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III. BAHAN DAN METODE 

 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Sampel tanah diambil dari daerah di sekitar risosfer tanaman nanas di PT. Great 

Giant Pineapple (GGP) Terbanggi Besar, Lampung Tengah dan PT. Nusantara 

Tropical Farm (NTF) Labuhan Ratu, Lampung Timur.  Isolasi dan identifikasi 

jamur tanah yang didapatkan serta pengujian hipovirulensi isolat dilakukan 

secara in vivo di Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, 

Universitas Lampung.  Pengujian isolat terpilih sebagai PGPF dilakukan secara 

in planta di rumah kaca Fakultas Pertanian Universitas Lampung.  Penelitian 

dilaksanakan pada bulan April sampai dengan November 2015. 

3.2 Bahan dan Alat 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel tanah dari 

pertanaman nanas, kentang, agar, dextrose, alkohol 70%, air steril, aquades, 

antibiotik (asam laktat), streptomycin, rose bengal dan aquades. 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, tabung 

erlenmeyer, tabung reaksi, bor gabus, lampu bunsen, laminar air flow, gelas 

ukur 100 ml, penggaris, jarum ose, pipet tetes, almunium foil, plastic wrap, 
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kertas label, nampan, plastik tahan panas, autoklaf, polibag, alat pemotong, 

terpal, ember plastik, timbangan dan alat tulis. 

3.3 Pelaksanaan Penelitian 

3.3.1 Media Isolasi 

Isolasi jamur dari risosfer tanaman nanas dilakukan dengan menggunakan dua 

media, yaitu media potato sucrose agar- rose bengal (PSA-R) dan potato 

sucrose agar - asam laktat (PSA-L).  Cara pembuatan media isolasi yang 

digunakan adalah sebagai berikut. 

3.3.1.1 Potato Sucrose Agar- Rose Bengal (PSA-R) 

Media PSA-R dibuat dengan komposisi 1 liter aquades, 200 gram kentang, 20 

gram agar batang, 20 gram gula, dan 40 ppm rose bengal.  Kentang dicuci 

dengan menggunakan air mengalir, kemudian dikupas dan ditimbang sebanyak 

200 gram.  Kentang yang telah dicuci selanjutnya dipotong dadu dengan ukuran 

1x1x1 cm dan direbus dalam 1 liter aquades.  Sari dari rebusan kentang 

selanjutnya dimasukkan ke dalam tabung erlenmeyer dan ditambahkan agar 

batang, gula serta rose bengal, lalu ditambahkan aquades hingga volume 

mencapai 1 liter.  Media kemudian diautoklaf selama 15 menit dengan suhu 

121
o
C pada tekanan 1 atm.  Sebelum media dituang ke dalam cawan petri, 

ditambahkan antibiotik streptomycin sebanyak 60 ppm (Ginting & Maryono, 

2011). 
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3.3.1.2 Potato Sucrose Agar – Lactic Acid  

Media PSA dibuat dengan komposisi 1 liter aquades, 200 gram kentang, 20 

gram agar batang, 20 gram gula.  Kentang dicuci dengan menggunakan air 

mengalir, kemudian dikupas dan ditimbang sebanyak 200 gram.  Kentang yang 

telah dicuci selanjutnya dipotong dadu dengan ukuran 1x1x1 cm dan direbus 

dalam 1 liter aquades.  Sari dari rebusan kentang selanjutnya dimasukkan 

kedalam tabung erlenmeyer dan ditambahkan dengan agar batang yang telah 

dicairkan serta gula, lalu ditambah dengan aquades hingga volume mencapai 1 

liter.  Media kemudian diautoklaf selama 15 menit dengan suhu 121
o
C pada 

tekanan 1 atm.  Sebelum media dituang ke dalam cawan petri, ditambahkan 

asam laktat sebanyak 0,7 ml (Ginting & Maryono, 2011). 

3.3.2 Isolasi jamur Rizosfer 

Sampel tanaman nanas berikut tanah di sekitar perakaran tanaman diperoleh 

dari perkebunan PT.Great Giant Pineapple (GGP) Terbanggi Besar, Lampung 

Tengah dan PT. Nusantara Tropical Farm (NTF).  Sampel tanah diambil dari 

daerah di sekitar perakaran tanaman nanas yang sakit dan sehat yang diambil 

secara acak.  Sampel yang didapat kemudian diisolasi menggunakan media 

PSA-R dengan pengenceran 10
-4

 dan 10
-5

 dan diinkubasi selama 3-7 hari pada 

suhu kamar.  Isolat yang telah diperoleh kemudian di re-isolasi (dipindah) ke 

dalam cawan petri berisi media PSA hingga mendapatkan biakan murni.  

Biakan murni yang didapatkan selanjutnya diidentifikasi berdasarkan buku 

Compendium of Soil Fungi (Domsch et al., 1993). 
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3.3.3 Uji hipovirulensi 

Uji hipovirulensi dilakukan dengan menggunakan benih mentimun sebagai 

tanaman indikator.  Benih mentimun digunakan, karena tanaman mentimun 

merupakan salah satu jenis tanaman yang sangat peka terhadap serangan 

patogen tanaman.  Pengujian hipovirulen dilaksanakan menggunakan metode 

yang dikemukakan oleh Ichielevich-Auster et al. (1985) dalam Worosuryani 

(2005).  Mula-mula benih direndam dengan air hangat (45
o
C) selama 30 menit.  

