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Abstrak

Penyakit layu bakteri merupakan penyakit utama di daerah sentra produksi pisang di Indonesia.  Penyakit ini tergolong berbahaya, hampir semua pisang yang dibudidayakan saat ini rentan terhadap penyakit layu bakteri.   Penyakit layu ini berpotensi untuk terus meluas dan akan mengakibatkan kerugian hasil yang lebih tinggi lagi.  Pengendalian dengan menggunakan bakteri antagonis Streptomyces sp. merupakan salah satu alternatif pengendalian penyakit ini yang menjanjikan dan dapat digabungkan dengan metode pengendalian lainnya. 
Penelitian ini  mencakup beberapa aspek dasar yang diarahkan kepada upaya memperoleh isolat – isolat Streptomyces sp yang unggul sebagai agens biokontrol, diantaranya (1) karakterisasi sifat biokimia yang meliputi: aktivitas proteolitik, selulolitik, kitinolitik dan pelarut fosfat, (2) menganalisis kemampuan Streptomyces sp. dalam menginduksi ketahanan tanaman pisang terhadap serangan penyakit layu bakteri dan sebagai agens pemicu pertumbuhan bibit pisang. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat-isolat  Streptomyces sp. mempunyai kemampuan yang berbeda-beda dalam menghasilkan enzim protease, selulase, kitinase dan melarutkan posfat.  Isolat Streptomyces sp. Pariaman 3 mempunyai kemampuan lebih baik dalam meningkatkan ketahanan dan memicu pertumbuhan bibit pisang dibandingkan isolat Streptomyces sp.yang lain.

PENDAHULUAN

Penyakit layu bakteri merupakan penyakit utama di daerah sentra produksi pisang di Indonesia.  Penyakit ini tergolong berbahaya, hampir semua pisang yang dibudidayakan saat ini rentan terhadap penyakit layu bakteri.   Direktorat Jenderal Perlindungan Tanaman (2004), melaporkan bahwa penyakit ini telah menyerang 7.059.255 rumpun pisang di Indonesia yang tersebar pada 20 propinsi.  Penyakit layu ini berpotensi untuk terus meluas dan akan mengakibatkan kerugian hasil yang lebih tinggi lagi.

 Bakteri patogen ini mempunyai virulensi yang beragam, bersifat polypag dan mampu bertahan dalam tanah untuk waktu yang relatif lama sehingga usaha untuk pengendalian penyakit ini tetap mengalami kendala.  Pengendalian dengan menggunakan bakterisida sintetik selain tidak ekonomis untuk lahan yang luas, apabila digunakan secara terus menerus dan tidak bijaksana dikhawatirkan akan menimbulkan dampak yang tidak diinginkan seperti matinya musuh alami antagonis, munculnya strain-strain baru yang resisten, sedangkan pengendalian dengan varietas yang mempunyai gen ketahanan, selain membutuhkan waktu yang lama untuk mendapatkannya juga dapat bertahan hanya untuk beberapa kali musim tanam saja. 

Untuk menghindari dampak negatif dan keterbatasan ketersediaan varietas yang tahan maka sangat diperlukan alternatif pengendalian penyakit layu yang dapat memberikan pengaruh penekanan terhadap  bakteri R. solanacearum dalam waktu yang cukup lama, mudah diaplikasikan di lapangan dan relatif aman terhadap lingkungan. Salah satu alternatif pengendalian tersebut adalah dengan menggunakan agens biokontrol kelompok bakteri yaitu Streptomyces sp. yang dapat digunakan untuk menekan serangan penyakit layu bakteri.  

