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RINGKASAN

RATRI KUSUMA DEVI. 0910480135. Uji Metode Inokulasi Dan
Patogenisitas Blood Disease Bacterium (BDB) Pada Buah Pisang (Musa sp.).
Dibawah bimbingan Prof. Dr. Ir. Abdul Latief Abadi, MS dan Lugman
Qurata Aini, SP. MSi. Ph.D

Pisang merupakan ekspor utama buah Indonesia khususnya pada tahun
1996 — 1999. Tetapi sejak tahun 2000 terjadi penurunan ekspor yang cukup
signifikan. Hal ini diakibatkan adanya serangan bakteri Blood Disease Bacterium
(BDB) pada pertanaman pisang yang mengakibatkan beberapa perkebunan swasta
menghentikan proses produksinya (Deptan, 2012). Pengetahuan metode inokulasi
dan patogenisitas BDB dalam menimbulkan penyakit pada buah pisang cukup
penting untuk pemulia tanaman dan peneliti penyakit tanaman. Untuk pemulia
tanaman, pengetahuan tersebut berguna dalam menyeleksi ketahanan tanaman
pisang terhadap BDB sedangkan bagi peneliti penyakit tanaman bermanfaat untuk
mengetahui Kkarakteristik patogenisitasnya (Rustam, 2007). Penelitian ini
bertujuan untuk menguji beberapa metode inokulasi dalam rangka uji
patogenisitas BDB pada buah pisang.

Penelitian dilaksanakan di Laboraturium Bakteriologi Jurusan Hama dan
Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya pada bulan Mei
sampai Desember 2012. Percobaan pertama bertujuan untuk menemukan metode
inokulasi BDB yang dapat menyebabkan gejala penyakit darah pada buah pisang.
Percobaan pertama terdiri dari 4 perlakuan dan 3 ulangan masing — masing
perlakuan menggunakan kontrol aquades steril dan diamati setiap hari selama 7
hari. Percobaan kedua bertujuan untuk membandingkan gejala yang ditimbulkan
oleh BDB dengan gejala patogen lain pada buah pisang. Patogen yang digunakan
adalah Xanthomonas oryzae, Ralstonia solanacearum, Pantoea sp. dan Erwinia
carotovora yang diinjeksikan kedalam buah pisang. Percobaan ketiga bertujuan
untuk mengetahui pengaruh konsentrasi suspensi bakteri patogen BDB pada
perkembangan gejala penyakit darah pada buah pisang. Percobaan ketiga
dilaksanakan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan
dan 3 ulangan. Pengamatan panjang dan prosentase gejala dilakukan pada hari
ketiga dan keenam.

Berdasar hasil penelitian, Metode inokulasi injeksi dan pengolesan
suspensi bakteri menggunakan cotton bud mampu menimbulkan gejala penyakit
darah pada buah pisang, Metode injeksi merupakan metode inokulasi yang paling
efektif karena dapat menimbulkan gejala penyakit darah pada hari pertama setelah
inokulasi pada buah pisang.

Pengujian beberapa bakteri patogen lain dan BDB pada buah pisang
menunjukkan perbedaan kenampakan gejala. Bakteri patogen Xanthomonas
oryzae, Pantoea sp dan Erwinia carotovora, Ralstonia solanacearum mampu
menimbulkan gejala pada daging buah, tetapi berbeda dengan gejala yang
ditimbulkan oleh BDB. BDB dapat menimbulkan gejala berwarna kecoklatan baik
pada daging maupun pada plasenta buah, sedangkan pathogen yang lain tidak
mempu menimbulkan gejala yang sama. Kerapatan populasi BDB 10® dan 10°
CFU/ml mampu menimbulkan gejala penyakit darah pada hari ketiga dan keenam



setelah inokulasi. Sedangkan suspensi bakteri BDB pada kerapatan 10’ CFU/m

tidak mampu menimbulkan gejala sampai hari ke enam setelah inokulasi.
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SUMMARY

RATRI KUSUMA DEVI. 0910480135. Inoculation Methods and
Pathogenicity Test of Blood Disease Bacterium (BDB) on Banana Fruit (Musa
sp.). Supervised by Prof. Dr. Ir. Abdul Latief Abadi, MS and Lugman
Qurata Aini, SP. MSi. Ph.D

In 1996-1999 bananas are the major exported fruit in Indonesia. However,
since 2000 the export was significantly declined due to the presence of Blood
Disease Bacterium (BDB) disease outbreak on banana plantation. Inoculation and
pathogenicity assay methods of BDB on banana fruit is important for breeder and
researcher on BDB disease. For breeder, such knowledge is useful to select
banana plants which have resistance against the BDB. For BDB disease researcher
it is helpful to study the characteristics of the pathogenicity (Rustam, 2007). This
study aims to examine several inoculation methods for pathogenisity test of BDB
on banana fruit.

The research was conducted in the Laboratory of Plant Pathology,
Departement of Plants Pest and Disease, Faculty of Agriculture, Brawijaya
University from May until December 2012. First experiment was conducted to
test the inoculation methods of BDB, consisted of four treatments, each treatment
was replicated three times. The observation was conducted at 7 days after
inoculation. The second experiment aims to compare the symptoms caused by
BDB with those caused by other bacterial pathogen on the banana fruit. Bacterial
pathogens used in this study are Xanthomonas oryzae, Ralstonia solanacearum,
Pantoea sp. and Erwinia carotovora. The third experiment was conducted to test
the effect of inoculums densities of BDB on symptom development of banana
fruit by using Completely Randomized Design with four treatments. Each of the
treatment was replicated three times.

Results showed that injection method and smearing suspension bacteria
using cotton bud on the base of fruit were capable in producing symptoms of
blood disease on banana fruit. The injection method is shown to be the most
effective method because it caused blood disease symptoms in the banana fruit at
the first day after inoculation. Xanthomonas oryzae, Ralstonia solanacearum,
Pantoea sp. and Erwinia carotovora could produce the symptom on the the fruit
flesh of banana, but the symptom is different with that of. BDB produced unique
symptoms by causing yellowing and browning on the flesh of a banana fruit as
well as browning at the fruit placenta. Inoculums densities of 10® and 10° CFU/ml
of BDB could develop disease on third and sixth day after inoculation, but not in
the inoculum densities 10" CFU/ml.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pisang merupakan ekspor utama buah Indonesia khususnya pada tahun
1996 — 1999. Tetapi pada tahun 2000 terjadi penurunan yang cukup signifikan
yaitu 70.056 ton pada tahun 1999, turun menjadi 2.105 ton, bahkan pada tahun
2002 hanya sebesar 512 ton. Hal ini diakibatkan adanya serangan penyakit layu
bakteri dan Fusarium pada pertanaman pisang yang mengakibatkan beberapa
perkebunan swasta menghentikan proses produksinya (Deptan, 2012).

Penyakit layu bakteri yang sangat penting dan menyebabkan kerusakan
besar pada tanaman pisang adalah penyakit darah yang disebabkan oleh Blood
Disease Bacterium (BDB) (Rustam, 2007).

Menurut Sequira (1988), Blood Disease Bacterium (BDB) diketahui
sebagai penyebab kerusakan lebih parah pada pertanaman pisang dibandingkan
dengan penyakit pisang lainnya, seperti penyakit layu fusarium yang disebabkan
cendawan Fusarium oxysporum. Hal ini disebabkan (i) semua jenis tanaman
pisang yang dibudidayakan saat ini rentan terhadap patogen tersebut dan sumber-
sumber ketahanan yang ada pada tanaman pisang tipe liar sangat terbatas, (ii)
potensi  penularan oleh serangga vektor yang cukup besar, dan (iii) biaya
pengendalian relatif mahal serta hanya dapat diimplementasikan dalam areal kerja
yang luas.

