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Salah satu penyebab turunnya produksi nanas diduga adanya serangan Organisme

Penggangu Tanaman (OPT) yang berasal dari patogen tanaman. Rimpang nanas

merupakan limbah organik yang apabila dibiarkan dilahan dapat menjadi inang

bagi berbagai jenis hama ataupun patogen tanaman.  Rimpang nanas dapat

dijadikan sebagai bahan baku pembuatan suspensi Mikroorganisme Lokal (MOL)

atau suspensi ekstrak rimpang nanas. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui

kemampuan bakteri asal suspensi ekstrak rimpang nanas sebagai antagonis

Phytophthora sp. dan pereduksi kitin serta pendukung peningkatan performa

tanaman (pelarut fosfat dan Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB)).  Uji

bakteri asal suspensi ekstrak rimpang nanas sebagai antagonis Phytophora sp.

dilakukan dengan cara mengamati pertumbuhan jamur dan dihitung presentase

penghambatannya. Uji pelarut fosfat dan pereduksi kitin dilakukan pengamatan

dengan cara mengamati zona bening yang terbentuk di sekitar koloni bakteri dan
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dihitung nilai indeksnya. Selain itu, dilakukan uji PGPB dari lima isolat bakteri

terpilih yang memiliki kemampuan sebagai antagonis Phytophthora sp., pelarut

fosfat, dan pereduksi kitin. Hasil penelitian menunjukan bahwa.dari 113 isolat

bakteri hanya 65 isolat bakteri yang mampu sebagai antagonis Phytophthora sp.

112 isolat bakteri mampu melarutkan fosfat, sedangkan pada uji pereduksi kitin

tidak diperoleh satu pun bakteri yang mampu mereduksi kitin pada media kitin

agar.  Selain itu, uji PGPB dari lima isolat terpilih tidak ada yang berpotensi

bakteri pemacu pertumbuhan tanaman.

Kata kunci: Antagonis, pelarut fosfat, pereduksi kitin, PGPB, Phytophthora sp.,
suspensi ekstrak rimpang nanas.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Provinsi Lampung merupakan penghasil nanas terbesar di tahun 2014 dengan

produksi 560.025 ton dari total produksi nasional. Namun, tahun 2015 produksi

nanas ini mengalami penurunan sebesar 5,51 % dengan jumlah produksi 537.775

ton (Pusat Data dan Sistem Informasi Pertanian, 2016). Penyebab turunnya

produksi nanas disebabkan antara lain oleh kesuburan tanah yang rendah, dan

Organisme Penggangu Tanaman (OPT). Salah satu penyebab turunnya produksi

nanas ini diduga adanya serangan Organisme Penggangu Tanaman (OPT) yang

berasal dari patogen tanaman. Menurut Purwantisari dan Hastuti (2009), salah

satu penyakit penting pada tanaman nanas adalah busuk lunak dan busuk hati

yang disebabkan oleh Phytophthora sp.  Serangan Phytophthora sp. berdampak

pada penurunan kualitas maupun kuantitas terhadap buah nanas.

Rimpang nanas merupakan salah satu limbah organik yang menjadi permasalahan

cukup penting dalam budidaya nanas.  Apabila dibiarkan di lahan, rimpang nanas

dapat menjadi inang bagi berbagai jenis hama ataupun patogen tanaman.

Rimpang nanas juga mempunyai potensi sebagai bahan baku pembuatan suspensi

Mikroorganisme Lokal (MOL) atau ekstrak rimpang nanas.  Selain itu, pembuatan
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MOL juga yang biasa digunakan oleh masyarakat berasal dari berbagai limbah

organik berupa sisa sayuran, buah, dan nasi.

Suspensi MOL memiliki peranan sebagai perombak bahan organik dan pemacu

ketahanan tanaman terhadap patogen tanaman (Rani et al., 2017).  Hasil penelitian

Manullang et al. (2017), MOL dari bonggol pisang mengandung bakteri

Lactobacillus sp., Pseudomonas sp., Azospirillium, Azotobacter, Bacillus,

Aeromonas yang dapat berperan sebagai perombak bahan organik. Selain itu,

bakteri Bacillus sp., dan Pseudomonas sp. dapat berperan dalam menekan

pertumbuhan patogen tanaman (Kuswinanti et al., 2014).

Suspensi MOL mampu meningkatkan ketersediaan unsur hara dan mengandung

bakteri yang memiliki peran sebagai perombak bahan organik, dan pemacu

pertumbuhan tanaman (Wiswasta et al., 2016).  Hasil penelitian Suyanto dan

Irianti (2015), MOL mengandung bakteri yang berguna untuk tanaman dan

kesuburan tanah seperti Rhizobium sp., Azospirillum sp., Azotobacter sp.,

Pseudomonas sp., Bacillus sp.  Bakteri-bakteri tersebut mampu berperan sebagai

pelarut fosfat, pereduksi kitin, antagonis, dan pemacu pertumbuhan tanaman.

Suspensi MOL yang diperoleh dari proses ekstrak rimpang nanas, kemungkinan

memiliki berbagai jenis bakteri yang memiliki peranan yang bermacam-macam.

