khamir yang
berkemampuan antagonistik adalah Rhodotorula, yang umumnya ditemukan
pada permukaan tumbuhan seperti bunga, buah, batang, dan daun.
Rhodotorula bersifat oligotropik yaitu (1). mampu tumbuh pada kondisi miskin
nutrien, (2). menghasilkan extracellular polysaccharide (EPS) yang
berfungsi uniuk mendukung kemampuannya bertahan hidup dan tumbuh
pada lingkungan yang kekurangan air dan nutrien, (3). memproduksi enzim
hidrolitik seperti kitinase, pektinase, (4). serta menghasilkan pigmen yang
berfungsi untuk melindungi sel dari radiasi sinar UV. Karakteristik
Rhodotorula tersebut dapat mendukung kemampuannya dalam melawan
kapang patogen yang menyerang buah dan sayuran pascapanen.

Kemampuan antagonistik Rhodoforula telah ditelitt terhadap beberapa

kapang patogen. Coelho dkk. (2007) melaporkan R. mucilaginosa secara in
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buah anggur dengan berkompetisi untuk nutrien dan ruang. Saravanakumar
dkk. (2008) melaporkan Rhodoforula sp. PW34 secara in vitro mempunyai
kemampuan antagonistik terhadap B. cinerea dengan menghambat produksi
spora B. cinerea dengan menyekresikan enzim kitinase. Helbig (2008)
melaporkan bahwa suspensi se! R. glutinis dapat menghambat laju germinasi
sebesar 1% dan menghambat pertumbuhan konidia sebesar 53,2% apabila
dibandingkan dengan kontrol pada percobaan menggunakan medium jus
stroberi.

Oetari, dkk.(2007) melaporkan Aspergillus, Curvularia, Drechslera,
Galactomyces, Moniliella, Penicillium ditemukan pada buah dan tanaman
tomat, genus Aspergiflus dan Drechslera paling banyak ditemukan pada buah
tomat busuk. University of Indonesia Culture Collection (UICC) memiliki
koleksi enam strain khamir Rhodotorula spp. yang berasal dari bunga dan
daun di Kebun Raya Cibodas. Kemampuan khamir Rhodoforufa spp. untuk
menghambat pertumbuhan kapang Aspergilius dan Drechslera koleksi UICC
tersebut hingga saat ini belum diketahui. Oleh karena itu, perlu dilakukan
penelitian untuk mendapatkan informasi mengenai kemampuan antagonistik
khamir Rhodotorula spp. terhadap kapang Asperygillus dan Drechslera.
Penelitian bertujuan memperoleh strain khamir Rhodoforula spp. potensial
yang mempunyai kemampuan antagonistik terhadap kapang dari tanaman
tomat terinfeksi.

Kemampuan antagonistik khamir dapat diketahui melalui pengujian

antagonisme.
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Pengujian antagonisme dengan strip method berdasarkan
Azizmohseni dkk. (2007). Kemampuan antagonistik khamir ditandai dengan
terhambatnya pertumbuhan dan sporulasi kapang dibandingkan kapang
kontrol. Pengujian antagonisme dengan ko-kultur berdasarkan Qetari dkk.
(2007). Kemampuan antagonistik khamir ditandai dengan perubahan
morfologi kapang dibandingkan kontrol. Pengujian antagonisme dengan
slide culture berdasarkan Yarrow (1998) untuk melihat pembentukan
miselium pada khamir. Metode tersebut dimodifikasi untuk melihat interaksi

antara khamir Rhodoforula sp. dan kapang secara mikroskopis.

LLOKASI DAN WAKTU PENELITIAN

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiclogi, Departemen Biologi
FMIPA-U! Depok dan Center of Excellence Indigenous Biological Resources-
Genome Studies (CoE IBR-GS) FMIPA UL, dari bulan Juli 2008 hingga

Februari 2009.

ALAT

Peralatan yang digunakan adalah autoklaf [Hirayama HA 240 MiV],
autoklaf [Hirayama HL 36 AE], mikropipet [Gilson], timbangan analitik
[Sartorius], timbangan digital [And EW-300G], dispenser, lemari pendingin
[Sharp], kompor listrik [Tanita], oven [Biue M], pemanas air [Phillips dan

Kenwood], vorteks [Thermolyne tipe Maxi Mix ll], shaker incubator |Riko RS-
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12 TE], inkubator [Imperial lil], tabung Eppendorf [Eppendorf], jarum tanam
panjang, jarum fanam bulat, tabu ukur, labu Erlenmeyer, cawan petri, spatel
Drygalski, Digital Caliper dan peralatan gelas yang umum digunakan dalam
Laboratorium Mikrobiologi. Peralatan habis pakai yang digunakan adalah
kertas saring, kerias indikatotor pH universal [Merck], lembar parafin, sarung

fangan plastik, kapas dan tisu.

BAHAN DAN CARA KERJA
BAHAN

Khamir dan Kapang

Khamir yang digunakan dalam penelitian adalah enam strain khamir
Rhodotorula spp. koleksi University of Indonesia Culture Coliection (UICC),
dengan kode UICC-Y 318, UICC-Y 325, UICC-Y 332, UICC-Y 381, UICC-Y
384, dan UICC-Y 386 (Gambar 1.1). Keenam strain khamir tersebut berasal
dari bunga dan daun tanaman di Kebun Raya Cibodas (Tabel 1.1). Kapang
koleksi UICC yang digunakan adalah Aspergillus ochraceus D.1.2.2.SSM3,
A. terreus D.2,.2MC dan Drechsiera sp. D.1.3.MC (Gambar 1.2). Ketiga
spesies kapang tersebut diisolasi dari daun tanaman tomat terinfeksi di Bogor

dan Tangerang (Tabel 1.2)
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10
Medium

Medium Potato Dextrose Agar (PDA) yang ditambah antibiotik
tetrasiklin digunakan untuk pemeliharaan kapang dan khamir serta untuk uji
antagonisme dengan strip method. Medium Yeast Malt Agar (YMA) yang
ditambah antibiotik tetrasiklin digunakan untuk pertumbuhan dan pemurnian
khamir. Medium Potato Dextrose Broth (PDB) pH & digunakan untuk uji
antagonisme dengan metode kd-kultur. Medium Plate Count Agar (PCA)
yang ditambahkan antibiotik tetrasiklin untuk menghitung fotal koloni khamir

dan kapang dengan Total Plate Count (TPC).

Bahan kimia

Bahan-bahan kimia dari Difco yang digunakan adalah yeast-extract,
malf-extract, pepton, bacto agar dan PDA. Bahan kimia dari Britania yang
digunakan adalah PCA. Bahan kimia lain yang digunakan adalah antibiotik,

tetrasiklin, aseton teknis, alkohol teknis, spiritus teknis, dan akuades.

CARA KERJA

Pembuatan medium

Medium PDA dan PCA dibuat berdasarkan petunjuk yang terdapat
pada kemasan. Medium YMA dibuat berdasarkan Yarrow (1998). Medium

PDA steril untuk uji antagonisme ditambahkan tetrasiklin sebanyak 500mg/l
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pada saat suhu medium sekitar 40-50 °C

Medium Potato Dextrose Broth (PDB) pH &

Pembuatan medium PDB berdasarkan petunjuk yang terdapat pada

kemasan.

Larutan Buffer Sitrat-Fosfat 0,3 MpH &

Pemh_'i:atan larutan buffer sitrat-fosfat 0,1 M pH 4,4 berdasarkan

Colowick & Kaplan (1955).

Pembuatan suspensi

Satu ose khamir atau kapang diinokulasikan ke dalam medium
YMA/PDA miring sebanyak 15 gores, kemudian diinkubasi selama 48 jam
pada suhu ruang {25—-27 °C). Biakan ditambah dengan § ml akuades steril
sehingga dipercleh & ml suspensi sel dengan jumlah sel yang setara dengan
10® cfu/ml. Biakan dikerik dengan jarum tanam bulat steril dan

dihomogenkan dengan menggunakan vorteks.

Enumerasi sel khamir dan spora kapang

Penghitungan jumlah sel berdasarkan Cappuccino & Sherman (2002).
Jumlah sel khamir atau kapang yang terdapat dalam suspensi sel dihitung

menggunakan metode Tofal Plate Count (TPC) dengan pengenceran berseri.
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Suspensi sel atau spora diencerkan dengan akuades steril hingga faktor
pengenceran 105, 10, 107 dengan tiga kali pengulangan pada tiap
pengenceran. Suspensi sel sebanyak 0,1 ml dari masing-masing faktor
pengencéran diambil dengan menggunakan mikropipet dan disebar merata
menggunakan spatel Drygalski pada permukaan medium PCA petri yang
ditambahkan tetrasiklin 500mg/l. Biakan diinkubasi selama 48 jam pada suhu
ruang (2527 °C), kemudian jumlah koloni sel dihitung.

Penghitungan jumlah Colony Forming Unif (CFU) dilakukan berdasarkan
Gandjar dkk. (1992) menggunakan rumus :

Jumlah koloni pada cawan petri

CFU =
Faktor pengenceran x Volume inokulum

Pengujian antagonisme khamir Rhodotorufa spp. melawan kapang dari

tanaman tomat terinfeksi dengan strip method

Pengujian antagonisme dengan strip method berdasarkan
Azizmohseni dik. (2007). Bagian bawah petri berisi medium PDA ditandai
dengan dua garis paralel berjarak 1 cm. Sebanyak 20 pl suspensi sel khamir
diinokulasikan sepanjang garis. Biakan diinkubasi selama 4 jam pada suhu
25-27 °C. Sebanyak 20 pl suspensi spora kapang diinokulasikan di antara
dua garis paralel suspensi sel khamir. Sebagai kontrol kapang adalah
kapang yang diinokulasikan tanpa khamir, sedangkan sebagai kontrol kpamir

adalah khamir yang diinokulasikan tanpa kapang. Setiap periakuan diulang
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sebanyak tiga kali. Lebar koloni kapang diukur setiap hari hingga hari ke-6
menggunakan Kaliper digital. Pengukuran dilakukan sebanyak 3 kali unfuk
setiap cawan petri

Kemampuan antagonistik khamir untuk menghambat pertumbuhan
kapang dilthat dengan tereduksinya pertumbuhan lebar koloni dan sporutasi
kapang pada perlakuan dibandingkan kapang kontrol. Persentase reduksi
lebar koloni kapang kemudian dihitung dengan persamaan berikut :

Lebar koloni kapang (kontrol-perlakuan} x 100%
% reduksi lebar koloni =

Lebar koloni kapang kontrol

Pengujian antagonisme antara khamir Rhodotorula spp. terhadap

Aspergillus dalam medium PDB cair secara ko-kultur

Pengujian antagonisme dengan ko-kultur berdasarkan Oetari dkk.
(2007). Sebanyak 1 ml suspensi khamir dituangkan ke dalam 18 ml medium
PDB steril kemudian difermentasi secara kocok resiprokal pada 110 rpm
pada suhu 30 °C selama 8 jam. Biakan khamir Rhodotorula spp. ditambahkan
dengan 1 ml suspensi spora kapang , diinkubasi tanpa pengocokan pada
suhu 30 °C selama 6 hari dan diamati setiap hari. Sebagai kontrol kapang
adalah kapang yang diinokulasikan tanpa khamir ,sedangkan sebagai kontrol
khamir adalah khamir yang diinokulasikan tanpa kapang dalam medium.

Kemampuan antagonistik Rhodoforufa untuk menghambat

pertumbuhan kapang diamati secara makroskopis dan mikroskopis.
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Pengamatan makroskopis dilakukan setiap hari selama 6 hari terhadap
kapang dengan melihat pertumbuhan hifa atau miselium dan sporulasi.
Pengamatan mikroskopis dilakukan pada hari ke-2 dan ke-3 untuk
melihat interaksi yang terjadi antara Aspergillus dan Rhodoforufa.
Pengukuran dilakukan pada diameter kepala konidia dan hifa Aspergillus
pada kontrol dan perlakuan. Pengamatan dilakukan dengan mikroskop pada
perbesaran 400 kali, kemudian kepala konidia dan sel khamir diukur

menggunakan software Axiovision dari Carl Zeiss.

Pengujian antagonisme antara khamir Rhodotorufa spp. dengan kapang

Drechslera sp. melalui metode slide culture

Pengujian kemampuan antagonistik khamir terhadap Drechslera sp.
menggunakan metode slide culture berdasarkan Yarrow (1998). Gelas
preparat dimasukkan ke dalam petri steril. Pada bagian sisi kanan dan kiri
gelas preparat diletakkan kertas saring. Pada bagian tengah gelas preparat
difuangkan PDA cair dan dibiarkan hingga mengeras. Medium agar yang
telah mengeras digoresi khamir menggunakan jarum tanam bulat. Kapang
digoreskan pada sisi yang berlawanan dengan khamir menggunakan jarum
tanam tajam. Agar yang telah berisi koloni khamir dan kapang ditutup
dengan gelas penutup. Akuades steril diteteskan pada kertas saring yang
berada di dalam cawan petri untuk mencegah medium agar menjadi kering.

