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Abstrak

Penyakit layu Fusarium yang disebabkan oleh jamur Fusarium oxysporum fsp.
cubense Tropical Race 4 (FocTR4) merupakan penyakit yang paling destruktif
untuk tanaman pisang di Indonesia, karena menyebabkan kematian dan
meninggalkan clamisdospora yang dapat bertahan lama di tanah lahan yang sudah
terinfeksi, sehingga lahan tersebut tidak dapat digunakan untuk menanam pisang
untuk waktu yang lama, kecuali menggunakan tanaman pisang yang tahan (resisten).
Pada saat ini, metode yang umum digunakan untuk seleksi jenis/kultivar pisang yang
tahan terhadap Foc-TR4 adalah menggunakan pot dan sistem hidroponik. Tulisan
ini akan mengulas metode bioasai secara in vitro menggunakan pinak tanaman hasil
kultur jaringan, "dengan harapan dapat menjadi metode alternatif yang cepat dan
dapat dipercaya untuk menguji tingkat ketahanan pisang terhadap Foc. Keberhasilan
dari metode ini tergantung dari keberhasilan menyiapkan pinak tanaman pisang hasil
kultur jaringan dalam jumlah yang cukup besar dan schat serta normal, selain itu
juga tergantung dari inokulum jamur yang baik untuk uji serta medium yang cocok
untuk interaksi antara pinak pisang dan inokulum jamur. Agar dapat diperoleh
‘metode yang tepat, maka dibutuhkan sejumlah pinak (plantlet) pisang dan medium
interaksi yang paling baik. Oleh karena itu, diperlukan metode yang paling optimal
untuk perbanyakan pucuk dengan optimasi zat pengatur tumbuh (ZPT) yang tepat
untuk , vermiculit dan pasir bali yang disiram dengan medium MS. Inokulum yang
diuji cobakan adalah potongan agar, suspensi spora, dan inoculum jamur yang di-
tumbuhkan paada nasi. Selain itu juga diujikan penggunaan gula dalam medium in-
teraksi tersebut, yaitu 0, 1,3, 5 dan 10 ppm. Hasilnya menunjukkan bahwa medium
yang cocok untuk perbanyakai‘pisang kapok adalah MS dengan penambahan BAP 2
ppm,.sementara untuk pisang Eaaé‘ adalah MS dengan penambahan BAP 4 ppm.
Hasil uji interaksi menunjukkan bahwa medium interaksi yang dapat memberikan
pertumbuhan terbaik jamur tanpa kontaminasi dan mendukung proses infeksi
FocTR4 terhadap pinak pisang adalah medium cair % MS tanpa gula yang diinoku-
lasi dengan suspensi spora.

Kata Kunci: bioasai in vitro, pinak pisang, inoculum Fusarium oxysporum f.sp. cu-
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". wense Tropical Race 4 (FocTR4), medium interaksi MS cair, suspensi spora

Abstract

Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f.sp. cubense Tropical Race 4
. VFocTR4) is the most destructive disease for banana plants in Indonesia, because it
‘bauses death and leaves chlamydospore which can last for years on infected soil, so
hat the land cannot be used to plant bananas for a long time, except using resistant
s hanana plants. Until recently, the method that is widely used to.test the resistance
level of banana plants is by ex vitro testing using pot and hydroponics. This paper
swill review the bioassay of in vitro method using tissue culture plants, with the hope
of being a fast and reliable alternative method to test the resistance level of bananas
:to Foc. The success of this method depends on the success of preparing bananas
plantlets as the results of tissue culture propagation in a sufficiently large amount,
¥in a normal healthy condition. It also depends on the fungal inoculum which is suit-
nble for testing and a medium suitable for interaction between banana plantlet and
“fungal inoculum. The optimal medium is needed for shoot multiplication, which can
‘be obtained by optimizing the growth regulators that are applicable for certain types
_of bananas, for examples using Murashige Skoog (MS) and BAP. After that, the
Eright interaction medium was tested, including solid MS medium, 1/2 liquid MS, as
well as Bali soil, vermiculite and sand added with MS medium. The inoculum tested
'was solid agar inoculum, spore suspension, and fungal inoculum on rice. In addi-

