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ABSTRAK

Nama : Nur Laili
Program Studi : Pascasarjana Biologi
Judul Tesis : Karakterisasi dan Aplikasi Bakteri Agen Biokontrol:

Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW
terhadap Kapang Patogen Fusarium oxysporum Schlecht f.
sp. cubense pada Tanaman Pisang (Musa acuminata) var.
Cavendish

Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW diisolasi dari tanah dan
rizosfer tanaman dari perkebunan nanas dan pisang di Provinsi Lampung. Kedua
bakteri tersebut diuji kemampuannya dalam melawan patogen Fusarium
oxysporum Schlecht f. sp. cubense (Foc) secara in-vitro dan in-vivo. Aplikasi
Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagal isolat tunggal maupun
kombinasinya secara in-vivo pada tanaman pisang var. Cavendish dilakukan
dalam rumah kaca selama 30 hari. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengkarakterisasi dan menguji potensi Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp.
L.3.1-DW sebagai agen biokontrol dalam menghambat patogen Foc dan mengkaji
kemampuannya untuk menghasilkan enzim ketahanan tanaman pisang. Potensi
Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagai agen biokontrol
ditunjukkan dengan kemampuannya dalam menghambat pertumbuhan patogen
Foc, sintesis enzim protease dan Kitinase ekstraseluler, produksi hormon tumbuh
Indole-Acetic Acid (IAA), dan produksi enzim ketahanan tanaman [phenylalanine
ammonia-lyase (PAL) and tyrosine ammonia lyase (TAL)]. Bacillus sp. 140-B
dan Streptomyces sp. L.3.1-DW juga berperan sebagai plant growth-promoting
rhizobacteia (PGPR), yang diindikasikan dengan peningkatan pertumbuhan
tanaman pisang, di mana perlakuan Streptomyces L.3.1-DW memiliki rata-rata
tinggi tanaman tertinggi dibandingkan perlakuan lainnya, dengan atau tanpa
infeksi Foc. Hasil penelitian secara in-vitro dan in-vivo menunjukkan bahwa
Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki kemampuan sebagai agen biokontrol yang
lebih baik dibandingkan Bacillus sp. 140-B. Penelitian ini mengindikasikan
bahwa Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW dapat digunakan
sebagai alternatif untuk mengendalikan infeksi Foc.

Kata kunci:  Aktivitas PAL dan TAL, biokontrol, enzim protease dan kitinase,
Foc, IAA, PGPR.
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ABSTRACT

Name : Nur Laili
Study Programe : Magister Biology
Thesis Title : Characterization and Application of Biocontrol Bacteria

Agents: Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-
DW toward Pathogenic Fungi Fusarium oxysporum
Schlecht f. sp. cubense on Banana Plant (Musa acuminata)
var. Cavendish

Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW were isolated from soil
and rhizosphere area of pineapple and banana plantation in Lampung Province.
Those bacteria were evaluated in-vitro and in-vivo tests againts Fusarium
oxysporum Schlecht f. sp. cubense (Foc). Application of Bacillus sp. 140-B and
Streptomyces sp. L.3.1-DW as single isolate or in combination in banana plant
var. Cavendish were tested under greenhouse conditions for 30 days . The aims of
this study were to characterize and investigate the potentials of Bacillus sp. 140-B
and Streptomyces sp. L.3.1-DW as biocontrol agents to inhibit Foc pathogen and
investigate their abilities to produce plant resistancy enzymes. The potentials of
Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW as biocontrol agents were
showed by their abilities to inhibit growth of Foc pathogen, synthesize
extracellular protease and chitinase enzymes, produce growth hormone, such as
Indole-Acetic Acid (1AA), and produce plant resistancy enzymes, such as
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and tyrosine ammonia lyase (TAL). Bacillus
sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW also act as plant growth-promoting
rhizobacteia (PGPR), that indicated by improvement of banana growth, in which
Streptomyces L.3.1-DW caused the highest growth of banana either with or
without Foc infection. In-vitro and in-vivo tests was showed that Streptomyces
sp. L.3.1-DW had better biocontrol activities compared to Bacillus sp. 140-B.
This study indicated that Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW could
be used as alternative solutions to control Foc pathogen.

Keywords: Biocontrol, Foc, IAA, PAL and TAL activities, PGPR, protease and
chitinase enzymes.
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Name - Nur Laili (1006786410)
Date: 02 July 2012

Title : CHARACTERIZATION AND APPLICATION OF
BIOCONTROL BACTERIA AGENTS: Bacillus sp. 140-B
AND Streptomyces sp. L.3.1-DW TOWARD PATHOGENIC
FUNGI Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. cubense ON
BANANA PLANT (Musa acuminata) var. CAVENDISH

Thesis supervisor : Dr.rer.nat. Sarjiya Antonius; Dr. Andi Salamah, M.Sc.

SUMMARY

Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. cubense (Foc) is the causal pathogen
of banana wilt or Panama disease. Foc has infected banana plantations across
Asia, Africa, Australia and tropical regions of America. Foc pathogen in
Indonesia has been reported to infect banana plantations at 16 provinces, in which
three provinces in Sumatera have the largest damage area about 3300 ha. Foc
infection on banana caused external and internal symptoms. Externally, the first
symptoms of disease are wilting and light yellow colouring of the lower leaves,
and the first internal symptom was showed by a reddish brown discoloration of
the xylem, develops in roots and rhizome.

Biocontrol can be defined as the use of natural organisms or genetically
modified, genes or gene products, to reduce the effects of undesirable organisms
to favour organisms useful to human, such as crops, trees, animals and beneficial
microorganisms. Generally, biocontrol have three mechanisms to inhibit fungal
pathogen, 1). competition for nutrients, oxygen and habitat; 2). parasitism or the
physical destruction of fungal cell walls by the action of hydrolitic enzymes; and
3). antibiosis activity by antibiotics or antifungal compounds.

Characterization and investigation the potentials of Bacillus sp. 140-B and
Streptomyces sp. L.3.1-DW as biocontrol to inhibit Foc pathogen were studied,
either in-vitro and in-vivo test. The potentials of those bacteria as biocontrol
agents in in-vitro test showed by their abilities to form inhibition zone arround
pathogen Foc on PDA medium, synthesize protease and chitinase enzymes, and
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produce growth Hormone, such as Indole Acetic Acid (IAA). Protease and
chitinase enzymes was synthesized by biocontrol bacteria are the main mechanism
to suppress Foc pathogen by cell walls and mycellia degradation through
proteolytic and chitinolytic activities. Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp.
L.3.1-DW also could produce IAA with variation concentration after 24, 36 and
72 hours incubation. IAA has important roles to control pathogen and promote
growth of plant. IAA also function as important signal molecules in the regulation
of plant development, increase of plant resistancy by trigger induced systemic
resistance (ISR).

Application of Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW as
single isolate or their combination on banana under greenhouse conditions gave a
significant effect compared to control. The bacteria showed potential as biocontrol
agents, indicated by decreasing % Foc infection on banana, suppressing Foc
population in the rhizosfer area, producing plant resistancy enzymes (PAL and
TAL), and promoting growth of banana plants. Penylalanine Ammonia-Lyase
(PAL) and Tyrosine Ammonia-Lyase (TAL) enzymes are the earliest responses
was induced by banana plant againts Foc infection. Bacillus sp. 140-B and
Streptomyces sp. L.3.1-DW also act as plant growth-promoting rhizobacteia
(PGPR) to promote plant growth.

The results showed that Streptomyces sp. L.3.1-DW had better biocontrol
activities compared to Bacillus sp. 140-B. Streptomyces sp. L.3.1-DW had larger
inhibition zone, produced extracellular protease and chitinase, while Bacillus sp.
140-B could only produce extracellular protease, produced higher concentration
of 1AA, had the lowest % Foc infection and Foc population, produced higher
PAL and TAL activity, and also had higher of banana plant growth. This study
indicated that Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW could be used as

alternative solutions to control Fusarium wilt in banana.

xvii + 100 pages; 12 plates; 11 tables; 19 appendixes
Bibliography : 109 (1981—2012)
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PENGANTAR PARIPURNA

Pisang Cavendish merupakan salah satu kultivar pisang yang banyak
dibudidayakan pada industri perkebunan karena memiliki beberapa sifat unggul,
antara lain rasa, aroma, warna, tekstur serat dan kandungan nutrisinya (Kumar et
al. 2010). Perkebunan pisang merupakan salah satu usaha perkebunan terpenting
di dunia yang terdapat di beberapa negara di wilayah Amerika Latin, Afrika dan
Asia (Dita et al. 2010). Seiring dengan perkembangan perkebunan pisang,
penyakit yang menyerang tanaman pisang juga berkembang dan menjadi
permasalahan global yang mengancam kelangsungan produksi pisang. Salah satu
penyakit tersebut adalah penyakit layu Fusarium yang disebabkan oleh kapang
patogen Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. cubense (Foc), atau lebih dikenal
dengan Panama disease (Ploetz 2000; Perez-Vicente 2004; Saravanan et al.
2004a; Saravanan et al. 2004b; Ploetz 2006; Saravanan & Muthusamy 2006; Dita
et al. 2010; Jumjunidang et al. 2012). Penyakit layu Fusarium pada tanaman
pisang ditandai dengan beberapa gejala, antara lain: daun menguning dan layu,
batang layu, akar membusuk, dan pada akhirnya menyebabkan kematian (Smith et
al. 1988; Ploetz 2000; Saravanan et al. 2004b; Ploetz 2006).

Kerusakan perkebunan pisang akibat infeksi Foc telah terjadi di wilayah
Asia, Australia, Afrika, dan daerah tropis di Amerika sejak tahun 1950-an (Hwang
& Ko 2004). Infeksi Foc di Indonesia terjadi pada 277 titik yang tersebar di 16
provinsi penghasil pisang, dengan kerusakan paling parah terjadi di tiga provinsi
di Sumatra sebesar 3300 hektar (Nasir & Jumjunidang 2003; Molina et al. 2010).
Di Provinsi Lampung, infeksi Foc pertama kali terdeteksi hanya pada satu
tanaman di perkebunan PT. Nusantara Tropical Fruit (NTF) pada tahun 1993,
kemudian terus menyebar dan mencapai luasan 1700-2200 ha pada tahun 2002
(Nasir & Jumjunidang 2002).

Berbagai upaya telah banyak dilakukan untuk mengendalikan infeksi Foc
pada tanaman pisang, antara lain dengan pemberantasan secara kimia, biologi
(biokontrol), fisika, rotasi tanaman ataupun dengan mengontrol nutrisi tanah
(Nasir et al. 2003). Upaya pengendalian infeksi Foc pada tanaman pisang yang

paling sering digunakan adalah penggunaan fungisida dan penggunaan bibit

1 Universitas Indonesia
Karakterissasi dan aplikasi..., Nurlaili, FMIPAUI, 2012



tanaman pisang yang resisten terhadap Foc (Nasir et al. 2003; Leong et al. 2009).
Penggunaan fungisida yang berlebihan dan berulang-ulang dapat menyebabkan
resistensi pada jamur patogen, sehingga sering dilakukan penambahan dosis yang
mengakibatkan terjadinya penurunan kualitas tanah dan diversitas
mikroorganisme tanah (Ishii 2004; Laili & Antonius 2009). Penggunaan bibit
pisang yang resisten terhadap Foc untuk pengendalian Foc juga mengalami
beberapa kendala, antara lain fertilitas tanaman induk dan viabilitas bibit yang
rendah, serta perubahan sifat genetis tanaman terhadap Foc yang dapat
menyebabkan Foc menjadi resisten di tanaman pisang (Ploetz 2006; Leong et al.
2009). Penggunaan biokontrol merupakan salah satu alternatif untuk
mengendalikan infeksi Foc pada tanaman pisang (Ploetz 2006).

Bakteri rizosfer seperti Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Arthrobacter dan
Streptomyces merupakan bakteri agen biokontrol yang baik terhadap kapang
patogen pada tanaman (Basha & Ulaganathan 2002; de Vasconcellos & Cardoso
2009). Penghambatan pertumbuhan Foc oleh bakteri biokontrol dilakukan melalui
mekanisme kompetisi nutrisi, oksigen, dan habitat, sintesis enzim hidrolase
seperti kitinase, protease dan -1-3 glucanase serta sekresi senyawa antibiotik atau
senyawa antifungal lainnya (Benyagoub et al. 1998; Gomes et al. 2000; Getha &
Vikineswary 2002; de Azaredo et al. 2004; Nourozian et al. 2006; Rodas-Junco et
al. 2009). Bacillus sp. dan Streptomyces sp. diketahui mampu mensekresikan
enzim hidrolase, seperti protease dan kitinase yang berpotensi dalam melisiskan
dinding sel jamur kapang patogen dan menghambat pertumbuhan Foc (Gomes et
al. 2000; de Azaredo et al. 2004; Rodas-Junco et al. 2009). Bacillus sp. dan
Streptomyces sp. juga diketahui memiliki kemampuan untuk menghasilkan
hormon tumbuh seperti hormon Indole Acetic Acid (IAA), yang berpengaruh
pada pertumbuhan tanaman dan berperan penting dalam sistem ketahanan
tanaman terhadap patogen (Antonius et al. 2009; Kumari et al. 2009).

Penggunaan bakteri Bacillus 140-B dan Streptomyces L.3.1-DW sebagai
agen biokontrol dalam penelitian ini berdasarkan hasil penapisan mikroorganisme
yang berpotensi dalam menghambat pertumbuhan patogen Foc. Dari penapisan
tersebut, menunjukkan hasil bahwa bakteri Bacillus 140-B dan Streptomyces
L.3.1-DW memiliki potensi yang lebih baik dalam menghambat patogen Foc
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dibandingkan dengan isolat bakteri lainnya. Isolat bakteri Bacillus 140-B
diperoleh dari isolasi sampel tanah area rizosfer tanaman nanas di perkebunan
nanas PT. Great Giant Pineapple Company (GGPC), sedangkan Streptomyces
L.3.1-DW diperoleh dari isolasi sampel tanah area rizosfer tanaman pisang
Cavendish di perkebunan pisang PT. Nusantara Tropical Fruit (NTF), Provinsi
Lampung. Penggunaan Bacillus 140-B dan Streptomyces L.3.1-DW juga memiliki
keuntungan, karena kedua bakteri diisolasi dari area rizosfer tanaman dan dalam
penelitian ini juga diaplikasikan di area rizosfer tanaman pisang Cavendish,
sehingga diharapkan dapat memberikan pengaruh yang lebih baik dibandingkan
isolat bakteri lainnya.

Penelitian tentang biokontrol pada tanaman pisang yang terinfeksi Foc
telah banyak dilakukan, tetapi masih parsial. Dalam penelitian ini, akan dilakukan
kajian menyeluruh tentang potensi bakteri Bacillus 140-B dan Streptomyces
L.3.1-DW dalam menghambat Foc secara in-vitro dan in-vivo. Potensi bakteri
Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW dalam menghambat
pertumbuhan Foc secara in-vitro akan dikaitkan dengan kemampuannya untuk
menghasilkan enzim protease dan Kitinase serta produksi hormon tumbuh 1AA.
Pada penggunaan biokontrol secara in-vivo, dilakukan kajian secara terpadu
dengan mengamati pengaruh pemberian agen biokontrol pada tanaman pisang
terhadap tingkat infeksi Foc, populasi Foc di area rizosfer, pengukuran aktivitas
enzim resistensi PAL dan TAL, dan pengamatan pertumbuhan tanaman pisang.

Penelitian ini merupakan bagian dari kegiatan penelitian DIPA Kompetitif
LIPI dari Pusat Penelitian Biologi LIPI dengan topik pengembangan teknologi
pengendalian penyakit layu Fusarium pada tanaman pisang secara biologi
berbasis mikroba endofit dan rizosfer. Hasil dari pengujian Bacillus 140-B dan
Streptomyces L.3.1-DW sebagai isolat tunggal maupun kombinasinya secara in
vivo diharapkan dapat menjadi terobosan baru dalam mengoptimalkan peran
biokontrol untuk mengendalikan penyakit layu Fusarium yang telah menyebabkan
kerusakan di perkebunan pisang. Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi
dan mengkaji potensi Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagai
agen biokontrol untuk menghambat pertumbuhan Foc secara in-vitro dan in-vivo

pada tanaman pisang Cavendish.
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KARAKTERISASI AKTIVITAS ANTAGONISME DARI Bacillus sp. 140-B
DAN Streptomyces sp. L.3.1-DW DAN POTENSINYA SEBAGAI AGEN
BIOKONTROL TERHADAP KAPANG PATOGEN Fusarium oxysporum

Schlecht f. sp. cubense SECARA IN-VITRO

Characterization of in-vitro antagonism activity from Bacillus sp. 140-B and
Streptomyces sp. L.3.1-DW and their potential as biocontrol agents toward
Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. cubense

Nur Laili

lie_azzahra@yahoo.co.id

ABSTRACT

Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW were isolated from soil and
rhizosphere area of pineapple and banana plantation in Lampung Province. The
bacteria were tested againts Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. cubense (Foc) on
Potato Dextrose Agar (PDA) medium. The aims of this study were to characterize
and investigate the potentials of Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-
DW to inhibite Foc pathogen. Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW
acted as antifungal agents toward Foc. Streptomyces sp. L.3.1-DW has larger
inhibition zone with inhibition percentage up to 51,43%. The result of this
research showed that Streptomyces sp. L.3.1-DW was able to produce
extracellular protease and chitinase, while Bacillus sp. 140-B could only produce
extracellular protease. Qualitative test of protease production showed that Bacillus
sp. 140-B mostly had a larger clearing zone compared to Streptomyces sp. L.3.1-
DW. Quantitively, protease and chitinase activities were measured based on
growth curve of each bacteria. The higher protease activity of Bacillus sp. is 7,90
U/mg protein. at 8 hours after incubation. While Streptomyces sp. L.3.1-DW had
the highest protease activity is 10,47 U/mg protein. at 36 hours after incubation
and chitinase activity is 2,96 U/mg protein. after 84 hours incubation.
Streptomyces sp. L.3.1-DW and Bacillus sp. 140-B could also produce growth
hormone, such as Indole-Acetic Acid (IAA), in which Streptomyces sp. L.3.1-
DW had higher concentration of 1AA compared to Bacillus sp. 140-B, with the
highest IAA is 7,159 ppm at 72 hours. This result indicated that Bacillus sp. 140-
B and Streptomyces sp. L.3.1-DW were potential to use for biocontrol agents to
inhibit growth of Foc pathogen.

Keywords: Biocontrol, Foc, IAA, protease and chitinase enzymes.
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PENDAHULUAN

Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. cubense (Foc) adalah jamur
kosmopolit di tanah yang berkoloni pada sistem pembuluh tanaman inangnya
(Leong et al. 2009). Foc merupakan agen penyebab penyakit layu Fusarium pada
tanaman pisang atau lebih dikenal dengan Panama disease (Ploetz 2000;
Saravanan et al. 2004a; Saravanan et al. 2004b; Ploetz 2006; Saravanan &
Muthusamy 2006). Penyakit layu Fusarium pada tanaman pisang ditandai dengan
beberapa gejala, antara lain: daun menguning dan layu, batang layu, akar
membusuk, dan pada akhirnya menyebabkan kematian (Smith et al. 1988; Ploetz
2000; Saravanan et al. 2004b; Ploetz 2006).

Biokontrol merupakan salah satu alternatif yang digunakan untuk
mengendalikan infeksi Foc. Biokontrol didefinisikan sebagai organisme alami,
hasil rekayasa genetik, dan gen atau produk gen, yang digunakan untuk
mengurangi efek penyakit pada organisme inang yang menguntungkan manusia,
serta tidak berbahaya bagi lingkungan (Monte & Llobell 2003). Salah satu
mikroorganisme yang banyak digunakan sebagai agen biokontrol adalah bakteri,
karena memiliki beberapa keuntungan, antara lain mudah beradaptasi pada
lingkungan di mana mereka diaplikasikan dan tidak menimbulkan pencemaran
lingkungan (Rodas-Junco et al. 2009). Basha dan Ulaganathan (2002) serta de
Vasconcellos dan Cardoso (2009) melaporkan bahwa bakteri rizosfer seperti
Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Arthrobacter dan Streptomyces merupakan
bakteri agen biokontrol yang baik terhadap kapang patogen pada tanaman.