Akan tetapi, belum diketahui peranan bakteri yang memiliki kemampuan sebagai

antagonis Phytophthora sp., dan pereduksi kitin serta perannya meningkatkan

performa tanaman termasuk di dalamnya sebagai pelarut fosfat, dan pemacu

pertumbuhan tanaman.
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1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini:

1. Mengetahui dan mempelajari kemampuan bakteri asal suspensi ekstrak

rimpang nanas sebagai antagonis Phytophthora sp. dan pereduksi kitin.

2. Mengetahui dan mempelajari kemampuan bakteri asal suspensi ekstrak

rimpang nanas sebagai pendukung peningkatan performa tanaman (pelarut

fosfat dan Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB)).

1.3 Kerangka Pemikiran

Suspensi Mikroorganisme Lokal (MOL) merupakan hasil dari fermentasi limbah

organik yang mengandung mikroorganisme yang dapat dimanfaatkan sebagai

starter dalam pembuatan pupuk organik padat maupun pupuk cair.  Penggunaan

pupuk cair dengan memanfaatkan jenis Mikroorganisme Lokal (MOL) menjadi

alternatif pemenuhan kebutuhan unsur hara pada tanaman.  Menurut Manullang et

al. (2017), suspensi MOL mengandung unsur hara mikro dan makro serta

mengandung bakteri yang berpotensi sebagai perombak bahan organik, pemacu

pertumbuhan tanaman, dan sebagai agen pengendali hama dan penyakit tanaman.

Suspensi MOL dapat berperan sebagai antagonis terhadap patogen tanaman,

pereduksi kitin, pelarut fosfat dan pemacu pertumbuhan. Isolat bakteri yang

memiliki potensi sebagai antagonis ditunjukkan dengan kemampuannya

membentuk zona bening atau zona hambat pada media (Gofar et al., 2014).

Bakteri Pseudomonas spp., Bacillus spp., dan Streptomyces spp. mempunyai

potensi sebagai agens antagonis dan bakteri pereduksi kitin (Haggag dan
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Mohamed, 2007; dan Purnomo et al., 2017). Hasil penelitian Purnomo et al.

(2017), isolat bakteri genus Streptomyces yang digunakan mampu menghambat

dan menekan pertumbuhan isolat jamur spesies Phytophthora palmivora BBK01.

Mikroorganisme pereduksi kitin memiliki kemampuan menghasilkan enzim

kitinase yang dapat melisis sel jamur (Wu et al., 2001). Hasil penelitian Suryadi

et al. (2013), menyatakan bahwa Bacillus cereus mampu menghasilkan kitinase.

MOL mengandung bakteri yang mampu melarutkan fosfat (Rani et al., 2017).

Hasil penelitian Widawati et al. (2010), menyatakan bahwa isolat bakteri

Rhizobium sp., Azospirillum sp., Azotobacter sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp

memiliki potensi sebagai agen pupuk organik hayati (POH) dan hasil analisis

menunjukkan bahwa bakteri tersebut memiliki aktivitas efisiensi pelarutan fosfat.

Isolat bakteri yang mampu melarutkan fosfat ditandai dengan terbentuknya zona

bening di sekitar koloni bakteri yang ditumbuhkan pada media pikovskaya padat.

Zona bening di sekitar koloni bakteri merupakan tanda adanya aktivitas bakteri

pelarut fosfat dalam melarutkan P terikat (Purwaningsih, 2012).

Selain itu, MOL juga mengandung bakteri yang memiliki kemampuan sebagai

pemacu pertumbuhan tanaman (Wiswasta et al., 2016).  Hasil penelitian

Prihatiningsih et al. (2015), menyatakan bahwa Bacillus sp. mampu menjadi

pemacu pertumbuhan tanaman dan menekan perkembangan penyakit hawar daun

oleh jamur P. infestans serta penekanan populasi jamur total. Demikian pula

Jumriani et al. (2017), menyimpulkan perlakuan pemberian MOL berpengaruh

terhadap pertumbuhan dan produksi kangkung darat.
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1.4 Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah:

1. Terdapat isolat bakteri asal suspensi ekstrak rimpang nanas yang memiliki

kemampuan sebagai antagonis terhadap Phytophthora sp. dan pereduksi kitin.

2. Terdapat isolat bakteri asal suspensi ekstrak rimpang nanas yang memiliki

kemampuan sebagai pendukung peningkatan performa tanaman (pelarut fosfat,

dan Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB)).
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II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Nanas

Tanaman nanas dapat di klasifikasi sebagai berikut:

Kingdom :  Plantae (tumbuh-tumbuhan)
Subkingdom :  Tracheobionta (tumbuhan berpembuluh)
Superdivisi :  Spermatophyta (tumbuhan berbiji)
Divisi :  Magnoliophyta (tumbuhan berbunga)
Kelas :  Liliopsida (Monokotil)
Subkelas :  Zingiberidae
Ordo :  Bromeliales
Famili :  Bromeliaceae
Genus : Ananas
Species : Ananas comosus (L) Merr.

