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ABSTRAK
EKSPLORASI AKTINOMISETES PADA LAHAN PERTANAMAN
NANAS(Ananas comosus) YANG BERPOTENSI SEBAGAI ANTAGONIS
Oleh

WULANDARI

Aktinomisetes merupakan salah satu kelompok mikroba tanah yang dapat
menghasilkan antibiotik sehingga berpotensi sebagai agen pengendalian hayati
terhadap bakteri patogen tanaman. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi,
mengkarakterisasi dan mengkoleksi aktinomisetes dari tanah lahan perkebunan
nanas PT Great Giant Food ( PT GGF) dan PT Nusantara Tropical Farm (PT
NTF) dan menguji kemampuannya sebagai antagonis bakteri Dickeya sp.
penyebab penyakit busuk lunak nanas. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Bioteknologi Fakultas Pertanian Universitas Lampung pada bulan Agustus sampai
bulan Desember 2016. Penelitian ini dilakukan dalam dua tahapan yaitu isolasi
dan karakterisasi aktinomisetes dilakukan secara deskriptif dan pengujian
kemampuan isolat aktinomisetes sebagai antagonis bakteri Dickeya sp. dilakukan
secara in-vitro dengan menggunakan rancangan acak lengkap. Jumlah perlakuan
sesuai dengan jumlah isolat aktinomisetes yang diperoleh (26 isolat) dengan
empat ulangan. Data yang diperoleh diuji mengunakan analisis ragam dan nilai
tengah antar perlakuan diuji dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf 5

%. Dari hasil penenelitian ini diperoleh 26 isolat aktinomisetes, 18 isolat dari



Waulandari

lahan perkebunanan nanas PT GGF dan 8 isolat dari PT NTF. Ciri koloni isolat
aktinomisetes tersebut bervariasi tetapi pada umumnya berbentuk circular dengan
tepi undulate, elevasi raised dan flat ukuran kecil sampai sedang, tekstur rugose,
penampilan dull, pigmentasi / non pigmented (cream). Dari 26 isolat
aktinomisetes yang diperoleh, sebanyak 14 isolat dapat menghambat pertumbuhan
Dickeya sp. secara in-vitro. Isolat GGF 9 mempunyai diameter zona bening yang

terbesar di antara isolat yang lain.

Kata kunci: aktinomisetes, Dickeya sp., nanas, zona penghambatan
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Buah-buahan tropis yang telah dipasarkan dalam skala internasional antara lain
yaitu pisang, mangga, alpukat, rambutan, markisa, sirsak, jambu biji, belimbing,
manggis, dan nanas (Amandari, 2011). Buah nanas merupakan salah satu jenis
buah penting di Indonesia karena menjadi komoditas ekspor andalan, baik dalam
bentuk segar maupun olahan seperti buah kalengan (canning) dan jus (Sunarjono,
2006). Jumlah produksi dan nilai ekspor yang tinggi menjadikan Indonesia
dikenal sebagai salah satu negara produsen nanas terbesar keenam setelah

Thailand, Brazil, Kosta Rika, Filipina dan China (Mulyono, 2013).

Produksi nanas di Indonesia tahun 2015 mencapai 1.729.603 ton. Beberapa sentra
produksi nanas antara lain adalah Lampung (534.775 ton), Sumatra Utara
(223.128 ton), Jawa Timur (171.304 ton), Jambi (142.845 ton), Jawa Barat
(187.555 ton) dan Jawa Tengah (201.039 ton) (Badan Pusat Statistik, 2016). Dari
data tersebut diketahui bahwa Provinsi Lampung merupakan penyumbang

terbesar produksi nanas di Indonesia.

Usaha untuk meningkatkan produksi nanas saat ini masih menghadapi berbagai

kendala, anatara lain adalah serangan organisme pengganggu tanaman (OPT)



khususnya patogen atau organisme penyebab penyakit. Salah satu penyakit
tanaman nanas di berbagai negara yaitu penyakit busuk buah yang disebabkan

oleh bakteri (Sunarjono, 2000).