Pengujian penghambatan patogen Foc secara in-vitro oleh bakteri
biokontrol telah banyak dilakukan. Bakteri biokontrol berperan dalam
menghambat pertumbuhan Foc dalam media agar melalui mekanisme kompetisi
nutrisi, oksigen, dan habitat, menghasilkan enzim hidrolase seperti Kitinase,
protease dan 3-1-3 glucanase yang berperan dalam melisiskan dinding sel jamur
patogen serta mensekresikan senyawa antibiotik atau senyawa antifungal lainnya
(Benyagoub et al. 1998; Gomes et al. 2000; Getha & Vikineswary 2002; de
Azaredo et al. 2004; Nourozian et al. 2006; Rodas-Junco et al. 2009). Sekresi
enzim oleh bakteri merupakan mekanisme yang efektif dalam menghambat

pertumbuhan patogen. Bacillus sp. dan Streptomyces sp. diketahui mampu
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mengsekresikan enzim hidrolase, seperti protease dan kitinase yang berpotensi
dalam melisiskan dinding sel jamur kapang patogen, sehingga menghambat
pertumbuhan Foc (Gomes et al. 2000; de Azaredo et al. 2004; Rodas-Junco et al.
2009). Enzim kitinase berperan dalam melisiskan kitin yang merupakan
komponen utama dinding sel jamur sehingga terjadi degradasi dinding sel jamur
patogen (Gupta et al. 1995; Huang et al. 2005; Huang & Chen 2008). Aktivitas
protease memecah protein menjadi monomer-monomer yang lebih kecil juga
berperan dalam proses mikolitik dan degradasi miselia jamur patogen (Basha &
Ulaganathan 2002). Bacillus sp. dan Streptomyces sp. juga diketahui memiliki
kemampuan untuk menghasilkan hormon tumbuh seperti hormon Indole Acetic
Acid (IAA), yang berpengaruh pada pertumbuhan tanaman dan berperan penting
dalam sistem ketahanan tanaman terhadap patogen (Antonius et al. 2009; Kumari
et al. 2009).

Penelitian ini bertujuan mengkaji potensi Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagai agen biokontrol untuk menghambat
pertumbuhan Foc. Isolat bakteri Bacillus sp.140-B diisolasi dari perkebunan
nanas PT. Great Giant Pinapple Company (GGPC), sedangkan Streptomyces sp.
L.3.1-DW diisolasi dari perkebunan pisang Cavedish PT. Nusantara Tropical Fruit
(NTF), Provinsi Lampung. Penggunaan isolat bakteri Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces sp. L.3.1-DW berdasarkan hasil penapisan uji antagonisme
mikroorganisme terhadap patogen Foc, di mana kedua bakteri tersebut
menunjukkan aktivitas antagonisme lebih baik dibandingkan isolat bakteri
lainnya, sehingga berpotensi untuk digunakan sebagai agen biokontrol. Selain itu,
dalam penelitian ini akan dilakukan karakterisasi terhadap potensi bakteri Bacillus
sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagai agen biokontrol yang meliputi
kemampuannya untuk menghasilkan enzim protease dan kitinase serta hormon
tumbuh IAA. Sintesis enzim protease dan kitinase, serta produksi hormon tumbuh
IAA merupakan bagian dari mekanisme bakteri Bacillus sp. 140-B dan

Streptomyces sp. L.3.1-DW untuk menghambat pertumbuhan patogen Foc.
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BAHAN DAN CARA KERJA
A. Bahan

Bahan yang digunakan adalah isolat bakteri Bacillus sp.140-B dan
Streptomyces sp. L.3-1.DW yang merupakan koleksi laboratorium Ekofisiologi
dan telah diidentifikasi dengan sekuen 16S rDNA; media Nutrient Agar (NA);
media Yeast Starch Agar (YSA); media International Streptomyces Project-2 Agar
(ISP-2) pH 7,2; media Potato Dextrose Agar (PDA); media Nutrient Broth (NB);
media Potato Dextrose Broth (PDB); media ISP-2 Broth; media Yeast Extract
Manitol Broth (YEMB); media Protease-Skim Milk Agar 1% pH 7,0; media Kitin
Agar 0,5% pH 6,8; media Exoproteinase pH 7,2; kertas saring Whatman® No. 41
diameter 125 mm; alkohol 70%; spiritus; akuades; buffer fosfat pH 7,0; buffer
Tris HCI pH 8,0; reagen Salkowski; reagen Bradford; reagen-reagen untuk
pengukuran aktivitas enzim protease dan Kitinase; azocasein; Kitin koloid,;
microtube; seperangkat micropipette; pompa vakum Gast®; seperangkat corong
Buchner; peralatan gelas; sentrifus; spektrofotometer; rotary shaker; water bath;
komputer; kamera digital.

B. CaraKerja
1. Pengukuran pertumbuhan bakteri

Isolat bakteri Bacillus sp.140-B ditumbuhkan ke dalam media NB yang
terdiri dari 5 g pepton dan 3 g beef extract dalam 1000 ml akuades. Kemudian
diinkubasi pada rotary shaker dengan kecepatan 100 rpm. Selanjutnya dilakukan
pengambilan sampel kultur bakteri untuk pengukuran pertumbuhannya setiap 2
jam sampai bakteri mencapai fase stasioner, dan dilakukan pengukuran
pertumbuhan dengan menentukan nilai absorbansi atau tingkat kekeruhan (OD)
kultur bakteri menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 436 nm
dengan 2 ulangan.

Pengukuran pertumbuhan pada Streptomyces sp. L.3.1-DW dilakukan
dengan metode filtrasi dan penentuan bobot kering dan bobot basah (Sejiny 1991;
Tawfik & Ramadan 1991). Isolat bakteri ditumbuhkan pada media ISP-2 pH 7,2
yang terdiri dari yeast extract 4 g; malt extract 10 g; dextrose 4 g; agar 20 g dalam
1000 ml akuades. Kultur diinkubasi pada rotary shaker dengan kecepatan 100
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rpm. Kemudian diambil sampel sebanyak 10 ml setiap 12 jam dengan 2 ulangan
sampai bakteri mencapai fase stasioner. Sampel bakteri disaring menggunakan
kertas saring Whatman® No. 41 diameter 125 mm yang telah diletakkan pada
corong Buchner yang dihubungkan pompa vakum. Proses penyaringan dilakukan
selama 10 menit, kemudian kertas saring diambil dan dikeringkan dalam oven
pada suhu 70 °C selama 24 jam. Setelah dikeringkan, kertas saring ditimbang dan
dilakukan penghitungan bobot kering sel bakteri Streptomyces sp. L.3.1-DW.
Bobot kering dan bobot basah ditentukan dengan menghitung selisih antara berat

akhir kertas saring yang mengandung sel bakteri dengan berat awal kertas saring.

2. Uji aktivitas antagonisme Bacillus sp.140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-

DW terhadap Foc secara in vitro

Pengujian aktivitas biokontrol Bacillus sp.140-B dan Streptomyces sp.

L.3.1-DW terhadap jamur patogen Fusarium oxysporum Schlect f. sp. cubense
menggunakan metode cross plug yang dimodifikasi oleh Getha & Vikineswary
(2002) dengan 2 ulangan. Satu ose kultur bakteri ditumbuhkan di tengah cawan
petri yang berisi media PDA dan dinkubasi pada suhu 28 °C selama 2 hari.
Kemudian 1 blok agar F. oxysporum Schlect f. sp. cubense (Foc) berdiameter 5
mm ditumbuhkan pada media PDA di kedua sisi cawan petri dengan jarak 2 cm
dari bakteri (Getha & Vikineswary 2002). Untuk perlakuan kontrol, 1 blok agar
Foc ditumbuhkan pada media PDA di kedua sisi cawan petri yang tidak
diinokulasi dengan bakteri. Setelah 5 hari inkubasi, kemudian diamati zona

penghambatan yang dibentuk oleh bakteri di sekitar Foc.

3. Pengukuran aktivitas enzim protease dan kitinase
3.1. Uji kualitatif aktivitas protease

Uji aktivitas protease secara kualitatif ditentukan dengan menggunakan
metode disc blank (Basha & Ulaganathan 2002). Isolat bakteri Bacillus sp.140-B
diinokulasi pada media NB dan diinkubasi pada rotary shaker selama 24 jam.
Sedangkan bakteri Streptomyces sp. L.3.1-DW diinokulasi pada media ISP-2 dan
diinkubasi pada rotary shaker selama 72 jam. Selanjutnya disc blank dicelupkan
pada kultur bakteri yang telah diinkubasi dan diletakkan pada media Protease-
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Skim Milk Agar 1% pH 7,0 dengan 2 ulangan dan diinkubasi pada suhu 28 °C.
Media Protease-Skim Milk Agar 0,8% terdiri dari glukosa 1,0 g; yeast extract
2,5 g; casein 1,0 g; susu skim 10 g; dan Agar 22 g dalam 1000 ml akuades.

Kemudian dilakukan pengamatan zona bening yang terbentuk di sekeliling disc

blank dan diukur diameternya.

3.2. Uji kualitatif aktivitas kitinase

Uji aktivitas kitinase secara kualitatif ditentukan dengan menggunakan
metode disc blank (Getha & Vikineswary 2002). Isolat bakteri Bacillus sp.140-B
diinokulasi pada media NB dan diinkubasi pada rotary shaker selama 24 jam.
Sedangkan bakteri Streptomyces sp. L.3.1-DW diinokulasi pada media ISP-2 dan
diinkubasi pada rotary shaker selama 72 jam. Selanjutnya disc blank dicelupkan
pada kultur bakteri yang telah diinkubasi dan diletakkan pada media Kitin Agar
0,5% pH 6,8 dengan 2 ulangan dan diinkubasi pada suhu 28 °C. Media Kitin Agar
0,5% terdiri dari Kitin koloid 5,0 g; glukosa 3,0 g; polypeptone 1,0 g; KH,PO, 1,0
g; MgSQ,.7H,0 0,5 g; dan Agar 22 g dalam 1000 ml akuades. Kemudian
dilakukan pengamatan zona bening yang terbentuk di sekeliling disc blank dan

diukur diameternya.

3.3. Analisis kuantitatif aktivitas protease

Analisis kuantitatif aktivitas protease dilakukan menggunakan substrat
azocasein 0,5% berdasarkan metode dari Benitez et al. (2001) dengan 2 ulangan.
Isolat bakteri diinokulasikan pada media Exoproteinase pH 7,2, yang terdiri dari
peptonl10,0 g; yeast extract 5,0 g; dan 100 ml BS stock solution dalam 1000 ml
aquades. BS stock solution terdiri dari 70 mM MgCl,; 1 mM CaCl,; ImM MnCly;
2 mM FeSOyq; 7,5 mM NaySO4; dan 50 mM KH2PO,4. Kemudian diambil 1 ml
kultur bakteri pada fase log pertumbuhannya, dan disentrifus dengan kecepatan
12000 rpm pada suhu 4 °C selama 10 menit. Selanjutnya dibuat campuran larutan
reaksi yang terdiri dari 100 pl substrat azocasein 0,5% dalam 100 mM buffer
Tris.HCI 1 M pH 8,0 dan 100 pl sampel enzim. Kemudian larutan diinkubasi pada
suhu 40 °C selama 1 jam. Setelah 1 jam inkubasi, reaksi enzimatik dihentikan

dengan menambahkan 400 pl asam trichloroacetic (TCA) 10% dan disentrifus
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dengan kecepatan 12000 rpm pada suhu 4 °C selama 10 menit. Setelah
sentrifugasi, supernatan dipindahkan ke dalam tabung baru dan ditambahkan 700
pl NaOH 525 mM. Selanjutnya dilakukan pengukuran OD menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 442 nm. Satu unit azocasein
didefinisikan sebagai jumlah enzim yang dihasilkan pada setiap peningkatan OD
sebesar 0,01unit per jam (Benitez et al. 2001). Aktivitas spesifik enzim protease
diukur sebagai perbandingan antara aktivitas enzim protease (unit/ml) dengan
kadar protein dalam enzim (mg/ml). Kadar protein dalam enzim ditentukan
dengan Metode Bradford (1976) dan dihitung dengan persamaan pada kurva
standar BSA.

3.4. Analisis kuantitatif aktivitas kitinase

Analisis kuantitatif aktivitas kitinase dilakukan menggunakan substrat
kitin koloid 0,5% berdasarkan metode dari Shanmugaiah et al. (2008) yang
dimodifikasi dengan 2 ulangan. Dibuat campuran larutan reaksi yang terdiri dari
0,5 ml substrat kitin koloid 0,5% dalam 50 mM buffer Tris.HCI pH 8,0 dan
diinkubasi 37 °C selama 5 menit. Selanjutnya ditambahkan 0,5 ml sampel enzim
dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit. Setelah 30 menit inkubasi,
tabung yang berisi larutan reaksi dimasukkan ke dalam air mendidih selama 5
menit. Selanjutnya larutan disentrifus dengan kecepatan 5000 rpm selama 5 menit.
Setelah sentrifugasi, diambil supernatannya sebanyak 250 ul dan ditambahkan 50
ul Potassium Tetraborat 0,1 M, kemudian dimasukkan dalam air mendidih selama
3 menit dan didinginkan dalam air mengalir. Selanjutnya ditambahkan 1,25 ml 4-
(Dimetilamino) Benzaldehida, dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 20 menit.
Setelah 20 menit inkubasi, selanjutnya dilakukan pengukuran OD menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 584 nm. Satu unit aktivitas enzim
kitinase didefinisikan sebagai jumlah enzim yang dihasilkan oleh 1 umol substrat
N-acetylglucosamine sebagai standar (Mathivanan et al. 1998). Aktivitas spesifik
enzim kitinase diukur sebagai perbandingan antara aktivitas enzim kitinase
(unit/ml) dengan kadar protein dalam enzim (mg/ml). Kadar protein dalam enzim
ditentukan dengan Metode Bradford (1976) dan dihitung dengan persamaan pada
kurva standar BSA.
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3.5. Penentuan kadar protein

Kadar protein dalam sampel enzim ditentukan menggunakan metode
Bradford (1976). Dalam metode tersebut digunakan Reagen Bradford terdiri dari
10 mg Comassie Briliant Blue yang dilarutkan dengan 5 ml etanol 95% dan 10 ml
HsPO, 85%. Larutan diencerkan dengan akuades hingga mencapai volume 100 ml
dan dihomogenkan. Kemudian larutan disaring dengan kertas saring dan disimpan
dalam botol gelap pada suhu rendah. Penentuan kadar protein dilakukan dengan
mengambil sampel enzim sebanyak 100 pl dan ditambahkan 5 ml Reagen
Bradford, kemudian divortex. Selanjutnya larutan diinkubasi selama 15 menit
pada suhu 30 °C. Setelah 15 menit inkubasi, dilakukan pengukuran OD
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 595 nm.

Kadar protein dihitung berdasarkan persamaan dari kurva standar protein.
Pembuatan kurva standar protein menggunakan Bovine Serum Albumin (BSA).
Ditimbang 1 mg BSA dan dilarutkan dalam 1 ml buffer fosfat pH 7,0. Kemudian
dibuat pengenceran dengan konsentrasi 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 dan 100
pg/ml. Selanjutnya ditambahkan 5 ml Reagen Bradford dan divortex. Kemudian
larutan diinkubasi selama 15 menit pada suhu 30° C. Setelah 15 menit inkubasi,
dilakukan pengukuran OD menggunakan spektrofotometer pada panjang

gelombang 595 nm.

4. Uji hormon tumbuh Indole Acetic Acid (IAA)
4.1. Produksi hormon tumbuh I1AA

Bakteri ditumbuhkan dalam Erlenmeyer 100 ml yang berisi media Yeast
Extract Manitol Broth (YEMB) yang mengandung 0,1% L-tryptophan dan 1%
glukosa dengan 2 ulangan dan diinkubasi pada rotary shaker dengan kecepatan
100 rpm dalam rentang waktu 24, 48 dan 72 jam. Selanjutnya kultur bakteri
disentrifus dengan kecepatan 4000 rpm selama 20 menit pada suhu 4 °C. Setelah
sentrifugasi, supernatan dipisahkan dari peletnya dan digunakan untuk analisis
kadar IAA (Sinha & Basu 1981, Patten & Glick 1996).
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4.2. Analisis kadar hormon tumbuh I1AA

Supernatan sebanyak 1 ml dicampur dengan 4 ml reagen Salkowski dan
diinkubasi di tempat gelap pada suhu ruang selama 20 menit. Selanjutnya
dilakukan pengukuran kadar IAA menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 535 nm. Adanya indole yang dihasilkan ditunjukkan dengan
perubahan warna pada supernatan menjadi merah muda. Kadar IAA ditentukan
dengan membandingkan hasil pengukuran pada kurva standar IAA (Patten &
Glick 1996).

HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Pengukuran pertumbuhan bakteri

Pengukuran pertumbuhan bakteri merupakan hal yang penting untuk
dilakukan dalam karakterisasi bakteri. Dari pengukuran pertumbuhannya, maka
dapat diketahui fase-fase dalam kurva pertumbuhan bakteri, yang terdiri dari fase
lag, eksponensial/logaritmik, stasioner dan kematian. Hal tersebut berkaitan erat
dengan laju pertumbuhan bakteri, di mana laju pertumbuhan maksimum bakteri
terjadi fase eksponensial. Fase eksponensial dari pertumbuhan bakteri ditunjukkan
dengan pertambahan nilai absorbansi bakteri yang lebih besar dibandingkan
dengan pertambahan absorbansi pada saat fase lag dan stasioner. Pada fase
eksponensial, biomassa bakteri akan meningkat dan terjadi aktivitas metabolisme,
sintesis enzim, hormon, antibiotik dan senyawa metabolit sekunder lainnya. Oleh
karena itu, pengukuran aktivitas enzim-enzim yang dihasilkan oleh bakteri
dilakukan pada saat pertumbuhan bakteri mencapai fase eksponensial. Aktivitas
enzim tertinggi yang dihasilkan oleh bakteri diperkirakan dicapai pada saat fase
eksponensial, sedangkan produksi metabolit sekunder diduga dicapai pada saat
fase eksponensial akhir atau awal stasioner.

Pertumbuhan bakteri Bacillus sp. 140-B dalam media NB ditunjukkan
dengan adanya peningkatan nilai absorbansi pada setiap 2 jam pengukuran. Nilai
absorbansi tertinggi Bacillus sp. 140-B dicapai pada umur 24 jam, dan pada jam
ke-26 terjadi penurunan absorbansi. Dari hasil pengukuran absorbansi kultur
bakteri, kemudian dibuat kurva pertumbuhan bakteri Bacillus sp. 140-B (Gambar
I.1). Berdasarkan gambar dari kurva pertumbuhan bakteri, diketahui bahwa
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Bacillus sp. 140-B dapat tumbuh dengan cepat dan memasuki fase eksponensial
pada saat pertumbuhan jam ke-4 sampai ke-10, kemudian mulai masuk ke fase
stasioner setelah kultur bakteri berumur 12 jam. do Nascimento dan Martins
(2004) telah melaporkan dalam penelitian sebelumnya, bahwa pertumbuhan
Bacillus sp. SMI-2 mencapai fase eksponensial pada jam ke-5 sampai ke-9,
kemudian pertumbuhannya mulai menurun dan memasuki fase stasioner pada jam
ke-10.