Tanaman nanas memerlukan lahan dengan tanah yang mengandung bahan organik

yang tinggi, drainase yang baik dan pH tanah berkisar antara 4,5 – 6,5.  Sinar

matahari adalah faktor iklim yang menentukan pertumbuhan dan kualitas buah

nanas.  Apabila persentase sinar matahari sangat rendah, maka pertumbuhan akan

terhambat.  Namun, apabila sinar terlalu banyak maka akan menyebabkan lyuka

bakar pada buah yang hampir masak (Sunarjono, 2000).
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2.2 Phytophthora sp.

Klasifikasi Phytophthora adalah sebagai berikut:

Kingdom : Chromista
Filum : Chromalveolata
Kelas : Oomycetes
Ordo : Peronosporales
Famili : Pythiaceae
Genus : Phytophthora
Spesies : Phytophthora sp.

Busuk hati dan busuk akar merupakan penyakit penting tanaman nanas yang

disebabakan oleh cendawan Phytophthora sp. Penyakit ini dapat menyebabkan

menurunnya produksi nanas dalam skala besar.  Menurut Semangun (2007),

gejala tanaman yang terserang yaitu tanaman muda yang terjangkit busuk hati

mempunyai daun yang klorosis dengan ujung nekrosis.  Daun-daun muda dicabut,

dan pangkalnya busuk.  Bagian daun yang busuk mempunyai batas berwarna

coklat. Pembusukan dapat meluas ke batang tanaman.  Pada tanaman yang tua

umunya jarang terinfeksi. Jika hal ini terjadi, umumnya hanya terbatas pada

jaringan sekulen pada bagian atas batang, dan terbatas pada petak kecil di lapang.

Pada jamur yang sama menyebabkan busuk akar pada nanas, yang menyebabkan

pembusukan pada bagian besar sistem perakaran.  Tanaman yang sakit

pertumbuhan terhambat sehingga pematangan buah juga sangat tertunda.

Faktor-faktor fisik lingkungan tanah yang mempengaruhi fisiologis jamur antara

lain adalah kelembaban, suhu, cahaya matahari, keasaman tanah, unsur hara dan

tekstur tanah (Ginting, 2013). Selain itu, Phytophthora sp. juga dapat bertahan di

sisa-sisa tanaman yang telah mati sehingga ketika kondisi lingkungan

menguntungkan maka dapat menyerang kembali.  Pengembalian sisa tanaman ke
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lahan pertanaman nanas memang menjadi alternatif untuk menambahkan unsur

hara mikro tanaman.  Namun dengan mengembalikan sisa-sisa tanaman nanas

yang tidak sehat ke lahan pertanaman nanas akan menjadi tempat yang tepat untuk

bertahannya Phytophthora sp. sehingga tidak akan terputus siklus hidupnya

(Martin, 2015).

2.3 Mikroorganisme Lokal (MOL)

Suspensi MOL adalah suspensi hasil fermentasi yang berbahan dasar dari

berbagai sumber daya lokal.  Suspensi MOL mengandung unsur hara mikro dan

makro serta mengandung bakteri yang berpotensi sebagai perombak bahan

organik, perangsang pertumbuhan, dan sebagai agen pengendali hama dan

penyakit tanaman, sehingga MOL dapat digunakan baik sebagai dekomposer,

pupuk hayati maupun pestisida organik terutama sebagai fungisida (Manullang et

al., 2017).

Mikroorganisme Lokal (MOL) merupakan hasil dari proses fermentasi dari

berbagai limbah organik yang dipilih karena bernilai ekonomis.  Pembuatan MOL

yang biasa digunakan oleh masyarakat berasal dari berbagai limbah organik

berupa sisa sayuran, buah, nasi.  Suspensi MOL yang telah dibuat mengandung

mikroorganisme yang unggul sebagai aktivator dekomposer bahan organik dan

dapat dijadikan sebagai penyubur tanaman (Rani et al., 2017).

Selain itu, Mikroorganisme Lokal (MOL) adalah suspensi hasil fermentasi dari

substrat atau media tertentu yang berada di sekitar kita (misalnya nasi, buah-

buahan, telur, susu, keong, dan lain-lain). MOL dapat juga diartikan
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mikroorganisme yang berasal dari substrat/bahan tertentu dan diperbanyak dengan

bahan alami yang mengandung karbohidrat (gula), protein, mineral, dan vitamin.

MOL adalah hasil dari fermentasi limbah organik yang mengandung

mikroorganisme (bakteri) yang berguna untuk tanaman dan kesuburan tanah

seperti Rhizobium sp, Azospirillum sp, Azotobacter sp, Pseudomonas sp, Bacillus

sp yang berpotensi sebagai perombak bahan organik (Suyanto dan Irianti, 2015).

2.4 Bakteri Antagonis

Bakteri antagonis berperan sebagai pemacu ketahanan tanaman terhadap patogen

tanaman dengan cara menghambat ataupun menekan pertumbuhan patogen

tanaman. Bakteri antagonis dapat menghambat sintesa protein dan asam nukleat

pada patogen tanaman.  Selain itu, bakteri antagonis mampu menghasilkan

antibiotik atau antifugal, enzim ekstraseluler (kitinase, protease, dan selulase), dan

hidrogen sianida (HCN) (Tasnim et al., 2011).