Gejala dari penyakit busuk buah yang disebabkan oleh bakteri yaitu
menggeluarkan eksudat dan gas seperti yang terjadi pada proses fermentasi serta
muncul rongga pada bagian dalam buah (Ploetz, 2003). Menurut Kaneshiro dkk.,
(2008), penyebab penyakit busuk buah di Hawai adalah bakteri
Erwinia.chrysanthemi. Bakteri E. chrysanthemi ini sudah diklasifikasi ulang dan

dikelompokkan sebagai genus baru yaitu Dickeya (Samson dkk., 2005).

Salah satu alternatif mengendalikan penyakit tanaman yaitu pengendalian hayati
(Gerhardson, 2002 dalam Warton dkk., 2012). Pengendalian hayati merupakan
salah satu teknik pengendalian yang menggunakan atau memanfaatkan mikroba
antagonis. Penggunaan mikroba antagonis dikatakan sebagai cara pengendalian
yang ramah lingkungan karena pada umumnya tidak berdampak negatif terhadap
lingkungan jika dibandingkan dengan fungisida sintetik (Wartono dkk., 2012).
Beberapa dampak negatif dari pestisida kimia sintetik antara lain yaitu mencemari
lingkungan, mengakibatkan terjadinya resistensi hama dan patogen tanaman serta

berkurangnya jenis dan populasi mikroba tanah (Djojosumarto, 2000).

Mikroba antagonis atau agen pengendali hayati penyakit tanaman merupakan
jasad renik yang berasal dari alam seperti bakteri, cendawan, aktinomisetes, dan

virus yang mampu menekan, menghambat atau memusnahkan organisme



pengganggu tanaman (Tombe 2002, dalam Hanudin dan Marwoto, 2012). Dari
berbagai kelompok mikroba yang ada di dalam tanah, aktinomisetes merupakan
salah satu jenis mikroba tanah yang dapat menghasilkan antibiotik sehingga
berpotensi sebagai agen pengendali hayati (Suwandi, 1993 dalam Sallytha dkk.,
2014). Aktinomisetes banyak ditemukan di berbagai jenis tanah, tetapi belum ada

laporan apakah aktinomisetes juga dapat ditemukan pada lahan pertanaman nanas.

1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan sebagai berikut :

1. Mengisolasi, mengkarakterisasi dan mengkoleksi aktinomisetes dari tanah
lahan perkebunan nanas PT Great Giant Food (PT GGF) dan PT Nusantara
Tropical Farm (PT NTF).

2. Menguji kemampuan aktinomisetes sebagai antagonis bakteri Dickeya sp.

penyebab penyakit busuk lunak nanas.

1.3 Kerangka Pemikiran

Aktinomisetes merupakan salah satu mikroorganisme tanah yang mampu
menghasilkan antibiotik. Sebanyak 75 % dari 10.000 jenis antibiotik dihasilkan
oleh aktinomisetes. Antibiotik tersebut dapat digunakan sebagai obat untuk
mengatasi permasalahan kesehatan, peternakan, hortikultur, dan agrobiologi

lainnya (Nurkanto dkk., 2008).



Penggunaan aktinomisetes sebagai agen hayati dalam mengendalikan patogen
tanaman budidaya sangat potensial (Gusnawaty, 2011). Aktinomisetes
merupakan organisme tanah yang memiliki sifat-sifat yang dimiliki oleh bakteri
dan jamur, namun memiliki ciri khas yang membatasinya menjadi satu kelompok
yang jelas berbeda (Fitter dkk., 2005). Aktinomisetes muncul perlahan serta
menunjukkan konsistensi berbubuk dan melekat erat pada permukaan agar
sedangkan koloni bakteri berlendir dan tumbuh dengan cepat (Rao, 1994).
Miselium vegetatif aktinomisetes berbentuk hifa non-septat yang panjang.
Beberapa hifa membentang dan panjangnya lebih dari 600 pm, bercabang,
melengkung atau meliuk-liuk, dan cabangnya berbentuk monopodial. Miselium
vegetatif memiliki karakteristik berwarna, seperti kuning, oranye, merah, hijau,

coklat, atau hitam (Cross T. 1982 dalam Lancini dan Rolando, 1993).