Mekanisme penularan BDB umumnya melalui serangga polinator pada
bunga pisang. Bakteri yang terbawa serangga kemudian melakukan penetrasi pada
nektartoda atau luka pada bunga pisang yang tidak menjadi buah, BDB dapat pula
menginfeksi melalui perakaran (Rustam, 2007). Bakteri masuk kedalam jaringan
akar tanaman melalui lubang alami, luka buatan akibat alat pertanian, maupun
luka akibat tusukan stilet nematoda.

Gejala penyakit darah pada tanaman pisang ditunjukkan oleh pelepah daun
melemah kemudian patah pada bagian pangkalnya sehingga daun terlihat patah
menggantung. Warna daun menjadi kuning kemudian nekrosis dan kering. Kulit
buah sering tampak normal. Kadang-kadang ada yang tampak kuning terlalu awal
dan menghitam. Kalau buah dipotong, bagian dalam buah akan berwarna merah

kecoklatan atau menjadi busuk berlendir. Kelayuan pada daun diawali dengan



daun menguning dan mati, pada tanaman muda terjadi kelayuan menyeluruh (Edy,
2008)

Pengetahuan metode inokulasi dan patogenisitas BDB dalam
menimbulkan penyakit pada tanaman pisang sangat penting bagi pemulia dan
peneliti penyakit tanaman pisang. Bagi pemulia tanaman, pengetahuan tersebut
berguna dalam menyeleksi ketahanan tanaman pisang terhadap BDB, sedangkan
bagi peneliti penyakit tanaman bermanfaat untuk mengetahui karakteristik
patogenisitasnya (Rustam, 2007).

Penelitan tentang metode inokulasi BDB pada tanaman pisang telah
dilakukan oleh Rustam (2007) menggunakan metode injeksi ke bonggol tanaman
pisang. Waktu inkubasi yang dibutuhkan untuk menimbulkan gejala BDB relatif
lama yaitu sekitar 18 hari setelah inokulasi. Penelitian Hadiwiyono (2010)
menunjukkan bahwa inokulasi suspensi BDB pada bunga pisang juga dapat
menyebabkan gejala penyakit, tetapi metode tersebut cukup sulit dilakukan karena
membutuhkan tanaman pisang yang sudah berbunga.

Pengujian metode inokulasi BDB secara langsung pada buah pisang belum
pernah dilakukan. Seperti diketahui bahwa BDB bisa menginfeksi pada buah
pisang, karena terbawa oleh serangga vektor (Leiwakabessy, 1999), sehingga ada
potensi buah pisang dapat digunakan sebagai bahan untuk uji patogenisitas BDB.

1.2 Tujuan

Tujuan penelitian ini adalah menguji beberapa metode inokulasi dalam
rangka uji patogenisitas BDB pada buah pisang.

1.3 Hipotesis

Inokulasi Blood Disease Bacterium (BDB) pada buah pisang dapat
menimbulkan gejala penyakit darah dan metode inokulasi dengan cara injeksi
lebih cepat menunjukkan gejala penyakit darah pada buah pisang.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pisang (Musa sp.)

Pisang merupakan tanaman buah yang berasal dari kawasan di daerah Asia
tenggara (termasuk Indonesia) dan banyak terdapat serta tumbuh di daerah tropis
maupun subtropis seperti Afrika, Amerika Selatan dan Tengah.

Klasifikasi botani tanaman pisang adalah sebagai berikut. Kingdom :
Plantae, Divisi : Spermatophyta, Sub Divisi : Angiospermae, Class
Monocotyledonae, Family : Musaceae, Genus : Musa, Spesies : Musa spp.

Menurut Prihatman (2000), jenis pisang dibagi menjadi empat, yaitu : (1)
Pisang yang dimakan buahnya tanpa dimasak, yaitu M. paradisiaca var
sapientum, M. nana atau disebut juga M. cavendishii, M. sinensis. Contoh pisang
tersebut adalah pisang ambon, susu, raja, cavendish, barangan dan mas. (2) Pisang
yang dimakan setelah buahnya dimasak, yaitu M. parasidiacaformatypica atau
disebut juga M. parasidiaca normalis. Contoh pisang jenis ini adalah pisang
nangka, tanduk, dan kepok. (3) Pisang berbiji, yaitu M. brachycarpa yang di
Indonesia dimanfaatkan daunnya, misalnya pisang batu dan klutuk. (4) Pisang
yang diambil seratnya, misalnya pisang manila (abaca).

Berdasarkan cara konsumsi, pisang dikelompokkan dalam dua golongan,
yaitu banana dan plantain. Banana adalah pisang yang lebih sering dikonsumsi
dalam bentuk segar setelah buah matang, contohnya pisang ambon, susu, raja,
seribu dan sunripe. Plantain adalah pisang yang dikonsumsi setelah digoreng,
direbus, dibakar atau dikolak, seperti pisang kepok, siam, kapas, tanduk dan uli
(Anonim, 2008).

Pemanenan pisang harus disesuaikan dengan tujuan karena akan
mempengaruhi mutu. Waktu, teknik dan kondisi pada saat pemanenan dapat
mempengaruhi mutu dan harga jual.

Tingkat ketuaan buah sangat mempengaruhi mutu serta kandungan kimia
dan gizinya. Tingkat ketuaan buah dapat dilihat dari tanda fisik dan umur. Umur
panen dapat ditentukan mulai dari saat bunga mekar sampai buah siap dipanen.
Buah pisang yang siap panen adalah buah yang berumur antara 100-120 hari
setelah bunga mekar. Berdasar tingkat ketuaannya, buah digolongkan menjadi

beberapa tingkatan, yaitu ; (1) tingkat ketuaan buah %, penuh, dengan tanda bentuk



sudut pada penampang melintang buah tampak jelas dan berukuran separuh dari
ukuran maksimumnya. Buah ini lebih kurang berumur 80 hari setelah
pembungaan. (2) Tingkat ketuaan hampir penuh. Beberapa sudut penampang
melintang buah masih tampak. Umur buah ini sekitar 90 hari setelah pembungaan.
(3) Tingkat ketuaan penuh. Sudut penampang lintang buah sudah tidak tampak
lagi, umur buah kurang dari 100 hari setelah pembungaan. (4) Tingkat ketuaan
benar — benar penuh dengan bentuk sudut pada penampang melintang buah sudah
tidak tampak lagi dan 1-2 buah bewarna kuning. Buah ini berumur 110 hari

setelah pembungaan (Satuhu, 1995).

Q0

Gambar 1. Berbagai tingkat ketuaan buah pisang (Werdiningsih, 2008).

Menurut Tjitrosoepomo (2009), buah pisang dapat berkembang tanpa
pembuahan dan perkembangan biji. Peristiwa tersebut dikenal sebagai
partenokarpi. Bakal bijinya cepat mengerut sebelum terjadi pembuahan. Bakal biji
yang abortif ini masih dapat dijumpai dengan bintik-bintik kecil berwarna cokelat
dalam buah matang. Pada perkembangannya dinding buah sering menebal, bahkan
berdaging. Dalam hal ini dapat dibedakan menjadi beberapa lapisan, yaitu :

a. Epicarp yaitu bagian luar buah yang lebih keras

b. Mesocarp yaitu lapisan bagian tengah yang terdiri dari jaringan renggang,

berdaging, atau berserat dan merupakan bagian terlebar

c. Endocarp vyaitu lapisan paling dalam dan tipis berupa selaput

(Purnobasuki, 2009)

d. Plasenta merupakan saluran makanan menuju biji (Limbongan, 2011). Biji

yang abortif masih melekat pada plasenta. Jaringan yang menghubungkan

plasenta dan biji disebut funikulus.