Mekanisme dari penghambatan atau penekanan pertumbuhan patogen oleh bakteri

antagonis karena adanya kompetisi tempat tumbuh, dan antibiosis (Gofar et al.,

2014).  Kompetisi tempat tumbuh ditunjukkan dengan adanya koloni bakteri yang

tumbuh tersebar hamper di seluruh media.  Kompetisi tempat tumbuh juga terjadi

karena adanya persaingan antara bakteri antagonis dan patogen dalam

memperebutkan kebutuhan nutrisi.  Mekanisme antibiosis mengakibatkan

terjadinya perusakan dan penghambatan pembentukan dinding sel. Perubahan

permeabilitas sel patogen dan penghambatan kerja enzim yang berperan dalam

pertumbuhan patogen (Tasnim et al., 2011).
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Bakteri yang mempunyai potensi sebagai agen antagonis antara lain Pseudomonas

spp. dan Bacillus spp. melalui mekanisme antibiosis dengan menghasilkan

senyawa penghambat (senyawa anti-mikrobial) diantaranya antibiotik, enzim litik,

alkaloid, siderofor, atau zat toksik lainnya (Haggag dan Mohamed, 2007).

2.5 Bakteri Pereduksi Kitin

Bakteri kitinolitik adalah bakteri yang dapat menghasilkan enzim kitinase yang

digunakan untuk mendegradasi senyawa kitin.  Bakteri kitinolitik dapat dihasilkan

dari proses penapisan mikroorganisme yang mampu menghasilkan enzim kitinase

dengan menggunakan media yang mengandung kitin. Mikroorganisme yang

mengandung kitin dapat diperoleh dari berbagai sumber.  Sumber-sumber kitin

dapat berasal dari jamur (5-20%), cacing (3-20%), gurita (30%), laba-laba (38%),

kecoa (35 %), kepiting (70%), kelompang (69%), kalajengking (38%), dan udang

(20-30%) (Pratiwi, 2014).

Bakteri kitinoliktik dapat ditunjukkan dengan adanya zona bening disekitar koloni

atau dilakukan uji aktivitas kitinase. Uji aktivitas kitinase dilakukan untuk

melihat apakah bakteri yang berhasil diisolasi merupakan bakteri yang

menghasilkan enzim kitinase (kitinolitik) atau tidak. (Fauziah dan Herdyastuti,

2013). Enzim kitinase yang diproduksi bakteri dapat mereduksi struktur kitin

sehingga jamur tidak mampu menginfeksi tanaman.  Bakteri pereduksi kitin

berperan menghasilkan enzim kitinase berpotensi besar untuk dijadikan sebagai

agensia hayati dalam menekan pertumbuhan patogen tanaman (Wu et al., 2001).
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Bakteri kitinolitik didasarkan pada kemampuannya dalam menghasilkan kitinase

dan β-1,3-glukanase yang dapat melisis sel jamur. Kitinase yang diproduksi

mikroba dapat menghidrolisis struktur kitin, senyawa utama penyusun dinding sel

tabung kecambah konidia dan miselia, sehingga jamur tidak mampu menginfeksi

tanaman (Suryadi et al., 2013).

2.6 Bakteri Pelarut Fosfat

Bakteri pelarut fosfat merupakan bakteri yang dapat melarutkan fosfat sehingga

dapat diserap oleh tanaman.  Selain meningkatkan fosfat dalam tanah juga dapat

berperan pada metabolisme vitamin D memperbaiki pertumbuhan akar tanaman

dan meningkatkan serapan hara.  Zona bening yang terbentuk di sekeliling koloni

merupakan indikasi bahwa isolat mampu menghasilkan ensim fosfatase.

Pembentukan zona bening pada media pikovskaya mengindikasikan bahwa

mikroorganisme tersebut dapat melarutkan fosfat (George et al., 2002). Bakteri

Pelarut fosfat mampu mensekresikan enzim fosfatase yang berperan dalam proses

hidrolisis fosfat organik menjadi fosfat anorganik, sehingga fosfat tersedia dan

dapat diserap oleh tanaman (Setiawati dan Miharja, 2008)

Zona bening di sekitar koloni bakteri secara kuantitatif menunjukkan besar

kecilnya kemampuan bakteri tersebut dalam melarutkan fosfat.  Semakin besar

zona bening yang terbentuk dan semakin tinggi nilai indeks pelarutan, maka

semakin tinggi kemampuan isolat dalam melarutkan fosfat menjadi bentuk yang

tersedia bagi tanaman (Purwaningsih, 2012).
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2.7 Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB)

Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB) adalah bakteri yang berperan

meningkatkan pertumbuhan tanaman dan melindungi tanaman dari penyakit dan

cekaman abiotik melalui berbagai mekanisme bakteri yang membangun hubungan

dekat dengan tanaman, seperti bakteri endofit, dapat berhasil dalam pemacu

pertumbuhan tanaman (Souza et al., 2015).