Aktinomisetes juga banyak ditemukan di daerah rizosfer. Daerah rizosfer banyak
mengandung bahan organik sehingga memungkinkan pertumbuhan yang optimal
bagi aktinomisetes (Gathogo dkk ., 2004 dalam Ristrianto, 2010). Aktinomisetes
biasanya tumbuh di tanah dengan kedalaman 11-15 cm dari permukaan tanah.
Pada kedalaman tersebut kombinasi pH dan kandungan air baik untuk

pertumbuhan aktinomisetes (Miyadoh dan Otoguro, 2004).

Jenis tanah pada perkebunan Great Giant Food (GGF) dan Nusantara Tropical
Farm (NTF) didominasi oleh tanah ultisol (PMK). Menurut Hadiati dan Indriyani
(2008) tanaman nanas memerlukan tanah lempung berpasir sampai berpasir,
cukup banyak mengandung bahan organik, drainase baik, dan sebaiknya pH

antara 5,5 - 6,5. Menurut Hardjowigeno (1993) tanah ultisol memiliki kandungan



bahan organik yang sangat rendah sehingga memperlihatkan tanahnya merah
kekuningan. Walaupun tanah ultisol sering diidentikkan dengan tanah yang tidak
subur, dimana mengandung bahan organik yang rendah, nutrisi rendah dan pH
rendah (kurang dari 5,5) tetapi dapat dimanfaatkan sebagai lahan pertanian yang
potensial jika dilakukan pengelolaan yang baik untuk mengatasi kendala yang ada
(Munir, 1996). Untuk memberikan nutrisi tanah dapat dilakukan dengan
penambahan bahan organik baik berupa kompos matang ataupun mengembalikan
sisa tanamann yang telah dicacah (choping) dalam bentuk bahan organik segar ke

lahan sebelum ditanami nanas (Martin, 2016).

Nengsih (2013) melaporkan bahwa 40 isolat aktinomisetes berhasil diisolasi dari
rizosfer rumput belulang. Pada Penelitian Sallytha dkk. (2014) berhasil
mengisolasi sebanyak 12 isolat dari 4 lokasi pada tanaman tembakau yang
memililki sifat antagonis terhadap Erwinia carotovora di Jember. Susilowati dkk.
(2007) melaporkan bahwa dari sampel tanah yang berasal dari berbagai daerah di
Indonesia diperoleh 115 isolat aktinomisetes, 40 isolat yang berpotensi sebagai
agensia penghasil senyawa antibakteri, 19 isolat dapat menghambat pertumbuhan
enteropatogen Escherichia coli dan 21 isolat dapat menghambat pertumbuhan

Pseudomonas pseudomallei.

1.4 Hipotesis
Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah:
1. Terdapat variasi isolat aktinomisetes dari tanah perkebunan nanas PT Great

Giant Food (PT GGF) dan PT Nusantara Tropical Farm (PT NTF).



2. Isolat aktinomisetes dari tanah perkebunan nanas PT Great Giant Food (PT
GGF) dan PT Nusantara Tropical Farm (PT NTF) dapat menghambat bakteri

Dickeya sp. secara in-vitro.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Nanas

Nanas berasal dari Amerika Selatan, tepatnya di Brazil. Tanaman nanas telah
lama dibudidayakan oleh penduduk pribumi Brazil. Pada abad ke-16 orang
Spanyol membawa nanas ke Filipina dan Semenanjung Malaysia dan masuk ke

Indonesia pada abad ke-15 (Rocky, 2009).

Nanas berada di urutan ketiga dengan produksi sebesar 1.835.483 ton atau sekitar
9,27 % dari total produksi buah di Indonesia. Pulau Sumatra merupakan sentra
produksi nanas dengan total produksi sebesar 1.191.486 ton atau sekitar

64,91 % dari total produksi nanas nasional (Taufik, 2015).

Klasifikasi tanaman nanas adalah sebagai berikut Prihatman (2000):

Kerajaan : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Angiospermae

Ordo : Farinosae

Famili : Bromiliaceae

Genus : Ananas

Spesies : Ananas comosus (L.)Merr).

Tanaman nanas dapat tumbuh dan beradaptasi baik di daerah tropis. Curah hujan
yang dibutuhkan tanaman nanas antara 1.000 mm - 1.500 mm per tahun dengan

kelembaban udara 70 % - 80%. Tanah yang dibutuh tanaman nanas yaitu tanah



lempung berpasir sampair berpasir, cukup bahan organik, drainase baik, dan pH

antara 4,5 - 6,5 (Hadiati dan Indriyani, 2008).