Kemampuan antagonistik Rhodoforula spp. untuk menghambat
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pertumbuhan Drechslera sp. diamati secara mikroskopis pada hari ke-2 dan

ke-3 dengan mengamati pertumbuhan dan bentuk hifa Drechslera sp.

HASIL. DAN PEMBAHASAN

Pengujian kemampuan antagonistik khamir Rhodotorula spp. terhadap
kapang dari tanaman dengan strip method

Jumlah sel Rhodoforula spp. yang digunakan dalam pengujian
berkisar (1,2—5,2) x 10® cfu/m! (Tabel 1.3). Jumlah spora Drechsfera sp.
adalah 5,2 x 10* cfu/ml, jumiah spora A. ochracsus adalah 4,7 x 10° cfu/mi,
dan jumlah spora A. ferreus adalah 3,2 X 10° cfu/ml (Tabel 1.4). Enumerasi
bertujuan untuk mengetahui jumlah sel khamir dan jumlah spora kapang
dalam inokulum yang digunakan di dalam pengujian. Sel khamir dengan
jumlah yang banyak dalam penelitian ini bertujuan untuk mendukung
kemampuan antagonistik khamir dalam menghambat pertumbuhan kapang .
Khamir diinokulasikan 4 jam lebih dulu daripada kapang untuk memberikan
kesempatan kepada khamir beradaptasi terhadap nutrien dan ruang daripada
kapang.

Leibinger (1997) membandingkan kemampuan antagonistik R. glutinis
untuk menghambat pertumbuhan B. cinerea secara in vitro dengan co-
culture. Setelah inkubasi selama 4 minggu, khamir yang diinokulasikan
dengan jumlah sel 10® cfu/ml iebih banyak menghambat pertumbuhan koloni

kapang B. cinerea dibandingkan khamir dengan jumiah sel 107 cfu/ml. Hasil
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penelitian tersebut menunjukkan jumlah sel antagonistik yang lebih banyak
dalam suatu inokulum mendukung kemampuan antagonistik untuk
menghambat pertumbuhan kapang.

Hasil pengujian pada penelitian ini menunjukkan strain khamir
Rhodotorula sp. yang mempunyai nilai persentase reduksi lebar koloni
terbesar selama 6 hari terhadap Drechslera sp., A. ochraceus dan A. temreus
secara berurutan adalah Rhodotorula sp. UICC Y- 325 dengan nilai kisaran
besar reduksi 28,12%-—72,14% (T abel 1.6), Rhodoforula sp. UICC Y-381
dengan nilai kisaran 54,28%—72,46% (Tabel L.7), dan Rhodotorula sp. Y-318
dengan kisaran besar reduksi 21,76%—58,10% (tabel 1.8). Hasil
pengamatan menunjukkan khamir yang paling potensial adalah
Rhodotorula sp. UICC Y-381 terhadap A. ochraceus, sebab mempunyai nilai
persentase reduksi koloni kapang terbesar dengan nilai kisaran
54,28%—72,46%.

Pengamatan selama 6 hari pada koloni kapang Drechslera sp. pada
kontrol dan perlakuan menunjukkan koloni kapang kontrol sudah bersporulasi
dengan iebat pada semua bagian koloni pada hari ke-2 (Gambar 1.3a, Tabel
1.5). Spora bertekstur velvely, dan berwarna hijau keabuan. Pada periakuan,
umumnya strain khamir Rhodotorula spp. dapat mengakibatkan pertumbuhan
dan sporulasi Drechslera sp. menjadi terhambat hingga hari ke-3 inkubasi
(Tabel 1.6). Khamir dapat menghambat pertumbuhan kapang sehingga koloni
tumbuh tetap berada di antara koloni khamir. Selain itu juga mengakibatkan

sporulasi Drechslera sp. menjadi lebih lambat dan sedikit dibandingkan
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kontrol (Gambar £.3b). Koloni kapang pada perlakuan baru bersporulasi pada
hari ke-3 inkubasi dan spora tumbuh hanya di sebagian koloni. Setelah hari
ke-3 inkubasi miselium kapang tumbuh melewati khamir serta bersporulasi
lebih lebat dibanding sebelumnya. Hasil pengamatan menunjukkan khamir
yang mempunyai persentase reduksi lebar koloni terbesar selama 6 hari
terhadap Drechslera sp. adalah Rhodotorula sp. UICC Y-325 dengan
persentase reduksi lebar koloni selama 6 hari sebesar 28,12%—72,14%. Hal
tersebut menunjukkan bahwa khamir Rhiodoforufa sp. UICC Y-325 dapat
mengakibatkan pertumbuhan dan sporulasi Drechslera sp. menjadi
terhambat.

Pengamatan selama 6 hari pada koloni kapang A. ochraceus pada
kontrol dan perlakuan menunjukkan pada hari ke-2 inkubasi koloni kapang
A. ochraceus sudah tumbuh dan di semua bagian koloni sudah bersporulasi,
spora berwarna ochre dan berbentuk granul (Gambar 1.3¢, Tabel 1.7, Tabel
1.8). Khamir yang dapat menghambat pertumbuhan kapang dengan
persentase reduksi lebar koloni terbesar adalah Rhodotorula sp. UICC Y-381
dengan persentase reduksi lebar koloni berkisar 54,28%--72,47% selama 6
hari pengamatan. Koloni A. ochraceus pada perlakuan dengan
Rhodotorula sp. UICC Y-381 hanya tumbuh di antara koloni khamir hingga
hari ke-5 inkubasi dan baru tumbuh melewati khamir setelah hari ke-6
inkubasi (Tabel 1.8, Gambar 1.3d). Hal tersebut menunjukkan bahwa khamir
Rhodotorula sp. UICC Y-381 dapat menghambat pertumbuhan A. ochraceus.

Khamir Rhodotorula sp. UICC Y-381 hanya mengakibatkan pertumbuhan
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kapang A. ochraceus menjadi lebih lambat tetapi tidak mengakibatkan
terhambatnya sporulasi.

Pengamatan selama 6 hari pada koloni kapang A. ferreus pada
kontro! dan perlakuan menunjukkan pada hari ke-2 inkubasi koloni kapang
A. terreus sudah tumbuh dan di semua bagian koloni sudah bersporulasi,
spora berwarna cokelat dan berbentuk granul (Gambar 1.3e, Tabel 1.9, Tabel
1.10). Khamir yang dapat menghambat pertumbuhan kapang dengan
persentase reduksi lebar koloni terbesar adalah Rhodoforula sp. UICC Y-318
dengan persentase reduksi lebar koloni berkisar 21,76%—58,10% selama 6
hari pengamatan. Koloni A. ferreus pada perlakuan dengan Rhodotorula sp.
UICC Y-318 hanya tumbuh di antara koloni khamir hingga hari ke-3 inkubasi
(Gambar 1.3f) dan baru tumbuh melewati khamir setelah hari ke-4 inkubasi.
Hal tersebut menunjukkan bahwa khamir Rhodotorula sp. UICC Y-318 dapat
menghambat pertumbuhan A. terreus. Khamir Rhodoforufa sp. UICC Y-318
hanya mengakibatkan pertumbuhan kapang A. terreus menjadi lebih lambat
tetapi tidak mengakibatkan terhambatnya sporulasi.

Pada penelitian ini, mekanisme yang digunakan khamir datam
melakukan antagonisme diduga dengan kompetisi untuk nutrien dan ruang
hidup pada medium PDA, Nutrien yang terkandung dalam medium PDA
adalah pati, vitamin, mineral, glukosa dan agar. Khamir antagonis
~ ditumbuhkan lebih dahulu kemudian bereproduksi lebih cepat dibandingkan
kapang, sehingga jumliah sel-sel khamir menjadi bertambah dan

menyebabkan kandungan nutrien di dalam medium berkurang. Kandungan
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nutrien yang berkurang di dalam medium menyebabkan ketersediaan nutrien
untuk pertumbuhan menjadi berkurang sehingga pertumbuhan kapang pada
perlakuan menjadi terhambat dibanding kontrol.

Khamir Rhodotorula sp. UICC Y-318 dapat menghambat pertumbuhan
dan sporulasi dari Drechslera sp., sedangkan Rhodotorula sp. UICC Y-381
terhadap A. ochraceus dan Rhodotorufa sp. UICC Y- 325 terhadap A. terreus
hanya dapat menghambat pertumbuhan kapang dan tidak menyebabkan
terhambatnya sporulasi. Diduga Rhodoforula sp. UICC Y-318 lebih cepat
memanfaatkan komponen-komponen di dalam nuttien yang akan digunakan
kapang Drechslera sp. untuk pertumbuhan dan sporuiasi kapang tersebut
sehingga pertumbuhan dan sporulasi menjadi terhambat. Khamir
Rhodotorula sp. UICC Y-381 dan Rhodotorula sp. UICC Y- 325 diduga dapat
cepat memanfaatkan komponen nutrien yang akan dimanfaatkan oleh
Aspergilius untuk pertumbuhan. Hal tersebut menyebabkan pertumbuhan
kapang terhambat, tetapi khamir-khamir tersebut tidak memanfaatkan
komponen nutrien yang akan digunakan kapang untuk sporulasi sehingga
sporulasi Aspergillus tidak terhambat. Diduga pula bahwa komponen nutrien
yaang digunakan Aspergillus dan Drechslera adalah berbeda.

Moore & Landecker (1896) menyatakan komponen nutrien yang
mempengaruhi pertumbuhan miselium dan reproduksi aseksual fungi adalah
monosakarida seperti glukosa, fruktosa dan nitrogen (asparangin dan
senyawa ammonium). Komponen nutrien yang mempengaruhi reproduksi

seksual adalah disakarida, polisakarida, nitrogen (nitrat, urea, dan asam
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amino), vitamin dan mineral. Jumlah vitamin dan mineral yang kurang dalam
suatu medium akan mengakibatkan fungi tidak dapat bersporulasi.

Filonow (1998) melaporkan kemampuan khamir yang dapat lebih
cepat menyerap gula yang diduga digunakan pula oleh kapang untuk
pertumbuhan Sporobofomyces roseus, Cr. laurentii, S. cerevisiae terhadap
B. cinerea dalam berkompetisi untuk menyerap gula seperti glukosa, fruktosa,
dan sukrosa dalam medium. Gula yang digunakan pada medium uji fersebut
ditandai dengan label "C. Pada jam ke- 48, semua khamir dapat menyerap
gula lebih cepat di bandingkan dengan kapang. Berkurangnya gula pada
medium tersebut mengakibatkan pertumbuhan kapang B. cinerea menjadi
terhambat.

Rhodotorula sp. UICC Y-318, Rhodotorula sp. UICC Y-325 dan
Rhodotoruia sp. UICC Y-381 diduga mempunyai kemampuan yang sama
dengan khamir Sporobolomyces roseus, Cr. laurentii, S. cerevisiae untuk
menyerap gula lebih cepat daripada kapang pada medium.

Mekanisme lain yang dilakukan khamir antagonis adalah
menghasilkan enzim litik seperti B-1,3 glukanase dan kitinase yang dapat
mendegradasi dinding sel kapang hingga rusak. Rusaknya dinding sel
kapang menyebabkan pertumbuhan kapang di sekitar khamir menjadi
terhambat. Dinding sel kapang tersebut didegradasi menjadi senyawa yang
lebih sederhana sehingga dapat dijadikan sebagai sumber nutrien yang
dimanfaatkan khamir untuk melangsungkan pertumbuhan dan reproduksi.

Zhulong & Shipping (2005) melaporkan mekanisme antagonistik Pichia
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membranifaciens dalam menghambat pertumbuhan Mon. fructicola secara in
vitro adalah dengan mengeluarkan enzim litik seperti #-1,3 glukanase. Enzim
tersebut diduga dapat mendegradasi dinding sel Mon. fructicola.

Khamir Rhodoforula antagonistik potensial dari setiap perlakuan
diduga dapat menghasilkan enzim hidrolitik untuk menghambat pertumbuhan

kapang seperti yang dihasilkan oleh khamir P. membranifaciens.