Bakteri PGPB mampu menghasilkan hormon pengatur tumbuh seperti Indole-3-

Acetic-Acid (IAA) yang merupakan salah satu produk metabolit sekunder yang

dihasilkan oleh bakteri.  IAA merupakan hormon tumbuh yang memegang

peranan penting untuk pertumbuhan dan perkembangan tanaman (Dewi et al.,

2015).  Hasil penelitian Prihatiningsih et al. (2015), menyatakan bahwa Bacillus

sp. mampu menjadi pemacu pertumbuhan tanaman dan menekan perkembangan

penyakit hawar daun oleh jamur P. infestans serta penekanan populasi jamur total

Selanjutnya, Gusmaini et al. (2013), melaporkan bakteri yang hidup di dalam

jaringan tanaman sehat dapat berperan untuk meningkatkan performa tanaman

antara lain di dalam memacu pertumbuhan tanaman dengan menghasilkan hormon

IAA dan meningkatkan pertumbuhan tanaman. Bakteri mampu melarutkan fosfat

menjadi bentuk yang tersedia bagi tanaman. Selain itu, bakteri tersebut dapat

berpotensi sebagai agensia hayati.
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III. BAHAN DAN METODE

3.1  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dari September 2018 hingga Mei 2019.  Pengujian

antagonis terhadap jamur Phytophthora sp., pengujian pelarut fosfat, pengujian

pereduksi kitin dilaksanakan di Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Pertanian,

Universitas Lampung. Pengujian PGPB dilaksanakan di Rumah Kaca Fakultas

Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

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

air flow (LAF), autoklaf, tabung reaksi, tabung erlenmeyer, alumunium foil,

wrapping, label, plastik tahan panas, bor gabus , jarum ose, jarum ent, rotamixer,

karet gelang, micropipet, tisu, penggaris, alat tulis, bunsen, nampan, microwave,

gelas beaker, nampan, kamera, timbangan elektrik, dan magnetic stirrer.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat dari suspensi

ekstrak rimpang nanas, media Potato Dextrose Agar (HIMEDIA®; India), media

Yeast Exstrct Agar (HIMEDIA®; India), Pepton (OXOID®; Inggris), media

pikovskaya (HIMEDIA®; India), isolat jamur Phytophthora sp., koloidal kitin,

media kitinolitik, agar, kentang, aquades, benih mentimun, pupuk kandang,
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alkohol 70%, polibag, sodium hypochlorite 2%, tanah, dan isolat bakteri asal

suspensi ekstrak rimpang nanas (Tabel 1).

Tabel 1. Isolat bakteri asal suspensi ekstrak rimpang nanas

No. Isolat No. Isolat No. Isolat No. Isolat

1 ANPkr1 33 ANPkr33 65 ANP21 97 ANB2
2 ANPkr2 34 ANPkr34 66 ANP22 98 ANB3
3 ANPkr3 35 ANPkr35 67 ANK1 99 ANB4
4 ANPkr4 36 ANPkr36 68 ANK2 100 ANB5
5 ANPkr5 37 ANPkr37 69 ANK3 101 ANB6
6 ANPkr6 38 ANPkr38 70 ANK4 102 ANB7
7 ANPkr7 39 ANPkr39 71 ANK5 103 ANB8
8 ANPkr8 40 ANPkr40 72 ANK6 104 ANB9
9 ANPkr9 41 ANPkr41 73 ANK7 105 ANB10
10 ANPkr10 42 ANPkr42 74 ANK8 106 ANB11
11 ANPkr11 43 ANPkr43 75 ANK9 107 ANB12
12 ANPkr12 44 ANPkr44 76 ANK10 108 ANB13
13 ANPkr13 45 ANP1 77 ANK11 109 ANB14
14 ANPkr14 46 ANP2 78 ANK12 110 ANB15
15 ANPkr15 47 ANP3 79 ANK13 111 ANB16
16 ANPkr16 48 ANP4 80 ANK14 112 ANPkrb1
17 ANPkr17 49 ANP5 81 ANK15 113 ANPb1
18 ANPkr18 50 ANP6 82 ANK16
19 ANPkr19 51 ANP7 83 ANK17
20 ANPkr20 52 ANP8 84 ANK18
21 ANPkr21 53 ANP9 85 ANM1
22 ANPkr22 54 ANP10 86 ANM2
23 ANPkr23 55 ANP11 87 ANM3
24 ANPkr24 56 ANP12 88 ANM4
25 ANPkr25 57 ANP13 89 ANM5
26 ANPkr26 58 ANP14 90 ANM6
27 ANPkr27 59 ANP15 91 ANPk1
28 ANPkr28 60 ANP16 92 ANPk2
29 ANPkr29 61 ANP17 93 ANPk3
30 ANPkr30 62 ANP18 94 ANPk4
31 ANPkr31 63 ANP19 95 ANPk5
32 ANPkr32 64 ANP20 96 ANB1
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3.3. Metode Penelitian

Penelitian ini terdiri atas empat pengujian. Pengujian pertama adalah uji antagonis

113 bakteri asal suspensi ekstrak rimpang nanas terhadap jamur Phytophthora sp.

diulang sebanyak 3 kali. Data hasil pengamatan uji antagonis dikelompokkan

berdasarkan besarnya persentase penghambatan. Pengujian kedua adalah uji

pereduksi kitin menggunakan media kitin agar dengan 113 isolat bakteri dan

diulang sebanyak 3 kali.  Kemampuan bakteri sebagai pereduksi kitin

dikelompokkan berdasarkan nilai indeks pereduksi kitin.  Pengujian ketiga adalah

uji pelarut fosfat secara in vitro dengan 113 isolat bakteri diulang sebanyak 3 kali.

