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ABSTRAK 

EKSPLORASI AKTINOMISETES PADA LAHAN PERTANAMAN 

NANAS (Ananas comosus) DI PERKEBUNAN RAKYAT DI LAMPUNG 

 

Oleh 

MERI DWI SAPUTRI 

Salah satu penyakit penting pada tanaman nanas adalah penyakit busuk lunak 

nanas, yang disebabkan oleh Dickeya sp..  Pengendalian penyakit belum banyak 

dilaporkan sehingga perlu diteliti.  Tujuan penelitian ini adalah untuk mengisolasi 

aktinomisetes dari tanah di lahan perkebunan nanas rakyat di Astomulyo dan 

Mulya Jaya, dan untuk mengetahui kemampuan aktinomisetes sebagai antagonis 

Dickeya sp. secara in-vitro.  Penelitian ini dilaksanakan di Labarotorium 

Bioteknologi Fakultas Pertanian Universitas Lampung pada bulan Agustus sampai 

Desember 2016.  Pengujian antagonisme aktinomisetes terhadap bakteri Dickeya 

sp. dilakukan dengan menggunakan rancangan acak lengkap dengan 4 ulangan.  

Pengamatan dilakukan terhadap diameter zona penghambatan pada hari ke-2 

sampai hari ke-5 setelah aplikasi.  Data diuji dengan analisis ragam dan nilai 

tengah antar perlakuan diuji dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf 5 

%.  Dari  penelitian ini diperoleh 26 isolat aktinomisetes masing-masing sebanyak 

12 isolat dari Astomulyo dan 14 isolat dari Mulya Jaya.  Isolat yang diperoleh 

mempunyai ciri-ciri koloni yang bervariasi dalam hal ukuran, bentuk, tepian, 



 

elevasi, dan warna.  Dari 26 isolat tersebut, hanya 19 isolat yang dapat 

menghambat pertumbuhan Dickeya sp. secara in-vitro, yaitu 8 isolat dari 

Astomulyo dan 11 isolat dari Mulya Jaya.  Isolat A1, A2, A4, MJ1, MJ2, MJ6, dan 

MJ12 mempunyai zona bening yang relatif paling besar. 

 

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

 

 

1.1 Latar Belakang 

Nanas (Ananas comosus L. Merr.) merupakan salah satu jenis buah-buahan yang 

banyak dikonsumsi oleh masyarakat dalam bentuk segar maupun olahan.  

Meskipun bukan tanaman asli Indonesia, nanas banyak ditanam di berbagai 

daerah di Indonesia dalam skala kecil di pekarangan rumah maupun dalam skala 

luas oleh perusahaan swasta.  Tanaman nanas diketahui berasal dari Brazil, 

Amerika Selatan yang kemudian berkembang luas ke negara-negara Madagaskar, 

India, Filipina, Nepal, Singapura, Taiwan, Afrika Selatan, Eropa, dan Indonesia 

(Rukmana, 1996). 

 

Saat ini nanas merupakan salah satu tanaman hortikultura yang semakin banyak 

dibudidayakan oleh masyarakat karena memiliki prospek untuk terus 

dikembangkan.  Produksi buah nanas di Indonesia pada tahun 2013 mencapai 

1.837.159 ton dan diprediksi akan terus meningkat di masa yang akan datang.  Di 

Indonesia, terdapat beberapa sentra produksi nanas yaitu Lampung yang 

berkontribusi sebesar 722.620 ton, Sumatra Utara 228.136 ton, Jawa Timur 

168.788 ton, Jambi 156.369 ton, Jawa Barat 117.363 ton, dan Jawa Tengah 

113.092 ton (Badan Pusat Statistik, 2016). 

 



2 
 

Dalam usaha peningkatan produksi nanas masih ditemukan berbagai kendala, 

diantaranya adalah adanya penyakit tanaman yang menyebabkan kerusakan pada 

tanaman dan menurunnya hasil panen.  Salah satu penyakit penting pada tanaman 

nanas adalah penyakit busuk hati yang disebabkan oleh bakteri Erwinia 

chrysanthemi (Kaneshiro dkk., 2008).  Penyakit ini menjadi penting karena sulit 

dikendalikan. 