100

10 A

0.1 4

Logqg absorbansi (OD436)

0.01 T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28
Waktu (jam)

Gambar 1.1. Kurva pertumbuhan Bacillus sp. 140-B pada media NB

Berdasarkan kurva pertumbuhan bakteri pada Gambar 1.1, dapat
ditentukan waktu generasi dan konstanta laju pertumbuhan Bacillus sp. 140-B.
Waktu generasi (doubling time) adalah waktu yang dibutuhkan oleh sel bakteri
untuk membelah menjadi dua, sedangkan konstanta laju pertumbuhan
menunjukkan banyaknya bakteri yang tumbuh per unit waktu pada fase
eksponensial. Waktu generasi dari Bacillus sp. 140-B adalah 69,58 menit/generasi
dan konstanta laju pertumbuhannya adalah 0,595/jam. Sementara itu, hasil
penelitian dari Mayanti dan Ariesyady (2009) menunjukkan bahwa waktu
generasi bakteri golongan Bacillus berkisar antara 25 sampai 43 menit dengan
konstanta laju pertumbuhan 0,9 — 1,52/jam. Hasil penelitian ini menunjukkan

bahwa laju pertumbuhan Bacillus sp. 140-B lebih lambat dibandingkan dengan
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hasil penelitian sebelumnya. Hal tersebut dapat disebabkan oleh pengaruh
komposisi media pada pertumbuhannya. Dalam penelitian yang dilakukan oleh
Mayanti dan Ariesyady (2009), media NB yang digunakan untuk mengukur
pertumbuhan Bacillus sp. terdapat penambahan garam NaCl dan sumber nitrogen
lainnya, yaitu yeast extract. Penambahan NaCl dan yeast extract tersebut dapat
memacu bakteri untuk mempercepat laju pertumbuhannya.

Pengukuran pertumbuhan bakteri Streptomyces sp. L.3.1-DW dalam media
ISP-2 dilakukan dengan mengukur bobot kering kultur bakteri dengan rentang
waktu setiap 12 jam. Selain menghitung bobot kering, dilakukan juga
penghitungan bobot basah sel bakteri yang telah disaring. Metode pengukuran
bobot kering dan bobot basah dilakukan karena Streptomyces sp. L.3.1-DW
merupakan bakteri yang menghasilkan hifa, sehingga tidak memungkinkan untuk
mengukur turbiditasnya. Oleh karena itu, untuk menentukan pertumbuhannya,
dilakukan dengan mengukur biomassanya. Hasil pengukuran menunjukkan
adanya peningkatan bobot kering dan bobot basah sel bakteri dari waktu ke
waktu. Nilai bobot kering dan bobot basah tertinggi dari bakteri Streptomyces sp.
L.3.1-DW dicapai pada umur kultur 84 jam, dan mulai menurun pada jam ke-96.
Dari hasil pengukuran bobot kering dan bobot basah, diketahui bahwa kurva
pertumbuhan bakteri Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki bentuk yang sama
(Gambar 1.2). Pertumbuhan Streptomyces sp. L.3.1-DW memasuki fase
eksponensial pada umur 36-84 jam, dan mulai masuk ke fase stasioner setelah
kultur bakteri berumur 96 jam. Hasil pengukuran pertumbuhan Streptomyces sp.
MR10 dan MR13 yang dilakukan oleh Sejiny (1991) dalam penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa bakteri tersebut tumbuh maksimum dan mencapai fase
eksponensial pada hari ke-4 sampai ke-7 setelah inkubasi. Sedangkan
pertumbuhan Streptomyces sp. MY 16 mencapai pertumbuhan maksimum pada
hari ke-4 yang merupakan fase eksponensial akhir. Dengan demikian, hasil
pengukuran pertumbuhan Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki kecenderungan

yang sama dengan Streptomyces sp. MY 16 yang diteliti oleh Sejiny (1991).
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Gambar 1.2. Kurva pertumbuhan Streptomyces sp. L.3.1-DW pada media ISP-2

Berdasarkan kurva pertumbuhan bakteri pada Gambar 1.2, dapat
ditentukan waktu generasi dan konstanta laju pertumbuhan Streptomyces sp.
L.3.1-DW. Waktu generasi dari Streptomyces sp. L.3.1-DW adalah 47,63 jam
(1,98 hari)/generasi dengan konstanta laju pertumbuhan sebesar 0,021/jam
(0,5/hari). Beberapa penelitian telah dilakukan untuk mengetahui fase
pertumbuhan serta waktu generasi dan laju pertumbuhan dari bakteri
Streptomyces sp. Pengukuran pertumbuhan bakteri Streptomyces sp. yang
dilakukan oleh Sejiny (1991), menunjukkan bahwa waktu generasi Streptomyces
sp. berkisar antara 1,44 sampai 2,74 hari dengan konstanta laju pertumbuhan 0,36
—0,69/hari. Tawfik & Ramadan juga melaporkan bahwa Streptomyces sp.
memiliki waktu generasi antara 1,395 sampai 2,548 hari/generasi, dengan
konstanta laju pertumbuhan 0,39 — 0,72/hari. Hasil-hasil penelitian tersebut
menunjukkan kesamaan dengan hasil pengukuran pertumbuhan Streptomyces sp.
L.3.1-DW dalam penelitian ini. Hal tersebut disebabkan adanya pengaruh
komponen media yang sama, yaitu malt extract sebagai sumber karbon yang juga
digunakan pada pengukuran pertumbuhan Streptomyces sp. L.3.1-DW dan
Streptomyces sp. pada penelitian sebelumnya.

Waktu generasi bakteri sangat dipengaruhi oleh kondisi optimum dalam

pertumbuhannya, seperti komposisi media, pH, dan temperatur. Berdasarkan
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waktu generasinya, bakteri dapat digolongkan menjadi dua, yaitu bakteri dengan
laju pertumbuhan yang cepat dan lambat. Bakteri yang memiliki waktu generasi
kurang dari 4 jam digolongkan sebagai bakteri dengan laju pertumbuhan cepat
(Sadowsky et al. 1983). Dengan demikian, Bacillus sp. 140-B termasuk ke dalam
bakteri dengan laju pertumbuhan cepat, sedangkan Streptomyces sp. L.3.1-DW

termasuk dalam kelompok bakteri dengan laju pertumbuhan yang lambat.

2. Uji aktivitas biokontrol dari Bacillus sp.140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-
DW terhadap Foc secara in vitro
Hasil pengujian aktivitas antagonisme Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces sp. L.3.1-DW terhadap Foc secara in-vitro pada media PDA
menunjukkan hasil positif (Gambar 1.3). Bakteri agen biokontrol tersebut
memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan kapang patogen Foc yang
diindikasikan dengan terbentuknya zona penghambatan di sekitar Foc.

Keterangan: a. Kontrol
b. Bacillus sp. 140-B
c. Streptomyces sp. L.3.1-DW

Gambar 1.3. Hasil uji antagonisme bakteri agen biokontrol terhadap Foc dengan
metode cross plug dengan inkubasi selama 5 hari (Dokumentasi Laboratorium
Ekofisiologi P2 Biologi-LIPI)
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Pengujian aktivitas antagonisme bakteri agen biokontrol terhadap Foc
menunjukkan persentase penghambatan yang berbeda antar perlakuan (Tabel 1.1).
Penghitungan persentase penghambatan menggunakan persamaan yang telah
dilaporkan oleh Nourozian et al. (2007), yaitu:

% penghambatan = ((C — T)/C) x 100

Keterangan: C= diameter Foc kontrol
T= diameter Foc dengan perlakuan biokontrol

Tabel 1.1. Persentase penghambatan Foc oleh agen biokontrol

Perlakuan Indeks % penghambatan
Kontrol 0,00
Bacillus sp. 140-B 42,85
Streptomyces L.3.1-DW 51,43

Berdasarkan Tabel 1.1, diketahui bahwa Streptomyces sp. L.3.1-DW
memiliki persentase penghambatan terhadap Foc lebih baik dibandingkan Bacillus
sp. 140-B. Hasil penelitian Nourozian et al. (2007) juga menunjukkan bahwa
persentase penghambatan patogen oleh bakteri Streptomyces sp. (87,5%) lebih
tinggi dibandingkan Bacillus subtilis (51,5%). Aktivitas antagonisme
Streptomyces sp. L.3.1-DW yang lebih baik tersebut dimungkinkan karena bakteri
ini menghasilkan senyawa antibiotik dan antifungal lebih banyak dan lebih baik
dalam menghambat patogen Foc secara in-vitro dibandingkan Bacillus sp. 140-B.

Berdasarkan beberapa penelitian sebelumnya, telah banyak dilaporkan
bahwa aktivitas antagonisme dari bakteri biokontrol terhadap patogen dilakukan
melalui beberapa mekanisme antara lain: 1). kompetisi nutrisi, oksigen, dan
habitat; 2). parasitisme, dengan menghasilkan enzim hidrolase seperti kitinase,
protease dan [-1-3 glucanase yang berperan dalam melisiskan dinding sel jamur
patogen; 3). sekresi senyawa antibiotik atau senyawa antifungal dan metabolit
sekunder lainnya yang dapat menghambat pertumbuhan kapang patogen
(Benyagoub et al. 1998; Gomes et al. 2000; Getha & Vikineswary 2002; Woo et
al. 2002; de Azaredo et al. 2004; Compant et al. 2005; Monteiro et al. 2005;
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Nourozian et al. 2006; Prapagdee et al. 2008; Rodas-Junco et al. 2009). Meskipun
dalam penelitian ini belum dilakukan uji lanjut, terdapat kemungkinan bahwa
zona penghambatan yang dibentuk oleh bakteri biokontrol pada uji in-vitro di
cawan petri menunjukkan adanya kompetisi nutrisi dan habitat di cawan petri, di
mana bakteri mengabsorpsi nutrisi dari media agar dan menghambat pertumbuhan
patogen. Bakteri Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW diduga dapat
mensintesis enzim protease dan kitinase yang berperan dalam proses
penghambatan pertumbuhan patogen Foc. Kemungkinan lainnya adalah bakteri
tersebut menghambat pertumbuhan Foc dengan mengeluarkan senyawa metabolit
sekunder pada media agar. Senyawa metabolit sekunder seperti antibiotik
dilaporkan memiliki peranan penting dalam menghambat pertumbuhan patogen
karena dapat merusak hifa kapang patogen, sehingga hifa mengecil, abnormal,

atau menggembung (Getha & Vikineswary 2002).

3. Pengukuran aktivitas enzim protease dan kitinase
3.1. Uji kualitatif enzim protease dan Kitinase

Uji aktivitas enzim protease dan kitinase dari bakteri Bacillus sp. 140-B
dan Streptomyces sp. L.3.1-DW dengan metode disc blank pada media Protease-
Skim Milk Agar 1% pH 7,0 dan media Kitin Agar 0,5% pH 6,8 menunjukkan
hasil positif. Hal tersebut ditandai dengan terbentuknya zona bening di media agar
yang mengandung substrat susu skim 1% dan kitin koloid 0,5% (Gambar 1.4 dan
1.5). Zona bening yang terbentuk mengindikasikan bahwa bakteri tersebut
mensekresikan enzim yang mampu merombak substrat protein dan kitin yang
terdapat dalam media agar. Berdasarkan hasil pengujian, bakteri Streptomyces sp.
L.3.1-DW memiliki aktivitas enzim protease dan Kitinase, sedangkan Bacillus sp.

140-B hanya memiliki aktivitas enzim protease.
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Keterangan: a. Kontrol
b. Streptomyces sp. L.3.1-DW
c. Bacillus sp. 140-B

Gambar 1.4. Hasil uji kualitatif aktivitas enzim protease pada media Protease-
Skim Milk Agar 1% (Dokumentasi Laboratorium Ekofisiologi P2 Biologi-LIPI)

Keterangan: a. Kontrol
b. Streptomyces sp. L.3.1-DW
c. Bacillus sp. 140-B

Gambar 1.5. Hasil uji kualitatif aktivitas enzim kitinase pada media Kitin Koloid
Agar 0,5% (Dokumentasi Laboratorium Ekofisiologi P2 Biologi-LIPI)

Hasil pengujian aktivitas enzim protease dan kitinase secara kualitatif
menunjukkan tingkat aktivitas yang berbeda antara Streptomyces sp. L.3.1-DW
dengan Bacillus sp. 140-B (Tabel 1.2). Hal tersebut ditunjukkan dengan diameter
zona bening yang terbentuk pada media Protease-Skim Milk Agar 1% dan media

Kitin Koloid Agar 0,5%.
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Tabel 1.2. Uji aktivitas enzim protease dan kitinase secara kualitatif

Perlakuan Waktu inkubasi Diameter zona bening (cm)
(Jam) Protease Kitinase
Kontrol 24 td td
48 td td
72 td td
Bacillus sp. 140-B 24 1,0 td
48 1,7 td
72 1,85 td
Streptomyces sp. 24 0,9 td
L.3.1-DW 48 1,3 td
72 1,7 0,5

Keterangan: td = tidak terdeteksi

Berdasarkan Tabel 1.2, diketahui bahwa Bacillus sp. 140-B memiliki
aktivitas protease yang lebih tinggi dibandingkan Streptomyces sp. L.3.1-DW.
Namun, Streptomyces sp. L.3.1-DW mensintesis dua jenis enzim hidrolase, yaitu
enzim protease dan Kitinase, sedangkan Bacillus 140-B hanya mensintesis satu
jenis enzim, yaitu protease. Dalam pengamatan aktivitas enzim yang disintesis
oleh Streptomyces sp. L.3.1-DW, diketahui bahwa sintesis enzim Kitinase
membutuhkan waktu lebih lama dibandingkan enzim protease. Aktivitas enzim
protease mulai terdeteksi pada jam ke-24 setelah inkubasi, tetapi aktivitas kitinase
baru terdeteksi setelah pengamatan pada jam ke-72. Hasil pengukuran diameter
zona bening juga menunjukkan bahwa diameter zona bening pada pengujian
enzim protease lebih besar dibandingkan kitinase (Gambar 1.4 dan 1.5). Hal
tersebut dapat mengindikasikan bahwa aktivitas enzim kitinase lebih kecil
dibandingkan enzim protease, karena semakin besar diameter zona bening yang

terbentuk, maka aktivitas enzimnya juga semakin besar.

3.2. Uji kuantitatif enzim protease dan kitinase

Uji kuantitatif aktivitas enzim protease dilakukan pada fase eksponensial
dari pertumbuhan bakteri. Pengujian aktivitas enzim pada bakteri Bacillus sp.
140-B dilakukan pada saat umur kultur 4 - 10 jam. Aktivitas enzim protease dari
Bacillus sp. 140-B ditunjukkan pada tabel 1.3.
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Tabel 1.3. Aktivitas enzim protease Bacillus sp. 140-B

Jam ke- Aktivitas protease Kadar protein Aktivitas protease spesifik
(U/ml) (mg/ml) (U/mg protein)
4 9,76 6,63 1,47
6 26,16 6,58 3,98
8 39,26 4,97 7,90
10 45,16 7,23 6,25

Aktivitas enzim protease Bacillus sp. 140-B mengalami peningkatan
seiring dengan peningkatan umur kultur pada fase eksponensial (Gambar 1.6).
Namun, pada aktivitas enzim spesifik tertingi terjadi pada jam ke-8 sebesar 7,90
U/mg protein, kemudian menurun pada jam ke-10. Hasil pengukuran aktivitas
protease pada bakteri Bacillus sp. SMI-2 yang dilakukan oleh do Nascimento dan
Martins (2004) menunjukkan bahwa aktivitas protease tertinggi dicapai pada jam
ke-9 setelah inkubasi, sebesar 1,93 U/mg protein, kemudian menurun pada jam
ke-10. Hasil penelitian ini menunjukkan kesamaan waktu sintesis enzim protease
dengan penelitian sebelumnya, tetapi Bacillus sp. 140-B memiliki aktivitas
protease lebih tinggi dibandingkan dengan Bacillus sp. pada penelitian
sebelumnya.

Aktivitas protease dari Bacillus sp. 140-B dapat dikorelasikan dengan
kurva pertumbuhannya, di mana fase eksponensial terjadi pada jam ke-4 sampai
ke-10. Pada jam ke-10 merupakan fase eksponensial akhir dan memasuki fase
stasioner, sehingga aktivitas sintesis enzim dan senyawa metabolit lainnya akan
menurun. Aktivitas enzim protease yang dihasilkan oleh Bacillus sp. diduga
berkaitan langsung dengan proses metabolisme aktif selama pertumbuhan kultur

bakteri pada fase eksponensial (do Nascimento & Martins 2004).
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Gambar 1.6. Aktivitas enzim protease dari bakteri Bacillus sp. 140-B

Pengukuran aktivitas enzim protease dan kitinase pada Streptomyces sp.

L.3.1-DW dilakukan pada saat kultur mencapai fase eksponensial, yaitu pada jam

ke-36 sampai 84. Aktivitas enzim protease dan Kitinase dari Streptomyces sp.

L.3.1-DW ditunjukkan pada tabel 1.4 dan I.5.

Tabel 1.4. Aktivitas enzim protease Streptomyces sp. L.3.1-DW

Jam ke- Aktivitas protease Kadar protein | Aktivitas protease spesifik
(U/ml) (mg/ml) (U/mg protein)
36 39,88 3,81 10,47
48 56,23 7,16 7,85
60 62,18 9,44 6,59
72 64,48 12,83 5,03
84 65,98 12,04 5,48

Tabel 1.5. Aktivitas enzim kitinase Streptomyces sp. L.3.1-DW

Jam ke- Aktivitas Kitinase Kadar protein | Aktivitas kitinase spesifik
(U/ml) (mg/ml) (U/mg protein)
36 8,34 3,75 2,22
48 8,93 3,54 2,52
60 9,29 3,36 2,77
72 10,46 3,73 2,80
84 9,95 3,36 2,96
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Hasil uji kuantitatif menunjukkan aktivitas enzim protease spesifik
mengalami penurunan, sedangkan aktivitas kitinase spesifik mengalami

peningkatan pada saat fase eksponensial (Gambar 1.7).

12 4

10
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24 36 48 60 72 84 96

Aktivitas protease spesifik (U/mg)
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N

Aktivitas kitinase spesifik (U/mg)
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Gambar 1.7. Aktivitas enzim protease dan kitinase dari bakteri Streptomyces sp.
L.3.1-DW

Berdasarkan aktivitas enzim yang dihasilkan oleh Streptomyces sp. L.3.1-
DW pada Gambar 1.7, diketahui bahwa aktivitas protease berbanding terbalik
dengan aktivitas kitinase. Aktivitas protease mengalami penurunan seiring dengan
bertambahnya waktu inkubasi, sedangkan aktivitas kitinase mengalami
peningkatan. Berdasarkan hasil tersebut, diperkirakan bahwa aktivitas
metabolisme protein terjadi lebih cepat pada saat fase eksponensial awal, sehingga
sintesis enzim protease tertinggi dicapai pada jam ke-36, sebesar 10,47 U/mg
protein, kemudian menurun pada jam ke-48 dan seterusnya. Sedangkan aktivitas
metabolisme karbohidrat terjadi lebih lambat dibandingkan dengan metabolisme
protein, sehingga sintesis enzim Kitinase juga lebih lambat dibandingkan protease.
Aktivitas kitinase tertinggi terjadi pada saat fase eksponensial di jam ke-84
sebesar 2,96 U/mg protein. Hasil penelitian sebelumnya, yang dilakukan oleh
Rifaat et al. (2005) menunjukkan bahwa bakteri Streptomyces microflavus
memiliki aktivitas protease tertinggi sebesar 2,42 U/mg protein. Sedangkan hasil
pengukuran aktivitas Kitinase dari bakteri Streptomyces sp. pernah dilaporkan oleh

Gomes et al. 2000 dengan menggunakan substrat Kkitin koloid, menunjukkan
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bahwa aktivitas Kitinase berkisar antara 0,25 — 1,65 U/mg protein. Hasil penelitian
ini menunjukkan aktivitas protease dan kitinase dari bakteri Streptomyces sp.
L.3.1-DW lebih tinggi dibandingkan dengan Streptomyces sp. pada penelitian
sebelumnya.

Pengukuran aktivitas enzim secara kuantitatif dapat dikorelasikan dengan
hasil pengujian secara kualitatif. Hasil uji kualitatif menunjukkan bahwa aktivitas
kitinase baru terdeteksi setelah 72 jam inkubasi, sedangkan aktivitas protease
telah terdeteksi pada jam ke-24. Diameter zona bening yang terbentuk juga
mengindikasikan bahwa aktivitas kitinase lebih rendah dibandingkan protease.
Hasil uji kuantitatif juga menunjukkan bahwa aktivitas kitinase Streptomyces sp.
L.3.1-DW relatif lebih rendah dibandingkan aktivitas proteasenya. Hal ini dapat
juga disebabkan pengukuran aktivitas kitinase hanya dilakukan pada eksokitinase
dan tidak mengukur endokitinasenya. Streptomyces sp. L.3.1-DW diduga
memiliki aktivitas endokitinase yang lebih besar daripada eksokitinasenya.