Kemampuan antagonistik khamir Rhodoforufa spp. Terhadap
Aspergillus dengan ko-kultur

Pengujian kemampuan antagonistik enam strain khamir Rhodoforufa
spp. terhadap kapang Aspergiflus dengan metode ko kultur bertujuan untuk
mengetahui interaksi makroskopis dan mikroskopis yang terjadi antara khamir
dan kapang yang tidak dapat dilihat dengan stnp method. Penghitungan sel
khamir dan kapang menggunakan metode Tolal Plate Count (TPC) bertujuan
untuk mengetahui banyaknya jumlah sel khamir dan kapang pada inokulum
yang digunakan dalam pengujian. Hasil penghitungan sel-sel khamir dari
enam strain menunjukkan jumlah sel dalam inokulum berada dalam kisaran
(1,586—8,59) x 10° cfu)ml. Hasil penghitungan jumlah spora A. ochraceus
dalam inokulum adalah 7 x 107 cfu/ml. Hasil penghitungan jumlah spora A.
tereus dalam inokulum adalah 7,5 x 107 cfu/ml (Tabel 1.12).

Pengamatan makroskopis pada permukaan medium PDB pada

kontrol kapang A. ochraceus menunjukkan kapang telah tumbuh pada hari
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ke-3 inkubasi. Pada hari ke-4 inkubasi, pertumbuhan koloni kapang kontrol
tidak begitu banyak pada permukaan medium, namun kapang sudah
bersporulasi. Pada hari ke 5-6 inkubasi, koloni kapang kontrol telah tumbuh
dan bersporulasi semakin banyak hingga menutupi seluruh permukaan
medium {Gambar |. 4a). Pada permukaan medium PDB yang berisi ko-kuitur
antara enam strain Rhodotorula spp. dengan kapang A. ochraceus tidak
memperiihatkan adanya pertumbuhan koloni kapang selama 6 hari
pengamatan. Medium PDB tampak bertambah keruh namun tidak terlihat
adanya pertumbuhan miselium di dalam medium secara makroskopis. Pada
bagian dasar terlihat adanya endapan berwarna koloni yang menunjukkan
adanya pertumbuhan khamir (Gambar 1.5, Tabel |.13).

Hasil pengamatan mikroskopis di hari ke-2 dan ke-3 inkubasi pada
kontrol dan perlakuan A. ochraceus dengan semua strain khamir
menunjukkan tidak terdapat perbedaan bentuk kepala konidia dan hifa
(Gambar [.7a, Gambar L.7b). Perbedaan yang terlihat adalah kepala konidia
pada perlakuan ditemukan lebih jarang daripada kontrol.

Castoria dkk. (1997) melaporkan pada pengujian antagonisme secara
in vitro antara khamir Cr. laurentii dan R. glufinis dengan B, cinerea
menunjukkan adanya interaksi langsung antara Cr. faurentii dengan
B. cinerea. Interaksi yang terjadi adalah khamir menempel pada hifa kapang

-dan menyebabkan kerusakan pada hifa. Hal yang berbeda ditunjukkan
khamir R. glutinis yang tidak menempel pada hifa kapang dan tidak

menyebabkan kerusakan pada hifa kapang.
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Hasil pengamatan mikroskopis menunjukkan kapang A. ochraceus
tidak ditempeli oleh khamir Rhodotorula spp. pada semua perlakuan. Diduga
tidak ada interaksi langsung antara khamir Rhodoforufa spp. dengan
A. ochraceus dan hal tersebut menyebabkan tidak terlihat adanya kerusakan
pada hifa kapang.

Pengamatan hasil ko-kultur antara enam strain Rhodoforula spp.
dengan A. ochraceus, menunjukkan Rhodoforula sp. UICC Y-381 mempunyai
persentase terbesar dalam kemampuan untuk mereduksi diameter kepala
konidia. Persentase reduksi kepala konidia kapang pada hari ke-2 dan ke-3
secara berurutan sebesar 9,45% dan 12,43%. Persentase reduksi lebar hifa
pada hari ke-2 dan ke-3 secara berurutan sebesar 7,10% dan 7,51% (Tabel
1.22). Hasil enumerasi sel khamir Rhodoforula sp. UICC Y-381 dalam ko-
kuttur dengan kapang A. ochraceus pada hari ke-3 inkubasi adalah 5,7 X 108
cfu/mi, kemudian terus meningkat pada hari ke-6 menjadi 1,87 X 107 cfu/ml.
Hasil enumerasi spora kapang A. ochraceus pada hari ke-3 inkubasi adalah
4,7 x 10* cfu/m! kemudian meningkat pada hari ke-6 menjadi 1,59 x 10°
cfu/ml (Tabel 1.23). Hasil tersebut menunjukkan bahwa jumiah sel
Rhodotorula UICC Y-381 lebih banyak daripada jumlah spora kapang pada
hari ke-3 dan ke-6 inkubasi. Hal tersebut mengindikasikan khamir dapat
cepat bereproduksi dan menguasai nutrien dan ruang pada medium
dibandingkan kapang. Seiring dengan bertambahnya jumlah sel khamir
maka jumlah nutrien semakin berkurang pada medium. Hal tersebut

mengakibatkan kapang kekurangan nutrien yang diperiukan untuk

Pengujian kemampuan..., Anggita Rahmi Hafsari, FMIPA Ul, 2010.



“ o4

pertumbuhan dan reproduksi, sehingga kapang pada perlakuan tidak
menunjukkan pertumbuhan koloni pada permukaan medium hingga hari ke-6
inkubasi. Hal tersebut mengindikasikan adanya kompetisi untuk
memperebutkan nutrien dan ruang antara khamir dan kapang.

Pengamatan makroskopis pada permukaan medium PDB pada kontrol
kapang A. ferreus menunjukkan kapang telah tumbuh pada hari ke-3
inkubasi. Pada inkubasi hari ke-4, pertumbuhan koloni kapang kontrof tidak
begitu banyak pada permukaan medium, namum kapang sudah bersporulasi.
Pada hari ke 5-6, koloni kapang kontrol tumbuh dan bersporulasi semakin
banyak hingga menutupi selurth permukaan medium (Gambar |. 4b). Pada
permukaan medium PDB hasil ko-kultur antara kapang A. terreus dengan
enam strain Rhodotorula spp. menunjukkan bahwa semua strain khamir
dapat menghambat pertumbuhan kapang A. terreus. Pada hari ke 2—6
inkubasi tidak teriihat adanya pertumbuhan koloni kapang pada permukaan
medium (Gambar 1.6, Tabel 1.14).

Hasil pengamatan mikroskopis di hari ke-2 dan ke-3 inkubasi pada
kontrol dan perlakuan A. ferreus dengan semua strain khamir menunjukkan
tidak terdapat perbedaan bentuk kepala konidia dan hifa (Gambar 1.7¢,
Gambar 1.7d). Perbedaan yang terlihat adalah kepala konidia pada
perlakuan lebih ditemukan lebih jarang daripada kontrol.

Hasii pengamatan mikroskopis menunjukkan kapang A. terreus tidak
ditempeli oleh khamir Rhodoforufa spp. pada semua perlakuan. Diduga tidak

ada.interaksi langsung antara khamir Rhodoforufa spp. dengan A. ferreus
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dan hal tersebut tidak menyebabkan tidak terlihat adanya kerusakan pada
hifa kapang.

Pengamatan mikroskopis hasil ko-kultur antara enam strain
Rhodotorula spp. dengan A. terreus, menunjukkan
Rhodotorula sp. UICC Y-332 mempunyai persentase terbesar untuk
mereduksi diameter kepala konidia. Rhodotorula sp. UICC Y-332 dapat
mereduksi ukuran diameter kepala konidia A. ferreus pada hari ke-2 dan ke-3
secara berurutan sebesar 10,17% dan 9,60% tetapi tidak dapat mereduksi
lebar hifa kapang (Tabe! 1.31).

Hasil pengamatan sebelumnya pada strip method menunjukkan
Rhodoforufa sp. UICC Y-381 merupakan khamir dengan kemampuan
antagonistik paling potensial karena dapat mereduksi lebar koloni
A. ochraceus dengan persentase terbesar Hasil pengujian antagonisme
dengan ko-kultur juga menunjukkan Rhodoforula sp. UICC Y-381 mempunyai
persentase terbesar untuk mereduksi diameter kepala konidia dan lebar hifa
A. ochraceus. Data tersebut menunjukkan bahwa A. ochraceus merupakan
khamir yang memiliki kemampuan antagonistik paling potensial pada strip
method dan ko-kultur.

Coelho dkk. (2007) melakukan pengujian kemampuan antagonistik
P. ohmeri dan C. guilliermondii untuk menghambat pertumbuhan
Pen. expansum pada medium Yeast Malt Broth (YMB). Khamir
diinokulasikan 24, 48, 72, 96 dan 120 jam sebelum inokulasi kapang pada

medium. Hasil penelitian menunjukkan C. guilfiermondii yang diinokulasikan
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48 jam terlebih dahulu dapat menghambat germinasi konidia sebesar
58,15%. Khamir P. ohmen yang diinokulasikan 72 jam terlebih dahulu dapat
menghambat pertumbuhan miselium sebesar 66,17%. Hasil pengujian
tersebut memperlihatkan khamir antagonistik dapat menghambat germinasi
dan pertumbuhan miselium kapang Pen. expansum,

Mekanisme yang terlibat dalam interaksi antagonistik antara
Rhodotorula sp. UICC Y-381 terhadap A. ochraceus dan
Rhodoforufa sp. Y-332 terhadap A. ferreus diduga adalah kompetisi untuk
memenangkan kompetisi nutrien dan ruang. Rhodotorula sp. diinokulasikan
8 jam lebih dulu pada medium dibandingkan kapang untuk memberi
kesempatan kepada khamir lebih cepat memanfaatkan nutrien dan ruang
untuk melakukan pertumbuhan dan reproduksi. Sel-se! khamir yang telah

melakukan reproduksi jumlahnya menjadi lebih banyak daripada sebelumnya.

Pengujian kemampuan antagonistik khamir Rhodotorula spp. terhadap
kapang Drechslera sp. dengan slide culture

Pengujian kemampuan antagonistik antara enam strain khamir
Rhodotorula sp. terhadap kapang Drechslera sp. dengan metode sfide culture
bertujuan untuk mengetahui interaksi secara mikroskopis yang terjadi antara
khamir dan kapang yang tidak dapat dilihat dengan strip method.

Pengamatan mikroskopis dilakukan pada hari ke-2 dan ke-3 inkubasi.

Pengamatan pada hari ke-2 inkubasi dari kontro! dan perlakuan
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memperlihatkan hifa Drechslera sp. terlihat berbentuk fitamen dan belum
bersporulasi. Pada masing-masing periakuan antara enam strain khamir
Rhodotorula sp. dan Drechslera sp., terlihat hifa kapang belum dikelilingi oleh
khamir. Pada hari ke-3 inkubasi, hifa kapang pada kontro! dan perlakuan
masih belum bersporulasi. Pengamatan mikroskopis pada perlakuan
menunjukkan ke-enam strain khamir Rhodotorula sp. telah mengelilingi hifa
kapang Drechslera sp. Sel-se! khamir Rhodotorula sp. UICC Y-386 paling
banyak menempel pada hifa kapang Drechslera sp. sehingga hampir
menutupi permukaan hifa Drechslera sp. dibandingkan fima strain
Rhodotorula lainnya (Gambar 1.8f).
Zhulong & Shipping (2005) melakukan pengujian antagonistik antara

P. membranifaciens dan C. albidus melawan Mon. fructicola, Pen. expansum
dan R. stolonifer secara in vitro dan in vivo. Pengamatan melalui SEM
menunjukkan P. membranifaciens lebih kuat menempel pada ketiga hifa
kapang dibandingkan C. albidus. Pengujian produksi enzim menunjukkan
khamir P. membranifaciens juga lebih banyak menghasilkan enzim 3-1,3
gukanase dibandingkan C. albidus. Kedua data tersebut menunjukkan
bahwa kuat tidaknya sel khamir menempel pada dinding set hifa kapang
diduga berkorelasi dengan kemampuan sel khamir untuk menghasilkan
enzim litik.