Gambar 2. Bagian penampang melintang buah pisang

2.2 Blood Disease Bacterium

Penyakit darah adalah penyakit pada tanaman pisang yang disebabkan oleh
bakteri. Penyakit ini pertama kali ditemukan di Pulau Selayar, Sulawesi tahun
1910. Tahun 1923 patogen penyebab penyakit darah pada pisang diberi nama
Pseudomonas celebensis (Semangun, 1994).

Taksonomi yang tepat untuk menyatakan nama bakteri penyebab penyakit
darah pada tanaman pisang sampai saat ini belum ada, sehingga penyebutan nama
bakteri ini hanya digunakan nama umum saja yaitu penyakit darah, dalam bahasa
inggris disebut blood disease bacterium yang disingkat menjadi BDB (Molina,
2005). Dinamakan penyakit darah karena bila batang pisang yang terserang
dipotong, pada permukaan bidang potongan keluar lendir (ooze) bakteri yang
berwarna kemerahan menyerupai darah. Menurut Mackie (2007) pada jaringan
pembuluh, terlihat bercak-bercak berwarna coklat kemerahan (discoloration) yang
merupakan gejala khas penyakit ini. Discoloration juga sering muncul pada
bonggol dan anakan.



Gambar 3. Buah pisang kepok yang telah dipanen

BDB awalnya ditemukan di Sulawesi pada tahun 1920-an, kemudian
menyebar di Jawa Barat pada tahun 1980-an. Saat ini, BDB sudah menyebar
hingga ke Sumatera yang menyebabkan kerusakan parah terhadap tanaman pisang
(Molina, 2005) dan menjadi salah satu masalah serius dalam budidaya tanaman
pisang di Indonesia (Anonim, 2007).

Ada 3 jenis penyakit layu yang umumnya menyerang pisang, Yaitu
penyakit Moko, Bugtok dan BDB. Penyakit Moko pertama kali ditemukan pada
tahun 1890-an dan berstatus endemik di Amerika Selatan dan di bagian selatan
Filipina. Penyakit Bugtok ditemukan pertama kali di Filipina pada pertengahan
tahun 1960, sedangkan BDB hingga saat ini hanya ditemukan di Indonesia. Ketiga
patogen ini mempunya perbedaan karakteristik pada tingkat morfologi, kisaran

inang, dan aras molekulernya (Anonim, 2007).

Tabel 1. Perbedaan inang dan temuan awal penyakit Moko, Bugtok, dan BDB
(Anonim , 2007).

Moko Bugtok BDB
Nama Patogen R. solanacearum R. solanacearum BDB
ras 2 ras 2
Inang Utama Heliconia sp. Heliconia sp. Pisang
Inang alternatif  Pisang Pisang -
Negara asal Amerika selatan Filipina (1960) Indonesia (1920)
(1980)

Patogen BDB pada awalnya disebut Pseudomonas celebensis. Seiring

dengan penelitian yang terus menerus dilakukan oleh ilmuwan, nama bakteri ini



diganti menjadi Pseudomonas solanacearum. Hasil penelitian selanjutnya
mengalami perubahan lagi sehingga bakteri ini digolongkan kedalam genus
Ralstonia dan namanya berubah menjadi Ralstonia solanacearum. Penelitian
terakhir kemudian membuktikan bahwa bakteri penyebab BDB pada tanaman
pisang di Indonesia berbeda dengan R. Solanacearum ras 2 yang menyerang
pisang di luar Indonesia (Anonim, 2007 ).

Asrul (2008) melaporkan bahwa pada medium TZC (Tetrazolium
chloride) yang diinkubasikan pada temperatur 28°C selama 4 hari, koloni bakteri
berukuran 2 — 5 mm, tidak beraturan, cembung dan fluidal, dengan atau tanpa
pusat formasi merah muda. Ciri lainnya adalah koloni cenderung lengket pada
permukaan media sehingga agak sulit diambil menggunakan jarum ose. Sifat ini
tidak dijumpai pada bakteri Ralstonia solanacearum dan Pseudomonas syzygii.

BDB dapat menyebabkan turunnya produksi pisang secara signifikan.
Pengamatan di lapangan menunjukkan bahwa BDB selalu menyerang pisang
plantain seperti pisang kepok, pisang raja dan pisang nangka (Molina, 2005).
Penyebaran penyakit ini dibantu oleh vektor yang menjadi pengunjung bunga
jantan pada jantung pisang (Anonim, 2007). Eden-Green (1994) melaporkan
bahwa pada tanaman yang sudah berbuah, ibu tulang daun dan tangkai menjadi
lemah dan patah. Daun muda menjadi kuning terang, kemudian nekrotik dan
mengering. Gejala dalam penyakit darah dapat diketahui dengan memotong
batang atau bonggol tanaman pisang atau bagian dalam buah pisang yang
terinfeksi. Gejala yang paling khas ialah terjadinya pembusukan daging buah
sehingga terjadinya perubahan warna kuning sampai coklat kemerahan. Pada
umumnya permukaan kulit buah pisang yang terinfeksi tidak memperlihatkan

gejala dan ukuran buah normal.



Gambar 4. Massa bakteri yang keluar dari batang tanaman
pisang berwarna kecoklatan

Gambar 5. Pembusukan daging buah akibat BDB

Penyebaran BDB dapat melalui serangga vektor. Menurut Leiwakabessy
(1999) serangga yang mengunjungi bunga dapat berperan sebagai pembawa
patogen yang terkontaminasi pada bagian luar jaringan tubuh serangga dan
menjadi salah satu cara penyebaran penyakit. Serangga ordo Diptera (famili
Chloropidae, Platypezidae dan Drosophilidae) berpotensi sebagai vektor dan
pembawa patogen karena BDB ditemukan di dalam jaringan tubuh serangga,
sedangkan serangga lain dari ordo Diptera (famili Tephritidae, Culicidae,
Calliphoridae, Anthomydae dan Muscidae), ordo Lepidoptera (Famili
Coleophoridae), ordo Hymenoptera (famili Apidae) dan ordo Blattaria (Famili
Blattidae) ditemukan adanya kontaminasi BDB di luar jaringan tubuh serangga

tersebut.



Mekanisme penularan BDB adalah melalui serangga pengunjung bunga
pisang. Pisang Kepok memiliki fase pembentukan bunga jantan yang terbuka dan
tidak terlindungi oleh brakatea sehingga menjadi bukaan alami bagi BDB yang
terbawa oleh serangga vektor untuk menginfeksi pisang kepok (Edy, 2008). Hasil
penelitian Hadiwiyono (2010) menunjukkan bahwa inokulasi suspensi BDB pada
bunga pisang dapat menyebabkan gejala penyakit. BDB dapat pula menginfeksi
melalui perakaran (Rustam, 2007). Bakteri masuk kedalam jaringan akar tanaman
melalui lubang alami, luka buatan akibat alat pertanian, maupun luka akibat

tusukan stilet nematoda (Anonim, 2012).