Program pengendalian penyakit tanaman yang berwawasan lingkungan dengan pendekatan pengendalian yang memanfaatkan kemampuan agens biokontrol sangat tergantung kepada sifat – sifat unggul yang dimiliki oleh agens biokontrol itu sendiri.  Seringkali didapatkan hasil seleksi agens biokontrol di laboratorium menunjukkan hasil yang bagus, tetapi setelah diaplikasikan  ke lapangan agens biokontrol tersebut gagal menekan perkembangan  patogen,  karena lingkungan di lapangan sangat komplek sekali.   Suatu spesies yang sama tetapi berada pada daerah geografis atau kondisi lingkungan yang berbeda dapat memiliki ciri-ciri kebugaran dan keragaman yang berbeda pula.  Keragaman genetik dalam suatu spesies yang sama dari wilayah geografi atau lingkungan yang berbeda tersebut merupakan faktor yang penting dalam kesuksesan pengendalian hayati (Van den Bosch et al, 1992). Untuk itu perlu pengkajian yang lebih intensif dan mendalam terutama pengaruh aspek ekologis seperti pH, suhu,  dan keberadaan mikroorganisme lain serta aspek keragaman fisiologis, biokimia dan molekular dari agen biokontrol tersebut. 

Penelitian ini  mencakup beberapa aspek dasar yang diarahkan kepada upaya memperoleh isolat – isolat Streptomyces sp yang unggul sebagai agens biokontrol, diantaranya adalah menganalisis  keragaman fisiologis dan biokimia   Streptomyces sp serta potensinya sebagai agens penginduksi ketahahan dan  pemicu pertumbuhan tanaman pisang.   Informasi dasar yang diperoleh dalam penelitian ini diharapkan dapat digunakan untuk tujuan lebih lanjut dalam rangka pengembangan Streptomyces sp sebagai agens biokontrol penyakit layu bakteri R. solanacearum. 

Penelitian ini bertujuan untuk:  Mendapatkan informasi yang mencakup beberapa aspek dasar dari isolat - isolat Streptomyces sp. yang meliputi: (1) keragaman fisiologis, biokimia dari isolat Streptomyces sp asal Sumatera Barat yang diharapkan dapat digunakan untuk tujuan lebih lanjut dalam rangka pengembangan Streptomyces sp sebagai biobakterisida, (2) Mengetahui kemampuan Streptomyces sp. sebagai agen penginduksi dan pemicu pertumbuhan tanaman pisang

Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah dengan diketahuinya informasi dasar tentang potensi Streptomyces sp. maka hasil ini dapat digunakan   dalam pengembangan Streptomyces sp sebagai biobakterisida dan  dalam menyusun paket teknologi pengendalian penyakit yang berwawasan lingkungan.   

METODE  PENELITIAN


Penelitian ini merupakan penelitian laboratorium dan rumah kaca yang  dilaksanakan selama 1 tahun.  Tahapannya  adalah sebagai berikut: 
Karakter Biokimia Streptomyces sp  

Isolat-isolat Streptomyces sp  yang menunjukkan aktifitas penekanan terhadap pertumbuhan bakteri R. solanacearum diuji karakter biokimianya meliputi: ekspresi enzim ekstraseluler (protease, selulase, dan kitinase), pelarut mineral fosfat.  Karakterisasi biokimia ini dilakukan dengan menggunakan media indikator.

Aktivitas Proteolitik.  Gelatin digunakan sebagi substrat untuk menguji aktivitas ini dengan mengikuti metode yang digunakan oleh Munif (2001).  Larutan gelatin (4 g/50 ml akuades) yang telah dicampur dengan medium agar (5 g/400 ml akuades) disterilkan dengan autoklaf (1200C, 15 lbs) selama 20 menit.  Medium yang telah jadi dituangkan dalam cawan petri, kemudian diletakkan 4 kertas saring steril (diameter 1 cm) yang telah direndam dengan suspensi bakteri Streptomyces sp  (OD 600 = 0,164) dan diinkubasi pada suhu ruang (260C) selama 3 hari.  Aktivitas proteolitik dilihat dengan cara menuangkan 5 ml  larutan ammonium sulfat jenuh ke atas medium.  Aktivitas proteolitik ditunjukkan dengan adanya zone bening di sekitar kertas saring yang telah direndam dengan suspensi bakteri.
Aktivitas Selulolitik.  Carboxyl methyl cellulose (CMC) digunakan sebagai substrat mengikuti metode yang dideskripsikan oleh Andro et al (1984).  Larutan yang digunakan terdiri dari empat bagian meliputi, larutan A: 0,25 g NaCl; 1,5 g K2HPO4; 2,5 g CMC; 400 ml akuades; CMC dimasukkan secara perlahan ke dalam akuades dan dikocok dengan rotary shaker pada suhu 500C dengan kecepatan 100 rpm selama 24 jam, larutan B: 1 M larutan MgSO4, laruran C: 3,0 g Na2HPO4; 0,5 NH4Cl; 2,5 g gliserol; 0,5 yeast ekstrak; 6,5 g agar; 100 ml akuades, dan larutan D: 7,5% (w/v) CaCl2.  Semua larutan tersebut disterilisasi dengan menggunakan autoklaf (1200C, 15 lbs) selama 20 menit.