 

Pengendalian penyakit busuk lunak pada tanaman nanas umumnya dilakukan 

secara kimiawi yaitu menggunakan pestisida kimia.  Penggunaan pestisida yaitu 

dengan menggunakan insektisida yang ditujukan untuk mengendalikan vektor 

penyakit busuk lunak terutama semut (DoA, 2009).  Namun, penggunaan 

insektisida berpotensi menimbulkan dampat negatif bagi kesehatan dan 

lingkungan sehingga perlu dilakukan pengendalian alternatif yang aman dan 

ramah lingkungan.  Salah satu pengandalian yang ramah lingkungan yaitu dengan 

cara pengendalian hayati dengan bakterisida copper sulphate dan Naphthalene 

Acetic Acid (NAA) dengan konsentrasi rendah untuk penyemprotan buah nanas 

(DoA, 2009).   Alternatif lain yaitu dengan pemanfaatan berbagai mikroba tanah 

yang menguntungkan, misalnya mikroba kelompok aktinomisetes.  Dikaitkan 

dengan keberadaan aktinomisetes maka perkebunan rakyat yang menerapkan 

sistem olah tanah konservasi (OTK) atau mengurangi intensitas pengolahan tanah 

(Hasibuan, 2009).  Diduga terdapat keragaman aktinomisetes.  Hal ini sejalan 

dengan Fahmuddin dan Widianto (2004), bahwa penggunaan OTK dapat 

memperbaiki struktur tanah melalui peningkatan pori makro yang mengakibatkan 

fauna (hewan) tanah menjadi lebih aktif.  
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Suwandi (1993) dalam Sallytha (2014) melaporkan bahwa aktinomisetes memiliki 

potensi sebagai agen pengendalian hayati.  Namun, sampai saat ini belum banyak 

penelitian tentang pemanfaatan aktinomisetes sebagai agen pengendalian bakteri 

penyebab penyakit busuk lunak pada tanaman nanas. 

 

1.2 Tujuan Percobaan 

Penelitian ini bertujuan untuk : 

1. Mengisolasi aktinomisetes dari tanah di lahan perkebunan nanas rakyat di 

Lampung dan mengetahui ciri-cirinya. 

2. Mengetahui kemampuan aktinomisetes sebagai antagonis Dickeya sp. 

penyebab penyakit busuk lunak nanas secara in-vitro. 

 

1.3 Kerangka Pemikiran 

Dengan cara pengolahan tanah yang sederhana pada umumnya diperoleh jumlah 

fauna yang lebih tinggi dibandingkan cara pengolahan tanah secara intensif 

(Utomo, 2012).  Salah satu kelompok fauna yang ada di dalam tanah pertanaman 

nanas yaitu dari kelompok aktinomisetes.  Ambarwati dan Gama (2009) 

melaporkan hasil sampel tanah sawah dari 5 titik, terdapat 11 isolat dari 35 isolat 

hasil pewarnaan yang menunjukkan ciri-ciri aktinomisetes.  Susilowati dkk. 

(2007) melaporkan hasil sampel tanah dari 39 lokasi di Indonesia, terdapat 115 

isolat aktinomisetes.  Pujiati (2014) melaporkan bahwa mendapatkan tiga genus 

dari aktinomisetes yaitu nocardia, streptomyces, dan nocardiopsis yang diambil 

dari tanah rizosfer perkebunan teh Jamus di Ngawi Jawa Timur.  
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Susilowati dkk. (2007) melaporkan bahwa dari sampel tanah yang berasal dari 

berbagai daerah di Indonesia didapatkan 115 isolat aktinomisetes, 40 isolat 

berpotensi sebagai agensia penghasil senyawa antibakteri, 19 isolat yang 

menghambat pertumbuhan enteropatogen Escherichia coli dan 21 isolat yang 

menghambat pertumbuhan Pseudomonas pseudomallei.  Suryani dkk. (2014) 

melaporkan bahwa dari 24 isolat aktinomisetes yang diambil dari kebun nanas di 

Desa Rimbo Panjang Kampar Riau, terdapat 10 isolat yang dapat menekan 

pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan 16 isolat yang menekan pertumbuhan 

bakteri Salmonella typhi secara in-vitro.  Penelitian Sallytha (2014) melaporkan 

bahwa dari sampel tanah sentra tembakau di Jember diperoleh 12 isolat 

aktinomisetes yang memiliki sifat antagonis terhadap Erwinia carotovora. 

 

1.4 Hipotesis 

Berdasarkan kerangka pemikiran di atas, hipotesis yang diajukan adalah terdapat 

beberapa isolat aktinomisetes yang dapat menghambat pertumbuhan Dickeya sp. 

penyebab penyakit busuk lunak pada tanaman nanas secara in-vitro. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Tanaman Nanas (Ananas comosus)  

Tanaman nanas berasal dari Brazil, Amerika Selatan (Rukmana, 1996).  