Aktivitas enzim hidrolase yang dihasilkan oleh Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces sp. L.3.1-DW menunjukkan korelasi dengan fase-fase
pertumbuhannya. Aktivitas tertinggi dari enzim yang dihasilkan dicapai pada saat
fase eksponensial. Pada fase eksponensial, kondisi pertumbuhan bakteri
berbanding lurus dengan ketersediaan nutrisi dalam media tumbuhnya, di mana
laju pertumbuhannya maksimum sehingga aktivitas metabolisme dan sintesis
enzimnya juga berada pada kondisi maksimum. Aktivitas enzim yang dihasilkan
oleh bakteri Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW mengalami
penurunan pada saat fase eksponensial akhir atau saat memasuki fase stasioner.
Pada fase-fase tersebut sudah tidak ada nutrisi untuk pertumbuhan bakteri,
maupun substrat yang dapat dirombak oleh bakteri, sehingga menyebabkan
penurunan aktivitas enzimnya.

Aktivitas antagonisme bakteri biokontrol terhadap kapang patogen
dipengaruhi oleh kemampuannya dalam sintesis enzim hidrolase yang berperan
dalam menghambat pertumbuhan kapang patogen. Enzim-enzim hidrolase seperti
kitinase dan protease memiliki peran penting dalam melawan kapang patogen
dengan mendegradasi dinding selnya (Gomes et al. 2000; Prapagdee et al. 2008;
Quecine et al. 2008; Shanmugaiah et al. 2008). Protease dan Kitinase ekstraseluler
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yang dihasilkan oleh bakteri memiliki peran penting dalam aktivitas degradasi
dinding sel dan menghambat pertumbuhan jamur patogen, semakin besar enzim
kitinase dan protease yang disekresikan oleh bakteri maka aktivitas penghambatan
pertumbuhan jamur patogen juga semakin besar (Basha & Ulaganathan 2002;
Laili & Antonius 2009).

Hasil pengukuran aktivitas enzim yang dihasilkan oleh Bacillus sp. 140-B
dan Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki korelasi dengan aktivitas
antagonismenya terhadap kapang patogen Foc. Sebagaimana diketahui bahwa
aktivitas antagonisme Streptomyces sp. L.3.1-DW lebih baik dibandingkan
Bacillus sp. 140-B karena Streptomyces sp. L.3.1-DW mampu mensintesis enzim
protease dan kitinase, sedangkan Bacillus sp. 140-B hanya mensintesis protease.
Keberadaan protease dapat melisiskan sel kapang patogen dan merusak
miselianya melalui proses proteolitik, sedangkan kitinase berperan aktif dalam
melisiskan kitin yang merupakan komponen utama penyusun dinding sel jamur
melalui proses Kitinolitik (Gupta et al. 1995; Gomes et al. 2000; Basha &
Ulaganathan 2002; Huang et al. 2005; Huang & Chen 2008; Nandakumar et al.
2007).

4. Uji hormon tumbuh Indole Acetic Acid (1AA)

Hasil analisis IAA pada bakteri biokontrol Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces sp. L.3.1-DW menunjukkan bahwa kedua bakteri tersebut memiliki
kemampuan untuk menghasilkan hormon tumbuh IAA. Analisis dilakukan pada
waktu inkubasi 24, 48 dan 72 jam. Analisis IAA dalam penelitian ini
menggunakan asam amino tryptophan yang merupakan prekursor utama yang
beperan penting dalam biosintesis IAA. Kadar hormon tumbuh 1AA yang
dihasilkan oleh Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW ditunjukkan
pada tabel 1.6.
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Tabel 1.6. Kadar hormon tumbuh IAA pada bakteri agen biokontrol

Bakteri biokontrol Waktu inkubasi (Jam) | Kadar IAA (ppm)
Bacillus sp. 140-B 24 1,038

48 0,864

72 2,136
Streptomyces sp. L.3.1- 24 0,152
DW 48 4,894

72 7,159

Berdasarkan Tabel 1.6, diketahui bahwa Streptomyces sp. L.3.1-DW
mampu menghasilkan IAA dengan kadar yang lebih tinggi daripada Bacillus sp.
140-B. Kedua bakteri tersebut menghasilkan kadar IAA tertinggi pada masa
inkubasi kultur 72 jam. Hormon tumbuh IAA merupakan salah satu produk
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri setelah proses metabolisme untuk
produksi metabolit primer selesai. Wahyudi et al. (2011) juga menyebutkan
bahwa kadar hormon IAA yang dihasilkan oleh bakteri melimpah pada saat fase
stasioner. Produksi IAA akan meningkat pada saat kondisi pertumbuhan menurun,
ketersediaan karbon yang terbatas dan terjadi dalam kondisi lingkungan dengan
pH asam (Ona et al. 2003; Ona et al. 2005; van de Broek et al. 2005). Kondisi
tersebut menunjukkan keterkaitan antara produksi IAA dengan pertumbuhan
bakteri yang memasuki fase stasioner.

Sintesis hormon tumbuh IAA pada bakteri juga dapat dikaitkan dengan
keberadaaan spora yang dihasilkan oleh bakteri. Pada jam ke-72, bakteri Bacillus
sp. 140-B telah mencapai fase stasioner, di mana ketersediaan nutrisi dalam media
pertumbuhannya terbatas, sehingga memicu bakteri untuk menghasilkan
endospora. Endospora merupakan spora yang dihasilkan oleh bakteri pada saat
kondisi lingkungan tidak mendukung untuk pertumbuhannya sehingga bakteri
akan berdormansi dan tidak mati. Endospora tersebut bersifat tahan terhadap
keadaan yang ekstrim, seperti pH, suhu, ketersediaan air, dan nutrisi. Bakteri
Streptomyces sp. L.3.1-DW juga termasuk kelompok bakteri yang menghasilkan
spora, di mana spora yang dihasilkan tersebut dapat memicu bakteri untuk
menghasilkan hormon tumbuh 1AA.

Analisis hormon IAA dilakukan untuk mengetahui potensi kedua bakteri
terkait dengan perannya sebagai agen biokontrol. Ketika diaplikasikan pada

tanaman, diharapkan agen biokontrol tersebut dapat menghambat pertumbuhan
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patogen, juga dapat mendukung pertumbuhan tanaman. Hormon 1AA merupakan
salah satu bagian mekanisme bakteri biokontrol sebagai agen plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR). Hormon tumbuh 1AA yang dihasilkan oleh
PGPR berfungsi sebagai sinyal molekul yang penting dalam regulasi
perkembangan tanaman, memacu perkembangan perakaran tanaman inang,
meningkatkan ketahanan tanaman terhadap patogen dan memacu pertumbuhan
tanaman (Cattelan et al. 1999; Shaharoona et al. 2006; Egamberdiyeva 2007;
Ashrafuzzaman et al. 2009; Joshi & Bath 2011). Produksi hormon tumbuh 1AA
oleh bakteri biokontrol juga berperan dalam memacu peningkatan induced
systemic resistance (ISR) untuk meningkatkan sistem ketahanan tanaman terhadap
infeksi patogen (Shiddique 2006).

KESIMPULAN

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces sp. L.3.1-DW berpotensi untuk menghambat pertumbuhan kapang
patogen Foc, di mana Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki indeks persentase
penghambatan lebih besar dibanding Bacillus sp. 140-B, yaitu 51,43%. Aktivitas
antagonisme bakteri agen biokontrol terjadi melalui sintesis enzim protease dan
Kitinase serta produksi hormon tumbuh IAA. Streptomyces sp. L.3.1-DW mampu
mensintesis enzim protease dan Kitinase, sedangkan Bacillus sp. 140-B hanya
mensintesis enzim protease. Streptomyces sp. L.3.1-DW juga memiliki kadar
hormon tumbuh IAA yang lebih tinggi dibandingkan Bacillus sp. 140-B, yaitu
7,159 ppm pada jam ke-72. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa
Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki kemampuan penghambatan yang lebih baik
terhadap kapang patogen Foc dibandingkan Bacillus sp. 140-B.

SARAN

1. Pada pengukuran enzim kitinase, perlu dilakukan pengukuran aktivitas
endokitinase, sehingga dapat diperoleh aktivitas kitinase yang lebih akurat dari
bakteri Streptomyces sp. L.3.1-DW.
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2. Perlu dilakukan kajian lebih lanjut tentang senyawa antifungal yang dihasilkan
oleh bakteri biokontrol yang berperan dalam menghambat pertumbuhan kapang

patogen Foc.
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APLIKASI Bacillus sp. 140-B DAN Streptomyces sp. L.3.1-DW UNTUK
MENGENDALIKAN INFEKSI Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. cubense
PADA TANAMAN PISANG (Musa acuminata) var. CAVENDISH

Application of Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW to control
Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. cubense infection on banana plant (Musa
acuminata) var. Cavendish
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ABSTRACT

Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. cubense (Foc) is the causal pathogen of wilt
disease of banana. Abilities of biocontrol agents Bacillus sp. 140-B and
Streptomyces sp. L.3.1-DW to control Foc infection in banana were studied.
Application of Bacillus sp. 140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW as single
isolate or their combination in banana were tested under greenhouse conditions
for 30 days. The aims of this study were to evaluate the potential of Bacillus sp.
140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW as biocontrol agents in banana and
investigate their abilities to produce plant resistancy enzymes. Plants treatments
with biocontrol agents to control Foc in banana gave a significant effect compared
to control. The lowest disease severity was found on the treatment with single
isolate Streptomyces sp.L.3.1-DW with infection percentage 29,33%.
Streptomyces sp. L.3.1-DW could suppress Foc population (6,25 x 10° CFU/ml) in
rhizosfer area after 30 days innoculation. Application of biocontrol agents could
also increase plant resistancy by producing phenylalanine ammonia-lyase (PAL)
and tyrosine ammonia lyase (TAL) enzymes as the earliest responses of banana
againts Foc infection. In this work, the control plant which have more Foc
infection had higher PAL and TAL activity compared to treatments. Bacillus sp.
140-B and Streptomyces sp. L.3.1-DW also act as plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPR), that indicated by improvement of banana growth, in which
Streptomyces L.3.1-DW caused the highest growth of banana either with or
without Foc infection. This study indicated that Bacillus sp. 140-B and
Streptomyces sp. L.3.1-DW could be used as alternative solutions to control
Fusarium wilt in banana var. Cavendish.

Keywords: Banana, Biocontrol, Foc, Fusarium wilt, PAL and TAL activity,
PGPR.
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PENDAHULUAN

Pisang merupakan salah satu komoditas buah tropis yang banyak diminati
oleh konsumen dengan produksi sampai lebih dari seratus juta ton setiap tahun
(Ploetz 2006). Perkebunan pisang merupakan salah satu usaha perkebunan
terpenting di dunia, sebagai sumber pendapatan dan komoditas ekspor utama di
beberapa negara di wilayah Amerika Latin, Afrika dan Asia (Dita et al. 2010).
Perkebunan pisang di Indonesia tersebar dari Aceh sampai Papua, di mana sekitar
66,56% terdapat di Jawa dan Provinsi Lampung (Jumjunidang et al. 2012). Buah
pisang yang dihasilkan dari kedua wilayah tersebut mencapai 31% dari total
produksi buah-buahan perkebunan (Jumjunidang et al. 2012). Salah satu kultivar
pisang untuk industri perkebunan yang banyak dibudidayakan adalah pisang
Cavendish, karena memiliki beberapa sifat unggul, antara lain rasa, aroma, warna,
tekstur serat dan kandungan nutrisinya (Kumar et al. 2010).

Seiring dengan perkembangan perkebunan pisang, penyakit yang
menyerang tanaman pisang juga berkembang dan menjadi permasalahan global
yang mengancam kelangsungan produksi pisang. Salah satu penyakit tersebut
adalah penyakit layu Fusarium yang disebabkan oleh kapang patogen Fusarium
oxysporum Schlecht f. sp. cubense, atau lebih dikenal dengan Panama disease
(Ploetz 2000; Perez-Vicente 2004; Saravanan et al. 2004a; Saravanan et al.
2004b; Ploetz 2006; Saravanan & Muthusamy 2006; Dita et al. 2010;
Jumjunidang et al. 2012). Jenis Foc yang menginfeksi pisang Cavendish adalah
Foc ras 4 yang memiliki tingkat virulensi lebih tinggi dibandingkan Foc ras 1, 2,
dan 3 karena mampu menginfeksi kultivar tanaman pisang Cavendish yang
resisten terhadap infeksi Foc (Ploetz 2006). Tanaman yang terinfeksi Foc akan
menunjukkan gejala daun menguning dan layu pada daun yang paling bawah dan
diikuti oleh daun di atasnya sampai akhirnya tanaman akan mati (Salerno et al.
2000; Leong et al. 2009; Dita et al. 2010). Gejala internal menunjukkan adanya
diskolorisasi pada rizoma dan pembuluh xylem di pseudostem mengalami
nekrosis (Ploetz 2000; Ploetz 2006; Dita et al. 2010).

Kerusakan perkebunan pisang akibat infeksi Foc telah terjadi di wilayah
Asia, Australia, Afrika, dan daerah tropis di Amerika sejak tahun 1950-an (Hwang
& Ko 2004). Kerusakan perkebunan pisang di Leyte, Filipina berkisar 5-65%,
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sedangkan di Malaysia dan Indonesia, luas perkebunan yang rusak mencapai 5000
hektar (Bastasa & Baliad 2005; Molina et al. 2010). Infeksi Foc di Indonesia
terjadi pada 277 titik yang tersebar di 16 provinsi penghasil pisang, dengan
kerusakan paling parah terjadi di tiga provinsi di Sumatra sebesar 3300 hektar
(Nasir & Jumjunidang 2003; Molina et al. 2010). Di Provinsi Lampung, infeksi
Foc pertama kali terdeteksi hanya pada satu tanaman di perkebunan PT.
Nusantara Tropical Fruit (NTF) pada tahun 1993. Infeksi Foc kemudian terus
menyebar ke area yang lebih besar, dan mencapai 1700-2200 ha pada tahun 2002,
(Nasir & Jumjunidang 2002).

Berbagai upaya telah banyak dilakukan untuk mengendalikan infeksi Foc
pada tanaman pisang, antara lain dengan pemberantasan secara kimia, biologi
(biokontrol), fisika, rotasi tanaman ataupun dengan mengontrol nutrisi tanah
(Nasir et al. 2003). Upaya pengendalian infeksi Foc pada tanaman pisang yang
paling sering digunakan adalah penggunaan fungisida dan penggunaan bibit
tanaman pisang yang resisten terhadap Foc (Nasir et al. 2003; Leong et al. 2009).
Penggunaan fungisida yang berlebihan dan berulang-ulang dapat menyebabkan
resistensi pada jamur patogen sehingga sering dilakukan penambahan dosis yang
mengakibatkan penurunan kualitas tanah dan diversitas mikroorganisme tanah
(Ishii 2004; Laili & Antonius 2009). Penggunaan bibit pisang yang resisten
terhadap Foc untuk pengendalian Foc juga mengalami beberapa kendala, antara
lain fertilitas tanaman induk dan viabilitas bibit yang rendah, serta perubahan sifat
genetis tanaman terhadap Foc yang dapat menyebabkan Foc menjadi resisten di
tanaman pisang (Ploetz 2006; Leong et al. 2009). Penggunaan biokontrol
merupakan alternatif untuk pengendalian infeksi Foc pada tanaman pisang (Ploetz
2006).

Bakteri rizosfer seperti Bacillus sp. dan Streptomyces sp. berpotensi
sebagai agen biokontrol untuk mengendalikan infeksi patogen Foc dan memiliki
beberapa keuntungan. Beberapa keuntungan dari bakteri rizosfer Bacillus sp.
antara lain bersifat non-patogen sehingga cukup aman untuk diaplikasikan dan
dapat meningkatkan produktivitas tanaman (Asaka & Shoda 1996; Basha &
Ulaganathan 2002). Bacillus sp. dan Streptomyces sp. juga mampu mensekresikan
enzim hidrolase, seperti protease dan kitinase yang berpotensi dalam melisiskan
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dinding sel jamur patogen Foc, sehingga pertumbuhan Foc pada tanaman pisang
akan terhambat (Gomes et al. 2000; de Azaredo et al. 2004; Rodas-Junco et al.
2009). Penggunaan biokontrol juga memiliki keuntungan lainnya karena dapat
memicu tanaman pisang untuk meningkatkan mekanisme pertahanannya terhadap
Foc, yaitu dengan menghasilkan enzim-enzim ketahanan seperti enzim
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) dan tyrosine ammonia-lyase (TAL) (Ebel
1986; Khan et al. 2003).

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji potensi bakteri Bacillus sp. 140-B
dan Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagai agen biokontrol untuk mengendalikan
serangan patogen Foc pada tanaman pisang Cavendish. Isolat bakteri Bacillus
sp.140-B diisolasi dari perkebunan nanas PT. Great Giant Pinapple Company
(GGPC), sedangkan Streptomyces sp. L.3.1-DW diisolasi dari perkebunan pisang
Cavedish PT. Nusantara Tropical Fruit (NTF), Provinsi Lampung. Penggunaan
isolat bakteri Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW berdasarkan
hasil penapisan uji antagonisme mikroorganisme terhadap patogen Foc, di mana
kedua bakteri tersebut menunjukkan aktivitas antagonisme lebih baik
dibandingkan isolat bakteri lainnya, sehingga berpotensi untuk digunakan sebagai
agen biokontrol. Kajian dilakukan secara terpadu dengan mengamati pengaruh
pemberian agen biokontrol pada tanaman pisang terhadap tingkat infeksi Foc,
populasi Foc di area rizosfer, pengukuran aktivitas enzim resistensi, dan
pengamatan pertumbuhan tanaman pisang. Aplikasi biokontrol dilakukan dengan
menggunakan isolat Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagai
isolat tunggal dan kombinasinya. Kajian terhadap respon ketahanan tanaman
pisang yang telah diberi agen biokontrol dilakukan dengan mengkaji kemampuan
tanaman dalam menghasilkan enzim PAL dan TAL yang berperan dalam
peningkatan ketahanan tanaman pisang terhadap infeksi patogen Foc. Penggunaan
Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagai isolat tunggal maupun
kombinasinya diharapkan dapat menjadi alternatif baru untuk mengoptimalkan

peran biokontrol pada pengendalian Foc di lapangan.
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BAHAN DAN CARA KERJA
A. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bibit tanaman pisang
Cavendish klon Grand Naim yang berumur 2 bulan dengan tinggi antara 12,88-
14,38 cm. Bibit diperoleh dari Laboratorium Kultur Jaringan Seamo Biotrop,
Bogor. Isolat bakteri Bacillus sp. 140-B, Streptomyces sp. L.3.1-DW koleksi
Laboratorium Ekofisiologi Pusat Penelitian Biologi LIPI; media pasir steril;
media Hoagland; alkohol 70%; akuades; L-phenylanine (Sigma Aldrich®); L-
tyrosine (Merck®); Trans-cinamic acid (Sigma Aldrich®); P-coumaric acid (Sigma
Aldrich®); buffer Tris-HCI 500 pmol pH 8,0; HCI 5N; buffer sodium citrate pH
5,0; buffer phosphat pH 7,0; media Nutrient Broth (NB); Media ISP 2 Broth;
Media PDB; media PDA; plastik: kertas saring Whatman® No. 41 diameter 125
mm; pompa vakum Gast®; seperangkat corong Buchner; mortar dan penumbuk;
pot plastik; ember; peralatan berkebun; peralatan gelas; haemocytometer;
microtube; seperangkat micropipette; sentrifus; spektrofotometer; rotary shaker;

water bath; penggaris; komputer; kamera digital.