Selanjutnya, permukaan benih mentimun didisinfeksi dengan menggunakan 

alkohol 70% dan direndam dalam sodium hypochlorite 2% (Worosuryani, 2005) 

selama 30 detik.  Setalah direndam, benih mentimun dicuci dengan 

menggunakan air steril sebanyak 3 kali.  Benih mentimun kemudian 

dikecambahkan dalam cawan petri yang dilapisi dengan kertas merang yang 

telah dibasahi dengan air steril dan diinkubasi selama 2 hari pada suhu kamar.  

Empat bibit yang telah berkecambah kemudian dipindahkan ke dalam cawan 

petri yang berisi media agar air 2% dan diinkubasi selama 1 hari pada suhu 

kamar. 

Peremajaan isolat jamur yang akan diuji dilakukan sehari setelah pemindahan 

benih ke dalam media agar air.  Satu potong bor gabus biakan murni jamur 

berukuran ± 3 mm yang berumur 3 hari diletakkan di tengah-tengah hipokotil 

bibit mentimun dan diinkubasikan di dalam suhu ruang.  Setiap perlakuan terdiri 

atas tiga ulangan pada masing-masing isolat.  Pengamatan dilakukan 14 hari 

setelah inokulasi terhadap bercak atau kematian bibit timun setelah inokulasi.  
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Keparahan penyakit dihitung dengan mengikuti determinasi skor individual dari 

Villa juan-Abgona et al. (1996) dalam Worosuryani (2005) yaitu sebagai 

berikut. 

Rumus Disease Severity Index (DSI) adalah  

 

Keterangan : 

DSI  = Disease Severity Index (Indeks keparahan penyakit) 

N     = Nilai tingkat keparahan penyakit pada masing-masing individu 

Z     = Jumlah individu yang digunakan 

Parameter tingkat keparahan penyakit : 

0 = sehat, tidak ada infeksi pada hipokotil 

1 = satu atau dua bercak coklat muda < 0,25 cm 

2 = bercak coklat muda < 0,5 cm dan area kebasahan < 10% pada hipokotil 

3 = bercak coklat muda sampai tua > 1,0 cm dan kemudian bergabung dengan 

bercak lainnya dan daerah kebasahan 10%<x<100% pada hipokotil (daun 

belum layu dan hipokotil maih putih). 

4 = hipokotil bercak hitam, daun layu dan bibit mati. 

Analisis data dilakukan pada pengamatan terakhir dengan menggunakan 

parameter Disease Severity Index (DSI).  Rancangan yang digunakan adalah 

rancangan acak lengkap (RAL), dengan 3 ulangan dan uji rerata dengan 

menggunakan DMRT pada taraf α = 5%.  Isolat yang memiliki nilai DSI < 2,0 

dikategorikan sebagai isolat yang hipovirulen (Villa juan-Abgona et al., 1996 

dalam Worosuryani, 2005). 

3.3.4 Uji kemampuan isolat jamur sebagai PGPF 

Uji kemampuan jamur sebagai PGPF dilakukan terhadap isolat jamur yang 

mempunyai nilai DSI<2.  Pada tahapan pengujian ini juga digunakan tanaman 
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mentimun sebagai indikator.  Masing-masing isolat jamur yang akan diuji 

diremajakan dalam media PSA selama 3 hari.  Setelah berumur 3 hari, satu 

potong bor gabus biakan murni dengan diameter ± 3 mm kemudian dipindahkan 

ke dalam kantong plastik yang berisi media menir (100 g) yang telah disterilkan 

dalam autoklaf pada suhu 121
o
C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit 

(perbandingan 1:1 w/v menir dan air). Kultur diinkubasi selama 10 hari pada 

suhu kamar (Worosuryani, 2005). 

Persiapan tanaman mentimun dimulai dengan mendisinfeksi benih mentimun 

dengan larutan alkohol 70% dan sodium hypochlorite 2% (Worosuryani, 2005) 

seperti yang dilakukan pada persiapan uji hipovirulen.  Benih yang telah 

didisinfeksi  selanjutnya disemai ke dalam cawan petri yang telah dilapisi 

dengan kertas merang basah (kapasitas lapang) dan sebanyak 5 g isolat jamur 

yang telah ditumbuhkan di dalam media menir ditambahkan ke dalam polibag 

yang telah berisi tanah steril sebanyak 250 gram.  Tanah dan isolat jamur 

tersebut kemudian dicampur secara merata.  Selanjutnya, satu kecambah 

mentimun yang berumur 2 hari dipindahtanamkan ke dalam polibag yang telah 

dicampur dengan biakan murni jamur.  Pengamatan dilakukan 2 hari sekali 

selama 21 hari terhadap tinggi tanaman, jumlah daun, kehijauan daun.  Pada 

akhir pengamatan dilakukan pengukuran panjang akar, berat basah akar (root) 

dan berangkasan (shoot), serta berat kering akar dan berangkasan (shoot).  

Rancangan yang digunakan pada penelitian ini adalah rancangan acak lengkap 

(RAL), dengan tiga ulangan dan uji rerata dengan menggunakan DMRT pada 

aras 5%. 