Masuknya tanaman nanas diduga pada abad ke-15, yaitu tahun 1599 yang dibawa 

oleh pelaut Spanyol dan Portugis (Mellisa, 2013).  Tanaman nanas dapat tumbuh 

dan beradaptasi baik di daerah tropis dengan temperatur antara 21-27
0
C, curah 

hujan 1.000-1.500 mm per tahun, kelembaban udara 70-80 %, dan pH antara 4,5-

6,5.  Tanaman nanas cocok tumbuh di semua jenis tanah, tetapi tumbuh baik di 

tanah lempung berpasir sampai berpasir dan cukup mengandung banyak bahan 

organik (Hadiati dan Indriyani, 2008). 

 

Nanas adalah tanaman buah berupa semak yang bersifat tahunan.  Tinggi tanaman 

berkisar 50-150 cm.  Daun berbentuk pedang dengan panjang ± 100 cm dan lebar 

2-8 cm.  Ujung daun nanas lancip, tepi daun memiliki duri, dan warna daun hijau. 

Bentuk buah nanas yaitu bulat panjang dengan warna daging nanas muda yaitu 

hijau dan warna daging nanas tua atau masak yaitu kuning.  Buah nanas muda 

mempunyai mata berwarna kelabu atau hijau muda dengan kelopak berukuran 

kecil menutupi separuh dari mata dan berwarna kelabu keputih-putihan sehingga 

buah tampak kelabu.  Warna mata buah akan berubah menjadi kekuningan saat 

buah masak (Tim Karya Tani, 2010). 
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Menurut Prihatman (2000), tanaman nanas diklasifikasikan sebagai berikut :  

Kingdom  : Plantae  

Divisi   : Spermatophyta   

Cllas   : Angiospermae   

Ordo    : Farinosae  

Famili   : Bromiliaceae  

Genus   : Ananas  

Spesies  : Ananas comosus (L.) Merr. 

 

2.2 Penyakit Busuk Lunak Nanas  

2.2.1 Penyebab penyakit 

Salah satu masalah utama dalam budidaya tanaman nanas di Indonesia adalah 

penyakit busuk lunak disebabkan oleh Dickeya sp. (Erwinia chrysanthemi) yang 

menginfeksi tanaman nanas (Tohn dan Elphinstone, 2017).  Tahun 2001 

ditemukan penyakit busuk lunak yang disebabkan oleh bakteri Erwinia 

chrysanthemi yang menyerang beberapa daerah di Malaysia seperti Tanah Merah, 

Pasir Emas, Kelantan, Kuala Ketil, Kedah, Perak, dan Pontian (Sahilah dkk., 

2008).  Desember 2003 ditemukan penyakit busuk hati pada lahan pertanaman 

nanas di Hawaii pada bibit sucker yang diimpor dari Costa Rica dan Honduras. 

Diduga penyebab penyakit dilaporkan sebagai Erwinia chrysanthemi (Kaneshiro 

dkk., 2008).  Samson dkk. (2005) melaporkan bahwa Erwinia chrysanthemi pada 

tanaman nanas termasuk sebagai salah satu spesies Erwinia yang diklasifikasi 

ulang menjadi genus baru, yaitu Dickeya . 

 

2.2.2 Gejala penyakit 

Gejala penyakit busuk lunak pada tanaman nanas yang disebabkan bakteri muncul 

dicirikan oleh adanya water-soaked pada bagian daun di bagian tengah yang 

mengelilingi meristem apikal, diikuti dengan pembentukan garis-garis berwarna 
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coklat di lamina dan jaringan mesofil (Gambar 1).  Beberapa hari setelah 

meristem apikal dan tunas lateral terinfeksi batang dapat dengan mudah terlepas 

dari bawah tanah.  Gejala akan berkembang 1-2 minggu setelah infeksi 

(Kaneshiro dkk., 2008).   

 

 
Gambar 1. Bagian daun tanaman nanas yang terserang busuk lunak nanas  

(sumber : Kaneshiro dkk., 2008) 

 

Prasetyo dan Aeny (2014) menjelaskan bahwa selain pada daun, gejala busuk 

lunak ditemukan pada buah.  Warna buah tetap hijau tetapi terdapat cairan yang 

keluar berupa gelembung-gelembung udara pada pemukaan buah tersebut.  

Penampang buah yang sakit menunjukkan bagian dalam buah membusuk, 

kemudian berkembang membentuk rongga-rongga dan mengeluarkan bau yang 

busuk.  Pembusukan yang terjadi pada rongga buah nanas dapat menjalar ke 

mahkota buah dan kemudian jaringan dasar mahkota (Gambar 2).  Hasil penelitian 

Kaneshiro dkk. (2008) menyatakan bahwa buah nanas muda yang terinfeksi 

secara laten, menimbulkan busuk lunak secara cepat dan mati saat berbuah.  