titeraction medium that could provide the best growth of fungi- without contamination
nd support the FocTR4 infection process on banana plantlet was a half strength
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lisang merupakan tanaman Buah yang berasal dari Asia Tenggara yang buahnya
kDanyak dikonsumsi di masyarakat karena mudah ditemukan, harga yang ekonomis
Edan memiliki nilai gizi yang tinggi. Indonesia merupakan negara yang termasuk da-
7am 12 negara dengan luas panen pisang terbesar di dunia, bersama dengan India,
_ aril, Tanzania, Filipina, Vietnam dan lainnya (Rohmah, ef al., 2016). Berdasarkan
¥Droyeksi produksi pisang di Indonesia yang dilakukan oleh Rohmah et al. (2016),
Ikatakan bahwa produksi pisang di Indonesia periode 2016-2020 'diproyeksikan




l64 | Rizkita Rachmi ESyami d

naik sebesar 1.98% per tahun, meskipun setiap tahunnya akan mengal,
penurunan. Penurunan laju produksi tersebut kemungkinan dikarenakan oleh pen
kit yang menyerang pisang seperti penyakit layu fusarium.

Penyakit layu fusarium yang disebabkan oleh Fusarium oxysporum f. sp. cubensy
(Foc) merupakan penyakit yang menyerang jaringan pembuluh tanaman pisan 2y
Penyakit ini menyebabkan tanaman mengalami gangguan penyerapan dan transp,
air sehingga tanaman akan layu dan mati. Infeksi oleh Foc ini dilaporkan perty
kali terjadi di Australia pada tahun 1876 (Ploetz, 2000). Pada tahun 1890-an bany14
terjadi kegagalan panen pisang di Amerika dan menyebabkan keruglan sekitar

milyar dolar. Kejadian tersebut terjadi pada negara yang mengimpor bibit plsan
‘Gros Michel” dari Panama, hal inilah yang menyebabkan penyakit layu fusariy;3
juga dikenal sebagai penyakit layu Panama. Meskipun dilaporkan pertama kalj g
Australia dan menimbulkan kerugian yang besar di Amerika, evolusi Foc hing
dapat menginfeksi tanaman pisang kemungkinan terjadi di Asia Tenggara (Ploe
2015).

Penyakit layu fusarium sangat cepat menyebar dan sulit untuk di eradikasi. Lah
perkebunan pisang seluas 4000 Ha di Suriname tidak memproduksi pisang selama &j
tahun untuk menghancurkan tanaman pisang yang telah terinfeksi. Sedangkan dit
Costa Rica, dibutuhkan waktu selama 12 tahun untuk mengeradikasi pisang ter
feksi pada area produksi seluas 6000 Ha. Oleh karena itu, penyakit layu fusariu it
disebut sebagai penyakit paling destrukiif di dunia (Ploetz, 2000). Padahal plSang.
termasuk ke dalam 8 produk agrikultur paling penting di dunia dan menjadi komodl-”‘
tas utama bagi sebagian besar Negara berkembang seperti Indonesia, Malaysia, Cos-
ta Rica, Honduras, Panama dan lainnya (Ploetz, 2015). :

Kasus penyakit layu fusarium pisang di Indonesia mulai banyak dilaporkan terjadi d1
beberapa daerah pada tahun 1980-an. Penyebaran penyakit ini cukup cepat dan luas,;
sampai saat ini penyakit layu fusarium dapat ditemukan hampir di semua daerah}i;
yang memroduksi pisang (Manti, 2008). Hal ini tentunya akan mempengaruhi fluk-!
tuasi produksi pisang di Indonesia. Pada tahun 1997, produksi pisang di Indonesia’
mengalam1 penurunan dari tahun 1996. Produksi pisang di Indonesia tahun 1996
mencapai 61.27 ton per hektar dan di tahun 1997 produksi pisang hanya mencapai
39.17 ton per hektar. Hal serupa juga terjadi pada tahun 2003, produksi pisang di ;
Indonesia mengalami penurunan sebesar 17.37 ton per hektar dari tahun sebelumnya
akibat serangan penyakit layu fusarium (Billah er. al, 2014).