Wisniewski dkk. (1991) melaporkan hasil pengamatan SEM antara P.
guilliermondii dengan B. cinerea menunjukkan sel-sel khamir P. guilliermondii

dapat menempel pada dinding sel hifa B. cinerea. Pada bagian hifa yang
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ditempeli sel-sel khamir terlihat permukaannya menjadi cekung, berlubang-
lubang, dan pada beberapa bagian ada hifa yang membengkak. Hasil
pengujian produksi enzim juga menunjukkan P. guilliermondii dapat
menghasilkan enzim B-1,3 glukanase pada medium yang mengandung
karbon atau dinding sel kapang. Hasil penelitian tersebut mengindikasikan
bahwa enzim B-1,3 glukanase dapat menyebabkan sel-sel khamir dapat
menempel dan menyebabkan kerusakan pada dinding sel kapang.
Kemampuan sel-sel Rhodoforula sp. UICC Y-386 untuk menempel

pada hifa-hifa Drechslera sp. dibandingkan lima strain Rhodotorula lainnya,
diduga karena Rhodotorula sp. UICC Y-386 dapat menghasilkan enzim litik
untuk mendegradasi dinding sel kapang. Penempelan sel-sel khamir pada
dinding sel hifa kapang diduga juga dapat mengurangi ruang dan
menghalangi hifa kapang untuk menyerap nutrien. Nutrien merupakan faktor
penting untuk pertumbuhan kapang, sehingga kekurangan nutrien
menyebabkan pertumbuhan sel kapang menjadi terhambat.

| Dari ketiga metode pengujian tersebut terlihat bahwa khamir yang
potensial untuk dijadikan agen bickontrol adatah Rhodotorula sp. UICC Y-381
terhadap A. ochraceus. Khamir Rhodotorula sp. UICC Y-381 memiliki
kemampuan mereduksi lebar koloni kapang, ukuran kepata konidia dan lebar
hifa denga_n nilai persentase terbesar dibandingkan lima strain Rhodotorula

spp. fainnya.
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KESIMPULAN

1. Pengujian antagonistik melalui strip method menunjukkan Rhodoforula sp.
UICC Y-381 memiliki kemampuan antagonistik potensial karena mempunyai
persentase reduksi lebar koloni terbesar terhadap A. ochraceus dengan nilai
persentase berkisar 54,28%-72,46% selama 6 hari inkubasi.

2. Pengujian antagonistik melalui ko-kultur menunjukkan Rhodoforula sp.
UICC Y-381 memiliki kemampuan anfagonistik potensial karena mempunyai
persentase terbesar untuk mereduksi ukuran kepaia konidia dan lebar hifa
terhadap A. ochraceus dibandingkan kelima strain khamir Rhodoforula sp.
lainnya. Persentase reduksi kepala konidia kapang pada hari ke-2 dan ke-3
secara berurutan sebesar 9,45% dan 12,43%. Persentase reduksi lebar hifa
pada hari ke-2 dan ke-3 secara berurutan sebesar 7,10% dan 7,51%.

3. Penguijian antagonistik melalui sfide cuffure menunjukkan

Rhodotorula sp. UICC Y-386 paling kuat menempel pada dinding sel hifa
kapang Drechslera sp.

4. Dari ketiga pengujian antagonistik, Rhodotorula sp. UICC Y-381
mempunyai kemampuan antagonistik yang paling potensial karena potensial

di dua pengujian antagonistik yaitu strip method dan co-culture. .

SARAN
Khamir Rhodotorufa sp. UICC Y-381 perlu diuji lebih lanjut untuk

mengetahui kemampuan sebagai agen biokontrol terhadap A. ochraceus.
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Rhodotorufa sp.| Rhodctorula sp.| |Rhodotoruta sp)| [Rhodolonula sp.| [Rhodoforula sp.| [Riiodotorula sp,
UlcC Y-318 UGG Y-325 UICC Y-332 uice y-381 LICC Y-384 uicC y-386

Gambar |.1. Khamir-khamir Rhodotorula spp. yang berasal dari tumbuhan di
Kebun Raya Cibodas pada medium PDA, umur 1 minggu.

Aspergifius Aspergilfus forreus Drechsfera sp.
ochracsus D2.2.MC D1.3.MC
D1.2.2.55.M3

Gambar 1.2. Spesies kapang yang berasal dari tanaman tomat terinfeksi pada
medium PDA, umur 2 minggu.

36

Pengujian kemampuan..., Anggita Rahmi Hafsari, FMIPA Ul, 2010.



37

(@) (b)

(e) )

keterangan :

(a) = kontrol Drechslera sp. D1.3.MC
(b) = Rhodotoruia sp. UICC Y-384 dan Drechslera sp. D.1.3.MC
(c) = kontrol Aspergilius ochraceus D1.22.5S.M3

(d) = Rhodotorula sp. UICC Y-381 dan Aspergilius ochraceus D1.22.8S.M3

(e) = kontrol Aspergifius terreus D2.2.MC

() = Rhodotorula sp. UICC Y-318 dan kapang Aspergillus terreus D.2.2.MC

Gambear 1.3. Tiga strain khamir Rhodotorula sp. yang memiliki persentase
reduksi dengan nilai Kisaran terbesar pada strip method, inkubasi hari ke-2
pada suhu 25—27 °C, di medium PDA.
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Keterangan:

{a) = kapang kontrol Aspergifius ochraceus D1.2.2.88.M3
(b) = kapang kontrol Aspergifius terreus D.2.2.MC

Gambar 1.4. Ko-kultur koloni kapang Aspergillus ochraceus dan
Aspergillus terreus umur 6 hari pada medium PDB pH 5, pada suhu
25—27 °C.
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~ Rhodotorula§p. - -
uice ysg: O

Keterangan:

(a) = kontrol Aspergillus ochraceus

(b) = ko-kultur Rhodotorula sp. UICC Y-381 dengan
Aspergillus ochraceus

(c) = kontrol Aspergillus terreus

(d) = ko-kultur Rhodotorula sp. UICC Y-332 dengan
Asperygillus terreus

Gambar 1.7. Pengamatan mikroskopis kapang Asperyiflus ochraceus dan
Aspergillus terreus pada kontrol dan perlakuan pada hari ke-3 inkubasi,
pada suhu 25—27 °C.
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Keterangan:

Khamir Rhodotorula sp. UICC Y-318
Khamir Rhodotorufa sp. UICC Y-325
Khamir Rhodoforufa sp. UICC Y-332
Khamir Rhodotorufa sp. UICC Y-381
Khamir Rhodotorufa sp. UICC Y-384
Khamir Rhodoforufa sp. LHCC Y-386

~PapTwE

Gambar |.8. Pengamatan mikroskopis enam strain Rhodotorula sp. yang
menempel pada Drecslera sp. pada slide culture, inkubasi 3 hari, pada suhu
25—27 °C.
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Makalah 2
POTENSI Rhodotorula sp. UICC Y-381 SEBAGAI AGEN BIOKONTROL
Aspergiilus ochraceus PADA TOMAT PASCAFPANEN

Anggita Rahmi Hafsari

anggitarahmi@gmail.com

ABSTRACT

In this study, the ability of Rhodoforula sp. UICC Y-381 (from a plant of Cibodas
Botanical Garden) as a biocontrol agent against postharvest tomataes decayed-causing
mould Aspergilius ochraceus D1.2.2.55M3 was evaluated. Observation was carried out for
15 days at 25°C —27°C. Results showed that Rhodotorula sp. UICC Y-381 was able to
reduce the severity of decay by A. ochraceus with 100% reduction until day-12, when
compared to control. At day-15, however, there was a decrease to 80% reduction because
the yeast also caused decay to tomato fruits. The fungicide synthetic Dithane M-45 at a
concentration of 0.08% reduced the severity of decay to 100% until 15-day incubation.

Key words: Aspergillus ochraceus, biccontrol, fungicide Dithane M-45, Rhodotorufa sp UICC
Y-381, postharvest tomato

PENDAHULUAN

Biokontrol merupakan cara untuk mengontrol suatu organisme oleh
organisme lain yang merupakan musuh alaminya dengan kemampuan
antagonistik (Moore & Landecker 1996). Menurut Lima dkk. (2002) salah
satu mikroorganisme yang dapat digunakan sebagai biokontrol adalah
mikroorganisme yang mempunyai kemampuan antagonistik, yaitu khamir.

Lima dkk.(1999) melaporkan bahwa khamir dapat digunakan sebagai
agen biokontrol, yaitu mampu menghasitkan enzim hidrolitik yang dapat
mendegradasi dinding sel kapang, tidak menyebabkan resistensi dan mampu

menghasilkan metabolit sekunder yang tidak berbahaya bagi manusia.
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Menurut Droby dkk. (1993) khamir juga mempunyai kemampuan reproduksi
yang cepat sehingga cepat menguasai nutrien dan ruang. Fonseca & Inacio
(2006) menyatakan bahwa khamir dapat bertahan terhadap kekeringan dan
cahaya matahari yang kuat. Menurut Mari & Guizzardi (1997) karakteristik
khamir antagonistik tersebut dapat dimanfaatkan sebagai alternatif yang
aman digunakan sebagai agen biokontrol fungi patogen yang menyerang
tanaman maupun buah-buahan.

Mekanisme yang dilak_ukan oleh khamir antagonistik melawan fungi
patogen dianggap aman bagi kesehatan manusia dan lingkungan karena
khamir menghambat dengan cara alami seperti berkompetisi terhadap
nutrien dan ruang, memproduksi enzim pendegradasi dinding sel seperti -
1,3-glukanase dan kitinase, memproduksi metabolit sekunder yang tidak
berbahaya bagi manusia, melakukan parasitisme, dan mampu untuk
menginduksi resistensi inangnya terhadap aktivitas patogen (El- Tarabily &
Sivasithamparam, 2006).

Coelho dkk. (2007) melaporkan Khamir Rhodotorula mucilaginosa
dapat menghambat Penicifium expansum yang patogen pada buah anggur
secara in vitro dengan berkompetisi untuk nutrien dan ruang. Bar-Shimon
dkk.( 2000) melaporkan Candida oleophila mampu menghambat germinasi
dan pemanjangan hifa dari Pen. digitatum dengan menyekresikan enzim 3-
1,3 glukanase, kitinase dan protease pada penelitian secara in vitro.
Saravanakumar dkk. (2008) menunjukkan bahwa Metschnikowia pulcherima

Pitt & M. W. Miller strain MACH1 dapat menghambat produksi spora kapang
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Botrytis cinerea dengan mensekresikan enzim kitinase pada penelitian
secara in vifro.

Janisiewicz dkk. (2008) melaporkan beberapa khamir antagonistik
telah diproduksi secara komersial sebagai produk bickontrol terhadap
patogen pada buah-buahan. YieldPlus™ yang dipasarkan di Cape Town,
Afrika Selatan, mengandung khamir Cryptococcus albidus yang digunakan
sebagai biokontrol Botrytis, Penicillium, Mucor pada buah apel dan pir.
Shemer™ yang dipasarkan di Israel, mengandung khamir M. fructicola yang
digunakan sebagai biokontrol pada buah anggur dan stoberi. Aspire™ yang
dipasarkan di Amerika Serikat, mengandung C. oleophila yang digunakan
untuk membunuh patogen pada buah delima dan jeruk.

Pengujian antagonisme dengan sirip method, ko-kultur, dan sfide
culture pada Makalah | menghasilkan satu strain khamir dengan kemampuan
antagonistik potensial yaitu Rhodotorufa sp. UICC Y-381 terhadap A.
ochraceus. Kemampuan khamir Rhodoforula sp. UICC Y-381 sebagai
biokontrol terhadap A. ochraceus patogen pada buah tomat pascapanen
belum diketahui. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk
mengetahui kemampuan khamir Rhodoforula UICC Y-381 sebagai biokontroi

terhadap A. ochraceus patogen pada buah tomat pascapanen.

LOKASI DAN WAKTU PENELITIAN

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Departemen Biologi

FMIPA-UI Depok, dan Center of Excellence Indigencus Bioclogical Resources-
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Genome Studies (CoE IBR-GS) FMIPA Ul pada bulan Maret—Mei 2009.

ALAT, BAHAN DAN CARA KERJA
BAHAN
Agen biokontrol
Agen biokontrol yang digunakan dalam penelitian ini adalah strain
khamir Rhodoforula sp. UICC Y-381 yang mempunyai kemampuan

antagonistik potensiat berdasarkan Makalah 1.

Kapang Patogen

Kapang patogen yang digunakan dalam penelitian ini adalah A. ochraceus
D1228SM3 karena merupakan patogen paling sensitif terhadap khamir
Rhodotorula sp.UICC Y-381.

Buah Tomat

Buah tomat yang digunakan berasal dari supermarket di daerah
Depok. Varietas yang digunakan adalah TW yang mempunyai ukuran dan

warna seragam, tidak ada iuka atau infeksi.

Bahan kimia

Bahan kimia yang digunakan adalah dithane M-45 0,08%, dan NaCIO
0,5%. Bahan kimia lain yang digunakan adalah atkohol teknis, spiritus teknis,

dan akuades.
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Medium

Medium yang digunakan dalam penelitian adalah Potato Dextrose Agar
(PDA) dan Yeast Malt Agar (YMA).

ALAT

Peralatan yang digunakan adalah mikropipet [Gilson], timbangan
analitik [Sartorius], timbangan digital [And EW-300G], vorteks [Thermolyne
tipe Maxi Mix (], Digital Caliper dan peralatan gelas yang umum digunakan
dalam Laboratorium Mikrobiologi. Peralatan habis pakai yang digunakan

adalah sarung tangan plastik, kapas dan tisu.

CARA KERJA
Pembuatan Fungisida Dithane M-45 0,08%

Sebanyak 8 gram fungisida Dithane M-45 dilarutkan dalam 1.000 ml
akuades steril di dalam beaker glass steril. Larutan diaduk dengan batang

pengaduk hingga homogen.