Tanaman nanas berusia 3-8 bulan yang berasal dari bibit crown dan sucker sangat 

rentan terhadap infeksi bakteri.  Serangan bakteri pada buah nanas yang masih 

muda dapat menyebabkan gejala busuk lunak dengan cepat dan buah akan 

mengalami rebah (collapse).  



8 
 

 
Gambar 2. Bagian tanaman nanas yang terserang busuk lunak nanas : (a) 

permukaan kulit buah, (b) bagian dalam buah, dan (c) mahkota 

buah (sumber : Prasetyo dan Aeny, 2014) 

 

 

2.2.3 Penyebaran penyakit 

Penyebaran penyakit busuk lunak pada tanaman nanas dibantu oleh beberapa 

faktor seperti keberadaan vektor dan sumber inokulum.  Vektor bakteri busuk 

buah adalah semut dan kumbang nanas.  Patogen juga dapat disebarkan melalui 

angin dan percikan air hujan yang masuk ke dalam tanaman melalui lubang 

stomata dan luka.  Eksudat dari buah dan daun yang terinfeksi merupakan sumber 

inokulum utama (Kaneshiro dkk., 2008). 

 

2.2.4 Pengendalian penyakit 

Pengendalian penyakit busuk lunak dapat dilakukan melalui beberapa cara, 

antaralain penggunaan varietas tahan, sanitasi lapang, dan pengendalian secara 

kimiawi.  Penggunaan varietas tahan, seperti varietas Smooth cayenne dan 

Serawak.  Sanitasi lapang harus dilakukan secara teratur dengan membersihkan 

atau memusnahkan sumber inokulum yaitu sisa-sisa panen dan tanaman nanas 

yang terinfeksi.  Pengendalian secara kimiawi yaitu dengan menggunakan 

insektisida untuk mengendalikan vektor penyakit busuk buah terutama semut dan 

kumbang nanas (DoA, 2009).  Pengendalian penyakit yang dilakukan petani 

a b c 
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masih bertumpu pada penggunaan pestisida sintetis yang kurang bijaksana.  

Sehingga menimbulkan dampak negatif terhadap lingkungan dan dapat 

menyebabkan terjadinya resistensi patogen (Suprapta, 2003).  Penggunaan 

pestisida nabati yaitu dengan memanfaatkan tanaman seperti cem-cem, gulma 

siam, dan saliara.  Cara lain yaitu dengan mengaplikasikan bakterisida 

Streptomisin.  Bakterisida Streptomisin memiliki daya hambat yang tinggi 

terhadap bakteri Dickeya sp. (Widiastuti, 2011). 

 

2.3 Aktinomisetes 

Aktinomisetes (Actinomycetes) dianggap sebagai kelompok mikroba peralihan 

antara bakteri dan jamur (Ekowati dan Arwin, 2007).  Disebut demikian karena 

kelompok bakteri ini mempunyai struktur filamen yang menyerupai hifa (Rollins 

dan Joseph, 2000).  

 

2.3.1 Taksonomi aktinomisetes 

Menurut Zhi (2009) aktinomisetes diklasifikasikan sebagai berikut :  

Kingdom  : Prokariot 

Divisi   : Bacteria  

Phylum  : Firmicutes 

Class   : Actinobacteria 

Subclass  : Actinobacteriae 

Ordo    : Actinomycetales  

 

 

2.3.2 Biologi aktinomisetes 

Aktinomisetes merupakan kelompok bakteri Gram positif yang banyak ditemukan 

hidup dalam tanah dan sering dinyatakan sebagai kelompok mikroorganisme 

peralihan antara bakteri dan jamur.  Aktinomisetes mempunyai ciri-ciri seperti 
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semua kriteria untuk sel prokariotik, yaitu dinding selnya mengandung asam 

muramat, tidak mempunyai mitokondria, mengandung riboson 70s, tidak 

mempunyai pembungkus nukleus, garis tengah selnya berkisar dari 0,5-2,0 μm 

(Volk dan Wheeler, 1993; Rao, 1994).   

 

Aktinomisetes dikatakan menyerupai fungi karena mempunyai hifa bercabang 

dengan membentk miselium.  Miselium tumbuh menjulang ke udara, dan 

memisah dalam fragmen-fragmen yang pendek sehingga terlihat cabang (Sutedjo 

dan Kartasapoetra, 1991).   