Jenis tanah pada perkebunan GGF dan NTF didominasi oleh tanah Ultisol.
Menurut Hardjowigeno (1993) tanah ultisol memiliki kandungan bahan organik
yang sangat rendah sehingga memperlihatkan warna tanahnya berwarna merah
kekuningan, reaksi tanah yang masam, kejenuhan basa yang rendah, kadar Al
yang tinggi dan tingkat produktivitas yang rendah. Tekstur tanah ini adalah liat
hingga liat berpasir. Walaupun tanah ultisol sering diidentikkan dengan tanah
yang tidak subur, dimana mengandung bahan organik yang rendah, nutrisi rendah
dan pH rendah (kurang dari 5,5) tetapi sesungguhnya bisa dimanfaatkan untuk
lahan pertanian potensial jika dilakukan pengelolaan yang memperhatikan kendala

yang ada (Munir, 1996).

2.2 Penyakit Busuk Lunak Tanaman Nanas

2.2.1 Penyebab Penyakit

Penyakit busuk lunak pada tanaman nanas merupakan salah satu penyakit yang
sangat merugikan. Pada tahun 2001, di beberapa daerah di Malaysia seperti
Tanah Merah, Pasiremas, Kelantan Kedah, Perak, dan Pontian ditemukan penyakit
busuk buah pada tanaman nanas yang disebabkan oleh bakteri E. chrysanthemi.
Kerusakan yang ditimbulkan oleh bakteri E. chrysanthemi mencapai 14% - 40%
(Sahilah dkk., 2008). Penelitian Kaneshiro dkk. (2008) terhadap strain E.
chrysanthemi yang menginfeksi nanas merupakan bakteri gram negatif, tergolong

dalam bakteri anaerob fakultatif dan bersifat soft rot.



Berdasarkan klasifikasi ulang yang dilakukan oleh Samson dkk. (2005), spesies E.
chrysanthemi dikelompokkan sebagai genus baru yaitu genus Dickeya yang terdiri
dari beberapa spesies. Pada tanaman nanas E. chrysanthemi dikelompokkan
sebagai Dickeya zeae (Samson dkk., 2005). Bakteri Dickeya (E. chrysanthemi)
tergolong dalam bakteri anaerob fakultatif dan bersifat soft rot, secara
mikroskopis berbentuk batang, motil dan mempunyai flagella peritrik. (Purnomo,

2006).

2.2.2 Gejala Penyakit

Gejala penyakit busuk bakteri ditandai dengan adanya pembusukan pada bagian
buah dan terciumnya bau yang tidak sedap. Penyakit busuk buah tanaman nanas
yang disebabkan oleh bakeri biasanya muncul ketika buah berumur 2-3 minggu

sebelum proses pematangan (Ploetz, 2003).

Bakteri dapat menginfeksi buah nanas muda secara laten yang mengakibatkan
tuimbulnya gejala busuk lunak dengan cepat dan buah mengalami rebah saat buah
matang yang dikenal dengan sebutan fruit collapse. Pada umumnya gejala
tersebut berkembang pada 1-2 minggu setelah infeksi. Eksudat yang keluar dari
buah dan daun yang terinfeksi diduga sebagai sumber inokulum (Kaneshiro dkk.,

2008).

Di perkebunan PT Nusantara Tropical Farm (NTF), ditemukan tanaman nanas
dengan buah yang menunjukkan gejala busuk basah dan pada bagian yang busuk

tersebut mengeluarkan bau tidak sedap (anyir). Daging buah yang terinfeksi
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menjadi berubah warna, teksturnya lunak, dan mengeluarkan cairan eksudasi yang
disertai dengan munculnya gelembung gas. Ketika buah nanas dibelah maka
terlihat rongga di dalam buah. Penyebab penyakit fruit collapse pada nanas di PT

NTF tersebut diduga sebagai E. chrysanthemi (Prasetyo dan Aeny, 2014).