Larutan A dan C dicampur secara perlahan, kemudian 1 ml larutan B dan larutan D dituangkan secara perlahan pada larutan A + C, kemudian dihomogenkan.  Campuran medium tersebut dituang ke dalam cawan petri, kemudian setelah padat dimasukkan 4 kertas saring steril (diameter 1 cm) yang telah direndam dengan suspensi bakteri Streptomyces sp  (OD 600 = 0,164).   Setelah diinkubasi selama 3 hari pada suhu ruang, permukaan media dituang 10 ml larutan congo red dan dibiarkan selama 10 menit.  Bakteri dengan aktivitas selulolitik akan memperlihatkan zone bening di sekitar kertas saring.  
Aktivitas Kitinolitik. Aktivitas kitinolitik dari isolat-isolat Streptomyces sp  diuji dengan metode yang dideskripsikan oleh Munif (2001) .  Medium yang mengandung koloidal kitin disiapkan sebagai sumber karbon dan nitrogen.  15 g  kitin crustacea di lembabkan dengan menggunakan aseton dan dilarutkan dalam 120 ml HCl dingin dengan cara diaduk selama 45 menit di dalam ice bath.  Supernatan kemudian disaring dengan menggunakan glass wool, koloidal kitin kemudian diendapkan.   Residu kemudian dilarutkan kembali dan disaring tiga kali, sampai tidak ada lagi kitin yag mengendap.  Suspensi yang mengandung koloidal kitin disentrifus dengan kecepatan 4000 rpm.  Supernatan dibuang dan pelet yang mengandung koloidal kitin dicuci 3-4 kali dengan 4 liter akuades sampai pH 2, kemudian disimpan dalam regrigerator.  Sebelum digunakan pH dijadikan 6 dengan menggunakan 1 M NaOH.

Kitin agar yang mengandung 0,2% koloidal kitin (pH 6,2) disterilkan.  Medium dituang ke dalam cawan petri, kemudian diletakan  4 kertas saring steril (diameter 1 cm) yang telah direndam dengan suspensi bakteri Streptomyces sp  (OD 600 = 0,164) Setelah diinkubasi pada suhu ruang selama 4 hari, aktivitas kitinolitik diindikasikan dengan adanya zone bening disekitar kertas saring.   