B. CaraKerja
1. Uji biokontrol Bacillus sp. 140-B DAN Streptomyces sp. L.3.1-DW pada
tanaman pisang secara in-vivo di rumah kaca
Uji aktivitas biokontrol pada tanaman pisang Cavendish dilakukan dengan
menggunakan metode Double Tray yang dikembangkan oleh Mak et al. 2004.
Tanaman pisang yang digunakan dalam uji rumah kaca berusia dua bulan dengan
ketinggian 12 — 15 cm. Penelitian disusun dengan rancangan acak lengkap (RAL)
dengan tujuh perlakuan dan empat ulangan.
Perlakuan dalam uji penghambatan Foc pada tanaman pisang sebagai
berikut.
1. Kontrol negatif , tanaman pisang ditumbuhkan tanpa Foc dan isolat bakteri
pada media pasir.
2. Kontrol positif, tanaman pisang ditumbuhkan pada media pasir yang

diinokulasi dengan Foc.
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3. Tanaman pisang ditumbuhkan dengan isolat Bacillus sp. 140-B tanpa Foc
pada media pasir.

4. Tanaman pisang ditumbuhkan dengan isolat Streptomyces sp. L.3.1-DW
tanpa Foc pada media pasir.

5. Tanaman pisang dengan Foc pada media pasir dan ditumbuhkan dengan
isolat Bacillus sp. 140-B.

6. Tanaman pisang dengan Foc pada media pasir dan ditumbuhkan dengan
isolat Streptomyces sp. L.3.1-DW.

7. Tanaman pisang dengan Foc pada media pasir dan ditumbuhkan dengan

kombinasi isolat Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW.

1.1. Persiapan kultur bakteri Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-
DW

Bakteri Bacillus sp. 140-B ditumbuhkan dalam media NB dan diinkubasi
pada rotary shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 16 jam. Bakteri
Streptomyces sp. L.3.1-DW ditumbuhkan pada media ISP 2 dan diinkubasi pada
rotary shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 72 jam. Selanjutnya kultur
bakteri disentrifus pada kecepatan 9500 rpm selama 25 menit. Setelah sentrifus,
supernatannya dibuang dan peletnya dilarutkan dengan media Hoagland,

kemudian diukur kepadatan sel bakteri hingga mencapai 10° CFU/ml.

1.2. Persiapan kapang patogen Foc

Kapang patogen Foc ditumbuhkan pada media PDB dan diinkubasi pada
rotary shaker pada suhu 28 °C selama lima hari. Kemudian diukur kepadatan
sporanya menggunakan haemacytometer dan diperoleh kepadatannya sebesar
5x10° CFU/mI. Kemudian kultur Foc difiltrasi menggunakan kertas saring
Whatman® No. 41 diameter 125 mm yang diletakkan pada corong Buchner yang
sudah terpasang dengan pompa vakum. Setelah proses filtrasi, pelet Foc

dilarutkan dengan aquades steril.
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1.3. Penanaman bibit tanaman pisang

Tanaman pisang yang berumur dua bulan dibersihkan bagian akarnya dari
media tanamnya, kemudian direndam dalam ember yang berisi larutan bakteri
agen biokontrol selama 1 jam. Setelah proses perendaman, bibit tanaman pisang
ditanam ke dalam pot yang berisi media pasir steril. Selanjutnya dilakukan
penyiraman dengan media Hoagland yang berisi larutan bakteri biokontrol.
Setelah 48 jam, kultur Foc yang telah dilarutkan dengan akuades disiramkan ke
daerah perakaran tanaman. Pada perlakuan kontrol negatif hanya disiram dengan
media Hoagland, sedangkan pada kontrol positif disiram dengan kultur Foc dan
media Hoagland. Penyiraman media Hoagland pada tanaman dilakukan dengan
sedikit mengaduk media pasir dan dilakukan 2 hari sekali selama masa percobaan.
Selanjutnya dilakukan pengamatan terhadap pertumbuhan tanaman pisang selama
satu bulan sehingga dapat diketahui besarnya pengaruh dan respon tanaman

pisang terhadap pemberian agen biokontrol.

2. Pengamatan parameter pada tanaman pisang percobaan di rumah kaca
Aplikasi bakteri biokontrol Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-
DW akan memberikan dampak pada tanaman pisang yang diinfeksi Foc pada
tanaman pisang. Oleh karena itu dilakukan pengamatan terhadap beberapa
parameter yang berhubungan dengan aplikasi biokontrol pada tanaman pisang di
rumah kaca. Parameter-parameter tersebut antara lain tingkat infeksi Foc, populasi
Foc di area rizosfer, aktivitas enzim PAL dan TAL, serta pertumbuhan tanaman

pisang.

2.1. Penghitungan tingkat infeksi Foc pada tanaman pisang

Untuk mengetahui dampak pemberian biokontrol pada tanaman pisang,
maka dilakukan penghitungan tingkat infeksi Foc. Penghitungan tingkat infeksi
Foc pada tanaman pisang dilakukan berdasarkan metode yang dilaporkan oleh
Anitha dan Rabeeth (2009), yaitu dengan menghitung persentase daun yang
mengalami gejala terinfeksi Foc pada setiap tanaman, dengan persamaan sebagai
berikut.
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. ) Jumlah daun dengan gejala terinfeksi Foc
% infeksi = x 100

Jumlah total daun

Hervas et al. (1997) mengelompokkan gejala infeksi Foc pada tiap-tiap tanaman
pada skala 0 sampai 4 berdasarkan persentase tingkat infeksi Foc pada tanaman,
yaitu:

1. 0 = 0% tingkat infeksi

2. 1=1-33% tingkat infeksi

3. 2 = 34 - 66% tingkat infeksi

4. 3 =67 — 100% tingkat infeksi

5. 4 = tanaman mati

2.2. Penghitungan populasi Foc pada area rizosfer tanaman pisang setelah
pemberian agen biokontrol

Tingkat infeksi Foc pada_tanaman pisang akan berdampak pada populasi
Foc di area rizosfernya, sehingga perlu dilakukan penghitungan populasi Foc.
Penghitungan populasi Foc dilakukan dengan mengambil sampel tanah di area
rizosfer tanaman, kemudian diukur dengan metode pengenceran bertingkat dan
Total Plate Count (TPC) pada media PDA. Penghitungan populasi Foc dilakukan
pada hari ke-14 dan 30 setelah tanam. Hal tersebut dilakukan untuk
membandingkan populasi Foc pada perlakuan tanpa bakteri agen biokontrol dan

perlakuan dengan pemberian bakteri agen biokontrol.

2.3. Aktivitas enzimatik yang terkait dengan resistensi tanaman terhadap
infeksi Foc (PAL dan TAL)
2.3.1. Ekstraksi enzim Phenylalanine Ammonia-Lyase (PAL ) dan Tyrosine

Ammonia-Lyase (TAL)

Ekstraksi enzim PAL dan TAL dari tanaman pisang dilakukan dengan
menggunakan metode yang telah dilaporkan oleh Christopher et al. 2010.
Sebanyak 1 g sampel akar tanaman pisang digerus dan dihomogenkan dengan 2
ml dari 0,1 M sodium citrate buffer (pH 5,0) pada suhu 4 °C. Campuran tersebut
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kemudian disentrifus selama 2 menit dengan kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4

OC. Selanjutnya supernatan di ekstraksi dengan 0,1 M sodium phospat buffer (pH
7,0), dan disimpan dalam deep freezer (-70 °C) sampai digunakan untuk analisis

enzim PAL dan TAL.

2.3.2. Analisis enzim PAL dan TAL

Analisis enzim PAL dan TAL dilakukan dengan menggunakan metode
Beaudoin-Eagan dan Thorpe (1985) yang telah dimodifikasi oleh Khan et al.
(2003). Campuran larutan reaksi terdiri dari 100 pl sampel enzim, 500 pumol
buffer Tris-HCI (pH 8), 6 umol L-phenylalanine untuk analisis PAL dan 5,5 pmol
L-tyrosine untuk analisis TAL. Larutan kemudian diinkubasi selama 60 menit
pada suhu 40 °C. Reaksi enzim dihentikan dengan menambahkan 50 pl HCI 5N.
Untuk analisis enzim PAL ditentukan dengan pengukuran asam trans-cinamic
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 290 nm. Sedangkan
untuk analisis enzim TAL ditentukan dengan pengukuran asam p-coumaric
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 333 nm. Aktivitas PAL
dibandingkan dengan kurva standar asam trans-cinamic, sedangkan TAL

dibandingkan dengan kurva standar asam p-coumaric.

2.4. Pengukuran tinggi tanaman
Untuk mengetahui dampak pemberian biokontrol pada pertumbuhan
tanaman pisang, maka dilakukan pengukuran tinggi tanaman pisang Cavendish

pada hari ke-0, 14 dan 30 setelah penanaman.

3. Analisis data

Analisis data menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) dan
dilanjutkan dengan uji Tukey pada taraf kepercayaan 95% untuk mengetahui
perbedaan hasil uji bakteri agen biokontrol secara in vivo pada tingkat infeksi Foc,
populasi Foc, aktivitas PAL dan TAL pada tanaman pisang yang diinfeksi Foc,

serta tinggi tanaman pisang percobaan di rumah kaca.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Pengukuran tingkat infeksi Foc pada tanaman pisang

Aplikasi bakteri agen biokontrol pada tanaman pisang menunjukkan hasil
yang positif, dengan gejala infeksi Foc yang lebih rendah dibandingkan dengan
kontrol positif. Pada tanaman kontrol positif, infeksi Foc menyebabkan kematian
tanaman, sedangkan pada tanaman yang diberi bakteri biokontrol, gejala
Fusarium ditunjukkan dengan adanya daun yang layu dan menguning (Gambar
I1.1). Gejala daun layu dan menguning pada tanaman pisang mulai muncul pada
daun terbawah sekitar 2 minggu setelah tanaman diinfeksi Foc. Gejala infeksi Foc
kemudian menyebar ke beberapa daun di atasnya dan pada hari ke-30 ditemukan
tanaman kontrol positif yang mati.

.
-1

BB - foo
Keterangan: a. Kontrol negatif

b. Bacillus sp. 140-B

c. Streptomyces sp. L.3.1-DW

d. Kontrol positif

e. Bacillus sp. 140-B + Foc

f. Streptomyces sp. L.3.1-DW + Foc

g. Bacillus sp. 140-B + Streptomyces sp. L.3.1-DW + Foc

Gambar 11.1. Morfologi tanaman pisang di rumah kaca (Dokumentasi
Laboratorium Ekofisiologi P2 Biologi LIPI)
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Berdasarkan hasil pengamatan di rumah kaca pada penelitian ini, dapat
diketahui bahwa infeksi patogen Foc pada tanaman pisang Cavendish akan
memunculkan gejala daun layu dan menguning, serta menyebabkan kematian
tanaman. Daly et al. (2006) melaporkan bahwa perkembangan gejala infeksi Foc
pada tanaman pisang melalui suatu proses yang kompleks yang terdiri dari lima
tahapan. Tahapan infeksi Foc dimulai dengan pengenalan sinyal Foc oleh akar
tanaman. Spora Foc di tanah akan bergerminasi dan tumbuh di dekat akar
tanaman pisang karena merespon senyawa kimia yang dikeluarkan oleh akar,
kemudian Foc menyerang permukaan akar dan melakukan penetrasi hifanya ke
dalam jaringan akar melalui pembuluh xylem. Selanjutnya hifa tersebut akan
masuk ke jaringan korteks dan mendegradasi sistem pertahanan di jaringan akar.
Hifa Foc selanjutnya akan berploriferasi dan menghasilkan mikrokonidium dalam
jaringan xylem, serta mensekresikan toksin dan enzim hidrolisis yang
menyebabkan kerusakan jaringan akar tanaman pisang (Salerno et al. 2000; Di
Pietro et al. 2003; Mak et al. 2004).

Pada penelitian sebelumnya, dilaporkan lebih lanjut, di mana ketika terjadi
infeksi Foc, tanaman pisang membentuk mekanisme pertahanan diri untuk
mencegah penyebaran infeksi ke seluruh jaringan tumbuhan. Tanaman akan
mensekresikan gel yang diikuti dengan pembentukan tylose dalam saluran
pembuluhnya yang telah terinfeksi hifa Foc. Akibatnya, jaringan xylem tertutup
oleh hifa Foc dan tylose yang menyebabkan Foc mensekresikan enzim dan asam
fusaric. Hal tersebut akan menghalangi pergerakan air ke bagian atas tanaman dan
memicu munculnya gejala Foc pada tanaman pisang, yaitu daun menguning, layu,
dan pada akhirnya tanaman akan mati (Salerno et al. 2000; Daly et al. 2006;
Leong et al. 2009).

Aplikasi agen biokontrol Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-
DW sebagai isolat tunggal maupun kombinasinya berpengaruh terhadap tingkat
infeksi Foc pada tanaman pisang. Persentase tingkat infeksi Foc Pada tanaman
pisang yang diberi agen biokontrol lebih rendah dibandingkan dengan perlakuan
kontrol (Gambar 11.2).
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Gambar 11.2. Persentase infeksi Foc pada tanaman pisang Cavendish

Pemberian bakteri biokontrol memberikan dampak yang signifikan
terhadap penurunan infeksi Foc pada tanaman pisang dibandingkan dengan
kontrol positif (Tabel 11.1). Pemberian bakteri agen biokontrol mampu menekan
infeksi Foc sekitar 49,94 — 60% dibandingkan kontrol. Berdasarkan hasil
perhitungan persentase infeksi Foc pada tanaman pisang, maka dapat ditentukan
klasifikasi tingkat infeksi Foc berdasarkan Hervas et al. (1997) yang ditunjukkan
pada Tabel I1.1.

Tabel I1.1. Klasifikasi tingkat infeksi Foc pada tanaman pisang Cavendish

Perlakuan Tingkat infeksi (%0) Skala Kklasifikasi
Kontrol negatif 0,00 0
Kontrol positif 81,67° 3
140-B + Foc 22,50*° 1
L.3.1-DW + Foc 20,00*° 1
140-B + L.3.1-DW + Foc 31,73 1

Keterangan : Angka dengan huruf yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan beda nyata dengan uji Tukey (a. = 0.05).

Berdasarkan hasil penelitian di rumah kaca diketahui Streptomyces sp.
L.3.1-DW memiliki kecenderungan menekan infeksi Foc lebih baik tetapi tidak

berbeda nyata dengan perlakuan biokontrol lainnya. Hal tersebut ditunjukkan
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dengan persentase tingkat infeksi terendah, kemudian diikuti oleh perlakuan
Bacillus sp. 140-B dan kombinasi kedua bakteri. Besarnya persentase infeksi Foc
pada tanaman pisang dalam penelitian ini menunjukkan bahwa penggunaan
bakteri biokontrol sebagai isolat tunggal memberikan hasil yang lebih baik
dibandingkan dengan kombinasi. Berdasarkan Tabel I1.1, diketahui bahwa masih
terdapat infeksi Foc pada tanaman pisang, hal tersebut dikarenakan aplikasi
bakteri agen biokontrol bersifat pencegahan dengan menurunkan tingkat infeksi,
bukan menghilangkan infeksi Foc. Tingkat infeksi Foc pada percobaan in-vivo ini
dapat dikorelasikan dengan hasil penelitian penghambatan Foc oleh Bacillus sp.
140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW secara in-vitro, di mana Streptomyces sp.
L.3.1-DW juga memiliki aktivitas penghambatan yang lebih baik dibandingkan
Bacillus sp. 140-B.

Kelebihan Streptomyces sp. dalam mengendalikam infeksi patogen
dikarenakan bakteri tersebut memiliki kemampuan khusus untuk bertahan hidup
di lingkungan yang kompetitif dengan menghasilkan antibiotik yang turut
berperan dalam menghambat pertumbuhan patogen Foc di perakaran tanaman
pisang (Miyadoh 1993; Tanaka & Omura 1993; Suzuki 2000; Berdy 2005;
Khamna et al. 2009). Streptomyces sp. juga dapat membentuk hifa yang sangat
baik di tanah dan area rizosfer yang berperan penting untuk melindungi perakaran
tanaman terhadap infeksi Foc (Reponen et al. 1998; Benizri et al. 2001; de
Vasconcellos & Cardoso 2009). Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki hifa yang
mampu mengabsorpsi nutrisi lebih banyak dibandingkan Bacillus sp. 140-B
sehingga memiliki kemampuan berkompetisi yang lebih baik terhadap patogen
Foc di area rizosfer tanaman. Kemampuan absorpsi nutrisi yang lebih baik
tersebut dikarenakan hifa memiliki luas permukaan yang lebih besar dibandingkan
sel bakteri.

Kemampuan Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces L.3.1-DW dalam
mengendalikan infeksi Foc pada tanaman pisang dipengaruhi oleh kemampuan
beradaptasi yang baik di tempat mereka diaplikasikan (Rodas-Junco et al. 2009).
Media pasir yang digunakan dalam penelitian di rumah kaca merupakan habitat
yang tidak menguntungkan secara fisik, kimia maupun biologi, tetapi kedua
bakteri tersebut mampu beradaptasi dan berkompetisi dengan patogen Foc.
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Bacillus sp. dan Streptomyces sp. merupakan bakteri yang menghasilkan spora
yang tahan terhadap kondisi lingkungan yang ekstrim dan miskin nutrisi (Basha &
Ulaganathan 2002; Madigan & Martinko 2011; Earl et al. 2008). Bacillus sp. dan
Streptomyces sp. yang diaplikasikan ke tanaman akan cepat berkolonisasi dengan
jaringan perakaran tanaman, kemudian masuk menuju pembuluh stele dan
menginduksi sistem pertahanan untuk melawan patogen Foc (Benhamou et al.
1996; Akhtar et al. 2008). Kedua bakteri tersebut juga diketahui mampu
mensekresikan enzim hidrolase, seperti protease dan kitinase yang berpotensi
dalam melisiskan dinding sel jamur patogen Foc, sehingga pertumbuhan Foc pada
tanaman pisang akan terhambat (Gomes et al. 2000; de Azaredo et al. 2004;
Rodas-Junco et al. 2009). Dalam mengendalikan infeksi Foc pada tanaman
pisang, Bacillus sp. dan Streptomyces sp. juga menghasilkan senyawa antifungal
yang dapat menghidrolisis asam fusaric yang dihasilkan oleh Foc (Benyagoub et
al. 1998; Getha & Vikineswary 2002; Compant et al. 2005).

2. Pengukuran populasi Foc pada area rizosfer tanaman pisang setelah

pemberian agen biokontrol

Pengukuran populasi Foc di area rizosfer tanaman pisang dilakukan

dengan sampling tanah pada saat tanaman pisang berumur 14 dan 30 hari. Hasil
penelitian aplikasi biokontrol pada tanaman pisang di rumah kaca menunjukkan
bahwa bakteri Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW serta
kombinasinya mampu menurunkan populasi Foc di area rizosfer tanaman pisang.
Berdasarkan hasil plate count dan penghitungan koloni, populasi Foc tertinggi
ditemukan di area rizosfer tanaman pisang kontrol positif yang tidak diberi bakteri
biokontrol (Tabel 11.2).

Tabel 11.2. Populasi Foc di area rizosfer tanaman pisang Cavendish

Perlakuan Populasi Foc (10° CFU/mI)
Hari ke-0 Hari ke-14 Hari ke-30
Kontrol (+) 50,00° 28,75° 21,25°
140-B + Foc 50,00 10,00*P 7,50°
L.3.1-DW + Foc 50,00° 8,75° 6,25°
140-B + L.3.1-DW + Foc 50,00° 10,00%P 8,75

Keterangan : Angka dengan huruf yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan beda nyata dengan uji Tukey (o = 0.05).
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Berdasarkan Tabel 11.2, diketahui bahwa populasi Foc mengalami
penurunan pada semua perlakuan. Hal tersebut dapat disebabkan oleh kondisi
media pasir yang digunakan tidak dapat mendukung pertumbuhan Foc. Kapang
patogen Foc yang diinokulasikan tidak mampu beradaptasi dengan optimal di
media pasir yang miskin unsur hara, sehingga populasinya menurun. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa Streptomyces sp. L.3.1-DW cenderung
memiliki kompetisi dengan patogen Foc lebih baik dibandingkan Bacillus sp.
140-B dan kombinasinya. Area rizosfer tanaman pisang yang diberi Streptomyces
L.3.1-DW memiliki populasi Foc paling sedikit, kemudian diikuti dengan
perlakuan pemberian agen biokontrol Bacillus sp. 140-B dan kombinasinya.
Pengukuran populasi Foc pada hari ke-14 menunjukkan hasil perlakuan Bacillus
sp. 140-B dan kombinasi Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces L.3.1-DW tidak
berbeda signifikan dengan perlakuan kontrol. Namun, pada hari ke-30, pemberian
biokontrol mampu menekan populasi Foc di area rizosfer tanaman, dan
menunjukkan hasil yang berbeda signifikan terhadap perlakuan kontrol.