2.2.3 Pengendalian

Beberapa cara pengendalian penyakit busuk buah nanas yang disebabkan oleh
bakteri yaitu sanitasi lapang, penggunaan varietas tahan dan penggunakan
insektisida. Sanitasi dilapang dilakukan dengan membersihkan sumber inokulum
yaitu berupa tanaman nanas yang terinfeksi dan sisa-sisa panen. Penggunaan
varietas tahan untuk mengurangi penyakit busuk buah nanas yaitu Smooth
cayenne dan Serawak. Penggunaan isektisida untuk mengendalikan serangga

vektor penyakit buah nanas khususnya semut (DoA, 2009).

2.3 Aktinomisetes
Aktinomisetes merupakan kelompok bakteri Gran positif (Rollin and Joseph,
2000) yang mempunyai ciri-ciri mirip dengan jamur sehingga dikatakan sebagai

peralihan antara bakteri dan jamur (Ekowati dan Arwin 2007).

2.3.1 Klasifikasi aktinomisetes

Klasifikasi aktinomisetes adalah sebagai berikut (Zhi dkk., 2009) :

Kingdom : Bacteria

Filum . Actinobacteria
Kelas : Schizomycetes
Subkelas . Actinobacteridae

Ordo : Actinomycetales
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Ordo Actinomycetales terdiri atas 3 famili yaitu Mycobacteriaceae,
Actinomycetaceae, dan Streptomycetaceae. Famili Mycobacteriaceae
mempunyai ciri sel-selnya tidak membentuk miselium atau hanya miselium yang
rudimentar. Contohnya adalah Mycobacterium dan Mycococcus; famili
Actinomycetaceae tidak membentuk spora dan motil. Contohnya adalah
Actinomyces dan Nocardia; Famili Streptomycetaceae membentuk miselium dan
miselium vegetatif tidak terbagi-bagi. Contohnya adalah Streptomyces,

Micromonospora dan Thermoactinomyces (Waluyo, 2005).

2.3.2 Karakteristik Aktinomisetes

Aktinomisetes memiliki morfologi secara mikroskopis yang bervariasi, dari
bentuk sel bulat/cocus (Micrococcus) dan rod-coccus cycle (Arthrobacter), bentuk
hifa berfragmen (Nocardia, Rothia), sampai dengan jenis dengan miselium
bercabang yang berbeda-beda (Micromonospora dan Streptomyces) (Goodfellow,

1983 dalam Hardianti, 2014).

Indriasari (1998) dalam Wahyuni (2014) menjelaskan bahwa bentuk koloni
aktinomisetes bulat, elevasi timbul dan cembung, tepian rata atau tidak beraturan,
dan permukaan bertepung, licin, kasar, atau keriput. Warna koloni aktinomisetes
bervariasi, bahkan terdapat koloni yang mampu mengubah warna medium serta
menghasilkan bau menyerupai tanah yang disebut geomisin. Penelitian yang
dilakukan Kumar dkk. (2011) sebagian besar miselium udara aktinomisetes
berwarna putih. Selain warna putih dan abu-abu ditemukan juga miselium udara

aktinomisetes yang berwarna coklat, kuning, cream, dan pink.
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2.3.3 Lingkungan Aktinomisetes

Aktinomisetes tersebar sangat luas di alam terutama pada daerah atau tanah-tanah
yang memiliki pH tinggi. Aktinomisetes merupakan bakteri yang tidak toleran
terhadap asam, berbentuk batang, gram positif, bersifat anaerobik atau anaerobik
fakultatif. Jumlah aktinomisetes menurun pada keadaan lingkungan dengan pH di
bawah 5,0. Perkembangbiakan aktinomisetes yang paling cocok yaitu dengan
rentang pH antara 6,5 - 8,0. Aktinomisetes tumbuh optimum pada suhu antara

28 - 37°C, namun ada aktinomisetes dapat tumbuh dalam jumlah besar pada suhu
antara 55 - 65°C. Tanah yang baik untuk pertumbuhan aktinomisetes yaitu tanah
gurun kering maupun setengah kering karena tanah tersebut dapat
mempertahankan populasi aktinomisetes dalam jumlah besar karena adanya spora
dibandingkan dengan tanah yang tergenang air (Jawetz dan Aldeberg’s, 2001).
Menurut (Rao, 1994 dalam Kumalasari dkk., 2012) rentang pH yang cocok yaitu
antara 6,8 - 8,0. Suhu yang cocok untuk pertumbuhan aktinomisetes yaitu 25°C -

35°C.