Pelarut Fosfat.  Kemampuan bakteri Streptomyces sp  dalam melarutkan fosfat diuji dengan menggunakan medium Pikovkaya’s (Thakuria et al, 2004), dengan tri-calcium phosphate (TCP) sebagai sumber fosfat.  Medium dituang ke dalam cawan Petri, selanjutnya dimasukkan  4 kertas saring steril (diameter 1 cm) yang telah direndam dengan suspensi bakteri Streptomyces sp  (OD 600 = 0,164) dan diinkubasi selama 4 hari.  Adanya zone bening disekitar kertas saring menunjukkan adanya kemampuan untuk melarutkan fosfat.  
Konfirmasi keberadaan  Streptomyces sp   
Isolasi Bakteri.  Isolat bakteri yang digunakan adalah seluruh isolat Streptomyces sp  yang berhasil diisolasi dan menunjukkan potensi biokontrol terhadap R. solanacearum maupun yang tidak menunjukkan potensi antagonistik terhadap R. solanacearum. Hal ini dilakukan untuk mengetahui apakah keragaman  fenotip tersebut juga terjadi pada taraf molekuler.  Sebelum diekstrak semua isolat ditumbuhkan di dalam medium YMA cair dan diinkubasi pada shaker rotary suhu 300C, dengan kecepatan 100 rpm selama 24 jam.
Ektraksi DNA Kromosom.  Ektraksi DNA kromosom isolat bakteri Streptomyces sp  dilakukan menurut prosedur Leach et al (1992).  Sebanyak 1,5 ml suspensi biakan di sentrifugasi selama 5 menit.  Endapan disuspensikan dalam 250  μl TE, kemudian ditambahkan lisozym sebanyak 5 mg/ml dan diinkubasikan pada suhu 300C selama 30 menit.  Selanjutnya ditambahkan 50  μl SDS 10 %, dibolak- balik.  Campuran ini diinkubasikan pada suhu 370C selama 1 jam.  Setelah itu ditambahkan 5 M NaCl dan 80 μl CTAB/NaCl  lalu diinkubasi selama 20 menit pada suhu 650C.  Kemudian ditambahkan kholoform/isoamylalkohol (24:1) pada volume yang sama (450 μl), dikocok selama 30 menit.  Kemudian disentifugasi pada suhu ruang selama 15 menit pada 5.000 rpm.  Supernatan diambil dan ditempatkan dalam tabung ependorf baru dan steril berisi 70% ethanol dingin.  setelah proses pencucian dengan ethanol, DNA disentrifugasi pada suhu ruang dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit.  Supernatan dibuang dan pellet DNA dikeringkan dengan vakum.  DNA dilarutkan kembali dalam 75 – 100 μl 1 x TE (pH 7.5).
DNA kromosom hasil ekstraksi divisualisasikan dengan elektroforesis gel agarose 1% dalam buffer TBE 0,5x.  sebanyak 4 μl suspensi DNA ditambah 2 μl loading buffer dielektroforesis dengan volttase 80 V DC selama 1 jam.  Selanjutnya pita DNA dilihat dengan UV transilluminator dan dipotret dengan kamera Polaroid.

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD).  Primer yang digunakan pada penelitian ini ada 2 macam yaitu primer 2 (5’-GGTGCGGGAA-3’) 
dan primer 3  (5’-AACGCGCAAC-3’).  Kondisi PCR adalah sebagai berikut : 950C selama 5 menit, 45 siklus terdiri dari denaturasi 950C selama 1 menit, peletakan primer (annealing) pada suhu 360C selama 1 menit  dan pemanjangan sintesis DNA (Ekstensi) pada suhu 720C selama 2 menit.  Campuran reaksi (volume total) 25 μl terdiri dari 25 p mol masing-masing primer, 100 ng templet DNA yang semuanya dilarutkan dalam air destilata.  Komponen-komponen lain  dalam RAPD menggunakan RAPD analisis Bead-Ready To Go (Pharmacia Biotech)
Fraksinasi Fragmen DNA Hasil RAPD.  Fraksinasi fragmen DNA hasil RAPD dilakukan pada 3% gel agarose pada buffer TBE 0.5 x.  Sebanyak 5 μl lisate hasil RAPD dicampurkan dengan 5 μl loading buffer, dimasukkan pada sumuran gel dan dirunning pada mesin elektroforesis gel dengan arus 100 volt selama 2 jam. 
Gel hasil elektroforesis direndam dalam larutan Ethidium Bromide (EtBr) selama 10 menit, kemudian dibilas dengan air.  Pita DNA yang terbentuk dilihat pada UV translluminator dan dipotret dengan kamera Polaroid.  

Potensi Streptomyces sp. Sebagai Agens Penginduksi dan Pemicu Pertumbuhan  

Isolat-isolat Streptomyces sp. yang menunjukkan aktifitas penekan terhadap pertumbuhan R. solanacearum  diuji kemampuannya sebagai agens penginduksi ketahanan dan sekaligus pemicu pertumbuhan tanaman pisang. 