2.3 Uji Patogenisitas

Patogenisitas adalah kemampuan patogen dalam menyebabkan penyakit,
sedangkan virulensi merupakan keberhasilan ekspresi patogenisitas. Suatu
patogen dikatakan avirulen apabila gagal menimbulkan penyakit (Bilgrami dan
Dube, 1976). Menurut Zimnoch-Guzowska dan Lojkowska (1993) uji
patogenisitas adalah uji yang digunakan secara khusus pada identifikasi bakteri
(atau jamur, virus) patogen tanaman sebagai uji untuk memastikan proses deteksi
terhadap patogen. Tujuan dari uji patogenisitas adalah untuk mendeskripsikan
kemampuan patogen dalam menyebabkan gejala penyakit. Beberapa faktor yang
mempengaruhi hasil uji patogenisitas selain perbedaan genetik antara strain
bakteri (atau jamur, virus), adalah tingkat kelembapan ruangan, intensitas
penerangan, suhu optimal dan waktu inkubasi selama uji patogenisitas.

Schaad (2001) mengemukakan bahwa ada beberapa prinsip yang harus
dipatuhi ketika melakukan uji patogenisitas, yaitu : (1) Menumbuhkan patogen
pada kondisi paling sesuai dengan pertumbuhan patogen dan mirip dengan kondisi
perkembangan alaminya di lapangan. (2) Memilih teknik inokulasi yang paling
mirip dengan metode inokulasi alami patogen terhadap tanaman. (3) Gejala yang
terjadi pada tanaman yang telah diinokulasi harus menyerupai gejala yang terjadi

di lapang.

2.4 Inokulasi
Inokulasi adalah hubungan antara patogen dengan bagian tanaman dimana

infeksi mungkin terjadi. Patogen yang mendarat atau terbawa menuju tanaman
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dan bersentuhan dengan tanaman disebut inokulum. Inokulum adalah bagian dari
patogen yang dapat menyebabkan infeksi (Agrios, 2004).

Ada beberapa cara inokulasi patogen pada buah. Inokulasi pada buah
pepaya dapat menggunakan cara penempelan, yaitu buah pepaya yang akan
diinokulasi dilukai menggunakan jarum suntik steril pada empat titik permukaan
buah, lalu potongan biakan cendawan ditempelkan pada permukaan buah tersebut
(Hafsah, 2007). Devy (2000) menggunakan metode inokulasi celup dan tusuk
pada buah cabai yang akan diuji respon ketahanannya terhadap penyakit
antraknosa.

Umumnya cara inokulasi BDB dilakukan melalui pelukaan akar tanaman
pisang. Rustam (2007) melakukan inokulasi BDB dengan menyiramkan 25 ml
suspensi BDB ke tanah disekeliling akar yang telah dilukai. Waktu inkubasi yang
dibutuhkan untuk menimbulkan gejala BDB relatif lama yaitu sekitar 18 hari

setelah inokulasi.



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu
Penelitian dilaksanakan di Laboraturium Bakteriologi Jurusan Hama dan
Penyakit Tumbuhan Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya. Penelitian

dilaksanakan pada bulan Mei sampai Desember 2012.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah cawan Petri (diameter 7
cm), tabung reaksi, scalpel, bunsen, jarum oose, cotton bud, gelas ukur (500 ml,
250 ml), autoklaf, kompor listrik, botol media, pisau, milimeter blok, penggaris,
mikropipet, spektrofotometer, timbangan, sprayer, syringae, stik L, plastik dan
Laminar Air Flow Cabinet (LAFC).

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah pisang kepok,
media Nutrient Agar (NA), media Tetrazolium Cloride (TZC), aquades, spiritus,
alkohol, aquades steril, dan kertas tisu steril. Biakan murni bakteri yang
digunakan dalam penelitian ini adalah Blood Disease Bacterium (BDB), Erwinia

carotovora, Ralstonia solanacearum, Pantoea sp., dan Xanthomonas oryzae.

3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Persiapan penelitian.

Pembuatan media Nutrient Agar (NA). Agar sejumlah 15 gram
dilarutkan ke dalam 0,75 liter aquades dengan cara dididihkan dalam panci sambil
diaduk. Setelah mendidih, 8 gram nutrient broth yang telah dilarutkan dalam 0,25
liter aquades dicampur, kemudian dibagi ke dalam beberapa botol steril masing —
masing berisi 100 ml media. Botol-botol yang telah terisi media tersebut
disterilkan dalam autoklaf pada temperatur 121°C selama 25 menit.

Pembuatan media tetrazolium chloride (TZC). Agar sejumlah 15 gram
dilarutkan ke dalam 1 liter aquades dengan cara dididihkan dalam panci sambil
diaduk. Setelah mendidih, 5 gram pepton, 0,5 gram kasein hidrolisat, dan 2,5
gram glukosa ditambahkan, kemudian dibagi ke dalam beberapa botol steril
masing — masing berisi 100 ml media. Botol-botol yang telah terisi media tersebut
disterilkan dalam autoklaf pada temperatur 121°C selama 25 menit. Sebelum

dituang ke dalam petri dicampurkan larutan 2,5% TZC ke dalam botol.
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Isolasi BDB dari buah pisang sakit. Bakteri patogen diisolasi dari buah
pisang yang terserang penyakit darah yang dicirikan dengan gejala daging buah
mengalami perubahan warna menjadi kecoklatan dan membusuk. Jika bagian
daging buah yang bergejala ditekan akan keluar cairan berwarna coklat yang
merupakan massa bakteri. Daging buah tersebut kemudian dipotong lalu direndam
di dalam akuades steril selama 15 menit sampai massa bakterinya keluar.
Selanjutnya, suspensi bakteri tersebut digores (streak) pada satu sisi cawan Petri
yang berisikan media TZC menggunakan jarum ose yang telah disterilkan. Lalu
di-streak kembali dari sisi sebelumnya menuju sisi yang lain dengan tujuan
mendapatkan koloni tunggal untuk diperbanyak kembali (Waller, 2002)

3.3.2 Identifikasi BDB

Identifikasi dilakukan untuk memastikan bahwa bakteri yang diisolasi dari
buah pisang kepok adalah BDB bukan bakteri penyebab layu pada tanaman pisang
yaitu Ralstonia solanacearum. Ciri — ciri dari BDB antara lain : koloni tumbuh
lambat, berbentuk bulat dengan ukuran kecil (2 — 5 mm), non fluidal dan agak
lengket (viscid) (Asrul, 2008).

Identifikasi terhadap BDB dilakukan dengan menggunakan dua tahapan
yaitu :

Uji hipersensitif. uji reaksi hipersensitif dilakukan dengan menggunakan
tembakau. Masing-masing suspensi isolat BDB dengan konsentrasi 10° CFU/ml.
Suspensi bakteri diinjeksikan ke daun tembakau melalui tulang daun sekunder.
Reaksi yang muncul diamati sampai satu minggu setelah perlakuan. Isolat yang
bersifat patogen menunjukkan gejala nekrosis di sekitar tempat injeksi dalam
kurun waktu 4 hari

Uji patogenisitas. Uji patogenisitas dilakukan dengan metode pelukaan
akar dan injeksi. Pengujian dilakukan pada tanaman pisang dan tanaman jahe.
Pada tanaman pisang, pisang yang digunakan adalah pisang kultivar kepok merah
hasil kultur jaringan. Inokulum BDB dibiakkan dalam media NA selama 3 hari.
Kemudian dari biakan dibuat suspensi dengan aquades steril hingga diperoleh
kerapatan 10° CFU/m .