Aktinomisetes dapat meningkatkan kesuburan tanah karena aktif mendekomposisi
bahan organik. Selain bakteri, kapang dan khamir, aktinomisetes merupakan salah
satu mikroorganisme yang mampu mendegradasi selulosa. Tipe tanah,

karakteristik fisik, kadar bahan organik, dan pH lingkungan sangat mempengaruhi

jenis aktinomisetes (Jawetz dan Aldeberg’s, 2001).

Aktinomisetes merupakan 10 - 20% dari total populasi mikroba tanah. Semakin

meningkatnya jumlah bahan organik yang terdekomposisi maka berbanding lurus
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dengan jumlah aktinomisetes dan hampir semua ditemukan dalam kompos

maupun sedimen (Jawetz dan Aldeberg’s, 2001).

2.3.4 Manfaat Aktinomisetes

Aktinomisetes mempunyai manfaat antara lain sebagai penghasil antibiotik, dan
juga berperan sebagai dekomposer. Aktinomisetes merupakan bakteri penghasil
antibiotik, karena lebih dari 10.000 antibiotik yang telah ditemukan, dua
pertiganya dihasilkan oleh aktinomisetes (Miyadoh dan Misa, 2004). Antibiotik
banyak digunakan dalam industri obat, pakan ternak atau unggas, pengawetan

makanan, pertanian, dan perikanan (Ryandini, 2001).

Antibiotika merupakan suatu zat-zat kimia yang dihasilkan oleh fungi dan bakteri,
yang dapat mematikan atau menghambat pertumbuhan kuman, sedangkan
toksisitasnya relatif kecil bagi manusia. Akan tetapi saat ini beberapa antibiotik
telah dapat diproduksi dengan kombinasi sintesis mikroorganisme dan modifikasi
kimia yaitu golongan penisilin, sefalosporin, dihidrostreptomisin, tetrasiklin dan
rifampisin. Pengujian potensi antibiotik dapat dilakukan dengan cara mengukur
efek senyawa-senyawa tersebut terhadap pertumbuhan mikroba uji (Hadioetomo,

1993).

Sebagai dekomposer, aktinomisetes mempunyai peran penting di dalam tanah,
yaitu membantu menguraikan bahan organik menjadi humus, melepaskan nutrisi,
memproduksi antibiotik untuk melawan penyakit akar (Fitter dkk., 2005).

Aktinomisetes aktif mendekomposisi bahan organik dan berperan penting dalam
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proses mineralisasi sehingga dapat meningkatkan kesuburan tanah (Prescott, 2008

dalam Kumalasari dkk., 2012).



I11. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Pengambilan sampel tanah dilakukan di lahan perkebunan nanas PT Great Giant
Food (GGF) di Kecamatan Terbanggi Besar Kabupaten Lampung Tengah dan
perkebunan nanas PT Nusantara Tropical Farm (NTF) di Kecamatan Way Jepara
Kabupaten Lampung Timur. Sampel tanah diambil dari daerah rizosfer tanaman
dan dengan kedalaman + 15 cm. Pemrosesan sampel tanah dan isolasi
aktinomisetes dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Fakultas Pertanian
Universitas Lampung. Penelitian ini dilaksanakan sejak bulan Agustus 2016

sampai dengan Desember 2016.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu kantong plastik tahan panas, karet,
sekop tanah, alat-alat gelas berupa cawan petri, tabung reaksi, Beaker glass, gelas
ukur, spatula, Batang L, Jarum ent, kaca objek dan kaca penutup serta alat —alat
tulis berupa spidol dan kertas label. Selain itu alat yang digunakan yaitu

rotamixer, mortar, saringan mikro, korek api, rak kimia, mikropipet, plastic wrap,
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Alumunium foil, stopwatch, timbangan, kamera, Laminar Air Flow (LAF),

autoclave, bunsen, jarum ose dan mikroskop majemuk.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sampel tanah, bahan-bahan
untuk membuat media ekstrak malt (malt extract, dextrose, agar bacto, yeast),
bahan-bahan untuk membuat media potato peptone glucose agar/ PPGA
(glycerol, yeast extract, K;HPO,4, peptone, agar bacto ), bayclin, deterjen, alkohol

70 %, NaOH, KOH 3% akuades steril, crystal violet dan chloramphenicol.