Bibit pisang rentan penyakit layu (varietas Cavendish) hasil kultur jaringan yang telah diaklimatisasi yang berumur 35 hari direndam perakarannya dengan masing-masing kandidat Streptomyces sp selama 30 menit (populasi 106 sel/ml) (OD600 = 0,164).  kemudian ditanam dalam pot plastik.  Inokulasi bakteri penyebab penyakit layu (R. solanacearum) dilakukan 10 hari setelah inokulasi Streptomyces sp. dengan menyiramkan 30 ml suspensi bakteri patogen (populasi 106 sel/ml).  (OD600 = 0,164).  untuk menjaga kelembaban agar tetap tinggi, maka bibit pisang disungkup dengan kantong plastik transparan.  Percobaan dilakukan menggunakan Rancangan Acak Kelompok   (RAK)  dengan 5 ulangan.  


Peubah yang diamati meliputi: masa inkubasi (hsi), Insidensi penyakit (%), jumlah daun, tinggi tanaman. Pengaruh perlakuan terhadap peubah yang diamati dianalisis dengan menggunakan program Statistical Analysis System (SAS).  Data hasil penelitian ditampilkan dalam bentuk Tabel dan Gambar. 

HASIL  DAN  PEMBAHASAN

Konfirmasi keberadaan Streptomyces sp

Konfirmasi keberadaan Streptomyces sp. dengan menggunakan analisis PCR yang menggunakan primer  2 (5’-GGTGCGGGA-3’) 
dan primer 3  (5’-AACGCGCAA-3’)  terhadap 16 isolat yang memperlihatkan potensi sebagai agens pengendalian hayati yang dikoleksi dari penelitian tahap I, ternyata hanya 12 semuanya positif Streptomyces sp. (Gambar 1).  Positifnya hasil konfirmasi ini diperlihatkan dengan ditemukan pita-pita DNA dengan ukuran  645 bp 
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Karakter Biokimia 

         Hasil pengamatan terhadap karakter biokimia 12 isolat Streptomyces sp. yang meliputi: ekspresi enzim protease, selulase dan kitinase serta kemampuannya melarutkan posfat  memperlihatkan hasil yang berbeda-beda (Tabel 1 dan Gambar 2).   Aktivitas enzimatis  Streptomyces sp diperlihatkan dengan adanya zone bening disekitar isolat yang digunakan.  Aktivitas proteolitik diperlihatkan oleh isolat Streptomyces sp asal Pariaman 2, Baso 3 dan Lubuk Basung 3, sedangkan isolat Streptomyces sp lainnya tidak memperlihatkan aktivitas proteolitik.


Aktivitas selulotik diperlihatkan oleh isolat Streptomyces sp. Asal Lubuk Basung 2, dan 3,  Baso 6, Tabek Patah 3, sementara itu aktivitas kitinolitik diperlihatkan oleh  isolat Streptomyces sp. asal Pariaman 2, 4, 6, Lubuk basung 3, 5, dan 7 serta Tabek Patah 6.
Tabel 1.   Aktivitas proteolitik, selulolitik, kitinolitik dan pelarut fosfat isolat-isolat 

                Streptomyces sp.
	Isolat
	Aktivitas

Proteolitik

(cm)
	Aktivitas

selulolitik

(cm)
	Aktivitas

Kitinolitik

(cm)
	Aktivitas

Pelarut posfat

(cm)

	Streptomyces sp. Pariaman  3
	-
	-
	3,7
	-

	Streptomyces sp. Pariaman  2
	1,9*)
	-
	3,1
	2,0

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  2
	-
	2,2
	2,9
	-

	Streptomyces sp. Pariaman  4
	-
	-
	2,8
	2,4

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  7
	-
	-
	2,9
	2,1

	Streptomyces sp. Baso  3 
	1,7
	-
	2,8
	-

	Streptomyces sp. Baso  6 
	-
	1,8
	2,6
	-

	Streptomyces sp. Pariaman  6
	1,5
	0
	3,0
	2,5

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  5
	-
	-
	2,8
	1,9

	Streptomyces sp. Tabek Patah  3 
	-
	2,4
	2,3
	-

	Streptomyces sp. Tabek Patah  6 
	-
	-
	2,7
	2,4

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  3 
	1,8
	2,3
	2,8
	2,0


Keterangan *) Diameter zone bening yang memperlihatkan adanya aktivitas biokimia
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Gambar 2.  Karakter biokimia Streptomyces sp. (a) = aktifitas protelitik, 