Penguijian biokontrol khamir Rhodotorula sp. UICC Y-381 terhadap

kapang Aspergillus patogen pada buah tomat sehat pascapanen

Pengujian kemampuan biokontrol khamir terhadap kapang patogen

pada buah tomat berdasarkan Kalogiannis dkk. (2002) yang dimodifikasi.
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Modifikasi yang dilakukan adalah variasi hedakuan, besar luka, I.ama dan
frekuensi pengamatan. Kemampuan biokontrol khamir Rhodoforula sp. UICC
Y-381 terhadap A. ochraceus diamati berdasarkan jumiah buah tomat yang
membusuk pada perlakuan dibandingkan dengan kontrol. Bush tomat
dikategorikan busuk apabila berair, daging buahnya lembek, jaringan
dikeliling luka berwarna hitam dan berbau busuk. Buah tomat dikategorikan
tidak busuk apabila daging buah masih keras ketika disentuh, tidak berair,
jaringan disekeliling luka tidak menghitam dan tidak berbau busuk.

Jumlah buah tomat yang digunakan dalam pengujian adalah sebanyak
80 buah. Seluruh permukaan buah tomat sehat yang akan digunakan pada
pengujian biokontrol dicuci dengan air keran, kemudian dikeringkan dengan
tisu. Buah tomat yang sudah kering kemudian direndam dalam larutan
sodium hipoklorit 0,5% setama 5 menit. Buah tomat dibilas dengan akuades
steril dan dikering-anginkan dalam suhu ruang di dalam baki plastik yang
telah disterilkan dengan alkohol 70%.

Untuk mengetahui kemampuan biokontrol Rhodotorula sp. UICC Y-
381 terhadap A. ochraceus dilakukan pengujian biokontrol pada 10 buah
tomat. Buah tomat dilukai pada 2 lokasi yang berlawanan di bidang ekuator
dengan sedotan steril. Setiap luka berukuran kedalaman 3 mm dan lebar §
mm. Buah tomat diletakkan di dalam beaker glass steril dan disiramkan
dengan suspensi se! khamir sebanyak 40 mi dengan jumlah sel 10® cfu/mi
hingga merata pada seluruh permukaan buah. Volume suspensi sel khamir

yang menempel pada buah tomat merupakan selisih volume awal dengan
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volume akhir. Buah tomat kemudian dikeluarkan dari beaker glass dan
dikering-anginkan dalam baki yang ditutupi p/astic wrap selama pada suhu
ruang. Buah tomat yang telah disiram khamir terlebih dahulu tersebut
selanjutnya disebut buah tomat perlakuan. Sebagai kontrol adalah 10 buah
tomat yang dilukai tetapi tidak disiram dengan khamir. Setelah inkubasi satu
hari pada suhu 25—27°C, luka pada buah tomat perlakuan dan kontrol
diinokulasikan suspensi spora kapang sebanyak 20 ul dengan jumlah sel 10°
cfw/ml. Seluruh buah tomat diinkubasi selama 15 hari pada suhu 25—27 °C.
Pengamatan dilakukan setiap 3 hari selama 15 hari dengan menghitung
persentase buah tomat yang membusuk pada perlakuan dan kontrol.
Perbandingan jumiah buah tomat yang busuk pada perlakuan dan kontrol
dihitung untuk mengetahui persentase reduksi kebusukan pada buah tomat.
Persentase reduksi kebusukan pada buah dihitung menggunakan rumus :

% reduksi kebusukan pada buah: Jumlah buah busuk (kontrol-perdakuan) X 100

Jumlah buah busuk pada kontrol

Pengujian dengan fungisida

Sebanyak 10 buah tomat yang telah dibersihkan, dilukai pada 2 lokasi
yang berlawanan di bidang ekuator dengan sedotan steril. Setiap luka
berukuran kedalaman 3 mm dan lebar 5§ mm. Buah tomat diletakkan di dalam
beakér glass steril dan disiramkan dengan fungsida Dithane M-45

(konsentrasi 0,08%) sebanyak 40 ml hingga merata pada seluruh permukaan
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buah. Volume fungisida yang menempel pada buah tomat dihitung
menggunakan selisih volume awal dengan volume akhir. Buah tomat
kemudian dikeluarkan dari beaker glass dan dikering-anginkan dalam baki
yang ditutupi plastic wrap. Setelah diinkubasi selama 1 hari pada suhu 25~~
27 °C, luka pada buah tomat diinokulasikan suspensi spora kapang sebanyak
20 pl dengan jumiah sel 10% cfu/ml. Sebagai kontro! adalah buah tomat yang
hanya diinokulasikan kapang A. ochraceus pada luka. Buah tomat diinkubasi
selama 15 hari pada suhu 25—27 °C. Pengamatan dilakukan setiap 3 hari
selama 15 hari terhadap persentase reduksi kebusukan pada buah tomat
dengan menghitung jumlah buah yang mengalami kebusukan pada buah
tomat periakuan dengan fungisida dibandingkan dengan kontrol. Persentase

reduksi kebusukan pada buah dihitung menggunakan rumus :

% reduksi kebusukan pada buah: Jumlah buah busuk (kontrol-perlakuan) X 100
Jumlah buzh busuk pada kontrol

Pengaruh suspensi khamir Rhodoforula sp. UICC Y-381 pada buah

tomat segar pascapanen

Sebanyak 20 buah tomat yang telah dibersihkan dibagi menjadi dua
kelompok, yaitu buah tomat tanpa luka dan buah tomat dilukai, masing-
masing periakuan terdiri dari 10 tomat. Buah tomat dilukai pada 2 lokasi
yang berlawanan di bidang ekuator dengan s_edotan steril. Setiap iuka
berukuran kedalaman 3 mm dan lebar 5 mm. Buah tomat dilukai dan tanpa

" luka kemudian disiram dengan suspensi sel khamir sebanyak 40 m| dengan
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jumlah sel sebanyak 10° cfu/ml hingga merata pada seiuruh permukaan buah.
Volume suspensi sel khamir yang menempel pada buah tomat dihitung
menggunakan selisih volume awal dikurangi volume akhir. Buah tomat
kemudian dikeluarkan dari beaker gfass dan dikering-anginkan dalam baki
yang ditutupi plastic wrap selama 1 hari. Seluruh buah tomat diinkubasi
selama 15 hari pada suhu 25—27 °C. Pengamatan dilakukan setiap 3 hari
selama 15 hari terhadap persentase kebusukan pada buah tomat dengan
menghitung jumiah buah tomat yang mengalami kebusukan dibandingkan
dengan jumlah total buah tomat. Persentase reduksi kebusukan pada buah

dihitung menggunakan rumus :

% kebusukan pada buah:  Jumilah buah tomat busuk o

Jumlah total buah tomat

Pengaruh luka pada buah tomat segar pascapanen

Sebanyak 10 buah tomat dilukai pada 2 lokasi yang berlawanan di
bidang ekuator dengan sedotan steril. Setiap luka berukuran kedalaman 3
mm dan lebar § mm. Buah tomat kemudian disimpan di dalam baki yang
ditutupi pfastic wrap. Seluruh buah tomat diinkubasi selama 15 hari pada
suhu 25—27 °C. Pengamatan dilakukan setiap 3 hari selama 15 hari
terhadap persentase kebusukan pada buah tomat dengan menghitung jumiah
buah tomat yang mengalami kebusukan dibandingkan dengan jumiah total

buah tomat. Persentase kebusukan pada buah dihitung menggunakan
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rumus ;

% kebusukan pada buah:  Jumilah buah tomat busuk %100

Jumizh total buah tomat

Pengaruh akuades pada buah tomat segar pascapanen

Sebanyak 20 buah tomat dibagi menjadi dua kelompok, yaitu buah
tomat tanpa luka dan buah tomat dilukai. Masing-masing kelompok terdiri
dari 10 buah tomat. Buah tomat dilukai pada 2 lokasi yang berlawanan di
bidang ekuator dengan sedotan steril. Setiap luka pada buah tomat dilukai
berukuran kedalaman 3 mm dan lebar § mm. Buah tomat dilukai dan tanpa
luka kemudian disiram dengan akuades dan disimpan dalam baki yang
ditutupi plastic wrap selama 15 hari inkubasi pada suhu 25—27 °C.
Pengamatan dilakukan setiap 3 hari sefama 15 hari terhadap persentase
kebusukan pada buah tomat dengan menghitung jumlah buah tomat yang
mengalami kebusukan dibandingkan dengan jumlah total buah tomat.
Persentase kebusukan pada buah dihifung menggunakan rumus :

% kebusukan pada buah :  Jumlah buah tomat busuk X100

Jumlah total buah tomat

Buah tomat tanpa pelakuan

Buah tomat tanpa periakuan terdiri dari 10 buah tomat yang seragam
dalam ukuran, warna dan kematangan. Buah tomat tanpa perlakuan

bertujuan sebagai pembanding untuk semua perlakuan yang dilakukan datam
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pengujian biokontrol, Buah tomat tersebut tidak dibersihkan terlebih dahulu
dari kotoran yang menempel di permukaan buah tomat. Buzah tomat
langsung dimasukkan ke dalam baki yang ditutupi plastic wrap selama 15
hari inkubasi pada suhu 25—27 °C. Pengamatan dilakukan setiap 3 hari
selama 15 hari terhadap persentase kebusukan pada buah tomat dengan
menghitung jumlah buah tomat yang mengalami kebusukan dibandingkan
dengan jumlah total buah tomat. Persentase kebusukan pada buah dihitung
menggunakan rumus :

% kebusukan pada buah :  Jumiah buah tomat busuk ¥ oo

Jumiah total buah tomat

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kemampuan biokontrol khamir Rhodotorula sp. UICC Y-381 terhadap

Aspergillus ochraceus pada buah tomat pascapanen

Buah tomat yang diamati pada pengujian sebanyak 10 buah. Tomat
dilukai pada bidang ekuator sebanyak 2 luka dengan posisi yang berlawanan.
Pengamatan pada buah tomat yang dilukai kemudian disiram khamir
sebelum perlakuan dengan kapang, menunjukkan pada inkubasi hari ke-3
hingga hari ke-12 seluruh tomat belum mengalami kebusukan (Gambar Il.1a).
Hingga hari ke-12 seluruh permukaan buah tomat masih keras ketika
dipegang, tidak mengeluarkan cairan, dan tidak berbau busuk. Pada hari ke-

18, sebanyak 20% dari 10 buah tomat mengalami kebusukan yang
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disebabkan A. ochraceus. Permukaan buah tomat busuk terlihat berwama
hitam, terdapat pertumbuhan A. ochraceus pada luka dan buah tomat berbau
busuk. Pengamatan pada buah tomat yang tidak membusuk memperlihatkan
tidak adanya pertumbuhan koloni A. ochraceus di dalam luka, bahkan koloni
kapang terlihat mengering pada beberapa luka.

Pengamatan pada buah tomat yang diberi perlakuan kontrol
A. ochraceus, selama 15 hari menunjukkan pada hari ke-3 sudah terjadi
kebusukan sebesar 20% dari total 10 tomat. Persentase kebusukan dari hari
ke-6 hingga hari 15 inkubasi terus mengalami kenaikan hingga mencapai
100% dari 10 buah tomat. Gejala kebusukan yang terjadi adalah buah tomat
mengerut, berair, tetjadi perekahan pada buah dan berbau busuk, dan pada
semua luka ditutupi oleh hifa dan spora A. ochraceus {(Gambar I1.1b).

Hasil pengujian kemampuan biokontrol Rhodoforula sp. UICC Y-381
terhadap A. ochraceus pada buah tomat yang dilukai kemudian disiram
khamir sebelum perlakuan dengan kapang, menunjukkan persentase
kebusukan dari hari ke-3 hingga hari ke-12 adalah 0% dan pada hari ke-15
adalah 20%. Pada kontrol A. ochraceus persentase kebusukan pada hari ke-
3,6, 9, 12, dan 15 secara berurutan adalah 20%, 50%, 80%, 100%, dan
100% Data tersebut menunjukkan Rhodoforula sp. UICC Y-381 dapat
mereduksi persentase kebusukan sebesar 100% dari hari ke-3 hingga ke12
inkubasi, dan 80% pada hari ke-15 (Tabe! 11.2).

Kemampuan khamir Rhodotorula sebagai biokontrol kapang patogen

telah dilaporkan oleh Kalogiannis (2006) yang meneliti kemampuan
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R. glutinis Y-44 untuk menghambat pertumbuhan kapang B. cinerea pada
buah tomat. Hasil penelitian menunjukkan buah tomat yang diinokulasi
khamir 24 jam terlebih dahulu sebelum kapang mempunyai persentase
kebusukan hanya 52%, sedangkan pada buah tomat yang tidak disiram
khamir menunjukkan persentase‘kebusukan sebesar 90%.