Inokulasi dilakukan dengan cara penyiraman suspensi inokulum BDB

sebanyak 25 ml/tanaman pada perakaran tanaman pisang yang telah dilukai
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menggunakan scalpel (Rustam, 2007). Sebagai kontrol, tanaman pisang yang lain
diinokulasi dengan 25 ml aquades.

Pada tanaman Jahe inokulasi dilakukan dengan cara menginjeksikan 25
ml/tanaman suspensi BDB kedalam rimpang jahe berumur 2 bulan. Sebagai
kontrol, tanaman jahe yang lain diinokulasi dengan 25 ml aquades. Pengamatan
dilakukan 20 hsi (Edy, 2008). Jika hasil uji patogenisitas BDB pada tanaman jahe
tidak menimbulkan gejala layu, maka bakteri yang diinokulasikan tersebut adalah
BDB. Karena tanaman Jahe bukan merupakan inang dari BDB melainkan inang

alternatif dari Ralstonia solanacearum.

3.3.3 Percobaan pertama.

Percobaan ini bertujuan untuk mengetahui metode inokulasi BDB yang
dapat menyebabkan gejala penyakit darah pada buah pisang. Percobaan terdiri
dari 4 perlakuan dan 3 ulangan, masing — masing perlakuan menggunakan kontrol
aquades steril dan diamati setiap hari selama 7 hari

Bakteri BDB yang telah diinkubasikan selama 48 - 72 jam dipanen
menggunakan stik gelas L dan dibuat suspensi dalam aquades steril. Suspensi
bakteri diatur dengan spektrofotometer pada ODggo = 1, kemudian disesuaikan
hingga konsentrasi 10° CFU/m.

Jenis perlakuan inokulasi adalah sebagai berikut :

P1 = injeksi satu ml suspensi bakteri menggunakan syringe dibagian
tengah buah pisang ,

P2 = menusuk di bagian tengah buah pisang menggunakan jarum yang
telah dilumuri suspensi bakteri ,

P3 = mengolesi pangkal buah yang telah dipotong dengan pisau steril
dengan suspensi bakteri menggunakan cotton bud,

P4 = penyemprotan suspensi bakteri pada permukaan buah pisang

3.3.4 Percobaan kedua

Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan gejala yang ditimbulkan
olen BDB dengan gejala patogen lain pada buah pisang. Patogen yang digunakan
adalah Xanthomonas oryzae, Ralstonia solanacearum, Pantoea sp. dan Erwinia

carotovora. Bakteri dibiakkan selama 24-48 jam pada media NA, dibuat suspensi
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dalam aquades steril, diatur dengan spektrofotometer pada ODggo = 1, kemudian
disesuaikan hingga konsentrasi 10° CFU/mI. Suspensi bakteri diinokulasi pada
buah pisang kepok menggunakan metode inokulasi yang paling efektif dari hasil
percobaan pertama. Perbedaan gejala yang tampak diamati dan dibandingkan

dengan gejala yang ditimbulkan oleh BDB.

3.3.5 Percobaan ketiga

Percobaan ketiga bertujuan untuk mengetahui pengaruh konsentrasi
suspensi bakteri patogen BDB pada pembentukan gejala penyakit darah pada buah
pisang. Percobaan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 4
perlakuan dan 3 ulangan. Pengamatan gejala dilaksanakan pada hari ketiga dan
keenam setelah inokulasi.

Bakteri BDB yang telah dibiakkan selama 48 - 72 jam pada media NA
dipanen menggunakan stik L, dibuat suspensi dalam aquades steril, diatur dengan
spektrofotometer pada ODggo = 1, kemudian disesuaikan hingga konsentrasi yang
ditetapkan. Perlakuan yang dilakukan adalah injeksi satu ml suspensi BDB pada
konsentrasi yang berbeda menggunakan syringe pada bagian tengah buah.
Perlakuan selengkapnya adalah sebagai berikut :

R1  :konsentrasi 1x10° CFU/mlI

R2  :konsentrasi 1x10® CFU/mI

R3  :konsentrasi 1x10’ CFU/mlI

R4 :aquades steril (kontrol)

3.3.6 Variabel pengamatan

Pengamatan dilakukan terhadap gejala kerusakan jaringan pada buah
pisang yang dihasilkan oleh bakteri BDB. Buah pisang diiris membujur dan
melintang, kemudian kerusakan jaringan yang dihasilkan diukur baik luas dan
panjang menggunakan milimeter blok dan penggaris.

Variabel yang diamati adalah panjang plasenta buah serta panjang gejala

pada plasenta buah.
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Untuk mendapatkan proporsi kerusakan plasenta buah digunakan rumus :

P =A/B x100%

Keterangan : P = Proporsi panjang gejala kerusakan plasenta buah (%)
A = Panjang gejala plasenta buah yang rusak (cm)
B = Panjang plasenta buah (cm)

Foto gejala yang tampak akibat inokulasi bakteri patogen pada buah
pisang merupakan variabel kualitatif untuk menunjukkan tingkat patogenisitas
patogen pada buah pisang. Pengambilan gambar dilakukan setiap hari selama 7
hari.

3.3.6 Analisis data

Pada percobaan ketiga, untuk mengetahui perbedaan pengaruh perlakuan,
data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan uji F pada taraf kesalahan
5%. Hasil uji F yang F hitungnya lebih besar dari F tabel, dilanjutkan

menggunakan uji Duncan pada taraf 5%.



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi BDB dari Buah Pisang
Buah pisang yang diduga terserang penyakit Blood Disease Bacterium
(BDB) diambil dari kebun pisang di Desa Maron, Kabupaten Probolinggo. Ciri-
ciri buah pisang yang terserang penyakit BDB adalah jika daging buah dibelah
terdapat gejala perubahan warna menjadi kecoklatan. Jika bagian daging buah
yang bergejala ditekan akan keluar cairan berwarna coklat yang merupakan massa
bakteri (Gambar 6).

Gambar 6. Irisan buah pisang yang terserang BDB

Bakteri BDB yang diisolasi dari buah pisang ditumbuhkan di media TZC.
Pada media TZC, koloni BDB mempunyai ukuran 1- 4 mm, bentuk bulat,
permukaan cembung, bagian tengah koloni berwarna merah dengan pinggiran
koloni jelas dan bening (Gambar 7). Ciri lainnya adalah koloni cenderung lengket
pada permukaan medium sehingga agak sulit jika diambil menggunakan jarum
ose. Selain itu koloni baru terbentuk pada hari keempat setelah ditumbuhkan pada
suhu ruangan. Hal ini sesuai dengan karakter BDB yang dilaporkan peneliti
sebelumnya (Asrul, 2008), yaitu koloni tumbuh lambat, berbentuk bulat dengan
ukuran kecil (2 — 5 mm), non fluidal dan agak lengket (viscid) pada permukaan
medium sehingga agak sulit jika diambil menggunakan jarum ose. Sifat ini tidak

dijumpai pada bakteri Ralstonia solanacearum dan Pseudomonas syzygii.
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Gambar 7. A. Koloni BDB pada media TZC. B. Morfologi koloni tunggal
BDB

Uji reaksi hipersensitif dilakukan untuk menentukan apakah isolat yang
diperoleh tergolong patogen atau non patogen. Isolat BDB dibiakkan dalam media
NA selama 3 hari. Kemudian dari biakan dibuat suspensi bakteri dengan aquades
steril hingga diperoleh kerapatan 10° CFU/mI. Suspensi bakteri diinjeksikan ke
daun tembakau melalui tulang daun sekunder. Isolat yang bersifat patogen
menunjukkan gejala nekrosis di sekitar tempat injeksi dalam kurun waktu 4 hari
(Gambar 8).