Berdasarkan kasus yang telah terjadi, penyaktt layu fusarium membutuhkan waktu
yang lama untuk dimusnahkan dari area yang telah terinfeksi. Salah satu cara dalam:;
menghadapi masalah ini adalah dengan me nam kultivar pisang yang resisten ter-
hadap penyakit layu fusarium. Sudah tetidentifikasi lebih dari 1000 jenis plsang
yang ada di dunia dan Indonesia diperkirakan memiliki sekitar 200 kultivar pisang
lokal dan varietas liar (Indrayanti, 2012). Jenis dan kultivar pisang tersebut memiliki
tingkat ketahanan yang berbeda, dan diperlukan pengetahuan tentang berapa besar ‘;
ketahanannya terhadap penyakit, antara lain terhadap serangan jamur Fusarium 0X- ¢
ysporum, terutama terhadap Foc — TR4. Agar dapat membandingkan tingkat
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 lcetahanan penyakit pada pisang terhadap Foc — TR4, maka diperlukan metode yang
otensial untuk mengujinya, karena dengan mengetahui tingkat ketahanan dan ke-
 entanan tersebut akan dapat mempercepat proses breeding dan seleksi dengan
- Lfisien sebelum ditanam d lapangan (Wu et al., 2010, Xu et al., 2017).

| pada saat ini, metode yang umum digunakan untuk seleksi jenis/kultivar pisang yang
jftahan terhadap Foc-TR4 adalah menggunakan pot dan sistem hidroponik. Tulisan
:ini akan mengulas metode bioasai secara in vitro menggunakan pinak tanaman hasil
ultur jaringan, dengan harapan dapat menjadi metode alternatif yang cepat dan
dapat dlpercaya untuk menguji tingkat ketahanan pisang terhadap Foc. Keberhasilan
4ari metode ini tergantung dari keberhasilan menyiapkan pinak tanaman pisang hasil
Lultur jaringan dalam jumlah yang cukup besar dan sehat serta normal, selain itu
juga tergantung dari inokulum jamur yang baik untuk uji serta medium yang cocok

gntuk interaksi antara pinak pisang dan inokulum jamur.

SR

Terdapat berbagai macam faktor yang dapat mendukung terjadinya germinasi F.
pysporum dan pertumbuhan tanaman seperti kelembapan, pH, ketersediaan nutrisi
n sebagainya. Pada studi interaksi antara jamur dan tumbuhan tentunya diperlukan
medium interaksi yang mampu menunjang kehidupan kedua organisme tersebut.
amun medium interaksi yang digunakan juga diharapkan tidak hanya mendukung
ipertumbuhan salah satu komponen saja, baik jamur ataupun tumbuhan. Berdasarkan
g %tudi literatur yang telah dilakukan, dalam melakukan studi ini, ada beberapa medi-
f;nn yang digunakan yaitu tanah (Ssali, 2016), ' MS cair (Wu, ef al., 2010), MS pa-
t (Indrayanti, 2012), vermikulit, dan pasir bali (Soesanto, et al., 2009). Semua
medium tersebut memiliki kemampuan dalam menunjang pertumbuhan jamur serta
buhan. Selain menguji jenis medium, juga dilakukan pengujian inokulum apa
B yang paling cocok untuk digunakan. Jenis inokulum yang diuji adalah suspensi spo-
(Subramaniam, et al., 2006), potongan agar kultur (Indrayanti, 2012) dan inoku-
yang ditumbuhkan pada nasi.