Potensi Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW untuk
menghambat pertumbuhan dan menurunkan populasi Foc dipengaruhi oleh
kemampuannya untuk berkompetisi dengan patogen Foc di area rizosfer tanaman
pisang. Kompetensi Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagai
agen biokontrol terhadap Foc meliputi kemampuan kolonisasi pada akar tanaman
secara efektif dan dikombinasikan dengan kemampuan untuk bertahan hidup dan
berproliferasi selama masa pertumbuhan akar tanaman (Lugtenberg & Dekkers
1999; Compant et al. 2005). Aktivitas antagosime bakteri biokontrol terhadap Foc
di tanaman dilakukan dengan beberapa mekanisme, antara lain: 1). kompetisi
nutrisi, oksigen, dan habitat; 2). parasitisme, dengan menghasilkan enzim
hidrolase seperti kitinase, protease dan -1-3 glucanase yang berperan dalam
melisiskan dinding sel jamur patogen; 3). sekresi senyawa antibiotik atau senyawa
antifungal lainnya yang dapat menghambat pertumbuhan Foc; 4). menginduksi
sistem ketahanan tanaman (Benyagoub et al. 1998; Gomes et al. 2000; Getha &
Vikineswary 2002; de Azaredo et al. 2004; Monteiro et al. 2005; Nourozian et al.
2006; Prapagdee et al. 2008; Rodas-Junco et al. 2009). Aktivitas antagonistik dari
Bacillus sp. dan Streptomyces sp. terhadap patogen berhubungan erat dengan
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kemampuannya dalam menghasilkan senyawa antifungal dan enzim hidrolase
ekstraseluler (Ouchdouch et al. 2001; Getha & Vikineswary 2002; Kim et al.
2003; Fguira et al. 2005; Taechowisan et al. 2005).

3. Aktivitas enzimatik yang terkait dengan resistensi tanaman terhadap
infeksi Foc (PAL dan TAL)

Analisis enzim Phenylalanine Ammonia-Lyase (PAL) dan Tyrosine
Ammonia-Lyase (TAL) dilakukan dengan ekstraksi sampel akar tanaman pisang
setelah masa pengamatan di rumah kaca selesai. Pengukuran aktivitas enzim PAL
dan TAL pada tanaman pisang percobaan di rumah kaca menunjukkan hasil

bervariasi (Gambar 11.3).
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Gambar 11.3. Aktivitas enzim resistensi PAL dan TAL tanaman pisang pada
aplikasi agen biokontrol di rumah kaca
Tanaman pisang dengan perlakuan kontrol memiliki rata-rata aktivitas
enzim PAL dan TAL yang cenderung lebih tinggi tetapi tidak berbeda signifikan
dengan tanaman yang diberi bakteri biokontrol Bacillus sp. 140-B dan

Streptomyces sp. L.3.1-DW maupun kombinasinya (Tabel 11.3).
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Tabel 11.3. Aktivitas enzim PAL dan TAL pada tanaman pisang percobaan
aplikasi biokontrol di rumah kaca

Perlakuan Aktivitas enzim (U/ml)
Enzim PAL Enzim TAL
Kontrol (+) 187,04° 34,47°
140-B + Foc 145,58° 25,72°
L.3.1-DW + Foc 161,42° 30,16°
140-B + L.3.1-DW + Foc 127,04° 25,69

Keterangan : Angka dengan huruf yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan beda nyata dengan uji Tukey (o = 0.05).

Berdasarkan Tabel 11.3, hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa
tanaman kontrol cenderung menghasilkan enzim PAL dan TAL lebih tinggi
dibandingkan dengan tanaman yang diberi perlakuan biokontrol, tetapi tidak
signifikan. Hasil penelitian dari Gnanamangai et al. (2011) juga menunjukkan hal
yang sama, di mana tanaman yang terinfeksi patogen menghasilkan aktivitas
enzim PAL dan TAL yang lebih tinggi dibandingkan tanaman yang sehat. Pada
perlakuan pemberian biokontrol, diketahui bahwa Streptomyces sp. L.3.1-DW
memiliki kecenderungan menghasilkan enzim PAL dan TAL lebih tinggi
dibandingkan perlakuan biokontrol lainnya. Aktivitas PAL dari perlakuan
Streptomyces sp. L.3.1-DW sebesar 161,42 U/ml, diikuti oleh perlakuan Bacillus
sp. 140-B dan kombinasinya. Pada aktivitas enzim TAL juga menunjukkan hal
yang sama, di mana aktivitas TAL tertinggi dari Streptomyces sp. L.3.1-DW
sebesar 30,16 U/ml, diikuti oleh perlakuan Bacillus sp. 140-B dan kombinasinya.
Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa aktivitas enzim PAL lebih tinggi
dibandingkan enzim TAL. Beberapa hasil penelitian lainnya tentang aktivitas
enzim PAL dan TAL pada tanaman buah kiwi dan teh, juga menunjukkan hal
yang sama, di mana aktivitas enzim TAL lebih rendah dibanding PAL (Reglinski
et al. 2001; Chakraborty & Chakraborty 2005; Gnanamangai et al. 2011).

Hasil dari aktivitas enzim PAL dan TAL pada tanaman pisang dalam
penelitian ini dapat juga dipengaruhi oleh periode pengukurannya. Dalam
penelitian ini, pengukuran aktivitas PAL dan TAL hanya dilakukan satu kali pada
akhir waktu penelitian sehingga tidak dapat mencerminkan keseluruhan
aktivitasnya. Pengukuran aktivitas PAL dan TAL sebaiknya dilakukan secara
periodik sejak terjadi gejala infeksi untuk mengetahui laju peningkatan
aktivitasnya. Gejala infeksi Foc pertama kali ditemukan pada hari ke-14 setelah
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perlakuan, tetapi pengukuran aktivitas PAL dan TAL hanya dilakukan satu kali
pada hari ke-30. Beberapa penelitian telah melakukan pengukuran aktivitas PAL
dan TAL secara periodik dan menunjukkan adanya peningkatan selama waktu
inkubasi, tetapi kemudian terjadi penurunan aktivitas setelah periode tertentu.
Khan et al. 2003 melakukan pengukuran aktivitas PAL dan TAL dalam rentang
waktu 12 — 72 jam, di mana aktivitas PAL dan TAL tertinggi pada jam ke-36,
kemudian mengalami penurunan pada jam ke-48. Christopher et al. juga
melakukan pengukuran aktivitas PAL dalam rentang waktu 0 — 15 hari, dan
hasilnya menunjukkan bahwa aktivitas PAL meningkat sampai pada hari ke-9 dan
mengalami penurunan pada hari ke-12 setelah perlakuan.

Infeksi Foc pada tanaman akan memicu tanaman untuk meningkatkan
mekanisme pertahanannya terhadap Foc, yaitu dengan menghasilkan enzim-enzim
ketahanan seperti enzim Phenylalanine Ammonia-Lyase (PAL) dan Tyrosine
Ammonia-Lyase (TAL) (Ebel 1986; Khan et al. 2003). Aktivitas enzim PAL dan
TAL merupakan salah satu respon awal dari tanaman pisang untuk melawan
infeksi patogen Foc (Khan et al. 2003). Tingkat aktivitas PAL kemungkinan
berbeda pada tiap-tiap tanaman, bergantung pada tahapan pertumbuhan tanaman,
genotip dan kondisi lingkungan (Dixon & Paiva 1995). Peningkatan aktivitas PAL
dan TAL sering digunakan sebagai indikator peningkatan sistem ketahanan
tanaman terhadap infeksi patogen dan kondisi habitat yang kekurangan nutrisi
(Khan et al. 2003). PAL dan TAL merupakan dua enzim kunci dalam jalur
metabolisme phenylpropanoid, dengan produk akhir berupa senyawa fenol yang
berkaitan erat dengan ekspresi ketahanan tanaman terhadap patogen (Nicholson &
Hammerschmidt 1992). PAL mengkatalisis konversi L-phenylalanine menjadi
trans-cinnamic acid, sedangkan TAL mengkatalisis konversi L-tyrosine menjadi
ammonia dan p-coumaric acid (Beaudoin-Eagan & Thorpe 1985). Senyawa fenol
hasil metabolisme phenylpropanoid diketahui memiliki peranan penting dalam
sistem ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen (Gnanamangai et al. 2011).

Aktivitas enzim PAL dan TAL juga berkaitan dengan produksi hormon
tumbuh, seperti auksin dan sitokinin. Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp.
L.3.1-DW diketahui mampu menghasilkan hormon tumbuh auksin (1AA)
sehingga dapat memicu tanaman untuk meningkatkan aktivitas enzim PAL dan
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TAL. Hormon tumbuh IAA yang dihasilkan oleh kedua bakteri tersebut mampu
meningkatkan ketahanan tanaman terhadap patogen dan memacu pertumbuhan
tanaman (Cattelan et al. 1999; Shaharoona et al. 2006; Egamberdiyeva 2007;
Ashrafuzzaman et al. 2009; Jossi & Bath 2011). Dalam penelitian ini,
Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki aktivitas PAL dan TAL lebih tinggi
dibandingkan Bacillus sp. 140-B dan kombinasinya. Hal tersebut dapat
dihubungkan dengan kadar IAA yang dihasilkan oleh kedua bakteri tersebut, di
mana Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki kadar hormon 1AA lebih tinggi
dibandingkan Bacillus sp. 140-B. Beaudoin-Eagen dan Thorpe (1985) juga
menyebutkan adanya keseimbangan antara produksi senyawa fenol dengan
hormon tumbuh IAA. Semakin besar produksi hormon tumbuh IAA, maka
senyawa fenol yang dihasilkan juga semakin besar.

4. Pengukuran tinggi tanaman pisang Cavendish

Pengukuran tinggi tanaman pisang dilakukan pada hari ke-0, 14 dan 30
setelah penanaman pisang. Pemberian agen biokontrol Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces L.3.1-DW sebagai isolat tunggal maupun kombinasinya
berpengaruh pada pertumbuhan tanaman. Tanaman pisang tanpa infeksi Foc yang
diberi agen biokontrol memiliki rata-rata tinggi tanaman yang lebih tinggi

dibandingkan tanaman kontrol (Gambar 11.4).
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Gambar I1.4. Tinggi tanaman pisang Cavendish dengan aplikasi bakteri biokontrol
tanpa infeksi Foc
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Tanaman pisang tanpa infeksi Foc yang diberi agen biokontrol Bacillus sp.
140-B dan Streptomyces L.3.1-DW memiliki rata-rata tinggi yang berbeda
signifikan dengan tanaman kontrol setelah perlakuan pada hari ke-14 dan 30
(Tabel 11.4). Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki kecenderungan meningkatkan
pertumbuhan tanaman lebih baik dibandingkan perlakuan lainnya. Tanaman
dengan perlakuan Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki tinggi tanaman tertinggi,

yaitu 24,00 cm, kemudian diikuti oleh perlakuan Bacillus sp. 140-B dan kontrol.

Tabel 11.4. Tinggi tanaman pisang tanpa inokulasi Foc

Perlakuan Hari ke-
0 14 30
Kontrol (-) 13,13° 13,5 14,63
140-B 14,13 16,5" 24,00°
L.3.1 13,38? 19,13° 27,13

Keterangan : Angka dengan huruf yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan beda nyata dengan uji Tukey (a = 0.05).

Hasil yang sama juga ditunjukkan pada tanaman pisang yang diinfeksi
Foc, di mana tanaman pisang yang diberi agen biokontrol memiliki rata-rata
tinggi yang lebih tinggi dibandingkan tanaman kontrol (Gambar 11.5). Aplikasi
Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagai isolat tunggal maupun

kombinasinya mampu meningkatkan pertumbuhan tanaman pisang.
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Gambar I1.5. Tinggi tanaman pisang Cavendish dengan aplikasi bakteri biokontrol
dan diinfeksi Foc
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Tanaman pisang yang diinfeksi Foc dan diberi agen biokontrol
Streptomyces L.3.1-DW memiliki rata-rata tinggi yang berbeda signifikan dengan
tanaman kontrol setelah perlakuan pada hari ke-30, sedangkan perlakuan dengan
Bacillus sp. 140-B dan kombinasi tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan
terhadap kontrol (Tabel I1.5). Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki
kecenderungan meningkatkan pertumbuhan tanaman lebih baik dibandingkan
perlakuan lainnya. Tanaman dengan perlakuan Streptomyces sp. L.3.1-DW
memiliki tinggi tanaman tertinggi, yaitu 23,50 cm, kemudian diikuti oleh

perlakuan kombinasi, Bacillus sp. 140-B dan kontrol.

Tabel 11.5. Tinggi tanaman pisang yang diinokulasi Foc

Perlakuan Hari ke-
0 14 30
Kontrol (+) 12,88° 13,25° 14,38
140-B + Foc 14,38" 16,13 21,380
L.3.1 + Foc 13,63*P 16,38 23,5°
140-B + L..3.1 + Foc 14,00%P 16,38° 22 5P

Keterangan : Angka dengan huruf yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan beda nyata dengan uji Tukey (o = 0.05).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces sp. L.3.1-DW berpotensi sebagai agen biokontrol untuk
mengendalikan infeksi Foc sekaligus meningkatkan pertumbuhan tanaman pisang.
Pertambahan tinggi tanaman yang diberi perlakuan biokontrol lebih baik
dibandingkan tanaman kontrol. Kemampuan untuk memacu pertumbuhan
tanaman didukung oleh kemampuan beradaptasi yang baik di media pasir.

Bakteri biokontrol mampu bertahan hidup dan berkompetisi dengan patogen,
kemudian masuk ke jaringan tanaman dan berperan untuk meningkatkan
pertumbuhan tanaman pisang. Bacillus sp. dan Streptomyces sp. diketahui
memiliki kemampuan dalam memacu pertumbuhan tanaman karena adanya
rangsangan dari eksudat akar tanaman. Bakteri rizosfer seperti Bacillus sp. dan
Streptomyces sp. memanfaatkan eksudat akar tanaman untuk pertumbuhannya dan
mensintesis senyawa antifungal untuk melawan patogen tanaman (Tokala et al.
2002; Abd-Allah et al. 2007)
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Sebagai bakteri agen biokontrol, Bacillus sp. dan Streptomyces sp. juga
diketahui mampu memacu peningkatan pertumbuhan tanaman atau dikenal
dengan plant growth-promoting bacteria (PGPR) ( Glick et al. 2001; Tokala et al.
2002; Merzaeva & Shirokikh 2006; Akgul & Mirik 2008). PGPR merupakan
kolonisasi bakteri dengan akar tanaman yang sangat efektif dalam
mempertahankan tanaman dari infeksi patogen dan meningkatkan pertumbuhan
tanaman (Akhtar et al. 2008). PGPR memberikan dampak pada pertumbuhan
tanaman dengan meningkatkan siklus nutrisi, menekan patogen dan menghasilkan
senyawa biologi aktif (Khalid et al. 2004). Dampak PGPR sangat menguntungkan
bagi tanaman dalam melawan patogen, karena menghasilkan senyawa antifungal
yang dapat meningkatkan resistensi tanaman terhadap infeksi patogen meskipun
dalam kondisi lingkungan yang kurang nutrisi (Sid Ahmed et al. 2000;
Ramamoorthy et al. 2001; Dey et al. 2004; Compant et al. 2005; Herman et al.
2008; Minorsky et al. 2008).

Kolonisasi PGPR dengan perakaran tanaman memberikan dampak
menguntungkan bagi pertumbuhan dan perkembangan tanaman melalui beberapa
mekanisme. Mekanisme-mekanisme tersebut antara lain dengan menghasilkan
fitohormon, seperti IAA, giberelin, sitokinin dan etilen; kemampuan fiksasi N
bebas; melawan patogen dengan mensintesis antibiotik, produksi enzim-enzim,
senyawa antifungal dan siderofor yang berperan mengatasi keterbatasan unsur Fe
di lingkungan; kemampuan melarutkan mineral fosfat dan nutrisi lainnya; dan
memacu tanaman dalam pengambilan nutrisi di lingkungan (Cattelan et al. 1999;
Mrkovacki & Milic 2001; Bharathi et al. 2004; Jeun et al. 2004; Ahmad et al.
2006; Salantur et al. 2006; Shaharoona et al. 2006; Siddiqui 2006;
Egamberdiyeva 2007; Ashrafuzzaman et al. 2009). Hormon tumbuh IAA yang
dihasilkan oleh Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW berfungsi
sebagai sinyal molekul yang penting dalam regulasi perkembangan tanaman dan
memacu perkembangan perakaran tanaman inang (Ashrafuzzaman et al. 2009;
Jossi & Bath 2011). Kemampuan PGPR dalam melarutkan fosfat memiliki
peranan yang penting karena dapat meningkatkan ketersediaan unsur fosfat dan
besi untuk pertumbuhan tanaman (Verma et al. 2001; Ashrafuzzaman et al. 2009;
Jossi & Bath 2011).
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KESIMPULAN

Aplikasi agen biokontrol Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-
DW serta kombinasinya memiliki dampak yang signifikan pada tanaman pisang
Cavendish yang diinokulasi dengan patogen Foc. Perlakuan pemberian agen
biokontrol mampu menekan infeksi Foc pada tanaman pisang, menurunkan
populasi Foc di area rizosfer tanaman, menghasilkan aktivitas enzim ketahanan
tanaman (PAL dan TAL), serta meningkatkan pertumbuhan tanaman yang lebih
baik dibandingkan dengan tanaman kontrol. Pemberian Streptomyces sp. L.3.1-
DW sebagai isolat tunggal menunjukkan kecenderungan sebagai agen biokontrol
yang lebih baik dibandingkan dengan Bacillus sp. 140-B maupun kombinasi
keduanya. Persentase infeksi Foc di tanaman pisang yang paling rendah
ditunjukkan pada perlakuan Streptomyces sp. L.3.1-DW, yaitu 20,00%, kemudian
diikuti oleh perlakuan Bacillus sp. 140-B dan kombinasi. Streptomyces sp. L.3.1-
DW menurunkan populasi Foc paling baik dibandingkan perlakuan biokontrol
lainnya, yaitu 6,25 x 10° CFU/ml. Pada aktivitas enzim PAL dan TAL, perlakuan
kontrol dengan tingkat infeksi Foc yang lebih tinggi menghasilkan enzim PAL
dan TAL lebih tinggi dibandingkan perlakuan biokontrol. Sedangkan pada
perlakuan biokontrol, Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki aktivitas enzim PAL
dan TAL lebih tinggi dibandingkan perlakuan biokontrol lainnya. Hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW
berpotensi sebagai agen biokontrol untuk mengendalikan infeksi patogen Foc
serta dapat meningkatkan pertumbuhan tanaman pisang, di mana perlakuan
dengan Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki rata-rata tinggi tanaman paling besar
dibandingkan perlakuan lainnya. Perlakuan pemberian bakteri biokontrol Bacillus
sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagai isolat tunggal memberikan
dampak yang lebih baik dibandingkan dengan kombinasinya. Hasil dari penelitian
ini menunjukkan bahwa bakteri Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-
DW memiliki keunggulan karena selain berpotensi sebagai agen biokontrol, juga

berpotensi sebagai agen Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR).
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SARAN

1. Untuk mengetahui dampak pemberian bakteri biokontrol terhadap tanaman
yang diinfeksi patogen Foc, perlakuan aplikasi biokontrol dapat dilakukan
dengan meningkatkan kepadatan sel bakteri agen biokontrol supaya diperoleh
hasil yang signifikan.