 

Aktinomisetes mengalami pembelahan morfologis kompleks dan mampu 

mensintesis metabolit sekunder.  Pada pembelahan morfologis, spora 

aktinomisetes mengalami germinasi yang memanjang membentuk miselium 

vegetatif.  Miselium akan membelah membentuk hifa (aerial hypha) yang 

dilanjutkan dengan membentuk dinding sel miselium dan spora matang (mature 

spora) (Miyadoh, 2003).   

 

Menurut Sutedjo dan Kartasapoetra (1991), aktinomisetes dapat membentuk dua 

tipe miselium, yaitu: 

1. Miselium vegetatif  

Miselium vegetatif merupakan miselium yang tumbuh di atas medium.  Beberapa 

spesies miselium vegetatif berbentuk lurus, panjang, dan ada yang berbentuk 

pendek, bercabang, atau bengkok.  Miselium vegetatif berdiameter antara 0,2-0,8 

µ.  Terdapat miselium vegetatif yang dapat membentuk pigmen.  
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2. Miselium udara (aerial)  

Miselium udara (aerial) merupakan miselium yang tumbuh pada permukaan 

medium dan membentuk konidia.  Miselium udara berbentuk pendek dan lurus, 

atau berulir-ulir (spiral) dan bercabang, dapat membentuk sporofora yang lurus, 

serta beberapa hifa udara bersifat steril.  Miselium udara memiliki pigmen putih, 

kelabu, lembayung, merah, kuning, hijau, dan warna lainnya. 

 

Koloni aktinomisetes biasanya keras, kasar, dan tumbuh cembung di atas 

permukaan medium (Rao, 1994).  Terdapat koloni yang dapat mengubah warna 

medium serta menghasilkan bau menyerupai tanah yang disebut geomisin 

(Indriasari, 1998 dalam Wahyuni, 2014).  Koloni Aktinomisetes mempunyai 

pertumbuhan yang lambat dan melekat erat pada permukaan agar (Rao, 1994).   

 

2.3.3 Habitat aktinomisetes 

Aktinomisetes tersebar luas di lingkungan dan memegang peranan penting dalam 

proses siklus karbon karena kemampuannya tumbuh pada konsentrasi senyawa 

berkarbon rendah (Rifaat, 2003).  Aktinomisetes bersifat saprofit, simbitik, dan 

beberapa sebagai parasit (Rao, 1994).  Populasi aktinomisetes di alam dipengaruhi 

oleh beberapa faktor seperti kandungan organik, pH, kelembapan, temperatur, 

musim, dan lain-lain (Suwandi, 1989).  Aktinomisetes tidak toleran terhadap asam 

dan jumlahnya menurun pada pH 5,0.  Rentang pH dan temperatur yang cocok 

untuk pertumbuhan aktinomisetes antara 6,5-8,0 dan 25-30
0
C.  Namun, ada 

beberapa aktinomisetes termofilik yang dapat tumbuh pada temperatur 55-65
0
C 

seperti Thermoactinomycetes dan Streptomyces (Rao, 1994).   
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Aktinomisetes memiliki kisaran habitat yang cukup luas antara lain ditemukan 

pada tanah, kompos, padang rumput, tanah hutan, sedimen, lumpur (Augustine 

dkk., 2006; Lee dan Hwang, 2002; Xu dkk., 1996; Badji dkk., 2006); pada daerah 

perakaran tanaman (Nishimura dkk., 2002); atau di perairan laut (Takizawa dkk., 

1993).  

 

2.3.4 Manfaat aktinomisetes 

Aktinomisetes telah dilaporkan sebagai salah satu kelompok mikroba tanah yang 

menjadi sumber yang kaya produk alami.  Hampir tiga perempat dari antibiotik 

yang ada sekarang ini merupakan produksi dari aktinomisetes (Sateesh and 

Rathod, 2011).  Terdapat lima kelompok antibiotik yang dihasilkan oleh 

aktinomisetes yaitu tetrasiklin, kloramfenikol, makrolida, linkomisin, dan 

aminoglikosida (Mutschler, 1991 dalam Ambarwati dan Gama, 2009).  Sebagai 

penghasil senyawa antibiotik, aktinomisetes banyak digunakan dalam industri 

obat, pakan ternak atau unggas, pengawetan makanan, pertanian, dan perikanan 

(Ryandini, 2001). 

 

Manfaat lain dari aktinomisetes yaitu untuk meningkatkan kesuburan tanah 

dengan cara mendekomposisi bahan organik.  Bahan organik akan meningkat 

dengan adanya aktinomisetes (Umo dkk., 2012).  
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III. BAHAN DAN METODE 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian  

Pengambilan sampel tanah dilakukan di lahan perkebunan nanas rakyat yang ada 

di Lampung, yaitu di Desa Astomulyo Kecamatan Punggur Kabupaten Lampung 

Tengah dan Desa Mulya Jaya Kecamatan Tulang Bawang Tengah Kabupaten 

Tulang Bawang Barat.  Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bioteknologi 

Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.  Penelitian dilaksanakan 

pada bulan Agustus 2016 sampai dengan Desember 2016. 