Kemampuan bakteri sebagai pelarut fosfat dikelompokkan berdasarkan nilai

indeks pelarut fosfat.

Pengujian keempat adalah uji Plant Growth Promoting Bacteria(PGPB). Lima

isolat bakteri terpilih diuji kemampuannya sebagai Plant Growth Promoting

Bacteria(PGPB).  Kelima isolat bakteri terpilih merupakan isolat bakteri yang

konsisten memberikan hasil yang baik pada uji antagonis (daya hambat >50 %),

uji pereduksi kitin (nilai indeks kitinolitik >2 cm) dan uji pelarut fosfat (nilai

indeks pelarut fosfat >1 cm).  Perlakuan terdiri dari lima isolat bakteri terpilih

disusun menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan 5 ulangan.

Data yang diperoleh akan diuji ANOVA dan apabila terdapat beda nyata akan

dilanjut menggunakan uji BNT pada taraf 	= 5%.
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3.4  Pelaksanaan Penelitian

Penelitian terdiri dari 4 tahap, yaitu  pengujian antagonis bakteri terhadap

Phytophthora sp, pengujian pelarut fosfat pada media pikovskaya

(HIMEDIA®; India), pengujian pereduksi kitin pada media kitin, dan pengujian

PGPB terhadap tanaman mentimun sebagai tanaman indikator.

3.4.1 Uji Kemampuan Bakteri sebagai Antagonis

3.4.1.1 Pembuatan Media Potato Dextrose Agar (PDA; HIMEDIA®; India)

Media yang digunakan uji antagonis adalah Potato Dextrose Agar

(PDA;HIMEDIA®; India). Bahan-bahan yang digunakan untuk pembuatan media

adalah 200 g kentang, 20 g dextrose, 20 g agar batang, 1 L aquades.  Kentang

dikupas, dicuci bersih lalu ditimbang.  Setelah itu, kentang dipotong dadu dan

dimasukkan ke dalam gelas ukur yang berisi 1 L aquades kemudian direbus

menggunakan microwave selama 15 menit. Air rebusan dimasukkan ke dalam

erlenmeyer yang telah berisi dextrose dan agar batang. Volume akhir dijadikan 1

L dengan penambahan aquades apabila volume akhir rebusan kentang kurang dari

1 L.  Setelah itu, tabung erlenmeyer yang berisi media dimasukkan ke dalam

plastik tahan panas dan disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121oC

dengan tekanan 1 atm selama 15 menit.  Setelah media steril dan dalam keadaan

hangat dituangkan ke dalam cawan petri plastik dengan diameter 8 cm.
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3.4.1.2 Penyiapan Isolat Phytophthora sp.

Sebelum dilakukan uji antagonis, isolat Phytophthora sp. dilakukan peremajaan

dengan ditumbuhkan pada media Potato Dextrose Agar - Asam Laktat (PDA-AL)

dan diinkubasi selama 5 hari.  Peremajaan dilakukan dengan mengambil satu bor

gabus isolat Phytophthora sp. dengan diameter 0,5 cm menggunakan jarum ose,

lalu dipindahkan ke media PDA.  Setelah biakan berumur 5 hari, maka sudah siap

dilakukan uji antagonis.

3.4.1.3 Pengujian Antagonis

Pengujian antagonis bakteri dengan jamur Phytophthora sp. dilakukan dengan

menggaris dan menitik bagian cawan bawah dengan jarak masing-masing 2,5 cm

dari tepi kanan dan kiri kemudian 3 cm luas bagian tengah.  Kemudian kedua titik

dibagian tepi kanan dan kiri masing-masing digores isolat bakteri ekstrak rimpang

nanas yang akan di uji.  Selanjutnya, titik tengah diletakkan jamur Phytophthora

sp. yang sudah berumur 5 hari dengan diameter 0,5 cm.  Pertumbuhan jamur

Phytophthora sp. mulai diukur dari 1 hari setelah diinokulasi hingga 7 hari setelah

inokulasi.  Untuk mengetahui persentase penghambatan digunakan rumus sebagai

berikut (Dwiastuti et al., 2015) :

Presentase Penghambatan = x	100%
Keterangan :
D1 = Diameter pertumbuhan Phytophthora sp. pada kontrol (cm).
D2 = Diameter pertumbuhan Phytophthora sp. pada tiap perlakuan (cm).
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Gambar 1. Skema uji antagonis isolat bakteri suspensi ekstrak rimpang nanas (a)
dan isolat jamur Phytophthora sp. (b).

Persentase penghambatan pada uji antagonis dikelompokkan berdasarkan dua

kategori yaitu tinggi (>50%) dan rendah (<50%) (Dewi, 2015).