3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam dua tahapan yaitu : (1) isolasi dan karakterisasi
aktinomisetes dilakukan secara deskriptif, dan (2) pengujian kemampuan isolat
aktinomisetes sebagai antagonis bakteri Dickeya sp. (penyebab penyakit busuk
lunak nanas) dilakukan secara in-vitro dengan menggunakan rancangan acak
lengkap. Jumlah perlakuan ditentukan sesuai dengan jumlah isolat aktinomisetes
yang diperoleh, dengan empat ulangan. Data yang diperoleh diuji mengunakan
analisis ragam dan nilai tengah antar perlakuan diuji dengan uji Beda Nyata

Terkecil (BNT) pada taraf 5 %.

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Pengambilan sampel tanah

Tanah diambil didaerah rizosfer tanaman nanas dengan kedalaman + 15 cm di
perkebunan nanas PT Great Giant Food dan PT Nusantara Tropical Farm

(Tabel 1).
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Tabel 1. Sampel tanah dari lahan perkebunan PT GGF dan PT NTF
Asal  Sampel Keterangan lokasi
GGF GGF lokasi 038A, kelas tanah S1 (bagus)
GGF lokasi 045C, kelas tanah S1 (bagus))
GGF lokasi 0471, kelas tanah S3 (sedang)
GGF lokasi 0591, kelas tanah N (kurang)
GGF lokasi 014E, kelas tanah N (kurang)
GGF lokasi 085C kelas tanah S3 (Sedang)
NTF area nanas MD2 blok 51407 (umur 17 bulan)
NTF area nanas MD2 blok 51303(umur 37 bulan)
NTF area nanas MD2 blok 51107 (umur 34 bulan)
NTF area nanas MD2 blok 51103 (umur 42 bulan)

NTF

OOwW>»MmMOoOm@>

3.4.2 Penyiapan sampel tanah

Sampel tanah yang diambil dari perkebunan nanas PT Great Giant Food dan
perkebunan nanas PT Nusantara Tropical Farm diproses terlebih dahulu sebelum
digunakan sebagai sumber isolat. Sampel tanah tersebut dikeringanginkan selama
7 hari. Sampel tanah kemudian dihaluskan menggunakan mortar, disaring
menggunakan saringan mikro dan masing-masing sampel tanah dioven 45°C

selama 1 jam dan disimpan.

Sampel tanah selain digunakan sebagai sumber isolat digunakan juga untuk
mengetahui pH tanah. Pengukuran pH tanah dilakukan menggunakan pH meter.
Pada umumnya aktinomisetes dapat tumbuh baik pada pH antara 6,5 - 8,0 (Kanti,

2005).

3.4.3 Isolasi Aktinomisetes
Untuk keperluan isolasi aktinomisetes digunakan media ekstrak malt yaitu terdiri
atas malt extract 10 g, dextrose 4 g, agar bacto 20 g, yeast 4 g dan 1 liter akuades

steril. Media disterilisai dalam autoclave pada suhu 121°C (tekanan 1 atm)
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selama 15 menit dan dituangkan dalam cawan petri. Suspensi sampel tanah dari
pengenceran 10 - 10 disebar pada permukaan media malt sebanyak 0,2
ml/cawan. Inkubasi dilakukan pada suhu kamar selama 14 hari untuk mengamati
pertumbuhan aktinomisetes. Indriasari (1998) dalam Wahyuni (2014)
menjelaskan ciri-ciri koloni aktinomisetes yaitu berbentuk bulat, elevasi timbul
dan cembung, tepian rata dan tidak beraturan, dan permukaan bertepung,licin,
kasar atau keriput. Koloni yang tumbuh seperti ciri-ciri tersebut dilakukan

pemurnian dengan metode streak quadrant dengan media yang sama.