 

3.2 Alat dan Bahan  

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sekop tanah, kantong plastik 

tahan panas, karet, alat-alat gelas berupa Beaker glass, Erlenmeyer, tabung reaksi, 

gelas ukur, spatula, batang gelas penyebar L, kaca objek, dan kaca penutup.  

Selain itu diperlukan cakram kertas (paper disc), mortar, bunsen, alumunium foil, 

saringan mikro, rotamixer, mikropipet, jarum ose, pinset, corong, mikroskop 

majemuk, autoklaf, Laminar Air Flow (LAF), inkubator, kamera, dan alat-alat 

tulis.  

 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sampel tanah yang berasal dari 

Desa Astomulyo dan Desa Mulya Jaya, air steril, alkohol 70 %, spirtus, media 
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ekstrak malt (Yeast, Malt, Dextrose, Agar), dan media PPGA (Potato Pepton 

Glucose Agar). 

 

3.3 Metode Penelitian 

Penelitian ini terdiri atas beberapa tahapan.  Tahap pertama yaitu pengambilan 

sampel tanah yang digunakan sebagai sumber isolasi.  Tahap kedua yaitu isolasi 

aktinomisetes yang berasal dari masing-masing sampel tanah.  Tahap ketiga yaitu 

pengujian Gram dari masing-masing isolat.  Tahap keempat yaitu pengujian 

antagonisme aktinomisetes terhadap bakteri Dickeya sp..  Tahap kelima yaitu 

karakterisasi isolat aktinomisetes yang bersifat antagonis terhadap bakteri Dickeya 

sp.. 

 

Pengujian antagonisme aktinomisetes terhadap bakteri Dickeya sp. dilakukan 

dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL).  Semua isolat yang mempunyai ciri-ciri 

aktinomisetes  yang diperoleh dari Astomulyo dan Mulya Jaya digunakan sebagai 

perlakuan dan masing-masing dengan 4 ulangan.  Sebagai kontrol positif 

digunakan antibiotik kloramfenikol.  Peubah yang diamati adalah diameter zona 

bening (zona penghambatan) yang terbentuk.  Data yang didapatkan dianalisis 

menggunakan analisis ragam dan nilai tengah antar perlakuan diuji dengan uji 

Beda Nyata Terkecil (BNT) pada taraf 5 %. 

 

3.4 Pelaksanaan Penelitian 

3.4.1 Pembuatan media ekstrak malt 

Media ekstrak malt dibuat dengan cara mencampurkan 4 g bubuk yeast, 10 g 

bubuk malt, 4 g bubuk dextrose, 20 g bubuk agar, dan 1.000 ml akuades.  Semua 
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bahan dimasukkan ke dalam tabung erlenmeyer, diaduk dengan spatula dan 

diukur pHnya untuk dijadikan 7,3.  Tabung erlenmeyer yang berisi media 

dimasukkan ke dalam plastik tahan panas, dan diautoklaf selama 15 menit pada 

suhu 121
0
C atau tekanan 1 atm.  Kemudian media dikeluarkan dari dalam 

autoklaf, ditunggu sampai agak dingin dan dituang ke dalam cawan petri secara 

aseptik di dalam LAF.  Media ekstrak malt digunakan untuk medium 

pertumbuhan aktinomisetes. 

 

3.4.2 Pembuatan media PPGA (Potato Pepton Glucose Agar) 

Media PPGA dibuat dengan cara mencampurkan ekstrak kentang, peptone 5 g, 

glucose 5 g, Na2HPO4.2H2O 3 g, NaCl 3 g, KH2PO4 0,5 g, dan agar 20 g dengan 

1.000 ml akuades.  Sebanyak 200 g kentang dipotong kecil ± 1 cm kemudian 

direbus dengan 1.000 ml akuades sampai kentang lunak.  Ekstrak hasil rebusan 

disaring dan dimasukkan ke dalam tabung erlenmeyer yang berisi bahan-bahan 

tersebut dan diaduk rata dengan spatula.  Tabung erlenmeyer ditutup dengan 

alumunium foil kemudian dimasukkan ke dalam plastik tahan panas, dan 

diautoklaf selama 15 menit pada suhu 121
0
C atau tekanan 1 atm.  Setelah itu 

media dikeluarkan dari dalam autoklaf, ditunggu sampai agak dingin dan dituang 

ke dalam tabung reaksi secara aseptik di dalam LAF yang diletakkan secara 

miring (± 45
0
).  Media PPGA digunakan untuk medium pertumbuhan Dickeya sp.. 