faSI BAP yang terbaik, eksplan plsang dlperbanyak kembali pada medium tersebut.
;emudlan eksplan pisang yang memiliki 2-3 daun dipindahkan pada medlum MS
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2.2 Identifikasi dan persiapan jamur ;
Isolat jamur diinokulasi pada medium PDA (Potato Dextrose Agar) suhu 25°C Serté‘
kondisi gelap selama 3-7 hari. Isolat yang ada pada medium PDA diamati pPigmentys
si dan morfologi dengan cara mengambil miselium aerial secara aseptis. Kemudigy
diletakkan pada kaca preparat yang telah diberi akuades dan ditutup dengan cover:
glass. Selanjutnya preparat diamati di bawah mikroskop cahaya dengan perbesarmié
400 x. Setelah itu preparat ditetesi dengan pewarna lactophenol cotton blue sebagaj;
pewarna jamur (kitin) yang umum digunakan diteteskan pada ujung cover glassh
selanjutnya kelebihan cairan diserap menggunakan tisu pada ujung cover glass yang
berlawanan (Summerel, ef al., 2003). =

%R

Jamur kemudian ditumbuhkan pada medium PDA dan diinkubasi selama 7 hai
Kultur jamur tersebut dipergunakan untuk persiapan inokulum jamur. Inokulu,%
jamur disiapkan dalam bentuk suspensi spora, potongan agar dan inokulum yang
ditumbuhkan pada nasi. Suspensi spora disiapkan dengan cara menuangkan larutap
NaCl 0.85% pada kultur jamur di medium PDA. Kultur kemudian digosok perlahag
menggunakan batang oose, dengan harapan spora akan lepas dari miselium dan

o
ot
b

1

E

terbawa oleh larutan. Selanjutnya larutan spora Foc dikumpulkan lalu konsentrasi
spora dihitung dengan hemasitometer. Potongan agar disiapkan dengan cara memofg
tong koloni jamur yang berusia 4-7 hari dari medium agar seluas 1 x 1 cm!
menggunakan spatula.” Inokulum jamur pada nasi disiapkan dengan menananjz
potongan agar pada medium nasi yang telah disteril selama 15 menit pada suhg!
121°C dengan autoklaf.

2.3 Uji Medium Interaksi g

2.3.1 Jenis medium tumbuh

Jenis media yang digunakan adalah medium MS cair, MS padat, pasir bali, campus
ran tanah: sekam (1:1) dan vermikulit. MS cair dan MS padat disterilkan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama- 15 menit, sedangkan untuk tanah:
sekam, pasir bali dan vermikulit disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°G
selama 60 menit. Selanjutnya untuk medium tanah sekam, pasir bali dan vermikulit:
disiram dengan MS cair sebanyak 10 ml. Medium kemudian dibagi lagi menjadi ti
perlakuan berdasarkan jenis inokulum yaitu suspensi spora, potongan agar, dan in-
okulum dari nasi. Setiap perlakuan diulang sebanyak tiga kali.

2.3.2 Pengaruh gula 5
Medium MS cair disuplementasi denggn gula pada konsentrasi 0, 1, 3, 5 dan 10
ppm. Kemudian ditambahkan inokulum; 10f5bsuspensi spora sebanyak 1 ml. dan
inkubasi pada shaker selama 3 hari. Seteldh itu dilakukan pengukuran biomassa ki

ing miselium jamur. §

3. HASIL DANPEMBAHASAN :

Kebutuhan jumlah eksplan yang digunakan dalam penelitian dipenuhi melalui per*
banyakan kultur pucuk eksplan pisang secara-in vitro. Komposisi medium MS yang

L4
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digunakan umumnya sama untuk setiap kultivar pisang, mengandung makronutrien,
mukronutrien dan vitamin. Namun terdapat perbedaan dalam hormon tambahan un-
tuk menginduksi pertambahan tunas dan ukuran eksplan. Pada penelitian kali ini
digunakan penambahan hormon sintetis BAP dengan konsentrasi yang bervariasi
| untuk menginduksi perbanyakan tunas pucuk pisang. BAP atau benzylaminopurin,
| yang termasuk dalam golongan hormon sitokinin dan memiliki kemampuan merang-
| sang pembelahan dan diferensiasi sel. Sel-sel yang membelah akan berkembang
| menjadi tunas, cabang, dan daun baru (Ayuningsari, ef al., 2017).

| Hasil pengamatan menunjukan bahwa untuk memperbanyak tunas kultivar mas
‘| membutuhkan hormon BAP 4 ppm, sedangkan kultivar kepok membutuhkan hor-
~ mon BAP 2 ppm. Hal ini didukung dengan penelitian yang dilakukan Amiputri ef al.
11(2018) yang menyatakan bahwa BAP dengan konsentrasi 2-4 ppm dapat mem-