Hasil pengujian biokontro! antara khamir Rhodoforula sp. UICC Y-381
terhadap A. ochraceus yang menunjukkan khamir dapat menghambat
pertumbuhan kapang sebesar 100% selama 12 hari mendukung data
penelitian Kalogiannis (2006). Hal tersebut menunjukkan bahwa Rhodoforula
sp. UICC Y-381 dapat digunakan sebagai agen biokontrol terhadap
A. ochraceus.

Mekanisme biokontrol yang digunakan khamir Rhodotoufa sp. UICC
Y- 381 untuk menghambat pertumbuhan kapang diduga adalah kompetisi
untuk memperoleh nutrien dan ruang. Khamir dapat memenangkan
kompetisi nutrien dan ruang diduga karena pemberian khamir terlebih dahulu
dalam jumlah yang banyak daripada kapang pada buah tomat diduga dapat
mendukung kemampuan khamir untuk lebih cepat menguasai nutrien dan
ruang pada luka dibandingkan kapang. Nutrien digunakan khamir untuk
pertumbuhan dan perbanyakan sel. Nutrien yang diserap khamir diduga
adalah nutrien yang akan dibutuhkan kapang untuk pertumbuhan. Hal
tersebut mengakibatkan kapang kekurangan atau tidak dapat mendapatkan
nutrien tersebut sehingga kapang tidak dapat melakukan pertumbuhan. Hal

tersebut terlihat dengan tidak adanya pertumbuhan kapang hingga hari ke-12
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pada buah tomat yang disiram khamir terlebih dahulu daripada kapang.

Kemampuan khamir yang lebih cepat menguasai nutrien pada luka
telah diteliti sebelumnya oleh Filonow (1998) pada khamir Cr. faurentii strain
BSR-Y22 dan Sporobolomyces roseus strain £S-43-238 terhadap kapang
B. cinerea. Kedua khamir antagonistik tersebut mampu mengambil gula lebih
cepat pada luka dibandingkan patogen. Chuanxue & Michailides (1998),
melaporkan Mon. fructicola yang diinokuifasikan 12 jam sebelumnya adalah
paling baik dalam mengontrol pertumbuhan kapang Trichoderma Ta291 dan
23-E-6 dan dapat menekan brown rof. Hal tersebut menunjukkan semakin
awal khamir diadaptasikan pada luka maka makin tinggi kesempatan khamir
untuk beradaptasi terhadap nutrien dan luka.

Beberapa mekanisme biokontrol lain yang digunakan oleh khamir
antagonis adalah memproduksi enzim pendegradasi dinding sel seperti g-1,3-
glukanase dan kitinase (El- Tarabily & Sivasithamparam, 2006). Enzim
tersebut mempunyai kemampuan untuk mendegradasi dinding sel kapang
sehingga terjadi kerusakan pada dinding sel kapang dan menyebabkan
pertumbuhan kapang menjadi terhambat. Bar-Shimon (2004) melaporkan
C. oleophila marmpu menghambat germinasi spora dan pemanjangan germ
fube dan dapat memproduksi dan menyekresikan enzim p-1,3-glukanase,
protease dan kitinase. Enzim-enzim tersebut berfungsi untuk mendegradasi
dinding sel kapang. Enzim (-1,3-glukanase dan kitinase diproduksi secara
maksimal pada awal fase pertumbuhan, sedangkan protease dihasilkan

secara maksimal pada hari 6-8 inkubasi. Produksi ketiga enzim tersebut
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distimulasi oleh adanya miselium Pen. digitatum di dalam medium.
Mekanisme biokontro! khamir C. oleophila untuk menghambat
pertumbuhan kapang Pen. digitatum pada penelitian tersebut dengan
menghasilkan enzim diduga merupakan mekanisme biokontrol yang
dilakukan pula oleh khamir Rhodoforufa sp. UICC Y- 381 unfuk menghambat

pertumbuthan kapang A. ochraceus.

Pengujian dengan Fungisida Sintetik Dithane M-45

Hasil pengamatan menunjukkan, hingga hari ke-15 inkubasi
pertumbuhan A, ochraceus pada 10 buah tomat tidak mengalami
pertumbuhan. Pada luka terlihat A. ochraceus tidak mengalami pertumbuhan
karena tidak terlihat adanya hifa/miselium yang tumbuh pada luka (Gambar
fl.1c). Konsentrasi fungisida sintetik Dithane M-45 yang digunakan adaiah
0.08% dan dapat menghambat pertumbuhan A. ochraceus hingga 100% dari
10 buah tomat muiai hari ke-3 hingga ke-15 inkubasi. Hal tersebut
menunjukkan konsentrasi fungisida sintetik cukup rendah untuk digunakan
dalam menghambat pertumbuhan A. ochraceus .

Fungisida dithane M-45 mempunyai bahan aktif mancozeb yang
termasuk ke dalam kelompok dithiocarbamate. Arie dkk. (2007) melaporkan
mancozeb mempunyai mekanisme kerja dengan menyerang banyak target
pada sel kapang. Target yang dapat diserang oleh fungisida tersebut adalah

dengan menghambat sintesis dinding sel, sintesis asam nukleat, sintesis
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ergosterol, dan menghambat pembentukan mikrotubul.

Pengamatan sebelumnya mengenai kemampuan biokontrol khamir
Rhodoforula sp. UICC Y-381 menunjukkan khamir tersebut dapat
menghambat pertumbuhan A. ochraceus hingga 100% hingga hari ke-12
(Tabel 11.2). Hasil tersebut mengindikasikan kemampuan Rhodotorula sp.
UICC Y-381 adalah hampir setara dengan kemampuan fungisida sintetik
dalam menghambat pertumbuhan kapang A.ochraceus. Hal tersebut
menunjukkan bahwa khamir Rhodoforula sp. UICC Y-381 dapat dijadikan
alternatif pengganti fungisida sintetik untuk menghambat pertumbuhan

kapang patogen.

Pengujian Rhodotorula sp. UICC Y-381 pada buah tomat pascapanen

Pengamatan selama 15 hari mulai hari ke-3 hingga ke 12 inkubasi
pada 10 buah tomat yang dilukai kemudian disiram khamir menunjukkan
sebanyak 100% buah tomat tidak mengalami kebusukan. Buah tomat tidak
berbau busuk, tidak berair, dan permukaan buah tomat masih keras ketika
dipegang (Gambar Il.1d). Kebusukan baru terjadi pada buah tomat pada hari
ke-15 inkubasi sebanyak 20% . Gejala yang terlihat pada buah tomat yang
busuk adalah luka berair, di sekitar luka terdapat jaringan yang mengering
berwarna merah muda.

-Selama 12 hari khamir Rhodolorula tidak menyebabkan kebusukan

pada buah tomat. Khamir Rhodotorula termasuk ke dalam filum
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Basidiomycofa, dan tidak mempunyai kemampuan memfermentasi gula yang
terdapat pada luka tetapi hanya mengasimilasinya. Dengan demikian luka
yang disiram oleh khamir Rhodotorula tidak mengalami kebusukan selama 12
hari. Menurut Kurtzman & Fell (1998), khamir Rhodotorula termasuk ke
dalam Filum Basidiomycota , dan tidak mempunyai kemampuan fermentatif
yaitu kemampuan mengubah glukosa menjadi atkohol dan karbondioksida
(CO2). Fauzi (2008) melaporkan bahwa khamir Rhodotorula koleksi UICC
yang diisolasi dari berbagai tumbuhan di Kebun Raya Cibodas tidak
mempunyai kemampuan untuk memfermentasi glukosa, sukrosa, laktosa,
maitosa, galakiosa, rafinosa dan trehalosa tetapi dapat mengasimilasinya.

Pada hari ke-15 sebanyak 20% buah tomat mengalami kebusukan
yang diduga disebabkan oleh beberapa faktor. Kemungkinan nutrien pada
luka telah didegradasi oleh enzim hidrolitik yang dihasilkan sel khamir
Rhodotorula sp. UICC Y-381 atau kontaminasi mikroorganisme yang berasal
dari udara atau debu yang masuk ke dalam luka ketika pengamatan, dan
kebusukan alami buah, Rhodoforula sp. UICC Y-381 atau mikroorganisme
yang masuk ke dalam luka tersebut kemungkinan dapat memanfaatkan
nutrien pada luka untuk tumbuh dan bereproduksi.

Pengamatan pada 10 buah tomat yang tidak dilukai kemudian disiram
khamir hingga hari ke-15 inkubasi, menunjukkan sebanyak 100% buah tomat
tidak mengalami kebusukan (Gambar I.2a). Diduga khamir Rhodotorula sp
UICC Y-381 dapat bertahan pada permukaan buah tomat dan dapat

melindungi buah tomat dari serangan kapang patogen yang dapat
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menyebabkan kebusukan pada tomat datam jangka waktu lama.

Penelitian mengenai kemampuan khamir Rhodoforula dapat bertahan
pada permukaan buah dalam jangka waktu lama telah diteliti oleh Lima dkk.
(1999) yang membandingkan dinamika jumlah sel R. glutinis LS-11 yang
disemprotkan pada beberapa buah apel tanpa luka dan dilukai. Jumlah sel
khamir dihitung pada jam ke-0 dan ke-12 serta hari ke-1, 2, 4 dan 7 inkubasi.
Pada buah apel yang dilukai, jumlah sel R. glutinis LS-11 meningkat dari 2,3
x 10° cfu/mi pada jam ke-0 menjadi 3,5 x 10’ cfu/ml pada hari ke-4, kemudian
jumlahnya menjadi konstan hingga hari ke-7 inkubasi. Pada buah apel yang
tidak dilukai, jumiah sel khamir meningkat mulai dari jam ke-24 hingga hari
ke-7 inkubasi. Benbow & Sugar (1999) melaporkan bahwa khamir R. glufinis
dapat bertahan pada permukaan buah pear hingga 3 minggu setelah
inokulasi dan tidak menyebabkan buah pear menjadi busuk. Kedua penelitian
tersebut menunjukkan bahwa khamir Rhodotorula mampu bertahan pada
permukaan buah tomat dan luka daiam jangka waktu lama.

Fleet (2003) Dalam Boekhout & Robert (2003) menyatakan bahwa
nutrien pada permukaan buah adalah terbatas. Nutrien tersebut adalah
glukosa, fruktosa, sukrosa, asam organik dan asam amino yang dilepaskan
dari jaringan dalam buah. Menurut Fonseca & Inacio (2006) Rhodoforula
dapat bertahan lama dan tumbuh pada permukaan buah karena dapat
menghasilkan Extraceliular Polysaccharide (EPS) yang berfungsi untuk
meningkatkan kemampuan khamir bertahan hidup pada lingkungan yang

kekurangan nutrien dan air. Khamir Rhodotorula mempunyai kerakieristik

Pengujian kemampuan..., Anggita Rahmi Hafsari, FMIPA Ul, 2010.



90

oligotripik yaitu mempunyai kemampuan untuk bertahan pada kondisi kurang
nutrien. Faktor lain yaitu khamir Rhodoforula dapat menghasilkan pseudohifa

yang dapat mendukung sel khamir untuk menempel pada permukaan buah.
Pengaruh akuades pada buah tomat pascapanen

Pengamatan pada buah tomat yang dilukai dan tidak dilukai masing-
masing sebanyak 10 buah tomat, menunjukkan hingga hari ke-15 semua
buah tomat tidak mengalami kebusukan {Gambar ll.1e, 1.2b). Hal tersebut
mengindikasikan akuades steril tidak menyebabkan kebusukan. Akuades
steril yang digunakan tidak mengandung mikroorganisme hidup. Dengan
demikian di dalam akuades steril tidak ada mikroorganisme yang dapat

menyebabkan kebusukan pada buah tomat.

Pengaruh luka pada buah tomat pascapanen

Hasil pengamatan terhadap 10 buah tomat yang dilukai menunjukkan
seluruh buzh tomat tidak mengalami kebusukan hingga hari ke-12 inkubasi
(Gambar Il.1d). Kebusukan pada buah tomat baru terjadi pada hari ke-15
sebesar 20%. Pengamatan terhadap buah tomat yang mengalami
kebusukan, menunjukkan buah mengeluarkan air pada bagian dasar,
jaringan menjadi lunak dan berbau busuk. Kebusukan yang terjadi diduga
désebabkan oleh kontaminasi mikroorganisme yang berasal dari udara atau

debu yang masuk ke dalam luka ketika pengamatan. Mikroorganisme yang
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masuk ke dalam luka tersebut kumungkinan dapat memanfaatkan nutrien
pada luka untuk tumbuh dan bereproduksi. Mikroorganisme kontaminan
dapat mengeluarkan enzim hidrolitik yang dapat mendegradasi dinding sef
buah sehingga dinding sel buah mengalami perubahan fisik pada buah.
Pada pengamatan terlihat buah tomat menjadi lunak, berair pada bagian
dasar, dan berbau busuk.