3.4.4 Pengujian Antagonisme

Untuk mengetahui kemampuan aktinomisetes sebagai antagonisme bakteri
dilakukan pengujian antaginisme terhadap bakteri Dickeya sp.. Bakteri tersebut
merupakan penyebab penyakit busuk lunak nanas. Isolat bakteri Dickeya sp.
diperoleh dari koleksi Laboratorium Bioteknologi Fakultas Pertanian, Universitas

Lampung.

Untuk uji antagonisme suspensi biakan murni Dickeya sp. disiapkan dengan cara
menambahkan 2 ose biakan murni berumur 24 jam kedalam 5 ml air steril dalam
tabung reaksi, kemudian dihomogenkan menggunakan rotamixer. Selanjutnya
suspensi biakan murni Dickeya sp. sebanyak 5 ml dimasukkan ke dalam 100 ml
media ekstrak malt yang masih cair (40°C - 45°C) dan dicampurratakan. Media
yang telah dicampur dengan suspensi Dickeya sp. tersebut digunakan sebagai
media pengujian antagonisme aktinomisetes terhadap bakteri Dickeya sp. secara

in vitro.
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Pengujian kemampuan antagonisme aktinomisetes terhadap bakteri Dickeya sp.
dilakukan terhadap semua isolat aktinomisetes yang diperoleh. Dari setiap cawan
diletakkan empat potongan bor gabus isolat aktinomisetes dengan diameter 7 mm
(Gambar 1). Inkubasi dilakukan pada suhu ruang dan pengukuran zona hambat
dilakukan hingga hari ke 5 pengamatan. Reaksi positif ditandai dengan

terbentuknya zona hambat di daerah sekitar isolat aktinomisetes.

Gambar 1. Cara peletakan isolat aktinomisetes dalam cawan berisi campuran
ekstrak malt dan bakteri

Kertas saring dengan ukuran diameter 5 mm direndam dalam air steril hingga
jenuh, kemudian ditiriskan. Selanjutnya, diambil 4 kertas saring tersebut
menggunakan pinset dan diletakkan dicawan petri yang berisi media ekstrak malt
yang telah dicampur bakteri Dickeya sp. sebagai kontrol negatif . Kontrol positif
meggunakan antibiotik dengan cara mencampurkan antibiotik (chloramphenichol
0,001 g) dan air steril 1 ml. Inkubasi dilakukan pada suhu ruang dan pengukuran
zona bening (zona penghambatan) dilakukan hingga hari ke 5 pengamatan.
Reaksi positf ditandai dengan terbentuknya zona bening di daerah sekitar kertas
saring. Diameter zona penghambatan diukur dengan cara menggukur diameter
zona bening dikurangi diameter koloni isolat aktinomisetesa ataupun kertas

saring.
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3.4.5 Karakterisiasi isolat yang bersifat antagonis terhadap bakteri Dickeya
sp.

Karakterisasi dilakukan untuk mengetahui ciri-ciri isolat aktinomisetes yang
diperoleh baik dari GGF maupun NTF. Karakterisasi morfologi isolat
aktinomisetes dilakukan secara makroskopis maupun mikroskopis. Karakterisasi
secara makroskopis dilakukan secara langsung dengan mengamati bentuk, tepian,
elevasi, ukuran, tekstur, penampilan dan pigmentasi setiap isolat aktinomisetes.
Secara mikroskopis, dilakukan pengamatan terhadap ciri-ciri morfologi hifa aerial

dan spora.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa :

1. Pada penelitian ini diperoleh 26 isolat aktinomisetes, 18 isolat berasal dari
lahan perkebunanan nanas PT GGF dan 8 isolat dari PT NTF dengan ciri
koloni aktinomisetes berbentuk circular dengan tepi undulate, elevasi raised
dan flat berukuran kecil sampai sedang, tektur rugose, penampilan dull,
pigmentasi / non pigmented (cream).

2. Dari 26 isolat aktinomisetes yang diperoleh, 14 isolat dapat menghambat
pertumbuhan Dickeya sp. secara in-vitro. Isolat GGF 9 mempunyai diameter

zona bening yang terbesar di antara isolat yang lain.

5.2 Saran
Perlu dilakukan identifkasi lebih lanjut untuk mengetahui takson dari isolat-isolat

aktinomisetes yang berhasil dikoleksi.
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