Pisang Kepok : Pisang Mas

fats-rata Pectambaban Tunas
L

Raty-mata Pertsmbaban funas
O e N oW b oM o om

4 pp : 2mpm
Konsenteasi Rormon BAP - Konsentrast barman BAP

Gambar 3.1. Grafik rata-rata jumlah pertambahan tunas selama 1 bulan

g T e YL

% Gambar 3.2. Hasil Pengamatan Kultur Foc TR4 7 hari setelah inokulasi
i ,
%»;‘ {a) Tt ampak atas (b) Tampak bawah

n pengaruh pada pembenmkan tunas kultur pisang. ?erbedaan kebutuhan

i as pucuk dapat disebabkanoleh beberapa hal sepem kadar hormon endogen.
;kSPIan yang digunakan berasal dari jaringan pucuk yang berada pada tunas. Pada

jfn‘mon tumbuhan harus ada pada jumlah yang mencukup1 Hormon yang lebih pada
mbuhan dapat bersifat toksik bagi tumbuhan, sedangkan hormon yang kurang ten-
{u0ya juga tidak mampu menginduksi pertumbuhan primordial pucuk dengan cepat
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Jamur yang diamati dan digunakan merupakan kultur jamur yang berasal dari sery,
batang semu pisang yang diduga terkena penyakit layu fusarium. Berdasarkan hag;
pengamatan secara makroskopis bahwa kultur jamur memiliki miselium Yang
berwarna putih keunguan saat ditumbuhkan pada medium PDA dan suhu inkubgg
25°C. ’ .

Pada Gambar 3.2 dapat terlihat miselium jamur yang berwarna putih keunguan. Hg)
ini sesuai dengan Summerel, e a/ (2003) yang menyatakan bahwa salah satu tahy. 3
pan dalam identifikasi spesies pada genus fusarium adalah dengan melihat pigmen.
tasi koloni pada medium PDA. Fusarium oxysporum memiliki pigmentasi miselium
berwarna putih keunguan saat ditumbuhkan pada medium PDA (Summerel, ef o/,
2003). Selanjutnya dilakukan pengamatan secara mikroskopis untuk mengamati hify -
dan spora kultur jamur.

2 - % [N .

Gambar 3.3 Hasil pengamatan mikroskopis pada perbesaran 400X kultur jamur Foc

Berdasarkan Gambar 3.3, bagian-bagian jamur F. oxysporum yang teramati adalah
hifa, septum, makrokonidia, mikrokonidia dan rantai spora. Hifa terwarnai biru
setelah diberi reagen LCB dan memiliki sekat-sekat yang disebut septum (septa:
jamak). F. oxysporum memiliki tiga jenis spora aseksual yaitu makrokonidia,
mikrokonidia dan klamidospora, pada gambar 4.2 spora yang teramati adalah
struktur makrokonidia dan mikrokonidia. Makrokonidia F. oxysporum memiliki
bentuk melengkung seperti bulan sabit dan ukuran berkisar antara 27-55 pm. Se-
dangkan mikrokonidia F. oxysporum memiliki bentuk oval atau kurang lebih sama
dengan makrokonidia dan memiliki ukuran berkisar antara 5-16 pm (Summerel, ef
al., 2003). Selain itu juga teramati struktur rantai konidia pada kultur jamur. Rantai
konidia dan hifa yang bersepta merupakan sebagian ciri dari kelompok askomikota
(Campbell, et al., 2003). . C

Pada uji ini, pengamatan hanya didasark‘égi pada kemampuan germinasi dan pertum-
buhan jamur. Berdasarkan hasil uji yang telah dilakukan (dapat dilihat pada Tabel
4.1) dengan penilaian secara kualitatif didapatkan bahwa medium Y2 MS cair meru-
pakan medium yang paling baik untuk menginduksi terjadinya germinasi spora
F.oxysporum -apabila dibandingkan dengan medium lainnya. Hal ini kemungkinan
disebabkan oleh faktor air yang menggenang pada medium tersebut sehingga spora
lebih mudah untuk melakukan germinasi (Groenewald, 2005). Sedangkan pada me-