                   (b) = aktifitas selulolitik, (c) aktifitas kitinolitik, dan (d) aktifitas pelarut 

                   mineral posfat
Potensi Streptomyces sp. Sebagai Agens Penginduksi Ketahanan dan 

Pemicu Pertumbuhan  

Hasil pengamatan terhadap kemampuan Streptomyces sp. sebagai agens penginduksi ketahanan tanaman pisang  terhadap serangan penyakit layu bakteri dan sebagai agens pemicu pertumbuhan memperlihatkan bahwa semua isolat menunjukkan kemampuan baik sebagai agens penginduksi ketahanan (Tabel 2, 3 dan Gambar 3) juga sekaligus sebagai pemicu pertumbuhan tanaman pisang  (Tabel  4 dan  5).  Isolat Streptomyces sp asal  Pariaman 3 menunjukkan kemampuan yang lebih baik dalam memperpanjang masa inkubasi penyakit layu (25,4 hsi).  Tabel 3 memperlihatkan bahwa semua isolat Streptomyces sp tidak mampu menekan serangan penyakit layu,  semua tanaman pisang terserang penyakit layu (100%) sampai pengamatan terakhir.


Kemampuan isolat Streptomyces sp dalam memicu pertumbuhan tanaman pisang berbeda beda, isolat Pariaman 3 memperlihatkan kemampuan yang lebih baik dalam meningkatkan tinggi tanaman dan jumlah daun dibandingkan isolat Streptomyces sp yang lain. 
Tabel 2.   Masa inkubasi penyakit layu bakteri pada bibit pisang setelah aplikasi 

                Streptomyces sp.

	Isolat
	Masa inkubasi (hsi)

	Streptomyces sp. Pariaman  3
	25,4

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  7
	22,5

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  5
	22,3

	Streptomyces sp. Baso  6
	22,2

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  2
	22,1

	Streptomyces sp. Baso  3
	21,9

	Streptomyces sp. Pariaman  4
	21,9

	Streptomyces sp. Pariaman  2
	21,7

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  3
	21,6

	Streptomyces sp. Tabek Patah  3
	21,3

	Streptomyces sp. Tabek Patah  6
	21,1

	Streptomyces sp. Pariaman  6
	20,6

	Kontrol
	13,3
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Gambar 3.    Bibit  pisang setelah diperlakukan dengan Streptomyces sp.  

                     (a),(b),(d),(e) = terinfeksi layu bakteri; (c) = sehat  

Tabel 3.   Insidensi penyakit layu bakteri pada bibit pisang setelah aplikasi 

                Streptomyces sp.

	Isolat
	Insidensi penyakit (%)

	Streptomyces sp. Pariaman  3
	100 %

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  7
	100 %

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  5
	100 %

	Streptomyces sp. Baso  6
	100 %

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  2
	100 %

	Streptomyces sp. Baso  3
	100 %

	Streptomyces sp. Pariaman  4
	100 %

	Streptomyces sp. Pariaman  2
	100 %

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  3
	100 %

	Streptomyces sp. Tabek Patah  3
	100 %

	Streptomyces sp. Tabek Patah  6
	100 %

	Streptomyces sp. Pariaman  6
	100 %

	Kontrol
	100 %


Tabel 4.   Tinggi bibit pisang setelah aplikasi Streptomyces sp.