3.4.2 Uji Kemampuan Bakteri sebagai Preduksi Kitin

3.4.2.1 Pembuatan Koloidal Kitin dan Media Kitin Agar

Terdapat dua bahan yang digunakan untuk pengujian ini yaitu koloidal kitin dan

media kitin agar.  Koloidal kitin dibuat dengan mencampurkan 6 g bubuk kitin

(cangkang kepiting) ke dalam HCl 60 ml.  Setelah itu di homogenkan

menggunakan magnetic stirrer selama 1 jam.  Kemudian disaring melalui glass

wool dan dicampur dengan ethanol 200 ml.  Selanjutnya disaring menggunakan

filter paper dan dibilas dengan aquades hingga pH 7,0 (netral).  Koloidal kitin

yang menempel pada filter paper digunakan sebagai koloidal kitin (12 g).

Selanjutnya disimpan pada ruang gelap dengan suhu 4°C.

Setelah koloidal kitin dibuat, pembuatan media kitinolitik dengan mencampurkan

bahan-bahan seperti 1 g (NH4)2SO4; 0,2 g KH2PO4; 1,6 g K2HPO4; 0,2 g

a a

b

2.5 cm 2.5 cm

3 cm

b

D2 D1
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MgSO4.7H2O,;0,1 g NaCl; 0,01 g FeSO4.7H20; 0,02 g CaCl2.2H2O, dicampurkan

dengan 2% agar (20 g), dan dilarutkan dengan 1 L aquades, serta ditambahkan 12

g koloidal kitin.  Selanjutnya di autoklaf dengan suhu 121°C, tekanan 1 atm

selama 15 menit.  Setelah steril, dituang ke dalam cawan petri plastik dengan

diameter 8 cm secukupnya dan tunggu hingga media kitin memadat.

3.4.2.2 Inokulasi Bakteri

Sebelum dilakukan inokulasi terlebih dahulu, cawan petri plastik dengan diameter

8 cm digaris menjadi 3 bagian sehingga setiap satu bakteri dilakukan pengujian

sebanyak 3 kali ulangan dalam satu cawan petri plastik.  Selanjutnya, bakteri di

inokulasi dengan cara menggoreskan bakteri pada cawan petri yang telah berisi

media.

3.4.2.3 Pengamatan

Pengamatan zona bening dilakukan selama 7 hari setelah inokulasi. Pengamatan

dilakukan dengan mengukur luasan zona bening disekitar bakteri menggunakan

plastik transparan dengan cara menggambar bakteri dan zona bening dengan

spidol. Setelah itu, dihitung luas zona bening yang terbentuk di sekitar koloni

bakteri asal suspensi ekstrak rimpang nanas menggunakan kertas milimeterblock.

Besarnya kemampuan bakteri dalam mereduksi kitin dapat diketahui dengan cara

menghitung nilai indeks pereduksi kitin.  Nilai indeks pereduksi kitin

dikelompokkan menjadi 2 kategori yaitu kategori tinggi nilai indeks > 2, dan

kategori rendah nilai indeks >2 (Setia et al., 2015).  Nilai indeks pereduksi kitin

dihitung dengan rumus menurut Butarbutar et al. (2018) sebagai berikut:
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Nilai Indeks Pereduksi Kitin =

Keterangan :
dk = Luas koloni bakteri.
dz = Luas zona bening yang terbentuk di sekitar koloni bakteri.

a

b

Gambar 2. Skema uji pereduksi kitin, koloni bakteri (a) dan zona bening (b)

3.4.3. Uji Kemampuan Bakteri sebagai Pelarut Fosfat

3.4.3.1 Pembuatan Media Pikovskaya (HIMEDIA®; India)

Pengujian pelarut fosfat menggunakan media pikovskaya (HIMEDIA®; India).

Pembuatan media pikovskaya (HIMEDIA®; India) yaitu dengan cara memasukkan

31,3 g pikovskaya (HIMEDIA®; India) bubuk, 2 g agar batang dan 1 L aquades ke

dalam tabung erlenmeyer. Kemudian, tabung erlenmeyer ditutup dengan

alumunium foil dan diikat dengan menggunakan karet gelang.  Setelah itu, tabung

erlenmeyer yang berisi media dimasukkan ke dalam plastik tahan panas dan

disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121oC dengan tekanan 1 atm selama

15 menit.  Setelah media steril dan dalam keadaan hangat dituangkan ke dalam

cawan petri plastik dengan diameter 8 cm.
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3.4.3.2 Inokulasi Bakteri

Sebelum dilakukan inokulasi terlebih dahulu, cawan petri plastik yang

berdiameter 8 cm digaris menjadi 4 bagian dan setiap satu bakteri dilakukan

pengujian sebanyak 3 kali ulangan dalam satu cawan petri plastik.  Selanjutnya,

bakteri di inokulasi dengan cara menggoreskan bakteri pada cawan petri yang

telah berisi media pikovskaya (HIMEDIA®; India).