L




RoTi0 ‘
@ Bunga Rampai Forum Peneliti Muda Indonesia 2018 169

dium lainnya, spora membutubkan waktu relatif lebih lama untuk germinasi sehing-
o jumlah miselium yang terlihat tidak lebih banyak. Kemudian pada medium tanah
 sekam, pasir bali dan vermikulit terlihat adanya kontaminasi yang tentunya dapat
! mempengaruhi apabila digunakan dalam studi interaksi ini.

Tabel 3.1 Hasil uji pendahuluan medium interaksi dan metode inokulum

. Jenis)
N \MediumMsocaif MS 0 padat oasie Bati Nermicutite T
Wu, etal, Indrayanti, [PasirBali [Vermicu ite .
Metode \\\\ 2010) EOIz) Ssali. 2016}
. . -
inokulasi .
* suspensi spora
{Subramaniam, er [T+ ad e/~ H+H /-
al., 2006)
Potongan agar :
Ean 2 Htt H-- tef Hde e Hfom e
{Indrayanti, 2012}
inokulum dari
jberas B+ Hb+ Hefom et Hef
{Kristiawati, eral.,
2014)

- luas ar;:a')-;)‘sgg dimmbuhi iniéclium j'amv.i: o

: 8 ¥& uhil i
= Kontaminasi olch spesics lain H

Selain menguji jenis medium, juga dilakukan pengujian inokulum apa yang paling
cocok untuk digunakan. Jenis inokulum yang diuji adalah suspensi spora (Subrama-
| niam, ef al., 2006), potongan agar kultur (Indrayanti, 2012) dan inokulum dari nasi.
| Berdasarkan hasil uji, pada Tabel 4.2 metode inokulasi suspensi spora merupakan
| metode inokulasi yang paling baik untuk digunakan bila dibandingkan dengan me-
i tode lain yang diuji. Pada hasil pengamatan terdapat kontaminasi pada medium pa-
| sir, vermikulit dan tanah yang menggunakan metode inokulasi potongan agar dan
| inokulum beras. Hasil optimasi ini serupa dengan penelitian yang dilakukan oleh
| Wu , et al. (2010) yang menggunakan medium interaksi dengan komposisi % MS
| cair dan metode yang digunakan oleh Subramaniam, et al. (2010) menggunakan
| inokulum berupa suspensi spora (Wu, ef al., 2010; Subramaniam, et al., 2006).

Selanjutnya dilakukan uji penambahan gula pada medium dan pengaruhnya terhadap

pertumbuhan Foc. Gula dapat menginduksi pertumbuhan miselium Foc, namun

dapat berdampak negatif pada studi ini. Gula mampu menghambat produksi enzim

pendegradasi dinding sel sehingga virulensi dari Fpc akan menurun (Groenewald,

2005). Sehingga percobaan ini dilakukan untuk me]ih_gt konsentrasi minimum gula
&9 e ‘

Eonsearns pula
tgpom Slppn Mipom RSpoen 1 10ppm

Gambar 3.4 Grafik pengaruh konsentrasi gula terhadap pertumbuhan Foc ®
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yang dapat ditambahkan pada medium.

Berdasarkan Gambar 3.4, terlihat peningkatan berat kering miselium jamur seiring
dengan peningkatan konsentrasi gula yang ditambahkan pada medium interaksi. Tey-
lihat berat kering miselium pada medium interaksi yang tidak diberi gula dan yang -
mengandung gula 1 ppm tidak terlihat perbedaan yang signifikan. Sehingga dari uji
ini dapat disimpulkan bahwa medium interaksi tanpa penambahan gula mampy
mendukung terjadinya germinasi dan pertumbuhan dari miselium Foc. Oleh karena
itu medium yang dipilih untuk medium interaksi uji ketahanan pinak tanaman pisang |
terhadap infeksi Foc adalah medium cair %2 MS tanpa penambahan gula dengan
menggunakan suspense spora.
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