	Isolat
	Tinggi Bibit (cm)

	Streptomyces sp. Pariaman  3
	32,3

	Streptomyces sp. Tabek Patah  3 
	31,6

	Streptomyces sp. Pariaman  2
	31,5

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  7 Baso  6
	31,5

	Streptomyces sp. Tabek Patah  6
	31,0

	Streptomyces sp. Pariaman  6
	30,9

	Streptomyces sp. Pariaman  4
	30,8

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  5 
	30,8

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  3
	30,7

	Streptomyces sp. 
	30,4

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  2 
	29,9

	Streptomyces sp. Baso  3 Pariaman  6
	29,9

	Kontrol
	19,8
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Gambar  4.  Tinggi bibit pisang setelah aplikasi Streptomyces sp. (a), (b), (d), dan (e) 

                    =  bibit pisang yang diaplikasi dengan Streptomyces sp., (c) = kontrol 
Tabel  5.   Jumlah daun bibit pisang setelah aplikasi Streptomyces sp.

	Isolat
	Jumlah Daun (helai)

	Streptomyces sp. Pariaman  3
	6,0

	Streptomyces sp. Tabek Patah  6
	6,0

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  5 
	6,0

	Streptomyces sp. Pariaman  6 
	5,8

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  2
	5,8

	Streptomyces sp. Baso  3
	5,7

	Streptomyces sp. Tabek Patah  3
	5,6

	Streptomyces sp. Pariaman  2
	5,6

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  3
	5,5

	Streptomyces sp. Pariaman  4 
	5,5

	Streptomyces sp. Lubuk Basung  7 
	5,5

	Streptomyces sp. Baso  6 
	5,4

	Kontrol
	4,3


PEMBAHASAN


Hasil analisis  dengan mesin PCR menggunakan primer 2 dan 3 menunjukkan bahwa 12 isolat positif 
Streptomyces sp. sedang 4 isolat tidak. 12 isolat Streptomyces sp yang positif mempunyai pita DNA yang panjangnya 645 bp,  menurut Kopperl and Mitchell (2002) Streptomyces sp. mempunyai pita DNA yang panjangnya berkisar antara 630 sampai 720 bp. Dengan munculnya pita DNA yang panjangnya 645 bp menunjukkan indikasi bahwa isolat Streptomyces sp. yang berhasil diisolasi adalah kelompok Streptomyces sp. 

Berdasarkan  pengujian karakter biokimia, isolat Streptomyces sp. mempunyai kemampuan memproduksi enzim yang berbeda diantaranya kitinase, protease, selulase dan melarutkan posfat.  Karakter biokimia ini  dapat dihubungkan dengan peranan dari bakteri ini sebagai bakteri antibiosis.  Pengendalian hayati dengan menggunakan bakteri antagonis dapat terjadi dengan metode antibiosis, kompetisi langsung dengan menghasilkan enzim yang dapat menyebabkan lisis dinding sel bakteri.  Streptomyces sp. dilaporkan mampu mendegradasi dinding sel Fusarium oxysporum dengan menghasilkan enzim kitinase dan selulase (Kopperl, Hewlett, Norris. 2002) 


Enzim kitinase, proteinase dan selulase merupakan enzim penting yang dihasilkan oleh bakteri antagonis untuk mengendalikan patogen terutama patogen tular tanah, karena enzim ini dapat mendegradasi senyawa-senyawa kitin, protein dan selullosa yang membangun dinding sel patogen.  Beberapa jenis bakteri yang telah dilaporkan menghasilkan enzim kitinase adalah Bacillus cereus (Mitchell & Alexander, 1962), Serratia marcescens (Downing & Thomson, 2000), dan bakteri yang menghasilkan  enzim selulase dan pektinase adalah Pseudomonas flourescens (Benhamou et al .1996).  Disamping berfungsi untuk mendegradasi dinding sel patogen, selulase dan proteinase digunakan oleh bakteri untuk melakukan penetrasi secara aktif ke dalam jaringan inang terutama bakteri yang bersifat endofitik.


 Senyawa fosfat merupakan senyawa penting yang dibutuhkan dalam metabolisma tanaman untuk pertumbuhan dan perkembangan.  Beberapa bakteri rizosfer dilaporkan mampu melarutkan mineral posfat, sehingga dapat memudahkan penyerapan unsur fosfat oleh tanaman.  Thakuria et al (2004) melaporkan bahwa bakteri pelarut fosfat diantaranya Bacillus brevis dan B. polymyxa dapat meningkatkan pertumbuhan Brassica napus.