Gambar 8. Hasil uji hipersensitif pada daun tembakau. Panah menunjukkan
gejala nekrosis pada daun tembakau.

Selanjutnya dilakukan uji patogenisitas yang bertujuan untuk mengetahui
kemampuan isolat BDB dalam menimbulkan gejala penyakit pada inangnya.
Pengujian dilakukan pada tanaman pisang kultivar kepok merah hasil kultur
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jaringan. Inokulum BDB dibiakkan dalam media NA selama 3 hari. Kemudian
dari biakan dibuat suspensi dengan aquades steril hingga diperoleh kerapatan 10°
CFU/ml.

Inokulasi dilakukan dengan cara penyiraman suspensi inokulum BDB
sebanyak 25 ml/tanaman pada perakaran tanaman pisang yang telah dilukai
menggunakan scalpel (Rustam, 2007). Sebagai kontrol, tanaman pisang yang lain
diinokulasi dengan 25 ml aquades. Hasil uji patogenisitas menunjukkan bahwa
isolat BDB mampu menimbulkan gejala layu pada 18 hari setelah inokulasi (hsi),
sedangkan pada kontrol gejala layu tersebut tidak muncul (Gambar 9). Hasil ini
menunjukkan bahwa isolat BDB yang diisolasi dari buah pisang adalah penyebab
penyakit darah.

; .1-:: B
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Gambar 9. Hasil uji patogenisitas pada tanaman pisang. (A) tanaman pisang
diinokulasi dengan aquades (kontrol). (B) tanaman pisang setelah
diinokulasi BDB. Gambar diambil pada umur 18 hsi. Panah
menunjukkan gejala daun layu pada tanaman pisang.

Hasil uji patogenisitas pada tanaman jahe menunjukkan hasil negatif. tidak
Pada hari ke-20 setelah inokulasi, tanaman jahe tidak menunjukkan gejala layu
seperti terserang bakteri Ralstonia solanacearum. Hal ini membuktikan bahwa
bakteri yang diinokulasi pada tanaman jahe adalah BDB karena tanaman jahe

bukan merupakan inang dari BDB.
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Gambar 10. Hasil uji patogenisitas pada tanaman jahe. Tanaman jahe
tidak menunjukkan gejala layu hingga 20 hsi. hal ini
menunjukkan bahwa tanaman jahe bukan inang
alternatif dari BDBD

4.2 Pengujian Metode Inokulasi BDB pada Buah Pisang

Hasil pengujian menunjukkan bahwa metode inokulasi BDB menentukan
terjadinya gejala penyakit darah pada buah pisang. Metode inokulasi dengan
injeksi suspensi bakteri pada konsentrasi 1x10° CFU/mI ke dalam buah pisang
(perlakuan P1) mampu menimbulkan gejala penyakit darah pada satu hari setelah
inokulasi (hsi) (Gambar 10). Gejala diawali dengan perubahan warna pada daging
buah menjadi kuning kecoklatan dan pada 5 hsi menjadi coklat gelap. Pada 6 hsi
mulai muncul bercak berwarna kemerahan pada daging buah pisang (Lampiran 2).

Metode inokulasi dengan jarum yang telah dilumuri suspensi bakteri
(perlakuan P2), tidak menimbulkan gejala kerusakan sampai pada pengamatan 6
hsi (Gambar 10 dan Lampiran 3). Pada 7 hsi, ketika buah pisang dibelah
membujur terdapat bercak memanjang yang merupakan bekas luka tusukan jarum
pada daging buah. Bekas tusukan tersebut belum menunjukkan gejala penyakit
darah pada buah pisang.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa metode inokulasi dengan
pengolesan suspensi bakteri menggunakan cotton bud (perlakuan P3) tidak
menimbulkan gejala serangan BDB pada 1 hingga 6 hsi (Lampiran 4). Pada 7 hsi
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gejala mulai muncul pada buah pisang. Ketika buah pisang dibelah melintang,
pada bagian plasenta buah menunjukkan perubahan warna menjadi kecoklatan.
Hasil tersebut menunjukkan bahwa selain dapat menyerang pada daging buah,
BDB juga mampu menyerang bagian plasenta buah pisang. Hal ini diduga karena
plasenta buah adalah jalur makanan menuju biji yang mengandung banyak
cadangan makanan yang dibutuhkan untuk perkembangan bakteri (Limbongan,
2011)

Pada metode inokulasi penyemprotan suspensi bakteri pada buah pisang
(perlakuan P4), hingga 7 hsi tidak menunjukkan gejala serangan BDB pada buah
pisang (Gambar 10 dan Lampiran 5).

Pada metode inokulasi injeksi, patogen secara langsung diinjeksikan ke
dalam jaringan buah pisang sehingga BDB tidak melalui tahapan proses infeksi
alami. Pada metode inokulasi dengan penyemprotan, suspensi bakteri
disemprotkan di sekeliling buah pisang sehingga patogen masih berada di luar
permukaan tanaman dan harus melalui semua tahapan proses infeksi agar dapat
menimbulkan gejala penyakit. Karena tidak ada gejala yang timbul sampai dengan
7 hsi, dapat diduga bahwa BDB tidak mampu melakukan proses infeksi alami
tersebut. Tahapan proses infeksi alami oleh bakteri patogen adalah; inokulasi,
pengenalan dan kontak patogen dengan inang, penetrasi dan kolonisasi patogen

dalam jaringan inang (Abadi, 2003)
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Gambar 11. Hasil pengujian metode inokulasi pada buah pisang pada 7 hsi:
(@) P1(injeksi); (b) P2 (ditusuk dengan jarum); (c) P3 (dioles
menggunakan cotton bud); (d) P4 (disemprot suspensi bakteri).
Gejala serangan BDB ditunjukkan oleh tanda panah.
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4.3 Pengujian Beberapa Bakteri Patogen Lain dan BDB pada
Buah Pisang

R. solanacearum E. carotovora Pantoea sp. Aquades

Gambar 12. Perbandingan gejala pada buah pisang yang disebabkan oleh
BDB dan patogen lain. Tanda panah menunjukkan daging
buah pisang yang terserang BDB.

Berdasarkan hasil percobaan pertama, metode inokulasi yang paling
efektif adalah menggunakan metode injeksi. Pada percobaan kedua, metode
injeksi digunakan untuk inokulasi BDB, Xanthomonas oryzae, Erwinia
carotovora, Pantoea sp., dan Ralstonia solanacearum pada buah pisang.

Seluruh bakteri yang diinokulasikan dapat menyebabkan gejala pada buah
pisang. Gejala yang ditunjukkan oleh Xanthomonas oryzae adalah berupa
perubahan warna pada daging buah menjadi kuning kecoklatan dan tidak
ditemukan gejala pada bagian plasenta buah (Gambar 11 dan 12).
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Gambar 13. Gejala serangan Xanthomonas oryzae pada buah pisang
ditunjukkan oleh tanda panah

Gejala yang ditunjukkan oleh Pantoea sp dan Erwinia carotovora adalah
berupa perubahan warna menjadi coklat hingga sedikit warna oranye pada tepian
daging buah, sedangkan pada bagian plasenta buah tidak terdapat gejala (Gambar
11 dan 13). Semangun (1994) menyatakan bahwa bakteri golongan Erwinia
carotovora adalah bakteri patogen tanaman yang menyebabkan busuk lunak pada
inangnya. Golongan Erwinia biasa juga dijumpai di gudang tempat penyimpanan
sebagai patogen kontaminan. Bakteri masuk ke dalam jaringan tanaman melalui
lubang tanaman, luka, dan bekas potongan. Gejala umumnya berupa perubahan
warna pada jaringan tanaman menjadi kuning kemudian coklat disertai cairan

lendir berbau busuk.