 

3.4.3. Penyiapan isolat bakteri Dickeya sp.  

Isolat Dickeya sp. didapatkan dari koleksi Laboratorium Bioteknologi Fakultas 

Pertanian Universitas Lampung.  Peremajaan isolat Dickeya sp. dilakukan dengan 

cara digores pada media PPGA di tabung reaksi secara aseptik. 
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3.4.4 Penyiapan sampel tanah  

Sampel tanah diambil dari daerah di sekitar risosfer tanaman nanas dengan 

kedalaman ± 15 cm.  Pada lokasi Desa Astomulyo sampel diambil dari tiga lokasi 

yaitu sampel tanah dengan tanaman nanas berumur 16 bulan, sampel tanah dengan 

lahan kosong bekas tanaman nanas yang sudah dipanen, dan sampel tanah bekas 

tanaman jagung dengan tanaman nanas berumur 2 tahun.  Di Desa Mulya Jaya 

pengambilan sampel dilakukan di satu lokasi yaitu sampel tanah bekas tanaman 

singkong dengan tanaman nanas berumur 5 bulan.  Pengambilan sampel 

dilakukan dengan 5 titik yang kemudian dikomposit menjadi 3 sampel.  Sampel 

tanah yang akan digunakan sebagai sumber isolasi ditimbang sebanyak 500 gram 

dan dikering-anginkan selama 7 hari untuk mengurangi populasi mikroba lain 

yang bersifat patogen.  Sampel tanah kemudian dihaluskan dengan mortar dan 

disaring menggunakan saringan mikro untuk memisahkan kotoran dari sisa 

tanaman.  Sampel tanah sebanyak 10 g dioven dengan suhu 45
0
 C selama 1 jam 

dan selanjutnya sampel tanah disimpan dalam kantong plastik untuk penggunaan 

pada tahap selanjutnya. 

 

Sampel tanah juga diukur keasamannya dengan menggunakan alat pH meter.  

Pengukuran pH dilakukan dengan menimbang dua gram sampel tanah dan 

dimasukkan ke dalam beaker glass lalu ditambahkan akuades hingga terbentuk 

lapisan air di permukaan masa sampel tanah.  Setelah ditunggu selama 30-60  

menit dilakukan pengukuran nilai pH dengan pH meter (Hamidah, 2013). 
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3.4.5 Isolasi aktinomisetes 

Isolasi dilakukan dari masing-masing sampel tanah dengan pengenceran 10
-4

, 10
-5

, 

10
-6

, dan 10
-7

.  Pengenceran 10
-1

 dilakukan dengan memasukkan 1 g sampel tanah 

ke dalam tabung reaksi berisi 9 ml air steril, kemudian dihomogenkan dengan 

rotamixer selama 2 menit.  Pengenceran berikutnya (10
-2

) dilakukan dengan 1 ml 

suspensi tanah pengenceran 10
-1

 diambil dengan mikropipet dan dimasukkan ke 

dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml air steril dan dihomogenkan.  Cara yang 

sama dilakukan sampai diperoleh suspensi dengan tingkat pengenceran 10
-7

. 

Penggunaan pipet harus selalu diganti pada setiap pengenceran.  Satu mililiter 

suspensi tanah dengan tingkat pengenceran 10
-4

, 10
-5

, 10
-6

, dan 10
-7

 disebar pada 

permukaan media ekstrak malt dalam cawan dengan menggunakan batang L, 

masing-masing pengenceran diulang 3 kali.  Selanjutnya, semua cawan tersebut 

diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37
0
 C selama 7x24 jam.  Pada isolasi 

aktinomisetes digunakan media ekstrak malt yang ditambah dengan antibiotik 

Nystatin 0,3 ml dalam 1000 ml media (Susilowati dkk., 2007).  Koloni-koloni 

yang tumbuh dipilih koloni yang penampilanya menyerupai aktinomisetes (tidak  

mengkilat dan berlendir seperti ciri bakteri ataupun bermiselia dan berspora 

seperti jamur). 