Pengujian pendahuluan menunjukkan bahwa Streptomyces sp. mampu  menghasilkan senyawa antibiotik.  Senyawa ini mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen sehingga perkembangan penyakit layu dapat diperlambat, senyawa ini mampu melakukan penetrasi ke dalam sel patogen dan menghambat aktivitas sel.  Pembengkakan pada hifa jamur Fusarium terjadi karena senyawa antibiotik yang dihasilkan oleh bakteri masuk kedalam sel patogen dan menyebabkan protoplasmic dissolution (Chen & Michaillides, 2004).  Namun setelah bakteri R. solanacearum masuk kedalam jaringan xylem  bibit pisang, bakteri Streptomyces sp. tidak mampu menekan perkembangan penyakit layu sehingga mengakibatkan tanaman menjadi terserang semuanya,  hal ini diduga bahwa Streptomyces sp. bukan kelompok bakteri yang termasuk kepada bakteri endofitik sehingga aktifitasnya di dalam sel tidak sebaik diluar sel tanaman.  

Hasil pengujian kemampuan Streptomyces sp. dalam memicu pertumbuhan bibit pisang memperlihatkan bahwa semua isolat Streptomyces sp. memperlihatkan kemampuan ini, Mekanisme peningkatan pertumbuhan tanaman oleh bakteri bisa terjadi dengan beberapa cara diantaranya melarutkan fosfat, fiksasi nitrogen (Thakuria et al, 2004), merangsang pembentukan akar lateral (Vasudevan et al, 2002), dan menghasilkan hormon pertumbuhan seperti IAA (Vonderwell et al, 2001)    dan sitokinin.  P. fluorescens dilaporkan dapat menghasilkan sitokinin (Salamote et al, 2001) , 

Kemampuan Streptomyces sp. dalam melarutkan fosfat dapat membantu meningkatkan persediaan fosfat untuk pertumbuhan tanaman.  Thakuria et al (2001) melaporkan bahwa bakteri pelarut fosfat yang diisolasi dari rizosfer padi dapat meningkatkan produksi padi sampai 21.6 %.  Disamping dapat meningkatkan ketersediaan fosfat, beberapa bakteri juga dapat meningkatkan unsur nitrogen, sehingga kebutuhan tanaman terhadap unsur nitrogen dapat terpenuhi (Thakuria et al, 2004). 

Disamping dapat meningkat ketersediaan beberapa nutrisi, bakteri rizosfer  juga dapat merangsang tanaman untuk membentuk akar lateral.  Akar lateral ini dapat memperluas daerah penyerapan unsur hara oleh tanaman, sehingga kebutuhan nutrisi lebih cepat terpenuhi dan meningkatkan pertumbuhan tanaman (Vasudevan et al, 2002).  Hormon pertumbuhan yang dihasilkan oleh bakteri juga dapat dimanfaatkan oleh tanaman untuk meningkatkan pertumbuhan tanaman,  Khalid et al (2004) melaporkan bahwa bakteri rizosfer gandum dapat menghasilkan auksin, hormon ini dapat digunakan oleh tanaman untuk meningkatkan panjang akar hingga  17,3%, berat kering akar hingga 13,5% dibanding kontrol.  
KESIMPULAN  


Dari penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut :(1) Isolat yang digunakan adalah positif Streptomyces sp. (2)Streptomyces sp. yang digunakan mampu menghasilkan enzim kitinase, proteinase dan selulase serta mampu melarutkan fosfat, (3) Streptomyces sp mampu menginduksi ketahanan bibit pisang terhadap serangan penyakit layu bakteri dengan memperlambat masa inkubasi penyakit, (4)  Streptomyces sp mampu memicu pertumbuhan bibit pisang. 
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Gambar 1.  Konfirmasi Streptomyces sp. dengan PCR memakai primer 2 dan 3. 
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