Menurut Moore & Landecker (1996) luka pada buah dapat menjadi
jalan masuk bagi sebagian fungi untuk mengambil nutrien yang terdapat pada
Juka. Chuanxue & Michailides (1988) meneliti pengaruh luka pada
kebusukan yang terjadi pada buah persik yang diinokulasikan kapang
patogen. Buah dibagi dalam dua kelompok yaitu buah dilukat dan yang tidak
dilukai, kemudian pada buah tersebut diinokutasikan Mon. fructicola. Pada
hari ke-5, buah yang dilukai telah mengalami kebusukan sebesar 100%
sedangkan buah tanpa luka hanya mengalami kebusukan sebesar 25%. Hal
tersebut menunjukkan terdapat pengaruh perlukaan terhadap kebusukan

pada buah.

Buah tomat tanpa periakuan

Hasil pengamatan selama 15 hari pada 10 buah tomat tanpa
perlakuan menunjukkan sebanyak 10% buah tomat telah mengalami
kebusukan pada hari ke-3 pengamatan. Pada pengamatan hari ke-15

menunjukkan terjadi kebusukan pada buah tomat sudah mencapai 5§0%.
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Pada buah tomat yang membusuk terlihat, buah ditumbuhi oleh kapang
dengan koloni berwarna putih, berbau busuk, berair, dan buah tomat menjac_li
mengerut (Gambar 11.2¢). Buah tomat tersebut tidak dicuci dengan air keran
dan tidak direndam dalam larutan sodium hipoklorit 0,5% selama 5 menit.
Hal tersebut Hal tersebut menyebabkan permukaan buah tomat masih
dipenuhi oleh berbagai mikroorganisme yang menempel pada permukaan
buah. Kebusukan yang terjadi pada buah tomat tanpa perlakuan diduga
karena diserang oleh berbagai mikroorganisme yang berada pada
permukaan buah tomat. Mikroorganisme tersebut diduga mengeluarkan
enzim hidrolitik yang dapat mendegradasi dinding sel buah tomat menjadi
senyawa yang lebih sederhana untuk dimanfaatkan sebagai nutrien yang

dapat mendukung pertumbuhan dan reproduksi sel mikroorganisme tersebut.

KESIMPULAN DAN SARAN

KESIMPULAN

1. Rhodotorula sp. UICC Y-381 berpotensi sebagai agen biokontrol karena
dapat menghambat kebusukan pada buah tomat yang disebabkan oleh
A. ochraceus sebesar 100% selama 12 hari.

2. Kemampuan khamir Rhodotorula sp. UICC Y-381 adalah hampir setara
dengan kemampuan Fungisida Dithane M-45 untuk menghambat

pertumbuhan A. ochraceus.
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SARAN

Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk menguji kemampuan Rhodotorufa
sp. UICC Y-381 sebagai biokontrol dengan variasi jumlah sel, variasi waktu
inokulast khamir dan variasi pengujian terhadap kapang pada berbagai buah
yang berbeda. Informasi tersebut akan memberikan jumlah sel khamir, dan
waktu inokulasi yang tepat untuk Khamir Rhodotorula sp. UICC Y-381 yang
mempunyai kemampuan antagonistik potensial terhadap A. ochraceus periu

diuji lebih lanjut untuk mengetahui kemampuannya sebagai agen biokontrol.
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Tabel il.1 Persentase jumlah kebusukan luka pada buah tomat

Persentase jumlah
kebusukan luka pada buah .
No Perlakuan tomat pada hari ke- Gejala kerusakanfkebusukan
3 6|9 12| 15
Buah tomat Pada tomat yang mengalami
disiram khamir kerusakan, luka ditumbuhi oleh
Rhodotorula sp. kapang A. ochraceus, jaringan
1 jUICC Y-381, 0 0] 0| 0 | 20 ] disekeliling luka berwarna hitam,
pada luka luas koloni kapang yang tumbuh
diinokulasikan lebih kecil dibandingkan luas koloni
A. ochraceus pada kapang kontrol.
Fungisida .
2 | dithane M-45 w [/ A A
Byah ?omat
g;::ﬁakhlzﬁiiaa;“ka Buah tomat berair, di sekeliling luka
3 khamir 0 0] 0| O | 20 {terdapat jaringan yang mengering,
Rhodotorula sp. berwama merah muda dan kuning,
UICC Y-381
Buah tomat mengkerut, berair,
Bpah tomat semua luka ditutupt oleh hifa dan
4 32!?1’3%23&3#”“ 20 | 5080|100 { 100 | SPOra kapang A. ochraceus jaringan
kapang tomat disskeliling luka berwama
kuning dan hitam, terjadi perekahan,
A. ochraceus berbau.
Buah tomat
dilukai, pada luka et
5 | diinokulasikan 0 il
akuades
Buah tomat berair, lunak, dan
Buah tomat ' !
6 ditukai 0 010 0 20 { berbau busuk
Buah tomat tidak
7 | dilukai, disiram 0 0|10] 0O 0 —_
akuades
Buah tomat tidak
dilukai, disiram
suspensi sel
8 kharmir 0 0l0]| 0 4] _
Rhodolorula sp.
UICC Y-381
Pada buah fomat yang membusuk,
Buah tomat buah ditumbuhi oleh kapang dengan
] tanpa pertakuan 10 20|40 | 50 | 50 ] koloni berwarna putih, berbau
pape : busuk, berair, dan buah tomat
menjadi mengkerut.
101
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Tabel 1.2 Persentase reduksi jumlah kebusukan pada buah tomat di

berbagai perlakuan dibandingkan dengan persentase kebusukan pada
kontrol kapang

Persentase reduksi kebusukaan pada
No Perlakuan buzah tomat hari ke-

3 6 9 12 16
Buah tomat disiram khamir Rhodoforufa sp.
1 | UICC Y-381, pada luka diinokulsikan 100 | 100 | 100 | 100 80
A. ochraceus.
2 | Fungisida dithane M-45 100 | 100 [ 100 | 100 | 100
Buah tomat dilukai, pada luka diinokulasikan
3 | khamir Rhodotorufa sp. UICC Y-381 100 | 100 | 100 | 100 ; 80
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DISKUSI PARIPURNA

Khamir antagonistik telah banyak digunakan sebagai agen biokontrol
untuk menghambat pertumbuhan kapang patogen yang menyerang buah dan
sayuran pada saat pascapanen. Leibinger (1997) melaporkan produk
biokontrol terhadap patogen pada buah-buahan yang telah dikomersialkan
adalah Aspire yang mengandung khamir Candida oleophila strain 182 dan
telah dipasarkan di Amerika Serikat. Janisiewicz dkk. (2008) melaporkan
produk YieldPius™ yang mengandung khamir Crypfococcus albidus telah
digunakan sebhagai biokontrol kapang Botrytis, Peniciffium, Mucor pada buah
apel dan pir, dan dipasarkan di Cape Town, Afrika Selatan. Produk komersial
Shemer™ yang mengandung khamir Metchnikowia fructicola telah digunakan
sebagai biokontrol pada buah anggur dan stoberi, dan telah dipasarkan di
Israel.

Khamir-khamir koleksi UICC memiliki potensi sebagai agen biokontrol
yaitu Rhodotorula. Kemampuan antagonistik khamir Rhodoforula koleksi
UICC dapat diketahui melaiui pengujian antagonisme menggunakan metode
strip method, ko-kultur, dan sfide culture. Khamir antagonistik paling
potensial yang dihasilkan dari ketiga metode tersebut diuji kemampuan
biokontrolnya terhadap kapang patogen pada buah tomat secara langsung.

Khamir Rhodotorula spp. yang diuji sebanyak enam strain yaitu
Rhodotorula sp UICC Y-318, Rhodotorula sp UICC Y-325, Rhodo.tom!a sp

UICC Y-332, Rhodotoruia sp UICC Y-381, Rhodotorula sp UICC Y-384, dan
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Rhodotorula sp UICC Y-386. Ke-enam strain khamir tersebut diuji
kemampuan antagonistiknya terhadap Asperyillus ochraceus, A. ferreus, dan
Drechslera sp.

Hasil strip method antara enam strain khamir Rhodotorula spp.
terhadap ketiga kapang patogen menunjukkan Rhodoforula sp. UICC Y- 325
mempunyai nilai persentase reduksi lebar koloni terbesar selama 6 hari
terhadap Drechslera sp., A. ochraceus dan A. terreus secara berurutan
dengan nilai kisaran 28,12%—72,14% (Tabei 1.6), Nilai persentase reduksi
lebar koloni kapang oleh Rhodoforula sp. UICC Y-381 dengan kisaran
54,28%—72,46% (Tabel 1.7), dan Rhodoforula sp. Y-318 dengan kisaran
21 ,76"/0-—58.1 0% (tabel 1.8). Khamir Rhodoforula sp. UICC Y-381
merupakan khamir antagonis ye;ng paling potensial terhadap A. ochraceus .
karena mempunyai nilai persentase reduksi koloni kapang terbesar dengan
kisaran 54,28%—72,46%.

Hasil pengujian menunjukkan Rhodotorula sp. UICC Y-381 merupakan
khamir dengan persentase terbesar dalam mereduksi ukuran kepala konidia
dan iebar hifa A. ochraceus. Persentase reduksi kepala konidia kapang pada
hari ke-2 dan ke-3 secara berurutan sebesar 9,45% dan 12,43%. Persentase
reduksi lebar hifa pada hari ke-2 dan ke-3 secara berurutan sebesar 7,10%
dan 7,51%. Rhodotorula sp. UICC Y-332 merupakan khamir dengan
persentase terbesar dalam mereduksi diameter kepala konidia A. terreus.
Pefsentase reduksi ukuran diameter kepala konidia pada hari ke-2 dan ke-3

secara berurutan sebesar 10,17% dan 8,60%. Rhodotorula sp. UICC Y-332
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hanya menghambat ukuran kepala konidia tetapi tidak dapat mereduksi lebar
hifa kapang. Rhodotorula sp. UICC Y-381 merupakan khamir antagonis yang
paling potensial terhadap A. ochraceus karena mempunyai persentase
reduksi koloni kapang terbesar dengan kisaran 54,28%—72,46%.

Coelho dkk. (2007) melakukan pengujian kemampuan khamir
antagonistik untuk menghambat pertumbuhan Pen. expansum secara in vitro.
Hasil penelitian menunjukkan khamir antagonistik dapat menghambat
germinasi konidia sebesar §8,15% dan pertumbuhan miselium sebesar
66,17%. Hasil pengujian tersebut memperiihatkan khamir antagonistik dapat
menghambat germinasi dan pertumbuhan miselium kapang patogen Pen.
expansum.

Hasil pengujian antagonisme dengan sfide culfure berdasarkan
menunjukkan pada hari ke-2 inkubasi pada kontrot dan perlakuan
mempetlihatkan hifa Drechslera sp. berbentuk filamen dan belum
bersporulasi. Periakuan enam strain khamir Rhodotorufa sp. terhadap
Drechslera sp. memperlihatkan hifa kapang belum dikelilingi oleh khamir.
Pada hari ke-3 inkubasi, hifa kapang pada kontrol dan perlakuan masih
belum bersporulasi (Gambar 1.8). Pengamatan mikroskopik pada perlakuan
menunjukkan ke-enam strain khamir Rhodoforula sp. tetah mengelilingi hifa
kapang Drechslera sp. Sel khamir Rhodotorula sp. UICC Y-386 paling
banyak menempel pada hifa kapang Drechslera sp. dibandingkan sel-sel dari
lima strain Rhodotorula lainnya. Penempelan sel-sel Rhodoforula sp. UICC

Y-386 pada hifa kapang hampir menutupi permukaan hifa Drechslera sp.
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Chan & Tian (2005) melakukan pengujian antagonisﬁk antara Pichia
membranefaciens dan Candia albidus melawan Moniliela fructicola,

Pen. expansum dan Rhizopus stolonifer secara in vitro dan in vivo.
Pengamatan melalui SEM menunjukkan P. membranefaciens lebih kuat
menempel pada ketiga hifa kapang dibandingkan C. albidus. Pengujian
produksi enzim menunjukkan khamir £. membranefaciens juga lebih banyak
menghasilkan enzim p-1,3 gukanase dibandingkan C. albidus. Data tersebut
menunjukkan bahwa kuat tidaknya sel khamir menempel pada dinding sel
hifa kapang dipengaruhi cleh kemampuan sel khamir untuk menghasilkan
enzim litik.