Pantoea sp.
E. carotovora i

Gambar 14. Gejala serangan (A) Erwinia carotovora (B) Pantoea sp. pada
buah pisang. Gejala ditunjukkan oleh tanda panah.
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Ralstonia solanacearum menimbulkan gejala perubahan warna menjadi
kecoklatan hingga hitam pada daging buah. Sama dengan patogen sebelumnya, R.
solanacearum tidak mampu menimbulkan gejala pada plasenta buah (Gambar 11
dan 14).

R. solanacearum

Gambar 15. Gejala serangan pada buah pisang yang disebabkan oleh (a)
Ralstonia solanacearum (b) BDB. Gejala pada buah pisang
ditunjukkan oleh tanda panah.

Ketika diinokulasikan pada buah pisang, BDB menimbulkan gejala
perubahan warna kuning hingga kecoklatan serta menimbulkan warna merah pada
daging buah. Selain itu gejala yang khas dan tidak ditemukan pada patogen lain
yang diinokulasikan pada buah pisang adalah bagian plasenta buah mengalami
kerusakan berupa perubahan warna menjadi kecoklatan. Hasil ini menunjukkan
bahwa hanya BDB yang mampu melakukan infeksi dan menyebar pada bagian
plasenta buah. Hal tersebut membedakan gejala yang ditimbulkan oleh BDB
dengan gejala yang ditimbulkan patogen lain, sehingga dapat pula dijadikan salah
satu karakteristik khusus infeksi BDB pada buah pisang. Menurut Wardiyati
(2012, komunikasi pribadi) bagian plasenta merupakan bagian buah pisang yang
mempunyai cadangan makanan paling banyak. BDB dapat menginfeksi dan
berkembang pada plasenta buah diduga karena kandungan nutrisi pada plasenta

buah pisang sesuai dengan yang dibutuhkan BDB.
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4.4 Pengaruh Kerapatan Inokulum BDB Pada Perkembangan
Gejala Penyakit Darah Pada Buah Pisang

Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa inokulasi beberapa tingkat
kerapatan inokulum BDB berpengaruh nyata terhadap gejala serangan BDB pada
plasenta buah pisang (Tabel 2 dan Tabel Lampiran 1). Hasil pengujian
menunjukkan bahwa inokulum BDB dengan kerapatan 10 CFU/mI (perlakuan
R2) dan 10° CFU/ml (perlakuan R1) mampu menimbulkan gejala penyakit darah
pada buah pisang pada hari ketiga dan keenam setelah inokulasi. Sedangkan
inokulum BDB dengan kerapatan 10" CFU/mI (perlakuan R3) dan kontrol tidak
mampu menimbulkan gejala penyakit darah pada plasenta buah pisang.

Diduga ketidakmampuan inokulum BDB dengan kerapatan 10" CFU/ml
dalam menimbulkan gejala penyakit darah pada buah pisang disebabkan kerapatan
inokulum tersebut dibawah ambang minimal untuk menyebabkan gejala penyakit
darah pada buah pisang dan juga pada kerapatan tersebut inokulum sudah tidak
virulen lagi. Kemungkinan lain, inokulasi pada buah pisang yang telah dipotong
dari batang utama menyebabkan metabolisme jaringan pembuluh xylem dan
floem menurun. Menurut Goodman et al. (1986) ketika bakteri penyebab penyakit
yang menyerang jaringan pembuluh masuk kedalam inang, bakteri akan
memperbanyak diri pada bagian xylem dan floem. Penurunan metabolisme
jaringan pembuluh pada buah pisang diduga sebagai penyebab inokulum tersebut
tidak dapat memperbanyak diri dan menghambat kemampuan inokulum dalam
menimbulkan gejala penyakit darah.

Pada hari ketiga setelah inokulasi tidak ada perbedaan yang nyata diantara
perlakuan R4, R3, dan R2, tetapi perlakuan R1 mempunyai perbedaan nyata
dengan perlakuan yang lain. Kerusakan pada plasenta buah yang ditimbulkan oleh
perlakuan R2 dengan kerapatan inokulum BDB 10° CFU/mI adalah sebesar 3,70%
sedangkan kerusakan yang ditimbulkan perlakuan R1 dengan kerapatan inokulum
BDB 10° CFU/ml sebesar 12,34%.

Pada hari keenam tingkat kerusakan plasenta buah pada perlakuan R4 dan
R3 berbeda nyata dengan perlakuan R2 dan R1, sedangkan perlakuan R2 tidak
berbeda nyata dengan perlakuan R1. Perlakuan R2 dengan kerapatan inokulum
BDB 10® CFU/ml dan perlakuan R1 dengan kerapatan inokulum BDB 10° CFU/ml
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memberikan pengaruh nyata pada kerusakan plasenta buah dibandingkan dengan
kontrol (Tabel 2 dan Tabel 3). Pada hari keenam setelah inokulasi, inokulum
BDB dengan kerapatan 10° CFU/ml menyebabkan kerusakan sebesar 47,13%
sedangkan inokulum BDB dengan kerapatan 10° CFU/ml menyebabkan
kerusakan sebesar 50%.

Menurut Baharuddin (1994 dalam Rustam 2007), bahwa inokulasi BDB
pada kerapatan 10*-10®8 CFU/mI dengan metode injeksi pada batang tanaman
pisang, dapat menimbulkan gejala penyakit darah, sedangkan pada Kkisaran
kerapatan populasi 10° — 10° CFU/ml tidak mampu menimbulkan gejala penyakit
darah pada tanaman pisang. Dengan demikian kerapatan populasi BDB
berpengaruh terhadap perkembangan gejala kerusakan yang ditimbulkan oleh

BDB tanaman pisang.

Tabel 2. Pengaruh Kerapatan Inokulum BDB Terhadap Perkembangan Gejala
Penyakit Darah pada Buah Pisang pada Hari Ketiga Setelah Inokulasi

Kerusakan plasenta buah pisang  Proporsi kerusakan plasenta buah

Perlakuan (cm) pisang (%)
R1 1.07b 12.34b
R2 0.33ab 3.70ab
R3 0.00a 0.00a
R4 0.00a 0.00a
Keterangan : Nilai yang diikuti dengan huruf yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan bahwa perlakuan yang diberikan berbeda nyata pada uji Duncan

taraf 5%

Tabel 3. Pengaruh Kerapatan Inokulum BDB Terhadap Perkembangan Gejala
Penyakit Darah pada Buah Pisang pada Hari Keenam Setelah Inokulasi