2. Pengukuran aktivitas enzim PAL dan TAL perlu dilakukan secara periodik,
sehingga dapat mencerminkan sistem ketahanan tanaman pisang yang

terinfeksi patogen Foc.
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DISKUSI PARIPURNA

Bacillus sp. dan Streptomyces sp. merupakan bakteri rizosfer yang
memiliki potensi untuk menghambat pertumbuhan dan mengendalikan infeksi
patogen Foc pada tanaman pisang. Beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa
kedua bakteri tersebut mampu mengendalikan infeksi Foc dan berperan penting
pada kesehatan tanaman. Keberadaan Bacillus sp. dan Streptomyces sp. di area
rizosfer memiliki arti penting, baik secara kualitatif maupun kuantitatif terhadap
pertumbuhan tanaman dan melindungi perakaran tanaman terhadap infeksi kapang
patogen (Basha & Ulaganathan 2002; Anita & Rabeeth; de Vasconcellos &
Cardoso 2009). Bacillus sp. dan Streptomyces sp. juga dilaporkan memiliki
aktivitas biokontrol dengan spektrum yang luas, karena mampu menghambat
beberapa jenis patogen pada tanaman (El-Tarabily et al. 2000; Getha &
Vikineswary 2002; Xiao et al. 2002; Joo 2005; Siddiqui 2006; Errakhi et al.
2007).

Uji penghambatan Foc oleh bakteri biokontrol Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces sp. L.3.1-DW secara in-vitro pada media PDA menunjukkan bahwa
kedua bakteri ini memiliki aktivitas antifungal karena mampu menghambat
pertumbuhan patogen Foc. Hasil penelitian secara in-vitro tersebut berkorelasi
dengan percobaan aplikasi Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW
secara in-vivo pada tanaman pisang. Aplikasi Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces
sp. L.3.1-DW sebagai isolat tunggal maupun kombinasinya mampu menurunkan
infeksi Foc dan populasinya di area rizosfer tanaman pisang Cavendish.
Berdasarkan hasil penelitian, diketahui bahwa tingkat infeksi dan populasi Foc
pada tanaman pisang yang diberi agen biokontrol lebih rendah dan berbeda
signifikan dengan perlakuan kontrol. Aplikasi bakteri Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces sp. L.3.1-DW sebagai agen biokontrol pada tanaman pisang
Cavendish pada percobaan in-vivo bersifat mencegah terjadinya peningkatan
infeksi Foc pada tanaman. Hal tersebut menunjukkan bahwa konsep aplikasi
biokontrol lebih kepada pengendalian penyebaran infeksi bukan menghilangkan

seluruh patogen.
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Aktivitas antagonisme dari bakteri biokontrol terhadap patogen dilakukan
melalui beberapa mekanisme antara lain: 1). kompetisi nutrisi, oksigen, dan
habitat; 2). parasitisme, dengan menghasilkan enzim hidrolase seperti kitinase,
protease dan B-1-3 glucanase yang berperan dalam melisiskan dinding sel jamur
patogen; 3). sekresi senyawa antibiotik atau senyawa antifungal dan metabolit
sekunder lainnya yang dapat menghambat pertumbuhan kapang patogen
(Benyagoub et al. 1998; Gomes et al. 2000; Getha & Vikineswary 2002; Woo et
al. 2002; de Azaredo et al. 2004; Compant et al. 2005; Monteiro et al. 2005;
Nourozian et al. 2006; Prapagdee et al. 2008; Rodas-Junco et al. 2009).

Aktivitas penghambatan Foc yang dilakukan oleh bakteri biokontrol dalam
penelitian ini, secara in-vitro dan in-vivo menunjukkan bahwa Streptomyces sp.
L.3.1-DW memiliki kecenderungan yang lebih baik dibandingkan Bacillus sp.
140-B maupun kombinasinya. Hal tersebut terjadi karena Streptomyces sp. L.3.1-
DW mampu mensintesis enzim hidrolase yang lebih lengkap dan berperan dalam
penghambatan pertumbuhan Foc melalui dengan mendegradasi dinding sel
kapang patogen. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa Streptomyces sp. L.3.1-
DW mampu mensintesis enzim protease dan kitinase, sedangkan Bacillus sp. 140-
B hanya mensintesis protease. Keberadaan kitinase berperan aktif dalam
melisiskan kitin yang merupakan komponen utama penyusun dinding sel jamur
melalui proses Kitinolitik, sedangkan protease dapat melisiskan sel kapang
patogen dan merusak miselianya melalui proses proteolitik (Gupta et al. 1995;
Gomes et al. 2000; Basha & Ulaganathan 2002; Huang et al. 2005; Huang &
Chen 2008; Nandakumar et al. 2007).

Potensi antagonisme Streptomyces sp. L.3.1-DW yang lebih baik
dibandingkan Bacillus sp. 140-B juga dapat dikaitkan dengan beberapa
kemampuan lainnya. Streptomyces sp. L.3.1-DW menghasilkan senyawa
antibiotik yang lebih banyak dan lebih baik dalam menghambat patogen Foc
dibandingkan Bacillus sp. 140-B, tetapi dalam penelitian ini belum dilakukan
kajian lebih detail. Pada kondisi lingkungan di alam yang kompetitif,
Streptomyces sp. memiliki kemampuan khusus untuk bertahan hidup dengan
sekresi antibiotik dan membentuk hifa yang sangat baik di tanah dan area rizosfer
yang berperan penting absorpsi nutrisi dan melindungi perakaran tanaman
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terhadap infeksi Foc (Miyadoh 1993; Tanaka & Omura 1993; Reponen et al.
1998; Suzuki 2000; Benizri et al. 2001; Berdy 2005; de Vasconcellos & Cardoso
2009; Khamna et al. 2009). Berdasarkan hasil penelitian ini, Streptomyces sp.
L.3.1-DW juga menghasilkan hormon tumbuh IAA dengan kadar yang lebih
tinggi daripada Bacillus sp. 140-B, sehingga mampu meningkatkan ketahanan
tanaman pisang terhadap patogen dengan lebih baik. Produksi hormon tumbuh
IAA berperan dalam memacu peningkatan induced systemic resistance (ISR)
untuk meningkatkan sistem ketahanan tanaman terhadap infeksi patogen
(Shiddique 2006).

Aplikasi Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW pada tanaman
pisang juga memberikan dampak terhadap sistem ketahanan tanaman terhadap
infeksi patogen Foc. Infeksi Foc akan memicu tanaman pisang untuk
meningkatkan mekanisme pertahanannya dengan menghasilkan enzim PAL dan
TAL yang merupakan salah satu respon awal dari tanaman pisang terhadap infeksi
patogen Foc (Ebel 1986; Khan et al. 2003). Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa tanaman kontrol cenderung menghasilkan enzim PAL dan TAL lebih
tinggi tetapi tidak signifikan dibandingkan dengan tanaman yang diberi perlakuan
biokontrol. Pada perlakuan pemberian biokontrol, diketahui bahwa Streptomyces
sp. L.3.1-DW memiliki kecenderungan menghasilkan enzim PAL dan TAL lebih
tinggi dibandingkan perlakuan biokontrol lainnya. Aktivitas enzim PAL dan TAL
pada tanaman pisang dalam penelitian ini dapat juga dipengaruhi oleh periode
pengukurannya. Dalam penelitian ini, pengukuran aktivitas PAL dan TAL hanya
dilakukan pada akhir waktu penelitian sehingga tidak dapat mencerminkan
keseluruhan aktivitasnya. Pengukuran aktivitas PAL dan TAL dapat dilakukan
secara periodik sejak terjadi gejala infeksi untuk mengetahui laju peningkatan
aktivitasnya.

Aplikasi Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW pada tanaman
pisang juga memberikan dampak terhadap pertumbuhan tanaman pisang, baik
yang tanaman yang tidak diinfeksi maupun yang diinfeksi Foc. Tanaman pisang
tanpa infeksi Foc yang diberi agen biokontrol Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces L.3.1-DW memiliki rata-rata tinggi yang berbeda signifikan dengan
tanaman kontrol setelah perlakuan pada hari ke-14 dan 30. Pada tanaman pisang
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yang diinfeksi Foc dan diberi agen biokontrol, Streptomyces L.3.1-DW memiliki
rata-rata tinggi yang berbeda signifikan dengan tanaman kontrol setelah perlakuan
pada hari ke-30, sedangkan perlakuan dengan Bacillus sp. 140-B dan kombinasi
tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan terhadap kontrol. Streptomyces sp.
L.3.1-DW memiliki kecenderungan meningkatkan pertumbuhan tanaman lebih
baik dibandingkan perlakuan biokontrol lainnya.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces sp. L.3.1-DW berpotensi sebagai agen biokontrol untuk
mengendalikan infeksi Foc sekaligus meningkatkan pertumbuhan tanaman pisang.
Oleh karena itu Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW dapat
dikatakan berperan sebagai agen plant growth-promoting bacteria (PGPR) ( Glick
et al. 2001; Tokala et al. 2002; Merzaeva & Shirokikh 2006; Akgul & Mirik
2008). PGPR memberikan dampak pada pertumbuhan tanaman dengan
meningkatkan siklus nutrisi, menekan patogen dan menghasilkan senyawa biologi
aktif (Khalid et al. 2004). Dampak PGPR sangat menguntungkan bagi tanaman
dalam melawan patogen, karena menghasilkan senyawa antifungal yang dapat
meningkatkan resistensi tanaman terhadap infeksi patogen meskipun dalam
kondisi lingkungan yang kurang nutrisi (Sid Ahmed et al. 2000; Ramamoorthy et
al. 2001; Dey et al. 2004; Compant et al. 2005; Herman et al. 2008; Minorsky et
al. 2008).

Kolonisasi Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) di perakaran
tanaman dapat terjadi melalui produksi hormon tumbuh IAA. Dalam penelitian
ini, kedua bakteri agen biokontrol mampu menghasilkan IAA, di mana perlakuan
Streptomyces sp. L.3.1-DW menghasilkan hormon tumbuh I1AA dengan kadar
yang lebih tinggi daripada Bacillus sp. 140-B. 1AA yang dihasilkan oleh PGPR
berfungsi sebagai sinyal molekul yang penting dalam regulasi perkembangan
tanaman, memacu perkembangan perakaran tanaman inang, meningkatkan
ketahanan tanaman terhadap patogen dan memacu pertumbuhan tanaman
(Cattelan et al. 1999; Shaharoona et al. 2006; Egamberdiyeva 2007;
Ashrafuzzaman et al. 2009; Jossi & Bath 2011). Produksi hormon IAA juga
berkaitan dengan aktivitas enzim resistensi PAL dan TAL. Beaudoin-Eagen dan
Thorpe (1985) juga menyebutkan adanya keseimbangan antara produksi senyawa
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fenol dengan hormon tumbuh IAA. Semakin besar produksi hormon tumbuh
IAA, maka senyawa fenol yang dihasilkan juga semakin besar.

Berdasarkan uji secara in-vitro dan in-vivo, hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki
keunggulan dibandingkan dengan bakteri lain yang digunakan sebagai agen
biokontrol dalam beberapa penelitian sebelumnya. Keunggulan tersebut antara
lain dilihat dari kemampuan dalam menghasilkan enzim PAL dan TAL serta
hormon tumbuh IAA yang berperan dalam meningkatkan ketahanan tanaman
terhadap patogen dan memacu peningkatan pertumbuhan tanaman. Oleh karena
itu, selain berpotensi sebagai agen biokontrol, Bacillus sp. 140-B dan
Streptomyces sp. L.3.1-DW juga berpotensi sebagai agen PGPR. Dengan
demikian, bakteri Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW diduga
dapat dijadikan sebagai salah satu upaya pengendalian infeksi patogen Foc pada

tanaman pisang Cavendish melalui pemanfaatan agen biokontrol.
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RANGKUMAN KESIMPULAN DAN SARAN

KESIMPULAN

1.

Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW berpotensi untuk
menghambat pertumbuhan kapang patogen Foc, melalui sintesis enzim
protease dan Kitinase serta produksi hormon tumbuh IAA.

Aplikasi agen biokontrol Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW
serta kombinasinya mampu menekan infeksi Foc pada tanaman pisang,
menurunkan populasi Foc di area rizosfer tanaman, menghasilkan aktivitas
enzim ketahanan PAL dan TAL, serta meningkatkan pertumbuhan tanaman
yang lebih baik dibandingkan dengan tanaman kontrol.

Pada percobaan in-vitro, Streptomyces sp. L.3.1-DW memiliki aktivitas
antagonisme yang cenderung lebih baik dibandingkan Bacillus sp. 140-B. Hal
tersebut ditunjukkan dengan persentase penghambatan yang lebih besar,
sintesis enzim hidrolase yang lebih kompleks (protease dan kitinase), serta
kadar IAA yang dihasilkan lebih tinggi dibandingkan Bacillus sp. 140-B.
Aplikasi biokontrol secara in-vivo, menunjukkan bahwa Streptomyces sp.
L.3.1-DW memiliki kecenderungan sebagai agen biokontrol yang lebih baik
dibandingkan Bacillus sp. 140-B maupun kombinasinya. Hal tersebut
ditunjukkan dengan kemampuan menekan infeksi Foc, menurunkan populasi
Foc di area rizosfer tanaman, aktivitas PAL dan TAL serta pertumbuhan
tanaman yang lebih baik dibandingkan perlakuan Bacillus sp. 140-B maupun
kombinasinya

Aplikasi bakteri biokontrol Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-
DW sebagai isolat tunggal memberikan dampak yang lebih baik pada

tanaman pisang dibandingkan dengan kombinasinya.

SARAN

1. Pada pengukuran enzim kitinase, perlu dilakukan pengukuran aktivitas

endokitinase, sehingga dapat diperoleh aktivitas kitinase yang lebih akurat dari
bakteri Streptomyces sp. L.3.1-DW.
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. Perlu dilakukan kajian lebih lanjut tentang senyawa antifungal yang dihasilkan
oleh bakteri biokontrol yang berperan dalam menghambat pertumbuhan kapang
patogen Foc.

. Untuk mengetahui dampak pemberian bakteri biokontrol terhadap tanaman
yang diinfeksi patogen Foc, perlakuan aplikasi biokontrol dapat dilakukan
dengan meningkatkan kepadatan sel bakteri agen biokontrol supaya diperoleh
hasil yang signifikan.

. Pengukuran aktivitas enzim PAL dan TAL perlu dilakukan secara periodik,
sehingga dapat mencerminkan sistem ketahanan tanaman pisang yang
terinfeksi patogen Foc.

. Berdasarkan hasil dari penelitian ini, maka dapat disarankan pada penelitian
selanjutnya untuk mengkaji potensi Streptomyces sp. L.3.1-DW lebih detail,
karena bakteri tersebut memiliki kemampuan yang lebih baik sebagai agen

biokontrol dibandingkan Bacillus sp. 140-B.
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Lampiran 1. Isolat bakteri Bacillus sp. 140-B dan Streptomyces sp. L.3.1-DW
dalam media cair

Streptomyces sp. L.3.1-DW Bacillus sp. 140-B

Lampiran 2. Kurva standar Bovine Serum Albumin (BSA) untuk pengukuran
kadar protein
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Lampiran 4. Kurva standar IAA
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Lampiran 7. Morfologi tanaman yang diinokulasi Foc pada media pasir

140-B + L.3.1

Lampiran 8. Kurva standar Trans-Cinamic Acid untuk pengukuran aktivitas PAL
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Lampiran 9. Kurva standar P-Coumaric Acid untuk pengukuran aktivitas TAL
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Lampiran 10. Hasil uji ANOVA satu arah pada persentase infeksi Foc pada
tanaman pisang Cavendish di rumah kaca

Descriptives

Infeksi_Foc |
95% Confidence Interval for
Mean
Std. Std.
N| Mean | Deviation Error | Lower Bound | Upper Bound |Minimum|Maximum
K (-) 4] .0000 .00000| .00000 .0000 .0000 .00 .00}
K (+) 4/81.6675| 21.34297(10.67148 47.7061 115.6289 60.00] 100.00
140-B 4122.5000 7.38868| 3.69434 10.7430 34.2570 16.67 33.33
L.3.1 4/20.0000 .00000| .00000 20.0000 20.0000 20.00 20.00}
1430-18 * 4131.7250 6.48669| 3.24334 21.4032 42.0468 25.00 40.00
Total 20131.1785| 29.50809| 6.59821 17.3683 44.9887 .00 100.00
ANOVA
Infeksi_Foc
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 14887.247 4 3721.812 33.700 .000}
Within Groups 1656.576 15 110.438
Total 16543.823 19

Lampiran 11. Hasil uji lanjut Tukey o 0,05 pada persentase infeksi Foc pada
tanaman pisang Cavendish di rumah kaca

Infeksi_Foc
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2 3
Tukey HSD? K (-) 4 .0000

L.3.1 4 20.0000{ 20.0000

140-B 4 22.5000| 22.5000

140-B + L.3.1 4 31.7250

K (+) 4 81.6675
Sig. .056 532 1 .OOOI

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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Multiple Comparisons

Dependent Variable:Infeksi_Foc

89

95% Confidence

Mean Interval
J) Difference| Std. Lower Upper
(I) Perlakuan  Perlakuan (I-J) Error Sig. Bound Bound
Tukey HSD K (-) K (+) -
81.66750" 7.43096 .000] -104.6137|-58.7213
140-B -22.50000(7.43096 .056 -45.4462 4462
L.3.1 -20.00000(7.43096 .103 -42.9462| 2.9462
140-B + -
L 31 31.72500° 7.43096 .005 -54.6712| -8.7788
K (+) K(-) 81.66750 |7.43096 .000 58.7213(104.6137
140-B 59.16750 |7.43096 .000 36.2213( 82.1137
L.3.1 61.66750 |7.43096 .000 38.7213| 84.6137
140-B + .
L 31 49.94250 |7.43096 .000 26.9963| 72.8887
140-B K (-) 22.50000(7.43096 .056 -.4462| 45.4462
K |7.43096 000 -82.1137|-36.2213
59.16750 | ' ' '
L.3.1 2.50000(7.43096 .997 -20.4462| 25.4462
1430_18 * -9.22500|7.43096 729 -32.1712| 13.7212
L.3.1 K (-) 20.00000(7.43096 .103 -2.9462| 42.9462
K(*) .|7.43096 000 -84.6137|-38.7213
61.66750 | ' ' '
140-B -2.50000|7.43096 .997 -25.4462| 20.4462
1430-18 * -11.72500(7.43096 532 -34.6712| 11.2212
140-B +L.3.1 K(-) 31.72500'|7.43096 .005 8.7788| 54.6712
K(*) .|7.43096 000 -72.8887] -26.9963
49.94250°|" ' ' '
140-B 9.22500(7.43096 729 -13.7212] 32.1712
L.3.1 11.72500(7.43096 532 -11.2212| 34.6712

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 12. Hasil uji ANOVA satu arah pada populasi Foc di area rizosfer
tanaman pisang Cavendish di rumah kaca

Descriptives

populasi_ FOC
95% Confidence Interval
for Mean
Std. Upper
N| Mean Deviation | Std. Error | Lower Bound Bound |Minimum|Maximum

Kontrol (+) [2[2.8750E6| 5.30330E5|3.75000E5 -1.8898E6| 7.6398E6| 2.50E6| 3.25E6
140-B 2[1.0000E6| 3.53553E5|2.50000E5 -2.1766E6| 4.1766E6| 7.50E5| 1.25E6
L.3.1 2(8.7500E5| 1.76777E5|1.25000E5] -713275.5920| 2.4633E6| 7.50E5| 1.00E6
140-B +
L3 2[1.0000E6( 7.07107E5|5.00000E5 -5.3531E6| 7.3531E6| 5.00E5| 1.50E6
Total 8[1.4375E6| 9.61305E5(3.39873E5| 633828.9776| 2.2412E6| 5.00E5| 3.25E6

ANOVA
populasi_ FOC

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 5.531E12 3 1.844E12 7.867 .037
Within Groups 9.375E11 4 2.344E11
Total 6.469E12 7

Descriptives
populasi_FOC

95% Confidence Interval for
Mean
Std.
N| Mean Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound |Minimum|Maximum

Kontrol (+) [2[2.1250E6| 1.76777E5|1.25000E5| 536724.4080 3.7133E6| 2.00E6| 2.25E6
140-B 2(7.5000E5 .00000 .00000]| 750000.0000{ 750000.0000( 7.50E5( 7.50E5
L.3.1 216.2500E5( 1.76777E5|1.25000E5(-963275.5920 2.2133E6| 5.00E5| 7.50E5
1430'18+ 2(8.7500E5| 1.76777E5|1.25000E5(-713275.5920 2.4633E6| 7.50E5| 1.00E6
Total 8(1.0938E6| 6.53801E5]|2.31153E5| 547158.9351 1.6403E6( 5.00E5( 2.25E6
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ANOVA
populasi_FOC
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2.898E12 3 9.661E11 41.222 .002
Within Groups 9.375E10 4 2.344E10
Total 2.992E12 7

Lampiran 13. Hasil uji lanjut Tukey o 0,05 pada populasi Foc di area rizosfer

tanaman pisang Cavendish di rumah kaca

Dependent Variable:populasi_ FOC

Multiple Comparisons

95% Confidence Interval

U] J) Mean Difference Lower Upper
Perlakuan Perlakuan (I-J) Std. Error | Sig. Bound Bound

Tukey  Kontrol (+) 140-B 1.87500E6|4.84123E5| .059(-05794.8077 3.8458E6

HSD L.3.1 2.00000E6 |4.84123E5| .048| 29205.1023|  3.9708E6

1430'15 * 1.87500E6|4.84123E5| .059|-95794.8077|  3.8458E6

140-B Kontrol (+) -1.87500E6|4.84123E5| .050| -3.8458E6| 95794.8977

L.3.1 1.25000E5|4.84123E5| .993| -1.8458E6| 2.0958E6

1430'15 * 100000|4.84123E5|1.000 -1.9708E6| 1.9708E6

L.3.1 Kontrol (+) -2.00000E6 |4.84123E5| .048| -3.9708E6(-29205.1023

140-B -1.25000E5|4.84123E5| .993| -2.0058E6| 1.8458E6

1430'15 * -1.25000E5|4.84123E5| .993| -2.0058E6| 1.8458E6

140-B+  Kontrol (+) -1.87500E6|4.84123E5| .050| -3.8458E6| 95794.8977

L.3.1 140-B .00000|4.84123E5|1.000| -1.9708E6| 1.9708E6

L.3.1 1.25000E5|4.84123E5| .993| -1.8458E6| 2.0958E6

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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populasi_FOC
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2
Tukey HSD? L.3.1 2| 8.7500E5
140-B 2] 1.0000E6| 1.0000E6
|1_4301B ¥ 2| 1.0000E6| 1.0000E6
Kontrol (+) 2 2.8750E6
Sig. .993 .059I

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000.