Mekanisme antagonistik yang difakukan khamir-khamir Rhodoforula
spp. dalam interaksi antagonisme dengan kapang melalui pengamatan
menggunakan sirip methlod, ko-kultur dan slide culture diduga adalah
kompetisi untuk memenangkan kompetisi nutrien dan ruang. Khamir dapat
memenangkan kompetisi karena khamir diinckulasikan lebih dulu daripada
kapang sehingga memberi kesempatan kepada khamir untuk lebih cepat
memanfaatkan nutrien dan ruang daripada kapang. Selanjutnya khamir
tersebut menggunakan nutrien dan ruang untuk tumbuh dan bereproduksi
terlebih dahuiu dibandingkan kapang, sehingga jumlahnya bertambah dan
menyebabkan kandungan nutrien di dalam medium berkurang. Kandungan
nutrien yang berkurang di dalam medium menyebabkan nutrien yang akan
dirgunakan kapang untuk tumbuh dan sporulasi menjadi berkurang sehingga

pertumbuhan kapang menjadi terhambat.
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Pada tahun 1998, Filonow meneliti kemampuan Sporobolomyces
roseus, Cryptococcus laurentii, Saccharomyces cereviseae terhadap Bofrytis
cinerea dalam berkompetisi untuk menyerap gula pada medium secara in
vitro. Gula yang digunakan pada medium uji tersebut ditandai dengan label
14C. Pada jam ke- 48, temyata semua khamir dapat menyerap gula lebih
cepat dibandingkan dengan kapang. Penelitian tersebut menunjukkan
khamir lebih cepat menyerap nutrien yang terdapat dalam medium
dibandingkan dengan kapang.

Mekanisme [ain yang dapat menyebabkan pertumbuhan kapang
terhambat adatah karena khamir menghasilkan enzim litik seperti B-1,3
glukanase dan kitinase yang dapat mendegradasi dinding se! kapang
sehingga menyebabkan pertumbuhan kapang di sekitar khamir menjadi
terhambat. Dinding sel kapang tersebut didegradasi menjadi senyawa yang
iebih sederhana sehingga dapat dijadikan sumber nutrien yang berguna
untuk pertumbuhan dan reproduksi khamir.

Zhulong & Tian (2005) meneliti mekanisme antagonistik Pichia
membranefaciens dalam menghambat pertumbuhan Monilinia fructicola
secara in vifro. Pengamatan pada jam ke-48 menunjukkan mekanisme
antagonistik yang digunakan P. membranefaciens untuk menghambat
pertumbuhan Mon. fructicola adalah dengan menyekresikan enzim B-1,3
glukanase yang dapat mendegradasi dinding sef Mon. fructicola.

Hasil pengujian antagonisme dengan strip method, ko-kuitur dan sfide

culture menghasilkan satu strain potensial untuk dijadikan sebagai biokontrol
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yaitu Rhodotorula sp. UICC Y-381. Hal tersebut berkaitan dengan
kemampuannya mereduksi lebar koloni khamir, ukuran kepala konidia dan
lebar hifa dengan nilai persentase terbesar dan waktu hambat pertumbuhan
yang paling lama.

Kemampuan biokontrol khamir Rhodotorula dilakukan berdasarkan
Kalogiannis dkk. (2002) yang dimodifikasi. Hasil pengujian biokontrol
Rhodotorufa sp. UICC Y-381 terhadap kapang A. ochraceus selama 15 hari,
menunjukkan bahwa buah tomat terhindar dari kebusukan yang diakibatkan
oleh A. ochraceus selama 12 hari. Kebusukan baru terjadi pada hari ke-15
dengan persentase kebusukan 20%. Pengamatan pada buah tomat yang
tidak membusuk memperiihatkan tidak adanya pertumbuhan koloni A.
ochraceus di dalam luka, bahkan di beberapa luka koloni kapang mengering
dan tidak dapat bersporulasi. Pada buah tomat yang membusuk, pada luka
A. ochraceus dapat bergerminasi dan bersporulasi dan jaringan disekeliling
luka berwama hitam.

Pada kontrol kapang A. ochraceus, kebusukan pada luka mulai terjadi
sejak hari ke-3 dengan persentase kebusukan 20%. Persentase kebusukan
setelah 15 hari adalah 100% (tabel 1l.1) Gejaia kerusakan yang terjadi
adalah buah tomat mengkerut, berair, semua lubang ditutupi oleh hifa dan
spora kapang A. ochraceus, terjadi perekahan pada buah dan berbau.

Pengamatan menunjukkan bahwa suspensi khamir Rhodotoru/a sp.
UICC Y-381 dapat mengurangi luka yang membusuk pada buah tomat yang

disebabkan oleh A. ochraceus sebesar 80% (tabel 1.2). Khamir Rhodotoruia
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juga dapat menghambat pertumbuhan dan sporulasi kapang A. ochraceus
pada perlakuan, dibanding dengan kontrol kapang. Hal ini menunjukan
bahwa Rhodotoula sp. UICC Y-381 berpotensi sebagai agen biokontrol dari
A. ochraceus penyebab kebusukan pada buah tomat pascapanen.

Mekanisme biokontrol yang digunakan khamir Rhodotoula sp. UICC Y-
381 unfuk menghambat pertumbuhan kapang diduga adalah kompetisi
nutrien dan ruang. Diduga khamir Rhodoforula sp. lebih cepat menguasai
dan beradaptasi dengan lingkungan pada luka. Jumlah khamir Rhodoforula
sp. UICC Y-381 yang digunakan datam penelitian ini adalah tinggi yaitu 10°
CFU/ml. Kepadatan khamir yang tinggi tersebut menyebabkan khamir cepat
melakukan perbanyakan sel dan mengkolonialisasi pada luka sehingga dapat
mengalahkan kapang patogen untuk memperebutkan nutrien dan ruang pada
luka.

Hasil pengamatan pada buah tomat yang disiram fungisida Dithane M-
45 0,08% menunjukkan, hingga hari ke-15 pertumbuhan kapang A.
ochraceus adalah terhambat sebesar 100%. Kapang A. ochraceus tidak
mengalami pertumbuhan sama sekali pada lubang. Kemampuan biokontrol
Rhodoforula sp. UICC Y-381 yang dapat menghambat pertumbuhan kapang
sebesar 80% menunjukkan kemampuan biokontrolnya hampir setara dengan
kemampuan fungisida dalam menghambat pertumbuhan kapang A.
ochraceus. Hal ini menunjukan bahwa khamir Rhodotorula dapat dijadikan

alternatif pengganti fungisida.
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Pengamatan selama 15 hari mulai han ke-3 hingga ke 12 inkubasi
pada 10 buah tomat yang dilukai kemudian disiram khamir menunjukkan
sebanyak 100% buah tomat tidak mengalami kebusukan. Buah tomat tidak
berbau busuk, tidak berair, dan permukaan buah tomat masih keras ketika
dipegang. Kebusukan baru terjadi pada buah tomat pada hari ke-15 inkubasi
sebanyak 20% . Gejala yang terlihat pada buah tomat yang busuk adalah
luka berair, di sekitar luka terdapat jaringan yang mengering berwarna merah
muda.

Khamir antagonis Rhodotorula sp. UICC Y-381 diduga mampu
memanfaatkan nutrien dengan cepat untuk pertumbuhan dan reproduksi sel.
Rhodotorula sp. UICC Y-381 kemungkinan menghasilkan enzim hidrolitik
yang dapat mendegradasi dinding sel buah menjadi senyawa yang lebih
sederhana. Senyawa sederhana tersebut akan menjadi nutrien yang akan
digunakan untuk pertumbuhan dan reproduksi. Kemampuan khamir untuk
cepat menguasai nutrien dan ruang serta dapat menghasilkan enzim hidrolitik
memberi keuntungan pada buah tomat yang disiram suspensi khamir untuk
terhindar dari serangan kapang patogen. Akan tetapi di sisi Iain khamir juga
menyebabkan kerugian pada buah tomat karena dapat menyebabkan buah
tomat menjadi busuk.

Pengamatan pada 10 buah tomat yang tidak dilukai kemudian disiram
khamir hingga hari ke-15 inkubasi, menunjukkan sebanyak 100% buah tomat

tidak mengalami kebusukan. Diduga khamir dapat bertahan pada
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permukaan buah tomat dan dapat melindungi buah tomat dari serangan
kapang patogen yang dapat menyebabkan kebusukan pada tomat.

Khamir memiliki kemampuan untuk bertahan pada permukaan
tanaman dalam jangka waktu lama karena khamir dapat memanfaatkan
nutrien pada permukaan tanaman seperti giukosa, fruktosa, sukrosa, asam
organik dan asam amino yang dilepaskan dari jaringan dalam buah. Khamir
Rhodotorula memiliki kermampuan untuk bertahan pada permukaan buah
karena khamir tersebut juga bersifat oligotropik, yaitu dapat bertahan pada
kondisi kurang nutrien. Faktor lain adalah khamir juga dapat menghasilkan
Extracellular Polysaccharide (EPS) yang berfungsi untuk meningkatkan
kemampuan khamir bertahan hidup pada fingkungan yang kekurangan
nutrien dan air (Fonseca & Inacio, 20086).

Pengamatan pada buah tomat yang dilukai dan tidak dilukai masing-
masing sebanyak 10 buah tomat, menunjukkan hingga hari ke-15 semua
buah tomat tidak mengalami kebusukan. Hal fersebut mengindikasikan
akuades steril tidak menyebabkan kebusukan. Hasil pengamatan terhadap
10 buah tomat yang dilukai menunjukkan seluruh buah tomat tidak
mengalami kebusukan hingga hari ke-12 inkubasi. Kebusukan pada buah
tomat baru terjadi pada hari ke-15 sebesar 20%. Pengamatan terhadap buah
tomat yang mengalami kebusukan, menunjukkan buah mengeluarkan air
pada bagian dasar, jaringan menjadi lunak dan berbau busuk. Kebusukan
vang terjadi diduga disebabkan oleh kontaminasi mikroorganisme yang

berasal dari udara atau debu yang masuk ke dalam {uka ketika pengamatan.
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Hasil pengamatan selama 15 hari pada 10 buah tomat tanpa
perlakuan menunjukkan sebanyak 10% buah tomat telah mengalami
kebusukan pada hari ke-3 pengamatan. Pada pengamatan hari ke-15
menunjukkan terjadi kebusukan pada buah tomat sudah mencapai 50%.
Pada buah tomat yang membusuk terlihat, buah ditumbuhi oleh kapang
dengan koloni berwarna putih, berbau busuk, berair, dan buah tomat menjadi
mengerut. Kebusukan yang terjadi pada buah tomat tanpa perlakuan diduga
karena diserang oleh berbagai mikroorganisme yang berada pada

permukaan buah tomat.
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RANGKUMAN KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

1. Pengujian antagonistik melalui strip method menunjukkan Rhodotorula sp.
UICC Y-381 memiliki kemampuan antagonistik potensial karena mempunyai
persentase reduksi lebar koloni terbesar terhadap A. ochraceus dengan nilai
persentase berkisar 54,28%-—72,46% selama 6 hari inkubasi.

2. Pengujian antagonistik melalui ko-kultur menunjukkan Rhodoforula sp.
UICC Y-381 memiliki kemampuan antagonistik potensial karena mempunyai
persentase terbesar untuk mereduksi ukuran kepala konidia dan lebar hifa
terhadap A. ochraceus dibandingkan kelima strain khamir Rhodotorula sp.
lainnya. Persentase reduksi kepala Konidia kapang pada hari ke-2 dan ke-3
secara berurutan sebesar 9,45% dan 12,43%. Persentase reduksi lebar hifa
pada hari ke-2 dan ke-3 secara berurutan sebesar 7,10% dan 7,51%.

3. Pengujian antagonistik melalui sfide cuffure menunjukkan

Rhodoforula sp. UICC Y-386 paling kuat menempel pada dinding sel hifa
kapang Drechslera sp.

4. Dari ketiga pengujian antagonistik, Rhodotorula sp. UICC Y-381
mempunyai kemampuan antagonistik yang paling potensial karena potensial
pada dua pengujian antagonistik yaitu strip method dan co-culture.

5. Rhodoforula sp. UICC Y-381 berpotensi sebagai agen biokontro! karena
mampu menghambat kebusukan pada buah tomat yang disebabkan oleh

A. ochraceus sebesar 100% selama 12 hari.
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6. Kemampuan khamir Rhodotorufa sp. UICC Y-381 adalah hampir setara
dengan kemampuan Fungisida Dithane M-45 untuk menghambat

pertumbuhan A. ochraceus.

SARAN

Khamir Rhodotorula sp. UICC Y-381 yang mempunyai kemampuan
antagonistik potensial terhadap A. ochraceus perlu diuji kemampuannya
sebagai agen biokontrol secara in vivo pada buah. Informasi mengenai
kemampuan biokontrol Rhodotorula sp UICC Y-381 tersebut dapat
dimanfaatkan untuk diaplikasikan menjadi produk komersial di bidang

pertanian
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