Perlakuan  Kerusakan plasenta buah pisang Proporsi kerusakan plasenta

(cm) buah pisang (%)
R1 4.50b 50.00b
R2 4.40b 47.13b
R3 0.00a 0.00a
R4 0.00a 0.00a
Keterangan : nilai yang diikuti dengan huruf yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan bahwa perlakuan yang diberikan berbeda nyata pada uji Duncan

taraf 5%

Secara umum hasil penelitian ini menunjukkan bahwa buah pisang dapat

digunakan sebagai bahan percobaan uji patogenisitas BDB. Gejala yang
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ditimbulkan oleh BDB pada buah pisang sangat khas yaitu mampu menimbulkan
bercak nekrotik berwarna kemerahan baik pada daging buah dan plasenta buah
pisang pada hari ketiga sampai hari ketujuh setelah inokulasi. Selain itu hanya
BDB yang mampu menginfeksi dan menyebar pada bagian plasenta buah. Hal ini
tidak ditemukan pada gejala yang ditimbulkan oleh bakteri patogen lain.
Perbedaan kerapatan inokulum BDB juga berpengaruh terhadap
perkembangan gejala penyakit darah pada daging dan plasenta buah pisang.
Kerapatan inokulum minimum untuk dapat menimbulkan gejala pada buah pisang
adalah 10° CFU/ml. Hal ini jauh lebih tinggi dibanding kerapatan minimal yang
dibutuhkan untuk menimbulkan gejala penyakit darah pada tanaman pisang
dengan metode injeksi pada batang yaitu 10* CFU/ml (Baharuddin, 1994).
Tetapi kelebihan dari metode inokulasi pada buah pisang adalah waktu
yang dibutuhkan cukup singkat yaitu tiga sampai tujuh hari setelah inokulasi
untuk menimbulkan gejala, sedangkan pada metode injeksi pada batang tanaman
pisang dibutuhkan waktu minimal 18 hari untuk dapat menimbulkan gejala.
Bahkan kerapatan inokulum BDB 10° CFU/mI mampu menyebabkan timbulnya
gejala pada buah pisang hanya satu hari setelah inokulasi. Hal ini menjadi
keuntungan tersendiri dari segi waktu yang dibutuhkan bagi pemulia atau peneliti

yang berkaitan dengan penyakit BDB pada tanaman pisang

Gambar 16. Gejala infeksi BDB pada buah pisang. Tanda panah
menunjukkan bercak kemerahan sebagai ciri khas dari
BDB



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:
Metode inokulasi injeksi dan pengolesan suspensi bakteri menggunakan
cotton bud pada buah pisang mampu menimbulkan gejala penyakit darah pada
buah pisang.
Metode injeksi pada buah pisang merupakan metode inokulasi yang lebih
efektif karena dapat menimbulkan gejala penyakit darah pada hari pertama
setelah inokulasi.
Kerapatan populasi BDB 10% dan 10° cfu/ml mampu menimbulkan gejala
penyakit darah pada hari ketiga dan keenam setelah inokulasi.
. Ciri khas gejala serangan BDB pada buah pisang adalah munculnya bercak
kemerahan pada daging buah pisang dan perubahan warna pada plasenta buah
pisang menjadi kecoklatan pada 7 hari setelah inokulasi, ciri tersebut berbeda
dengan gejala yang ditimbulkan oleh patogen lain yaitu: Xanthomonas oryzae,

Pantoea sp dan Erwinia carotovora, dan Ralstonia solanacearum .

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan khususnya tentang identifikasi dan

karakterisasi BDB serta pengaruh inokulasi BDB pada beberapa varietas buah

pisang yang berbeda.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Tabel Analisis Ragam Percobaan Ketiga

Tabel Lampiran 1. Tabel Analisis Ragam Kerusakan Plasenta Buah pada Hari
Ketiga Setelah Inokulasi

sk jk db kt F hit Ftab5% Ftab1%
Perlakuan 2.27 3 0.75 5.08* 4.06 7.59
Galat 1.19 8 0.14
Total 3.47 11

Tabel Lampiran 2. Tabel Analisis Ragam Proporsi Kerusakan Plasenta Buah
pada Hari Ketiga Setelah Inokulasi

sk jk db kt F hit Ftab5% Ftab 1%
Perlakuan 996.52 3 332.17 7.64** 3.23 5.29
Galat 695.09 16 43.44
Total 1691.62 19

Tabel Lampiran 3. Tabel Analisis Ragam Kerusakan Plasenta Buah pada Hari
Keenam Setelah Inokulasi

sk jk db kt F hit Ftab5% Ftab1%
Perlakuan 99.037 - 33.01 9.20** 3.23 5.29
Galat 56.84 16 3.55
Total 155.87 19

Tabel Lampiran 4. Tabel Analisis Ragam Proporsi Kerusakan Plasenta Buah
pada Hari Keenam Setelah Inokulasi

sk ik db kt F hit Ftab5% Ftab1%
Perlakuan = 11814.42 3 3938.13 9.31** 3.23 5.29
Galat 6764.21 16 422.76

Total 18578.63 19
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Lampiran 2. Gambar Hasil Perlakuan P1

Kontrol , Kontrol
Kontrol

P 1 Hari ke-1 P 1 Hari ke-2
P 1 Hari ke-3

Kontrol Kontrol ‘ Kontrol

P 1 Hari ke-5

P 1 Hari ke-4

Gambar Lampiran 1. Hasil Pengujian metode inokulasi injeksi (P1) pada buah
pisang. (A) 1 hsi; (B) 2 hsi; (C) 3 hsi; (D) 4 hsi; (E) 5 hsi; (F) 6 hsi.
Tanda panah menunjukkan gejala kerusakan akibat inokulasi BDB.
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Lampiran 3. Gambar Hasil Perlakuan P2

Kontrol Kontrol
Kontyol

P 2 Hari ke-1

P 2 Hari ke-2 P 2 Hari ke-3

Kontrol Kontrol Kontrol

P2 Hari ke-6

P 2 Hari ke-4 P 2 Hari ke-5

Gambar Lampiran 2. Hasil Pengujian metode inokulasi menusukkan jarum
yang telah di olesi suspensi bakteri (P2) pada buah pisang. (A) 1 hsi;
(B) 2 hsi; (C) 3 hsi; (D) 4 hsi; (E) 5 hsi; (F) 6 hsi. Tanda panah
menunjukkan gejala kerusakan akibat inokulasi BDB.



35

Lampiran 4. Gambar Hasil Perlakuan P3

Kontrol Kontrol

Kontrol

‘
'\

P3 Hari ke-3

e

P3 Hari ke-1

P3 Hari ke-2

P

4

Kontrol

C

Kontrol

P3 Hari ke-4 P3 Hari ke-5

P3 Hari ke-6

F

Gambar Lampiran 3. Hasil Pengujian metode inokulasi mengolesi pangkal
buah menggunakan cotton bud yang telah dilumuri suspensi bakteri
(P3) pada buah pisang. (A) 1 hsi; (B) 2 hsi; (C) 3 hsi; (D) 4 hsi; (E) 5
hsi; (F) 6 hsi. Tanda panah menunjukkan gejala kerusakan akibat
inokulasi BDB.
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Lampiran 5. Gambar Hasil Perlakuan P4

Kontrol Kontrol

Kontrol

P4 Hari ke-2

P4 Hari ke-1 P4 Hari ke-3

Kontrol Kontrol

P4 Hari ke-6

Kontrol

P4 Hari ke-4 P4 Hari ke-5

Gambar Lampiran 4. Hasil Pengujian metode inokulasi menyemprot buah
pisang menggunakan suspensi bakteri (P4) pada buah pisang.
(A) 1 hsi; (B) 2 hsi; (C) 3 hsi; (D) 4 hsi; (E) 5 hsi; (F) 6 hsi. Tidak
ada gejala kerusakan yang muncul.