3.4.3.3 Pengamatan

Pengamatan zona bening dilakukan selama 7 hari setelah inokulasi.  Pengamatan

dilakukan menggunakan plastik transparan dengan cara menggambar zona bening

yang terbentuk di sekitar koloni bakteri dan dihitung luas zona bening

menggunakan kertas milimeterblock. Luasan zona bening menunjukkan besarnya

kemampuan bakteri dalam melarutkan fosfat yang terkandung dalam media

pikovskaya (HIMEDIA®; India).  Besarnya kemampuan bakteri dalam melarutkan

fosfat dapat diketahui dengan cara menghitung nilai indeks pelarut fosfat.  Nilai

indeks pelarut fosfat dikelompokkan  menjadi 4 kategori yaitu tinggi (>3), sedang

(>2-3), rendah (>1-2), dan sangat rendah (>0-1) (Matos et al., 2017).  Berikut ini

rumus nilai indeks pelarut fosfat (Widawati, 2015) :

Nilai Indeks Pelarut Fosfat =

Keterangan :
A = Luas koloni bakteri.
B = Luas zona bening yang terbentuk di sekitar koloni bakteri.
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a

b

Gambar 3. Skema uji pelarut fosfat, koloni bakteri (a) dan zona bening (b).

3.4.4 Uji Kemampuan Bakteri sebagai Pemacu Pertumbuhan Tanaman

3.4.4.1 Penyiapan Media Tanam dan Isolat Bakteri

Media tanam yang digunakan adalah campuran pasir dan pupuk kotoran sapi

dengan perbandingan 1:1 dengan masing-masing berat sebesar 250 g.  Kemudian,

media disterilisasikan menggunakan autoklaf tanah selama 3 jam. Setelah

disterilisasi, media yang sudah dalam keadaan dingin dipindahkan ke dalam

polibag ukuran 500 g. Isolat bakteri yang digunakan diremajakan kembali pada

media Potato Peptone Glucose Agar (PPGA). Isolat bakteri yang diperbanyak

pada media Potato Peptone Glucose Agar (PPGA) dipanen dengan menambahkan

10 ml aquades kemudian dihomogenkan dalam tabung reaksi dan dimasukan ke

dalam erlenmeyer berisi 295 ml aquades kemudian dihomogenkan sebagai

suspensi bakteri.  Selanjutnya, suspensi bakteri tersebut diambil sebanyak 20 ml

untuk disiram di media tanam dan diinkubasi selama 2 hari sebelum ditanam

kecambah mentimun.
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3.4.4.2 Penyiapan Tanaman Indikator dan Aplikasi Bakteri

Uji kemampuan isolat sebagai PGPB menggunakan tanaman mentimun sebagai

tanaman indikator. Tanaman ini digunakan dalam pengujian dikarenakan

tanaman mentimun mempunyai daya tanggap terhadap serangan patogen yang

begitu cepat. Benih mentimun direndam dengan air hangat (± 45oC) selama 30

menit.  Perendaman tersebut bertujuan untuk mempercepat proses perkecambahan

benih. Setelah itu, benih mentimun didesinfeksi dengan cara direndam dengan

alkohol 70% selama 1 menit, kemudian direndam kembali dalam larutan sodium

hypochlorite 2% selama 30 detik, hal ini bertujuan untuk mencegah terjadinya

kontaminasi.  Kemudian, benih dicuci dengan air steril sebanyak 3 kali untuk

membersihkan sisa larutan desinfektan. Benih mentimun disemai dalam nampan

yang telah dilapisi kertas merang lembab dan diinkubasi selama 2 hari. Setelah

benih mentimun berumur 2 hari, benih mentimun yang sudah berkecambah

ditanam didalam polibag sebanyak 2 benih tanam.

3.4.4.4 Pengamatan

Pengamatan dilakukan 2 hari sekali hingga 21 hari setelah tanam (HST) dengan

variabel pengamatan meliputi tinggi tanaman dan jumlah daun. Kemudian, hari

terakhir pengamatan dilakukan pengamatan panjang akar, kehijauan daun, bobot

basah tajuk, dan bobot basah akar.  Setelah itu, akar dan tajuk tanaman di oven

selama 3 hari pada suhu 80°C.  Kemudian di timbang bobot kering dari tajuk dan

akar tanaman (Worosuryani et al., 2006).
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V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan dapat disimpulkan bahwa:

1. Sejumlah 57,52% dari isolat bakteri yang diuji mampu menghambat

pertumbuhan Phytophthora sp., dan sejumlah 42,48% tidak mampu

menghambat pertumbuhan Phytophthora sp.

2. Sebanyak 99,11% dari isolat bakteri yang diuji mampu melarutkan fosfat dan

hanya 0,89% tidak mampu melarutkan fosfat.

3. Dari lima isolat bakteri yang diuji kemampuannya sebagai pemacu

pertumbuhan tanaman tidak ada yang berpotensi sebagai PGPB.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini, saran yang diajukan adalah perlu dilakukan

penelitian lebih lanjut tentang kemampuan isolat bakteri yang ditemukan dalam

meningkatkan pertumbuhan dan menekan perkembangan serangan Phytophthora

sp. secara in planta.
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