 

3.4.6 Pengujian Gram 

Pengujian Gram dilakukan dengan cara mengambil sedikit isolat aktinomisetes 

dengan jarum ose steril.  Kemudian diletakkan diatas kaca preparat yang telah 

ditetesi larutan KOH 3 % sebanyak 2 tetes.  Isolat aktinomisetes yang telah 

ditambahkan KOH 3 % kemudian diratakan dengan menggunakan jarum ose ± 1 
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menit.  Setelah 1 menit jarum ose ditarik ke atas ± 1 cm, jika terbentuk benang 

lendir  maka isolat tersebut merupakan bakteri Gram negatif tetapi jika tidak 

terbentuk benang lendir maka isolat tersebut merupakan bakteri Gram positif 

(Arthin dkk., 2003).  Aktinomisetes merupakan bakteri Gram positif sehingga 

isolat-isolat Gram negatif disisihkan. 

 

3.4.7 Pengujian antagonisme aktinomisetes terhadap Dickeya sp. 

Suspensi biakan murni Dickeya sp. berumur 24 jam disiapkan dengan cara 

menambahkan 2 ose ke dalam 5 ml air steril.  Selanjutnya campuran tersebut 

dihomogenkan dengan menggunakan rotamixer.  Suspensi bakteri sebanyak 5 ml 

dicampurkan ke dalam 100 ml media ekstrak malt yang masih cair (suhu 40-45
0
 

C), kemudian dituangkan ke cawan petri steril ± 20 ml per cawan.  Media tersebut 

digunakan sebagai media pengujian antagonisme secara in-vitro. 

 

Pengujian antagonisme dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat 

aktinomisetes sebagai antagonis bakteri patogen busuk lunak nanas Dickeya sp..  

Pengujian dilakukan sebagai berikut.  Isolat aktinomisetes yang diuji diambil dari 

biakan berumur 5 hari dengan menggunakan bor gabus berdiameter 0,7 cm.  Pada 

setiap cawan diletakkan 1 isolat aktinomisetes terdiri atas 4 potongan 

berberbentuk cakram sebagai ulangan.  Antibiotik kloramfenikol digunakan 

sebagai kontrol positif.  Potongan kertas cakram dicelupkan ke dalam suspensi 

antibiotik sampai jenuh, ditiriskan dan selanjutnya dipindahkan dengan pinset dan 

diletakkan pada permukaan media yang telah dicampur dengan bakteri Dickeya 
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sp. (Suryani dkk., 2014).  Reaksi positif diindikasikan dengan terbentuknya 

daerah bening di sekitar isolat aktinomisetes.   

 

Pengamatan dilakukan terhadap diameter zona penghambatan yang terbentuk di 

sekeliling isolat aktinomisetes yaitu ditandai dengan adanya daerah bening.  

Pengukuran diameter zona bening dilakukan pada hari ke-2 sampai hari ke-5.  

Data yang didapatkan kemudian diuji secara statistik. 

 

3.4.8 Karakterisasi isolat aktinomisetes 

Karakterisasi dilakukan terhadap isolat-isolat yang bersifat antagonis terhadap 

bakteri Dickeya sp..  Pengamatan dilakukan baik secara makroskopis maupun 

mikroskopis.  Pengamatan makroskopis dilakukan terhadap koloni yaitu meliputi 

bentuk, tepian, elevasi, ukuran, tekstur, penampilan, pigmentasi, dan optical 

property koloni yang tumbuh.  Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan 

metode pewarnaan sederhana menggunakan kristal violet dengan bantuan 

mikroskop majemuk untuk mengetahui ciri-ciri bentuk sel dan susunan sel setiap 

isolat aktinomisetes yang membentuk zona penghambatan. 

  



 

 

 

 

 

 

V SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa : 

1. Dari lahan perkebunan nanas rakyat diperoleh 26 isolat aktinomisetes, yaitu 

12 isolat dari Astomulyo dan 14 isolat dari Mulya Jaya.  Isolat yang diperoleh 

mempunyai ciri-ciri koloni yang bervariasi dalam hal ukuran, bentuk, tepian, 

elevasi, dan warna.  

2. Dari 26 isolat aktinomisetes yang diperoleh, sebanyak 19 isolat dapat 

menghambat pertumbuhan Dickeya sp. secara in-vitro yaitu 8 isolat dari 

Astomulyo dan 11 isolat dari Mulya Jaya.  Isolat A1, A2, A4, MJ1, MJ2, MJ6, 

dan MJ12 mempunyai zona bening yang relatif paling besar. 

 

5.2 Saran 

Dari hasil penelitian ini disarankan untuk melakukan analisis lanjutan terhadap 

senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh aktinomisetes yang berfungsi 

menghambat pertumbuhan bakteri Dickeya sp..  Selain itu perlu dilakukan 

penelitian lanjutan pengaplikasian aktinomisetes untuk menekan pertumbuhan 

Dickeya sp. secara in-vivo. 
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