Dependent Variable:populasi_ FOC

Multiple Comparisons

92

95% Confidence Interval

U] ) Mean Difference Lower Upper
Perlakuan  Perlakuan (I-J) Std. Error | Sig. Bound Bound

Tukey  Kontrol (+) 140-B 1.37500E6 |1.53003E5|.003(751779.9322]  1.9982E6

HSD L.3.1 1.50000E6 |1.53003E5(.002|876779.9322|  2.1232E6

l43°'1'3 * 1.25000E6'|1.53003E5|.004626779.9322|  1.8732E6

140-B Kontrol (+) -1.37500E6'|1.53003E5|.003| -1.9982E6| -7.5178E5

L.3.1 1.25000E5|1.53003E5|.845|  -4.9822E5|748220.0678

l43°'1'3 * -1.25000E5|1.53003E5|.845|  -7.4822E5(498220.0678

L.3.1 Kontrol (+) -1.50000E6 |1.53003E5|.002| -2.1232E6| -8.7678E5

140-B -1.25000E5|1.53003E5|.845|  -7.4822E5(498220.0678

l43°'1'3 * -2.50000E5|1.53003E5|.455|  -8.7322E5(373220.0678

140-B+  Kontrol (+) -1.25000E6'|1.53003E5|.004| -1.8732E6| -6.2678E5

L.3.1 140-B 1.25000E5|1.53003E5|.845|  -4.9822E5|748220.0678

L.3.1 2.50000E5|1.53093E5| 455|  -3.7322E5(873220.0678

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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populasi_FOC
Subset for alpha = 0.05

Perlakuan N 1 2
Tukey HSD®  L.3.1 2| 6.2500E5

140-B 2| 7.5000E5

140-B + L.3.1 2| 8.7500E5

Kontrol (+) 2 2.1250E6

Sig. .455 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000.

93

Lampiran 14. Hasil uji ANOVA satu arah pada aktivitas enzim PAL dan TAL
tanaman pisang Cavendish di rumah kaca

Descriptives

95% Confidence Interval
for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound |Minimum|Maximum
PAL K (+) 4(1.87043E2| 65.910019(3.295501E1 82.16495( 291.92005| 123.920| 278.500
140-B | 4|1.45582E2| 12.339901| 6.169951| 125.94696| 165.21804| 134.330| 157.670
L.3.1 4(1.61415E2| 33.916769|1.695838E1| 107.44585| 215.38415| 135.580| 209.330
1482381 4(1.27042E2| 9.479706| 4.739853| 111.95817| 142.12683| 116.420| 138.500]
Total [16]|1.55271E2| 40.793313|1.019833E1| 133.53340( 177.00785| 116.420( 278.500]
TAL K (+) 4(3.44650E1]| 10.178296| 5.089148| 18.26906| 50.66094| 25.240| 48.800
140-B | 4|2.57150E1| 4.261881| 2.130941 18.93340( 32.49660( 20.470f 30.130
L.3.1 4(3.01625E1| 7.612894| 3.806447| 18.04869| 42.27631] 21.580| 40.020
1482381 4/2.56900E1| 4.991219| 2.495609| 17.74786| 33.63214] 19.690| 29.910
Total [16/2.90081E1| 7.419560| 1.854890| 25.05452| 32.96173| 19.690( 48.800
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
PAL Between Groups 7751.569 3 2583.856 1.802 .200
Within Groups 17209.847 12 1434.154
Total 24961.416 15
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TAL  Between Groups 211.859 3 70.620 1.380 296
Within Groups 613.889 12 51.157
Total 825.748 15
Lampiran 15. Hasil uji lanjut Tukey o 0,05 pada aktivitas enzim PAL dan TAL
tanaman pisang Cavendish di rumah kaca
Multiple Comparisons
95% Confidence
Interval
Mean
Dependent U} J) Difference (I- Lower Upper
Variable Perlakuan Perlakuan J) Std. Error | Sig. Bound Bound
PAL Tukey K (+) 140-B 41.460000]2.677829E1| .441| -38.04210| 120.96210
HSD L.3.1 25.627500(2.677829€1| .775| -53.87460| 105.12960
1430'1“ 60.000000[2.677829E1| 167| -19.50210| 139.50210
140-B K (+) -41.460000(2.677829E1| .441|-120.96210| 38.04210
L.3.1 -15.832500(2.677829E1| .933| -95.33460| 63.66960
1430'1“ 18.540000|2.677829E1| .898| -60.96210| 98.04210
L.3.1 K (+) -25.627500(2.677829E1| .775|-105.12960| 53.87460
140-B 15.832500|2.677829E1| .933| -63.66960| 95.33460
1430'15’“ 34.372500(2.677829E1| 590| -45.12960| 113.87460
140-B+ K (+) -60.000000(2.677829E1| .167|-139.50210| 19.50210
L.3.1 140-B -18.540000(2.677829E1| .898| -98.04210| 60.96210
L.3.1 -34.372500(2.677829E1| .590|-113.87460| 45.12960
TAL Tukey K (+) 140-B 8.750000 5.057541| .351] -6.26534| 23.76534
HSD L.3.1 4302500 5.057541| .829| -10.71284| 19.31784
l43°'1'3+ 8.775000 5.057541| .349| -6.24034| 23.79034
140-B K (+) -8.750000] 5.057541| 351| -23.76534] 6.26534
L.3.1 -4.447500| 5.057541| .815| -19.46284| 10.56784
1430'15+ 025000 5.057541|1.000| -14.99034| 15.04034
L.3.1 K (+) -4.302500| 5.057541| .829| -19.31784] 10.71284
140-B 4.447500| 5.057541| .815| -10.56784| 19.46284
1430'1'3" 4.472500| 5.057541| 813| -10.54284| 19.48784
140-B + K (+) -8.775000 5.057541| 349| -23.79034| 6.24034
L.3.1 140-B -.025000| 5.057541[1.000| -15.04034| 14.99034
L.3.1 -4.472500| 5.057541| .813| -19.48784| 10.54284
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PAL
Subset for alpha
=0.05
Perlakuan N 1
Tukey HSD*  140-B +L.3.1 4 127.04250
140-B 4 145.58250
L.3.1 4 161.41500
K (+) 4 187.04250
Sig. 167
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
TAL
Subset for alpha
=0.05
Perlakuan N 1
Tukey HSD®  140-B + L.3.1 4 25.69000
140-B 4 25.71500
L.3.1 4 30.16250
K (+) 4 34.46500
Sig. .349

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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Lampiran 16. Hasil uji ANOVA satu arah pada tinggi tanaman pisang Cavendish
yang tidak diinokulasi Foc

Descriptives

95% Confidence Interval
for Mean
Std. Std. Lower Upper

N| Mean | Deviation Error Bound Bound Minimum|Maximum

tinggi 0 K (-) 4] 13.125 .6292 .3146 12.124 14.126 12.5 14.0
;)(140_ 4] 14.125 4787 .2394 13.363 14.887 13.5 14.5

5_3 1) 4] 13.375 1.1087 .5543 11.611 15.139 12.0 14.5

Total 12| 13.542 .8382 .2420 13.009 14.074 12.0 14.5
Tinggi_14 K (-) 4113.5000 .57735] .28868 12.5813 14.4187 13.00 14.00
;)(140- 4116.5000 1.00000{ .50000 14.9088 18.0912 15.00 17.00
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5_3 1) 4119.1250 1.43614| .71807 16.8398 21.4102 17.50 21.OOI
Total |12]16.3750 2.58602| .74652 14.7319 18.0181 13.00 21.00|
Tinggi_30 K (-) 4(14.6250 2.62599( 1.31300 10.4465 18.8035 13.00 18.50|
:)(140- 4(24.0000 3.55903| 1.77951 18.3368 29.6632 19.00 27.00]
5_3 1) 4127.1250 2.28674| 1.14337 23.4863 30.7637 24.50 30.00]
Total |12]21.9167 6.12682| 1.76866 18.0239 25.8095 13.00 30.00|
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
tinggi_0 Between Groups 2.167 2 1.083 1.753 .228
Within Groups 5.562 9 618
Total 7.729 11
Tinggi_14 Between Groups 63.375 2 31.688 27.994 .000
Within Groups 10.188 9 1.132
Total 73.562 11
Tinggi_ 30  Between Groups 338.542 2 169.271 20.483 .000
Within Groups 74.375 9 8.264
Total 412.917 11

Lampiran 17. Hasil uji lanjut Tukey o 0,05 pada tinggi tanaman pisang Cavendish
yang tidak diinokulasi Foc

Multiple Comparisons

95% Confidence
Interval
Dependent ) J) Mean Std. Lower Upper
Variable Perlakuan Perlakuan | Difference (I-J)| Error |Sig.| Bound Bound
tinggi 0 Tukey K (-) K (140-B) -1.0000| .5559|.224| -2.552 552
HSD K (L.3.1) 2500 5559|.896| -1.802|  1.302
K (140-B) K (-) 1.0000| .5559|.224 -552 2.552
K(L.3.1) .7500 .55659(.405 -.802 2.302
K(L.3.1) K() 2500| .5559).896|  -1.302 1.802
K (140-B) -.7500 .55659(.405 -2.302 .802
Tinggi_14 Tukey K (-) K (140-B) -3.00000| .75231|.008| -5.1005|  -.8995
HSD K (L.3.1) -5.62500°| .75231|.000| -7.7255| -3.5245
K (140-B) K(-) 3.00000| .75231|.008 .8995 5.1005
K(L.3.1) -2.625007| .75231|.017| -4.7255 -.5245
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K(L31) K() 562500 .75231|.000] 3.5245] 7.7255

K (140-B) 2.625007 .75231|.017| 5245 47255

Tinggi_30 Tukey K (-) K (140-B) -9.37500| 2.03272].003| -15.0504] -3.6996
HSD K (L.3.1) -12.50000'| 2.03272|.000| -18.1754| -6.8246

K (140-B) K (-) 9.37500 | 2.03272|.003]  3.6996| 15.0504

K (L.3.1) -3.12500| 2.03272|.320 -8.8004|  2.5504

K(L3.1) K() 12.500007| 2.03272|.000]  6.8246| 18.1754

K (140-B) 3.12500| 2.03272|.320| -2.5504| 8.8004

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

tinggi_0
Subset for alpha
=0.05

Perlakuan N 1
Tukey HSD® K () 4 13.125
K(L.3.1) 4 13.375
K (140-B) 4 14.125
Sig. 224

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

Tinggi_14
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2 3
Tukey HSD* K () 4| 13.5000
K (140-B) 4 16.5000
K(L.3.1) 4 19.1250
Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

Tinggi_30
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2
Tukey HSD* K (-) 4 14.6250
K (140-B) 4 24.0000
K(L.3.1) 4 27.1250
Sig. 1.000 .320

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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Lampiran 18. Hasil uji ANOVA satu arah pada tinggi tanaman pisang Cavendish
yang diinokulasi Foc

Descriptives

95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper
N| Mean | Deviation | Error Bound Bound [Minimum|Maximum
tinggi_ 0 K (+) 4 12.875 .8539| .4270 11.516 14.234 12.0 14.0
;i(():-B * 4| 14.375 .6292| .3146 13.374 15.376 13.5 15.0
L.3.1+
Foc 4] 13.625 A787] .2394 12.863 14.387 13.0 14.0
140-B +
L.3.1+ 4 14.000 .7071 .3536 12.875 15.125 13.0 14.5
Foc
Total 16] 13.719 .8360] .2090 13.273 14.164 12.0 15.0
Tinggi_14 K (+) 4(13.2500| 1.55456| .77728 10.7763 15.7237 12.00 15.50
Ili(c):_B * 4116.1250] 1.10868| .55434 14.3608 17.8892 15.00 17.50]
L.3.1+
Foc 4116.3750] 1.10868| .55434 14.6108 18.1392 15.00 17.50]
140-B +
L.3.1+ 4(16.3750] 2.49583| 1.24791 12.4036( 20.3464 14.00 19.00
Foc
Total 16]15.5312| 2.02047| .50512 14.4546 16.6079 12.00 19.00]
Tinggi_30 K (+) 4114.3750| 3.14576| 1.57288 9.3694 19.3806 12.00 19.00|
;ﬁg'B * | 4|21.3750| 4.42205|2.21148| 14.3371| 28.4120| 16.00|  25.00
Il;c:)361 * 4123.5000] 3.10913| 1.55456 18.5527| 28.4473 20.00 27.00]
140-B +
L.3.1+ 4(22.5000] 5.00000] 2.50000 14.5439| 30.4561 15.00 25.00
Foc
Total 16(20.4375| 5.14741] 1.28685 17.6946 23.1804 12.00 27.00
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
tinggi_0 Between Groups 4.922 3 1.641 3.539 .048
Within Groups 5.562 12 464
Total 10.484 15
Tinggi_14  Between Groups 27.922 3 9.307 3.353 .055
Within Groups 33.312 12 2.776
Total 61.234 15
Tinggi_30  Between Groups 205.062 3 68.354 4.264 .029
Within Groups 192.375 12 16.031
Total 397.438 15
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Lampiran 19. Hasil uji lanjut Tukey o 0,05 pada tinggi tanaman pisang Cavendish

yang diinokulasi Foc

Multiple Comparisons

95% Confidence
Mean Interval
Dependent Difference (I-| Std. Lower Upper
Variable () Perlakuan (J) Perlakuan J) Error | Sig. | Bound Bound
tinggi 0 Tukey K (+) 140-B + Foc 15000 .4814| .039] -2.920]  -.071
HSD L.3.1 + Foc _7500| 4814 436| -2.179| 679
I1_f‘39-18++Foc 11250| 4814| 144| -2554] 304
140-B + Foc K (+) 1.50001| .4814| .039 071|  2.929
L.3.1 + Foc 7500| .4814| 436|  -679 2.179|
AT 3750|  4814| 863| -1.054| 1.804
L3.1+Foc K (+) 7500| .4814| 436| -679| 2.179
140-B + Foc _7500| .4814| 436| -2.179 .679|
AT _3750| 4814| 863| -1.804| 1.054
140-B + K (+) 1.1250| 4814| 144| -304| 2554
L.3.1+Foc 1408 + Foc _3750| .4814| 863 -1.804| 1.054
L.3.1 + Foc 3750| .4814| 863| -1.054| 1.804
Tinggi_14 Tukey K (+) 140-B + Foc -2.87500| 1.17814| .122| -6.3728] 6228
HSD L.3.1 + Foc -3.12500| 1.17814| .086| -6.6228|  .3728
I1:130._1B++Foc -3.12500| 1.17814| .086| -6.6228| 3728
140-B + Foc K (+) 2.87500] 1.17814| 122| -6228] 6.3728
L.3.1 + Foc -.25000| 1.17814| .996| -3.7478| 3.2478
AT -25000| 1.17814| .996| -3.7478| 3.2478
L3.1+Foc K (+) 3.12500( 1.17814| .086| -.3728] 6.6228
140-B + Foc 25000| 1.17814| .996| -3.2478| 3.7478
I1:130._1B++Foc .00000| 1.17814|1.000| -3.4978| 3.4978
140-B + K (+) 3.12500| 1.17814| .086| -3728| 6.6228
L3.1+Foc 1408 + Foc 25000| 1.17814| .996| -3.2478| 3.7478
L.3.1 + Foc .00000| 1.17814|1.000| -3.4978| 3.4978
Tinggi_30 Tukey K (+) 140-B + Foc -7.00000| 2.83119| .116] -15.4055|  1.4055
HSD L.3.1 + Foc -9.12500°| 2.83119| .032| -17.5305| -.7195
lf‘30_'1'3++|:oc -8.12500| 2.83119| .059| -16.5305| 2805
140-B + Foc K (+) 7.00000| 2.83119| .116| -1.4055| 15.4055
L.3.1 + Foc -2.12500| 2.83119| .875| -10.5305| 6.2805
AT -1.12500| 2.83119| .978| -9.5305 7.2805
L3.1+Foc K (+) 9.125007| 2.83119| .032|  .7195| 17.5305
140-B + Foc 2.12500| 2.83119| .875| -6.2805| 10.5305
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140-B +
L 31+ Foc 1.00000{ 2.83119| .984| -7.4055| 9.4055
140-B + K (+) 8.12500( 2.83119| .059 -.2805( 16.5305
L3.1+Foc 1408 + Foc 1.12500| 2.83119| .978| -7.2805| 9.5305
L.3.1 + Foc -1.00000] 2.83119| .984| -9.4055| 7.4055
*. The mean difference is significant at the 0.05
level.
tinggi_0O
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2
Tukey HSD* K (+) 4 12.875
L.3.1 + Foc 4 13.625 13.625
140-B + L.3.1 + Foc 4 14.000 14.000
140-B + Foc 4 14.375
Sig. 144 436

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

Tinggi_14
Subset for alpha = 0.05

Perlakuan N 1 2
Tukey HSD® K (+) 4 13.2500

140-B + Foc 4 16.1250

L.3.1 + Foc 4 16.3750

140-B + L.3.1 + Foc 4 16.3750

Sig. .086

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.

Tinggi_30
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2
Tukey HSD® K (+) 4 14.3750
140-B + Foc 4 21.3750 21.3750
140-B + L.3.1 + Foc 4 22.5000 22.5000
L.3.1 + Foc 4 23.5000
Sig. .059 875

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000.
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